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DESCRIPCION

Andlogos de la rapamicina.
Campo de la invencion

La presente invencidon proporciona métodos recombinantes y materiales para producir policétidos novedosos por
medio de la tecnologia de ADN recombinante. La invencién hace referencia a los campos de la agricultura, produccién
animal, quimica, quimica médica, medicina, biologia molecular, farmacologia, y tecnologia veterinaria.

Antecedentes de la invencion

Los policétidos representan una gran familia de diversos compuestos sintetizados a partir de unidades de 2 car-
bonos a través de una serie de condensaciones y modificaciones posteriores. Los policétidos existen en muchos tipos
de organismos, incluyendo hongos y bacterias miceliales, en particular, actinomicetos. Existe una amplia variedad de
estructuras de policétidos, y la clase de los policétidos abarca numerosos compuestos con actividades diversas. Eri-
tromicina, FK-506, FK-520, megalomicina, narbomicina, oleandomicina, picromicina, rapamicina, espinocina, y la
tilosina son ejemplos de tales compuestos. Dada la dificultad en la produccién de compuestos policétidos mediante la
metodologia quimica tradicional, y la tipicamente baja produccién de policétidos en las células de tipo salvaje, existe
un considerable interés por descubrir medios mejorados o alternativos para producir compuestos policétidos. Véanse
las publicaciones PCT Nums. WO 93/13663; WO 95/08548; WO 96/40968; 97/02358; y 98/27203; Las patentes de
los Estados Unidos Nums. 4.874.748; 5.063.155; 5.098.837; 5.149.639; 5.672.491; y 5.712.146; Fu et al., 1994, Bio-
chemistry 33: 9321-9326; McDaniel et al.,1993, Science 262: 1546-1550; y Rohr, 1995, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
34(8): 881-888.

Los policétidos son sintetizados en la naturaleza por las enzimas policétido sintasas (PKS). Estas enzimas, que son
complejos de miiltiples proteinas grandes, son similares a las sintasas que catalizan la condensacién de unidades de 2
carbonos en la biosintesis de dcidos grasos. Las enzimas PKS estdn codificadas por genes de PKS que normalmente
constan de tres o mds marcos de lectura abiertos (ORF). Se conocen dos tipos de enzimas PKS principales; estos
difieren en su composicién y modo de sintesis. Estos dos tipos principales de enzimas PKS son referidos comtinmente
como enzimas PKS de Tipo I o “modular” y de Tipo 2 o “iterativo”.

Las PKS modulares son responsables de la produccién de un gran nimero de antibidticos macrdlidos de 12,
14, y 16 miembros incluyendo eritromicina, megalomicina, metimicina, narbomicina, oleandomicina, picromicina,
y tilosina. Cada ORF de una PKS modular puede comprender uno, dos, o mds “moédulos” de actividad cetosin-
tasa, cada uno de cuyos mddulos consiste en al menos dos (si es un mddulo de carga) y més tipicamente tres
(para el médulo de elongaciéon mas simple) o mds actividades enzimdticas o “dominios”. Estas grandes enzimas
funcionales (>300,000 kDa) catalizan la biosintesis de macrolactonas de policétidos por medio de rutas de multi-
ples etapas que implican condensaciones descarboxilativas entre aciltioésteres seguidas de ciclos de actividades de
transformacién de carbonos S diversas (véase O’Hagan, D. The polyketide metabolites; E. Horwood: New York,
1991).

Durante la dltima media década, el estudio de la funcidén y la especificidad de 1a PKS modular ha sido enormemente
facilitado por el sistema de expresion en Streptomyces coelicolor basado en pldsmidos desarrollado con los genes de
la 6-desoxieritronolida B (6-dEB) sintasa (DEBS) (véase Kao et al., 1994, Science, 265: 509-512, McDaniel et al.,
1993, Science 262:1546-1557, y las Patentes de los Estados Unidos Nims. 5.672.491 y 5.712.146). Las ventajas
de este sistema genético basado en pldsmidos para DEBS son que supera las técnicas tediosas y limitadas para la
manipulacién del organismo anfitrién de DEBS natural, Saccharopolyspora erythraea, permite una construccién mas
facil de las PKS recombinantes, y reduce la complejidad del andlisis de las PKS proporcionando un fondo de anfitrién
“limpio”. Este sistema también acelera la construccion de la primera biblioteca combinatoria de policétidos modulares
en Streptomyces (véase la Publicacion PCT Num. WO 98/49315).

La capacidad para controlar los aspectos de la biosintesis de policétidos, tales como la selecciéon de monémeros y
el grado de tratamiento de los carbonos 3, mediante manipulacién genética de las PKS ha estimulado un gran interés
en la ingenieria combinatoria de los antibidticos novedosos (véase Hutchinson, 1998, Curr. Opin. Microbiol. 1: 319-
329; Carreras y Santi, 1998, Curr. Opin. Biotech. 9: 403-411; y Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.712.146 y
5.672.491). Este interés ha dado como resultado la clonacidn, anélisis, y manipulacién mediante tecnologia de ADN
recombinante de los genes que codifican las enzimas PKS. La tecnologia resultante permite manipular una agrupacioén
de genes de PKS conocida o producir el policétido sintetizado por esa PKS a niveles superiores de los que existen
en la naturaleza o en anfitriones que de otro modo no producen el policétido. La tecnologia también permite producir
moléculas que estdn estructuralmente relacionadas con, pero son distintas de, los policétidos producidos a partir de
agrupaciones de genes de PKS conocidas.

La rapamicina es un policétido macrociclico que es producido por Streptomyces hygroscopicus (ATCC 29253,
NRRL 5491) y Actinoplanes sp. N902-109 (véase Drugs and the Pharmaceutical Sciences, Vol. 82, Biotechnology of
Antibiotics; 2d Ed., ed. W.R. Strohl, Capitulo 17).
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La rapamicina tiene actividades antifiingica, antitumoral, e imunosupresora potente, y tiene un interés significa-
tivo para el tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias y la prevencion del rechazo de aloinjertos de 6rganos
y piel (véase Schwecke et al., Agosto 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 7839-7845, y las referencias alli cita-
das). La actividad inmunosupresora surge de la capacidad de la rapamicina para evitar la respuesta proliferativa de
las células T a la interleucina 2 unida al receptor de interleucina 2 (véase Schwecke et al., supra). Por tanto, la ra-
pamicina ofrece una excitante oportunidad para desarrollar nuevas clases de farmacos antifiingicos, antitumorales, e
inmunosupresores.

El nimero y la diversidad de derivados de rapamicina ha sido limitado debido al nimero limitado de modificaciones
quimicas que se pueden realizar en la molécula compleja y a la no disponibilidad de células anfitrionas recombinantes
que producen andlogos de rapamicina. Los sistemas genéticos que resultan del disefio de genes biosintéticos de rapa-
micina serian valiosos para crear compuestos novedosos para aplicaciones farmacéuticas, agricolas, y veterinarias. La
produccion de tales compuestos se obtendria mas facilmente si estuvieran disponibles células anfitrionas recombinan-
tes que produjeran diversos andlogos de rapamicina. En WO 98/54308 se hace referencia a la agrupacién de genes de
rapamicina y se describe el gen rapL, que estd implicado en la formacién del compuesto precursor dcido pipecélico.
La desactivacion del gen rapL permite introducir en el sistema precursores alternativos con el fin de producir ciertas
variantes de rapamicina.

La presente invencidn satisface estas y otras necesidades.
Compendio de la invencién

La presente invencién proporciona métodos recombinantes y materiales para expresar enzimas PKS y enzimas
de modificacién de policétidos derivadas en su totalidad o en parte de los genes biosintéticos de rapamicina en célu-
las anfitrionas recombinantes. La invencién también proporciona los policétidos producidos por tales enzimas PKS.
En la presente memoria se describen materiales recombinantes que comprenden acidos nucleicos con secuencias de
nucleétidos que codifican los genes biosintéticos de la rapamicina en los que al menos un dominio, médulo, o pro-
tefna codificada por un gen de PKS de rapamicina se ha suprimido, se ha vuelto inactivo mediante mutacion, o se ha
remplazado por una secuencia codificadora de un dominio, médulo o proteina diferente.

En una realizacion, la invencién proporciona células anfitrionas recombinantes que producen un derivado de rapa-
micina o un andlogo en particular 17-desmetilrapamicina. En una realizacion, el andlogo de rapamicna es producido
por una célula anfitriona recombinante que expresa una PKS hibrida que comprende toda o parte de la PKS de rapa-
micina y al menos una parte de una segunda PKS. En una realizacién preferida, la célula anfitriona es Streptomyces
hygroscopicus.

La invencién también proporciona policétidos novedosos, agentes antitumorales, agentes antiftingicos, inmunosu-
presores y otros compuestos ttiles derivados de alli. Los compuestos de la invencién también pueden ser utilizados en
la fabricacién de otro compuesto. Los compuestos de la invencién pueden ser formulados en una mezcla o solucién
para la administracién a un animal o ser humano.

Estas y otras realizaciones de la invencion se describen con mds detalle en la siguiente descripcidn, los ejemplos,
y las reivindicaciones mostradas mds abajo.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra los médulos y dominios de DEBS.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona compuestos utiles en particular 17-desmetilrapamicina y células anfitrionas
recombinantes. Segin se utiliza en la presente memoria, el término recombinante hace referencia a un compuesto
o composicién producido por la intervencién humana. En la presente memoria se describen compuestos de ADN
recombinante que codifican todos o una porcién de los genes biosintéticos de rapamicina. Asimismo se describen
vectores de expresion recombinantes utiles en la produccién de PKS de rapamicina y PKS hibridas formadas por
una porcién de la PKS de rapamicina en células anfitrionas recombinantes. La invencién también proporciona los
policétidos producidos por las PKS recombinantes y las enzimas de modificacién de policétidos.

La rapamicina pertenece a la clase de policétidos de los productos naturales cuyos miembros tienen diversas propie-
dades estructurales y farmacolégicas (véase Monaghan y Tkacz, 1990, Annu. Rev. Microbiol. 44: 271). La rapamicina
es ensamblada por una enzima policétido sintasa (PKS). Estas enzimas median condensaciones sucesivas de moné-
meros tioéster con coenzima A activado derivados de pequefios dcidos orgdnicos tales como acetato, propionato y
butirato. Los sitios activos requeridos para la condensacién incluyen una aciltransferasa (AT), proteina portadora de
acilo (ACP), y beta-cetoacilsintasa (KS). Cada ciclo de condensacién da como resultado un grupo S-ceto que se so-
mete a todas, algunas, o ninguna de una serie de actividades de transformacién. Los sitios activos que realizan estas
reacciones incluyen una cetorreductasa (KR), deshidratasa (DH), y enoilreductasa (ER). De este modo, la ausencia de
cualquier dominio de transformacién beta-ceto da como resultado la presencia de una cetona, una KR sola da lugar
a un hidroxilo, una KR y una DH dan como resultado un alqueno, mientras que una combinaciéon KR, DH, y ER
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conduce a una reduccién completa hasta un alcano. Tras el ensamblaje de la cadena de policétido, la molécula expe-
rimenta tfpicamente una o varias ciclaciones y una modificacién post-PKS (p. €j., glicosilacién, oxidacién, acilacién)
para obtener el compuesto activo final.

Los macrdlidos tales como la eritromicina y la rapamicina son sintetizados por PKS modulares (véase Cane et al.,
1998, Science 282: 63). Con fines ilustrativos, la PKS que produce el policétido eritromicina (6-desoxieritronolida B
sintasa 0 DEBS; véase la Patente de los Estados Unidos Num. 5.824.513) se muestra en la Figura 1. La DEBS es el
sistema PKS modular més caracterizado y ampliamente utilizado. La DEBS sintetiza el policétido 6-desoxieritronolida
B (6-dEB). En las enzimas PKS modulares tales como DEBS, las etapas enzimadticas para cada ronda de condensacién
y reduccién estan codificadas en un tnico “médulo” del polipéptido (esto es, un médulo distinto para cada ciclo de
condensacién). La DEBS consiste en un médulo de carga y 6 médulos de elongacién y un dominio de tioesterasa de
terminacion de la cadena (TE) en tres polipéptidos extremadamente grandes codificados por tres marcos de lectura
abiertos. (ORF, denominados eryAl eryAll,y eryAlll).

Cada una de las tres subunidades polipeptidicas de DEBS (DEBSI, DEBSII, y DEBSIII) contiene 2 médulos de
elongacién; DEBSI contiene adicionalmente el mddulo de carga. Colectivamente, estas proteinas catalizan la conden-
sacion y la reduccién apropiada de 1 unidad iniciadora de propionil CoA y 6 unidades elongadoras de metilmalonil
CoA. Los médulos de elongacién 1, 2, 5, y 6 contienen dominios KR; el médulo 4 contiene un grupo completo,
KR/DH/ER, de dominios reductivos y deshidratasa; y el médulo 3 no contiene ningtin dominio reductivo funcional.
Después de la condensacion y de las reacciones de deshidratacion y reduccion apropiadas, el intermedio unido a la
enzima es lactonizado por la TE en el extremo del médulo de elongacion 6 para formar 6-dEB.

Mais concretamente, el médulo de carga de DEBS consiste en dos dominios, un dominio acil-transferasa (AT) y un
dominio de proteina portadora de acilo (ACP). En otras enzimas PKS, el médulo de carga no estd compuesto por una
AT y una ACP pero en lugar de eso utiliza una KS inactivada, una AT, y una ACP. Esta KS inactivada se denomina en
la mayoria de los casos KS?, donde la letra del superindice es la abreviatura para el aminodcido, glutamina, que estd
presente en lugar de la cisteina del sitio activo requerida para la actividad. El dominio AT del médulo de carga reconoce
un acil CoA concreto (propionilo para DEBS, que también puede aceptar acetilo) y lo transfiere en forma de un éster
de tiol a la ACP del médulo de carga. Al mismo tiempo, la AT de cada uno de los médulos de elongacién reconoce un
CoA elongador concreto (metilmalonil para DEBS) y lo transfiere a la ACP de ese médulo para formar un tioéster. Una
vez que la PKS es cebada con acil- y malonil-ACP, el grupo acilo del médulo de carga migra para forma un éster de tiol
(trans-esterificacion) en la KS del primer médulo de elongacidn; en esta fase, el médulo de elongacién 1 posee un acil-
KS y un metilmalonil ACP. El grupo acilo derivado del médulo de carga es anclado después covalentemente al carbono
alfa del grupo malonilo para formar un enlace carbono-carbono, conducido por una descarboxilacién concomitante,
y generando un nuevo acil-ACP que tiene un esqueleto dos carbonos mads largo que la unidad de carga (elongacion o
extension). La cadena de policétido en crecimiento es transferida desde ACP a KS del siguiente médulo, y el proceso
continda.

La cadena de policétido, que crece dos carbonos cada médulo, se hace pasar sucesivamente en forma de un éster
de tiol unido covalentemente de médulo en médulo, en un procedimiento de tipo cadena de ensamblaje. La cadena
carbonada producida mediante este procedimiento sola poseeria una cetona cada dos dtomos de carbono, produciendo
una policetona, de la cual procede el nombre de policétido. Comtinmente, no obstante, el grupo ceto beta de cada
unidad de dos carbonos es modificado justo después de haber sido afiadido a la cadena de policétido en crecimiento
pero antes de ser transferido al siguiente médulo por una KR, una KR mds una DH, o una KR, una DH, y una ER.
Como se ha indicado antes, los médulos pueden contener también actividades enziméticas adicionales.

Una vez que la cadena de policétido atraviesa el médulo de elongacién final de una PKS, encuentra el dominio
liberador o tioesterasa encontrado en el extremo carboxilo de 1a mayoria de las PKS. Aqui, el policétido es escindido de
la enzima y ciclado. El policétido resultante puede ser modificado adicionalmente por medio de enzimas de adaptacién
o modificacién; estas enzimas afiaden grupos carbohidrato o grupos metilo, o realizan otras modificaciones, esto es,
oxidacion o reduccidn, sobre la molécula nicleo del policétido. Por ejemplo, las etapas finales en la conversién de
6-dEB en eritromicina A incluyen las acciones de numerosas enzimas de modificacidn, tales como: hidroxilaciéon C-
6, anclaje de los azicares micarosa y desosamina, hidroxilaciéon C-12 (que produce eritromicina C), y conversion de
micarosa en cladinosa via O-metilacion.

Con esta vision de conjunto de la PKS DEBS, se puede apreciar mejor la PKS de rapamicina algo mds compleja
(RAPS para la rapamicina sintasa) y las enzimas de modificacién de rapamicina. Los genes que codifican la PKS y las
enzimas de modificacién son referidos colectivamente en la presente memoria como agrupacion de genes biosintéticos
de la rapamicina. La agrupacién de genes biosintéticos de rapamicina fue descrita primero por Schwecke et al., supra.
Esta referencia informé de que la PKS estaba compuesta por tres proteinas, RAPS1, RAPS2, y RAPS3, codificadas
por tres genes, rapA, rapB, y rapC, respectivamente. RAPS1 comprendia el médulo de carga (también referido como
dominio de carga) y cuatro médulos de elongacién (1 a 4). RAPS2 codificaba seis médulos de elongacién (5 a 10).
RAPS3 codificaba cuatro médulos de elongacién (11 a 14).

El médulo de carga de RAPS es algo mds inusual que el de DEBS ya que comprende un dominio ligasa de coenzima
A (CoA), un dominio ACP, y un dominio ER. El dominio CoA se une a un derivado de acido shikimico (4cido (4R,5R)-
4,5-dihidroxiciclohex-1-enocarboxilico) que es reducido por el dominio ER para proporcionar la unidad iniciadora de
acido (1R,3R,4R)-dihidroxiciclohexanocarboxilico.
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Los médulos de elongacién de RAPS comprenden todos los dominios KS, AT, y ACP. Las especificidades de los
dominios AT y la presencia de los dominios KR, DH, y ER en cada uno de los médulos de elongacién son identificadas
en la siguiente tabla (véase Aparicio et al., 1996, Gene 169: 9-16).

Médulo de Especificidad AT Dominios KR, DH, y ER
elongacién ‘
1 Metilmalonil CoA KR, DH, ER

2 Malonil CoA KR (inactiva)

3 Metilmalonil CoA KR, DH, ER

4 Metilmalonil CoA KR, DH ‘
5 Malonil CoA KR j
6 Metilmalonil CoA KR (inactivo), DH }
7 Metilmalonil CoA  |KR, DH, ER
8 Malonil COA KR, DH ;
9 Malonil CoA KR, DH |
10 Metilmalonil CoA KR, DH

11 Malonil CoA KR

12 Malonil CoA KR

13 Metilmalonil CoA KR, DH, ER

14 Malonil CoA Ninguno

Como se describe mas cuidadosamente mas abajo, se pueden producir enzimas PKS novedosas que difieren de
RAPS en que la especificidad de AT y/o la presencia o ausencia de los dominios KR, DH, y/o ER de al menos uno de
los médulos de elongacion es diferente.

RAPS es también algo mas inusual que DEBS ya que no contiene un dominio TE que cicle el policétido. En lugar
de eso, en RAPS, la ciclacion estd mediada por el producto del gen rapP. De este modo, la cadena de policétido de la
rapamicina es transferida de RAPS3 al grupo amino de un radical pipecolilo unido a RAPP, y el anillo de macrolacta-
ma es formado por el ataque del hidroxilo C-34 en el grupo carboxilo del radical pipecolilo. El radical pipecolilo estd
formado por una lisina ciclodesaminasa codificada por el gen rapL en la agrupacion génica biosintética de la rapamici-
na. En la presente memoria de describen células anfitrionas recombinantes derivadas de células anfitrionas productoras
de rapamicina en las que el gen de rapL se ha vuelto inactivo por una delecién o mutacion. Tales células anfitrionas
pueden ser provistas después de dcido D,L-pipecdlico, para elaborar rapamicina, o derivados de dcido pipecdlico u
otros compuestos susceptibles de servir como sustratos para el producto del gen rapP, para elaborar derivados de
rapamicina. Tales células anfitrionas también pueden ser utilizadas para expresar derivados PKS de rapamicina (inclu-
yendo aquellos formados por delecién o inactivacién de un dominio o dominios y aquellos formados por sustitucién
de un dominio o dominios por un dominio o dominios de una PKS heter6loga), de nuevo introduciendo dcido D,L-
pipecdlico, derivados de 4cido pipecdlico, u otros compuestos susceptibles de servir como sustratos para el producto
del gen rapP. Tales otros compuestos incluyen, por ejemplo y sin limitacién, L-prolina y sus derivados.

Una vez que se ha formado el anillo macrolactimico de rapamicina, otras numerosas enzimas de modificacién de
rapamicina actdan sobre el compuesto para formar rapamicina. Para facilitar el estudio de estas enzimas y los genes
que las codifican, se muestra mas abajo la estructura de la rapamicina.
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Las enzimas de modificacion de rapamicina metilan los grupos hidroxilo de C-16 y C-39 para formar los grupos
metoxi C-16 y C-39, oxidan C-9 para formar el grupo ceto C-9, oxidan C-27 para formar un hidroxilo, y después
metilan el hidroxilo de C-27 para formar el metoxi C-27.

Los genes que codifican estas enzimas de modificaciéon también han sido clonados y caracterizados. Véase Drugs
and the Pharmaceutical Sciences, Vol. 82, supra, y Molnar et al., 1996, Gene 169:1-7.

De este modo, el producto del gen rapl metila el grupo hidroxilo C-39 para formar el grupo metoxi C-39. El
producto del gen rapJ es una enzima P450 que oxida C-9 para formar el grupo ceto C-9. El producto del gen rapN,
una enzima P450, y el producto del gen rapO, una ferredoxina, oxidan juntos C-27 para, en efecto, anclar un grupo
hidroxilo a esa posicién. Los productos de los genes rapM y rapQ son metiltransferasas que metilan los grupos
hidroxilo C-16 y C-27.

En la presente memoria se describen células anfitrionas recombinantes que derivan de células anfitrionas produc-
toras de rapamicina y difieren de ellas por la inactivacién de uno o mas de los genes rapl, rapJ, rapM, rapN, rapO, y
rapQ. Como se ha mencionado antes, estas células también incluyen aquellas en las que el gen rapL también ha sido
inactivado. Las células anfitrionas ilustrativas incluyen células anfitrionas derivadas de Streptomyces hygroscopicus
ATCC 29253 en las que se han inactivado los genes indicados: (i) rapl, (ii) rapJ, (iii) rapM, (iv) rapQ, (V) rapN, y
rapO, (Vi) rapM, rapN, rapO, (vii) rapN, rapO, y rapQ, (viii) rapM, rapN, rapO, y rapQ, y (ix) rapL, rapM, rapN,
rapO, y rapQ. También se describen células anfitrionas que también expresan derivados de PKS de rapamicina, como
se ha indicado antes y se ejemplifica mds abajo.

Una célula anfitriona recombinante ilustrativa expresa una PKS de rapamicina recombinante en la cual el dominio
1 KS del médulo de elongacién es inactivado por delecién u otra mutacién. La inactivacién puede estar mediada por
un cambio en el dominio KS que lo hace incapaz de unirse al sustrato (denominada mutacién KS1°). Esta inactivacién
puede ser producida por una mutacién en el codén para la cisteina del sitio activo que cambia el codén por otro codén,
tal como un codén de alanina. Las células anfitrionas que expresan, o los extractos libres de células que contienen,
una PKS que comprende la proteina codificada de ese modo pueden ser introducidas o suministradas con tioésteres
de N-acilcisteamina de moléculas precursoras para preparar un policétido de interés. Véase la solicitud de Patente
de los Estados Unidos con el Num. de Serie 09/492.733, presentada el 27 de Enero de 2.000, y las publicaciones de
patente PCT Niims. US99/03986 y US00/44717. Tales constructos KS1° son ttiles en la produccién de anédlogos de
rapamicina que difieren de la rapamicina en la composicién de la unidad iniciadora.

Las células anfitrionas recombinantes descritas en la presente memoria incluyen aquellas en las que las secuencias
codificadoras para uno o mas dominios o médulos de la PKS de rapamicina han sido suprimidas mediante recombina-
ciéon homologa. De este modo, se describen una variedad de células anfitrionas productoras de rapamicina modificada
en las cuales uno o mas de los genes biosintéticos de rapamicina han sido mutados o desorganizados. Estas células
son utiles cuando se desea remplazar la funcién desorganizada por un producto génico expresado por un vector de
expresion de ADN recombinante. Los vectores de expresion ilustrativos se describen con mas detalle mds abajo. Tales
células anfitrionas pueden ser las células anfitrionas preferidas para expresar andlogos de rapamicina. Las células an-
fitrionas particularmente preferidas de este tipo incluyen aquellas en las que la secuencia codificadora para el médulo
de carga ha sido mutado o desorganizado, aquellas en las que uno o mds de cualquiera de los ORF del gen de PKS
ha sido mutado o desorganizado, y/o aquellas en las que los genes para una o mas enzimas de modificacién han sido
mutados o desorganizados.

Si bien la presente invencién proporciona células anfitrionas recombinantes titiles derivadas de células anfitrionas
productoras de rapamicina tales como Streptomyces hygroscopicus, los andlogos de rapamicina de la presente inven-
cion pueden ser producidos en anfitriones heter6logos mediante la expresion de todo o de una porcién del gen biosin-
tético de rapamicina. Se describen los métodos para la expresion heter6loga de uno o mas de uno o mas genes biosin-
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téticos de rapamicina y vectores de expresion de ADN recombinante ttiles en el método. Se considera que cualquier
célula anfitriona distinta de una célula anfitriona productora de rapamicina de origen natural es una célula anfitriona he-
teréloga. De este modo, estan incluidos los vectores de expresion recombinantes que incluyen tales dcidos nucleicos.

El término vector de expresion, seglin se utiliza en la presente memoria, hace referencia a un dcido nucleico
que puede ser introducido en una célula anfitriona o un sistema de transcripcién y traduccién libre de células. Un
vector de expresion puede ser mantenido permanentemente o transitoriamente en una célula, ya sea como parte del
ADN cromosémico u otro ADN en la célula o en cualquier compartimento celular, tal como un vector replicante
en el citoplasma. Un vector de expresién también comprende un promotor que conduce la expresion de un ARN,
que es traducido tipicamente a un polipéptido en la célula o el extracto celular. Para la traduccién eficaz del ARN a
proteina, el vector de expresién también contiene tipicamente una secuencia del sitio de unién al ribosoma situada
aguas arriba del codén de iniciacioén de la secuencia codificadora del gen que va a ser expresado. También pueden
estar presentes en el vector de expresion otros elementos, tales como intensificadores, secuencias sefial de secrecion,
secuencias de terminacién de la transcripcién, y uno o mds genes marcadores por los cuales pueden ser identificadas
y/o seleccionadas las células anfitrionas que contienen el vector. Se prefieren los marcadores seleccionables, esto
es, genes que confieren resistencia o sensibilidad a antibiéticos y confieren un fenotipo seleccionable a las células
transformadas cuando las células se desarrollan en un medio selectivo apropiado.

Los diversos componentes de un vector de expresion pueden variar ampliamente, dependiendo del uso pretendido
del vector y de la célula o las células anfitrionas en las cuales se pretende que el vector replique o conduzca la expre-
sién. Los componentes del vector de expresion adecuados para la expresion de genes y el mantenimiento de vectores
en E. coli, levadura, Streptomyces, y otras células utilizadas cominmente son ampliamente conocidos y son asequibles
comercialmente. Por ejemplo, los promotores adecuados para la inclusién en los vectores de expresion incluyen aque-
llos que funcionan en células anfitrionas eucaridticas y procaridticas. Los promotores pueden comprender secuencias
reguladoras que permiten la regulacién de la expresion en relacién con el crecimiento de la célula anfitriona o que
hacen que la expresion de un gen se efectie o no se efectie en respuesta a un estimulo quimico o fisico. Para E. coli
y otras ciertas células anfitrionas bacterianas, se pueden utilizar promotores derivados de genes para enzimas biosin-
téticas, enzimas que confieren resistencia a antibiéticos, y proteinas de fagos e incluyen, por ejemplo, los promotores
de galactosa, lactosa (lac), maltosa, triptéfano (trp), beta-lactamasa (bla), bacteriéfago lambda PL, y T5. Ademais,
también se pueden utilizar los promotores sintéticos, tales como el promotor tac (Patente de los Estados Unidos Niim.
4.551.433).

De este modo, los vectores de expresién recombinante contienen al menos un sistema de expresion, que, a su vez,
estd compuesto por al menos una porcién de PKS de rapamicina, otro gen biosintético de rapamicina o ambos que co-
difican secuencias conectadas operablemente a un promotor y opcionalmente secuencias de terminacién que funcionan
para efectuar la expresion de la secuencia codificadora en células anfitrionas compatibles. Las células anfitrionas son
modificadas por transformacion con vectores de expresion de ADN recombinante de la invencion para que contengan
las secuencias del sistema de expresion o bien en forma de elementos extracromosémicos o bien integrados en el cro-
mosoma. Las células anfitrionas resultantes son ttiles en los métodos para producir PKS y enzimas de modificacién
post-PKS asi como policétidos y antibiéticos y otros compuestos ttiles derivados de alli.

Las células anfitrionas preferidas con el fin de seleccionar los componentes del vector para los vectores de expre-
sién incluyen células anfitrionas fiingicas tales como células anfitrionas de levadura y procaridticas tales como E. coli
y Streptomyces, pero también se pueden utilizar células anfitrionas de mamifero. En anfitriones tales como levaduras,
plantas; o células de mamifero que normalmente no producen policétidos, puede ser necesario proporcionar, también
tipicamente mediante métodos recombinantes, holo-ACP sintasas adecuadas para convertir la PKS producida recom-
binantemente en funcional. La provision de tales enzimas se describe, por ejemplo, en las publicaciones PCT Nums.
WO 97/13845 y 98/27203. Las células anfitrionas particularmente preferidas para los fines de la presente invencién
son las células anfitrionas de Streptomyces, como se discute con mds detalle mds abajo.

En una realizacion preferida, los vectores de expresion se utilizan para construir una célula anfitriona de Strep-
tomyces recombinante heteréloga que expresa una PKS recombinante. Streptomyces es un anfitrién conveniente para
expresar policétidos, debido a que los policétidos son producidos naturalmente en ciertas especies de Streptomyces,
y las células de Streptomyces generalmente producen los precursores necesarios para formar el policétido deseado.
Los expertos en la técnica reconoceran que, si una célula anfitriona de Strepfomyces produce cualquier porcién de una
enzima PKS o produce una enzima de modificacién de policétido, el vector recombinante necesita conducir la expre-
sién solamente de aquellos genes que constituyen el resto de la enzima PKS deseada u otras enzimas modificadoras
de policétidos. De este modo, semejante vector puede comprender solamente un tinico ORF, constituyendo el resto de
los polipéptidos deseados la PKS proporcionada por los genes del ADN cromosémico de la célula anfitriona.

Si Streptomyces u otra célula anfitriona produce normalmente policétidos, puede ser deseable modificar el anfitrién
con el fin de evitar la produccién de policétidos endégenos antes de su uso para expresar la PKS recombinante de la
invencion. Tales anfitriones modificados incluyen S. coelicolor CH999 y S. lividans modificado de un modo similar
descrito en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.672.491, y en las publicaciones PCT Nims. WO 95/08548 y
WO 96/40968. En tales anfitriones, puede no ser necesario proporcionar actividades enziméticas para todas las modi-
ficaciones post-traduccionales deseadas de las enzimas que elaboran la PKS producida recombinantemente, debido a
que el anfitrién expresa naturalmente tales enzimas. En particular, estos anfitriones contienen generalmente holo-ACP
sintasas que proporcionan el resto fosfopantoteinilo necesario para la funcionalidad de la PKS.
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En la presente memoria se describe una amplia variedad de vectores de expresion para su uso en Streptomyces.
Los vectores de expresion replicante incluyen, por ejemplo y sin limitacién, aquellos que comprenden un origen de
replicacién de un vector con un bajo niimero de copias, tal como SCP2* (véase Hopwood et al., Genetic Manipulation
of Streptomyces: A Laboratory manual (The John Innes Foundation, Norwich, U.K., 1985); Lydiate et al., 1985, Gene
35: 223-235; y Kieser y Melton, 1988, Gene 65: 83-91), SLP1.2 (Thompson et al., 1982, Gene 20: 51-62), y pSGS5
(ts) (Muth et al., 1989, Mol. Gen. Genet. 219: 341-348, y Bierman et al., 1992, Gene 116: 43-49), o un vector con
un elevado nimero de copias, tal como plJ101 y pJV1 (véase Katz et al., 1983, J. Gen. Microbiol. 129:2703-2714;
Vara et al., 1989, J. Bacteriol. 171: 5782-5781; y Servin-Gonzalez, 1993, Plasmid 30: 131-140). No obstante, los
vectores con un elevado nimero de copias no son preferidos para la expresién de genes grandes o genes multiples.
Para los vectores no replicantes e integrantes y generalmente para cualquier vector, es ttil incluir al menos un origen
de replicacién de E. coli, tal como el de pUC, p1P, pll, y pBR. Para los vectores basados en fagos, se pueden emplear
el fago phiC31 y su derivado KC515 (véase Hopwood et al., supra). Asimismo, el plasmido pSET152, el pldsmido
PSAM, los plasmidos pSE101 y pSE211, todos los cuales se integran de un modo especifico del sitio en el ADN
cromosomico de S. lividans, pueden ser empleados para los fines de la presente invencion.

Los vectores de expresién recombinantes de Streptomyces comprenden tipicamente uno o mas marcadores selec-
cionables, incluyendo genes que confieren resistencia a antibidticos seleccionados del grupo que consiste en los genes
que confieren resistencia ermE (confiere resistencia a eritromicina y lincomicina), tsr (confiere resistencia a tioes-
trepton), aadA (confiere resistencia a espectinomicina y estreptomicina), aacC4 (confiere resistencia a apramicina,
kanamicina, gentamicina, geneticina (G418), y neomicina), hyg (confiere resistencia a higromicina), y vph (confiere
resistencia a viomicina). Alternativamente, numerosos policétidos son coloreados naturalmente, y esta caracteristica
puede proporcionar un marcador incorporado para identificar células.

Las bacterias estreptomicetos han sido ampliamente utilizadas durante casi 50 afios y son excelentes anfitriones
para la produccién de rapamicina y sus andlogos. Streptomyces lividans 'y S. coelicolor han sido desarrollados para
la expresion de sistemas PKS heter6logos. Estos organismos pueden mantener establemente genes PKS heterélogos
clonados, expresarlos a elevados niveles en condiciones controladas, y modificar las correspondientes proteinas PKS
(p. €j., fosfopantoteinilacién) de manera que sean capaces de producir los policétidos que codifican. Ademds, estos
anfitriones contienen las rutas necesarias para producir los sustratos requeridos para la sintesis de policétidos; p. €j.,
propionil-CoA y metilmalonil-CoA. Se encuentra disponible una amplia variedad de vectores de clonacién y expresion
para estos anfitriones, como son los métodos para la introduccién y el mantenimiento estable de grandes segmentos de
ADN foraneo. S. lividans y S. coelicolor crecen bien en numerosos medios y han sido adaptados a un elevado nivel de
produccion de policétidos en fermentadores. Si los niveles de produccién son bajos, se encuentran disponibles nume-
rosos enfoques racionales para mejorar el rendimiento (véase Hosted y Baltz, 1996, Trends Biotechnol. 14(7):245-50).
También se pueden emplear métodos empiricos para incrementar los titulos de estos macrélidos, que han demostrado
ser eficaces durante mucho tiempo para numerosos policétidos.

Las combinaciones de células anfitrionas de Streptomyces/vector incluyen células anfitrionas de S. coelicolor
CH999 y S. lividans K4-114, que han sido modificadas con el fin de que no produzcan el policétido actinorhodina, y
vectores de expresion derivados de los vectores pRM1 y pRMS5, como se describe en la Patente de los Estados Unidos
Num. 5.830.750 y en las solicitudes de patente de los Estados Unidos con los Niims. de Serie 08/828.898, presentada
el 31 de Marzo de 1997, y 09/181.833, presentada el 28 de Oct. 1998. Estos vectores son particularmente preferidos
ya que contienen promotores compatibles con numerosos y diversos Streptomyces sp. Los promotores particularmente
utiles para las células anfitrionas de Strepfomyces incluyen aquellas de las agrupaciones de genes de PKS que dan
como resultado la produccién de policétidos como metabolitos secundarios, incluyendo promotores de agrupaciones
de genes de PKS aromaticas (Tipo II). Los ejemplos de promotores de agrupaciones de genes de PKS de Tipo II son
los promotores del gen act y los promotores del gen fcm; un ejemplo de un promotor de la agrupacién de genes de
PKS de Tipo I son los promotores de los genes PKS y los genes DEBS de espiramicina. También se describen los
promotores del gen biosintético de la rapamicina en forma recombinante. Estos promotores pueden ser utilizados para
conducir la expresion de los genes biosintéticos de la rapamicina o cualquier otra secuencia codificadora de interés en
células anfitrionas en las cuales funciona el promotor, concretamente Micromonospora megalomicea y generalmente
cualquier especie de Streptomyces.

Como se ha descrito antes, las secuencias de control particularmente utiles son aquellas que solas o junto con
sistemas reguladores adecuados activan la expresién durante la transicion del crecimiento a la fase estacionaria en el
micelio vegetativo. Es particularmente preferido el promotor contenido en el plasmido pRMS5 mencionado antes, esto
es, el par promotor actl/actlll y el gen activador actll-ORF4. Otros promotores de Streptomyces utiles incluyen sin
limitacion los del gen ermE y el gen melC1, que actdan constitutivamente, y el gen tipA y el gen merA, que pueden
ser inducidos en cualquier fase de crecimiento. Ademds, el sistema de la ARN polimerasa de T7 ha sido transferido
a Streptomyces 'y puede ser empleado en vectores adecuados y células anfitrionas de la invencién. En este sistema, la
secuencia codificadora para la ARN polimerasa de T7 es insertada en un sitio neutro del cromosoma o en un vector
bajo el control del promotor merA inducible, y el gen de interés es colocado bajo el control del promotor de T7. Como
se ha observado antes; se pueden emplear uno o mas genes activadores para intensificar la actividad de un promotor.
Los genes activadores ademds del gen actll-ORF4 descrito antes incluyen los genes dnrl, redD, y ptpA (véase la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos Ntim. de Serie 09/181.833, supra).

Para proporcionar una célula anfitriona y un vector preferidos, se colocan los genes biosintéticos de rapamicina
en un vector de expresion recombinante y se transfieren a los anfitriones no productores de macrélidos Streptomyces
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lividans K4-114 y S. coelicolor CH999. La transformacién de S. lividans K4-114 o S. coelicolor CH999 con este
vector de expresion da como resultado una cepa que produce cantidades detectables de rapamicina como se determina
mediante andlisis de los extractos mediante LC/MS. Se describen los compuestos de ADN recombinante en los cuales
el dominio 1 KS del médulo de elongacién de rapamicina codificada estd inactivado. La introduccién en Streptomyces
lividans o S. coelicolor de un vector de expresion recombinante que codifica una PKS de rapamicina con un dominio
KS1° produce una célula anfitriona util para elaborar policétidos mediante un procedimiento conocido como alimen-
tacion de dicétidos. Las células anfitrionas resultantes pueden ser alimentadas o suministradas con tioésteres de N-
acilcisteamina de moléculas precursoras para preparar andlogos de rapamicina.

Las células anfitrionas recombinantes pueden expresar todos los genes biosintéticos de rapamicina o solamente un
subgrupo de los mismos. Por ejemplo, si se expresan solamente los genes para la PKS de rapamicina en una célula
anfitriona que de otro modo no produce enzimas modificadoras de policétidos que puedan actuar sobre el policéti-
do producido, la célula anfitriona produce policétidos no modificados, denominados agliconas de macrdlidos. Tales
agliconas de macrélidos pueden ser modificadas afiadiéndolas a la fermentacién de una cepa tal como, por ejem-
plo, Streptomyces hygroscopicus que contiene las enzimas de modificacién requisito. Existe una amplia variedad de
organismos diversos que pueden modificar las agliconas de macrélidos para proporcionar compuestos con activida-
des utiles, o que pueden ser ficilmente modificados para que las tengan. Por ejemplo, Saccharopolyspora erythraea,
Streptomyces venezuelae, S. narbonensis, Micromonospora megalomicea, Streptomyces antibioticus, S. fradiae, y S.
thermotolerans contienen enzimas de modificacion de policétidos.

Los métodos y constructos genéticos para producir los compuestos de la invencidn directamente en la célula an-
fitriona de interés se describen en la presente memoria. De este modo, los genes recombinantes, que incluyen los
genes rapA, rapB, y rapC recombinantes con una o mds deleciones y/o inserciones, incluyendo los remplazos de un
fragmento del gen rap por un fragmento génico de un gen de PKS heterélogo pueden ser incluidos en los vectores
de expresion adecuados para la expresion de los productos génicos codificados en células anfitrionas de Strepromyces
hygroscopicus.

De este modo, se describen enzimas de PKS hibridas y las correspondientes células anfitrionas recombinantes que
producen esas enzimas de PKS hibridas. Para los fines de la invencién, una PKS hibrida es una PKS recombinante
que comprende todos o parte de uno o mds médulos de elongacién y/o médulo de carga de la PKS de rapamicina y
todos o parte de uno o mas médulos de elongacién y/o médulo de carga de una segunda PKS. La segunda PKS puede
ser solamente una porcién de una PKS que no es de rapamicina, tal como DEBS, FK-506 PKS, y FK-520 PKS. Los
ejemplos ilustrativos de semejantes PKS hibridas se describen mas abajo.

Los expertos en la técnica reconocerdn que no se necesita aislar toda o parte de una PKS hibrida de una fuente de
origen natural. Por ejemplo, solamente una pequefia porcién de un dominio AT determina su especificidad. Véase la
publicacién de patente PCT Num. WO US00/01838, y Lau et-al., infra. El estado de la técnica en la sintesis de ADN
permite al artesano construir de novo compuestos de ADN de un tamaiio suficiente para construir una porcién util de
un médulo o dominio de PKS. De este modo, las secuencias que codifican el derivado deseado pueden ser sintetizadas
utilizando los métodos de sintesis en fase sélida normalizados tales como los descritos por Jaye et al., 1984, J. Biol.
Chem. 259: 6331, y los aparatos para la sintesis automatizada son asequibles comercialmente, por ejemplo, de Applied
Biosystems, Inc. Se considera que tales compuestos de ADN sintético son una porcién de una PKS.

Una PKS hibrida puede resultar no solamente:

(1) de fusiones de secuencias codificadoras de un dominio heterélogo (donde heter6logo representa que los domi-
nios de un médulo estdn derivados de al menos dos mddulos de origen natural diferentes) para producir una secuencia
codificadora de un mdédulo hibrido contenido en un gen de PKS cuyo producto es incorporado a PKS, si no también:

(ii) de fusiones de secuencias codificadoras de un médulo heter6logo (donde médulo heterélogo representa dos
mdédulos que son adyacentes entre si que no son adyacentes entre si en las enzimas PKS de origen natural) para
producir una secuencia codificadora hibrida contenida en un gen de PKS cuyo producto es incorporado a una PKS,

(iii) de la expresion de uno o mds genes de PKS de rapamicina con uno o mds genes de PKS que no son de
rapamicina, incluyendo genes no de rapamicina tanto de origen natural como recombinantes, y

(iv) de combinaciones de los anteriores.
Mais abajo se describen diversas PKS hibridas que ilustran estas diversas alternativas.

Asimismo se describen derivados de PKS de rapamicina que no contienen dominios, médulos, o proteinas de PKS
no heter6logos, pero en lugar de ello derivados de PKS de rapamicina mediante la inactivacién de al menos un dominio
de al menos un médulo. Mds abajo se proporcionan varios ejemplos de PKS derivadas de rapamicima.

La siguiente tabla muestra el andlogo de rapamicina producido por la PKS de rapamicina hibrida o derivada. En
cada caso, la célula anfitriona productora es Streptomyces hygroscopicus, y también se indican los genes de la enzima
de modificacién. Los andlogos de rapamicina mostrados en la tabla son compuestos antiftingicos (se ejemplifica la 17-
desmetilrapamicina; los otros andlogos son con fines comparativos).
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Compuesto/PKS
17,18-dihidrorapamicina/dominio ER insertado en médulo de elongacién 10
19,20-dihidrorapamicina/dominio ER insertado en médulo de elongacién 9
21,22-dihidrorapamicina/dominio ER insertado en médulo de elongacién 8
17,18,19,20-tetrahidrorapamicina/dominio ER insertado en médulos de elongacién 9y 10
17,18,21,22-tetrahidrorapamicina/dominio ER insertado en médulos de elongacién 8 y 10
19,20,21,22-tetrahidrorapamicina/dominio ER insertado en médulos de elongaciéon 8 y 9
17,18,19,20,21,22-hexahidrorapamicina/dominio ER insertado en médulos de elongacién 8,9y 10

16-desmetil-17,18-dihidrorapamicina/rapamicina 16-O-metiltransferasa desactivada; dominio ER insertado en mé-
dulo de elongacién 10

16-desmetil-19,20-dihidrorapamicina/rapamicina 16-O-metiltransferasa desactivada; dominio ER insertado en mé-
dulo de elongacién 9

16-desmetil-21,22-dihidrorapamicina/rapamicina 16-O-metiltransferasa desactivada; dominio ER insertado en mé-
dulo de elongacién 8

16-desmetil-17,18,19,20-tetrahidrorapamicina/rapamicina 16-O-metiltransferasa desactivada; dominio ER inserta-
do en médulos de elongaciéon 9y 10

16-desmetil-17,18,21,22-tetrahidrorapamicina/rapamicina 16-O-metiltransferasa desactivada; dominio ER inserta-
do en médulos de elongacién 8 y 10

16-desmetil-19,20,21,22-tetrahidrorapamicina/rapamicina 16-O-metiltransferasa desactivada; dominio ER inserta-
do en médulo de elongacién 10

16-desmetil-17,18,19,20,21,22-hexahidrorapamicina/rapamicina 16-O-metiltranferasa desactivada; dominio ER in-
sertado en médulos de elongacién 8, 9y 10

17-desmetilrapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10
23-desmetilrapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 7
17,23-didesmetilrapamicina/remplazos de AT en los médulos de elongacién 7'y 10

17-desmetil-17,18-dihidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10; dominio ER insertado en
mddulo de elongacién 10

17-desmetil-19,20-dihidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10; dominio ER insertado en
mddulo de elongacién 9

17-desmetil-21,22-dihidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10; dominio ER insertado en
mddulo de elongacién 8

17-desmetil-17,18,19,20-tetrahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10; dominio ER inser-
tado en médulos de elongacién 9y 10

17-desmetil-17,18,21,22-tetrahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10; dominio ER inser-
tado en médulos de elongacién 8 y 10

17-desmetil-19,20,21,22-tetrahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10; dominio ER inser-
tado en médulos de elongacién 8 y 9

17-desmetil-17,18,19,20,21,22-hexahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 10; dominio ER
insertado en médulos de elongacién 8,9y 10

23-desmetil-17,18-dihidrorapamicina/remplazo de AT en el mddulo de elongacién 7; dominio ER insertado en
mddulo de elongacién 10
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23-desmetil-19,20-dihidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 7; dominio ER insertado en
modulo de elongacién 9

23-desmetil-21,22-dihidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 7; dominio ER insertado en
modulo de elongacién 8

23-desmetil-17,18,19,20-tetrahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 7; dominio ER inser-
tado en médulos de elongaciéon 9y 10

23-desmetil-17,18,21,22-tetrahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 7; dominio ER inser-
tado en médulos de elongacién 8 y 10

23-desmetil-19,20,21,22-tetrahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 7; dominio ER inser-
tado en mé6dulos de elongacion 8, y 9

23-desmetil-17,18,19,20,21,22-hexahidrorapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 7; dominio ER
insertado en médulos de elongacién 8, 9y 10

17,23-didesmetil-17,18-dihidrorapamicina/remplazos de AT en los mddulos de elongacién 7 y 10; dominio ER
insertado en médulo de elongacion 10

17,23-didesmetil-19,20-dihidrorapamicina/remplazos de AT en los médulos de elongacién 7 y 10; dominio ER
insertado en médulo de elongacién 9

17,23-didesmetil-21,22-dihidrorapamicina/remplazos de AT en los médulos de elongacién 7 y 10; dominio ER
insertado en médulo de elongacién 8

17,23-didesmetil-17,18,19,20-tetrahidrorapamicina/remplazos de AT en los médulos de elongacién 7 y 10; domi-
nio ER insertado en médulos de elongacién 9y 10

17,23-didesmetil-17,18,21,22-tetrahidrorapamicina/remplazos de AT en los médulos de elongacién 7 y 10; domi-
nio ER insertado en médulos de elongacién 8 y 10

17,23-didesmetil-19,20,21,22-tetrahidrorapamicina/remplazos de AT en los médulos de elongacién 7 y 10; domi-
nio ER insertado en médulos de elongacion 8 y 9

17,23-didesmetil-17,18,19,20,21,22-hexahidrorapamicina/remplazos de AT en los médulos de elongacién 7 y 10;
dominio ER insertado en médulos de elongacién 8,9y 10

19-metilrapamicina/remplazo de AT en el médulo de elongacién 9 por el dominio AT del médulo de elongacién 2
de DEBS o el médulo de elongacién 6 de DEBS

19,20-del-rapamicina/supresion del médulo de elongacion 9
18-hidroxirapamicina/supresion del dominio DH del médulo de elongacién 10
18-cetorapamicina/supresion de los dominios KR y DH del médulo de elongacién 10

rapamicina saturada en la posicién 18/remplazo del dominio DH y KR del médulo de elongacién 10 por los
dominios KR, DH, y ER del médulo de elongacién 4 de DEBS

Los métodos recombinantes para la manipulacién de los genes de PKS modulares para elaborar enzimas PKS
hibridas se describen en las Patentes de los Estados Unidos 5.672.491; 5.843.718; 5.830.750; y 5.712.146; y en las
publicaciones PCT Nuims. 98/49315 y 97/02358.

Se han utilizado numerosas estrategias de ingenieria genética con DEBS para demostrar que las estructuras de
los policétidos pueden ser manipuladas para producir productos naturales novedosos, principalmente andlogos de las
eritromicinas (véanse las publicaciones de patente referidas supra y Hutchinson, 1998, Curr Opin Microbiol. 1:319-
329, y Baltz, 1998, Trends Microbiol. 6:76-83. Estos métodos pueden ser aplicados facilmente a los genes de PKS de
rapamicina recombinante.

Estas técnicas incluyen: (i) delecion o insercién de mddulos para controlar la longitud de la cadena, (ii) inac-
tivacion de dominios de reduccién/deshidratacién para evitar las etapas de transformacién del carbono beta, (iii)
sustitucién de los dominios AT para alterar las unidades iniciadoras y de elongacidn, (iv) adicién de dominios de
reduccién/deshidratacién para introducir actividades cataliticas, y (v) sustitucion de dominios de ceto-reductasa KR
para controlar la estereoquimica de los grupos hidroxilo. Ademads, se han utilizado mutantes de DEBS bloqueados
disenados para la biosintesis dirigida por precursores de andlogos que incorporan unidades iniciadoras derivadas sin-
téticamente. Por ejemplo, se produjeron mds de 100 policétidos novedosos disefiando cambios individuales y combi-
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natorios en multiples médulos de DEBS. Las enzimas PKS hibridas basadas en DEBS con hasta tres sustituciones en
los dominios cataliticos fueron construidas mediante mutagénesis con casete, en la cual diversos dominios de DEBS
fueron remplazados por dominios de la PKS de rapamicina (véase Schweke et al., 1995, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 92,
7839-7843) 0 uno o més de los dominios KR de DEBS fueron suprimidos. Los remplazos o las deleciones de un tinico
dominio funcional fueron combinados para generar enzimas DEBS con sustituciones de dominios cataliticos dobles y
triples (véase McDaniel et al., 1999, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 96,1846-1851).

Los métodos para generar bibliotecas de policétidos han sido enormemente mejorados clonando genes de PKS
en forma de un grupo de tres o mas pldsmidos mutuamente seleccionables, portando cada uno un gen de PKS de
tipo salvaje o mutante diferente, introduciendo después todas las posibles combinaciones de los plasmidos con las
secuencias codificadoras de PKS de tipo salvaje, mutantes, e hibridas en el mismo anfitrién (véase Pub. PCT Nuim.
98/27203 y solicitud PCT Num. US00/10021). Este método también puede incorporar el uso de un mutante KS1, que
puede producir mediante biosintesis mutacional policétidos elaborados a partir de unidades iniciadoras de dicétidos
(véase Jacobsen et al., 1997, Science 277, 367-369), asi como el uso de un gen truncado que conduce a macrélidos
de 12 miembros o un gen elongado que conduce a cetdlidos de 16 miembros. Por otra parte, utilizando ademds uno o
mas vectores que codifican genes de enzimas de modificacién de policétidos, se puede preparar una gran coleccién de
policétidos modificados.

En la siguiente Tabla se enumeran referencias que describen genes de PKS ilustrativos y las enzimas corres-
pondientes que pueden ser utilizadas en la construccién de las PKS hibridas recombinantes y los correspondientes
compuestos de ADN que las codifican. Asimismo se presentan varias referencias que describen enzimas adaptadoras
y los correspondientes genes que pueden ser empleados segin los métodos descritos en la presente memoria.

Avermectina
Patente de los Estados Unidos Num. 5.252.474 de Merck.
MacNeil et al., 1993, Industrial Microorganisms: Basic y Applied Molecular Genetics, Baltz, Hegeman, & Ska-

trud, eds. (ASM), pdgs. 245-256, A Comparison of the Genes Encoding the Polyketide Synthases for Avermectin,
Erythromycin, y Nemadectin.

MacNeil et al., 1992, Gene 115:119-125, Complex Organization of the Streptomyces avermitilis genes encoding
the avermectin polyketide synthase.

Candicidina (FR00S)

Hu et al., 1994, Mol. Microbiol. 14:163-172.

Epotilon
Pub. PCT Num. 00/031247 de Kosan

Eritromicina

Pub. PCT Num. 93/13663 de Abbott.

Patente de los Estados Unidos Num. 5.824.513 de Abbott.

Donadio et al., 1991, Science 252:675-9.

Cortes et al., 8 Nov. 1990, Nature 348:176-8, An unusually large multifunctional polypeptide in the erythromycin
producing polyketide synthase of Saccharopolyspora erythraea.

Enzimas de Glicosilacion

Pub. de la Solicitud de Patente PCT Nim. 97/23630 de Abbott.
FK-506

Motamedi et al., 1998, The biosynthetic gene cluster for the macrolactone ring of the immunosuppressant FK506,

Eur. J. biochem. 256: 528-534.
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Motamedi ef al., 1997, Structural organization of a multifunctional polyketide synthase involved in the biosynt-
hesis of the macrolide immunosuppressant FK506, Eur. J. Biochem. 244: 74-80.

Metiltransferasa

Patente de los Estados Unidos 5.264.355, presentada el 23 Nov. 1993, Metilating enzyme from Streptomyces
MAG6858. 31-O-desmetil-FK506 metiltransferase.

Motamedi et al., 1996, Characterization of metiltransferase and hidroxilase genes involved in the biosynthesis of
the immunosuppressants FK506 y FK520, J. Bacteriol. 178: 5243-5248.

FK-520
Pub. PCT Num. 00/020601 de Kosan.

Véase también Nielsen et al., 1991, Biochem. 30:5789-96 (enzimologia de la incorporacién de pipecolato).

Lovastatina

Patente de los Estados Unidos Num. 5.744.350 de Merck.

Narbomicina (y Picromicina)

Pub. PCT Num. 99/61599 de Kosan.

Nemadectina

MacNeil et al., 1993, supra.

Nidamicina

Kakavas et al., 1997, Identification and characterization of the niddamycin polyketide synthase genes from Strep-
tomyces caelestis, J. Bacteriol. 179: 71515-7522.

Oleandomicina

Swan et al., 1994, Characterisation of a Streptomyces antibioticus gene encoding a type I polyketide synthase
which has an unusual coding sequence, Mol. Gen. Genet. 242: 358-362.

Pub. PCT Num. 00/026349 de Kosan.

Olano et al., 1998, Analysis of a Streptomyces antibioticus chromosomal region involved in oleandomycin biosynt-
hesis, which encodes two glycosyltransferases responsible for glycosylation of the macrolactone ring, Mol. Gen. Ge-
net. 259(3): 299-308.

Platenolida

Pub. de la Solicitud de Patente EP Nim. 791.656 de Lilly.

Rapamicina

Schwecke et al., Aug. 1995, The biosynthetic gene cluster for the polyketide rapamycin, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 92:7839-7843.

Aparicio ef al., 1996, Organization of the biosynthetic gene cluster for rapamycin in Streptomyces hygroscopicus:
analysis of the enzymatic domains in the modular polyketide synthase, Gene 169: 9-16.
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Rifampicina

August et al., 13 Feb. 1998, Biosynthesis of the ansamycin antibiotic rifamycin: deductions from the molecular
analysis of the rif biosynthetic gene cluster of Amycolatopsis mediterranei S669, Chemistry & Biology, 5(2): 69-79.

Sorafeno
Patente de los Estados Unidos Num. 5.716.845 de Novartis.
Schupp et al., 1995, J. Bacteriology 177: 3673-3679. A Sorangium cellulosum (Myxobacterium) Gene Cluster

for the Biosynthesis of the Macrolide Antibiotic Soraphen A: Cloning, Characterization, y Homology to Polyketide
Synthase Genes from Actinomycetes.

Espiramicina

Patente de los Estados Unidos Num. 5.098.837 de Lilly.

Gen Activador
Patente de los Estados Unidos Num.

Patente de los Estados Unidos Num. 5.514.544 de Lilly.

Tilosina
Pub. EP Num. 791.655 de Lilly.

Kubhstoss et al., 1996, Gene 183:231-6., Production of a novel polyketide through the construction of a hybrid
polyketide synthase.

Patente de los Estados Unidos Num. 5.876.991 de Lilly.

Enzimas Adaptadoras

Merson-Davies y Cundliffe, 1994, Mol. Microbiol.13: 349-355. Analysis of five tylosin biosynthetic genes from
the #yIBA region of the Streptomyces fradiae genome.

Como se ilustra en la Tabla anterior, existe una amplia variedad de genes de PKS que sirven como fuentes facil-
mente asequibles de ADN e informacién de la secuencia para su uso en la construcciéon de ADN que codifica PKS
hibrida.

Al construir las PKS hibridas, pueden ser provechosos ciertos métodos generales. Por ejemplo, a menudo es be-
neficioso conservar el marco del médulo que se va a alterar para elaborar la PKS hibrida. De este modo, si se desea
afiadir funcionalidades DH y ER a un médulo, a menudo se prefiere remplazar el dominio KR del médulo original
por un segmento que contiene un dominio KR, DH, y ER de otro médulo, en lugar de insertar simplemente los do-
minios DH y ER. Se puede alterar la especificidad estereoquimica de un médulo por remplazo del dominio KS por
un dominio KS de otro médulo que especifique una estereoquimica diferente. Véase Lau et al., 1999, “Dissecting the
role of acyltransferase domains of modular polyketide synthases in the choice y stereochemical fate of extender units”
Biochemistry 38(5):1643-1651. Se puede alterar la especificidad de un dominio AT cambiando solamente un pequefio
segmento del dominio. Véase Lau et al., supra. También se puede sacar ventaja de regiones ligadoras conocidas en las
proteinas PKS para ligar médulos de dos PKS diferentes para crear una PKS hibrida. Véase Gokhale et al., 16 Apr.
1999, “Dissecting y Exploiting Intermodular Communication in Polyketide Synthases”, Science 284:482-485.

Los compuestos de ADN que codifican PKS hibridas pueden ser y a menudo son hibridos de mds de dos genes
PKS. Incluso cuando solamente se utilizan dos genes, a menudo hay dos o méds médulos en el gen hibrido en el cual
todo o parte del médulo deriva de un segundo (o tercer) gen de PKS.

Asimismo se describen bibliotecas de genes de PKS, proteinas PKS, y por ultimo, de policétidos, que son construi-
dos generando modificaciones en la PKS de rapamicina de manera que los complejos de proteina producidos tengan
actividades alteradas en uno o méas aspectos y de este modo produzcan policétidos distintos del producto natural de
la PKS. De este modo utilizando este método se pueden preparar policétidos novedosos, o los policétidos en general
preparados mds facilmente. Proporcionando un gran nimero de genes diferentes o agrupaciones de genes derivadas de
una agrupacion de genes de PKS de origen natural, cada una de las cuales ha sido modificada de un modo diferente a
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partir de la agrupacién nativa, se puede producir una biblioteca combinatoria eficaz de policétidos como resultado de
las multiples variaciones de estas actividades. Como se describira adicionalmente mds abajo, los confines y limites de
esto se pueden describir a nivel de policétido, proteina, y secuencia de nucleétidos codificadora.

Como se ha descrito antes, una PKS modular “derivada de” rapamicina u otra PKS de origen natural incluye una
PKS modular (o su correspondiente gen o genes codificadores) que conserva el andamiaje de la porcidn utilizada del
gen de origen natural. No todos los médulos necesitan estar incluidos en los constructos; no obstante, los constructos
también pueden comprender mas de 14 médulos de elongacion. En el andamiaje constante, al menos una actividad
enzimdtica es mutada, suprimida, remplazada, o insertada con el fin de alterar la actividad de la PKS resultante en
relacién con la PKS original (nativa). La alteracién se produce cuando estas actividades son suprimidas o son rempla-
zadas por una version diferente de la actividad, o simplemente mutadas de tal manera que resulte de estas actividades
colectivas un policétido distinto del producto natural. Esto se produce debido a que ha habido una alteracién resultante
de la unidad iniciadora y/o la unidad de elongacidn, la estereoquimica, la longitud de la cadena o la ciclacién, y/o el
resultado del ciclo de reduccién o deshidratacién en una posicidn correspondiente en el policétido producto. Cuando
una actividad suprimida es remplazada, el origen de la actividad de remplazo puede venir de la correspondiente acti-
vidad de una PKS de origen natural diferente o de una regién diferente de la PKS de rapamicina. Se pueden incluir
cualquiera o todos los genes de PKS de rapamicina en el derivado o se pueden incluir porciones de cualquiera de estos,
pero el andamiaje de una proteina PKS funcional se conserva en cualquier derivado que se construya.

De este modo, una PKS derivada de la PKS de rapamicina incluye una PKS que contiene el andamiaje de toda o de
una porcién de la PKS de rapamicina. La PKS derivada también contiene al menos dos médulos de elongacion que son
funcionales, preferiblemente tres mdédulos de elongacion, y mds preferiblemente cuatro o mas médulos de elongacion,
y muy preferiblemente 14 médulos de elongacién. La PKS derivada también contiene mutaciones, deleciones, inser-
ciones, o remplazos de una o mdas de las actividades de los médulos funcionales de la PKS de rapamicina de manera
que la naturaleza del policétido resultante sea alterada a niveles tanto de proteina como de secuencia de ADN. Las
realizaciones particularmente preferidas incluyen aquellas en las que un dominio KS, AT, o ACP ha sido suprimido
o remplazado por una versién de la actividad de una PKS diferente o de otra localizacién dentro de la misma PKS.
Asimismo se prefieren derivados en los que al menos una actividad enzimadtica del ciclo de condensacién (KR, DH, o
ER) ha sido suprimida o afiadida o en los que cualquiera de estas actividades ha sido mutada con el fin de cambiar la
estructura del policétido sintetizado por la PKS.

De este modo, existen al menos cinco grados de libertad para construir una PKS hibrida en términos del policé-
tido que serd producido. Primero, la longitud de la cadena de policétido se determina por el nimero de médulos de
elongacién en la PKS y se han descrito PKS hibridas que contienen 14, asi como menos o més de 14, médulos de
elongacién. Segundo, la naturaleza del esqueleto carbonado de la PKS se determina mediante las especificidades de
las acilo transferasas que determinan la naturaleza de las unidades de elongacién en cada posicidn, p. ej., malonilo,
metilmalonilo, etilmalonilo, u otro malonilo sustituido. Tercero, la especificidad del médulo de carga también tiene un
efecto sobre el esqueleto carbonado resultante del policétido. E1 médulo de carga puede utilizar una unidad iniciadora
diferente. Como se ha observado antes, otro método para variar la especificidad del médulo de carga implica inactivar
la actividad de la KS en el médulo de elongacién 1 (KS1) proporcionar sustratos alternativos que sean andlogos sin-
tetizados quimicamente de los productos del médulo de elongacién 1, para el médulo de elongacién 2. Este enfoque
fue ilustrado en las publicaciones PCT Nams. 97/02358 y 99/03986, en las que la actividad de KS1 era inactivada por
medio de una mutacién. Cuarto, el estado de oxidacion de las diversas posiciones del policétido serd determinado por
las porciones deshidratasa y reductasa de los médulos. Esto determinard la presencia y localizacién de los radicales
cetona y alcohol y los dobles enlaces C-C o los enlaces sencillos C-C del policétido. Finalmente, la estereoquimi-
ca del policétido resultante es una funcién de tres aspectos de la sintasa. El primer aspecto estd relacionado con la
especificidad AT/KS asociada con los malonilos sustituidos como unidades de elongacidn, lo que afecta a la estereo-
quimica solamente cuando se estd perdiendo el ciclo reductor o cuando contiene solamente una cetorreductasa, ya que
la deshidratasa anularia la quiralidad. Segundo, la especificidad de la cetorreductasa puede determinar la quiralidad de
cualquier OH beta. Finalmente, la especificidad de la enoilreductasa para los malonilos sustituidos como unidades de
elongacién puede influir en la estereoquimica cuando hay un KR/DH/ER completo disponible.

De este modo, los sistemas de PKS modulares en general y el sistema de PKS de rapamicina en particular permiten
sintetizar una amplia gama de policétidos. En comparacién con los sistemas de PKS aromaticos, los sistemas de PKS
modulares aceptan una amplia gama de unidades iniciadoras, incluyendo monémeros alifaticos (acetilo, propionilo,
butirilo, isovalerilo, etc.), aromdticos (aminohidroxibenzoilo), aliciclicos (ciclohexanoilo), y heterociclicos (tiazolilo).
Ciertas PKS modulares tienen una especificidad relajada para sus unidades iniciadoras (Kao et al., 1994, Science,
supra). Las PKS modulares también muestran una variedad considerable con respecto a la eleccién de unidades de
elongacién en cada ciclo de condensacién. El grado de beta-cetorreduccion siguiente a la reaccién de condensacién
puede ser alterado mediante manipulacién genética (Donadio et al., 1991, Science, supra; Donadio et al., 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90: 7119-7123). Del mismo modo, el tamafio del policétido producto se puede variar disefiando
mutantes con el niimero de médulos apropiado (Kao et al., 1994, J. Am. Chem. Soc. 116:11612-11613). Por dltimo, las
enzimas PKS modulares son particularmente bien conocidas para generar una gama impresionante de centros asimé-
tricos en sus productos de una manera muy controlada. Los policétidos, antibidticos, y otros compuestos producidos
son tipicamente formas estereoisoméricas sencillas. Aunque los compuestos de la invencién pueden existir en forma
de mezclas de diastereoisémeros, puede ser beneficioso en algunos casos generar estereoisémeros individuales. De
este modo, el potencial combinatorio dentro de las rutas de la PKS modular basadas en andamiajes de PKS modulares
de origen natural, tales como la rapamicina, es virtualmente ilimitado.
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Si bien las PKS hibridas son producidas muy a menudo “mezclando y emparejando” porciones de secuencias
codificadoras de PKS, también pueden ser utilizadas para introducir, alterar, o suprimir una actividad en el polipéptido
codificado. Las mutaciones pueden ser realizadas en las secuencias nativas utilizando mecanismos convencionales.
Los sustratos para la mutacién pueden ser una agrupaciéon de genes completa o solamente uno o dos de ellos; el
sustrato para la mutacién también pueden ser porciones de uno o mds de estos genes. Las técnicas de mutacién
incluyen preparar oligonucledtidos sintéticos que incluyen las mutaciones e insertar la secuencia mutada en el gen
que codifica una subunidad de PKS utilizando la digestién con una endonucleasa de restriccién. Véase, p. ej., Kunkel,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 448; Geisselsoder et al., 1987, BioTechniques 5:786: Alternativamente, las
mutaciones pueden ser efectuadas utilizando un cebador desemparejado (generalmente 10-20 nucleétidos de longitud)
que hibride con la secuencia de nucledtidos nativa, a una temperatura por debajo de la temperatura de fusién del
diplex desemparejado. El cebador se puede hacer especifico manteniendo la longitud del cebador y la composicion de
bases dentro de limites estrechos y manteniendo la base mutante localizada centralmente. Véase Zoller y Smith, 1983,
Methods Enzymol. 100:468. La elongacion del cebador se efectiia utilizando ADN polimerasa, el producto clonado,
y clones que contienen el ADN mutado; derivados por segregacién de la hebra elongada del cebador, seleccionada.
La identificacién se puede lograr utilizando el cebador mutante como sonda de hibridacién. La técnica también es
aplicable para generar mutaciones multi-puntuales. Véase, p. ej., Dalbie-McFarland et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 79: 6409. También se puede utilizar 1a mutagénesis mediante PCR para efectuar las mutaciones deseadas.

La mutagénesis al azar de porciones seleccionadas de las secuencias de nucledtidos que codifican las actividades
enzimdticas también se puede completar mediante diversos mecanismos diferentes conocidos en la técnica, p. ej.,
insertando al azar un ligador oligonucleotidico en un pldsmido, mediante irradiacién con rayos X o luz ultravioleta,
mediante incorporacidon de nucleétidos incorrectos durante la sintesis de ADN in vitro, mediante mutagénesis por
PCR propensa a errores, mediante preparaciéon de mutantes sintéticos, o dafiando el ADN plasmidico in vitro con
productos quimicos. La mutagénesis quimica incluye, por ejemplo, bisulfito de sodio, dcido nitroso, nitrosoguanidina,
hidroxilamina, agentes que dafian o separan bases evitando de ese modo el emparejamiento de bases normal tal como
hidrazina o 4cido férmico, andlogos de precursores nucleotidicos tales como 5-bromouracilo, 2-aminopurina, o agentes
intercalantes de acridina tales como proflavina, acriflavina, quinacrina, y similares. Generalmente, el ADN plasmidico
o los fragmentos de ADN son tratados con mutdgenos quimicos, transformados en E. coli y propagados en forma de
una reserva o biblioteca de plasmidos mutantes.

Al construir una PKS hibrida, las regiones que codifican las correspondientes actividades enzimadticas, esto es, las
regiones que codifican las correspondientes actividades de las diferentes PKS sintasas o de las diferentes localizaciones
de la misma PKS, pueden ser recuperadas, por ejemplo, utilizando técnicas de PCR con cebadores apropiados. Por
regiones que codifican la “correspondiente” actividad se quiere significar aquellas regiones que codifican el mismo
tipo general de actividad. Por ejemplo, una actividad KR codificada en una localizacién de una agrupacién de genes
“corresponde” a una actividad que codifica KR en otra localizacién de la agrupacién de genes o de una agrupacién
de genes diferente. De un modo similar, se podria considerar correspondiente un ciclo de reductasa completo. Por
ejemplo, KR/DH/ER puede corresponder a una KR sola.

Si se va a realizar el remplazo de una regién diana concreta en una PKS del anfitrion, este remplazo se puede llevar
a cabo in vitro utilizando enzimas de restriccién adecuadas. El remplazo también se puede efectuar in vivo utilizando
técnicas recombinantes que implican secuencias homélogas que enmarcan el gen de remplazo en un plasmido donador
y una region aceptora en un pldsmido receptor. Tales sistemas, que implican ventajosamente pldsmidos de diferentes
sensibilidades a la temperatura se describe, por ejemplo, en la publicaciéon PCT Nim. WO 96/40968. Los vectores uti-
lizados para realizar las diversas operaciones para remplazar la actividad enzimética en los genes de PKS del anfitrién
o para apoyar las mutaciones en estas regiones de los genes de la PKS del anfitrién pueden ser seleccionadas para que
contengan secuencias de control conectadas operablemente a las secuencias codificadoras resultantes de tal manera
que la expresion de las secuencias codificadoras se pueda efectuar en un anfitrién apropiado.

No obstante, también se pueden utilizar simples vectores de clonacién. Si los vectores de clonacién empleados para
obtener genes de PKS que codifican PKS derivadas carecen de secuencias de control para la expresién conectadas
operablemente a las secuencias de nucledtidos codificadoras, se insertan secuencias de nucledtidos en los vectores
de expresion apropiados. Esto no necesita ser realizado individualmente, si no que se puede insertar una reserva de
secuencias de nucleétidos codificadoras aisladas en los vectores de expresion, los vectores resultantes transformados
o transfectados en células anfitrionas, y las células resultantes cultivadas en placa en colonias individuales. En la
presente memoria se describe una variedad de compuestos de ADN recombinante en los que las diversas secuencias
codificadoras de los dominios y médulos de la PKS de rapamicina estdn flanqueadas por sitios de reconocimiento de
enzimas de restriccién de origen no natural.

Las diversas secuencias de nucleétidos de PKS pueden ser clonadas en uno o mds vectores recombinantes en forma
de casetes individuales, que separan elementos de control, o bajo el control de, p. €j., un tnico promotor. Las regiones
codificadoras de subunidades de PKS pueden incluir sitios de restriccion limitrofes para permitir la ficil delecién e
insercion de otras secuencias codificadoras de subunidades de PKS de manera que se puedan generar PKS hibridas.
El disefio de semejantes sitios de restriccion tnicos es conocido por los expertos en la técnica y puede ser completado
utilizando los mecanismos descritos antes, tales como la mutagénesis dirigida al sitio y la PCR.

Los vectores de expresion que contienen secuencias de nucledtidos que codifican una variedad de enzimas PKS
para la produccién de diferentes policétidos son transformados después en las células anfitrionas apropiadas para
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construir la biblioteca. En un enfoque directo, una mezcla de tales vectores es transformada en células anfitrionas
seleccionadas y las células resultantes son cultivadas en colonias individuales y seleccionadas para identificar los
transformantes acertados. Cada colonia individual tiene la capacidad de producir una PKS sintasa concreta y por ulti-
mo un policétido concreto. Tipicamente, habrd duplicaciones en algunas, la mayoria, o todas las colonias; el subgrupo
de las colonias transformadas que contiene una PKS diferente en cada colonia miembros puede ser considerado una
biblioteca. Alternativamente, los vectores de expresion pueden ser utilizados individualmente para transformar an-
fitriones, cuyos anfitriones transformados son ensamblados después en una biblioteca. Se encuentra disponible una
variedad de estrategias para obtener una multiplicidad de colonias que contengan cada una una agrupacién de ge-
nes de PKS derivada de la agrupacién de genes del anfitrién de origen natural de manera que cada colonia de la
biblioteca produzca una PKS diferente y por dltimo un policétido diferente. El nimero de policétidos diferentes que
son producidos por la biblioteca es tipicamente al menos cuatro, mas tipicamente al menos diez, y preferiblemente
al menos 20, y mas preferiblemente al menos 50, reflejando nimeros similares de agrupaciones de genes de PKS y
productos de genes de PKS alterados diferentes. El nimero de miembros de la biblioteca se elige arbitrariamente; no
obstante, los grados de libertad esbozados antes con respecto a la variacién de las unidades iniciadoras, de elongacion,
la estereoquimica, el estado de oxidacién, y la longitud de la cadena permite la produccion de bibliotecas bastante
grandes.

Los métodos para introducir vectores recombinantes en los anfitriones adecuados son conocidos por los exper-
tos en la técnica e incluyen tipicamente el uso de CaCl, o agentes tales como otros cationes divalentes, lipofeccion,
DMSO, transformacién de protoplastos, infeccidn, transfeccion, y electroporacién. Las colonias productoras de poli-
cétidos pueden ser identificadas y aisladas utilizando mecanismos conocidos y los policétidos producidos pueden ser
caracterizados adicionalmente. Los policétidos producidos por estas colonias pueden ser utilizados colectivamente en
un panel para representar una biblioteca o pueden ser evaluados individualmente en cuanto a su actividad.

Las bibliotecas pueden ser consideradas de este modo a cuatro niveles: (1) una multiplicidad de colonias cada una
con una secuencia codificadora de PKS diferente; (2) las proteinas producidas a partir de las secuencias codificadoras;
(3) los policétidos producidos a partir de las proteinas ensambladas en una PKS funcional; y (4) los antibidticos o
compuestos con otras actividades deseadas derivadas de los policétidos.

Las colonias de la biblioteca son inducidas a producir las sintasas relevantes y de este modo producir los policéti-
dos relevantes para obtener una biblioteca de policétidos. Los policétidos secretados al medio pueden ser escrutados
en cuanto a su unioén a las dianas deseadas, tales como receptores, proteinas de sefializacion, y similares. Se pueden
utilizar los sobrenadantes per se para el escrutinio, o se puede efectuar primero una purificacién parcial o completa de
los policétidos. Tipicamente, semejantes métodos de escrutinio implican la deteccién de la unién de cada miembro de
la biblioteca a un receptor o a otro ligando diana. La unién puede ser detectada directamente o a través de un andlisis
competitivo. Los medios para escrutar tales bibliotecas en cuanto a la unién son bien conocidos en la técnica. Alter-
nativamente, los miembros policétidos individuales de la biblioteca pueden ser sometidos a ensayo frente a la diana
deseada. En este evento, se pueden incluir mas facilmente los escrutinios en los que se mide la respuesta bioldgica
de la diana. La actividad del antibiético puede ser verificada utilizando andlisis de escrutinio tipicos tales como los
expuestos por Lehrer et al., 1991, en J. Immunol. Meth. 137:167-173.

Se describen los métodos para la preparacién de un gran nimero de policétidos. Estos policétidos son compues-
tos utiles directamente y como intermedios en la formacidon de compuestos con actividad antifiingica, antitumoral,
e inmunosupresora. Los métodos y las células anfitrionas recombinantes son ttiles en la produccién de policétidos.
El compuesto de la invencién puede ser producido haciendo crecer y fermentando las células anfitrionas de la in-
vencién en condiciones conocidas en la técnica para la produccion de otros policétidos. El compuesto de la inven-
cién puede ser aislado de caldos de fermentacion de estas células cultivadas y purificado mediante procedimientos
normalizados.

El compuesto puede ser formulado facilmente para proporcionar la composicién farmacéutica de la invencion. La
composicién farmacéutica de la invencién puede ser utilizada en forma de una preparacion farmacéutica, por ejemplo,
en forma soélida, semisdlida, o liquida. Esta preparacion contendrd el compuesto de la invencién en forma de un
ingrediente activo mezclado con un portador o excipiente organico o inorgdnico adecuado para la aplicacién externa,
entérica, o parenteral. El ingrediente activo puede ser compuesto, por ejemplo, con los portadores farmacéuticamente
aceptables, no toxicos para comprimidos, granulos, cdpsulas, supositorios, soluciones, emulsiones, suspensiones, y
cualquier otra forma adecuada para su uso.

Los portadores que pueden ser utilizados incluyen agua, glucosa, lactosa, goma de acacia, gelatina, manitol, pasta
de almidén, trisilicato de magnesio, talco, almidén de maiz, queratina, silice coloidal, almidén de patata, urea, y
otros portadores adecuados para su uso en la fabricacién de preparaciones, en forma sélida, semi-sélida o licuada.
Ademads, se pueden utilizar agentes coadyuvantes estabilizantes, espesantes, y colorantes y perfumes. Por ejemplo,
los compuestos de la invencién pueden ser utilizados con hidroxipropil-metilcelulosa esencialmente como se describe
en la Patente de los Estados Unidos Num. 4.916.138, o con un tensioactivo esencialmente como se describe en la
publicacién de patente EPO Num. 428.169.

Las formas de dosificacion oral pueden ser preparadas esencialmente como describen Hondo et al., 1987, Trans-
plantation Proceedings XIX, Supp. 6: 17-22.
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Las formas de dosificacién para la aplicacién externa pueden ser preparadas esencialmente como se describe en la
publicacién de patente EPO Num. 423.714.

El compuesto activo estd incluido en la composicién farmacéutica en una cantidad suficiente para producir el efecto
deseado en el proceso de enfermedad o la afeccion.

Para el tratamiento de afecciones y enfermedades causadas por infeccidn, cdncer, o trastorno autoinmunitario o
para lograr la inmunosupresion, el compuesto de la invencién puede ser administrado oralmente, tépicamente, pa-
renteralmente, mediante pulverizacién por inhalacién, o rectalmente en formulaciones unitarias de dosificacién que
contienen portadores, coadyuvantes, y vehiculos farmacéuticamente aceptables no téxicos convencionales. El térmi-
no parenteral, segtin se utiliza en la presente memoria, incluye inyecciones subcutdneas, e inyecciones intravenosas,
intramusculares, e intraesternales o técnicas de infusion.

Los niveles de dosificacién del compuesto de la invencion son del orden de aproximadamente 0,01 mg a aproxi-
madamente 50 mg por kilogramo de peso corporal por dia, preferiblemente de aproximadamente 0,1 mg a aproxima-
damente 10 mg por kilogramo de peso corporal por dia. Los niveles de dosificacién son ttiles en el tratamiento de las
afecciones indicadas antes (de aproximadamente 0,7 mg a aproximadamente 3,5 mg por paciente por dia, suponiendo
un paciente de 70 kg). Ademds, el compuesto de la invencién puede ser administrado intermitentemente, esto es, a
intervalos semi-semanales, semanales, semi-mensuales, o mensuales.

La cantidad de ingrediente activo que puede ser combinada con los materiales portadores para producir una forma
de dosificacion tnica variard dependiendo del anfitrién tratado y del modo de administracién concreto. Por ejemplo,
una formulacién destinada a la administracién oral a humanos puede contener de 0,5 mg a 5 gm de agente activo
compuesto con una cantidad apropiada y conveniente de material portador, que puede variar de aproximadamente 5
por ciento a aproximadamente 95 por ciento de la composicion total. Las formas unitarias de dosificacién contendran
generalmente de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 500 mg de ingrediente activo. Para la administracién
externa, el compuesto de la invencién puede ser formulado, por ejemplo, en el intervalo de 0,00001% a 60% en
peso, preferiblemente de 0,001% a 10% en peso, y muy preferiblemente de aproximadamente 0,005% a 0,8% en
peso.

No obstante se entenderd, que el nivel de dosificacién especifico para cualquier paciente concreto dependera de
una variedad de factores. Estos factores incluyen la actividad del compuesto especifico empleado; la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo, y la dieta del sujeto; el tiempo y la ruta de administracién y la tasa de excrecion del
farmaco; que se emplee en el tratamiento una combinacién de farmacos; y la gravedad de la enfermedad o afeccién
concreta para la cual se solicita la terapia.

Habiendo proporcionado antes una descripcidn detallada de la invencidn, se dan los siguientes ejemplos con el fin
de ilustrar la invencién y no se deberan considerar una limitacién del alcance de la invencién o las reivindicaciones.

Ejemplo 1
Metodologia General

Cepas bacterianas, pldsmidos, y condiciones de cultivo. Se utilizé Streptomyces coelicolor CH999 descrito en
WO 95/08548, publicada el 30 Marzo de 1995, o S. lividans K4-114, descrito por Ziermann y Betlach, Enero 99,
Recombinant Polyketide Synthesis in Streptomyces: Engineering of Improved Host Strains, BioTechniques 26:106-
110, como anfitrién de expresion. Las manipulaciones de ADN se realizaron en Escherichia coli XL1-Blue, asequible
de Stratagene. E. coli MC1061 también es adecuada para su uso como anfitrién para la manipulacién de plasmidos.
Los pldsmidos se hicieron pasar a través de E. coli ET12567 (dam dcm hsdS Cm") (MacNeil, 1988, J. Bacteriol. 170:
5607) para generar ADN no metilado antes de la transformacién de S. coelicolor o Saccharopolyspora erythraea.
Las cepas de E. coli se hicieron crecer en condiciones normalizadas. Las cepas de S. coelicolor se hicieron crecer en
placas de agar R2YE (Hopwood et al., Genetic manipulation of Streptomyces. A laboratory manual. The John Innes
Foundation: Norwich, 1985).

Muchos de los vectores de expresion de la invencién ilustrados en los ejemplos derivan del plasmido pRMS, des-
crito en WO 95/08548. Este pldsmido incluye un replicén colEIL un replicén de Streptomyces SCP2* apropiadamente
truncado, dos promotores act para permitir la clonacién bidireccional, el gen que codifica el activador acfII-ORF4 que
induce la transcripcién de los promotores act durante la transicion desde la fase de crecimiento a la fase estacionaria,
y genes marcadores apropiados. Los sitios de restriccién disefiados en el pladsmido facilitan la construccién combina-
toria de las agrupaciones de genes de PKS partiendo de casetes que codifican dominios individuales de PKS de origen
natural. Cuando se utiliza el plasmido pRMS5 para la expresién de una PKS, todos los genes biosintéticos relevantes
pueden ser portados por el pldsmido y por lo tanto susceptible de una facil manipulacién y mutagénesis en E. coli.
Este pldsmido también es adecuado para su uso células anfitrionas de Streptomyces. Streptomyces estd genéticamente
y fisiol6gicamente bien caracterizado y expresa las actividades subordinadas requeridas para la produccioén in vivo de
la mayoria de los policétidos. El pldsmido pRMS utiliza el promotor act para la expresion del gen de PKS, de manera
que los policétidos sean producidos de una manera de tipo metabolito secundario, aliviando de ese modo los efectos
toxicos de sintetizar compuestos potencialmente bioactivos in vivo.
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Manipulacion de ADN y organismos. Se realizé la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando la poli-
merasa de Pfu (Stratagene; también se puede utilizar la polimerasa de Taq de Perkin Elmer Cetus) en las condiciones
recomendadas por el fabricante de la enzima. Se utilizaron mecanismos normalizados in vitro para las manipulaciones
de ADN (Sambrook et al: Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Edicién Actual)). Se transformo E. coli utilizan-
do métodos basados en cloruro de calcio normalizados; también se puede utilizar un aparato de pulsos para E. coli de
Bio-Rad y los protocolos proporcionados por Bio-Rad. S. coelicolor fue transformado mediante procedimientos nor-
malizados (Hopwood et al. Genetic manipulation of Streptomyces. A laboratory manual. The John Innes Foundation:
Norwich, 1985), y dependiendo de qué marcador seleccionable se hubiera empleado, se seleccionaron los transfor-
mantes utilizando 1 mL de una capa de 1,5 mg/mL de tiostrepton, 1 mL de una capa de 2 mg/mL de apramicina, o
ambos.

Ejemplo 2
Produccion de 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina (comparativo)

Se modificé Streptomyces hygroscopicus ATCC 29253 para suprimir los genes rapL, rapM, rapN, rapO, y rapQ
mediante el siguiente procedimiento. La célula anfitriona recombinante producida fue denominada S. hygroscopicus
KOS020-70 y produce 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina. Este compuesto tiene una actividad inmunosupresora
inferior a la rapamicina pero puede tener utilidad como inmunosupresor, una neurotrofina, y como agente antifiingico.
Las referencias citadas en este ejemplo se identifican por un nimero entre paréntesis; la lista numerada de referencias
se localiza al final de este ejemplo.

La rapamicina (sirolimus, Rapamune™) es un macrélido inmunosupresor producido por Streptomyces hygroscopi-
cus ATCC 29253. Descubierta originalmente como agente antiftingico (16), mas tarde se encontré que tenia actividad
inmunosupresora, que evitaba que los receptores de interleucina 2 transdujeran una sefial de proliferacién, un mecanis-
mo distinto del de los inmunosupresores ciclosporina o FK506 (2, 3). La rapamicina es una molécula muy compleja,
haciendo dificil sintetizar muchos andlogos que podrian tener propiedades superiores. No obstante, la biosintesis de
rapamicina implica un sistema de policétido sintasa (PKS) modular (15) que se ha demostrado que es susceptible de
disefio genético para obtener andlogos novedosos (7).

Basandose en datos de estudios de marcaje con is6topos (13, 14), se sabe que el producto del complejo de PKS y
las posteriores reacciones de modificacién son como se muestra mas abajo.

hidroxilacien €9
oxidacién 3-cu

hidroxilacidn €a7
metilacién 16-0H
metilacidn 27-oH
metilacién 39-0R

OMe

Supuesto producto de PKS Rapamicina

Las reacciones de modificacidon se enumeran en orden arbitrario, excepto que la hidroxilacién en la posicion 9 debe
producirse antes de la oxidacién del hidroxilo 9. El orden temporal de estas reacciones no se conoce y puede no estar
restringido.

Un primer complejo de PKS grande sintetiza el precursor de macrolactona de 31 miembros, que incluye una unidad
iniciadora derivada de shikimato y pipecolato como unidad final incorporada por una péptido-sintetasa no ribosémica.
El precursor es hidroxilado en C-9 y C-27, los hidroxilos 16, 27 y 31 son metilados, y el hidroxilo 9 es oxidado para
formar la a-cetoamida (13, 14). No obstante, el orden en el cual se producen estas reacciones post-PKS no se conoce,
ni ha sido asignada cada reaccion a un gen o genes especificos.

El andlisis de una regién de 100 kb del genoma de S. hygroscopicus que abarca la agrupacién de genes biosinté-
ticos de rapamicina (1, 11, 15) reveld cinco genes inmediatamente aguas abajo de rapC que supuestamente codifica
una O-metiltransferasa (rapQ), una ferredoxina (rapO), una P450 hidroxilasa (rapN), una segunda O-metiltransfera-
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sa (rapM) y lisina-ciclodesaminasa (rapL). Introduciendo una mutacién por desplazamiento del marco en rapL (8),
se demostrd recientemente que este gen codifica la actividad necesaria para convertir lisina en 4cido pipecoélico, la
unidad final incorporada al precursor macrolactona. Un segundo gen de la P450 hidroxilasa (rapJ) y un tercer gen
de la O-metiltransferasa (rapl) estdin muy proximos en la secuencia a fkbD y fkbM, que hidroxila C-9 y metila el hi-
droxilo 31 del anillo de dihidroxiciclohexano, respectivamente, de FK506 (12,17). Sin embargo, la regioespecificidad
de las dos P450 hidroxilasas y las tres O-metil transferasas en la agrupacién de la rapamicina no ha sido asignada
previamente.

Subsiste la necesidad de andlogos de rapamicina con una actividad mejorada y medios para su produccién. La
presente invencion satisface tales necesidades ya que proporciona, entre otros, un organismo recombinante del cual
se han remplazado los cinco genes, rapQONML, por un marcador de resistencia a neomicina y el compuesto 16-
desmetil-27-desmetoxirapamicina, produciendo el cultivo de esta cepa, cantidades significativas, cuando se introduce
pipecolato. La cepa en la cual la region rapQONML era remplazada por una casete de resistencia a neomicina fue
construida como se muestra en el diagrama mads abajo.

1kb
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Como se ha mostrado antes, las secuencias que flanquean la regién rapQONML fueron clonadas mediante PCR,
la casete de resistencia a neomicina Tn5 de pFDNEO-S fue insertada entre ellas, y la casete fue ligada en el vector
del fago KC515. El fago recombinante fue utilizado para obtener liségenos NeoR de S. hygroscopicus, que fueron
escrutados en cuanto al evento de doble entrecruzamiento parcheando en medio de agar que contiene tanto neomicina
como Tiostrepton. Las cepas NeoR, ThioS fueron analizadas mediante PCR para confirmar la presencia de ambos
amplimeros que abarcan las secuencias homdlogas. EI ADN de la cepa KOS20-001 produjo ambos amplimeros, in-
dicando que los genes rapQONML habian sido remplazados por el marcador neo. De este modo, en el diagrama
anterior, se muestran la region rapQONML y la localizacién de las dos secuencias limitrofes utilizadas en la cons-
truccién. Asimismo se muestra el resultado del evento de doble paso con el ADN del fago recombinante; la locali-
zacion de los dos amplimeros utilizados para verificar la cepa de doble paso se indica mediante lineas entre flechas
convergentes que representan los cebadores. Finalmente, se muestran los resultados de las reacciones de PCR con
ADN de tipo salvaje (calles 1 y 3) y KOS20-001 (calles 2 y 4). Los cebadores amplificaban la regién izquierda (ca-
lles 1 y 2) o la regién derecha (calles 3 y 4). Las calles con marcador (M) son la escala de 1 kb de New England
Biolabs.

Las cepas (KOS20-001) y de tipo salvaje (ATCC 29253) disefiadas fueron fermentadas en presencia y ausencia
de 1 mg/L de D,L-pipecolato, y los cultivos fueron analizados como se describe mas abajo. La HPLC-MS demostré
que la cepa con la delecidn, cuando crecia en presencia de pipecolato, no producia rapamicina detectable, si no que en
Iugar de eso producia un nuevo metabolito también con una fuerte absorcién a 287 nm. La comparacién del espectro
de masas de la rapamicina con el del nuevo metabolito demostré una fragmentacion que coincidia con que fuera 16-
desmetil-27-desmetoxirapamicina, como se muestra en la Tabla 1, més abajo.
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Por analogia con la serie de pérdidas de los 2MeOH y los 2H,0O observadas para la rapamicina, los espectros de
masas de la 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina mostraban pérdidas sucesivas de 4H,0. Ambos compuestos presen-
taban la pérdida del fragmento Y, mostrada mas abajo, y los fragmentos derivados de él, indicando que esta porcién de
la molécula no habia cambiado. Las masas de los fragmentos observados para la rapamicina y el andlogo se enumeran
en la Tabla 1, anterior.

El fragmento X, mostrado antes, también apoya la estructura propuesta. KOS20-001 fue cultivado en un fer-
mentador de 10 litros para proporcionar suficiente material para la caracterizacién adicional. La 16-desmetil-27-
desmetoxirapamicina fue aislada del caldo de aislamiento como se describe mas abajo. Las asignaciones del RMN
parcial se realizaron a partir de una serie de experimentos 1D y TOCSY, HSQC, y HMBC, como se muestra en la
Tabla 2.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 2

Datos de RMN seleccionados para la 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina y la rapamicina®

Posicién |16-desmetil-27- ' rapamicina®
desmetoxirapamicina
H' & (ppm) c? & (ppm) |H' & (ppm) |C® & (ppm)

‘1 170.4 v 169.2

2 5,20 v o 51,8 5,29 51,3

8 166,6 166, 8

9 194, 8. » 192,5

10 ‘ 98,9 98,5

27 2,52 (dd, 17,5, 3,0i46,8 3,71 84,9

| Hz)

2,64 (dad, 17,5, 9,0]

Hz)
32 208,7 | 208,2
139 2,93 84,4 2,93 84,4
40 A » 3,3 1335 {78
27-0Me N 4384 1398
39-OMe |3,41 56,4 3,41 |s6,5

*Los datos referidos son para el conférmero principal en CDCl,.

PDatos de la referencia 1.

De acuerdo con lo previsto, el espectro de RMN H' de la 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina presentaba sola-
mente una sefial de grupo metoxi principal en ¢ 3,41 y los datos de HSQC demostraron que estos protones estaban
anclados un carbono resonante a 56,4. Un pico cruzado de HBMC conectaba la funcién metoxi con un carbono con
una sefial a § 84,4 (C-39). Se observaba una correlacion entre H-39 (2,93) y una sefial a 6 3,38 (H-40), que proporcio-
naba una prueba adicional de la localizacion del grupo metoxi. Estos valores coincidian bien con los referidos para la
rapamicina (10).

La evidencia de que el nuevo metabolito diferia de la rapamicina en la posicién 27 fue proporcionada por el espectro
de RMN H'. La regi6n de 6 3,65-3,75, donde el H-27 de la rapamicina resuena, estaba desprovisto de sefiales, y se
observaban dos grupos de sefiales tnicas en ¢ 2,63 (dd, 17,5, 9,5 Hz) y 2,47 (dd, 17,5, 3,0 Hz), similares a las referidas
previamente para H2-27 de la 27-desmetoxirapamicina (5). Combinados, los datos indican que la cepa de delecién
produce el nuevo metabolito 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina.

Debido a que las funciones alfa-cetoamida y 39-metoxi estdn presentes en el andlogo de rapamicina, los genes
rapQONML no estan implicados en estas reacciones. El gen de la metiltransferasa restante de la cepa de delecion
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rapQONML, rapl, debe codificar por lo tanto la enzima responsable de la metilacidn del hidroxilo 39 de un precursor
de rapamicina, coincidiendo con la observacién de que rapl estd muy intimamente relacionado con fkbM en la agru-
pacion FK506. Se ha demostrado que se requiere un gen fkbM funcional para la metilacién del hidroxilo 31 de un
precursor de FK506. Por lo tanto, las metiltransferasas codificadas por los genes rapQ y rapM deben ser responsables
de la metilacion de los hidroxilos 16 y 27, aunque la especificidad precisa de estas enzimas no puede ser definida a
partir del resultado. El gen de la P450 hidroxilasa restante de la agrupacion de la rapamicina de la cepa de delecién
rapQONML es rapJ, que debe codificar por lo tanto la enzima para la hidroxilacién del carbono 9, que coincide con
su intima homologia con fkbD. Por lo tanto, el gen rapN, debe ser responsable de la otra hidroxilacién en el carbono
27.

Debido a que eran producidos unos niveles significativos de 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina por la cepa
disefiada, las otras reacciones de transformacién post-PKS no requieren un precursor que ya haya sido modificado
en las posiciones 16 y 27. De este modo, o bien las posiciones 16 y 27 son las tltimas en ser modificadas, o bien
las enzimas de modificacién post-PKS reconocen solamente una regién de la molécula que circunda la diana para la
modificacion.

Las cepas bacterianas, los plasmidos y los fagos utilizados se enumeran en la Tabla 3, mas abajo.

TABLA 3

Cepas bacterianas, pldsmidos y fagos

Cepa, plasmido o|Caracteristicas Referencia
fago relevantes o fuente
E. coli

XL1-Blue anfitrién vector comun Stratagene

S. hygroscopicus

NRRL 5491 |productos de rapamicina|ATCC
de tipo salvaje

KOS20-001 |cepa de delecién rapQONML |Este

trabajo

S. lividans

TK24 anfitrién para la 6

propagacién de fagos
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Plasmidos
é Litmus 28 vector de clonacién|New
| general England
| Biolabs
pCR-Script vector para amplimeros de{Stratagene
PCR
pPFDNEO-S fuente de marcador neoR
; pKOS7-150 Litmus 28 nuevo Este
poliligador trabajo

pK0S20-55.2 amplimero 5' limitrofe en|Este
pCR-Script trabajo

pKOS20~-56.1 amplimero 3' limitrofe en|Este
pCR-Script trabajo

pKOS20-61.1 amplimero 3' limitrofe en|Este

pKOS7-150 trabajo
pKOS20-68 amplimero 5' limitrofe en|Este
pFDNEO-S trabajo
pKOS20-70 casete de remplazo|Este
rapQONML: : neo ‘ trabajo
Fago
KC515 c+ AattP::tsr,vph 6
phK0S20-001 casete de remplazo KC515i{Este
Avph:: ‘ trabajo

El pldsmido pFDNEO-S fue una amable donacién del Prof. Ryszard Brzezinski de la Université du Sherbrooke,
Canada. S. hygroscopicus ATCC 29253 y la cepa recombinante KOS20-001 fueron cultivados en placa sobre SY (1%
almidon soluble, 0,2% extracto de levadura, 20% de agar) para obtener esporas.

La casete para el remplazo de rapQONML por un gen resistente a la neomicina fue construido como se ha mos-
trado antes. Se obtuvieron regiones de aproximadamente 1,2 kb aguas arriba y aguas abajo de los genes rapQONML
mediante amplificacién por PCR a partir de ADN gendémico de S. hygroscopicus. La localizacién de cada cebador en
la secuencia de la agrupacion de rapamicina publicada (1,11,15) dada més abajo hace referencia al extremo 3’ de cada
cebador. La region aguas arriba fue obtenida con cebadores desde el nucleétido 89986.

(5’-ATCGGATCCGC GCCAGGTCCGGCGACCCGTCCGCTTCC-3’), introduciendo un sitio BamH I, y 91124

(5’-GATAGATCTAGACCGAAGGCCGACATCACGGTGTCGAAC-3’), introduciendo un sitio Bg/ II. La region
aguas abajo fue obtenida con cebadores a partir de 95072
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(5’-ATCAAGCTTG CTTGATGTCACGCTGGCACAGAACCTTGG-3’), introduciendo un sitio Hind 111, y 96218

(5’-GATATGCATCCGTGCCGTCCCAGGTTCTCGGCACCGATC-3’), introduciendo un sitio Nsi 1. Las mezclas
de PCR incluian polimerasa de Pfu (Stratagene), el tamp6n del fabricante, 10% DMSO, dATP, dTTP, dCTP 200 uM
cada uno, y dGTP y desaza-dGTP (Roche) 100 M cada uno. Se utilizaron treinta ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a
60°C y 3 min a 72°. Cada amplimero fue clonado en el sitio Srf I de pCR-Script (Stratagene) para dar pKOS20-55.2 y
pKOS20-56.1, respectivamente, y los clones fueron verificados mediante secuenciacion.

El plasmido pKOS7-150 estaba derivado de Litmus 28 y tiene la siguiente secuencia entre los sitios SnaB 1y Avr
II: 5’-TGGATCCACAGATCTGCCTGC-AGCATCTAGAAAGCTT ACATGCATCCTAG-3’. La regi6n izquierda fue
aislada de pKOS20-56.1 en forma de un fragmento EcoR I - Bgl II de 1,2 kb y clonada en los sitios EcoR I - BamH
I de pPFDNEO-S (4), para dar pKOS20-68. La region derecha fue aislada de pKOS20-56.1 en forma de un fragmento
Hind III - Nsi I de 1,2 kb y clonada en los mismos sitios de pKOS7-150 para dar pKOS20-61.1. El fragmento BamH I -
Hind 111 de 2,2 kb de pKOS20-68 fue movido a los mismos sitios de pKOS20-61.1 para dar pKOS20-70, en el cual se
habia insertado el gen de resistencia a la neomicina entre las secuencias limitrofes de rapQONML.

La casete descrita antes fue aislada de pKOS20-70 en forma de un fragmento BamH I - Nsi I de 3,4 kb y ligada
a los sitios BamH I - Pst I del ADN de KC515 y el ADN transfectado en protoplastos de S. lividans TK24 como
se ha descrito (6). Las placas de fagos recombinantes fueron identificadas utilizando la PCR. El fago que albergaba
la casete de remplazo fue mezclado con esporas recién germinadas de ATCC 29253 y cultivado en placa sobre agar
harina de avena modificado (107- 10® esporas por placa; MOI de 5-10) como se ha descrito (9). Después de 20 h a
30°C, las placas fueron recubiertas con neomicina (10 ug/ml concentracion final) e incubadas aproximadamente 10
dias. Las colonias seleccionadas fueron transferidas a medio minimo que contenia 20 pg/ml de neomicina y aquellas
que crecian bien después de aproximadamente 10 dias fueron aplicada en estrias sobre medio minimo que contenia
20 pg/ml de neomicina para obtener clones puros. Los clones fueron sometidos a ensayo para el evento de doble
entrecruzamiento parcheando en medio con neomicina sola y neomicina mds Tiostrepton. Las cepas NeoR, ThioS
seleccionadas se hicieron crecer en caldo de soja con tripsina afiadida de Difco con un suplemento de 1% de glucosa,
tampén MES (4cido 2-(N-morfolino)-etanosulfonico) 100 mM, pH 6,0 y el ADN fue aislado como se ha descrito (6).
El ADN fue analizado mediante PCR en cuanto a la presencia de amplimeros diagnéstico del evento de remplazo
con paso doble. Las pares de cebadores hibridaban con las regiones fuera de la secuencia homdloga izquierda (5°-
CGGGCGTCTGATCGACCAGGATGAGATGGG-3’) y dentro del promotor de la casete neo.

(5’-TATGTTGGTGTCATTCTACCAGAATCGGCAAAAGATGTCA-3’), o fuera de la secuencia homoéloga dere-
cha (5’-GCGAGGGCGTAGCCCCGGCG-3’) y en el poliligador en el extremo 3’ de la casete neo.

(5’-GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT-3’). Una cepa en la cual la regiéon rapQONML estaba correctamente
remplazada por la casete neo fue denominada KOS20-001.

Esporas de S. hygroscopicus ATCC 29253 y KOS20-001 fueron inoculadas en 40 ml de TSB (8) con suplemento
en matraces con pantalla de 250 mL. Después de 20 horas, los cultivos fueron cosechados, resuspendidos en 30%
de glicerol y dispensados en alicuotas de 1 ml para dar un banco de células de trabajo. Se utiliz6 un vial de células
congeladas para inocular 40 mL de TSB con suplemento (8) en matraces con pantalla de 250 ml. Aproximadamente a
las 20 hrs, la concentracién de glucosa se aproximd a cero, medido con un analizador de bioquimica YSI 2700 Select,
momento en el cual se afladié D,L-pipecolato (Sigma) a los cultivos de KOS70-001 (concentracion final 1 mg/ml). Se
extrajeron alicuotas de los cultivos después de 3-4 dias (cuando se habian desarrollado completamente) como sigue. A
una alicuota de caldo completo se afiadieron dos volimenes de acetona y la mezcla se sometié a sonicacién un minuto
sobre hielo con un Sonic Dismembranator 60 (Fisher) ajustado al méximo. Se afiadieron tres volimenes de acetato de
etilo, en relacién con la alicuota original, y la mezcla se sacudid. Después de la centrifugacidn, la fase de acetato de
tilo superior fue transferida a un nuevo recipiente, secada anadiendo sulfato de sodio anhidro, y concentrada mediante
evaporacion rotatoria. El residuo se redisolvio en acetato de etilo para su andlisis (0,5% del volumen de caldo original).

Los extractos fueron analizados utilizando un sistema que constaba de un Beckman System Gold HPLC, un detec-
tor Alltech ELSD, y un detector basado en LC MS PE SCIEX API100 equipado con una fuente de ionizacién quimica.
El eluyente de una columna Metachem Inertsil ODS-3 (5 um, 4,6 X 150 mm) a 50°C de un gradiente lineal de 50%
a 100% MeCN (0,1% HOAc) a 1 mL/min a lo largo de 5 min fue controlado mediante UV a 287 nm, ELSD, y MS.
En estas condiciones, la rapamicina eluia a los 9,4 min y la 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina a los 8,4 min. El
LC/MS de alta resolucién de una muestra purificada de 16-desmetil-27-desmetoxirapamicina fue obtenido en un PE
Biosystems Mariner API-TOF MS también configurado con una fuente de ionizacién quimica a presién atmosférica.

Se cultivo KOS20-001 en un fermentador de 10-litros de medio TSB con suplemento sembrado con 500 mL de
cultivo de dos dias del mismo medio. A lo s3 dias, se recogi6 el cultivo, se afiadié un volumen igual de metanol, y
después de 30 minutos se centrifugé la suspension. El sobrenadante fue sometido a extraccion n fase sélida en HP-20
(volumen de la columna 500 ml, 100 ml/min). Después de la captura, la columna fue lavada con 2 litros de MeOH-
H,O0 (1:1), seguido de 2 litros de MeOH-H,O (2:1). El nuevo metabolito se hizo eluir después de la columna con 1,5
litros de MeOH. Una fraccion de 1 gramo del resto de 2,5 g resultante fue fraccionada sobre LH-20 (CH,Cl,-MeOH,
1:1). Las fracciones que contenian el andlogo fueron reunidas y sometidas de nuevo a cromatografia sobre LH-20
(heptano-diclorometano-EtOH, 10:10:1). La purificacién final fue mediante HPLC (10 X 250 mm, Metachem Inertsil
ODS-3, gradiente lineal de 50% MeCN-H,0 a 95% MeCN-H,0 a lo largo de 30 min, 5 ml/min, UV = 287 nm).
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REIVINDICACIONES
1. Una célula anfitriona de Streptomyces hygroscopicus recombinante que produce 17-desmetilrapamicina, donde
la célula comprende una agrupacién del gen de la policétido sintasa (PKS) de rapamicina modificado que expresa una
PKS de rapamicina modificada y donde la PKS de rapamicina modificada comprende un dominio aciltransferasa (AT)
de remplazo en el médulo de elongacién 10.
2. La 17-desmetilrapamicina en forma sustancialmente pura.

3. Una composicién farmacéutica que comprende 17-desmetilrapamicina y un portador farmacéuticamente acep-
table, no téxico.
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