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 DESCRIPCIÓN 
 
Grupo de genes NRPS-PKS, su manipulación y su utilidad 
 
La pr esente in vención se r efiere a la c lonación y s ecuenciación d el grupo de genes que c odifica l a maq uinaria 5 
biosintética para la síntesis de la macrolactama policétido BE-14106, que incluye tanto un dominio de adenilación de 
péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) como una enzima biosintética o complejo enzimático policétido modular 
(PKS; enzima o complejo enzimático policétido s intasa). La maquinaria para la biosí ntesis comprende por tanto un 
sistema enzimático NRPS-PKS híbrido. Por consiguiente, la invención se refiere a nuevos genes y a moléculas de 
ácido nucleico que codifican la maquinaria b iosintética para la sí ntesis de la m acrolactama BE-14106, que incluye 10 
una enz ima biosintética o  un sistema enzimático NRPS-policétido modular que interviene en la  biosíntesis de BE-
14106 y a la maquinaria b iosintética que incluye el propio sistema o co mplejo enz imático NRPS-policétido sintasa 
modular (así como sus componentes). Adicionalmente, la invención se refiere al uso de estos genes, a moléculas de 
ácido nucleico, a la maquinaria, a enzimas y a s istemas enzimáticos o complejos de los mismos, que facilitan tanto 
la biosíntesis de BE-14106 como la síntesis de derivados de BE-14106 y nuevas estructuras macrolactama. 15 
 
Los policétidos, o estructur adas rel acionadas o b asadas en policétidos, son, o for man l a b ase de, pr oductos 
naturales sintetizados por ba cterias, ho ngos, plantas y animales, much os de los c uales tien en la p osibilidad de 
aplicarse com o age ntes farmacéutic os o como pro ductos agr ícolas o veterinarios, p or ejemp lo, co mo antibi óticos, 
antifúngicos, citostáticos, anticolesterolémicos, antiparasitarios, coccidiostáticos, y promotores de crecimiento animal 20 
e insecticidas naturales. 
 
Las bacterias Streptomyces gram positivas son las principales productoras de policétidos y de moléculas basadas en 
policétidos y la  genética y l a bioquímica de la bi osíntesis de policétidos en estos organismos están relativamente 
bien caracterizadas (McDaniel R, et al., Chem Rev. 2005 Feb; 105(2): 543.58). 25 
 
Otros productores incluyen otros actinomicetos. Se conoce una serie de diferentes moléculas basadas en policétidos 
(o relacionadas con polic étidos), cuyas macrolactamas representan una clase. Ogasawara Y. et al; Chem Biol. Ene 
2004; 11(1): 7 9-98 y Udwary et al; Proc Na tl Acad Sci US A, 19 jun 2007; 104(25): 10376-81, respectivamente, han 
descrito los grupos de genes biosintéticos para la síntesis de las macrolactamas vicenistatina y salinilactama. 30 
 
BE-14106 (nombre alternativo GT-32A) es un antibiótico de macrolactama que tiene una estructura química como se 
expone en la Figura 1. Se ha aislado de una cepa de Streptomyces spheroides y se ha observado que tiene efectos 
citotóxicos e n líneas d e cél ulas de le ucemia, así como actividad antimi crobiana c ontra una s erie d e orga nismos 
ensayados, actividad antiproliferativa contra una línea de células BALB3T3 transformada mediante H-ras y actividad 35 
inhibidora contra la reacción linfocitaria mixta (documento JP4001179, Kojiri et al 1992 Journal of Antibiotics, 868-74, 
Takahashi et a l 1997, Journal of Antibiotics 186-8). También se  ha aislado un análogo 8-desoxi (GT-32B) de una 
especie de  Streptomyces n o esp ecificada y s e observó que comp artía much as d e las activi dades de BE- 14106 
(Takahashi et al, citados anteriormente). 
 40 
Los compuestos de macrolactama, tales como BE-14106, puede formarse mediante activación y cebado del sistema 
PKS con un aminoácido acti vado y la e xtensión d el r esto amin oacídico (cadena aminoacilo) por  con densaciones 
repetidas de ácidos carboxílicos simples por policétido sintasas (PKS) de maner a similar a la bi osíntesis de áci dos 
grasos. Por ta nto, a difer encia del c aso con una sim ple cadena de policétido en el q ue la “unidad iniciadora” es u n 
resto de áci do carbo xílico, en este caso, l a uni dad i niciadora p ara la P KS es un prod ucto interme dio amin oacilo 45 
sintetizado a partir de un aminoácido y de una cadena acilo. Las PKS pueden organizarse como PKS repetitivas que 
re-utilizan dominios en  un a manera cíclica  o como  PKS modulares ( de T ipo I) que c ontienen un a secuencia d e 
módulos ( o u nidades r epetidas) disti ntos y no r e-utilizan domi nios. Cada mó dulo es respo nsable de u n cic lo de 
condensación en la síntesis de la cadena del policétido y contiene diversos dominios enzimáticos. En el caso de BE-
14106 la ca dena “policetídica” es, estrictamente ha blando, una cad ena de aminoácidos - policetídica híbrida, o un a 50 
cadena amin oacilo, per o en el prese nte docum ento se denomina “c adena policetídica”. Por tant o, ad emás de 
dominios p ara la  con densación de l s iguiente ác ido car boxílico so bre la  cad ena del policétido en crec imiento, 
catalizada por el dominio de la -cetoacil sintasa (KS), los  módulos de la PKS de tipo I  pueden contener dominios 
con actividades -cetorreductasa (KR), deshidratasa (DH) o enoil reductasa (ER), que determinan el estado reducido 
de unidades extendedoras incorporadas. Los dominios de la acetiltransferasa (AT) y de la proteína transportadora de 55 
acilos (ACP, Acyl C arrier P rotein) pres entes e n c ada módulo s on r esponsables d e l a elección de la un idad 
extendedora y de la conservación de la cadena del po licétido en crecimiento en la PKS, respectivamente. Después 
de finalizar la síntesis, la cadena del policétido se libera de las PKS mediante la acción de una tioesterasa (TE), que 
también está probablemente implicada en la ciclación del producto final. Por tanto, las PKS de tipo I representan una 
línea de ensamblaje para la  biosíntesis de pol icétidos, que puede manipularse cambiando e l número de módulos, 60 
sus esp ecificidades hacia l os ácid os carb oxílicos e inactivando o inserta ndo domi nios con actividades reductoras 
(Weissman y Leadlay, Nat. Rev. Microbiol. 2005 Dec; 3(12): 925-36). Desp ués de  que la fracción polic étido se 
sintetiza y cic la par a forma r un an illo de  macrolacto na (o macrol actama), esta pu ede mo dificarse medi ante 
hidroxilación, gluc osilación, metilación y/o acil ación. Estas modific aciones pueden ser imp ortantes para las 
actividades biológicas de determinados productos basados en policétidos. Como se d escribirá con más detalle más 65 
adelante, en e l trabajo que conduce a la presente invención, los g enes que codifican el sistema enzimático NRPS-
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PKS de B- 14106 (e l “gru po de g enes” de  BE-14106) s e han c lonado y secue nciado y se  ha determinado q ue el 
sistema enzimático NRPS-PKS de BE-14106 contiene diversas PKS de tipo I, cada una de las cuales se organiza de 
manera modular y está constituida por unidades repetidas (módulos). 
 
Los genes para la biosí ntesis de polic étidos en Streptomyces se orga nizan generalmente en grup os, y div ersos de 5 
dichos gr upos ya id entificados son los r esponsables d e l a síntesis d e diversos pr oductos n aturales. La cl onación 
molecular y secuenciación completa de ADN de diversos grupos de genes antibióticos macrólidos de Streptomyces 
se ha descrito, incluyendo los de la avermectina, pikromicina y rapamicina (Ikeda H., Omura S. (2002). Biosynthesis, 
Regulation, and Genetics of Macrolide Production. In: Mac rolide Antibiotics: Chemistry, Biology and Practice, 2ª Ed. 
(ed. S. Omura) , págs. 286-326, Academic Press, Nueva York). Como se ha mencionado anteriormente, también se 10 
han notificado grupos de genes para los biosistemas de determinados antibióticos de macrolactama. 
 
Como s e ha indicado a nteriormente y co mo se describe más adelante, la presente inv ención s e b asa en la 
identificación, clonación y secuenciación de  un nuevo grupo de gen es para la biosíntesis de BE-14106 que  hasta 
ahora no estaba dis ponible. Adicio nalmente, el aná lisis de los g enes clona dos h a permiti do a clarar l a rut a 15 
biosintética de BE-14106. Po r consiguiente ahora se pr opone que el proceso normal de síntesis de BE-14016 se 
inicia a través de la síntesis d e una unidad iniciadora (C17-C25), en la que una fracción acilo se sintetiza a partir de 
1 unidad de propionato y 2 de acetato. La síntesis de la unidad iniciadora continúa con la activación de una molécula 
de g licina me diante un dominio de adenilación NRP S y car gando la gl icina ac tivada s obre una proteína 
transportadora peptidilo. La  desam inación oxidativa de l a g licina li bera am oniaco, lo q ue constit uye u n ataque 20 
nucleófilo en el carbonilo C-17 para formar un grupo imino C-17, que posteriormente se reduce a un grupo amino. La 
liberación d e l a cade na am inoacilo d e la proteína tra nsportadora p eptidilo, prod uce la formaci ón de un ác ido 
carboxílico, q ue des pués se  adenila y s e li ga co n l a co enzima A  (CoA) . La am inoacil-CoA activ ada resultante s e 
transfiere a l d ominio ACP d e una PKS m ediante u na a ciltransferasa y se e xtiende y mod ifica p or la acci ón 
secuencial de las enzimas en el sistema PKS como se describe adelante con más detalle. El dominio enzimático -25 
cetoacil sintasa (KS) en cada módulo cataliza la condensación del ácido carboxílico apropiado (por ejemplo, acetato 
o pro pionato), determi nada por el m ódulo ac iltransferasa (AT ). Los domi nios e nzimáticos c on activid ad -
cetorreductasa (KR) o deshidratasa (DH) determinan el estado reducido de las unidades extendedoras incorporadas. 
 
La c adena lat eral de hi dratos de  carb ono C20-C25 de  B E-14106 c ontiene part e d e l a u nidad in iciadora y es  el 30 
resultado de la ciclación del anillo de macrolactama. Finalmente, la modificación adicional del anillo de macrolactama 
se produce mediante hidroxilación. 
 
El grupo de genes biosintético de BE-14106 también codifica o i ncluye diversos elementos reguladores y proteínas 
para el transporte de las moléculas sintetizadas. 35 
 
Dado que la síntesis química de compuestos tales como éste es muy compleja, en la práctica se requiere usar una 
ruta biosintética y por consiguiente es deseable el aislamiento o la purificación de los compuestos de hospedadores 
apropiados. C omo se ha r econocido en la técnica, est o ofrece la oportunidad de manipular ge nes del grup o de 
genes de PKS  para camb iar la biosí ntesis y p or lo tanto dar como res ultado l a síntes is de nu evos p olicétidos o 40 
compuestos basados en policétidos modificados. Aunque se ha descrito que la modificación de diversos grupos de 
genes de PKS da como resultado la síntesis de diversos nuevos compuestos, aún continúa habiendo una necesidad 
y u n d eseo d e aume ntar e l r epertorio d e c ompuestos d isponibles, esp ecialmente a ntibióticos, y/o de mej orar l as 
propiedades ( por e jemplo, e ficacia, to xicidad, sol ubilidad en a gua, etc.) de los f ármacos e xistentes. La pr esente 
invención se dirige a estos  objetiv os, y s e baj a en l a clon ación y s ecuenciación d e ADN de l gr upo d e ge nes 45 
biosintético de BE-14106. Esto prop orciona la primera secuencia para estos genes biosintéticos de antibióticos, así 
como una herramienta para la manipulación gen ética con obj eto de modific ar los nivel es de e xpresión o las 
propiedades de BE-14106 y/o la producción de organismos, u obtener nuevos compuestos posiblemente útil es. A  
este respecto, aunque se con oce el antibiótico BE-14106, en el fo ndo de una p luralidad de moléc ulas basadas en 
policétido sintetizadas en Streptomyces y correspondientes a una pluralidad de grupos de genes biosintéticos, no fue 50 
una cuestión sencilla identificar y clonar el grupo de genes correcto para BE-14106; se ha requerido un considerable 
esfuerzo e ingenuidad en cuanto al análisis de secuencias y diseño o selección de sondas. 
 
Los autores de la presente invención han aislado y purificado BE-14106 de una fuente previamente desconocida, el 
aislado bacteriano MP28-13, que se piensa que es una nueva cepa de Streptomyces (depositada con el número de 55 
depósito DSM21069, el 25 d e e nero d e 2 008, e n l a Deutsche S ammlung vo n Mikr oorganismem und Z ellkulturen 
GmbH (DSMZ)) que se aisló de sedimento de agua superficial en el fiordo de Trondheim, Noruega. El aislamiento de 
este nuevo microorganismo ha permitido a  los inv entores clonar y secuenciar todo el grup o de genes biosintético 
BE-14106. Est e gru po c ontiene 22 genes que c odifican pr oteínas qu e se su pone que están implicadas e n l a 
biosíntesis de la molécula BE-14106 (véase la Tabla 1). 60 
 
Para re alizar esta clo nación, se usar on c ebadores ol igonucleotídicos espec ialmente diseñados qu e representan 
secuencias qu e cod ifican p artes del  dom inio cetos intasa (KS) para  la amplificación d e regi ones co dificantes del 
dominio KS d el ais lado MP28-13. Una vez obtenidas y caracterizadas las secuencias amplificadas, basándose en 
análisis bioinformáticos complejos e intensos, se seleccionó una de las secuencias como una sonda. Esta sonda se 65 
usó para explorar la biblioteca genómica que se construyó para MP28-13. Los cósmidos que se identificaron de esta 
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manera se  a nalizaron y s e secuenciaron para pro porcionar to do el  gr upo bi osintético. La  sec uencia s e había 
anotado por completo y se había aclarado una ruta de dos partes para la biosíntesis BE-14106, como se expone en 
las Figuras 2A y 2B. La primera parte de la ruta de la biosíntesis de la unidad aminoacilo iniciadora se muestra en la 
Figura 2A y en la Figura 2B se representa la segunda parte, el alargamiento de la cadena aminoacilo, su cic lación 
resultante en la formación del anillo de macrolactama y la post-modificación de PKS. Por tanto, se ha propuesto que 5 
el grupo de genes biosintético de BE-14106 codifica un primer sistema o complejo enzimático que comprende PKS y 
otras enzimas o proteínas para la sínt esis de la ca dena aminoacilo y un sistema enzimático o c omplejo enzimático 
PKS adicional para la prolongación de dicha cadena de am inoacilo, así como una enz ima para la post-modificación 
de la molécula PKS, proteínas para la regulación de la ruta, y proteínas de resistencia/salida. 
 10 
Basándose en el conocimiento de la secuencia, se d esarrolló un método de manipulación genética de MP28-13 de 
especies de Streptomyces. De este modo fue posible demostrar que la nueva secuencia era de hecho responsable 
de la biosíntesis de BE-14106. 
 
Además, como se d escribirá adelante con más deta lle, la  manipulación de secuencias de A DN funcionales dentro 15 
del nuevo grupo de genes b iosintético que se ha id entificado, puede conducir a la sín tesis de n uevas estructuras  
moleculares, por ejemplo, derivados o análogos de BE-14106, con funciones o prop iedades alteradas, por ejemplo, 
mejoradas. Como tal, el grupo de genes de BE-14106 puede manipularse para obtener no solo nuevos derivados o 
análogos de BE-14106 beneficiosos, sino también para mejorar y facilitar el proceso de producción biosintética (por 
ejemplo, mejorar el re ndimiento, o las co ndiciones de producción o expandir e l intervalo de células hospedadoras 20 
disponibles) o más preferentemente proporcionar nuevos compuestos con nuevas actividades y/o propiedades. 
 
En la SEC ID Nº: 1 se  muestra la secuencia codificante completa (es decir la secuencia codificante de nucleótidos 
completa) del grupo de genes biosintético de BE-14106. Se ha observado que esta contiene diversos genes u ORF, 
que codifican las diversas proteínas y polipéptidos que son responsables de las actividades que se requieren para la 25 
biosíntesis de BE-14106. 
 
El grupo de genes biosintético contiene genes y ORF que se piensa que codifican todas las proteínas y polipéptidos 
que s e n ecesitan p ara la biosíntesis norm al de BE- 14106. Sin emb argo, no a to das las proteín as y pol ipéptidos 
codificados s e les h a atrib uido a ún un p apel en l a b iosíntesis y por eso p uede q ue no to das las proteínas o 30 
polipéptidos c odificados d el grupo se an esenciales par a l a bi osíntesis d e BE-1 4106. L os div ersos genes y OR F 
pueden co dificar enz imas que cata lizan u na o m ás re acciones b ioquímicas, o pr oteínas q ue no ti enen actividad 
catalítica pero que, en su lu gar, están implicadas en otros procesos, tales como la regu lación de los procesos de la 
síntesis de BE-14106, o el transporte de BE-14106, por ejemplo. 
 35 
Diversas enzimas son policétido sintasas (PKS) y es posible que varias de estas PKS puedan asociarse físicamente 
para formar un complejo enzimático, aunque esto aún no se ha establecido. En el presente documento dicho grupo o 
conjunto de enzimas recibe el nombre de sistema o complejo enzimático biosintético policétido o sistema o complejo 
enzimático PKS, aunque no es necesario que todas las e nzimas/proteínas en e l sistema/complejo sean policétido 
sintasas r eales, es dec ir, q ue te ngan actividad policétido si ntasa; pudiendo ten er otras activi dades o papeles 40 
funcionales en la síntesis de BE-14106. Por ejemplo, un dominio de adenilación específico de péptido sintetasas no 
ribosomales (NRPS) (BecL) , junto co n al gunas otras p roteínas acc esorias (p or ej emplo BecJ, BecS, Bec U) 
codificadas po r el gr upo est án im plicados en l a síntesis  de l a u nidad iniciadora p ara la b iosíntesis de BE- 14106 
activando u n aminoácido (s upuestamente una g licina) y su c arga en uno d e l os d iversos mó dulos de l a PKS 
BE14106 para una pr olongación adicional. Otras proteínas, tales como BecO, realizan la hi droxilación del anillo de 45 
macrolactama en C-8. Un grupo o c onjunto de e nzimas que com prende dich o dom inio de NRPS y enzimas PKS 
pueden recib ir el nombr e d e sistema e nzimático o com plejo enz imático NRPS-PKS  híbrido. L a a grupación de  
proteínas y polipéptidos qu e co difica el  grupo d e genes e n su  tota lidad r ecibe c onjuntamente el nombre d e 
maquinaria biosintética para la biosíntesis de BE-14106. 
 50 
Por tanto, en un aspecto, la presente invención proporciona una molécula de ácido nucleico que comprende: 
 
 (a) una secuencia de nucleótidos como se muestra en la SEC ID Nº 1; o 
 (b) una secuencia de nucleótidos que es el complemento de la SEC ID Nº 1; o 
 (c) una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente una 55 

identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) con 
la SEC ID Nº 1; o 

 (d) una parte de uno cualquiera de (a) a (c), en el que dicha parte comprende: 
 
 (i) una secuencia de nucl eótidos como se muestra en un a cualquiera de las SEC ID Nos 2, 6, 8, 10, 12, 1 4, 60 

16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 44 o una secuencia de nucleótidos que es complementaria 
de la misma o que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 %; o 

 (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica una o más secuencias de aminoácidos seleccionadas de la s 
SEC ID Nos 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 45 o que tiene una identidad 
de secuencia de al me nos 85 % (preferentemente al menos 90 %, 91 % , 92 %, 93 %,  94 %, 95 %, 9 6 %, 97  65 
%, 98 % o 99 %) con las mismas, 
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en el que dicha moléc ula de  ácido nucleico codific a o e s complem entaria a una m olécula de ác ido nucle ico q ue 
codifica uno o más polipéptidos que tienen actividad funcional en la síntesis de BE-14106. 
 
Una actividad funcional puede ser  una actividad enzimática, por  ejemplo, una activ idad imp licada en la sí ntesis o 
transporte o transferencia de BE-14106 (ésta puede ser la síntesis de BE-14106 o cualquier etapa que contribuya a 5 
la misma, o u na mod ificación de la ca dena BE-141 06, e tc.) y /o p uede ser una activ idad reg uladora, por ejem plo 
regulación d e la expres ión d e los ge nes (p or ejemp lo, un regul ador tran scripcional) o proteínas im plicadas e n la 
síntesis, o  regulación del proceso s intético, y/o puede ser  una “actividad transportadora”. Por ta nto, generalmente 
también se incluyen proteínas transportadoras implicadas en la transferencia o transporte de BE-14106, por ejemplo, 
en el transporte o salida de la molécula sintetizada dentro o fuera de la célula. 10 
 
En el presente documento también se desvelan secuencias de nucleótidos que comprenden elementos genéticos 
funcionales ta les como pr omotores, reg iones oper adoras prom otoras, potenci adores, u otras  secuenc ias 
reguladoras, etc. Por tant o, no es necesario que la molécula de ácido nucleico de la invención comprenda todo el 
grupo de ge nes de PKS sino qu e pue de compren der una p orción o  parte de este , por ejempl o, una parte q ue 15 
codifique un p olipéptido que  tenga una función particular como se d escribe a nteriormente y o pcionalmente u na 
secuencia reguladora. Esta pue de comprender uno o m ás genes y opcionalmente secuencias reguladoras, uno o 
más mód ulos, domi nios e nzimáticos o e lementos genéticos funcionales codific antes (por e jemplo e lementos q ue 
controlen la e xpresión, la transcri pción, la  traducció n, etc, de genes). Generalmente hablando, un a molécul a de  
ácido nucleico de la invención comprenderá diversos genes diferentes y opcionalmente secuencias reguladoras que 20 
conducen a la síntesis de BE-14106. 
 
Un “gen biosintético u ORF de BE-14106” se define adicionalmente más adelante, pero en resumen en el contexto 
de la secci ón (e) anterior si gnifica u n gen u ORF  que codifi ca u na prot eína o po lipéptido qu e es funcio nal e n el  
proceso bios intético de BE-1 4106. Como s e ha in dicado anteriormente, éste podría s er una e nzima que estuvi ese 25 
implicada e n l a activ ación d el am inoácido de partida, en la  transfer encia del am inoácido/cadena de aminoacilo 
activada a una enzima PKS, la gener ación de la c adena policétido o modificación  de la misma, o una proteína que 
es n ecesaria para la  reg ulación o para e l transp orte o  transferencia de la m olécula e n cu alquier fase de s u 
biosíntesis. 
 30 
Una molécula de ácido nucleico de la invención puede ser una molécula de ácido nucleico aislada (en otras palabras 
aislada o separada de los componentes con los que normalmente se encuentra en la naturaleza) o puede ser una 
molécula de ácido nucleico recombinante o sintética. 
 
Como se trata en cualquier parte del presente documento, el grupo de genes biosintético de BE-14106 es una gran 35 
molécula d e á cido n ucleico que co ntiene l os diversos e lementos g enéticos o diferen tes genes o l as ORF  que  
codifican las proteínas o los péptidos que se necesitan para la biosíntesis de la molécula BE-14106 o un derivado o 
análogo de BE-14106 o m olécula r elacionada con BE-14106. Cada gen biosintético u ORF de BE-14 106 codifica 
una sola cadena polipeptídica (que, como alternativa, puede describirse como una proteína) que tiene o que se cree 
que tiene una función en l a biosíntesis de l a molécula BE-14106 o u n derivado o an álogo de BE-1 4106 o moléc ula 40 
relacionada con BE-14106. Se han identificado 22 de dichos genes u OR F (véase la T abla 1). Como se observa en 
las Figuras 2A y 2B, a 14 de éstos se les atribuye un papel directo en la biosíntesis de BE-14106. Como se explica 
más adelante, también se piensa o se propone que algunos otros desempeñan un pa pel en la bi osíntesis de BE-
14106. Por tanto, por ejemplo, se piensa que becH y M codifican reguladores, se piensa que BecL está impicada en 
la activación de glicina, se piensa que BecU media la interacción proteica entre la ACP de BecC y se piensa que la 45 
PCP de BecS, BecN está implicada en la salida y/o resistencia, se piensa que BecP ayuda a la ciclación del anillo de 
macrolactama y BecQ en la liberación de la cadena aminoacilo de inicio para el complejo BecC-BecU-BecS. 
 
Determinadas proteínas  tienen actividad enzimática y puede por tanto  definirse como enzimas. Diversas de estas 
enzimas pueden describirse como policétido sintasas (PKS). Dichas enzimas contienen uno o más de un mó dulo y 50 
cada módulo puede contener de uno a s eis, preferentemente dos, tres, cuatro o cinco dominios enzimáticos, cada 
uno de los cuales es responsable de una actividad diferente en la biosíntesis de la molécula BE-14106 o un derivado 
o análogo de BE-14106 o m olécula relacionada con BE- 14106. Como ta l, en estas PK S puede haber sitios activo s 
múltiples en un solo polipéptido o enzima. 
 55 
Por ejemplo, la enzima BecB es una PKS y tiene tres módulos; el módulo 1 (“módulo de carga” en la Figura 2B) tiene 
un solo sitio a ctivo o domi nio (ACP), y cada uno d e los módulos 2 y 3 (Módulos 1 y 2 en la F igura 2B) tiene cinc o 
sitios activos o  dom inios que tien en activi dades KS, AT , DH, KR  y AC P. Otras PKS codificadas p or el  gru po d e 
genes son BecA, BecC, BecD, BecG, BecF y  BecE. Dichas PKS pueden contener numerosos dominios, poseyendo 
cada uno actividad catalítica para extender y/o alterar la estructura del policétido. El policétido pasa a lo largo de la 60 
proteína de tal  manera que l as diferentes actividades se realizan secuencialmente en l a cadena del policétido en 
crecimiento. Como se h a indicado anteriormente, diversas de las PKS codificadas por el gru po de genes pueden 
asociarse para formar un complejo enzimático biosintético. 
 
La mo lécula d e áci do nuc leico d e l a i nvención c odifica ( o compr ende una secu encia de nucleótidos codific ante) 65 
algunos, o má s preferentem ente todos, lo s polip éptidos o  proteínas  qu e están implic ados en l a bios íntesis de l a 
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molécula BE-14106. Por ejemplo, la molécula de ácido nucleico puede contener cada uno de los 22 genes u ORF y 
por tanto codificar cada una de las proteínas que están implicadas en la biosíntesis de la molécula BE-14106 como 
se expone en la Tabla 1, o pued e comprender una porción o parte de la secuencia de nucleótidos de SEC ID Nº: 1  
que es u na se cuencia qu e codific a una so la proteína o p olipéptido co dificado por un s olo g en u ORF  dentro del  
grupo de genes bios intético de BE-14 016 como se d efine e n la r eivindicación 1. Se contem plan partes q ue 5 
comprenden, por ejemplo, al menos 11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, o hasta 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, (por 
ejemplo 1 -21, 2-20, 3-19, 4-18, 5-17,6-16, 7-15, 8-14, 9-13, 10-12) genes u ORF, en el que dichas partes son como 
se define en l a reivindicación 1. Pref erentemente l a molécula de ác ido nucle ico de la  invenc ión codifica todas l as 
proteínas qu e están implicadas en la biosíntesis de l a molécula BE-14105 como se expone en l a Tabla 1. Com o 
alternativa, puede comprender todas las O RF/genes como se indica en la Tabla 1 excepto cualquiera de uno o más 10 
de becR y ORF6. Dado que la Tabla 1 expone todos los genes u ORF que se han caracterizado, una molécula de 
ácido n ucleico que c odifica t odas las proteínas qu e est án imp licadas en la biosíntesis de l a mo lécula BE- 14106 
como se expone en la Tabla 1, puede definirse como una secuencia que comprende el grupo de genes biosintético 
de BE-14106. 
 15 
Por tanto, la moléc ula de á cido nucl eico de la invención cod ifica uno o más polipéptidos c omo s e defi ne en la 
reivindicación 1 impl icados en la b iosíntesis de, o qu e tiene actividad funcional en, la síntesis d e BE-14106. Como 
alternativa puede codificar una o más variantes funcionalmente equivalentes o s us equivalentes funcionales. Como 
se defi ne anteriormente, la s moléc ulas de ác ido nuc leico de  la invención pu ede com prender vari antes 
funcionalmente equivalentes de SEC ID Nº  1 y dichas variantes pueden incluir partes u homólogos definidos por un 20 
% de  id entidad d e sec uencia co n l a SEC  ID Nº: 1 c omo se define en la r eivindicación 1. D ichas v ariantes 
funcionalmente equ ivalentes codific an proteínas/polipéptidos q ue ti enen actividad funcio nal c omo se d efine 
anteriormente. Dicha actividad funcional puede ser una actividad enzimática, por ejemplo una actividad implicada en 
la síntesis o el transporte o la transferencia de BE-14106 (ésta puede ser la etapa de síntesis de la cadena o anillo o 
cualquier etapa que contribuya a la misma, o una mod ificación, etc. en cualquier fase de la biosíntesis, por ejemplo, 25 
BecA, BecU, BecB, BecJ, BecK , BecS, BecO, BecD, BecG, BecF, BecE, BecT, BecQ, BecP, BecC, BecI, BecL) y/o 
puede ser u na actividad reguladora, por e jemplo, la re gulación de la e xpresión de l os genes o pr oteínas que est án 
implicados en la síntesis, o regu lación d e l os proces os si ntéticos, por e jemplo, BecH,  BecM, y /o p uede ser u na 
“actividad transportadora” o r esistencia por ejemplo, BecN. Por tanto, ge neralmente también se i ncluyen proteínas 
transportadoras implicadas en la transfer encia, transporte o sa lida de la  molécu la sintetizada dentro o fuera d e la  30 
célula. 
 
Dichas mo léculas pueden te ner al men os 300, 500, 6 00, 70 0, 8 00, 900, 10 00, 1500, 2000, 30 00, 500 0, 10000, 
15000, 200 00, 30000, o 50 000 bases. Por tanto, las l ongitudes representativas de los fra gmentos i ncluyen 
fragmentos que tienen de 300 pb a 18000 pb de longitud, por ejemplo 300-3000 pb, 300-2500 pb, 2000-8000 pb, 35 
3000-5000 p b, 4000-1 7000 pb, 700 0-12000 p b u 8 000-11000 pb  de lo ngitud. Como se h a menci onado 
anteriormente, dentro  de  la  SEQ ID Nº: 1 se h an i dentificado diversos gen es y OR F y, como  se  defin e e n l a 
reivindicación 1, partes o fragmentos que comprenden dichos genes u ORF representan “partes” de la SEC ID Nº: 1. 
Éstos se clasifican en la Tabla 1 indicada a continuación: 
 40 

Tabla 1 
Nombre Posici ón inicial 

en la SEC I D 
Nº:1 

Posición final 
en la SE C I D 
Nº:1 

Supuesta función de la proteína 
codificada 

SEC ID Nº: 
(ácido 
nucleico/proteína) 

becH  458  3313  Regulador transcripcional de tipo LuxR 2/3 
becA  3664  20412  PKS de tipo I, mod 1 de carga + mod 2 + 

mod 3 incompleto 
4/5 

becI  21832  20744 C  glicina oxidasa/oxidorreductasa 
dependiente de FAD 

6/7 

becC  23913  21829 C  PKS de tipo I, módulo 3 incompleto  8/9 
becU  24508  23945 C  homólogo de S. avermitilis SAV_606, 

supuesta proteína accesoria NRPS  
10/11 

becB  35088  24505 C  PKS de tipo I, módulos 1, 2 y 3 12/13 
becK  36752  35154 C  supuesta acil CoA sintasa/ligasa  14/15 
becK  36947  37918  acil transferasa  16/17 
beeS  38170  37934 C  proteína transportadora de peptidilo/acilo  18/19 
becL  38288  39805  NRPS, dominio de adenilación  20/21 
becM  40384  39788 C  regulador transcripcional de tipo TetR 22/23 
becN  40486  42060  bomba de salida de tipo MFS 24/25 
becO  43388  42153 C  P450 monooxigenasa 26/27 
becD  53553  43435 C  PKS de tipo I, módulos 4 y 5  28/29 
becP  54502  53561 C  L-aminoácido amidasa/prolina 

iminopeptidasa 
30/31 

becG  60565  54605 C  PKS de tipo I, módulo 9 + dominio TE   32/33 
becF  70706  60573 C  PKS de tipo I, módulos 7 y 8  34/35 
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Nombre Posici ón inicial 
en la SEC I D 
Nº:1 

Posición final 
en la SE C I D 
Nº:1 

Supuesta función de la proteína 
codificada 

SEC ID Nº: 
(ácido 
nucleico/proteína) 

becE  75649  70754 C  PKS de tipo I, módulo 6  36/37 
becT  76241  75954 C  proteína similar a SimX2, supuesta 

subunidad de la propionil CoA 
carboxilasa 

38/39 

becQ  76563  77336  tioesterasa, tipo II  40/41 
becR  77489  78202  fosfolípido de tipo PIsC/glicerol 

aciltransferasa 
42/43 

orf6  79912  78302 C  Tripeptidil aminopeptidasa, secretada  44/45 
 
En la Tabla anterior, “C” indica que la proteína está codificada por la cadena complementaria. 
 
Las sec uencias indic adas an teriormente re presentan p or tanto ge nes b iosintéticos u ORF de BE-1 4106. En otras 
palabras, dic hos gen es/ORF se encue ntran dentro d el grupo de g enes bios intéticos de BE-141 06 y co difican 5 
proteínas y polipéptidos que tienen, o qu e se ha pro puesto que ti enen, un pa pel en l a biosíntesis de BE-14106 en 
Streptomyces. La expresión “gen biosintético de BE-14106) u “ORF biosintética BE-14106” también incluye genes y 
ORF que c odifican pr oteínas que  comp arten activi dad o función c on las proteínas anteriores, y por ejem plo 
comparten a ltos nive les de identidad d e s ecuencia, c omo se defi ne e n la reivindicación 1. Éstos pue den, como 
alternativa, describirse como “variantes funcionalmente equivalentes” o “equivalentes funcionales”. 10 
 
En g eneral, el términ o “g en” incl uye la  ORF  qu e co difica l a pr oteína, junto  con  cu alquiera d e las secu encias 
reguladoras tales como prom otores, mientras que el térmi no “ORF” se refiere sol amente a la parte de l gen q ue es 
responsable de codificar la proteína. 
 15 
Como se indica en el presente documento, las “variantes funcionalmente equivalentes” o “equivalentes funcionales” 
conservan a l menos una fu nción de la entidad c on l a q ue está r elacionada (o  de la qu e pr ocede), por ej emplo, 
codifican u na proteína c on, sustancialmente, las mismas  propi edades, o pres entan s ustancialmente las misma s 
propiedades o  activida des r eguladoras o fu ncionales disti ntas. Las pr opiedades o acti vidades p ueden ens ayarse 
para su uso en técnicas convencionales conocidas en la materia. 20 
 
En el presente documento también se desvelan secuencias de nucleótidos que comprenden elementos genéticos 
funcionales tales como prom otores, regiones operadoras promotoras, potenciadores, otras secue ncias reguladoras, 
etc. Por tanto, la mol écula de ácido nucleico de la invención no comprende necesariamente todo el grupo de genes 
sino que puede comprender una porción o parte de la que es una parte que codifica un polipéptido que tiene una 25 
función particular y opcionalmente una secuencia reguladora. Preferentemente ésta comprende uno o más genes y 
opcionalmente secuencias reguladoras. En el presente documento se desvelan secuencias que son más  cortas que 
ésta y que codifican uno o más módulos, o dominios enzimáticos, o elementos genéticos funcionales no codificantes 
o codificantes (por ejemplo, elementos que controlan la expresión, la transcripción, la traducción, etc, de genes). 
 30 
Por tanto, en  la inve nción se e xtiende a  una mol écula de ácid o nuc leico que c omprende u na s ecuencia de 
nucleótidos seleccionada de SEC ID Nº: 2,  6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28,  30, 32, 34, 36 , 38, 40 y 44 
(identificada por referencia a las posiciones de nucleótidos de inicio y fin en la SEC ID Nº: 1 como se muestra en l a 
Tabla 1) o una secuencia de nucleótidos que es complementaria a las mismas. 
 35 
También se pr oporcionan moléculas de ác ido nuc leico que comprenden secuenc ias de nucleótidos que pr esentan 
una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 
%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) con una cualquiera de SEC ID Nº: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 
34, 36, 38, 40 y 44 o una secuencia de nucleótidos que es complementaria a las mismas. 
 40 
La invención también se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica una o más secuencias de aminoácidos seleccionadas de SEC ID Nº: 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 
27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 45 o una secuencia de nucleótidos que es complementaria a las mismas. 
 
También se  pr oporcionan mo léculas de ácido nucleico q ue com prenden secu encias de n ucleótidos que cod ifican 45 
una o m ás se cuencias d e a minoácidos (e s decir po lipéptidos) q ue pr esentan un a i dentidad de s ecuencia de a l 
menos 85 % (preferentemente al menos 87 %, 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 
%) con una cualquiera de SEC ID Nº: 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19,21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 45 o una 
secuencia de nucleótidos que es complementaria a las mismas. 
 50 
En cada caso, la molécula de ácido nucleico es un ge n biosintético o una ORF de BE-14106, como se  define en el 
presente documento. 
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La i dentidad de sec uencia de am inoácidos o de nucleótidos p uede ev aluarse medi ante cu alquier m étodo 
conveniente. Sin em bargo, para determinar e l gra do de i dentidad de sec uencia entre sec uencias, son úti les 
programas informáticos que realizan alineamientos múltiples de secuencias, por ejemplo, Clustal W (Thompson, J. D 
et al., 1994, “CLUST AL W: Improving the sensitivity of pr ogressive multiple sequence alignment through se quence 
weighting, posi tion-specific gap penalties and weight matrix Choice”. Nuc leic Acids Res 22: 467 3-4680). Para esta  5 
finalidad, también son útiles programas que comparan y alinean pares de secuencias, como ALIGN (E . Myers y W. 
Miller, 1988, “Optical Al ignments in Linear Space”, CABIOS 4: 11-1 7), FASTA (W.R. Pearson y D.J. Lipman, 1988, 
“Improved tools for biological sequence analysis”, PNAS 85:2444-2448, y W.R. Pearson, 1990, “Rapid and sensitive 
sequence comparison with FASTP and FASTA “Methods in Enzymology 183:63-98) y BLAST con huecos (Altschu l, 
S.F., et al., 1997, “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”. Nucleic 10 
Acids Res. 25: 3389-3402). Además, el servidor Dali en el European Bioinformatics Institute ofrece  a lineamientos 
basados e n e structuras de secuencias de proteínas (H olm, 1993, J. o f Mol. Biolo gy, 233: 1 23-38; Holm, 19 95, 
Trends in Biochemical Sciences, 20: 478-480; Holm, 1998, Nucleic Acid Research, 26: 316-9). 
 
Por ejem plo, la ide ntidad d e secu encias de n ucleótidos pue de d eterminarse usando el programa BestF it del  15 
Genetics Computer Group (GCG) Versión 10 del Paquete Informático de la Universidad de Wisconsin. El programa 
usa el algoritmo de homología local de Smith y Waterman con los valores por defecto: p enalización por creación de 
huecos =  50, pen alización p or ext ensión d e huec os =  3,  promed io d e empar ejamiento =  10.000, p romedio d e 
emparejamiento erróneo = -9.000. 
 20 
Las sec uencias de n ucleótidos de acuerdo con l a inv ención pueden pr esentar una id entidad de se cuencia d e al 
menos 85 %, 87 %, 90 %, 91 %, 92 %,  93 %, 94 %, 95 %, 96 %,  97 %, 98 % o 99 % con la SEC Nº: 1 y  dichas 
secuencias codifican o s on complementarias a un a secuencia que codifica alguna o todas las proteínas que están 
implicadas en la biosíntesis de la molécula BE-14106. Las secuencias de nucleótidos que cumplen los criterios de % 
de i dentidad de s ecuencia defi nidos en el  pres ente doc umento pue den co nsiderarse c omo secu encias 25 
“sustancialmente idénticas”. 
 
Un aspecto adicional de la invención proporciona polipéptidos codificados por una molécula de ácido nucleico de la 
invención, como se define en el presente documento. 
 30 
Como se h a i ndicado anteriormente, la S EC ID Nº: 1 codi fica div ersas proteínas o polipéptidos y como tal est e 
aspecto de la invención proporciona un polipéptido que comprende: 
 
 (a) todas las secuencias de aminoácidos como se muestra en una cualquiera o m ás de las SEC ID Nº: 3, 7, 9, 

11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 45; 35 
 (b) todas las secuencias de amin oácidos q ue tienen una ide ntidad de secuencia de al  menos 85 % con una 

cualquiera o más de las SEC ID Nº: 3, 7,  9, 11, 13, 1 5, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 45 en 
las que dicho polipéptido tiene una actividad funcional en la síntesis de BE-14106. 

 
En particular la secuencia de aminoácidos puede presentar una identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91 40 
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,98 % o 99 % con el polipéptido de una cualquiera de las SEC ID Nos, 3, 7, 
9, 11, 13, 15,  17, 19,  21, 23,  25, 27, 29, 31 , 33, 35,  37, 39, 41 o 45 en l a que d icho polipéptido tiene una activ idad 
funcional en la síntesis de BE-14106. 
 
Las s ecuencias de  ami noácidos ( polipéptido) q ue c umplen con l os cr iterios de  %  de  id entidad d e secuencia o 45 
similitud del presente documento se consideran como “sustancialmente idénticas”. 
 
El polipéptido de la i nvención puede ser u n pol ipéptido aislado, purificado o sintetiz ado. El término “poli péptido” se 
usa en el presente documento para incluir cualquier secuencia de aminoácidos de dos o más aminoácidos, es decir, 
se incluyen péptidos de longitudes tanto cortas como más largas (es decir, polipéptidos o proteínas). 50 
 
Anteriormente se mencionan programas que determinan la identidad de s ecuencia de aminoácidos, por ejemplo, la 
identidad de s ecuencia o si militud de am inoácidos puede determinarse usan do el pr ograma BestFit del Genetic s 
Computer Gro up (GCG) Ver sión 1 0, pa quete inform ático de la Universidad de W isconsin. El pro grama usa el 
algoritmo de homología d e l ocal d e Smith y W aterman c on los va lores por defecto: p enalización por creació n de 55 
hueco -8, penalización por e xtensión d e hu eco =  2, promedio d e emp arejamiento =  2,9 12, prom edio d e 
emparejamiento erróneo = -2,003. Una “parte” de la secuencia de aminoácidos de una cualquiera de las SEC ID Nos 
3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 1 7, 19, 21, 23, 25, 2 7, 29, 31, 33,  35, 37, 39, 4 1, 43 o 4 5 (o u na secuencia “sustancialmente 
idéntica” como se d efine anteriormente) puede comprender al menos 20, 30, 40, 50, 70,  100, 150, 200, 30 0, 400, 
500, 1.000, 2.000, 5.000 o 10.000 aminoácidos contiguos. 60 
 
El pol ipéptido es funcio nalmente activo de acuerd o c on las defi niciones dadas a nteriormente, por ejemplo, e s 
enzimáticamente activo o tie ne una actividad funcional reguladora o transportadora en la biosíntesis BE-14106 o un 
derivado de BE-14106. Una parte de un polipéptido puede corresponder a, o comprender, un dominio o sitio activo o 
un módulo como se indica anteriormente. 65 
 

E09723397
21-07-2015ES 2 543 203 T3

 



9 

Las secuencias de nuc leótidos y polipéptidos de l a invención se han caracterizado y se han identificado diversas 
regiones funcionales en l as mismas. En el prese nte documento se desv elan “partes” q ue corresponden a al men os 
un módulo o d ominio enzimático, o elemento genético funcional no codificante o c odificante. La siguiente Tabla 2 
muestra las re giones funcionales identificadas con los pro ductos de trad ucción de las ORF identificados en l a SEC 
ID Nº 1 que codifican enzimas PKS. 5 

Tabla 2 
 

Límites de dominio en las proteínas PKS BE-14016 
BecA (SEC ID Nº 5)   
Molécula  Proteína BecA, 5582 aa  
Características de la molécula: 
Tipo  Inicio  Fin  Nombre  Descripción 
REGIÓN  17  436  KSq  Dominio similar a KS, módulo de carga 
REGIÓN  543  858  AT0  Dominio AT, módulo de carga, propionato 
REGIÓN  933  1004  ACP0  Dominio ACP, módulo de carga 
REGIÓN  1027  1450  KS1  Dominio KS, módulo 1 
REGIÓN  1561  1879  AT1  Dominio AT, acetato, módulo 1 
REGIÓN  1892  2095  DH1  Dominio DH, módulo 1 
REGIÓN  2415  2662  KR1  Dominio KR, módulo 1 
REGIÓN  2698  2771  ACP1  Dominio ACP, módulo 1 
REGIÓN  2795  3220  KS2  Dominio KS, módulo 2 
REGIÓN  3331  3649  AT2  Dominio AT, acetato, módulo 2 
REGIÓN  3663  3868  DH2  Dominio DH2, módulo 2 
REGIÓN  4189  4435  KR2  Dominio KR, módulo 2 
REGIÓN  4472  4545  ACP2  Dominio ACP, módulo 2 
REGIÓN  4572  4995  KSx  Dominio KS, módulo 3 
REGIÓN  5103  5416  ATx  Dominio AT, acetato, módulo 3 
 
BecB(SEC ID Nº 13) 
Molécula:  Proteína BecB, 3527 aa 
Características de la molécula: 
Tipo  Inicio  Fin  Nombre  Descripción 
REGIÓN  10  90  ACP1  Dominio ACP, módulo 1 
REGIÓN  112  537  KS2  Dominio KS, módulo 2 
REGIÓN  645  961  AT2  Dominio AT, acetato, módulo 2 
REGIÓN  975  1169  DH2  Dominio DH, módulo 2 
REGIÓN  1424  1672  KR2  Dominio KR, módulo 2 
REGIÓN  1709  1782  ACP2  Dominio ACP, módulo 2 
REGIÓN  1801  2225  KS3  Dominio KS, módulo 3 
REGIÓN  2332  2651  AT3  Dominio AT, propionato, módulo 3 
REGIÓN  2665  2865  DH3  Dominio DH, módulo 3 
REGIÓN  3132  3374  KR3  Dominio KR, módulo 3 
REGIÓN  3411  3485  ACP3  Dominio ACP, módulo 3 
 
BecC (SEC ID Nº 9) 
Molécula:  Proteína BecC, 694 aa 
Características de la molécula: 
Tipo  Inicio  Fin  Nombre  Descripción 
REGIÓN  346  600  KR  Dominio KR, módulo 3 
REGIÓN  615  689  ACP  Dominio ACP, módulo 3 
 10 
BecD (SEC ID Nº 29) 
Molécula:  Proteína BecD, 3372 aa 
Características de la molécula: 
Tipo  Inicio  Fin  Nombre  Descripción 
REGIÓN  38  447  KS4  Dominio KS, módulo 4 
REGIÓN  561  861  AT4  Dominio AT, acetato, módulo 4 
REGIÓN  875  1070  DH4  Dominio DH, módulo 4 
REGIÓN  1321  1570  KR4  Dominio KR, módulo 4 
REGIÓN  1586  1659  ACP4  Dominio ACP, módulo 4 
REGIÓN  1678  2089  KS5  Dominio KS, módulo 5 
REGIÓN  2173  2466  AT5  Dominio AT, acetato, módulo 5 
REGIÓN  2480  2672  DH5  Dominio DH, módulo 5 
REGIÓN  2934  3178  KR5  Dominio KR, módulo 5 
REGIÓN  3217  3290  ACP5  Dominio ACP, módulo 5 
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BecE (SEC ID Nº 37) 
Molécula:  Proteína BecE, 1631 aa 
Características de la molécula: 
Tipo  Inicio  Fin  Nombre  Descripción 
REGIÓN  34  445  KS6  Dominio KS, módulo 6 
REGIÓN  529  822  AT6  Dominio AT, acetato, módulo 6 
REGIÓN  836  984  DH6i  Dominio DH, módulo 6, deleción C-term, probablemente inactiva 
REGIÓN  1201  1448  KR6  Dominio KR, módulo 6 
REGIÓN  1476  1550  ACP6  Dominio ACP, módulo 6 
 
BecF (SEC ID Nº 35) 
Molécula:  Proteína BecF, 3377 aa 
Características de la molécula: 
Tipo  Inicio  Fin  Nombre  Descripción 
REGIÓN  37  447  KS7  Dominio KS, módulo 7 
REGIÓN  558  864  AT7  Dominio AT, propionato, módulo 7 
REGIÓN  878  1079  DH7  Dominio DH, módulo 7 
REGIÓN  1341  1585  KR7  Dominio KR, módulo 7 
REGIÓN  1618  1691  ACP7  Dominio ACP, módulo 7 
REGIÓN  1710  2121  KS8  Dominio KS, módulo 8 
REGIÓN  2203  2496  AT8  Dominio AT, acetato, módulo 8 
REGIÓN  2510  2702  DH8  Dominio DH, módulo 8 
REGIÓN  2944  3186  KR8  Dominio KR, módulo 8 
REGIÓN  3221  3294  ACP8  Dominio ACP, módulo 8 
 
BecG (SEC ID Nº 33) 
Molécula:  Proteína BecG, 1986 aa 
Características de la molécula: 
Tipo  Inicio  Fin  Nombre  Descripción 
REGIÓN  35  445  KS9  Dominio KS, módulo 9 
REGIÓN  553  847  AT9  Dominio AT, acetato, módulo 9 
REGIÓN  861  1066  DH9  Dominio DH, módulo 9 
REGIÓN  1341  1586  KR9  Dominio KR, módulo 9 
REGIÓN  1616  1690  ACP9  Dominio ACP, módulo 9 
REGIÓN  1767  1986  TE  Dominio TE  
 
La ruta de la biosíntesis de BE-14106 se ha aclarado de la siguiente manera y se muestra en las Figuras 2A y 2B. 5 
 
La biosíntesis de BE-14106 comienza con el ensamblaje de una fracción acilo C17-C25 por las proteínas BecA (que 
tiene la secuencia SEC ID Nº: 5 y está codificada por la SEC ID Nº: 4) y BecC (que tiene la secuencia SEC ID Nº: 9 y 
se codifica por la SEC ID Nº:  8) de 1 unidad de propionato y 2 de acetato (Figura 2A). El domi nio KR en B ecC es 
más pr obablemente inactivo, dej ando un grupo car bonilo e n el C19  de la cadena de pol icétido sintetiza da. La  10 
biosíntesis de este aminoacilo iniciador continúa con la ac tivación de la glicina mediante el domi nio de adenilación 
NRPS distinto BecL (que tiene la secuencia de SEC ID Nº: 21 y está codificada por la SEC ID Nº: 20) y la carga de la 
glicina activada sobre l a proteína transportadora peptidilo distinta BecS ( que tiene la secuencia de SEC ID Nº: 19 y 
está codificada por la SEC ID  Nº: 18). S e piensa que BecU (que tiene la secuencia de SEC ID Nº: 11 y se codifica 
por l a SEC I D Nº: 10) m edia la i nteracción entre el A CP de B ecC y B ecS, acerc ando e ntre si los sustratos . 15 
Presumiblemente, la D- aminoácido oxidasa Becl c ataliza la desaminación o xidativa de la glicina, li berando 
amoniaco, qu e constitu ye un ataq ue n ucleófilo en e l carbonilo C- 17 par a dar un gru po C-1 7 imino, q ue 
posteriormente se reduc e a un gru po amino. La últim a reducción s upuestamente c onduce a la o xidación de l a 
cadena acilo y a la m igración de d obles enlaces. La BecQ tioesterasa (que tiene la secuencia de SEC ID Nº: 41 y 
está co dificada p or l a SE C ID Nº: 4 0) l ibera l a ca dena aminoacilo del comp lejo B ecC-BecU-BecS, da ndo com o 20 
resultado la formación de un aminoacil-ácido carboxílico. La supuesta acil-CoA ligasa, BecJ (que tiene la secuencia 
de SEC ID Nº: 15 y está co dificada por l a SEC ID Nº: 14), se supo ne que i nactiva aminoac il-ácido carb oxílico 
resultante a tr avés d e la  ad enilación y posterior li gamiento con la C oA, hacie ndo q ue l a ami noacil-CoA s ea un 
sustrato aceptable para la aciltransferasa Beck (que tiene la s ecuencia de SEC ID Nº: 17 y está c odificada por la 
SEC ID Nº: 16 ). Una aci ltransferasa Beck distinta tra nsfiere la c adena amin oacilo acti vada al d ominio ACP e n e l 25 
módulo 1 en BecB PKS, que tiene la secuencia de SEC ID Nº: 13 y está codificada por la SEC ID Nº: 12. La última 
PKS carece de todos l os d ominios en e l módulo 1 excepto par a la AC P (módul o d e carga d e l a Figura 2 B). Los  
módulos 2 y 3  (módulos 1 y 2 en la F igura 2B) de BecB alar gan l a fracción ami noacilo de C1 7 con 1 uni dad d e 
acetato y 1 de propionato (C16-15 y C14-C13), respectivamente. 

 30 
Después, la cadena en crecimiento pasa a BecD, que tiene la secuencia SEC ID Nº: 29 y está codificada por la SEC 
ID Nº: 28, para pro longación y modificación adic ional, BecD que contiene los módulos 4 y 5 (módulos 3 y 4 en la 
Figura 2B), que alargan la cadena con 2 unidades de acetato (C12-11 y C10-9). 
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Después, la ca dena pasa a B ecE que tiene la secu encia SEC ID Nº: 37 y está codific ada por l a SEC ID Nº: 36. E l 
módulo 6 (módulo 4 en la Figura 2B) de PKS BecE alarga la cadena con una unidad de acetato (C8-7). El hecho de 
que el dominio DH en este módulo esté inactivado es responsable de la aparición del grupo C-9 hidroxi. (Se p iensa 
que el dominio DH contiene una deleción en la región C-terminal que elimina la actividad). 
 5 
Después, la cadena pasa a BecF que tiene la secuencia SEC ID Nº: 35 y está codificada por la SEC ID Nº: 34. Los 
módulos 7 y 8 (módulos 6 y 7 en la Figura 2B) de PKS BecF alargan la cadena con una unidad de propionato (C6-5) 
y una de acetato (C4-3), respectivamente. 
 
Después, la cadena pasa a BecG que tiene la secuencia SEC ID Nº: 33 y está co dificada por la SEC ID Nº: 32. E l 10 
módulo 9 (módulo 8 en la Figura 2B) de PKS BecG extiende la cadena con una unidad de acetato y el domino TE de 
BecG es resp onsable de l a hidrólisis de l e nlace tioéster y d e la l iberación d e la c adena d el p olicétido ami nada 
completa de la PKS. Esto c ausa la ciclación del anillo de macrolactama, probablemente con la ayuda del supuesto 
homólogo de la prolina iminopeptidasa BecP (que tiene la secuencia SEC ID Nº: 31 y está codificada por la SEC ID 
Nº: 30). La biosíntesis se completa mediante la P450 monooxigenasa BecO (que tiene la secuencia SEC ID Nº: 27 y 15 
está codificada por la SEC ID Nº: 26), que hidroxila 8-desoxi BE-14106 en C-8. 
 
En la b iosíntesis de BE-14106 no puede definirse ningún papel claro para BecT (que tiene la s ecuencia SEC ID Nº:  
39 y está codificada por la SEC ID Nº: 38). BecR (que tiene la secuencia SEC ID Nº: 43 y está codificada por la SEC 
ID Nº: 42) no está implicada en la biosíntesis de BE-14106, demostrado por el experimento de inactivación de genes 20 
(Ejemplo 10). 
 
Las proteínas que se piensa que están implicadas en la regulación de la ruta incluyen la proteína BecH de tipo LuxR 
(que tiene la secuencia SEC ID Nº: 3 y está codificada por la SEC ID Nº:  2) y el regulador BecM de tipo TetR (que 
tiene la secuencia SEC ID Nº: 23 y está codificada por la SEC ID Nº: 22). 25 
 
Se piensa que la bomba de salida BecN de tipo MFS (que tiene la secuencia SEC ID Nº: 25 y está codificada por la 
SEC ID Nº: 24) es la responsable de la salida/resistencia de BE-14106. 
 
Las secuencias de nucleótidos de la presente invención proporcionan importantes herramientas e información que 30 
pueden utilizarse en diversas formas para manipular la biosíntesis de BE-14106, para sintetizar nuevos derivados o 
análogos de BE-14106 o nuevas moléculas o estructuras de macrolactama y proporcionar maquinaria biosintética de 
PKS nuev a o  modifica da para la biosíntesis de d ichas nuevas mol éculas o estructuras de m acrolactama. Por 
maquinaria biosintética PKS se entiende un grupo de proteínas (por ejemplo, codificadas por un gr upo de genes)  
que comprende una o más P KS que pueden informar un complejo de proteínas, un conjunto o ensamblaje, que es 35 
funcional en la síntesis de policétidos, pero que no está n ecesariamente limitada s olo a la pres encia de enz imas o 
dominios enzimáticos PKS, y que pueden  contener también otra s actividades funcionales, por ejem plo, otras  
proteínas enzi máticas (por ejemplo, modifi cadoras) o fu ncionales tran sportadoras o  regul adoras). Las proteín as 
codificadas p or el grupo de ge nes puede por ta nto c onsiderarse co mo u n “siste ma e nzimático” o “com plejo 
enzimático” o “ sistema de proteínas” o “com plejo de proteínas” sin implicar necesariamente que las proteínas en el 40 
sistema estén físicamente asociadas de ningún modo. Están asoc iadas “funcionalmente” en el se ntido de constitu ir 
la maquinaria biosintética para BE-14106. Como alternativa puede denominarse “sistema b iosintético” o “c omplejo 
biosintético” o “ensamblaje”. 
 
Por tanto, por ejemplo, todo el grupo de genes biosintético o maquinaria biosintética o un constituyente enzimático o 45 
un com plejo e nzimático d e BE-14106, co mo se proporciona e n e l pr esente documento, o u na par te del  mismo,  
puede someterse a m odificación. La modificación se rea liza modificando uno o m ás genes u ORF en el grupo de 
genes par a pr oducir la mo dificación de u na o más prot eínas o p éptidos codific ados (por ejem plo, enzimas o  
módulos, o dominios enzimáticos, o secuencias funcionales dentro de la proteína/péptido o enzima codificados). Por 
tanto, la activi dad enzimática puede alterarse o inactiv arse para d ar como resultado la modificación en la moléc ula 50 
(por ejemplo, estructura de macrol actama) que se sint etiza. Dicha maq uinaria biosintética NRPS-PKS modific ada o 
derivatizada p uede p or tant o usarse  par a sintetizar fracc iones d e macr olactama n uevas o m odificadas, como s e 
describirá con más detalle a continuación. En esta situación, el grupo de genes biosintético o complejo enzimático o 
grupos de enzimas de BE- 14106 pr oporcionados en e l pr esente doc umento puede func ionar co mo sistema o 
secuencia “originario” o “molde” o “fuente” o para la modificación. Por tanto, la maquinaria biosintética de NRPS-PKS 55 
puede verse como un sistema biosintético NRPS-PKS o “sistema NRPS-PKS”. 
 
Como s e d escribe c on m ás detalle a co ntinuación, en una re alización la mo dificación del grupo de genes p uede 
tener lugar in situ . En otras palabras, el grupo de genes endógeno que está c ontenido en un microorganismo que 
produce BE-14106 puede modificarse, por ejemplo por reemplazo de genes o inactivación de genes. Por tanto, el 60 
grupo de genes nativo, tal como se produce de manera natura en un microorganismo, puede modificarse. Aunque la 
expresión rec ombinante d e un a m olécula d e ácido nucleico de la  invención es una p osibilidad (es  d ecir, l a 
introducción d e la mol écula de áci do n ucleico en una c élula h ospedadora (por ej emplo una c élula h ospedadora 
heteróloga) y el cultivo (o crecimiento) de esa célula hospedadora en condiciones que permitan expresar la molécula 
de ácido nucleico y que se produzca la molécula de macrolactama (es decir, condiciones que permitan la expresión 65 
del producto de la molécula de ácido nucleico para sintetizar la molécula de macrolactama), es menos preferida. En 
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dicho sistema de expresión recombinante, la molécula de ácido nucleico puede someterse a modific ación antes de 
introducirse en la célula hospedadora y expresarse. 
 
De acuerdo c on la invención y c omo s e describe adicionalmente má s ad elante, l as partes  n o fu ncionales ( por 
ejemplo, partes no b iológicamente activas, por ejemplo, partes no codificantes) de dicho sistema (es decir, el grupo 5 
de genes o complejo de proteína o ensamblaje o m aquinaria b iosintética) pueden uti lizarse como un “armazón”, y 
dejar las p artes no mod ificadas y func ionales (por e jemplo, secu encias qu e cod ifican partes enzimáticas) q ue 
pueden mod ificarse p ara pr oducir el sistem a NRPS-PKS derivado o mo dificado. En re alizaciones pr eferidas sól o 
puede modificarse una única región (por ejemplo, enzimática), módulo o dominio funcional seleccionado, o algunas, 
dejando la secuencia o estructura restante en gran parte intacta 10 
 
Dentro de l ám bito de la invención se  inc luyen policétido sintasas  recombinantes o sintéticas u otras e nzimas y 
complejos o si stemas qu e c ontienen dic has enzimas, u otras proteín as de l a maq uinaria bi osintética, es dec ir, 
enzimas o proteínas o complejos o sistemas procedentes del armazón codificado por el grupo de genes biosintético 
de BE-14106 que se mo difican para cambiar las pro piedades de a l menos una pr oteína codificada por el gru po de 15 
genes biosintético de BE-14106. 
 
Por ej emplo, dich a mod ificación podría incluir sec uencias qu e cod ifiquen una o má s uni dades fu ncionales (po r 
ejemplo, módulos o dominios o incluso genes /ORF en su totalidad) procedentes de otras enzimas modulares. Como 
alternativa, dicha m odificación p odría intro ducir secu encias q ue cod ifiquen una o  más u nidades funci onales 20 
procedentes del grupo de g enes biosintético BE-14106 pero que se en cuentren en u na localización diferente e n la 
secuencia de origen n atural. La mod ificación tamb ién puede ser u na modificac ión que dé com o resulta do l a 
inactivación o de leción d e un dominio, módulo, enzima u  otra  u nidad func ional cod ificada en la  maq uinaria 
biosintética BE-14106. 
 25 
Dichas unidades funci onales pue den s er c atalíticas o un dominio de p roteína trans portadora o re guladora. Par a 
realizar dichas manipulaciones, las secuencias que se usan pueden proceder de la molécula de ácido nucleico de la 
invención, o l as secuencias apropiadas que codifican dominios pueden proceder de moléculas de nucleótidos que 
codifican otra s enzimas qu e sintetiz an p olicétidos, enz imas qu e sintetiz an p éptidos, enzimas q ue sintetiz an 
policétidos péptidos híbridos, enzimas que s intetizan ácidos grasos, u otros domi nios enzimáticos conocidos en l a 30 
técnica. 
 
Por tanto, en u n sentido muy general, la presente invención proporciona el uso d e las moléculas de ácido nucleico 
de la invención como se define en el presente documento en la preparación de un grupo de genes biosintético de 
BE-14106 modificado, de la maquinaria biosintética codificada (o sistem a proteico) y de las mol éculas modificadas 35 
resultantes que se sintetizan de las mismas. 
 
La secuencia de nucleótidos de las mo léculas de ácido nucleico de la i nvención pueden utilizarse de este modo de 
acuerdo con la presente invención de una manera al azar o dirigida o diseñada, por ejemplo, para obtener y ensayar 
una estructura particular predeterminada o pre-diseñada, o para crear moléculas al azar, por ejemplo bibliotecas de 40 
estructuras de policétidos, por ejemplo, para explorar. 
 
Por molécula de BE-14106 o derivado de BE-14106 modificado se entiende que la estructura química de BE-14106 
se ha cam biado con r especto a la qu e se  represe nta e n la F igura 1.  Dichas mo dificaciones p ueden alter ar l as 
propiedades funcio nales de BE-14106, de tal maner a qu e la inte nsidad o la fuerza d e la moléc ula (por ej emplo, 45 
efectos citotó xicos o activi dad antipr oliferativa) se pot encia o red uce, por ej emplo, o pue den influ enciar en l a 
toxicidad, so lubilidad, farmac ocinética, afi nidad sel ectiva con res pecto a u na diana ( o di anas) ce lular u  otra s 
propiedades del compuesto. 
 
Como alternativa, las modificaciones descritas en el presente documento pueden usarse para cambiar la manera en 50 
la que se transporta la molécula BE-14106 o se regula su biosíntesis. 
 
En el presente documento se describe un grupo de genes biosintético nuevo o modificado, incluyendo la maquinaria 
biosintética codificada las proteínas constituyentes o el sistema de proteínas y las moléculas modificadas resultantes 
que s e si ntetizan a partir del mismo. En e l prese nte d ocumento tam bién se d escriben cél ulas en las qu e se ha 55 
introducido un grupo de genes biosintético o células que contienen o comprenden dicho grupo de genes biosintético 
modificado o la maquinaria biosintética codificada modificada. 
 
Los genes o elementos genéticos que pueden modificarse no solo incluyen los genes o las ORF de PKS reales (que 
codifican BecA, BecB, BecC, BecD, Be cE, BecF, BecG) o los módulos indivi duales o sus dominios, sino tam bién 60 
genes u ORF que codifican otras enzimas o proteínas funcionales implicadas en l a b iosíntesis de BE-14106 (por 
ejemplo que codifican BecU, BecI, BecP, BecJ, BecK, BecS , BecL, BecO, BecT , BecQ) y  transporte (por e jemplo 
que co difican BecN) o reg ulación (por ej emplo q ue co difican Bec H, BecM), todos los  cuales se denominan e n el  
presente documento en su conjunto “genes biosintéticos de BE-14106”. 
 65 
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Con relación a los genes de PKS reales, como se descr ibirá con más detalle más adelant e, éstos pueden 
modificarse para cambiar la naturaleza de un dominio de módulo de carga que determina la naturaleza de la unidad 
iniciadora, e l nú mero de  mó dulos, l a na turaleza de l ex tendedor, así como las divers as activida des deshidratasa, 
reductasa y sintasa que determinan la estructura de la cadena del policétido. 
 5 
Por tanto, por ejemplo, e l número de m ódulos de una enzima PKS pu ede aumentarse o disminuirse, por ej emplo, 
pueden de lecionarse uno o más módu los de una enzima PKS; los dom inios KS, DH y/o KR de una enzima PK S 
pueden d elecionarse, in activarse o  intro ducirse (p or ej emplo del mism o ge n d e PKS  o d e otro gen de  PKS), un  
dominio AT de una enzim a PKS puede modificarse para alter ar su especificidad por una unid ad iniciador a o 
extendedora; e l dominio KSQ de BecA (SEC ID Nº 4/5) puede modificarse (por ejemplo inactivarse) para alterar la 10 
naturaleza de la unidad iniciadora que constituirá parte de la cadena lateral. 
 
El cambio de especificidad de la BecO hidroxilasa puede posibilitar la hidroxilación en los átomos de carbono de BE-
14106 (o sus análogos) distintos de C-8. 
 15 
Además de la modificación de las enzimas NRPS o PKS para cambiar la naturaleza de las moléculas sintetizadas, 
las mo léculas de ácido n ucleico de la  inv ención tam bién p ueden util izarse para ma nipular o fac ilitar el  pr oceso 
biosintético, por ejemplo, extendiendo el intervalo del hospedador o aumentado la eficiencia del rendimiento o de la 
producción etc. 
 20 
Para permitir la expresión recombinante de una molécula de ácido nucleico de la invención, la invención contempla 
un vector, por ejemplo un vector de clonación o e xpresión, que comprende el áci do nucleico de la inv ención y u na 
célula hospedadora que contiene dicha molécula. 
 
En l a pr áctica, la m odificación p uede r ealizarse v entajosamente m anipulando l a sec uencia del gr upo de genes 25 
biosintético de BE-14106 in situ en una célula (que puede considerarse en el presente documento como “una célula 
hospedadora”) por ejemp lo para a lterar la  secuenc ia de  nuc leótidos q ue cod ifica un a activid ad en zimática, par a 
inactivar o modificar esa activida d o para introd ucir una  actividad. Pu eden generarse construcci ones gen éticas 
apropiadas q ue co ntengan s ecuencias q ue teng an las  m odificaciones necesarias q ue va n a i ntroducirse en  l a 
secuencia del grupo de genes biosintético de BE-14106 (por ejemplo en la SEC ID Nº 1) como las contenidas en una 30 
molécula de ácido nucleico endógena ( en otras pa labras una m olécula de ác ido n ucleico c ontenida en l a cé lula 
hospedadora). La introducción de un vector (por ejemplo, un plásmido) con esta secuencia en la célula hospedadora 
apropiada puede realizarse después. F inalmente, esto c onduce a l a i ntegración de la secuencia modificada en e l 
grupo de genes (por ejemplo dentro del genoma de la célula hospedadora) cerca de la parte c orrespondiente (por 
ejemplo endógena o de origen natural) del grupo de genes biosintético mediante recombinación homóloga. Después 35 
de u n seg undo eve nto de r ecombinación, la parte endógena de l gru po de g enes s e reemp laza p or la vers ión 
modificada y el vector se elimina. 
 
La cé lula h ospedadora mod ificada r esultante conte ndrá p or lo ta nto u n grupo d e g enes bios intético de BE-1 4106 
modificado, q ue cod ifica u n sistema en zimático BE- 14106 modific ado. La ma quinaria bios intética BE-14 106 40 
modificada por tanto sintetiza una molécula BE-14106 modificada. 
 
Como se ha indicado anteriormente, el grupo de genes que se modifica puede ser el grupo de genes nativo que está 
presente d e m anera n atural en u na c élula hospedadora ( microorganismo) qu e pr oduce BE-14 106 ( y por ta nto se 
modifica un ác ido nucleico nativo o un a molécula de ácido nuc leico endógena). Menos preferentemente, pero a ún 45 
dentro e n l a presente inv ención, la m olécula d e ácido nucleico de la in vención pu ede introducirse e n la célula 
hospedadora antes d e la mo dificación. Como a lternativa, la  mol écula de ác ido n ucleico se  i ntroduce e n la c élula 
hospedadora después de la modificación. Por tanto, puede modificarse una molécula de ácido nucleico exógena. 
 
Dado qu e l a i nvención proporciona l a sec uencia d el grupo d e ge nes de BE-1 4106 de l ongitud c ompleta, esta  50 
estrategia de reemplazo de gen es es de aplic ación gen eral para m odificar el grupo de g enes de BE-14106. L a 
estrategia puede usarse, por  ejemplo, para delec ionar una parte del grupo de g enes, para i ntroducir actividades o 
sustituir activi dades encontradas dentro de las moléculas en la s ecuencia nativa o d e tipo si lvestre. La estrateg ia 
requiere el conocimiento de la secuencia del grupo de genes pero para realizar la manipulación no se requiere que 
todo el grupo de genes esté necesariamente aislado de una célula hospedadora. 55 
 
Por tanto, e n un as pecto adicional la presente i nvención prop orciona un métod o p ara prep arar u na molécula de 
ácido nucleico que codifique una maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS modificada (o un s istema BE-14106 
NRPS-PKS modificado), comprendiendo dicho método modificar una molécula de ácido nucleico de la invención que 
codifique dicha maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS (o un sistema BE-14106 NRPS-PKS modificado). 60 
 
La molécula de ácido nuc leico se m odifica modificando su secuencia, y más p articularmente la molécula de ácido 
nucleico puede modificarse introduciendo, mutando, delecionando, reemplazando o i nactivando una secuencia que 
codifique una o más activ idades (o proteínas) codificadas por dicha molécula de ácido nucleico. Por tanto, pueden 
modificarse u na o más s ecuencias qu e co difiquen actividades enzimáticas u otras actividades fu ncionales. Dich a 65 
modificación da como resultado una molécula de ácido nucleico que codifica una maquinaria biosintética BE-14106 
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NRPS-PKS (o un sistema BE-14106 NRPS-PKS) que tiene la función o la actividad o las propiedades alteradas en 
comparación con la ma quinaria bi osintética BE-1410 6 NRPS-PKS nativa  o de tipo silv estre (o siste ma BE-141 06 
NRPS-PKS). Por tanto, la maquinaria biosintética modificada (o s istema NRPS-P KS) puede t ener una o más  
actividades e nzimáticas alt eradas o mo dificadas y pu ede dar como r esultado la sí ntesis de u na molécul a (por  
ejemplo, una molécula de policétido o de macrolactama) que es distinta (o diferente a) de l a molécula sintetizada a 5 
partir de la m aquinaria biosintética (o s istema NRPS-PKS) nativa (es decir, no modificada). Como alternativa, como 
se ha indicado anteriormente, la modificación de la maquinaria biosintética puede dar como resultado una mejora en 
el proceso biosintético, por ejemplo, un rendimiento aumentado, etc. 
 
El ácido nucleico que se modifica puede estar contenido dentro de una célula u organismo, que puede ser la célula u 10 
organismo usado p ara l a pr oducción de l a moléc ula de  ma crolactama que si ntetiza la maq uinaria biosi ntética 
modificada. 
 
Como se ha i ndicado anteriormente, la molécula de ác ido nucleico que se  mod ifica puede ser ventajosamente la  
molécula de ácido nucleico que está presente endógenamente (o naturalmente) en un organismo que produce BE-15 
14106. Por ta nto, el méto do de la invención puede implicar modificar in situ una molécula de ácido nucleico nativa 
(más partic ularmente mo dificando la  sec uencia d e u na mol écula d e áci do nucleico) de ntro d e una c élula u 
organismo (generalmente una célula microbiana o un microorganismo) que produce BE-14106. La molécula de ácido 
nucleico es o representa el grupo de gen es biosintético BE-14106 o una parte d el mismo y puede por tanto v erse 
como una molécula de ácido nucleico que codifique la maquinaria biosintética de BE-14106 o el sistema BE-14106 20 
NRPS-PKS o una parte del mismo. 
 
Diversos microorganismos difere ntes pu eden prod ucir BE-14 106 y ad icionalmente se s abe que al gunos 
microorganismos p ueden pr oducir d erivados d e or igen natur al de BE-14106 t ales como derivado 8-d esoxy 
(Takahashi et al., citados anteriormente). La referencia a un grupo de genes BE-14106 o maquinaria biosintética (o 25 
sistema NRPS-PKS, etc.) pretende incluir grupos de genes o maquinaria biosintética, etc. que produzcan no solo la 
propia BE-14106 sino también derivados de origen natural tales como el derivado 8-desoxy (denominado GT32-B). 
 
La i nvención p roporciona a dicionalmente u n métod o para prep arar una maquinaria biosintética B E-14106 NR PS-
PKS modifica da (o un siste ma BE-141 06 NRPS-PKS modific ado), c omprendiendo dicho méto do prep arar un a 30 
molécula de á cido nucl eico como se defi ne anteriormente y  e xpresar dich a molécula de ácid o nucleico en un  
microorganismo. Esto pued e realiz arse mo dificando sim plemente l a mol écula de ác ido nucl eico c ontenida en l a 
célula, como se ha descrito anteriormente, y permitiendo que la célula crezca en condiciones en las que se exprese 
la molécula de ácido nucleico modificada. Por tanto, p or ejemplo, la m olécula de ácido nucleico nativa en l a célula 
puede modificarse in situ y se puede dejar que la célula crezca. 35 
 
En el presente documento se describe una maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS modificada (o sistema BE-
14106 NRPS-PKS modificado) obtenida mediante dicho método. 
 
La i nvención tambi én proporciona u n método par a pre parar un a mol écula de macro lactama mod ificada, 40 
comprendiendo dich o méto do pre parar una mo lécula de áci do n ucleico mod ificada com o s e ha d efinido 
anteriormente, y expresar dicha molécula de ácido nucleico en un microorganismo. 
 
Generalmente hablando, la molécula de ácido nucleico se expresará en una célula hospedadora en condiciones en 
las qu e la m aquinaria bi osintética modific ada p ueda e xpresarse. Com o se ha i ndicado anteriorm ente, esto pue de 45 
realizarse i ntroduciendo la m olécula de áci do nuc leico en una cé lula ho spedadora, pe ro gen eralmente la “célu la 
hospedadora” será la célula u organismo en el que la molécula de ácido nucleico esté presente de manera natural o 
endógena y en la que se modifique la molécula de ácido nucleico. La célula hospedadora crecerá o se cultivará en 
condiciones que permitan que se e xprese la molécula de ácido nucleico y la m aquinaria bios intética modificada, y 
que se sintetice la molécula producida a partir de la maquinaria biosintética. 50 
 
Por tanto, la molécula de ácido nuc leico pue de e xpresarse e n cua lquier cél ula hospedadora deseada, p ero 
preferentemente se expresar á en la cé lula o microorganismo del cua l procede (o del c ual puede proceder) y en el  
que la molécula esté presente de manera natural (no modificada). 
 55 
El método de la invención para preparar una molécula de macrolactama modificada puede incluir la etapa adicional 
de rec uperar ( por e jemplo ai slar o  pur ificar) la m olécula, por ejemplo, del  med io de cultivo, en el qu e se ha 
desarrollado la célu la h ospedadora, o de la cél ula h ospedadora. Por tanto, un a moléc ula de macrol actama 
modificada obtenida por dicho método también se describe en el presente documento. 
 60 
En el pres ente documento también se desc ribe una cé lula o microorg anismo que c ontiene una molécula de ácido 
nucleico que codific a una maquinar ia biosinté tica BE- 14106 NRPS-PKS (o s istema BE-14106 NRPS-PKS  
modificado) obtenida me diante un  métod o como se define anter iormente en  el presente doc umento. La cé lula o  
microorganismo puede contener una maquinaria biosintética BE-14106 NRPS-PKS modificada (o sistema BE-14106 
NRPS-PKS modificado) obtenida mediante un método como se ha definido anteriormente. 65 
 

E09723397
21-07-2015ES 2 543 203 T3

 



15 

La invención también puede proporcionar una célula hospedadora que contenga una molécula de ácido nucleico de 
la invención, en la que dicha molécula se ha introducido en una célula hospedadora heteróloga. 
 
A modo de ejemplo representativo, se contempla que dichas manipulaciones del grupo de genes puedan realizarse 
con el objetivo de generar una molécula BE-14106 modificada en la que se introduce un grupo hidroxilo en una o 5 
más cual quiera de l as pos iciones C-2, 3, 4, 7, 11,  13, 15, 17, 21 y 23 de BE- 14106 o u n der ivado o v ersión 
modificada del mismo. Esto puede realizarse inactivando o delecionando el dominio (o dominios) DH apropiado en el 
grupo de genes biosintético BE-14106. De acuerdo con la ruta biosintética proporcionada en el presente documento 
podrían realizarse las siguientes modificaciones: 
 10 

Tabla 3 
Posición en la que se introduce un grupo OH Dominio DH a inactivar/delecionarse 
3  dominio DH módulo 9 BecG  
5  dominio DH módulo 8 BecF 
7  dominio DH módulo 7 BecF 
11  dominio DH módulo 5 BecD 
13  dominio DH módulo 4 BecD 
15  dominio DH módulo 3 BecB 
17  dominio DH módulo 2 BecB 
23  dominio DH módulo 1 BecA 

 
Además, o como alternativa, se contempla que dichas manipulaciones del grupo de genes puedan realizarse con el 
objetivo de generar una molécula BE-14016 modificada en la que se introduce un grupo oxo (ceto) en una cualquiera 
o más de las posiciones C-2, 3, 4, 7, 9, 11, 13, 15, 17,21 y 23 de BE-14106 una versión derivada o modificada del 15 
mismo. Esto p uede re alizarse in activando o de lecionando el dominio ( o dom inios) K R apr opiado e n el grupo de 
genes b iosintético BE-1 4106. De acuerdo con l a r uta biosintética propuesta en el pr esente documento podrí an 
realizarse las siguientes modificaciones: 
 

Tabla 4 20 
Posición en la que se introduce un grupo oxo Dominio KR a inactivar/delecionar 
3  dominio KR módulo 9 BecG  
5  dominio KR módulo 8 BecF 
7  dominio KR módulo 7 BecF 
11  dominio KR módulo 5 BecD 
13  dominio KR módulo 4 BecD 
15  dominio KR módulo 3 BecB 
17  dominio KR módulo 2 BecB 
23  dominio KR módulo 1 BecA 

 
Por tanto, puede producirse un análogo de BE-14106 modificando los genes/proteína de la ruta biosintética de BE-
14106. U n a nálogo de B E-14106 de l a inv ención incluye un a m olécula que c omprende una mod ificación 
seleccionada de una cualquiera o más del grupo que comprende 3-, 5-, 7-, 11-, 13-, 15-, 17- o 23-hidroxi BE-14106 o 
3-, 5-, 7-, 9-, 11-, 13-, 15-, 17- o 23-oxo BE-14106 o combinaciones de las mismas o un análogo que comprende una 25 
combinación de un grupo 8-desoxi con  un a o más m odificaciones s eleccionadas de la intro ducción de u n gr upo 
hidroxi u oxo en cualquiera de las posiciones 3,5, 7, 11, 13, 15, 17 o 23 o un grupo oxo en la posición 9. En la tabla 5 
se muestra  un a sel ección d e las estructuras de  dic hos análogos y m ódulos r epresentativos de  B E-14106 que 
requieren la inactivación para generar dichos análogos. 

 30 
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Nombre Estructura Mutación 
(s) 

BE-14106 

 

ninguna 

8-desoxi 
BE-14106 

 

BeCO 

(1) 17-
hidroxi BE-

14106 

 

DH2 
(BecB) 

(2) 15-
hidroxi BE-

14106 

 

DH3 
(BecB) 

(3) 3-oxo 
BE-14106 

 

KR9 
(BecG) 
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 Tabla 5 – Análogos de BE-14106 que pueden producirse después de modificar por ingeniería genética los genes de 
la policétido sintasa 



17 

Nombre Estructura Mutación 
(s) 

(4) 3-
hidroxi BE-

14106 

 

DH9 
(BecG) 

(5) 11-oxo 
BE-14106 

 

KR5 
(BecD) 

(6) 11-
hidroxi BE-

14106 

 

DHR 
(BecD) 

(7) 17-oxo 
BE-14106 

 

KR2 
(BecB) 

(8) 15-oxo 
BE-14106 

 

KR3 
(BecB) 
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Nombre Estructura Mutación 
(s) 

(9) 7-oxo 
BE-14106 

 

KR7 
(BecF) 

(10) 7-
hidroxi BE-

14106 

 

DH7 
(BecF) 

(11) 13-
hidroxi BE-

14106 

 

DH4 
(BecD) 

(12) 13-
oxo BE-
14106 

 

KR4 
(BecD) 

(13) 9-oxo 
BE-14106 

 

KR6 
(BecE) 
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Además de, o como una alternativa a las modificaciones anteriores, la cadena lateral C20-C25 puede acortarse por 
deleción de las reg iones de ADN en tod o el  mód ulo (o  mód ulos) q ue cod ifican becA de la PKS BecA. Com o 
alternativa, un a o más mol éculas d e BecA  pued en delecionarse p ara a cortar la ca dena later al. Por  ejemp lo, l a 
deleción de un módulo entero de BecA puede acortar la cadena lateral. 
 5 
Además de, o como una alter nativa a las modificaciones anteriores, uno o más de los mó dulos de PKS (por ejemplo 
de B ecA, Bec B, BecD, Bec E, BecF , BecG) pue den d elecionarse p ara pro ducir a nálogos que te ngan a nillo de 
macrolactama que tengan menos miembros (por ejemplo anillos de 18-, 16-, 14-, 12-, 10- y 8- miembros). 
 
Como se mu estra en la T abla 5, y además de o como un a alternativa a otras modificaciones descritas o tabula das 10 
anteriormente, BecO puede inactivarse o delecionarse para eliminar el grupo hidroxilo en la posición 8. 
 
Otras modificaciones que pueden realizarse además de o  como alternativa a las modifi caciones anteriores incluyen 
la sustituc ión del c arbonilo C-1 d e BE-14 106 c on tio-c arbonilo ( C=S) o carb oxamida (C= NH) par a aume ntar l a 
estabilidad d e la mol écula ( por ej emplo c ontra l a de gradación p or pr oteasas a la que l a BE-1 4106 p uede ser  15 
susceptible debido a la simi litud del enlace –N-C=O en BE-141 06 con un enlace peptídico); la g lucosilación de BE-
14106 o d e una molécula BE-14106 modificada, por e jemplo con fracciones de mo nosacáridos; la ac ilación de los 
grupos hidroxilo libres, y la reducción del doble enlace C21-C22 que está en la cadena lateral de BE-14106. 
 
Las proteín as regu ladoras pueden sobre expresarse p ara aumentar l a producción d e l a mol écula si ntetizada, p or 20 
ejemplo BE-14106o un derivado o análogo de la misma. 
 
Como ta l, se proporciona un método para producir un grupo de genes biosintético de BE-14106 modificado, en e l 
que en la molécula de áci do nucleico de la invención, como se define en el presente documento, se realizan una o 
más de  las  m odificaciones expuestas ant eriormente. Co nvenientemente, dich as mo dificaciones pueden re alizarse 25 
llevando a cabo reemplazo de genes en una célula hospedadora que contenga endógenamente la molécula de ácido 
nucleico de la invención. 
 
Por “reemplazo de genes” se entiende cualquier método en el  que un gen o u na ORF o parte d e los mismos (por 
ejemplo un módulo, un dominio u otra unidad funcional), tal como se encuentra en la molécula de ácido nucleico de 30 
la invención, se reemplaza ef icazmente con, o se su stituye por, una v ersión modificada de los m ismos. La versió n 
modificada de los mismos puede ser una en la que el gen o la ORF o porción o parte d e los mismos (por ejemplo la 
secuencia que codifica la proteína o péptido o dominio o módulo de los mismos) se cambia o altera (por ejemplo se 
muta tal c omo por s ustitución, del eción o i nserción de uno o  más r estos de  n ucleótidos). Dic hos c ambios d arían 
como resultado cambios en la actividad del pol ipéptido codificado, pero también incluirían cambios que dan como 35 
resultado una o más pr oteínas o p olipéptidos o d ominios o módulos de los mismos que se d elecionan o i nactivan. 
Preferentemente, la versión modificada es una en la que la secuencia que codifica dicha proteína o polipéptido o uno 
o más módulos o dominios de la misma se inactiva o deleciona. 
 
Debe observarse que e l método no re quiere que todo e l gen u ORF esté físicamente retirado y reemplazado, sino 40 
que alguna parte, o toda la s ecuencia, tal c omo se enc uentra en la mo lécula de ác ido nucleico de la invención, se 
reemplaza con una versión modificada de los mismos. 
 
Los reemplazos de genes pueden realizarse de acuerdo con técnicas conocidas en la materia (véase, por ejemplo, 
Sekurova et al., 1999 FEMS Microbiol. Lett., 177, 297-304). 45 
 
Una cél ula h ospedadora ( por ej emplo u n microorganismo) q ue c ontiene endógenamente la m olécula de  ác ido 
nucleico de la invención se somete prefer entemente a m odificación de l a molécula de ácido nucleico, por ejem plo, 
por reemplazo de genes, para cambiar o alterar el grupo de genes biosintético BE-14106 que está presente en dicha 
célula hospedadora. Un a c élula hospedadora co ntiene en dógenamente l a m olécula de ácido n ucleico de l a 50 
invención si dicha molécula de ácido nucleico de la invención se encuentra normalmente en esa célula hospedadora 
o si se produce de manera natural en esta célula hospedadora (es decir, la molécula de ácido nucleico está presente 
en el material genético de la célula hospedadora). En otras palabras, la molécula de ácido nucleico de la invención 
no está presente en la célula hospedadora simplemente en virtud de haberse introducido (por ejemplo, transfectado 
o transferido) en la célula hospedadora, por ejemplo, en una molécula de ADN recombinante tal como un plásmido. 55 
 
Si una célula hospedadora contiene o no la molécula de ácido nucleico de la presente invención puede averiguarse 
determinando si la  célula hospedadora puede sintetizar BE-14106 o un derivado de la  misma. C omo alternativa o  
adicionalmente, puede n rea lizarse técnic as genétic as pa ra ana lizar l as secuenc ias d e las mol éculas de áci do 
nucleico presentes en la c élula hospedadora (p or ej emplo P CR, T ransferencia de Souther n y otras técnic as 60 
convencionales conocidas en la materi a). Dichas téc nicas genéticas pueden usarse para determinar si la moléc ula 
de ácido nucleico está presente endógenamente. 
 
La cél ula hos pedadora p ara su uso e n lo s métodos d e la inv ención puede ser c ualquier c élula u orga nismo, 
procariota o eucariota, que se desee, pero generalmente será un microorganismo particularmente una bacteria. Más 65 
particularmente, la célula hospedadora será un actinomiceto. 
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Las células h ospedadoras preferi das incl uyen cepas d e Streptomyces, que  cont engan de  ma nera pr eferida, 
endógenamente la mo lécula de ácido nucleico de la i nvención. Un ejemplo adecuado es la ce pa espi-A14106 de 
Streptomyces (FERMP-11378, como s e denomina en el documento JP4001179). La nueva cepa aislada nombrada 
anteriormente, de la cual se secuenció el grupo de genes (aislado MP28-13), depositada en la DSMZ con el número 
de depósito DSM21069, es particularmente preferida. 5 
 
Además, se  d escribe un  mé todo p ara producir un polipéptido mo dificado c odificado por e l sistem a enz imático 
biosintético BE -14106, en e l que u n gru po de ge nes b iosintético BE-14 106 mod ificado obtenible por l os método s 
descritos anteriormente, se e xpresa en una célula hospedadora. Una vez realizadas las modificaciones apropiadas 
en el grupo de genes biosintético BE-14106, por ej emplo mediante los métodos expuestos anteriormente, la cé lula 10 
hospedadora puede crecer o cultivarse en condiciones que permitan la expresión de los polipéptidos o proteínas del 
grupo de genes modificado para producir el polipéptido (o polipéptidos) biosintético BE-14106 modificado. 
 
Como tal, l a c élula h ospedadora mo dificada qu e conti ene el gr upo de  gen es bi osintético BE-1 4106 modific ado 
expresaba los poli péptidos y las proteínas codificados por el  grupo de genes y esto permitirá la pr oducción de un 15 
polipéptido o una proteína modificados, así como de las  ot ras proteínas codificadas por el  grupo de genes. Como 
resultado de l a presencia d e uno o más poli péptidos o proteínas mo dificados en la maqu inaria bi osintética, la s 
propiedades d e la ma quinaria bi osintética para BE-1 4106 camb iarán. Depe ndiendo de la n aturaleza d e l a 
modificación (o modificaciones) que se ha realizado en el grupo de genes biosintético BE-14106, las propiedades de 
los polipéptidos, proteínas y enzimas codificados serán diferentes a las del tipo silvestre. 20 
 
Para la mayoría de los propósitos, será suficiente la producción de la maquinaria biosintética BE-14106 dentro de la 
célula. Como alternativa, las proteínas que constituyen la maquinaria biosintética BE-14106 pueden purificarse de la 
célula en la que se expresan. 
 25 
En el pres ente docume nto tambié n se desv ela u n pol ipéptido co dificado por la mol écula de áci do n ucleico de la  
invención que se ha modificado como se describe anteriormente. 
 
También se  pr oporciona un método d e producción de u na mo lécula BE -14106 mod ificada. De acu erdo c on este 
método, u n g rupo d e g enes biosi ntético BE-141 06 m odificado s e prepara me diante l os méto dos d escritos 30 
anteriormente y se expresa en una célula hospedadora. Esto puede realizarse desarrollando o cultivando una célula 
hospedadora en l a q ue esté pres ente un grup o d e g enes biosintético BE-14106 modific ado pre parado por los 
métodos descritos anteriormente, en condiciones que permitan la expresión de los polipéptidos, proteínas y enzimas 
codificados po r el gr upo d e genes b iosintético BE-14 106 m odificado. La cél ula cont endrá por ta nto la ma quinaria 
biosintética ne cesaria par a l a bi osíntesis de la m olécula BE-14106 m odificada y s e producirá la sí ntesis d e esta  35 
molécula. 
 
El método puede comprender adicionalmente la etapa de recuperar, por ejemplo, aislar o pur ificar la molécula BE-
14106 m odificada. Ésta  pu ede a islarse o purificarse del medio d e cu ltivo cel ular e n el q ue s e h a t ransportado o  
secretado si fuera apr opiado, o de otra manera, de l a célula hospedadora en la q ue se ha inc luido. Por tanto, po r 40 
ejemplo, l as c élulas d el or ganismo de producción p ueden reco gerse, p or ejem plo, po r centrifug ación, y p ueden 
extraerse, p or ejemp lo, co n uno o m ás disolv entes or gánicos (por ejemplo, meta nol u otros al coholes). Las  
moléculas pueden r ecuperarse de  dic ho extracto, p or e jemplo, por precipitación. La  pur ificación a dicional d e u n 
producto en bruto obt enido de esta ma nera p uede i ncluir, p or ej emplo, cromato grafía, por ej emplo, HPL C 
(Cromatografía líquida de alto rendimiento, High Performance Liquid Chromatography). 45 
 
Para posibilitar la rea lización práctica de la invención de acuerdo con los principios anteriores, la invención también 
proporciona una célula hospedadora heteróloga que contiene la mo lécula de ácido nucleico como se define en e l 
presente documento. En el presente documento también se desvela una célula que contiene una molécula de ácido 
nucleico de la invención modificada como se define anteriormente. 50 
 
En g eneral, los métod os de la  inv ención pueden re alizarse e n c ualquier cé lula hospedadora q ue contenga l a 
molécula de ácido nucleico de la invención, preferentemente células hospedadoras que contengan endógenamente 
la mol écula. Como se ha indic ado ant eriormente, la s célul as hos pedadoras pr eferidas inc luyen cél ulas d e 
Streptomyces spp.  Las cé lulas más prefer idas so n cél ulas de Streptomyces que tie nen l as caract erísticas d e 55 
resistencia a antibióticos y sensibilidad expuestas en la Tabla 6. 
 
En una r ealización a ltamente preferida, los métodos se r ealizan usando la nu eva cepa de Streptomyces MP28-13 
depositada con el número DSM21069 en la DSMZ) o un mutante o una cepa modificada de la misma que produce 
BE-14106 o un derivado del mismo. 60 
 
También se  d esvela u n m icroorganismo, particularmente u na bacter ia y especialmente una Streptomyces, que 
puede obtenerse mediante los métodos descritos en el presente documento. 
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Un importante aspecto de la i nvención también proporciona una ce pa de Streptomyces depos itada con el núm ero 
DSMZ 21069 en la DSMZ, o un mutante o una cepa modificada de la misma que produce BE-14106 o un der ivado 
del mismo. 
 
Puede o bservarse q ue l os métodos de l a inve nción d an como r esultado la pr oducción de mo léculas de ác ido 5 
nucleico derivadas, procedentes de las moléculas de ácido nucleico de la invención definidas anteriormente. 
 
La molécula de ácido nucleico derivada puede formarse in situ en c élulas hospedadoras o micro organismos en los 
que están incluidas las moléculas de ácido nucleico no modificadas. Como alternativa, pueden formarse en células 
hospedadoras en las que se introducen las moléculas de ácido nucleico. Dichos microorganismos “modificados” que 10 
contienen las moléculas de ácido nuc leico derivadas o modificadas de acuerdo con la pres ente invención pueden 
usarse para f ormar b ibliotecas, por ejemplo, bibliotecas de policétidos o m oléculas bas adas en  pol icétidos o 
macrolactama en las q ue l os miembr os de la b iblioteca se sintetiz an por maq uinarias b iosintéticas BE-141 06 
modificadas o  sistemas NR PS-PKS proce dentes d el sis tema BE-141 06 de ori gen n atural pr oporcionados e n el  
presente documento. Gen eralmente, much os mi embros de estas bibliotecas p ueden ser, en  sí mis mos, nu evos 15 
compuestos. Por tanto, los m étodos pueden dirigirse para la preparación de un compuesto individual. El compuesto 
puede ser n uevo o no, per o el métod o de preparación p ermite un méto do más conv eniente par a pr epararlo. L os 
compuestos resultantes (por ejemplo policétidos) pueden modificarse adicionalmente, por ejemplo, para convertirlos 
en mo léculas adicionalmente activas, por ejemplo antibióticos, por ejemplo por glucosilación. En  el pr esente 
documento se  desvel an mét odos p ara rec uperar nuev os compuestos con activi dades desea das e xplorando las  20 
bibliotecas. 
 
Las bibliotecas o formas modificadas individuales, finalmente de moléculas basadas en policétidos, o macrolactama, 
pueden generarse modificando el grupo de genes BE-14106 NRPS-PKS de tal manera que las proteínas producidas 
por el grupo tengan activ idades alteradas en uno o más aspectos, y produzcan por tanto compuestos distintos del 25 
producto natural del s istema NRPS-PKS codificado por el grupo de genes (es decir BE-14106). Por t anto, pueden 
prepararse n uevos comp uestos, o en gen eral pr epararse compu estos más fácilme nte, usan do e ste método.  
Proporcionando u na gra n c antidad de genes o  gr upos d e g enes d iferentes pr ocedentes d el gru po d e g enes BE-
14106 de origen natural, cada uno de l os cuales se ha modificado de una manera diferente del grupo nativo, puede 
producirse eficazmente una biblioteca combinatoria de compuestos como resultado de las múltiples variaciones de 30 
estas actividades. Las s ecuencias c odificantes de NRPS-PKS modific adas y la maquinar ia/sistema de biosíntesis 
desvelados en el  pres ente d ocumento r epresentan por ta nto secuencias codificant es y maquinaria o sistemas d e 
enzimas/proteínas “procedentes de” una maquinaria o sistema biosintético BE-14106 NRPS-PKS de origen natural. 
 
Por una maquinaria biosintética o si stema NRPS-PKS “procedente de”  la maqu inaria biosintética B E-14106 se 35 
entiende una maquinaria biosintética o sistema NRPS-PKS en el que al menos una actividad enzimática o funcional 
está mutad a, del ecionada, i nactivada o r eemplazada, pa ra alter ar la actividad. La a lteración se produce c uando 
estas activi dades está n d elecionadas o  reemp lazadas por una v ersión difer ente de la activ idad, o simp lemente 
mutadas d e tal manera q ue se obtien e u n compu esto (por  ej emplo u n polic étido o  macrolactama ) distinto de l 
producto natural de estas actividades colectivas. Esto ocurre porque ha habido una alteración resultante de la unidad 40 
iniciadora y/o unidad extendedora y/o de la estereoquímica y/o del resultado de la longitud o ciclación de la cadena 
y/o del ciclo reductor o d e deshidratación en una p osición correspondiente en el comp uesto del producto. Cuando 
una actividad delecionada se reemplaza, el or igen de la  actividad de l reemplazo puede provenir de una activ idad 
correspondiente en una NRPS o policétido sintasa diferente de origen natural o de una región diferente del mismo 
sistema/maquinaria NRPS-PKS. 45 
 
La m odificación o m anipulación del NRPS- PKS modular  puede implicar truncami ento, por ejemplo, deleción de 
genes o dominios o módulos o translocación, adición o inactivación de dominios/genes/módulos, que puede implicar 
inserción o deleción. Como alternativa, en la secuencia de nucleótidos de la parte s eleccionada (por ejemplo en un 
gen/dominio/módulo, etc.) pueden realizarse modificaciones al azar o dirigidas (es decir mutaciones). 50 
 
Ventajosamente, una m aquinaria biosintética o sistem a N RPS-PKS “pro cedente d e” la  maqu inaria o sistema BE-
14106 contiene al menos u n dominio de ade nilación de  NRPS y al menos dos  módulos de un a enzima PKS y 
opcionalmente pued e conte ner mutacio nes, delec iones o reemplazos d e una o más d e las activi dades de estos 
dominios o módulos funcionales de tal m anera que se altere la naturaleza del compuesto resultante. Esta definición 55 
se aplica a niveles tanto proteicos como genéticos. Las realizaciones particulares preferidas incluyen aquellas en las 
que una KS, A T, KR o D H se ha inactivado o delecionado o r eemplazado por una versión de la  actividad de una 
maquinaria o sistema PKS/NRPS diferente o de otra localización dentro la misma maquinaria o sistema NRPS-PKS. 
También se pr efieren deriv ados en los que al men os un a activid ad e nzimática de l cicl o de n o cond ensación (po r 
ejemplo KR o DH) se ha delecionado o e n la qu e cua lquiera de estas actividades se ha mutad o pa ra cambiar e l 60 
compuesto final sintetizado.  
 
Por tanto, hay cinco grados de liber tad para construir una maquinaria o sistema biosintético PKS en cuanto al 
compuesto q ue se producirá. En prim er lu gar, la  lo ngitud de  la  cad ena de l p olicétido se determinará me diante el 
número de  mó dulos en  la m aquinaria o sis tema. En se gundo lugar, la naturaleza de l esqu eleto de  carbo no del 65 
policétido se determinará a través de las especificidades de las acil transferasas que determinan la naturaleza de las 
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unidades extendedoras en cada posición, por ejemplo, malonilo, metil malonilo o etil malonilo, etc. En tercer lugar, la 
especificidad del dominio de carga también tendrá un efecto sobre el esqueleto de carbono resultante del policétido. 
Por tanto, e l d ominio d e car ga p uede usarse como  un a unidad in iciadora difer ente, ta l como acetilo, prop ionilo y 
similar. En cuarto lugar, e l es tado de oxidación en diversas posic iones del policétido lo determinará las porciones 
deshidratasa y reductasa de los módulos. Esto determinará la presencia y localización de acetona, alcohol, enlaces 5 
dobles o sencillos en el policétido. 
 
Finalmente, la estereoquímica del policétido resultante es una función de diversos aspectos de la sintasa. El primer 
aspecto s e re laciona c on l a especificidad AT/KS asocia da con m aloílos sustituid os co mo un idades extendedoras, 
que afecta a la ester eoquímica so lamente cua ndo e l ciclo r eductor desa parece o cua ndo co ntiene s olo u na 10 
cetorreductasa dado qu e la desh idratasa p odría anu lar la quiralidad. En segundo lugar, la esp ecificidad de la  
cetorreductasa determinará la quiralidad de cualquier -OH. 
 
Modificando l a PKS impl icada en la biosíntesis de aminoacilo “i niciador”, el com puesto qu e se produce p uede 
alterarse. 15 
 
Por tanto, la maquinar ia modificada del sistema NRPS -PKS puede permitir si ntetizar una amplia variedad d e 
compuestos. 
 
El tamaño del producto sintetizado puede variar modificando el número de módulos. 20 
 
Los pr oductos de p olicétido/macrolactama de la m aquinaria biosintética m odificada pueden mod ificarse 
adicionalmente, por ej emplo, por gl ucosilación u otra d erivatización, p ara pr esentar o mejor ar la actividad, p or 
ejemplo, actividad antibiótica. Los m étodos para la glucosilación de policétidos son generalmente conocidos en la 
técnica; la glucosilación puede efectuarse intracelularmente proporcionando las enzimas de glucosilación apropiadas 25 
o puede efectuarse in vitro usando medios sintéticos químicos. 
 
Para obtener moléculas de ácido nucleico que codifiquen una variedad de derivados (o análogos) del sistema BE -
14106 NRPS-PKS de origen natural, y por tanto una variedad de compuestos basados en policétidos macrolactama, 
pueden o btenerse d iversas construcciones des eadas “m ezclando y emparejando” p orciones codificantes de l a 30 
actividad enz imática y p ueden intro ducirse modificaci ones en la moléc ula d e ácid o n ucleico hos pedadora nativ a/ 
grupo de genes o porciones de los mismos. 
 
Las mutaciones pueden realizarse en las secuencias nativas usando técnicas convencionales. Los sustratos para la 
mutación puede ser un grupo de genes entero o solamente uno o dos de los mismos; el sustrato para la mutación 35 
también puede ser porciones de uno o más de estos genes. Las técnicas para la mutación son muy conocidas en la 
materia y se describen en la bibliografía. Dichas técnicas incluyen la preparación de oligonucleótidos sintéticos qu e 
incluyen la  m utación (o  mu taciones) e  in serción d e l a secu encia m utada e n e l gen usa ndo d igestión c on 
endonucleasas de  restricci ón. Com o alternativa, las mutaciones pu eden efectu arse us ando un ceb ador co n 
emparejamiento erró neo (g eneralmente d e 15-3 0 nucleótidos de longitud) q ue se hibrida co n l a s ecuencia d e 40 
nucleótidos nativa, a una temperatura por debajo de la temperatura de fusión, del dúplex desemparejado. El cebador 
puede realizarse específicamente manteniendo la longitud del cebador y la composición de bases dentro de límites 
relativamente estrechos  y manteniendo la base  mutante centralmente loc alizada. L a e xtensión del c ebador se  
efectúa usa ndo ADN pol imerasa, el pro ducto clona do y los clon es que  contienen el ADN mutad o, obten idos por  
segregación de la c adena e xtendida del c ebador, se leccionarse. L a té cnica tam bién es ap licable para generar 45 
múltiples muta ciones p untuales. La m utagénesis por P CR también e ncontrará us o p ara efectu ar las  mutacio nes 
deseadas. 
 
Los vectores usados para realizar las diversas operaciones para reemplazar la actividad enzimática en los genes u 
ORF hosp edadores, o p ara suportar muta ciones e n esta s regi ones d e los g enes u  ORF  hosp edadores, pu eden 50 
seleccionarse para q ue c ontengan secu encias de c ontrol u nidas operativamente a  la s secu encias codificantes 
resultantes de  manera q ue en el h ospedador pu eda efe ctuarse la e xpresión de las secuencias c odificantes. Sin  
embargo, también pueden usarse vectores de clonación sencillos. 
 
A continuación se descri birá la invención con más det alle en los siguientes ejemplos no limitantes con referencia a 55 
los dibujos en los que: 
 
 La Figura 1 muestra la estructura química del antibiótico macrolactama BE-14106; 
 La Figura 2A muestra el inicio propuesto de la ruta biosintética para BE-14106; 
 La Figura 2B muestra el fin propuesto de la biosíntesis de BE-14106. 60 
 
Ejemplo 1 – Caracterización del aislado MP28-13 (cepa de Streptomyces DSM 21069) 
 
En medio de crecimiento agar ISP2 (Dif co, Estados U nidos): el miceli o sustrato es am arillo pá lido, el  mismo col or 
que las placas de agar ISP2. El micelio aéreo es blanco y las esporas son casi blancas, solo ligeramente verduzcas. 65 
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En medio de c recimiento agar SFM (harina de soja, 20 g/l;  manitol, 20 g/l ; agar 20 g/l): El micelio sustrato es más 
beige que en ISP2, el micelio aéreo y las esporas son iguales que en ISP2. 
 
El crecimiento en placas con ISP2 es  visibl e después de 2 días, pero l a esporulación t arda aproximadamente 20 
días. La esporulación es muy pobre en ambos medios. 5 
 
Crecimiento en medios líquidos: crece bien en medio de crecimiento líquido TSB (Oxoid, RU), co n agitación a 225 
rpm y perlas de vidrio (3 mm). Se necesitan 2 días a 25 ºC para obtener suficiente micelio. 
 
La cepa crece a 2 0 ºC, 2 5 ºC y 30  ºC, au nque la temperatura óptima es de  aproximadamente 25 ºC. A 30 ºC  la 10 
esporulación está afectada. 
 
En la SEC ID Nº: 46 se muestra la secuencia génica del ARN 16S de la cepa DSM 21069 (aislado MP28-13). 
 
La Tabla 6 muestra las características de resistencia a antibióticos de la cepa DSM 21069. 15 
 

Tabla 6 Resistencia a antibióticos 
 

Antibiótico  5 g/ml  10 g/ml  20 g/ml  50 g/ml 
Apramicina  sensible  sensible  sensible  sensible 
Kanamicina  sensible  sensible  sensible  sensible 
Neomicina  sensible  sensible  sensible  sensible 
Rifamicina  resistente resistente resistente sensi ble 
Estreptomicina  resistente resistente resistente resistente  
Thiostrepton  sensible  sensible  sensible  sensible 

 
Ejemplo 2 – Generación de una sonda para el grupo de genes de biosíntesis BE-14106 20 
 
Se ais ló AD N total de DSM 21069 (MP2 8-13) us ando e l Kit DNe asy Bl ood & T issue (QIAGEN). Los domi nios -
cetoacil sintasa (KS) se amplificaron usando los cebadores degenerados KSMA-F (5’-TS GCS ATG GAC CCS CAG 
CAG-3’ [SEC ID Nº 47]) y  KSMB-R (5’-CC SGT  SCC GTG SGC C TC SAC-3’ [SEC ID Nº 48]) descritos p or 
Izumikawa et al. ((2003) Bioorg. Med. Ch em., 11, 340 1-3405). La mezc la de r eacción de 50 l contenía ADN tot al 25 
aislado d e MP28-1 3 (10-2 0 ng), T ampón de Re acción 1  x T hermoPol (Ne w Eng land Biola bs), 400  nM de cad a 
cebador, 200 M de cada dNTP y 2,5 U de Taq ADN Polimerasa (New England Biolabs). La reacción se procesó a 
95 ºC durante 5 min, después 35 ciclos de 1 min a 95 ºC, 1 min a 60 ºC y 2 min a 72 ºC, y después una extensión 
final de 5 min a 72 ºC. 
 30 
La mezcl a de  reacció n de 50 l se sometió a un a el ectroforesis en gel y el fragm ento de AD N resulta nte d e 
aproximadamente 700 pb se purificó usando el QIAEX II Suspension (QIAGEN). El producto PCR purificado se clonó 
en el vector pDrive (QIAGEN) en c élulas EZ de E. coli usando el Kit de Clonación por PCR de QIAGEN (QIAGEN). 
El ADN plasm ídico de l os transforma ntes se aisló us ando el Sistema de Purific ación de ADN W izard Plus SV  
Minipreps (Promega). 35 
 
Se secuenciaron 8 plásmidos recombinantes usando los cebadores específicos de pDrive M13 directo (-20) (5’ GTA 
AAA CGA CGG CCA GT 3’ [SEC ID Nº 4 9]) y M13 inv erso (5’ AAC AGC TAT GAC CAT G 3’ [SEC ID Nº 50]) 
descritos en el Manual de Clonación por PCR de QIAGEN (QIAGEN, 2 001). La secuenciación se realizó usando el 
Kit de Secuenciación BigDye Terminator v1.1 Cycle (Applied Biosystems). De las 8 secuencias obtenidas 5 fueron 40 
diferentes entre sí. La traducción en secuencias de proteína y las búsquedas BLAST dieron lugar a una coincidencia 
para la PKS de tipo I para todas las secuencias (véase Tabla 7). 
 
Las secuencias más interesantes fueron la nº 1, 3, 6, 7 y 8. La secuencia nº 1 coincidió con una PKS implicada en la 
biosíntesis de meridamicina en S. violaceusniger (Sun et al., 2006 Microbiol., 152, 3507-3515). Las secuencias nº 3, 45 
7, 8 dier on una coincidencia con LnmJ implicada en la biosíntesis de l einamicina en S. atroolivaceus (Cheng et al., 
2003 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 3149- 3154). La  sec uencia nº  6 dio un a fuerte coinc idencia con Vin P1 
implicada en l a biosíntesis de la macro lactama vicenistatina en S.halstedii (Ogasawara et al ., 2004 Chem. & Biol.,  
11, 79-86) y también con AVES 2 implicada en la biosíntesis del macrólido avermectina en S. avermitilis (Ikeda et al., 
1999 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 9509-9514). 50 
 
La secuencia nº 6 (SEC ID Nº: 51) se s eleccionó como una sonda para explorar la biblioteca genómica construida 
para DSM 2 1069 (MP28-13). Se gen eró una sonda marcada con digoxigenina (DIG) u sando el Kit d e Síntesis de  
Sondas PCR DIG (Roche Applied Science) y los cebadores M13 descritos anteriormente. El plásmido que contenía 
la secuencia nº 6 se usó como un molde. La reacción se procesó a 95 ºC durante 3 min, después 30 ciclos de 45 s a 55 
95 ºC, 1 min a 55 ºC y 3 min a 68 ºC, y después una extensión final de 7 min a 68 ºC. El producto PCR resultante se 
sometió a una electroforesis en gel y el fragmento de ADN se purificó con el QIAEX II Suspensión (QIAGEN). 

 

E09723397
21-07-2015ES 2 543 203 T3

 



24 

Tabla 7. Secuenciación de dominios KS amplificados por PCR de DSM 21069 
Secuencia  Acierto inicial  Otros aciertos importantes 
1  PKS de S. aizunensis  PKS de S. violaceusniger/biosíntesis del policétido 

meridamicina 
2, 4  -cetoacil sintasa de Clostridium sp. PKS de Bacillus sp. 
3, 7, 8  PKS de S. atroolivaceus/biosíntesis 

de leinamicina  
PKS de Bacillus sp. 

5  PKS de Amycolatopsis orientalis  PKS de S.violaceusniger/biosíntesis del poliéter 
nigericina 

6  
(SEC ID Nº 51) 

PKS de S.halstedii/biosíntesis de 
halstoctacosanólido 

PKS de S.halstedii/biosíntesis de la macrolactama 
vicenistatina y PKS de S.avermitilis/ biosíntesis de 
macrolactama avermectina 

 
Ejemplo 3 – Optimización del procedimiento de conjugación 
 
Para establecer u n pr ocedimiento par a modificar g enéticamente la  c epa DSM 21069 (MP 28-13), se ensayó l a 5 
conjugación con la cepa ET12567 de E. coli (pSOK804 + pUZ8002) (Sekurova et al., 2004, J. Bacteriol., 186, 1345-
1354) siguiendo el proc edimiento descrito por Flett et al. (1997 FEMS Microbiol. Lett., 155, 223- 229). Se realiz aron 
pocas modificaciones del procedimiento. El donante de E. coli se desarrolló a una DO600 de 0,4-0,5. Se usó solo una 
suspensión de esporas reciente de MP28-13 y la suspensión de esporas se h izo con 2xYT (Sambrook et al., 2000 
Molecular cloning: a lab oratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, NY). Las esporas y las 10 
células donantes se mezclaron y se sedimentaron por centrifugación, y el sedimento se resuspendió en un volumen 
más pequeño y se diseminó sobre dos placas SFM. Las placas de conjugación se incubaron 24 h antes de la adición 
de antibióticos (ácido nalidíxico 0,9 mg/ml y apramicina 1,5 mg/ml). La temperatura de incubación y la temperatura y 
tiempo d el cho que térmic o se modific aron para e ncontrar el óptimo. Se  obtuvier on los  mejores resu ltados a un a 
temperatura de incubación de 25 ºC y con un choque térmico a 50 ºC durante 5 min. 15 
 
Ejemplo 4 – Experimento de inactivación de genes 
 
La s ecuencia PKS nº 6 de la cepa DSM 2 1069 (MP28-13) clonada en el vect or pDrive se escindió del plásmido 
usando enzimas de re stricción BamH I y Hind III, y se ligó con el fr agmento BamH I/Hind III de 3,1 kb del vector 20 
pSOK201 (Zotchev et al., 2000 Microbiol., 146, 611-619) y se transformó en DH5 de E. coli. La nueva construcción 
se verificó por análisis de restricción y después se transformó en ET12576 (pUZ8002) de E.coli. La construcción se 
transfirió a DS M 210 69 por conjugación si guiendo e l pro cedimiento de scrito anteriormente. El frag mento Bam H 
I/Hind III de 3,1 kb del vector pSOK201 no contiene elementos genéticos necesarios para la replicación autónoma en 
Streptomyces. Por lo tanto, los transconjugantes so lamente pueden obtenerse si esta parte del vecto r está ligada 25 
con un fragmento que tiene un alto nivel de homología con el fragmento de ADN cromosómico en DSM 21069. Dicha 
homología permite con ducir la recom binación a la integración d e to do e l vector en l a reg ión cromosómica 
correspondiente. Si los  frag mentos cl onados no  conti enen co dones de in icio o d e terminación del g en, d icha 
integración conducirá a la alteración génica, inactivando eficazmente las copias cromosómicas del gen. 
 30 
Se obtuvo un solo transconjugante y se analizó para la producción de BE-14106. No se observó producción de BE-
14106, verificando que la secuencia nº 6 pertenecía al grupo de genes biosintético BE-14106. 
 
Ejemplo 5 – Construcción de la biblioteca genómica 
 35 
La biblioteca genómica para DSM 21069 se construyó en el vector cós mido SuperCos 1 (Stratagen e) de ac uerdo 
con las i nstrucciones de l fab ricante (Strata gene, 200 5). El ADN ge nómico se ais ló de DSM 2 1069 sigu iendo el 
procedimiento de mezcla de Kirby (Kieser et al., 2000 Practical Streptomyces Genetics, The John Innes Foundation, 
Norwich, Inglaterra.), se digirió parcialmente con Mbo I y se desfosforiló antes del ligamiento con SuperCos 1 tratado 
con Xba I-, CIAP- y BamH I. Para la co nstrucción de la biblioteca se usó XL1-Blue MR de E. coli (Stratagene) como 40 
hospedador. 
 
Ejemplo 6 – Exploración de la biblioteca genómica 
 
La biblioteca se sembró e n p lacas de agar de Lur iana-Bertani (LB) (Cor ning Low Profile Square BioAssay D ish) 45 
que contenía 100 g/ml de ampicilina para dar 2000 colonias por placa. Se seleccionaron 2304 colonias usando un 
Genetix QPixII Colony Picker  y se transfir ieron a 2 4 pl acas de 96 pocillos (Nunc) q ue contenían caldo LB y a 24 
placas de 96 pocillos que contenían medio Hi+Ye Reducido (120 l en cada pocillo). Las placas con los pocillos se 
incubaron con agitación (900 rpm) a 30 ºC d urante una noche. Se añ adió glicerol a l as 24 plac as LB para dar una 
concentración final de 15 % (v/v) y después se conservaron a -80 ºC. 50 
 
El cultivo de las 24 placas con Hi+Ye Reducido se transfirió a 6 placas de 384 pocillos (Nunc) usando un sistema de 
manipulación de líq uidos r obótico T ecan Genesis RSP 200 y des pués se estampó en un  filtro ( estampados de 4 
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copias) usando el Genetix QpixII Colony Picker. El proceso se repitió 4 veces para dar 4 copias de filtros. Los filtros 
se secaron durante 20 min en una campana estéril. 
 
Los cultivos se lisaron colocando los filtros en un papel de filtro 3 MM Whatman saturado con SDS al 10 % durante 5 
min. El ADN se desnaturalizó colocando los filtros en papel de filtro 3 MM saturado con tampón NaOH/Cloruro (NaCl 5 
1,5 M, NaOH 0,5 m) durante 10 min y se neutralizó con Tampón Tris/NacL (NaCl 3 M, Tris-Cl 1 M, pH 7,4) d urante 
10 min. Finalmente los filtros se sumergieron en Tampón 2X SSCP (2X SSC + Pirofosfato Sódico al 0,1 % (p/v) para 
eliminar los restos de colonias y se hornearon a 80 ºC durante 2 horas. Los filtros se conservaron a 4 ºC hasta que 
comenzó la h ibridación. La h ibridación se r ealizó como se describe para el Sistem a DIG (Roche A pplied Science) 
usando la sonda obtenida de DSM 21069. Exponiendo el filtro a una película de rayos X, se identificaron 3 cósmidos 10 
candidatos y sus huéspedes correspondientes pudieron volver a sembrarse en estrías de las placas LB conservadas 
a -80 ºC. 
 
El ADN cósmi do se ais ló d e cultivos de una noch e usa ndo el Sist ema de Purific ación de ADN W izard Plus SV 
Minipreps (Promega) y se secuenció hasta el final usando cebadores diseñados para la s regiones de l os cósmidos 15 
flanqueando el sitio de inserto (SuperCos_dir; GGC CGC AAT TAA CCC TCA C 3’ [SEC ID Nº 52] y SuperCos_inv; 
5’ GGC CGC ATA CGA CTC AC 3’ [SEC ID Nº 53]). La secuenciación se realizó usando el Kit de Secuenciación por 
Ciclos BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems). En la Tabla 8 se dan los resultados. 
 

Tabla 8: Secuenciación final del cósmido 1, 2 y 3 20 
Cósmido  Cebador SuperCos_dir Cebador SuperCos_inv 
cósmido 1  Biotina sintasa  PKS (enlazador de dominio AT-DH) 
cósmido 2  PKS (dominio KS)  PKS (dominio AT) 
cósmido 3  Péptido deformilasa  PKS (dominio DH) 

 
Los resultados indican que el cósmido 1 podría contener un extremo del grupo y el cósmido 3 el otro extremo. Los 3 
cósmidos se ensayaron para observar s i contenían cualquiera de las secuencias solapantes diseñando cebadores 
para las secuencias finales y usando aquellos cebadores para la secuenciación de los otros cósmidos. A partir de  
estos resultados se l legó a la conclusión de que el c ósmido 2 y el cósmido 3 se so lapaban, pero el cósmido 1 n o 25 
tenía ningún solapamiento con el cósmido 2 y 3. Se diseñaron cebadores para la secuencia final del cebador directo 
del cósmido 2 para amplificar una nueva sonda para la parte ausente del grupo. Se generó una sonda marcada con 
digoxigenina (DIG) usando el Kit de Síntesi s de Son das por PCR DIG (Roch e App lied Science) c on el cósmido 2  
como molde. La reacción se procesó a 95 ºC durant e 5 min, después 35 ciclos de 1 mi n a 95 ºC, 1 min a 60 ºC y  2 
min a 72 º C, y después una e xtensión fi nal de 5 mi n a 72  ºC. El pr oducto PCR r esultante se  s ometió a u na 30 
electroforesis en gel y el fragmento de ADN se purificó con el QIAEX II Suspension ( QIAGEN). Para la hibridación 
con la nueva sonda se usó uno de los filtros copiados y se identificaron 2 nuevos cósmidos candidatos (cósmido 4 y 
5). Este proce so con sec uenciación fi nal y sec uenciación e n cruza do con l os otro s cósmidos s e repiti ó y s e 
descubrió que el cósmido 4 se solapaba tanto con el cósmido 1 como con el cósmido 2. 
 35 
Ejemplo 7 Verificación de la función de BecA 
 
Para verificar que el grupo de genes contenido en los cósmidos 1-4 era responsable de la producción de BE-14106, 
se realizó otro experimento de inactivación de genes. Se amplificaron fragmentos de PKS del cósmido 2 y 3 usando 
un cebador cósmido (SuperCos_dir [SEC ID Nº 52] o Supe rCos_inv [SEC ID Nº 53]) y  un cebador degenerado para 40 
el d ominio KS  (KSMA-D [SE C ID Nº 47] o  KSMB-I [SEC ID Nº 4 8]). Se o btuvo un fr agmento d e 1, 2 kb para e l 
cósmido 2 y un fragmento de 3,8 kb par a el cósmido 3. Ambos fragmentos se clonaron en pDrive y pSOK201 como 
se h a descrito anter iormente y l a c onstrucción se tr ansfirió a MP2 8-13 por  co njugación. Par a el fr agmento del 
cósmido 2 sol amente se o btuvo un trans conjugante. Par a el fragment o del cósmido 3 se obtuvier on div ersos 
transconjugantes y se seleccionaron 6 para análisis posterior. 45 
 

Tabla 9 Análisis de producción de BE-14106 en mutantes knock-out  
 Producción de BE-14106 en comparación con el TS (%) 
MP28-13 (TS)  100 
cósmido 2 mutante  0 
cósmido 3 mutante 1  0,7 
cósmido 3 mutante 2  0,9 
cósmido 3 mutante 3  0,6 
cósmido 3 mutante 4  0,6 
cósmido 3 mutante 5  0,6 
cósmido 3 mutante 6  0,7 

 
Basándose en  los resulta dos de la sec uenciación e n cr uzado de l os cósmidos y e n los d el e xperimento d e 
inactivación de genes, se secuenciaron los cósmidos 1, 2, 3 y 4. 50 
 
Ejemplo 8 – Producción, purificación e identificación de BE-14106 
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Cultivo de MP28-13 
 
Preparación de inóculo convencional 
 5 
Inóculo: Esporas de una placa de agar se transfirieron a un matraz agita dor (250 ml, deflector) con 50 ml d e 

medio T SB modific ado c omplementado c on gl ucosa (compos ición da da en la T abla 9). Para  
aumentar las fuerzas de cizalla en el matraz agitador, se añadieron 3 g de perlas de vidrio de 3 mm. 

Incubación: El cultiv o s e i ncubó a  2 5 ºC  dur ante 3 días a 225 rpm ( incubadora agitadora d e Infor s Multitro n, 
movimiento orbital, amplitud 2,5 cm). 10 

Conservación: Se añadió glicerol al cultivo a una c oncentración del 15 %. La mezcla se  transfirió a cri oviales y se 
conservó a -80 ºC. 

 
Preparación del pre-cultivo para la producción 
 15 
Inóculo: 1,5 ml de inóculo convencional se transfirieron a un matraz agitador (250 ml, deflector) con 50 ml de 

medio T SB modific ado com plementado co n gl ucosa (co mposición dada en la T abla 10) y 3  g d e 
perlas de vidrio de 3 mm. 

Incubación: El cultivo s e i ncubó a 2 5 ºC dura nte 2 d ías a 200 r pm (incub adora a gitadora d e Infors Multitro n 
movimiento orbital, amplitud 2,5 cm). 20 

 
Cultivo de producción 
 
Inóculo: 3 ml de pre-cultivo para producción se transfirieron a un matraz agitador (500 ml, deflector) con 100 

ml de m edio BPS 0,3 x complementado con glucosa (composición da da en la Tabla 11) y 5 g de 25 
perlas de vidrio de 3 mm. 

Incubación: El cultiv o se i ncubó a 25 º C dur ante 2 días a 2 00 rpm (incubadora agitadora d e Inf ors Multitro n 
movimiento orbital, amplitud 2,5 cm). 

 
Composición de medios usados para la producción 30 
 

Tabla 10 Composición del medio TSB modificado complementado con glucosa 
Compuesto Conc entración (g/l) 
Caldo de soja tríptica 18,5 
Glucosaa  20 
a)Esterilizado en autoclave por separado 

 
Tabla 11 Composición del medio 0,3 x PBS complementado con glucosa 

Compuesto Conc entración (g/l) 
Harina de avena 9,0 
Extracto de malta  1,5 
Extracto de levadura 0,9 
MgSO4·7H2O  0,12 
NaCl  0,3 
CaCO3  1,5 
Almidón soluble 9,0 
MOPS  11,1 
Glucosaa  20 
Solución rojo fenol (10 mg/ml)a, b  1,5 
a)Esterilizado en autoclave por separado. 
b)Solución rojo fenol 10 mg/ml, pH ajustado a 8,2 con NaOH. 

 35 
Los componentes se añadieron a agua pre-calentada y los componentes se hincharon durante 10 minutos antes de 
esterilizar el medio e autoclave. El pH del medio se ajustó con HCl o NaOH después de la esterilización en autoclave 
hasta obtener un color naranja lo que se producía a un pH = 7 cuando se usaba rojo fenol como indicador de pH. 
 
Purificación de BE-14106 40 
 
Recogida y homogeneización de masa celular 
 
La masa ce lular en  el c ultivo de producción se rec ogió por centrifugación y se liofilizó. El se dimento liofilizado se 
homogeneizó con perlas de hierro magnéticas hasta obtener un sedimento fino. 45 
 
Purificación en bruto de BE-14106 
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El sedimento celular l iofilizado se e xtrajo con metanol 240 ml/g dur ante 1 hora. Se añadieron perlas de vidrio para 
aumentar las fuerzas d e cizalla. El sed imento celular se re tiró por centrif ugación seguido de filtraci ón para eliminar 
toda la mat eria ins oluble. Al sobre nadante transp arente se añ adió agu a y s e mantuvo e n hiel o dur ante 
aproximadamente 30 min utos para prec ipitar el BE-141 06. El precipitado se recog ió por centrifugación, se lavó co n 
agua para retirar el metanol restante y se liofilizó. El producto liofilizado representa un producto bruto. 5 
 
Purificación HPLC preparativa del producto bruto 
 
El producto bruto se disolvió en DMSO y la purificación se realizó en una columna de fase inversa. 
 10 
Método preparativo: BIOP PREP BE14106_KFD.M 
 
Sistema HPLC:    HPLC preparativa Serie Agilent 1100 con sistema de recogida de fracción 
Columna:    PREP-C1 8, 10 m, 50x250 mm (PN410910) 
Temperatura de la columna: Ambiente 15 
Fase móvil:    acetato amónico 10 mM pH 4,0 (A) y metanol (B). 
 

Tiempo % B 
0,00  85 
8,50  85 
8,60  100 
10,60  100 
10,70  85 
13,00  85 
Flujo eluyente: 85 ml/min 

 
Las fracciones se añadieron al 1 % de una solución NH3 2 M y se conservaron a -20 ºC. 
 20 
Concentración del producto en las fracciones HPLC preparativas 
 
La mayor part e de l metanol en l as fracciones se ev aporó en u n evaporador de vacío rotacional a 50 ºC. La fase  
acuosa restante que contenía BE-14106 se congeló para aumentar el pro ducto de precipitación y el precipitado se 
sedimentó por centrifugación. El sedimento se lavó con agua y se liofilizó para dar el producto final. 25 
 
Análisis LC-DAD TOF de BE-14106 purificado por HPLC preparativa 
 
Cálculo de pureza por LC-DAD-TOF 
 30 
Después de la purificac ión por LC pr eparativa, se o bservó que BE-14106 constituía >  99 % de compuestos en la 
muestra qu e se absor be a 2 91 nm como se determi na por UV y d atos TOF. Se su pone qu e el c oeficiente d e 
extinción de los contaminantes es el mismo que para BE-14106. 
 
Datos TOF-MS de BE-14106 35 
 
El T OF-MS p ermite obte ner una re presentación gr áfica LCT OF de BE-141 06 p urificado. A partir  de esto, l a 
proporción m/z  teórica  exacta (ión  negativo) de BE- 14106 (C27H73NO3) es de 422,2701. Esta m/z se observó con 
precisión aceptable y el pico 422 se correlaciona con el pico UV del heptano. 
 40 
Método LCTOF: BIOP BE14106 SE.M 
 
 Columna: Zorbax Bonus-RP 2,1x50 mm, 3,5 mm (Agilent Technologies). 
 Fase móvil A: acetato de amonio 10 mM (Riedel-de-Haën Cat Nº: 34674), 
 Fase móvil B: acetonitrilo al 100 % superprado (Labscan UN1648) 45 
 Flujo: 0,3 ml/min 
 Temperatura de la columna: Ambiente 

Tiempo %B 
0,00  40 
10,00  70 
10,10  90 
12,00  90 
12,10  40 
17,00  40 

 
Parámetros TOF-MS: 
 50 
Ionización API-ES negativa 
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 Gas de secado: 10 l/min 
 Presión del nebulizador: 40 psig 
 Temp. del gas de secado: 350 ºC 
 Tensión capilar: 3000 V 5 
 Fragmentador: 200 V 
 
Ejemplo 9 – Caracterización de la actividad antifúngica de la cepa DSM 21069 
 
Se investigó la producción de la activi dad antifúngica de la cepa DSM 21069, las condiciones de crecimiento de 25 10 
ºC en medio PM2 (Bredholt et. al, 2008, Marine Drugs, 6(1) págs. 12-24) durante 7 días, produjo una fuerte actividad 
antifúngica. Después de la incubación el m edio se s ecó y después se extrajo con DMSO. Después de la filtración, 
los e xtractos de DMSO s e usaron com o muestras e n un pr ocedimiento d e bi oensayo ro bótico c on l as ce pas 
CCUG3943 de Candida albicans y CCUG3942 de C. glabrata como organismos indicadores. La última cepa tenía un 
alto nivel de resistencia contra antibióticos de polieno, mientras que la cepa de C. albicans era sensible a polienos. 15 
El medio usado en e l bioensayos fue AM19(B) (peptona 9,4 g/l [Oxoid], extracto de levadura 4,7 g/l [Oxo i], extracto 
de carne 2,4 g/l [Difco], glucosa 10 g/l [BDH], agua destilada). 
 
Las muestras de los extractos de DMSO c on bioactividad interesante se f raccionaron usando un sistema de HPLC 
de la s erie A gilent 1 100 dotado co n un detector de matri z de di odos (DAD) y un rec olector d e frac ciones. Cad a 20 
muestra se fra ccionó en p aralelo usando 2 t ipos diferentes de colum nas LC: Agilent ZORBAX Ecl ipse XDB-C18, 5 
um, 4,6 x 150 mm y Agilent SB-CN 3,5 um, 4,6 x 76 mm. Para ambos tipos de columnas, se usó un flujo de 1 ml/min 
de una mezcla de ácido fórmico al 0,005 % en agua desionizada y como fase móvi l se usó acetonitrilo. En amb os 
casos la concentración del acetonitrilo se mantuvo al 40 % los pr imeros minutos, aumentando después linealmente 
del 40 a l 95 % durante los 9 minutos siguientes y manteniéndose a una concentración del 95 % para el  resto del 25 
proceso. El recolector de fracciones se usó para recoger 12 fracciones del eluente desde 1 minuto hasta 13 minutos 
de la inyección. 
 
Las muestras se secaron en un instrumento SpeedVac (Thermo Scient ific), se d isolvieron en DMSO y se midió la 
bioactividad de las fracciones (ensayo descrito anteriormente). 30 
 
Las fraccio nes con bio actividad se an alizaron usa ndo un sistema HPL C de la seri e Agile nt 11 00 co nectado a un  
detector de matriz de diodo (DAD) y a un espectrómetro de masas de tiempo de vuelo (TOF). En este a nálisis se 
usaron l as mis mas co lumnas y tamp ones que los  d escritos a nteriormente p ara la  et apa d e fracci onamiento. S e 
realizó ion ización por electr opulverización en el modo negativo (ESI-). Se us aron r epresentaciones gráficas  DAD 35 
para identificar el tiempo de retención aproximado de los compuestos bioactivos en los procesos de fraccionamiento 
y en e l análisis LC-MS-TOF. Las mas as moleculares que correspondían a pic os significativos identificados en las 
muestras b ioactivas de  fracc ionamientos e n par alelo (c olumnas C1 8 y CN) se compararon y se ide ntificaron las 
masas moleculares comunes a las fra cciones de las colum nas C18 y CN. Estas masas moleculares (ventana de 10 
ppm) se s ometieron a la v ersión on line del Dictionary of Natural Pr oducts (http://dnp.chemnetbase.com/) par a 40 
investigar los compuestos previamente caracterizados con bioactividad. 
 
En el an álisis LCMS de las  fracciones b ioactivas, se identificaron pic os sign ificativos con una ma sa molec ular 
correspondiente al Antibiótico BE14106. La masa molecular observada en el análisis LC-MS-TOF estaba dentro de 1 
ppm de la masa molecular dada en el DNP (masa exacta 423.277344). Además, los perfiles DAD de estos extractos 45 
se compararon con la información dada en el DNP sobre los espectros de absorbancia UV del Antibiótico BE14106. 
Se observó una buena correlación entre los datos dados en el DNP y el perfil DAD del compuesto identificado en los 
extractos. 
 
Ejemplo 10 – Caracterización de las funciones de BecI, BecO, BecR, BecC y BecP 50 
 
Para ver ificar las func iones de d eterminados ge nes en la b iosíntesis de BE-1 4106, se rea lizó una ser ie d e 
experimentos de i nactivación de genes. C omo se  ha  de scrito anter iormente (Ej emplo 7), tamb ién se rea lizó u n 
experimento de in activación de g enes usando fragme ntos amplificados por PCR de los cósm idos 2 y 3. La 
secuenciación de estos fra gmentos y l a compar ación co n el gr upo BE -14106 mostró  que estos do s fragmento s 55 
formaban parte del becA, el fragmento de 1,1 kb que codifica las partes de los dominios KS y AT del módulo 2 y el 
fragmento de 3,7 kb q ue c odifica los d ominios KS, AT  y DJ de l mód ulo 2. La  pro ducción de BE- 14106 se v io 
claramente afectada en ambos mutantes (Tabla 9). 
 
Construcción de vectores para experimentos de inactivación de genes 60 
 
Vector de reemplazo de becI: El fragmento Bgl II-Kpn I de 3,63 kb de l cósmido 2 se clonó e n pGEM3Zf(-) se digir ió 
con BamH I-KpnI, dando como resultado la construcción pBIR1. A parti r de esta co nstrucción un fragmento Nru I-
FspA I de 0,8 kb se retiró y la construcción se volvió a ligar, dando como resultado la construcción pBIR2. A partir de 
la nueva construcción, un fragmento EcoR I-Hind III de 2,86 kb se escindió y se ligó con un fragmento EcoR I-Hind III 65 
de 3,11 kB de pSOK201, dando como resultado el vector de reemplazo de becl, pBIR3. 
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Vector de reemplazo de becO: El fragmento Sph I de 14,77 kb del cósmido 4 se clonó en pGEM3Zf(-) se digirió con 
Sph I, dando como resultado la construcción pBOR1A. A partir de pBOR1A un fragmento Sph I-Xba I de 3,71 kb se 
escindió y se ligó en el  pGEM3Zf(-) digerido con Sph I-Xba I, dando la c onstrucción pBOR1B. El fragmento EcoN I-
Age I de 6,37 kb de pBOR1B se trató co n Klenow para rellenar los extremos y se v olvió a l igar como construcción 5 
pBOR2. Un fra gmento EcoR I-Hind III de 3,23 kb se escindió de la construcción pBOR2 y se ligó con el fragmento 
EcoR I-Hind III de 3,11 kb de pSOK201, dando como resultado el vector de reemplazo de becO, pBOR3. 
 
Vector de ree mplazo de becR: El fragmento Hind III-BamH I de 4,35 kb  del cósmid o 1 se clonó e n pGEM3Zf(-) se 
digirió con Hind III-BamH I, dando como resultado la construcción pBRR1. Un fragmento SnaB I-BsaB I de 0,4 kb se 10 
retiró de pBRR1 y el religamiento dio como resultado la nueva construcción, pBRR2. El fragmento EcoR I-Hind III de 
3,96 kb de la construcción pBRR2 se ligó con el fra gmento EcoR I-Hind III de 3,11 k b de pSOK 201, dando com o 
resultado el vector de reemplazo de becR, pBRR3. 
 
Vector de  reemplazo de  becC: El fragmento BamH I-Sac I de 5,24 kb del cósmido 3 se  clonó en pGEM3Zf(-) se  15 
digirió con con BamH I-Sac I, produciendo la construcción pBCR1. El fragmento Not I-Acc65 I de 7,48 kb de pBCR1 
se trató con K lenow para rellenar los extremos y se volvió a ligar como construcción pBCR2. Un fragmento EcoR I- 
Hind III de 4,33 se escindió de la construc ción pBCR2 y  se ligó con el fragmento EcoR I- Hind III de 3,11 kb de 
pSOK201, dando como resultado el vector de reemplazo de becC, pBCR3. 
 20 
Vector de re emplazo de becP: El fragmento Sac I-Sph I de 6,49 kb del cósmido 4 s e ligó en pGEM3Zf(-) se digirió 
con Sac I-Sph I, dando como resultado la construcción pBPR1A. Un fragmento Hind III-Bcl I de 3,7 5 kb se escindió 
de pBPRA1A y se ligó en pLITMUS28 se digirió con Hind III-BamH I, dando como resultado la construcción pBPR1B. 
El fragmento Xmn I-BbvC I de 5,85 kb de pBPR1B se trató con Klenow para rellenar los extremos y volvió a ligarse 
como construcción pBPR2. El fragmento EcoR I-Apa I de 1,82 kb y el fragmento Hind III-Apa I 1,23 kb de pBPR2 se 25 
ligaron con el fragmento EcoR I- Hind III de 3,11 k b de pSOK201, dando como re sultado el vector de reemplazo de 
becP, pBPR3. 
 
Todos los vectores de reemplazo se introdujeron en ET12567(pUZ8002) y des pués se usaron para la conjugación 
con Streptomyces sp. DSM 21069 siguiendo el procedimiento descrito por Flett et al., 1997 (FEMS Microbiol. Lett., 30 
155, págs., 223,-229), pero con las células donantes desarrolladas a una DO600 de 0, 4-0,5 y el tiempo de choque 
térmico reducido a 5 min. Los antibióticos se añadieron después de 24 h de incubación. 
 
A BecR se le a signó inicialmente un supuesto papel de engarce junto con la cadena lateral acilo C20-C25 fabricada 
por BecA y el anillo de macrolactama. El mutante, verificado por un análisis de transferencia de Southern, se ensayó 35 
con respecto a  la pro ducción de BE-14 106 mediante LC-MS de e xtractos de ferme ntación. La pr oducción de BE-
14106 no se vio afectada en el mutante becR, lo que implicaba que éste no participaba en la biosíntesis. 
 
Además del papel de B ecR había tam bién cuesti ones acerca de l as funcio nes d e BecI, BecC y BecP en l a 
biosíntesis de BE-14106, y el pap el su gerido d e BecO co mo un a hi droxilasa C-8 d ebía verificarse. Usando l os 40 
vectores anteriores, se obtuvieron segundos mutantes cruzados para todos los genes y se verificó mediante análisis 
de tra nsferencia de Sout hern. La  pr oducción de BE-1 4106 para ca da cepa muta nte se e nsayó p or LC-MS  de  
extractos de fermentación. Para el mutante becO, la masa esperada correspondiente a la fórmula est oiquiométrica 
(C27H37NO2) d e la BE- 4106 8-des oxi s ugerida se encontró con  1,0 ppm d e d iferencia d e la masa teór ica, 
confirmando por lo ta nto el papel de BecO como una P450 monooxigenasa de hidroxilación BE-14106. El carb ono 45 
C-8 representa la única diana probable de BecO, dado que el grupo hidroxilo en el C-9 parece deberse a la ausencia 
de la actividad del dominio DH en la PKS de BecE implicada en la biosíntesis del anillo de macrolactama. 
 
Todos los análisis LC-MS de e xtractos de  fermentac ión de l os m utantes becI, becC y becP mostraron una 
ausencia completa de la pro ducción de BE -14106, y no pudieron identificarse supuestos aná logos/precursores de 50 
BE-14106. Esto podría i ndicar que l as tre s enzimas fun cionan mu y te mpranamente en la b iosíntesis, estand o 
presumiblemente implicadas en la síntesis de la unidad amioacilo iniciadora. 
 
Ejemplo 11 – Estudios de alimentación para determinar la incorporación de aminoácidos en BE-14106 
 55 
Se realizaron estudios de alimentación de DSN21069 usando un medio de producción definido basado en el medio 
15N Silantes OD2 (Silantes pr. Nº 103202). La composición de los medios era medio 15N Silantes OD2 536 ml/l y en g 
de a dición p or l: MgSO 4x7H2O, 0,4; CaCO 3, 5,0; ( 15NH4)2SO4, 0,54; KH 2PO4, 0,2 y g lucosa, 10.  El medi o se  
complementó con u na s olución d e mi neral de n utrientes traza, T MS1 (Borgos et al ., 2 006, Arch. Mic robiol., 18 5, 
págs. 165-171) 3 ml/l.  La incorporación de aminoácidos no marcados se ensayó añadiendo D-asparagina 0,14 g/l o 60 
glicina 0,06 g/l o glutamato sódico 0,10 g/l o sin adición de aminoácido no marcado. Los cultivos de producción se 
inocularon con 3 % de un pre-cultivo de TSB 0,5 x cultivado como se ha descrito anteriormente, salvo que las células 
se lavar on co n el medi o de producción un a vez antes d e la in oculación para retir ar compo nentes del pr e-cultivo. 
Tanto el c ultivo de producción como el pre-cultivo se c ultivaron en matraces deflectores de agitación con perlas de 
vidrio como se ha descrito anteriormente. 65 
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Se realizaron análisis LC-MS cuantitativos y cualitativos de BE-14106 8-desoxi y BE-14106 en extractos de metanol 
de sedimentos de cu ltivo usando un s istema HPLC de la serie Agilent 1100 conectado a un  detector de matriz de 
diodo (DAD) y a un espectr ómetro de ma sas T OF. Se realizó io nización con e lectropulverización en el mo do 
negativo (ESI-) o positivo ( ESI+), esencialme nte como  se ha descr ito anteriorm ente (Bruheim et a l., 2004 , 
Antimicrob. Agents Chem other, 48, págs. 4 120-4129), pero con las siguientes modificaciones: la sep aración LC s e 5 
realizó en una columna de 2,1 x 50 mm Bonus-RP de Agilent ZORBAX. La concentración de acetonitrilo se aumentó 
linealmente del 40 al 70 % durante los 10 primeros min y después se mantuvo a una concentración del 90 % durante 
el resto d el proceso. Las concentraciones de BE-14106 se determinaron mediante absorción de pico UV a 29 1 nm 
usando, como patrón, BE-14106 purificado mediante una HPLC preparativa. 
 10 
Todos los nitró genos en los medios antes de la adición de los am inoácidos a e nsayar para l a incorporación en la  
biosíntesis se marcaron con el isótopo 15N. Los am inoácidos a ensayar se añ adieron como 14N. Además de la D-
asparagina y la glicina, la adición de L-glutamato y la no adición de aminoácidos extra se usaron como controles en 
el experimento. La concentración de aminoácidos 15N relevantes en los medios fue: asparagina 0 M (aspartato 54 
M), glicina 29 M (serina 11 M) y glutamato 29 M. La adición de los aminoácidos no marcados añadidos fue a 20 15 
x concentración de 15N aspartato, 27 x concentración de 15N glicina y 20 x concentración de 15N glutamato para D-
asparagina, glicina y glutamato respectivamente. Los cultivos de producción se extrajeron en DMSO y los extractos 
se analizaron en LC-DAD-TOF. La molécu la BE-14106 contenía un átomo de n itrógeno y por lo tanto se esper aba 
que si se inc orporaba el N d e uno de los am inoácidos 14N añadidos, se observaría u na molécula de BE-14106 con 
una masa exacta (M-H) de 422,27 en un espectro LC-TOF mientras q ue la m olécula BE-14106 marcada con 15N 20 
tendrá u na m asa e xacta (M- H) d e 4 23,28. Los c ultivos d e pr oducción s e e xtrajeron en DMSO y los e xtractos s e 
analizaron en LC-DAD-TOF. Los espectros de masa TOF mostraron que la adición de glicina no marcada dio como 
resultado un 20 % de incorporación de 14N, mientras que la proporción de incorporación por adición de D-asparagina 
y glutamato fue del 3 %, que es la misma que para el control. 
 25 
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<210> 49 20 
<211> 17 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> cebador directo M13 (-20)  25 
 
<400> 49 
 

 
 30 
<210> 50 
<211> 16 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> cebador inverso M13 
 
<400> 50 
 40 

 
 
<210> 51 
<211> 725 
<212> ADN 45 
<213> Streptomyces sp. MP28-13 
 
<220> 
<221> misc_feature 
<222> (633)..(633) 50 
<223> n es a, c, g o t 
 
<400> 51 
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<210> 52 
<211> 19 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador SuperCos directo 
 10 
<400> 52 
 

 
 
<210> 53 15 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador SuperCos inverso 
 
<400> 53 
 

 25 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una molécula de ácido nucleico que comprende:  
 
 (a) una secuencia de nucleótidos como se muestra en la SEC ID Nº 1; o 5 
 (b) una secuencia de nucleótidos que es el complemento de la SEC ID Nº 1; o 
 (c) una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente una 

identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) con 
la SEC ID Nº 1; o 

 (d) una parte de una cualquiera de (a) a (c), en la que dicha parte comprende: 10 
 
 (i) una secuencia de nucleótidos como se muestra en una cualquiera de las SEC ID Nº 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 

18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 o 44 o una secuencia de nucleótidos que es complementaria de 
las mismas o que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % con las mismas; o 

 (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica una o más secuencias de aminoácidos seleccionadas de SEC 15 
ID Nº 3, 7, 9, 11, 13, 1 5, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 3 3, 35, 37,  39, 41 o 45 o que tiene una id entidad de 
secuencia de al menos 85 % (preferentemente al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 
98 % o 99 %) con las mismas, 

 
en la que dicha moléc ula de  ácido nucleico codific a o e s complem entaria a una m olécula de ác ido nucle ico q ue 20 
codifica uno o más polipéptidos que tienen actividad funcional en la síntesis de BE-14106. 
 
2. La moléc ula de ácid o nuc leico de la reiv indicación 1, e n la qu e dicha molécu la cod ifica un sistem a bios intético 
NRPS-PKS para la síntesis de BE-14106. 
 25 
3. Un polipéptido codificado por una molécula de ácido nucleico como se define en la reivindicación 1 o 2, en el q ue 
dicho polipéptido comprende: 
 
 (a) la totalidad de una secuencia de aminoácidos como se muestra en una cualquiera o más de las SEC ID Nº 3,  

7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 45; o 30 
 (b) la totalid ad de una sec uencia de aminoácidos que tie ne una identidad de sec uencia de al me nos 85 % co n 

una cualquiera o más de las SEC ID Nº 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41 o 45, 
preferentemente al menos una identidad de secuencia del 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 
%, 98 % o 99 %, en el que dicho polipéptido tiene una actividad funcional en la síntesis de BE-14106. 

 35 
4. El uso de una molécula de ácido nucleico como se define en la reivindicación 1 o 2 en la preparación de un grupo 
de genes biosintéticos de BE-14106 para la preparación de una molécula de BE-14106 modificada. 
 
5. Un método de preparación de una molécula de ácido nucleico que codifica un sistema NRPS-PKS modificado de 
BE-14106, co mprendiendo dich o métod o modific ar un a moléc ula d e á cido n ucleico que co difica d icho sistem a 40 
NRPS-NKS de BE-14106 y que comprende: 
 
 (a) una secuencia de nucleótidos como se muestra en la SEC ID Nº 1; o 
 (b) una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % (preferentemente una 

identidad de secuencia de al menos 87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %) con 45 
la SEC ID Nº 1; o 

 (c) una parte de (a) o (b). 
 
6. El método de la reivindicación 5 en el que dicha molécula de ácido nucleico se modifica introduciendo, mutando, 
delecionando, reemplaz ando o inactiva ndo un a secue ncia q ue cod ifica una o m ás activid ades o proteínas  50 
codificadas por dicha molécula de ácido nucleico. 
 
7. El método de la reiv indicación 5 o 6 en el que se modifica una o más de las  secuenc ias d e nucl eótidos 
seleccionadas de: 
 55 
 (i) una secuencia de nucleótidos como se muestra en una cualquiera de las SEC ID Nº 2, 4, 6, 8, 1 0, 12, 14, 16, 

18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42 o 44; o 
 (ii) una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos 85 % con una secuencia de 

nucleótidos como se muestra en una cualquiera de las SEC ID Nº 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 
30, 32, 3 4, 36, 38, 40, 4 2 o 4 4 y que codifica un polipéptido que tiene act ividad funcional en l a síntesis de BE-60 
14106; o 

 (iii) una secuencia de nucleótidos que es complementaria de (i) o (ii). 
 
8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 en el que dicha molécula de ácido nucleico se modifica 
de una o más de las siguientes maneras: 65 
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 (i) modificación de una secuencia que codifica una PKS para modificar un dominio de un módulo de c arga para 
alterar la naturaleza de la unidad iniciadora; 

 (ii) modificación de una secuencia que codifica una PKS para modificar el número de módulos, preferentemente 
para disminuir el número de módulos; 

 (iii) m odificación de una s ecuencia que c odifica u na P KS par a mo dificar u n d ominio AT  para alterar su  5 
especificidad por una unidad extendedora; 

 (iv) modificación de una secuencia que codifica una PKS para alterar la actividad de un dominio de deshidratasa 
(DH) o de cetorreductasa (KR), preferentemente para inactivar o delecionar un dominio DK o KR; 

 (v) modific ación d e una sec uencia que c odifica un a hidroxilasa c omo se mu estra en la  SEC ID  Nº : 26 para 
inactivar la enzima hidroxilasa o alterar su especificidad; 10 

 (vi) deleción de una secuencia que codifica una PKS o la modificación de una secuencia que codifica una PK S 
para inactivar la enzima PKS codificada; 

 (vii) introducción de una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima de glucosilación. 
 
9. El método de la reivindicación 8 en el que la modificación de la molécula de ácido nucleico comprende uno o más 15 
de: 
 
 (i) la de leción o inactivación de una secuencia de nucleótidos que codifica el dominio DH como se e xpone en la 

Tabla 3; 
 (ii) la deleción o inactivación de una secuencia de nucleótidos que codifica el dominio KR como se expone en la 20 

Tabla 4; 
 (iii) la deleción o inactivación de becA como se muestra en la SEC ID Nº 5 o de uno de sus módulos; 
 (iv) la deleción o inactivación de una o más secuencias de nucleótidos que codifican un módulo de BecB, BecD, 

BecE, BecF o BecG como se define por las posiciones de nucleótidos indicadas en la Tabla 2; 
 (v) la deleción o inactivación de becO como se muestra en la SEC ID Nº 26. 25 
 
10. El métod o de un a cua lquiera de l as reivin dicaciones 5 a 9, en el  que l a moléc ula d e áci do nucleico está 
endógenamente pres ente e n un micro organismo qu e pro duce BE-1 4106 o uno de sus  deriva dos, y el méto do se  
realiza en dich o microorganismo, preferentemente en el q ue dich o microorganismo es Streptomyces sp com o e l 
depositado en la DSMZ el 25 de enero de 2008 con el número de depósito DSM21069 o uno de sus mutantes o una 30 
de sus cepas modificadas que produce BE-14106 o uno de sus derivados. 
 
11. U n méto do p ara preparar un  sistem a NPRS-PKS modificado de  BE-14 106, c omprendiendo dich o m étodo 
preparar una molécula de  ácido n ucleico modific ada d e ac uerdo co n el  méto do de una cu alquiera d e l as 
reivindicaciones 5 a 10 y expresar dicha molécula de ácido nucleico en un microorganismo. 35 
 
12. Un método para preparar una molécula de macrolactama; comprendiendo dicho método preparar una molécula 
de ácido nucleico modificada de acuerdo con el método de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10 y expresar 
dicha mol écula de ácido nucleico en  un microorganismo, que  ad emás compre nde preferentemente recu perar la  
molécula de macrolactama. 40 
 
13. U na c epa de  Streptomyces d epositada e n l a DSMZ  con  el  núm ero d e d epósito DSM21 069 o un o d e s us 
mutantes o una de sus cepas modificadas que produce BE-14106 o uno de sus derivados. 
 
14. Un análogo de BE-14106 que comprende una modificación seleccionada de una cualquiera o más del grupo que 45 
comprende, 3-, 5-, 7-, 11-, 13- , 15-, 17- o 23-hidroxi BE-14106, 3-, 5-, 7-, 9-, 11-, 13-, 15-, 17-, o 23- oxo BE-14106 o 
una d e sus  co mbinaciones o  un  a nálogo q ue c omprende un a com binación de  u n gr upo 8- desoxi c on un a o  má s 
modificaciones seleccionadas de l a introducción de un grupo hidroxi u oxo en c ualquiera de las posiciones 3, 5, 7,  
11, 13, 15, 17 o 23 o un grupo oxo en la posición 9. 
 50 
15. Una célula hospedadora que contiene una molécula de ácido nucleico como se define en la reivindicación 1 o 2, 
en la que dicha molécula se ha introducido en una célula hospedadora heteróloga. 
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