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DESCRIPCIÓN

Agrupación de genes implicados en la biosíntesis de safracina y sus usos para ingeniería genética.

Campo de la invención

La presente invención se refiere a la agrupación de genes responsable de la biosíntesis de safracina, a sus usos para
ingeniería genética y a nuevas safracinas obtenidas mediante manipulación del mecanismo de biosíntesis.

Antecedentes de la invención

Las safracinas, una familia de nuevos compuestos con una potente actividad antibacteriana de amplio espectro, se
descubrieron en un caldo de cultivo de Pseudomonas sp. La safracina se produce en dos cepas de Pseudomonas sp.,
Pseudomonas fluorescens A2-2 aislada de una muestra de suelo recogida en Tagawagun, Fukuoka, Japón (Ikeda et al.
J. Antibiotics 1983, 36,1279-1283; documentos WO 82 00146 y JP58113192) y Pseudomonas fluorescens SC 12695
aislada de muestras de agua tomadas del Raritan-Delaware Canal, cerca de Nueva Jersey (Meyes et al. J. Antibioti.
1983, 36(2), 190-193). Las safracinas A y B, producidas por Pseudomonas fluorescens A202, se han examinado frente
a diferentes líneas de células tumorales y se ha encontrado que tienen actividad antitumoral además de actividad
antibacteriana.

El documento EP0055299 (Koshitomi Pharmaceutical Industries Ltd) da a conocer la producción de safracinas
mediante la cepa Pseudomonas A2-2.

Debido a las similitudes estructurales entre safracina B y ET-743, la safracina ofrece la posibilidad de la hemisín-
tesis del nuevo potente agente antitumoral sumamente prometedor ET-743, aislado del tunicado marino Ecteinascidia
turbinata y que está actualmente en ensayos clínicos de fase II en Europa y los Estados Unidos. Se ha logrado una
hemisíntesis de ET-743 partiendo de safracina B (Cuevas et al. Organic Lett. 2000, 10, 2545-2548; documentos WO
00 69862 y WO 01 87895).

Como una alternativa de preparación de safracinas o sus análogos estructurales mediante síntesis química, la mani-
pulación de genes de metabolismo secundario gobernante ofrece una alternativa prometedora y permite la preparación
de estos compuestos de manera biosintética. Adicionalmente, la estructura de safracina ofrece posibilidades fascinan-
tes para la biosíntesis combinatoria.

En vista de la estructura compleja de las safracinas y las limitaciones en su obtención a partir de Pseudomonas
fluorescens A2-2, sería sumamente deseable entender la base genética de su síntesis con el fin de crear los medios
para influir sobre ellas de una manera dirigida. Esto podría aumentar las cantidades de safracinas que van a producirse,
debido a que las cepas de producción natural generalmente proporcionan sólo bajas concentraciones de los metabolitos
secundarios que son de interés. También podría permitir la producción de safracinas en huéspedes que de otra manera
no producen estos compuestos. Adicionalmente, podría usarse la manipulación genética para la creación combinatoria
de análogos de safracina novedosos que podrían mostrar propiedades mejoradas y que podrían usarse en la hemisíntesis
de nuevos compuestos de ecteinascidinas.

Sin embargo, el éxito de un enfoque biosintético depende de manera crítica de la disponibilidad de sistemas ge-
néticos novedosos y de genes que codifican actividades enzimáticas novedosas. La dilucidación de la agrupación de
genes de safracina contribuye al campo general de la biosíntesis combinatoria expandiendo el repertorio de genes
únicamente asociados con la biosíntesis de safracina, conduciendo a la posibilidad de preparar precursores novedosos
y safracinas por medio de biosíntesis combinatoria.
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Compendio de la invención

Ahora se puede identificar y clonar los genes de la biosíntesis de safracina, que proporcionan la base genética para
mejorar y manipular de un manera dirigida la productividad de Pseudomonas sp., y usar métodos genéticos, para sin-
tetizar análogos de safracina. Adicionalmente, estos genes codifican enzimas que participan en procesos biosintéticos
para producir estructuras, tales como precursores de safracina, que pueden formar la base de la química combinatoria
para producir una amplia variedad de compuestos. Estos compuestos pueden examinarse para determinar una variedad
de de bioactividades incluyendo actividad anticancerosa.

Por tanto en un primer aspecto la presente invención proporciona un ácido nucleico aislado, que comprende una
SEQ ID NO: 1, una variante o parte de la misma que codifica al menos un polipéptido que cataliza al menos una etapa
de la biosíntesis de safracinas o b) una secuencia de ácido nucleico que es complementaria a la secuencia en a). En el
presente documento se describe una agrupación de genes, de manera adecuada una agrupación de genes aislada, con
marcos de lectura abiertos que codifican polipéptidos para dirigir el ensamblaje de una molécula de safracina.

Un aspecto de la presente invención es una composición que incluye al menos una secuencia de ácido nucleico,
de manera adecuada una molécula de ácido nucleico aislada, que codifica al menos un polipéptido que cataliza al
menos una etapa de la biosíntesis de safracinas tal como se describe en el presente documento. Dos o más secuencias
de ácido nucleico de este tipo pueden estar presentes en la composición. También se proporcionan ADN o ARN
correspondiente.

En particular la presente invención se refiere a un ácido nucleico aislado que comprende la SEQ ID NO: 1, una
parte o unas partes de dicha secuencia de ácido nucleico en el que dicha parte o dichas partes codifica(n) para un
polipéptido o unos polipéptidos o un fragmento biológicamente activo de un polipéptido o unos polipéptidos, una
secuencia de ácido nucleico monocatenaria derivada de dicha secuencia de ácido nucleico, o una secuencia de ácido
nucleico monocatenaria derivada de una parte o unas partes de dicha secuencia de ácido nucleico, o un secuencia de
ácido nucleico bicatenaria derivada de la secuencia de ácido nucleico monocatenaria (tal como ADNc de ARNm). La
secuencia de ácido nucleico puede ser de ADN o ARN.

Más particularmente, la presente invención se refiere a una secuencia de ácido nucleico aislada, que incluye o
comprende al menos la SEQ ID 1, variantes o partes de la misma, o al menos uno de los genes sacA, sacB, sacC, sacD,
sacE, sacF, sacG, sacH, sacI, sacJ, orf1, orf2, orf3 u orf4, incluyendo variantes o partes. Las partes pueden tener al
menos 10, 15, 20, 25, 50, 100, 1000, 2500, 5000, 10000, 20000, 25000 o más nucleótidos de longitud. Normalmente las
partes están en el intervalo de 100 a 5000, o de 100 a 2500 nucleótidos de longitud, y son funcionales biológicamente.

Mutantes o variantes incluyen moléculas de polinucleótido en las que al menos un residuo de nucleótido está al-
terado, sustituido, delecionado o insertado. Múltiples cambios son posibles, con un nucleótido diferente en 1, 2, 3, 4,
5, 10, 15, 25, 50, 100, 200, 500 o más posiciones. Se prevé variantes degeneradas que codifiquen el mismo polipépti-
do, así como variantes no degeneradas que codifiquen un polipéptido diferente. La parte, el mutante o la variante de
secuencia de ácido nucleico codifica de manera adecuada un polipéptido que conserva una actividad biológica del po-
lipéptido respectivo codificado por cualquiera de los marcos de lectura abiertos de la agrupación de genes de safracina.
Se abarcan las formas alélicas y los polimorfismos.

También se describe en el presente documento una secuencia de ácido nucleico aislada que puede hibridarse en
condiciones rigurosas con una secuencia de ácido nucleico de esta invención. Se prefiere particularmente la hibridación
con una longitud traducible de una secuencia de ácido nucleico de esta invención.

También se describe en el presente documento un ácido nucleico que codifica un polipéptido que es idéntico en al
menos el 30%, preferiblemente el 50%, preferiblemente el 60%, más preferiblemente el 70%, en particular el 80%, el
90%, el 95% o más en secuencia de aminoácidos a un polipéptido codificado por cualquiera de los marcos de lectura
abiertos de agrupación de genes de safracina de sacA a sacJ y de orf1 a orf4 (SEQ ID 1 y genes codificados en la SEQ
ID 1) o codificado por una variante o parte de la misma. El polipéptido conserva de manera adecuada una actividad
biológica del polipéptido respectivo codificado por cualquiera de los marcos de lectura abiertos de agrupación de genes
de safracina.

También se describe una secuencia de ácido nucleico aislada que codifica cualquiera de las proteínas SacA, SacB,
SacC, SacD, SacE, SacF, SacG, SacH, SacI, SacJ, Orf1, Orf2, Orf3 u Orf4 (SEQ ID 2-15), y variantes, mutantes o
partes de la misma.

La invención también se refiere a una secuencia de ácido nucleico tal como se describe en el presente documento
que comprende al menos uno de los genes sacA, sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacI, sacJ, que codifican
las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2-11, incluyendo variantes o partes de la misma, en la que las variantes
o partes codifican un polipéptido que conserva la actividad biológica del polipéptido respectivo.

En un aspecto, una secuencia de ácido nucleico aislada de esta invención codifica una péptido sintetasa, un derivado
de L-Tyr hidroxilasa, un derivado de L-Tyr metilasa, una L-Tyr O-metilasa, una metil-transferasa o una monooxigenasa
o una proteína de resistencia a safracina.
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La invención también proporciona una sonda de hibridación que puede hibridarse en condiciones rigurosas con
una secuencia de ácido nucleico tal como se definió anteriormente. Las sondas comprenden de manera adecuada una
secuencia de al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 o más residuos de nucleótido. Se prefieren secuencias con
una longitud en el intervalo de 25 a 60. La invención también se refiere al uso de una sonda tal como se define para
la detección de un gen de safracina o ecteinascidina. En particular, la sonda se usa para la detección de genes en
Ecteinascidia turbinata.

En un aspecto relacionado la invención se refiere a un polipéptido codificado por una secuencia de ácido nucleico
tal como se definió anteriormente. Se prevén polipéptidos de secuencia completa, variantes, mutantes o fragmentos.

En un aspecto adicional la invención se refiere a un vector, preferiblemente un vector de expresión, preferiblemente
un cósmido, que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína o un fragmento biológicamente
activo de una proteína, en el que dicho ácido nucleico es tal como se definió anteriormente.

En otro aspecto la invención se refiere a una célula huésped transformada con una o más de la secuencias de
ácido nucleico tal como se definió anteriormente, o un vector, un vector de expresión o cósmido tal como se definió
anteriormente. Una célula huésped preferida se transforma con un ácido nucleico exógeno que comprende una agru-
pación de genes que codifica polipéptidos suficiente para dirigir el ensamblaje de una safracina o análogo de safracina.
Preferiblemente la célula huésped es un microorganismo, más preferiblemente una bacteria.

La invención también se refiere a un célula huésped bacteriana recombinante en la que al menos una parte de una
secuencia de ácido nucleico tal como se definió anteriormente está interrumpida para dar como resultado un célula
huésped recombinante que produce niveles alterados de compuesto de safracina o análogo de safracina, con respecto
a una célula huésped bacteriana no recombinante correspondiente.

La invención también se refiere a un método de producción de un compuesto de safracina o análogo de safracina
que comprende fermentar, en condiciones y en un medio adecuados para producir un compuesto o análogo de este tipo,
un organismo tal como Pseudomonas sp, en el que se ha aumentado el número de copias de los genes/la agrupación
de safracina que codifican polipéptidos suficientes para dirigir el ensamblaje de una safracina o análogo de safracina.

La invención también se refiere a un método de producción de un compuesto o análogo de safracina que comprende
fermentar, en condiciones y en un medio adecuados para producir tal compuesto o análogo, un organismo tal como
Pseudomonas sp en el que la expresión de los genes que codifican polipéptidos suficientes para dirigir el ensamblaje
de una safracina o análogo de safracina se ha modulado mediante manipulación o sustitución de uno o más genes o
secuencia responsable de regular tal expresión. Preferiblemente se potencia la expresión de los genes.

La invención también se refiere al uso de una composición que incluye al menos una secuencia de ácido nucleico
aislada tal como se definió anteriormente o una modificación de la misma para la biosíntesis combinatoria de péptidos
no ribosómicos, anillos de dicetopiperazina y safracinas.

En particular el método implica poner en contacto un compuesto que es un sustrato para un polipéptido codificado
por uno o más de los marcos de lectura abiertos de la agrupación de genes de la biosíntesis de safracina tal como
se definió anteriormente con el polipéptido codificado por uno o más marcos de lectura abiertos de la agrupación de
genes de la biosíntesis de safracina, mediante lo cual el polipéptido modifica químicamente el compuesto.

Todavía en otra realización, esta invención proporciona un método de producción de una safracina o análogo
de safracina. El método implica proporcionar un microorganismo transformado con un ácido nucleico exógeno que
comprende una agrupación de genes de safracina que codifica polipéptidos suficiente para dirigir el ensamblaje de
dicha safracina o dicho análogo de safracina tal como se describió anteriormente; cultivar las bacterias en condiciones
que permiten la biosíntesis de safracina o análogo de safracina; y aislar dicha safracina o dicho análogo de safracina
de dicha célula.

También se describen los compuestos precursores P2 y P14, análogos y derivados de los mismos y su uso en la
biosíntesis combinatoria de péptidos no ribosómicos, anillos de dicetopiperazina y safracinas.

También se describen nuevas safracinas obtenidas mediante safracina P19B, safracina P22A, safracina P22B, sa-
fracina D y safracina E desactivadas, y su uso como agentes antimicrobianos o antitumorales, así como su uso en la
síntesis de compuestos de ecteinascidina.

También se describen nuevas safracinas obtenidas mediante biosíntesis dirigida tal como se definió anteriormente,
y su uso como agentes antimicrobianos o antitumorales, así como su uso en la síntesis de compuestos de ecteinascidina.
En particular se describen safracina B-etoxilo y safracina A-etoxilo y su uso.

También se describe la preparación de estructuras relacionadas con las safracinas y ecteinascidinas que no pueden
prepararse o son difíciles de preparar mediante síntesis química. Otro aspecto descrito en el presente documento es
usar el conocimiento para obtener acceso a la biosíntesis de ecteinascidinas en Ecteinascidia turbinata, por ejemplo
usando estas secuencias o partes como sondas en este organismo o supuesto simbionte.
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Más fundamentalmente, la invención abre un amplio campo y da acceso a ecteinascidinas mediante ingeniería
genética.

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Organización estructural de la región de ADN cromosómico clonado en cósmido pL30p. Se muestra la
región del ADN de P. fluorescens A2-2, que contiene la agrupación de genes de safracina. Se ilustran los operones de
gen tanto sacABCDEFGH como sacIJ, y la organización modular de las péptido sintetasas deducidas de sacA, sacB y
sacC. Se indican los siguientes dominios: C: condensación; T: tiolación; A: adenilación y Re: reductasa. Se muestra
la ubicación de otros genes presentes en el cósmido pL30p (de orf1 a orf4) así como su función propuesta.

Figura 2: Motivos de núcleo conservados entre NRPS. Secuencias de aminoácidos conservadas en las proteínas
SacA, SacB y SacC y su comparación con sus secuencias homólogas de Myxococcus xanthus DM50415.

Figura 3. Mecanismo de biosíntesis de NRPS propuesto por la formación del dipéptido Ala-Gly. Etapa a*, ade-
nilación de Ala; b*, transferencia a la rama de 4’-fosfopanteteinilo; c*, transferencia al sitio de espera/elongación;
d*, adenilación de la Gly; e*, transferencia a la rama de 4’-fosfopanteteinilo; f*, condensación de la cadena de elon-
gación en la rama de 4’-fosfopanteteinilo con la cadena de partida en el sitio de espera/elongación; g*, dipéptido
Ala-Gly unido a la rama de fosfopanteteinilo de SacA y h*, transferencia de la cadena alargada al siguiente sitio de
espera/elongación.

Figura 4: Experimentos de alimentación cruzada. A. Esquema de fragmentos de ADN de A2-2 clonados en el
vector pBBR1-MCS2 y productos obtenidos en el huésped heterólogo. B. Perfil de HPLC de producción de safracina
en cepa de tipo natural frente a mutante sacF. La adición de precursor P2 al mutante sacF, proporcionado tanto in
trans como sintéticamente, proporciona la producción safracina B. SfcA, safracina A y SfcB, safracina B.

Figura 5: Esquema del mecanismo de biosíntesis de la safracina y compuestos intermedios biosintéticos. Las etapas
enzimáticas individuales se indican mediante una flecha continua y las etapas de reacciones múltiples se indican
mediante flechas discontinuas.

Figura 6: Interrupciones del gen de la safracina y compuestos producidos. A. Interrupción de gen y moléculas
precursoras sintetizadas por los mutantes construidos. El gen marcado con un asterisco no pertenece a la agrupación
de safracina. Se ha demostrado que la desactivación de los genes orf1, orf2, orf3 y orf4 no tiene efecto sobre la
producción de safracina. B. Perfil de HPLC de producción de safracina en cepa de tipo natural y en mutantes sacA,
sacI y sacJ. Se muestra la estructura de las diferentes moléculas obtenidas.

Figura 7: Estructura de las diferentes moléculas obtenidas mediante interrupción de gen. La desactivación de la
proteína SacJ (a) proporciona las moléculas P22B, P22A y P19, mientras que la interrupción de gen de sacI (b),
produce solamente el compuesto P19. La interrupción de sacI, junto con la expresión reconstruida de sacJ, produce
dos nuevas safracinas: safracina D (posible precursor para la hemisíntesis de ET-729) y safracina E (c).

Figura 8: Adición de precursores “no naturales” diseñados específicos (P3). Estructura química de las dos molécu-
las obtenidas por la adición de compuesto P3 al mutante sacF.

Figura 9: Esquema del evento de interrupción de gen a través de recombinación simple, usando un fragmento de
ADN homólogo clonado en pK18:MOB (un plásmido integrativo en Pseudomonas).

Descripción detallada de la invención

Las péptido sintetasas no ribosómicas (NRPS) son enzimas responsables de la biosíntesis de una familia de com-
puestos que incluyen un gran número de productos naturales diversos estructural y funcionalmente. Por ejemplo,
péptidos con actividades biológicas proporcionan el esqueleto estructural para compuestos que muestran una variedad
de de actividades biológicas tales como agentes antibióticos, antivirales, antitumorales e inmunosupresores (Zuber et
al. Biotechnology of Antibiotics 1997 (W. Strohl, ed.), 187-216 Marcel dekker, Inc., N.Y; Marahiel et al. Chem. Rev.
1997, 97, 2651-2673).

Aunque son estructuralmente diversos, la mayoría de estos péptidos biológicamente activos comparten un esquema
de biosíntesis mecanístico común. Según este modelo, la formación de enlaces peptídicos tiene lugar en multienzimas
denominadas péptido sintetasas, en las que se activan sustratos de aminoácidos mediante hidrólisis de ATP para dar
el correspondiente adenilato. Este producto intermedio inestable se transfiere posteriormente a otro sitio de las mul-
tienzimas en el que se une como un tioéster al grupo cisteamina de un cofactor 4’-fosfopanteteninilo (4’-PP) unido a
enzima. En esta fase, los sustratos activados por tiol pueden experimentar modificaciones tales como epimerización
o N-metilación. Entonces se integran los aminoácidos con sustrato tioesterificado en el producto peptídico mediante
un elongación por etapas mediante una serie de reacciones de transpeptidación. Con esta disposición en molde en las
péptido sintetasas, los módulos parecen funcionar independientemente unos de otros, pero actúan conjuntamente para
catalizar la formación de enlaces peptídicos sucesivos (Stachelhaus et al. Science 1995, 269, 69-72; Stachelhaus et
al. Chem. Biol. 1996, 3, 913-921). El esquema general para la biosíntesis no ribosómica de péptidos se ha revisado
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ampliamente (Marahiel et al. Chem. Rev. 1997, 97, 2651-2673; Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39- R48;
Moffit y Neilan, FEMS Microbiol. Letters 2000, 191, 159-167).

Recientemente se ha clonado, secuenciado y caracterizado parcialmente un gran número de operones bacterianos y
genes fúngicos que codifican péptido sintetasas, proporcionando un valioso conocimiento de su arquitectura molecular
(Marahiel, Chem y Biol. 1997, 4, 561-567). Se usaron diferentes estrategias de clonación, incluyendo la exploración
con sondas de bibliotecas de expresión mediante anticuerpos preparados frente a péptido sintetasas, complementación
de mutantes deficientes y el uso de oligonucleótidos diseñados derivados de secuencias de aminoácidos de fragmentos
de péptido sintetasas.

El análisis de la estructura primaria de estos genes reveló la presencia de dominios homólogos diferenciados de
aproximadamente 600 aminoácidos. Los dominios funcionales específicos consisten en al menos seis secuencias de
núcleo sumamente conservadas de aproximadamente tres a ocho aminoácidos de longitud, cuyo orden y ubicación
dentro de todos los dominios conocidos son muy similares (Küsard y Marahiel, Peptide Research 1994, 7, 238-241).
El uso de oligonucleótidos degenerados derivados de los núcleos conservados abre la posibilidad de identificar y
clonar péptido sintetasas a partir de ADN genómico, usando la tecnología de reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) (Küsard y Marahiel, Peptide Research 1994, 7, 238-241; Borchert et al. FEMS Microbiol Letters 1992, 92,175-
180).

La estructura de safracina sugiere que este compuesto se sintetiza mediante un mecanismo de NRPS. La clonación
y la expresión de las péptido sintetasas no ribosómicas y las enzimas de conformación asociadas a partir de la agru-
pación de safracina de Pseudomonas fluorescens A2-2 permitirá la producción de cantidades ilimitadas de safracina.
Además, los genes clonados podrán usarse para la creación combinatoria de análogos novedosos de safracina que
podrán mostrar propiedades mejoradas y que podrán usarse en la hemisíntesis de nuevas ecteinascidinas. Además, la
clonación y la expresión de la agrupación de genes de safracina en sistemas heterólogos o la combinación de la agru-
pación de genes de safracina con otros genes de NRPS podrá dar como resultado la creación de fármacos novedosos
con actividades mejoradas.

La presente invención proporciona, en particular, la secuencia de ADN que codifica NRPS responsable de la
biosíntesis de safracina, es decir, safracina sintetasas. Se ha caracterizado una región de 26.705 pb (SEQ ID NO: 1) a
partir del genoma de Pseudomonas fluorescens A2-2, se ha clonado en cósmido pL30P y se ha demostrado, mediante
experimentos de desactivación y expresión heteróloga, que esta región es responsable de la biosíntesis de safracina.
Se ha expresado el cósmido pL30P en dos cepas de Pseudomonas sp., que no producen safracina, y el resultado fue
una producción de safracina A y B a niveles de un 22%, para P. fluorescens (CECT 378), y un 2%, para P. aeruginosa
(CECT 110), en comparación con la producción de P. fluorescens A2-2. Las secuencias de aminoácidos previstas
de los diversos péptidos codificados por esta secuencia de ADN se muestran en SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 15
respectivamente.

La agrupación de genes para la biosíntesis de safracina derivada de P. fluorescens A2-2 se caracteriza por la
presencia de varios marcos de lectura abiertos (ORF) que se organizan en dos operones divergentes (figura 1), un
operón de ocho genes (sacABCDEFGH) y un operón de dos genes (sacIJ), precedidos por supuestas regiones de
promotores bien conservadas que se solapan. La agrupación de genes para la biosíntesis de safracina sólo está presente
en una copia en el genoma de P. fluorescens A2-2.

Los resultados indican que el operón de ocho genes será responsable de la biosíntesis del esqueleto de la safracina
y el operón de dos genes será responsable de la conformación final de las safracinas.

En el operón sacABCDEFGH, las secuencias de aminoácidos deducidas codificadas por sacA, sacB y sacC se
asemejan mucho a productos génicos de NRPS. Dentro de las secuencias de aminoácidos deducidas de SacA, SacB y
SacC, se identificó un módulo de péptido sintetasa en cada uno de los ORF.

La primera característica sorprendente de las proteínas de safracina NRPS es que a partir de los sitios activos y
las regiones de núcleo conocidos de las péptido sintetasas (Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48),
el primer núcleo está poco conservado en las tres péptido sintetasas, SacA, SacB y SacC (figura 2). Las otras cinco
regiones de núcleo están bien conservadas en los tres genes de safracina NRPS. Se desconoce el significado biológico
del primer núcleo (LKAGA), pero las secuencias de núcleo SGT(ST)TGxPKG (Gocht y Marahiel, J. Bacteriol. 1994,
176, 2654-266; Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48), TGD (Gocht y Marahiel, J. Bacteriol. 1994,
176, 2654-2662; Konz y Marahiel, 1999) y KIRGxRIEL (Pavela-Vrancic et al. J. Biol. Chem 1994, 269, 14962-14966;
Konz y Marahiel, Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48) pueden asignarse a unión e hidrólisis de ATP. Puede mostrarse
que el residuo de serina de la secuencia de núcleo LGGxS es el sitio de la formación de tioéster (D’Souza et al., J.
Bacteriol. 1993, 175, 3502-3510; Vollenbroich et al., FEBS Lett. 1993, 325(3), 220-4; Konz y Marahiel, Chem. and
Biol. 1999, 6, R39-R48) y unión de 4’-fosfopanteteína (Stein et al. FEBS Lett. 1994, 340, 39-44; Konz y Marahiel,
Chem. and Biol. 1999, 6, R39-R48). Estos hallazgos, junto con el hecho de que la safracina parece sintetizarse a partir
de aminoácidos, apoya la hipótesis de que la formación no ribosómica de enlaces peptídicos mediante el mecanismo
de tiomolde participa en la ruta biosintética de safracina y que sacA, sacB y sacC codifican las péptido sintetasas
correspondientes. Según este mecanismo, se activan aminoácidos tales como aminoaciladenilatos mediante hidrólisis
de ATP y posteriormente se unen covalentemente a la enzima mediante enlaces carboxilo-tioéster. Entonces, en etapas
adicionales, se produce la transpeptidación y la formación de enlaces peptídicos.

6



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

En segundo lugar, es sorprendente que los datos de secuencia muestran claramente que la regla de colinealidad,
según la cual el orden de los módulos de unión de aminoácido a lo largo del cromosoma va en paralelo con el or-
den de los aminoácidos en el péptido, no se mantiene para el sistema de safracina sintetasa. Según las homologías
de la base de datos de secuencia y las homologías de estructuras de safracina y saframicina, SacA sería responsa-
ble del reconocimiento y la activación del residuo Gly y SacB y SacC serían responsables del reconocimiento y la
activación de los dos derivados de L-Tyr que se incorporan en el esqueleto de safracina, mientras que faltaría el
supuesto gen de Ala-NRPS en la agrupación de genes de safracina. En algunas agrupaciones de genes de péptido
sintetasas no ribosómicas, tales como en las rutas de biosíntesis de pristamicina (Crecy-Lagard et al, J. of Bacteriol.
1997, 179(3), 705-713) y del tripéptido de fosfinotricina (Schwartz et al. Appl Environ Microbiol 1996, 62, 570-
577), el primer gen de NRPS no está yuxtapuesto con el segundo gen de NRPS. En concreto, en la ruta biosinté-
tica de pristamicina el primer gen estructural (snbA) y el segundo gen estructural (snbC) están separados por 130
kb. Este no es el caso para la agrupación de genes de safracina en la que los resultados de la expresión heteróloga
con el cósmido pL30P demuestran claramente que no falta ningún gen de NRPS ya que hay producción de safracina
heteróloga.

En tercer lugar, aunque la pregunta sobre el mecanismo mediante el cual se forma el dipéptido Ala-Gly permanece
en el aire, la presencia en sacA de un dominio C suplementario en el extremo amino-terminal del primer gen de NRPS
sugiere la posibilidad de una actividad de activación de adenilación bifuncional por este gen. Se propone que Ala
se cargaría en primer lugar en la rama de fosfopanteteinilo de SacA (figura 3 a* y b*) antes de transferirse a una
posición de espera, un dominio de condensación, situado en el extremo N-terminal de sacA (figura 3, c*). Entonces
el adenilato de Gly se cargaría en la misma rama de fosfopanteteinilo (figura 3, d* y e*), colocado en el sitio de
elongación, y se produciría el elongación (figura 3, f*). En esta fase la rama del primer módulo estaría cargada con
un dipéptido Ala-Gly dipéptido (figura 3, g*). Se propone que entonces el dipéptido se transferiría a una posición de
espera en la segunda rama de fosfopanteteinilo (figura 3, h*), situada en SacB, para continuar la síntesis del esqueleto
básico de tetrapéptido de safracina. Un mecanismo de biosíntesis alternativo podría ser la incorporación directa de
un dipéptido Ala-Gly en SacA. En este caso, el dipéptido podría proceder de la actividad de la familia de ribozimas
peptidil transferasas sumamente activas (Sun et al, Chem, y Biol. 2002, 9, 619-626) o de la actividad de proteolisis
bacteriana.

Y en cuarto lugar, aunque en la mayoría de las péptido sintetasas procariotas el resto tioesterasa, que parece ser
responsable de la liberación de la cadena peptídica madura de la enzima, está fusionado con el extremo C-terminal del
último módulo de unión de aminoácido (Marahiel et al. Chem. Rev. 1997, 97, 2651-2673), en el caso de las safracina
sintetasas, falta el dominio TE. Probablemente, en la síntesis de safracina tras la última etapa de elongación, podría
liberarse el tetrapéptido mediante una estrategia alternativa para la terminación de la cadena peptídica que también se
produce en la síntesis de saframicina (Pospiech et al. Microbiol. 1996, 142, 741-746). Esta estrategia de terminación
particular se cataliza por un dominio de reductasa en el extremo carboxilo-terminal de la péptido sintetasa SacC que
cataliza la escisión reductora del grupo acilo unido al dominio T asociado, liberando un aldehído lineal.

Los experimentos de alimentación cruzada indican que los dos últimos aminoácidos incorporados en la molécula
de safracina son dos derivados de L-Tyr denominados P2 (3-hidroxi-5-metil-O-metiltirosina) (figuras 4, 5) en vez de
dos L-Tyr tal como se propone que se produce en la síntesis de saframicina. En primer lugar, se ha mostrado que los
productos de dos genes (sacF y sacG), similares a metiltransferasas bacterianas, participan en la O-, C-metilación de
L-Tyr para producir P14 (3-metil-O-metiltirosina), precursor de P2. Un posible mecanismo podría considerar que en
primer lugar se produce la O-metilación y después se produce la C-metilación del derivado de aminoácido. En segundo
lugar, P2, el sustrato para las péptido sintetasas SacB y SacC, se forma mediante la hidroxilación de P14 mediante
SacD (figuras 4, 5).
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Aparte de los genes biosintéticos de safracina, en el operón sacABCDEFGH también se encuentran dos genes, sacE
y sacH, que participan en una función desconocida y en el mecanismo de resistencia a la safracina, respectivamente.
Se ha demostrado que el gen sacH codifica una proteína que cuando se expresa de manera heteróloga, en diferentes
cepas de Pseudomonas, se produce un gran aumento de la resistencia a la safracina B. SacH es una supuesta proteína
transmembrana, que transforma el grupo C21-OH de la safracina B en un grupo C21-H, para producir safracina A,
un compuesto con menos actividad antibiótica y antitumoral. Finalmente, aunque todavía se desconoce la supuesta
función de SacE, se han encontrado homólogos de este gen cerca de diversas agrupaciones de genes biosintéticos de
metabolitos secundarios en los genomas de algunos microorganismos, lo que sugiere una función conservada de estos
genes en la formación o regulación de metabolitos secundarios.

En el operón sacIJ, las secuencias de aminoácidos deducidas codificadas por sacI y sacJ se asemejan mucho
a productos génicos de metiltransferasa e hidroxilasa/monoxigenasa, respectivamente. Los datos revelan que SacI
es la enzima responsable de la N-metilación presente en la estructura de safracina, y que SacJ es la proteína que
realiza una hidroxilación adicional en uno de los derivados de L-Tyr incorporados en el tetrapéptido para produ-
cir la estructura de quinona presente en todas las moléculas de safracina. La N-metilación es una de las modifi-
caciones de péptidos sintetizados de manera no ribosómica que contribuye significativamente a su actividad bioló-
gica. Excepto por la saframicina (Pospiech et al. Microbiol. 1996, 142, 741-746), que se produce por bacterias y
se N-metila, todos los péptidos no ribosómicos N-metilados conocidos se producen por hongos o actinomicetos y,
en la mayoría de los casos, el responsable de la N-metilación es un dominio que reside en la péptido sintetasa no
ribosómica.

TABLA I

Resumen de genes biosintéticos de, y de resistencia a, safracina identificados
en el cósmido pL30P

8



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

La supuesta ruta sintética de safracina, con indicaciones de los sustratos de aminoácidos específicos usados para
cada reacción de condensación y las diversas actividades tras la condensación, se muestra en la figura 5.

Para evaluar adicionalmente el papel de los genes biosintéticos de safracina, se construyeron mutantes desactivados
de cada uno de los genes de la agrupación de safracina (figura 6). La interrupción de los genes de NRPS (sacA, sacB
y sacC) así como sacD, sacF y sacG, dio como resultado mutantes que no producían safracina y P2. Los resultados
indican que los genes de sacA a sacH son parte del mismo operón genético. Como consecuencia de las interrupciones
génicas de sacI y sacJ se originaron tres nuevas moléculas, P19B, P22A y P22B (figura 6).

La producción de P22A y P22B (figura 7a*) mediante el mutante de sacJ demostró que el papel de la proteína SacJ
es producir la hidroxilación adicional del aminoácido de los derivados L-Tyr de la izquierda de la safracina, el que
participa en el anillo quinona. La producción de P19B (figura 7b*) mediante el mutante de sacI, una molécula similar
a safracina en la que faltan la N-metilación y el anillo quinona, confirma que SacI es la enzima N-metiltransferasa y
sugiere que sacIJ es un operón transcripcional. La producción de P19B también mediante el mutante de sacJ (figura
7a*) sugiere que probablemente se produce la N-metilación tras haberse formado el anillo quinona. Aunque estas
nuevas estructuras no tienen actividad antimicrobiana interesante sobre B. subtilis o actividad citotóxica alta sobre
células cancerosas, pueden servir como nuevos precursores interesantes para la hemisíntesis de nuevas moléculas
activas. En lo que respecta a la actividad de la estructura, la observación de que P19B, P22A y P22B parecen perder
su actividad sugiere que la pérdida del anillo quinona de la estructura de safracina está directamente relacionada con
la pérdida de actividad de las moléculas de la familia de safracina.

La interrupción del gen sacI con la reconstitución de la expresión del gen sacJ dio como resultado la producción
de dos nuevas safracinas. Los dos antibióticos producidos, a niveles de producción tan altos como los niveles de
producción de safracina A/safracina B en la cepa de tipo natural, se denominaron safracina D y safracina E (figura
7c*).
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La safracina D y la safracina E son moléculas similares a safracina B y safracina A, respectivamente, en las que
falta la N-metilación. Se ha mostrado que tanto la safracina D como la safracina E tienen las mismas actividades
antibacterianas y antitumorales que la safracina B y la safracina A, respectivamente. Aparte de sus altas propiedades
de actividades, antibacteriana y antitumoral, la safracina D puede usarse en la hemisíntesis de la ecteinascidina ET-
729, un potente agente antitumoral, así como en la hemisíntesis de nuevas ecteinascidinas.

Surge una duda referente al papel de la proteína similar a aminopeptidasa codificada por un gen situado en el sitio
3’ del operón de safracina. La desactivación por inserción de orf1 (PM-S1-14) no mostró efecto sobre la producción
de safracina A/safracina B. Debido a sus propiedades de funcionalidad, sigue sin estar claro si esta proteína podría
desempeñar algún papel en el metabolismo de la safracina. Los otros genes presentes en el cósmido pL3OP (de orf2 a
orf4) tendrán que estudiarse con mayor detalle.

Otro aspecto de la invención es que proporciona las herramientas necesarias para la producción de nuevas molécu-
las “no naturales” diseñadas específicas. La adición de un precursor de derivado P2 modificado específico denominado
P3, un 3-hidroxi-5-metil-O-etiltirosina, al mutante de sacF produce dos safracinas “no naturales” que incorporó este
precursor modificado específico, safracina A(OEt) y safracina B(OEt) (figura 8).

Las dos nuevas safracinas son potentes compuestos antibióticos y antitumorales. Las actividades biológicas de
safracina A(OEt) y safracina B(OEt) son tan potentes como las actividades de safracina A y safracina B, respectiva-
mente. Estas nuevas safracinas pueden ser la fuente de nuevos agentes antitumorales potentes, así como una fuente de
moléculas para la hemisíntesis de nuevas ecteinascidinas.

Además, los genes que participan en la síntesis de safracina pueden combinarse con otros genes de péptido sin-
tetasas no ribosómicas para dar como resultado la creación de fármacos “no naturales” novedosos y análogos con
actividades mejoradas.

Ejemplos

Ejemplo 1

Extracción de moléculas de ácido nucleico a partir de Pseudomonas fluorescens A2-2

Cepas bacterianas

Se hicieron crecer cepas de Pseudomonas sp. a 27ºC en caldo Luria-Bertani (LB) (Ausubel et al. 1995, J. Wiley
and Sons, Nueva York, N.Y). Se hicieron crecer cepas de E. coli a 37ºC en medio LB. Se usaron antibióticos a las
siguientes concentraciones: ampicilina (50 µg/ml), tetraciclina (20 µg/ml) y kanamicina (50 µg/ml).
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TABLA II

Cepas usadas en esta invención
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Manipulación del ADN

A menos que se indique lo contrario, se usaron técnicas convencionales de biología molecular para clonación y
manipulaciones de ADN in vitro (Sambrook et al. 1989, Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory).

Extracción de ADN

Se preparó ADN total a partir de cultivos de Pseudomonas fluorescens A2-2 tal como se notifica (Sambrook et al.
1989, Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory).

Análisis informáticos

Se compilaron datos de secuencia y se analizaron usando un paquete de software DNA-Star.

Ejemplo 2

Identificación de genes de NRPS responsables de la producción de safracina en Pseudomonas fluorescens A2-2

Diseño de cebadores

Marahiel et al. (Marahiel et al. Chem. Rev. 1997, 97, 2651-2673) notificaron previamente motivos de núcleo su-
mamente conservados de los dominios catalíticos de péptido cíclico y ramificado sintetasas. Basándose en múltiples
alineaciones de secuencias de diversas péptido sintetasas notificadas se seleccionaron como diana los módulos de re-
giones conservadas A2, A3, A5, A6, A7 y A8 de adenilación y T de tiolación para el diseño del cebador degenerado
(Turgay y Marahiel, Peptide Res. 1994, 7, 238-241). Las posiciones de titubeo se diseñaron con respecto a las prefe-
rencias de codón dentro de los módulos seleccionados y el contenido en G/C que se esperaba alto de Pseudomonas
sp. Todos los oligonucleótidos se obtuvieron de ISOGEN (Bioscience BV). Se obtuvo un fragmento de PCR cuando
se usaron oligonucleótidos degenerados derivados de las secuencias YGPTE (núcleo de A5) y LGGXS (núcleo de T).
Estos oligonucleótidos se denominaron PS34-YG y PS6-FF, respectivamente.

TABLA III

Cebadores de PCR diseñados para este estudio

Condiciones de PCR para la amplificación de ADN a partir de P. fluorescens A2-2

Se amplificó un fragmento interno de las péptido sintetasas no ribosómicas (NRPS) usando oligonucleótidos PS-
34-YG y PS6-FF y ADN cromosómico de P. fluorescens A2-2 como molde. Se usaron tampón de reacción y Taq
polimerasa de Promega. El perfil de ciclación realizado en un termociclador personal (Eppendorf) consistió en: 30
ciclos de 1 min. a 95ºC, 1 min. a 50ºC, 2 min. a 72ºC. Los productos de PCR tenían el tamaño esperado (750 pb
aprox.) basándose en la ubicación de los cebadores dentro de los dominios de NRPS de otros genes de sintetasa.

Clonación de ADN

Se clonaron fragmentos de amplificación de PCR en vector pGEM-Teasy según el fabricante (Qiagen, Inc., Va-
lencia, CA). De esta manera, los fragmentos clonados se flanquean por dos sitios de restricción de EcoRI, con el fin
de facilitar la posterior subclonación en otros plásmidos (véase a continuación). Dado que las enzimas NRPS son
modulares, los clones a partir de los cebadores de PCR degenerados representan una combinación de fragmentos de
diferentes dominios.
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Secuenciación de ADN

Se realizó toda la secuenciación usando cebadores dirigidos contra el vector de clonación, con un secuenciador
automático ABI (Perkin-Elmer). Se identificaron secuencias de ADN clonadas usando el servidor BLAST del Centro
Nacional de Información Biotecnológica al que se accede a través de Internet (Altschul et al., Nucleic Acids Res.
1997, 25, 3389-3521). Todas las secuencias tienen regiones distintivas para NRPS y muestran una alta similitud en
búsquedas en BLAST con NRPS bacterianas lo que muestra que de hecho tienen origen peptídico. Además, se realizó
una búsqueda de similitud de dominio probable usando el servidor web PROSITE (European Molecular Biology
Laboratory, Heidelberg, Alemania).

Interrupción génica de Pseudomonas fluorescens A2-2

Con el fin de analizar la función de los genes clonados, se interrumpieron estos genes mediante recombinación ho-
móloga (figura 9). Para ello, se digirieron plásmidos recombinantes (derivados de pG-PS) que alojaban el fragmento
de gen de NRPS con enzima de restricción EcoRI. Se clonaron los fragmentos resultantes pertenecientes al gen que
iba a mutarse en el plásmido movilizable pK18mob (Schafer et al. Gene 1994, 145, 69-73), un plásmido integrativo
en el cromosoma que puede replicarse en E. coli pero no en cepas de Pseudomonas. Se introdujeron plásmidos re-
combinantes en primer lugar en la cepa E. coli S17-λPIR mediante transformación y después en P. fluorescens A2-2
mediante conjugación biparental (Herrero et al, J Bacteriol 1990, 172, 6557-6567). Se sembraron en placas diferentes
diluciones de la conjugación sobre medio sólido LB que contenía ampicilina más kanamicina y se incubaron durante la
noche a 27ºC. Se seleccionaron transconjugados resistentes a kanamicina, que contenían plásmidos integrados dentro
de su genoma mediante recombinación homóloga.

Ensayo biológico (bioprueba) para determinar la producción de safracina

Se incubaron cepas P. fluorescens A2-2 y sus derivados en matraces erlenmeyer de 50 ml con deflectores que
contenían medio de fermentación con los antibióticos correspondientes. Inicialmente, se usó medio de fermentación
SA3 (Ikeda Y. J. Ferment. Technol. 1985, 63, 283-286). Con el fin de aumentar la productividad del proceso de
fermentación, se usaron métodos estadísticos-matemáticos tales como el diseño de Plackett-Burman para seleccionar
nutrientes y se sometieron a prueba técnicas de optimización de superficie de respuesta (Hendrix C. Chemtech 1980,
10, 488-497) con el fin de determinar el nivel óptimo de cada variable independiente clave. También se realizaron
experimentos para mejorar las condiciones de cultivo tales como temperatura de incubación y agitación. Finalmente
se seleccionó un medio sumamente productor de safracina B denominado 16B (152 g/l de manitol, 35 g/l de levadura
G20-25, 26 g/l de CaCO3, 14 g/l de sulfato de amonio, 0,18 g/l de cloruro férrico, pH 6,5).

Se sometió a ensayo la producción de safracina sometiendo a prueba la capacidad de inhibición de un cultivo sólido
de Bacillus subtilis por 10 µl del sobrenadante de un cultivo de Pseudomonas sp. de 3 días incubado a 27ºC (Alijah
et al. Appl Microbial Biotechnol 1991, 34, 749-755). Cultivos de P. fluorescens A2-2 producen zonas de inhibición
de 10-14 mm de diámetro mientras que los mutantes no productores no inhibieron el crecimiento de B. subtilis. Tres
clones aislados tenían afectada la ruta biosintética de safracina. Con el fin de confirmar los resultados, se realizaron
análisis de HPLC de la producción de safracina.

Análisis de HPLC de la producción de safracina

Se analizó el sobrenadante usando una columna de HPLC Symmetry C-18, 300 Å, 5 µm, 250 x 4,6 mm (Waters)
con una precolumna (Symmetry C-18, 5 µm, 3,9 x 20 mm, Waters). Un gradiente de tampón acetato de amonio (10
mM, 1% de dietanolamina, pH 4,0)-acetonitrilo fue la fase móvil. Se detectó safracina mediante absorción a 268 nm.
En la figura 6, se muestra el perfil de HPLC de safracina y de precursores de safracina producidos por la cepa P.
fluorescens A2-2 y diferentes estructuras similares a safracina producidas por mutantes de P. fluorescens.

Ejemplo 3

Clonación y análisis de secuencia de agrupación de safracina

PCR inversa e hibridación de biblioteca de fagos

La hibridación de tipo Southern en ADN cromosómicos mutantes verificó la correcta interrupción génica y de-
mostró que el fragmento de péptido sintetasa clonado en el plásmido pK18mob era esencial para la producción de
safracina. El análisis de los mutantes no productores de safracina obtenidos demostró que todos ellos tenían una
interrupción génica en el mismo gen, sacA.

La PCR inversa a partir de ADN genómico y la exploración de una biblioteca de fagos de ADN genómico de P.
fluorescens A2-2 revelaron la presencia de genes adicionales que flanquean al gen sacA, que probablemente participan
en la biosíntesis de safracina.
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El número de registro de GenBank para los datos de secuencia de nucleótidos de la agrupación biosintética de
safracina de P. fluorescens A2-2 es AY061859.

Construcción de la biblioteca de cósmidos y expresión heteróloga

Para determinar si la agrupación de safracina podía conferir capacidad biosintética de safracina a una cepa no
productora, se clonó en un vector de cósmido de amplia gama (pLAFR3, Staskawicz B. et al. J Bacteriol 1987, 169,
5789-5794) y se conjugó con una colección de cepas de Pseudomonas sp diferentes.

Para obtener un clon que contenía la agrupación completa, se construyó y se exploró una biblioteca de cósmidos.
Para ello, se digirió parcialmente ADN cromosómico con la enzima de restricción PstI, se desfosforilaron los frag-
mentos y se ligaron en el sitio de PstI del vector de cósmido pLAFR3. Se empaquetaron los cósmidos con extractos de
empaquetamiento Gigapack III Gold (Stratagene) según las recomendaciones del fabricante. Se sembraron las células
infectadas de la cepa XL1-Blue sobre LB-agar complementado con 50 µg/ml de tetraciclina. Se seleccionaron clones
positivos usando hibridación de colonia con un fragmento de ADN marcado con DIG que pertenecía al extremo 3’ de
la agrupación de safracina. Con el fin de garantizar la clonación de toda la agrupación, se realizó una nueva hibrida-
ción de colonia con un fragmento de ADN del extremo 5’. Sólo el cósmido pL30p mostró múltiples hibridaciones con
sondas de ADN. Para confirmar la clonación precisa, se llevaron a cabo amplificación por PCR y secuenciación de
ADN con oligonucleótidos de ADN que pertenecían a la secuencia de safracina. El tamaño del inserto de pL30P era
de 26.705 pb. El ADN del clon pL30p se transformó dentro de E. coli S17λPIR y se conjugó la cepa resultante con
las cepas heterólogas de Pseudomonas sp. Se introdujo el cósmido pL30p en P. fluorescens CECT378 y P. aeruginosa
CECT110 mediante conjugación biparental tal como se describió anteriormente. Una vez identificado un clon que
codificaba para toda la agrupación, se determinó si el candidato podía producir safracina. Se evaluó la producción
de safracina en las cepas conjugadas mediante análisis de HPLC y ensayo biológico de sobrenadantes de cultivos en
caldo tal como se describió anteriormente.

La cepa P. fluorescens CECT378 que expresaba el cósmido pL30p (PM-19-002) podía producir safracina en canti-
dades considerables, mientras que la producción de safracina en la cepa P. aeruginosa CECT110 que expresaba pL30P
(PM-16-002) era 10 veces menor que en CECT378. La producción de safracina en estas cepas era aproximadamente
del 22% y el 2% de la producción total en comparación con la cepa productora natural.

Genes que participan en la formación de safracina. Análisis de secuencia de los operones sacABCDEFGH y sacIJ

Análisis informáticos de la secuencia de ADN de pL30P revelaron 14 ORF (figura 1). Un posible sitio de unión a
ribosoma precede a cada uno de los codones de iniciación ATG.

En el operón sacABCDEFGH, pueden leerse tres ORF muy grandes, sacA, sacB y sacC (posiciones de 3052 a
6063, de 6080 a 9268 y de 9275 a 13570 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2 SEQ ID NO: 1, respec-
tivamente) en la misma dirección y codifican las supuestas safracina NRPS: SacA (1004 aminoácidos, Mr 110452),
SacB (1063 aminoácidos, Mr 117539) y SacC (1432 aminoácidos, Mr 157331). Los tres genes de NRPS contienen los
dominios que se asemejan a dominios de activación de aminoácidos de péptido sintetasas conocidas. Específicamente,
los dominios de activación de aminoácidos de estos tres genes de NRPS son muy similares a tres de los cuatro dominios
de activación de aminoácidos (Gly, Tyr y Tyr) encontrados en las saframicina NRPS de Myxococcus xanthus (Pospiech
et al. Microbiology 1995, 141, 1793-803; Pospiech et al. Microbiol. 1996, 142, 741-746). En particular, SacA (SEQ
ID NO: 2) muestra un 33% de identidad con la proteína saframicina Mx1 sintetasa B (SafB) de M. xanthus (número
de registro de NCBI U24657), mientras SacB (SEQ ID NO: 3) y SacC (SEQ ID NO: 4) comparten, respectivamente,
un 39% y un 41% de identidad con la saframicina Mx1 sintetasa A (SafA) de M. xanthus (número de registro de NCBI
U24657). La figura 2 muestra una comparación entre SacA, SacB y SacC y los diferentes dominios de activación de
aminoácidos de saframicina NRPS.

En el sentido 3’ de sacC existen cinco ORF pequeños que se leen en la misma dirección que los genes de NRPS
(figura 1). El primero, sacD (posición de 13602 a 14651 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), codifica
una supuesta proteína, SacD (350 aminoácidos, Mr 39187; SEQ ID NO: 5), sin similitud en la base de datos Gene-
Bank. El siguiente, sacE (posición de 14719 a 14901 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), codifica
una supuesta proteína pequeña denominada SacE (61 aminoácidos, Mr 6729; (SEQ ID NO: 6)), que muestra cierta
similitud con proteínas de función desconocida en las bases de datos (ORF1 de Streptomyces viridochromogenes (nú-
mero de registro de NCBI Y17268; 44% de identidad) y MbtH de Mycobacterium tuberculosis (número de registro de
NCBI Z95208; 36% de identidad). El tercer ORF, sacF (posición de 14962 a 16026 de la secuencia de safracina de P.
fluorescens A2-2), codifica una proteína de 355 residuos con un peso molecular calculado de 39.834 (SEQ ID NO: 7).
Esta proteína se asemeja lo más estrechamente a hidroxineurosporeno metiltransferasa (CrtF) de Chloroflexus auran-
tiacus (número de registro de NCBI AF288602; 25% de identidad). La secuencia de nucleótidos del cuarto ORF, sacG
(posición de 16115 a 17155 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), predijo un producto génico de 347
aminoácidos que tenía una masa molecular de 38,22 kDa (SEQ ID NO: 8). La proteína, denominada SacG, es similar
a O-metiltransferasas bacterianas, incluyendo O-dimetilpuromicin-O-metiltransferasa (DmpM) de Streptomyces anu-
latus (número de registro de NCBI P42712; 31% de identidad). Una búsqueda informática también muestra que esta
proteína contiene los tres motivos de secuencia encontrados en diversas metiltransferasas dependientes de S-adenosil-
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metionina (Kagan y Clarke, Arch. Biochem. Biophys. 1994, 310, 417-427). El quinto gen, sacH (posición de 17244
a 17783 de la secuencia de safracina de P. fluorescens A2-2), codifica una supuesta proteína SacH (180 aminoácidos,
Mr 19632; (SEQ ID NO: 9)). Una búsqueda informática de similitudes, entre la secuencia de aminoácidos deducida
de SacH y secuencias de otras proteínas, reveló identidad con algunas proteínas hipotéticas conservadas de función
desconocida, que contiene un motivo transmembrana bien conservado y un sitio de actividad similar a dihidrofolato
reductasa (proteína hipotética conservada de Pseudomonas aeruginosa PAO1, número de registro de NCBI P3469;
35% de identidad).

En el sentido 5’ del operón sacABCDEFGH, leyendo en el sentido opuesto, está situado un operón de dos genes,
sacIJ. El gen sacI (posición de 2513 a 1854) codifica una proteína de 220 aminoácidos (Mr 24219; (SEQ ID NO: 10))
que se asemeja lo más estrechamente a ubiquinona/manequinona metiltrasnferasa de Thermotoga maritime (número
de registro de NCBI AE001745; 32% de identidad). El gen sacJ (posición de 1861 a 335) codifica una proteína de
509 aminoácidos (SEQ ID NO: 11), con una masa molecular de 55341 Da, similar a monooxigenasas/hidroxilasas
bacterianas, incluyendo supuesta monooxigenasa de Bacillus subtilis (número de registro de NCBI Y14081; 33% de
identidad) y Streptomyces coelicolor (número de registro de NCBI AL109972; 29% de identidad).

Los operones SacABCDEFGH y sacIJ se transcriben de manera divergente y están separados por aproximadamen-
te 450 pb. Ambos operones están flanqueados por fragmentos de transposasa residuales.

Genes de la agrupación de safracina relacionados

Se ha encontrado (figura 1) un supuesto ORF (orf1; posición de 18322 a 19365 de la secuencia de safracina de P.
fluorescens A2-2) situado en el extremo 3’ de la secuencia de safracina. La proteína ORF1 (SEQ ID NO: 12) muestra
similitud con aminopeptidasas de la base de datos Gen Bank (familia de peptidasa M20/M25/M40 de Caulobacter
crescentus CB15; número de registro de NCBI NP422131; 30% de identidad). Usando la estrategia descrita en el
ejemplo 2, la interrupción génica de orf1 no afecta a la producción de safracina en P. fluorescens A2-2.

En el extremo 3’ de la secuencia de safracina clonada en el cósmido pL30p, se encontraron tres supuestos ORF
(orf2, orf3 y orf4). Leyendo en la dirección opuesta al operón sacABCDEFGH, el gen orf2 (posición de 22885 a 21169
de SEQ ID NO: 1) codifica una proteína, ORF2 (SEQ ID NO: 13), con similitudes con la proteína sensora HoxX de
Aquifex aeolicus (número de registro de NCBI NCO00918,1; 35% de identidad), mientras que el gen orf3 (posición de
23730 a 23041 de SEQ ID NO: 1) codifica la proteína ORF3 (SEQ ID NO: 14) que comparte un 44% de identidad con
una proteína relacionada con glicosil transferasa de Xanthomonas axonopodis pv. Citri cepa 306 (número de registro
de NCBI NP642442).

El tercer gen está situado en el extremo 3’ de SEQ ID NO: 1 (posición de 25037 a 26095). Este gen, denominado
orf4 (posición de 2513 a 1854), codifica una proteína, ORF4 (SEQ ID NO: 15), que se asemeja lo más estrechamente a
una proteína hipotética de la familia de isocorismatasa YcdL de Escherichia coli (número de registro de NCBI P75897;
32% de identidad).

Presumiblemente, estos tres genes no participarían en la ruta biosintética de safracina, sin embargo, una futura
interrupción génica de estos genes confirmará esta suposición.

Las diferentes secuencias de ADN encontradas se indican al final de la memoria descriptiva.

Ejemplo 4

Análisis funcional de los locus de safracina y búsqueda de posibles precursores

Dado que en la actualidad se desconoce la ruta para la síntesis de safracina en P. fluorescens A2-2, la desactivación
de cada uno de los genes descritos en el ejemplo 3 permitirá estudios fundamentales sobre el mecanismo de biosíntesis
de safracina en esta cepa.

Con el fin de analizar la funcionalidad de cada proteína particular en la ruta de producción de safracina, se realizó la
interrupción de cada gen particular de la agrupación, salvo sacE. Todos los mutantes genéticos se obtuvieron siguiendo
la estrategia de interrupción descrita anteriormente.

La figura 6 es un resumen de los diferentes mutantes construidos en esta invención así como un resumen de los
compuestos producidos por los mutantes como consecuencia de la interrupción génica. En la cepa de tipo natural
se detectaron claramente mediante HPLC tanto safracina A como B como otros compuestos, P2 y P14 (véase la
figura 6, WT). La interrupción génica de los genes sacA (PM-S1-002), sacB (PM-S1-003), sacC (PM-S1-004), sacD
(PM-S1-010), sacF (PM-S1-008) y sacG (PMS1-009) generó mutantes que no podían producir ni safracina A ni
safracina B, ni los compuestos precursores con tiempos de retención inferiores a 15 min., P2 y P14 respectivamente.
El esclarecimiento de la estructura de P14 y P2 reveló que P14 es una 3-metil-O-metil-tirosina, mientras que P2 es
una 3-hidroxi-5-metil-O-metil-tirosina. Debido al pequeño tamaño del gen sacE, no pudo obtenerse el mutante sacE−
mediante interrupción génica, pero la deleción de este gen está en proceso. La sobreexpresión de la proteína SacE,

15



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

en trans, no tuvo ningún efecto sobre la producción de safracina B/A. Los mutantes sacI− (PM-S1-006) produjeron
P2, P14 y una cantidad significativa de un compuesto denominado P19B (figura 6; figura 7b*). El esclarecimiento
de la estructura de P19B reveló que este compuesto es una molécula similar a safracina en la que faltan el N-Met y
uno de los OH del anillo quinona. En los mutantes sacJ− (PM-S1-005), se obtuvieron P2, P14, P19B y dos nuevos
compuestos denominados P22A y P22B (figura 6; figura 7a*). El esclarecimiento de la estructura de P22A y P22B
reveló que son moléculas similares a safracina A y safracina B, respectivamente, sin uno de los grupos -OH del anillo
quinona. El ensayo biológico de los extractos de mutantes sacI− y sacJ− reveló una actividad muy baja frente a Bacillus
subtilis.

La interrupción del gen sacI con la reconstitución de la expresión del gen sacJ dio como resultado un nuevo
mutante productor de safracinas, PM-S1-007. Los dos antibióticos producidos, a niveles de producción tan altos como
los niveles de safracina A y safracina B en la cepa de tipo natural, se han denominado safracina D y safracina E (figura
7c*). La safracina D y la safracina E son moléculas similares a safracina B y safracina A, respectivamente, en las que
falta la N-metilación.

Estos resultados sugieren fuertemente que i) los genes sacA, sacB y sacC codifican las safracina NRPS; ii) los
genes sacD, sacF y sacG son responsables de la transformación de L-Tyr en el derivado de L-Tyr P2 y iii) sacI y sacJ
son responsables de las modificaciones de conformación que convierten P19 y P22 en safracina.

Caracterización de precursores naturales

Cepa

Pseudomonas fluorescens A2-2 (tipo natural) (PM-S1-001).

Condiciones de fermentación

A un medio de siembra YMP3 que contenía el 1% de glucosa; el 0,25% de extracto de ternera; el 0,5% de bac-
topeptona; el 0,25% de NaCl; el 0,8% de CaCO3 se le inoculó el 0,1% de una reserva vegetativa congelada del
microorganismo, y se incubó en un agitador rotativo (250 rpm) a 27ºC. Tras 30 h de incubación, se transfirió el 2%
(v/v) del cultivo de siembra a matraces Erlenmeyer de 2000 ml que contenían 250 ml del medio de producción M-
16B, compuesto por el 15,2% de manitol; el 3,5% de levadura de cerveza seca; el 1,4% de (NH4)2SO4; el 0,001% de
FeCl3; el 2,6% de CO3Ca. La temperatura de la incubación fue de 27ºC desde la inoculación hasta 40 horas y después
de 24ºC hasta el proceso final (71 horas). No se controló el pH. La agitación del agitador rotativo fue de 220 rpm con
5 cm de excentricidad.

Aislamiento

Tras 71 horas de incubación, se combinaron 2 matraces Erlenmeyer y se aclararon los 500 ml de caldo de fer-
mentación mediante centrifugación a 7.500 rpm durante 15 minutos. Se añadieron 50 gramos de la resina XAD-16
(Amberlite) al sobrenadante y se mezcló durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entonces se recuperó la resi-
na del caldo aclarado mediante filtración. Se lavó dos veces la resina con agua destilada y se extrajo con 250 ml de
isopropanol (2-PrOH). Se secó el extracto de alcohol a alto vacío hasta la obtención de 500 mg de extracto bruto.
Se disolvió este producto bruto en metanol y se purificó mediante columna cromatográfica usando Sephadex LH-20
y metanol como fase móvil. Se eluyó el compuesto P-14 y se secó como 15 mg de sólido amarillento. Se sometió a
prueba la pureza mediante HPLC analítica y RMN de 1H.
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También se aisló P-14 de una manera similar a partir de cultivos del mutante sacJ− (PM-S1-005), usando HPLC
semipreparativa como la última etapa del procedimiento de purificación.

Actividades biológicas

NO ACTIVO.

Datos espectroscópicos

ES-EM m/z 254 (C11H14NO3Na2
+), 232 (C11H15NO3Na+), 210 (M+H+). RMN de 1H (300 MHz, CD3OD) 7,07 (d,

J=8,1 Hz, H-9), 7,06 (s, H-5), 6,84 (d, J=8,1 Hz, H-8), 3,79 (s, H-11), 3,72 (dd, J=8,7, 3,9 Hz, H-2), 3,20 (dd, J=14,4,
3,9 Hz, H-3a), 2,91 (dd, J=14,4, 8,9 Hz, H-3b), 2,16 (s, H-10). RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) 174,1 (C-1), 158,6 (C-
7), 132,5 (C-5), 128,9 (C-9), 128,5 (C-4), 128,0 (C-6), 111,4 (C-8), 57,6 (C-2), 55,8 (C-11), 37,4 (C-3), 16,3 (C-10).

Cepa

Pseudomonas fluorescens A2-2 (tipo natural) (PM-S1-001).

Condiciones de fermentación

El mismo procedimiento que el de P-14.

Aislamiento

Procedimiento similar al de P-14, excepto en la cromatografía Sephadex, en la que las fracciones que contenían
P-2 se eluyeron más tarde. Fue necesaria una etapa de HPLC semipreparativa (columna Symmetry Prep C-18, 7,8
x 150 mm, AcONH4 10 mM pH=3/CH3CN 95:5 mantenido durante 5 min. y después gradiente desde el 5 hasta el
6,8% de CH3CN en 3 min.) para purificar P-2. Además este compuesto se aisló a partir del caldo de fermentación de
Pseudomonas putida ATCC12633+pB5H83 (PM-17-004) como resultado de la expresión heteróloga.

Actividades biológicas

NO ACTIVO.

Datos espectroscópicos

ES-EM m/z 226 [M+H]+; RMN de 1H (CD3OD, 300 MHz): 6,65 (d, J = 1,8 Hz, H-5), 6,59 (d, J = 1,8 Hz, H-9),
3,72 (s, H-11), 3,71 (dd, J = 9,0, 4,2 Hz, H-2), 3,16 (dd, J = 14,4, 4,2 Hz, H-3a), 2,83 (dd, J = 14,4, 9,0 Hz, H-3b),
2,22 (s, H- 10); RMN de 13C (DMSO, 75 MHz): 170,88 (s, C-1), 150,025 (s, C-7), 144,56 (s, C-8), 132,28 (s, C-4),
130,36 (s, C-6), 121,73 (d, C-5), 115,55 (d, C-9), 59,06 (q, 7-OMe), 55,40 (d, C-2), 36,21 (t, C-3), 15,86 (q, 6-Me).
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Caracterización de compuestos similares a safracinas obtenidos mediante desactivación

Cepa

Mutante sacJ− de P. fluorescens A2-2 (PM-S 1-005).

Condiciones de fermentación

Se vertieron 50 litros del medio SAM-7 (50 l) compuesto por dextrosa (3,2%), manitol (9,6%), levadura de cer-
veza seca (2%), sulfato de amonio (1,4%), fosfato secundario de potasio (0,03%), cloruro de potasio (0,8%), clo-
ruro de hierro (III) 6-hidratado (0,001%), L-tirosina (0,1%), carbonato de calcio (0,8%), polipropilenglicol 2000
(0,05%) y antiespumante ASSAF 1000 (0,2%) en un fermentador en recipiente (Bioengineering LP-351) con una
capacidad total de 75 l y, tras la esterilización, se añadieron antibióticos estériles (amplicilina 0,05 g/l y kanami-
cina 0,05 g/l). Entonces se inoculó cultivo de siembra (2%) de la cepa mutante PM-S1-005. Se llevó a cabo la
fermentación durante 71 h. en condiciones aireadas y con agitación (1,0 1/l/min. y 500 rpm). Se controló la tem-
peratura desde 27ºC (desde la inoculación hasta 24 horas) hasta 25ºC (desde 24 h hasta el proceso final). Se controló
el pH a pH 6,0 mediante alimentación automática de ácido sulfúrico diluido desde las 22 horas hasta el proceso
final.

Aislamiento

Se aclaró todo el caldo (centrifugadora Sharples). Se ajustó el pH del caldo aclarado hasta pH 9,0 mediante adición
de NaOH al 10% y se extrajo con 25 litros de acetato de etilo. Tras 20 min. de mezclado, se separaron las dos fases.
Se congeló durante la noche la fase orgánica y después se filtró para eliminar el hielo y se evaporó hasta obtener un
extracto verde oscuro grasiento (65,8 g). Se mezcló este extracto con 500 ml de hexano (250 ml en dos veces) y se
filtró para eliminar las impurezas solubles en hexano. El sólido restante, tras secarse, dio 27,4 g de un extracto verde-
beis oscuro.

Se disolvió este nuevo extracto en metanol y se purificó mediante una cromatografía Sephadex LH-20 (usando
metanol como disolvente móvil) y se eluyeron los compuestos similares a safracinas en las fracciones centrales (ana-
lizado en condiciones de CCF: fase normal de sílice, fase móvil: EtOAc:MeOH 5:3. Valor de Rf aprox.: 0,3 para P-
22B, 0,25 P-22A y 0,1 para P-19).

Se purificaron las fracciones combinadas (7,6 g) que contenían los tres compuestos similares a safracina me-
diante una columna de sílice usando una mezcla de EtOAc:MeOH desde 50:1 hasta 0:1 y otro sistema cromato-
gráfico (CHCl3:MeOH:H2O:AcOH 50:45:5:0,1 isocrático). Se purificaron los compuestos P22-A, P22-B y P19-B
mediante HPLC en fase inversa (columna Symmetry Prep C-18 150 x 7,8 mm, 4 ml/min., fase móvil: 5 min. de
MeOH:H2O (0,02% de TFA) 5:95 y gradiente desde MeOH:H2O (0,02% de TFA) 5:95 hasta el 100% de MeOH en 30
min.).
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Actividades biológicas de safracina P-22B

Actividad antimicrobiana: sobre medio sólido

Bacillus subtilis 10 µg/disco (6 mm de diámetro): zona de inhibición de 10 mm.

Datos espectroscópicos

HRFABMS m/z 509,275351 [M-H2O+H]+ (calculado para C28H37N4O5 509,276396 ∆ 1,0 mmu); LRFABMS usan-
do m-NBA como matriz m/z (intensidad relativa) 509 [M-H2O+H]+ (5), 460 (2,7), 391 (3).

RMN de 1H (CD3OD, 500 MHz): 6,70 (s, H-15), 6,52 (s, H-5), 4,72 (s a, H-11), 4,66 (d, J = 2,0 Hz, H-21), 4,62
(dd, J = 8,4, 3,7 Hz, H-1), 3,98 (b d, J = 7,6 Hz, H-13), 3,74 (s, 7-OMe), 3,71 (s, 17-OMe), 3,63 (m, señal solapada,
H-25), 3,62 (m, señal solapada, H-3), 3,30 (m, H-22a), 3,29 (m, H-14a), 3,18 (d, J = 18,6 Hz, H-14b), 2,90 (m, H-4a),
2,88 (m, H-22b), 2,76 (s, 12-NMe), 2,30 (s, 16-Me), 2,22 (m, H-4b), 1,16 (d, J= 7,4 Hz, H-26);

RMN de 13C (CD3OD, 125 MHz): 170,75 (s, C-24), 149,24 (s, C-18), 147,54 (s, C-8), 145,95 (s, C-7), 145,82 (s,
C17), 133,93 (s, C-16), 132,31 (s, C-9), 131,30 (s, C-6), 128,95 (s, C-20), 121,93 (d, C-15), 121,76 (d, C-5), 121,44
(s, C-10), 112,45 (s, C-19), 92,87 (d, C-21), 60,86 (q, 7-OMe), 60,76 (q, 17-OMe), 59,39 (d, C-11), 57,96 (d, C-13),
55,51 (d, C-1), 54,29 (d, C-3), 50,08 (d, C-25), 45,55 (t, C-22), 40,43 (q, 12-NMe), 32,56 (t, C-4), 25,84 (t, C-14),
17,20 (q, C- 26), 16,00 (q, 16-Me), 15,81 (q, 6-Me).

Cepa

La misma que para P-22B.

Condiciones de fermentación

Las mismas que para P-22B.
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Aislamiento

El mismo que para P-22B.

Actividades biológicas de safracina P-22A

Actividades antitumorales

Actividad antimicrobiana: sobre medio sólido

Bacillus subtilis, 10 µg/disco (6 mm de diámetro): NO ACTIVO.

Datos espectroscópicos

HRFABMS m/z 511,290345 [M+H]+ (calculado para C28H39N4O5 511,292046 ∆ 1,7 mmu); LRFABMS usando
m-NBA como matriz m/z (intensidad relativa) 511 [M+H]+ (61), 409 (25), 391 (4); RMN de 1H (CD3OD 500 MHz):
6,68 (s, H-15), 6,44 (s, H- 5), 3,71 (s, 7-OMe), 3,67 (s, 17-OMe), 2,72 (s, 12-NMe), 2,28 (s, 16-Me), 2,20 (s, 6-Me),
0,87 (d, J= 7,1 Hz, H-26);

Cepa

La misma que para P-22B.

Condiciones de fermentación

Las mismas que para P-22B.
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Aislamiento

El mismo que para P-22B.

Actividades biológicas de safracina P-19B

Actividades antitumorales

Actividad antimicrobiana: sobre medio sólido.

Bacillus subtilis. 10 µg/disco (6 mm de diámetro): NO ACTIVO.

Datos espectroscópicos

HRFABMS m/z 495,260410 [M-H2O+H]+ (calculado para C27H35N4O5 495,260746 ∆ 0,3 mmu); LRFABMS usan-
do m-NBA como matriz m/z (intensidad relativa) 495 [M-H2O+H]+ (13), 460 (3), 391 (2); RMN de 1H (CD3OD 500
MHz): 6,67 (s, H-15), 6,5 (s, H-5), 3,73 (s, 7-OMe), 3,71 (s, 17-OMe), 2,29 (s, 16-Me), 2,24 (s, 6-Me), 1,13 (d, J= 7,1
Hz, H-26).

Nuevos compuestos de safracina obtenidos mediante desactivación

Cepa

sacI− con reconstitución de la expresión de sacJ a partir de P. fluorescens A2-2 (PM-S1-007).
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Condiciones de fermentación

Se vertieron 50 litros del medio SAM-7 (50 l) compuesto por dextrosa (3,2%), manitol (9,6%), levadura de cer-
veza seca (2%), sulfato de amonio (1,4%), fosfato secundario de potasio (0,03%), cloruro de potasio (0,8%), clo-
ruro de hierro (III) 6-hidratado (0,001%), L-tirosina (0,1%), carbonato de calcio (0,8%), polipropilenglicol 2000
(0,05%) y antiespumante ASSAF 1000 (0,2%) en un fermentador en recipiente (Bioengineering LP-351) con una
capacidad total de 75 l y, tras la esterilización, se añadieron antibióticos estériles (ampicilina 0,05 g/l y kanami-
cina 0,05 g/l). Entonces, se inoculó cultivo de siembra (2%) de la cepa mutante PM-S1-007. Se levó a cabo la
fermentación durante 89 h. en condiciones aireadas y con agitación (1,0 1/l/min. y 500 rpm). Se controló la tem-
peratura desde 27ºC (desde la inoculación hasta 24 horas) hasta 25ºC (desde 24 h hasta el proceso final). Se con-
troló el pH a pH 6,0 mediante alimentación automática de ácido sulfúrico diluido desde 27 horas hasta el proceso
final.

Aislamiento

Tras la retirada de células mediante centrifugación, se ajustó el medio de cultivo (45 l) así obtenido hasta pH
9,5 con hidróxido de sodio diluido, se extrajo con 25 litros de acetato de etilo dos veces. Se llevó a cabo el mezcla-
do en un recipiente con agitación a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se separaron las dos fases mediante
una centrifugadora líquido-líquido. Se congelaron las fases orgánicas a -20ºC y se filtraron para eliminar el hie-
lo y se evaporaron hasta la obtención de 35 g de extracto bruto oscuro de aceite. Tras una trituración con 5 l de
hexano, se purificó el extracto (12,6 g) mediante una cromatografía en columna ultrarrápida (5,5 cm de diámetro,
20 cm de longitud) sobre una fase normal de sílice, fase móvil: acetato de etilo:MeOH: 1 l de cada uno de 1:0;
20:1; 10:1; 5:1 y 7:3. Se eluyeron fracciones de 250 ml y se combinaron dependiendo de la CFF (normal de síli-
ce, EtOAc:MeOH 5:2, safracina D Rf 0,2, safracina E 0,05). Se evaporó la fracción que contenía safracina D y E
impura a alto vacío (2,2 g). Fue necesaria una etapa de purificación adicional para separar D y E en condiciones
similares (EtOAc:MeOH desde 1:0 hasta 5: 1), a partir de esto, se separan las fracciones que contienen safracina
D y E y se evaporan y se realiza una purificación adicional mediante cromatografía en columna Sephadex LH-20
eluída con metanol. Se precipitaron de manera independiente las safracinas D y E obtenidas a partir de CH2Cl2 (80
ml) y hexano (1500 ml) como un sólido seco verde/amarillento (800 mg de safracina D) y (250 mg de safracina
E).

Actividades biológicas de safracina D

Exploración antitumoral

Actividad antimicrobiana: sobre medio sólido.

Bacillus subtilis 10 µg/disco (6 mm de diámetro): zona de inhibición: 15 mm de diámetro.

Datos espectroscópicos

ES-EM: m/z 509 [M-H2O+H]+; RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz): 6,50 (s, C-15), 4,02 (s, OMe), 3,73 (s, OMe), 2,22
(s, Me), 1,85 (s, Me), 0,80 (d, J= 7,2 Hz); RMN de 13C (CDCl3, 75 MHz): 186,51, 181,15, 175,83, 156,59, 145,09,
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142,59, 140,78, 137,84, 131,20, 129,01, 126,88, 121,57 (2 x C), 82,59, 60,92, 60,69, 53,12, 21,40, 50,68, 50,22, 48,68,
40,57, 29,60, 25,01, 21,46, 15,64, 8,44.

Cepa

La misma que safracina D.

Condiciones de fermentación

El mismo lote que safracina D.

Aislamiento

Véanse las condiciones de safracina D.

Actividades biológicas de safracina E

Exploración antitumoral
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Actividad antimicrobiana: sobre medio sólido

Bacillus subtilis 10 µg/disco (6 mm de diámetro): zona de inhibición de 9,5 mm.

Datos espectroscópicos

ES-EM: m/z 511 [M+H]+; RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz): 6,51 (s, C-15), 4,04 (s, OMe), 3,75 (s, OMe), 2,23
(s, Me), 1,89 (s, Me), 0,84 (d, J = 6,6 Hz); RMN de 13C (CDCl3, 75 MHz): 186,32, 181,28, 175,83, 156,43, 145,27,
142,75, 141,05, 137,00, 132,63, 128,67, 126,64, 122,00, 120,69, 60,69, 60,21, 59,12, 58,04, 57,89, 50,12, 49,20, 46,72,
39,88, 32,22, 25,33, 21,29, 15,44, 8,23.

Ejemplo 5

Experimentos de alimentación cruzada

Expresión heteróloga de genes de precursores biosintéticos de safracina para la producción de P2 y P14

En un intento por aclarar algo el mecanismo de la biosíntesis de P2 y P14 se clonaron y expresaron los genes de
NRPS en sentido 3’ para determinar su actividad bioquímica.

Para sobreproducir P14, se clonaron los genes sacEFGH (pB7983) (figura 4). Para sobreproducir P2 en un siste-
ma heterólogo, se clonaron los genes de sacD a sacH (pB5H83) (figura 4). Para ello se amplificaron mediante PCR
fragmentos que alojaban los genes de interés usando oligonucleótidos que contenían un sitio de restricción de XbaI
en el extremo 5’. Se usaron los oligonucleótidos PFSC79 (5’-CGTCTAGACACCGGCTTCATGG-3’) y PFSC83 (5’-
GGTCTAGATAACAGGCAACAAACATA-3’) para amplificar los genes de sacE a sacH; y se usaron los oligonucleó-
tidos 5HPT1-XB (5’-CATCTAGACCGGACTGATATTCG-3’) y PFSC83 (5’-GGTCTAGATAACAGCCAACAAA
CATA-3’) para amplificar los genes de sacD a sacH. Se clonaron los fragmentos de PCR digeridos con XbaI en
el sitio de restricción de XbaI del plásmido pBBR1-MCS2 (Kovach et al, Gene 1994, 166, 175-176). Se introdu-
jeron por separado los dos plásmidos, pB7983 y pB5H83, en tres bacterias heterólogas P. fluorescens (CECT 378),
P. putida (ATCC12633) y P. stutzeri (ATCC 17588) mediante conjugación (véase la tabla II). Cuando se comproba-
ron mediante análisis de HPLC caldos de cultivo de la fermentación de las cepas transconjugadas, se visualizaron
grandes cantidades de compuesto P14 en las tres cepas que contenían plásmido pB7983, mientras que se obser-
varon grandes cantidades de P2 y algo de producto P14 cuando se expresó el plásmido pB5H83 en las bacterias
heterólogas.

Alimentación cruzada

Tal como se ha mostrado en el ejemplo 4, los mutantes sacF− (PM-S1-008) y sacG (PM-S1-009) no podían
producir ni safracinas ni compuestos P2 y P14. La adición de P2 sintetizado químicamente a estos mutantes durante
su fermentación proporciona la producción de safracina.

Además, el cultivo conjunto de una cepa heteróloga de P. stutzeri (ATCC 17588) que aloja plásmido pBSH83
(PM-18-004), cuya expresión produce P2 y P14, con uno cualquiera de los dos mutantes sacF− y sacG− dio como
resultado la producción de safracina. El cultivo conjunto de una cepa heteróloga P. stutzeri (ATCC 17588) que aloja
plásmido pB37983 (PM-18-005), cuya expresión produce sólo P14, con uno cualquiera de los dos mutantes de P.
fluorescens A2-2 mencionados anteriormente no dio como resultado ninguna producción de safracina en absoluto.
Estos resultados sugieren que P14 se transforma en P2, una molécula que puede transportarse fácilmente al interior y
al exterior de la pared celular de Pseudomonas sp. y cuya presencia es absolutamente necesaria para la biosíntesis de
safracina.

Ejemplo 6

Producción biológica de nuevas moléculas “no naturales”

La adición de 2 g/l de un precursor derivado de P2 modificado específico, P3, una 3-hidroxi-5-metil-O-etiltirosina,
a la fermentación de mutante sacF (PM-S1-008) produjo dos safracinas “no naturales” que incorporaban el precursor
P3 modificado en su estructura, safracina A(OEt) y safracina B(OEt).
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Cepa

Mutante safF− de P. fluorescens A2-2 (PM-S1-008).

Condiciones de fermentación

A un medio de siembra que contenía el 1% de glucosa; el 0,25% de extracto de ternera; el 0,5% de bactopeptona;
el 0,25% de NaCl; el 0,8% de CaCO3 se le inoculó el 0,1% de una reserva vegetativa congelada del microorganismo,
y se incubó en un agitador rotativo (250 rpm) a 27ºC. Tras 30 h de incubación, se transfirió el 2% (v/v) del cultivo de
siembra del mutante PM-S1-008 a matraces Erlenmeyer de 2000 ml que contenían 250 ml del medio de producción
M-16 B, compuesto por el 15,2% de manitol; el 3,5% de levadura de cerveza seca; el 1,4% de (NH4)2; el 0,001% de
FeCl3; el 2,6% de CO3Ca y el 0,2% de P3 (3-hidroxi-5-metil-O-metiltirosina). La temperatura de la incubación fue de
27ºC desde la inoculación hasta 40 horas y después, de 24ºC hasta el proceso final (71 horas). No se controló el pH.
La agitación del agitador rotativo fue de 220 rpm con 5 cm de excentricidad.

Aislamiento

Se juntaron 4 matraces Erlenmeyer de 2000 ml con 250 ml cada uno (970 ml), se centrifugaron (12.000 rpm, 4ºC,
10 min., centrifugadora J2-21 de BECKMAN) para retirar células. Se ajustó el caldo aclarado (765 ml) hasta pH 9,0
mediante NaOH al 10%. Después, se extrajo el caldo aclarado con álcali con 1:1 (v/v) de EtOAc (x2). Se evaporó la
fase orgánica a alto vacío y se obtuvo un extracto oscuro grasiento (302 mg).

Se lavó este extracto mediante una trituración con hexano para eliminar impurezas y se purificaron los sólidos
mediante una columna cromatográfica usando una fase normal de sílice y una mezcla de acetato de etilo:metanol
(desde 12:1 hasta 1:1). Se analizaron las fracciones con UV en CCF (sílice 60, fase móvil EtOAc:MeOH 5:4. Rf 0,3
safracina B-OEt y 0,15 safracina A-OEt). A partir de esto, se obtuvieron safracina B OEt (25 mg) y safracina A OEt
(20 mg).
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Actividades biológicas de safracina B (OEt)

Actividades antitumorales

Actividad antimicrobiana: sobre medio sólido.

Bacillus subtilis 10 µg/disco (6 mm de diámetro): zona de inhibición de 17,5 mm.

Datos espectroscópicos

ES-EM: m/z 551 [M-H2O+H]+; RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz): 6,48 (s, H-15), 2,31 (s, 16-Me), 2,22 (s, 12-NMe),
1,88 (s, 6-Me), 1,43 (t, J = 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 1,35 (t, J= 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 0,81 (d, J = 7,2 Hz, H-26).

Cepa

La misma que para safracina B (OEt).

Condiciones de fermentación

Las mismas que para safracina B (OEt).
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Aislamiento

Se juntaron 4 matraces Erlenmeyer de 2000 ml con 250 ml cada uno (970 ml), se centrifugaron (12.000 rpm, 4ºC,
10 min., centrifugadora J2-21 de BECKMAN) para retirar las células. Se ajustó el caldo aclarado (765 ml) hasta pH
9,0 mediante NaOH al 10%. Después, se extrajo el caldo aclarado con álcali con 1:1 (v/v) de EtOAc (x2). Se evaporó
la fase orgánica a alto vacío y se obtuvo un extracto oscuro grasiento (302 mg).

Se lavó este extracto mediante trituración con hexano para eliminar impurezas y se purificaron los sólidos mediante
una columna cromatográfica usando fase normal de sílice y una mezcla de acetato de etilo:metanol (desde 12:1 hasta
1:1). Se analizaron las fracciones con UV en CCF (sílice 60, fase móvil EtOAc:MeOH 5:4. Rf 0,3 safracina B-OEt y
0,15 safracina A-OEt). A partir de esto, se obtuvieron safracina B OEt (25 mg) y safracina A OEt (20 mg).

Actividades biológicas de safracina A (OEt)

Actividades antitumorales

Actividad antimicrobiana: sobre medio sólido.

Bacillus subtilis 10 µg/disco (6 mm de diámetro): zona de inhibición de 10 mm.

Datos espectroscópicos

ES-EM: m/z 553 [M+H]+; RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz): 6,48 (s, H-15), 2,33 (s, 16-Me), 2,21 (s, 12-NMe), 1,88
(s, 6-Me), 1,42 (t, J = 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 1,34 (t, J= 6,9 Hz, Me-Etoxilo), 0,8 (d, J= 6,9 Hz, H-26).

Ejemplo 7

Transformación enzimática de safracina B para dar safracina A

Con el fin de someter a ensayo la actividad enzimática de la conversión safracina B para dar safracina A, se
recogieron cultivos de fermentación de 120 horas (véanse las condiciones en el ejemplo 2 ensayo biológico (bioprueba)
para determinar la producción de safracina) de diferentes cepas y se centrifugaron (9.000 rpm x 20 min.). Las cepas
sometidas a ensayo fueron P. fluorescens A2-2, como cepa de tipo natural, y P. fluorescens CECT378 + pBHPT3
(PM-19-006), como huésped de expresión heterólogo. Se desechó el sobrenadante y se lavaron las células (NaCl al
0,9%) dos veces y volvieron a suspenderse en 60 ml de tampón fosfato 100 mM pH 7,2. Se distribuyeron 20 ml de la
suspensión celular en tres matraces Erlenmeyer:

A. Suspensión celular + safracina B (400 mg/L).

B. Suspensión celular calentada a 100ºC durante 10 min. + safracina B (400 mg/l) (control negativo).

C. Suspensión celular sin safracina B (control negativo).
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Se incubó la reacción bioquímica a 27ºC a 220 rpm y se tomaron muestras cada 10 min. Se realizó un seguimiento
de la transformación de safracina B para dar safracina A mediante HPLC. Los resultados demostraron claramente
que el gen clonado en pBHPT3, sacH, codifica una proteína responsable de la transformación de safracina B para dar
safracina A.

Basándose en estos resultados se realizó un ensayo para hallar si esta misma enzima podía reconocer un sustrato
diferente tal como ecteinascidina 743 (ET-743) y transformar este compuesto para dar Et-745 (faltando el hidroxilo
en C-21). Se repitió el experimento anterior para obtener matraces Erlenmeyer que contenían:

A. Suspensión celular + ET-743 (567 mg/l aprox.).

B. Suspensión celular calentada a 100ºC durante 10 min. + ET-743(567 mg/L) (control negativo).

C. Suspensión celular sin ET-743 (control negativo).

Se incubó la reacción bioquímica a 27ºC a 220 rpm y se tomaron muestras a 0, 10 min., 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 20 h, 40 h,
44 h, 48 h. Se realizó un seguimiento de la transformación de ET-743 para dar ET-745 mediante HPLC. Los resultados
demostraron claramente que el gen clonado en pBHPT3, sacH, codifica una proteína responsable de la transformación
de Et-743 para dar Et-745. Esto demuestra que esta enzima reconoce ecteinascidina como sustrato y que puede usarse
en la biotransformación de una amplia gama de estructuras.
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de ácido nucleico aislada que comprende:

a) SEQ ID NO: 1, una variante o parte de la misma que codifica al menos un polipéptido que cataliza al
menos una etapa de la biosíntesis de safracinas o

b) una secuencia de ácido nucleico que es complementaria a la secuencia en a).

2. Secuencia de ácido nucleico según la reivindicación 1, que comprende al menos uno de los genes sacA, sacB,
sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacI o sacJ, que codifican las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2-11,
incluyendo variantes o partes de la misma, en la que las variantes o partes codifican un polipéptido que conserva la
actividad biológica del polipéptido respectivo.

3. Secuencia de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende al menos uno
de los operones sacABCDEFGH o sacIJ que codifican las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2-9 y SEQ ID
NO: 10 y 11, respectivamente.

4. Secuencia de ácido nucleico según la reivindicación 3, que comprende al menos el operón sacABCDEFGH que
codifica las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2-9.

5. Secuencia de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende los genes sacA,
sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacI y sacJ que codifican secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO:2-
11, incluyendo variantes o partes de la misma, en la que las variantes o partes codifican un polipéptido que conserva
la actividad biológica del polipéptido respectivo.

6. Secuencia de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende los genes sacA,
sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacI, sacJ, orf1, orf2, orf3 y orf4 que codifican las secuencias de aminoá-
cidos de SEQ ID NO: 2-15, variantes o partes de la misma, en la que las variantes o partes codifican un polipéptido
que conserva la actividad biológica del polipéptido respectivo.

7. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el gen sacI está interrumpido.

8. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el gen sacJ está interrumpido.

9. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el gen sacI está interrumpido y la
expresión del gen sacJ se ha reconstituido.

10. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que los genes sacF o sacG se han interrum-
pido.

11. Secuencia de ácido nucleico según la reivindicación 1, en la que el ácido nucleico codifica un polipéptido que
es idéntico en al menos el 30% en la secuencia de aminoácidos a un polipéptido tal como se define por las SEQ ID
NO: 2-15 o una variante o parte de la misma que conserva la actividad biológica del polipéptido respectivo.

12. Ácido nucleico según la reivindicación 11, en el que el ácido nucleico codifica un polipéptido tal como se
define por las SEQ ID NO: 2-15.

13. Secuencia de ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en la que la parte tiene al menos
50 nucleótidos de longitud.

14. Secuencia de ácido nucleico según la reivindicación 1, que comprende:

a) SEQ ID NO: 1; o

b) al menos uno de los genes sacA, sacB, sacC, sacD, sacE, sacF, sacG, sacH, sacI o sacJ que codifican
secuencias de aminoácidos de SEQ ID NO: 2-11; o

c) una secuencia de ácido nucleico que codifica al menos un polipéptido definido en las SEQ ID NO: 2-
11; o

d) una secuencia de ácido nucleico que es complementaria a las secuencias en a), b) o c).
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15. Una sonda de hibridación que puede hibridarse en condiciones rigurosas con una secuencia de ácido nucleico
según la reivindicación 1 y que tiene al menos 15 nucleótidos.

16. Sonda de hibridación según la reivindicación 15, que comprende una secuencia de entre 25 y 60 residuos de
nucleótido.

17. Uso de una sonda de hibridación según una cualquiera de las reivindicaciones 15-16, en la detección de un gen
de safracina o ecteinascidina.

18. Uso según la reivindicación 17, en el que la detección del gen se realiza en Ecteinascidia turbinata.

19. Polipéptido codificado por una secuencia de ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones
1-14.

20. Polipéptido según la reivindicación 19, que comprende una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 2-15.

21. Un vector que comprende una secuencia de ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones
1-14.

22. Vector según la reivindicación 21, que es un vector de expresión.

23. Vector según la reivindicación 22, que es un cósmido.

24. Una célula huésped transformada con una o más de las secuencias de ácido nucleico según una cualquiera de
las reivindicaciones 1-14.

25. Una célula huésped que comprende un vector según una cualquiera de las reivindicaciones 21-23.

26. Célula huésped según la reivindicación 25, en la que la célula huésped se transforma con un ácido nucleico
exógeno que comprende una agrupación de genes que codifica polipéptidos suficiente para dirigir la síntesis de una
safracina.

27. Célula huésped según las reivindicaciones 24 a 26, que es un microorganismo.

28. Célula huésped según la reivindicación 27, que es una bacteria.

29. Método de producción de un compuesto de safracina o análogo de safracina que comprende:

a. cultivar una célula huésped según cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en un medio de cultivo
adecuado y en condiciones que permiten que las células proliferen;

b. recuperar el medio de cultivo y

c. purificar el compuesto de safracina del medio de cultivo.

30. Método según la reivindicación 29, en el que dicha célula huésped comprende un vector que comprende un
ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

31. Método según la reivindicación 30, en el que dicha célula huésped comprende un vector que comprende un
ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 y al menos uno de los genes sacF, sacG, sacI o sacJ está
interrumpido.

32. Método según la reivindicación 31, en el que el gen sacI está interrumpido.

33. Método según la reivindicación 31, en el que el gen sacJ está interrumpido.

34. Método según la reivindicación 31, en el que el gen sacI está interrumpido y la expresión del gen sacJ se ha
reconstituido.
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35. Método según la reivindicación 31, en el que el gen sacF o el gen sacG está interrumpido y se usa P2 o P3 en
el medio de cultivo, que tienen las siguientes estructuras:

36. Un método de producción de un compuesto de safracina o análogo de safracina que comprende fermentar un
organismo en el que el número de copias de la secuencia de ácido nucleico según la reivindicación 1 se ha aumentado.

37. Un método de producción de un compuesto de safracina o análogo de safracina que comprende fermentar
un organismo en el que la expresión de genes que codifican polipéptidos suficiente para dirigir la síntesis de una
safracina o análogo de safracina se ha modulado mediante manipulación o sustitución de uno o más genes o secuencia
responsable de regular tal expresión en el que los genes que codifican los polipéptidos comprenden un ácido nucleico
según una cualquiera de las reivindicaciones 1-14.

38. Un método de producción de un compuesto de safracina o análogo de safracina que comprende poner en
contacto un compuesto que es un sustrato para un polipéptido codificado por una secuencia de ácido nucleico según la
reivindicación 1, con dicho polipéptido, en el que el polipéptido modifica químicamente el compuesto.

39. Método según las reivindicaciones 36 a 38, en el que el organismo es Pseudomonas sp.

40. Una composición que comprende al menos una secuencia de ácido nucleico según una cualquiera de las rei-
vindicaciones 1-14.

41. Uso de una composición según la reivindicación 40, para la biosíntesis combinatoria de una o más péptido
sintetasas no ribosómicas, anillos de dicetopiperazina y safracinas.

42. Uso según la reivindicación 41, en el que se usa como precursor al menos uno de los compuestos que se
muestran a continuación, análogos o derivados de los mismos:
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Pharma Mar
<120> Agrupación de genes implicados en la biosíntesis de safracina y sus usos para ingeniería genética
<130> aaa
<160> 15
<170> PatentIn versión 3.1

<210> SEQ ID 1
<211> Longitud: 26705
<212> Tipo ADN
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<220> Característica:
<221> NOMBRE/CLAVE: sacB

<222> UBICACIÓN: (6080)..(9268)

<223> OTRA INFORMACIÓN: gen de péptido sintetasa no ribosómica

<220>
<221> sacC
<222> (9275)..(13570)
<223> gen de péptido sintetasa no ribosómica

<220>
<221> sacD
<222> (13602)..(14651)
<223> Gen de proteína hipotético

<220>
<221> sacE
<222> (14719)..(14901)
<223> Gen de proteína hipotético

<220>
<221> sacF
<222> (14962)..(16026)
<223> gen de proteína metil-transferasa

<220>
<221> sacG
<222> (16115)..(17155)
<223> gen de proteína metil-transferasa

<220>
<221> sacH
<222> (17244)..(17783)
<223> gen de proteína hipotético

<220>
<221> sacI
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<222> (1854)..(2513)
<223> Gen de proteína metil-transferasa, complementario

<220>
<221> sacJ
<222> (335)..(1861)
<223> Gen de proteína monooxigenasa, complementario

<220>
<221> orf1
<222> (18322)..(19365)
<223> proteína similar a aminoácido peptidasa

<220>
<221> orf2
<222> (21169)..(22885)
<223> proteína reguladora similar a hox, complementaria

<220>
<221> orf3
<222> (23041)..(23730)
<223> proteína similar a glicosil transferasa, complementaria

<220>
<221> orf4
<222> (25037)..(26095)
<223> proteína similar a isocorismatasa
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<400> SECUENCIA 1
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<210> SEQ ID 2
<211> Longitud: 1004
<212> Tipo: PRT
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<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 2

19



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

20



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

21



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

22



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

<210> SEQ ID 3
<211> Longitud: 1062
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 3
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<210> SEQ ID 4
<211> Longitud: 1432
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 4
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<210> SEQ ID 5
<211> Longitud:350
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 5
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<210> SEQ ID 6
<211> Longitud: 61
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 6
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<210> SEQ ID 7
<211> Longitud: 355
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 7
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<210> SEQ ID 8
<211> Longitud 347
<212> Tipo: PRT
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<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA 8
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<210> SEQ ID 9
<211> Longitud: 180
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 9
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<210> SEQ ID 10
<211> Longitud: 220
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 10

41



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 329 358 T3

<210> SEQ ID 11
<211> Longitud: 509
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 11
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<210> SEQ ID 12
<211> LONGITUD: 348
<212> TIPO: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 12
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<210> SEQ ID 13
<211> Longitud: 572
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2
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<400> SECUENCIA: 13
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<210> SEQ ID 14
<211> Longitud: 230
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2

<400> SECUENCIA: 14
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<210> SEQ ID 15
<211> Longitud: 348
<212> Tipo: PRT
<213> Organismo: Pseudomonas fluorescens A2-2
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<400> SECUENCIA: 15
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