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@ Resumen:

Un fragmento de ADN de Streptomyces argillaceus
que incrementa la produccién del antitumoral mitra-
micina y otros compuestos policeténicos aromaticos.
La invencién describe el aislamiento y clonacién de
un fragmento de ADN productor de la droga antitu-
moral mitramicina, Streptomyces argillaceus. Este
fragmento contiene un gen activador de la biosintesis
de mitramicina. Mediante la clonacién de este frag-
mento en un vector plasmidico de expresién génica
y su introduccién en el propio productor de mitrami-
cina se logra un incremento en la produccién de la
droga de unas cinco veces. Asimismo el fragmento
clonado estimula la produccién de otros policétidos
arométicos como la actinorrodina.
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DESCRIPCION

Un fragmento de ADN de Streptomyces argillaceus que incrementa la produccién del antitumoral mi-
tramicina y otros compuestos policeténicos aromaticos.

La invencién tiene por objeto aislar un fragmento de ADN cromosémico del productor de la droga
antitumoral mitramicina, Streptomyces argillaceus ATCC 12956, y su utilizacién para aumentar la pro-
duccién de mitramicina y otros compuestos policeténicos aromaticos. Un fragmento de ADN de 2,1 kb
Smal se cloné inicialmente en el pldsmido pUC18 obteniéndose el pldsmido recombinante pFL-11R. A
partir de este plasmido se secuencié una region de 1.201 pares de bases identificindose una pauta abierta
de lectura que codifica para un gen regulador de la biosintesis de mitramicina. Un fragmento de ADN
Smal- Sphl de 1,8 kb, obtenido del fragmento Smal de 2,1 kb se subcloné en el plasmido bifuncional
(Escherichia coli-Streptomyces) pWHM3 de alto ntimero de copias, vector de expresién para estrepto-
micetos, generando el pldsmido recombinante pFL3R. La introduccién de este plasmido en el productor
de mitramicina, S.argillaceus, mediante transformacion de protoplastos induce un incremento de unas 5
veces en la produccién de mitramicina en relaciéon a la cepa salvaje. Del mismo modo se obtuvo una
activacion de la produccién de actinorrodina por Streptomyces lividans TK21.

Antecedentes

La produccién de metabolitos secundarios por especies del género Streptomyces esta sometida a una
serie de procesos de regulacion de la expresién génica cuya base molecular no estd claramente enten-
dida. Dado el enorme interés farmaceitico e industrial de la produccién de compuestos con actividad
antibacteriana, antifungica, antiparasitaria y antitumoral, resulta de gran interés el aislamiento de genes
activadores de la biosintesis de estos compuestos y su utilizacién para incrementar la produccién de los
mismos en los microrganismos productores, facilitando de este modo una mejora en la produccién y un
abaratamiento en los costes de produccién con la subsequente repercusién en el mercado. La mitramicina,
también designada mitracina, plicamicina, L.A.7017 y dcido auredlico es una droga que posee actividad
antibacteriana frente a bacterias gram-positivas y también actividad antitumoral frente a distintas lineas
celulares tumorales. Esta invencién presenta el aislamiento mediante tecnologia de ADN recombinante
de un fragmento de ADN del productor de mitramicina, Streptomyces argillaceus ATCC 12956, que con-
tiene un gen regulador que incrementa la produccién de mitramicina y otros compuestos policeténicos
aromaticos.

Breve descripcion de la invenciéon

Un objeto del invento es aislar un fragmento de ADN que codifica una proteina activadora de la
biosintesis de la droga antitumoral mitramicina.

Otro objeto del invento es introducir ese fragmento en un vector bifuncional (Escherichia coli-
Streptomyces) que permita la expresién del gen en estreptomicetos productores de antibidticos y an-
titumorales.

Un tercer objeto del invento es introducir ese plasmido recombinante en el productor de mitramicina
con objeto de incrementar la produccién de esta droga.

Descripcion detallada de la invencién

El primer objeto del invento consistié en aislar un fragmento de ADN de Streptomyces argillaceus
ATCC 12956, productor de mitramicina, que codificase para la proteina activadora.

Se partié de una genoteca de ADN total de S. argillaceus (Lombé et al. Gene 172: 87-91, 1996),
construida en el césmido pKC505 (Richardson et al. Gene 61: 231-241, 1987). Por hibridacién con genes
de la policétido sintasa de mitramicina (Lombé et al. Gene 172: 87-91, 1996), se aislaron una serie de
clones. A partir de uno de estos clones (cosAR13) se aislé un fragmento de ADN Smal de 2,1 kb (Fig.
1) mediante digestién total del ADN del c6smido cosAR13 con este enzima de restriccién y aislamiento
del fragmento de un gel de agarosa de bajo punto de fusién mediante electroelucién.

El fragmento de ADN Smal de 2,1 kb fue clonado en el sitio Smal del plasmido pUC18 previa di-
gestiéon total del plasmido con ese enzima de restriccién y ligacion del fragmento al plasmido con ADN
ligasa del fago T4 en presencia de iones magnesio y ATP. El ADN asi ligado se introdujo en Escherichia
coli TG1 recO1504::Tn5 (Kolodner et al. J.Bacteriol 163: 1060-1066,1985) por transformacién de células
competentes. Los transformantes se seleccionaron por resistencia al antibiético ampicilina (100 pg/ml)
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en placas de medio LB sélido (Sambrook et al., 1989. Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.) y las colonias conteniendo pldsmidos
recombinantes se identificaron por su incapacidad de hidrolizar X-gal en presencia de IPTG. Los clo-
nes recombinantes que contenian el fragmento Smal fueron identificados mediante preparacién del ADN
plasmidico de las colonias recombinantes, digestion con el enzima Smal y andlisis mediante electroforesis
en gel de agarosa, utilizando técnicas estdndar de biologia molecular (Sambrook et al., 1989. Molecular
cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).
Uno de los clones aislados que contenia la construccién correcta se designé pFL11R (Fig. 2).

A partir de este fragmento de ADN Smal se determiné la secuencia de nucledtidos (ID sec. N° 1) de
una regién de 1.201 pares de bases utilizando el método de terminadores de cadena disenado por Sanger
y col. (Sanger et al. PNAS 74: 5463-5467, 1977). En el andlisis de dicha secuencia se identificé una pauta
abierta de lectura de 831 pares de bases que codifica una proteina de 276 aminodcidos con un peso mole-
cular estimado de 33.690 daltons (ID sec. N° 1). Esta protefna presenta similitud con algunas proteinas
que han sido descritas como activadores de transcripcién génica de rutas de biosintesis de antibidticos.

Una vez identificada la presencia de un gen activador en el fragmento Smal de 2,1 kb y secuenciada la
regién correspondiente a dicho gen, el siguiente paso consistié en la clonacién de un fragmento Smal-Sphl
de 1,8 kb (Fig. 3) a partir de pFL11R en un vector que permitiese la expresién del gen activador en
estreptomicetos productores de antibidticos y antitumorales. El vector utilizado fue el plasmido pWHM3
que posee capacidad de replicacién auténoma en Streptomyces y en FEscherichia coli y que permite la
expresién de genes en estreptomicetos bajo el control de las senales de regulaciéon de los propios genes
(Vara et al., J. Bacteriol. 171: 5872-5881, 1989). Para ello, el fragmento Smal -Sphl de 1,8 kb de pFL11R
fue clonado como un fragmento Sphl-Xbal (el sitio Sphl estd situado a 0,3 kb de uno de los extremos
Smal del inserto de ADN en pFL11R y el sitio Xbal pertenece al vector pUC18) en el vector bifuncional
pWHMS3. El fragmento Smal- Sphl se obtuvo mediante digestién del plasmido pFL11R con Sphl y Xbal
y electroelucion del fragmento de un gel de agarosa de bajo punto de fusién. El fragmento se ligé al
plasmido pWHMS3 digerido con Xbal y Sphl. La ligacién se usé para transformar células competentes de
E.coli TG1 rec0 y las colonias recombinantes se seleccionaron por resistencia a ampicilina e incapacidad
de hidrolizar X-gal. De entre los clones recombinantes conteniendo la construccién adecuada (pFL3R;
Fig. 4) se seleccion6é uno que se denominé FL3R, procediéndose a su depdsito en la Coleccién Espaiiola
de Cultivos Tipo. El nimero asignado fue CECT 4879 con fecha de 20 de Mayo de 1997.

Una vez lograda la construccién plasmidica pFL3R conteniendo el gen activador en el vector bifun-
cional pWHM3, se procedié a su introduccién en el productor de mitramicina, S. argillaceus. Para ello
se prepar6é ADN del plasmido pFL3R a partir del clén FL3R utilizando técnicas estdndar y se introdujo
en S. argillaceus mediante transformacion de protoplastos utilizando metodologias previamente descritas
(Hopwood et al. Genetic manipulation of Streptomyces: a laboratory manual. Norwich: John Innes
Institute. England. 1985). Los transformantes fueron seleccionados por resistencia al antibidtico de
seleccién del pldsmido para estreptomicetos, tioestreptona (50 pg/ml) en placas de medio R5 (Hopwood
et al. Genetic manipulation of Streptomyces: a laboratory manual. Norwich: John Innes Institute. En-
gland. 1985) y tras cultivarlos durante 7 dias a 30°C las esporas se recolectaron en glicerol al 30 % (p/v)
y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

Abreviaturas

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopirandsido
IPTG: isopropil 8-D-tiogalactopiranésido

kb: kilobases

r.p.m.: revoluciones por minuto

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia

ml.: mililitro

pl.: microlitro

[g.: microgramo

v/v: volumen/volumen

p/v: peso/volumen

Los siguientes ejemplos describen el invento con fines de ilustracién, sin que en ningin caso deban
considerarse como limitativos del mismo:
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Ejemplo 1

Incremento en la produccion de mitramicina en Streptomyces argillaceus por introduccion del pldmsido
pFL3R

Se compararon los niveles de produccién de mitramicina por la cepa salvaje de S. argillaceus ATCC
12956 conteniendo el pldsmido pFL3R y la misma cepa conteniendo (como control) el plasmido pWHM3
sin inserto. Para ello ambas cepas (salvaje y recombinante) se cultivaron en placas de medio de espo-
rulacién (Brafia et al. Can. J. Microbiol. 31: 736-743, 1983) durante 4 dias a 30°C. La mitramicina
presente en un 1 cm? de medio de cultivo se extrajo dos veces con 400 ul de acetonitrilo y 100 ul de
este extracto se analizaron mediante HPLC en una columna pgBondapak C18 utilizando un sistema de
deteccién de diodos. La fase mévil fue un gradiente de acetonitrilo: agua (conteniendo un 1 % de dcido
férmico) en proporcién 10 %:90% (v/v) hasta 100 % acetonitrilo en 30 minutos. La elucién se llevé a
cabo a un flujo de 1.5 ml/min. En estas condiciones la mitramicina presenta un tiempo de retencién de
17 minutos y se identifica por su espectro de absorcién caracteristico con maximos a 289 y 412 nm.

Los resultados (Fig. 5) indicaron que la cepa que contenfa el pldsmido recombinante pFL3R producia
aproximadamente unas 5 veces mas mitramicina que la cepa salvaje en la que se habia introducido como
control el vector plasmidico (pWHM3) sin ningtn inserto.

Ejemplo 2
Activacion de la produccion de actinorrodina en Streptomyces lividans TK21

Dentro de los estreptomicetos, S.lividans es considerado como un estreptomiceto no productor de
antibidticos. Sin embargo, bajo determinadas condiciones de cultivo y con una frecuencia muy baja,
se pueden observar algunas colonias de S.lividans que producen un pigmento azul difusible al medio
claramente visible que corresponde a la produccién del antibiético actinorrodina. Se piensa que este
microorganismo posee una ruta de biosintesis de actinorrodina “silenciosa” que puede ser activada por
genes activadores de otras rutas de biosintesis de antibiéticos relacionados. Se introdujo el plasmido
pFL3R en S.lividans TK21 por transformacién de protoplastos y se pudo apreciar que todas las colonias
transformantes (resistentes a tioestreptona, marcador de resistencia del pldsmido) producian el pigmento
azul indicativo de la activacién de la produccién de actinorrodina por pFL3R. Como control se transformé
la misma cepa con el vector plasmidico (pWHM3) sin inserto no aprecidndose colonias azules de entre
aproximadamente 2000 analizadas.

Descripcién de las figuras

Figura 1: Mapa de restriccién del fragmento Smal de 2,1 kb de Streptomyces argillaceus. Abreviaturas:
B, BamHI; E, EcoRlI; P, Pstl; Sm, Smal; Sp, Sphl.

Figura 2: Esquema del pldsmido pFL11R. Este pldsmido contiene un fragmento Smal de 2,1 kb de
Streptomyces argillaceus clonado en el sitio Smal del plasmido pUC18. Las abreviaturas de la
figura son convencionales para endonucleasas de restriccién.

Figura 3: Mapa de restriccion del fragmento Smal-Sphl de 1,8 kb de Streptomyces argillaceus. Abrevia-
turas: B, BamHI; E, EcoRlI; P, Pstl; Sm, Smal; Sp, Sphl.

Figura 4: Esquema del pldsmido pFL3R. Este plasmido contiene un fragmento Smal- Sphl de 1,8 kb
procedente de pFL11R clonado como Xbal- Sphl en los mismos sitios de restricciéon del pladsmido
bifuncional pWHMS3. Las abreviaturas de la figura son convencionales para endonucleasas de res-
tricciom.

Figura 5: Anadlisis por HPLC de la produccién de mitramicina por la cepa salvaje de S. argillaceus
conteniendo los plasmidos pWHM3 (A) 6 pFL11R (B).

La flecha indica el pico correspondiente a mitramicina.
Lista de secuencias

ID sec. N° 1

AGGGGGCGCC TGGGATTGCA CCCCAGTCAA TAAGGACCGC GATCGTCAGA GATGGTCTCA 60
CATTGATAGA GGGGCTTGAT ATGTCCGTGG AGTCGGAAGG TGTGACAGAA ATGAGT ATG 119
Met 1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

TCT
Ser

CCT
Pro

GAA
Glu

GAG
Glu

CAT
His
GTC
Val

ccc
Pro

GGG
Gly

CTG
Leu

CCG
Pro

CAT
His
AGG
Arg

CCG
Pro

GCC
Ala

AAT
Asn

ACG
Thr

GCC
Ala

AGC
Ser

TGTCAAGGAC GGTCGACCAC CCTCGTACGT GCTCGTGTTC CGCGCAGGCG AGGAGGATCC

ATGGCCGCCG CACAGCCGAT ACGTCTCTAC TGTTTCGCGC ATGCCGGGGC GGGCGTCTCT

GCCTTCCACG GGTGGGCGGC CCGCGTCGGC CCCGACGTGG TGCCCGTCCC GGTGCTGCTG

GTC
Val

ACC
Thr

GGG
Gly

TGT
Cys

CTT
Leu

CGG
Arg

ATG
Met

AGA
Arg

CGT
Arg

ACC
Thr

CAG
Gln

TAC
Tyr

CTC
Leu

GGA
Gly

TTA
Leu

CAG
Gln

CGG
Arg

GCG
Ala

CTC
Leu

GCG
Ala

CAG
Gln

CCA
Pro

CGA
Arg

GAT
Asp

GCG
Ala

ATT
1lle

AAG
Lys

GGA
Gly

ATC
Ile

GAC
Asp

AAC
Asn

CGC
Arg

ATG
Met

CAG
Gln

AAC
Asn

GCG
Ala

GGC
Gly

CCG
Pro

GTG
Val

CCG
Pro

AAG
Lys

ATT
Ile

Cccc
Pro

GCA
Ala

GCA
Ala

TCT
Ser

GCA
Ala

GAC
Asp

GAG
Glu

CGA
Arg

GAC
Asp

GTG
Val

TGG
Trp

TAG
*

CCG
Pro

AAG
Lys

GTG
Val

CGC
Arg

CTC
Leu

CTG
Leu

TTC
Phe

CTT
Leu

TTG
Leu

ATT
Ile

CTG
Leu

GCC
Ala

AAC
Asn

TCG
Ser

GAT
Asp

ATC
1le

TGG
Trp

TTA
Leu

CAG
Gln

ACG
Thr

AGC
Ser

ATA
Ile

CTG
Leu

GAC
Asp

TCT
Ser

AGC
Ser

CTC
Leu

GAA
Glu

ATA
Ile

ATC
Ile

GAG
Glu

CTC
Leu

CTC
Leu

ACC
Thr
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CGG CTC
Arg Leu

ATG CAG
Met Gln

GCG TCG
Ala Ser

GCG AAA
Ala Lys

TCG AAG
Ser Lys

ACC CGG
Thr Arg

CTT CGT
Leu Arg

CAG GGG
Gln Gly

TTC TGG
Phe-Trp

GGG CCG
Gly Pro

TGC CGT
Cys Arg

GGC GAC
Gly Asp

CAC GAT
His Asp

GCT CTC
Ala Leu

GGC CTG
Gly Leu

AGC TCG
Ser Ser

CCC TGG
Pro Trp

AGT
Ser

GTT
Val

AGC
Ser

ACA
Thr

GCT
Ala

CAG
Gln

CAG
Gln

GAT
Asp

CAG
Gln

AAG
Lys

ATC
Ile

TTG
Leu

CAA
Gln

GGC
Gly

GAG
Glu

GCG
Ala

GCG
Ala

GTC
Val

CTC
Leu

TTT
Phe

ACC
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

TTC
Phe

CCG
Pro

GGG
Gly

GTG
Val

GAA
Glu

GTC
Val

TAC
Tyr

ATC
Ile

CCG
Pro

TCG
Ser

CCG
Pro

AAC
Asn

GCG
Ala

GTG
Val

CTG
Leu

AAA
Lys

GGC
Gly

AAT
Asn

TTC
Phe

CCT
Pro

AGG
Arg

GCC
Ala

ACG
Thr

ATG
Met

TTC
Phe

TCC
Ser

TCG
Ser

GAC
Asp

GGC
Gly

CTC
Leu

GAC
Asp

CAA
Gln

GAC
Asp

TAT
Tyr

GAA
Glu

CGG
Arg

GCT
Ala

GGG
Gly

GAC
Asp

CTG
Leu

CGG
Arg

CAC
His
GAG
Glu

CGA
Arg

CGA
Arg

GTC
Val

ATG
Met

GAG
Glu

ACG
Thr

GAG
Glu

CTC
Leu

TTC
Phe

GGA
Gly

TTG
Leu

CTT
Leu

CTG
Leu

ACC
Thr

GCG
Ala

CGA
Arg

CAG
Gln

GAG
Glu

CAT
His

GAC
Asp

GCG
Ala

CTG
Leu

TAT
Tyr

TCG
Ser

CTG
Leu

TCG
Ser

TCC
Ser

GTG
Val

CAG
Gln

CAG
Gln

GCC
Ala

CTC
Leu

CTC
Leu

GTG
Val

GAC
Asp

CAC
His

GTC
Val

CTC
Leu

TGG
Trp

ATC
Ile

CCA
Pro

CGG
Arg

ACG
Thr

CAG
Gln

GAC
Asp

GCG
Ala

ATG
Met

CAG
Gln

CAC
His
CGG
Arg

CAG
Gln

GGC
Gly

GGG
Gly

CGCCGTTCCT CCCGGATGCT TCGGGCCGCC CTCAAGGCGC

CCCGGCCGCG ACCGACGCCG CCGCGAACCC CGGG

ACT
Thr

AAT
Asn

GCG
Ala

CTG
Leu

GTG
Val

CTG
Leu

GAG
Glu

TTG
Leu

GTG
Val

GAG
Glu

GGC
Gly

CAG
Gln

CTA
Leu

AAG
Lys

CGC
Arg

GCC
Ala

CCG
Pro

167
17

245
33

293
49

341
65

389
81

437
97

485
113

533
129

581
145

629
161

677
177

725
193

773
209

821
225

869
241

917
257

965
273

1017
276

1077

1137

1197

1231
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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento de ADN Smal de 2,1 kb del cromosoma de Streptomyces argillaceus ATCC 12956,
productor del antitumoral mitramicina, caracterizado por contener la secuencia de nucledtidos ID sec.
N° 1 que incluye una regién codificadora de un activador transcripcional.

2. Un fragmento de ADN Smal de 2,1 kb segin reivindicacién 1 y cuya configuracién de sitios de
restriccion se indica en la figura 1.

3. Un vector recombinante denominado pFL11R que contiene el fragmento Smal de 2,1 kb de la
reivindicaciones 1 y 2 clonado en el vector plasmidico pUC18.

4. Un fragmento de ADN Smal-Sphl de 1,8 kb obtenido de pFL11R con la configuracién de sitios de
restriccidon que se muestra en la figura 3 incluido en el fragmento de las reivindicaciones 1 y 2.

5. Un vector recombinante denominado pFL3R que contiene el fragmento Smal-Sphl de 1,8 kb en el
vector plasmidico pWHMS3 y la cepa de E.coli que lo contiene denominada FL3R.

6. La secuencia aminoacidica que se presenta en la lista de secuencias (ID N° 1) y que corresponde al
producto del gen activador descrito en la reivindicacién 1.

7. Una cepa recombinante de S. argillaceus conteniendo el plasmido pFL3R.

8. Un procedimiento para incrementar y detectar la produccién de mitramicina en S. argillaceus
conteniendo el plasmido recombinante pFL3R.

9. Un procedimiento para activar la produccién de actinorrodina en Streptomyces lividans TK21 con-
teniendo el pldsmido recombinante pFL3R.
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