COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA PRODUCCION INCREMENTADA DE
ENDURACIDINA EN UNA CEPA GENETICAMENTE MODIFICADA DE
STREPTOMYCES FUNGICIDICUS

REFERENCIA RECIPROCA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la fecha de presentacion
anticipada de las patentes provisionales de EE. UU. Numeros 62/430.838, presentada el 6 de
diciembre de 2016 y 62/479.087, presentada el 30 de marzo de 2017, cada una de las cuales
se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
CAMPO

Esta descripcion se refiere a la biosintesis de antibidticos, en particular, a las

composiciones y métodos para mejorar la produccion de enduracidina.

FUNDAMENTO

La aparicion mundial de infecciones bacterianas resistentes a multiples farmacos ha
dado lugar a enormes costos sanitarios y se ha convertido en una amenaza importante para la
salud publica. Para mantenerse a la vanguardia del desarrollo de resistencias a los
medicamentos antibacterianos, existe la necesidad de identificar nuevos antibidticos, asi

como métodos para producir dichos antibidticos de una manera mas rentable.

RESUMEN

La presente divulgacion supera los problemas asociados con la produccion limitada de
enduracidina (enramicina) en cepas de tipo silvestre de Streptomyces fungicidicus, asi como
los limites de produccion en cepas industriales desarrolladas a través de la radiacion
convencional y mutagénesis mediada por quimicos del cromosoma y multiples rondas
sucesivas de seleccion de mutantes para la produccion de niveles aumentados de los péptidos
deseados del antibiotico enduracidina. En el presente documento se describe la manipulacion
genética de genes reguladores orf24 y orf18 asociados con el grupo de genes de biosintesis de
enduracidina (enramicina) de Streptomyces fungicidicus para generar vectores y cepas
recombinantes que producen mayores rendimientos de este antibiotico peptidico. Las cepas
recombinantes fueron construidas tanto en un productor de tipo silvestre, Streptomyces
fungicidicus B-5477 (ATCC 21013), y Streptomyces fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-

122342), que se deriva de la cepa de tipo silvestre y se usa actualmente para la produccion



industrial de enduracidina. En el organismo de tipo silvestre, la integracion especifica a sitio
del plasmido pXY152-endorf24, que impulsa la sobreexpresion de una segunda copia de
orf24, generd la cepa SfpXY152endorf24. La integracion del fosmid pXYF24D3
mutagenizado en el cromosoma de tipo Silvestre reemplazo el orfl8 nativo con una copia
interrumpida del gen y cred el mutante SfpXYF24D3. Trabajando con el productor
commercial de Streptomyces fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-122342), la integracion del
plasmido pXY152-endorf24 generd la cepa recombinante Streptomyces fungicidicus BM38-
2.24/16. Para crear una cepa derivada de BM38-2 (ATCC PTA-122342) que carece de orf18
funcional, se construyd el plasmido pKS-T-orfl8pfrd-AmR para eliminar orfI§ y sus
regiones flanqueantes, reemplazando esta regiéon con un marcador de resistencia a apramicina
y generando la cepa recombinante deStreptomyces fungicidicus BM38-2.18pfrd-AmR. Se
demostrd que las cepas manipuladas genéticamente producen rendimientos de enduracidina
que varian de 1.2 a 4.6 veces mas que las cepas precursoras respectivas. Los rendimientos de
enduracidina elevados de las cepas recombinantes proporcionan una produccién mas rentable

de enduracidina.

Las anteriores y otras caracteristicas y ventajas de la divulgacion se hardn mas
evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, que se desarrolla con referencia a las

figuras adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 proporciona la estructura quimica de las enduracidinas A y B.

La FIG. 2 es un mapa del plasmido integrativo de expresion pXY 152-endorf24.

La FIG. 3 es un mapa de la eliminacion de genes del plasmido pXY300-orf18ifd.

La FIG. 4 es un mapa de la delecion de genes del plasmido pKS-T-orf18ifd.

La FIG. 5 es un mapa de la delecion de genes del plasmido pKS-T-orf18pfrd-AmR.

La FIG. 6 es un mapa de la delecion de genes del plasmido pKS-orfl8ifd-T-
AmR(NS).

La FIG. 7 es un mapa de la expresion integrativa del plasmido pXY 152-endorf24-
camtsr.

La FIG. 8 es un mapa de la expresion integrativa del plasmido pXY 152-endorf24-
blatsr.



La FIG. 9 proporciona una alineacion de la proteina StrR activadora de
estreptomicina (SEC ID NO: 25) con Orf24 (SEQ ID NO: 26).

Las FIGs. 10A y 10B son mapas de las inserciones de plasmidos pKS-T-orf18pfrd-
AmR (a) y pXY300-orfl8ifd (b). En el constructo pXY30-orfl8ifd, se elimind y se
reemplazo la secuencia interna de orf18 desde la posicion del nucleotido 25795 hasta 26450
(nimero de acceso de GenBank DQ403252) con un sitio de restriccion Pacl (TTAATTAA,
FIG. 10B). El orfl8 resultante eliminado en el marco (GTGTTTAATTAATGA (SEC ID
NO: 27)) podria traducirse en un péptido de tres aminodcidos (VFN). En general, cualquier
eliminacion interna en el marco a lo largo de orf18 deberia resultar en una funcion anulada de
Orf18 debido a su estado incompleto.

La FIG. 11 es el alineamiento de Orf24 con seis proteinas ortélogas del activador
especifico de la via de tipo a StrR funcionalmente caracterizadas de actinimicetos. Orf24
(mimero de acceso de GenBank DQ403252; SEC ID N°: 26) del grupo de genes biosintéticos
de enduracidina de S. fungicidicus; StrR (niimero de acceso de GenBank Y00459; SEC ID
N°: 25) del grupo de genes biosintéticos de estreptomicina de S. griseus; Teil5* (numero de
acceso de GenBank AJ632270; SEC ID NO: 32) del grupo de genes de teicoplanina de
Actinoplanes teichomyceticus; Bbr (nimero de acceso de GenBank Y16952; SEC ID N°: 28)
del grupo de genes biosintéticos balhimycina DSM 5908 de la cepa de Amycolatopsis; KasT
(mimero de acceso de GenBank BAF79690; SEC ID N° 29) del grupo de genes
kasugamicina de S. kasugaensis ; NovG (nimero de acceso de GenBank AF170880; SEC ID
N°: 30) del grupo de genes biosintéticos de novobiocina NCIMB 9219 de la cepa S. niveus;
SgcR1 (nmimero de acceso de GenBank AY048670; SEC ID NO: 31) del grupo de genes
biosintéticos C-1027 de S. globisporus. Aminoacidos idénticos (*), aminoacidos
conservadores (.) y sustituciones de aminoacidos altamente conservativos(:). El motivo
conservado hélice-giro-hélice (HTH) caracteristico de las proteinas de union al ADN como
StrR esta subrayado.

La FIG. 12 Alineacion de Orfl8 (SEC ID NO: 36) con otros ortélogos
reguladores de la respuesta funcionalmente caracterizados. SCO1745/AbrA2: Regulador
de respuesta de dos componentes A3 (2) de S. coelicolor (nimero de acceso de GenBank
CAB50960; SEC ID NO: 33). SCO3226/AbsA2: Regulador de respuesta de dos componentes
A3 (2) de S. coelicolor (nimero de acceso de GenBank AAB08053; SEC ID NO: 34).
SCO3818: Regulador transcripcional de respuesta de sistema de dos componentes A3 (2) de

S. coelicolor (mimero de acceso de GenBank CAB46941; SEC ID NO: 35).



LISTADO DE SECUENCIAS

Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos enumeradas en este documento y en la
lista de secuencias adjunta se muestran usando abreviaturas de letras estandar para bases de
nucleotidos y un codigo de tres letras para aminoacidos, como se define en 37 C.F.R. 1.822.
Solo se muestra una hebra de la secuencia de acido nucléico, pero se entiende que la hebra
complementaria estd incluida por cualquier referencia a la hebra mostrada. En la siguiente
lista de secuencias:

Las SEQ ID NOs: 1 y 2 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar el
inserto del plasmido pXY152-endorf24.

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY 152-endorf24.

Las SEQ ID NOs: 4-7 son cebadores oligonucleodtidos utilizados para generar el
inserto del plasmido pXY300-orf18ifd.

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY300-orf18ifd.

Las SEQ ID NOs: 9 y 10 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar el
fragmento oriT del plasmido pKS-T-orf18pfrd.

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pKS-T-orf18pfrd.

Las SEQ ID NOs: 12 y 13 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar
el fragmento amR del plasmido pKS-T-orf18pfrd-AmR.

La SEQ ID NO: 14 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pKS-T-orf18pfrd-
AmR.

Las SEQ ID NOs: 15-18 son cebadores oligonucleotidos utilizados para generar los
fragmentos oriT y amR del plasmido pKS-orf18ifd-T-AmR (NS).

La SEQ ID NO: 19 es la secuencia de 4cido nucleico del plasmido pKS-orf18ifd-T-
AmR (NS).

La SEQ ID NO: 20 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY152-
endorf24-camtsr.

Las SEQ ID NOs: 21 y 22 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar
el fragmento bla del plasmido pXY 152-endorf24-blatsr.

La SEQ ID NO: 23 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY152-
endorf24-blatsr.

La SEQ ID NO: 24 es un cebador oligonucleotidico que corresponde a una region de

un gen de resistencia a apramicina.



La SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos de la proteina StrR activadora de
estreptomicina.

La SEQ ID NO: 26 es la secuencia de aminoacidos codificada por ORF24.

La SEQ ID NO: 27 es la secuencia de acido nucleico que ilustra una eliminacion en
el marco en orf18.

La SEQ ID NO: 28 es la secuencia de aminoacidos del inserto Bbr.

La SEQ ID NO: 29 es la secuencia de aminoacidos del inserto KasT.

La SEQ ID NO: 30 es la secuencia de aminoacidos del inserto NovG.

La SEQ ID NO: 31 es la secuencia de aminoacidos del inserto SgcR1.

La SEQ ID NO: 32 es la secuencia de aminoacidos del inserto Teil5*.

La SEQ ID NO: 33 es la secuencia de aminoacidos del ortélogo regulador de la
respuesta SCO1745/AbrA2 de S. coelicolor A3 (2) (GenBank Accession No. CAB50960).

La SEQ ID NO: 34 es la secuencia de aminoacidos del ortélogo regulador de la
respuesta SCO/3226/AbsA2 de S. coelicolor A3 (2) (GenBank Accession No. AAB08053).

La SEQ ID NO: 35 es la secuencia de aminoacidos del regulador de respuesta
ortdlogo SCO3818 de S. coelicolor A3 (2) (GenBank Accession No. CAB46941).

La SEQ ID NO: 36 es la secuencia de aminoacidos codificada por ORF18.

La SEQ ID NO: 37 es la secuencia de acido nucleico de orf18.

La SEQ ID NO: 38 es la secuencia de acido nucleico de orf24.

La SEQ ID NO: 39 es la secuencia de acido nucleico del fosmid pXYF148 con el
orf24 ubicado en la posicion de nucledtido 23109 a 24044).

La SEQ ID NO: 40 es la secuencia de acido nucleico del fosmid pXYF24 con el
orfl8 ubicado en la posicion del nucleotido 31091-31753).

DESCRIPCION DETALLADA DE VARIAS MODALIDADES
L Introduccion

La enduracidina (FIG. 1), también Ilamada enramicina, es un antibiotico
lipodepsipeptidico de 17 aminoacidos producido por la bacteria del suelo S. fungicidicus B-
5477 (ATCC 21013). El péptido se aisla del caldo de fermentacion y los micelios
principalmente como una mezcla de enduracidinas A y B, que difieren en un carbono en la
longitud de la cadena lipidica adherida. Estructuralmente, las enduracidinas se distinguen por
una fraccion de 4cido graso ramificado Ci, o Ci3 2Z, 4E unido por un enlace amida a un

residuo de acido aspartico, y la presencia de numerosos residuos de aminoacidos no proteicos



tales como enduracididina (End), 4-hidroxifenilglicina  (Hpg), 3,5-dicloro-4-
hidroxifenilglicina (Dpg), citrulina (Cit) y ornitina (Orn) (cf. FIG. 1). Siete de los 17
aminodcidos tienen la configuracion D y seis de los residuos son Hpg o el derivado clorado
Dpg.

La enduracidina (por simplicidad, se hara referencia a los péptidos de forma singular)
muestra una potente actividad antibacteriana in vitro e in vivo contra un amplio espectro de
organismos gram-positivos, incluido Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE). Las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) son tan bajas como 0.05 pg/mL y el efecto es bactericida. Un estudio con 100 cepas de
S. aureus recolectadas de varios productos patologicos, e incluyendo un 40% de MRSA,
estableci6 MIC que varian de 0.09 a 0.56 pg/mL sin una cepa capaz de sobrevivir a la
exposicion a 1 pg/mL. Para comparacion, las CIM tipicas para vancomicina hacia cepas
sensibles de S. aureus varian de 0,5 a 2 pg/ml. Ademas, la enduracidina tiene un excelente
perfil toxicologico. En un estudio en ratones, conejos, perros y monos, las LD50 agudas
fueron: intravenosas, 30-125 mg/kg; intraperitoneal, 750-910 mg/kg; subcutanea,
intramuscular (i.m.) u oral,> 5-10 g/kg. En el mismo estudio, los monos que recibieron
enduracidina por via intramuscular durante 6 meses y las ratas a las que se les administr6 una
dosis similar durante 12 meses se encontrd que solo tenian una inflamacion localizada en el
sitio de las inyecciones. En humanos, se administré enduracidina por via intramuscular (100
mg cada 12 horas) a 20 pacientes adultos hospitalizados infectados con MRSA. Se informo
que el péptido estaba libre de efectos secundarios y que también era muy efectivo para tratar
infecciones del tracto urinario y de la piel causadas por MRSA, pero no infecciones cronicas
del hueso (Peromet, Chemotherapy 19: 53-61, 1973).

La enduracidina inhibe la biosintesis de la pared celular del peptidoglicano bacteriano
mediante la formacién de complejos con el lipido II extracelular, un precursor para la
estructura de la pared celular bacteriana. El sitio de la formacién de complejos del lipido II es
distinto del reconocido por vancomicina y explica la acciéon de la enduracidina contra
organismos resistentes a vancomicina. Hasta la fecha, no hay una resistencia cruzada
documentada de enduracidina con ningun antibidtico utilizado clinicamente y no hay
evidencia de resistencia desarrollada, adquirida o transferible. La ausencia de cualquier forma
conocida de mecanismo de resistencia transferible, la falta de biodisponibilidad oral, su baja

toxicidad y excelente actividad hacia Clostridium spp. han hecho de la enduracidina un



antibiotico peptidico comercial clave utilizado como aditivo alimenticio para aves de corral
para controlar la enteritis clostridial.

Para derivar una cepa del organismo productor que podria suministrar las cantidades
de péptidos requeridos para usos comerciales, Japén Takeda Animal Health (ahora parte de
Intervet/Merck Animal Health) sometieron a S. fungicidicus B-5477 a varios métodos
tradicionales de optimizacion de cepas y se seleccionaron para los mutantes que produjeron
rendimientos mas altos de enduracidina. Un mercado mundial creciente de enduracidina ha
impulsado los esfuerzos para mejorar atin mas el rendimiento de este antibiotico en BM38-2
(ATCC PTA-122342). Con la secuencia genética del grupo de genes de biosintesis de
enduracidina disponible (nimero de acceso de GenBank DQ403252, que se incorpora aqui
como referencia en la red informatica mundial el 3 de octubre de 2006, BM38-2 (ATCC
PTA-122342) sirvi6o como la cepa inicial para la manipulacion genética dirigida de genes
reguladores asociados con el grupo de genes y constituye la base de esta divulgacion. En este
documento, se describe que el producto de orf18 tiene un efecto negativo en la produccion de
enduracidina y el producto del gen orf24 tiene un efecto positivo en la produccion de
enduracidina y que las cepas recombinantes derivadas tanto de S. fungicidicus de tipo
silvestre como de organismos BM38-2 (ATCC PTA -122342) que explotan estos efectos
reguladores producen rendimientos elevados de enduracidina. Ademas, en el presente
documento se describen nuevos vectores de expresion de sustitucion génica y de integracion

basados en pBluescript II KS y pSET152, respectivamente.

11 Abreviaturas y Términos
a. Abreviaturas
AA: aminoacido
Am: apramicina
AmR: marcador de resistencia a apramicina
amRp: promotor de resistencia a apramicina nativa
ATCC: Coleccion de Cultura Tipo Americana
bla: gen de resistencia a ampicilina
BLAST: Herramienta basica de busqueda de alineacion local
cam: gen de resistencia a cloranfenicol
CFU unidades formadoras de colonias
CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio
Cit: L-citrulina
Dpg: 3,5-dicloro-L-4-hidroxifenilglicina
EDTA: EtilenDiaminoTetra-Acetato disodico
Final: enduracididina
Enradin: Enduracidina, enramicina
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EPM:
Hpg:
HPLC:
HTH:
IM:
ISP2:
ISP4:
LB:
LD50:

MAH:

MeOH:

MICs:

Medio de produccion de enduracidina

D- y L- 4-hidroxifenilglicina

Cromatografia liquida de alto desempefio

Hélice-Giro-Hélice

Intramuscular

Medio 2 del Proyecto Internacional Streptomyces

Medio 4 del Proyecto Internacional Streptomyces

Caldo Luria-Bertani

Dosis letal, un LD50 representa la dosis individual requerida
para matar al 50 por ciento de una poblacion de animales de
prueba

Intervet/Merck Animal Health

Metanol

Concentraciones inhibitorias minimas,

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

nm:
NRPS:
ORF:
Ormn:
PCP:
PCR:
Pfrd:
SDS:
SNP:
SPD:
TFA:
TSB:
tsr.
UV:
VRE:

b. Condiciones

Nanometro

sintetasa de péptidos no ribosomal
marco de lectura abierta

D-ornitina

proteina portadora de peptidilo
Reaccion en cadena de la polimerasa
Eliminacion adicional de la region flanqueante
Dodecilsulfato sodico

Polimorfismo de nucleo6tido tnico
Fotodiodo espectral

Acido trifluoroacético

Caldo de soya triptico

Gen de resistencia a tiostreptona
ultravioleta

enterococos resistentes a vancomicina

A menos que se indique lo contrario, los términos técnicos se utilizan de acuerdo con

el uso convencional. Las definiciones de términos comunes en biologia molecular se pueden

encontrar en Benjamin Lewin Genes V publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN
0-19-854287-9); Kendrew, (eds.) The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por
Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.) Molecular

Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Para facilitar la revision de las diversas modalidades de esta divulgacion, se

proporcionan las siguientes explicaciones de términos especificos:

Administracion: Administracion por cualquier via al animal. Como se usa en este

documento, la administracion se refiere tipicamente a la administracion oral.



Variante alélica: Una forma alternativa de un polipéptido que se caracteriza por tener
una sustitucion, eliminacion o adicion de uno o mas aminoacidos. En un ejemplo, la variante
no altera la funcion biolodgica del polipéptido.

Amplificacion: Cuando se usa en referencia a acidos nucleicos, técnicas que
aumentan el nimero de copias de una molécula de &cido nucleico en una muestra o
espécimen. Un ejemplo de amplificacion es la reaccion en cadena de la polimerasa, en la cual
una muestra bioldgica recolectada de un sujeto se pone en contacto con un par de cebadores
oligonucleotidicos, bajo condiciones que permiten la hibridacion de los cebadores con la
plantilla de 4cido nucleico en la muestra. Los cebadores se extienden bajo condiciones
adecuadas, se disocian de la plantilla y luego se vuelven a recocer, se extienden y se disocian
para amplificar el nimero de copias del acido nucleico. El producto de la amplificacion in
vitro se puede caracterizar por electroforesis, patrones de escision por endonucleasas de
restriccion, hibridacion o ligacion de oligonucleétidos y/o secuenciacion de acidos nucleicos,
utilizando técnicas estdndar. Otros ejemplos de técnicas de amplificacion in vitro incluyen la
amplificacion por desplazamiento de hebras (véase la patente de EE.UU. n° 5.744.311);
amplificacion isotérmica libre de transcripcion (véase la patente de EE.UU. n° 6.033.881);
Amplificacion de la reaccion de reparacion de la cadena (véase WO 90/01069); amplificacion
de la reaccion de la cadena ligasa (véase EP-A-320 308); amplificacion de la reaccion de la
cadena de la ligasa para el llenado de faltantes (ver la patente de los Estados Unidos No.
5.427.930); Deteccion de ligasa acoplada y PCR (véase la patente de EE.UU. No. 6.027.889);
y la amplificacion libre de transcripcion de ARN NASBA™ (véase la patente de EE.UU. n°
6.025.134).

Analogo, derivado o mimético: Un analogo es una molécula que se diferencia en la
estructura quimica de un compuesto precursor, por ejemplo un homoélogo (que se diferencia
en un incremento en la estructura quimica, tal como una diferencia en la longitud de una
cadena de alquilo), un fragmento molecular, una estructura que difiere por uno o mas grupos
funcionales, y/o un cambio en la ionizaciéon. Los andlogos estructurales a menudo se
encuentran utilizando relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR), con técnicas tales
como las que se describen en Remington (The Science and Practice of Pharmacology, 19*
edicion (1995), capitulo 28). Cuando los cambios al compuesto original son sustanciales, o se
combinan muchos cambios incrementales, el compuesto no es mas un analogo. Por ejemplo,
la ramoplanina no se considera en la presente como un andlogo de la enduracidina: la

ramoplanina no tiene el aminoacido enduracididina, incluye diferentes aminoacidos, y aunque



tiene una cadena lateral de lipidos, la longitud de cadena es sustancialmente mas corta. Los
analogos de enduracidina pueden prepararse mediante la adicion o eliminacion de grupos
funcionales en los aminoacidos que constituyen los lipodepsipéptidos, mediante la sustitucion
de un aminoacido por otro (excepto los aminoacidos enduracididina) o una combinacion de
modificacion del grupo funcional y sustitucion de aminoacidos. Ejemplos de analogos de
enduracidina incluyen tetrahdorenduracidina A, tetrahidroenduracidina B,
descloroenduracidina A y descloroenduracidina B.

Un derivado es una molécula bioldgicamente activa derivada de la estructura base.
Un mimético es una molécula que imita la actividad de otra molécula al imitar la estructura
de dicha molécula, tal como una molécula biolégicamente activa. Por lo tanto, el término
"mimético" indica una estructura definida relacionada con la actividad.

Antibiético: Una sustancia, por ejemplo, enduracidina, penicilina o estreptomicina, a
menudo producida por o derivada de ciertos hongos, bacterias y otros organismos, que puede
destruir o inhibir el crecimiento de otros microorganismos.

Antisentido, sentido, y antigenos: El ADN de doble hebra (ADNds) tiene dos
hebras, una hebra de 5 '— 3', denominada la hebra positiva, y una hebra de 3 '— 5' (el
complemento inverso), denominada la hebra negativa. Debido a que la ARN polimerasa
agrega acidos nucleicos en una direccion 5 '— 3', la hebra negativa del ADN sirve como
plantilla para el ARN durante la transcripcion. Por lo tanto, el ARN formado tendrd una
secuencia complementaria a la hebra negativa e idéntica a la hebra positiva (excepto que U es
sustituida por T). Las moléculas antisentido son moléculas que son especificamente
hibridables o especificamente complementarias a cualquiera ARN o ADN de hebra positiva.
Las moléculas sensoriales son moléculas que son especificamente hibridables o
especificamente complementarias a la hebra negativa de ADN. Las moléculas de antigeno
son bien sea moléculas complementarias antisentido o sentido a una diana de ADN de doble
hebra. En una modalidad, una molécula antisentido hibrida especificamente con un ARNm
diana e inhibe la transcripcion del ARNm diana.

Union o union estable: Una molécula, tal como un oligonucle6tido o una proteina,
se une o se unc de manera estable a una molécula diana, tal como un acido nucleico o una
proteina, si la union es detectable. En un ejemplo, un oligonucledtido se une o se une de
manera estable a un acido nucleico diana si una cantidad suficiente del oligonucleo6tido forma
pares de bases o se hibrida con su acido nucleico diana, para permitir la deteccion de esa

union. La union puede ser detectada por bien sea las propiedades fisicas o funcionales de la
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diana: complejo de oligonucleotidos. La unién entre una diana y un oligonucledtido puede
detectarse mediante cualquier procedimiento conocido por un experto en la técnica, incluidos
los ensayos de unién tanto funcionales como fisicos. La unién puede detectarse
funcionalmente al determinar si la uniéon tiene un efecto observable sobre un proceso
biosintético tal como la expresion de un gen, replicacion del ADN, transcripcion, traduccion y
similares.

Los métodos fisicos para detectar la union de hebras complementarias de ADN o
ARN son bien conocidos en la técnica e incluyen métodos tales como DNasa I o huella
quimica, analisis de cambio de gel y ensayos de escision por afinidad, transferencia Northern,
transferencia de puntos y procedimientos de deteccion de absorcion de luz. Por ejemplo, un
método que se usa ampliamente, debido a que es tan simple y confiable, implica observar un
cambio en la absorcion de la luz de una solucion que contiene un oligonucleétido (o un
analogo) y un acido nucleico diana en 220 a 300 nm, a medida que la temperatura aumenta
poco a poco. Si el oligonucledtido o analogo se ha unido a su diana, hay un aumento
repentino en la absorcion a una temperatura caracteristica a medida que el oligonucleotido (o
analogo) y la diana se disocian entre si, o se funden.

La unién entre un oligdmero y su acido nucleico diana se caracteriza frecuentemente
por la temperatura (T,)) a la que se funde el 50% del oligdmero de su diana. Una T, mas alta
significa un complejo mas fuerte o mas estable en relacién con un complejo con una Ty, mas
baja.

La unién entre una proteina y su proteina diana, como un anticuerpo para un antigeno,
se caracteriza frecuentemente por la determinacion de la afinidad de unién. En una
modalidad, la afinidad se calcula mediante una modificacion del método de Scatchard
descrito por Frankel, Mol. Immunol., 16:101-106, 1979. En otra modalidad, la afinidad de
union se mide por una tasa de disociacion del receptor de agente de union especifico. En otra
modalidad mas, una alta afinidad de unién se mide mediante un radioinmunoensayo de
competicion. En varios ejemplos, una alta afinidad de uniéon es al menos 1x105 M
aproximadamente. En otras modalidades, una alta afinidad de unién es al menos 1,5 x 10®
aproximadamente, al menos 2,0x
10® aproximadamente, al menos 2.5 x 10® aproximadamente, al menos 3.0 x 10®
aproximadamente, al menos 3.5 x 10® aproximadamente, al menos 4.0 x 10*
aproximadamente, al menos 4.5 x 10 aproximadamente, o al menos 5.0 x 10° M

aproximadamente.
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Funcion bioldégica: La funcion de un polipéptido en las células en las que ocurre
naturalmente. Un polipéptido puede tener mas de una funcion bioldgica.

ADNc (ADN complementario): Una pieza de ADN que carece de segmentos
internos no codificantes (intrones) y secuencias reguladoras de la transcripcion. EI ADNc
también puede contener regiones no traducidas (UTR) que son responsables del control de
traduccion en la molécula de ARN correspondiente. E1 ADNc se sintetiza en el laboratorio
por transcripcion inversa del ARN mensajero extraido de las células.

Sustitucion conservadora: Las sustituciones de aminoacidos que no alteran
sustancialmente la actividad (especificidad o afinidad de union) de la molécula. Tipicamente,
las sustituciones de aminoacidos conservadoras implican sustituciones de un aminoacido por
otro aminodcido con propiedades quimicas similares (ej., carga o hidrofobicidad). La

siguiente tabla muestra ejemplos de sustituciones de aminodcidos conservativas:

. . . Sustituciones
Residuo original

conservadoras
Ala Ser
Arg Lys
Asn Gln; His
Asp Glu
Cys Ser
Gln Asn
Glu Asp
Gly Pro
His Asn; Gln
Ile Leu; Val
Leu Ile; Val
Lys Arg; Gln; Glu
Met Leu; Ile
Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp; Phe
Val Ile; Leu

Control de la cepa de Streptomyces fungicidicus: La cepa natural de tipo silvestre
de origen natural, Streptomyces fungicidicus ATCC21013.

ADN (acido desoxirribonucleico): Un polimero de cadena larga que comprende el
material genético de la mayoria de los organismos vivos (algunos virus tienen genes que

comprenden el 4cido ribonucleico (ARN)). Las unidades de repeticion en los polimeros de
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ADN son cuatro nucledtidos diferentes, cada uno de los cuales comprende una de las cuatro
bases, adenina, guanina, citosina y timina unidas a un azucar de desoxirribosa al que esta
unido un grupo fosfato. Las tripletas de nucleotidos (denominadas codones) codifican para
cada aminoacido en un polipéptido. El término codon también se usa para las secuencias
correspondientes (y complementarias) de tres nucledtidos en el ARNm en el que se transcribe
la secuencia de ADN.

A menos que se especifique lo contrario, cualquier referencia a una molécula de ADN
pretende incluir el complemento inverso de esa molécula de ADN. Excepto donde se requiere
una sola hebra, por el texto en la presente, las moléculas de ADN, aunque estan escritas para
representar solo una hebra tnica, abarcan ambas hebras de una molécula de ADN de doble
hebra. Por lo tanto, una referencia a la molécula de acido nucleico que codifica una proteina
especifica, o un fragmento de la misma, abarca tanto el hilo de los sentidos como su
complemento inverso. Asi, por ejemplo, es apropiado generar sondas o cebadores a partir de
la secuencia de complemento inversa de las moléculas de 4cido nucleico descritas.

Dominio: Una porcion de una molécula tal como proteinas o acidos nucleicos que es
estructural y/o funcionalmente distinta de otra porcion de la molécula.

Codifica: Se dice que un polinucleotido "codifica" un polipéptido si, en su estado
nativo o cuando se manipula mediante métodos bien conocidos por los expertos en la técnica,
puede transcribirse y/o traducirse para producir el ARNm para y/o el polipéptido o un
fragmento del mismo. La hebra antisentido es el complemento de dicho 4cido nucleico, y la
secuencia de codificacion se puede deducir de él.

Enduracidina: Las enduracidinas A y B son lipodepsipéptidos de 17 aminoacidos
descubiertos a fines de la década de 1960 a partir de las fermentaciones de la bacteria del
suelo Streptomyces fungicidicus B-5477 (ATCC 21013). Los péptidos A y B son homologos
que difieren en un carbono en la longitud de la cadena lipidica unida. Estructuralmente, las
enduracidinas se distinguen por una fraccion de acido graso ramificado Cj; 0 Ci32Z,4E y la
presencia de numerosos residuos de aminoacidos no proteicos tales como la enduracididina
(End), 4-hidroxifenilglicina (Hpg), 3,5-dicloro-4-hidroxifenilglicina (Dpg), citrulina (Cit) y
ornitina (Orn). Siete de los 17 aminoécidos tienen la configuracién D y seis de los residuos
son Hpg o su analogo clorado Dpg.

Fragmentos funcionales y variantes de un polipéptido: Se incluyen aquellos
fragmentos y variantes que mantienen una o mas funciones del polipéptido original. Se

reconoce que el gen o ADNc que codifica un polipéptido puede mutarse considerablemente
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sin alterar materialmente una o mas funciones del polipéptido. Primero, el codigo genético
estd degenerado y, por lo tanto, diferentes codones codifican los mismos aminoacidos. En
segundo lugar, incluso cuando se introduce una sustitucion de aminoacidos, la mutacion
puede ser conservadora y no tener un impacto material en la funcion o funciones esenciales
de una proteina. Véase Stryer Biochemistry, 3* ed., (C) 1988. Tercero, parte de una cadena
polipeptidica puede eliminarse sin afectar o eliminar todas sus funciones. En cuarto lugar, las
inserciones o adiciones se pueden hacer en la cadena polipeptidica, por ejemplo, agregando
etiquetas de epitopo, sin afectar o eliminar sus funciones (Ausubel, J. Immunol. 159(5): 2502-
12, 1997). Otras modificaciones que se pueden hacer sin afectar materialmente una o mas
funciones de un polipéptido incluyen, por ejemplo, modificaciones quimicas y bioquimicas in
vivo o in vitro o la incorporacion de aminoacidos inusuales. Tales modificaciones incluyen,
por ejemplo, acetilacion, carboxilacion, fosforilacion, glicosilacion, ubiquinacion, etiquetado,
¢j., con radionucleidos, y diversas modificaciones enzimaticas, como apreciaran facilmente
los expertos en la materia. Una variedad de métodos para el etiquetado de polipéptidos, y
etiquetas utiles para tales fines, incluyen isotopos radiactivos tales como **P, ligandos que se
unen o estan unidos por parejas de union especificas etiquetadas (ej., anticuerpos),
fluoroforos, agentes quimioluminiscentes, enzimas y antiligandos. Los fragmentos y
variantes funcionales pueden ser de longitud variable. Por ejemplo, algunos fragmentos
tienen al menos 10, 25, 50, 75, 100, 200 o incluso mas residuos de aminoacidos.

Cantidad efectiva: Una cantidad o concentracion de un compuesto o composicion
especifica suficiente para lograr un efecto deseado en un sujeto. La cantidad efectiva puede
depender, al menos en parte, de la especie de animal que se esté tratando, el tamafio del
animal y/o la naturaleza del efecto deseado.

Grupo de genes: Un conjunto de elementos genéticos agrupados en el cromosoma,
cuyos productos proteinicos tienen una funciéon relacionada, tal como la formacién de una
ruta biosintética del producto natural.

Heterologo: Como se relaciona con secuencias de acido nucleico tales como
secuencias codificantes y secuencias de control, "heter6logo" denota secuencias que
normalmente no estan asociadas con una regién de una construccion recombinante, y/o no
estdn normalmente asociadas con una célula en particular. Por lo tanto, una region
"heter6loga" de un constructo de acido nucleico es un segmento identificable de acido
nucleico dentro de o unido a otra molécula de acido nucleico que no se encuentra en

asociacion con la otra molécula en la naturaleza. Por ejemplo, una region heterdloga de un
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constructo podria incluir una secuencia de codificacion flanqueada por secuencias que no se
encuentran en asociacion con la secuencia de codificacion en la naturaleza. Otro ejemplo de
una secuencia de codificacion heterdloga es un constructo donde la secuencia de codificacion
misma no se encuentra en la naturaleza (ej., secuencias sintéticas que tienen codones
diferentes al gen nativo). De manera similar, una célula huésped transformada con un
constructo que normalmente no esta presente en la célula huésped se considera heterdloga
para propdsitos de esta descripcion.

Secuencia homéloga de aminoacidos: Cualquier polipéptido que esté codificado, en
su totalidad o en parte, por una secuencia de acido nucleico que hibrida con cualquier porcion
de las secuencias de acido nucleico de la region de codificacion. Una secuencia homologa de
aminoacidos es una que difiere de una secuencia de aminoacidos mostrada en la lista de
secuencias por una o mas sustituciones de aminoacidos conservadoras. Dicha secuencia
también abarca variantes alélicas (definidas anteriormente) asi como secuencias que
contienen deleciones o inserciones que conservan las caracteristicas funcionales del
polipéptido. Preferiblemente, tal secuencia es al menos 75%, mas preferiblemente 80%, mas
preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, y mas
preferiblemente 98% idéntica a cualquiera de las secuencias de aminoacidos.

Las secuencias de aminodcidos homdlogas incluyen secuencias que son idénticas o
sustancialmente idénticas a las secuencias de aminoacidos de la lista de secuencias. Por
"secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica" se entiende una secuencia que es al
menos el 90%, preferiblemente 95%, mas preferiblemente 97%, y mas preferiblemente 99%
idéntica a una secuencia de aminoacidos de referencia y que preferiblemente difiere de la
secuencia de referencia por una mayoria de sustituciones conservadoras de aminoacidos. De
acuerdo con este aspecto de la invencion, los polipéptidos que tienen una secuencia homdloga
a cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la lista de secuencias incluyen variantes
alélicas de origen natural, asi como mutantes o cualquier otra variante de origen no natural
que conserva las caracteristicas inherentes de cualquier polipéptido de las secuencias
descritas en el presente documento. La homologia se puede medir utilizando un software de
analisis de secuencias como el paquete de software de andlisis de secuencia del Genetics
Computer Group, Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin, 1710 University
Avenue, Madison, WI 53705. Las secuencias de aminoacidos pueden alinearse para
maximizar la identidad. Los espacios también pueden introducirse artificialmente en la

secuencia para lograr una alineacion Optima. Una vez que se ha establecido la alineacion
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optima, el grado de homologia se establece registrando todas las posiciones en las que los
aminoacidos de ambas secuencias son idénticos, en relacidon con el ntimero total de
posiciones. Las secuencias de polinucle6tidos homologas se definen de una manera similar.
Preferiblemente, una secuencia homologa es una que es al menos 45%, 50%, 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%., 96%, 97%, 98%,
0 99% idéntica a cualquiera de las secuencias de codificacion.

Hibridacién: Los oligonucledtidos y otros acidos nucleicos se hibridan mediante
enlaces de hidrogeno, que incluyen enlaces de hidrogeno de Watson-Crick, Hoogsteen o
Hoogsteen invertidos, entre bases complementarias. En general, el acido nucleico consiste en
bases nitrogenadas que son pirimidinas (citosina (C), uracilo (U) y timina (T)) o purinas
(adenina (A) y guanina (G)). Estas bases nitrogenadas forman enlaces de hidrégeno entre una
pirimidina y una purina, y la unioén de la pirimidina a la purina se conoce como apareamiento
de bases. Mas especificamente, A se unird con hidrogeno a T o U, y G se unird a C.
Complementario se refiere al apareamiento de bases que se produce entre dos secuencias de
acido nucleico distintas o dos regiones distintas de la misma secuencia de acido nucleico.

Especificamente hibridables y especificamente complementarios son términos que
indican un grado suficiente de complementariedad de tal manera que se produce una union
estable y especifica entre un primer acido nucleico (tal como, un oligonucle6tido) y una diana
de ADN o ARN. El primer 4cido nucleico (tal como, un oligonucledtido) no necesita ser
100% complementario a su secuencia diana para ser especificamente hibridable. Un primer
acido nucleico (tal como, un oligonucle6tido) se puede hibridar especificamente cuando
existe un grado suficiente de complementariedad para evitar la union no especifica del primer
acido nucleico (tal como, un oligonucleoétido) a secuencias no diana bajo condiciones donde
la unidn especifica es deseada. Dicha unidn se conoce como hibridacion especifica.

Las condiciones de hibridacion que dan como resultado grados particulares de
rigurosidad variardn dependiendo de la naturaleza del método de hibridacion elegido y la
composicion y longitud de las secuencias de acido nucleico de hibridacion. En general, la
temperatura de hibridacion y la fuerza iénica (especialmente la concentracion de Na") del
tampon de hibridacion determinaran la rigurosidad de la hibridacion, aunque los tiempos de
lavado también influyen en la rigurosidad. Los calculos con respecto a las condiciones de
hibridacién requeridas para alcanzar grados particulares de rigurosidad son discutidos por
Sambrook (ed.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2* ed., Vol. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, capitulos 9y 11.
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Los siguientes son conjuntos de ejemplo de condiciones de hibridacion y no pretenden
ser limitantes.

Rigurosidad Muy Alta (detecta secuencias que comparten el 90% de identidad de

secuencia)

Hibridizacion: 5x SSC a 65EC durante 16 horas

Lavar dos veces: 2x SSC a temperatura ambiente (RT) durante 15
minutos cada vez

Lavar dos veces: 0.5x SSC a 65EC durante 20 minutos cada vez

Rigurosidad Alta (detecta secuencias que comparten 80% de identidad de secuencia o

mas)

Hibridizacion: 5x-6x SSC a 65EC-70EC durante 16-20 horas

Lavar dos veces: 2x SSC a temperatura ambiente durante 5-20 minutos
cada vez

Lavar dos veces: 1x SSC a 55EC-70EC durante 30 minutos cada vez

Rigurosidad Baja (detecta secuencias que comparten mas del 50% de identidad de
secuencia)

Hibridizacion: 6x SSC desde temperatura ambiente a SSEC durante 16-
20 horas

Lavar al menos dos veces:2x-3x SSC desde temperatura ambiente a SSEC durante 20-
30 minutos cada vez.

Aislado: Un componente bioldgico aislado (tal como una molécula de acido nucleico
o una proteina) es uno que se ha separado o purificado sustancialmente de otros componentes
bioldgicos en la célula del organismo en el que se encuentra el componente de forma natural,
tal como otro ADN cromosomico y extracromosémico y ARN, proteinas y organulos. Con
respecto a los acidos nucleicos y/o polipéptidos, el término puede referirse a los acidos
nucleicos o polipéptidos que no se flanquean mas por las secuencias que tipicamente los
flanquean en la naturaleza. Los acidos nucleicos y proteinas que se han aislado incluyen
acidos nucleicos y proteinas purificadas por métodos de purificacion estdndar. El término
también abarca acidos nucleicos y proteinas preparados mediante expresion recombinante en
una célula huésped, asi como 4cidos nucleicos sintetizados quimicamente.

Mutado: El proceso de realizar un cambio en la secuencia de un material genético
(generalmente ADN o ARN) de una célula u organismo. Las mutaciones pueden introducirse
intencionalmente en material genético utilizando técnicas moleculares bien conocidas en la
técnica (ej., mutagénesis dirigida a sitio, mutagénesis por PCR y otras).

Péptido no ribosomal (PNR): Una clase de metabolitos secundarios, generalmente

producidos por microorganismos, tales como bacterias y hongos. A diferencia de los
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polipéptidos sintetizados en el ribosoma, estos péptidos se sintetizan mediante sintetasas de
péptidos no ribosomales (NRPS) a partir de aminoécidos.

Ensamblaje de la estructura peptidica no ribosomal: El segundo paso en la
biosintesis de péptidos no ribosomales, que incluye la formacion de enlaces amida
(condensacion) de la secuencia peptidica.

Sintetasa de péptidos no ribosomal (NRPS): Una gran proteina multifuncional que
sintetiza polipéptidos mediante un mecanismo no ribosomal, a menudo conocido como
sintesis de tiotemplato (Kleinkauf y von Doehren Ann. Rev. Microbiol. 41: 259-289, 1987).
Dichos polipéptidos no ribosomales pueden tener una estructura ciclica lineal, ciclica o
ramificada y con frecuencia contienen aminoacidos que no estin presentes en proteinas o
aminoacidos modificados mediante metilacion o epimerizacion. En ejemplos particulares, la
NRPS produce dipéptidos.

Adaptacion de péptidos no ribosomicos: El tercer paso en la biosintesis de péptidos
no ribosomales. Hay numerosos aminoacidos precursores nuevos que se encuentran en los
péptidos no ribosémicos y muchos de estos precursores se forman se forman o modifican
mientras se unen a dominios PCP de proteinas especializadas o la NRPS. Esta modificacion
post-sintética puede ocurrir después de la formacion del enlace amida de la estructura
peptidica. Las modificaciones de ejemplo incluyen epimerizacion de carbono-o, metilacion
N, heterociclizacion de residuos de Cys o Ser/Thr a tiazolinas y oxazolinas, y halogenacion o
hidroxilacion de la cadena lateral. Otras modificaciones, como la oxidacion, alquilacion,
acilacion y glicosilacion, pueden ocurrir después de la liberacion del péptido naciente del
complejo NRPS y a menudo son necesarias para la actividad bioldgica completa.

Biosintesis de aminoacidos precursores no ribosomales: El primer paso en la
biosintesis de péptidos no ribosomales. Los péptidos no ribosomales a menudo poseen
aminoacidos que no se encuentran en los péptidos y proteinas que se ensamblan en los
ribosomas. Estos aminoacidos no proteicos contribuyen a la diversidad de estos péptidos y, a
menudo, desempefian funciones en su actividad biologica. La biosintesis de estos
aminoacidos puede ocurrir a través de intermedios unidos a proteinas o como especies libres
solubles.

Acido nucleico: Un polimero desoxirribonucledtido o ribonucledtido bien sea en
forma de hebra simple o doble, y a menos que se limite de otra manera, abarca analogos
conocidos de nucledtidos naturales que se hibridan con &cidos nucleicos de una manera

similar a los nucle6tidos de origen natural.
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Nucleotido: Este término incluye, pero no se limita a, un mondémero que incluye una
base unida a un azucar, tal como una pirimidina, purina o analogos sintéticos de los mismos,
o una base unida a un aminoacido, como en un acido nucleico peptidico. Un nucle6tido es un
monomero en un polinucledtido. Una secuencia de nucleodtidos se refiere a la secuencia de
bases en un polinucleotido.

Oligonucleédtido: Una pluralidad de nucledtidos unidos mediante enlaces fosfodiéster
nativos, entre 6 y 300 nucledtidos de longitud aproximadamente. Un analogo de
oligonucledtido se refiere a fracciones que funcionan de manera similar a oligonucleo6tidos
pero tienen porciones de origen no natural. Por ejemplo, los andlogos de oligonucleodtidos
pueden contener porciones de origen no natural, tales como fracciones de azucar alteradas o
enlaces entre azlicares, como un oligodesoxinucleotidos fosforotioato. Los analogos
funcionales de los polinucleotidos de origen natural pueden unirse al ARN o al ADN, e
incluyen moléculas de acido nucleico peptidico.

Los oligonucleétidos y analogos de oligonucledtidos particulares pueden incluir
secuencias lineales de hasta 200 nucledtidos de longitud aproximadamente, por ejemplo, una
secuencia (tal como ADN o ARN) que tiene al menos 6 bases, por ejemplo al menos 8, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100 o incluso 200 bases de largo, o de 6 a 50 bases
aproximadamente, por ejemplo de 10-25 bases aproximadamente, tales como 12, 15 o 20
bases.

Marco de lectura abierta (ORF): Una serie de tripletes de nucleotidos (codones)
que codifican aminoacidos sin ningun codén de terminacion interno. Estas secuencias son
generalmente traducibles en un péptido. Por ejemplo, ORF, marco de lectura abierta y ORF
de enduracidina se refieren a un marco de lectura abierta en el grupo de genes biosintéticos de
enduracidina como aislados de Streptomyces fungicidicus. El término también abarca los
mismos ORF que estan presentes en otros organismos que sintetizan la enduracidina. El
término abarca variantes alélicas y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). En ciertos
casos, el término ORF de enduracidina se usa de forma sinonima con el polipéptido
codificado por el ORF de enduracidina y puede incluir sustituciones conservadoras en ese
polipéptido. El uso particular sera claro desde el contexto.

Un marco de lectura abierta que se ha anulado es un marco de lectura abierto que
se ha vuelto no funcional a través de la eliminacion, inserciéon o mutaciéon de uno o mas

nucledtidos en la secuencia de codificacion.
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Un Streptomyces fungicidicus que comprende un marco de lectura abierta
disminuido-18 (orf 18) es un organismo que tiene una disminucién en, tal como una
disminucién de 2 veces, o incluso una pérdida completa de la funcion bioldgica del producto
génico de orfl8, en relacion a un Streptomyces fungicidicus de tipo silvestre, por ejemplo,
mediante modificacion genética de orf18, incluido el orf18 que se anula como se ejemplifica
a continuacion, y/o mediante manipulaciéon reguladora, ej., modificacion, insercion,
eliminacion y/o sustitucion de regiones no codificantes del gen que codifica ORF18 que
resultan en una disminucioén en la expresion del producto génico orfl8. Por ejemplo, el
promotor de tipo silvestre de orfi8 podria modificarse para disminuir sustancialmente la
transcripcion de orf18.

Un Streptomyces fungicidicus que comprende un marco de lectura abierta
aumentada-24 (orf24) es un organismo que tiene un aumento, por ejemplo un aumento de 2
veces 0 mas, en la funcion biologica del producto génico de orf24, en relacion con un
Streptomyces fungicicicus de tipo silvestre, ej., a través de la modificacion genética de orf24
para mejorar la funcion bioldgica del producto génico de orf24 y/o mediante la manipulacion
reguladora, ¢j., modificacion, insercion, eliminacion y/o reemplazo de regiones no
codificantes del gen que codifica ORF24 que resultan en un aumento en la expresion del
producto génico orf24. Por ejemplo, el promotor de tipo silvestre para orf24 se reemplazo
con un promotor constitutivo fuerte que mejor6 la transcripcion de orf24, como se ilustra a
continuacion.

Gen modificado: Una secuencia de genes que contiene una modificacion en
comparacion con la que se encuentra en el gen de origen natural (tipo silvestre).

Ligado operativamente: Una primera secuencia de 4acido nucleico estd unida
operativamente con una segunda secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de
acido nucleico se coloca en una relacion funcional con la segunda secuencia de acido
nucleico. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una secuencia codificante si
el promotor afecta la transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Generalmente, las
secuencias de ADN operativamente unidas pueden ser contiguas y, donde sea necesario unir
dos regiones codificantes de proteina, estan en el mismo marco de lectura.

Ortologo: Dos secuencias de acido nucleico o aminoacido son ortdlogas entre si si
comparten una secuencia ancestral comin y se separan cuando una especie que lleva esa
secuencia ancestral se divide en dos especies. Las secuencias ortologas también son

secuencias homologas.
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Polipéptido: Un polimero en el que los monémeros son residuos de aminoacidos que
se unen entre si mediante enlaces amida. Cuando los aminoacidos son aminoacidos-alfa, se
puede usar bien sea el isomero L-0ptico o el isomero D-6ptico, prefiriéndose los isomeros L
en algunos casos. El término polipéptido o proteina como se usa en el presente documento
abarca cualquier secuencia de aminodcidos e incluye secuencias modificadas tales como
glicoproteinas. El término polipéptido se destina especificamente a cubrir las proteinas
naturales (ya sean producidas por mecanismos ribosomales o no ribosomales), asi como
aquellas producidas de forma recombinante o sintética.

El término fragmento de polipéptido se refiere a una porcion de un polipéptido que
exhibe al menos un epitope 1til. La frase fragmento funcional de un polipéptido se refiere a
todos los fragmentos de un polipéptido que retienen una actividad (tal como una actividad
bioldgica), o una porcion medible de una actividad, del polipéptido del cual se deriva el
fragmento. Los fragmentos, por ejemplo, pueden variar en tamafio desde un fragmento
polipeptidico tan pequefio como un epitopo capaz de unirse a una molécula de anticuerpo a
un polipéptido grande capaz de participar en la induccidon o programacion caracteristica de
cambios fenotipicos dentro de una célula.

El término polipéptido sustancialmente purificado, como se usa en el presente
documento, se refiere a un polipéptido que esta sustancialmente libre de otras proteinas,
lipidos, carbohidratos u otros materiales con los que estd naturalmente asociado. En una
modalidad, el polipéptido esta al menos en un 50%, por ejemplo en al menos un 80% libre de
otras proteinas, lipidos, carbohidratos u otros materiales con los que estd asociado de forma
natural. En otra modalidad, el polipéptido es al menos en un 90% libre de otras proteinas,
lipidos, carbohidratos u otros materiales con los que esta naturalmente asociado. En aun otra
modalidad, el polipéptido es al menos en un 95% libre de otras proteinas, lipidos,
carbohidratos u otros materiales con los que esta naturalmente asociado.

Sondas y cebadores: Las sondas de acido nucleico y cebadores pueden prepararse
facilmente en base a las moléculas de acido nucleico proporcionadas en esta divulgacion. Una
sonda comprende un acido nucleico aislado unido a una etiqueta detectable o molécula
reportera. Las etiquetas tipicas incluyen isdtopos radiactivos, sustratos enzimaticos, co-
factores, ligandos, agentes quimioluminiscentes o fluorescentes, haptenos y enzimas. Los
métodos para etiquetar y guiar en la eleccion de etiquetas apropiadas para varios propdsitos

se discuten, ej., en Sambrook (In Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSHL, New
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York, 1989) y Ausubel (In Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. y
Wiley-Intersciences, 1992).

Los cebadores son moléculas de 4acido nucleico cortas, preferiblemente
oligonucledtidos de ADN, 10 nucledtidos o mas de longitud. Mas preferiblemente, los
oligonucledtidos de ADN mas largos pueden tener aproximadamente 15, 17, 20 o 23
nucledtidos o mas de longitud. Los cebadores pueden ser recocidos a una hebra de ADN
diana complementaria mediante hibridacion de acido nucleico para formar un hibrido entre el
cebador y la hebra de ADN diana, y luego el cebador se extendio a lo largo de la cadena de
ADN diana por una enzima ADN polimerasa. Los pares de cebadores pueden usarse para
amplificar una secuencia de acido nucleico, ¢j.,, mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) u otros métodos de amplificacion de acido nucleico conocidos en la
técnica.

Los métodos para preparar y usar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en
Sambrook (In Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSHL, Nueva York, 1989),
Ausubel, (In Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Asoc. y Wiley-
Intersciences, 1998), e Innis, (PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications,
Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1990). Los pares de cebadores de PCR se pueden
derivar de una secuencia conocida, por ejemplo, mediante el uso de programas informaticos
destinados a tal fin, como Primer (Version 0.5, © 1991, Instituto Whitehead para la
Investigacion Biomédica, Cambridge, MA).. La especificidad de una sonda o cebador
particular aumenta con su longitud. Por lo tanto, para obtener una mayor especificidad, se
pueden seleccionar sondas y cebadores que comprenden al menos 17, 20, 23, 25, 30, 35, 40,
45, 50 o mas nucleotidos consecutivos de la secuencia de nucledtidos deseada.

Proteina: Una molécula bioldgica expresada mediante un gen y compuesta de
aminoacidos.

Purificado: El término purificado no requiere pureza absoluta; mas bien, se pretende
como un término relativo. Asi, por ejemplo, una preparacion de proteina purificada es aquella
en la que la proteina a la que se hace referencia es mas pura que la proteina en su entorno
natural dentro de una célula.

Recombinante: Un acido nucleico que tiene una secuencia que no se produce de
forma natural o tiene una secuencia creada por una combinacion artificial de dos segmentos
de secuencia separados de otra manera. Esta combinacion artificial puede lograrse mediante

la sintesis quimica o, mas cominmente, mediante la manipulacion artificial de segmentos
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aislados de acidos nucleicos, ej., mediante técnicas de ingenieria genética. "Recombinante"
también se usa para describir moléculas de acido nucleico que han sido manipuladas
artificialmente, pero contienen las mismas secuencias de control y regiones codificantes que
se encuentran en el organismo del cual se aislo el gen.

Regulacion de la produccion de antibioticos: Para causar una alteracion, tal como
un aumento o disminucion, en la cantidad, tipo o calidad de la produccion de antibioticos. En
el presente documento se describen cepas recombinantes de Streptomyces fungicidicus con
produccion de enduracidina mejorada.

Identidad de secuencia: La similitud entre dos secuencias de 4cido nucleico o entre
dos secuencias de aminoacidos se expresa en términos de nivel de identidad de secuencia
compartida entre las secuencias. La identidad de secuencia se expresa tipicamente en
términos de porcentaje de identidad; cuanto mayor sea el porcentaje, mas similares seran las
dos secuencias.

Los métodos para alinear secuencias para comparacion son bien conocidos en la
técnica. Varios programas y algoritmos de alineacion se describen en: Smith y Waterman,
Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970; Pearson y
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; Higgins y Sharp, Gene 73:237-244, 1988;
Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-153, 1989; Corpet, Nucleic Acids Research 16:10881-10890,
1988; Huang, Computer Applications in the Biosciences 8:155-165, 1992; Pearson, Methods
in Molecular Biology 24:307-331, 1994; Tatiana, (1999), FEMS Microbiol. Lett.,
174:247-250, 1999. Altschul, presentd una consideracion detallada de los métodos de
alineacion de secuencias y calculos de homologia (J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990).

El Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI) Herramienta de Bsqueda
Basica de Alineacion Local (BLAST™, Altchul. J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990) est4
disponible en varias fuentes, incluido el Centro Nacional de Informacién Biotecnologica
(NCBI, Bethesda, MD) y en Internet, para su uso en relacion con los programas de analisis de
secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Una descripcion de como determinar la
identidad de secuencia mediante este programa esta disponible en Internet en la seccion de
ayuda de BLAST ™.,

Para las comparaciones de secuencias de aminoacidos de mas de 30 aminoacidos
aproximadamente, la funcién "Secuencias Blast 2" del programa BLAST™ (Blastp) se
emplea utilizando la matriz BLOSUM62 predeterminada establecida en los parametros

predeterminados (costo de abrir un espacio[predeterminado = 5]; costo de ampliar un espacio

-23-



[predeterminado = 2]; penalizacién por una falta de coincidencia [predeterminado = 3];
recompensa por una coincidencia [predeterminado = 1]; valor de expectativa (E)
[predeterminado = 10.0]; tamafio de palabra [predeterminado = 3]; nimero de descripciones
de una linea (V) [predeterminado = 100]; nimero de alineaciones a mostrar (B)
[predeterminado = 100]).. Al alinear péptidos cortos (menos de 30 aminoacidos
aproximadamente), la alineacion debe realizarse utilizando la funcién de secuencias Blast 2,
empleando la matriz PAM30 ajustada a los parametros predeterminados (brecha abierta 9,
penalizaciones de la brecha de extension 1). Las proteinas (o acidos nucleicos) con aun
mayor similitud con las secuencias de referencia mostraran identidades porcentuales mayores
cuando se evaluen mediante este método, como por ejemplo al menos 50%, al menos 60%, al
menos 70%, al menos 80%, al menos 85 %, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de
secuencia.

Para comparaciones de secuencias de acido nucleico, la funcion de "secuencias Blast
2" del programa BLAST ™ (Blastn) se emplea mediante el uso de la matriz BLOSUMG62
predeterminada configurada a los parametros predeterminados (costo para abrir una brecha
[por defecto = 11]; costo para ampliar una brecha [por defecto = 1]; valor de expectativa (E)
[por defecto = 10.0]; tamafio de palabra [por defecto= 11]; nimero de descripciones de una
linea (V) [por defecto = 100]; numero de alineaciones a mostrar (B) [por defecto = 100]).
Secuencias de acidos nucleicos con aun mayor similitud con las secuencias de referencia
mostraran identidades porcentuales mayores cuando se evalien mediante este método, como
por ejemplo al menos 60%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85 %, al
menos 90%, al menos 95%, o al menos 98% de identidad de secuencia.

Una indicacion alternativa de que dos moléculas de 4acido nucleico estan
estrechamente relacionadas es que las dos moléculas se hibridan entre si en condiciones
rigurosas (véase "Hibridacion" mas arriba).

Sin embargo, las secuencias de acidos nucleicos que no muestran un alto grado de
identidad pueden codificar secuencias de aminoacidos similares, debido a la degeneracion del
codigo genético. Se entiende que los cambios en la secuencia de acido nucleico se pueden
hacer usando esta degeneracion para producir multiples moléculas de 4cido nucleico que
todas codifican sustancialmente la misma proteina.

Transfectado: Un proceso por el cual una molécula de acido nucleico se introduce en
la célula, por ejemplo, mediante técnicas de biologia molecular, que resultan en una célula

transfectada (o transformada). Tal como se usa en el presente documento, el término
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transfeccion abarca todas las técnicas mediante las cuales se podria introducir una molécula
de acido nucleico en dicha célula, incluida la transduccion con vectores virales, transfeccion
con vectores plasmidicos y introduccion de ADN por electroporacion, lipofeccion y pistola de
aceleracion de particulas.

Transformado: Una célula transformada es una célula en la que se ha introducido
una molécula de acido nucleico mediante técnicas de biologia molecular. El término abarca
todas las técnicas mediante las cuales se puede introducir una molécula de acido nucleico en
dicha célula, incluida la transfeccion con vectores virales, la transformacion con vectores
plasmidos y la introducciéon de ADN desnudo mediante electroporacion, lipofeccion y pistola
de aceleracion de particulas.

Transposon: Un elemento genético movil que tiene secuencias repetitivas casi
idénticas en cada extremo, y que contiene al menos un gen que codifica una transposasa (la
enzima necesaria para insertar el transposon en la secuencia de ADN). Los transposones se
pueden integrar en diferentes posiciones en el genoma de una célula, o sobre un plasmido
aislado, cosmido o plantilla de ADN de fosmid in vitro. Los transposones también pueden
contener genes distintos de los necesarios para la insercion.

Vector: Una molécula de acido nucleico introducida en una célula huésped,
produciendo asi una célula huésped transfectada. Los vectores de ADN recombinante son
vectores que tienen ADN recombinante. Un vector puede incluir secuencias de acido
nucleico que le permiten replicarse en una célula huésped, tal como un origen de replicacion.
Un vector también puede incluir uno o mas genes marcadores seleccionables y otros
elementos genéticos conocidos en la técnica. Los vectores virales son vectores de ADN
recombinante que tienen al menos algunas secuencias de acido nucleico derivadas de uno o

mas virus. Un plasmido es un vector.

A menos que se explique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados
en la presente tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en
la técnica a la que pertenece esta descripcion. Los términos singulares "un", "una" y "el"
incluyen referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De
manera similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Ademas, debe entenderse que todos los tamafios de bases o tamafios
de aminoacidos, y todos los valores de peso molecular o masa molecular, dados para los

acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para como descripcion.
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Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
pueden ser utilizados en la practica o ensayo de esta divulgacion, los métodos y materiales
adecuados se describen a continuacion. El término "comprende" significa "incluye". En caso
de conflicto, prevalecera la presente especificacion, incluidas las explicaciones de los
términos. Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son sélo ilustrativos y no
pretenden ser limitantes.

Los métodos y materiales adecuados para la practica de las modalidades descritas se
describen a continuacion. Ademas, cualquier método o técnica apropiada bien conocida por
los expertos en la técnica puede usarse en la realizacion de las modalidades descritas.
Algunos métodos y técnicas convencionales aplicables a la presente divulgacion se describen,
por ejemplo, en Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ra
edicion, Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Associates, 1992 (y Supplements to 2000); Ausubel, Short Protocols in
Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular
Biology, 4ta edicion., Wiley & Sons, 1999; Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990; Harlow y Lane, Using Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999; y Kieser, T., Bibb, M.J.,
Buttner, M.J., Chater, K.F., y Hopwood, D.A.: Practical Streptomyces genetics, John Innes
Centre, Norwich Research Park, Colney, Norwich NR4 &UH, England, 2000.

Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes, y otras referencias
mencionadas en el presente documento se incorporan como referencia en su totalidad. En
caso de conflicto, prevalecera la presente especificacion, incluidas las explicaciones de los
términos. Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son sélo ilustrativos y no

pretenden ser limitantes.

11 Vectores de expresion recombinantes modificados de Streptomyces fungicidicus

En el presente documento se describen vectores plasmidicos de expresion de
Streptomyces fungicidicus recombinantes modificados. En algunas modalidades, un vector de
Streptomyces fungicidicus recombinante modificado comprende al menos un marco de
lectura abierta seleccionado de Strepromyces fungicidicus. En algunas modalidades, un vector
de Streptomyces fungicidicus recombinante modificado comprende al menos un marco de

lectura abierta seleccionado de Streptomyces fungicidicus expresado bajo el control de un
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promotor. En algunos ejemplos, el promotor es un promotor de Streptomyces constitutivo
fuerte que da como resultado la produccion mejorada de enduracidina cuando el vector se
expresa en una cepa de Streptomyces fungicidicus. En algunas modalidades, el marco de
lectura abierta esta unido operativamente a un promotor heterélogo en lugar de su propio
promotor nativo. Por ejemplo, puede estar operativamente unido a un promotor constitutivo,
tal como un promotor de expresion constitutivo fuerte o un promotor inducible. En algunos
ejemplos, el promotor constitutivo fuerte es ermE*p del productor de eritromicina. En
algunos ejemplos, el promotor inducible es tipA. En algunos ejemplos, el sistema P(nitA)-
NitR (Herai S, Hashimoto Y, Higashibata H, Maseda H, Ikeda H, Omura S, Kobayashi M,
Proc Natl Acad Sci U S A.2004. 101(39): 14031-5) o se emplea el promotor de
estreptomicetos SF14. En algunos ejemplos, se emplea un promotor nativo del gen resistente
a la apramicina (amRp). En algunos ejemplos, se emplean Pu.z, Picpsso, Psris, Permes y/o
Preos.

En algunas modalidades, el vector recombinante modificado comprende un marco de
lectura abierta orf 24 (SEC ID NO: 38) y/o marco de lectura abierta orf18 (SEC ID NO: 37)
el cual ha sido anulado. En algunos ejemplos, el marco de lectura abierta orf18 (SEQ ID NO:
37) se anula mediante una eliminacion en marco, cambio de marco y/o mutacién puntual.

En algunas modalidades, el vector recombinante modificado comprende un marco de
lectura abierta orf24 del grupo de genes de enduracidina de Streptomyces fungicidicus. En
algunos ejemplos, el marco de lectura abierta orf24 (SEQ ID NO: 38) estd unido
operativamente a un promotor heterélogo. Por ejemplo, estd vinculado a un promotor
constitutivo fuerte como ermE*p. En otros ejemplos, el marco de lectura abierta orf24 esta
enlazado operativamente al promotor tip4, SF14, amRp, Pyap, Picpsso, Psri4, Perme* y/o Pneos.

En otra modalidad, un vector recombinante modificado comprende un marco de
lectura abierta orfl§8 que reside en la region corriente arriba del grupo de genes de
enduracidina. El marco de lectura abierta orf18 (SEQ ID NO: 37) se anula por interrupcion de
insercion, eliminacion en marco, cambio de marco y/o mutacion puntual. En algunos
ejemplos, el marco de lectura abierto orf18 se anula mediante una eliminacién en marco, tal
como una eliminacion en marco como se ilustra en la FIG. 9B. En un ejemplo, el marco de
lectura abierta orfI8 (SEQ ID NO: 37) se anula mediante una eliminacién en el marco. Por
ejemplo, el marco de lectura abierta orfl8 (SEQ ID NO: 37) se anula mediante una
eliminacion en el marco de los acidos nucleicos 5 a 660 de orfI8 (SEC ID NO: 37). En

general, cualquier eliminacion interna en marco sobre orf18 da como resultado una funcion
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anulada de Orf18 debido a su estado incompleto. En algunos ejemplos, la eliminacion en
marco incluye la eliminacion de al menos 3 acidos nucleicos en orf18 (SEC ID NO: 37), tales
como al menos 3 acidos nucleicos, incluyendo 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39,
42, 45, 48, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87, 90, 93, 96, 99, 102, 105, 108,
111, 114, 117, 120, 123, 126, 129, 132, 135, 138, 141, 144, 147, 150, 153, 156, 159, 162,
165, 168, 171, 174, 177, 180, 183, 186, 189, 192, 195, 198, 201, 204, 207, 210, 213, 216,
219, 221, 224, 227, 230, 233, 236, 239, 245, 248, 251, 254, 257, 260, 263, 266, 269, 272,
275, 278, 281, 284, 287, 290, 293, 296, 299, 302, 305, 308, 311, 314, 317, 320, 323, 326,
329, 332, 335, 341, 344, 347, 350, 353, 356, 359, 362, 365, 368, 371, 374, 377, 380, 383,
386, 389, 392, 398, 401, 404, 407, 410, 413, 416, 419, 421, 424, 427, 430, 433, 436, 439,
442, 445, 448, 451, 454, 457, 460, 463, 466, 469, 472, 475, 478, 484, 487, 490, 493, 496,
499, 502, 505, 508, 511, 514, 517, 520, 523, 526, 529, 532, 535, 538, 544, 547, 550, 553,
556, 552, 562, 565, 568, 571, 574, 577, 580, 583, 586, 589, 59 2, 595, 598, 601, 604, 607,
610, 613, 616, 619, 621, 627, 630, 633, 636, 639, 642, 645, 648, 651, 0 654 4cidos nucleicos
entre los acidos nucleicos 5 a 660 de orf18 (SEC ID NO: 37).

En modalidades relacionadas, un vector de plasmido recombinante modificado
involucra dos o mas marcos de lectura abierta del grupo de genes de enduracidina y/o las
regiones que flanquean el grupo de genes o de otras cepas de actinomicetos. Los dos o mas
marcos de lectura abierta pueden estar vinculados a un unico promotor. Alternativamente,
pueden estar vinculados operativamente a dos promotores diferentes. Los dos promotores
pueden ser del mismo tipo de promotor. Alternativamente, pueden ser dos tipos de
promotores diferentes.

En modalidades adicionales, se pueden introducir, o inactivar, marcos de lectura
abierta adicionales o alternativos que pueden mejorar la produccion de enduracidina en la
cepa modificada de Streptomyces fungicidicus.

En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY152-endorf24 (SEC ID NO:
3). En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY300-orf18ifd (SEC ID NO: 8). En
algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pKS-T-orfl8ifd (SEC ID NO: 11). En
algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pKS-T-orf18pfrd-AmR (SEC ID NO: 14). En
algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pKS-orfl18ifd-T-AmR (NS) (SEC ID NO:
19). En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY 152-endorf24-camtsr (SEC ID
NO: 20). En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY152-endorf24-blatsr (SEC
ID NO: 23).

-28-



V. Cepas recombinantes modificadas de Streptomyces fungicidicus

En el presente documento se describen cepas de Streptomyces fungicidicus
recombinantes modificadas para producir enduracidina mejorada en comparacién con una
cepa de control (tal como una cepa de Streptomyces fungicidicus tipo silvestre o una cepa
parental industrial). En algunas modalidades, una cepa de Streptomyces fungicidicus
recombinante modificada comprende al menos un marco de lectura abierta seleccionado de
Streptomyces fungicidicus introducido en el cromosoma y expresado bajo el control de un
promotor, tal como un promotor de Streptomyces constitutivo fuerte, que resulta en la
produccion mejorada de enduracidina en la cepa modificada. En algunas modalidades, la
expresion del marco de lectura abierta introducido en el Streptomyces fungicidicus es dirigida
por un promotor heterdlogo en lugar de su propio promotor nativo. Por ejemplo, puede estar
operativamente unido a un promotor constitutivo, tal como un promotor de expresion
constitutivo fuerte o un promotor inducible. En algunos ejemplos, el promotor constitutivo
fuerte es ermE*p del productor de eritromicina. En algunos ejemplos, el promotor inducible
es tipA. En algunos ejemplos, el sistema P(nitA)-NitR (véase, Herai S, Hashimoto Y,
Higashibata H, Maseda H, Ikeda H, Omura S, Kobayashi M, Proc Natl Acad Sci U S A.2004.
101(39): 14031-5) o se emplea el promotor de estreptomicetos SF14. En algunos ejemplos, el
promotor de expresion constitutivo es amRp. En algunos ejemplos, se emplean los
promotores Pz, Picps3o, Psri4, Perme y/0 Pneos.

En algunas modalidades, la cepa modificada comprende un marco de lectura abierta
orf24 del grupo de genes de enduracidina de Streptomyces fungicidicus. En algunos ejemplos,
el marco de lectura abierta orf24 estd unido operativamente a un promotor heterélogo. Por
ejemplo, estd vinculado a un promotor constitutivo fuerte como ermE*p. En otros ejemplos,
el marco de lectura abierta orf24 estd enlazado operativamente al promotor tip4, SF14, amRp,
Pjrap, Picpsso, Psris, Permex y/o Pneos.

En otra modalidad, la cepa modificada se relaciona con un marco de lectura abierta
orfl8 que reside en la region corriente arriba del grupo de genes de enduracidina. El marco de
lectura abierta orflI§ se anula por interrupcion de insercidon, eliminacion en marco,
desplazamiento de marco y/o mutacion de punto. En algunos ejemplos, el marco de lectura
abierto orfl8 se anula mediante una eliminaciéon en marco, tal como una eliminaciéon en
marco como se ilustra en la FIG. 9B. En un ejemplo, el marco de lectura abierta orf18 (SEQ
ID NO: 37) se anula mediante una eliminacion en el marco. Por ejemplo, el marco de lectura

abierta orf18 (SEQ ID NO: 37) se anula mediante una eliminacion en el marco de los acidos
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nucleicos 5 a 660 de orf18 (SEC ID NO: 37). En general, cualquier eliminacion interna en
marco sobre orfl8 deberia resultar en una funcion anulada de Orfl8 debido a su estado
incompleto.

En modalidades relacionadas, la cepa modificada implica dos o mas marcos de lectura
abierta del grupo de genes de enduracidina y/o las regiones que flanquean el grupo de genes o
de otras cepas de actinomicetos. Los dos o mas marcos de lectura abierta pueden estar
vinculados a un unico promotor. Alternativamente, pueden estar vinculados operativamente a
dos promotores diferentes. Los dos promotores pueden ser del mismo tipo de promotor.
Alternativamente, pueden ser dos tipos de promotores diferentes.

En modalidades adicionales, se pueden introducir, o inactivar, marcos de lectura
abierta adicionales o alternativos que pueden mejorar la produccion de enduracidina en la
cepa modificada de Streptomyces fungicidicus.

En algunas modalidades, la cepa modificada de Streptomyces fungicidicus se deriva
de una cepa precursora tipo silvestre, tal como, pero sin limitarse a, Streptomyces
fungicidicus, American Tissue Culture Company (ATCC) 21013. En otras modalidades, la
cepa modificada de Streptomyces fungicidicus se deriva de una cepa precursora industrial, tal
como, pero sin limitarse a, BM38-2 (ATCC PTA-122342). En otras modalidades, la cepa
modificada de Streptomyces fungicidicus se deriva de las cepas mutantes convencionales,
tales como, pero sin limitarse a Streptomyces fungicidicus ATCC 31729, Streptomyces
fungicidicus ATCC 31730 y Streptomyces fungicicicus ATCC 31731.

En algunas modalidades, la produccion mejorada de enduracidina es un aumento de al
menos 1,2 veces, tal como al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 2,5 veces, al
menos 3 veces, al menos 3,5 veces, al menos 4 veces , al menos un aumento de 4.5 veces, que
incluye, pero no se limita a, un aumento de 1.2 a 10 veces, un aumento de 1.2 a 4.6 veces, un
aumento de 2 a 5 veces, tal como 1.2, 1.3, 1.4,1.5,1.6, 1.7, 1.8, 1.9, 2.0, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4,
2.5,2.6,2.7,28,2.9,3.0,3.1,3.3,3.4,3.5,3.6,3.7,3.8,3.9,4.0,4.1,4.2,4.3 , 4.4, 4.5, 4.6,
4.7,4.8,4.9,5.0,5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, y 10 veces mas en la produccion de
enduracidina en comparacion con la cepa de control de Streptomyces fungicidicus. En
algunas modalidades, la cepa de Streptomyces fungicidicus de control es una cepa de
Streptomyces fungicidicus de tipo silvestre, que incluye, entre otros, la Compaifiia Americana
de Cultivos de Tejidos de Streptomyces fungicidicus (ATCC) 21013 o una cepa industrial
precursora, como por ejemplo, pero no limitada a, BM38 -2 (ATCC PTA-122342), o la cepa

mutante convencional, tal como, pero no limitada a Streptomyces fungicidicus ATCC 31729,
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Streptomyces fungicidicus ATCC 31730 y Streptomyces fungicicicus ATCC 31731. En un
ejemplo, el control es Streptomyces fungicidicus ATCC 21013 y el aumento en la produccion
mejorada de enduracidina es al menos un aumento de 1.2 veces, tal como un aumento de 1.2
a 4.6 veces. En un ejemplo, el control es Streptomyces fungicidicus ATCC 21013 y el
aumento en la produccién mejorada de enduracidina es al menos un aumento de 1.2 veces,

como un aumento de 1.2 a 4.6 veces.

V. Construccion de cepas recombinantes modificadas de Streptomyces fungicidicus

En modalidades, las cepas recombinantes de Streptomyces fungicidicus pueden
construirse mediante la integracion de un plasmido recombinante que comprende al menos un
marco de lectura abierto que mejora la produccion de enduracidina en el cromosoma de una
cepa precursora de Streptomyces fungicidicus. El vector conyugal integrativo puede tener, o
puede modificarse para tener, un promotor de constitutivo fuerte de Streptomyces. En algunas
modalidades, el plasmido puede carecer de un replicon de estreptomicetos y puede integrarse
en el cromosoma por recombinacion homologa de cruce Unico especifico del sitio. En otras
modalidades, el plasmido puede estar presente como un plasmido libre. En algunas
modalidades, un vector conyugal puede modificarse en el que el inserto de plasmido porta un
gen de interés parcial o completamente eliminado, y sus regiones flanqueantes, que pueden
integrarse en el cromosoma después de una doble recombinacion homologa cruzada para

generar un mutante con eliminacioén en el marco.

VI Produccion de enduracidina a partir de cepas recombinantes modificadas de
Streptomyces fungicidicus

Las cepas recombinantes modificadas de Streptomyces fungicidicus proporcionadas
por la presente divulgacion proporcionan métodos para producir niveles mejorados de
enduracidina. Este avance técnico en el estado del arte permite importantes ahorros en los
costos asociados con la produccion de enduracidina. En algunos ejemplos, los métodos para
producir enduracidina comprenden cultivar una cepa recombinante descrita de Streptomyces
fungicidicus en condiciones suficientes para producir enduracidina. En algunos ejemplos, el
método comprende ademas aislar la enduracidina desde el medio de cultivo después del
cultivo. En algunos ejemplos, el método comprende ademas determinar la actividad

antibacteriana de la enduracidina producida, tal como mediante andlisis por HPLC o
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bioensayo usando el S. aureus ATCC 29213 o Bacillis subtilis ATCC 6633 como
microorganismos indicadores.

En algunos ejemplos, la enduracidina es producida por una cepa de Streptomyces
fungicidicus divulgada utilizando las condiciones de fermentacion como se describid
previamente para la produccion de enduracidina (Higashide et al. J. Antibiot. 21: 126-137,
1968). Después de la produccion, los compuestos se pueden purificar y/o analizar incluyendo
el andlisis por HPLC como se describe en el Ejemplo 1. Los métodos para producir
enduracidina y recolectar este compuesto a partir de un medio de crecimiento se pueden
encontrar en la Patente de Estados Unidos 4.465.771, que se incorpora aqui como referencia
en su totalidad.

En algunos ejemplos, una cepa de Streptomyces fungicidicus descrita se cultiva en
caldo de soja triptico (TSB) en un agitador (como a 225 rpm y 30 °C durante 48 horas) y
luego se transfiere a un medio de produccion de enduracidina (EPM, Tabla 1 a continuacion)
durante un periodo de tiempo para la fermentacion continua, por ejemplo, durante al menos
cinco dias y hasta once dias, incluidos 5, 6, 7, 8,9, 10 u 11 dias de fermentacion continua. En
algunos ejemplos, la produccion de enduracidina por las cepas de tipo silvestre y derivadas se

realiza en fermentadores automaticos.
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Tabla 1. Composicion del Medio de Produccion de Enduracidina (EPM) (pH 6.7)

Ingrediente Concentracion (%)
Almidon soluble 1.5
Glucosa 1.0
Harina de maiz 2.5

Harina de gluten de maiz | 2.0

Licor de maiz fermentado | 0.25

Cloruro de sodio 0.25
NaH2PO4 1.3
KH2PO4 0.05
(NH4)2504 0.15
CaCO3 0.5
Lactosa 0.5
ZnCl12 0.005
Aceite de pollo 0.7

En algunos ejemplos, la biomasa de Streptomyces fungicidicus se produce mediante
un proceso de fermentacion en fermentadores industriales de disefio sanitario de tanque
profundo con sistemas para monitorear y controlar el pH, la temperatura, el oxigeno, la
aireacion y la agitacion. Por ejemplo, cada lote fermentado de S. fungicidicus se inicia a
partir de un stock de semillas de trabajo caracterizado y controlado de la semilla de
produccion almacenada en un lugar seguro y mantenida en un ambiente de baja temperatura.

En algunos ejemplos, el proceso de fermentacion ocurre en una o mas etapas, como
las siguientes tres etapas y, opcionalmente, se puede seguir con un procesamiento adicional
corriente abajo:

Etapa I:

Los cultivos de semillas de trabajo establecidos caracterizados se utilizan para iniciar
un lote de fermentacion. Se recuperan de uno a cinco viales de semillas congeladas del
almacenamiento a baja temperatura y se descongelan naturalmente o se colocan en un bafio
de agua entre 28 °C y 32 °C hasta que los contenidos se descongelan. Los cultivos
descongelados se transfieren asépticamente a agua estéril mantenida a temperatura ambiente

y se mezclan suavemente para volver a suspender el cultivo.
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Etapa II:

El cultivo resuspendido se transfiere asépticamente a 0,005 m3-0,05 m3 de medio de
siembra. El medio de siembra esta compuesto de glucosa (0.1-1.0 g/ L), Dextrina (0.1-3 g/
L), licor de maiz fermentado (0-5.0 mL / L), polvo de soja (1-5.0 g/ L), sulfato de amonio
(0.1-0-0.5 g / L), fosfato monopotasico (0.13-0.54 g / L), sulfato ferroso (0.00-0.5 g / L),
hidroxido de potasio (0.13 mL / L), carbonato de calcio (1- 2 g/ L), agente desespumante a
base de silicona (0,1 ml / L), agua, c. s. El medio se esteriliza a 125 °C-128 °C durante 30-45
minutos y luego se enfria a 28 °C-32 °C. El volumen del medio se ajusta con agua estéril al
volumen de trabajo deseado. El pH se ajusta a 6.5-7.0.

Los parametros operativos del ciclo de ampliacion de semillas incluyen: Temperatura
de incubacién de 28 °C + 2 °C, una presion interna de 1.0 = 0.5 kg/cm2, una tasa de aireacion
de 3+2 Nm3/min y una tasa de agitacion de aproximadamente 80 rpm, segun el tamafio y la
configuracion del recipiente. El pH, el consumo de oxigeno y la viscosidad se monitorean
pero no se controlan. El cultivo se cultiva durante 40-80 horas antes de transferirlo al
fermentador de produccion principal. La viscosidad en el momento de la transferencia debe
oscilar entre 200-600 cps, y el pH debe ser <6.0, y debe haber un aumento en el consumo de
oxigeno. El cultivo de semillas se transfiere asépticamente al medio de fermentacion
principal para completar el ciclo de fermentacion.

Etapa III:

La composicion del medio fermentador de produccion (10 m3-250 m3) incluye
componentes naturales y quimicos como harina de maiz (13.0-15.0% p/v), harina de gluten
de maiz (3.0-6.0% p/v), harina de semilla de algodén (0.1-0.3% p/v), licor de maiz (0,1-0,6%
v/v), cloruro de sodio (0,3% v/v), sulfato de amonio (0,25-0,6% p/v), acido lactico (0-0,5%
v/v) %), cloruro de zinc (0.01% p/v), sulfato ferroso (0.0-0.02% p/v), hidréxido de potasio
(0.20-0.5% v/v), sulfato de calcio (0.0-0.5% p/v), carbonato de calcio (0,5% p/v), amilasa
(0,02-0,06% p/v), hidroéxido de potasio (0,05% v/v), aceite vegetal (0,5-2,0% v/v), agente
desespumante y agua, c. s. Los ingredientes se afiaden seglin el orden indicado. Agregar agua
a los ingredientes, luego calentar a 70-90 °C para permitir que la enzima descomponga los
carbohidratos complejos durante 15 minutos a temperatura. Agregar los ingredientes
restantes, ajustar el pH a 6.6-6.8 y agregar agua c. s., esterilizar a 125 °C-128 °C durante 25-
50 minutos para esterilizar el medio. Enfriar los medios a 25 °C-32 °C y agregar agua c. s.,

volumen de trabajo.
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Transfiera los contenidos desde el fermentador de semillas al medio de fermentacion
principal y ajustar el fermentador a las siguientes condiciones: Temperatura 28 °C + 3 °C,
tasa de aireacion 20-60 Nm3/min, presion interna 0.1-1.0 kg/cm?2, tasa de agitacion
equivalente a aproximadamente 1.85 kW/m3. La velocidad de aireacion, la presion interna y
las velocidades de agitacion se ajustan segun sea necesario para garantizar que el oxigeno
disuelto no sea un limite de velocidad determinado. Controlar cuidadosamente la espuma
durante todo el ciclo para evitar la contaminacion o la salida. Comenzar a controlar el pH
después de que aumenta la demanda de oxigeno. Los siguientes parametros son controlados
y/o monitoreados durante todo el ciclo de fermentacion: pH, aeracion, oxigeno disuelto, CO2,
viscosidad, pureza, velocidad de agitacion, presion interna y azicar residual. Mantener el
pH en 6.8 hasta que cese el crecimiento de las bacterias, luego permitir que el pH cambie
naturalmente hasta la cosecha. El ciclo de fermentacion tipico es de 210-300 horas. El
cultivo esta listo para ser cosechado cuando la potencia es mayor que 5,000 pl/L, el pH
aumenta a 7.5 o mas, la viscosidad disminuye y la demanda de oxigeno cesa.

La fermentacion se cosecha calentando el cultivo a 70 °C durante 30 minutos para
inactivar las bacterias, y luego enfriar los fluidos de cosecha a 25 °C-32 °C.

En algunos ejemplos, el procesamiento posterior incluye eliminar el agua de la

biomasa, secar la biomasa y formular la biomasa seca en una premezcla.

Depositos de Material Biologico
Los siguientes materiales bioldgicos han sido depositados bajo los términos del
Tratado de Budapest con The American Type Culture Collection, y se les han dado los

siguientes nimeros de acceso:

Deposito Numero de ingreso Fecha de depdsito
BM38-2-18pfrd PTA-124007 2 de marzo de 2017
BM38-2-24 /16 PTA-124006 2 de marzo de 2017

Las cepas anteriores se han depositado en condiciones que aseguran que el acceso al
cultivo estara disponible durante la tramitacion de esta solicitud de patente a una determinada
por el Comisionado de Patentes y Marcas que tendra derecho a ella de acuerdo con el articulo
37 C.F.R. §1.14 y 35 U.S.C. §122. Los depositos representan un cultivo sustancialmente puro

de las cepas depositadas. Los depdsitos estan disponibles segun lo exigen las leyes de
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patentes extranjeras en los paises donde se archivan las contrapartes de la solicitud en
cuestion o su progenie. Sin embargo, debe entenderse que la disponibilidad de un depdsito no
constituye una licencia para practicar la invencion en cuestion, en derogacion de los derechos

de patente otorgados por accidén gubernamental.

Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan para ilustrar ciertas
caracteristicas y/o modalidades particulares. No se debe interpretar que estos ejemplos

limitan la divulgacion a las caracteristicas o modalidades particulares descritas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1
Materiales y Métodos para la Produccion Mejorada de Enduracidina

Este ejemplo proporciona métodos representativos para la produccion mejorada de
enduracidina.
Cepas bacterianas, plasmidos, fosmidos y condiciones de cultivo.
Streptomyces fungicidicus B-5477 (ATCC 21013) y Escherichia coli S17-1 (ATCC 47055)
se adquirieron de ATCC. Intervet/Merck Animal Health (MAH) proporciond la cepa BM38-2
de S. fungicidicus (ATCC PTA-122342) y los estandares de enduracidinas A y B. Las cepas
de E. coli DH5a (Life Technologies, Inc.), EPI300 (Epicenter) y XL10-Gold (Stratagene) se
utilizaron como hospedadores para los plasmidos de E. coli, fosmids y vectores de lanzadera
de E. coli-Streptomyces. Plasmidos pSET152 (Bierman et al., Gene 116: 43-49, 1992, que se
incorpora aqui como referencia en su totalidad) y el plJ773 proporcionados por el profesor
Keith Chater (JIC, Norwich, Reino Unido). El plasmido pWHMS860 que alberga el promotor
ermE*p fue proporcionado por el profesor Bradley Moore (UCSD, San Diego). ISP2 (Medio
2 ISP Difco™), ISP4 y TSB (Caldo de Soya Triptico Bacto™) fueron adquiridos de VWR.
Los cebadores utilizados para la PCR y la secuenciacion del ADN se sintetizaron a partir de
Fisher y Sigma-Aldrich. Los medios y las condiciones de cultivo para cultivar S. fungicidicus
fueron descritos por Higashide. (Journal of Antibiotics, 21: 126-137, 1968). Todos los
procedimientos de E. coli se realizaron de acuerdo con los protocolos estandar.
Aislamiento y manipulaciones de ADN.

Para preparar ADN gendmico a partir de S. fungicidicus B-5477, BM38-2 (ATCC

PTA-122342) y cepas recombinantes y mutantes derivadas para secuenciacion, construccion
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de biblioteca de fosmidos, subclonacién y PCR, se inocularon y cultivaron esporas recién
cosechadas desde cepas individuales. 100 ml de medio liquido TSB suplementado con
MgCI2 5 mM y glicina al 0.5%. El cultivo representativo se realizo en matraces Erlenmeyer
de 500 ml en una incubadora rotatoria con agitacion a 225 rpm y 30 °C durante 48 a 72
horas. Las células miceliales se recogieron mediante centrifugacion a 4000 rpm y 4 °C
durante 15 minutos. El sobrenadante se descart6 y el sedimento se lavo sucesivamente una
vez con 10.3% de sacarosa y dos veces con Tris-HCI 10 mM y etilendiaminotetraacetato de
disodio 1 mM (EDTA), pH 8.0 (tampo6n TE). Las células himedas, equivalentes al volumen
de 80 pl de agua, se distribuyeron en tubos de microcentrifuga estériles de 1.5 ml.. Después
de agregar 300 pL de la solucion de lisis que contiene 200 pL de Tris-HCI 10 mM y EDTA
1 mM, pH 8.0 y sacarosa 0.3 M (tampon TES), 50 pL. de EDTA 0.5 M, 50 pL de lisozima
(50 mg / mL), los tubos se incubaron a 37 °C durante 30 a 60 minutos hasta que la solucion
se volvid viscosa. A continuacion, se agregaron a cada tubo 5 pL de proteinasa K (20
mg/mL) y 180 uL de dodecilsulfato de sodio al 10% (SDS). Después de una mezcla suave
pero completa, las soluciones se incubaron a 37 °C durante 90 minutos. Luego, se agregaron
80 pL de bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) al 10%. Después de mezclar a fondo, los
tubos se incubaron a 65 °C durante 10 minutos. Las soluciones se extrajeron dos veces con
600 puL de fenol/cloroformo/ alcohol isoamilico (25/24/1). EI ADN genémico en las fases
acuosas superiores se recuperd y precipitd con 0.6 volumenes de isopropanol. EI ADN
gendmico recogido se lavd dos veces con etanol al 70%. Después de secar a temperatura
ambiente durante 10 minutos, el ADN gendmico se disolvio en 50 a 100 pl de agua mineral.
La alta calidad de la preparacion de ADN gendémico se confirmé mediante digestion con
HindIIl y Sau3Al, que mostré una digestion completa y ninguna degradacion del ADN
gendmico no digerido por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. El ADN gendmico
agrupado se digiri6 posteriormente con RNasa para eliminar la contaminacion por ARN. La
pureza y la cantidad del ADN gendmico se determinaron con un espectrofotometro
Nanodrop. Se realizaron manipulaciones de ADN de estreptomicetos generales, incluida la
electroforesis en gel de agarosa, y se utilizaron los kits QIAprep Spin Miniprep (Qiagen)
para preparar plasmidos y fosmids de cepas de E. coli. Las endonucleasas de restriccion, la
ADN ligasa, la ADN polimerasa, la transposasa, la enzima Klenow, la fosfatasa alcalina y la
ligasa se adquirieron de Biolabs, Invitrogen, Epicenter y Roche, y se utilizaron de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. Los fragmentos de ADN se purificaron utilizando

kits de extraccion de gel QIAquick.
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PCR.

La PCR de la colonia se realizo de la siguiente manera: se inocularon esporas de
colonias candidatas mutantes independientes en cultivo liquido TSB. Después de crecer
durante 48 a 72 horas, los micelios se recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces
con tampén TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM), pH 8.0. Los micelios se resuspendieron en
H,O0 estéril y se usaron como plantilla en la mezcla de reaccién de PCR en un volumen final
de 100 puL que contenia 60 pulL de micelios, 150 pmol de cada cebador, 20 yuL. de tampoén A
rico en AccuPrime GC 5X (Invitrogen), y 1 pL de Polymix (agregado a 80 °C) desde el
sistema PCR de plantilla larga Expand (Roche). PCR se realiz6 de la siguiente manera: 1
ciclo a 95 °C durante 3 minutos, 30 ciclos a 95 °C durante 1 minuto, a 55 °C durante 1
minuto y a 72 °C durante 2 minutos. La reaccion se termind con un ciclo de extension a 72
°C durante 10 minutos. Los productos de la PCR se purificaron en gel y se secuenciaron. La
PCR general se realiz6 de manera similar a lo descrito anteriormente, excepto que el ADN
gendmico aislado, el ADN plasmido / fosmid se us6 como plantilla en lugar del uso directo
del ADN liberado de las colonias de micelios sin purificacion previa.

Construccion del plasmido de expresion integrativa pXY152-endorf24

Con el fin de expresar ectopicamente el gen regulador putativo orf24 del grupo de
genes de enduracidina en cepas de S. fungicidicus tipo silvestre y BM38-2 (ATCC PTA-
122342), orf24 se clono en el plasmido integrativo pXY 152 derivado de pXY152aR20 (Yin,
J. Productos Naturales, 73: 583-589, 2010, que se incorpora en la presente como referencia
en su totalidad) orf24 se amplifico por PCR a partir de ADN genémico de S. fungicidicus
utilizando el cebador directo (End24Ndpf): 5'-
CCACCACATATGGAAATAAGTTCGCTCTCCA-3' (SEQ ID NO:1, el sitio Ndel esta
en negrita) y el cebador inverso (End24ERpr:5'-
GTGTGTGAATTCCTCGTTCACCCGGCCAGATG-3" (SEQ ID NO: 2, el sitio EcoRI
estd en negrita). El producto de la PCR se digiri6 con Ndel y EcoRI. El fragmento orf24
purificado en gel se ligd luego con el vector pXY152 restringido de manera similar. El
plasmido resultante se designd pXY152-endorf24 (FIG. 2, SEC ID NO: 3). Se confirm6 que

el inserto orf24 esta libre de errores por secuenciacion.
Construccion del plasmido pXY300-orf18ifd para la eliminacién en marco de orf18
pXY300-orf18ifd se construyd mediante la clonacion de dos fragmentos que

flanquean orfl8 y estan destinados a la eliminacion en pXY300, un vector de lanzadera
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sensible a la temperatura de conjugacion de E. coli-Streptomyces que contiene el gen de
resistencia a la tiostreptona (tsr) para la seleccion en S. fungicicicus. Una secuencia de 2 kb
“ascendente” y una secuencia de flanqueo “descendente” de 2 kb, y una secuencia “corriente
abajo” de 2 kb, designadas orfl18ifdNP y orf18ifdPH, respectivamente, que flanquean orf18
se generaron mediante PCR utilizando el ADN genomico de S. fungicidicus como plantilla y

dos conjuntos de cebadores. El fragmento orf18ifdPH se amplificé utilizando los cebadores

delantero y trasero (Ifdenorf18pfl, 5'-
TTATTGAAGCTTGCCGGGGCCGACGCGGCGGGCGGCCT-3'
SEQ ID NO: 4), Ifdendorf18prl, 5'-

GTTGTTTTAATTAAACACCAGGCCTCCTGGGGTG-3'

SEQ ID NO: 5), los sitios HindIIl y Pacl estan en negrita). El fragmento orfl18ifdNP se
amplifico utilizando los cebadores delantero y trasero (Ifdendorf18pf2, 5’
-TTTATATTAATTAATGACCCTTCCGTCCCGCCCCCGAT-3’

SEQ ID NO: 6), Ifdendorf18pr2, 5'

- TTTGGTGCTAGCTGGTCGTGGCGCTGTTCC-3'

SEQ ID NO: 7), los sitios Pacl y Nhel estan en negrita). Estos dos fragmentos de PCR se
restringieron de forma apropiada y se ligaron simultdneamente con el vector pXY300
preparado por digestion con Nhel y HindlIl, para proporcionar el plasmido pXY300-orf18ifd
(FIG. 3, SEC ID NO: 8). El inserto de eliminacion sin errores en el marco de pXY300-

orf18ifd se confirmd mediante secuenciacion.

Construccion del plasmido pKS-T-orf18pfrd-AmR para la eliminaciéon de orfI18 y sus
regiones flanqueantes.

El fragmento oriT se amplifico por PCR a partir del plasmido plJ773 utilizando el
cebador directo (Oritnhexbahd3f, 5'
-AGCACAGCTAGCTTCTAGAAGCTTCATTCAAAGGCCGGCA-3" (SEQ ID NO: 9) el
sitio HindlIII esta en negrita) y el cebador inverso (Oriter1pstxhor, 5'
-GCCAGTGAATTCTGCAGCTCGAGCAGAGCAGGATTCCCGTTGA-3" (SEQ ID NO:
10), el sitio Xhol estd en negrita). El fragmento oriT se digirié6 con HindIIl y Xhol, se
purifico en gel y luego se ligd en el vector derivado pBluescript II KS restringido de manera
similar para producir el pldsmido pKS-T (Alting-Mees y Short, Nucleic acid Research, 17:
9494, 1989). El inserto del plasmido pXY300-orfl8ifd se cortd por digestion con Nhel y
HindIll, se purificé en gel y luego se ligd con el plasmido pKS-T linealizado con Nhel y
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HindIIl para proporcionar el plasmido pKS-T-orfl8ifd (FIG. 4, SEC ID NO: 11). Un
fragmento de 1 kb que lleva aac(3)IV, el gen de resistencia a apramicina (amR), se amplifico
de plJ773 utilizando un cebador directo (ApraNcolpf, 5’-
GAATGGCCATGGTTCATGTGCAGCTCCAT-3" (SEQ ID NO: 12), el sitio Ncol esta en
negrita) y el cebador inverso (ApraBamHIpr , 5’-
TCTCGAGGATCCGAATAGGAACTTCGGAAT-3’ (SEQ ID NO: 13), el sitio BamHI esta
en negrita). La digestion del fragmento AmR y el plasmido pKS-T-orfl18ifd con Ncol y
BamHI prepararon tanto el inserto como el vector para la ligadura. El plasmido resultante se

designé pKS-T-orf18pfrd-AmR (FIG. 5, SEC ID NO: 14).

Construccion del plasmido pKS-T-orf18ifd-AmR (NS) para la eliminacion en marco de
orfl8.

El inserto de pXY300-orf18ifd se corté mediante digestion con Nhel y HindlIlIl, se
purifico en gel y luego se ligd con el vector linealizado Spel y HindlIII pBluescript 11 KS
para producir un plasmido pKS-orfl8ifd. El fragmento oriT se amplific6 por PCR
utilizando el cebador directo (Oritnhexbahd3f, 5°-
AGCACAGCTAGCTTCTAGAAGCTTCATTCAAAGGCCGGCA-3’ (SEC ID NO: 15),
el sitio HindIll estd en negrita) y el cebador inverso (oriTXhNdSpr, 5’-
AGGCAGCTCGAGCATATGACTAGTCAGAGCAGGATTCCCGTTGA-3* (SEQ ID
NO: 16), los sitios Xhol, Ndel y Spel estan en negrita). El fragmento oriT se digirié con
Xhol y HindlII, se purifico en gel y luego se ligod con el plasmido pKS-orf18ifd restringido
de manera similar para obtener un plasmido pKS-orfl18ifd-T. Un fragmento de 1 kb que
lleva el gen aac(3)IV que confiere resistencia a la apramicina (AmR) se amplifico a partir
de plJ773 por PCR usando el cebador directo  (ApraNdepf, 5’-
GAATGGCATATGGTTCATGTGCAGCTCCAT-3" (SEQ ID NO: 17), el sitio Ndel esta
en negrita) y el cebador inverso (ApraSpelpr, 5’-
TCTAGAACTAGTGAATAGGAACTTCGGAAT-3’ (SEC ID NO: 18), el sitio Spel esta
en negrita). El plasmido pKS-orf18ifd-T se linealizéo mediante digestion con Ndel y Spel y
luego se ligd con el fragmento AmR restringido de manera similar para generar el plasmido

pKS-orf18ifd-T-AmR(NS) (FIG. 6, SEC ID NO: 19).
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Conjugacion intergenérica, procedimientos de alteracion génica basados en pXY300 y
basados en pKS.

Los plasmidos de alteracion génica se introdujeron individualmente en E. coli S17-1
por transformacion y luego se transfirieron a S. fungicidicus o sus derivados mediante
conjugacion. Brevemente, las esporas de S. fungicidicus recién recolectadas fueron pre-
germinadas y las células de E. coli S17-1 se cultivaron durante la noche a 37° C en un caldo
Terrific. Se realizaron diluciones en serie de la suspension de esporas germinadas y se
mezclaron 100 ml de cada dilucién con un volumen igual de E. coli S17-1 que albergaba los
plasmidos de interrogacion basados en pXY300. Las soluciones se colocaron en placas de
agar ISP4 con adicion de 10 mM de MgCl2 y se incubaron durante 22 horas bien sea a 30 o
37 °C. Cada placa se cubrié con 3 ml de agar nutriente blando que contenia nalidixato de
sodio y apramicina (0,5 mg/ml) y se incubd adicionalmente a 30 °C durante
aproximadamente una semana. Los exconjugantes aislados que sobrevivieron se purificaron
por sembrado en placas de agar ISP4 suplementadas con nalidixato de sodio y apramicina
(50 pg/ml cada una).

Para realizar los estudios de alteracion génica con plasmidos basados en pXY300,
los exconjugantes se cultivaron primero en medio liquido TSB que contenia apramicina (5
ug/mL) a 30 °C durante 24 horas, momento en el cual los micelios se recolectaron,
homogeneizaron y se usaron para inocular el medio liquido TSB suplementado con
apramicina (5 pg/mL). Después de 3-6 dias de incubacion a 40 °C, los micelios se
homogeneizaron y se colocaron en placas de agar ISP4 que contenian apramicina (50 pg
mL) y se incubaron a 30 °C durante una semana. El ADN genémico se aislo de colonias
sobrevivientes individuales seleccionadas al azar y se analizd6 mediante bien sea PCR o
Southern blot para confirmar que se habia producido una alteracion de cruce simple o doble.
Para la ruptura de genes basada en pKS y los plasmidos de eliminacion en el marco, los
exconjugados se pasaron a través de tres rondas sucesivas de incubaciones en placas de agar
ISP4 para la esporulacion sin adicion de ninguna seleccion de antibidticos para estimular la
conversion a recombinantes de doble cruce. Los exconjugantes basados en pKS no se
pasaron a través de la seleccion de temperatura a 40 °C. La construccion correcta de todos

los mutantes se confirmé mediante PCR y/o analisis de transferencia Southern.
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Construccion de los plasmidos de expresion integrativa pXY152-endorf24-camtsr y
pXY152-endorf24-blatsr.

Para expresar ectopicamente orf24 en el mutante resistente a apramicina que lleva la
delecion de orfl8 y sus regiones flanqueantes, se disenid el plasmido de expresion
integradora pXY 152-endorf24-blatsr. Para construir este plasmido, un casete (camtsr) que
alberga el gen de resistencia al cloranfenicol y el gen de resistencia a la tiostrepton (tsr) se
escindié de un plasmido pUCS57 derivado por la digestion con Sacl y Nhel. El casete de
camtsr se ligd luego con el plasmido pXY152-endorf24 linealizado con Sacl y Nhel para
proporcionar un nuevo constructo pXY 152-endorf24-camtsr (la FIG. 7, SEC ID NO: 20).
Un gen de resistencia a la ampicilina (bla) se amplifico por PCR a partir de pBluescript KS
utilizando el cebador directo (amp2956Swalpf, 5'-
GTGGCAATTTAAATGGAAATGTGCGCGGAA-3' (SEQ ID NO: 21), el sitio Swal esta
en negrita) y el cebador inverso (amp19738Saclpr, 5'-
TATATAGAGCTCAACTTGGTCTGACAGTTAC-3' (SEQ ID NO: 22), el sitio Sacl esta
en negrita). bla se clond luego en los sitios Sacl y Swal de pXY152-endorf24-camtsr
reemplazar el cassette camtsr con blatsr. El plasmido de expresion conyugal resultante se

designo pXY152-endorf24-blatsr (FIG. 8; SEC ID NO: 23).

Construccion del cassette TnSAT para la mutacion de transposones in vitro

El cassette TnSAT fue disefiado para combinar tres elementos genéticos: el
transposon Tn3, oriT'y aac3 (IV). La Tn5 es reconocida de manera especifica y unica por la
transposasa Tn5 (Epicentro) y se inserta facilmente en el ADN de Streptomyces con alto
contenido de G + C clonado en plasmidos y fosmids de E. coli (también referido en la
Patente de EE.UU. N° 8.188.245, que se incorpor6 a la presente como referencia). oriT es
necesario para la transferencia conyugal de ADN de E. coli S17-1 a Streptomyces y
aac(3)IV es un marcador de seleccion bifuncional de E. coli-Streptomyces que confiere
resistencia a apramicina. Tanto oriT como aac3(IV) se escindieron del plasmido plJ773
como un fragmento Xbal y luego se clonaron en el plasmido pMOD™-2 (MCS) (Epicentro)
del transposon, previamente linealizado con Xbal. Los plasmidos resultantes pXYTn5ATa y
pXYTn5ATb solo difieren por la orientacion del fragmento Xbal y se utilizaron para
preparar el cassette de TnSAT mediante digestion con Pvull segun las especificaciones del

fabricante.
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Mutacion y seleccion de transposones in vitro de fosmids pXYF24D3 y pXYF148D12
mutagenizados

Para generar una biblioteca de fosmids mutagenizados al azar que llevan
segmentos del grupo de biosintesis de enduracidina para estudios de reemplazo de genes, se
realizaron estudios de mutacion por insercion de transposones in vitro de fosmids pXYF24
y pXYF148. Dos genes reguladores putativos de la biosintesis de enduracidina, orfI18 y
orf24, residen en los insertos de fosmids pXYF24 y pXYF148, respectivamente (GenBank
nimero de acceso DQ403252). La reaccion del transposon in vitro se realizé a 37 °C
durante 2 horas después de mezclar 10 pL (0,5 pg) de ADN de plantilla de fosmid, 2 pL (20
ng) de ADN de cassette Tn5SAT, 2 pL de 10 x tampon de reaccion, 1 pL de transposasa de
Tn5 y 5 pL de agua estéril. La transformacion de las células competentes de E. coli
EPI300™-T1® (Epicentro) con la mezcla de reaccion de transposon se realizé por
electroporacion. Los fosmids mutagenizados fueron seleccionados en placas de agar LB
suplementadas con 100 pg/mL de apramicina. Las placas se incubaron durante la noche a
37 °C y las colonias supervivientes se seleccionaron al azar y se cultivaron en un cultivo
liquido LB con la adiciéon de 100 pg/mL de apramicina. El ADN de fosmid mutagenizado
de estas colonias y el fosmid pXYF24 o pXYF148 de control se digirieron con HindIIl y se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. El cassette de TnSAT contiene un
unico sitio Hindlll que es util cuando se analizan eventos de alteracion Unicos contra
multiples sobre el inserto de fosmid. No existen sitios HindIII presentes en los insertos de
fosmid de pXYF24 o pXYF148, y solo un sitio Hindlll estad presente en el vector del
fosmid. Por lo tanto, la digestion con Hindlll identifica facilmente fosmids con una
insercion unica de Tn5AT por la presencia de dos bandas en el gel. Las colonias que
portaban fosmidos mutagenizados con una insercion de transposon unica se seleccionaron al
azar y se hicieron crecer en un cultivo liquido de LB para permitir el aislamiento de fosmid
y la identificacion del gen alterado. La seleccion se realizdo mediante analisis de secuencia
utilizando el cebador 5'- AAGGAGAAGAGCCTTCAGAAGGAA-3' (SEC ID NO: 24),
que corresponde a una region del gen de resistencia a la apramicina. De esta manera, se
encontrd que el fosmid pXYF24D3 y pXYF148D12 tienen TnSAT insertado en orfI8 en la
posicion de nucleotido 26386 y orf24 en la posicion de nucledtido 34333 (ntimero de acceso

de GenBank DQ403252), respectivamente.
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Interrupcion de insercion de orf18 y orf24 en el S. fungicidicus tipo silvestre ATCC
21013.

Los fosmids de sustitucion de genes pXYF24D3 y pXYF148D12 se transformaron
por separado en E. coli S17-1 por electroporacion y luego se introdujeron en S. fungicidicus
mediante conjugacion intergenerica (Mazodier, J. Bacteriology 171: 3583-3585, 1989, que
se incorpora aqui como referencia en su totalidad). Las colonias exconjugantes que
sobrevivieron a la seleccion de apramicina se pasaron a través de tres rondas sucesivas de
esporulacion sin seleccion de antibidticos en placas de agar ISP2 para crear la cepa mutante
estable a través de recombinacion homoéloga de doble cruce. Las esporas resultantes se
agruparon, se diluyeron y se sembraron en placas de agar ISP2 suplementadas con 50
pg/mL de apramicina para confirmar la resistencia a la apramicina y para el uso en cultivos
de semillas y fermentacion para la produccion de enduracidina. La cepa mutante con la
alteracion de insercion de orfl8 en S. fungicidicus tipo silvestre se designd como
StpXYF24D3 y la cepa mutante con la alteracion de insercion de orf24 en S. fungicidicus
tipo silvestre se designé como SfpXYF148D12.

Produccién de enduracidina a escala de laboratorio y en fermentador de 10 litros.

Las condiciones de fermentacion en matraz de agitacion de laboratorio para la
produccion de enduracidina en S. fungicidicus tipo silvestre, BM38-2 (ATCC PTA-122342)
y cepas derivadas fueron las descritas por Higashide, (J. Antibiodticos, 21: 126-137, 1968),
excepto por los medios de produccion de enduracidina que se describieron en una patente
(Patente de Estados Unidos N° 4465771). Para la fermentacion a escala de laboratorio, se
utilizaron 5 mL de TSB para la inoculacion del cultivo de semilla con esporas de
estreptomicetos recién recolectadas. Normalmente, de 5 a 10 mL del cultivo de siembra
incubado en un agitador rotatorio a 225 rpm y 30 °C durante 48 horas y luego se transfiri6 a
un medio de produccién de enduracidina de 50 mL durante 10 dias de fermentacion
continua. La produccion de enduracidina por cepas tipo silvestre y derivadas en condiciones
estrechamente controladas también se llevo a cabo en fermentadores automaticos de 10
litros.

Tabla 2: Comparacion de los rendimientos de enduracidina (enramicina) en cepas tipo

silvestre, mutantes y genéticamente modificadas de Streptomyces fungicidicus
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Cepa S. fungicidicus Condiciones de | Rendimiento (HPLC)
Fermentacion

Tipo silvestre | Matraz de Agitacion | 5-30 mg/L

(ATCC21013)

BM38-2 Matraz de Agitacion | 60-90 mg/L

StpXY52endorf24 Matraz de Agitacion | 60 mg/L

StpXYF24D3 Matraz de Agitacion | 40 mg/L

BM38-2.orf18pfrd- Matraz de Agitacion | 67 mg/L

AmR

BM38-2.24/16 Matraz de Agitacion | 30-130 mg/L

BM38-2 Fermentador de 10L | 80-145 mg/L

BM38-2.24/16 Fermentador de 10L | 375 mg/L

Extraccion de enduracidina de productos de fermentacion para el analisis por HPLC.
Para extraer los metabolitos para el analisis por HPLC de la produccion de
enduracidina, el micelio fresco se recogio por centrifugacion y se lavo con agua desionizada
y se resuspendio en un volumen de 5x (relacion del metanol acuoso (ml) al peso del micelio
hamedo (g)) metanol acuoso al 70% (el pH se ajust6 a 3,5 con HC1 1 N). La suspension se
agitd a 200 rpm a temperatura ambiente durante la noche y luego se centrifugd a 4000 rpm a
4 °C durante 20 minutos. Luego, se transfirieron 1,4 mL de sobrenadante de cada muestra a
tubos de microcentrifuga individuales de 1,5 mL y se centrifugaron a 13.000 rpm a
temperatura ambiente durante 10 minutos. El filtrado se paso a través de un filtro de jeringa
de 0,22 pm y luego se analizd6 por HPLC. La extraccion de metabolitos de micelios
producidos en fermentadores de 10L se realizd a pequefia escala, equivalente a las

fermentaciones de laboratorio.

Analisis por HPLC y determinacion del rendimiento de enduracidina.

Se inyectdé una muestra de HPLC de 50 plL preparada como se describe
anteriormente en una columna Gemini Cig (5 pm, 4.6x150 mm, Phenomenex, Torrance,
CA) unida a una HPLC Shimadzu. La separacion se logré mediante un gradiente lineal paso
a paso de 18 min con disolvente A: agua + TFA al 0,1% y disolvente B: acetonitrilo. La tasa
de flujo fue de 1 mL/ minuto, comenzando con B al 10%, aumentando a B al 40% durante
10 minutos, y luego aumentando de nuevo a B al 95% durante 8 minutos. La region UV de

200 a 300 nm se exploré con un detector de matriz de fotodiodos SPD M20A. Los
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rendimientos de enduracidinas se calcularon por comparaciéon con una curva estandar
construida a partir de una soluciéon madre de patrones de enduracidina en metanol al 70%.
Se utiliz6 una serie de inyecciones que incluian 2, 4, 6, 8, 10 y 12 ug de enduracidina para
construir la curva estandar utilizando la suma de las areas de absorbancia para las
enduracidinas A y B a 230 nm. Se gener6 una ecuacion de regresion a partir de la curva

estandar y se us6 para calcular los rendimientos de enduracidina.

Evaluacion de la actividad antibacteriana.

Se usé Staphylococcus aureus (ATCC 29213) como microorganismo indicador en el
bioensayo. Las células se utilizaron para inocular el caldo LB, se hicieron crecer a 37 °C
durante la noche y luego se mezclaron 100 pL del cultivo con 5 mL del agar superior
(mezcla de volumenes iguales de agar nutritivo y caldo nutriente). El agar superior se
superpuso sobre una placa de agar nutritivo en la que se hicieron pocillos adecuadamente
espaciados cortando los tapones de agar. Los estandares de enduracidina y las alicuotas de
las extracciones de cultivo se disolvieron o diluyeron en MeOH al 50% a una concentracion
de 20 pg/ml, y se cargaron 100 pL de cada solucion en los pocillos. Después de incubar las
placas a 37 °C durante 16 horas, se observaron y compararon las zonas de inhibicion, y las

placas se fotografiaron o almacenaron a 4 °C.

Ejemplo 2
Alteracion de orfl18 y orf24 en S. fungicidicus tipo silvestre y efecto en la produccion de
enduracidina

Este ejemplo describe la alteracion de orf18 y orf24 en S. fungicidicus tipo silvestre y

el efecto sobre la produccion de enduracidina.

Una secuencia de ADN de 116.000 pb del S. fungicidicus ATCC 21013 tipo silvestre
que alberga el grupo de genes biosintéticos de enduracidina y sus regiones flanqueantes (EE.
UU. Pat. No. 8.188.245 que se incorpora aqui como referencia en su totalidad) se identifico
previamente y estd disponible en GenBank (niimero de acceso DQ403252). Entre los 48
marcos de lectura abierta anotados hay ocho genes reguladores putativos: orf3, orfl2, orfl8,
orf22, orf24, orf4l, orf42 y orf43. Para descifrar el papel de cada uno de los productos
genéticos en la produccion de enduracidina, los insertos del fosmid que llevan segmentos del

grupo de enduracidina que albergan estos genes reguladores putativos se mutaron al azar
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utilizando una insercion mediada por transposones de un marcador de resistencia a
apramicina como se describe en el Ejemplo 1.

La seleccion subsiguiente de la resistencia a apramicina y la ubicacion del inserto
entre las colonias de E. coli que portan fosmidos mutagenizados identificaron pXYF24D3
para transportar el orf18 alterado y pXYF148D12 para albergar el orf24 alterado. Una sola
mutacion de insercion en cada uno de estos fosmids y el sitio de la insercion se confirmé por
secuenciacion. Estos dos fosmids mutagenizados se introdujeron individualmente por
conjugacion en la cepa de S. fungicidicus tipo silvestre. Los exconjugantes que muestran
resistencia a la apramicina se pasaron luego a través de tres rondas de esporulacion en agar
ISP2 sin la adicion de ninguna seleccion de antibidtico para promover la conversion de la
recombinacion homologa de un solo cruce a la mutacion de doble cruce. Las cepas mutantes
estables resultantes Sf{pXYF24D3 y Sf{pXYF148D12 se fermentaron en medio de produccion
de enduracidina (EPM) a escala de laboratorio en matraces de agitacion. El analisis por
HPLC de la extraccion de metanol al 70% de los micelios a partir de 10 dias de fermentacion
reveld un aumento de 1.3 veces en el rendimiento de enduracidina por la cepa SfpXYF24D3
de orfl8 alterado y la pérdida completa de la produccion de enduracidina por la cepa
SfpXYF148D12 con un orf24 alterado. Los extractos de micelios también se evaluaron para
la actividad hacia S. aureus. La alteracion de orfl8 SfpXYF24D3 retuvo la actividad,
mientras que la alteracion de orf24 SfpXYF148D12 perdio la actividad hacia S. aureus.

Ejemplo 3

Construccion de la cepa recombinante SfpXY152-endorf24 y efecto en la
produccion de enduracidina

Este ejemplo describe la construccion de la cepa recombinante SfpXY 152-endorf24 y

la capacidad de esta cepa para producir enduracidina.

La pérdida de produccion de enduracidina en la cepa mutante SfpXYF148D12
indico un posible papel regulador del orf24. Una busqueda BLAST de la base de datos
GenBank utilizando la secuencia de proteina de Orf24 revel6 una alta similitud de secuencia
con una proteina reguladora especifica a via, StrR, involucrada en la biosintesis de
estreptomicina. Una alineacion de secuencias entre Orf24 y StrR mostrd que las proteinas

comparten una similitud significativa (54% de identidad de aa, FIG. 9). La pérdida de
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produccion de enduracidina tras la alteracion de orf24 y la similitud con StrR indican que
Orf24 puede actuar como un activador especifico a via en la produccion de enduracidina.

Para explorar el papel de orf24 como una diana reguladora positiva para la mejora
de la cepa, el plasmido de expresion integrativa pXY 152-endorf24 (FIG. 2) fue construido
(Ejemplo 1). Se introdujo el plasmido pXY152-endorf24 en S. fungicidicus tipo silvestre
mediante conjugacion y se examinaron los exconjugantes para determinar el fenotipo de
resistencia a apramicina, lo que llevé a la identificacion de la nueva cepa recombinante
StpXY 152-endorf24. Al menos diez colonias exconjugantes independientes de esta cepa se
seleccionaron y purificaron al azar. Estas cepas de colonias llevan el plasmido pXY152-
endorf24 integrado en un sitio attB en el cromosoma de S. fungicidicus mediante
recombinacion homoéloga de un solo cruce con el sitio attP en el plasmido.

Para investigar los metabolitos producidos por las cepas recombinantes, las esporas
de dos cepas de colonias se inocularon en el cultivo de semillas TSB y luego se transfirieron
a un medio de produccién de enduracidina para la fermentacion a escala de laboratorio. El
analisis de HPLC de los extractos de metanol al 70% de los micelios recolectados revelé un
aumento de 2 veces (60 mg/L) en la produccion de enduracidina por ambas cepas
recombinantes en comparacion con la cepa de tipo silvestre (30 mg/L). Los rendimientos
elevados de enduracidina observados en estas cepas de colonias que son capaces de
sobreexpresar orf24 son una evidencia adicional del papel regulador positivo que este gen
tiene en la produccion de enduracidina y los resultados son consistentes con los obtenidos a

partir de la interrupcion de orf24 que condujo a la pérdida de la produccion de enduracidina.

Ejemplo 4
Construccion de la cepa BM38-2.24/16 que sobreexpresa orf24 en S. fungicidicus
BM38-2 (ATCC PTA-122342) y efecto sobre la produccion de enduracidina

Este ejemplo describe la construccion de la cepa BM38-2.24/16 (Numero de
deposito ATCC PTA-124006), la sobreexpresion de orf24 en S. fungicidicus BM38-2
(ATCC PTA-122342) y el efecto sobre la produccion de enduracidina.

Para explorar mas a fondo el papel regulador positivo de Orf24, se incorporo el
plasmido pXY152-endorf24 en el cromosoma de la cepa de produccion comercial S.
fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-122342), como se describid anteriormente para el

organismo de tipo silvestre. La seleccion de exconjugantes que exhiben el fenotipo de
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resistencia a apramicina proporciono varias cepas de colonias recombinantes, incluyendo S.
fungicidicus BM38-2.24 / 16, capaz de producir niveles elevados de enduracidina de hasta
200 mg/L (para un aumento de 3.3 veces sobre BM38-2 (ATCC PTA-122342)) en cultivos
de matraz de agitacion de laboratorio. S. fungicidicus BM38-2-24/16 se seleccion6 para una
evaluacion adicional de la capacidad de produccion de enduracidina en base a los
rendimientos durante la seleccion preliminar.

La produccion de enduracidina mediante la cepa recombinante de S. fungicidicus
BM38-2.24/16 en cultivos en matraz de agitacion de laboratorio mostré un claro potencial
de mejora significativa sobre BM38-2 (ATCC PTA-122342) y también se observd que los
rendimientos varian mucho. Para controlar mas de cerca las condiciones de cultivo durante
el periodo de crecimiento de 10 dias, incluido el pH y el oxigeno disuelto que no se manejan
facilmente en matraces de agitacion, la produccion se evalud a través de multiples corridas
en fermentadores de 10L. Bajo estas condiciones mas estrechamente controladas, los
rendimientos fueron mas consistentes y las fermentaciones triplicadas de 10 litros
promediaron 375 mg/ml (4.6 veces de BM38-2 (ATCC PTA-122342)). El aumento de los
rendimientos de enduracidina en la cepa recombinante de S. fungicidicus BM38-2.24/16
(Numero de depdsito de ATCC PTA-124006) apoya ademas un papel de aumento de Orf24

en la produccion de enduracidina.

Ejemplo 5
Construccion de la cepa mutante de eliminacion BM38-1.18pfrd-AmR y el efecto sobre
la produccion de enduracidina

Este ejemplo describe la construccion de la cepa mutante de eliminacion BM38-
2.18pfrd-AmR (N° de deposito ATCC PTA-124007) y el efecto sobre la produccion de

enduracidina.

orfl8 se encuentra en la region corriente arriba del grupo de genes biosintéticos de
enduracidina (nimero de acceso GenBank DQ403252). Orfl8 parece tener un papel
negativo en la produccion de enduracidina en la medida en que la alteracion de insercion del
gen en la cepa mutante SfpXYF24D3 elevo el rendimiento de enduracidina. Basandose en
esta observacion, se disefiaron constructos para la eliminacion de orf18 solo y orfl8 y
porciones de sus regiones flanqueantes. Para este proposito, se construyod el plasmido pKS-

T-orf18pfrd-AmR (FIG. 5). Este plasmido derivado de vector pKS no posee un replicon de
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estreptomicetos ni un elemento para la integracion en el cromosoma de estreptomicetos.
Solo puede intercambiar su insercion con un segmento definido de ADN en el cromosoma
del huésped mediante recombinacion homologa de doble cruce. El mapa de insercion de
este plasmido se muestra en la FIG. 10. orf18 y sus regiones flanqueantes que contienen la
totalidad del orf19 y la region que codifica la porcion de extremo N-terminal de orfl17 se
eliminan en el pldsmido pKS-T-orfl8pfrd-AmR. El brazo izquierdo de 1-kb contiene la
region que codifica la porcion de extremo C-terminal de orf17 y su region corriente abajo y
el brazo derecho de-1 kb contiene un segmento parcial de orf20 que codifica la region de
extremo N-terminal. Por lo tanto, la eliminacion después de una recombinacion homoéloga
de doble cruce dio como resultado una cepa recombinante donde se elimind la totalidad de
orfl8 mas orfl9 y la region que codifica la porcion de extremo N-terminal de orf17 y se
reemplazo con el gen resistente a la apramicina.

El plasmido pKS-T-orfl8pfrd-AmR se introdujo de forma conjugada en S.
fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-122342) y se promovié la recombinacion homoéloga de
cruce simple y doble en placas de agar ISP4 sin suplementacién con apramicina. Los
exconjugantes que pudieron sobrevivir a la seleccion posterior de apramicina se purificaron
y esta nueva cepa recombinante se designd6 BM38-2.18pfrd-AmR (No. de Depdsito ATCC
PTA-124007). Las esporas de esta cepa se inocularon en un medio TSB para el cultivo de
semillas y luego se transfirieron a un medio de produccion de enduracidina. Después de 10
dias de fermentacion, los micelios se recolectaron, se procesaron y se analizaron por HPLC.
En relacion con la cepa precursora BM38-2 (ATCC PTA-122342), se observo un aumento
de 1,2 veces en la produccion de enduracidina a partir de estas fermentaciones a escala de
laboratorio. El aumento relativo en el rendimiento es similar al observado con la cepa
SfpXYF24D3 derivada de tipo silvestre y los resultados implican que orf19 y orfl7, que
flanquean orfi8 y se vieron afectados en la construccion de BM38-2.18pfrd-AmR, tienen
poco o ningun efecto sobre la produccion de enduracidina. Por lo tanto, el aumento de la
produccion de enduracidina en la cepa recombinante BM38-2.18pfrd-AmR se debe a la
eliminacion del papel regulador negativo de Orf18.

Con respecto a la eliminacion de orfl18 solo con el plasmido pXY300-orfl18ifd en
BM38-2 (ATCC PTA-122342), se encontraron dificultades al seleccionar positivamente los
exconjugantes y mutantes simples/dobles con marcador de resistencia a la tiostreptona. Por
lo tanto, se us6 el vector alternativo pBluescript KS II para construir los plasmidos de

administracion de reemplazo de genes sin marcadores, tales como pKS-T-orf18ifd (FIG. 4)
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o pKS-orfl18ifd-T, pKS-orfl18ifd-T-AmR (NS) (el gen de resistencia a la apramicina se

transporta en el vector en lugar de la insercion en orf18, véase la FIG. 6).

Ejemplo 6
Desarrollo del vector de inactivacion del gen derivado de pKS serie pKS-T-orf18pfrd-
AmR

Este ejemplo describe el desarrollo del vector de inactivacion del gen derivado de

pKS serie pKS-T-orf18pfrd-AmR.

Se desarrollaron una serie de vectores de inactivacion de genes derivados de pKS
(FIGS. 4, 5 y 6) que poseen la funcion conjugativa y no requieren pasar transformantes a
través de una seleccion a alta temperatura para eliminar el plasmido como lo requieren
algunos otros vectores de alteracion de genes. Estos vectores derivados de pKS llevan un
replicon no estreptomiceto que permite la replicacion en E. coli y pueden mantener y
seleccionarse con el marcador de resistencia a apramicina en Streptomyces y E. coli o
ampicilina en E. coli. Produjeron copiosas copias estables de plasmidos recombinantes en
E. coli para la conjugacion y se han disefiado con varios sitios de restriccion inicos y raros
encontrados en el ADN de estreptomicetos, tales como Pacl, HindIll, Nhel y Xbal, que se
pueden usar convenientemente para ensamblar el ADN diana al plasmido para la alteracion

de genes de insercion y los estudios de eliminacion en marco.

Ejemplo 7
Desarrollo de vectores de expresion de genes integradores derivados de pSET152
pXY152-endorf24-camtsr y pXY152-endorf24-blatsr

Este ejemplo describe el desarrollo de los vectores de expresion de genes
integradores derivados de pSET152 pXY152-endorf24-camtsr (SEQ ID NO: 20) y
pXY152-endorf24-blatsr (SEC ID NO: 23).

Se desarollaron dos vectores nuevos, pXY 152-endorf24-camtsr (FIG. 7) y pXY152-
endorf24-blatsr (FIG. 8). Poseen funciones conjugativas e integradoras como el vector
pSET152, el vector integrador mas utilizado para la expresion y complementacion de genes
de estreptomicetos. Ambos vectores tienen varios sitios de restriccion que son raros en el

ADN de Streptomyces para la clonacion y el ensamblaje convenientes del constructo de
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expresion. El vector pXY152-endorf24-camtsr se puede mantener y seleccionar en E. coli
con cloranfenicol a 12,5 pg/mL y en Streptomyces con tiostrepton a 50 pg/mL. El vector
pXY152-endorf24-blatsr se puede mantener y seleccionar en E. coli con ampicilina y en

Streptomyces con tiostrepton.

Resumen de los Ejemplos 1-6:
Manipulacion genética de los genes reguladores de Streptomyces y biosintesis para
mejorar la cepa.

Entre los numerosos productores microbianos de productos naturales,
aproximadamente el 75% de los antibidticos microbianos conocidos son producidos por
actinomicetos. Streptomyces, bacterias filamentosas grampositivas, son miembros de la
familia de los actinomicetos y son conocidos por su capacidad incomparable para producir
una variedad versatii de metabolitos secundarios estructuralmente diversos,
farmacologicamente y bioldgicamente activos. Los policétidos producidos por policétido
sintasas (PKS) y productos peptidicos naturales hechos por péptidos sintetasas no
ribosomales (NRPS) son representativos.

La investigacion sobre la biosintesis de antibidticos de productos naturales tiene
algunos desafios comunes: primero, como superar la baja produccion tipica de los
compuestos precursores o modificados estructuralmente producidos por las cepas de tipo
silvestre o modificadas genéticamente; en segundo lugar, como activar las numerosas vias
biosintéticas del metabolito secundario criptico o huérfano identificadas a partir de
secuencias genomicas para poder estudiar la funcidén bioldgica de los productos. Los
avances en el estudio de la biosintesis de antibidticos de productos naturales en las tltimas
décadas han indicado que la produccion de metabolitos secundarios esta regulada por
muchas vias. Por ejemplo, los genes biosintéticos precursores y estructuralmente
ensamblados (como PKS y NRPS), genes reguladores y genes de auto-resistencia se pueden
agrupar en el cromosoma bacteriano. La produccion de antibidticos puede estar regulada
por genes reguladores especificos de la via, incluidos activadores y/o represores, genes
reguladores ectopicos pleiotropicos y sistemas reguladores de dos componentes. Las
mutaciones que ocurren en cualquiera de estos genes o sistemas reguladores pueden
aumentar, disminuir o abolir completamente la produccion de antibioticos. La via
biosintética criptica puede activarse por una mutacion imprevista que conduce a la

produccion de un producto previamente desconocido.
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La mejora de las cepas puede desempefiar un papel importante en la produccion a
escala industrial rentable de antibidticos u otros metabolitos microbianos secundarios. Las
cepas mutantes capaces de producir rendimientos mayores de metabolitos particulares
pueden generarse a través de mutaciones aleatorias, o mediante la ruptura dirigida de genes
especificos o mediante la introduccion de genes que eliminan los cuellos de botella en una
ruta de biosintesis. La manipulacion genética de genes reguladores positivos y negativos, asi
como los genes biosintéticos, para generar la hiperproduccion de metabolitos secundarios
especificos ha demostrado ser una estrategia poderosa y altamente exitosa para la mejora de
la cepa de actinomicetos.

En la divulgacion actual, se demostré el papel regulador positivo de orf24 y el papel
regulador negativo de orf18 en la produccion de enduracidina. La inactivacion por insercion
especifica de orf24 dio lugar a una pérdida completa de la produccion de enduracidina en la
cepa recombinante SfpXYF148D12. La sobreexpresion posterior de orf24 bajo el control
del promotor constitutivo fuerte ermE*p en las cepas recombinantes SfpXY152-endorf24 y
BM38-2.24/16 condujo a aumentos en los rendimientos de enduracidina de 2 a 4,6 veces
aproximadamente. La eliminacion de orfl8 y sus regiones flanqueantes, incluyendo la
totalidad de orf19 y una porcion de orfl7, incremento los rendimientos de enduracidina en
1,2 veces. Estos resultados proporcionaron evidencia genética solida en apoyo del rol de
orf24 'y orfl8 como activador positivo y represor negativo, respectivamente, en la
biosintesis de enduracidina.

Los ortélogos de Orf24 se han confirmado funcionalmente a partir de otras vias de
biosintesis de antibioticos

Una consulta BLAST con la secuencia de proteina de Orf24 contra la base de datos
GenBank revelo cientos de visitas (numero de acceso de GenBank DQ403252). Muchos
muestran una similitud de aminodcidos muy alta (de 60% a 99% de identidad) y se anotan
como reguladores de transcripcion en la biosintesis del antibidtico aminoglucdsido
estreptomicina. Sin embargo, ninguno de este grupo de genes ha tenido la funcion
experimentalmente verificada. El andlisis de los resultados de BLAST identifico varias
proteinas relacionadas que comparten una menor similitud (més del 40% pero menos del
60% de identidad de aa) con Orf24 que se caracterizaron funcionalmente. Estos incluyen la
proteina StrR bien caracterizada que comparte una similitud menor pero significativa (54%
de identidades de aa en 311 aa superpuestas) con Orf24. Se ha demostrado genéticamente y

bioquimicamente que StrR funciona como un activador positivo especifico de la via de la

-53-



expresion de los genes de biosintesis de estreptomicina en Streptomyces griseus. StrR
representa una familia de activadores especificos de la via, algunos de los cuales se han
caracterizado por bien sea manipulacion genética o estudios bioquimicos. La FIG. 11
muestra la alineacion de Orf24 con seis proteinas de tipo StrR de actinomicetos
funcionalmente confirmadas. Un dominio de unién al ADN tipico y altamente conservado
de hélice-giro-hélice (HTH) esta presente en las siete proteinas como se subraya en la FIG.
11. Orf24 también comparte una similitud de secuencia significativa (54% de identidades
aa) con Teill5*, un activador especifico de la via que rige la biosintesis del antibidtico
glicopeptidico no tribosdmico teicoplanina. Teil5* regula positivamente la transcripcion de
al menos 17 genes en el grupo de teicoplanina. El Actinoplanes teichomyceticus de tipo
silvestre produce 100 mg/L de teicoplanina aproximadamente, mientras que las cepas
recombinantes genéticas, derivadas del A. teichomyceticus precursor y que contienen feil5*
expresado bajo el control de diferentes promotores, aumentaron el rendimiento de
teicoplanina a 1 g/L en el caso del promotor ermE*p y a 4 g/L. en el caso del promotor del
gen de resistencia a apramicina nativo.

Como se ilustra en la FIG. 11, Orf24 también comparte una similitud de secuencia
significativa (54% de identidad aa) con Bbr, del grupo de biosintesis de antibidticos de
balhimicina glucopéptido; a KasT (identidades del 50% aa) que rigen la expresion de los
genes de biosintesis de kasugamicina del antibiotico aminoglucosido; y NovG (45% de
identidades aa), el activador especifico de la via involucrado en la biosintesis de
novobiocina. El mutante AnovG produjo solo un 2% tanto de novobiocina como de tipo
silvestre y la sobreexpresion de novG de un plasmido de copias multiples en la cepa
recombinante llevé a un aumento de tres veces en la produccion de novobiocina. Orf24
también comparte un 42% de identidad aa con SgcR1, uno de los cuatro genes reguladores
(sgcRI, sgcR2, sgcR3 y sgcR) confirmados experimentalmente que participan en la
produccion del antibiotico antitumoral C-1027 en S. globisporus. La sobreexpresion de
sgcR1 en S. globisporus SB1022 aumento el rendimiento de C-1027 aproximadamente siete
veces en comparacion con la cepa de tipo silvestre. La sobreexpresion del regulador
positivo sgcR3 en una cepa recombinante resultdé en un aumento del 30-40% en la
produccion de C-1027. En contraste, la inactivacion del regulador negativo sgcR condujo a
un aumento tanto de la produccion de C-1027 como heptaeno. Ademas, la sobreexpresion
de sgcR1 en la cepa mutante AsgcR condujo a un aumento de siete veces aproximadamente

de la produccion de C-1027. sgcR3 ocupa una regulacion de nivel superior mediante el

-54 -



control de sgcR1 y sgcR2 en la regulacion de jerarquia de la produccion de C-1027. En
conclusion, la alteracion y los efectos de expresion de orf24 y la comparacion de Orf24 con
otros ortdlogos caracterizados funcionalmente indican que Orf24 actha como un

regulador/activador positivo especifico de la via en la produccion de enduracidina.

Orf18 es un putativo regulador de respuesta huérfano atipico y se alinea con ortélogos
funcionalmente confirmados

La producciéon de antibioticos en las especies de Streptomyces esta estrechamente
regulada por redes genéticas complejas que limitan la capacidad de muchos productores de
antibioticos de tipo silvestre para generar los rendimientos necesarios para una produccion
industrial a gran escala y rentable. Un mecanismo regulador importante son los sistemas de
transduccion de sefiales de dos componentes. Los sistemas de dos componentes incluyen un
sensor de quinasa y un regulador de respuesta afin. El sensor de quinasa responde a
estimulos/sefiales ambientales externas especificas, tales como estrés, nutricion y sustancias
quimicas, etc., y luego transmite la sefial a un regulador de respuesta citoplasmica que
desencadena y activa la transcripcion de los genes diana. Un regulador de respuesta que no
estd emparejado con un sensor de quinasa se designa como un regulador de respuesta
huérfano.

Los sistemas de dos componentes y los reguladores de respuesta huérfanos estan
presentes en los genomas de estreptomicetos y pueden funcionar para reprimir la
produccion de metabolitos secundarios. En el grupo de genes de enduracidina de S.
fungicidicus, orfl8 codifica un supuesto regulador de respuesta huérfana putativa que
comparte una similitud de secuencia baja a moderada con otros tres reguladores de
respuesta de Streptomyces caracterizados, incluido un regulador de respuesta huérfana,
SCO3818, de S. coelicolor (FIG. 12). Orf18 tiene una secuencia de extremo N-terminal mas
larga en comparacion con las otras proteinas alineadas y parece ser un regulador de
respuesta huérfano atipico porque una lisina altamente conservada en la posicion 118
(relativa a la posicion comun 105) esta ausente en Orfl8 y se reemplaza con una treonina.
Se propone que la lisina sea necesaria para formar el bolsillo de fosforilacion.

So6lo unos pocos reguladores de respuesta a estreptomicetos han sido funcionalmente
caracterizados. El genoma de S. coelicolor contiene un total de cinco reguladores de
respuesta huérfanos atipicos y siete tipicos. Orf18 comparte 26% de identidad aa en 191 aa

superpuestas con AbsA2. La eliminacion de AbsA2 en S. coelicolor resultd en un aumento
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de la produccion de dos antibidticos, actinorhodina y undecil-prodigiosina. Orf18 muestra
32% de identidad aa en 176 aa superpuestas con SCO3818. La eliminacion de sco3818
condujo a una produccion mejorada de actinorodina. Orf18 comparte un 29% de identidad
aa en 166 superpuestas aa con SCO1745 (AbrA2). La eliminacion del operén regulador de
respuesta que contiene AbrA2 dio como resultado un aumento del 100% del antibiotico
antitumoral de oviedomicina en la cepa recombinante S. coelicolor M145 en comparacion
con el productor de tipo silvestre. El papel regulador negativo observado de Orfl8 en la
produccion de enduracidina es consistente con las actividades demostradas de los
reguladores negativos relacionados (FIG. 12). Ademas, se observa que Orfl8 comparte la
mayor similitud de secuencia de proteinas con los miembros de la familia LuxR de

reguladores transcripcionales en la biisqueda de BLAST.

Ausencia de efectos polares en el mutante BM38-1.0rf18pfrd-AmR

La region eliminada en la cepa BM38-1.18pfrd-AmR mutante involucra tres genes,
orf18, la region que codifica la porcion de extremo N-terminal de orl7 localizado corriente
abajo de orfl18, y la totalidad del orf19 ubicado corriente arriba de orf18 (FIGS. 5y 10). Se
predice que orfl7 codifica una ribonucleasa que aparentemente no tiene ninguna funcion
relacionada con la biosintesis o regulacion de la enduracidina. Ademas, el gen de resistencia
a la apramicina que reemplaza a orfI8 y su region flanqueante se transcribe de forma
divergente con orfl7 y no debe crear ningun evento de lectura a través del promotor del gen
de resistencia a apramicina. Por lo tanto, no deberia haber efectos polares resultantes de la
eliminacion parcial de orf17.

orf19 se transcribe y traduce en la misma direccion que orf18. Este gen estd anotado
para codificar una proteina de funcidén desconocida. La cepa mutante SfpXYF24D3 que
porta la alteracion de orf18 sola y el mutante BM38-1.18pfrd-AmR que porta la eliminacion
de orfi8 y orf19 juntos tienen efectos similares en la produccion de enduracidina, lo que
implica que orf19 no tiene ningun papel o un papel insignificante en la produccién de
enduracidina. El gen orf20 se ubica corriente arriba de orf19 y se transcribe y traduce en la
misma direccion que el marcador de resistencia a apramicina insertado (FIG. 10) orf20
sigue intacto en BM38-1.18pfrd-AmR y el producto aparentemente no tiene un papel en la
produccion de enduracidina. Por lo tanto, no se cree que ningun efecto polar sobre la
expresion de orf20 sea responsable de la produccion mejorada de enduracidina en BM38-

1.18pfrd-AmR.
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Ejemplo 7
Aplicaciones y manipulaciones adicionales de orf24 y/o orfl18 para mejorar las cepas
productoras de enduracidina

Ademas de los ejemplos proporcionados anteriormente, hay otras formas posibles de
utilizar los roles reguladores de orf24 y orf18 para mejorar la produccion de enduracidina.

i. Expresion de orf24 bajo un promotor de sobreexpresion alternativo,
constitutivo o inducible

pXY152-endorf24 (mostrado en la FIG. 2) se construy6 para la expresion ectdpica
integradora de orf24 bajo el control de ermE*p, un estreptomiceto ampliamente utilizado
como el promotor de la expresion constitutivo fuerte. La sobreexpresion de orf24 también
puede ser impulsada por otros promotores constitutivos o inducibles. El promotor tipA es un
promotor de estreptomicetos de sobreexpresion inducible por tiostrepton. Se desarrolld un
plasmido de lanzadera de E. coli-Streptomyces con el promotor tipA multicopia, pXY200,
que se ha utilizado con ¢éxito para la sobreexpresion de genes de estreptomicetos. Para
aplicaciones relevantes a esta descripcion, el promotor tipA puede escindirse de pXY200 y
clonarse en pXY152 para reemplazar ermE*p y dirigir la expresion de orf24. Del mismo
modo, orf24 puede transferirse facilmente de pXY152-endorf24 a pXY200 para la
expresion basada en plasmidos. Otras opciones de promotores incluyen, pero sin limitarse a,
el sistema P(nitA)-NitR y el promotor de estreptomicetos SF14. Recientemente, el plasmido
integrador pKC1139 y el promotor nativo del gen resistente a la apramicina se utilizaron
con €xito para expresar genes reguladores para la hiperproduccion del antibidtico peptidico
teicoplanina. El gen regulador sanG codifica un activador especifico a la via para la
produccion de nikomicina. La expresion de una copia adicional de sanG bajo el control de
cinco promotores diferentes (Py.ap, Pipsso, Psris, Perme+ y Pneos) llevd a aumentos en los
rendimientos de nikomicina en un 69%, 51%, 26%, 22% y 13%, respectivamente (véase
Du, Applied Microbiology and Biotechnology 97: 6383-6396, 2013).

ii. Cepas mutantes dobles de S. fungicidicus con eliminacion de orf18 y
sobreexpresion de orf24

Tanto con el mutante de delecion orf18 como con las cepas de sobreexpresion orf24
que exhiben una mayor produccion de enduracidina, se puede generar un doble mutante que
contenga ambos y si se observa un efecto aditivo sobre el rendimiento de este antibidtico

peptidico. Se puede crear el mutante doble introduciendo el plasmido de sobreexpresion
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pXY152-endorf24-blatsr (FIG. 8) en el mutante BM38-2.18pfrd-AmR. pXY152-endorf24-
blatsr es un pldsmido de integracion conyugal que porta un gen de resistencia a la
tiostrepton (tsr) para la seleccion en estreptomicetos y el gen de resistencia a la ampicilina
(bla) para la seleccion en E. coli. Debido a que la cepa de E. coli S17-1 utilizada para la
conjugacion es naturalmente resistente al cloranfenicol (leva), el marcador de resistencia al
cloranfenicol en pXY152-endorf24-camtsr (véase mas arriba) ha sido reemplazado por
resistencia a la ampicilina (bla) para seleccionar S17-1 transformantes. Alternativamente,
pXY152-endorf24-camtsr y sus derivados pueden introducirse en estreptomicetos utilizando
una cepa de E. coli conyugal diferente, ET12567/pUZ8002.

Usando bien sea el plasmido pXY 152-endorf24-blatsr o pXY 152-endorf24-camtsr
para introducir la segunda copia de orf24 en el mutante orfl8 deficiente, es posible
seleccionar el mutante doble mediante la resistencia a tiostreptona. Para generar un mutante
orf18 nulo con eliminacion en el marco en BM38-2 (ATCC PTA-122342), los plasmidos
pXY300-orf18ifd (FIG. 3) y pKS-orfl18ifd-T-AmR (NS) (FIG. 6) fueron construidos con
este fin. pXY300-orf18ifd permite la seleccion del mutante de delecion en el marco orfi8
con tioestreptona mientras PKS-orf18ifd-T-AmR (NS) utiliza apramicina para seleccionar
mutantes de delecion en el marco. Aunque las cepas mutantes de S. fungicidicus de tipo
silvestre se seleccionan facilmente usando el marcador de resistencia tiostreptona, se han
encontrado dificultades al usar este marcador de resistencia en la cepa BM38-2 (ATCC
PTA-122342). Por lo tanto, dos plasmidos, pXY300-orf18ifd y pKS-orf18ifd-T-AmR (NS),
se construyeron para el mismo proposito.

En vista de todas las modalidades posibles a las que se pueden aplicar los principios
de la invencion descrita, debe reconocerse que las modalidades ilustradas son solo ejemplos
preferidos de la invencion y no deben tomarse como limitantes del alcance de la invencion.
Mas bien, el alcance de la invencion se define mediante las siguientes reivindicaciones. Por lo
tanto, reivindicamos como nuestra invencion todo lo que esta dentro del alcance y el espiritu

de estas reivindicaciones.
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