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METODO PARA PRODUCAO DE SINVASTATINA, COMPOSICAO DE
MATERIA, METODO PARA FABRICACAO DE HUVASTATINA, METODO PARA
FABRICAGCAO DE SINVASTATINA, E METODO PARA FABRICACAO DE

UMA COMPOSIGAO DE MATERIA DE SINVASTATINA OU HUVASTATINA

CAMPO DA INVENCAO
A invencgdo refere-se a métodos e material para bio-
sintese de compostos tais como sinvastatina incluindo

procedimentos com utilizagdo de hospedeiros microbianos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A sinvastatina é um derivado semi-sintético do
produto natural lovastatina, que pode.ser isolada do caldo
de fermentagdo de Aspergillus terreus. Tanto a lovastatina
quanto a sinvastatina s&o drogas redutoras de colesterol
que reduzem substancialmente o risco de doencas cardiacas
em adultos. A lovastatina e a sinvastatina sao
comercializadas pela empresa Merck & Co. com as designacdes
Mevacor e Zocor, respectivamente. A sinvastatina é um
derivado mais potente da lovastatina e foi a segunda droga
mais vendida nos Estados Unidos da América em 2005, coﬁ uma
expectativa de vendas de 4,5 bilhdes de dbélares norte-
americanos somente nos Estados Unidos da América.

o) agrupamento genético para bio-sintese de
lovastatina em A. terreus (vide, por exemplo, J. Kennedy,
K. e outros; Science, 1999, 284, 1368-1372; e C. R.
Hutchinson, J. e outros, Antonie Van Leeuwenhoek 2000, 78,

287-295) foi descrito anteriormente (vide, por exemplo, a
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287-295) foi descrito anteriormente (vide, por exemplo, a
patente norte-americana US 6.391.583, cujo contetdo se
encontra aqui incorporado a titulo de referéncia). No
agrupamento genético encontra-se codificada uma proteina
LovD de 46 kD, que foi inicialmente identificada como um
homélogo de esterase. A monacolina J, o precursor bio-
sintético imediato da lovastatina, é construida pela LovB
megasintase de montante (vide, por exemplo, L. Hendrickson,
C. R. e outros, Chem. Biol. 1999, &6, 429-439), (também
conhecida como lovastatina nonacetideo sintase [“Lovastatin
Nonaketide Synthase”], LNKS), LovC enoilreductase e CYP450
oxigenases. A cadeia lateral de cinco unidades de carbono é
sintetizada por LovF (lovastatina dicetideo sintase
[“"Lovastatin Diketide Synthase”], LDKS) mediante
condensagdo entre uma acetil-CoA e uma malonil-CoA. O
dicetideo condensado sofre metilacdo e conformacdo redutora
pelos dominios LovF individuais para produzir um o-S-
metilbutiril tioéster acoplado covalentemente a ramificacao
fosfopanteteina no dominio de proteina transportadora de
acila (“Acyl Carrier Protein” - ACP) da LovF (vide, por
exemplo, J. Kennedy, K. e outros, Science, 1999, 284, 1368-
1372; e C. R. Hutchinson, J. e outros, Antonie Van
Leeuwenhoek 2000, 78, 287-295), e a Lovastatina é
subseqiientemente produzida da monacolina J. A inétivagéo
alternativamente de LovD ou de LovF em A. terreus causa
acumulagdo do precursor monacolina (vide, por exemplo, J.

Kennedy, K. e outros, Science, 1999, 284, 1368-1372; e C.
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R. Hutchinson, J. e outros, Antonie Van Leeuwenhoek 2000,
78, 287-295).

Apés a lovastatina ser produzida através de
fermentagdo em um hospedeiro A. terreus, por exemplo, a
sinvastatina pode ser produzida da lovastatina. Atualmente,
a sinvastatina é um derivado semi-sintético da lovastatina.
A lovastatina ¢ obtida através de fermentagido do hospedeiro
A. terreus. Apbds a purificaqéo do composto, a seﬁi—sintese
pode prosseqguir da seguinte forma: 1) a ramificacdo do lado
2-metilbutirato pode ser hidrolisada na presenca de uma
base para produgdo da monacolina J intermedidria; 2)
lactonizacgdo do &cido livre; 3) o grupo funcional &lcool em
Cl3 & protegido com um grupo de protecdo (tal como terc-
btildimetilsilil); 4) Esterificacio dp adlcool C8 exposto
com um substrato acila tal como cloreto de 2-dimetilbutiril
para obtencdo de uma versdo protegida Cl3 de sinvastatina;
e 5) Desprotegdo de OH Cl3 para obtencdo de sinvastatina
(Figura 3).

Foram anteriormente descritas diversas sinteses de

maltiplas etapas de sinvastatina (vide, por exemplo, o

- documento PCT WO 2005/066150 e os pedidos de patente norte-

americanos n° 20050080275 e 20040068123, cujos conteudos
sdo aqui incorporados a titulo de referéncia). Por exemplo,
um processo amplamente utilizado tem inicio com a hidrélise
do éster C8 em lovastatina para obtencdo do triol
monacolina J, seguido pela sililacdo seletiva do &lcool

C1l3, esterificacédo do alcool C8 com cloreto de
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dimetilbutiril e desprotecdo do &lcool C13 para obtencdo de
sinyastatina (vide, por exemplo, W. F. defman, e outros,
J. Med. Chem. 1986, 29, 849-852) . As transformacdes
enzimaticas com utilizagdo de lipases e esterases foram
investigadas como alternativas & derivacao quimica (vide,
por exemplo, os documentos PCT WO 2005/040107, PCT WO
94/26920 e T. G. Schimmel, e outros, Appl. Environ.
Microbiol. 1997, 63, 1307-1311, cujos contetdos sao aqui
incorporados a titulo de referéncia). Entretanto, o
requisito de esterificacao regioseletiva envolve
invariavelmente a protegdo de outros grupos alcool e causa
freqlientemente uma reducdo de rendimento geral. Portanto,
um reagente especifico capaz de acilar seletivamente C8 de
monacolina J é importante para uma sintese eficiente de
sinvastatina e anélogos adicionais de estatina.

As variag¢des dos esguemas acima sao comuns,
entretanto a maioria dos procedimentos ira invariavelmente
envolver a isolagdo da lovastatina em primeiro lugar,
hidrélise da cadeia lateral de metilbutirato, protecdo do
dlcool 1livre, reagcao com um substrato de acila, e
desprotecéo. Muito embora as transformag¢des quimicas
envolvidas sejam relativamente simples, elas sdo ineficazes
e envolvem multiplas etapas e portanto contribuem para o
atualmente elevado custo de fabricagcdo da sinvastatina (US$

3 por pilula).

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo proporciona métodos e materiais
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para aproveitamento das vantagens de processo bioldégico de
fabricacdo de lovastatina para producdo do derivado de
lovastatina designado como sinvastatina. A presente
invencdo também proporciona métodos e materiais destinados
ao aproveitamento das vantagens de processos biolégicos de
fabricacdo de lovastatina para produgdo de compostos
associados tal como o derivado de pmavaétatina designado
como huvastatina. Conforme foi observado acima, os
processos bioldégicos para produgdo de lovastatina a partir
da fermentacgdo de A. terreus sdo bem conhecidos na técnica.
Em processos tipicos para produgdo de lovastatina, o ntcleo
de decalina e as fragbdes HMG-CoA que mimetizam porcdes do
composto lovastatina s&o sintetizados pela lovastatina
nonacetideo sintase (LNKS) e trés enzimas acessérias in
vivo. A cadeia lateral de 2-metilbutirato é sintetizada por
lovastatina dicetideo sintase (LDKS) in vivo. o 2-
metilbutirato é acoplado covalentemente ao dominio
transportador de acila de LovF através de uma interligacdo
tioéster (Figura 6). Uma aciltransferase, LovD, é entéo
capaz de transferir o 2-metilbutirato seletivamente para o
grupo hidroxila C8 de LDKS em uma etapa para obtencao de
lovastatina. Conforme é discutido detaihadamente abaixo, é
agora possivel dgerar sinvastatina e compostos associados
tanto in vitro quanto in vivo mediante manipulacg¢do destes
processos.

As configuragdes da invengdo incluem métodos para

geragdao de sinvastatina sem as multiplas etapas de sintese
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quimica que s3do atualmente empregadas para geracdo deste
composto. As configuragdes tipicas da invencdo nao requerem
a purificacdo de lovastatina como primeira etapa, seguida
pelos procedimentos semi-sintéticos adicionais, utilizando
ao invés disso uma Unica etapa de fermentagdo para producgéo
de sinvastatina. Os processos aqui divulgados sao
projetados de tal forma que as instalagdes de fermentacio
que produzem atualmente lovastatina possam ser convertidos
para producdo de sinvastatina e compostos associados com um
minimo de modificacées. Os materiais utilizados nos
processo aqui divulgados sédo relativamente pouco
dispendiosos e as etapas de purificacdo sdo bem conhecidas
na técnica e faceis de praticar.

Aqueles que s&o versados na técnica poderdo
entender que a divulgagdo aqui proporqionada permite a
produgdo de uma ampla variedade de configuracdes da
invenc&do. Uma configurag¢do tipica da invencdo consiste em
um método de produgdo de sinvastatina mediante combinacéao
de monacolina J; um tioéster de acila doador de uma fracio
acila ao grupo hidroxila C8 da monacolina J na presenga de
LovD aciltransferase; e LovD aciltransferase; permitindo-se
subseqilientemente que a LovD aciltransferase utilize um
grupo acila do tioéster de acila para acilar
regioseletivamente o grupo hidroxila C8 da monacolina J;
sendo assim obtida sinvastatina. Em configuracdes tipicas
da invencgdo, a LOVD aciltransferase tem a seqgiiéncia de

aminodcidos SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. Uma configuracéo
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associada da invencdo consiste em um método de fabricacao
de sinvastatina compreendendo as etapas de combinacdo de
lovastatina; um tioéster de acila doador de uma fracdo
acila. ao grupo hidroxila C8 da monacolina J na presenca de
LovD aciltransferase; e LovD aciltransferase. Nesta
configuracdo do método, ¢é entdo permitido que a LovD
aciltransferase hidrolise 1lovastatina para monacolina J;
sendo entdo permitido a utilizag¢do de um grupo acila do
tioéster de acila para acilar regioseletivamente o grupo
hidroxila C8 da monacolina J; éendo assim obtida
sinvastatina. Em certas configuracdes, a sinvastatina é&
produzida in vitro na auséncia de um organismo isolado.
Conforme é discutido detalhadamente mais abaixo, os
métodos e materiais da invengdo que s3o utilizados para
fabricagcdo de sinvastatina podem ser adaptados para
produgdo de compostos que sdao estruturalmente similares a
sinvastatina, por exemplo huvastatina. Neste contexto, uma
configuragdo da invengdo consiste em um método de producdo
de huvastatina compreendendo as etapas de combinacdo de
tetraol de pravastatina hidrolisada; um tioéster de acila
doador de uma fragdo acila ao grupo hidroxila C8 do tetraol
de pravastatina hidrolisada na presenga de LovD
aciltransferase; e LovD aciltransferase; permitindo-se
subseqientemente que a LovD aciltransferase utilize um
grupo acila do tioéster de acila para acilar
regioseletivamente o grupo hidroxila C8 do tetraol de

pravastatina hidrolisada, sendo assim obtida huvastatina.
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Uma configuragdo associada da invencdo consiste em uma
composicéao de matéria compreendendo: tetraol de
pravastatina hidrolisada; um tioéster de acila doador de
uma fracao acila ao grupo hidroxila C8 do tetraol de
pravastatina hidroliéada na presenca de LovD
aciltransferase; LovD aciltransferaée; e huvastatina.
Consequentehente, as configuragdes da invencdo incluem
processos para fabricagdo de composigdes de matéria de
sinvastatina ou huvastatina substancialmente conforme aqui
divulgados e exemplificados.

Em algumas configurac¢des da invengéo, a monacolina
J; o tioéster de acila e a LovD aciltransferase sio
combinados em uma midia de fermentacdo na presenca de um
organismo isolado que produz a LovD aciltransferase e em
que adicionalmente o organismo consiste em Escherichia
coli, Aspergillus terreus, Monascus ruber, Monascus
purpureus, Monascus pilosus, Monascus vitreus, Monascus
pubigerus, Candida cariosilognicola, Aspergillus oryzea,
Doratomyces stemonitis, Paecilomyces virioti, Penicillum
citrinum, Penicillum chrysogenum, Scopulariopsis
brevicaulis ou Trichoderma viride. Opcionalmente, le)
organismo isolado é Aspergillus terreus que expressa
polipeptideo LovD de SEQ ID NO:1. Em certas configuracédes,
0 Aspergillus terreus ndo expressa polipeptideo LovF de SEQ
ID NO: 3. Alternativamente, o© organismo pode consistir em
Escherichia coli que expressa polipeptideo LovD de SEQ 1ID

NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. Em certas configuracdes, o
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Escherichia coli ndo expressa polipeptideo bioH de SEQ ID
NO: 4. Conforme é discutido detalhadahente mais abaixo, o
organismo isolado pode ser cultivado em wuma de uma
variedade de condicdes de fermentaqéo conhecidas na técnica
e as condigdes exatas podem ser selecionadas, por exemplo,
com Dbase nos requisitos de fermentacdo do organismo
especifico que é utilizado. Em configuragdes tipicas da
invengdo, o organismo é cultivado a uma temperatura entre
30-40° C, durante um periodo de tempo de ehtre pelo menos 4
até pelo menos 48 horas e a um pH entre 6,5-8,5. Em
configuragdes ilustrativas, o organismo é cultivado em uma
midia de fermentacdo compreendendo midia LB, Fl1 ou TB.
Opcionalmente, a monacolina J que é combinada com
os outros constituintes nos métodos da invencdo é produzida
por um organismo isolado dentro da midia de fermentacao,
por exemplo um dos organismos listados acima gque também
produz a LovD aciltransferase. Alternativamente, a
monacolina J que é combinada com os outros constituintes
nos métodos de acordo com a invengdo é produzida por um
organismo diferente qué produz este composto que é
adicionado & midia de fermentacdo e éultivado juntamente
com © organismo que produz a LovD aciltransferase. Neste
contexto um certo numero de organismos conhecidos na
técnica para producdo de monacolina J podem ser adaptados
para utilizac¢do com estas configuragdes da invencdo (vide,
por exemplo, Endo e outros, J Antibiot (Tokyo). 1985 Mar;

38(3) :420-2. E Kennedy e outros, 1999 Maio
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21;284(5418):1368-72). Em uma outra configurag¢d@o da
invengdo, a monacolina J é derivada de uma fonte exdégena
alternativa (por exemplo, um processo de sintese quimica) e
€ adicionada & mistura de fermentacédo.

Em configuracdes tipicas da invencdo, o tioéster de
acila capaz de doar uma fracdo acila ao grupo hidroxila C8
da monacolina J na presengca de LovD aciltransferase &
derivado de uma fonte exdégena (por exemplo, um processo de
sintese quimica) e é adicionado a mistura de fermentacao.
S&o aqui divulgados varios desses tioéster de acila.
Tipicamente o tioéster de acila é um tioéster de butirlila,
um tioéster de N-acetilcisteamina ou um tioéster de metil-
tioglicolato. Opcionalmente, o tioéster de acila compreende
fragcdes de grupo acila de extensdo média de cadeia (C3-C6).
Em certas configura¢des da invencdo, o tioéster de acila é
capaz de cruzar as membranas celulares de células de
Escherichia coli ou Aspergillus terreus cultivadas dentro

de uma midia de fermentagdo. Tipicamente, o tioéster de

acila é selecionado do grupo dgue consiste em o-—

dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato {DMB-S-MMP) ,
dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-S-EMP) e
dimetilbutiril-S-metil tioglicolato (DMB-S-MTG) e

dimetilbutiril-S-metil mercaptobutirato (DMB-S-MMB). Em uma
configuragdo ilustrativa, o tioéster de acila é um -
dimetilbutiril-s—metilfmercaptopropionato que é combinado
em uma midia de fermentagcdo em uma faixa de concentracdo de

1 mM-100 mM.
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Em certas configuragdes da invencdo, o método tem
como resultado a conversdo em sinvastatina de pelo menos
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% da monacolina J adicionada a
combinagdo. Opcionalmente, o método de acordo com a
invengdo produz uma composicdo de matéria compreendendo 0%-
1% da monacolina J que foi inicialmente adicionada a
combinagdo. Certas configura¢des dos métodos para producao
de sinvastatina e compostos associados incluem etapas
adicionais para purificacdo destes compostos. Por exemplo,
as configuragdes da invengdo podem incluir pelo menos uma
etapa de purificacdo compreendendo lise de células de um
organismo isolado presente na combinagdo. As configuracdes
podem também incluir pelo menos uma etapa de purificacao
compreendendo centrifugacgcdo de células ou lisados de
células de um organismo isolado presente na combinacao.
Adicionalmente, as configuragdes podem incluir pelo menos
uma etapa de purificacdo compreendendo precipitacdo de um
ou mais compostos presentes na combinac¢do. Uma configuracédo
de uma etapa de precipitagdo compreende a precipitacdo de
uma forma de &cido livre da sinvastatina. Opcionalmente
nessas configuragdes, é entdo possivel converter esta forma
de &cido livre da sinvastatina em um sal de sinvastatina.
As configurag¢des da invengdo podem igualmente incluir pelo
menos uma etapa de purificacdao compreendendo filtracao de
um ou mais compostos presentes na combinacéio.
Adicionalmente, as configuracdes podém incluir pelo menos

uma etapa de purificagdo compreendendo uma andlise de



10

15

20

25

12

cromatografia liquida de alto desempenho (“High Performance
Liquid Chromatography” - HPLC) de um ou mais compostos
presentes na combinacédo.

As configuragSes da invencdo incluem composicdes de
matéria uUteis para produg¢do e/ou produzidas pelos processos
aqui divulgados. Por exemplo, uma configuracdo da invencao
consiste em wuma composicdo de matéria " compreendendo:
monacolina J; um tioéster de acila doador de uma fracao
acila ao grupo hidroxila C8 da monacolina J na presenca de
LovD aciltransferase; LovD aciltransferase; e sinvastatina.
Opcionalmente, a composigd3o compreende adicionalmente um
organismo isolado tal como Escherichia coli, Aspergillus
terreus, Monascus ruber,«'Mbnascus purpureus, Monascus
pilosus, Monascus vitreus, Monascus pubigerus, Candida
cariosilognicola, Aspergillus oryzea, Doratomyces
stemonitis, Paecilomyces virioti, Penicillum citrinum,
Penicillum chrysogenum, Scopulariopsis brevicaulis ou
Trichoderma viride. Em configurag¢des tipicas, o organismo
na composigdo € Aspergillus terreus ou Escherichia coli que
expressa polipeptideo LovD de SEQ ID NO:1. Em uma
configuragdo da invengdo, o organismo é Aspergillus terreus
que ndao expressa polipeptideo LovF de SEQ ID NO: 3. Em uma
outra configuragdo da inveng¢do, © organismo é Escherichia
coli gque ndo expressa polipeptideo bioH de SEQ ID NO: 4. Em
certas configuragdes da invengdo, um organismo isolado
dentro da composigdo foi transduzido com um vetor de

expressdo que codifica LovD de Arpergillus terreus (SEQ ID
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NO:
de acordo

1).

Sdo aqui divulgados varios tioésteres de acila que
podem ser utilizados nas composic¢bes com a
invengdo. Tipicamente, o tioéster de acila é um tioéster de
5 Dbutirlila, um tioéster de N-acetilcisteamina ou um tioéster
de metil-tioglicolato. Opcionalmente, o tioéster de acila
compreende fragdes de grupo acila de extensdo de cadeia
Em certas configuragdes da invencdo, o

média (C3-C6).
tioéster de acila é capaz de atravessar as membranas
ou Aspergillus

célulares de células de Escherichia coli
fermentacéio.

10
dentro de uma midia de

terreus cultivadas
Tipicamente, o tioéster de acila é selecionado do grupo que

o—dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato

consiste

em
dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-
(DMB-S-MTG) e

({DMB-S-MMP) ,
e dimetilbutiril-S-metil tioglicolato

15 S—-EMP)
dimetilbutiril-S-metil mercaptobutirato (DMB-S-MMB). Em uma
¢ um o-

ilustrativa, o tioéster de acila

configuragao
dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato que ¢ combinado
em uma midia de fermentagdo em uma faixa de concentracdo de
20 1 mM-100 mM. Em algumas configuragcdes da invencdo, a
composicdo compreende adicionalmente lovastatina e a
quantidade de sinvastatina na composigcdo € maior que a
quantidade de lovastatina na composigao.
Em certas configuracgdées da invencgdo, componentes
25 adicionais e/ou etapas metodolégicas adicionais podem ser
um ou 'mais' dos métodos e materiais

combinados com
discutidos acima. Por exemplo, © método pode compreender
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adicionalmente a utilizacgéao de fermentacdo de alta
densidade de células para aumentar a .concentracgdo efetiva
de LovD aciltransferase e otimizar as condig¢des de
fermentagdo ou aumentar as eficiéncias cataliticas de LovD
aciltransferase para engenharia de proteinas dos um ou mais
tioésteres. Muitos outros componentes ou métodos podem ser
utilizados para aumento da producdo de sinvastatina ou de
um composto intermedidrio ou associado que facilite a
produgdo de sinvastatina.

As configuragdes da invencdo também incluem artigos
de manufatura e/ou kits destinados a facilitarem os métodos
da invengdo. Tipicamente esses kits incluem instrucdes para
utilizagdo de seus elementos de acordo com os métodos da

presente invencéao. Esses kits podem compreender um

dispositivo de transporte dividido em compartimentos para

acolher em confinamento um ou mais dispositivos recipientes
tais como frascos, tubos, e similares, cada um dos
dispositivos recipientes compreendendo um dos elementos
separados para utilizagdo no método. Um dos recipientes
pode compreender um frasco, por exemplo, contendo LovD
aciltransferase e/ou A. terreus e um outro frasco contendo
um composto de tioéster ou similar, ambos o0s quais podem
ser adicionados a uma mistura de fermentagdo para producio
de sinvastatina e/ou huvastatina ou similares.

Sd8o discutidas abaixo configuracgdes adicionais da

invencgéo.
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BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS
Figura 1. A. Lovastatina. B. Sinvastatina. Os dois
componentes diferem em uma substituicido metila na posicéo

a.

Figura 2. Lovastatina (1), Sinvastatina (2),
Pravastatina (5), Huvastatina (6) e compostos associados.

Figura 3. Método atual de producdo de sinvastatina.

Figura 4. Reacdo de transferéncia de acila de
acordo com a invengdo em A. terreus. O nucledéfilo de sitio
ativo pode ser Serina 76.

Figura 5. A) Resultado de analise HPLC (238 nm)
ilustrando a formégéo de 4 por transferéncia de acila
mediada por LovD. Gradiente: 60%B-95%B, 5 Iﬂin; 95%B, 15
min; A: H0+0,1% TFA; B: acetonitrilo + 0,1% TFA; a) LovD +
monacolina J + butiril-CoA decurso de tempo (0, 1, 3, 6 e
10 horas); b) LovD S76A + monacolina J + butiril-CoA, 10
hrs; c¢) LovD + butiril-SNAC, 10 hrs; d) LovD + butiril-
SMTG, 10 hrs. Condigdes de ensaio: 1 mM de monacolina J, 4
mM de butiril-CoA, 10p LovD, 50 mM HEPES, pH 7,9, 25 graus
C. (B) Conversdo como funcdo de tempo para (¥) butiril-CoA
(#) butiril-SNAC, (M) butiril-SMTG. Os valores  Kecat
aparentes relatados de principio a fim do texto s3o taxas
de conversdo iniciais na escala linear. (C) Grafico de
Michaelis-Menten de hidrdélise de lovastatina catalisada por
LovD para monacolina J. O progresso da reagd3o é monitorado

por HPLC. Kecat: 0,21 * 0,01 min™!; xn: 0,56 = 0,05 mM.
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Figura 6. A LovD catalisa a transferéncia de acila
para produgdo de lovastatina. O doador de acila encontra-se

acoplado a LDKS.

Figura 7. Acila-SNAC. O circglo sombreado indica
qualquer grupo funcional.

Figura 8. Resultado de andlise HPLC (238 nm)
ilustrando a formagdo de sinvastatina e lovastatina por
transferéncia de acila mediada por LovD. O gradiente é
idéntico aquele descrito na Figura 1; a) padrdes auténticos

de lovastatina e sinvastatina; b) monacolina J + a-S-

metilbutiril-SNAC; c) monacolina J + a-dimetilbutiril-SNAC.
Condig¢des de ensaio: 1 mM de monacolina J, 10 mM de acil-
SNAC, 100 pM de LovD, 50 mM de HEPES, pH 7,9, 25° C, 6 hrs.

Figura 9. Resultados de anélise de HPLC (238 nm)
ilustrando a formagcdo de pravastatina e huvastatina por
acilagdo mediada por LovD do tetraol 7. Gradiente: 5% B-
95%B, 5 min; 95%B, 15 min; A: H;0+4+0,1% TFA; B: acetonitrila
+ 0,1% TFA; a) padrdes auténticos de pravastatina e 7; b) 7
+ o-S-metilbutiril-SNAC; c¢) 7 + o-dimetilbutiril-SNAC.
Condicdes de ensaio: 1 mM de monacolina J, 10 mM de acil-
SNAC, 100 puM de LovD, 50 mM de HEPES, pH 7,9, 25 graus C, 6
hrs.

Figura 10. Conversdo microbiana de monacolina J em
sinvastatina.

Figura 11. Hidrdélise catalisadé por LovD e acilacgéao

catalisada por LovD. A Figura 11 abrange configuracdes da



10

15

20

25

17

invengdo incluindo composic¢cdées de matéria que produz
huvastatina ou sinvastatina na presenca de LovD e um doador
de acila. A Figura 11 também ilustra um método de producgdo
de sinvastatina compreendendo a hidrélise de lovastatina na
presenga de LovD para producdo de monacolina J. A
monacolina J é dessa forma convertida em sinvastatina na
presenca de um doador de acila. Similarmente, a Figura 11
ilustra também um método de producdo de huvastatina que
compreende a hidrélise de pravastatina na presenca de LovD
para produgdo de pravastatina hidrolisada. A pravastatina
hidrolisada ¢é dessa forma convertida em huvastatina na
presenca de um doador de acila.

Figura 12. Produgéo de huvastatina em um
microorganismo expressando LovD. A Figura 12 proporciona
ilustragdes de configura¢des da invencdo incluindo a
produgdo de huvastatina em um organismo expressando LovD.

Figura 13. (A) Conversdo bio-catalitica de célula
inteira de A&cido de sinvastatina a partir de 4&acido de
monacolina J e DMB-S-MMP. A cepa'E. coli super-expressa a
LovD aciltransferase. A hidrélise de DMB-S-MMP para
produgdo de DMB-S-MPA ¢é uma reagdo competitiva. (B)
resultado do topo: perfil tipico de reagentes e produtos do
experimento de conversdo de célula inteira. Resultados do
fundo: padrdes para DMB-S-MMP e DMB-S-MPA. Os espectros
foram obtidos a 238 nm.

Figura 14. (A) Cromatografia de camada fina

ilustrando os extratos orgdnicos de sessenta cepas E. coli
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suplementados com DMB-S-MMP. As identificag¢bes das cepas

podem ser'encontradas na Tabela 2. A placa de cromatografia

- TLC foi desenvolvida com 20% EA em hexano para separacao de

DMB-S-MMP (topo) e DMB-S-MPA {fundo). O ponto do meio é um
composto desconhecido. Em todas as cepas com excecdo da
#56, o DMB-S-MMP foi hidrolisado para DMB-S-MPA apés 10
horas de incubagdo. A cepa AbioH ndo hidrolisou o DMB-S-
MMP. (B) Confirmacd3o dos resultados de cromatografia TLC
com utilizagdo de cromatografia HPLC. N&o foi possivel
detectar DMB-S-MPA no extrato de cepa AbioH. Os espectros
foram obtidos a 234 nm.

Figura 15. (A) Cinética de Michaelis-Menten de BioH
para DMB-S-MMP. Os resultados foram ponderados para trés

ensaios. Os valores kcat e kxm s3o 260 * 45 seg-1 e 229 + 26

UM, respectivamente. O elevado valor de desvio padrao
observado em concentrag¢des elevadas de DMB-S-MMP pode ser
devido a fraca solubilidade do substrato em tampdo (50 mM
de HEPES, pH 7,9, 10% DMSO).’(B) Comparacdo de taxas de
hidrélise para trés diferentes tioésteres de
dimetilbutiril. As reagdes foram realizadas com 1 mM de
tioéster e 10 nM de BioH.

Figura 16. (A) Comparag¢do de taxas de crescimento e
densidade celular final para BL21(DE3)/pAW31l ({ cinzento) e
YT2/pAW31l (sem biotina: ©o; com 0,15 mg/L de biotina: e) em
midia F1 minima. As células foram cultivadas para OD600 ~

0,5, induzidas com 100 pM de IPTG e deslocadas para um
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agitador a 20° C durante 12 horas. A cepa YT2 de AbioH

requer a adigdo de biotina exbégena para manter um
crescimento celular robusto em midia sintética. (B)
Comparagdo de conversdo de sinvastatina em funcdo de tempo
(15 mM de MJ, 25 mM de DMB-S-MMP). YT2/pAW31 (o) é
significativamente mais répido que BL21(DE3)/pAW31 {(e)
(dados obtidos de Xie e outros, (2007) Appl Environ
Microbiol 73: 2054-2060) para alcancar 99% de éonverséo.
Ambas as cepas apresentaram uma fase de intervalo (“lag
phase”) apbés a adigcdo do substrato (0 hora) e uma fase de
intervalo perto da completacdo da reacdo. As velocidades de
reagdo entre as fases de intervalo sdo lineares. A taxa de
conversado para YT2/pAW3l (1,5 mM/hr) foi duas vezes mais
rapida que a taxa de conversdo para BL21(DE3) (0,75 mM/hr).

Figura 17. Anédlise de cromatografia HPLC (238 nm)
de etapas de purificagdo de sinvastatina. O &cido de
sinvastatina é lactonizado para sinvastatina anteriormente
a injegdo. Resultado a: extrato cru (extrato de célulaé e
caldo de cultura combinado) de YT2/pAW31l apdés completacdo
da reacdo (99% de conversdo de &acido de MJ para Aacido de
sinvastatina). O pico a 6,80 é€ o DMB-S-MMP; Resultado b:
Amostra crua apds lavagem com volume igual de hexano para
remogdao de DMB-S-MMP ndo reagido e precipitag¢do; Resultado
c: Sinvastatina purificada apés lavagem com dH,O e
solubilizacdo em ACN. O pequeno pico observado aos 6, 7
minutos é A&cido de sinvastatina que n&o foi totalmente

lactonizado (~ 1%).
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Figura 18. As estruturas quimicés de &cido de
lovastatina, acido de monacolina J e acido de sinvastatina.
A reagao bio-catalitica estudada é a conversdo enzimatica
de monacolina J para sinvastatina (seta cheia). A LovD é&
capaz de acilar regioseletivamente o grupo hidroxila C8.
Dois processos semi-sintéticos de utilizacdo comum sio
ilustrados com setas tracejadas.

Figura 19. Andlise cinética de acilacdo catalisada
por LovD de monacolina J para obtencdo de sinvastatina com
utilizagdo de DMB-S-MMP como o tioéster de acila. O eixo de
ordenadas (eixo-y) é expressado como conversdo catalitica
(V/Eo) (A) Cinética Michaelis-Menten de LovD como funcdo de
concentracao de monacolina J, a uma concentracdo fixa de

DMB-SMMP de 2 mM. N&do foi observada inibicdo de substrato.
km (monacolina J) = 0,78 * 0,12 mM. (B) Cinética Michaelis-
Menten de LovD como funcdo de concentracdo de DMB-S-MMP,
com uma concentracgdo fixa de monacolina J de 2 mM. xm (DMB-
S-MMP) = 0,67 * 0,04 mM. Em ambos os ensaios, o valor xkcat
é estimado em 0,66 * 0,03 min-1.

Figura 20. Fermentacdo de baixa densidade e bio-
catidlise. A cepa de E. coli BL21(DE3)/pAW31l expressando
LovD durante a noite foi concentrada 10X para um wvalor
final OD600 de 22. Os substratos monacolina J e DMB-S-MMP
foram adicionados para um concentrado final de 15 e 40 mM,
respectivamente. A conversdo foi acompanhada como fungdo de
tempo por analise de cromatografia HPLC. (A) Resultados de

andlise de cromatografia HPLC do estudo de decurso de
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tempo. Os picos marcados sdo 1: monacolina J (forma
lactonizada); 2: DMB-S-MPA como resultado de hidrdélise de
DMB-S-MMP; 3: DMB-S-MMP; e 4: sinvastatina (forma
lactonizada). (B) Conversao de monacolina J para
sinvastatina em fungdo do tempo. A conversdo final as 24
horas foi de 99%. Os pontos de dados sdo valores ponderados
de dois experimentos.

Figura 21. Fermentacdo de alta densidade e bio-
catalise. (A) Fermentagao de lote alimentado (500 mlL) com
midia Fl minima. A um valor OD600 (circulos) de 5,93 (I), a
temperatura da fermentagdo é reduzida para e mantida em RT.
E adicionado IPPG para uma concentragao final de 200 UM e a
alimentagcdo ¢é 1iniciada e mantida a 0,08 mL/min. As
concentragdbes efetivas de LovD em diferentes pontos da
fermentacdo sd3o0 medidas (gquadrados) . (B) A taxa de
conversdo de monacolina J para sinvastatina por células em
quatro diferentes pontos durante a fermentagdo (indicados
por 1, 2, 3 e 4) na Figura 21A. As células sé&o
alternativamente feitas “repousar” mediante o deslocamento
para 50 mM de HEPES, pH 7,9, ou ™“ndo repousar” sem

alteracdo da midia.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
As técnicas e procedimentos aqui descritos ou
referidos sdo geralmente bem entendidos e de emprego comum
com utilizacdo de uma metodologia convencional por aqueles
que sdo versados na técnica, tal como, por exemplo, as

amplamente utilizadas metodologias de clonagem molecular
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descritas por Ausubel e outros em Current Protocols in
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).
Conforme apropriado, os procedimentos envolvendo utilizacéao
de kits e reagentes disponiveis comercialmente sdo
geralmente realizados de acordo com protocolos e/ou
parametros definidos pelos fabricantes salvo indicagdo em
contrario. Salvo quando definido de outra forma, todos os
termos da técnica, notacdes e outra terminologia cientifica
aqui utilizados deverdo ter os significados normalmente
entendidos por aqueles que sdo versados na técnica a qual
esta invengdo pertence. Em alguns casos, termos com
significados de entendimento comum sao aqui definidos para
maior clareza e/ou para pronta referéncia, e a inclusio
dessas definicgodes nao deveré ser necessariamente
interpretada como representando uma diferenga substancial
relativamente ao que é geralmente entendido na técnica.

As definigdes de certos termos sdo fornecidas
abaixo.

“Lovastatina” (Mevacor) é um policetideo fingico
produzido por Aspergillus terreus (vide, por exemplo, A. W.
Alberts, J. e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. u. s. A,
1980, 77, 3957-3961 e A. Endo, J. Antibiot. 1980, 33, 334-
336; e J. K. Chan, e outros, J. Am. Chem. Soc. 1983, 105,
3334-3336; Y. Yoshizawa, e outros, J. Am. Chem. Soc. 1994,
116, 2693-2694). E um composto farmaceuticamente importante
devido a suas potentes atividades inibidoras de

hidroximetilglutaril coenzima A reductase (HMGR), a etapa
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de limitagdo de taxa de bio-sintese de colesterol, sendo
portanto amplamente utilizada no tratamento de
hiperlipidemia, hipercolesterolemia, e similares. A
lovastatina é igualmente referida como Mevacor.
“Sinvastatina” ¢é um andlogo de 1lovastatina. &
preferida felativamenté a lovastatina devido a auséncia de
efeitos colaterais adversos e sua elevada absorcdo no
estémago. Além disso, foi relatado 'que a sinvastatina
previne e reduz o risco de doenca de Alzheimer (AD)
mediante retardo da produgcdo de proteina PB-amildéide Ab42
associada & AD. E conhecido na técnica que a sinvastatina
pode ser preparada sinteticamente por metilacdo direta da

cadeia lateral de 8’-metilbutiriléxi de lovastatina de

- férmula utilizando um haleto de metila na presenca de uma

base de amida metdlica. A etapa de C-metilacdo tem que ser
realizada em temperaturas extremamente baixas (-75 até -30°
) com utilizagdo de uma base forte sob condigcdo anidra o
que & dificil de realizar na produgdo em massa (vide, por
exemplo, a patente norte-americana n° US 5.393.893, a
patente norte-americana n° US 4.582.915, a patente norte-
americana n° US 5.763.646, a patente norte-americana n° US
5.763.653, a patente européia n® EP 299.656 e a Publicacéo
de Patente Internacional n° WO 99/45003, cujos conteudos
sdo aqui incorporados a titulo de referéncia). Outros
métodos de produgéo sintética de sinvastatina sdo

igualmente conhecidos na técnica. Por exemplo, a

lovastatina pode ser hidrolisada com uma  quantidade
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excessiva de hidréxido de 1litio para remogado da cadeia
lateral de 2-metilbutiril e para simultaneamente abrir seu
anel de lactona de 6 elementos para produgcdo de um acido de
triol. O composto de Acido de triol pode entdo ser aquecido
para obtengdo de uma lactona de diol. O grupo hidréxi no
anel de lactona da lactona de diol pode ser protegido para
obtencdo de um éter de terc-butildimetilsilil e em seguida
o grupo hidréxi em C8 do sistema de anel de
hexahidronaftaleno pode ser acilado com 4&cido 2,2-
dimetilbutadénico na presenca de diciclohexil carbodiimida,
ou 2,2-dimetil cloreto para producdo de um composto. O
grupo protetor de t-butildimetilsilil do composto pode
entdo ser removido na etapa final com utilizacdo de
fluoreto de tetrabutilaménio para producdo de sinvastatina
(vide, por exemplo, a patente norte-americana n° US
4.444.784, cujo conteddo ¢é aqui incorporado a titulo de
referéncia).

“Derivados de lovastatina” conforme aqui indicados
compreendem derivados de lovastatina ou precursores, por
exemplo, pravastatina, huvastatina, sinvastatina, = ou
tetraol de pravastatina hidrolisada. “Variantes de
monacolina J” significa variantes de monacolina J
divulgadas na técnica, por exemplo, tetraol de pravastatina
hidrolisada ou 6-hidroxil-6-desmetilmonacolina J e
similares. Em certas configuracdes da‘invengéo “Variantes
de monacolina J” refere-se a compostos de monacolina J com

substituig¢des na posigdo C6 na Figura 2. Na descricdo de
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compostos tais como sinvastatina, pravastatina, monacolina
J e variantes, etc., aqueles gue sdo versados na técnica
poderdo entender que esta linguagem pretende abranger estes
compostos bem como os sais destes compostos (por exemplo,
sais farmaceuticamente aceitdveis conhecidos na técnica).
Por exemplo, conforme é sabido na técnica, a sinvastatina
pode ocorrer tanto em uma forma de A&cido livre quanto na
forma de sais de sdédio, potdssio ou aménio de sinvastatina,
€ outros sais derivados de elementos alcalinos terrosos ou
outros sais metalicos.

“Aspergillus terreus” ou “A. ~ terreus” é um
ascomiceto filamentoso normalmente encontrado no solo. S3o
conhecidas na técnica varias cepas de A. terreus, por
exemplo aquelas depositadas por exemplo com os nuimeros de
depdsito ATCC 20542 e ATCC 20541.

Conforme é conhecido na técnica, os genes
relacionados com a bio-sintese de metabdlicos secundarios
de fungos filamentosos podem formar um agrupamento no
genoma = fungico e sé&o referidos como “agrupamentos
genéticos” (“gene clusters”). Por exemplo, um “agrupamento
genético produtor de lovastatina” pode referir um grupo de
genes que produzem lovastatina, o grupo de genes
compreendendo, LovA, um P450I, LovC, uma deshidrogenase;
LovD, uma esterase e aciltransferase; e LovF, um ScPKS ou
LDKS. Foi anteriormente determinado que cada um destes
quatro genes (LovA, LovC, LovD, e LovF) é requerido para a

sintese de lovastatina (vide, por exemplo, a patente norte-—
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americana n° US 6.943.017, cujo contetudo ¢ aqui incorporado
a titulo de referéncia). O LovF (gene de LDKS) é
caracterizado como um gene de policetideo sintase. LovD é
um gene semelhante a esterase putativa/carbéxipeptidase. A
perturbagcdo do gene LovF foi realizada anteriormente (vide,
por exemplo, a patente norte-americana n°® US 6.943.017,
cujo contetdo é aqui incorporado a titulo de referéncia). O
LovD interage com LovF para produzir lovastatina;
entretanto, a interacdo LovD-LovF ndo é necessaria para
produgdo de sinvastatina. Adicionalmente, um outro gene no
agrupamento de genes produtores de lovastatina é o LovE,
que € um dedo de Zn que pode regular a transcricdo dos
outros genes. 0 agrupamento genético produtor de
lovastatina compreende igualmente LovB {(gene de NPKS).
“"LDKS” ou “gene de LDKS” refere-se & proteina
codificada pelo gene LovF, um membro do agrupamento de
genes produtores de lovastatina. LDKS éignifica lovastatina
dicetideo sintase. LovF é o géne que produz LDKS. LovF é
também o gene que produz proteina LovF. “Gene de LDKS”
também se refere ao gene que produz LDKS. Na sintese de
lovéstatina, a LDKS sintetiza a cadeia lateral de cinco
unidades de carbono de monacolina J mediante condensacao
entre uma acetil-CoA e uma malonil-CoA. O dicetideo
condensado sofre metilacdao e conformagcdo redutora pelos

dominios de LovF individuais para produzir como resultado
um tioéster de oa-S-metilbutiril 1ligado covalentemente a

ramificacdo de fosfopanteteina nos dominios de proteina
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transportadora de acila (ACP) do LovF.

“LovD aciltransferase” conforme ¢é aqui utilizado
refere-se a polipeptideos tais como o polipeptidec LovD de
A. terreus (por exemplo, SEQ ID NO: 1) capazes de utilizar
um tioéster: de acila para acilar regioespecificamente o
grupo hidroxila C8 da monacolina J para produgdo de
sinvastatina. Conforme ¢é igualmente aqui divulgado, esta
enzima LovD pode adicionalmente utilizar um tioéster de
acila para acila? regioespecificamente o grupo hidroxila C8
de tetraol de pravastatina hidrolisada para producdo de
huvastatina.

As LovD aciltransferases incluem enzimas homdblogas
de LovD polipeptideo de A. terreus (pof exemplo, SEQ ID NO:
1) que podem ser encontradas por exemplo, mas nao
limitativamente, em agrupamentos genéticos de policetideos
fingicos. Por exemplo, a técnica comprova que Mlc na via de
bio-sintese de compactina catalisa a reacgao de
transacilagdo idéntica (vide, por exemplo, Y. Abe, T. e
outros, Mol Genet Genomics. 2002, 267; 636-646), ao passo
que uma aciltransferase na via de squalestatina pode
catalisar uma reacgdo similar entre um tioéster de
tetracetideo com ligagdo a ACP e um aglicon (vide, por
exemplo, R. J. Cox, F. e outros, Chem Commun (Camb) 2004,
20, 2260-2261). A sequéncia de aminodcidos de LovD
polipeptideo de A. terreus (por exemplo, SEQ ID NO: 1)

assemelha-se as enzimas de PB-lactamase tipo C, que catalisa

a 1inativacgdo hidrolitica da <classe de fp-lactama de
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antibidéticos (vide, por exemplo, E. Lobkovsky, E. M. e
outros, Biochemistry, 1994, 33, 6762-6772 e A. Dubus, D. e
outros, Biochem. J. 1993, 292, 537-543). O alinhamento do
LovD polipeptideo de A. terreus (por exemplo, SEQ ID NO: 1)
com a P99 lactamse de enterobacter cloacae (vide, por
exemplo, S. D. Goldberg, e outros, Protein Sci. 2003, 12,
1633-1645) demonstra uma moderada homologia de seqiiéncia,
incluindo residuos de sitios ativos potencialmente
conservados, tais como os cataliticos Ser76, Lys79, Tyrl88,
e Lys31l5 (vide, por exemplo, S. D. Goldberg, e outros,
Protein Sci. 2003, 12, 1633-1645).

As LovD aciltransferases podem.igualmente referir-
se taﬁto a enzimas obtidas por engenharia genética quanto
enzimas de ocorréncia natural que sdo relacionadas com o
LovD polipeptideo de A. terreus (por exemplo, SEQ ID NO: 1)
em termos de seqléncia porém contendo leves diferencas de
aminocdcidos (por exemplo, mutag¢des de substituicgdo de 1-10
aminoacidos). A sinvastatina, por exemplo, pode ser
produzida de enzimas de ocorréncia natural que sdo
similares ao LovD polipeptideo de A. terreus (por exemplo,
SEQ ID NO: 1) em termos de seqliéncia (por exemplo, a MI1CH
do agrupamento de compactina). “LovD aciltransferases” pode
igualmente referir mutantes de LovD polipeptideo de A.
terreus (SEQ ID NO: 1). E conhecido na técnica que podem
ser criados mutantes por técnicas convencionais de biologia
molecular para produgdo, por exemplo, de mutantes de SEQ ID

NO: 1 que aperfeigoam eficiéncias cataliticas ou similares.



10

15

20

25

29

Por exemplo, os presentes requerentes utilizam atualmente
abordagens racionais e orientadas para evolucdo para
aperfeicoamento das taxas de producdo catalitica de LovD de
A, terreué. Tipicamente esses mutantes apresentardo uma
similaridade de seqiiéncia de 50%-99% relativamente & SEQ ID
NO: 1. Neste contexto, a expressdo “enzima homéloga de
LovD” inclui um LovD polipeptideo possuindo pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% de identidade de seqliéncia
com a seqiidncia de aminodcidos estabelecida na SEQ ID NO:
1, em que o polipeptideo tem capacidade para utilizar um
tioéster de acila para acilar regiocespecificamente o grupo
hidroxila C8 da monacolina J para produzir sinvastatina
e/ou utilizar um tioéster de acila para acilar
regioespecificamente o grupo hidroxilav'C8 de tetraol de
pravastatina hidrolisada para produ¢éo de huvastatina.
Esses mutantes sdo prontamente produzidos e sd3o entdo
identificados em ensaios que observam a producdo de um
composto desejado tal como a sinvastatina (tipicamente
utilizando LovD polipeptideo de A. terreus (por exemplo,
SEQ ‘ID NO: 1) como controle). Estes mutantes podem ser
utilizados de acordo com os métodos da presente invencdo
para produc¢do de sinvastatina ou huvastatina, por exemplo.
O termo “heterdlogas” relacionado com seqiiéncias de
acido nucléico tais como seqiiéncias de codificacdo e
seqliéncias de controle indica seqiéncias que nao sao
normalmente associadas com uma regido de um constructo

recombinante, e/ou nd&o sdoc normalmente associadas com uma
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célula especifica. Desta forma, uma regido “heterdéloga” de
um constructo de 4acido nucléico pode ser um segmento
identificdvel de &cido nucléico contido ou acoplado a uma
outra molécula de acido nucléico que nd3o é encontrado em
associagdo com a outra molécula na natureza. Por exemplo,
uma regido heterdloga de um constructo pode incluir uma
sequiéncia de codificagdo flanqueada por seqiiéncias n&o
encontradas em associacdo com a seqiiéncia de codificacdo na
natureza. Similarmente, uma célula hospedeira transformada
com um constructo, que ndao se encontra normalmente presente
na célula hospedeira, pode ser cohsiderada heterdloga
(vide, por exemplo, as patentes norte-americanas de numeros
US 5.712.146, US 6.558.942, US 6.627.427, US 5.849.541,
cujos contelidos sd3o aqui incorporados a titulo de
referéncia). Por exemplo, um constructo com genes Lov pode
ser 1isoclado e expressado em células hospedeiras de
fermentos ou fungos ndo produtores de lbvastatina, e pode
dessa forma ser produzida lovastatina (vide, por exemplo,
as patentes norte americanas de numeros US 6.391.583 e US
6.943.017, cujos contetdos sdo aqui incorporados a titulo
de referéncia). Como outro exemplo, procariotos tais como
bactérias podem igualmente ser células hospedéiras,
conforme é conhecido na técnica. Os genes de fungos podem
também ser clonados para um vetor de expressdo para
expressao em procariotos (vide, por exemplo, a patente
norte-americana n° US 5.849.541, cujo conteudo ¢é aqui

incorporado a titulo de referéncia).
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Um procarioto tal como E. coli pode ser utilizado
como  hospedeiro  heterdlogo. Um plasmideo pode ser
construido com um gene de interesse e o plasmideo pode ser
transformado em E. coli. O gene de interesse pode ser
traduzido (“translated”) e a proteina derivada do gene de
interesse pode ser subseqientemente purificada. Este método
de expressdao e purificagéo de protéina é conhecido na
técnica. Por exemplo, éxons de LovD de A. terreus podem ser
individualmente amplificados do DNA gendmico de A. terreus
e ligados entre si (“spliced”) para obtencdo de uma fase de
leitura aberta continua wutilizando PCR de extensdo de
sobreposigcdo de ligacdo “splice”. Podem ser introduzidos
sitios de restricdo, e a cassete genética pode ser ligada a
um vetor para obtencdo de um constructo de expressdo que
pode ser transformado em E. coli. Dessa forma, o E. coli
pode ser utilizado como hospedeiro heterdélogo para
expressao de genes de A. terreus. O E. coli pode ser co-
cultivado com uma outra cepa que produz um outro substrato
de interesse. Adicionalmente, podem  ser adicionados
substratos a esta «cultura ou co-cultura. A expressio
heterdloga dos genes de Dbio-sintese de lovastatina ¢é&
conhecida na técnica {(vide, por exemplo, as patentes norte-
americanas de numeros US 6.391.583 e US 6.943.017, cujos
conteudos sdo aqui incorporados a titulo de referéncia).

Como outro exemplo, certos policetideos, tais como
policetideos de fuhgos, ou outros organismos, podem ser

expressados heterologamente em E. coli, fermento, e outros
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organismos hospedeiros. Estes organismos hospedeiros podem
ser suplementados com outros substratos, visto que podem
requerer tanto a expresséio heterélogé de um PKS desejado
quanto as enzimas que produzem pelo menos algumas das
moléculas de substrato réqueridas pelo PKS (vide, por
exemplo, a patente norte-americana n° US 7.011.959, cujo
conteudo ¢é aqui incorporado a titulo de referéncia).
Similarmente, genes de Lov de fungos podem ser expressados
em E. coli ou outra bactéria, e estas bactérias hospedeiras
podem ser suplementadas com outros substratos, tal como
acila-SNAC ou outros grupos doadores de acila. Estes grupos
doadores de acila podem ser permedveis para células, e
podem ingressar na célula bacteriana.

“Vetor de expressido” refere-se a um &cido nucléico
que pode ser introduzido em uma célula hospedeira. Conforme
€ conhecido na técnica, um vetor de expressdo pode ser
mantido em uma célula de forma permanente ou transiente,
alternativamente como parte do DNA cromossémico ou outro
DNA na célula ou em qualquer compartimento celular, tal
como um vetor de replicacgdo no citoplasma. Um vetor de
expressdo também compreende um promotor gque aciona a
expressdo de um RNA, que é tipicamente traduzido para um
polipeptideo na célula ou extrato celular. Por exemplo,
promotores adequados para inclusdo nos vetores de expressao
de acordo com a inveng¢do incluem aqueles que funcionam em
células hospedeiras eucaridéticas ou procaridticas. Os

promotores podem compreender seqléncias regulatdérias gque
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permitem a regulagdo de expressdo relativa ao crescimento
da célula hospedeira ou que causam a ativacdo ou
desativagdo da expressdo de um gene em resposta a um
estimulo quimico ou fisico. Para E. coli e certas outras
células hospedeiras bacterianas, os promotores derivados de
genes para enzimas bio-sintéticas, enzimas que conferem
resisténcia a antibidéticos, e proteinas de fagos podem ser
utilizados e incluem, por exemplo, os promotores de
galactose, lactose (lac), maltose, triptofan {(trp), befa—
lactamase (b/a), bactériéfago lambda PL, e T5.
Adicionalmente, podem igualmente ser utilizados promotores
sintéticos tais como o promotor tac (patente norte-
americana n° US 4.551.433). Para vetores de expressdo de E.
coli, é& util inciuir uma origem de replicacdo de E. coli,
tal como de pUC, plP, plI, e pBR. Para traducdo eficiente
de RNA para proteina, o vetor de expressdo também contém
tipicamente uma seqiiéncia de sitio de ligacdo de ribossomo
posicionada a montante do cbédon de inicio da sequiéncia de
codificacdo do gene a ser expressadq. Outros elementos,
tais como intensificadores, seqliéncias de sinal de
secrecgdo, seqliéncias de término de transcrigdo, e um ou
mais genes marcadores mediante os gquais as células
hospedeiras contendo os vetores podem ser identificadas
e/ou selecionadas, podem igualmente encontrar-se presentes
em um vetor de expressdo. Os marcadores selecionaveis, isto

é, genes que conferem sensibilidade ou resisténcia a

antibiéticos, podem ser utilizados e conferem um fendtipo
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selecionavel em células transformadas quando as células sao
cultivadas em uma midia seletiva apropriada. Por exemplo,
um vetor de expressdo contendo o agrupamento genético Lov
ou partes do mesmo pode ser introduzido em um hospedeiro
heterdélogo, tal <como E. coli. Assim, os vetores de
expressdao recombinantes podem conter pelo menos um sistema

de expressdo, que por sua vez pode ser composto de pelo

menos uma parte de seqiiéncias de Lov e/ou outras seqiiéncias

de codificacdo genética bio-sintética operacionalmente
ligadas a um promotor e opcionalmente seqiéncias de término
que operam para efetuar a expressdo da seqiiéncia de
codificagdo em células hospedeiras compativeis.

Uma ‘“'segliéncia de codificacdo” pode ser uma
seqiéncia que “codifica” um gene gspecifico, tal como um
gene do agrupamento genético Lov, por exemplo. Uma
sequéncia de codificacgéao é uma seqgliéncia de acido nucléico
que é transcrita (no caso de DNA) e traduzida (no caso de
mRNA) para um polipeptideo in vitro ou in vivo gquando sob
controle de seqiiéncias regulatérias apropriadas. Os limites
da seqliéncia de codificag¢do sdo determinados por um cdéddon
de inicio na terminacdo 5’ (amino) e um cdbdédon de final de
tradugdo na terminagcdo 3’ (carbdéxi). Uma seqiéncia de
término de transcrigcdo serd normalmente localizada em 3’
para a sequéncia de codificacgéo.

As “seqiéncias de controle” de DNA referem
coletivamente seqiiéncias promotoras, sitios de ligagdo de

ribossomos, sinais de poliadenilag¢do, segiiéncias de término
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de transcricéao, dominios regulatérios de montante,
intensificadores, e similares, que proporcionam
coletivamente a transcricdo e traducdo de uma seqiiéncia de
codificagdo em uma célula hospedeira.

“Ligado operacionalmente” refere-se a um arranjo de
elementos em que os componentes assim descritos siao
configurados para realizarem sua funcdo usual. Desta forma,
as seqliéncias de controle ligadas operacionalmente a uma
seqiéncia de codificagdo sdo capazes de efetuar a expressdo
da seqliéncia de codificacdo. Ndo ¢é necessario que as
seqiéncias de controle sejam contiguas & seqiiéncia de
codificagdo, desde que funcionem dirigindo a expressdo das
mesmas.

“Organismo produtor de lovastatina” refere-se a uma
ampla variedade de diferentes organismos conhecidos na
técnica como produzindo lovastatina. Estes organismos que
produzem lovastatina podem ser modificados péra produgdo de
sinvastatina de acordo com os métodos da presente invencdo.
A. terreus constitui um exemplo de um organismo produtor de
lovastatina. Microorganismos diversos de A. terreus que
foram relatados como produtores de lovastatina (mevinolina)
incluem es-pécies de Monascus, por exemplo, M. ruber, M.
purpureus, M. pilosus, M. vitreus, M. pubigerus, bem como
as espécies Penicillium, Hypomyces, Doratomyces, Phorna,
Eupenicillium, Gymnoascus, e Trichoderma, Pichia
labacensis, Candida cariosilognicola, Aspergillus oryzea,

Doratomyces stemonitis, Paecilomyces virioti, Penicillum
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citrinum, Penicillum chrysogenum, Scopulariopsis
brevicaulis e Trichoderma viride (vide, por exemplo, a
patente norte-americana n° US 6.391.583; e os trabalhos de
Juzlova e outros, J. Ind. Microbiol. 16:163-170; Gunde-
Cimerman € outros, FEMS Microbiol. Lett. 132:39-43 (1995);
e Shindia e outros, Folio Microbiol. 42:477-480 <(1977),
cujos conteudos s3o aqui incorporados a titulo de
referéncia).

“Organismos nao produtores de» lovastatina”,
conforme a expressdo é aqui utilizada, refere um numero de
organismos que ndo produzem lovéstatina na auséncia de
manipulacdo humana {(por exemplo, E. coli). Estes organismos
podem ser induzidos a produzir LovD, ou podem ser
cultivados na preseng¢a de LovD para producdo de lovastatina
ou sinvastatina pelos métodos da presente invencdo, por
exemplo.

“A. terreus possuindo uma perturbacdo no gene de
LDKS” compreende um A. terreus sem o gene de LDKS,
possuindo um gene de LDKS que sofreu mutacdo, possuindo um
gene de LDKS inativado (“knocked-out”), possuindo um gene
de LDKS deletado, possuindo um gene de LDKS cuja expressao
foili perturbada, ou possuindo um gene de LDKS perturbado.
“A. terreus possuindo uma perturbacdo no gene de LDKS”
compreende um A. terreus possuindo um gene de LDKS que foi
silenciado por métodos conhecidos na técnica. “A terreus
possuindo uma perturbacdo no gene de LDKS” refere-se a um

A. terreus que nado pode produzir LDKS funcional. “A terreus
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possuindo uma perturbagdo no gene de LbKS" pode igualmente
referir-se a um A. terreus que produz LDKS funcional. O
LDKS pode ser inativado ou inibido por métodos conhecidos
na técnica tais como protocolos de inativacao (“knock out”)
de genes. A quantidade de LDKS presente pode ser reduzida
por métodos conhecidos na técnica. Outros métodos de
inibicdo, inativacdo, ou perturbacdo da proteina ou -gene de
LDKS incluem, sem limitag¢des, “antisense”, siRNA, RNAi ou
interferéncia de RNA conforme é conhecido na técnica. “Gene
de LDKS”, conforme ¢é aqui utilizado pode igualmente
referir-se ao gene de LovF. A perturbacdo do gene de LovF é
conhecida na técnica (vide, por exemplo, a patente norte-
americana n°® US 6.391.583, cujo contetido é aqui incorporado
a titulo de referéncia. “A. terreus possuindo uma
perturbacdo no gene de LDKS” ¢ tipicamente um organismo
geneticamente manipulado. A manipulacdo genética de A.
terreus €& conhecida na técnica. A perturbacdo genética dos
genes de Lov em A. terreus foi realizada anteriormente
{vide, por exemplo, as patentes norte-americanas de nﬁmerés
US 6.391.583 e US 6.943.017, cujos contetdos sdo aqui
incorporados a titulo de referéncia). A perturbacgdo
especifica do gene de LovF (produzindo LDKS) em A. terreus
foi realizada anteriormente (vide, por exemplo, a patente
norte-americana n° US 6.943.017, cujo conteddo ¢ aqui
incorporado a titulo de referéncia). A perturba¢ao do gene
de LovF pode ocorrer por outros métodos conforme &

conhecido na técnica. O A. terreus possuindo uma
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perturbagdo no gene de LDKS pode encontrar-se em uma
mistura de fermentacdo. Podem ser adicionados substratos a
mistura de fermentacdo de um A. terreus. possuindo uma
perturbagdo no gene de LDKS para producgdo de analogos de
lovastatina.

“Um componente ou método para aumento da producdo
de sinvastatina” conforme € aqui utilizado refere-se a um
composto ou substrato, sintético ou natural, que aumenta a
producgédo de certos intermediarios para aumentar a
quantidade de sinvastatina produzida para aumento de escala
de sintese e sintese de larga escala.de sinvastatina. Os
componentes e métodos para aumento da producdo de certos
intermedidrios s&o conhecidos na técnica. Por exemplo, sio
conhecidos na técnica compostos que s&o adicionados a
mistura de fermentacdoc para aumento da quantidade de
intermedidrios, tal como monacolina J, na producdo de
lovastatina (vide, por exemplo, a patente norte-americana
n® US 6.943.017, cujo contetido é aqui incorporado a titulo
de referéncia). Alguns destes intermediarios, tal como a
monacolina J, podem igualmente ser utilizados na producdo
de sinvastatina. Compostos para aumento da produgdo de
monacolina J podem ser assim adicionados para aumentarem a
produgdo de sinvastatina. Por exemplo, compostos para
aumento da produg¢do de monacolina J podem ser adicionados
diretamente a mistura de fermentacdo para aumento da
quantidade de sinvastatina produzida. Um exemplo de um

componente para aumento da producgcdo de sinvastatina é um
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clone contendo o segmento D4B do agrupamento de genes de
produgdo de lovastatina que se encontra depositado com o
numero de acesso ATCC 98876. Este clone pode ser
transformado em um organismo ndo produtor de lovastatina
para producdo de monacolina J conforme ¢é conhecido na
técnica. Este clone pode igualmente ser transformado em um
organismo produtor de lovastatiﬁa para aumento da produgéao
de monacolina J com conseqiente aumento da producdo de

sinvastatina. Adicionalmente, um outro exemplo de um

componente para aumento da producdo de sinvastatina é o

gene de dedo-de-zinco/LovE, que pode ser transformado em um
organismo produtor de lovastatina para aumento da prodﬁgéo
de sinvastatina. Preferencialmente, este organismo produtor
de lovastatina terd uma perturbagdo no gene de LDKS (vide,
por exemplo, a patente norte-americana n°® US 6.391.583,

cujo conteddo é aqui incorporado a titulo de referéncia).

Os componentes e métodos para aumento da produgdo de

sinvastatina podem referir-se a muitos outros e ndo se
encontram limitados aos exemplos listados acima.

Conforme é aqui divulgado, um “doador de acila” ou
“transportador de acila” é um composto possuindo um grupo
acila que pode ser transferido para sinvastatina e/ou um
precursor de sinvastatina ou um composto associado.
Tipicamente, “doador de acila” ou “transportador de acila”
€ um tioéster de acila que doa uma fragdo acila ao grupo
hidroxila C8 da monacolina J. Uma ampla variedade desses

agentes sdo conhecidos na técnica sendo aqui adicionalmente
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demonstrados como tendo esta atividade (vide, por exemplo,
os tioésteres de acila ilustrativos na Tabela i).
Adicionalmente aqueles que s3o conhecidos na técnica e
adicionalmente ilustrados pela presente divulgacdo como
tendo esta atividade, qualquer potencial
transportador/doador de acila conhecido na técnica (ou
sintetizado de novo) possuindo uma capacidade para acilar
C8 de monacolina J para produzir sinvastatina poderd ser
facilmente identificado por experimentos comparativos com
0s doadores de acila aqui divulgados (por exemplo, acila-
SNAC) . Conforme é conhecido na técnica, um grupo acila pode
ter a férmula RCON; em que R pode ser uma alquila ou arila
e N pode ser -Cl, -OOCR, -NH2, -OR, ou similar. Compostos
que possuem um grupo acila incluem, sem limitacdo, cloretos
de &acidos, ésteres, amidas, ou anidridos e similares. Estes
compostos podem ser alifaticos ou aromaticos, substituidos
ou ndo substituidos. Exemplos dos mesmos incluem, sem
limitacdes, cloreto de benzoila, anidrido benzdico,
benzamida, ou benzoato de etila, e similares. Outros
exemplos de doadores de acila incluem, sem limitac¢des,  o-
dimetilbutiril-SNAC, A tioésteres de acila, acila-CoA,
butiril-CoAa, benzoil-CoA, acetoacetil-CoA, B-
hidroxilbutiril-CoA, malonil-CoA, palmitoil-CoA, tioésteres
de Dbutirila, tioésteres de N-acetilcisteamina (SNAC),
metil-tioglicolato (SMTG), benzoil-SNAC, benzoil-SMTG, ou
o-S-metilbutiril-SNAC). Estes compostos podem ser

produzidos naturalmente ou sinteticamente, e em alguns
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casos podem penetrar a membrana celular. Alguns destes
compostos podem ser adicionados a LovD na presenca de
monacolina J para produgdo de sinvastatina, por exemplo.

“Acila-SNAC” conforme é aqui utilizado refere-se a
o-dimetilbutiril-SNAC. Conforme ¢é conhecido na técnica, a

acila-SNAC pode penetrar em membrana celular em condicdes
in vivo. A LovD pode utilizar acila-SNAC como substrato
para iniciar a reacdo de monaéolina J para sinvastatina
para acilar regioespecificamente o grupo hidroxila C8 da
monacolina J. A acila-SNAC pode doar seu grupo acila para a

LovD.

CONFIGURAGOES TIPICAS DA INVENCAO

Aqueles que s&o versados na técnica poderdo
entender que a divulgacdo aqui proporcionada permite que
pessoas versadas na técnica produzam uma ampla variedade de
configuragdes da invengdo. Uma configuracdo tipica da
invengdo consiste em um método de producido de sinvastatina
mediante combinag¢do mutua de monacolina J; um tioéster de
acila doador de uma fragdo acila para o grupo hidroxila C8
de monacolina J na presenga de LovD aciltransferase; e LovD
aciltransferase; deixando-se subseqientemente a LovD
aciltransferase utilizar um grupo acila do tioéster de
acila para acilar regioseletivamente o grupo hidroxila C8
da monacolina J; sendo dessa forma produzida sinvastatina.
Em configuracdes ilustrativas da invencao, a LovD
aciltransferase tem a seqiiéncia de éminoécidos da SEQ 1ID

NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. Uma configuragdo associada da
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invengdo consiste em um método de produgdo de sinvastatina
compreendendo as etapas de combinag¢do mitua de lovastatina;
um tioéster de acila doador de uma fragdo acila ao grupo
hidroxila C8 de monacolina J na préseng:a de LovD
aciltransferase; e LovD aciltransferase. Neste método
associado, a LovD aciltransferase' é entdo deixada
hidrolisar lovastatina para monacolina J; e
subseqliientemente utilizar um grupo acila do tioéster de
acila para acilar regioseletivamente o grupo hidroxila C8
da monacolina J; sendo dessa_ forma produzida sinvastatina.
Em certas configuragdes, a sinvastatina é produzida in
vitro na auséncia de um organismo isolado.

Em algumas configura¢des da invenc¢do, a monacolina
J; o tioéster de acila e a LovD aciltransferase séao
combinados em uma midia de fermentacgdo na pr-és-enc;a de um
organismo isolado gque produz a LovD aciltransferase e em
que adicionalmente o organismo é Escherichia coli,

Aspergillus terreus, Monascus ruber, Monascus purpureus,

Monascus pilosus, Monascus vitreus, Monascus pubigerus,

Candida cariosilognicola, Aspergillus oryzea, Doratomyces
stemonitis, Paecilomyces virioti, Penicillum citrinum,
Penicillum chrysogenum, Scopulariopsis brevicaulis ou
Trichoderma viride. Opcionalmente, o organismo isolado é
Aspergillus terreus que expressa polipeptideo de LovD de
SEQ ID NO: 1. Em certas configuragdes, o Aspergillus
terreus nd3o expressa polipeptideo de LovF de SEQ ID NO: 3.

Em certas configurag¢des da invencgdo, os polipeptideos de
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expressdo tais como aqueles das SEQ ID NOs: 3 e 4 sao
reduzidos para pelo menos 90, 95, ou 99% de sua atividade
enddgena. Alternativamente, o organismo pode consistir em
Escherichia coli que expressa. polipeptideo de LovD de SEQ
ID NO: 1. Em certas configurag¢des, a Escherichia coli nao
expressa polipeptideo bioH de SEQ ID NO: 4.
Conseqientemente, o hospedeiro pode alternativamente ser um
hospedeiro que produz uma LovD aciltransferase
endogenamente ou alternativamente um hospedeiro heterdlogo
em que o gene de LovD aciltransferase foi introduzido no
organismo, por exemplo, através de uma tecnologia de
clonagem conhecida na técnica e .aqui badicionalmente
discutida. em uma configurac¢do tipica, © hospedeiro
heterélogo <que expressa LovD aciltransferasé é uma
bactéria, um fermento, ou um fungo conhecido na técnica
como sendo Util para tais propdsitos.

Conforme é discutido mais detalhadamente abaixo, o
organismo isolado pode ser cultivado em uma de uma
variedade de condigdes de fermentacdo conhecidas na
técnica, e as condigdes exatas sdo selecionadas, por
exemplo, com base em pardmetros de fermentagcdo associados a
um crescimento otimizado . de um organismo especifico
utilizado em uma configuragdo da invenqéo (vide, por
exemplo, Miyake e outros, Biosci. Biotechnol. Biochem.,
70(5): 1154-1159 (2006) e Hajjaj e outros, Applied and
Environmental Microbiology, 67: 2596-2602 (2001), cujos

contetdos sdo aqui incorporados a titulo de referéncia).
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Tipicamente, o organismo ¢é cultivado a uma temperatura
entre 30-40° C, durante um periodo de tempo de entre pelo
menos 4 até pelo menos 48 horas. Tipicamente, os organismos
sdo cultivados com um pH entre 6,5-8,5. Em certas
configuragdes da invencdo, o pH da midia de fermentacéao
pode ser 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, 7,5, 1,6, 7,7, 7,8,
7,9, 8,0 ou 8,1. Em configuracdes ilustrativas, o organismo
é cultivado em uma midia de fermentagdo compreendendo midia
LB, F1 ou TB.

Opcionalmente, a monacolina J que & combinada com
O0s outros constituintes nos métodos de acordo com a
invengdo & produzida por um organismo isolado dentro da
midia de fermentagdo, por exemplo, um dos organismos
listados acima que também produz a LovD aciltransferase.
Alternativamente, a monacolina J que é combinada com os
outros constituintes nos métodos de acordo com a invencdo é
produzida por um organismo diferente que produz este
composto que ¢é adicionado a midia de fermentacdo e
cultivado juntamente com o organismo que produz a LovD
aciltransferase. Em uma outra configurac3o da invencdo, a
monacolina J é derivada de uma fonte exdégena e é adicionada
a mistura de fermenta-’\c‘::éo. Opcionalmente, o método de acordo
com a invencgéao produz uma composicao de. matéria
compreendendo 0%-1% da monacolina J que foi inicialmente
adicionada & combinacgéao. Em certas configuracdes da
invengdo, o método produz como resultado uma conversdo para

sinvastatina de pelo menos 95% da monacolina J adicionada a
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combinacgédo.

Em configurag¢des tipicas da invencgdo, o tioéster de
acila que pode doar uma fragdo acila para o grupo hidroxila
C8 da monacolina J na presenga de LovD aciltransferase é
derivado de uma fonte exdégena (por exemplo, um processo de
sintese gquimica) e é adicionado & mistura de fermentacédo.
Sdo aqui divulgados uma variedade desses tioésteres de
acila. Tipicamente, o tioéster de acila é um tioéster de
butirlila, um tioéster de M-acetilcisteamina ou um tioéster
de metil-tioglicolato. Opcionalmente, o tioéster de acila
compreende fracdes de grupo acila de extensdo de cadeia
média (C3-C6). Em certas configuragdes da invencdo, o
tioéster de acila é capaz de cruzar as membranas celulares
de células de Escherichia coli ou Aspergillus terreus

cultivadas em uma midia de fermentacdo. Tipicamente, o

tioéster de acila é selecionado do grupo que consiste em a-

dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato (DMB-S-NMMP) ,
dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-S-EMP) e
dimetilbutiril-S-metil tioglicolato (DMB-S-MTG) e

dimetilbutiril-S-metil mercaptobutirato (DMB-S-MMB). Em uma
configuracdo ilustrativa, o tioéster de acila é um oa-
dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato que ¢é combinado
em midia de fermentacdo em uma faixa de concentragdo de 1
mM-100 mM.

Certas configura¢des dos métodos para produgdo de
sinvastatina incluem adicionalmente etapas para purificacdao

de sinvastatina pela combinagcdo. Por exemplo, algumas
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configuragbes da invengdo incluem pelo menos uma etapa de
purificagcdo compreendendo lise de células de um organismo
isolado presente na combinacido. As configurag¢des podem
incluir pelo menos uma etapa de purificégéo compreendendo
centrifugacdo de células ou 1lisados de células de unm
organismo isolado presente na combinacdo. As configuracdes
podem incluir pelo menos uma etapa de purificacio
compreendendo precipitagdo de um ou mais compostos
presentes na combinagdo. As configura¢des podem incluir
pelo menos uma etapa de purificacgdo compreendendo filtracao
de um ou mais compostos presentes na combinacdo. As
configura¢des podem incluir pelo menos uma etapa de
burificagéo compreendendo uma andlise de cromatografiav
liquida de alto desempenho (“High Performance Liquid
Chromatography” - HPLC) de um ou mais compostos presentes
na combinacéao.

A divulgacgcdo aqui provida ilustra que uma variedade
de permutacdes destes métodos podem ser utilizadas para
produgdo de sinvastatina e huvastatina e similares. Em
certas configurag¢des da invengdo, por eéemplo, 0 organismo
hospedeiro produz o tioéster de acila e/ou a monacolina J.
Alternativamente, o tioéster de acila e/ou a monacolina J
€é€/sédo adicionados ao organismo como parte do processo para
producao de sinvastatina. Os métodos podem compreender
adicionalmente a adigdo de um vetor de expressdo possuindo
um ou mais genes de A terreus gque sdo conhecidos como

facilitadores da produgdo de sinvastatina e/ou huvastatina
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ou similares, tais como os genes que codificam a SEQ ID NO:
1 ou a SEQ ID NO: 2 e transformacdo do mesmo em um
hospedeiro heterbélogo, em que o polipeptideo com atividade
aciltransferase é assim expressado. Em uma outra
configuracdo, a monacolina J pode ser produzida de um
hospedeiro heterdlogo.

Uma outra configuragdo da invengdo consiste em um
método de producdo de sinvastatina a partir de monacolina J
em um organismo que expressa um gene de LovD
aciltransferase compreendendo a co-cultura deste primeiro
organismo gque expressa a LovD aciltransferase com um
segundo organismo (por exemplo, em uma mistura de
fermentacgao) que produz o tioéster de acila e/ou a
monacolina J, em que o tioéster de acila interage com o
produto de gene de LovD aciltransferase na presenga de
monacolina J para producdo de sinvastatina. Opcionalmente,
0 primeiro organismo ¢é um organiémo ‘que ndo produz
lovastatina naturalmente (por exemplo, E. coli transduzido
com o gene de LovD aciltransferase). Alternativamente, o
primeiro organismo é um organismo produtor de lovastatina
tal como A. terreus (por exemplo,‘A. terreus possuindo um
gene de LDKS/LovF inativado). O método pode compreender
adicionalmepte a adicd3o de um ou mais componentes exdgenos
4 mistura de fermentacdo para aumentar a producgdo de
precursores de sinvastatina tal como monacolina J para
dessa forma aumentar a producd3o de sinvastatina.

Os métodos de acordo com a invencdo podem
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adicionalmente compreender a adigao de componentes
adicionais & mistura de fermentacdo para aumentar a
producdo de monacolina J e para dessa forma aumentar a
produgcdo de sinvastatina e/ou huvastatina. Como uma
configuragdo ilustrativa deste método, o componente pode
ser um clone com o gene de LovE, em que o organismo é
transformado com o clone e a LovE é traduzida e dessa forma
a produgdo de sinvastatina é aumentada. Como outra
configuragdo ilustrativa deste método, o componente pode
ser um clone contendo o segmento D4B do genoma de A.
terreus (nuimero de acesso ATCC 98876), em que © organismo é
transformado com o clone para dessa forma ser aumentada a
produgdo de monacolina J.

Uma outra configuracdo ainda da invengdo consiste
em um método para conversido de monacolina J em sinvastatina
in vitro ou in vivo na presenca de um tioéster de acila
exdégeno. Preferencialmente, o tioéster de acila é capaz de
penetrar a membrana celular. Uma outra configuracdo ainda

da invencdo consiste em um método de conversi3o de

monacolina J em sinvastatina diretamente dentro do

organismo na presen¢a do tioéster de acila em que o
organismo produz LovD. Em uma configuracdo ilustrativa da
invengdo, o organismo é um A. terreus possuindo um gene
LDKS perturbado.

Uma outra configuragéo ainda da invencdo consiste
em um produto de sinvastatina obtido por um processo que

compreende as etapas de combinacdo entre si de monacolina
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J; um tioéster de acila que doa uma fragdo acila ao grupo
hidroxila C8 da monacolina J na presenca de LovD
aciltransferase; e LovD aciltransferase; permitindo-se que
a LOQD aciltransferase utilize um grupo acila do tioéster
de acila para acilar regioseletivamente o grupo hidroxila
Cc8 da monacolina J para produgdao do produto de
sinvastatina. Uma configuragdo  associada da invencgdo
consiste em um produto de huvastatina produzido por um
processo que compreende as etapas de combinacdo entre si de
tetraol de pravastatina hidrolisada; um tioéster de acila
doador de uma fragdo acila ao grupo hidroxila C8 do tetraol
de pravastatina hidrolisada na presenga de LovD
aciltransferase; e LovD aciltransferase; e permitindo-se
que a LovD aciltransferase wutilize um grupo acila do
tioéster de acila para acilar regioseletivamente o grupo
hidroxila C8 do tetraol de pravastatina hidrolisada; sendo
dessa forma obtido o produto de huvastatina.

Uma outra configuragdo da invengdo consiste em um
método de produgdo de sinvastatina compreendendo a
hidrdélise de lovastatina para monacolina J na presenga de
LovD de SEQ ID NO: 1 ou homdélogo de LovD e acilagdo da
monacolina J, em que as referidas hidrdélise e acilagédo
produzem sinvastatina. dma outra configuracgdo associada da
invencdo consiste em um método de produgdo de huvastatina
compreendendo pravastatina para pravastatina hidrolisada na
presenga de LovD de SEQ ID NO: 1 ou um homdélogo de LovD e

acilacdo de uma variante de monacolina J, em dque as
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referidas hidrdlise e acilag¢do produzem huvastatina.

As configurag¢des da inveng¢do incluem composicdes de
mateéria utilizadas para produgdo ou feitas pelos processos
aqui divulgados. Por exemplo, uma configuragdo da invencgéo
consiste em uma composicdo de matéria ‘compreendendo
monacolina J; um tioéster de acila que doa uma fracdo acila
ao grupo hidroxila C8 da monacolina J na presenca de LovD
aciltransferase. Certas configuragdes destas composicdes de
matéria compreendem adicionalmente LovD aciltransferase.
Certas configuracdes destas composigdes de matéria
compreendem adicionalmente sinvastatina. Opcionalmente, a
composigdo compreende adicionalmente um organismo isolado
tal como Escherichia coli, Aspergillus terreus, Monascus
ruber, Monascus purpureus, Monascus pilosus, Monascus
vitreus, Monascus pubigerus, Candida cariosilognicola,
Aspergillus oryzea, Doratomyces stemonitis, Paecilomyces
virioti, Penicillum citrinum, Penicillum chrysogenum,
Scopulariopsis brevicaulis ou Trichoderma viride. Em
configuragdes tipicas, 0 organismo na composigdo é
Aspergillus terreus ou Escherichia coli que expressa
polipeptideo . de LovD de SEQ ID NO: 1. Em uma outra
configuracdo da invencdo o organismo é Aspergillus terreus
que ndo expressa polipeptideo de LovF de SEQ ID NO: 3. Em
uma outra | configuracgao da invengdo . o organismo é
Escherichia coli que ndo expressa polipeptideo bioH de SEQ
ID NO: 4. Em certas configurag¢des da invencdo, o organismo

isolado dentro da composicdo foi transduzido com um vetor
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de expressdo codificando polipeptideo LovD de Aspergillus

terreus de SEQ ID NO: 1.

2

E aqui divulgada uma variedade de tioésteres de
acila que podem ser utilizados nas composi¢des da invencdo.
Tipicamente, o tioéster de acila é um butirlil-tioéster, um
tioéster de N-acetilcisteamina ou um tioéster de metil-
tioglicolato. Opcionalmente, o tioéster de acila compreende
fracées de grupo acila de extensdao de cadeia média (C3-C6).
Em certas configurac¢des da invengdo, o tioéster de acila é
capaz de cruzar as membranas celulares de células de
Escherichia coli ou Aspergillus terreus cultivadas dentro
de uma midia de fermentacdo. Tipicamente, o tioéster de

acila ¢é selecionado do grupo que consiste em a-

dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato (DMB-S-MMP) ,
dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-S-EMP) e
dimetilbutiril-S-metil tioglicolato (DMB-S-MTG) e

dimetilbutiril-S-metil mercaptobutirato (DMB-S-MMB). Em uma
configuracdo ilustrativa, o tioéster de acila é um a-
dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato que é combinado
em midia de fermentagdo em uma faixa de concentracdo de 1
mM-100 mM e pode ser tipicamente de éerca de 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80 ou 90 mM. Em algumas configurac¢des da
invencéo, a composig¢do compreende adicionalmente
lovastatina e a quantidade de sinvastatina na composigao é
superior a quantidade de lovastatina na composigao.
Conforme se encontra discutido detalhadamente

abaixo, os métodos e materiais da invengdo que séao



10

15

20

25

52

utilizados para produgdao de sinvastatina podem ser
adaptados para producgado de compostos que sdo
estruturalmente similares a sinvastatina, por exemplo
huvastatina. Neste contexto, uma configuracdo da invencdo
consiste em um método de produgao de huvastatina
éompreendendo as etapas de combinacdo mitua de tetraol de
pravastatina hidrolisada; um tioéster de acila que doa uma
fracdo acila ao grupo hidroxila C8 do tetraol de
pravastatina hidrolisada na presenga de LovD
aciltransferase; e LovD aciltransferase; permitindo-se
subseqgiientemente que a LovD aciltransferase utilize um
grupo acila do tioéster de acila para acilar
regioseletivamente o grupo hidroxila C8 do tetraol de
pravastatina hidrolisada, sendo assim obtida huvastatina.
Uma configuragcdo associada da invengdo consiste em uma
composigao de matéria compreendendo: tetraol de
pravastatina hidrolisada; um tioéster de acila que doa uma
fracdo acila ao grupo hidroxila C8 do tetraol de
pravastatina hidrolisada na presenga de LovD
aciltransferase; LovD aciltransferase; e huvastatina.

Uma outra configuragdo ainda da invengdo consiste
em uma composicido de matéria compreendendo um ou mais dos
precursores de huvastatiha, por exemplo, tetraol de
pravastatina hidrolisada ou 6-hidroxil-6-desmetilmonacolina
J na presenca de tioéster selecionado por sua capacidade
para acilar o grupo hidroxila C8 da monacolina J ou uma

variante de monacolina J tal como tetraol de pravastatina
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hidrolisada. Tipicamente, essas composi¢des podem incluir
adicionalmente um organismo conforme discutido acima.
Conseqgliientemente, as configuracgdes da invencdo incluem
processos para produgcdo de composicdes de matéria de
sinvastatina ou huvastatina substancialmente conforme aqui
divulgados e exemplificados.

Em situacles em que um organismo modificado que
produz sinvastatina (por exemplo, A. terreus com uma
perturbag¢do no gene de LDKS) também produz lovastatina (por
exemplo, alguma quantidade residual minima), os métodos e
materiais aqui divulgados permitem a manipulacdo de
processos/vias bioquimicas no organismo de tal forma que a
sinvastatina ou um composto associado tal como huvastatina
seja o produto dominante nestas vias. Uma configuracéao
associada consiste em uma composicgédo de matéria
compreendendo um organismo e sinvastatina e/ou huvastatina
produzida(s) por esse organismo, em que a quantidade de
sinvastatina e/ou huvastatina na composicdo & superior a
quantidade de lovastatina na composicéo.

Uma configuracdo associada da invencdo consiste em
uma composigdo de matéria compreendendo LovD, pravastatina
hidrolisada, e um tioéster de acila. Em configuracdes
ilustrativas, a composicd@o de matéria compreende um E coli
que produz huvastatina. Em configurégées associadas, a
composic¢cdo de matéria consiste em um A. terreus (por
exemplo, A. terreus com uma perturbagdo no gene de LDKS)

que produz huvastatina. Em situagdes em que um organismo
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modificado que produz huvastatina (por exemplo, A. terreus
com uma perturbagcdo no gene de LDKS) também produz
lovastatina (por exemplo, alguma quantidade residual
minima), os métodos e materiais aqui divulgados permitem a
manipulacdo de processos/vias bioquimicas no organismo de
tal forma que a huvastatina seja o produto dominante nestas
vias. Uma configuragdo associada consiste em uma composigdo
de matéria compreendendo um organismo e huvastatina
produzida por esse organismo, em que a quantidade de
huvastatina na composicdo é superior a quantidade de
lovastatina na composicéao
| Em certas configuragdes da inveng¢do, componentes
e/ou etapas metodoldégicas adicionais podem ser combinados
com um ou mais dos métodos ou materiais discutidos acima.
Por exemplo, os métodos podem compreender adicionalmente a
utilizagdo de fermentacdo de alta densidade celular para
aumentaf a concentra¢éo efetiva de LovD aciltransferase e
otimizar as condigdes de fermentacdo e/ou aumentar as
eficiéncias cataliticas de LovD aciltransferase para o(s)
um ou mais tioésteres de acila atraﬁés delengenharia de
proteina. Muitos outros componentes ou métodos podem ser
utilizados para aumento da produgdo de sinvastatina ou de
um composto intermediario que facilita a producdo de
sinvastatina.
Conforme foi observado acima, a produgdo de
lovastatina (que requer atividade de LovD aciltransferase)

€ observada em vVvAarios organismos tais como Aspergillus
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terreus, Monascus ruber, Monascus purpureus, Monascus
pilosus, Monascus vitreus, Monascus pubigerus, Candida
cariosilognicola, Aspergillus oryzea, Doratomyces
stemonitis, Paecilomyces virioti, Penicillum citrinum,
Penicillum chrysogenum, Scopulariopsis brevicaulis ou
Trichoderma viride. Tendo em vista a natureza da invencio
aqui divulgada, mediante utilizagdo de métodos e materiais
conhecidos em combinacdo com a divulgagdo aqui provida, uma
pessoa versada na técnica pode combinar uma cultura de um
ou mais destes organismos (ou qualquer outro organismo
conhecido como produzindo lovastatina) com monacolina J e
tioéster de acila que doa uma fragdo acila ao grupo
hidroxila C8 de monacolina J na presenca de LovD
aciltransferase (por exemplo, o-dimetilbutiril-SNAC) para
utilizar LovD aciltransferase para producao de
sinvastatina. Conforme é ilustrado pela presente
divulgagdo, por exemplo, a natureza da presente invencéao
permite produzir sinvastatina e compostos associados na
ampla variedade de organismos produtores de lovastatina
conhecidos na técnica, sem nenhum conhecimento especifi;o
relativo as caracteristicas da LovD aciltransferase
especifica expressada nestes organismos.

Em um procedimento ilustrativo para producdo de
sinvastatina em um novo organismo (por exemplo, uma espécie
de fungo relacionada com A. terreus) e/ou para teste do
organismo quanto a sua capacidade para tal, uma primeira

etapa consiste em fazer uma mistura de monacolina J e



10

15

20

25

56

tioéster de acila que doa uma fragdo acila ao grupo
hidroxila €8 da monacolina J. Em uma segunda etapa, a
mistura é entdo combinada com o organismo (por exemplo, um
organismo produtor de lovastatina) em uma mistura de
fermentacdo e deixada em cultura. Em uma terceira etapa, a
mistura €& testada quanto a presenga de sinvastatina, por
exemplo, mediante utilizacéo de uma analise de
cromatografia HPLC conforme se encontra discutido nos
exemplos abaixo. Tendo em vista as metodologias de triagem
de alto rendimento conhecidas na técnica (vide, por
exemplo, Kittel e outros, Metab. Engj 2005; 7(1): 53-58,
aqui incorporado a titulo de referéncia), esses métodos
podem ser realizados em um grande numero de amostras de
teste tal como o imenso numero de culturas de fungos
conhecidas na técnica e prontamente disponiveis para uma
pessoa versada na técnica para uma fécil determinacdo de
onde e quais espécies de organismos expressam polipeptideos
que possuem uma atividade de LovD aciltransferase que
permite 'a utilizacdo dos mesmos nas configurag¢des da
invengdo aqui divulgadas.

Os métodos aqui divulgados também permitem que
pessoas versadas na técnica isolem e clonem configuracgdes
adicionais de LovD aciltransferase, por exemplo, as
combinacdes que podem ter qualidades desejaveis adicionais
tais como maior estabilidade em diversas condigdes de
reacao e/ou caracteristicas cinéticas enzimaticas

favoradveis em diversas condigdes de reagao. Neste contexto,
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uma outra configuracdo da inveng¢do consiste em um método
para identificacdo de configuracdes adicionais de LovD
aciltransferase de acordo com a invengdo, em que o método
compreende as simples etapas de combinacdo de um organismo
com probabilidade de expressar LovD aciltransferase (por
exemplo, um organismo produtor de lovastatina) ou um
extrato celular desse organismo com um tioéster de acila
que doa uma fragdo acila ao grupo hidroxila C8 da

monacolina J na presengca de LovD . aciltransferase (por

exemplo, o-dimetilbutiril-SNAC) e subseqgiente testé desta
combinagdo quanto a presenga de sinvastatina. A presenca de
sinvastatina indica a presenga da atividade desejada de
LovD aciltransferase. Tendo em vista os métodos aqui
divulgados bem como as metodologias de triagem de alto
rendimento conhecidas na técnica (vide, por exemplo, Kittel
e outros, Metab. Eng. 2005; 7(1): 53-58, aqui incorporado a
titulo de referéncia), esses métodos podem ser realizados
em um grande nUmero de amostfas de teste tal como o imenso
nimero de culturas de fungos conhecidas na técnica e
prontamente disponiveis para uma pessoa versada na técnica
(por exemplo, culturas produtoras de lovastatina) com
somente uma quantidade minima de experimentacao.
Conseqilientemente, o grande numero de organismos produtores
de lovastatina conhecidos na técnica, as metodologias de
triagem de alto rendimento conhecidas nesta técnica e a
presente divulgacdo guiam um técnico para permitir que o

mesmo determine facilmente onde e quais espécies de
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polipeptideos possuem uma atividade de LovD aciltransferase
que permite a utilizacio dos mesmos nas combinacdes da
invencdo aqui divulgadas.

Apbs a atividade de LovD aciltransferase ter sido
observada com utilizagdo destes métodos, podem entdo ser
utilizados na técnica métodos para clonagem do gene que
codifica a proteina que tem esta atividade.
Alternativamente, uma biblioteca nos genes de um organismo
pode ser criada com utilizac3o de uma seqgiéncia de
polinucleotideos de LovD aciltransferase (por exemplo, de
A. terreus) seja isoladamente, seja em combinacdo com
estudos funcionéis conforme discutidos acima para
identificacdo de uma nova seqiiéncia de polinucleotideos de
LovD aciltransferase com homologia reiativamente a SEQ 1ID
NO: 1 ou a SEQ ID NO: 2). Neste contexto, as enzimas
homélogas para LovD podem ser encontradas, por exemplo, mas
nao limitativamente, em agrupamentos de genes de
policetideos fungicos. Por exemplo, a Mlc na via de bio-
sintese de compactina estd implicada na catdlise da reacio
de transacilagdo idéntica (vide, por exemplo, Y. Abe, T. e
outros, Mol Genet Genomics. 2002, 267, 636f646), ao passo
que uma aciltransferase na via de squalestatina pode
catalisar uma reacdo similar entre um tioéster de
tetracetideo ligado a ACP e um aglicon (vide, por exemplo,
R. J. Cox, F. e outros, Chem Commun (Camb) 2004, 20, 2260-
2261). A seqliéncia de aminocdcidos de LovD assemelha-se as

enzimas de fB-lactamase de tipo C, que catalisam a
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inativagdo hidrolitica da classe de antibiéticos de B-
lactama (vide, por exemplo, E. Lobkovsky, E. M. e outros,
Biochemistry, 1994, 33, 6762—6772_e A. Dubus, D. e outros,
Biochem. J.'1993, 292, 537-543). O alinhamento de LovD com
a lactamse P99 de enterobacter cloacae (vide, por exemplo,
S. D. Goldberg e outros, Protein Sci. 2003, 12, 1633-1645)
apresenta uma homologia moderada de sequiéncia, incluindo
residuos de sitios ativos potencialmente conservados, tais
como os cataliticos Ser76, Lys79, Tyrl88, e Lys315 (vide,
por exemplo, S. D. Goldberg e outros, Protein Sci. 2003,
12, 1633-1645). Tendo em vista estes métodos, uma outra
configuracdo ainda da invengdo consiste em um polipeptideo
de LovD aciltransferase isolado possuindo pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade de
seqgliéncia com a seqgiiéncia de aminoadcidos apresentada na SEQ
ID NO: 1, em que o polipeptideo tem capacidade para acilar
0 grupo hidroxila C8 da monacolina J na presenga de um
doador de tioéster de acila apropriado (por exemplo, a-
dimetilbutiril-SNAC).

Conforme é aéui divulgado, um “tioéster de acila
para acilar regioseletivamente o grupo hidroxila C8 da
monacolina J” é um composto possuindo um grupo acila que
pode ser transferido para monacolina J ou um composto
aésociado para producdo de sinvastatina ou um composto
associado conforme aqui divulgado. E conhecida na técnica
uma ampla variedade desses agentes que sdo aqui

adicionalmente aqui apresentados como tendo esta atividade
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(vide, por exemplo, os tioésteres de acila ilustrativos da
Tabela 1). Adicionalmente aqueles conhecidos na técnica e
adicionalmente ilustrados pela presente divulgagdo como
tendo esta atividade, qualgquer potencial
transportador/doador de acila conhecido na técnica (ou
sintetizado de  novo) gue tenha adicionalmente uma
capacidade para acilar C8 de monacolina J para producgdo de
sinvastatina poderd ser facilmente identificado por
experimentos comparativos com os doadores de acila aqui
divulgados (por exemplo, acila-SNAC). Tipicamente nesses
experimentos, o tioéster de acila é um tiocéster de
butirlila, um tioéster de N-acetilcisteamina ou um tioéster
de metil-tioglicolato. Opcionalmente, o tioéster de acila
compreende fragdes de grupo acila de extensio de cadeia
média (C3-C6). Em certas configuracdes da invencgdo, o
tioéster de acila é capaz de transpor as membranas
celulares de Escherichia coli ou Aspergillus terreus
cultivados em uma midia de fermentacdo. Tipicamente, o

tioéster de acila é selecionado do grupo que consiste em o-

dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato (DMB-S-MMP) ,
dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-S—-EMP) e
dimetilbutiril-S-metil tioglicolato (DMB-S-MTG) e

dimetilbutiril—s—metii mercaptobutirato (DMB—S—MMB).V
Conforme é demonstrado pela presente divulgacao, a

natureza da presente invencdo permite que um técnico

identifique prontamente um composto como um “tioéster de

acila para acilar regioseletivamente o grupo hidroxila C8
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de monacolina J” com um minimo de experimentagdo. Em um
procedimento ilustrativo para identificagdo de um composto
como um “tioéster de acila para acilar regioseletivamente o
grupo hidroxila C8 de monacolina J”, uma primeira etapa
consiste na obtengdo de uma mistura de monacolina J e A.
terreus. Em uma segunda etapa, esta mistura ¢é ent3o
combinada com um composto de teste .em uma mistura de
fermentacéao é € deixada em cultura. Em uma terceira etapa a
mistura é entdo testada quanto A& presenca de sinvastatina,
por exemplo mediante utilizacdo de uma andlise de
cromatografia HPLC conforme se discute nos exemplos abaixo,
em que a presenca de sinvastatina identifica o composto
como tendo esta atividade. Tendo em vista as metodologias
de triagem de alto rendimento conhecidas na técnica (vide,
por exemplo, Kittel e outros, Metab. Eng. 2005, 7(1): 53-
58, aqui incorporado a titulo de referéncia), esses métodos
podem ser realizados em um grande numero de amostras de
teste para determinar facilmente onde e guais espécies de
compostos doadores de acila possuem uma utilidade que
permite a wutilizagdo dos mesmos nas configuragdes da
inveng¢do aqui divulgadas.

As configuracdes da invengdo também incluem artigos
de manufatura e/ou kits destinados a facilitarem os métodos
da invengéao. Tipiéamente esses kits incluem instrug¢des para
utilizacdo dos elementos contidos nos mesmos de acordo com
os métodos da presente invencgéo. Esses kits podem

compreender um meio transportador dividido em
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compartimentos para acolher em confinamento um ou mais
meios recipientes tais como frascos, tubos, e similares,
cada um dos meios recipientes compreendendo um dos
elementos =separados a serem utilizados no método. Por
exemplo, um dos recipientes pode compreender um frasco, por
exemplo, contendo A. terreus possuindo uma perturbacdo no
gene de LDKS e um outro frasco contendo um composto acila-
SNAC ou similar, em que ambos podem sér adicionados a uma
mistura de fermentacdo para produ¢do de sinvastatina.

Em uma configuragdo tipica da invencdo, ¢ provido
um artigo de manufatura contendo materiais dteis para
producdo de sinvastatina. O artigo de manufatura compreende
um recipiente e um rétulo. Os recipientes adequados
incluem, por exemplo, garrafas, frascos, seringas, e tubos
de ensaio. Os recipientes podem ser formados de uma
variedade de materiais tais como vidro ou pléstico. O
recipiente pode conter uma composigcdo de matéria (por
exemplo, um transportador de acila e um organismo) que pode
produzir sinvastatina, por exemplo. O rétulo no recipiente
ou associado ao mesmo indica que a composigcdo é utilizada
para exame de polipeptideos <celulares. O artigo de
manufatura pode compreender adicionalmente um segundo
recipiente compreendendo um outro composto ou substrato
para adicd3o & mistura de fermentag¢do, por exemplo. Este
composto ou substrato, por exemplo, poderda ser utilizado
para aumentar a produgdo de certos intermedidrios na

producdo de sinvastatina, tal como monacolina J. Ele pode
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incluir adicionalmente outros materiais desejaveis do ponto
de vista comercial e do ponto de vista do usuario,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas,
seringas, e insertos de embalagem com instrucdes de
utilizacgéo.

Aspectos bioldégicos adicionais da invencdo sio

discutidos nas se¢des a seguir.

ASPECTOS BiOQUfMICOS DE CONFIGURACOES DA INVENCAO

Uma apreciacdo de certos aspectos da invencdo sera
facilitada por uma discuéséo de aspectos bioquimicos da
invengdo. Nas seg¢des a seguir e nos exemplos do relatério
descritivo, a LovD aciltransferase é o polipeptideo de LovD
de A. terreus ilustrado na SEQ ID NO: 1, sendo tipicamente
referida como “LovD” ou a *enzima de LévD”.

A promiscuidade da enzima de LovD para doadores de
acila alternativos foi examinada. Os presentes requerentes -
descobriram que ndo é necessario que o doador/transportador
de acila se encontre acoplado & LDKS. Transportadores
alternativos contendo tiol sdo adequados, incluindo acila-
CoA (coenzima A) e mais importantemente, a acila-SNAC
permedvel em membrana (Figura 7). Os presentes requerentes
descobriram que ndo é necessirio que a LovD interaja com a
LovF e que a mesma pode aceitar um grupo acila de uma
variedade de diferentes doadores. Também foi descoberto que
a LovD pode transferir uma variedade de substratos de acila
para o grupo hidroxila C8 da monacolina J para pfoduqao de

uma variedade de andlogos de lovastatina. Os presentes
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requerentes descobriram que a LovD pode acilar
regioseletivamente a posicdo hidroxila C8 na monacolina J
com uma variedade de substratos de acila. Entre os grupos
acila gque obtém éxito encontra-se a-d—dimetilbutiril—SNAC,
que produz sinvastatina na presenca de LovD e monacolina J.
Os presentes requerentes também descobriram que a atividade
de transacilagcdo de LovD pode ser confirmada in vitro e
pode ser reconstituida em um hospedeiro heterélogo. Os

presentes requerentes descobriram que a LovD acila
diretamente a monacolina J com um o-dimetilbutirato
produzindo a farmaceuticamente importante sinvastatina. A

o-dimetilbutiril-SNAC é permeavel em células. As
propriedades de permeabilidade celular da a-dimetilbutiril-
SNAC possuem uma importante implicag¢do: o composto pode ser
fornecido como precursor in vivo para um organismo, tal
como um procariqto ou um eucarioto, expressando LovD. O
procarioto ou eucarioto, quando fermentado na presenca de
monacolina J (seja produzido endogenamente ou fornecido
exogenamente a midia de fermentacdo) pbde proporcionar
diretamente sinvastatina. O E. coli, por exemplo, foi
examinado como hospedeiro microbiano para a bio-conversédo
de monacolina J para sinvastatina. Tanto monacolina J
quanto dimetilbutiril-SNAC foram adicionados a uma cultura
de uma cepa ‘de E. coli sobre-expressando a enzima LovD
(Figura 10). A sinvastatina foi isolada do caldo de
fermentagdo da cultura em bom rendimento de producgdo. Esta

técnica pode ser wutilizada no produtor de lovastatina
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nativa Aspergillus terreus. Pode ser construida uma cepa
deficiente em LDKS para ndo ser capaz de sintetizar a
cadeia lateral de 2-metibutirato. A oa-dimetilbutiril-SNAC
pode ser adicionada a midia de fermentagdo. A sinvastatina
pode ser sintetizada durante esta fermentacdo de etapa
unica.

Conforme foi observado acima, a LovD pode catalisar
a etapa final de transferéncia de acila durante a bio-
sintese de lovastatina e podé acilar regioespecificamente o
grupo hidrpxila C8 na monacolina J. A LovD pode apresentar
uma ampla especificidadé de substrato para o aglicon de
decalina, o transportador de acila, e o grupo acila. Quando
suplementada com o) substrato nao natural de o-—
dimetilbutiril-SNAC, a LovD pode produzir a

farmaceuticamente importante sinvastatina tanto in vitro

~quanto in vivo. Quando o precursor de o-dimetilbutiril-

tioéster é fornecido a uma cepa de A. terreus deficiente em
LovF, a via de bio-sintese de 1lovastatina pode ser
redirecionada para produzir diretamente sinvastatina. A
presente invencgdo permite: 1) Conversdo microbiana de
monacolina J em sinvastatina (Figura 10); 2) Co-cultura da
cepa de sobre-expressdo de LovD com uma cepa que produz
monacolina J; e 3) Fermentacdo de etapa Unica de
Aspergillus terreus (ALDKS) para obtencdo de sinvastatina.
Em cada caso, © substrato de acila a-dimetilbutiril—SNAC
pode ser sintetizado quimicamente e ser adicionado ao caldo

de fermentacsdo.
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NAO E NECESSARIO QUE A LOVD INTERAJA COM A LOVF, E A LOVD
PODE CATALISAR A REAGAO DE TRANSACILACAO DE ACILA-COA E
OUTROS TRANSPORTADORES ALTERNATIVOS CONTENDO TIOL (FIGURA
S)

Os presentes requerentes examinaram em primeiro
lugar se uma acila-CoA pode ser utilizada como substrato
para a reagdo de transacilagdo. O gene ininterrupto de LovD
foi amplificado de DNA gendmico de A. terreus mediante
utilizagdo de “splice” por cromatografia PCR de extensdo de
sobreposigdo e foi inseridé_no vetor de expressdo pET28a. A
sobre-expressdao de LovD de fusdo 6xHis de terminal-N
soluvel foi realizada na cepa de E. coli BL21(DE3)/pAW31l. A
LovD foi purificada por coluna de afinidade Niquel-NTA para
obtengdo de homogeneidade (rendimento final ~ 40 mg/L). O
substrato de monacolina J (1 mM) foi preparado mediante
hidrélise de LiOH de lovastatina e foi adicionado & mistura
de reag¢ao contendo LovD pura (10 puM) e butiril-CoA (4 mM),
que € a acila-CoA disponivel comercialmente que mimetiza
melhor a cadeia lateral natural de a-dimetilbutirato. A
mistura de reagdo foi incubada a temperatura ambiente,
extraida com acetato de etila e analisada por cromatografia
HPLC e LC-MS (Figura 5).

Um composto simples mais hidrofdébico com uma
absorvéncia de UV idéntica a lovastatina foi formado na
mistura de reacdo, em combinagdo com o desaparecimento da
monacolina J (Figura 5, indicagdo a). Foi determinado que a

massa do novo composto era 391 (M+H), de acordo comA a
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adigdo de um grupo butirila a monacoliné J. A esterificacéao
seletiva do grupo hidroxila C8 da monacolina J para
obtencdo de 4 foi confirmada por espectroscopia de NMR de
prdéton (CDCls, 500 MHz). A andlise de NMR de préton de 4
(forma lactonizada) é praticamente idéntica a da
lovastatina com excecdo dos sinais alifdticos da cadeia
lateral de acila linear.. O diagnéstico H8 multiplet
(atribuido com utilizacdo de 'H-'H cosy, 'H-13c HMQC e 'H-13C
HMBC) em 4 é deslocado no campo no sentido descendente para
0 5,38, em comparacdo com 8 4,23 observado para © mesmo
prbéton na monacolina J. Isto é consistente com o efeito de
desprotegdo da substituicdo acildéxi em C8. Os prdétons H1ll e
H13 de carbonos portadores de outros grupos hidroxila foram

deslocados de & 4,71 e 8 4,38 na monacolina J para & 4,51 e

d 4,36 em 4, respectivamente.

Conforme se encontra ilustrado na Figura 5A
(indicacdo a), foi observada 87% de conversdo de monacolina
J para 4 apdés 10 horas com utilizacgdo de butiril-CoA como
doador de acila. Um estudo de decurso de tempo revelou uma
taxa de converséo aéarente de 0,18 min' (Figura 5B). A
conversao observada de 87% aproxima-se provavelmente do
equilibrio conforme é apresentado na Figura 5B. Para exame
da natureza bioguimica da conversdo de equilibrio, os
presentes requerentes realizaram ensaios para determinar se
a LovD também catalisa a reagcdo inversa de hidrdélise. De
fato, quando a lovastatina foi wutilizada como o unico

substrato, a formacdo de monacolina J foi prontamente
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detectada com valores Kcat € xp de 0,21 * 0,01 min-1 e 0,56

+ 0,05 mM, respectivamente (Figura 5C). Quando a serina de
sitio ativo putativo em LovD (Ser76) foi mutada para uma
alanina, ndo foi possivel detectar a. formacdo de 4 ou a
hidrélise de lovastatina (Figura S5A, indicacdo b).

A sintese enzimdtica de 4 confirma que a LovD
catalisa de fato a reagdo de transferéncia de acila
ilustrada na Figura 4. Adicionalmente, este resultado
indica que nd8o é necessdria uma associacgcdo direta entre
dominios de LovF e LovD para conversdo catalitica, em
contraste com o modo previamente suposto de catdlise de
LovD (vide, por exemplo, J Kennedy, K. e outros, Science,
1999, 284, 1368-1372 e C. R. Hutchinson, J. e outros,
Antonie Van Leeuwenhoek 2000, 78, 287-295). A acila-S-CoA
pode substituir a acila-S-LovF, muito embora provavelmente
com um valor ¥, significativamente mais elevado devido a

perda de intera¢des potenciais proteina-proteina.

ENSAIOS DE TRANSACILAGAO COM VARIOS SUBSTITUINTES DE ACILA
DIFERENTES DISPONIVEIS COMERCIALMENTE REVELARAM A
PREFERENCIA DA LOVD POR GRUPOS ACILA DE EXTENSAO DE CADEIA
MEDIA (C3-C6)

Os presentes requerentes realizaram ensaios para
determinagdo da toleréncia de LovD relativamente a
diferentes substituintes de acila mediante realizag¢do do
ensaio de transacilacgao com diversas acila-CoA’s

disponiveis comercialmente (Tabela 1A). Todos os ensaios
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foram realizados com 1 mM de monacolina J, 4 mM de acila-
CoA e 10 uM de LovD durante 10 horas. Os resultados dos
presentes requerentes . indicam claramente que a LovD
demonstra uma preferéncia por grupos acila de extensdo de
cadeia média (C3-C6) com a butiril-CoA constituindo o
substrato ideal de alquilacila-CoA. Surpreendentemente, a
benzoila-CoA, mais volumosa, foi um dos melhores substratos
de acila examinados, com perto de 70% de conversio de
sinvastatina para o correspondente analogo de 8-benzdéxi-
lovastatina kvalor kcat aparente = 0,16'minﬂ), A introducdo
de insaturacdo oa-B reduziu significativamente a taxa de
reagao, conforme pode ser obser%ado na acilacdo de 6% da
monacolina J na presenga de crotonila-CoA. A acetoécetila—
CoA e a PB-hidroxilbutirila-CoA foram ambas excelentes
substratos de LovD, de forma concordante com a isolacdo de
monacolina X (vide, por exemplo, A. Endo, K. e outros, J.
Antibiot, 1986, 38, 321—327) € monacolina M (vide, por
exemplo, A. Endo, K. e outros, J. Antibiot, 1986, 39, 321-
327) do hospedeiro natural, respectivamente. Entre os
substratos de CoA submetidos a ensaio, a LovD foi inativa

para malonila-CoA e palmitoila-CoA.

ENSATIOS ADICIONAIS DE TRANSACILACAO COM UM TRANSPORTADOR DE
ACILA ALTERNATIVO, ACILA-SNAC, QUE E MAIS SIMPLES DE
PREPARAR SINTETICAMENTE E PODE PENETRAR A MEMBRANA CELULAR
EM CONDIGCOES IN VIVO, REVELARAM QUE A ACILA-SNAC CONSTITUI
UM SUBSTRATO COMPETENTE PARA LOVD

Para examinar adicionalmente as especificidades de
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substrato de LovD para transportadores de acila
alternativos, particularmente aqueles que s&o mais simples
de preparar sinteticamente, e podem penetrar a membrana
celular em condig¢des in vivo, os presentes requerentes
realizaram ensaios com duas variantes de butiril-tioésteres
como substratos de LovD (Figura 5). Os tioésteres de N-
acetilcisteamina (SNAC) foram utilizados extensivamente
como sondas e precursores em estudos de bioquimica de
produtos naturais (vide, por exemplo, Auclair e outros,
Science, 1997, 277, 367-369). Foi recentemente determinado
que o metil-tioglicolato (SMTG) <constitui . um substituto
econdmico para o SNAC na bio-sintese dirigida a precursor
da eritromicina (vide, por exemplo, S. Murli, K. S. e
outros, Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71, 4503-4509). A
Figura 5 (indicag¢des ¢ e d) ilustra a conversdo de
monacolina J para 4 quando estes butiril-tioésteres foram
utilizados como doadores de acila. Tanto os tioésteres SNAC

quanto SMTG substituiram eficientemente a butirila-CoA, com

1 1

valores kcar aparentes de 0,09 mint' e 0,23 min~ (Figura
5B), respectivamente, exemplificando adicionalmente que as
interacgdes proteina-proteina entre LovD e LovF, bem como as
interagdes entre LovD e o braco de fosfopanteteina ndo sido
necessarias para transferéncia de acila. O butiril-
tioetano, entretanto, nao constituiu um substrato
competente de LovD é suportou somente 4% de conversdo de

monacolina J para 4. Similarmente, a benzoila-SNAC e a

benzoila-SMTG substituiram eficientemente a benzila-CoA,
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com valores ket aparentes de 0,12 mint' e 0,15 min™?,

respectivamente (Tabela 1A).

ENSAIO PARA SINTESE QUIMIO-ENZIMATICA IN VITRO DE
LOVASTATINA E SINVASTATINA COM UTILIZAGAO DE A-5-
METILBUTIRIL-SNAC E A-DIMETILBUTIRIL-SNAC REVELA QUE A
MONACOLINA J E CONVERTIDA EM SINVASTATINA NA PRESENCA DE
ACILA-SNAC

Os presentes requerentes sintetizaram entdo a-S-

dimetilbutiril-SNAC e o-dimetilbutiril-SNAC e realizaram
ensaios de sintese quimio-enzimatica in vitro de
lovastatina e sinvastatina, respectivamente. os resultados
encontram-se ilustrados na Figura 8 e na Tabela 1A. Foram
utilizadas amostras auténticas de lovastatina e
sinvastatina como referéncias para a detecgcdo de HPLC
(Figura 8, indicacdao a). A cadeia lateral de o—S-—-
dimetilbutirato natural constituiu surpreendentemente um

substrato mais deficiente em comparagdo com butiril-,

pentanoil-, e hexanoil-SNAC. O valor kc.t+ aparente (~ 0,04

P

min') da sintese de lovastatina & mais de 50% mais lento
que o de LovD para butiril-SNAC. Isto sugeriu que a LovD de
tipo natural ndo foi otimizada para transferéncia do
substrato ramificado. A adigcdo de um segundo substituinte
de metila a posigdo-a atenuou adicionalmente a taxa de
acilacédo, com provével atribuicdo ao aumento de impedimento
estérico da fracgcdo dimetila. Em condigdes de ensaio

convencionais, aproximadamente 10% da monacolina J foi
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convertida em sinvastatina quando foi utilizada uma o-
dimetilbutiril-SNAC como substrato (valor kcat aparente =
0,02 min™'). Foi possivel obter conversdes de equilibrio >
70% quando 100 uM de LovD e um excesso de 10 vezes de a-
dimetil-SNAC ou a-dimetil-SMTG foram adicionados & mistura

de reagdo in vitro (Figura 8, indicacdes b e c).

A LOVD, IN VITRO, PODE TRANSFERIR UMA VARIEDADE DE
SUBSTRATOS DE ACILA (NAO SOMENTE LDKS) PARA O GRUPO
HIDROXILA C8 DA MONACOLINA J PARA OBTENGAO DE UMA VARIEDADE
DE ANALOGOS DE LOVASTATINA

Para teste da especificidade de substrato da LovD
para variantes de monacolina J, os presentes requerentes

realizaram ensaios de conversdao de tetraol 7 para 8,

pravastatina {5) e huvastatina (6) (Figura 9). Foi

anteriormente demonstrado que <quando é fornecida 8-
desmetil-monacolina J a um mutante de A. terreus bloqueado
em bio-sintese de monacolina J, pode ser prontamente
isolada compactina (vide, por exemplo, J. L. Sorensen, K. e
outros, Org. Biomol. Chem. 2003, 1, 50-59). Isto indica que
possivelmente a LovD tolera substituiéﬁes na posicdo C6 do
nucleo de decalina. De fato, a LovD apresenta uma
especificidade relaxada para a substituicdo de hidroxila em
C6, e catalisa a acilagcd3o de 7 com mais eficiéncia. As
taxas de <conversdao aparentes para a sintese de 8,
pravastatina, ou huvastatina utilizando os acil-tioésteres

correspondentes foram de 0,18, 0,11, 0,03 min™?t,
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respectivamente. O tempo de retengdo da pravastatina
auténtica foi idéntico ao do composto sintetizado
enzimaticamente. A massa dos compostos recém formados foi
confirmada por LC-MS. N&o foram detectados quaisquer

produtos di-acilados na mistura de reacso.

OS DADOS IN VIVO DEMONSTRAM QUE A LOVD PODE SER UTILIZADA
PARA BIO—STNTES"E DE PREPARACAO DE ANALOGOS DE LOVASTATINA
Para demonstrar que a LovD pode ser utilizada para
bio-sintese de preparagdo de andlogos de lovastatina, os
presentes requerentes tentaram em primeiro lugar realizar a
reacdo de benzilagdo in vivo utilizando E. coli como
hospedeiro heterdlogo. A cepa de sobre-expressido de
BL21 (de3) /pAW31 foi cultivada em um frasco de agitacdo (200
mL) com um valor ODgw de 1,0, e nessa ocasiio foram
adicionados a cultura 1 mM de IPTG, 0,8 mM de monacolina J
e 4 mM de alternativamente benzoila-SNAC ou benzoila-SMTG.

A expressdo de LovD e bio~conversdo foram realizadas a 18°

a

C. A cultura foi extraida e analisada quanto & formacgdo de

8-benzoil-monacolina J. Quando suplementada com benzoila-

SNAC, foi detectada 84% de conversd3o de monacolina J no

prazo de 20 horas pdés-indugdo. O produto foi lactonizado e
purificado por uma uUnica etapa de cromatografia de silica-
gel. Os espectros de ressondncia NMR confirmaram a
benzoilagdo regioseletiva do grupo hidroxila C8 quando o
diagndéstico H8 multiplet é deslocado no sentido descendente
do campo para 8 5,61. Em contraste, fpi observado somente

40% de benzoilagdo para a cultura que foi suplementada com
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benzoila-SMTG. A benzoila-SMTG foi rapidamente degradada
por E. coli e ndo pdde ser detectado nenhum residuo no meio

de cultura apés 24 horas.

UM SUBSTRATO DE ACILA, o-DIMETILBUTIRIL-SNAC, PRODUZIU

SINVASTATINA NA PRESENCA DE LOVD PURIFICADA E MONACOLINA J
Os presentes requerentes realizaram fermentacgdao de
baixa densidade celular com o-dimetilbutiril-SNAC como
precursor para obtengdo de sinvastatina a partir de
monacolina J em uma Unica etapa de bio-sintese. Apbds dois
dias de cultura, foi observada uma conversdo de ~ 90% de
monacolina J ©para sinvastatina (vide, por exemplo,
“condigdes de fermentacdo”, listadas abaixo). O produto foi
purificado e os espectros de ressonidncia NMR de carbono e
préton foram idénticos aos do composto adquirido
comercialmente. 0 menor rendimento de producio de
sinvastatina é consistente com a taxa de conversdo mais
lenta observada in vitro, que pode ser adicionalmente
reduzida em uma concentracdo intracelular mais baixa do
precursor SNAC. Outros fatores, tal como a hidrdélise
reversivel da sinvastatina (os presehtes requerentes
oObservaram hidrdélise de sinvastatina na presenca de LovD -
o valor ke (0,02 min™!) da hidrdlise & ~ 10 vezes mais
lento que o da hidrélise de lovastatina ilustrada na Figura
5C) e a inativacdo de LovD apés fermentacdo prolongada
podem causar a conversido observada. Os presentes
requerentes prevéem que o rendimento de producdo pode ser

significativamente aperfeicoado por varios meios, tais como
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1) utilizacao de fermentagdo de alta densidade celular para
aumento da concentracdo efetiva de LovD e otimizagdo das
condi¢gdes de fermentacdo; 2) aumento das eficiéncias
cataliticas de LovD para o precursor ndo natural mediante
engenharia de proteina.

De principio a fim do presente pedido de patente
sdo feitas referéncias a diversas publicacdes. As
divulgag¢des destas publicagdes s&o aqui incorporadas na

integra a titulo de referéncia.

EXEMPLOS
Os Exemplos abaixo proporcionam métodos e materiais
ilustrativos que podem ser wutilizados na pratica das

diversas configurag¢des da invencdo aqui divulgadas.

EXEMPLO 1: CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DE LOVD
ACILTRANSFERASE ILUSTRATiVA .

Os trés éxons de LovD de A. terreus foram
amplificados individualmente do DNA gendmico de A. ferreus
e foram submetidos a “splicing” para obtencdo de uma fase
de leitura aberta continua com utilizacdo de PCR de
extensdo de sobreposigdo para “splice”. Os sitios de
restrigdo Ndel e HindIII foram introduzidos nos “primers”
externos 5’ e 3’, respectivamente. A cassete de gene foi
ligada em pET28 (Novagen) para obtencdo do constructo de
expressdo pAW31l. A cepa de E. coli BL21(DE3) transformada
com pAW31l foi cultivada em midia LB a 37° C para um valor
ODgoo de 0,5, € nessa ocasido foi adicionado & cultura 1 mM

de IPTG e a expressdo foi realizada a 18° C durante 24
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horas. As células foram colhidas por centrifugagdo, re-
suspensas em tampdo Buffer A (50 mM Tris, pH 8,0, 2 mM de
DTT, 2 mM de EDTA) e foram 1lisadas por sonicacdo. Os
detritos de células e proteinas insoluveis foram removidos
por centrifugagdo (17.000 g, 4° C, 1 hora). Foram
adicionados ao lisado clarificado 2 mL de resina de Ni-NTA
(Qiagen). A LovD foi purificada com utilizacdo de um
gradiente de etapa de tampdo A com concentracido crescente
de imidazol. Proteinas de LovD puras (> 95%) foram eluidas
em tampdo A contendo 250 mM de imidazol, tampdo substituido
por Tampéb A sem imidazol, e foram concentradas, divididas
em aliquotas e submetidas a congelamento instant&neo. As
aliquotas de ©LovD congeladas foram de utilizacdo de
instancia dUnica. Os presentes requerentes observaram um
decréscimo significativo de atividade enzimatica apébs
ciclos repetidos de congelamento—descongelamento.
EXEMPLO 2: CONDIGOES DE FERMENTAGAO ILUSTRATIVAS

Condig¢des de fermentacdo: 500 mL de cultura com
midia LB com 30 mg/L de kanamicina. Em ODgo de 1,0, as
células foram concentradas para um valor final ODgy de 5,0
e induzidas com 1 mM de IPTG. Os substratos monacolina J e
o-dimetilbutiril-SNAC foram adicionados em uma concentragao
final de 1 mM e 4 mM. Em pontos diferentes no tempo,
amostras de cultura foram colhidas, centrifugadas,
filtradas e injetadas para HPLC (20 pL). Condigdes de

extracgcdo: Quando foi alcancada a conversdo maxima, o caldo

foi acidificado para um pH de 2,0, extraido com acetato de
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etila, submetido a secagem, e re-dissolvido em tolueno. A
forma de 1lactona de monacolina J foi obtida mediante
refluxo com utilizagdo de um ‘aparelho soxhlet conforme
discutido anteriormente (vide, por exemplo, J. L. Sorensen,
K. e outros, Org. Biomol. Chem.A2003, 1, 50-59).
| Uma variedade de midias de fermentacdo tais como as
midias LB, F1 ou TB sdo bem conhecidas na técnica podendo
ser utilizadas ou adaptadas para utilizacédo com
configuragdes da invengdo aqui divulgadas incluindo midia
LB, TB e Fl. Midias adicionais especificamente adaptadas
para cultura de organismos tais como A. terreus e M.
pilosus sd@o igualmente bem conhecidas na técnica (vide, por
exemplo, Miyake e outros, Biosci. Biotechnol. Biochem.,
70(5): 1154-1159 (2006) e Hajjaj e outros, Applied and
Environmental Microbiology, 67: 2596-2602 (2001), cujos
conteudos s&o aqui incorporados a titulo de referéncia).
Uma receita tipica de caldo Luria Ber£ani (LB) é a
seguinte:
¢ 10 g de Triptona
e 5 g de Extrato de Levedura
e« 10 g de NaCl
e 1 L de agua destilada
pH para ~ 7,3-7,5.
Uma receita TB tipica é a seguinte:
e 3 g Pipes (10 mM)
e 2,2 g de CaCl2 H20 (15 mM)

e 18,6 KCl (250 mM)
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e 10,9 g de MnCl2 (55 mM)
e 1 L de &gua destilada
pPH para 6,7-6,8 com KOH
Uma midia F1 tipica pode ser encontrada na patente
norte-americana n° US 5.064.856, cujo conteudo ¢é aqui
incorporado a titulo de referéncia.
Tipicamente essas midias sé&o ésterilizadas apdés a
preparagdao mediante procedimentos tais como filtracdo ou

processamento em autoclave.

EXEMPLO 3: APERFEICOAMENTO DE BIO-CONVERSAO DE SINVASTATINA
EM ESCHERICHIA COLI MEDIANTE DELECAO DE BIOH

Este exemplo caracteriza adicionalmente o
polipeptideo de LovD codificado no agrupamento genético de
lovastatina (vide igualmente Xie e outros, (2006) Chem Biol
13: 1161-1169). A LovD catalisa a ultima etapa da bio-
sintese de lovastatina e é responsavel por transferir a
cadeia lateral de 2-metilbutirato da LovF megasintase para
O precursor bio-sintético imediato, &cido de monacolina J
(MJ) (vide, por exemplo, Kennedy e outros, (1999) Science
284: 1368-1372). Os presentes requerentes demonstraram que
a LovD apresenta uma ampla especificidade de substrato para
0 nucleo de decalina, a unidade de acila de tioéster e o
transportador de acila de tioéster. Mediante utilizacdo de
uma cepa de Escherichia coli sobre-expressando LovD e um
tioéster dimetilbutiril-S-metil mercaptopropionato (DMB-S-
MMP) permeadvel para membrana celular (Figura 13A), os

presentes requerentes desenvolveram um processo bio-
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catalitico de célula total capaz de converter &acido de MJ
em 4&acido de sinvastatina em ‘uma etapa com elevados
rendimentos (vide, por exemplo, Xie erutros, (2007) Appl
Environ Microbiol 73: 2054-2060) . O processo de fermentacgdo
pode constituir uma alternativa economicamente competitiva
para as atuais rotas de sintese.

O tioéster DBM-S-MMP é um componente integral da
bio-conversdo de sinvastatina. Este tioéster encontra-se
entre os doadores de acila mais eficientes cataliticamente
que foram examinados para a reacd3o de transferéncia de
acila, sendo simultaneamente o ménos dispendioso de
sintetizar. Uma desvantagem significativa associada a este
composto consiste na hidfélise da ligacdo metil éster em
DMB-S-MMP que produz - acido dimetilbutiril
mercaptopropiénico (DMB-S-MPA) (Figura 13). A reacdo de
hidrdélise é enzimdtica visto ndo ter sido observada nenhuma
degradag¢do na auséncia de E. coli, e é extraordinariamente
elevada durante a fermentaééo_de alta densidade celular. A
reagdo colateral ¢é indesejavel por trés motivos: 1) A
hidrélise do substrato subtrai DMB-S-MMP disponivel para a
transacilacdo catalisada por LovD, requerendo que O
tioéster seja adicionado em grande excesso molar e seja
freqlientemente reabastecido durante a fermentacdo; 2)
Devido ao fato de o DMB-S-MPA ser menos eficiente em
comparagdo com o DMB-S-MMP como doador de dimetilbutirato
(~ 10 vezes mais lenfo) {vide, por exemplo, Xie e outros,

(2007) Appl Environ Microbiol 73: 2054-2060), a acumulagdo
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do DMB-S-MPA que é mai-s soluvel pode servir como substrato
de acila competidor para LovD. Isto reduz efetivamente a
velocidade da reagdo e tem sido demonstrado in vitro com
utilizacdo de LovD purificada. Desta forma, a duragao geral
da bio-conversdao é prolongada desnecessariamente; e 3) A
fracéao adcido carboxilico de DMB-S—-MPA interfere na
purificagdo do a&cido de sinvastatina da midia de cultura na
completacéo da bio-conversio. Ambos 0os compostos
precipitam-se do caldo de cultura apdés a acidificacao da
midia e séao necéssérias etapas de separagd3o adicionais
anteriormente a cristalizagdo da sinvastatina. Muito embora
© DMB-S-MPA possa ser removido mediante lavagem do filtrado
com uma quantidade excessiva de 4&gua, uma quantidade
aprecidvel de &acido de sinvastatina é perdida durante as
etapas de 1lavagem, com um resultante decréscimo de
fecuperacéo em geral.

A eliminagcdo da indesejavel reacdo colateral de
hidrélise pode portanto aperfeicoar as caracteristicas
econdémicas do processo 5io—catalitico de célula inteira e
as etapas de purificagdo de Jjusante. O objetivo mais
imediato consiste portanto em determinar a(s) enzima(s)
responsavel(eis) pela reagdo colateral indesejavel. Neste
caso, os presentes requerentes ensinam a identificacdo de
BioH como carboxilesterase de E. coli que hidrolisa DMB-S-

MMP para DMB-S-MPA. Mediante construgdo de um derivado
AbioH da cepa de sobre-expressdo de LovD, os presentes

requerentes eliminaram totalmente a reacdo competidora e
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aperfeigoaram adicionalmente a robustez da sintese bio-

catalitica de célula inteira de acido de sinvastatina.

MATERIAIS, CEPAS E PLASMIDEOS

Foram preparados monacolina J e DMB-S-MMP conforme
foi anteriormente descrito (vide, por exemplo, Xie e
outros, (2007) Appl Environ Microbiol 73: 2054-2060). Todos
Os reagentes foram adquiridos de fontes convencionais. A
cepa BL21(DE3) [F- omp hsdSB (rB- mB-) gal dcm A(DE3)] foi
obtida da empresa Novagen. A colecdo Keio foi obtida do
National Institute of Genetics, Japdo (vide, por exemplo,
Baba e outros, (2006) Mol Syst Biol 2: 2006 0008). Os
mutantes de “knockout” de gene unico foram derivados da
cepa BW25113 {rrnB3DElacZ4787 hsdR514  DE(araBAD) 567
DE (rhaBAD) 568rph~-1]. A cepa WA837 (rB-, mB+, gal met), uma
cepa de E. coli B que é menos-restrig¢do e mais-modificacao,
foi obtida do The Coli Genetic Stock Center (CGSC) (vide,
por exemplo, Wood, W. B. (1966). J Mol Biol 16: 118-133).
Os plasmideos pAW31l(kanr) e pXK8(kanr) foram derivados de
PET28a e contém o gene de LovD de A. terreus e o gene bioH

de E. coli, respectivamente.

ENSAIO DE HIDROLISE BASEADO EM CELULA INTEIRA

Os 57 mutantes selecionados da colecao Keio
juntamente com BW25113, BL21(DE3) e BL21{(DE3)/pAW31 foram
cultivados até a saturagdo em uma placa de 96 receptéculos

profundos em 1 mL de midia LB a 37° C. Foi adicionado a

cada cultura DMB-S-MMP (5 pL) puro com uma concentracgdo



10

15

20

25

82

final de 20 mM. Apés agitagdo (20° C, 300 rpm) durante 10
horas, cada cultura foi extraida com um volume igual de
acetato de etila (EA)/1% de &cido acético (AcOH). A fase

organica foi submetida a secagem, re-dissolvida em 20 pL de

acetonitrila (CH3CN), e 1 uL foi pingado sobre uma placa de
TLC (silica gel 60 F254). As placas de TLC foram reveladas
com 20% de EA em hexano e visualizadas com iodo.

A analise dos compostos foi igualmente realizada
com HPLC com wutilizagdo de uma coluna Cl18 analitica
(Alltech Apollo 5u, 150 mm X 4,6 mm); gradiente linear: 60%
CH3CN em agua (0,1% de &cido trifluorocacético [TFA]) para
95% CH3CN em 4gua (0,1% TFA) durante 5 min, 95% CH3CN em
agua (0,1% TFA) durante 10 minutos, com uma taxa de fluxo
de 1 mL/min. Os tempos de retencdo (tR) de HPLC foram os
seguintes: forma de lactona de MJ: 3,40 min; DMB-S—-MPA:
3,82 min; DMB-S-MMP: 6,80 min; forma de lactona de
sinvastatina: 8,45 min. Tanto os &cidos de MJ quanto de
sinvastatina foram lactonizados anteriormente a andlise de

HPLC.

PURIFICAGAO DE BIOH E ENSAIO ENZIMATICO
O gene de bioH foi amplificado de DNA gendémico de
E. coli por PCR com sitios de restricdo de flanco Ndel e
EcoRI com utilizacgédo dos “primers” 57~
AACATATGAATAACATCTGGTGGCA-3’ (SEQ ID NO: 5) e 57—
AAGAATTCTACACCCTCTGCTTCAACG—3’ (SEQ ID NO: 6). A cassete de
gene foi digerida e 1ligada a pET28a para obtencao do

constructo de expressdo pXK8. A cepa BL21(DE3) de E. coli
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transférmada com pXK8 foi cultivada em midia LB a 37° C com
um ODeoo de 0,5, e nessa ocasido foi adicionado a cultura
0,1 mM de IPTG e a expressdo foi realizada a 20° C durante
16 horas. As células foram re-suspensas em tampdo Buffer A
(50 mM de Tris-HC1l, pH 8,0, 2 mM de DTT, 2 mM de EDTA) e
foram lisadas com sonicacdo. A purificagcdo de BioH foi
facilitada pelo marcador 6xHis de terminal-N e resina Ni-
NTA (Qiagen). O BioH praticamente puroc (> 95%) foi eluido
em tampdo Buffer A contendo 250 mM de imidazol, sendo o
tampdo substituido pelo tampdo Buffer A, concentrado,
dividido em aliquotas, e submetido a congelamento
instanténeo.

Os ensaios de  hidrélise foram realizados a
temperatura ambiente em 50 mM de HEPES, PH 7,9. O substrato
de tioéster DMB—S—MMP foi adicionado para concentracao
final entre 0,1 mM e 1,0 mM. Para facilitar a solubilizacéao
do DMB-S-MMP, foi adicionado DMSO para uma concentragéo
final de 10% para todas as amostraé. A reagdo foi iniciada

com a adigdo de BioH (0,01 pM) com témpera em pontos de
tempo desejados (10, 20, 30 minutos) mediante adicdo de um
volume igual de EA/1% AcOH. A fase orgéanica foi separada,
submetida a secagem, e re-dissolvida em 20 pL de ACN e
submetida a andlise por HPLC. As coﬁversées de DMB-S-MMP

para DMB-S-MPA foram quantificadas mediante integracdo dos

picos a 234 nm. A comparacdo da eficiéncia catalitica de

BioH para os trés dimetilbutiril tioésteres foi realizada

com uma concentracdo de substrato de 1 mM e uma
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concentragcdo de BioH de 10 nM.

TRANSDUGCAO DE P1

De acordo com protocolos convencionais (#ide, por
exemplo, Miller, J. H. (1992) A short course in bacterial
genetics: A laboratory manual and handbook for Escherichia
coli and related bacteria. Cold Spring Harbor, NY: Cold
Spring Harbor Press), foi utilizada transdugcdo de Pl para
construgdo do mutante de delecdo AbioH de BL21(DE3). Devido
ao sistema de restrigdo diferente entre a cepa K de E. coli
(BW25113) e a cepa B (BL21), a cepa B WA837 (rB-, mB+) foi
utilizada como hospedéiro intermedidrio para transducdo. O
marcador AbioH: : FRT-kan-FRT foi em primeiro lugar
transduzido de JW3375 para WA837 para obtencdo de YTO
(WA837 AbioH::FRT-kan-FRT). Utilizando-se BL21(DE3) como
recipiente e YTO como doador, a cepa YT1l (BL21 AbioH::FRT-

kan-FRT A(DE3)) foi construido. A cepa YT1l foi transformada
com o plasmideo auxiliar pCP20 que contém um gene FLP
induzivel termicamente e replicagéo sensivel a temperatura
(vide, por exemplo, Datsenko e outros, (2000) Proc Natl
Acad Sci U S A 97: 6640-6645; e Wanner, 2000). A remocdo do
marcador kan para obtencdo de YT2 ((BL21 AbioH::FRT A(DE3))
foi feita de acordo com procedimentos publicados (vide, por
exemplo, Datzenko e outros, (2000) Proc Natl Acad Sci U S A
97: 6640-6645; e Wanner, 2000).

Foi utilizado PCR para determinacdo das alteracgdes

genéticas de YT2. Foram atribuidos trés ‘“primers”. Os
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“primers” Bl: 5’-TGACGGCTTCGCTATCCCAT-3’ (SEQ ID NO: 7);
B2: 5'-TACACCCTCTGCTTCAACG-3’ (SEQ ID NO: 8); e B3: 5’-
GCTGGATTGTTTCGCCGATC-3’ (SEQ ID NO: 9) associam-se ao gene
de montante yhgA, a extremidade 3’ do bioH que foi deixada
intacta, e ao gene de jusante gntX, respectivamente. Os
produtos previstos para reacdo PCR com utilizagdo de DNA
gendmico de YT2 como‘gabarito sdo: B1/B2: 602 bp; B1l/B3:
1002 bp. Os produtos previstos para reagdo PCR <com
utilizacdo de DNA gendmico de BL21(DE3) como gabarito siao:
B1/B2: 1271 bp; B1/B3: 1771 bp. bs produtos de PCR

previstos foram observados para cada cepa.

BIO-CATALISE DE CELULA INTEIRA

A sintese catalitica de célula inteira de Aacido de
sinvastatina a partir de &cido de MJ e DMB-S-MMP foi
realizada conforme descrito (vide, por exemplo, Xie e
outros, (2007) Appl Environ Microbiol 73: 2054-2060). As
cepas de E. coli BL21(DE3)/pAW3l e YT2/pAW31l foram
cultivadas lado a lado para comparacdo. Uma Unica coldénia
das cepas recém-transformadas foi utilizada para inocular
uma cultura de 5 mL de LB suplementada com 35 mg/L de

kanamicina com cultura durante a noite a 37° C. Na manha
seguinte, 100 pL da cultura noturna foram inoculados em 50

mL de culturas contendo caldo de LB, midia minima de F1, e

midia de F1 suplementada com 0,15 mg/L de biotina. As taxas

de cultivo foram monitoradas mediante medicdo periédica da

leitura OD600. Quando o valor ODgyp alcancou ~ 0,5, foram

adicionados 100 pM de IPTG & cultura e foi realizada
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expressdo de LovD a 20° C durante 16 horas. Para mimetizar
condigdes de fermentagcdo de alta densidade, as células
foram concentradas 10 vezes anteriormente a adicdo de
substratos. Tipicamente, uma aliquota de 14 mL da cultura
foi trénsferida para um tubo de centrifugacdo de 15 mL e as
células foram colhidas por centrifugacido (4° C), 4000 g, 10
minutos). A pelota de células foi suavemente re-suspensa em
1316 pl do sobrenadante, com subseqgiiente adigdo de 84 ul de
uma solugdo de &cido de MJ (250 mM em H20) (concentracéao
final 15 mM). A cultura concentrada foi entao separada em
sete amostras de 200 pL e foram adicionados a cada amostra
1,2 pL. de DMB-S-MMP puro (concentragdo final ~ 25 mM). A
cultura foi entdo submetida a agitacdo a 300 rpm a
temperatura ambiente. Em cada ponto no tempo, foi realizada
uma extragdo total mediante adigdo de 10 puL de 20% SDS para
lisar as células, com subseqiiente extragido liquido-liquido
com 500 puL de EA/1% de AcOH. A fase organica foi removida,
evaporada, e re-dissolvida em 50 pL de ACN para analise de
HPLC. Para a amostra de BL21(DE3), foi adicionada uma
aliquota adicional de 1,2 uL de DMB-S-MMP apdés 12 horas

para reabastecimento dos substratos hidrolisados.

IDENTIFICAGAO DE BIOH COMO A ESTERASE DE DMB-S-MMP
Os presentes requerentes pretenderam em primeiro
lugar identificar a enzima de E. coli responsavel pela

hidrdélise observada de DMB-S-MMP para DMB-S-MPA durante a
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fermentagdo. Quando foram utilizados como substrato de
tioéster diferentes transportadores de acila tais como
dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-S—-EMP) e
dimetilbutiril-S-metil tioglicolato (DMB-S-MTG) , os
presentes requerentes observaram os correspondentes Aacidos
carboxilicos hidrolisados no caldo de fermentagdo. 1Isto
sugere que a enzima responsével é uma esterase ou hidrolase
com especificidade de substrato relaxada . para
funcionalidades éster.

Os presentes requerentes utilizaram uma abordagem
de alto rendimento para identificacao da enzima
responsavel, utilizando a biblioteca de mutantes de
“knockout” de gene Unico em-fase K-12 de E. coli (Colecgao

Keio) (vide, por exemplo, Baba e outros, (2006) Mol Syst

Biol 2: 2006 0008). Os presentes requerentes consideraram

z

que qualquer cepa mutante incapaz de hidrolisar DMB-S-MMP é
diretamente devida a delecdo de gene especifico. O exame de

anotagbes de genoma de E. coli (vide, por exemplo, Blattner

e outros, {1977) Science 277: 1453-1474) revela 23
esterases/enzimas semelhantes a esterase, 94
hidrolases/enzimas semelhantes a hidrolase, e 16
aciltransferases (133 genes candidatos no total). As

enzimas com atividades confirmadas e substratos
provavelmente envolvidoé na hidrélise de DMB-S-MMP ndo
foram examinados na primeira rodada de ensaios. A lista de
57 cepas mutantes BW25113 examinadas encontra-se ilustrada

na Tabela 2.
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Os mutantes, tipo natural de BW21113 e BL21 (DE3)
foram cultivados até a saturagdo em caldo de LB em uma
placa de 96 receptaculos. Os presentes requerentes
adicionaram 5 pL de DMB-S-MMP puro a cada cultura (1 mL) e
a placa foi agitada vigorosamente durante 10 horas
adicionais a temperatura ambiente. As culturas foram
acidificadas, extraidas com acetato de etila, e as fases
organicas foram analisadas por cromatografia de camada fina
("Thin Layer Chromatography” - TLC) com utilizacido de uma
fase mével (20% de acetato de etila em hexano) que permitiu
a separagdo de DMB-S-MMP e DMB-S-MPA (Figura 14A). Cada um
dos tipos naturais de BW25113 (pista 58) e BL21 (DE3) (pista
59) apresentou um nivel comparadvel de hidrdélise de
substraté e acumulacdo de DMB-S-MPA. Todos os mutantes
examinados apresentaram atividade hidrolitica para DMB-S-
MMP, com excegdo de AbioH (pista 56, cepa dJW3357). Esta
descoberta surpreendente sugere que o BioH (vide, por
exemplo, O’Regan e outros, (1989) Nu_cleic Acids Res 17:
8004), gque estd envolvido na bio-sintese da Dbiotina
(vitamina H) poderd ser a uUnica enzima resp‘onséVel pela
hidrélise observada in vivo. Um exame adicional com
utilizacdo de HPLC confirmou adicionalmente que o DMB-S-MPA
nao pode ser detectado no extrato orgédnico do mutante
AbioH, enquanto que aproximadamente 30% foi hidrolisado em

cepas bioH+ (Figura 14B).

CONFIRMAGAO DE PROPRIEDADES DE BIOH IN VITRO

Para comprovar que o BioH se encontra diretamente
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envolvido na hidrélise de DMB-S-MMP durante a fermentacégo,
©s presentes requerentes clonaram o gene bioH e expressaram
O mesmo como uma proteina com marcacdo N-his de BL21(DE3)
(vide, por exemplo, Tomczyk e outros, (2002) FEBS Lett 513:
299-304) . A proteina foi purificada para homogeneizagdo com
utilizagdo de cromatografia de afinidade Ni-NTA com um
rendimento final de 9 mg/L. As propriedades cataliticas de
BioH para DMB-S-MMP foram submetidas a ensaio e a magnitude
da hidrdélise foi medida por HPLC (234 nm). O BioH
apresentou cinética de Michaelis-Menten para DMB-S-MMP e os
valores kcat e xm foram determinados como sendo 260 + 45
seg-1l e 229 + 26 uM, respectivamente (Figura 15A).

As atividades de BioH para outros dimetilbutiril
tioésteres foram igualmente examinadas com utilizacdao do
ensaié de HPLC e encontram-se ilustradas na Figura 15B. Em
condigdes de reacgdo idénticas (1 mM de substrato, 10 nM de
BioH), os presentes requerentes observaram que o BioH

apresentou a maior parte da potente atividade de esterase

para DMB-S-MMP. O decréscimo de um &tomo de carbono da

extensdo de infra-estrutura de &cido carboxilico causou um
decréscimo de 2,5 vezes na taxa de hidrélise (DMB-S-MTG, ao
passo que um acréscimo do tamanho da fragdo éster para um
etil éster atenuou significativamente a taxa de hidrdlise
de substrato ({DMB-S—-EMP) . Estas observacdes sdo
consistentes com o resultado in Vivb, em que ambos 0s
substratos foram hidrolisados na presenga de células,

embora menos substancialmente que DMB-S-MMP.
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O BioH é uma enzima essencialtna bio-sintese de
biotina em E. coli (vide, por exemplo, Lemoine e outros,
(1996) Mol Microbiol 19: 645-647). Foi proposto que o BioH
seja responsavel pela sintese de pimeloil-CoA (vide, por
exemplo, Guillen-Navarro e outros, (2005) FEMS Microbiol
Lett 246: 159-165), porém sua funcdo bioquimica exata nao
foi confirmada. Interessantemente, a estrutura cristalina
de BioH de E. coli foi determinada com uma resolugdo de 1,7
A em um esfor¢o para prevef a fungdo de proteina de
caracteristicas estruturais (vide, por exemplo, Sanishvili
€ outros, (2003) J Biol Chem 278: 26039—26045). Uma analise
estrutural de alto rendimento desvendou uma triade
catalitica em BioH que ¢é igualmente encontrada em
hidrolases conhecidas, o que apontou a possibilidade de o
BioH possuir atividade hidrolitica. Ensaios com utilizaciao
de ééteres de p-nitrofenol demonstraram que o BioH
apresenta atividades de carboxilesterase com preferéncia
para ésteres de A&cidos graxos de cadeia curta (vide, por
exemplo, Sanishvili e outros, (2003) J Biol <Chem 278:
26039-26045). O trabalho dos presentes requerentes, tanto
in vivo quanto in vitro, elabora adicionalmente as
propriedades bioquimicas do BioH e demonstra gque a enzima
tem uma especificidade de substrato muitd ampla para
fragdes éster. Em contraste, © BioH nado apresentou
atividades de tioesterase para a ligacdo tioéster presente
nos substratos analisados neste trabalho. Ndo foi observada

degradagdo adicional dos &cidos de tioésteres hidrolisados.
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CONSTRUGAO DE MUTANTE ABIOH YT2 DE BL21 (DE3)

Apdés identificacdo e confirmagcdo de BioH como a
enzima responsdvel pela hidrélise de DMB-S-MMP durante a
fermentagdo, ficou evidente que uma cepa de E. coli
deficiente em BioH deveria ser utilizada como hospedeiro
para a Dbio-sintese de <célula inteira de 4cido de
sinvastatina. Os presenﬁes requerentes construiram diversos
vetores de expressdo de LovD que ndo requerem a polimerase
T7 e transformaram os mesmos em JW3357. A avaliacdo das
taxas de bio-conversdo de 4&cido de sinvastatina nestas
cepas demonstraram que a atividade de LovD é
significativamente menor que a de BL21(DE3)/pAW3l. As
velocidades de reagdo mais lentas sdo substancialmente
atribuidas ao niveis de expressido reduzidos de LovD nestas
combinagdes de hospedeiro/vetor, conforme foi determinado
por anéalise SDS-PAGE. Como resuiltado, os presentes
requerentes concluiram que é necessério um derivado AbioH
de BL21(DE3) para obtencdo de taxas de conversio maximas,
com simulténea eliminagdo de hidrdélise de substrato.

Cada um dos mutantes de “knockout” de gene uUnico da
Colecdo Keio continha um gene de resisténcia a kanamicina
ao invés do gene alvo (vide, por exemplo, Baba e outros,
(2006) Mol Syst Biol 2: 2006 0008). O marcador é flanqueado
por sitios FRT que facilitam a remo¢do do marcador pela
enzima FLP.‘OS presentes requerentes utilizaram transducéao

de Pl para deslocar o marcador AbioH::FRT-kan-FRT de JW3357

para BL21(DE3). Devido as diferencas de restric3o entre a
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cepa K doadora e a cepa B recipiente, os presentes
requerentes utilizaram WA837 de E. coli (menos-restriciao,
mais-modificacdo) como hospedeiro intermedidrio para
transdugdo de Pl (vide, por exemplo, Dien e outros, (2001)
J Ind Microbiol Biotechnol 27: 259-264). Apds transplante
do marcador para BL21(DE3) para obtengcdo de YT1, o)
plasmideo auxiliar pCP20 que contém um replicon sensivel a
temperatura e um gene de FLP induzivel termicamente (vide,
por exemplo, Datsenko e outros, (2000) Proc Natl Acad Sci U
S -A 97: 6640-6645; e Wanner, 2000), foi utilizado para
remogao .do gene de kan para obtengdo de YT2 (BL21(DE3)
AbioH::FRT). Uma andlise de PCR com utilizagdo de “primers”
com associagdo as regides de montante e de jusante
confirmou a delecdo de bioH, bem como a remog¢ao do marcador
kan (dados ndo ilustrados).

O YT2 foi entdo cultivado em midia LB e foi
realizado o ensaio de hidrélise de DMB-S-MMP. Conforme
previsto, a nova cepa ndo catalisou nenhuma hidrélise
detectavel do tioéster e nd3o pdde ser encontrado nenhum
residuo de DMB-S-MPA no caldo de cultura. O DMB-S-MMP pode
ser recuperado quase quantitativamente da cultura saturada
que foi cultivada durante > 24 horas, reassegurando que o
substrato pode permanecer intacto durante uma fermentacao

prolongada com utilizacdo desta cepa.

BIOCATALISE DE CELULA INTEIRA UTILIZANDO YT2

Os presentes requerentes examinaram em primeiro

'lugar a viabilidade de YT2 como hospedeiro para a sintese
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bio-catalitica de célula inteira de A&cido de sinvastatina.
O plasmideo de expressido pAW3l foi transformado em YT2
através de eletroporacdo para obtencdo de YT2/pAW31l. Foram
individualmente cultivados BL21 (DE3) /pAW31l e YT2/pAW31l para
ODgoo de 0,5, com subseqiiente inducdo de sintese de proteina
com 100 pM de IPTG a 20° C durante até 16 horas. As duas
cepas apresentaram cinéticas de crescimento idénticas
quando foi utilizada midia LB, alcang¢ando o mesmo valor
OD6oo (3,9 ~ 4,0) ao final do periodo de expressdo de
proteina. Quando foi utilizada midia minima Fl, as duas
Cépas cresceram comparavelmente antes da indugdo (Figura
16A) . Em contraste, o YT2/pAW3l cresceu consideravelmente
mais devagar que o BL21(DE3) /pAW31 em midia sem
suplementacdo de biotina apés a indug¢do. A densidade
celular pés-indugdo para a cepa mutante foi de ~ 60% da
cepa parental. Os presentes requerentes atribuiram a taxa
de crescimento retardada a incapacidade do YT2/pAW31l para
sintetizar biotina e suportar um crescimento robusto de
células na midia minima. Quando a 'cepa YT2/pAW31 foi
cultivada em midia ¥Fl suplementada com 0,15 mg/L de
biotina, a cinética de crescimento da cepa mutante niao foi
distinta da cinética de BL21(DE3)/pAW31.

Os presentes requerentes compararam entdo a
eficiéncia de YT2/pAW31l com BL21(DE3)/pAW31 no ensaio
celular inteiro. Ambas as cepas foram cultivadas em midia
IB e foram concentradas dez vezes para mimetizarem um

ambiente de densidade celular elevada apdés 12 horas de
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expressdo de LovD. Foram adicionados &cido de MJ e DMB-S-—
MMP para concentragdes finais de 15 mM e 25 mM
respectivamente, para inicio da bio-conversido. A Figura 16B
mostra que o YT2/pAW31 foi significativamente mais
eficiente no ensaio em. resultado da delecdo de bioH. A
conversao completa (> 99%) foi observada para a cepa
mutante em menos de 12 horas de incubac3o sem sinais de
hidrélise de DMB-S-MMP. Em contraste, o BL21(DE3) /pAW31
obteve a mesma conversao em 24 horas, requerendo
simultaneamente adigio de mais 25 mM de DMB-S-MMP durante a
fermentacdo como resultado da hidrélise do substrato.
Durante a faixa 1linear da reégéo, o YT2/pAW31l sintetizou
acido de sinvastatina a uma taxa de 1,5 mM/hora, -
significativamente maior que a taxa de 0,75 mM/hora medida
para BLZ1(DE3)/pAW3l (vide, por exemplo, Xie e outros,
(2007) Appl Environ Microbiol 73: 2054-2060) . Com
utilizagdo de YT2/pAW31l, os presentes requerentes foram
igualmente capazes de reduzir a concentracdo minima de DMB-
S-MMP necessaria para levar a reacdo até o final. A
conversdo completa para 4&acido de sinvastatina pode ser
obtida com taxas idénticas com uma razdo molar inicial de
DMB-S-MMP (18 mM) para acido de MJ (15 mM) t&o baixa quanto
1,2.

A melhoria da taxa é substancialmente devida ao
acréscimo de concentracéao intracelular de DMB-S-MMP na
auséncia de BioH. Com base nos estudos in vitro, os

presentes requerentes demonstraram que o bioH hidrolisa
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DMB-S-MMP com extrema rapidez. Desta forma, mesmo em baixas
concentragdes intracelulares de BioH, a reacdo de hidrdélise
de substrato pode competir para o conjunto de substratos
que se encontram presentes no citoplasma. A manutencao de
uma concentragdo intracelular elevada de DMB-S-MMP &
critica, particularmente considerando que a LovD pode
catalisar a reagdo reversivel em que o 4&cido de
sinvastatina pode ser hidrolisado para &cido de MJ na
auséncia de doadores de tioéster de acila (vide, por
exemplo, Xie e outros, (2006) Chem Biol 13: 1161-1169).

A purificagdo do &cido de sinvastatina apés bio-
conversao foi igualmente aperfeigoada conforme é
demonstrado mediante realizacdo de uma fermentacdo de
eécala aumentada de YT2/pAW31 (200 mL, 15 mM de MJ, 18 mM
de DMB-S-MMP). Apds confirmacdo da conversio completa de
acido de MJ para acido de sinvastatina mediante utilizacdo
de anédlise HPLC (Figura 17, indicacdo a), a combinacdo de
caldo de fermentagdo e extrato de células foi lavada com
hexano, acidificada com 6 M de HCl e filtrada para colheita
do a&acido de sinvastatina precipitado (indicacdo b). Apéds
lavagem da torta de filtragem com 1 volume de dH20, o acido
de sinvastatina foi solubilizado em ACN, filtrado e
analisado por HPLC (indicag¢do c¢). Ndo foram necesséarias
etapas de lavagem adicionais para remogdo do DMB-S-MPA que
se encontrava presente no BL21(DE3)/pAW31l. A recuperagdo
final de 4&cido de sinvastatina com utilizacdo desta

abordagem foi de 94%.
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CONCLUSAO

Conforme foi ilustrado acima, os presentes
requerentes utilizaram uma biblioteca de “knockout” de gene
Gnico Keio para identificacdo BioH como a carboxilesterase
que hidrolisa DMB-S-MMP durante a conversao bio-catalitica
de célula inteira de A&acido de sinvastatina a partir de
dcido de MJ. O BioH apresenta taxas- de hidrdélise muito
rapidas, esgotando a concentragao intracelular de DMB-S-MMP
disponivel como doador de acila na transesterificacgéao
catalisada por LovD. Utilizando a cepa YT2 de expressao de
bioH, os presentes requerentes puderam eliminar
completamente a degradagdo de DMB-S-MMP e aumentar
significativamente a robustez do biocatalisador de célula
inteira. Esta cepa pode constituir um hospedeiro util em
outras aplicacdes de bio-catalise e bio-sintese orientadas
a precursor gquando um ou mais substratos utilizados contém
uma ligacdo éster labil (vide, por exemplo, Murli e outros,

(2005) Appl Environ Microbiol 71: 4503-4509) .

EXEMPLO 4 SINTESE EFICIENTE DE SINVASTATINA UTILIZANDO
BIOCATALISE DE CELULA INTEIRA

Este exemplo descreve um processo bio-catalitico de
célula inteira, de uma etapa, para sintese de sinvastatina
a partir de monacolina J. Conforme é discutido
detalhadamente mais abaixo, utilizando uma cepa de
Escherichia coli sob-expressando LovD de A terreus, OS
presentes requerentes puderam alcangar uma conversdo de >

993 de monacolina J para sinvastatina sem utilizacdo de
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" guaisquer etapas quimicas de protegdo. Uma descoberta

fundamental consistiu em um substratQ com permeabilidade
para membrana, o-dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato
(DMB-S-MMP), que foi utilizado com efici&ncia pela LovD
como doador de acila. O processo foi aumentado em escala
para sintese de sinvastatina em uma escala em gramas. Os
presentes reqﬁerentes também demonstram que a sinvastatina
sintetizada por este método pode ser prontamente purificada
do caldo de fermentacgdo com > 90% de recuperacdo e > 98% de
pureza conforme determinados por HPLC. Foi igualmente
examinada a bio-conversdo com utilizagdo de fermentagao de
alimentacdo em lotes, de elevada densidade celular. A bio-
catidlise de célula inteira pode constituir portanto uma
alternativa atraente para as atuais transformagdes semi-
sintéticas de miltiplas etapas.

Atualmente, dois processos semi-sintéticos (vide,
por exemplo, Askin e outros, 1991, J. Org. Chem. 56; e
Hoffman e outros, 1986 J Med Chem 29: 849-52) sao
amplamente utilizados para sintese de sinvastatina a partir
de 1lovastatina (Figura 18). Um processo adaptado comum
(vide, por exemplo, Hoffman e outros, 1986 J Med Chem 29:
849-52) comeca com a hidrélise da lovastatina para obtengéao
do principal intermedidrio monacolina J, seqguida pela
lactonizacdo do acido para protegdo do grupo hidroxila C11,
e protecdo de trimetilsililagédo da hidroxila Cl1l3. A
monacolina J protegida é entéao submetida a acilagao por

cloreto de o-dimetilbutiril para obtencdo da forma



10

15

20

25

98

protegida de sinvastatina, que é subseqientemente
desprotegida para obtengdo de sinvastatina. Ambos o©s
processos de multiplas etapas ilustrados na Figura 18 séo
laboriosos, contribuindo assim para o fato de a
sinvastatina ser quase cinco vezes mais dispendiosa que a
lovastatina. Desta forma, um novo esguema semi-sintético
capaz de reduzir o numero de transformagdes quimicas e
aumentar a eficiéncia em geral da conversdo podera ter uma
utilidade significativa.

Os presentes requerentes descreveram anteriormente
a clonagem e caracterizagdo de uma aciltransferase dedicada
do agrupamento genético bio-sintético de lovastatina que
transfere regioseletivamente o grupo o-metilbutiril da
lovastatina dicetideo sintase (LDKS) para o grupo hidroxila
C8 da monacolina J para obtengdo de lovastatina (vide, por
exemplo, Xie e outros, 2006, Chem Biol 13: 1161-1169). Os
presentes requerentes demonstraram gque a LovD tem uma
especificidade de substrato ampla para o transportador de
acila, o grupo acila e o nucleo de decalina. Mais
notavelmente, a LovD foi capaz de catalisar a acilacgéao
direta da monacolina J por uma o-dimetilbutiril-S-N-
acetilcisteamina (DMB-S-NAC) para obtencgdo de sinvastatina.
A reacdo ¢é altamente regioespecifica para Ao 4lcool C8
apenas, e constitui portanto um potencial processo de uma
etapa para produgdo de sinvastatina a partir de monacolina
J sem emprego de quimica protetora.

Neste Exemplo, descrevemos O desenvolvimento de um
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processo bio-catalitico de célula inteira <capaz de
converter monacolina J em sinvastatina de uma forma
altamente eficiente. Utilizando um novo tioéster como
doador de acila, os presentes requerentes puderam obter uma
conversdo > 99% de sinvastatina a partir de monacolina J em
uma unica etapa. O processo de fermentacdo pode facilmente
ter sua escala aumentada para produgdo de sinvastatina com

rendimento de escala industrial.

SINTESE DE a—DIMETILBUTIRIL—S—METIL 3-MERCAPTOPROPIONATO
(DMB-S-MMP) :

Cloreto de dimetilbutiril (1,76 mL, 12 mmol) foi
adicionado lentamente a uma solugdo de 50 mL dé metil-3-
mercaptopropionato (1,30 mL, 12 mmmol)> e trietilamina
(3,340 mL, 24 mmol) em dietil éter a 0° C e a solugdo foi
submetida a agitacdo durante 2 hdras. A reacdo foi
temperada com NH4Cl aquoso e foi extraida duas vezes com
100 mL de acetato de etila. A camada orgénica é combinada,
submetida a secagem e evaporada para obtengdo de um liquido
incolor (2,6 g).'O residuo foi purificado com cromatografia
de silica—gei (EA/hexano, 20/80) para obtengdo de DMB-S-MMP
puro (2,25 g, 90% de rendimento). 1H NMR: & 3,87 (s, 3H),
3,09 (t, 2H, 7,1 Hz), 2,58 (t, 2H, 7,0 Hz), 1,59 (q, 2H,
7,5 Hz), 1,18 (s, 6H), 0,83 (t, 3H, 7,4 Hz), 13C NMR: S
206,16, 172,26, 51,81, 50,04, 34,38, 33,73, 24,71, 23,60,

8,92.

ENSATIO CINETICO DE ENSAIO DE LOVD:
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A expresséo e purificagédo de LovD foram
anteriormente descritas detalhadamente (vide, por exemplo,
Xie e outros, 2006, Chem Biol 13: 1161-1169). Os ensaios
foram realizados & temperatura ambiente em 50 mM de HEPES,
pH 7,9. As velocidades iniciais (ki) dos substratos de
acila foram determinadas _com 10 pyM de LovD, 1 mM de
monacolina J e 4 mM do tioéster. A mistura de reagdo em
diferentes pontos no tempo foi temperada por acido
trifluoroacético (TFA), extraida com acetato de etila,
evaporada até secar e re-dissolvida em .ac-etonitrilo. A
porcentagem de conversdo de monacolina J para sinvastatina
foi determinada por analise de cromatografia HPLC (C18). A
faixa limiar da taxa de conversdo é relatada como ki na
Tabela 1B. Para determinac¢do. do valor xm de DMB-S-MMP, a
concentracdo de monacolina J tem um valor fixo de 2 mM,
enquanto que a concentragido de DMB-S-MMP foi variada de 0,2
mM até 10 mM. Foi adicionado DMSO até uma concentragao
final de 5% para facilitar a solubilizacdo do DMB-S-MMP.
Para obtencdo do valor xm da monacolina J, a concentracgdo
de DMB-S-MMP tem um valor fixo de 2 mM, enquanto dque a
concentragdo de monacolina J foi variada de 0,2 mM até 5

ENSAIO DE ATIVIDADE DE LISADO DE CELULA INTEIRA
Foi utilizado um ensaio de lisado de ceélula inteira
para determinagdo do nivel de atividade de LovD em

diferentes condicdes de fermentagcdo. Por exemplo, a cepa
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BL21(DE3) de E. coli transformada com pAW31l foi cultivada
em midia LB a 37° C com uﬁ valor OD600 de 0,5, e nessa
ocasido foram adicionadas a cultura 100 puM de IPTG e a
expressdo foi realizada a temperatura ambiente (“Room
Temperature” - RT) durante 16 horas. Foi entdo colhida por
centrifugacdo (4000 g, 20 minutos) uma aliquota de 70 ml da
cultura. O sobrenadante foi removido, e a pelota de células
foi re-suspensa em 7 ml de tampdo de lise (20 mM de tris-
HCl, pH 7,9, 500 mM de NaCl). As células foram lisadas por
sonicacdo em gelo e os detritos de células foram removidos
por centrifugacdo (13.000 rpm, 10 minutos, 4° C). O lisado
foi entdo adicionado diretamente ao ensaio in vitro.

Condicdo final do ensaio: 50 mM de HEPES, pH 7,9, 1 mM de

' monacolina J, 4 mM de DMB-S-MMP, 5 pl de lisado de células,

25 pl de volume final. A concentragdo efetiva de LovD no
caldo de fermentacdo foi entdo calculada da velocidade

inicial utilizando-se 0,6 min-1 como taxa de conversao.

FERMENTACAO DE BAIXA DENSIDADE

A cepa de E. coli BL21(DE3)/pAW31l foi cultivada em
midia LB a 37° C com um valor OD600 de 0,5, e nessa ocasiao
foram adicionadas & cultura 100 puM de IPTG e a expressao
foi realizada a temperatura ambiente (RT) durante 16 horas.
Uma cultura de 10 ml foi transferida para um tubo de
centrifugacgédo ‘de 15 mL. As células foram colhidas por
centrifugacdo (4000 g, 10 minutos). A pelota de células foi

re-suspensa em 957 pl do sobrenadante. O pH foi ajustado
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para pH 7,9 com 1,0 N de NaOH, com subseqiiente adigdo de 33
pl de MJ a 450 mM (concentragdo final 15 mM) e 6 pl de DMB-
S-MMP puro (concentracdo final ~ 25 mM). A cultura foi
entdo submetida a agitagdo a 300 rpm a temperatura
ambiente. Em cada ponto no tempo foi removida uma aliquota
de 4 pl da mistura de reagdo, temperada em 300 pl de
acetato de etila contendo 1% de TFA. A fase orgénica foi
removida, evaporada, e re-dissolvida em acetonitrilo para
agélise de cromatografia HPLC.

Para sintese de sinvastatina em maior escala, o0
procedimento acima teve sua escala aumentada com inicio com
uma cultura da cepa de E. coli BL21(DE3)/pAW31 em um frasco
de agitacdo de 2x1L. Apds 16 horas de expressdo com

temperatura RT, o volume da cultura foi concentrado para

200 mL para um valor final OD600 de 22. Monacolina J (forma

de sal de sédio) e DMB-S-MMP foram adicionados para uma
concentracdo final de 15 mM e 25 mM, respectivamente. As
células foram agitadas & temperatura ambiente e foi
ufilizada cromatografia HPLC para monitoragdo do progresso
da reacdo. Para purificac¢do da sinvastatina da fermentacgao
apés a reagdo ter sido completada (> 99% de conversao
conforme a avaliagéo feita com cromatografia HPLC), foi
utilizado o procedimento descrito a seguir. AsS células
foram removidas por centrifugacéo. A sinvastatina
intracelular foi extraida mediante agitagdo da pelota de
células em acetona. A acetona foi entdo removida sob

pressdo reduzida e o residuo foi dissolvido em dH20 e
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filtrado. O filtrado e o caldo de fermentagdo transparente
foram combinados, lavados duas vezes com volume igual de n-
hexano, e acidificados para pH 2,0 com ©6N HCl. O
precipitado branco foi recuperado por filtracdo e foi
lavado excessivamente com dH20 gelada para remocido do DMB-
S—-MPA co—precipitado. Apbés secagem da torta de filtracgao
sob vacuo, os sbélidos foram agitados em 200 mL de
acetonitrilo durante 1 hora, com subseqiente filtragdao para
remocdo de materiais insoltveis. O filtrado foi evaporado
até secar sob pressdo reduzida para obtengéo da forma acida

de sinvastatina.

FERMENTACAO DE ALIMENTAGAO EM LOTES DE Fl1 DE ALTA DENSIDADE

A fermentacdo de alimentagdo em lotes de Fl1 e
composicdo de midia foram adotados das técnicas de Pfeifer
e outros (vide, por exemplo, Pfeifer e outros, 2002, Appl
Environ Microbiol 68:3287-92). Os presentes requerentes
excluiram a solucép de vitamina tanto da midia de
fermentacdo quanto da midia de alimentagdo. Uma cultura
inicial foi cultivada durante a noite em 5 ml de midia LB
(com 35 mg/L de kanamicina) a 37° C e 250 rpm e foi
utilizado 1 mlL para inocular um frasco de agitagdo de 100
ml de semeadura com midia Fl1 (com 35 mg/L de kanamicina).
Foram utilizados 10 mL da cultura de semeadura de Fl1 para
inocular um recipiente Applikon Biobundle de 2 1litros
contendo 1 I de midia F1. Foi realizada fermentagdo a 37° C
e o pH foi mantido em 7,1 durante todo o experimento com 1

M de H2SO4 e NH40H semi-concentrado. A aeragdo foi
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controlada a 0,2 até 0,4 L/min e a agitagdo foi mantida a
900 rpm. Quando a leitura OD600 alcangou um valor entre 5 e
10, a temperatura da fermentacdo foi reduzida para RT, com
subseqliente adig¢do de 200 uM de IPTG para indugdo de
expressao de proteina. Simultaneamente, uma bomba
peristéaltica forneceu 0,08 mL/min da sélucéo de alimentacédo
para o fermentador.

Os valores efetivos de atividade e concentracgdo de
LovD em diferentes estdgios da fermentagdo foram medidos
conforme descrito acima. Para preparagédo de células em
repouso para estudos de bio-conversdo, as células foram
centrifugadas a 5000 g durante 10 minutos, com subseqiente
re-suspensdo suave no mesmo volume de tampao PBS, pH 7,4.
Foram entdo adicionados monacolina J e DMB-S-MMP as
aliquotas de células para inicio da sintese de

sinvastatina.

RESULTADOS

IDENTIFICACAO DE UM DOADOR DE ACILA CINETICAMENTE SUPERIOR

Foi anteriormente demonstrado que a LovD pode
utilizar tioésteres permeadores de membrana como doadores
de acila na reacdo de transesterificagdo (vide, por
exemplo, Xie e outros, 2006, Chem Biol 13: 1161—11695. Foi
constatado que tanto DMB-S-NAC quanto DMB-S-MTG (Tabela 1B)
sdo substratos de LovD. Os dois substratos, entretanto,
proporcionaram conversdes deficientes na sintese de

sinvastatina, com +valores ki aparentes de ~ 0,02 por

" minuto. Adicionalmente, quando qualquer um dos substrato é
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utilizado, a reagdo sofre uma grave inibicdo de substrato
com concentragdes crescentes de monacolina J. Desta forma,
a principal prioridade no desenvolvimento de LovD para
obtengdo de um catalisador industrialmente util para a
quimio-bio-sintese de sinvastatina consiste na
identificagdo de melhores substratos que possam superar
estas duas limitacgodes.

Os presentes requerentes sintetizaram diversas
variantes adicionais de DMB-S-MTG e realizaram ensaios
quanto a propriedades cataliticas in vitro. Foram
individualmente sintetizados DMB-S-metil mercaptopropionato
(DMB-S-MMP) , DMB-S-etil mercaptopropipnato (DMB-S-EMP) e
DMB-S-metil mercaptobutirato (DMB-S-MMB) mediante reacdo de
cloreto de o-dimetilbutiril com os correépondentes tidis
livres. As taxas de convers&o iniciais s3o comparadas na
Tabela 1B. Surpreendentemente, o aumento da extensdo do
transportador de tioéster em um carbono (de C2 em S-MTG
para C3 em S-MMP e S-EMP) aumentou significativamente a
taxa de conversdo da reagdo. A insercdo de um carbono
adicional em S-MMB (C4) produziu como resultado um aumento
adicional da taxa de transesterificacdo. Na condigdo de
reagdo padrédo (1 mM de MJ, 4 mM de substrato de acila, 10
uM de LovD, 50 mM de HEPES, pH 7,9), és taxas de conversao
iniciais de esterificagdo sao 0,6, 0,7, 0,78 min-1 para
DMB-S-MMP, DMB-S-EMP e DMB-S-MMB respectivamente. Os
aumentos de > 30 vezes nas taxas refletem que a posicgéo

relativa dos grupos carbonila com relagdo a 1ligagéado
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tioéster ¢é critica para 1ligacdo & LovD. Em contraste,
quando foi utilizado DMB-S-MPA como doador de acila, a taxa
de conversédo inicial decresceu significativamente para 0,08
por minuto, indicando que o &cido livre (provavelmente um
sal de sédio) se liga deficientemente ao sitio ativo de
LovD.

Os presentes requerentes selecionaram DMB-S-MMP
como o tioéster de acila mais adequado para bio-catalise
devido ao fato de e} tiol | precursor (metil
mercaptopropionato) ser significativamente menos
dispendioso que outros materiais de partida. Os parémetros
cinéticos da reag¢do de acilacdo quando foi utilizado DMB-S-
MMP como doador de acila foram determinados e encontram-se
ilustrados na Figura 19. Para obtencdo dos valores km de
cada substrato na reagdo de transacilacdo, os presentes
requerentes fixaram a concentragcdo de um substrato,
simultaneamente variando a concentracdo do outro substrato
para obtengdo de uma curva de cinética de Michaelis-Menten.
A Figura 19A ilustra a taxa de conversdo da reacdo (V/Eo)
como fungdo de concentracdo de monacolina J. Em contraste

com substratos anteriormente ensaiados, ndo foi observada
inibigd&o de substrato por monacolina J e o valor xm foi
determinado como sendo 0,78 #* 0,12 mM. A taxa de conversao

de LovD em quantidades variaveis de DMB-S-MMP é

similarmente determinada fixando-se a <concentracdo de

monacolina J em 2 mM (Figura 19B). O valor km de DMB-S-MMP

é ilustrado como sendo 0,67 * 0,04 mM. Em ambas as
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titﬁlagées o valor kcat da reagdo foi determinado como
sendo 0,66 + 0,03 min-1. A andlise cinética realizada pelos
presentes requerentes demonstra claramente que o DMB-S-MMP
€ um substrato cineticamente superior em comparacdo com
tioésteres anteriormente relatados. O nivel de inibicdo de
substrato em uma reagdo Ping Pong Bi Bi depende do valor

relativo «xm dos dois substratos.i Quando DMB-S-MMP é

utilizado como substrato de acila, seu valor Km
relativamente mais baixo permite que o mesmo se ligue a
LovD prontamente e nao seja portanto inibido por
concentragdes crescentes de monacolina J. Esta importante

propriedade permite portanto o desenvolvimento de um

processo bio-catalitico em lotes em contraste com um

processo de alimentagdo em lotes em que & necessario
fornecer continuamente a monacolina ;J para manter sua
concentragdo baixa e minimizar a inibicdo de substrato.

Os presentes requerentes observaram anteriormente
que a acila-S-MTG era rapidamente hidrolisada quando
adicionada a uma reag¢do de caldo de fermentacdo de E. coli
(vide, por exemplo, Xie e outros, 2006, Chem Biol 13: 1161-
1169). Para testar a estabilidade do doador de acila agora
identificado em condig¢des in vivo, foi adicionado DMB-S-MMP
puro a midia LB inoculada com células de E. coli BL21(DE3)

e a <cultura foi cultivada a 37° C durante a noite (16

o

horas). Foi observada uma degradag¢do de ~ 20% do substrato
para um  composto predominantemente mais polar. Em

comparagao com compostos conhecidos utilizando
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cromatografia HPLC, os presentes requérentes identificaram
o principal produto de degradagdo como sendo DMB-S-MPA, que
pode surgir através‘ da agcdo de lipases de E. coli
enddgenas. Os presentes requerentes concluiram que quando o
DMB-S-MMP € fornecido em excesso para a reacdo em lotes, a
baixa degradag¢do ndo limitard a bio-conversdo de monacolina

J para sinvastatina.

BIO-CATALISE DE CELULA INTEIRA

Equipados com o significativamente mais eficiente
tioéster DMB-S-MMP, os presentes requerentes estudaram a
conversao de monacolina J para sinvastatina utilizando E.
coli como um bio-catalisador de célula inteira. Uma cepa
BL21(DE3) transformada com o plasmideo de expressdao pAW3l
derivadé de pET28a foi utilizada como hospedeiro
microbiano. A expressido de LovD foi realizada durante 16
horas a temperatura ambiente e o nivel de expressdo foi
visualizado com SDS-PAGE. Para quantificagdo da quantidade
ativa de LovD expressada em diferentes condig¢des de cultura
e midias, os presentes requerentes empregaram um ensaio de
atividade em que o lisado de célula inteira foi diretamente
adicionado a um ensaio de reacéo‘ contendo 1 mM de
monacolina J, 4 mM de DMB-S-MMP em 50 mM de HEPES, pH 7,9.
A conversdo de monacolina J para sinvastatina foi
quantificada por cromatografia HPLC e a concentracédo
aparente de LovD foi estimada com utilizag¢do do valor ki de
0,6 min-1 (Tabela 1B). Em condig¢des de baixa densidade de

células, a expressdo de LovD é gquase trés vezes maior com



10

15

20

25

109

midia LB do que com midia minima F1 (Tabela 3).

Os presentes requerentes testaram entdo a quimio-
bio-sintese de sinvastatina em midia LB. Apds expressdo de
LovD durante a noite, uma aliquota de 10 mlL das células foi
concentrada dez vezes para 1 mL em LB. A etapa de
concentracgdo foi realizada para obtencdo de um ambiente de
alta densidade celular mimetizando condig¢des de fermentacgédo
e para obtencdo de uma concentracdo efetiva mais elevada de
LovD (concentracdo final de aproximadamente 20 uM). A forma
de sal de sédio de monacolina J foi adicionada para uma
concentracao final de 15 mM (de um material de 450 mM em
agua) e foi adicionado DMB-S-MMP puro para um concentrado
final de 25 mM. A mistura de reagdo foi entdo agitada
vigorosamente a temperafura ambiente. Foram tomados
periodicamente pontos no tempo para verificacgdo da
conversao de monacolina J em sinvastatina (Figura 20A).

Conforme se encontra ilustrado na Fig. 20B, a
cultura simples de baizxa densidadev-de BL21 (DE3) /pAW31
constituiu um bio-catalisador robusto de célula inteira
para sintese de sinvastatina. Uma fase de intervalo inicial
de 2 horas foi observada no inicio da adigdo dos dois
substratos, seguida por uma rapida conversdo com uma
velocidade de reacdo linear de ~ 0,73 nm por hora. A taxa
de reacdo torna-se mais lenta em conversdes mais elevadas
(> 95%) em resultado do esgotamento de monacolina J. Em 24
horas, 99% da monacolina J foi convertida em sinvastatina.

Com base na andlise de <cromatografia HPLC, nao foi
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observada degradagdo de monacolina J nem de sinvastatina
por metabolismo celular. Os presentes requerentes
observaram uma reducdo de ~ 20% nas leituras OD600 da
cultura apdés 24 horas, sugerindo que o processo de célula
inteira pode ser mantido para catalise prolongada.

Os presentes requerentes relataram que a LovD &
capaz de hidrolisar lovastatina para monacolina J in vitro
com um valor kcat de 0,21 min-1 de reacéao (vide, por
exemplo, Xie e outros, 2006, Chem Biol 13: 1161-1169) . Para
examinar se € possivel acoplar a etapa de hidrdélise a etapa
de acilagdo em uma uUnica etapa de fermentacdo, os presentes
requerentes ensaiaram a taxa de hidrélise de lovastatina
por BL21(DE3) /pAW31l. Nas mesmas condicg¢des in vivo referidas
acima, foi observada uma baixa téxa de formacdo de
monacolina J. Comecando com 0,5 mM de lovastatina (forma de
sal de sdbdio), os presentes requerentes alcancaram 91% de
hidrélise em 48 horas, com uma taxa de converééo de ~ 0,01
mM por hora, quase 75 vezes mais lenta que a taxa da reacédo
de acilagdo. Isto contrasta vivamente com os resultados
cinéticos in vitro, em que a taxa de hidrélise é apenas
trés vezes mais lenta que a reacdo de acilacdo. A
significativa atenuagdo da taxa de hidrélise de lovastatina
in vivo é provavelmente devida & barreira de permeacdo das
membranas celulares para a lovastatina que é mais
hidrofébica. Os presentes requerentes tentaram aliviar a
barreira de permeabilidade de membrana utilizando uma cepa

alternativa BL21(DE3)/pXXK2, em gque a LovD é clonada com
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uma seqiéncia de sinal pelB de terminal N para localizacdo
no espago periplasmico. N&o foi observado nenhum
aperfeigoamento de atividade hidrolitica para esta cepa,
indicando que a impermeabilidade da membrana de plasma

externa constitui o principal obstéculo de transporte.

RECUPERAGAO E PURIFICACAO DE SINVASTATINA

Para obter acesso ao rendimento de recuperacdo de
sinvastatina do processo bio-catalitico de célula inteira,
O0s presentes requerentes aumentaram. a escala da bio-
conversdo para um volume final de 200 mL. Isto foi obtido
mediante concentragcdo de 2 x 1L da cepa de expressio em
midia LB apds expressdo de LovD durante a noite. A forma de
sal de sdédio de monacolina J e DMB-S-MMP foram adicionados
para uma concentracgao final de 15 mM e 25 mM
respectivamente e o progresso da reacgdao foi monitorado por
cromatografia HPLC. Os presentes requerentes observaram uma
cinética de conversdo idéntica no processo de escala maior
e foli obtida uma conversdo de > 99% 24 horas apdés a adicéao
de substrato. A sinvastatina obtida da wvia gquimio-bio-
sintética pode ser prontamente purificada do caldo de
fermentagcdo sem utilizagdo de etapas de cromatografia. Uma
etapa de centrifugagdo foi wutilizada para separar as
células e o caldo de fermentacgéo. A sinvastatina
intracelular foi recuperada mediante agitag¢do da pelota de
células em acetona, seguida por evaporacgdo, e re-dissolucgéao
em dH20. A solucdo aquosa contendo a sinvastatina

intracelular foi combinada com o caldo de fermentacdo e foi
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lavada com n-hexano para remocdo de DMB-S-MMP. A solucao
aquosa foi entdo acidificada com 6N HCl1l para pH 2,0,
resultando em precipitagdo das formas de 4&cido livre de
sinvastatina e DMB-S-MPA. Conforme é conhecido na técnica,
as formas de &cido 1livre de sinvastatina podem ser
convertidas em sdédio, potédssio, aménio, ou qualgquer outro
sal derivado de elementos alcalinos terrosos ou outros sais
metadlicos. Estes sais podem entdo ser convertidos em
sinvastatina pura, por exemplo mediante wutilizagdo de
metodologias comuns conhecidas na técnica. O contaminante
DMB-S-MPA pode ser removido por filtracdo e lavagem da
placa de filtragéo» com excesso de dH20. O filtrado
acidificado continha' < 1% das quantidades totais de
sinvastatina recuperadas. A sinvastatina quase pura pode
ser recuperada mediante lavagem da torta de filtracdo com
acetronitrilo, seguida por evaporacao do filtrado
(Recuperacdo final: 1,13 g, 90%; pureza final conforme

determinada por cromatografia HPLC: 98%).

FERMENTACAO DE ALTA DENSIDADE DE CELULAS

Os presentes requerentes exploraram a atividade do
biocatalisador de célula inteira utilizando um fermentador
de alta densidade de célula. A concentracdo efetiva de LovD
medida de um fermentador de lote utilizando TB como midia e
a de um processo de alimentacdo em lotes utilizando midia
minima Fl encontram-se ilustradas na Tabela 3. Com
utilizagdo do processo de alimentagdo em lotes adotado

daquele relatado por Pfeifer e outros (vide, por exemplo,
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Pfeifer e outros, 2002, Appl Environ Microbiol 68: 3287-
92), o©os presentes requerentes foram capazes de obter
culturas com densidades celulares e atividades de LovD
muito elevadas (Figura 21A). Os presentes requerentes
puderam obter ~ 1,5 g/L de expressdo de LovD ativa com um
valor OD600 de 75, 40 horas apdés a inoculacio (Figura 21A).

Devido ao elevado custo dos materiais de partida,

Os presentes requerentes ndo puderam realizar uma bio-

conversdo utilizando o caldo de fermentagdo inteiro. Ao
invés disso, foram obtidas aliquotas de amostras da cultura
em diversos pontos durante o processo de fermentacio
(Figura 21A). As atividades de LovD em cada ponto no tempo
foram determinadas com utilizacdo do ensaio de lisado de
célula inteira descrito em Materiais e Métodos. Os
presentes requerentes realizaram entd3o a bio-conversdo
utilizando 1 mL da cultura diretamente e mediram a taxa de
formagcdo de sinvastatina (Células néo repousantes, Figura
21B). Alternativamente, foram igualmente examinadas as
propriedades do biocatalisador de célula inteira apds re-
suspensao das pelotas de células em PBS, pH 7,4 (Células em
repouso). Conforme pode ser observado na Figura 21B, em
cada ponto no tempo puderam ser obtidas altas taxas de
conversdo quando as células sio dispostas em um ambiente de
repouso. Adicionalmente, a atividade total de LovD na
cultura ndo € correlacionada 1linearmente com a taxa de
conversdo. Por exemplo, as células em repouso do ponto 3 no

tempo apresentaram a taxa mais elevada de conversdo em
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sinvastatina de aproximadamente 1 g/L/hora, apesar de a
atividade de LovD total ser menor em comparag¢do com as
células obtidas do ponto 4 no tempo. A excepcional robustez
destas células foi capaz de completar a conversdo de 15 mM
de monacolina J para sinvastatina em menos de 8 horas.

| Uma descoberta importante neste exemplo consiste na
identificacdo de um outro tioéster de_ acila adicional que
doa uma fra'q;éo acila ao grupo hidroxila C8 da monacolina J
na presenca de LovD aciltransferase, que é
significativamente mais eficiente nesta reacado de acilacao.
Os presentes requerentes identificaram anteriormente o DMB-
S-NAC como um substrato de LovD (vide, por exemplo, Xie e
outros, 2006, Chem Biol 13: 1161-1169). Entretanto, a
reagdo de acilagdo ocorreu com uma convers3o menos que
ideal, e como resultado da fraca ligacdo de substrato a
LovD, (o) segundo substrato monacolina Jd tornou-se tim
inibidor competitivo de DMB-S-NAC. Esta ultima propriedade
é particularmente prejudicial devido ao fato de forcar a
concentragdo de monacolina J a ser mantida em um nivel
minimo durante a bio-conversido. Tanto DMB-S-MMP quanto DMB-
S-MMB sao superiores a DMB-S-NAC como doadores de acila. O
valor kcat de DMB-S-MMP é aproximadamente 30 vezes mais

elevado através de uma sutil alteracgcdo estrutural do
transportador de acila, ao passo que o valor km é agora

comparavel ao da monacolina J, dessa forma eliminando a
inibi¢do de substrato da monacolina J. Adicionalmente, o

precursor de tiol S-MMP é significativamente menos
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dispendioso em comparagao com S-NAC. Considerando que os
tioésteres S-NAC de acila s3o utilizados predominantemente
na bio-sintese orientada para precuréor de produtos
naturais (vide, por exemplo, Jacobsen e outros, 1977,
Science 277:367-9), os transportadores de tioéster de acila
descritos neste trabalho podem ser também muito importantes
em outras aplicacdes de bio-sintese de engenharia.

Os presentes requerentes tentaram desenvolver um
processo bio—catalitico in vitro ©para conversdao de
monacolina J em sinvastatina. Partiu-se do principio de que
uma LovD basicamente purificada poderia ser util para
superar quaisquer dificuldades de transporte e purificacao
associadas com a fermentacdo de célula inteira. A LovD pode
ser prontamente fracionada de uma maioria de outras
proteinas celulares através de wuma UGnica etapa de
precipitacdo de 30% de sulfato de aménio. Mais de 98% da
atividade de LovD medida do lisado de célula inteira pode
ser reconstituida mediante ressolubilizacdo da pelota
precipitada em 50 mM de HEPES, pH 7,9. Entretanto, a LovD

precipita-se prontamente (horas) em elevadas concentracgdes
de proteina (~ 100 uM) , e lentamente (dias) em

concentragdes mais baixas (~ 10 puM) em condigdes de ensaio
a temperatura ambiente. Interessantemente, a proteina LovD
precipitada pode ser ressolubilizada apés diluigdo no mesmo
tampdo e recupera praticamente toda a atividade.

Quando quantidades moderadas de monacolina J (> 5

mM) foram utilizadas em um processo in vitro em lote, os
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presentes requerentes ndo conseguiram obter > 60% de
conversao de equilibrio de monacolina J para sinvastatina,
mesmo apds uma incubagdo prolongada. Isto é provavelmente
devido a uma reagdo de competicdo em que a sinvastatina &
novamente hidrolisada para monacolina J por LovD. Quando a
concentragdo de sinvastatina alcanga a faixa milimolar, a
velocidade da reacdo de hidrélise alcanca o valor maximo
(kcat = 0,3 min-1) e portanto impede significativamente a
taxa liquida geral de acilacgao.

Interessantemente, a reacdo inversa nd3o constituiu
um fator limitativo em condigdes in vivo quando a
concentragdo de estatina era de entre 10 e 15 mM (4 g/L - 6
g/L), conforme fica evidente na elevada conversido (> 99%)
de monacolina J para sinvastatina obtida neste estudo.
Pensa-se que apbés a monacolina J ter sido convertida em
sinvastatina, exportadoresvmultidrogas tais como o complexo
tripartite AcrAB-TolC sao capazes de extrudar a
sinvastatina da membrana interna ou do periplasma para a
midia (vide, por exemplo, Murakami e outros, 2006, Nature
443:173-9). A impermeabilidade da membrana externa de E.
coli impede o reingresso da sinvastatina hidrofébica. A
mais polar monacolina J é capaz de se difundir
continuamente através da membrana e servir como um
substrato de LovD. Em conjunto, a membrana externa de E.
coli e suas bombas de efluxo reduzem efetivamente a
concentragdo intracelular de sinvastatina disponivel para

hidrbélise, dessa forma atenuando a taxa da reagado inversa
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indesejavel, e maximizando a conversdo da reagao desejada.
Entretanto, as bombas de efluxo normalmente expressadas por
E. coli podem ser sobrecarregadas quando a concentracdo de
substrato ¢é aumentada para > 20 mM. Em concentracgdes
elevadas de monacolina J (e portanto de sinvastatina) e
DMB-S-MMP, os ©presentes requerentes puderam obter uma
conversdo maxima de 85 ~ 90%. O exame da distribuicdo de
sinvastatina na cultura revelou <que uma quantidade
significativa (> 20%) se encontra localizada dentro das
células, dessa forma causando provavelmente niveis
aumentados de hidrélise de produto. Ndo é sabido se a
sinvastatina foi particionada na membrana interna, no
citoplasma ou no periplasma. Os presentes requerentes
examinam atualmente métodos para aumento da taxa de
exportagdo de sinvastatina mediante super—-expressido de
bombas de efluxo multidrogas selecionadas (vide, por
exemplo, Masi e outros, 2003, J Chromatogr B Analyt Technol
Biomed Life Sci 786:197-205).

Neste ‘exemplo, 0Ss presentes requerentes
desenvolveram um processo bio-catalitico de célula inteira
altamente robusto para sintese de sinvastatina a partir de
monacolina J. Utilizando E. coli como hospedeiro, foi
implementado um procésso de escala laboratorial capaz de
sintese em escala de gramas. Adicionalmente, foi criado um
esquema de purificagdo de jusante simples para facil
recuperagcdao e purificagdo do produto. Os presentes

requerentes wutilizam atualmente abordagens racionais e
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orientadas para evolugido para aperfeigcoamento das taxas de

conversao catalitica de LovD. Com otimizacéao das

‘pPropriedades de LovD, bem como engenharia metabélica do

hospedeiro para aperfeicoamento do rendimento de p;odugéo
da convers&do, a via quimio-bio-sintética de obtengdo de
sinvastatina pode constituir uma alternativa competitiva e
atraente para as vias sintéticas ilustradas na Figura 18.

A presente inVengéo ndo tem seu escopo limitado
pelas configuracdes aqui divulgadas, que pretendem
constituir simples ilustragdes de aspectos individuais da
invencao, e quaisquer configuracgdes funcionalmente
equivalentes s&o abrangidas no escopo da inveng¢do. Diversas
modificacdes dos modelos e métodos da invencdio,
adicionalmente aquelas aqui descritas, irép tornar-se
aparentes para aqueles que sdo versados na técnica a partir
dos ensinamentos e da descricdo acima, € situam-se

similarmente dentro do escopo da invencgdo. Essas

modificagdes ou outras configurag¢des podem ser praticadas

sem afastamento do verdadeiro escopo e espirito da

invencéo.
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TABELAS

Tabela 1A. Tioésteres de acila como substratos de LovD!!

Substrato de Converséom, Substrato de Conversdo, RT
Tioéster de Acita  RT (min) ! Tioéster de Acila  (min)
[+] 0, [+] 0/
)Ls,cm 7%, 5,1 /ﬁ\/“\s/c” 89%, 4,6
o] 0, K OH O 0,
\)’\S,CoA 35%, 6,0 Msfc‘”\ 35%, 4,2

? 52%, 6,8 Q 6%, 6,5
\'/u\ S,COA /\)LS,COA

0 87%, 6,8 o o NR.
/\)l\s—c"‘\ Hi OM S,COA

9 32%, 8,7 N.R.
o~~~ con T .CoA
s /(’\#7\3 © .

/(\‘)jl)\ 7%, 10,6 9 69%, 7,6
. S,COA S,COA

/\)Oj\ NAG 50%, 6,8 ] 58%, 7,6
s
9 22%, 7,6 % 10%, 8,5
o 52%, 7,8 © 92%, 6,8
e~ nac T PN o o
s sY
0 33%, 8,7 o 70%, 7,6
/\/\)LS,NAC ()/‘Ls/ﬁro\

o 2%, 7,5 o 17%, 8,5
\/\)LstAC /%LS/YO\

[a] Os produtos das reacdes foram verificados por LC-MS.
Condigdes ‘de reagdo: 10 uM de LovD, 1 mM de monacolina J, 4
mM de tioéster de acila, 50 mM de HEPES, pH 7,9, 25° C, 10
horas. [b] A conversdo ¢é medida pela porcentagem de
monacolina J convertida para o correspondente anidlogo de
lovastatina com utilizacdo de cromatografia HPLC (238 nm).
[c] Tempo de retengdo da forma de &cido livre do produto
medida por HPLC (Cl8 fase reversa). O Gradiente de HPLC é

idéntico aquele descrito na Figura 5.
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Tabela 1B: Comparagdo de velocidades iniciais de substratos

de tioéster.

Substrato de Tioéster Abreviacao

Velocidade Inicial (k;, min Y)2

o H DMB-S-NAC 0.02
/>€I\S/\/N\n/
o]
o DMB-S-MTG 0.03
o
o) 0 DMB-S-MMP 0.60
%SAAO,
o 0 DMB-S-EMP 0.70
(o) DMB-S-MMB 0.78
o)
DMB-S-MPA 0.08

’/j7<jls/\\/jLOH

? Condigdes de reacdo: 1 mM

de MJ, 4 mM de substrato de

tioéster, 10 uM de LovD pura, 50 mM de HEPES, pH 7,9; a

velocidade inicial é definida como a taxa de conversao

inicial na faixa linear.




121

Tabela 2. Lista de mutantes de E. coli BW25113 triados
neste trabalho. Os numeros correspondem as pistas de TLC
ilustradas na Figura 14A. A BioH foi demonstrada ser a

unica enzima responsavel pela hidrélise de DMB-S-MMP.

N° Delecado N° Delecéao N° Delecdo N° Delecao

de Gene de Gene de Gene de Gene
1 AgloB 16 4yegU 31 A4paal 46 AyidA
2  AmhpC 17 4dipxL 32 AdyegX 47 AyieH
3  dybhA 18 4dipxM - 33 4ayT 48 4yigB
4  Aybiv 19  AyedL 34 AypfH 49  Ayigl
5  4ycaC 20 4ddg 35  aypfl 50 A4ysgA
6 ArarA 21 AcaiE 36 dygaP 51 AdeptA
7 AymdC 22 AwbbJ 37 ~ 4yqaB 52 ayjfP
8 AycfH 23 AwcaF 38 4yghX 53 AcheB
9 AycgM 24 AwcaB 39 4yghy 54 AyeiG
10 4yciA 25 4frmB 40 AygiP 55 4yqiA
11  4ygT 26 4tesB 41 AuxaA 56 AbioH
12 AdycY 27 AJaes 42 AyheT 57 4yju
13 4ynbC 28 AtesA 43 4php 58 BwW25113
14 4yniC 29 4dybgC 44 AyrfG 59 BL21(DE3)

15 A4yecD 30 4ybhC 45 AeptB 60 BL21/pAW31
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Tabela 3: Comparagdc de rendimento de proteinas de

diferentes condig¢des de expressio?

Condicgdo de Fermen;agéo Concentrag¢do de LovD (mg/L)P®
LB baixa densidade 96

F1l baixa densidade 34

TB alta densidade 980

Fl alimentacdo por lotes alta densidade 1500

® Os rendimentos relatados representam o© rendimento mais

elevado que foi observado nas respectivas condicdes.
® 0 rendimento de proteina é estimado do ensaio in vitro
utilizando lisado de célula inteira conforme descrito em
Materiais e Métodos. A conversdo observada é utilizada para
estimar a concentragdo de LovD utilizando uma taxa de

conversdo de 0.6 min™!.
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Tabela 4: Informagdo de Seqiiéncia de Polipeptideos

LOVD transesterase de Aspergillus terreus. N° de Acesso
AAD34555

Kennedy e outros. Science. 21 de maio de 1999; 284 (5418) :
1368-72
MGSIIDAAAAADPVVLMETAFRKAVKSRQIPGAVIMARDCSGNLNYTRCFGARTVRRDE
CNQLPPLQVDTPCRLASATKLLTTIMALQCMERGLVDLDETVDRLLPDLSAMPVLEGFD
DAGNARLRERRGKITLRHLLTHTSGLSYVFLHPLLREYMAQGHLQSAEKFGIQSRLAPP
AVNDPGAEWIYGANLDWAGKLVERATGLDLEQYLQENICAPLGITDMTFKLQOQORPDMLA
RRADQTHRNSADGRLRYDDSVYFRADGEECFGGQGVFSGPGSYMKVLHSLLKRDGLLLQ
PQTVDLMFQPALEPRLEEQMNQHMDASPHINYGGPMPMVLRRSFGLGGIIALEDLDGEN
WRRKGSLTFGGGPNIVWQIDPKAGLCTLAFFQLEPWNDPVCRDLTRTFEHAIYAQYQQG
(SEQ ID NO: 1).

MlcH transesterase de Penicillium citrinum. N° de ACCESSO
BAC20561

Abe e outros, Mol. Genet. Genomics 267 (5), 636-646 (2002)
MAPSIDVIPTAASTAAGMISDMEAAFKSAVKLKQIPGAVVMARSMNGDIDYTRCFGART
VERDECQRLPPMEIDTPLRLASATKLLTTIMALQCMEQGLVDLDENVNRLLPDLSDMQV
LTGFDAAGNAIMRDREGIiKLRHLLTHTSGLSYAFLHPLLQEYMAKGYLKTAEKFGIQS
RLAPPAINDPGVEWIYGANLDWAGKLIERATGVDLEEFMQKNICEPLGITDMTFKLQOR
PDMLARRSDQTRRNENGSLRYDDSVYFRHDGEECFGGQGVFCGPESYMKVLNSLMKHDG
LLLKKDTIELMFQPALDAELEKKMNDHMDTTPHINYGAALPPVMRRNFGLGGIIAMGDL
DGHNWRREGSLTFGGGPNIVWQIDPTVGLCTLVVFQLEPWNDPICKDLTRKFEKAMYSQ
VKCRN

(SEQ ID NO: 2).

LOVF Policetideo Sintase de Aspergillus terreus. AAD34559

Kennedy e outros. Science 21 de maio de 1999; 284(5418):
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1368-72

MTPLDAPGAPAPIAMVGMGCRFGGGATDPQKLWKLLEEGGSAWSKIPPSRFNVGGVYHP
NGQRVGSMHVRGGHFLDEDPALFDASFFNMSTEVASCMDPQYRLILEVVYEALEAAGIP
LEQVSGSKTGVFAGTMYHDYQGSFQRQPEALPRYFITGNAGTMLANRVSHFYDLRGPSV
SIDTACSTTLTALHLAIQSLRAGESDMAIVAGANLLLNPDVFTTMSNLGFLSSDGISYS
FDSRADGYGRGEGVAAIVLKTLPDAVRDGDPIRLIVRETAINQDGRTPAISTPSGEAQE
CLIQDCYQKAQLDPKQTSYVEAHGTGTRAGDPLELAVISAAFPGOQIQVGSVKANIGHT
EAVSGLASLIKVALAVEKGVIPPNARFLQPSKKLLKDTHIQIPLCSQSWIPTDGVRRAS
INNFGFGGANAHAIVEQYGPFAETSICPPNGYSGNYDGNLGTDQAHIYVLSAKDENSCM
RMVSRLCDYATHARPADDLQLLANIAYTLGSRRSNFRWKAVCTAHSLTGLAQNLAGEGM
RPSKSADQVRLGWVFTGQGAQWFAMGRELIEMYPVFKEALLECDGY IKEMGSTWSIIEE
LSRPETESRVDQAEFSLPLSTALQIALVRLLWSWNIQPVAVTSHSSGEAAAAYAIGALT
ARSAIGISYIRGALTARDRLASVHKGGMLAVGLSRSEVGIYIRQVPLQSEECLVVGCVN
SPSSVTVSGDLSAIAKLEELLHADRIFARRLKVTQAFHSSHMNSMTDAFRAGLTELFGA
DPSDAANASKDVIYASPRTGARLHDMNRLRDPIHWVECMLHPVEFESAFRRMCLDENDH
MPKVDRVIEIGPHGALGGPIKQIMQLPELATCDIPYLSCLSRGKSSLSTLRLLASELIR
AGFPVDLNAINFPRGCEAARVQVLSDLPPYPWNHETRYWKEPRISQSARQRKGPVHDLI
GLQEPLNLPLARSWHNVLRVSDLPWLRDHVVGSHIVFPGAGFVCMAVMGISTLCSSDHE
SDDISYILRDVNEAQALILPADGEEGIDLRLTICAPDQSLGSQDWQRFLVHSITADKND
WTEHCTGLVRAEMDQPPSSLSNQQRIDPRPWSRKTAPQELWDSLHRVGIRHGPFFRNIT
CIESDGRGSWCTFAIADTASAMPHAYESQHIVHPTTLDSAVQAAYTTLPFAGSRIKSAM
VPARVGCMKISSRLADLEARDMLRAQAKMHSQSPSALVTDVAVFDEADPVGGPVMELEG
LVFQSLGASLGTSDRDSTDPGNTCSSWHWAPDISLVNPGWLEKTLGTGIQEHEISLILE
LRRCSVHFIQEAMESLSVGDVERLSGHLAKFYAWMQKQLACAQNGELGPESSSWTRDSE
QARCSLRSRVVAGSTNGEMICRLGSVLPAILRREVDPLEVMMDGHLLSRYYVDALKWSR
SNAQASELVRLCCHKNPRARILEIGGGTGGCTQLVVDSLGPNPPVGRYDFTDVSAGFFE

AARKRFAGWONVMDFRKLDIEDDPEAQGFVCGSYDVVLACQVLHATSNMQORTLTNVRKL
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LKPGGKLILVETTRDELDLFFTFGLLPGWWLSEEPERQSTPSLSPTMWRSMLHTTGFNG
VEVEARDCDSHEFYMISTMMSTAVQATPMSCSVKLPEVLLVYVDSSTPMSWISDLQGET
RGRNCSVTSLQALRQVPPTEGQICVFLGEVEHSMLGSVTNDDFTLLTSMLOLAGGTLWV

TQGATMKSDDPLKALHLGLLRTMRNESHGKRFVSLDLDPSRNPWTGDSRDAIVSVLDLI

SMSDEKEFDYAERDGVIHVPRAFSDSINGGEEDGYALEPFQDSQHLLRLDIQTPGLLDS

LHFTKRNVDTYEPDKLPDDWVEIEPRAFGLNFRDIMVAMGQLESNVMGFECAGVVTSLS
ETARTIAPGLAVGDRVCALMNGHWASRVTTSRTNVVRIPETLSFPHAASIPLAFTTAYI
SLYTVARILPGETVLIHAGAGGVGQAATIILAQLTGAEVFTTAGSETKRNLLIDKFHLDP
DHVFSSRDSSFVDGIKTRTRGKGVDVVLNSLAGPLLQKSFDCLARFGRFVEIGKKDLEQ
NSRLDMSTFVRNVSFSSVDILYWQQAKPAEI FQAMSEVILLWERTAIGLIHPISEYPMS
ALEKAFRTMQSGQHVGKIVVTVAPDDAVLVRQERMPLFLKPNVSYLVAGGLGGIGRRIC
EWLVDRGARYLIILSRTARVDPVVTSLQERGCTVSVQACDVADESQLEAALQQCRAEEM
PPIRGVIQGAMVLKDALVSQMTADGFHAALRPKVQGSWNLHRIASDVDFFVMLSSLVGV
MGGAGQANYAAAGAFQDALAEHRMAHNQPAVTIDLGMVQSIGYVAETDSAVAERLQRIG
YQPLHEEEVLDVLEQAISPVCSPAAPTRPAVIVTGINTRPGPHWAHADWMQEARFAGIK
YRDPLRDNHGALSLTPAEDDNLHARLNRAISQQESIAVIMEAMSCKLISMFGLTDSEMS
ATQTLAGIGVDSLVAIELRNWITAKENVDISVFELMEGRTIAKVAEVVLQRYKA

(SEQ ID NO: 3).

Carboxilesterase bioH de Escherichia coli. ACESSO Q8FCT4
Welsch e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99 (26),
17020-17024 (2002)
MNNIWWQTKGQGNVHLVLLHGWGLNAEVWRCIDEELSSHFTLHLVDLPGFGRSRGFGAL
SLADMAEAVLQQOAPDKAIWLGWSLGGLVASQIALTHPERVQALVTVASSPCFSARDEWP
GIKPDVLAGFQQQLSDDFQRTVERFLALQTMGTETARQDARALKKTVLALPMPEVDVLN
GGLEILKTVDLRQPLONVSMPFLRLYGYLDGLVPRKVVPMLDKLWPHSESYIFAKAAHA
PFISHPAEFCHLLVALKQRV

(SEQ ID NO: 4).
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LISTA DE SEQUENCIAS

Depositante: The Regents of the University of California

Inventores:
Yi Tang

Xinkai Xie

Titulo da Invencdo: METODOS E MATERIAIS PARA FABRICACAO

SINVASTATINA E COMPOSTOS ASSOCIADOS
<130> 30435187WOU1l

Prioridade Norte Americana No. 60/808,088

Data de Depdsito: 2006-05-24
Nimero de Sequéncias: 9
Programa de Computador: FastSEQ para Windows Versdo 4.0

Nuimero da Seqiéncia: 1
Tamanho: 413
Tipo: PRT

Descricdo: LOVD transesterase de Aspergillus terreus

Sequéncia No. 1
Met Gly Ser Ile Ile Asp Ala Ala Ala Ala Ala Asp Pro Val Val Leu
1 5 10 15
Met Glu Thr Ala Phe Arg Lys Ala Val Lys Ser Arg Gln Ile Pro Gly
20 25 30
Ala Val Ile Met Ala Arg Asp Cys Ser Gly Asn Leu Asn Tyr Thr Apg
35 40 45

Cys Phe Gly Ala Arg Thr Val Arg Arg Asp Glu Cys Asn Gln Leu Pro

50 55 60

DE
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Pro

65

Leu

Leu

Val

Arg

Ser

145

His

Pro

Asp

Gln

Thr

225

Gln

Val

Phe

Pro

305

Ala

Leu

Thr

Asp

Leu

Gly

130

Tyr

Leu

Ala

Trp

Tyr

210

Phe

Thr

Tyr

Ser

Asp

290

Ala

Ser

Gln

Thr

Glu

Glu

115

Lys

Val

Gln

Val

Ala

195

Leu

Lys

His

Phe

Gly

275

Gly

Leu

Pro

Val

Ile

Thr

100

Gly

Ile

Phe

Ser

Asn

180

Gly

Gln

Leu

Arg

Arg

260

Pro

Leu

Glu

His

Asp

Met

85

Val

Phe

bThr

Leu

Ala
165

Asp

Lys

Glu

Gln

Asn

245

Ala

Gly

Leu

Pro

Ile

Thr

70

Ala

Asp

Asp

Leu

His

150

Glu

Pro

Leu

Asn

Gln

230

Ser

Asp

Ser

Leu

Arg

310

Asn

Pro

Leu

Arg

Asp

Arg

135

Pro

Lys

Gly

Val

Ile

215

Arg

Ala

Gly

Tyr

Gln

295

Leu

Tyr

Cys

Gln

Leu

Ala

120

His

Leu

Phe

Ala

Glu

200

Cys

Pro

Asp

Glu

Met

280

Pro

Glu

Gly

Arg

Cys

Leu

105

Gly

Leu

Leu

Gly

Glu

185

Arg

Ala

Asp

Gly

Glu

265

Lys

Gln

Glu

Gly

Leu

Met

90

Pro

Asn

Leu

Arg

Ile

170

Trp

Ala

Pro

Met

Arg

250

Cys

Val

Thr

Gln

Pro

Ala

75

Glu

Asp

Ala

Thr

Glu

155

Gln

Ile

Thr

Leu

Leu

235

Leu

Phe

Leu

Val

Met

315

Met

Ser

Arg

Leu

Arg

His

140

Tyr

Ser

Tyr

Gly

Gly

220

Ala

Arg

Gly

His

Asp

300

Asn

Pro

Ala

Gly

Ser

Leu

125

Thr

Met

Arg

Gly

Leu

205

Ile

Arg

Tyr

Gly

Ser

285

Leu

Gln

Met

Thr

Leu

Ala

110

Arg

Ser

Ala

Leu

Ala

190

Asp

Thr

Arg

Asp

Gln

270

Leu

Met

His

Val

Lys

Val

95

Met

Glu

Gly

Gln

Ala

175

Asn

Leu

Asp

Ala

Asp

255

Gly

Leu

Phe

Met

Leu

Leu

80

Asp

Pro

Arg

Leu

Gly

160

Pro

Leu

Glu

Met

Asp

240

Ser

Val

Lys

Gln

Asp

320

Arg
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Arg

Glu

Ile

Phe

385

Thr

Numero da Seqiiéncia:
Tamanho:

Tipo:

Ser

Asn

Val

370

Gln

Phe

Phe

Trp

355

Trp

Leu

Glu

418

PRT

Descrigao:

Gly Leu

340

325

Arg Arg

Gln

Glu

His

Sequéncia No. 2

1

Gly

Lys

Ile

Cys

65

Ser

Gln

Leu

Met

Gln

Asp

50

Gln

Ala

Gly

Ser

Ile

Ile

35

Tyr

Arg

Thr

Leu

Asp

‘Met Ala Pro Ser

Ser
20

Pro

Thr

Leu

Lys

Val

100

Met

Ile

Pro

Ala

405

Ile
Asp
Gly
Arg
Pro
Leu
85

Asp

Gln

Gly Gly Ile

Lys Gly Ser

360

Asp Pro Lys

375

Trp Asn Asp

390

Ile Tyr Ala

Asp

Met

Ala

Cys

Pro

70

Leu

Leu

Val

Val

Glu

vVal

Phe

55

Met

Thr

Asp

Leu

Ile

Ala

vVal

40

Gly

Glu

Thr

Glu

Thr

Ile

345

Leu

Ala

Pro

Gln

Pro

Ala

25

Met

Ala

Ile

Ile

Asn

105

Gly

330

Ala

Thr

Gly

Val

Tyr

410

Thr

10

Phe

Ala

Arg

Asp

Met

90

Val

Phe

Leu Glu

Phe Gly

Leu Cys

380
Cys Arg
395

Gln Gln

Ala Ala
Lys Ser
Arg Ser
Thr Val
60

Thr Prq
75

Ala Leu

Asn Arg

Asp Ala

Asp

Gly

365

Thr

Asp

Gly

Ser

Ala

Met

45

Glu

Leu

Gln

Leu

Ala

Leu

350

Gly

Leu

Leu

MlcH transesterase de Penicillium citrinum

Thr

Val

30

Asn

Arg

Arg

Cys

Leu

110

Gly

335

Asp

Pro

Ala

Thr

Ala

15

Lys

Gly

Asp

Leu

Met

95

Pro

Asn

Gly

Asn

Phe

Arg

400

Ala

Leu

Asp

Glu

Ala

80

Glu

Asp

Ala
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Ile

His

145

Tyr

Ser

Tyr

Gly

Gly

225

Ala

Tyr

Gly

Ser

Leu

305

Asp

Pro

Asp

Gly

Met

130

Thr

Met

Arg

Gly

Val

210

Ile

Arg

Asp

Gln

Leu

290

Met

His

Val

Leu

Gly

370

115

Arg

Ser

Ala

Leu

Ala

195

Asp

Thr

Arg

Asp

Gly

275

Met

Phe

Met

Met

Asp

355

Pro

Asp

Gly

Lys

Ala

180

Asn

Leu

Asp

Ser

Ser

260

Val

Lys

Gln

Asp

Arg

340

Gly

Asn

Arg

Leu

Gly

165

Pro

Leu

Glu

Met

Asp

245

Val

Phe

His

Pro

Thr

325

Arg

His

Ile

Glu

Ser

150

Pro

Asp

Glu

Thr

230

Gln

Tyr

Cys

Asp

Ala

310

Thr

Asn

Asn

Val

Gly

135

Tyr

Leu

Ala

Trp

Phe

215

Phe

Thr

Phe

Gly

Gly

295

Leu

Pro

Phe

Trp

Trp

375

120

Ile

Ala

Lys

Ile

Ala

200

Met

Lys

Arg

Arg

Pro

280

Leu

Asp

His

Gly

Arg
360

Gln

Ile

Phe

Thr

Asn

185

Gly

Gln

Leu

Arg

His

265

Glu

Leu

Ala

Ile

Leu

345

Arg

Ile

Lys

Leu

Ala

170

Asp

Lys

Lys

Gln

Asn

250

Asp

Ser

Leu

Glu

Asn

330

Gly

Glu

Asp

Leu

His

155

Glu

Pro

Leu

Asn

Gln

235

Glu

Gly

Tyr

Lys

Leu

315

Tyr

Gly

Gly

Pro

Arg

140

Pro

Lys

Gly

Ile

Ile

220

Arg

Asn

Glu

Met

Lys

300

Glu

Gly

ile

Ser

Thr

380

125

His

Leu

Phe

Val

Glu

205

Cys

Pro

Gly

Glu

Lys

285

Asp

Lys

Ala

Ile

Leu

365

Val

Leu

Leu

Gly

Glu

190

Arg

Glu

Asp

Ser

Cys

270

Val

Thr

Lys

Ala

Ala

350

Thr

Gly

Leu

Gln

Ile

175

Trp

Ala

Pro

Met

Leu

255

Phe

Leu

Ile

Met

Leu

335

Met

Phe

Leu

Thr

Glu

160

G1ln

Ile

Thr

Leu

Leu

240

Arg

Gly

Asn

Glu

Asn

320

Pro

Gly

Gly

Cys
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Thr Leu Val Val Phe Gln Leu Glu Pro Trp Asn Asp Pro Ile Cys Lys

385 390 395 400

Asp Leu Thr Arg Lys Phe Glu Lys Ala Met Tyr Ser Gln Val Lys Cys
405 410 415

Arg Asn

Namero da Seqliéncia: 3
Tamanho: 2532
Tipo: PRT

Descrigdo: LOVF Policetideo Sintase de Aspergillus terreus

Sequéncia No. 3
Met Thr Pro Leu Asp Ala Pro Gly Ala Pro Ala Pro Ile Ala Met Val
1 5 . 10 15
Gly Met Gly Cys Arg Phe Gly Gly Gly Ala Thr Asp Pro Gln Lys Leu
20 25 30
Trp Lys Leu Leu Glu Glu Gly Gly Ser Ala Trp Ser Lys Ile Pro Pro
35 40 45
Ser Arg Phe Asn Val Gly Gly Val Tyr His Pro Asn Gly Gln Arg Val
50 55 60
Gly Ser Met His Val Arg Gly Gly His Phe Leu Asp Glu Asp Pro Ala
65 70 75 80
Leu Phe Asp Ala Ser Phe Phe Asn Met Ser Thr Glu Val Ala Ser Cys
85 90 95
Met Asp Pro Gln Tyr Arg Leu Ile Leu Glu Val Val Tyr Glu Ala Leu
100 105 110
Glu Ala Ala Gly Ile Pro Leu Glu Gln Val Ser Gly Ser Lys Thr Gly
115 120 125
Val Phe Ala Gly Thr Met Tyr His Asp Tyr Gln Gly Ser Phe Gln Arg
130 135 140
Gln Pro Glu Ala Leu Pro Arg Tyr Phe Ile Thr Gly Asn Ala Gly Thr

145 150 155 160
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Met

Val

Ala

Gly

Leu

225

Ala

Thr

Arg

Pro

Ala

305

Gly

Phe

His

Ala

Ser

385

Gln

Phe

Leu

Ser

Ile

Ala

210

Gly

Asp

Leu

Glu

Ser

290

Gln

Thr

Pro

Thr

Val

370

Lys

Ser

Gly

Ala

Ile

Gln

195

Asn

Phe

Gly

Pro

Thr

275

Gly

Leu

Arg

Gly

Glu

355

Glu

Lys

Trp

Phe

Asn

Asp

180

Ser

Leu

Leu

Tyr

Asp

260

Ala

Glu

Asp

Ala

Gln

340

Ala

Lys

Leu

Ile

Gly

Arg

165

Thr

Leu

Leu

Ser

Gly

245

Ala

Ile

Ala

Pro

Gly

325

Gln

Val

Gly

Leu

Pro

405

Gly

Val

Ala

Arg

Leu

Ser

230

Arg

Val

Asn

Gln

Lys

310

Asp

Ile

Ser

Val

Lys

390

Thr

Ala

Ser

Cys

Ala

Asn

215

Asp

Gly

Arg

Gln

Glu

295

Gln

Pro

Gln

Gly

Ile

375

Asp

Asp

Asn

His

Ser

Gly

200

Pro

Gly

Glu

Asp

Asp

280

Cys

Thr

Leu

Val

Leu

360

Pro

Thr

Gly

Ala

Phe

Thr

185

Glu

Asp

Ile

Gly

Gly

265

Gly

Leu

Ser

Glu

Gly

345

Ala

Pro

His

Val

His

Tyxr

170

Thr

Ser

Val

Ser

Val

250

Asp

Arg

Ile

Tyr

Leu

330

Ser

Ser

Asn

Ile

Arg

410

Ala

Asp

Leu

Asp

Phe

Tyr

235

Ala

Pro

Thr

Gln

Val

315

Ala

Val

Leu

Ala

Gln

395

Arg

Ile

Leu
Thr
Met
Thr
220
Ser
Ala
Ile
Pro
Asp
300
Glu
Val
Lys
Ile
Arg
380
Ile

Ala

vVal

Arg

Ala

Ala

205

Thr

Phe

Ile

Arg

Ala

285

Cys

Ala

Ile

Ala

Lys

365

Phe

Pro

Ser

Glu

Gly

Leu

190

Ile

Met

Asp

Val

Leu

270

Ile

Tyr

His

Ser

Asn

350

Val

Leu

Leu

Ile

Gln

Pro
175

His

Val

Ser

Ser

Leu

255

Ile

Ser

Gln

Gly

Ala

335

Ile

Ala

Gln

Cys

Asn

415

Tyr

Ser

Leu

Ala

Asn

Arg

240

Lys

Val

Thr

Lys

Thr

320

Ala

Gly

Leu

Pro

Ser

400

Asn

Gly
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Pro

Tyr

Ala

465

Tyr

Ile

Val

Glu

Val

545

Ile

Tyr

Arg

Leu

Asn

625

Ala

Ser

His

Phe

Asp

450

Lys

Ala

Ala

Gly

530

Phe

Glu

Ile

Pro

Ser

610

Ile

Ala

Tyr

Lys

Ala

435

Gly

Asp

Thr

Tyr

Thr

515

Met

Thr

Met

Lys

Glu

595

Thr

Gln

Tyr

Ile

Gly

675

420

Glu

Asn

Glu

His

Thr

500

Ala

Arg

Gly

Tyr

Glu

580

Thr

Ala

Pro

Ala

Arg
660

Gly

Thr

Leu

Asn

Ala

485

Leu

His

Pro

Gln

Pro

565

Met

Glu

Leu

Val

Ile

645

Gly

Met

Ser

Gly

Ser

470

Arg

Gly

Ser

Ser

Gly

550

Val

Gly

Ser

Gln

_Ala

630

Gly

Ala

Leu

Ile

Thr

455

Cys

Pro

Ser

Leu

Lys

535

Ala

Phe

Ser

Arg

Ile

615

Val

Ala

Leu

Ala

Cys

440

Asp

Met

Ala

Arg

Thr
520

Ser

Gln

Lys

Thr

Val

600

Ala

Thr

Leu

Thr

Val

680

425

Pro

Gln

Arg

Asp

Arg

505

Gly

Ala

Trp

Glu

Trp

585

Asp

Leu

Ser

Thr

Ala

665

Gly

Pro

Ala

Met

Asp

490

Ser

Leu

Asp

Phe

Ala

570

Ser

Gln

Val

His

Ala

650

Arg

Leu

Asn

His

Val

475

Leu

Asn

Ala

Gln

Ala

555

Leu

Ile

Ala

Arg

Ser

635

Arg

Asp

Ser

Gly

Ile

460

Ser

Gln

Phe

Gln

Val

540

Met

Leu

Ile

Glu

Leu

620

Ser

Ser

Arg

Arg

Tyr

445

Tyr

Arg

Leu

Arg

Asn

525

Arg

Gly

Glu

Glu

Phe

605

Leu

Gly

Ala

Leu

Ser

685

430

Ser

Val

Leu

Leu

Trp

510

Leu

Leu

Arg

Cys

Glu

580

Ser

Trp

Glu

Ile

Ala

670

Glu

Gly

Leu

Cys

Ala

495

Lys

Ala

Gly

Glu

Asp

575

Leu

Leu

Ser

Ala

Gly

655

Ser

Val

Asn

Ser

Asp

480

Asn

Ala

Gly

Trp

Leu

560

Ser

Pro

Trp

Ala

640

Ile

Val

Gly
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Ile

Gly

705

Ala

Arg

Met

Pro

Arg

785

His

Arg

Val

Ile

Cys

865

Ser

Phe

Pro

Ile

Gly

Tyr

690

Cys

Ile

Arg

Thr

Ser

770

Thr

Trp

Arg

Ile

Met

850

Leu

Glu

Pro

Pro

Ser

930

Leu

Ile

Val

Ala

Leu

Asp

755

Asp

Gly

Val

Met

Glu

835

Gln

Ser

Leu

Arg

Tyr

915

Gln

Gln

Arg

Asn

Lys

Lys

740

Ala

Ala

Ala

Glu

Cys

820

Ile

Leu

Arg

Ile

Gly

900

Ero

Ser

Glu

Gln

Ser

Leu

725

Val

Phe

Ala

Arg

Cys

805

Leu

Gly

Pro

Gly

Arg

885

Cys

Trp

Ala

Pro

Val

Pro

710

Glu

Thr

Arg

Asn

Leu

790

Met

Asp

Pro

Glu

Lys

870

Ala

Glu

Asn

Arg

Leu

Pro

695

Ser

Glu

Gln

Ala

Ala

775

His

Leu

Glu

His

Leu

855

Ser

Gly

Ala

His

Gln

835

Asn

Leu

Ser

Leu

Ala

Gly

760

Ser

Asp

His

Asn

Gly

840

Ala

Ser

Phe

Ala

Glu

920

Arg

Leu

Gln

Val

Leu

Phe

745

Leu

Lys

Met

Pro

Asp

825

Ala

Thr

Leu

Pro

905

Thr

Lys

Pro

Ser

Thr

His

730

His

Thr

Asp

Asn

Val

810

His

Leu

Cys

Ser

Val

890

Val

Arg

Gly

Leu

Glu

Val

715

Ala

Ser

Glu

Val

Arg

795

Glu

Met

Gly

Asp

Thr

875

Asp

Gln

Tyr

Pro

Ala

Glu

700

Ser

Asp

Ser

Leu

Ile

780

Leu

Phe

Pro

Gly

Ile

860

Leu

Leu

Val

Trp

Val

940

Arg

Cys

Gly

Arg

His

Phe

765

Tyr

Arg

Glu

Lys

Pro

845

Pro

Arg

Asn

Leu

Lys

925

His

Ser

Leu

Asp

Ile

Met

750

Gly

Ala

Asp

Ser

Val

830

Ile

Tyxr

Leu

Ala

Ser

910

Glu

Asp

Trp

Val

Leu

Phe

735

Asn

Ala

Ser

Pro

Ala

815

Asp

Lys

Leu

Leu

Ile

895

Asp

Pro

Leu

His

Val

Ser

720

Ala

Ser

Asp

Pro

Ile

800

Phe

Arg

Gln

Ser

Ala

880

Asn

Leu

Arg

Ile

Asn
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945

Val Leu Arg

Ser His Ile

Gly Ile Ser
995
Tyr Ile Leu
1010
Asp Gly Glu
1025

Gln Ser Leu

Thr Ala Asp

Ala Glu Met

1075

Val

Val

980

Thr

Arg

Glu

Gly

Lys

1060

Asp

Ser

965

Phe

Leu

Asp

Gly

Ser

1045

950

Asp

Pro

Cys

Val

Ile

1030

Gln

955 960

Leu Pro Trp Leu Arg Asp His Val Vval Gly
970 975

Gly Ala Gly Phe Val Cys Met Ala Val Met

985 990

Ser Ser Asp His Glu Ser Asp Asp Ile Ser
1000 1005 |

Asn Phe Ala Gln Ala Leu Ile Leu Pro Ala

1015 1020

Asp Leu Arg Leu Thr Ile Cys Ala Pro Asp

1035 1040

Asp Trp Gln Arg Phe Leu Val His Ser Ile

1050 1055

Asn Asp Trp Thr Glu His Cys Thr Gly Leu Val Arg

Gln

Asp Pro Arg Pro Trp

1090

Ser Leu His Arg Val

1105

Thr Cys Ile Glu Ser

1125

Pro

1065 1070
Pro Ser Ser Leu Ser Asn Gln Gln Arg Ile

1080 1085

Ser Arg Lys Thr Ala Pro Gln Glu Leu Trp Asp

Gly
1110

Asp

Ala Asp Thr Ala Ser Ala

1140

Val His Pro Thr Thr

1155

Leu Pro Phe Ala Gly

1170

Val Gly Cys Met Lys

1185

Asp Met Leu Arg Ala

1205

Leu

Ser

Ile

1190

Gln

1095 1100

Ile Arg His Gly Pro Phe Phe Arg Asn Ile
1115 1120

Gly Arg Gly Ser Trp Cys Thr Phe Ala Ile

1130 1135
Met Pro His Ala Tyr Glu Ser Gln His Ile
1145 ‘ 1150
Asp Ser Ala Val Gln Ala Ala Tyr Thr Thr
1160 1165

Arg Ile Lys Ser Ala Met Val Pro Ala Arg

1175 1180

Ser Ser Arg Leu Ala Asp Leu Glu Ala Arg
1195 1200

Ala Lys Met His Ser Gln Ser Pro Ser Ala

1210 1215
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10

Leu Val Thr Asp Val Ala Val Phe Asp

1220 1225

Pro Val Met Glu Leu Glu Gly Leu Val

1235 1240

Leu Gly Thr Ser Asp Arg Asp Ser Thr

1250 1255

Ser Trp His Trp Ala Pro Asp Ile Ser

1265 1270

Glu Lys Thr Leu Gly Thr Gly Ile Gln

1285

Leu Glu Leu Arg Arg Cys Ser Val His

1300 1305

Ser Leu Ser Val Gly Asp Val Glu Arg

1315 1320

Phe Tyr Ala Trp Met Gln Lys Gln Leu

1330 1335

Leu Gly Pro Glu Ser Ser Ser Trp Thr

1345 1350

Cys Ser Leu Arg Ser Arg Val Val Ala

1365

Ile Cys Arg Leu Gly Ser Val Leu Pro

1380 1385

Asp Pro Leu Glu Val Met Met Asp Gly

1395 1400

Val Asp Ala Leu Lys Trp Ser Arg Ser

1410 1415

Val Arg Leu Cys Cys His Lys Asn

1425 1430

Gly Gly Gly Thr Gly Gly Cys Thr
1445

Pro Asn Pro Pro Val Gly Arg Tyr

1460 A 1465

Phe Phe Glu Ala Ala Arg Lys Arg

Glu

Phe

Asp

1260
Leu Val Asn
1275
Glu His Glu
1290

Phe Ile Gln

Leu Ser Gly

Ala Cys Ala

-1340

Ala Asp Pro Val Gly

Gln Ser Leu Gly Ala

1245

Pro Gly Asn Thr Cys

Pro

Ile

Glu

His

1325

Gln

Gly
1230

Ser
Ser
Gly Trp Leu
1280
Ser Leu Ile
1295
Ala Met Glu
1310

Leu Ala Lys

Asn Gly Glu

Arg Asp Ser Glu Gln Ala Arg

1355
Gly Ser Thr
1370

Ala Ile Leu

His Leu Leu

Asn Ala Gln

1420

1435

1450

Asn

1360
Gly Glu Met

1375

Arg Arg Glu Val

Ser
1405

Ala

Pro Arg Ala Arg Ile

Gln Leu Val Val Asp

Asp Phe Thr Asp Val

Phe Ala Gly Trp Gln

1390
Arg Tyr Tyr

Ser Glu Leu

Leu Glu Ile
1440
Ser Leu Gly

1455
Ser Ala Gly
1470

Asn Val Met
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1475

Asp Phe Arg Lys

Val

1490

Cys Gly Ser

1505

Leu Asp Ile Glu Asp Asp Pro Glu Ala Gln

Tyr

Thr Ser Asn Met Gln

Pro

Leu

Pro

Met

1585

Cys

Val

Gly Gly Lys
1540
Phe Phe Thr
1555
Glu Arg Gln
1570
Thr

Leu His

Asp Ser His

Gln Ala Thr

1525

Leu

Phe

Ser

Thr

Glu

1605

Gly

11

1480

1495
Asp Val Val Leu Ala Cys
1510

Arg Thr Leu Thr Asn Val

1530

Ile Leu Val Glu Thr Thr

1545

Leu Leu Pro Gly Trp

1560

Thr Pro Ser Leu Ser Pro

1575

Gly Phe Asn Gly Val Glu

1590 1595

Phe Tyr Met Ile Ser Thr

1610

1515

1485

1500
Gln Val Leu

Arg Lys Leu

Arg Asp Glu

1550

Trp Leu Ser
1565
Thr Met Trp
1580
Val Glu Ala

Met Met Ser

Gly Phe

His Ala
1520

Leu Lys

1535

Leu Asp

Glu Glu

Arg Ser

Arg Asp
1600
Thr Ala

1615

Pro Met Ser

Cys

Ser

Leu Val Tyr
1635
Gln Gly Glu
1650
Leu Arg Gln

1665

Glu Val Glu

Leu Leu Thr

Gln Gly Ala

1715

1620

Val

Ile

Val

His

Ser

Asp

Arg

Pro

Ser

1685

Met Leu Gln Leu Ala Gly Gly Thr Leu Trp

1700

Ser Ser Thr

1640

Gly Arg Asn
1655
Pro Thr Glu

1670

Met Leu Gly Ser Val Thr Asn Asp Asp

Val Lys

1625

Pro Met Ser

Cys Ser Val

Gly Gln Ile

1675

1690

1705

Leu

Trp

Thr

1660

Cys Val Phe

Pro

Ile

1645

Ser

Glu Val Leu

1630

Ser Asp Leu

Leu Gln Ala

Leu Gly
1680

Phe Thr

1695

Val Thr

1710

Thr Met Lys Ser Asp Asp Pro Leu Lys Ala Leu His Leu

1720

1725

Gly Leu Leu Arg Thr Met Arg Asn Glu Ser His Gly Lys Arg Phe Val

1730

1735

1740
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Ser Leu Asp Leu
1745

Asp Ala Ile Val

Glu Phe Asp Tyr
1780

Phe Ser Asp Ser

1795
Pro Phe Gln Asp
1810
Gly Leu Leu Asp
1825

Glu Pro Asp Lys

Phe Gly Leu Asn
1860

Ser Asn Val Met

1875
Glu Thr Ala Arg
1890
Cys Ala Leu Met
1905

Thr Asn Val Val

Ser Ile Pro Leu
1940

Ala Arg Ile Leu

1955
Gly Val Gly Gln
1970
Val Phe Thr Thr
1985

Lys Phe His Leu

12

Asp Pro Ser Arg Asn Pro Trp Thr Gly Asp Ser Arg
1750 1755 1760
Ser Val Leu Asp Leu Ile Ser Met Ser Asp Glu Lys
1765 1770 1775
Ala Glu Arg Asp Gly Val Ile His Val Pro Arg Ala
1785 1790
Ile Asn Gly Gly Glu Glu Asp Gly Tyr Ala Leu Glu
1800 1805
Ser Gln His Leu Leu Arg Leu Asp Ile Gln Thr Pro
1815 1820
Ser Leu His Phe Thr Lys Arg Asn Val Asp Thr Tyr
1830 1835 1840
Leu Pro Asp Asp Trp Val Glu Ile Glu Pro Arg Ala
1845 1850 1855
Phe Arg Asp Ile Met Val Ala Met Gly Gln Leu Glu
1865 1870
Gly Phe Glu Cys Ala Gly Val Val Thr Ser Leu Ser
1880 1885
Thr Ile Ala Pro Gly Leu Ala Val Gly Asp Arg Val
1895 1900
Asn Gly His Trp Ala Ser Arg Val Thr Thr Ser Arg
1910 1915 1920
Arg Ile Pro Glu Thr Leu Ser Phe Pro His Ala Ala
1925 1930 1935
Ala Phe Thr Thr Ala Tyr Ile Ser Leu Tyr Thr Val
1945 1950
Pro Gly Glu Thr Val Leu Ile His Ala Gly Ala Gly
| 1960 1965
Ala Ala Ile Ile Leu Ala Gln Leu Thr Gly Ala Glu
1975 1980
Ala Gly Ser Glu Thr Lys Arg Asn Leu Leu Ile Asp
1990 1995 2000

Asp Pro Asp His Val Phe Ser Ser Arg Asp Ser Ser
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2005

Phe Val Asp Gly Ile
2020
Val Leu Asn Ser Leu
2035
Leu Ala Arg Phe Gly
2050

Gln Asn Ser Arg Leu
2065

Ser Ser Val Asp Ile

13

2010

2015

Lys Thr Arg Thr Arg Gly Lys Gly Val Asp Val

Ala Gly Pro
2040
Arg Phe Val
2055
Asp Met Ser
2070

Leu Tyr Trp

2085

Phe Gln Ala Met Ser
2100
Gly Leu Ile His Pro
2115
Ala Phe Arg Thr Met
2130

Thr Val Ala Pro Asp
2145

Leu Phe Leu Lys Pro

2165

Gly Ile Gly Arg Arg
2180
Tyr Leu Ile Ile Leu
2195
Ser Leu Gln Glu Arg
2210

Ala Asp Glu Ser Gln
2225

Glu Met Pro Pro Ile

Glu Vval Ile

Ile Ser Glu
2120
Gln Ser Gly
2135
Asp Ala Val
2150

Asn Val Ser
Ile Cys Glu

Ser Arg Thr
2200
Gly Cys Thr
2215
Leu Glu Ala
2230

Arg Gly Val

2245

Asp Ala Leu Val Ser Gln Met Thr Ala

2260

2025

Leu Leu

Glu Ile

Gln

Gly

Thr Phe Val

2090
Leu Leu
2105

Tyr Pro

2075

Trp

Met

Gln His Val

Leu Val‘Arg

2155

2030
Lys Ser Phe Asp Cys
2045
Lys Lys Asp Leu Glu
2060
Arg Asn Val Ser Phe

2080

Gln Gln Ala Lys Pro Ala Glu Ile

2095
Glu Arg Thr Ala Ile
2110
Ser Ala Leu Glu Lys
2125

Gly Lys Ile Val Val
2140

Gln Glu Arg Met Pro

2160

Tyr Leu Val Ala Gly Gly Leu Gly

2170

2175

Trp Leu Val Asp Arg Gly Ala Arg

2185

2190

Ala Arg Val Asp Pro Val Val Thr

2205

Val Ser Val Gln Ala Cys Asp Val

2220

Ala Leu Gln Gln Cys Arg Ala Glu

2235

2240

Ile Gln Gly Ala Met Val Leu Lys

2250

2265

2255

Asp Gly Phe His Ala Ala Leu

2270
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Arg Pro Lys Val
2275
Val Asp Phe Phe
2290
Ala Gly Gln Ala
2305
Ala Glu His Arg
Gly Met Val Gln
2340
Ala Glu Arg Leu
2355
Val Leu Asp Val
2370
Ala Pro Thr Arg
2385
Gly Pro

His

Gly Ile Lys

2420

Leu Thr Pro Ala

2435
Ile Ser Gln Gln
2450
Lys Leu Ile Ser
2465
Gln Thr Leu Ala

Arg Asn

2500

Leu Met
2515

Arg Tyr Lys Ala

Trp Ala

Tyr Arg Asp Pro

Gln Gly Ser Trp

14

Asn Leu

2280

Val Met Leu Ser
2295

Asn Tyr Ala Ala
2310

Met Ala

His Asn

2325
Ser Ile

Gly Tyr

Gln Arg Ile
2360
Glu

Leu Gln

2375
Pro Ala
2390
His Ala

2405

Glu Asp Asp Asn Leu His Ala

2440
Glu Ser Ile

2455

Met Phe Gly Leu Thr Asp Ser

2470

Ser Leu

Ala

Gln
2330
Val Ala

2345

Gly Tyr Gln Pro Leu His

Asp Trp Met Gln Glu

2410

Leu Arg Asp Asn

2425

Ala Val Ile Met

Gly Ala Phe Gln

Pro Ala Val Thr

His Arg Ile Ala
2285
Val Gly Val Met
2300

Asp
2315

Ile
Glu Thr Asp Ser
2350
Glu

2365

Ala Ile Ser Pro Val Cys Ser

2380

Val Ile Val Thr Gly Ile Asn Thr

2395

Ala Arg

His Gly Ala
2430

Arg Leu Asn

2445

Glu Ala Met

2460

Glu Met Ser

2475

Gly Ile Gly Val Asp Ser Leu Val Ala Ile

2485

2490

2505

2520

Trp Ile Thr Ala Lys Phe Asn Val Asp Ile Ser Val

Ser Asp

Gly Gly

Ala Leu
2320

Asp Leu

2335

Ala vVal

Glu Glu

Pro Ala

Arg Pro
2400
Phe Ala
2415

Leu Ser

Arg Ala

Ser Cys

Ala Thr
2480

Glu Leu

2495

Phe Glu

2510

2525

Glu Gly Arg Thr Ile Ala Lys Val Ala Glu Val Val Leu Gln
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Numero da Seqiéncia:
Tamanho:

Tipo:

2530

256

PRT

Descricgéo:

4

15

Carboxilesterase bioH de Escherichia coli

Sequéncia No. 4

Met Asn Asn Ile

1

Val

Asp

Gly

Ala

65

Trp

Glu

Ala

Gln

Ala

145

Leu

Asn

Gln

Leu

Glu

Phe

50

Glu

Ser

Arg

Arg

Gln

130

Leu

Lys

Gly

Asn

Leu

Glu

35

Gly

Ala

Leu

Val

Asp

115

Gln

Gln

Lys

Gly

Val

His

20

Leu

Arg

Val

Gly

Gln

100

Glu_

Leu

Thr

Thr

Leu

180

Ser

Trp

Gly

Ser

‘Ser

Leu

Gly

85

Ala

Trp

Ser

Met

Val

165

Glu

Met

Trp

Trp

Ser

Arg

Gln

70

Leu

Leu

Pro

Asp

Gly

150

Leu

Ile

Pro

Gln

Gly

His

Gly

55

Gln

vVal

Val

Gly

Asp

135

Thr

Ala

Leu

Phe

Thr

Leu

Phe

40

Phe

Ala

Ala

Thr

Ile

120

Phe

Glu

Leu

Lys

Leu

Lys

Asn

25

Thr

Gly

Pro

Ser

Val

105

Lys

Gln

Thr

Pro

Thr

185

Arg

Gly
10

Ala
Leu
Ala
Asp
Gln
90

Ala
Pro
Arg
Ala
Met
170

Val

Leu

Gln

Glu

His

Leu

Lys

75

Ile

Ser

Asp

Thr

155

Pro

Asp

Tyr

Gly
Val
Leu
Ser
60

Ala
Ala
Ser
Val
Val
140
Gln
Glu

Leu

Gly

Asn
Trp
Val
45

Leu
Ile
Leu
Pro
Leu
125
Glu
Asp
Val

Arg

Tyr

Val

Arg

30

Asp

Ala

Trp

Thr

Cys

110

Ala

Arg

Ala

Asp

Gln

190

Leu

His

15

Cys

Leu

Asp

Leu

His

95

Phe

Gly

Phe

Arg

Val

175

Pro

Asp

Leu

Ile

Pro'

Met

Gly

80

Pro

Ser

Phe

Leu

Ala

160

Leu

Leu

Gly
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195 200

205

Leu Val Pro Arg Lys Val Val Pro Met Leu Asp Lys Leu Trp Pro His

210 215

220

Ser Glu Ser Tyr Ile Phe Ala Lys Ala BAla His Ala Pro

225 230 235

His Pro Ala Glu Phe Cys His Leu Leu Val Ala Leu Lys

245 250

Numero da Seqgiiéncia: 5
Tamanho: 25
Tipo: DNA

Descrigdo: Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Primer

Sequéncia No. 5
aacatatgaa taacatctgg

25

Numero da Seqiiéncia: 6
Tamanho: 27
Tipo: DNA

Descricgdo: Seqliéncia Artificial

<220>

<223> Primer
Sequéncia No. 6
aagaattcta caccctctge

27

Nimero da Sequéncia: 7

Phe Ile Ser
240
Gln Arg Val

255

tggca

ttcaacg
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Tamanho: 20
Tipo: DNA

Descricao:

<220>

<223> Primer

Sequéncia No
tgacggcttc
20

Numero da Se
Tamanho: 19
Tipo: DNA

Descricgao:

<220>

<223> Primer

Sequéncia No
tacaccctct

19

Namero da Se
Tamanho: 20
Tipo: DNA

Descricgdo:

<220>

<223> Primer

Sequéncia No
gctggattgt
20

Seqgiiéncia Artificial

.7

qiéncia: 8

Seqiéncia Artificial

. 8

qguéncia: 9

Sequiéncia Artificial

. 9

17

gctatcccat

gcttcaacg

ttcgecgatce
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1. METODO PARA PRODUGAO DE SINVASTATINA,

- REIVINDICAGOES -

caracterizado por compreender as etapas de:

(1) combinagdo entre si de monacolina J; -um
tioéster de acila doador de uma fragcdo acila para o grupo
hidroxila C8 da monacolina J na presenga de LovD
aciltransferase; e LovD aciltransferase; e

(2) deixando-se a LovD aciltransferase utilizar um
grupo acila do tioéster de acila para acilar
regioseletivamente o grupo hidroxila C8 da monacolina J;

sendo dessa forma produzida sinvastatina.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por a sinvastatina ser produzida in vitro na
auséncia de um organismo isolado.

3. Método, de acorde com a reivindicacao 1,

caracterizado por a monacolina J; o tioéster de acila e a

LovD aciltransferase serem combinados em uma midia de

fermentag¢do na presenga de um organismo isolado gque produz
LovD aciltransferase e em que adicionalmente o organismo
consiste em Escherichia coli, Aspergillus terreus, Monascus
ruber, Monascus purpureus, Monascus pilosus, Monascus
vitreus, Monascus pubigerus, Candida cariosilognicola,
Aspergillus oryzea, Doratomyces stemonitis, Paecilomyces
virioti, Penicillum citrinum, Penicillum chrysogenum,
Scopulariopsis brevicaulis ou Trichoderma viride.

4. Método, de acordo <com a reivindicacdo 3,

caracterizado por o organismo isolado ser pelo menos um de:
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(a) Aspergillus terreus que expressa polipeptideo
LovD da SEQ ID NO: 1;

(b) Aspergillus terreus que nao expressa
polipeptideo LovF da SEQ ID NO: 3;

(c) Escherichia coli que expressa polipeptideo LovD
da SEQ ID NO: 1; ou

(d) Escherichia coli que nédo expressa polipeptideo
bioH da SEQ ID NO: 4.

5. Método, de acordo com a. reivindicacao 1,
caracterizado por a LovD aciltransferase ter a seqiéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO: 1 ou da SEQ ID NO: 2.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por o tioéster de acila ser selecionado de
forma a possuir pelo menos uma das seguintes propriedades:

(a) ser um tioéster de butirlila, um tioéster de N-
acetilcisteamina ou um tioéster de metil-tioglicolato;

(b) compreender fracdes de grupo acila de extenséo

de cadeia média (C3-C6);

(c) ser capaz de transpor as membranas celulares de
células de Escherichia coli ou Aspergillus terreus
cultivadas em uma midia de fermentacdo; ou

{d) ser selecionado do grupo gque consiste em o-
dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato (DMB-S-MMP) ,
dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-S—-EMP) e

dimetilbutiril-S-metil tioglicolato (DMB-S-MTG) e

dimetilbutiril-S-metil mercaptobutirato (DMB-S-MMB) .
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7. Método, de acordo com a reivindicacgdo 3,
caracterizado por o tioéster de acila ser a-dimetilbutiril-
S-metil-mercaptopropionato, e por o oa-dimetilbutiril-S-
metil-mercaptopropionato se encontrar presente na midia de
fermentacdo em uma faixa de concentracdo de 1 mM-100 mM.

8. Método,A de acordo com a reivindicacao 3,
caracterizado por a monacolina J ser produzida por um
organismo isolado em uma midia de fermentacé&o.

9. Método, de acordoe <com a reivindicagao 3,
caracterizado por o organismo isolado ser cultivado em pelo
menos uma das seguintes condigdes:

(a) a uma temperatura entre 30-40° C;

(b) por um periodo de tempo de entre pelo menos 4 e
pelo menos 48 horas;

(c) a um pH entre 7-8; ou

{d) em uma midia de fermentacdo compreendendo midia
LB, Fl1 ou TB.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por compreender adicionalmente: a purificacéo
da sinvastatina obtida pelo método por meio de pelo menos
uma etapa de purificacgdo compreendendo:

(a) lise de <células de um organismo isolado
presente na combinacédo;

(b) centrifugacgdo;

(c) precipitagdo de uma forma de &cido livre de

sinvastatina;
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(d) conversdo de uma forma de A&cido 1livre de
sinvastatina em um sal de sinvastatina;

(e) filtrac&do; ou

(f) cromatografia 1liquida de alto desempenho )
“High Performance Liquid Chromatography” - HPLC).

11. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,
caracterizado por o método:

(a) produzir uma composigao de matéria
compreendendo 0%-1% da monacolina J que foi inicialmente
combinada com o tioéster de acila doador de uma fracédo

acila para o grupo hidroxila C8 de monacolina J na presenca

de LovD aciltransferase; e/ou

(b) resultar em pelo menos 95% da monacolina J
adicionada a combinacdo sendo convertida em sinvastatina.

12. COMPOSIGCAO DE MATERIA, <caracterizado por
compreender:

monacolina J;

um tioéster de acila que doa uma fragdo acila ao

grupo hidroxila C8 da monacolina J na presenga de LovD

aciltransferase;

LovD aciltransferase; e

sinvastatina.

13. Composig¢do, de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizada por compreender adicionalmente um organismo
isolado, em que o organismo consiste em Escherichia coli,
Aspergillus terreus, Monascus ruber, Monascus purpureus,

Monascus pilosus, Monascus vitreus, Monascus pubigerus,
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Candida cariosilognicola, Aspergillus oryzea, Doratomyces
stemonitis, Paecilomyces virioti, Penicillum citrinum,
Penicillum chrysogenunm, Scopulariopsis brevicaulis ou
Trichoderma viride.

14. Composigdo, de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizada por o organismo isolado ser pelo menos um de:

(a) Aspergillus terreus que expressa polipeptideo
LovD da SEQ ID NO: 1;

(b) Aspergillus terreus que nao expressa
polipeptideo LovF da SEQ ID NO: 3;

(c) Escherichia coli gue expressa polipeptideo LovD
da SEQ ID NO: 1; ou

(d) Escherichia coli que nao expressa polipeptideo
bioH da SEQ ID NO: 4.

15. Composigdo, de acordo com a reivindicagao 12,
caracterizada por o tioéster de acila possuir pelo menos
uma das seguintes propriedades:

(a) ser um tioéster de butirlila, um tioéster de N-
acetilcisteamina ou um tioéster de metil-tioglicolato;

{b) compreender frac¢des de grupo acila de extensao
de cadeia média (C3-C6);

(c) ser capaz de transpor as membranas celulares de
células de  Escherichia coli ou Aspergillus terreus
cultivadas em uma midia de fermentacdo; ou

{(d) ser selecionado do grupo gque consiste em o-
dimetilbutiril-S-metil-mercaptopropionato (DMB-S-MMP) ,

dimetilbutiril-S-etil mercaptopropionato (DMB-S-EMP) e
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dimetilbutiril-S-metil tioglicolato (DMB-S-MTG) e
dimetilbutiril-S-metil mercaptobutirato (DMB-S-MMB) .

16. Composigdo, de acordo com a réivindicagéo 12,
caracterizada por compreender adicionalmente um organismo
isolado transduzido com um vetor de expressdo que codifica
LovD de Aspergillus terreus {(SEQ ID NO: 1).

17. Composicgdo, de acordo com a reivindicagido 12,
caracterizada por a composicido compreender adicionalmente
lovastatina e a quantidade de sinvastatina na composicdo
ser maior que a quantidade de lovastatina na composig&o.

18. COM?OSICAO DE MATERIA, caracterizada por
compreender:

tetra-ol de pravastatina hidrolisado;

um tioéster de acila que doa uma fracdo acila para o
grupo hidroxila C8 do tétra—ol de-pravastatina hidrolisado
na presencga de LovD aciltransferase;

LovD aciltrénsferase; e

huvastatina.

19. METODO PARA FABRICACAO DE HUVASTATINA,
caracterizado por compreender as etapas de:

(1) inter-combinacdo de tetra-ol de pravastatina
hidrolisado; um tioéster de acila que doa uma fracdo acila
para o grupo hidroxila C8 do tetra-ol de pravastatina
hidrolisado na presenca de LovD aciltransferase; e LovD
aciltransferase; e

(2) deixando-se a LovD aciltransferase utilizar um

grupo acila do tioéster de acila para acilar



regioseletivamente o grupo hidroxila C8 do tetra-ol de
pravastatina hidrolisado;

sendo dessa forma produzida huvastatina.

20. METODO PARA FABRICACAO DE SINVASTATINA,

5 caracterizado por compreender as etapas de:

(1) inter-combinacdo de lovastatina; um tioéster de
acila que doa uma frag¢do acila para o grupo hidroxila C8 da
monacolina J na presenga de LovD aciltransferase; e LovD
aciltransferase; e

10 (2) deixando-se a LovD aciltransferase:

(a) hidrolisar lovastatina para monacolina

(b) utilizar um grupo acila do tioéster de
acila para acilar regioseletivamente o grupo
15 hidroxila C8 da monacolina J;
sendo dessa forma produzida sinvastatina.
21. METODO PARA FABRICAGCAO DE UMA COMPOSICAO DE
MATERIA DE SINVASTATINA OU HUVASTATINA, caracterizado por
ser substancialmente conforme aqui descrito e

20 exemplificado.
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Figura 13
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Figura: 14
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Concentragdo de DMB-S-MMP (mM)
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Figura 17
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| , - RESUMO -
/METODO PARA PRonbcAo DE ‘SINVASTAT‘INA; | COMPOSIcAO DE
'MATERIA ME‘.TODO PARA FABRICAcAo DE HUVASTATINA METODO PARA .
‘E‘ABRICACAO DE SINVAS‘I’ATINA E METODO PARA FABRICAcAo DE‘

UMA, COMPOSICAO DE MATERIA DE SINVASTATINA ouU. HUVASTATINA
A invencao ‘aqui dlvulgada refere se a metodos e
materiais . para’ producao de 131nvastat1na ‘é” compgstos

associados tal como huvastatina. o R
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