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@ Resumen:

Un procedimiento de obtencién de productos glico-
silados mediante la biosintesis de los desoxiaztcares:
L-olivosa, L-oleandrosa y L-ramnosa.

Se describe un procedimiento de obtencién de pro-
ductos glicosilados a través de la construccién de
tres plasmidos capaces de dirigir la biosintesis de los
desoxiazticares L-olivosa, L-oleandrosa y L-ramnosa.
Se describe también la construccién de una cepa de
Streptomyces albus que posee integrado en su cro-
mosoma el gen de resistencia a eritromicina y un gen
(oleGll) que codifica una glicosiltransferasa que la
capacita para glicosilar anillos macrociclicos lactona.
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DESCRIPCION

Un procedimiento de obtenciéon de productos
glicosilados mediante la biosintesis de los desoxia-
zucares: L-olivosa, L-oleandrosa y L-ramnosa.
Antecedentes

Los actinomicetos, en particular el género
Streptomyces, son productores de aproximada-
mente dos tercios de todos los compuestos bioac-
tivos conocidos. Muchos de estos compuestos
poseen aplicaciéon farmacéutica dada su activi-
dad antibacteriana, antifingica, antiparasitaria y
antitumoral. Una caracteristica estructural bas-
tante frecuente en muchos de estos compuestos
es la existencia de azicares unidos a la estruc-
tura principal (aglicén) y, en muchos casos, la
presencia de estos azicares es esencial para la ac-
tividad biolégica del compuesto. Entre éstos po-
demos mencionar el grupo de los macrélidos que
incluye antibiéticos principalmente utilizados en
el tratamiento de infecciones por bacterias gram-
positivas como eritromicina, oleandomicina, espi-
ramicina, etc. Estos azicares pertenecen en su
mayoria a la amplia familia de las 6-desoxihexo-
sas. Se han descrito més de 80 aztucares distintos
de esta familia (Liu y Thorson, Annu. Rev. Mi-
crobiol. 48: 223-256, 1994). Estos azicares son
importantes y, en muchos casos, esenciales para la
actividad biolégica de estos compuestos. La gene-
racién de nuevos macrdlidos mediante la modifi-
cacion de los azicares es un tema de gran interés
para la industria farmacéutica. Hasta el momento
actual la inica aproximacién posible (que no ha
dado importantes resultados) es la modificacién
mediante sintesis quimica, metodologia que pre-
senta grandes dificultades de llevar a cabo por lo
que existe una demanda para métodos alternati-
vos. Es en este sentido en donde la presente in-
vencién permite disponer de cepas recombinantes
capaces de sintetizar tres nuevos desoxiazicares
y la potencialidad de poder generar nuevos deri-
vados glicosilados.

Breve descripciéon de la invencién

El objeto de la invencién es un procedimiento
de obtencién de productos glicosilados a través de
una serie de etapas que constituyen dicho proce-
dimiento:

1. Construcciéon de plasmidos portadores de
los genes que codifican L-olivosa, L-olean-
drosa y L-ramnosa (pOLV, pOLE y pRHAM,
respectivamente).

2. Construccién de una cepa capaz de expresar
una glicosiltransferasa.

3. Transformacién de la cepa de la etapa 2 con
los plasmidos de la etapa 1.

4. Obtencién/Purificacién de los productos fi-
nales glicosilados.

Descripcion detallada de la invencion

El procedimiento para la obtencién de produc-
tos glicosilados transcurre a través de una serie de
etapas:
1. Construccion de plismidos portadores de los
genes que codifican L-olivosa, L-oleandrosa y L-
ramnosa (pOLV, pOLE y pRHAM, respectiva-
mente)

Inicialmente se procedi6 al aislamiento e iden-
tificacién de varios genes implicados en la biosin-
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tesis de L-oleandrosa en Streptomyces antibioticus
ATCC 11891.

A partir de una serie de clones en césmidos
de una genoteca de ADN total de S. antibioticus
ATCC 11891 (Rodriguez et al., Mol. Microbiol.
8: 571-582, 1993) se secuencid una regién de 9.817
pb localizada corriente arriba de los genes que
codifican la policétido sintasa de oleandomicina
(Figura 1, en donde se indica también el mapa
de restriccién de la region secuenciada) clonada a
partir de los c6smidos cosAB63 (Quirds et al, Mol.
Microbiol. 28: 1177-1185, 1998) y cosAB61 (Ro-
driguez et al., Mol. Microbiol. 8: 571-582, 1993).
La secuencia de nucledtidos (ID SEC. N° 1) se
determiné utilizando el método de terminadores
de cadena disefiado por Sanger y col. (Sanger et
al. PNAS 74: 5463-5467, 1977) y se analizé uti-
lizando el programa CodonPreference (UWGCG;
Devereux et al., Nucleic Acid Res. 12: 387-395,
1984) para detectar la existencia de posibles pau-
tas abiertas de lectura. En dicha secuencia se de-
tect6 la presencia de 8 pautas abiertas de lectura.
Las caracteristicas genéticas de las distintas pau-
tas abiertas de lectura (numeradas de izquierda a
derecha) asf como las distintas proteinas que co-
difican son:

* Pauta abierta de lectura 1. Gen denomi-
nado oleW. Se inicia en un codén ATG
(nt 1.576 en ID SEC.N° 1) y termina en
un codén TGA (nt 590 en ID SEC.N°
1). Comprende 987 pares de bases y co-
difica una proteina de 328 aminoécidos con
un peso molecular estimado de 35.834 dal-
tons (ID SEC. N° 2). Esta proteina pre-
senta similitud en bases de datos con LanT
(50,8 % aminoécidos idénticos; Westrich et
al., FEMS Microbiol. Lett. 170: 381-
387, 1999), con Graorf26 (49,1% identi-
dad; Ichinose et al., Chem. Biol. 5: 647-
659, 1998), con una posible oxidoreductasa
de Amycolatopsis mediterranei (48,9 %; Au-
gust et al., Chem. Biol. 5: 69-79, 1998) y
con RAmF (48,9 %; Niemi y Mantsala, J.
Bacteriol 177: 2942-2945, 1995) (Fig. 2A).
En base a ello, se le atribuye una funcién 3-
cetoreductasa en la sintesis de L-oleandrosa.
Pauta abierta de lectura 2. Gen denomi-
nado oleV. Se inicia en un codeen ATG
(nt 3.020 en ID SEC.N° 1) y termina en
un codén TGA (nt 1.596 en ID SEC N°
1). Sus 1.425 nucledtidos codifican para
una proteina de 474 aminoécidos y un peso
molecular estimado de 53.149 daltons (ID
SEC N° 3). Al comparar la proteina en
las bases de datos se encuentra homologia
con LanS (55,2 % de identidad; Westrich et
al., FEMS Microbiol. Lett. 170: 381-387,
1999), con DnmT (52,8 %; Scotti y Hutchin-
son, J. Bacteriol. 178:7316-7321, 1996), con
SnoH (51,5 %; Ylihonko et al., Mol. Gen.
Genet. 251: 113-120, 1996), con EryBVI
(51,1%; Gaisser et al., Mol. Gen. Ge-
net. 256: 239-251, 1997; Summers et al.,
Microbiology 143: 3251-3262, 1997) y con
Graorf27 (50,7 %; Ichinose et al., Chem.
Biol. 5: 647-659, 1998) (Fig. 2B). Se le
atribuye una funcién de 2,3-deshidratasa en
la sintesis de L-oleandrosa.
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* Pauta abierta de lectura 3. Gen denomi-

nado oleL. Se inicia en un codén ATG (nt
3.356 en ID SEC. N° 1) y termina en un
codén TGA (nt 3.970 en ID SEC. N° 1), con
un tamano de 615 pares de bases. Codifica
para un péptido de 204 aminoacidos y un
peso molecular estimado de 22.248 daltons
(ID SEC N° 4). En las bases de datos mues-
tra homologia con distintas dTDP-4-ceto-
6-desoxiglucosa 3,5-epimerasas como StrM
(50 % identidad; Pissowotzki et al., Mol.
Gen. Genet. 231:113-123, 1991), DnmU
(42,8 %; Otten et 1., J. Bacteriol. 179: 4446-
4450) y EryBVII (42,4%; Gaisser et al.,
Mol. Gen. Genet. 256: 239-251, 1997;
Summers et al., Microbiology 143: 3251-
3262, 1997) (Fig. 2C). Se le asigna como
funcién la epimerizacién de los carbonos 3
y 5 en la sintesis de L-oleandrosa.

Pauta abierta de lectura 4. Gen denomi-
nado oleS. Se inicia con un codén GTG
(nt 3.967 en ID SEC.N° 1) y termina en
un codén TGA (nt 5.037 en ID SEC.N°
1). Con un tamano de 1.061 pares de ba-
ses, este gen codifica para una proteina de
356 aminoacidos con un peso molecular es-
timado de 38.109 daltons (ID SEC N° 5).
Esta proteina muestra una gran homologia
con dTDP-glucosa sintasas de estreptomi-
cetos como MtmD (70.2% de identidad;
Lomb6 et al., J. Bacteriol. 179: 3354-3357,
1997), StrD (68.2 %; Pissowotzki et al., Mol.
Gen. Genet. 231:113-123, 1991) y DnmL
(58.1 %; Gallo et al., Microbiology 142: 269-
275, 1996) (Fig. 2D). Se le supone involu-
crada en la activacion de glucosa-1-fosfato
a dTDP-D-glucosa como primer paso en
la sintesis de L-oleandrosa y D-desosamina
para incorporarse luego al anillo macrolac-
tona de la oleandomicina en S. antibioti-
cus.

Pauta abierta de lectura 5. Gen denomi-
nado oleE. Su codén de iniciacion ATG
(nt 5.034 en ID SEC. N° 1) se solapa con
el codén de parada de oleS, terminando
en el nucleétido 6.041. Codifica para una
proteina de 335 aminodcidos con un peso
molecular estimado de 36.664 daltons (ID
SEC N° 6). Posee una gran similitud
con dTDP-glucosa 4,6-deshidratasas como
MtmE (70,2% de identidad; Lombd et al.,
J. Bacteriol. 179: 3354-3357, 1997), StrE
(64,7 %; Pissowotzki et al., Mol. Gen. Ge-
net. 231:113-123, 1991) y TylA2 (63 %;
Merson-Davies y Cundliffe, Mol. Micro-
biol. 13: 349-355, 1994) y todas ellas man-
tienen un motivo conservado de unién a
NAD™ (Fig. 2E). En base a estas homo-
logias se le asigna la funcién de dTDP-
glucosa 4,6-deshidratasa en la biosintesis de
D-desosamina y L-oleandrosa.

Pauta abierta de lectura 6. Gen denomi-
nado oleU. Su codén de iniciacién ATG (nt
6.038 en ID SEC.N° 1), muestra un solapa-
miento con el codén de terminacién de oleF.
El gen oleU se extiende a lo largo de 888 nu-
cle6tidos terminando en un codén TGA (nt
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6.925 en ID SEC.N° 1). Codifica para una
proteina de 295 aminodcidos con un peso
molecular estimado de 32.098 daltons (ID
SEC NO 7). Esta proteina muestra simi-
litud con 4-cetoreductasas de azicares de
antibidticos como StrL (57,4 % de identi-
dad; Pissowotzki et al., Mol. Gen. Genet.
231:113-123, 1991), DnmV (27,8 %; Otten
et al., J. Bacteriol. 179: 4446-4450, 1997) y
EryBIV (24,8 %; Gaisser et al., Mol. Gen.
Genet. 256: 239-251, 1997; Summers et al.,
Microbiology 143: 3251-3262, 1997) (Fig.
2F). Todas comparten dos motivos conser-
vados, uno de unién a nucleétido y otro de
unién a cofactor. Para la proteina OleU se
propone un papel de 4-cetoreductasa en la
sintesis de L-oleandrosa.

Pauta abierta de lectura 7. Gen denomi-
nado oleNI. Se inicia con un ATG (nt 6.922
en ID SEC.N° 1) que solapa con el codén
de terminacion de oleU y termina en un
TGA (nt 8.103 en ID SEC.N° 1). Se ex-
tiende a lo largo de 1.182 nucleétidos y co-
difica para una proteina de 393 aminoacidos
con un peso molecular estimado de 42.645
daltons (ID SEC N° 8). Muestra simili-
tud con aminotransferasas que actian so-
bre 6-desoxiazicares en las rutas de bio-
sintesis de varios antibidticos. Este es el
caso de EryCIV y EryCI (65% y 34,6 % de
identidad, respectivamente; Gaisser et al.,
Mol. Gen. Genet. 256: 239-251, 1997;
Summers et al., Microbiology 143: 3251-
3262, 1997), TyIB (32,1 %; Merson-Davies
y Cundliffe, Mol. Microbiol. 13: 349-355,
1994), LmbS (32,6 %; Peschke et al., Mol.
Microbiol. 16: 1137-1156, 1995) y DnrlJ
(29,8 %; Stutzman-Engwall et al., J. Bac-
teriol. 174: 144-154, 1992) (Fig. 2G). En
base a estas similitudes se le asigna un pa-
pel como aminotransferasa implicada en la
biosintesis de D-desosamina.

Pauta abierta de lectura 8. Gen denomi-
nado oleT. Se inicia con un codén GTG
(nt 8.225 en ID SEC. N° 1) y acaba en un
TGA (nt 9.688 en ID SEC.N° 1). Tiene una
longitud de 1.464 pares de bases y codifica
para una proteina de 487 aminoacidos con
un peso molecular estimado de 53.984 dal-
tons (ID SEC N° 9). La proteina OleT pro-
bablemente catalice una 3,4-reduccién que
se produce como uno de los pasos finales en
la sintesis de D-desosamina, dada su simi-
litud con las protefnas Desll (57,2% iden-
tidad; Xue et al., PNAS 95: 12111-12116,
1998) y EryCV (56,7 %; Gaisser et al., Mol.
Gen. Genet. 256: 239-251, 1997; Summers
et al., Microbiology 143: 3251-3262, 1997)
(Fig. 2H).

Una vez que se dispuso de esta informacion se
procedié a la construccién de los plasmidos porta-
dores de los genes que codifican para la biosintesis
de L-olivosa (pOLV), L-oleandrosa (pOLE) y L-
ramnosa (pRHAM).

Construccion del plasmido pOLV

El plasmido pOLV posee la capacidad de diri-
gir la biosintesis del desoxiaziicar L-olivosa. Para
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su construccién se procede de la siguiente forma.
A partir del césmido cosAB61, se aislé un frag-
mento de ADN SstI de 7,6 kb mediante digestion
total del ADN del césmido con este enzima de
restriccion y aislamiento del fragmento de un gel
de agarosa de bajo punto de fusién mediante elec-
troelucion. El fragmento una vez aislado fué clo-
nado en el sitio SstI del plasmido plAGO previa
digestion total del plasmido con ese enzima de
restriccion y ligacion del fragmento al pldsmido
con ADN ligasa del fago T4 en presencia de iones
magnesio y ATP. plAGO es un vector bifuncio-
nal (E. coli-Streptomyces) de 7,5 Kb derivado de
pWHMS3 (Vara et al., J. Bacteriol. 171: 5872-
5881, 1989) conteniendo el promotor del gen de
resistencia a eritromicina (ermFE) de Saccharo-
polyspora erythraea (Bibb et al., Gene 38: 215-
226) como un fragmento Kpnl-BamHI de 0.28 kb
insertado en los mismos sitios de restriccion de
pWHMS3. El fragmento Sstl de 7,6 Kb queda
de este modo insertado delante de dicho promo-
tor y los genes que contiene estdn bajo el con-
trol de sus propios promotores. El ADN asi li-
gado se introdujo en Fscherichia coli XL2-Blue
(Stratagene) por transformacién de células com-
petentes. Los transformantes se seleccionaron por
resistencia al antibiético ampicilina (100 pg/ml)
en placas de medio LB sélido (Sambrook et al.,
1989. Molecular cloning: a laboratory manual,
2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y.) y las colonias conte-
niendo plasmidos recombinantes se identificaron
por su incapacidad de hidrolizar X-gal en pre-
sencia de IPTG. Los clones recombinantes que
contenian el fragmento Sstl fueron identificados
mediante preparacién del ADN plasmidico de las
colonias recombinantes, digestion con el enzima
Sstl y andlisis mediante electroforesis en gel de
agarosa, utilizando técnicas estandard de Biologia
Molecular (Sambrook et al., 1989. Molecular clo-
ning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y.). Uno de los clones aislados que contenia la
construccién correcta se designé pOLV (Fig. 3)
y la cepa de E. coli que la contenia se denomind
EOLV.

Construccion del plaismido pOLE

El plasmido pOLE posee la capacidad de di-
rigir la biosintesis del desoxiazicar L-oleandrosa.
Para su construccién se procede de la siguiente
forma. El gen oleY codifica una 3-O-metiltrans-
ferasa implicada en la metilacién del hidroxilo en
el carbono 3 de la L-oleandrosa durante la biosin-
tesis de oleandomicina por S. antibioticus (Olano
et al., Mol. Gen. Genet. 259: 299-308, 1998).
Este gen fué amplificado mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR; Saiki et al, Scien-
ce 239: 487-491, 1988) utilizando los siguientes
oligonucle6tidos como cebadores: (a) oligonucled-
tido para el extremo 5’ (AGAGAAGCTTGCT-
AGCCCGGACCACGCGAAGGACCTTTCAC-
ATG); lleva sitios de restriccién para los enzimas
HindIII y Nhel (indicados en letra negrilla) y (b)
oligonucleétido para el extremo 3° (AGTCTA-
GATTAATTAACTAGTTGTCGTTCCAGAAC-
GGCTCCCGGG); lleva un sitio de restriccién
para el enzima Xbal (indicado en negrilla). Se
mezclaron 100 ng de ADN molde con 30 pmoles
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de cada cebador y 2 unidades de Vent DNA Po-
limerasa (New England Biolabs) en un volimen
de reacciéon de 50 pl conteniendo 2mM de cada
dNTP, 10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO,4, 20 mM
Tris-HC1 (pH 8,8), 2mM MgSO4 y 0,1 % Triton
X-100. La mezcla se cubrié con 50 ul de aceite
mineral y la reaccién de polimerizacién se llevé a
cabo en un termociclador MinyCycler de MJRe-
search bajo las siguientes condiciones: 3 min. a
98°C, seguidos de 30 ciclos de 30 seg. a 98°C,
1 min. a 67°C y 3 min a 72°C. Terminados los
30 ciclos se sometid la mezcla de reacciéon a una
extensién final de 5 min a 72°C. Una vez ampli-
ficado, el fragmento de ADN de 1.155 pares de
bases se digirié con HindIlII'y Xbal y fué subclo-
nado en los sitios HindIII y Xbal del plasmido
pUC18. A partir de esta construccién se res-
catd el gen oleY utilizando los sitios de restric-
ciéon Nhel y Xbal presentes en los cebadores, y
aislando el fragmento que contiene el gen oleY de
un gel de agarosa de bajo punto de fusién. Este
fragmento de ADN se subcloné en el sitio Xbal
de pOLV (a continuacién del promotor del gen
de resistencia a eritromicina) previa digestién to-
tal del pldsmido con ese enzima de restriccion y
ligacién del fragmento al pldsmido con ADN li-
gasa del fago T4 en presencia de iones magnesio
y ATP. El ADN producto de la ligacién se intro-
dujo en Escherichia coli XL2-Blue (Stratagene)
por transformacion de células competentes. El re-
conocimiento de los transformantes se realizé por
seleccién con ampicilina (100 ug/ml) en placas de
LB sélido (Sambrook et al., 1989. Molecular clo-
ning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y.). Los transformantes que eran recombinan-
tes y contenian el gen oleY se reconocieron por
obtencién de ADN plasmidico de colonias trans-
formantes y su posterior digestién doble con los
enzimas Sstl y Xbal y anélisis mediante electrofo-
resis en gel de agarosa, utilizando técnicas estan-
dard de biologia molecular. Esta digestién per-
mitié reconocer la insercién del fragmento y a
la vez comprobar la orientaciéon del gen oleY a
continuaciéon y a favor del promotor del gen de
resistencia a la eritromicina (ermkFE) presente en
pOLV. Uno de los clones aislados conteniendo la
construccién correcta se denominé pOLE (Fig. 4)
y a la cepa de E. coli que lo contenia EOLE.

Construccion del plaismido pRHAM

El pldsmido pRHAM posee la capacidad de
dirigir la biosintesis del desoxiaziicar L-ramno-
sa. Para su construcciéon se procede de la si-
guiente forma. Procedente de la digestion total
del c6smido cosAB63 (Quirds et al, Mol. Micro-
biol. 28: 1177-1185, 1998) con los enzimas de
restriccion Sphl y Xmnl, se aislé un fragmento
Sphi-Xmnl de 4,1 Kb por elucién del fragmento
de un gel de agarosa mediante electroelucién. Es-
tos sitios de restriccién se localizan a partir de
los nucledtidos 3.286 (Sphl) y 7.422 (Xmnl) de la
secuencia descrita en la Figura 2. Este fragmento
de ADN contiene las regiones codificadoras de los
genes oleL, oleS, oleE y oleU, asi como parte de
oleNI. Con la intencién de generar los sitios de res-
triccién adecuados a ambos lados del fragmento
de 4,1 Kb, el fragmento Sphl- Xmnl fue clonado en
los sitios Sphl y Smai del plasmido pUK21 (Vieira
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y Messing, Gene 100: 189-194, 1991) previamente
digerido totalmente con dichos enzimas y ligado
a él con ADN ligasa del fago T4 en presencia de
iones magnesio y ATP para dar el plasmido pL-
RHA. El ADN de la ligacién se introdujo en F.
coli XL2-Blue (Stratagene) mediante transforma-
cién de células competentes. Los transformantes
fueron seleccionados por resistencia a kanamicina
(100 pg/ml) en placas de medio sélido LB (Sam-
brook et al., 1989. Molecular cloning: a labora-
tory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor La-
boratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.) y las
colonias conteniendo plasmidos recombinantes se
reconocieron por su incapacidad de hidrolizar X-
Gal en presencia de IPTG. Los clones recombi-
nantes que contenian el fragmento (Sphl-Xmnl)
fueron identificados por digestiéon con Spel de su
ADN plasmidico y posterior anélisis de los frag-
mentos de restriccion mediante electroforesis en
gel de agarosa, utilizando técnicas estandard de
Biologia Molecular (Sambrook et al., 1989. Mole-
cular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y.). Después de obtener DNA plas-
midico de la construcciéon pLRHA, éste se digirié
con los enzimas Spei y Xbal y el fragmento de
4,1 Kb Spel-Xbal rescatado se subcloné en el si-
tio Xbal del vector bifuncional pEM4 (Quirds et
al, Mol. Microbiol. 28: 1177-1185, 1998) detrés
del promotor del gen de resistencia a eritromi-
cina (ermE*p) y en la orientacién adecuada para
quedar bajo su control transcripcional. A la cons-
truccién asi generada se denominé pRHAM (Fig.
5) y a la cepa de E. coli que la contenfa ERHAM.
2. Construccion de una cepa capaz de expresar
una glicosiltransferasa

Una segunda etapa consiste en la construccién
de una cepa de S. albus (denominada NAG2) pro-
ductora de la glicosiltransferasa OleG2. Esta cepa
posee ahora la capacidad de reconocer distintos
azucares y transferirlos a un anillo macrociclico
lactona. La generacién de las construcciones
plasmidicas intermediarias necesarias para cons-
truir la cepa final NAG2 se muestra en la Figura
6.

A partir del c6smido cosAB35 (Olano et al.,
Mol. Gen. Genet. 259: 299-308, 1998), se aisl6
un fragmento de ADN BglII de 5,84 Kb mediante
digestién total del ADN del c6smido con este en-
zima de restriccién y aislamiento del fragmento
de un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon me-
diante electroelucién. Este fragmento, que con-
tiene los genes oleGII, oleGI y olePI completos
(Olano et al., Mol. Gen. Genet. 259: 299-308,
1998) ademds de parte de la policétido sintasa
(Swan et al., Mol. Gen. Genet. 242: 358-362,
1994), se subcloné en el sitio BamHI del vector
pUCI18 por digestién total de pUC18 con BamHI
y ligacién con el fragmento con el enzima T4 DNA
ligasa en presencia de magnesio y ATP, para dar
lugar a la construccién pUC2G. El ADN ligado se
introdujo en Escherichia coli TG1lrecO1504::Tnb
(Kolodner et al., J. Bacteriol. 163: 1060-1066,
1985) por transformacién de células competen-
tes. Los transformantes se seleccionaron por re-
sistencia al antibidtico ampicilina (100 pg/ml)
en placas de medio LB sélido (Sambrook et al.,
1989. Molecular cloning: a laboratory manual,
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2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y.) y las colonias conte-
niendo pldsmidos recombinantes se identificaron
por su incapacidad de hidrolizar X-gal en presen-
cia de IPTG. Los clones recombinantes que con-
tenian el fragmento 5,84 Kb Bglll fueron identi-
ficados mediante digestién doble del ADN plas-
midico de las colonias recombinantes con HindIIl
y EcoRI y analisis mediante electroforesis en gel
de agarosa de ésta y otras digestiones, utilizando
técnicas estandard de biologia molecular (Sam-
brook et al., 1989. Molecular cloning: a labora-
tory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). Pro-
cedente de digerir la construccién pUC2G con
BamHI y EcoRI, se aisl6é un fragmento de ADN
de 1,45 Kb que contiene el gen oleGII y se sub-
cloné en los mismos sitios del vector bifuncional
(E. coli-Streptomyces) pEM4 (Quirés et al., Mol.
Microbiol. 28: 1177-1185, 1998) bajo el control
transcripcional del promotor del gen de resisten-
cia a eritromicina (ermE*p), nombréndose esta
construccién como pNAG2-1. Con la intencién
de generar sitios de restriccion apropiados a am-
bos lados del gen oleGII precedido del promotor
ermE*p, a partir de la digestién total de pNAG2-
1 con HindIIl y EcoRI se aislé por elucién de un
gel de agarosa un fragmento de 1,72 Kb conte-
niendo ermE*p y oleGII y se subcloné en el vec-
tor pIJ2925 (Janssen y Bibb, Gene 124: 133-134,
1993) digerido con los mismos enzimas para dar
lugar a la construccién pNAG2-2. Después de di-
gestion total de pPNAG2-2 con el enzima B g/II,
se procedié a subclonar el fragmento Bg/II resul-
tante conteniendo ermFE*p y oleGII en el vector
bifuncional e integrativo pKCE digerido también
con Bg/IL. Este vector pKCE proviene del vec-
tor integrativo pKC796 (Kuhstoss et al., Gene
97: 143-146, 1991) que contiene el gen de resis-
tencia a apramicina y en él se ha clonado en el
sitio BamHI del linker el gen de resistencia a eri-
tromicina (ermE; Thompson et al., Gene 20-51-
62, 1982) con su propio promotor. Con ello se
obtiene la construccién pNAG2-3 en la cual coe-
xisten dos ermFE*p divergentes, controlando uno
la transcripcion de oleGII y el otro la de ermkF.
Con el propésito de inactivar el gen de resistencia
a apramicina, se digiri6 ADN de la construccién
PNAG2-3 con el enzima Xhol (que tiene un sitio
tnico de reconocimiento en pNAG2-3 localizado
dentro del gen de resistencia a apramicina), se
crearon extremos romos por accion del fragmento
klenow de la DNA polimerasa 1 de E. coli y se
religd con T4 DNA ligasa en presencia de magne-
sio y ATP para dar la construcciéon pNAG2-4. El
ADN de esta ligacién se usé para transformar pro-
toplastos de Streptomyces albus J1074 (ilv- ~1,
sal 72), que es un mutante R~ M~ de S. albus
G (Chater y Wilde, J. Gen. Microbiol. 116: 323-
334, 1980), y se seleccionaron los transforman-
tes por su resistencia a eritromicina (200 pg/ml).
De varios de los transformantes aislados se probd
su sensibilidad a apramicina (25 pug/ml) y se es-
cogi6 un clon eritromicina resistente-apramicina
sensible para establecer la linea NAG2, la cual
serd usada como huésped en estudios posterio-
res. Esta cepa NAG2 contiene el gen oleGII inte-
grado de forma estable en el cromosoma de S.
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albus, lo cual se ha comprobado obteniendo el
ADN total de la cepa, digiriéndolo con Bg/I1, rea-
lizando una transferencia Southern segin procedi-
mientos estdndard (Hopwood et al., Genetic Ma-
nipulation of Streptomyces. A Laboratory Ma-
nual; The John Innes Foundation: Norwich, U.K.,
1985) a una membrana de nylon (Hybond N+,
Amersham) y realizando una hibridacién frente
a un fragmento de DNA de 1,72 Kb conteniendo
(ermE*p + oleGII) marcado radiactivamente con
(a-P3?)dCTP (Amersham) y posterior autoradio-
grafia.

3. Transformacion de la cepa de la etapa 2 con
los pldsmidos de la etapa 1

El siguiente paso consiste en la introduccion
de forma individual de los tres plasmidos por-
tadores de genes que codifican la biosintesis de
L-olivosa, L-oleandrosa y L-ramnosa en la cepa
NAG?2 generada en la etapa 2.

Se utilizé6 ADN del pldsmido pOLV para trans-
formar protoplastos de la cepa NAG2, selec-
cionandose los transformantes por su resistencia
a tioestreptona (25 pug/ml). Uno de los clones
transformantes se escogié para establecer la cepa
TAGSI.

Se utiliz6 ADN del plasmido pOLE para
transformar protoplastos de la cepa NAG2, selec-
cionandose los transformantes por su resistencia
a tioestreptona (25 pg/ml). Uno de los clones
transformantes se escogié para establecer la cepa
TAGS2.

Se utilizé ADN del pldsmido pRHAM para
transformar protoplastos de la cepa (S. lividans
TK21 + cosl6F4) (Wohlert et al., J. Am. Chem.
Soc. 120: 10596-10601, 1998), selecciondndose
los transformantes por su resistencia a apramicina
(25 ug/ml) y a tioestreptona (25 ug/ml). Uno de
los clones transformantes se escogié para estable-
cer la cepa LRR.

4. Obtencidn/Purificacion de los productos fina-
les glicosilados

La siguiente etapa consiste en la incorporacién
de los aztcares a un anillo macrociclico lactona.
A partir de esporas y micelio obtenidos de una
placa Petri sembrada con las cepas generadas en
la etapa 3, se inoculan 25 ml de medio SCM (Pe-
reda et al., Microbiology 144: 543-553, 1998) con-
teniendo 25 pg/ml thio y se incuban a 30°C con
agitacién (300 r.p.m.). A las 24 horas se separan
10 ml a otro matraz y se afiaden 10 pg/ml de EB
y se continda la incubacién 4 dias mas (total, 5
dias). Pasado este tiempo de incubacién se to-
man 5 ml de cultivo y se extraen con un voliimen
igual de acetato de etilo agitando, centrifugando
y evaporando la fase organica. El sedimento se re-
suspende entonces en 10 pl de acetona de donde
se utilizan las correspondientes alicuotas para su
analisis por TLC y HPLC.

Abreviaturas

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopi-
ranésido

IPTG: isopropil 8-D-tiogalactopiranésido

pb: pares de bases

Kb: kilobases

r.p.m.: revoluciones por minuto

TLC: cromatografia en capa fina
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HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia
thio: tioestreptona

EB: eritrondlido B

ATCC American Type Culture Collection
dTDP deoxitimidin difosfato

dANTP deoxinucledtido

ATP adenosin 5’-trifosfato

PCR reaccién en cadena de la polimerasa

Los siguientes ejemplos describen el invento
con fines de ilustracién, sin que en ningin caso
deban considerarse como limitativos del mis-
mo.

Ejemplo 1
Incorporacion de L-olivosa al eritrondlido B por
la cepa TAGS1 (S. albus + oleGII + pOLV)

Uno de los ejemplos que muestra la poten-
cialida de esta invencién es la incorporacién del
azucar L-olivosa al anillo macrociclico lactona de
la eritromicina (eritrondlido B). Para ello, se ino-
culan 25 mi de medio SCM conteniendo 25 ug/ml
thio con esporas de la cepa IAGS1. Tras incu-
bar a 30°C con agitacién (300 r.p.m.) durante
24 horas, se separan 10 ml del cultivo a otro ma-
traz y se afiaden 10 ug/ml de EB, continudndose
la incubacién durante otros 4 dias (total, 5 dias).
Transcurrido este tiempo se toman 5 ml de cultivo
y se extraen con un volimen igual de acetato de
etilo agitando, centrifugando y evaporando la fase
organica. El sedimento se resuspende entonces en
10 pl de acetona de donde se utilizan las corres-
pondientes alicuotas para su andlisis por TLC y
HPLC.

Para la TLC se utilizé como adsorbente gel de
silice sobre un soporte de aluminio (SDS, Fran-
cia), siendo la fase mévil utilizada una mezcla de
diclorometano y metanol en proporcién 9:1 v/v.
Para el andlisis por HPLC se usé una columna
Symmetry C18 (Waters) con acetonitrilo y agua
como solventes. La eluciéon de las muestras se
llev6 a cabo con un gradiente desde 10 % al 50 %
de acetonitrilo en 20 minutos seguidos de 10 mi-
nutos mantenidos en las condiciones finales. La
tasa de flujo fue de 1 ml/min realizdndose el mo-
nitoreo por la absorcién a 201 nm.

Como resultado de este experimento (Fig. 7)
se observé por TLC la aparicién de una mancha
nueva que migraba por debajo del EB. Ademds,
mediante HPLC se identificé la aparicién de un
nuevo pico de absorcién en el cromatograma con
un tiempo de retencion ligeramente inferior al del
EB (Fig. 8), el cual se purific6 con varias inyeccio-
nes usando 30 % de acetonitrilo en agua como fase
movil. El producto aislado se sometié a andlisis
por HPLC utilizando un sistema de cromatogra-
fia liquida GILSON equipado con un detector de
longitud de onda variable y una columna Kro-
masil C18 5 um (250x4.6 mm didmetro interno).
The fase movil fué acetonitrilo:metanol:acetato
aménico 0.065 M pH 6.7 (35:15:50, v/v). El flujo
de la fase mévil fué de 1 ml/min y el andlisis se
desarrollé a 30°C. El analisis por HPLC acoplado
a un espectrémetro de masas se realizd en un sis-
tema cromatografico Waters equipado con un es-
pectrémetro Finnigan TSQ 7000 (con un rango
de escala de masa de 0 a 750). El analisis HPLC-
espectrometria de masas mostré un metabolito
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eluyendo a 30 min. El material presente en este
pico mostré dos picos a 555 y 550 m/z para los
iones sodio y amonio, respectivamente, asi como
un pico a 515 m/z para la forma H* deshidratada
(Fig. 9A). Un pico de fragmentacién presente a
385 m/z puede ser interpretado como el eritroné-
lido B deshidratado (ién HT). La diferencia de
130 en comparacién con el pico de 515 puede ser
explicada por un residuo de azicar neutro que
podria representar olivosa y en consecuencia el
producto corresponderia a L-olivosil -eritrondlido
B (Fig. 9B).

Ejemplo 2

Incorporacion de L-oleandrosa al eritrondlido B
por la cepa TAGS2 (S. albus + oleGII + pOLE)

Un segundo ejemplo lo constituye la incorpo-
racion de un derivado metilado de la L-olivosa,
L-oleandrosa al anillo macrociclico lactona de la
eritromicin (eritronélido B). Se inoculan 25 ml
de medio SCM conteniendo 25 pg/ml thio con
esporas de la cepa TAGS2 y se incuban a 30°C
con agitacién (300 r.p.m.). Tras 24 horas de in-
cubacion se separan 10 ml a otro matraz y se
anaden 10 pug/ml de EB, continudndose la incu-
bacién 4 dias més (total, 5 dias). Pasado este
tiempo de incubacién se toman 5 ml de cultivo
y se extraen con un volimen igual de acetato de
etilo agitando, centrifugando y evaporando la fase
organica. El sedimento se resuspende entonces en
10 pl de acetona de donde se utilizan las corres-
pondientes alicuotas para su andlisis por TLC y
HPLC.

Para la TLC se utilizé como adsorbente gel de
silice sobre un soporte de aluminio (SDS, Fran-
cia), siendo la fase mévil utilizada una mezcla de
diclorometano y metanol en proporcién 9:1 v/v.
Para el andlisis por HPLC se usé una columna
Symmetry C18 (Waters) con acetonitrilo y agua
como solventes. La eluciéon de las muestras se
llev6 a cabo con un gradiente desde 10 % al 50 %
de acetonitrilo en 20 minutos seguidos de 10 mi-
nutos mantenidos en las condiciones finales. La
tasa de flujo fue de 1 ml/min realizdndose el mo-
nitoreo por la absorcién a 201 nm.

Como resultado de este experimento (Fig. 10)
se observé por TLC la aparicion de una man-
cha nueva que migraba por delante del EB con-
trol. Ademads, mediante HPLC se identificé la
apariciéon de un nuevo pico de absorcién en el
cromatograma con un tiempo de retencién cla-
ramente superior al del EB (Fig. 11), el cual se
purificé con sucesivas inyecciones usando un gra-
diente lineal del 25% al 50 % en 30 minutos. El
compuesto purificado se analizé mediante HPLC-
espectrometria de masas como se describié en el
ejemplo 1. El andlisis mostré un nuevo metabo-
lito eluyendo a 26.36 min. El material presente
en este pico mostré dos picos parentales a 569 y
564 m/z para los iones sodio y amonio, respec-
tivamente, asi como un pico a 529 m/z para la
forma H* deshidratada (Fig. 12A). Un pico de
fragmentacién presente a 385 m/z puede ser inter-
pretado como el eritronélido B deshidratado (i6n
H™). La diferencia de 144 en comparacién con el
pico de 529 puede ser explicada por la pérdida del
azucar neutro que podria representar oleandrosa
y en consecuencia el producto corresponderia a
L-oleandrosil-eritronélido B (Fig. 12B).
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Ejemplo 3

Incorporacion de L-ramnosa a la 8-demetil-tetra-
cenomicina C por la cepa LRR (S. lividans +
cos16F4 + pRHAM)

Un tercer ejemplo consiste en la incorpora-
ci6én del azicar L-ramnosa al anillo aroméatico de
la eloramicina, 8-demethyl-tetracenomicina C. El
c6smido 16F4 lleva como marca de seleccion la re-
sistencia a apramicina y procede de una libreria
génica de Streptomyces olivaceus Ti2353. Con-
tiene un inserto de 25 kb con genes de la ruta de
biosintesis de eloramicina (Fig. 15) que codifica
la capacidad de sintetizar 8-demetil-tetracenomi-
cina C (Fig. 15) en otras especies de Streptomy-
ces (Decker et al., Gene 166:121-126, 1995). Este
c6ésmido confiere ademads resistencia a tetraceno-
micina C y a eloramicina en S. lividans TK64.
Dentro del inserto del césmido se encuentra la gli-
cosiltransferasa que transfiere L-ramnosa a su sus-
trato aglicén, 8-demetil-tetracenomicina C (Woh-
lert et al., J. Am. Chem. Soc. 120: 10596-10601,
1998). Sin embargo, el inserto carece de los genes
necesarios para la biosintesis de L-ramnosa. Por
otra parte, S. lividans TK21 es una cepa que no
produce policétidos conocidos al menos de forma
espontdnea (Hopwood et al., Genetic Manipula-
tion of Streptomyces. A Laboratory Manual; The
John Innes Foundation: Norwich, U.K., 1985).
Cuando a esta cepa se le introdujo el césmido
16F4, se comprobd que producia 8-demetil-tetra-
cenomicina C (Decker et al., Gene 166:121-126,
1995; Wohlert et al., J. Am. Chem. Soc. 120:
10596-10601, 1998).

En este experimento se sembraron placas de
medio R5 sélido (conteniendo 25 ug/ml apra-
micina y 25 ug/ml tioestreptona) con una sus-
pensién de esporas de la cepa LRR y se incuba-
ron durante 4-5 dias a 30°C. Pasado el tiempo
de incubacidn, se realiza una extraccién organica
del medio con acetato de etilo, para posterior-
mente evaporar la fase orgdnica en una centrifuga
de vacio y resuspender el residuo en 20 pl de ace-
tato de etilo. De ahi se tomaron alicuotas para
su analisis por TLC y HPLC.

Para la TLC se utilizé como adsorbente gel de
silice sobre un soporte de aluminio (SDS, Fran-
cia), siendo la fase mdévil utilizada una mezcla
de diclorometano y metanol en proporciéon 9:1
v/v. Para el andlisis por HPLC se us6 una co-
lumna Symmetry C18 (Waters) con acetonitrilo
y 0,1% trifluoro-acético en agua como solventes.
La elucién de las muestras se llevé a cabo con
un gradiente desde 10 % al 100 % de acetonitrilo
en 30 minutos. La tasa de flujo fue de 1 ml/min
realizandose el monitoreo por la absorcién a 280
nm.

En el analisis por TLC se observé la aparicién
de una mancha que se correspondia con la de elo-
ramicina pura cargada en el gel como control (Fig.
13). En cuanto al andlisis por HPLC, se detectd
un pico claramente mayoritario cuyo tiempo de
retencién y espectro de absorcién coincidian con
el )de la eloramicina utilizada como control (Fig.
14).

Descripcién de las figuras

Figura 1. Esquema del mapa genético de la
ruta de biosintesis de oleandomicina en Strep-
tomyces antibioticus, mostrando las pautas abier-
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tas de lectura correspondientes a los distintos
genes y las regiones cromosémicas en los inser-
tos presentes en los clones cosAB61, cosAB63 y
cosAB35. Se indican las regiones correspondien-
tes a los fragmentos Sstl de 7,6 Kb, Sphl- Xmnl de
4,1 Kby Bg/I de 5,84 Kb. Las abreviaturas de la
figura son convencionales para endonucleasas de
restriccion. B = BamHI; S = Sstl, L = Sall; H =
Sphl; X = Xmnl; G = Bg/IL.

Figura 2. Alineamientos entre las proteinas
reivindicadas y distintas proteinas homélogas de
otros organismos productores de antibidticos. A:
OleW. B: OleV; C: OleL; D: OleS; E: OleE; F:
OleU; G: OleN1; H: OleT.

Figura 3. A: Pldsmido pOLV. B: Mapa de res-
triccién del inserto en pOLV. Las abreviaturas de
la figura son convencionales para endonucleasas
de restriccién. B, BamHI; E, EcoRI; G, Bg/Il; K,
Kpnl; P, Sphl; S, Sstl; X, Xmnl.

Figura 4. A: Pldsmido pOLE. B: Mapa de res-
triccién del inserto en pOLE. Las abreviaturas de
la figura son convencionales para endonucleasas
de restriccién. B, BamHI; E, EcoRI; G, Bg/Il; K,
Kpnl; P, Sphl; S, Sstl; X, Xmnl.

Figura 5. A: Pldsmido pRHAM. B- Mapa de
restriccion del inserto en pRHAM. Las abreviatu-
ras de la figura son convencionales para endonu-
cleasas de restriccion. B, BamHI; E, EcoRI, G,
Bg/11; K, Kpnl; P, Sphl; X, Xmnl.

Figuras 6. A y B. Construcciones generadas
como pasos intermedios en la creacién de la cepa
NAG2. Las abreviaturas de la figura son conven-
cionales para endonucleasas de restriccién.

Figura 7. Anaélisis por cromatografia en capa
fina (TLC) de los productos de la biotransforma-
ci6n de eritrondlido B en L-olivosil-eritronélido B.
La flecha indica la movilidad del L-olivosil-eritro-
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nolido B. EB, eritrondlido B. 5 y 6 corresponden
a dos clones independientes. Los signos + y --
indican que el clon TAGS1 se incub6 en presencia
y ausencia, respectivamente del EB.

Figura 8. Anilisis por HPLC de los produc-
tos de la biotransformacién de eritronélido B en
L-olivosil-eritrondlido B. EB, eritrondlido B. a,
nuevo compuesto glicosilado (L-olivosil-eritroné-
lido B).

Figura 9. A: Anilisis por HPLC-espectrome-
tria de masas del nuevo compuesto glicosilado. B:
Estructura del nuevo compuesto glicosilado (L-
olivosil-eritronélido B).

Figura 10. Anélisis por cromatografia en capa
fina (TLC) de los productos de la biotransforma-
ci6én de eritrondlido B en L-oleandrosil-eritrondéli-
do B. La flecha indica la movilidad del L-olean-
drosil-eritrondlido B. EB, eritronélido B. 1 y 2
corresponden a dos clones independientes. Los
signos + y - - indican que el clon IAGS2 se incubé
en presencia y ausencia, respectivamente del EB.

Figura 11. Anélisis por HPLC de los produc-
tos de la biotransformacién de eritronélido B en
L-oleandrosil-eritronélido B. EB, eritrondlido B.
b, nuevo compuesto glicosilado (L-oleandrosil-eri-
tronélido B).

Figura 12. A: Anilisis por HPLC-espectro-
metria de masas del nuevo compuesto glicosilado.
B: Estructura del nuevo compuesto glicosilado (L-
oleandrosil-eritrondlido B).

Figura 13. Anélisis por cromatografia en capa
fina (TLC) de los productos extraidos de la cepa
LRR.

Figura 14. Anélisis por HPLC de los produc-
tos extraidos de la cepa LRR.

Figura 15. Estructura de la 8-demetil-tetra-
cenomicina C y de la eloramicina.
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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento de ADN de 9.6 kb del cromo-
soma, de Streptomyces antibioticus ATCC 11891
con la configuracion de sitios de restriccion que
se muestra en la Figura 1.

2. Un plasmido pOLV productor de L-olivosa
caracterizado por portar el fragmento de ADN
Sstl de 7.6 kb en el vector plasmidico plAGO.

3. Un plasmido pOLE, derivado de pOLV,
productor de L-oleandrosa caracterizado por
portar, ademas del fragmento de ADN Sstl de 7,6
kb, el gen oleY de la ruta de biosintesis de olean-
domicina bajo el control del promotor ermFE*p.

4. Un plasmido pRHAM productor de L-ram-
nosa caracterizado por portar el fragmento de
ADN Sphl-Xmnl de 4.1 kb en el vector plasmidico
pEM4 bajo el control del promotor ermFE*p.

5. La cepa de Escherichia coli que contiene el
plasmido pOLV denominada EOLV.

6. La cepa de Escherichia coli que contiene el
plasmido pOLE denominada EOLE.
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7. La cepa de Escherichia coli que contiene el
pldsmido pRHAM denominada ERHAM.

8. Un plasmido pNAG2-3 productor de la gli-
cosiltransferasa OleG2, que confiere a la cepa que
lo porta la capacidad de glicosilar anillos ma-
crociclicos lactona y caracterizado por portar
el fragmento de ADN Hindlll-EcoRI de 1.72 kb
con el gen oleGII bajo el control del promotor
ermFE*p, en el plasmido pKCE.

9. Una cepa de Streptomyces albus, denomi-
nada NAG2, portando el gen oleGII y capaz de
glicosilar anillos macrociclicos lactona.

10. Una cepa de Streptomyces albus, deno-
minada TAGS1, obtenida al transformar la cepa
NAG2 con el plasmido recombinante pOLV.

11. Una cepa de Streptomyces albus, deno-
minada TAGS2, obtenida al transformar la cepa
NAG2 con el pldsmido recombinante pOLE.

12. Una cepa de S. albus, denominada LRSI,
obtenida al transformar S. albus (cos16F4) con el
plasmido pRHAM.
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