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DESCRIPCIÓN 

Producción de una lípido aciltransferasa a partir de células de Bacillus licheniformis 

Referencia a las solicitudes relacionadas 

Se hace referencia a las siguientes solicitudes relacionadas: Documentos US 2002-0009518, US 2004-0091574, 
WO2004/064537, WO2004/064987, WO2005/066347, WO2005/066351. Solicitud de Estados Unidos de Número de 5 
Serie 60/764.430 presentada el 2 de febrero de 2006, y documento WO2006/008508. 

Campo de la presente invención 

La presente invención se refiere a la producción de lípido aciltransferasas. En particular, métodos para la producción 
de una lípido aciltransferasa mediante la expresión de una lípido aciltransferasa en una célula hospedadora de 
Bacillus, preferiblemente una célula hospedadora de B. licheniformis. Además, la presente invención se refiere al 10 
uso de Bacillus (preferiblemente B. licheniformis) para expresar una lípido aciltransferasa y a una célula 
hospedadora de Bacillus, preferiblemente una célula hospedadora de B. licheniformis, que comprende en su 
genoma un gen que codifica una lípido aciltransferasa. 

Antecedentes de la presente invención 

Se sabe que las lípido aciltransferasas son ventajosas en las aplicaciones alimentarias. Se ha descubierto que las 15 
lípido aciltransferasas tienen una actividad de aciltransferasa significativa en los productos alimenticios. Esta 
actividad tiene aplicaciones beneficiosas sorprendentes en los métodos de preparación de productos alimenticios. 

Por ejemplo, el documento WO 2004/064537 describe un método para la producción in situ de un emulsionante 
mediante el uso de una lípido aciltransferasa y las ventajas asociadas a ello. Por lo tanto, existe la necesidad de un 
método para la producción comercial de lípido aciltransferasas. 20 

No obstante, en general los genes pueden ser difíciles de expresar en hospedadores heterólogos, y la expresión de 
lípido aciltransferasas en las células hospedadoras puede ser problemática. 

El documento WO 2004/064537 describe la expresión de dos lípido aciltransferasas de Aeromonas en Bacillus 
subtilis y Escherichia Coli. No obstante, la expresión en B. subtilis es baja, mientras E. coli no es un organismo 
GRAS y, por lo tanto, es inadecuado como hospedador para enzimas que se van a usar en la industria alimentaria. 25 

El documento US 6.255.076 describe un método para producir un polipéptido en una célula hospedadora de 
Bacillus. Sin embargo, tal método requiere el uso de un promotor en tándem en el que cada secuencia promotora 
esté unida de forma operable a una única copia de una secuencia de ácido nucleico que codifica la secuencia 
polipeptídica. Así, existe la necesidad en la técnica de un método mejorado para la producción de lípido 
aciltransferasas. 30 

Aspectos resumen de la presente invención 

Los aspectos de la presente invención se presentan en las reivindicaciones y en el siguiente comentario. 

Un aspecto de la presente invención se refiere a un método para la producción de una lípido aciltransferasa que 
comprende las etapas de:  

(i) proporcionar una célula hospedadora de Bacillus en la que la célula hospedadora de Bacillus es una célula 35 
de Bacillus licheniformis; 

(ii) transformar la célula hospedadora de Bacillus, en la que la célula hospedadora de Bacillus es la célula de 
Bacillus licheniformis, con una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una lípido aciltransferasa 
mostrada como SEQ ID Nº. 49 y 

(iii) expresar la lípido aciltransferasa en la célula bajo control de una secuencia promotora. 40 

En la presente memoria se describe una célula hospedadora de Bacillus en la que la célula hospedadora de Bacillus 
es distinta de Bacillus subtilis, preferiblemente una célula hospedadora de Bacillus licheniformis, que comprende una 
lípido aciltransferasa heteróloga. 

En la presente memoria también se describe el uso de una célula hospedadora de Bacillus en la que la célula 
hospedadora de Bacillus es distinta de Bacillus subtilis, preferiblemente una célula hospedadora de Bacillus 45 
licheniformis, en la producción de una lípido aciltransferasa heteróloga. 

De manera adecuada, la expresión en el hospedador de Bacillus, en el que el hospedador de Bacillus es distinto de 
Bacillus subtilis, y preferiblemente en el que el hospedador de Bacillus es B. licheniformis, puede dar como resultado 
una expresión incrementada en comparación con la expresión en B. subtilis. 
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En la presente memoria se describe un vector de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica una lípido aciltransferasa unida de forma operable a una o más secuencia(s) reguladora(s) de forma que 
la(s) secuencia(s) reguladora(s) es capaz de expresar la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido 
aciltransferasa en un hospedador o célula hospedadora adecuada, preferiblemente en un hospedador (o célula) de 
Bacillus en el que el hospedador (o célula) de Bacillus es distinto de Bacillus subtilis, preferiblemente en B. 5 
licheniformis o una célula de B. licheniformis. 

De manera adecuada, la lípido aciltransferasa puede ser una lípido aciltransferasa recombinante. 

Aspectos detallados de la presente invención 

Según un primer aspecto de la presente invención, se proporciona un método para la producción de una lípido 
aciltransferasa que comprende las etapas de:  10 

(i) proporcionar una célula hospedadora de Bacillus en la que la célula hospedadora de Bacillus es una célula 
de Bacillus licheniformis; 

(ii) transformar la célula hospedadora de Bacillus en la que la célula hospedadora de Bacillus es una célula de 
Bacillus licheniformis, con una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una lípido aciltransferasa 
mostrada como SEQ ID Nº. 49; y 15 

(iii) expresar la lípido aciltransferasa en la célula bajo control de una secuencia promotora. 

Además, se puede unir de forma operable una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido señal a dicha 
secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una lípido aciltransferasa. 

De manera adecuada, el método de la presente invención puede comprender además la etapa adicional de 
aislar/recuperar la lípido aciltransferasa. 20 

De manera adecuada, la lípido aciltransferasa puede ser una lípido aciltransferasa recombinante. 

De manera adecuada, la secuencia promotora usada de acuerdo con las células hospedadoras, vectores, métodos 
y/o usos de la presente invención puede ser homóloga respecto de la célula hospedadora. "Homólogo respecto de la 
célula hospedadora" significa que se origina en el organismo hospedador; es decir, una secuencia promotora que se 
halla de manera natural en el organismo hospedador. De manera adecuada, la secuencia promotora se puede 25 
seleccionar del grupo que consiste en una secuencia de nucleótidos que codifica: un promotor de α-amilasa, un 
promotor de proteasa, un promotor de subtilisina, un promotor de proteasa específica de ácido glutámico y un 
promotor de levansacarasa. De manera adecuada, la secuencia promotora puede ser una secuencia de nucleótidos 
que codifica: el LAT (p.ej. el promotor de alfa-amilasa de B. licheniformis, también conocido como AmyL), AprL (p.ej. 
promotor de subtilisina Carlsberg), EndoGluC (p.ej. el promotor específico de ácido glutámico de B. licheniformis), 30 
AmyQ (p.ej. el promotor de alfa amilasa de B. amyloliquefaciens) y SacB (p.ej. el promotor de levansacarasa de B. 
subtilis). 

En una realización de la presente descripción, la secuencia promotora es la secuencia de -35 a -10 de un promotor 
de alfa amilasa, preferiblemente la secuencia de -35 a -10 de un promotor de α-amilasa de B. licheniformis. La 
"secuencia de -35 a -10" describe la posición respecto del sitio de inicio de la transcripción. Tanto "-35" como "-10" 35 
son cajas, es decir, varios nucleótidos, cada una comprende 6 nucleótidos, y estas cajas están separadas por 17 
nucleótidos. Estos 17 nucleótidos se denominan a menudo "espaciador". Esto se ilustra en la Figura 55, en la que 
están subrayadas las cajas de -35 y -10. Para evitar dudas, cuando se usa "secuencia de -35 a -10" en la presente 
memoria se refiere a una secuencia desde el inicio de la caja de -35 hasta el final de la caja de -10, es decir, que 
incluye la caja de -35, el espaciador de 17 nucleótidos de longitud y la caja de -10. 40 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y/o usos descritos en la presente memoria puede comprender un motivo GDSx 
y/o un motivo GANDY. 

Preferiblemente, la enzima lípido aciltransferasa se caracteriza como una enzima que posee actividad de 
aciltransferasa y que comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los 45 
residuos de aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera 
de los vectores, células hospedadoras, métodos y/o usos descritos en la presente memoria puede ser obtenible, y 
preferiblemente se obtiene, de un organismo de uno o más de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, 
Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacferium, Bacillus, 50 
Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, 
Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y Candida. Preferiblemente, la lípido aciltransferasa es obtenible, y 
preferiblemente se obtiene, de un organismo del género Aeromonas. 
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Una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de los vectores, 
células hospedadoras, métodos y/o usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa que 
comprende un residuo de ácido aspártico en una posición que corresponde a N-80 en la secuencia de aminoácidos 
de la lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada como SEQ ID Nº 35. 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de los vectores, 5 
células hospedadoras, métodos y/o usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa que 
puede comprender la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 16, o una secuencia de aminoácidos 
que tiene un 75% o más de homología con ella. De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que puede comprender la secuencia de aminoácidos 
mostrada como SEQ ID Nº 16. 10 

El término "heterólogo", tal como se usa en la presente memoria, significa una secuencia derivada de una fuente 
genética o especie diferente. Una secuencia heteróloga es una secuencia que no es del hospedador, una secuencia 
modificada, una secuencia de una cepa de células hospedadoras diferentes, o una secuencia homóloga de una 
localización cromosómica diferente de la célula hospedadora. 

Una secuencia "homóloga" es una secuencia que se halla en la misma fuente o especie genética, es decir, se da de 15 
manera natural en la especie relevante de la célula hospedadora. 

La expresión "lípido aciltransferasa recombinante", tal como se usa en la presente memoria, significa que la lípido 
aciltransferasa se ha producido por medio de recombinación genética. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos que 
codifica la lípido aciltransferasa se ha insertado en un vector de clonación, lo que da como resultado la célula de B. 
licheniformis caracterizada por la presencia de la lípido aciltransferasa heteróloga. 20 

Célula hospedadora 

En una realización de la presente invención, la célula hospedadora para el uso en los métodos y/o usos de la 
presente invención es una célula hospedadora de Bacillus licheniformis. 

Se ha descubierto que el uso de una célula hospedadora de Bacillus licheniformis da como resultado la expresión 
incrementada de una lípido aciltransferasa en comparación con otros organismos, tales como Bacillus subtilis. 25 

Se ha insertado una lípido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida en varios vectores de expresión 
convencionales, diseñados para ser óptimos para la expresión en Bacillus subtilis, Hansenula polymorpha, 
Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis, respectivamente. Se detectaron solamente niveles muy 
bajos, sin embargo, en Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis. Los niveles 
de expresión fueron inferiores a 1 µg/ml, y no fue posible seleccionar las células que produjeron suficiente proteína 30 
para iniciar una producción comercial (resultados no mostrados). En contraste, Bacillus licheniformis fue capaz de 
producir niveles de proteína que son atractivos para una producción económicamente viable. 

En particular, se ha descubierto que la expresión en B. licheniformis es aproximadamente 100 veces mayor que la 
expresión en B. subtilis bajo control del promotor de aprE, o es aproximadamente 100 veces mayor que la expresión 
en S. lividans bajo control de un promotor de A4 y fusionado a celulosa (resultados no mostrados en la presente 35 
memoria). 

En otra realización, la célula hospedadora puede ser cualquier Bacillus licheniformis. 

La expresión "célula hospedadora", en relación a la presente invención, incluye cualquier célula que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa como se define en la presente memoria o un vector 
de expresión como el descrito anteriormente y que se usa en la producción recombinante de una lípido 40 
aciltransferasa que tiene las propiedades específicas definidas en la presente memoria. 

Así, una realización adicional de la presente descripción proporciona una célula hospedadora que comprende (por 
ejemplo transformada o transfectada con) una secuencia de nucleótidos de la presente descripción o una secuencia 
de nucleótidos que expresa un polipéptido que tiene las propiedades específicas definidas en la presente memoria. 

De manera adecuada, en ciertas realizaciones, la célula hospedadora puede ser una cepa deficiente de proteasa o 45 
sin proteasa y/o una cepa deficiente de α-amilasa o sin α-amilasa. 

Secuencias Reguladoras 

En ciertas aplicaciones, se puede unir de forma operable una secuencia de lípido aciltransferasa para el uso en 
cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente descripción a una secuencia 
reguladora que es capaz de mantener la expresión de la secuencia de nucleótidos, tal como mediante la célula 50 
hospedadora elegida (tal como una célula de B. licheniformis). 
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A modo de ejemplo, la presente descripción cubre un vector que comprende la secuencia de nucleótidos de la 
presente descripción unida de forma operable a dicha secuencia reguladora, es decir, el vector es un vector de 
expresión. 

La expresión "unida de forma operable" se refiere a la yuxtaposición en la que los componentes descritos se 
encuentran en una relación que les permite funcionar en su modo pretendido. Una secuencia reguladora "unida de 5 
forma operable" a una secuencia codificante está ligada de tal modo que la expresión de la secuencia codificante se 
logra en condiciones compatibles con las secuencias de control. 

El término "secuencias reguladoras" incluye promotores y potenciadores y otras señales de regulación de la 
expresión. 

El término "promotor" se usa en el sentido normal de la técnica, por ejemplo un sitio de unión de polimerasa de ARN. 10 

La expresión incrementada de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que tiene las propiedades 
específicas definidas en la presente memoria también se puede conseguir mediante la selección de las regiones 
reguladoras, p.ej. regiones promotoras, líder de secreción y terminadoras que no son regiones reguladoras para la 
secuencia de nucleótidos que codifica la enzima en la naturaleza. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos de la presente descripción se puede unir de forma operable a al 15 
menos un promotor. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa se puede unir de forma 
operable a una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia terminadora. Los ejemplos de secuencias 
terminadoras adecuadas para el uso en cualquiera de los vectores, células hospedadoras, métodos y/o usos de la 
presente invención incluyen: una secuencia terminadora de α-amilasa (por ejemplo, CGGGACTTACCGAAAGAAA-20 
CCATCAATGATGGTTTCTTTTTTGTTCATAAA - SEQ ID Nº 64), una secuencia terminadora de proteasa alcalina 
(por ejemplo, CAAGACTAAAGACCGTTCGCCCGTTTTTGCAATAAGCGGGCGAATCTTACATAAAA ATA - SEQ ID 
Nº 65), una secuencia terminadora específica de ácido glutámico (por ejemplo, ACGGCCGTTAGATGTGACAGCCC-
GTTCCAAAAGGAAGCGGGCTGTCTTCGTGTAT TATTGT - SEQ ID Nº 66), una secuencia terminadora de 
levanasa (por ejemplo, TCTTTTAAAGGAAAGGCTGGAATGCCCGGCA17CCAGCCACATGATCATCG7TT - SEQ ID 25 
Nº 67) y una secuencia terminadora de subtilisina E (por ejemplo, GCTGACAAATAAAAAGAAGCAGGTA-
TGGAGGAACCTGCTTCTTTTTACTATTATTG). De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa se puede unir de forma operable a un terminador de α-amilasa, tal como un terminador de α-
amilasa de B. licheniformis. 

Promotor 30 

La secuencia promotora a usar de acuerdo con la presente invención puede ser heteróloga u homóloga respecto de 
la secuencia que codifica una lípido aciltransferasa. 

La secuencia promotora puede ser cualquier secuencia promotora capaz de dirigir la expresión de una lípido 
aciltransferasa en la célula hospedadora de elección. 

De manera adecuada, la secuencia promotora puede ser homóloga respecto de una especie Bacillus, por ejemplo B. 35 
licheniformis. Preferiblemente, la secuencia promotora es homóloga respecto de la célula hospedadora de elección. 

Las secuencias promotoras adecuadas para el uso en la presente invención incluyen: el promotor del gen de alfa-
amilasa de Bacillus licheniformis, el promotor del gen de subtilisina de Bacillus licheniformis, el promotor del gen de 
subtilisina de Bacillus subtilis, el promotor del gen de proteasa alcalina de Bacillus licheniformis (gen de subtilisina 
Carlsberg), el promotor del gen de proteasa específica de ácido glutámico de B. licheniformis, el promotor del gen de 40 
alfa-amilasa de B. amyloliquefaciens; el promotor de levansacarasa de B. subtilis y un promotor "consenso" que 
tiene la secuencia TTGACA para la región de "-35" y TATAAT para la región de "-10" (es decir, el promotor de -35 a -
10) del gen de alfa-amilasa. 

Otros ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de una secuencia de ácido nucleico en los 
métodos de la presente invención incluyen: el promotor del gen de proteasa alcalina (aprH) de Bacillus lentus; el 45 
promotor del gen de alfa-amilasa (amyE) de Bacillus subtilis; el promotor del gen de amilasa maltogénica (amyM) de 
Bacillus stearothermophilus; el promotor del gen de penicilinasa (penP) de Bacillus licheniformis; los promotores de 
los genes xyla y xylB de Bacillus subtilis; y/o el promotor del gen CrylIIA de Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis. 

En una realización preferida, la secuencia del promotor es un promotor de α-amilasa (tal como un promotor de α-
amilasa de Bacillus licheniformis). Preferiblemente, la secuencia del promotor comprende la secuencia de -35 a -10 50 
del promotor de α-amilasa de B. licheniformis, véanse las Figuras 53 y 55. 
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Péptido señal 

La lípido aciltransferasa producida por una célula hospedadora mediante la expresión de la secuencia de nucleótidos 
que codifica la lípido aciltransferasa se puede secretar o se puede contener intracelularmente dependiendo de la 
secuencia y/o el vector usados. 

Se puede usar una secuencia señal para la secreción directa de las secuencias codificantes a través de una 5 
membrana celular particular. Las secuencias señal pueden ser naturales o exógenas respecto de la secuencia 
codificante de la lípido aciltransferasa. Por ejemplo, la secuencia codificante del péptido señal se puede obtener de 
un gen de amilasa o proteasa de una especie Bacillus, preferiblemente de Bacillus licheniformis. 

Las secuencias codificantes adecuadas del péptido señal se pueden obtener de uno o más de los genes siguientes: 
gen de α-amilasa maltogénica, gen de subtilisina, gen de beta-lactamasa, gen de proteasa neutra, gen de prsA, y/o 10 
gen de aciltransferasa. 

Preferiblemente, el péptido señal es un péptido señal de α-amilasa de B. licheniformis, aciltransferasa de Aeromonas 
(por ejemplo, mkkwfvcilglialtvqa - SEQ ID Nº 21), subtilisina de B. subtilis (por ejemplo, mrskkiwisilfaltliftmafsnmsaqa 
- SEQ ID Nº 22) o subtilisina de B. licheniformis (por ejemplo, mmrkkstwfgmltafmlvftmefsdsasa - SEQ ID Nº 23). De 
manera adecuada, el péptido señal puede ser el péptido señal de α-amilasa de B. licheniformis. 15 

Sin embargo, se puede usar cualquier secuencia codificante del péptido señal capaz de dirigir la lípido 
aciltransferasa expresada hacia la ruta secretora de una célula hospedadora de Bacillus (preferiblemente una célula 
hospedadora de B. licheniformis) de elección. 

En ciertas realizaciones de la presente descripción, se puede unir de forma operable una secuencia de nucleótidos 
que codifica un péptido señal a una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa de elección. 20 

La lípido aciltransferasa de elección se puede expresar en una célula hospedadora como se define en la presente 
memoria en forma de una proteína de fusión. 

Vector de expresión 

El término "vector de expresión" significa una construcción capaz de expresarse in vivo o in vitro. 

Preferiblemente, el vector de expresión se incorpora en el genoma del organismo, tal como un hospedador de B. 25 
licheniformis. El término "incorpora" preferiblemente cubre la incorporación estable en el genoma. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa como se define en la presente memoria puede 
estar presente en un vector, en el que la secuencia de nucleótidos está unida de forma operable a las secuencias 
reguladoras de forma que las secuencias reguladoras son capaces de proporcionar la expresión de la secuencia de 
nucleótidos en un organismo hospedador adecuado (tal como B. licheniformis), es decir, el vector es un vector de 30 
expresión. 

Los vectores de la presente invención se pueden transformar en una célula hospedadora adecuada como se 
describió anteriormente para proporcionar la expresión de un polipéptido que tiene actividad de lípido aciltransferasa 
como se define en la presente memoria. 

La elección del vector, p.ej. un vector plasmídico, cósmido, virus o fago, inserto genómico, dependerá a menudo de 35 
la célula hospedadora en la que se va a introducir. La presente invención puede cubrir otras formas de vectores de 
expresión que cumplen funciones equivalentes y que son, o pasan a ser, conocidas en la técnica. 

Una vez transformado en la célula hospedadora de elección, el vector se puede replicar y funcionar 
independientemente del genoma de la célula hospedadora, o se puede integrar en el propio genoma. 

Los vectores pueden contener uno o más marcadores seleccionables -tal como un gen que confiere resistencia a 40 
antibióticos, por ejemplo, resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Alternativamente, la 
selección puede lograrse mediante co-transformación (tal como se describe en el documento WO91/17243). 

Se pueden usar los vectores in vitro, por ejemplo para la producción de ARN, o se pueden usar para transfectar o 
transformar una célula hospedadora. 

Así, en una realización adicional, la descripción proporciona un método para producir secuencias de nucleótidos de 45 
la presente invención o secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las propiedades específicas 
definidas en la presente memoria para el uso en cualquiera de los vectores, células hospedadoras, otros métodos 
y/o usos de la presente invención, introduciendo una secuencia de nucleótidos en un vector replicable, introduciendo 
el vector en una célula hospedadora compatible, y cultivando la célula hospedadora en condiciones que provocan la 
replicación del vector. 50 
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El vector puede comprender además una secuencia de nucleótidos que permita que el vector se replique en la célula 
hospedadora en cuestión. Los ejemplos de tales secuencias son los orígenes de replicación de los plásmidos 
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, AMB1 y plJ702. 

Lípido acil transferasa 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de los métodos, 5 
vectores y/o usos de la presente descripción puede codificar una lípido acil transferasa natural o una lípido acil 
transferasa variante. 

Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el uso en la presente 
descripción puede ser una descrita en los documentos WO2004/064537, WO2004/064987, WO2005/066347, o 
WO2006/008508. 10 

La expresión "lípido acil transferasa", tal como se usa en la presente memoria, significa preferiblemente una enzima 
que tiene actividad de aciltransferasa (clasificada en general como E.C. 2.3.1.x, por ejemplo 2.3.1.43), por lo que la 
enzima es capaz de transferir un grupo acilo de un lípido a uno o más sustratos aceptores, tales como uno o más de 
lo siguiente: un esterol; un estanol; un carbohidrato; una proteína; una subunidad de proteína; un polialcohol, tal 
como ácido ascórbico y/o glicerol, preferiblemente glicerol y/o un esterol, tal como colesterol. 15 

Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de los 
vectores, células hospedadoras, métodos y/o usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa que es 
capaz de transferir un grupo acilo de un fosfolípido (como se define en la presente memoria) a un polialcohol, tal 
como ácido ascórbico y/o glicerol, lo más preferiblemente glicerol. 

Para ciertos aspectos, el "aceptor de acilo" según la presente invención puede ser cualquier compuesto que 20 
comprende un grupo hidroxilo (-OH), tal como, por ejemplo, alcoholes polivalentes, que incluyen glicerol; esteroles; 
estanoles; carbohidratos; hidroxiácidos que incluyen ácidos de fruta, ácido cítrico, ácido tartárico, ácido láctico y 
ácido ascórbico; proteínas o una sub-unidad de las mismas, tal como aminoácidos, hidrolizados proteicos y péptidos 
(proteína parcialmente hidrolizada) por ejemplo; y mezclas y derivados de los mismos. Preferiblemente, el "aceptor 
de acilo" según la presente invención no es agua. Preferiblemente, el "aceptor de acilo" según la presente invención 25 
es un polialcohol, tal como un poliol, lo más preferiblemente glicerol. Para el propósito de esta invención, el ácido 
ascórbico se considera también un polialcohol. 

El aceptor de acilo preferiblemente no es un monoglicérido. 

El aceptor de acilo preferiblemente no es un diglicérido. 

En un aspecto, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las 30 
células hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa que 
puede, y también es capaz de transferir un grupo acilo de un lípido a glicerol, y además es capaz de transferir el 
grupo acilo de un lípido a uno o más de lo siguiente: un carbohidrato, una proteína, una subunidad de proteína, 
esterol y/o un estanol, preferiblemente es capaz de transferir a un polialcohol, tal como ácido ascórbico y/o glicerol, 
lo más preferiblemente un esterol tal como colesterol, y/o esteroles/estanoles vegetales. 35 

Preferiblemente, el sustrato lipídico sobre el que actúa la lípido acil transferasa es uno o más de los lípidos 
siguientes: un fosfolípido, tal como una lecitina, p.ej. fosfatidilcolina. 

Dicho sustrato lipídico puede denominarse en la presente memoria "lípido donante de acilo". El término lecitina, tal 
como se usa en la presente memoria, abarca fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y 
fosfatidilglicerol. 40 

Para ciertos aspectos, preferiblemente la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el 
uso en cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención codifica una 
lípido aciltransferasa que es incapaz, o sustancialmente incapaz, de actuar sobre un triglicérido y/o un 1-
monoglicérido y/o 2-monoglicérido. 

Para ciertos aspectos, preferiblemente la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el 45 
uso en cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención codifica una 
lípido aciltransferasa que no exhibe actividad de triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3) o no exhibe actividad significativa 
de triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3). 

La capacidad para hidrolizar triglicéridos (actividad E.C. 3.1.1.3) se puede determinar mediante la actividad de lipasa 
determinada según Food Chemical Codex (3ª Ed., 1981, pág. 492-493) modificado para aceite de girasol y pH 5,5 en 50 
lugar de aceite de oliva y pH 6,5. La actividad de lipasa se mide como LUS (unidades de lipasa de girasol, del inglés 
"lipase units sunflower"), donde 1 LUS se define como la cantidad de enzima que puede liberar 1 [mu]mol de ácidos 
grasos por minuto a partir de aceite de girasol en las condiciones de ensayo anteriores. Alternativamente, se puede 
usar el ensayo LUT como se define en el documento WO9845453. 
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La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que es 
sustancialmente incapaz de actuar sobre un triglicérido que puede tener una LUS/mg de menos de 1000, por 
ejemplo menos de 500, tal como menos de 300, preferiblemente menos de 200, más preferiblemente menos de 100, 
más preferiblemente menos de 50, más preferiblemente menos de 20, más preferiblemente menos de 10, tal como 5 
menos de 5, menos de 2, más preferiblemente menos de 1 LUS/mg. Alternativamente, la actividad de LUT/mg es 
menor que 500, tal como menos de 300, preferiblemente menos de 200, más preferiblemente menos de 100, más 
preferiblemente menos de 50, más preferiblemente menos de 20, más preferiblemente menos de 10, tal como 
menos de 5, memos de 2, más preferiblemente menos de 1 LUT/mg. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 10 
hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que es 
sustancialmente incapaz de actuar sobre un monoglicérido se puede determinar mediante el uso de mono-oleato 
(M7765 1-Oleoil-rac-glicerol, 99%) en lugar de aceite de girasol en el ensayo LUS. 1 MGHU se define como la 
cantidad de enzima que puede liberar 1 [mu]mol de ácidos grasos por minuto desde un monoglicérido en las 
condiciones de ensayo. 15 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa que es 
sustancialmente incapaz de actuar sobre un triglicérido que puede tener una MGHU/mg de menos de 5000, por 
ejemplo menos de 1000, por ejemplo menos de 500, tal como menos de 300, preferiblemente menos de 200, más 
preferiblemente menos de 100, más preferiblemente menos de 50, más preferiblemente menos de 20, más 20 
preferiblemente menos de 10, tal como menos de 5, menos de 2, más preferiblemente menos de 1 MGHU/mg. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera 
de las células hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa 
que puede exhibir una o más de las siguientes actividades de fosfolipasa: actividad de fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4) 
y/o actividad de fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32). La lípido acil transferasa puede tener también actividad de fosfolipasa 25 
B (E.C 3.1.1.5). 

De manera adecuada, para ciertos aspectos la lípido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de 
un fosfolípido a un polialcohol, preferiblemente glicerol y/o ácido ascórbico. 

Para ciertos aspectos, preferiblemente la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso 
en cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención codifica una lípido 30 
aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo de un fosfolípido a un esterol y/o un estanol para formar al 
menos un éster de esterol y/o un éster de estanol. 

La lípido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de un lípido a un poliol tal como glicerol, y/o un 
esterol tal como colesterol o esteroles/estanoles vegetales. Así, en una realización, el "aceptor de acilo" según la 
presente invención puede ser glicerol y/o colesterol o esteroles/estanoles vegetales. 35 

Preferiblemente, la enzima lípido aciltransferasa puede caracterizarse usando los siguientes criterios:  

la enzima posee una actividad de acil transferasa que se puede definir como una actividad de transferencia de 
éster, en la que la parte acilo de un enlace éster original de un lípido donante de acilo se transfiere a un aceptor 
de acilo, preferiblemente glicerol o colesterol, para formar un éster nuevo; y 

la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, donde X es uno o más de los siguientes 40 
residuos de aminoácido L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S. 

Preferiblemente, X del motivo GDSX es L o Y. Más preferiblemente, X del motivo GDSX es L. Así, preferiblemente la 
enzima según la presente invención comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSL. 

El motivo GDSX consta de cuatro aminoácidos conservados. Preferiblemente, la serina del motivo es una serina 
catalítica de la enzima lípido acil transferasa. De manera adecuada, la serina del motivo GDSX puede estar en una 45 
posición que corresponde a Ser-16 en la enzima lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en 
Brumlik & Buckley (Journal of Bacteriology, abril de 1996, Vol. 178, Nº 7, págs. 2060-2064). 

Para determinar si una proteína tiene el motivo GDSX según la presente invención, la secuencia se compara 
preferiblemente con los perfiles del modelo de Markov ocultos (perfiles HMM) de la base de datos pfam de acuerdo 
con los procedimientos mostrados en los documentos WO2004/064537 o WO20041064987. 50 

Preferiblemente, la enzima lípido acil transferasa se puede alinear mediante el uso de la secuencia consenso 
Pfam00657 (para una explicación completa, véanse los documentos WO2004/064537 o WO2004/064987). 

Preferiblemente, una coincidencia positiva con el perfil del modelo de Markov oculto (perfil HMM) de la familia de 
dominio pfam00657 indica la presencia del dominio GDSL o GDSX según la presente invención. 
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Preferiblemente, cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657 la lípido aciltransferasa para el uso en los 
métodos o usos de la invención puede tener al menos uno, preferiblemente más de uno, preferiblemente más de 
dos, de lo siguiente, un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT. De forma adecuada, la lípido 
aciltransferasa puede tener un bloque GDSx y un bloque GANDY. Alternativamente, la enzima puede tener un 
bloque GDSx y un bloque HPT. Preferiblemente, la enzima comprende al menos un bloque GDSx. Véanse los 5 
documentos WO2004/064537 o WO2004/064987 para detalles adicionales. 

Preferiblemente, los residuos del motivo GANDY se seleccionan entre GANDY, GGNDA, GGNDL, más 
preferiblemente GANDY. 

Preferiblemente, cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657, la enzima para el uso en los métodos o 
usos de la invención tiene al menos uno, preferiblemente más de uno, preferiblemente más de dos, preferiblemente 10 
más de tres, preferiblemente más de cuatro, preferiblemente más de cinco, preferiblemente más de seis, 
preferiblemente más de siete, preferiblemente más de ocho, preferiblemente más de nueve, preferiblemente más de 
diez, preferiblemente más de once, preferiblemente más de doce, preferiblemente más de trece, preferiblemente 
más de catorce de los siguientes residuos de aminoácidos en comparación con la secuencia polipeptídica de 
referencia de A. hydrophilia, es decir la SEQ ID Nº 1: 28hid, 29hid, 30hid, 31hid, 32gly, 33Asp, 34Ser, 35hid, 130hid, 15 
131Gly, 132Hid, 133Asn, 134Asp, 135hid, 309His. 

El dominio GDSX de pfam00657 es un identificador único que distingue proteínas que poseen dicho dominio de 
otras enzimas. 

La secuencia consenso pfam00657 se presenta en la Figura 3 como SEQ ID Nº 2. Ésta se deriva de la identificación 
de la familia pfam 00657, base de datos versión 6, que también puede referirse en la presente memoria como 20 
pfam00657.6. 

La secuencia consenso se puede actualizar mediante el uso de publicaciones adicionales de la base de datos pfam 
(por ejemplo, véanse los documentos WO2004/064537 o WO2004/064987). 

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en 
cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y/o usos de la presente invención codifica una lípido 25 
aciltransferasa que se puede caracterizar mediante el uso de los criterios siguientes:  

(i) la enzima posee actividad de acil transferasa que se puede definir como una actividad de transferencia de 
éster, en la que la parte acilo de un enlace éster original de un lípido donante de acilo se transfiere a un aceptor 
de acilo, preferiblemente glicerol o colesterol, para formar un éster nuevo, preferiblemente éster de 
monoglicérido o de colesterol, respectivamente; 30 

(ii) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, donde X es uno o más de los 
siguientes residuos de aminoácido L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S; 

(iii) la enzima comprende His-309 o comprende un residuo de histidina en una posición que corresponde a His-
309 en la enzima lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en las Figuras 2 y 4 (SEQ ID Nº 1 o 
SEQ ID Nº 3). 35 

Preferiblemente, el residuo de aminoácido del motivo GDSX es L. 

En la SEQ ID Nº 3 o la SEQ ID Nº 1 los primeros 18 residuos de aminoácido forman una secuencia señal. La His-
309 de la secuencia de longitud completa, que es la proteína que incluye la secuencia señal, es igual a la His-291 de 
la parte madura de la proteína, es decir, la secuencia sin la secuencia señal. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 40 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa que 
comprende la siguiente tríada catalítica: Ser-34, Asp-306 y His-309, o comprende un residuo de serina, un residuo 
de ácido aspártico y un residuo de histidina, respectivamente, en las posiciones que corresponden a Ser-34, Asp-
306 y His-309 en la enzima lípido acil transferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en la Figura 4 (SEQ ID Nº 3) o 
la Figura 2 (SEQ ID Nº 1). Como se ha indicado anteriormente, en la secuencia mostrada en la SEQ ID Nº 3 o la 45 
SEQ ID Nº 1 los primeros 18 residuos de aminoácido forman una secuencia señal. Ser-34, Asp-306 e His-309 de la 
secuencia de longitud completa, que es la proteína que incluye la secuencia señal, son iguales a Ser-16, Asp-288 e 
His-291 de la parte madura de la proteína, es decir, la secuencia sin la secuencia señal. En la secuencia consenso 
pfam00657, tal como se da en la Figura 3 (SEQ ID Nº 2), los residuos del centro activo corresponden a Ser-7, Asp-
345 e His-348. 50 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa que se 
puede caracterizar mediante el uso de los criterios siguientes: 
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la enzima posee actividad de acil transferasa que puede definirse como actividad de transferencia de éster en la 
que la parte acilo de un enlace éster original de un primer lípido donante de acilo se transfiere a un aceptor de 
acilo para formar un nuevo éster; y 

la enzima comprende al menos Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-134 y His-309 o comprende residuos de glicina, 
ácido aspártico, serina, ácido aspártico e histidina en posiciones que corresponden a Gly-32, Asp-33, Ser-34, 5 
Asp-306 e His-309, respectivamente, en la enzima lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en 
SEQ ID Nº 3 o SEQ ID Nº 1. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede ser una de las secuencias de 
nucleótidos siguientes:  10 

(a) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 36 (véase la Figura 29); 

(b) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 38 (véase la Figura 31); 

(c) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 39 (véase la Figura 32); 

(d) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 42 (véase la Figura 35); 

(e) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 44 (véase la Figura 37); 15 

(f) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 46 (véase la Figura 39); 

(g) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 48 (véase la Figura 41); 

(h) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 49 (véase la Figura 57); 

(i) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 50 (véase la Figura 58); 

(j) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 51 (véase la Figura 59); 20 

(k) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 52 (véase la Figura 60); 

(l) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 53 (véase la Figura 61); 

(m) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 54 (véase la Figura 62); 

(n) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 55 (véase la Figura 63); 

(o) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 56 (véase la Figura 64); 25 

(p) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 57 (véase la Figura 65); 

(q) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 58 (véase la Figura 66); 

(r) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 59 (véase la Figura 67); 

(s) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 60 (véase la Figura 68); 

(t) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 61 (véase la Figura 69); 30 

(u) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 62 (véase la Figura 70); 

(v) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 63 (véase la Figura 71); 

(w) o 

una secuencia de nucleótidos que tiene un 70% o más, preferiblemente un 75% o más, de identidad con cualquiera 
de las secuencias mostradas como SEQ ID Nº 36, SEQ ID Nº 38, SEQ ID Nº 39, SEQ ID Nº 42, SEQ ID Nº 44, SEQ 35 
ID Nº 46, SEQ ID Nº 48, SEQ ID Nº 49, SEQ ID Nº 50, SEQ ID Nº 51, SEQ ID Nº 52, SEQ ID Nº 53, SEQ ID Nº 54, 
SEQ ID Nº 55, SEQ ID Nº 56, SEQ ID Nº 57, SEQ ID Nº 58, SEQ ID Nº 59, SEQ ID Nº 60, SEQ ID Nº 61, SEQ ID Nº 
62 o SEQ ID Nº 63. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos puede tener un 80% o más, preferiblemente un 85% o más, más 
preferiblemente un 90% o más y aún más preferiblemente un 95% o más de identidad con cualquiera de las 40 
secuencias mostradas como SEQ ID Nº 36, SEQ ID Nº 38, SEQ ID Nº 39, SEQ ID Nº 42, SEQ ID Nº 44, SEQ ID Nº 
46, SEQ ID Nº 48, SEQ ID Nº 49, SEQ ID Nº 50, SEQ ID Nº 51, SEQ ID Nº 52, SEQ ID Nº 53, SEQ ID Nº 54, SEQ ID 
Nº 55, SEQ ID Nº 56, SEQ ID Nº 57, SEQ ID Nº 58, SEQ ID Nº 59, SEQ ID Nº 60, SEQ ID Nº 61, SEQ ID Nº 62 o 
SEQ ID Nº 63. 
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La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria es una secuencia de nucleótidos que 
tiene un 70% o más, preferiblemente un 75% o más, de identidad con cualquiera de las secuencias mostradas 
como: SEQ ID Nº 49, SEQ ID Nº 50, SEQ ID Nº 51, SEQ ID Nº 62 y SEQ ID Nº 63. De forma adecuada, la secuencia 
de nucleótidos puede tener un 80% o más, preferiblemente un 85% o más, más preferiblemente un 90% o más e 5 
incluso más preferiblemente un 95% o más, de identidad con respecto a una cualquiera de las secuencias 
mostradas como: SEQ ID Nº 49, SEQ ID Nº 50, SEQ ID Nº 51, SEQ ID Nº 62 y SEQ ID Nº 63. 

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en 
cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos de la presente descripción es una secuencia de 
nucleótidos que tiene un 70% o más, un 75% o más, 80% o más, preferiblemente un 85% o más, más 10 
preferiblemente un 90% o más y aún más preferiblemente un 95% o más de identidad con la secuencia mostrada 
como SEQ ID Nº 49. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende una o más de las secuencias de aminoácidos siguientes:  15 

(i) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 3 

(ii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 4 

(iii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 5 

(iv) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 6 

(v) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 7 20 

(vi) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 8 

(vii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 9 

(viii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 10 

(ix) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 11 

(x) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 12 25 

(xi) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 13 

(xii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 14 

(xiii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 1 

(xiv) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 15 o 

una secuencia de aminoácidos que tiene un 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o más de identidad con cualquiera de 30 
las secuencias mostradas como SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 3, SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 5, SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 7, 
SEQ ID Nº 8, SEQ ID Nº 9, SEQ ID Nº 10, SEQ ID Nº 11, SEQ ID Nº 12, SEQ ID Nº 13, SEQ ID Nº 14, o SEQ ID Nº 
15. 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las 
células hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido 35 
aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 3 o como SEQ ID Nº 4 o 
SEQ ID Nº 1 o SEQ ID Nº 15 o comprende una secuencia de aminoácidos que tiene un 75% o más, preferiblemente 
un 80% o más, preferiblemente un 85% o más, preferiblemente un 90% o más, preferiblemente un 95% o más, de 
identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 3 o la secuencia de aminoácidos mostrada 
como SEQ ID Nº 4 o la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 1 o la secuencia de aminoácidos 40 
mostrada como SEQ ID Nº 15. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene un 80% o más, preferiblemente un 85% o más, más 
preferiblemente un 90% o más y aún más preferiblemente un 95% o más de identidad con cualquiera de las 45 
secuencias mostradas como SEQ ID Nº 3, SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 5, SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 7, SEQ ID Nº 8, SEQ 
ID Nº 9, SEQ ID Nº 10, SEQ ID Nº 11, SEQ ID Nº 12, SEQ ID Nº 13, SEQ ID Nº 14, SEQ ID Nº 1, o SEQ ID Nº 15. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende una o más de las secuencias de aminoácidos siguientes:  50 
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(a) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 1-100 de la SEQ ID Nº 3 o la 
SEQ ID Nº 1; 

(b) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 101-200 de la SEQ ID Nº 3 o la 
SEQ ID Nº 1; 

(c) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 201-300 de la SEQ ID Nº 3 o la 5 
SEQ ID Nº 1; o 

(d) una secuencia de aminoácidos que tiene un 75% o más, preferiblemente un 85% o más, más 
preferiblemente un 90% o más, incluso más preferiblemente un 95% o más, de identidad con respecto a una 
cualquiera de las secuencias de aminoácidos definidas en los anteriores apartados (a)-(c). 

La enzima lípido acil transferasa para el uso en los métodos y usos descritos en la presente memoria puede 10 
comprender una o más de las secuencias de aminoácidos siguientes:  

(a) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 28-39 de SEQ ID Nº 3 o SEQ ID 
Nº 1; 

(b) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 77-88 de SEQ ID Nº 3 o SEQ ID 
Nº 1; 15 

(c) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 126-136 de SEQ ID Nº 3 o SEQ 
ID Nº 1; 

(d) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 163-175 de SEQ ID Nº 3 o SEQ 
ID Nº 1; 

(e) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácido 304-311 de SEQ ID Nº 3 o SEQ 20 
ID Nº 1; o 

(f) una secuencia de aminoácidos que tiene un 75% o más, preferiblemente un 85% o más, más preferiblemente 
un 90% o más, incluso más preferiblemente un 95% o más, de identidad con respecto a una cualquiera de las 
secuencias de aminoácidos definidas en los anteriores apartados (a)-(e). 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en cualquiera de las células 25 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa que 
puede ser la lípido acil transferasa de Candida parapsilosis como se muestra en el documento EP 1 275 711. Así, la 
lípido acil transferasa para el uso en el método y usos descritos en la presente memoria puede ser una lípido acil 
transferasa que comprende una de las secuencias de aminoácidos mostrada en SEQ ID Nº 17 o SEQ ID Nº 18. 

Como preferencia, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido acil transferasa para el uso en 30 
cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos de la presente invención codifica una lípido 
aciltransferasa que puede ser una lípido acil transferasa (lípido aciltransferasa) que comprende la secuencia de 
aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 16, o una secuencia de aminoácidos que tiene un 75% o más, 
preferiblemente un 85% o más, más preferiblemente un 90% o más, aún más preferiblemente un 95% o más, aún 
más preferiblemente un 98% o más, o aún más preferiblemente un 99% o más de identidad respecto de SEQ ID Nº 35 
16. Esta enzima se podría considerar una enzima variante. 

En un aspecto, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera 
de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa 
que puede ser una lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT) o una variante de la misma (por ejemplo, una variante 
hecha mediante evolución molecular). 40 

En la técnica se conocen LCAT adecuadas y se pueden obtener a partir de uno o más de los siguientes organismos, 
por ejemplo: mamíferos, rata, arroz, pollos, Drosophila melanogaster, plantas, que incluyen Arabidopsis y Oryza 
sativa, nemátodos, hongos y levadura. 

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en 
cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos de la presente descripción codifica una lípido 45 
aciltransferasa que puede ser la lípido aciltransferasa obtenible, preferiblemente obtenida, de las cepas de E. coli 
TOP 10 que albergan pPet12aAhydro y pPet12aASalmo depositadas por Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 
Copenhague K, Dinamarca bajo el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de 
Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes en la National Collection of Industrial, Marine 
and Food Bacteria (NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen Escocia, GB el 22 de diciembre de 2003 con los 50 
números de acceso NCIMB 41204 y NCIMB 41205, respectivamente. 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una fosfolípido glicerol 
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acil transferasa. Las fosfolípido glicerol acil transferasas incluyen las aisladas de Aeromonas spp., preferiblemente 
Aeromonas hydrophila o A. salmonicida, lo más preferible A. salmonicida o variantes de la misma. Las lípido acil 
transferasas descritas en la presente memoria están codificadas por SEQ ID Nºs 1, 3, 4, 15 y 16. El especialista 
reconocerá que es preferible que los péptidos señal de la acil transferasa sean sometidos a ruptura durante la 
expresión de la transferasa. El péptido señal de SEQ ID 1, 3, 4, 15 y 16 son los aminoácidos 1-18. Por lo tanto, las 5 
regiones más preferidas son los aminoácidos 19-335 para SEQ ID Nº 1 y SEQ ID Nº 3 (A. hydrophilia) y los 
aminoácidos 19-336 para SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 15 y SEQ ID Nº 16. (A. salmonicida). Cuando se usan para 
determinar la homología de identidad de las secuencias de aminoácidos, es preferible que las alineaciones tal como 
se describen en la presente memoria usen la secuencia madura. 

Por lo tanto, las regiones más preferidas para determinar la homología (identidad) son los aminoácidos 19-335 para 10 
SEQ ID Nº 1 y 3 (A. hydrophilia) y los aminoácidos 19-336 para SEQ ID Nºs 4, 15 y 16. (A. salmonicida). Las SEQ ID 
Nº 34 y 35 son secuencias de proteínas maduras de una lípido acil transferasa de A. hydrophilia y A. salmonicida, 
respectivamente. 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa que se 15 
puede aislar también de Thermobifida, preferiblemente T. fusca, lo más preferiblemente la codificada por SEQ ID Nº 
28. 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa que se 
puede aislar también de Streptomyces, preferiblemente S. avermitis, lo más preferiblemente la codificada por SEQ 20 
ID Nº 32. Otras enzimas posibles de Streptomyces descritas en la presente memoria incluyen las codificadas por 
SEQ ID Nºs 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 31, y 33. 

Una enzima para los usos descritos en la presente memoria también se puede aislar de Corynebacterium, 
preferiblemente C. efficient, lo más preferiblemente la codificada por SEQ ID Nº 29. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 25 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEQ ID Nºs 37, 38, 40, 41, 43, 45, o 
47 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de 
identidad con ellas, o codificadas por cualquiera de las secuencias de nucleótidos mostradas como SEQ ID Nºs 36, 
39, 42, 44, 46, o 48 o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 30 
97% o 98% de identidad con ellas. 

La secuencia nucleica que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria se selecciona del grupo que consiste en:  

a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID Nº 36; 

b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID Nº 36 mediante 35 
degeneración del código genético; y 

c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID Nº 36. 

En una realización, una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en 
cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria codifica una 40 
lípido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoácidos como se muestra en SEQ ID Nº 37 o una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 60% de identidad con ella. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEQ ID Nº 37, 38, 40, 41, 43, 45 ó 45 
47 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de 
identidad con ellas, o codificadas por cualquiera de las secuencias de nucleótidos mostradas como SEQ ID Nº 39, 
42, 44, 46 ó 48 o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 
o 98% de identidad con ellas. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 50 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEQ ID Nº 38, 40, 41, 45 ó 47 o una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad 
con ellas para los usos descritos en la presente memoria. 
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La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEQ ID Nº 38, 40, o 47 o una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad 
con ellas para los usos descritos en la presente memoria. 5 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 47 o una secuencia de aminoácidos que 
tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con ella. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 10 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 43 ó 44 o una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con ellas. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 15 
que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 41 o una secuencia de aminoácidos que 
tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con ella. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria se selecciona del grupo que consiste en:  

a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID Nº 36; 20 

b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID Nº 36 mediante 
degeneración del código genético; y 

c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 
la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID Nº 36. 

La lípido aciltransferasa descrita en la presente memoria puede ser una lípido aciltransferasa obtenible, 25 
preferiblemente obtenida, a partir de las cepas de Streptomyces L130 o L131 depositadas por Danisco A/S de 
Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca, bajo el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento 
Internacional del Depósito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes en la National 
Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria (NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen Escocia, GB el 25 de 
junio de 2004, con los números de acceso del NCIMB 41226 y NCIMB 41227, respectivamente. 30 

Las secuencias de nucleótidos que codifican una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria pueden codificar un polinucleótido que 
codifica una lípido aciltransferasa (SEQ ID Nº 16); o pueden codificar una secuencia de aminoácidos de una lípido 
aciltransferasa (SEQ ID Nº 17). 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 35 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una secuencia de 
aminoácidos que se puede identificar mediante alineación respecto de la secuencia de L131 (SEQ ID Nº 37) con el 
uso de Align X, el algoritmo de alineación de pares Clustal W de VectorNTI mediante el uso de los ajustes por 
defecto. 

Una alineación de la L131 y homólogos de S. avermitilis y T. fusca ilustra la conservación del motivo GDSx (GDSY 40 
en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la caja GANDY, que es GGNDA o GGNDL, y el bloque HPT (que se considera 
que es la histidina catalítica conservada). Estos tres bloques conservados están resaltados en la Figura 42. 

Cuando se alinea respecto de la secuencia consenso pfam Pfam00657 (como se describió en el documento 
WO04/064987) y/o la secuencia de L131 descrita en la presente memoria (SEQ ID Nº 37) es posible identificar tres 
regiones conservadas, el bloque GDSx, el bloque GANDY y el bloque HTP (véase el documento WO04/064987 para 45 
detalles adicionales). 

Cuando se alinea respecto de la secuencia consenso pfam Pfam00657 (como se describió en el documento 
WO04/064987) y/o la secuencia de L131 descrita en la presente memoria (SEQ ID Nº 37)  

i) La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido 50 
aciltransferasa que tiene un motivo GDSX, más preferiblemente un motivo GDSX seleccionado del motivo GDSL 
o GDSY. 

y/o 
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ii) La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido 
aciltransferasa que tiene un bloque GANDY, más preferiblemente un bloque GANDY que comprende amino 
GGNDx, más preferiblemente GGNDA o GGNDL. 

y/o 5 

iii) La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria codifica una lípido aciltransferasa 
que tiene preferiblemente un bloque HTP. 

y preferiblemente 

iv) La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 10 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido 
aciltransferasa que tiene preferiblemente un motivo GDSx o GDSY, y un bloque GANDY que comprende amino 
GGNDx, preferiblemente GGNDA o GGNDL, y un bloque HTP (histidina conservada). 

Lípido acil transferasa variante 

En una realización preferida, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en 15 
cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos de la presente descripción puede codificar una 
lípido aciltransferasa que es una lípido acil transferasa variante. 

Se pueden usar las variantes que tienen una actividad incrementada sobre los fosfolípidos, tal como actividad 
hidrolítica incrementada y/o actividad transferasa incrementada, preferiblemente actividad transferasa incrementada 
sobre los fosfolípidos. 20 

Preferiblemente, la lípido aciltransferasa variante se prepara mediante una o más modificaciones de aminoácidos de 
las lípido acil transferasas como se definieron anteriormente en la presente memoria. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera 
de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos de la presente descripción puede codificar una lípido 
aciltransferasa que puede ser una lípido aciltransferasa variante, en cuyo caso la enzima se puede caracterizar 25 
porque la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los 
residuos de aminoácido siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en la que la enzima variante comprende una 
o más modificaciones de aminoácidos en comparación con una secuencia originaria en uno o más de los residuos 
de aminoácido definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 (como se define en el documento 
WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria). 30 

Por ejemplo, la lípido aciltransferasa variante se puede caracterizar porque la enzima comprende el motivo de 
secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los residuos de aminoácido siguientes L, A, V, I, F, 
Y, H, Q, T, N, M o S, y en la que la enzima variante comprende una o más modificaciones de aminoácidos en 
comparación con una secuencia originaria en uno o más de los residuos de aminoácido detallados en el conjunto 2 o 
conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 (como se define en el documento WO2005/066347 y más adelante en la 35 
presente memoria) identificadas alineando estructuralmente dicha secuencia originaria con el modelo estructural de 
P10480 definido en la presente memoria, que se obtiene preferiblemente mediante alineación estructural de las 
coordinadas de la estructura cristalina de P10480 con 1IVN.PDB y/o 1DEO.PDB como se define en el documento 
WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria. 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 40 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa 
variante que se puede caracterizar porque la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en 
el que X es uno o más de los residuos de aminoácido siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en la que la 
enzima variante comprende una o más modificaciones de aminoácidos en comparación con una secuencia originaria 
en uno o más de los residuos de aminoácidos mostrados en el conjunto 2 identificados cuando dicha secuencia 45 
originaria se alinea con la secuencia consenso pfam (SEQ ID Nº 2 - Figura 3) y se modifica según un modelo 
estructural de P10480 para asegurar un solapamiento con el mejor ajuste como se define en el documento 
WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células 
hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar una enzima lípido 50 
aciltransferasa variante que puede comprender una secuencia de aminoácidos, cuya secuencia de aminoácidos se 
muestra como SEQ ID Nº 34, SEQ ID Nº 3, SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 5, SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 7, SEQ ID Nº 8, 
SEQ ID Nº 19, SEQ ID Nº 10, SEQ ID Nº 11, SEQ ID Nº 12, SEQ ID Nº 13, SEQ ID Nº 14, SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 
15, SEQ ID Nº 25, SEQ ID Nº 26, SEQ ID Nº 27, SEQ ID Nº 28, SEQ ID Nº 29, SEQ ID Nº 30, SEQ ID Nº 32, o SEQ 
ID Nº 33 excepto por una o más modificaciones de aminoácidos en uno o más de los residuos de aminoácidos 55 
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definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 (como se define en el documento WO2005/066347 
y más adelante en la presente memoria) identificados mediante alineación de secuencias con SEQ ID Nº 34. 

De manera alternativa, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa puede codificar una 
enzima lípido aciltransferasa variante que comprende una secuencia de aminoácidos, cuya secuencia de 
aminoácidos se muestra como SEQ ID Nº 34, SEQ ID Nº 3, SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 5, SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 7, 5 
SEQ ID Nº 8, SEQ ID Nº 19, SEQ ID Nº 10, SEQ ID Nº 11, SEQ ID Nº 12, SEQ ID Nº 13, SEQ ID Nº 14, SEQ ID Nº 
1, SEQ ID Nº 15, SEQ ID Nº 25, SEQ ID Nº 26, SEQ ID Nº 27, SEQ ID Nº 28, SEQ ID Nº 29, SEQ ID Nº 30, SEQ ID 
Nº 32, o SEQ ID Nº 33 excepto por una o más modificaciones de aminoácidos en uno cualquiera o más de los 
residuos de aminoácidos definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como se definieron en el 
documento WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria, identificadas alineando estructuralmente dicha 10 
secuencia originaria con el modelo estructural de P10480 definido en la presente memoria, que se obtiene 
preferiblemente mediante alineación estructural de las coordenadas de la estructura cristalina de P10480 con 
1IVN.PDB y/o 1 DEO.PDB como se muestra en el documento WO2005/066347 y más adelante en la presente 
memoria. 

De manera alternativa, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa puede codificar una 15 
enzima lípido aciltransferasa variante que comprende una secuencia de aminoácidos, cuya secuencia de 
aminoácidos se muestra como SEQ ID Nº 34, SEQ ID Nº 3, SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 5, SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 7, 
SEQ ID Nº 8, SEQ ID Nº 19, SEQ ID Nº 10, SEQ ID Nº 11, SEQ ID Nº 12, SEQ ID Nº 13, SEQ ID Nº 14, SEQ ID Nº 
1, SEQ ID Nº 15, SEQ ID Nº 25, SEQ ID Nº 26, SEQ ID Nº 27, SEQ ID Nº 28, SEQ ID Nº 29, SEQ ID Nº 30, SEQ ID 
Nº 32, o SEQ ID Nº 33 excepto por una o más modificaciones de aminoácidos en uno o más de los residuos de 20 
aminoácido mostrados en el conjunto 2 identificados cuando dicha secuencia originaria se alinea con la secuencia 
consenso pfam (SEQ ID Nº 2) y se modifica según un modelo estructural de P10480 para asegurar el solapamiento 
con el mejor ajuste como se muestra en el documento WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria. 

Preferiblemente, la enzima originaria es una enzima que comprende, o que es homóloga a, la secuencia de 
aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 34 y/o SEQ ID Nº 15 y/o SEQ ID Nº 35. 25 

Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa puede codificar una enzima 
variante que comprende una secuencia de aminoácidos, cuya secuencia de aminoácidos se muestra como SEQ ID 
Nº 34 o SEQ ID Nº 35 excepto por una o más modificaciones de aminoácidos en uno o más de los residuos de 
aminoácido definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como se define en el documento 
WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria. 30 

Definición de conjuntos 

Conjunto de aminoácidos 1: 

Conjunto de aminoácidos 1 (obsérvese que éstos son los aminoácidos de 1IVN - Figura 53 y Figura 54) Gly8, Asp9, 
Ser10, Leu11, Ser12, Tyr15, Gly44, Asp45, Thr46, Glu69, Leu70, Gy71, Gly72, Asn73, Asp74, Gly75, Lieu76, 
Gln106, Ile107, Arg108, Leu109, Pro110, Tyr113, Phe121, Phe139, Phe140, Met141, Tyr145, Met151, Asp154, 35 
His157, Gly155, Ile156, Pro158 

Los motivos altamente conservados, tales como GDSX y residuos catalíticos, fueron deseleccionados del conjunto 1 
(residuos subrayados). Para evitar dudas, el conjunto 1 define los residuos de aminoácido a menos de 10 Å del 
átomo de carbono central de un glicerol en el centro activo del modelo 1IVN. 

Conjunto de aminoácidos 2: 40 

Conjunto de aminoácidos 2 (obsérvese que la numeración de los aminoácidos se refiere a los aminoácidos en la 
secuencia madura P10480) 

Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, 
Gly159, Glen160, Asn16l, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, 
Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289 y Val290. 45 

Tabla de residuos seleccionados en el Conjunto 1 comparados con el Conjunto 2: 

Modelo IVN P10480 

IVN Homólogo A.hyd Número de Residuo en la Secuencia Madura 

 PFAM Estructura  

Gly8 Gly32   

Asp9 Asp33   

Ser10 Ser34   

Leu11 Leu35  Leu17 
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Modelo IVN P10480 

IVN Homólogo A.hyd Número de Residuo en la Secuencia Madura 

 PFAM Estructura  

Ser12 Ser36  Ser18 

   Lys22 

   Met23 

Tyr15 Gly58  Gly40 

Gly44 Asn98  Asn80 

Asp45 Pro99  Pro81 

Thr46 Lys100  Lys82 

   Asn87 

   Asn88 

Glu69 Trp129  Trp111 

Leu70 Val130  Val112 

Gly71 Gly131   

Gly72 Ala132  Ala114 

Asn73 Asn133   

Asp74 Asp134   

Gly75 Tyr135  Tyr117 

Leu76 Leu136  Leu118 

Gln106  Pro174 Pro156 

Ile107  Gly177 Gly159 

Arg108  Gln178 Gln160 

Leu109  Asn179 Asn161 

Pro110  180 a 190 Pro162 

Tyr113   Ser163 

   Ala164 

   Arg165 

   Ser166 

   Gln167 

   Lys168 

   Val169 

   Val170 

   Glu171 

   Ala172 

Phe121 His198 Tyr197 Tyr179 

  His198 His180 

  Asn199 Asn181 

Phe139 Met227  Met209 

Phe140 Leu228  Leu210 

Met141 Arg229  Arg211 

Tyr145 Asn233  Asn215 

   Lys284 

Met151 Met303  Met285 

Asp154 Asp306   

Gly155 Gln307  Gln289 

Ile156 Val308  Val290 

His157 His309   

Pro158 Pro310   
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Conjunto de aminoácidos 3: 

El conjunto de aminoácidos 3 es idéntico al conjunto 2 pero se refiere a la secuencia codificante de Aeromonas 
salmonicida (SEQ ID Nº 4), es decir, los números de los residuos de aminoácido son 18 unidades mayores en el 
conjunto 3, ya que esto refleja la diferencia entre la numeración de aminoácidos en la proteína madura (SEQ ID Nº 
34) en comparación con la proteína que incluye una secuencia señal (SEQ ID Nº 25). 5 

Las proteínas maduras de GDSX de Aeromonas salmonicida (SEQ ID Nº 4) y de GDSX de Aeromonas hydrophila 
(SEQ ID Nº 34) difieren en cinco aminoácidos. Estos son Thr3Ser, Gln182Lys, Glu309Ala, Ser310Asn, y Gly318-, en 
los que el residuo de salmonicida se enumera primero y el residuo de hydrophila se enumera después. La proteína 
de hydrophila tiene una longitud de solamente 317 aminoácidos y carece de un residuo en la posición 318. El GDSX 
de Aeromonas salmonicida tiene una actividad considerablemente mayor sobre los lípidos polares, tales como 10 
sustratos galactolipídicos, que la proteína de Aeromonas hydrophila. Se llevó a cabo un escaneo de sitio para las 
cinco posiciones de aminoácido. 

Conjunto de aminoácidos 4: 

El conjunto de aminoácidos 4 es S3, Q182, E309, S310, y -318. 

Conjunto de aminoácidos 5: 15 

F13S, D15N, S18G, S18V, Y30F, D116N, D116E, D157 N, Y226F, D228N, Y230F. 

Conjunto de aminoácidos 6: 

El conjunto de aminoácidos 6 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111, 
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, 
Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Met209, Leu210, Arg211, 20 
Asn215, Lys284, Melt285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318. 

La numeración de los aminoácidos del conjunto 6 se refiere a los residuos de aminoácido de P10480 (SEQ ID Nº 25) 
- se pueden determinar los aminoácidos correspondientes en otras cadenas principales de secuencia mediante 
alineación de homología y/o alineación estructural con P10480 y/o 1IVN. 

Conjunto de aminoácidos 7: 25 

El conjunto de aminoácidos 7 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111, 
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, 
Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Melt209, Leu210, Arg211, 
Asn215, Lys284, Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (en el que X se selecciona de A, C, D, E, G, 
H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W), Y226X (en el que X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, 30 
S, T, V, o W), Y230X (en el que X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W), S18X (en el 
que X se selecciona de A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, W o Y), D157X (en el que X se selecciona de A, C, 
E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y). 

La numeración de los aminoácidos del conjunto 7 se refiere a los residuos de aminoácido de P10480 (SEQ ID Nº 25) 
- se pueden determinar los aminoácidos correspondientes en otras cadenas principales de secuencia mediante 35 
alineación de homología y/o alineación estructural con P10480 y/o 1IVN. 

La enzima variante descrita en la presente memoria puede comprender una o más de las modificaciones de 
aminoácidos siguientes en comparación con la enzima originaria:  

S3E, A, G, K, M, Y, R, P, N, T o G 

E309Q, R o A, preferiblemente Q o R 40 

-318Y, H, S o Y, preferiblemente Y. 

Preferiblemente, X del motivo GDSX es L. Por tanto, preferiblemente la enzima originaria comprende el motivo de 
aminoácidos GDSL. 

La primera lípido aciltransferasa originaria puede comprender cualquiera de las secuencias de aminoácidos 
siguientes: SEQ ID Nº 34, SEQ ID Nº 3, SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 5, SEQ ID Nº 6, SEQ ID Nº 7, SEQ ID Nº 8, SEQ 45 
ID Nº 19, SEQ ID Nº 10, SEQ ID Nº 11, SEQ ID Nº 12, SEQ ID Nº 13, SEQ ID Nº 14, SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 15, 
SEQ ID Nº 25, SEQ ID Nº 26, SEQ ID Nº 27, SEQ ID Nº 28, SEQ ID Nº 29, SEQ ID Nº 30, SEQ ID Nº 32 o SEQ ID 
Nº 33. 

De forma adecuada, dicha segunda lípido aciltransferasa relacionada puede comprender una cualquiera de las 
siguientes secuencias de aminoácidos: SEQ ID Nº 3, SEQ ID Nº 34, SEQ ID Nº 4, SEQ ID Nº 5, SEQ ID Nº 6, SEQ 50 
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ID Nº 7, SEQ ID Nº 8, SEQ ID Nº 19, SEQ ID Nº 10, SEQ ID Nº 11, SEQ ID Nº 12, SEQ ID Nº 13, SEQ ID Nº 14, 
SEQ ID Nº 1, SEQ ID Nº 15, SEQ ID Nº 25, SEQ ID Nº 26, SEQ ID Nº 27, SEQ ID Nº 28, SEQ ID Nº 29, SEQ ID Nº 
30, SEQ ID Nº 32 o SEQ ID Nº 33. 

La enzima variante comprende al menos una modificación de aminoácido con respecto a la enzima originaria. La 
enzima variante descrita en la presente memoria puede comprender al menos 2, preferiblemente al menos 3, 5 
preferiblemente al menos 4, preferiblemente al menos 5, preferiblemente al menos 6, preferiblemente al menos 7, 
preferiblemente al menos 8, preferiblemente al menos 9, preferiblemente al menos 10, modificaciones de 
aminoácidos en comparación con la enzima originaria. 

Cuando se hace referencia a residuos de aminoácidos específicos en la presente memoria, la numeración es la 
obtenida de la alineación de la secuencia variante con la secuencia de referencia mostrada como SEQ ID Nº 34 o 10 
SEQ ID Nº 35. 

La enzima variante descrita en la presente memoria puede comprender una o más de las sustituciones de 
aminoácidos siguientes:  

S3A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; y/o 

L17A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 15 

S18A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, W o Y; y/o 

K22A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

M23A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

Y30A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; y/o 

G40A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 20 

N80A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

P81A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

K82A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

N87A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

N88A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 25 

W111A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

V112A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W o Y; y/o 

A114C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

Y117A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; y/o 

L118A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 30 

P156A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

D157A, C, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

G159A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

Q160A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W o Y; y/o 

N161A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 35 

P162A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

S163A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; y/o 

A164C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

R165A, C, D, E, F, G, H, 1, K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W, o Y; y/o 

S166A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; y/o 40 

Q167A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W o Y; y/o 
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K168A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

V169A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W o Y; y/o 

V170A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W, o Y; y/o 

E171A, C, D, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

A172C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 5 

Y179A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; y/o 

H180A, C, D, E, F, G, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

N181A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

G182A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W, o Y, preferiblemente K; y/o 

M209A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 10 

L210 A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

R211 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

N215 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

Y226A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; y/o 

Y230A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; y/o 15 

K284A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

M285A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 

Q289A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W o Y; y/o 

V290A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W o Y; y/o 

E309A, C, D, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; y/o 20 

S310A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y. 

Además de, o alternativamente, puede haber una o más extensiones C-terminales. Preferiblemente, la extensión C-
terminal adicional está compuesta de uno o más aminoácidos alifáticos, preferiblemente un aminoácido apolar, más 
preferiblemente de I, L, V o G. Así, la enzima variante descrita en la presente memoria puede comprender una o 
más de las siguientes extensiones C-terminales: 3181, 318L, 318V, 318G. 25 

Las enzimas variantes preferidas pueden presentar una actividad hidrolítica disminuida frente a fosfolípidos, tal como 
fosfatidilcolina (PC), también pueden presentar una actividad de transferasa incrementada a partir de un fosfolípido. 

Las enzimas variantes preferidas pueden presentar una actividad de transferasa incrementada a partir de un 
fosfolípido, tal como fosfatidilcolina (PC), también pueden presentar una actividad hidrolítica incrementada frente a 
un fosfolípido. 30 

La modificación de uno o más de los siguientes residuos puede dar como resultado una enzima variante que tiene 
una actividad de transferasa absoluta incrementada frente a fosfolípido:  

S3, D157, S310, E309, Y179, N215, K22, Q289, M23, H180, M209, L210, R211, P81, V112, N80, L82, N88, N87 

Las modificaciones específicas preferidas que pueden proporcionar una enzima variante que tiene una actividad de 
transferasa mejorada a partir de un fosfolípido pueden seleccionarse entre una o más de las siguientes:  35 

S3A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferiblemente N, E, K, R, A, P o M, lo más 
preferiblemente S3A 

D157A, C, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente D157S, R, E, N, G, T, V, Q, K o C 

S310A, C, D, E, F, G, H, i, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferiblemente S310T -318 E 

E309A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferiblemente E309 R, E, L, R o A 40 
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Y179A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; preferiblemente Y179 D, T, E, R, N, V, K, Q o S, más 
preferiblemente E, R, N, V, K o Q 

N215A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente N215 S, L, R o Y 

K22A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente K22 E, R, C o A 

Q289A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente Q289 R, E, G, P o N 5 

M23A, C, D, E, F, G, H, I, K, L N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente M23 K, Q, L, G,T o S 

H180A, C, D, E, F, G, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente H180 Q, R o K M209 A, C, D, E, F, G, 
H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente M209 Q, S, R, A, N, Y, E, V o L 

L210A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente L210 R, A, V, S, T, I, W o M 

R211A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W o Y; preferiblemente R211T 10 

P81A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente P81G 

V112A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W o Y; preferiblemente V112C 

N80A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente N80 R, G, N, D, P, T, E, V, A o G 

L82A, C, D, E, F, G, H, I, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente L82N, S o E N88A, C, D, E, F, G, H, I, K, 
L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente N88C 15 

N87A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferiblemente N87M o G 

La modificación preferida de uno o más de los siguientes residuos da como resultado una enzima variante que tiene 
una actividad de transferasa absoluta incrementada frente a fosfolípido:  

S3 N, R, A, G 

M23 K, Q, L, G, T, S 20 

H 180 R 

L82 G 

Y179 E, R, N, V, K o Q 

E309 R, S, L o A 

Una modificación preferida es N80D. Este es el caso especialmente cuando se usa la secuencia de referencia SEQ 25 
ID Nº 35 como cadena principal. Así, la secuencia de referencia puede ser SEQ ID Nº 16. Esta modificación se 
puede dar en combinación con una o más modificaciones adicionales. Por lo tanto, la secuencia de nucleótidos que 
codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de las células hospedadoras, vectores, métodos y usos 
descritos en la presente memoria puede codificar una lípido aciltransferasa que comprende SEQ ID Nº 35. 

Como se indicó anteriormente, cuando se hace referencia a residuos de aminoácidos específicos en la presente 30 
memoria, la numeración es la obtenida de la alineación de la secuencia variante con la secuencia de referencia 
mostrada como SEQ ID Nº 34 o SEQ ID Nº 35. 

Como preferencia, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de 
las células hospedadoras, vectores, métodos y usos descritos en la presente memoria puede codificar un lípido que 
comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 16, o una secuencia de aminoácidos que tiene 35 
un 75% o más, preferiblemente un 85% o más, más preferiblemente un 90% o más, aún más preferiblemente un 
95% o más, aún más preferiblemente un 98% o más, o aún más preferiblemente un 99% o más de identidad 
respecto de SEQ ID Nº 16. Esta enzima puede considerarse una enzima variante. 

Para los fines descritos en la presente memoria, el grado de identidad se basa en el número de elementos de 
secuencia que son iguales. El grado de identidad para las secuencias de aminoácidos puede determinarse de forma 40 
adecuada por medio de programas de ordenador conocidos en la técnica, tal como Vector NTI 10 (Invitrogen Corp.). 
Para la alineación por pares la puntuación usada preferiblemente es BLOSUM62 con una penalización por apertura 
de hueco de 10,0 y una penalización por extensión de hueco de 0,1. 

De forma adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoácidos se determina sobre al 
menos 20 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre 45 

E11184428
26-02-2014ES 2 449 474 T3

 



 22 

al menos 40 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 aminoácidos contiguos, preferiblemente 
sobre al menos 60 aminoácidos contiguos. 

De forma adecuada, el grado de identidad con respecto a la secuencia de aminoácidos puede determinarse sobre la 
secuencia completa. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa/lípido acil 5 
transferasa descrita en la presente memoria puede ser obtenible, y preferiblemente se obtiene, a partir de 
organismos de uno o más de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, 
Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, 
Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, 
Candida, Thermobifida y Corynebacterium. 10 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa/lípido acil 
transferasa descrita en la presente memoria puede ser obtenible, y preferiblemente se obtiene, a partir de uno o más 
de los organismos siguientes: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, 
Streptomyces rimosus, Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus thermophilus, Streptomyces thermosacchari, Streptomyces avermitilis Lactobacillus helveticus, 15 
Desulfitobacterium dehalogenans, Bacillus sp, Campylobacfer jejuni, Vibrionaceae, Xylella fastidiosa, Sulfolobus 
solfataricus, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus terreus, Schizosaccharomyces pombe, Listeria innocua, Listeria 
monocytogenes, Neisseria meningitidis, Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, 
Xanthomonas axonopodis Candida parapsilosis Thermobifida fusca y Corynebacterium efficiens. 

En un aspecto, preferiblemente la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en 20 
cualquier método de la presente invención codifica una enzima lípido acil transferasa según la presente invención 
obtenible, preferiblemente obtenida o derivada, de Aeromonas spp., o Aeromonas salmonicida. 

Las enzimas que funcionan como lípido aciltransferasas de acuerdo con la presente invención se pueden identificar 
de manera rutinaria mediante el uso del ensayo mostrado en el Ejemplo 12 del documento WO2004/064537. 
Mediante el uso de este ensayo, en el que hay un contenido de agua muy elevado, aproximadamente del 95%, las 25 
lípido aciltransferasas/lípido acil transferasa de acuerdo con la presente invención son aquellas que tienen al menos 
un 2% de actividad de aciltransferasa (actividad de transferasa relativa), preferiblemente al menos un 5% de 
actividad de transferasa relativa, preferiblemente al menos un 10% de actividad de transferasa relativa, 
preferiblemente al menos un 15%, 20%, 25% 26%, 28%, 30%, 40% 50%, 60% o 75% de actividad de transferasa 
relativa. 30 

Las fosfolipasas pueden actuar como enzimas acil-transferasas en medios con bajo contenido de agua. Por lo tanto, 
se considera que en lugar de o además de la enzima fosfolípido aciltransferasa se puede usar una enzima 
fosfolipasa cuando el proceso para la modificación del aceite o grasa comestible tiene lugar en un medio con bajo 
contenido de agua. 

La expresión "contenido elevado de agua", tal como se usa en la presente memoria, significa cualquier sustrato o 35 
producto alimenticio con más de un 3% de contenido de agua, preferiblemente más de un 4%, más de un 5%, más 
de un 6%, más de un 7%, más de un 8%, más de un 9%, más de un 10%, más de un 20%, más de un 30%, más de 
un 40%, más de un 50%, más de un 60%, más de un 70%, más de un 80% o más de un 90%. 

La expresión "contenido bajo de agua", tal como se usa en la presente memoria, significa cualquier sustrato o 
producto alimenticio con menos de un 3% de contenido de agua, preferiblemente menos de un 2%, menos de un 1% 40 
o menos de un 0,5%, menos de un 0,3%, menos de un 0,2, menos de un 0,1, menos de un 0,05, o menos de un 
0,01%. 

Para evitar dudas, la leche es un medio con contenido elevado de agua mientras que la mantequilla es un medio con 
contenido bajo de agua. 

Las fosfolipasas adecuadas para los usos descritos en la presente memoria incluyen la fosfolipasa A1, fosfolipasa 45 
A2, o fosfolipasa B. La fosfolipasa A1, fosfolipasa A2, o fosfolipasa B se pueden usar también coordinadamente con 
la actividad de lípido acil transferasa. La fosfolipasa C y/o D se pueden usar también coordinadamente con la 
actividad de lípido acil transferasa/actividad de fosfolipasa A1, A2 y/o B análogamente al documento 
WO2005/089562. Las fosfolipasas preferidas pueden incluir la fosfolipasa A2, tal como LecitaseTM o la fosfolipasa 
de Fusarium venenatum y Tuber albidum descritas en el documento WO2004/97012 (Novozymes/Chr. Hansen). La 50 
fosfolipasa de Fusarium venenatum la comercializa Novozymes como MAX YIELD™. 

Aislada 

En un aspecto, el método de la presente invención comprende la etapa adicional de recuperar/aislar la lípido 
aciltransferasa. Así, la lípido aciltransferasa producida puede estar en forma aislada. 
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En otro aspecto, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en la presente 
invención puede estar en forma aislada. 

El término "aislada" significa que la secuencia o proteína está al menos sustancialmente libre de al menos otro 
componente con el que la secuencia o proteína está asociada de manera natural en la naturaleza y como se halla en 
la naturaleza. 5 

Purificada 

En un aspecto, el método de la presente invención comprende la etapa adicional de purificar la lípido aciltransferasa. 

En otro aspecto, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en la presente 
invención puede estar en forma purificada. 

El término "purificada" significa que la secuencia se encuentra en un estado relativamente puro -por ejemplo, al 10 
menos aproximadamente pura en un 51%, o al menos aproximadamente un 75%, o al menos aproximadamente un 
80%, o al menos pura en aproximadamente un 90%, o al menos pura en aproximadamente un 95% o al menos pura 
en aproximadamente un 98%. 

Clonación de una secuencia de nucleótidos que codif ica un polipéptido según la presente invención 

Una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas definidas en la 15 
presente memoria, o un polipéptido que es adecuado para modificación, puede ser aislado a partir de cualquier 
célula u organismo que produzca dicho polipéptido. En la técnica se conocen varios métodos para el aislamiento de 
secuencias de nucleótidos. 

Por ejemplo, se puede construir una biblioteca de ADN y/o de ADNc usando ADN cromosómico o ARN mensajero 
del organismo que produce el polipéptido. Si se conoce la secuencia de aminoácidos del polipéptido, se pueden 20 
sintetizar sondas de oligonucleótidos marcadas y usarlas para identificar los clones que codifican el polipéptido a 
partir de la biblioteca genómica preparada a partir del organismo. De forma alternativa, se podría usar una sonda de 
oligonucleótidos marcada que contiene secuencias homólogas a otro gen de polipéptido conocido para identificar los 
clones que codifican el polipéptido. En el último caso, se usan condiciones de hibridación y lavado de baja 
severidad. 25 

Alternativamente, se podrían identificar clones que codifican polipéptidos insertando fragmentos de ADN genómico 
en un vector de expresión, tal como un plásmido, transformando bacterias negativas en enzimas con la biblioteca de 
ADN genómica resultante, y a continuación llevando a placa las bacterias transformadas sobre agar que contiene 
una enzima inhibida por el polipéptido, permitiendo con ello que los clones expresen el polipéptido que va a ser 
identificado. 30 

En otra alternativa adicional, la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido puede prepararse sintéticamente 
mediante métodos estándar, por ejemplo el método de fosforoamidita descrito por Beucage S.L. et al (1981) 
Tetrahedron Letters 22, pág. 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al (1984) EMBO J. 3, pág. 801-805. En 
el método de fosforoamidita, se sintetizan oligonucleótidos, por ejemplo en un sintetizador de ADN automático, se 
purifican, se maduran, se ligan y se clonan en vectores apropiados. 35 

La secuencia de nucleótidos puede ser origen mixto genómico y sintético, de origen mixto sintético y de ADNc, o de 
origen mixto genómico y de ADNc, preparada ligando fragmentos de origen sintético, genómico o de ADNc (según 
sea apropiado) de acuerdo con las técnicas estándar. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes de la 
secuencia de nucleótidos completa. La secuencia de ADN también puede prepararse mediante reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) usando cebadores específicos, por ejemplo como se describe en el documento US 40 
4.683.202 o en Saiki R K et al (Science (1988) 239, págs. 487-4991). 

Secuencias de nucleótidos 

La presente invención también abarca secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las 
propiedades específicas definidas en la presente memoria. El término "secuencia de nucleótidos" tal como se usa en 
la presente memoria se refiere a una secuencia de oligonucleótido o a una secuencia de polinucleótido, y a sus 45 
derivados, fragmentos, variantes y homólogos (tales como sus porciones). La secuencia de nucleótidos puede ser 
de origen genómico o sintético o recombinante, y puede ser bicatenaria o monocatenaria, que representa la cadena 
directa o la inversa. 

La expresión "secuencia de nucleótidos" con respecto a la presente invención incluye el ADN genómico, ADNc, ADN 
sintético y ARN. Preferiblemente significa ADN, más preferiblemente ADNc para la secuencia codificante. 50 

En una realización preferida, la secuencia de nucleótidos per se que codifica un polipéptido que tiene las 
propiedades específicas definidas en la presente memoria no cubre la secuencia de nucleótidos nativa en su medio 
natural cuando está unida a su(s) secuencia(s) asociada(s) de forma natural que también está(n) en su entorno 
natural. A fin de facilitar la referencia, denominaremos a esta realización preferida "secuencia de nucleótidos no 
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nativa". A este respecto, la expresión "secuencia de nucleótidos nativa" significa una secuencia de nucleótidos 
completa que está en su medio nativo y cuando está unida de forma operable a un promotor completo con el que 
está asociada de manera natural, cuyo promotor también está en su medio nativo. Así, el polipéptido de la presente 
invención se puede expresar mediante una secuencia de nucleótidos en su organismo nativo pero en el que la 
secuencia de nucleótidos no está bajo el control del promotor con el que está asociada de manera natural dentro de 5 
ese organismo. 

Preferiblemente el polipéptido no es un polipéptido nativo. A este respecto, el término "polipéptido nativo" significa un 
polipéptido completo que se encuentra en su entorno nativo y cuando ha sido expresado por su secuencia de 
nucleótidos nativa. 

En general, la secuencia de nucleótidos que codifica polipéptidos que tienen las propiedades específicas definidas 10 
en la presente memoria se prepara mediante el uso de técnicas de ADN recombinante (es decir, ADN 
recombinante). Sin embargo, en una realización alternativa de la invención, la secuencia de nucleótidos se podría 
sintetizar, por completo o en parte, mediante el uso de métodos químicos muy conocidos en la técnica (véase 
Caruthers MH et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 215-23 y Horn T et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232). 

Evolución molecular 15 

Una vez que se ha aislado la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima, o se ha identificado una secuencia 
de nucleótidos putativa que codifica una enzima, puede ser deseable modificar la secuencia de nucleótidos 
seleccionada, por ejemplo puede ser deseable mutar la secuencia para preparar una enzima de acuerdo con la 
presente invención. 

Se pueden introducir mutaciones usando oligonucleótidos sintéticos. Estos oligonucleótidos contienen secuencias de 20 
nucleótidos que flanquean los sitios de mutación deseados. 

Un método adecuado se describe en Morinaga et al (Biotechnology (1984) 2, p. 646-649). Otro método para 
introducir mutaciones en secuencias de nucleótidos que codifican enzima se describe en Nelson y Long (Analytical 
Biochemistry (1989), 180, p. 147-151). 

En lugar de mutagénesis dirigida, tal como se ha descrito previamente, se pueden introducir mutaciones 25 
aleatoriamente, por ejemplo usando un equipo comercial como el equipo de mutagénesis GeneMorph PCR de 
Stratagene, o el equipo de mutagénesis aleatoria Diversify PCR de Clontech. El documento EP 0 583 265 se refiere 
a métodos de optimización de mutagénesis basada en PCR, que también puede combinarse con el uso de análogos 
de ADN mutagénicos tales como los descritos en el documento EP 0 866 796. Las tecnologías de PCR propensas a 
error son adecuadas para la producción de variantes de lípido acil transferasas con características preferidas. El 30 
documento WO0206457 se refiere a la evolución molecular de lipasas. 

Un tercer método para obtener nuevas secuencias es fragmentar secuencias de nucleótidos no idénticos, usando 
cualquier número de enzimas de restricción o una enzima tal como DNasa I, y reconstruyendo secuencias de 
nucleótidos completas que codifican para proteínas funcionales. Alternativamente, se puede usar una o múltiples 
secuencias de nucleótidos no idénticos e introducir mutaciones durante la reconstrucción de la secuencia de 35 
nucleótidos completa. El barajado de ADN y las tecnologías de barajado de familia son adecuadas para la 
producción de variantes de lípido acil transferasas con características preferidas. Los métodos adecuados para 
llevar a cabo el "barajado" se pueden encontrar en los documentos EP0 752 008, EP1 138 763, EP1 103 606. El 
barajado también puede combinarse con otras formas de mutagénesis de ADN, tal como se describe en los 
documentos US 6.180.406 y WO 01/34835. 40 

Por tanto, es posible producir numerosas mutaciones, dirigidas o aleatorias, en una secuencia de nucleótidos, tanto 
in vivo como in vitro, y posteriormente cribar en busca de una funcionalidad mejorada del polipéptido codificado 
mediante diversos medios. Usando métodos de recombinación mediados in silico y exo (véanse los documentos WO 
00/58517, US 6.344.328, US 6.361.974), por ejemplo, se puede llevar a cabo una evolución molecular en la que la 
variante producida mantiene una homología muy baja con respecto a enzimas o proteínas conocidas. Las variantes 45 
obtenidas de este modo pueden presentar una analogía estructural significativa con respecto a enzimas de 
transferasa conocidas, pero tienen una homología de secuencia de aminoácidos muy baja. 

Como ejemplo no limitante, adicionalmente, las mutaciones o variantes naturales de una secuencia de polinucleótido 
pueden recombinarse con mutaciones naturales o de otro tipo o con variantes naturales para producir nuevas 
variantes. Dichas nuevas variantes también pueden ser escrutadas para determinar mejoras de la funcionalidad en 50 
el polipéptido codificado. 

La aplicación de los métodos de evolución molecular mencionados anteriormente y otros similares permite la 
identificación y la selección de variantes de las enzimas de la presente invención que tienen características 
preferidas sin ningún conocimiento previo de la estructura o la función de la proteína, y permite la producción de 
mutaciones o variantes no predecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicación de evolución 55 
molecular en la técnica para la optimización o la alteración de la actividad enzimática, ejemplos que incluyen, 
aunque sin limitación, uno o más de los siguientes: una expresión y/o actividad optimizadas en una célula 

E11184428
26-02-2014ES 2 449 474 T3

 



 25 

hospedadora o in vitro, una actividad enzimática incrementada, una especificidad de sustrato y/o producto alterada, 
una estabilidad enzimática o estructural aumentada o disminuida, una actividad/especificidad enzimática alterada en 
condiciones ambientales preferidas, por ejemplo, temperatura, pH, sustrato. 

Como resultará evidente para el especialista en la técnica, usando herramientas de evolución molecular se puede 
alterar una enzima para mejorar la funcionalidad de la enzima. 5 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa usada en la descripción 
puede codificar una lípido aciltransferasa variante, es decir, la lípido aciltransferasa puede contener al menos una 
sustitución, deleción o adición de aminoácidos, en comparación con una enzima originaria. Las enzimas variantes 
retienen al menos el 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50 %, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 99% de 
homología con respecto a la enzima originaria. Las enzimas originarias adecuadas pueden incluir cualquier enzima 10 
con actividad de esterasa o lipasa. Preferiblemente, la enzima originaria se alinea con la secuencia consenso 
pfam00657. 

En una realización preferida, una enzima lípido aciltransferasa variante retiene o incorpora al menos uno o más de 
los residuos de aminoácido de la secuencia consenso pfam00657 encontrados en los bloques GDSx, GANDY y 
HPT. 15 

Las enzimas, tal como las lipasas con poca o nula actividad de lípido aciltransferasa en un entorno acuoso se 
pueden mutar usando herramientas de evolución molecular para introducir o potenciar la actividad de transferasa, 
produciendo de este modo una enzima lípido aciltransferasa con una actividad significativa de transferasa adecuada 
para el uso en las composiciones y métodos de la presente invención. 

De manera adecuada, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera 20 
de los vectores, células hospedadoras, métodos y/o usos de la presente descripción puede codificar una lípido 
aciltransferasa que puede ser una variante con actividad enzimática incrementada sobre los lípidos polares, 
preferiblemente fosfolípidos y/o glicolípidos en comparación con la enzima originaria. Preferiblemente, dichas 
variantes también presentan baja o nula actividad con lípidos liso polares. La actividad mejorada con lípidos polares, 
fosfolípidos y/o glicolípidos, puede ser el resultado de hidrólisis y/o actividad de transferasa o de una combinación de 25 
ambos. 

Las lípido aciltransferasas variantes pueden presentar una actividad disminuida con triglicéridos, y/o monoglicéridos 
y/o diglicéridos, en comparación con la enzima originaria. 

De forma adecuada, la enzima variante puede tener actividad nula con triglicéridos y/o monoglicéridos y/o 
diglicéridos. 30 

De forma alternativa, la enzima variante puede presentar una actividad incrementada con triglicéridos, y/o también 
puede presentar una actividad incrementada con uno o más de los siguientes, lípidos polares, fosfolípidos, lecitina, 
fosfatidilcolina, glicolípidos, monoglicérido de digalactosilo, monoglicérido de monogalactosilo. 

Se conocen variantes de lípido aciltransferasas, y una o más de dichas variantes pueden ser adecuadas para el uso 
en los métodos y usos según la presente descripción y/o en las composiciones enzimáticas según la presente 35 
descripción. A modo de ejemplo solamente, las variantes de lípido aciltransferasas que se describen en las 
referencias siguientes se pueden usar de acuerdo con la presente descripción: Hilton & Buckley J Biol. Chem. 1991 
enero 15: 266 (2): 997-1000; Robertson et al J. Biol. Chem. 21 de enero de 1994; 269(3): 2146-50; Brumlik et al J. 
Bacteriol, abril de 1996; 178 (7): 2060-4; Peelman et al Protein Sci. 1998 marzo; 7(3): 587-99. 

Secuencias de aminoácidos 40 

La presente invención también abarca las secuencias de aminoácidos codificadas por una secuencia de nucleótidos 
que codifica una lípido aciltransferasa para el uso en cualquiera de los vectores, células hospedadoras, métodos y/o 
usos de la presente invención. 

Tal como se usa en la presente memoria, la expresión "secuencia de aminoácidos" es sinónima del término 
"polipéptido" y/o del término "proteína". En algunos casos, la expresión "secuencia de aminoácidos" es sinónima del 45 
término "péptido". 

La secuencia de aminoácidos puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuada, o puede fabricarse 
sintéticamente o puede prepararse mediante el uso de técnicas de ADN recombinante. 

De forma adecuada, las secuencias de aminoácidos pueden obtenerse a partir de los polipéptidos aislados 
mostrados en la presente memoria mediante técnicas estándar. 50 

Un método adecuado para determinar secuencias de aminoácidos a partir de polipéptidos aislados es el siguiente: 

El polipéptido purificado se puede liofilizar y se pueden disolver 100 µg del material liofilizado en 50 µL de una 
mezcla de urea 8 M y bicarbonato amónico 0,4 M, pH 8,4. La proteína disuelta puede ser desnaturalizada y reducida 
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durante 15 minutos a 50ºC después de ventilación con nitrógeno y adición de 5 µL de ditiotreitol 45 mM. Tras enfriar 
hasta temperatura ambiente, se pueden añadir 5 µL de yodoacetamida 100 mM para derivatizar los residuos de 
cisteína durante 15 minutos a temperatura ambiente a oscuras y en atmósfera de nitrógeno. 

Se pueden añadir 135 µL de agua y 5 µg de endoproteinasa Lys-C en 5 µL de agua a la anterior mezcla de reacción 
y la digestión se puede llevar a cabo a 37ºC en atmósfera de nitrógeno durante 24 horas. 5 

Los péptidos resultantes pueden separarse mediante HPLC de fase inversa en una columna VYDAC C18 (0,46x15 
cm; 10 µm; The Separation Group, California, EE.UU.) usando un disolvente A: 0,1% de TFA en agua y un 
disolvente B: 0,1% de TFA en acetonitrilo. Los péptidos seleccionados se pueden volver a someter a cromatografía 
en una columna Develosil C18 usando el mismo sistema de disolventes, antes de la secuenciación N-terminal. La 
secuenciación se puede realizar usando un secuenciador Applied Biosystems 476A empleando ciclos rápidos de 10 
líquido pulsado siguiendo las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, California, EE.UU.). 

Identidad de secuencia u homología de secuencia 

En la presente memoria, el término "homólogo" significa una entidad que tiene una determinada homología con las 
secuencias de aminoácidos objetivo de la invención y con las secuencias de nucleótidos objetivo de la invención. En 
la presente memoria, el término "homología" puede igualarse a "identidad". 15 

La secuencia de aminoácidos homóloga y/o la secuencia de nucleótidos homóloga deberían proporcionar y/o 
codificar un polipéptido que retiene la actividad funcional y/o potencia la actividad de la enzima. 

En el presente contexto, se considera que una secuencia homóloga incluye una secuencia de aminoácidos que 
puede ser idéntica a la secuencia objetivo de la invención en al menos un 75, un 85 o un 90%, preferiblemente 
idéntica a la secuencia objetivo en al menos un 95 o un 98%. Habitualmente, los homólogos comprenderán los 20 
mismos sitios activos, etc. que la secuencia de aminoácidos objetivo. Aunque la homología también puede 
considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de aminoácido que tienen propiedades/funciones químicas 
similares), en el contexto de la presente invención se prefiere expresar la homología en términos de identidad de 
secuencia. 

En el presente contexto, se considera que una secuencia homóloga incluye una secuencia de nucleótidos que puede 25 
ser idéntica en al menos un 75, 85 ó 90%, preferiblemente idéntica en al menos un 95 o un 98%, a una secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido de la presente invención (la secuencia objetivo). Habitualmente los 
homólogos comprenderán las mismas secuencias que codifican para los sitios activos, etc., que la secuencia 
objetivo. Aunque la homología también puede considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de 
aminoácido que tienen propiedades/funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención se 30 
prefiere expresar la homología en términos de identidad de secuencia. 

Las comparaciones de homología se pueden llevar a cabo visualmente, o de forma más habitual con la ayuda de 
programas de comparación de secuencias fácilmente disponibles. Estos programas de ordenador disponibles 
comercialmente pueden calcular el % de homología entre dos o más secuencias. 

El % de homología se puede calcular para secuencias contiguas, es decir una secuencia se alinea con la otra 35 
secuencia y cada aminoácido de una secuencia es comparado directamente con el correspondiente aminoácido de 
la otra secuencia, residuo a residuo. Esto se denomina alineación "sin huecos". Habitualmente, dichas alineaciones 
sin huecos se llevan a cabo sólo con un número relativamente corto de residuos. 

Aunque este es un método muy simple y consistente, no tiene en consideración que, por ejemplo, en un par de 
secuencias por lo demás idénticas, una inserción o eliminación provocará que los siguientes residuos de aminoácido 40 
queden fuera de la alineación, dando potencialmente como resultado una gran reducción del % de homología 
cuando se realiza una alineación global. Consecuentemente, la mayoría de los métodos de comparación están 
diseñados para producir alineaciones óptimas que tienen en cuenta las posibles inserciones y eliminaciones sin 
penalizar de forma indebida la puntuación global de homología. Esto se logra mediante la inserción de "huecos" en 
la alineación de secuencia para intentar maximizar la homología local. Sin embargo, estos métodos más complejos 45 
asignan "penalizaciones por hueco" a cada hueco que se produce en la alineación de tal modo que, para el mismo 
número de aminoácidos idénticos, una alineación de secuencia con el mínimo número posible de huecos - lo que 
refleja la relación entre las dos secuencias comparadas - conseguirá un puntuación mayor que uno con muchos 
huecos. Habitualmente se usan "costes de hueco afines" que aplican un coste relativamente alto para la existencia 
de un hueco, y una penalización menor para cada residuo subsiguiente en el hueco. Este el sistema de puntuación 50 
de huecos usado más habitualmente. Por supuesto, una elevada penalización por hueco producirá alineaciones 
optimizadas con menores huecos. La mayoría de los programas de alineación permiten modificar las penalizaciones 
por hueco. Sin embargo, es preferible usar los valores por defecto cuando se usa dicho software para 
comparaciones de secuencia. 

Por lo tanto, el cálculo del % máximo de homología en primer lugar requiere la producción de una alineación óptima, 55 
considerando las penalizaciones por hueco. Un programa informático adecuado para llevar a cabo tal alineación es 
el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de otros programas informáticos que pueden llevar a cabo 
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comparaciones de secuencias incluyen, pero sin limitación, el paquete BLAST (véase Ausubel et al 1999 Short 
Protocols in Molecular Biology, 4ª Ed - Capítulo 18), y FASTA (Altschul et al 1990 J. Mol. Biol. 403-410). Tanto el 
BLAST como el FASTA se encuentran disponibles para búsquedas con y sin conexión a Internet (véase Ausubel et 
al 1999, páginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para ciertas aplicaciones, se prefiere usar el programa Vector NTI. 
También está disponible una nueva herramienta, denomina BLAST 2 Sequences, para comparar secuencias de 5 
proteína y nucleótidos (véase FEMS Microbiol Lett 1999 174 (2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177 (1): 187-8 y 
tatiana@nobi.nlm.nih.gov). 

Aunque el % de homología final se puede medir en términos de identidad, el propio proceso de alineación 
habitualmente no se basa en una comparación de pares todo-o-nada. En lugar de eso, generalmente se usa una 
matriz de puntuación de escala de similitud que asigna puntuaciones a cada comparación por pares en base a la 10 
similitud química o la distancia de evolución. Un ejemplo de dicha matriz usado habitualmente es la matriz 
BLOSUM62 - la matriz por defecto para el tipo de programas BLAST. Los programas Vector NTI usan en general los 
valores públicos por defecto o una tabla de comparación de símbolos a medida si se suministra (véase el manual del 
usuario para detalles adicionales). Para ciertas aplicaciones, se prefiere usar los valores por defecto para el paquete 
Vector NTI. 15 

Alternativamente, los porcentajes de homología se pueden calcular usando la característica de alineación múltiple de 
Vector NTI (Invitrogen Corp.), basado en un algoritmo, análogo a CLUSTAL (Higgins DG & Sharp PM (1988), Gene 
73(1), 237-244). 

Una vez que el software ha producido una alineación óptima, es posible calcular el % de homología, preferiblemente 
el % de identidad de secuencia. El software habitualmente realiza esto como parte de la comparación de secuencias 20 
y genera un resultado numérico. 

En caso de que usen penalizaciones por hueco al determinar la identidad de secuencia, se usarán preferiblemente 
los siguientes parámetros para la alineación por pares: 

PARA BLAST   

APERTURA DE HUECO 0 

EXTENSIÓN DE HUECO 0 

 

PARA CLUSTAL ADN PROTEÍNA  

TAMAÑO DE PALABRA 2 1 K triple 

PENALIZACIÓN POR 
HUECO 

15 10  

EXTENSIÓN DE HUECO 6,66 0,1  

En una realización, preferiblemente la identidad de secuencia para las secuencias de nucleótidos se determina 25 
mediante el uso de CLUSTAL con los ajustes de penalización por hueco y extensión de hueco como se definieron 
anteriormente. 

De forma adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleótidos se determina sobre al 
menos 20 nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al 
menos 40 nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al 30 
menos 60 nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 100 nucleótidos contiguos. 

De forma adecuada, el grado de identidad con respecto a la secuencia de nucleótidos puede determinarse sobre la 
secuencia completa. 

En una realización, el grado de identidad de secuencia de aminoácidos de acuerdo con la presente invención se 
puede determinar de manera adecuada por medio de programas informáticos conocidos en la técnica, tales como 35 
Vector NTI 10 (Invitrogen Corp.). Para la alineación por pares la matriz usada preferiblemente es BLOSUM62 con 
una penalización por apertura de hueco de 10,0 y una penalización por extensión de hueco de 0,1. 

De forma adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoácidos se determina sobre al 
menos 20 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre 
al menos 40 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 aminoácidos contiguos, preferiblemente 40 
sobre al menos 60 aminoácidos contiguos. 

De forma adecuada, el grado de identidad con respecto a la secuencia de aminoácidos puede determinarse sobre la 
secuencia completa. 

Las secuencias también pueden tener eliminaciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoácidos que 
producen un cambio silencioso y dan como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Se pueden realizar 45 
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sustituciones de aminoácidos deliberadas en base a la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, 
hidrofilicidad y/o naturaleza anfipática de los residuos, siempre que se mantenga la actividad de unión secundaria de 
la sustancia. Por ejemplo, los aminoácidos cargados negativamente incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; los 
aminoácidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoácidos con grupos de cabeza polares no 
cargados que tienen valores de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, 5 
asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina. 

Se pueden realizar sustituciones conservativas, por ejemplo según la Tabla mostrada continuación. Los aminoácidos 
del mismo bloque de la segunda columna y preferiblemente de la misma línea de la tercera columna pueden ser 
sustituidos entre sí: 

G A P No polar 

I L V 

C S T M Polar - no cargado 

N Q 

D E 

ALIFÁTICO 

Polar - cargado 

K R 

AROMÁTICO  H F W Y 

La presente descripción también abarca la sustitución homóloga (sustitución y reemplazamiento se usan ambos en 10 
la presente memoria para indicar el intercambio de un residuo de aminoácido existente por un residuo alternativo) 
que puede producirse, es decir sustitución de tipo-por-tipo tal como básico por básico, ácido por ácido, polar por 
polar, etc. También se puede producir la sustitución no homóloga, es decir a partir de una clase de residuo por otra, 
o alternativamente que implica la inclusión de aminoácidos no naturales tales como ornitina (denominada a partir de 
aquí Z), ornitina de ácido diaminobutírico (denominada a partir de aquí B), ornitina de norleucina (denominada a 15 
partir de aquí O), pirilalanina, tienilalanina, naftilalalina y fenilglicina. 

También se pueden realizar reemplazamientos con aminoácidos no naturales. 

Las secuencias de aminoácidos variantes pueden incluir grupos espaciadores que pueden insertarse entre dos 
residuos de aminoácido cualesquiera de la secuencia, que incluyen grupos alquilo tales como grupos metilo, etilo o 
propilo, además de espaciadores de aminoácidos tales como residuos de glicina o β-alanina. Otra forma adicional de 20 
variación, que implica la presencia de uno o más residuos de aminoácido en forma peptoide, será bien entendida por 
los especialistas en la técnica. Para evitar dudas, "la forma peptoide" se usa para referirse a residuos de aminoácido 
variantes en los que el grupo sustituyente de carbono α está sobre el átomo de nitrógeno del residuo, en lugar de 
sobre el carbono α. Los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide se conocen en la técnica, por ejemplo 
Simon RJ et al., PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13(4), 132-134. 25 

Las secuencias de nucleótidos para el uso en la presente invención o que codifican un polipéptido que tiene las 
propiedades específicas definidas en la presente memoria pueden incluir dentro de ellas nucleótidos sintéticos o 
modificados. En la técnica se conoce una serie de tipos diferentes de modificación de oligonucleótidos. Éstas 
incluyen cadenas principales de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adición de cadenas de acridina o polilisina en los 
extremos 3' y/o 5' de la molécula. Para los propósitos de la presente invención, debe entenderse que las secuencias 30 
de nucleótidos descritas en la presente memoria pueden modificarse mediante cualquier método disponible en la 
técnica. Dichas modificaciones pueden llevarse a cabo con el objetivo de potenciar la actividad in vivo o la duración 
de las secuencias de nucleótidos. 

La presente descripción también abarca el uso de secuencias de nucleótidos que sean complementarias a las 
secuencias discutidas en la presente memoria, o cualquier derivado o fragmento de las mismas. Si la secuencia es 35 
complementaria a un fragmento de la misma, entonces dicha secuencia puede usarse como sonda para identificar 
secuencias codificantes similares en otros organismos, etc. 

Los polinucleótidos que no son un 100% homólogos respecto de las secuencias de la presente invención, pero que 
entran dentro del alcance de la invención, se pueden obtener de varias maneras. Otras variantes de las secuencias 
descritas en la presente memoria se pueden obtener, por ejemplo, empleando sondas en bibliotecas de ADN 40 
preparadas a partir de una serie de individuos, por ejemplo de individuos procedentes de diferentes poblaciones. 
Adicionalmente, se pueden obtener otros homólogos víricos/bacterianos, o celulares, particularmente homólogos 
celulares encontrados en células de mamífero (por ejemplo, células de rata, ratón, bovinas y de primate), y dichos 
homólogos y sus fragmentos en general serán capaces de hibridarse de forma selectiva con las secuencias 
mostradas en el listado de secuencias incluido en la presente memoria. Dichas secuencias pueden obtenerse 45 
mediante el empleo de sondas en bibliotecas de ADNc preparadas o de bibliotecas de ADN genómicas de otras 
especies animales, y sondeando dichas bibliotecas con sondas que comprenden la totalidad o una parte de una 
cualquiera de las secuencias del listado de secuencias anexo, en condiciones de media a alta severidad. Se aplican 
consideraciones similares a la obtención de homólogos de especie y variantes alélicas de las secuencias de 
polipéptidos o nucleótidos de la invención. 50 
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Las variantes y los homólogos de cepa/especie también pueden obtenerse usando PCR degenerada, que usará 
cebadores diseñados para seleccionar secuencias dentro de las variantes y homólogos que codifican secuencias de 
aminoácidos conservadas dentro de las secuencias de la presente invención. Se pueden predecir las secuencias 
conservadas, por ejemplo, alineando las secuencias de aminoácidos de varios homólogos/variantes. Las 
alineaciones de secuencia se pueden llevar a cabo usando un software de ordenador conocido en la técnica. Por 5 
ejemplo, se usa ampliamente el programa GCG Wisconsin PileUp. 

Los cebadores usados en la PCR degenerativa contendrán una o más posiciones degeneradas y se usarán en 
condiciones de severidad menores a los usados para clonar secuencias con cebadores de secuencia individuales 
contra secuencias conocidas. 

Alternativamente, dichos polipéptidos pueden obtenerse mediante mutagénesis dirigida de secuencias 10 
caracterizadas. Esto puede ser útil, por ejemplo, cuando se requieren cambios de secuencia de codón silenciosos 
para optimizar las preferencias de codón para una célula hospedadora concreta en la que se van a expresar las 
secuencias de polinucleótidos. Pueden ser deseables otros cambios de secuencia con el objetivo de introducir sitios 
de reconocimiento de polipéptido de restricción, o para alterar la propiedad o la función de los polipéptidos 
codificados por los polinucleótidos. 15 

Los polinucleótidos (secuencias de nucleótidos) de la invención pueden usarse para producir un cebador, p.ej. un 
cebador de PCR, un cebador para una reacción de amplificación alternativa, una sonda, p.ej. marcada con una 
etiqueta reveladora por medios convencionales usando etiquetas radiactivas o no radiactivas, o los polinucleótidos 
pueden clonarse en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendrán una longitud de al menos 15 
nucleótidos, preferiblemente de al menos 20 nucleótidos, por ejemplo al menos 25, 30 ó 40 nucleótidos, y también 20 
quedan abarcados por el término "polinucleótidos" de la descripción tal como se usa en la presente memoria. 

Los polinucleótidos tales como los polinucleótidos de ADN y las sondas según la invención se pueden producir de 
manera recombinante, sintética, o mediante cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También 
pueden clonarse mediante técnicas estándar. 

En general, los cebadores se producirán por medios sintéticos, lo que implica la fabricación por etapas de la 25 
secuencia de ácido nucleico deseada, nucleótido a nucleótido. Las técnicas para llevar a cabo esto empleando 
técnicas automatizadas se encuentran fácilmente disponibles en la técnica. 

Los polinucleótidos de mayor tamaño generalmente se producirán usando medios recombinantes, por ejemplo 
usando una técnica de clonación PCR (reacción en cadena de polimerasa). Esto implicará preparar un par de 
cebadores (por ejemplo, de aproximadamente 15 a 30 nucleótidos) que escolten una región de la secuencia dirigida 30 
a lípido que se desea clonar, poniendo los cebadores en contacto con ARNm o ADNc obtenido de una célula animal 
o humana, llevando a cabo la reacción en cadena de polimerasa en condiciones que conlleven la amplificación de la 
región deseada, aislando el fragmento aislado (por ejemplo, purificando la mezcla de reacción sobre gel de agarosa) 
y recuperando el ADN amplificado. Los cebadores pueden diseñarse para contener sitios de reconocimiento de 
enzima de restricción, de tal modo que el ADN amplificado puede ser clonado en un vector de clonación adecuado. 35 

Hibridación 

La presente descripción también contempla secuencias que son complementarias a las secuencias de la presente 
invención o secuencias que son capaces de hibridarse con las secuencias de la presente invención o con 
secuencias que son complementarias a las mismas. 

El término "hibridación" tal como se usa en la presente memoria incluirá "el proceso mediante el cual una cadena de 40 
ácido nucleico se une a una cadena complementaria a través de emparejamiento de bases", así como el proceso de 
amplificación llevado a cabo en las tecnologías de reacción en cadena de polimerasa (PCR). 

La presente descripción también abarca el uso de secuencias de nucleótidos que son capaces de hibridarse con las 
secuencias que son complementarias a las secuencias objetivo discutidas en la presente memoria, o cualquier 
derivado o fragmento de las mismas. 45 

La presente descripción también abarca secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces de 
hibridarse con las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria. 

Las condiciones de hibridación se basan en la temperatura de fusión (Tf) del complejo de unión al nucleótido, como 
se muestra en Berger y Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152, 
Academic Press, San Diego CA), y confieren una "severidad" definida como se explica a continuación. 50 

La máxima severidad se produce habitualmente a aproximadamente Tf -5ºC (5ºC por debajo de la Tf de la sonda); 
elevada severidad a aproximadamente entre 5°C y 10°C por debajo de la Tf; severidad intermedia a 
aproximadamente entre 10°C y 20°C por debajo de la Tf; y baja severidad a aproximadamente entre 20°C y 25°C 
por debajo de la Tf; Como entenderán los especialistas en la técnica, se puede usar una hibridación de severidad 
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máxima para identificar o detectar secuencias de nucleótidos idénticas, y se puede usar una hibridación de 
severidad intermedia (o baja) para identificar o detectar secuencias de polinucleótidos similares o relacionadas. 

Preferiblemente, la presente descripción abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son 
capaces de hibridarse en condiciones de alta severidad o en condiciones de severidad intermedia con secuencias de 
nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las propiedades específicas definidas en la presente memoria. 5 

Más preferiblemente, la presente descripción abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son 
capaces de hibridarse en condiciones de alta severidad (p.ej., 65ºC y 0,1xSSC {1xSSC = NaCl 0,15 M, citrato de Na 
0,015 M, pH 7,0}) a secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las propiedades específicas 
definidas en la presente memoria. 

La presente descripción también se refiere a secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse a las secuencias de 10 
nucleótidos discutidas en la presente memoria (que incluyen secuencias complementarias a las discutidas en la 
presente memoria). 

La presente descripción también se refiere a secuencias de nucleótidos que son complementarias a secuencias que 
pueden hibridarse a las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria (que incluyen secuencias 
complementarias a las discutidas en la presente memoria). 15 

También se incluyen dentro del alcance de la presente descripción las secuencias de polinucleótido que son 
capaces de hibridarse con las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria en condiciones de 
severidad entre intermedia y máxima. 

En un aspecto preferido, la presente descripción cubre secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con las 
secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria, o su complemento, en condiciones de severidad (por 20 
ejemplo, 50ºC y 0,2 x SSC). 

En un aspecto más preferido, la presente descripción cubre secuencias de nucleótidos que pueden hibridarse con 
las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria, o su complemento, en condiciones de alta 
severidad (por ejemplo, 65ºC y 0,1 x SSC). 

Expresión de polipéptidos 25 

Una secuencia de nucleótidos para el uso en la presente invención o para codificar un polipéptido que tiene las 
propiedades específicas definidas en la presente memoria se puede incorporar en un vector replicable 
recombinante. El vector puede usarse para replicar y expresar la secuencia de nucleótidos, en forma de polipéptido, 
en y/o a partir de una célula hospedadora compatible. La expresión se puede controlar usando secuencias de control 
que incluyen promotores/potenciadores y otras señales de regulación de la expresión. Se pueden usar promotores 30 
procarióticos y promotores funcionales en células eucarióticas. Se pueden usar promotores específicos de tejido o 
específicos de estímulo. También se pueden usar promotores quiméricos que comprenden elementos de secuencia 
de dos o más promotores diferentes descritos anteriormente. 

El polipéptido producido por una célula recombinante hospedadora mediante expresión de la secuencia de 
nucleótidos puede ser secretado o puede estar contenido intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o del 35 
vector usado. Pueden diseñarse secuencias codificantes con secuencias señal que dirijan la secreción de las 
secuencias codificantes de la sustancia a través de una membrana concreta de célula procariótica o eucariótica. 

Construcciones 

El término "construcción" - que es sinónimo a términos tales como "conjugado", "casete" e "híbrido" - incluye una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas definidas en la presente 40 
memoria para el uso según la presente invención unida directamente o indirectamente a un promotor. Un ejemplo de 
una unión indirecta es la provisión de un grupo espaciador adecuado tal como una secuencia intrónica, tal como el 
intrón Sh1 o el intrón ADH, entre el promotor y la secuencia de nucleótidos de la presente invención. Lo mismo es 
válido para el término "fusionado" con respecto a la presente invención, que incluye la unión directa o indirecta. En 
algunos casos, los términos no cubren la combinación natural de la secuencia de nucleótidos que codifican para la 45 
proteína asociada de forma ordinaria al promotor génico natural y cuando ambos están en su entorno natural. 

La construcción incluso pueden contener o expresar un marcador que permite la selección de la construcción 
genética. 

Para algunas aplicaciones, la construcción preferiblemente comprende al menos una secuencia de nucleótidos de la 
presente invención o una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas 50 
definidas en la presente memoria ligada de forma operable al promotor. 
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Organismo 

El término "organismo" en relación a la presente invención incluye cualquier organismo que pueda comprender una 
secuencia de nucleótidos según la presente invención o una secuencia de nucleótidos que codifique un polipéptido 
que tenga las propiedades específicas definidas en la presente memoria y/o productos obtenidos a partir del mismo. 

La expresión "organismo transgénico" en relación con la presente invención incluye cualquier organismo que 5 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas definidas 
en la presente memoria y/o los productos obtenidos a partir del mismo, y/o en el que un promotor puede permitir la 
expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas definidas 
en la presente memoria en el organismo. Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos se incorpora al genoma del 
organismo. 10 

El término "organismo transgénico" no cubre secuencias codificantes de nucleótidos nativos en su entorno natural 
cuando están bajo el control de su promotor nativo, que también está en su entorno natural. 

Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente descripción incluye un organismo que comprende una 
cualquiera, o combinaciones, de las secuencias de nucleótidos que codifican para un polipéptido que tiene las 
propiedades específicas definidas en la presente memoria, construcciones como las definidas en la presente 15 
memoria, vectores como los definidos en la presente memoria, plásmidos como los definidos en la presente 
memoria, células como las definidas en la presente memoria, o los productos de los mismos. Por ejemplo, el 
organismo transgénico puede comprender también una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que 
tiene las propiedades específicas definidas en la presente memoria bajo control de un promotor que no está 
asociado con una secuencia que codifica una lípido aciltransferasa en la naturaleza. 20 

Transformación de células/organismos hospedadores 

Los conocimientos sobre la transformación de hospedadores procarióticos están bien documentados en la técnica, 
por ejemplo véase Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, 1989, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press). Si se usa un hospedador procariótico la secuencia de nucleótidos puede necesitar ser modificada 
de forma adecuada antes de la transformación - por ejemplo mediante la eliminación de intrones. 25 

Se conocen diversos métodos para la transformación de la especie Bacillus. 

Secreción 

A menudo es deseable que el polipéptido sea secretado desde el hospedador de expresión al medio de cultivo, 
desde donde la enzima puede recuperarse más fácilmente. Según la presente invención, la secuencia líder de 
secreción se puede seleccionar basándose en el hospedador de expresión deseado. También se pueden usar 30 
secuencias señal híbridas con el contexto de la presente invención. 

Los ejemplos típicos de secuencias líder de secreción que no están asociadas con una secuencia de nucleótidos 
que codifica una lípido aciltransferasa en la naturaleza son las que se originan del gen de amiloglucosidasa (AG) 
fúngica (glaA - las versiones de 18 y 24 aminoácidos, p.ej. de Aspergillus), el gen del factor-a (de levadura, p.ej. 
Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de α-amilasa (Bacillus). 35 

Detección 

En la técnica se conoce una variedad de protocolos para detectar y medir la expresión de la secuencia de 
aminoácidos. Los ejemplos incluyen el ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), el radioinmunoensayo 
(RIA) y la clasificación de células activada por fluorescencia (FACTS). 

Los especialistas en la técnica conocen una amplia variedad de etiquetas y técnicas de conjugación y pueden 40 
usarse en diversos ensayos con ácido nucleico y aminoácidos. 

Una serie de compañías tales como Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI) y US Biochemical 
Corp. (Cleveland, OH) suministran kits y protocolos comerciales para dichos procedimientos. 

Las moléculas informadoras o etiquetas adecuadas incluyen radionucleidos, enzimas, agentes fluorescentes, 
quimioluminiscentes o cromogénicos, así como sustratos, cofactores, inhibidores, partículas magnéticas, y similares. 45 
Las patentes que describen el uso de dichas etiquetas incluyen los documentos US-A-3.817.837; US-A-3.850.752; 
US-A-3.939.350; US-A-3.996.345; US-A-4.277.437; US-A-4.275.149 y US-A-4.366.241. 

Asimismo, se pueden producir inmunoglobulinas recombinantes como se indica en el documento US-A-4.816.567. 

Proteínas de fusión 

En el método de la presente descripción, la lípido aciltransferasa se puede producir en forma de una proteína de 50 
fusión, por ejemplo para ayudar en la extracción y purificación de la misma. Los ejemplos de compañeros de 

E11184428
26-02-2014ES 2 449 474 T3

 



 32 

proteína de fusión incluyen glutation-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de unión de ADN y/o de activación 
transcripcional) y β-galactosidasa. También puede ser conveniente incluir un sitio de ruptura proteolítica entre el 
compañero de la proteína de fusión y la secuencia proteica de interés para permitir la eliminación de secuencias de 
proteína de fusión. Preferiblemente, la proteína de fusión no dificultará la actividad de la secuencia de proteína. 

Los sistemas de expresión de fusión de genes en E. coli se han revisado en Curr. Opin. Biotechnol. (1995) 6(5): 501-5 
6. 

En otra realización de la descripción, la secuencia de aminoácidos de un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas definidas en la presente memoria se puede ligar a una secuencia no nativa para codificar una proteína 
de fusión. Por ejemplo, para cribar bibliotecas de péptidos en busca de agentes capaces de afectar a la actividad de 
una sustancia, puede ser útil codificar una sustancia quimérica que exprese un epítopo no nativo que sea reconocido 10 
por un anticuerpo disponible comercialmente. 

La invención de describirá a continuación, a modo de ejemplo solamente, con referencia a las siguientes Figuras y 
Ejemplos.  

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa madura mutante de Aeromonas 
salmonicida (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (en particular, el aminoácido 80 está en la secuencia madura) 15 
(SEQ ID 16); 

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 1) de una lípido acil transferasa de Aeromonas 
hydrophila (ATCC #7965); 

La Figura 3 muestra una secuencia consenso pfam00657 de la base de datos versión 6 (SEQ ID Nº 2); 

La Figura 4 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 3) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila 20 
(P10480; GI:121051); 

La Figura 5 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 4) obtenida del organismo Aeromonas salmonicida 
(AAG098404; GI:9964017); 

La Figura 6 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 5) obtenida del organismo Streptomyces coelicolor 
A3(2) (número de acceso de Genbank NP_631558); 25 

La Figura 7 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 6) obtenida del organismo Streptomyces coelicolor 
A3(2) (número de acceso de Genbank: CAC42140); 

La Figura 8 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 7) obtenida a partir del organismo Saccharomyces 
cerevisiae (número de acceso de Genbank P41734); 

La Figura 9 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 8) obtenida a partir del organismo Ralstonia 30 
(número de acceso de Genbank: AL646052); 

La Figura 10 muestra la SEQ ID Nº 9. Proteína hipotética conservada Scoe1 con código de acceso de proteína del 
NCBI CAB39707.1 GI:4539178 [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 11 muestra una secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID Nº 10. Proteína hipotética conservada 
Scoe2 con código de acceso de proteína NCBI CAC01477.1 GI:9716139 [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 35 

La Figura 12 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 11) de proteína secretada putativa Scoe3 con 
código de acceso de proteína NCBI CABS8833.1 GI:7635996. [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 13 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 12) de una proteína secretada putativa Scoe4 con 
código de acceso de proteína NCBI CAB89450.1 GI:7672261. [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 14 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 13) de lipoproteína putativa Scoe5 con código de 40 
acceso de proteína NCBI CAB62724.1 GI:6562793 [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 15 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 14) de GDSL-lipasa Srim1 con código de acceso 
de proteína NCBI AAK84028.1 GI:15082088 [Streptomyces rimosus]; 

La Figura 16 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 15) de una lípido aciltransferasa de Aeromonas 
salmonicida subespecie Salmonicida (ATCC# 14174); 45 

La Figura 17 muestra la SEQ ID Nº 19. Proteína hipotética conservada Scoe1 con código de acceso de proteína 
NCBI CAB39707.1 GI:4539178 [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 
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La Figura 18 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 25) de la construcción de fusión usada para la 
mutagénesis del gen de lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila. Los aminoácidos subrayados son un 
péptido señal de xilanasa; 

La Figura 19 muestra una secuencia de polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID 
Nº 26); 5 

La Figura 20 muestra una secuencia de polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID Nº 
27); 

La Figura 21 muestra una secuencia de polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID Nº 
28); 

La Figura 22 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Corynebacterium efficiens con GDSx de 10 
300 aminoácidos (SEQ ID Nº 29); 

La Figura 23 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Novosphingobium aromaticivorans con 
GDSx de 284 aminoácidos (SEQ ID Nº 30); 

La Figura 24 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces coelicolor con GDSx de 
269 aa (SEQ ID Nº 31); 15 

La Figura 25 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces avermitilis \ GDSx de 269 
aminoácidos (SEQ ID Nº 32); 

La Figura 26 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID Nº 33); 

La Figura 27 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 34) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila 
(P10480; GI:121051) (a destacar, esta es la secuencia madura); 20 

La Figura 28 muestra la secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 35) de una lípido aciltransferasa madura mutante de 
Aeromonas salmonicida (GCAT) (a destacar, esta es la secuencia madura); 

La Figura 29 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 36) de Streptomyces thermosacchari; 

La Figura 30 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 37) de Streptomyces thermosacchari; 

La Figura 31 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 38) de Thermobifida fusca/GDSx de 548 25 
aminoácidos; 

La Figura 32 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 39) de Thermobifida fusca; 

La Figura 33 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 40) de Thermobifida fusca/GDSx; 

La Figura 34 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 41) de Corynebacterium efficiens/GDSx de 300 
aminoácidos; 30 

La Figura 35 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 42) de Corynebacterium efficiens; 

La Figura 36 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 43) de S. coelicolor/ GDSx de 268 aminoácidos; 

La Figura 37 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 44) de S. coelicolor; 

La Figura 38 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 45) de S. avermitilis; 

La Figura 39 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 46) de S. avermitilis; 35 

La Figura 40 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID Nº 47) de Thermobifida fusea/GDSx; 

La Figura 41 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 48) de Thermobifida fusca/GDsx; 

La Figura 42 muestra una alineación de L131 y los homólogos de S. avermitilis y T. fusca que ilustra la conservación 
del motivo GDSx (GDSY en L131 y S. avermifilis y T. fusca), la caja GANDY, que es GGNDA o GGNDL, y el bloque 
HPT (que se considera que es la histidina catalítica conservada). Estos tres bloques conservados están resaltados; 40 

La Figura 43 muestra la SEQ ID Nº 17 que es la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de Candida 
parapsilosis; 

La Figura 44 muestra la SEQ ID Nº 18 que es la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de Candida 
parapsilosis; 
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La Figura 45 muestra una representación de cinta de la estructura cristalina de 1IVN.PDB que tiene glicerol en el 
centro activo. La Figura se realizó usando el visor Deep View Swiss-PDB; 

La Figura 46 muestra la Estructura Cristalina de 1IVN.PDB - vista lateral usando el visor Deep View Swiss-PDB, con 
glicerol en el centro activo - los residuos a menos de 10 Å del centro activo de glicerol están en color negro; 

La Figura 47 muestra la Estructura Cristalina de 11VN.PDB - vista superior usando el visor Deep View Swiss-PDB, 5 
con glicerol en el centro activo - los residuos a menos de 10 Å del centro activo de glicerol están en color negro; 

La Figura 48 muestra la alineación 1; 

La Figura 49 muestra la alineación 2; 

Las Figuras 50 y 51 muestran una alineación de 1IVN con P10480 (P10480 es la secuencia de la base de datos 
correspondiente a la enzima de A. hydrophila), esta alineación se obtuvo de la base de datos PFAM y se usó en el 10 
proceso de construcción del modelo; y 

La Figura 52 muestra una alineación en la que P10480 es la secuencia de la base de datos de Aeromonas 
hydrophila. Esta secuencia se usa para la construcción del modelo y para la selección de sitio. Nótese que se 
muestra la proteína completa (SEQ ID Nº 25), la proteína madura (equivalente a SEQ ID Nº 34) comienza en el 
residuo 19. A. sal es lipasa GDSX de Aeromonas salmonicida (SEQ ID Nº 4), A. hyd es lipasa GDSX de Aeromonas 15 
hydrophila (SEQ ID Nº 34). La secuencia consenso contiene un * en la posición de una diferencia entre las 
secuencias presentadas. 

La Figura 53 muestra una construcción génica usada en el Ejemplo 1; 

Figura 54: muestra una construcción génica de codón optimizado (nº 052907) usada en el Ejemplo 1; y 

La Figura 55 muestra la secuencia del inserto XhoI que contiene el gen precursor LAT-KLM3', las cajas de -35 y -10 20 
están subrayadas; 

La Figura 56 muestra BML780-KLM3'CAP50 (que comprende la SEQ ID No. 16 - colonia superior) y BML780 (la 
cepa hospedadora vacía - colonia inferior) tras 48 h de crecimiento a 37 ºC en agar de tributirina al 1%. 

La Figura 57 muestra una secuencia de nucleótidos de Aeromonas salmonicida (SEQ ID Nº 49) que incluye la 
secuencia señal (preLAT - posiciones 1 a 87); 25 

La Figura 58 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 50) que codifica una lípido acil transferasa según la 
presente invención obtenida del organismo Aeromonas hydrophila; 

La Figura 59 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 51) que codifica una lípido acil transferasa según la 
presente invención obtenida del organismo Aeromonas salmonicida; 

La Figura 60 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 52) que codifica una lípido acil transferasa según la 30 
presente invención obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (número de acceso de Genbank 
NC_003888.1:8327480..8328367); 

La Figura 61 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 53) que codifica una lípido acil transferasa según la 
presente invención obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (número de acceso de Genbank 
AL939131.1:265480..266367); 35 

La Figura 62 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 54) que codifica una lípido acil transferasa según la 
presente invención obtenida del organismo Saccharomyces cerevisiae (número de acceso de Genbank Z75034); 

La Figura 63 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 55) que codifica una lípido acil transferasa según la 
presente invención obtenida del organismo Ralstonia; 

La Figura 64 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 56 que codifica la proteína hipotética 40 
conservada con código de acceso de proteína del NCBI CAB39707.1 GI:4539178 [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 65 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 57 que codifica una proteína 
hipotética conservada Scoe2 con código de acceso de proteína del NCBI CAC01477.1 GI:9716139 [Streptomyces 
coelicolor A3(2)]; 

La Figura 66 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 58 que codifica una proteína 45 
secretada putativa Scoe3 con código de acceso de proteína del NCBI CAB88833.1 GI:7635996. [Streptomyces 
coelicolor A3(2)]; 
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La Figura 67 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 59 que codifica una proteína 
secretada putativa Scoe4 con código de acceso de proteína del NCBI CAB89450.1 GI:7672261. [Streptomyces 
coelicolor A3(2)]; 

La Figura 68 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 60, que codifica una lipoproteína 
putativa Scoe5 con código de acceso de proteína del NCBI CAB62724.1 GI:6562793 [Streptomyces coelicolor 5 
A3(2)]; 

La Figura 69 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID Nº 61 que codifica una GDSL-lipasa 
Srim1 con código de acceso de proteína del NCBI AAK84028.1 G1:15082088 [Streptomyces rimosus]; 

La Figura 70 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 62) que codifica una lípido aciltransferasa de 
Aeromonas hydrophila (ATCC #7965); 10 

La Figura 71 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 63) que codifica una lípido aciltransferasa de 
Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida (ATCC# 14174); y 

La Figura 72 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 24) que codifica una enzima de Aeromonas 
hydrophila que incluye un péptido señal de xilanasa. 

Ejemplo 1 15 

Expresión de KLM3' en Bacillus licheniformis 

Se expresó una secuencia de nucleótidos (SEQ ID Nº 49) que codifica una lípido aciltransferasa (SEQ. ID Nº 16, 
más adelante en la presente memoria KLM3') en Bacillus licheniformis como una proteína de fusión con el péptido 
señal de B. licheniformis [alfa]-amilasa (LAT) (véanse las Figs. 53 y 54). Para la expresión óptima en Bacillus, se 
encargó una construcción génica de codón optimizado (nº 052907) a Geneart (Geneart AG, Regensburg, Alemania). 20 

La construcción nº 052907 contiene un promotor LAT incompleto (solo la secuencia de -10) delante del gen 
precursor LAT-KLM3' y la transcripción LAT (Tlat) después del gen precursor LAT-KLM3' (véanse las Figs. 53 y 55). 
Para crear un fragmento XhoI que contenga el gen precursor LAT-KLM3' flanqueado por el promotor LAT completo 
en el extremo 5' y el terminador LAT en el extremo 3', se llevó a cabo una amplificación mediante PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa) con los cebadores Plat5Xhol_FW y EBS2Xhol_RV y la construcción génica 052907 como 25 
molde. 

Plat5Xhol_FW:  

 

EBS2Xhol_RV: tggaatctcaaggttttatcctttaccttgtctcc 

La PCR se llevó a cabo en un termociclador con polimerasa de ADN Phusion High Fidelity (Finnzymes OY, Espoo, 30 
Finlandia) según las instrucciones del fabricante (temperatura de maduración de 55ºC). 

El fragmento de PCR resultante se digirió con enzima de restricción XhoI y se ligó con T4 ADN ligasa en piCatH 
digerido con XhoI según las instrucciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, Calif., EE.UU.). 

La mezcla de ligadura se transformó en la cepa SC6.1 de B. subtilis tal como se describe en la Solicitud de Patente 
de EE.UU. US20020182734 (Publicación Internacional WO 02/14490). La secuencia del inserto de XhoI que 35 
contiene el gen precursor de LAT-KLM3' se confirmó mediante secuenciación de ADN (BaseClear, Leiden, Holanda) 
y uno de los clones plasmídicos correctos se denominó pICatH-KLM3'(ori1) (Figura 53). Se transformó el pICatH-
KLM3'(ori1) en la cepa BML780 de B. licheniformis (un derivado de BRA7 y BML612, véase el documento 
WO2005111203) a la temperatura permisiva (37 ºC). 

Se seleccionó un transformante resistente a neomicina (neoR) y resistente a cloranfenicol (CmR) y se denominó 40 
BML780(pICatH-KLM3'(ori1)). El plásmido de BML780(pICatH-KLM3'(ori1)) se integró en la región catH del genoma 
de B. licheniformis cultivando la cepa a una temperatura no permisiva (50 ºC) en medio con 5 µg/mL de 
cloranfenicol. Se seleccionó un clon resistente a CmR y se denominó BML780-pICatH-KLM3'(ori1). Se cultivó de 
nuevo el BML780-plCatH-KLM3'(ori1) a la temperatura permisiva durante varias generaciones sin antibióticos para 
abrir las secuencias del vector y a continuación se seleccionó un clon CmR sensible a neomicina (neoS). En este 45 
clon se escinden las secuencias del vector de plCatH en el cromosoma (que incluyen el gen de resistencia a 
neomicina) y solo queda el casete catH-LATKLM3'. A continuación, se amplificó el casete catH - LATKLM3' sobre el 
cromosoma cultivando la cepa en/sobre un medio con concentraciones crecientes de cloranfenicol. Después de 
varias rondas de amplificación, se seleccionó un clon (resistente a 50 ug/mL de cloranfenicol) y se designó BML780-
KLM3'CAP50. Para verificar la expresión de KLM3', se cultivó BML780-KLM3'CAP50 y BML780 (la cepa 50 
hospedadora vacía) durante 48h a 37ºC en una placa de agar Heart Infusion (Bacto) con un 1% de tributirina. Una 
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zona clara, indicativa de la actividad de lípido aciltransferasa, fue claramente visible alrededor de la colonia de 
BML780-KLM3'CAP50 pero no alrededor de la cepa hospedadora BML780 (véase la Figura 56). Este resultado 
demuestra que se expresa una cantidad sustancial de KLM3' en la cepa BML780-KLM3'CAP50 de B. licheniformis y 
que dichas moléculas de KLM3' son funcionales. 

Ejemplo comparativo 1 5 

Construcción de vector 

La construcción de plásmido es pCS32new N80D, que es un derivado de pCCmini que porta la secuencia que 
codifica la forma madura de la Glicerofosfolípido-colesterol aciltransferasa nativa de Aeromonas salmonicida con una 
sustitución de Asn a Asp en la posición 80 (KLM3'), bajo control del promotor p32 y con una secuencia señal de 
CGTasa. 10 

La cepa hospedadora usada para la expresión es la cepa OS21∆AprE de bacillus subtilis. 

El nivel de expresión se mide como la actividad de transferasa, expresada como el % de colesterol esterificado, 
calculado a partir de la diferencia de colesterol libre en la muestra de referencia y de colesterol libre en la muestra de 
enzima en reacciones con PC (TPC) como molécula donante y colesterol como molécula aceptora. 

Condiciones de cultivo 15 

5 ml de caldo LB (digestión enzimática de caseína, 10 g/l; extracto de levadura bajo en sodio, 5 g/l; Cloruro Sódico, 5 
g/l; excipientes inertes para comprimidos, 2 g/l) complementado con 50 mg/l de kanamicina, se inoculó con una 
única colonia y se incubó a 30 °C durante 6 horas a 205 rpm. Se usaron 0,7 ml de este cultivo para inocular 50 ml de 
medio SAS (K2HPO4, 10 g/l; MOPS (ácido 3-morfolinopropano sulfónico), 40 g/l; Cloruro Sódico, 5 g/l; 
Antiespumante (Sin 260), 5 gotas/l; harina de soja desgrasada, 20 g/l; Biospringer 106 (YE 100% de peso seco), 20 20 
g/l) complementado con 50 mg/l de kanamicina y una disolución de hidrolizados de almidón con contenido elevado 
de maltosa (60 g/l). La incubación continuó durante 40 horas a 30 °C y 180 rpm antes de separar el sobrenadante 
del cultivo mediante centrifugación a 19000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y se 
usó directamente para medir la actividad de transferasa. 

Preparación de sustratos y reacción enzimática 25 

Se combinaron PC (Avanti Polar Lipids #441601) y colesterol (Sigma C8503) en la proporción 9:1, se disolvieron en 
cloroformo, y se evaporaron hasta sequedad. 

El sustrato se preparó mediante dispersión de un 3% de PC:Colesterol 9:1 en tampón Hepes 50 mM de pH 7. 

Se transfirieron 0,250 ml de disolución de sustrato a un tubo de vidrio de 3 ml con tapa de rosca. Se añadieron 0,025 
ml de sobrenadante de cultivo y la mezcla se incubó a 40 °C durante 2 horas. También se preparó una muestra de 30 
referencia con agua en vez de enzima. El calentamiento de la mezcla de reacción en un baño de agua en ebullición 
durante 10 minutos detuvo la reacción enzimática. Se añadieron 2 ml de un 99% de etanol a la mezcla de reacción 
antes de someterla a un análisis de colesterol. 

Ensayo de colesterol 

100 µl de sustrato que contenía 1,4 U/ml de Colesterol oxidasa (SERVA Electrophoresis GmbH Nº de cat. 17109), 35 
0,4 mg/ml de ABTS (Sigma A-1888), 6 U/ml de Peroxidasa (Sigma 6782) en Tris-HCl 0,1 M, pH 6,6 y un 0,5 % de 
Triton X-100 (Sigma X-100) se incubaron a 37 °C durante 5 minutos antes de añadir 5 µl de muestra de reacción 
enzimática y mezclar. La mezcla de reacción se incubó durante otros 5 minutos y se midió la DO405. El contenido de 
colesterol se calculó a partir de los análisis de disoluciones patrón de colesterol que contenían 0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 
0,20 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml, y 0 mg/ml de colesterol en un 99% de EtOH. 40 

Resultados 

La tabla muestra la media de 8 cultivos de expresión distintos. 

Cepa TPC
a 

OS21∆AprE[pCS32new]  74,2±10,1b 
a TPC es la actividad de transferasa, expresada como el % de colesterol esterificado, calculada a partir de 
la diferencia de colesterol libre en la muestra de referencia y el colesterol libre en la muestra de enzima 
en reacciones con PC como molécula donante y colesterol como molécula aceptora. 
b Media de 8 cultivos de expresión distintos 
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La invención se describe adicionalmente en los siguientes párrafos numerados;  

1. Un método para la producción de una lípido aciltransferasa que comprende las etapas de:  

(i) proporcionar una célula de Bacillus licheniformis; 

(ii) transformar la célula de Bacillus licheniformis con una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una 
lípido aciltransferasa; y 5 

(iii) expresar la lípido aciltransferasa en la célula bajo control de una secuencia promotora. 

2. Un método según el párrafo 1 en el que la secuencia promotora no está asociada de forma nativa con la 
secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa. 

3. Un método según el párrafo 2, en el que se une de forma operable una secuencia de nucleótidos que codifica un 
péptido señal a dicha secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una lípido aciltransferasa. 10 

4. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes, en el que dicho método comprende la etapa adicional 
de aislar/recuperar la lípido aciltransferasa. 

5. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que dicha secuencia promotora es homóloga 
respecto de la célula hospedadora. 

6. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que dicha secuencia promotora se selecciona del 15 
grupo que consiste en una secuencia promotora de α-amilasa, una secuencia promotora de proteasa, una secuencia 
promotora de subtilisina, una secuencia promotora de proteasa específica de ácido glutámico y una secuencia 
promotora de levansacarasa. 

7. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que dicha secuencia promotora es la secuencia 
promotora de α-amilasa. 20 

8. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido acil transferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende un motivo GDSx y/o un motivo GANDY. 

9. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que se caracteriza como una enzima que posee actividad de 
acil transferasa y que comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los 25 
residuos de aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S. 

10. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que es obtenible de un organismo de uno o más de los 
géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, 
Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, 30 
Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y Candida. 

11. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que es obtenible de un organismo del género Aeromonas. 

12. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende un residuo de ácido aspártico en una 35 
posición que corresponde a N-80 en la secuencia de aminoácidos de la lípido aciltransferasa de Aeromonas 
hydrophila mostrada como SEQ ID Nº 35. 

13. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes, en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como 
SEQ ID Nº 16, o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 75% de homología con ella. 40 

14. Un método según cualquiera de los párrafos precedentes en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como 
SEQ ID Nº 16. 

15. Una célula hospedadora de Bacillus licheniformis que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido aciltransferasa heteróloga. 45 

16. Una célula hospedadora según el párrafo 14 en la que la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido 
aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende un motivo GDSx y/o un motivo GANDY. 

17. Una célula hospedadora según el párrafo 15 o el párrafo 16 en la que la secuencia de nucleótidos que codifica 
una lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que se caracteriza como una enzima que posee 
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actividad de aciltransferasa y que comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o 
más de los residuos de aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S. 

18. Una célula hospedadora según cualquiera de los párrafos 15 a 17 en la que la lípido aciltransferasa es obtenible 
de un organismo de uno o más de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, 
Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, 5 
Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y 
Candida. 

19. Una célula hospedadora según cualquiera de los párrafos 15 a 17 en la que la secuencia de nucleótidos que 
codifica una lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que es obtenible de un organismo del género 
Aeromonas. 10 

20. Una célula hospedadora según cualquiera de los párrafos 15 a 19 en la que la secuencia de nucleótidos que 
codifica una lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende un residuo de ácido aspártico en 
una posición que corresponde a N-80 en la secuencia de aminoácidos de la lípido aciltransferasa de Aeromonas 
hydrophila mostrada como SEQ ID Nº 35. 

21. Una célula hospedadora según cualquiera de los párrafos 15 a 20 en la que la secuencia de nucleótidos que 15 
codifica una lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos 
mostrada como SEQ ID Nº 16, o una secuencia de aminoácidos que tiene un 75% o más de homología con ella. 

22. Una célula hospedadora según cualquiera de los párrafos 15 a 21 en la que la secuencia de nucleótidos que 
codifica una lípido aciltransferasa codifica una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos 
mostrada como SEQ ID Nº 16. 20 

23. El uso de una célula hospedadora de Bacillus licheniformis en la producción de una lípido aciltransferasa 
heteróloga. 

24. El uso según el párrafo 23 en el que existe una expresión incrementada en comparación con la expresión en una 
célula hospedadora de B. subtilis. 

25. Un vector de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa 25 
unida de forma operable a una secuencia promotora homóloga respecto de B. licheniformis. 

26. Un vector de expresión según el párrafo 25, en el que el promotor no está asociado de forma nativa con la 
secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa. 

27. Un vector de expresión según el párrafo 25 o el párrafo 26 en el que una secuencia de nucleótidos que codifica 
un péptido señal está unido de forma operable a dicha secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una lípido 30 
aciltransferasa. 

28. Un vector de expresión según cualquiera de los párrafos precedentes en el que dicha secuencia promotora se 
selecciona del grupo que consiste en una secuencia promotora de α-amilasa, una secuencia promotora de proteasa, 
una secuencia promotora de subtilisina, una secuencia promotora de proteasa específica de ácido glutámico y una 
secuencia promotora de levansacarasa. 35 

29. Un vector de expresión según cualquiera de los párrafos precedentes en el que dicha secuencia promotora es la 
secuencia promotora de α-amilasa. 

30. Un método para la producción de una lípido aciltransferasa que comprende las etapas de:  

(i) proporcionar una célula de Bacillus, en la que la célula de Bacillus es distinta de B. subtilis; 

(ii) transformar la célula de Bacillus, en la que la célula de Bacillus es distinta de B. subtilis con una secuencia 40 
de nucleótidos heteróloga que codifica una lípido aciltransferasa; y 

(iii) expresar la lípido aciltransferasa en la célula bajo control de una secuencia promotora. 

31. Una célula hospedadora de Bacillus en la que la célula de Bacillus es distinta de B. subtilis que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa heteróloga. 

32. El uso de una célula hospedadora de Bacillus en la que la célula hospedadora de Bacillus es distinta de B. 45 
subtilis en la producción de una lípido aciltransferasa heteróloga. 

33. Un uso como se describió sustancialmente antes en la presente memoria con referencia a los Ejemplos y 
Figuras. 

34. Un vector de expresión como se describió sustancialmente antes en la presente memoria con referencia a los 
Ejemplos y Figuras. 50 
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35. Una célula hospedadora de Bacillus licheniformis como se describió sustancialmente antes en la presente 
memoria con referencia a los Ejemplos y Figuras. 

Listado de secuencias 
 
<110> DANISCO A/S 5 
 
<120> PROCESO 
 
<130> P025001WO 
 10 
<140> PCT/IB2007/000558 
<141> 25-01-2007 
 
<160> 118 
 15 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 
<211> 335 
<212> PRT 20 
<213> Aeromonas hydrophila 
 
<400> 1  
 

 25 
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<210> 2 
<211> 361 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 10 
 
<400> 2  
 

 
 15 
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E11184428
26-02-2014ES 2 449 474 T3

 



 42 

<210> 3 
<211> 335 
<212> PRT 
<213> Aeromonas hydrophila 
 5 
<400> 3  
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<210> 4 
<211> 336 
<212> PRT 5 
<213> Aeromonas salmonicida 
 
<400> 4  
 

 10 
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<210> 5 
<211> 295 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 5  
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<210> 6 
<211> 295 
<212> PRT 
<213> Streptomyces coelicolor 5 
 
<400> 6  
 

 
 10 
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<210> 7 
<211> 238 
<212> PRT 5 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 7  
 

 10 
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<210> 8 
<211> 347 
<212> PRT 5 
<213> Ralstonia sp. 
 
<400> 8  
 

 10 
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<210> 9 5 
<211> 261 
<212> PRT 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 9  10 
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<210> 10 5 
<211> 260 
<212> PRT 
<213> Streptomyces coelicolor 
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<400> 10  
 

 
 5 
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<210> 11 
<211> 454 
<212> PRT 
<213> Streptomyces coelicolor 
 5 
<400> 11  
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<210> 12 
<211> 340 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 12  
 

 10 
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<210> 13 
<211> 305 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 13  
 

 10 
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<210> 14 5 
<211> 268 
<212> PRT 
<213> Streptomyces rimosus 
 
<400> 14  10 
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<210> 15 5 
<211> 336 
<212> PRT 
<213> Aeromonas salmonicida 
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<400> 15  
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<210> 16 
<211> 318 
<212> PRT 5 
<213> Aeromonas salmonicida 
 
<400> 16  
 

 10 
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<210> 17 
<211> 465 
<212> PRT 5 
<213> Candida parapsilosis 
 
<400> 17  
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<210> 18 
<211> 471 
<212> PRT 5 
<213> Candida parapsilosis 
 
<400> 18  
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<210> 19 
<211> 261 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 19  
 

 10 
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<210> 20 
<211> 230 
<212> PRT 5 
<213> Aspergillus aculeatus 
 
<400> 20  
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<210> 21 
<211> 18 
<212> PRT 5 
<213> Aeromonas sp. 
 
<400> 21  
 

 10 
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<210> 22 
<211> 29 
<212> PRT 
<213> Bacillus subtilis 
 5 
<400> 22  
 

 
 
<210> 23 10 
<211> 29 
<212> PRT 
<213> Bacillus licheniformis 
 
<400> 23  15 
 

 
 
<210> 24 
<211> 1047 20 
<212> ADN 
<213> Aeromonas hydrophila 
 
<400> 24  
 25 
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<210> 25 
<211> 347 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Constructo de fusión 
 10 
<400> 25  
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<210> 26 
<211> 267 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces sp. 
 
<400> 26  
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<210> 27 5 
<211> 548 
<212> PRT 
<213> Thermobifida sp. 
 
<400> 27  10 
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<210> 28 
<211> 372 
<212> PRT 5 
<213> Thermobifida sp. 
 
<400> 28  
 

 10 
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<210> 29 
<211> 300 
<212> PRT 5 
<213> Corynebacterium efficiens 
 
<400> 29  
 

ES 2 449 474 T3

 



 75 
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<210> 30 
<211> 284 
<212> PRT 
<213> Novosphingobium aromaticivorans 
 5 
<400> 30  
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<210> 31 
<211> 268 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 31  
 

 10 
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<210> 32 
<211> 269 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces avermitilis 
 
<400> 32  
 

 10 
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<210> 33 
<211> 267 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces sp. 
 
<400> 33  
 

 10 
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<210> 34 
<211> 317 
<212> PRT 5 
<213> Aeromonas hydrophila 
 
<400> 34  
 

 10 
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<210> 35 
<211> 318 
<212> PRT 5 
<213> Aeromonas salmonicida 
 
<400> 35  
 

 10 
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<210> 36 
<211> 1371 
<212> ADN 5 
<213> Streptomyces thermosacchari 
 
<400> 36  
 

 10 
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<210> 37 
<211> 267 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces thermosacchari 
 
<400> 37  
 

 10 
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<210> 38 
<211> 548 
<212> PRT 5 
<213> Thermobifida fusca 
 
<400> 38  
 

 10 
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ES 2 449 474 T3

 



 87 

 
 
<210> 39 
<211> 3000 
<212> ADN 5 
<213> Thermobifida fusca 
 
<400> 39  
 

 10 
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<210> 40 
<211> 372 
<212> PRT 5 
<213> Thermobifida fusca 
 
<400> 40  
 

 10 
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<210> 41 
<211> 300 
<212> PRT 5 
<213> Corynebacterium efficiens 
 
<400> 41  
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 91 
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 92 

 
 
<210> 42 
<211> 3000 
<212> ADN 5 
<213> Corynebacterium efficiens 
 
<400> 42  
 

 10 
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 93 

 
 
<210> 43 
<211> 268 
<212> PRT 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 43  
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 94 

 
 

 
 
<210> 44 5 
<211> 2000 
<212> ADN 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 44  10 
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 95 

 
 

 
 
<210> 45 5 
<211> 269 
<212> PRT 
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 96 

<213> Streptomyces avermitilis 
 
<400> 45  
 

 5 
 

 
 
<210> 46 
<211> 1980 10 
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 97 

<212> ADN 
<213> Streptomyces avermitilis 
 
<400> 46  
 5 

 
 

 
 
<210> 47 10 
<211> 372 
<212> PRT 
<213> Thermobifida fusca 
 
<400> 47  15 
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 99 

 
 

 
 
<210> 48 5 
<211> 968 
<212> ADN 
<213> Thermobifida fusca 
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 100 

<400> 48  
 

 
 
<210> 49 5 
<211> 1044 
<212> ADN 
<213> Aeromonas salmonicida 
 
<400> 49  10 
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<210> 50 
<211> 1005 
<212> ADN 5 
<213> Aeromonas hydrophila 
 
<400> 50  
 

 10 
 
<210> 51 
<211> 1011 
<212> ADN 
<213> Aeromonas salmonicida 15 
 
<400> 51  
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<210> 52 
<211> 888 
<212> ADN 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 52  
 

 10 
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<210> 53 
<211> 888 
<212> ADN 
<213> Streptomyces coelicolor 5 
 
<400> 53  
 

 
 10 
 
<210> 54 
<211> 717 
<212> ADN 
<213> Saccharomyces cerevisiae 15 
 
<400> 54  
 

 
 20 
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 104 

<210> 55 
<211> 1044 
<212> ADN 
<213> Ralstonia sp. 
 5 
<400> 55  
 

 
 
<210> 56 10 
<211> 786 
<212> ADN 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 56  15 
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<210> 57 
<211> 783 
<212> ADN 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 57  
 

 10 
 
<210> 58 
<211> 1365 
<212> ADN 
<213> Streptomyces coelicolor 15 
 
<400> 58  
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 106 

 
 
<210> 59 
<211> 1023 
<212> ADN 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 59  
 

 10 
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 107 

 
 
<210> 60 
<211> 918 
<212> ADN 5 
<213> Streptomyces coelicolor 
 
<400> 60  
 

 10 
 

 
 
<210> 61 
<211> 1068 15 
<212> ADN 
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<213> Streptomyces rimosus 
 
<400> 61  
 

 5 
 
<210> 62 
<211> 1008 
<212> ADN 
<213> Aeromonas hydrophila 10 
 
<400> 62  
 

 
 15 
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<210> 63 
<211> 1011 
<212> ADN 5 
<213> Aeromonas salmonicida 
 
<400> 63  
 

 10 
 
<210> 64 
<211> 51 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia terminador 
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 110 

 
<400> 64 
 
cgggacttac cgaaagaaac catcaatgat ggtttctttt ttgttcataa a   51 
 5 
<210> 65 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 10 
<220> 
<223> Secuencia terminador 
 
<400> 65 
 15 
caagactaaa gaccgttcgc ccgtttttgc aataagcggg cgaatcttac ataaaaata   59 
 
<210> 66 
<211> 61 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia terminador 
 25 
<400> 66  
 

 
 
<210> 67 30 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 35 
<223> Secuencia terminador 
 
<400> 67 
 
tcttttaaag gaaaggctgg aatgcccggc attccagcca catgatcatc gttt    54 40 
 
<210> 68 
<211> 56 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 
 
<220> 
<223> Secuencia terminador 
 
<400> 68 50 
 
gctgacaaat aaaaagaagc aqgtatggag gaacctgctt ctttttacta ttattg   56 
 
<210> 69 
<211> 102 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleótido 60 
 
<400> 69  
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<210> 70 
<211> 35 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador oligonucleótido 
 10 
<400> 70 
 
tggaatctcg aggttttatc ctttaccttg tctcc   35 
 
<210> 71 15 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 71  
 

 25 
 
<210> 72 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 72  35 
 

 
 
<210> 73 
<211> 5 40 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 45 
 
<400> 73  
 

 
 50 
<210> 74 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 55 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 74  
 60 
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<210> 75 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 75  10 
 

 
 
<210> 76 
<211> 4 15 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 20 
 
<400> 76  
 

 
 25 
<210> 77 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 77  
 35 

 
 
<210> 78 
<211> 5 
<212> PRT 40 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 45 
<400> 78  
 

 
 
<210> 79 50 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 55 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 79  
 

 60 
 
<210> 80 
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<211> 15 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 80  
 

 10 
 
<210> 81 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 81  20 
 

 
 
<210> 82 
<211> 6 25 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 30 
 
<400> 82  
 

 
 35 
<210> 83 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 83  
 45 

 
 
<210> 84 
<211> 9 
<212> PRT 50 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 55 
<400> 84  
 

 
 
<210> 85 60 
<211> 4 
<212> PRT 
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 5 
<400> 85  
 

 
 
<210> 86 10 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 86  
 

 20 
 
<210> 87 
<211> 4 
<212> PRT 
<213> Artificial 25 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 87  30 
 

 
 
<210> 88 
<211> 11 35 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 40 
 
<400> 88  
 

 
 45 
<210> 89 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 50 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 89  
 55 

 
 
<210> 90 
<211> 7 
<212> PRT 60 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 90  
 5 

 
 
<210> 91 
<211> 7 
<212> PRT 10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 15 
<400> 91  
 

 
 
<210> 92 20 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 92  
 

 30 
 
<210> 93 
<211> 6 
<212> PRT 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 93  40 
 

 
 
<210> 94 
<211> 13 45 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 50 
 
<400> 94  
 

 
 55 
<210> 95 
<211> 232 
<212> PRT 
<213> Aspergillus aculeatus 
 60 
<400> 95  
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 116 

 

 
 
<210> 96 
<211> 184 5 
<212> PRT 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 96  
 10 
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 117 

 
 

 
 
<210> 97 5 
<211> 308 
<212> PRT 
<213> Aeromonas hydrophila 
 
<400> 97  10 
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 119 

 
 
<210> 98 
<211> 167 
<212> PRT 5 
<213> Escherichia coli 
 
<400> 98  
 

 10 
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 120 

 
 
<210> 99 
<211> 295 
<212> PRT 5 
<213> Aeromonas hydrophila 
 
<400> 99  
 

 10 
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 121 

 
 
<210> 100 
<211> 335 
<212> PRT 5 
<213> Aeromonas hydrophila 
 
<400> 100  
 

 10 
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<210> 101 
<211> 318 
<212> PRT 
<213> Aeromonas salmonicida 
 5 
<400> 101  
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<210> 102 
<211> 50 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 10 
<400> 102  
 

 
 
<210> 103 15 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 103  
 

 25 
 
<210> 104 
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<211> 79 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 104  
 

 10 
 
<210> 105 
<211> 23 
<212> PRT 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 105  20 
 

 
 
<210> 106 
<211> 8 25 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 30 
 
<400> 106  
 

 
 35 
<210> 107 
<211> 38 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 107  
 45 
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 126 

 
 
<210> 108 
<211> 7 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 10 
<400> 108  
 

 
 
<210> 109 15 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 109  
 

 25 
 
<210> 110 
<211> 22 
<212> PRT 
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 110  35 
 

 
 
<210> 111 
<211> 4 40 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 45 
 
<400> 111  
 

 
 50 
<210> 112 
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<211> 24 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 112  
 

 10 
 
<210> 113 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 
 
<400> 113  20 
 

 
 
<210> 114 
<211> 7 25 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de consenso 30 
 
<400> 114  
 

 
 35 
<210> 115 
<211> 1225 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Inserto XhoI que contiene el gen precursor LAT-KLM3'  
 
<220> 
<221> CDS 45 
<222> (101)..(1144) 
 
<400> 115  
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<210> 116 
<211> 347 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Constructo sintético 
 10 
<400> 116  
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<210> 117 
<211> 4 
<212> PRT 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Resto secuencia 
 10 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (4) .. (4) 
<223> Xaa puede ser uno o mas de los siguientes restos de aminoácidos L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S. 
 15 
<400> 117  
 

 
 
<210> 118 20 
<211> 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Resto secuencia 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (2) .. (2) 30 
<223> Puede ser Gly 
 
<220> 
<221> SITIO 
<222> (5)..(5) 35 
<223> Puede ser Ala o Leu 
 
<400> 118  
 

 40 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método para la producción de una lípido aciltransferasa que comprende las etapas de:  

(i) proporcionar una célula de Bacillus, en la que la célula de Bacillus es B. licheniformis; 

(ii) transformar la célula de Bacillus, en la que la célula de Bacillus es B. licheniformis con una secuencia de 
nucleótidos heteróloga que codifica una lípido aciltransferasa mostrada como SEQ ID Nº 49; y 5 

(iii) expresar la lípido aciltransferasa en la célula bajo control de una secuencia promotora. 

2. Un método según la reivindicación 1 en el que la secuencia promotora no está asociada de forma nativa con la 
secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa. 

3. Un método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho método comprende la etapa 
adicional de aislar/recuperar la lípido aciltransferasa. 10 

4. Un método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que dicha secuencia promotora es 
homóloga respecto de la célula hospedadora. 

5. Un método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que dicha secuencia promotora se 
selecciona del grupo que consiste en una secuencia promotora de α-amilasa, una secuencia promotora de proteasa, 
una secuencia promotora de subtilisina, una secuencia promotora de proteasa específica de ácido glutámico y una 15 
secuencia promotora de levansacarasa. 

6. Una lípido aciltransferasa obtenible mediante el método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes y 
codificada por SEQ ID Nº 49. 
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FIGURA 1 (SEQ ID Nº 16) 

FIGURA 2 (SEQ ID Nº 1) 
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FIGURA 3 (SEQ ID Nº 2) 

FIGURA 4 (SEQ ID Nº 3) 
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FIGURA 5 (SEQ ID Nº 4) 

FIGURA 6 (SEQ ID Nº 5) 

FIGURA 7 (SEQ ID Nº 6) 

FIGURA 8 (SEQ ID Nº 7) 

ES 2 449 474 T3

 



 136 

FIGURA 9 (SEQ ID Nº 8) 
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FIGURA 10 (SEQ ID Nº 9) 

FIGURA 11 (SEQ ID Nº 10) 

FIGURA 12 (SEQ ID Nº 11) 

FIGURA 13 (SEQ ID Nº 12) 

FIGURA 14 (SEQ ID Nº 13) 
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FIGURA 15 (SEQ ID Nº 14) 

FIGURA 16 (SEQ ID Nº 15) 

FIGURA 17 (SEQ ID Nº 19) 
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FIGURA 18 (SEQ ID Nº 25) 

FIGURA 19 (SEQ ID Nº 26) 
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FIGURA 20 (SEQ ID Nº 27) 

FIGURA 21 (SEQ ID Nº 28) 
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FIGURA 22 (SEQ ID Nº 29) 

FIGURA 23 (SEQ ID Nº 30) 
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FIGURA 24 (SEQ ID Nº 31) 

FIGURA 25 (SEQ ID Nº 32) 

FIGURA 26 (SEQ ID Nº 33) 
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FIGURA 27 (SEQ ID Nº 34) 

FIGURA 28 (SEQ ID Nº 35) 
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FIGURA 29 (SEQ ID Nº 36) 

FIGURA 30 (SEQ ID Nº 37) 

ES 2 449 474 T3

 



 145 

FIGURA 31 (SEQ ID Nº 38) 
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FIGURA 32 (SEQ ID Nº 39) 
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FIGURA 33 (SEQ ID Nº 40) 

FIGURA 34 (SEQ ID Nº 41) 
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FIGURA 35 (SEQ ID Nº 42) 
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FIGURA 36 (SEQ ID Nº 43) 

FIGURA 37 (SEQ ID Nº 44) 
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FIGURA 38 (SEQ ID Nº 45) 

FIGURA 39 (SEQ ID Nº 46) 
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FIGURA 40 (SEQ ID Nº 47) 

FIGURA 41 (SEQ ID Nº 48) 
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FIGURA 42 
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FIGURA 43 

SEQ ID Nº 17 que es la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de 

Candida parapsilosis; 

FIGURA 44 

SEQ ID Nº 18 que es la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de 

Candida parapsilosis; 
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FIGURA 45 
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FIGURA 46 
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FIGURA 47 
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FIGURA 51 

ES 2 449 474 T3

 



 162 

FIGURA 52 

FIGURA 53 

precursor LAT-KLM3' 

cadena madura LAT-KLM3' 

Construcción génica para la expresión de KLM3' 

1225 pb 
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FIGURA 55 
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FIGURA 56 
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FIGURA 57 (SEQ ID Nº 49) 
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FIGURA 58 (SEQ ID Nº 50) 

FIGURA 59 (SEQ ID Nº 51) 

FIGURA 60 (SEQ ID Nº 52) 
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FIGURA 61 (SEQ ID Nº 53) 

FIGURA 62 (SEQ ID Nº 54) 

FIGURA 63 (SEQ ID Nº 55) 
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FIGURA 64 (SEQ ID Nº 56) 

FIGURA 65 (SEQ ID Nº 57) 

FIGURA 66 (SEQ ID Nº 58) 
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FIGURA 67 (SEQ ID Nº 59) 

FIGURA 68 (SEQ ID Nº 60) 

FIGURA 69 (SEQ ID Nº 61) 

ES 2 449 474 T3

 



 171 

FIGURA 70 (SEQ ID Nº 62) 

ES 2 449 474 T3

 



 172 

FIGURA 71 (SEQ ID Nº 63) 
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FIGURA 72 (SEQ ID Nº 24) 
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