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DESCRIPCIÓN

Procedimiento de obtención de péptidos no ribosómicos mediante expresión heteróloga de al menos una sintetasa 
de péptido no ribosómico en Aspergillus niger

La presente invención se refiere a un procedimiento para obtener al menos un péptido no ribosómico, o uno 
marcado isotópicamente, comprendiendo el procedimiento:5

la etapa de expresión heteróloga de al menos una sintetasa de un péptido no ribosómico (NRPS) de dicho
péptido no ribosómico en el hongo filamentosos Aspergillus niger,
en el que la NRP sintetasa es una ciclodepsipéptido sintetasa seleccionada de entre el grupo que contiene 
Enniatin, PF1022, Beauvericin y Bassianolide sintetasa,
en el que se utiliza un sistema de expresión inducible integrado en el genoma del hongo filamentoso Aspergillus 10
niger para la expresión heteróloga de al menos una sintetasa,
en el que el sistema de expresión comprende al menos un casete de expresión que comprende
un primer módulo para la expresión constitutiva del transactivador rtTA2 dependiente de tetraciclina,
un segundo módulo que alberga el promotor dependiente de rtTA2 para la expresión inducible de al menos una 
sintasa de un metabolito secundario y15
un tercer módulo para la integración del casete en el genoma fúngico por recombinación homóloga o heteróloga
utilizando los marcadores genéticos apropiados.

Descripción

Los recientes esfuerzos de búsqueda en el genoma han descubierto que los genomas de hongos filamentosos 
codifican un repertorio inesperadamente rico en compuestos de bajo peso molecular de relevancia comercial. Estos 20
productos naturales conocidos como metabolitos secundarios incluyen péptidos no ribosómicos, poliquétidos y 
lipopéptidos con impacto farmacológico. Sin embargo, la mayoría de los genes implicados en las rutas metabólicas 
secundarias no se expresan en condiciones convencionales de laboratorio o industriales, lo que impide la aplicación 
de estos productos naturales. se han emprendido diferentes estrategias basadas en factores moleculares y 
procedimientos de cultivo. Sin embargo, hay aún obstáculos grandes para superarlo tal como las bajas tasas de 25
producción.

El documento de patente EP 1 215 281 A1 desvela un procedimiento para obtener al menos un péptido no 
ribosómico que comprende:

la etapa de expresión heteróloga de al menos una sintetasa de péptido no ribosómico (NPRS) de dicho péptido 
no ribosómico en el hongo filamentoso Mycelia sterilia,30
en el que la NRPS es la ciclodepsipéptido sintetasa PF100 sintetasa,
en el que se utiliza un sistema de expresión no integrado, no inducible para la expresión heteróloga de la PF1022 
sintetasa.

El documento MEYER, V. Y COL.: "Fungal Gene Expression on Demand: An Inducible, Tunable, and Metabolism-
Independent Expression System for Aspergillus niger" (APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, vol. 77, 35
nº 9, May 2011, páginas 2975-2983) desvela un sistema de expresión integrado e inducible para Aspergillus niger
que comprende un casete de expresión que comprende un primer módulo para la expresión constitutiva del 
transactivador rtTA2 dependiente de tetraciclina, un segundo módulo que alberga el promotor dependiente de rtTA2 
para la expresión inducible de al menos un polipéptido y un tercer módulo para la integración del casete en el 
genoma fúngico por recombinación homóloga o heteróloga utilizando los marcadores genéticos apropiados. Este 40
sistema de expresión se describe como una herramienta útil para la sobreproducción proteica en Aspergillus niger.

La presente invención describe de esta manera una nueva estrategia para la síntesis de péptidos no ribosómicos, en 
particular ciclodepsipéptidos.

La presente invención comprende la etapa de expresión heteróloga de al menos una sintetasa de péptido no 
ribosómico (NRPS). El hongo filamentoso es Aspergillus niger. La ciclodepsipéptido sintetasa es en particular una 45
ciclodepsipéptido sintetasa del tipo iterativo. La ciclodepsipéptido sintetasa se selecciona de entre el grupo de 
Enniatin, PF1022, Beauvericin y Bassianolide sintetasa.

En general también es posible y concebible expresar NRPS adicionalmente en uno de los hongos mencionados, 
tales como una NRPS de epotilona, actinomicina, daptomicina, valinomicina, fungisporina o bleomicina.

La ciclodepsipéptido sintetasa nativa normalmente comprende dos módulos: el módulo para la integración de un 50
ácido D-hidroxicarboxílico, el módulo 2 para la integración de un L-aminoácido y adicionalmente un tercer PCP y 
dominio C (módulo 3) para la determinación del tamaño del anillo n, normalmente n = 6 y 8. Un ejemplo típico de una 
ciclodepsipéptido sintetasa, tal como la Enniatin sintetasa se muestra en la Figura 1.

La Enniatin es un hexaciclodepsipéptido que consiste en 3 ácidos D-hidroxicarboxílicos y 3 L-aminoácidos. Los 
principales productos son la Enniatin A, B y C, comprendiendo la Enniatin A 3x D-Hiv, 3x L-Ile, comprendiendo la55
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Enniatin B 3x D-Hiv, 3x L-Val y comprendiendo la Enniatin C 3x D-Hiv, 3x L-Leu. El átomo N está metilado en cada 
caso.

La Enniatin se sintetiza por una Enniatin sintetasa que está presente en Fusarium sp., Verticillium hempterigenum, 
Halosarpheria sp. En el caso del módulo 1 de la Enniatin B es específico para D-hidroxivalerato, el módulo 2 es 
específico para L-valina y PCP/dominio C (módulo 3) determinando el número de anillo n = 6.5

La PF1022 sintetasa, que es en el momento presente en Mycelia sterilia, comprende un módulo 1 específico para D-
fenil-lactato y/o D-lactato, un módulo 2 específico para L-leucina y un PCP/dominio C (módulo 3) que determina un 
número de anillo n = 8.

La Beauvericin sintetasa, por ejemplo, de la cepa ATCC7159 de Beauveria bassiana, comprende un módulo 1 
específico de D-hidroxivalerato, un módulo 2 específico para L-fenilalanina y un PCT/dominio C (módulo 3) que 10
determina que el número de anillo sea n = 6.

En otra realización preferida se utiliza una ciclodepsipéptido sintetasa quimérica, en la que la sintetasa está 
fabricada de módulos y/o dominios de al menos dos ciclodepsipéptido sintetasas. Se prefiere que se escoja al 
menos un módulo de entre una primera ciclodepsipéptido sintetasa y se escoja al menos un segundo módulo de otra
ciclodepsipéptido sintetasa. Por ejemplo, es posible que la sintetasa comprenda un módulo de una ciclodepsipéptido 15
sintetasa y el módulo 2 y 3 de otra ciclodepsipéptido sintetasa.

Las realizaciones preferidas de dichas ciclodepsipéptido sintetasas híbridas o quiméricas pueden tener las 
siguientes disposiciones:

a) un módulo 1 de la PF1022 sintetasa específica para el D-fenil-lactato/D-lactato (por ejemplo, de Mycelia 
sterilia), un módulo 2 y PCP/dominio C (módulo 3) de Enniatin sintetasa específica para L-valina y n = 6 (por 20
ejemplo, de Fusarium oxysporum; véase la Figura 14, SEQ ID NO: 1), o
b) un módulo 1 de PF1022 sintetasa específica para D-fenil-lactato/D-lactato, un módulo 2 y PCR/dominio C 
(módulo 3) de Beauvericin Sintetasa específica para L-Fenilalanina y n = 6 (véase la Figura 16, SEQ ID NO: 2).

En general, es posible cualquier otra combinación de módulo/dominio. Por ejemplo, se puede concebir y es posible 
que el módulo 1 se escoja de una Enniatin o Beauvericin sintetasa y el módulo 2 y PCP/dominio C (módulo 3)se 25
escogen de la PF1022 sintetasa.

Sin embargo, ya se conoce un sistema de ciclodepsipéptido sintetasa híbrida comprende un módulo 1 de 
Beauvericin sintetasa y el módulo 2 y PCP/dominio C (módulo 3) de Bassianolide sintetasa como sistema de 
sintetasa, que se ha demostrado que se expresa en Saccharomyces cerevisiae, y por lo tanto está exento (Yu y col., 
ChemComm., 2013, 49:6176-6178). Esta ciclodepsipéptido sintetasa quimérica específica no está, sin embargo, 30
exenta de expresión en hongos filamentosos. Se utiliza un sistema de expresión inducible integrado en el 
cromosoma de Aspergillus niger para la expresión heteróloga de al menos una ciclodepsipéptido. Dicho sistema de 
expresión inducible es independiente del metabolismo. El sistema de expresión comprende al menos un casete de 
expresión que consiste en al menos tres módulos. El casete de expresión puede comprender un primer módulo para 
la expresión constitutiva del transactivador rtTA2 dependiente de tetraciclina, un segundo módulo (sistema Tet-on) 35
que alberga el promotor dependiente de rtTA2 para la expresión inducible de al menos una metabolito sintetasa 
secundaria y un tercer módulo para integrar el casete en el genoma fúngico por recombinación homóloga. 

En una realización más preferida el primer módulo comprende el promotor constitutivo PgpdA – rtTA – terminador 
TcgrA, el segundo módulo comprende la secuencia operadora tetO7 – (siete copias de la secuencia tetO) – el 
promotor mínimo Pmin – terminador trpC de la metabolito sintasa (esyn1) secundaria (con tetO7::Pmin como 40
promotor dependiente de rtTA2S-M2) y el tercer módulo comprende pyrG* para la integración del plásmido en el 
locus pyrG. Después de la transformación del vector plasmídico que comprende dicho casete de expresión en un 
negativo proteasa (prtT-) preferible y auxótrofo a uracilo (pyrG-) se seleccionó una cepa de A. niger de
transformantes protótrofas de uridina, se purificaron y se sometieron a análisis de Southern. El casete de expresión 
se muestra ejemplarmente en la Figura 2.45

Al menos una copia del casete de expresión se integra en el genoma fúngico. Es posible que estén presentes en el 
genoma fúngico múltiples casetes de expresión.

En otra variante de la presente invención el casete de expresión comprende enes adicionales que codifican enzimas 
biosintéticas de precursores metabólicos o intermediarios metabólicos, en particular deshidrogenasas. Por ejemplo, 
utilizando deshidrogenasas para la transformación de aminoácidos en ácidos hidroxicarboxílicos, que se expresan 50
constitutivamente, que permite una síntesis independiente de diferentes ácidos hidroxicarboxílicos.

Dichos genes adicionales puede que tampoco sean parte del casete de expresión y se pueden expresar desde 
diferentes localizaciones cromosómicas utilizando al menos un promotor constitutivo, inducible o represible.

El huésped de expresión Aspergillus niger transformado se cultiva en un medio de cultivo adecuado. El medio de 
cultivo que se utiliza para la expresión heteróloga de la sintetasa puede comprender partículas de talco, titanio, sílice 55
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u óxido de aluminio, entre los que se prefieren las partículas de talco. Estas partículas soportan la formación de
pequeños aglomerados fúngicos.

El medio de cultivo comprende, además, glucosa, elementos traza, aminoácidos, MgSO4, extractos de levadura. En 
una variante del presente procedimiento la concentración de glucosa es del 1-10 %, preferentemente del 2,5 al 
7,5 %, más preferentemente del 5 %.5

También que el medio de cultivo utilizado para la expresión heteróloga de la ciclodepsipéptido comprende 5-50 mM, 
preferentemente 10-30 mM, más preferentemente 20 mM de al menos un ácido hidroxicarboxílico (por ejemplo 20 
mM de D-hidroxivalerato) y 10-30 mM, preferentemente 15-25 mM, más preferentemente 20 mM de al menos un 
aminoácido (por ejemplo, L-valina).

También es posible en general también es posible remplazar el ácido hidroxicarboxílico por sus ésteres 10
correspondientes, por ácidos hidroxicarboxílicos O-acilados y sus ésteres correspondientes. Por esto, se prefieren 
los metil ésteres.

La inducción de la expresión se produce añadiendo el inductor apropiado, por ejemplo, 5-200 µg/ml, en particular 10-
100 µg/ml, más preferentemente 10-50 µg/ml de doxiciclina u otros inductores tales como la tetraciclina o derivados 
de la misma. Se prefiere en particular la adición de 10 µg/ml de doxiciclina. La inducción se lleva a cabo 15
preferentemente en la fase exponencial, en particular en cultivo discontinuo o semi-continuo. El inductor se puede 
añadir una vez o repetidamente.

En una realización adicional de la presente invención el medio de cultiva que se utiliza para la expresión heteróloga 
de la ciclodepsipéptido sintetasa comprende al menos un ácido D- o L-hidroxicarboxílico (o una mezcla racémica de 
los mismos) de fórmula general (I) R1-CHOH-CO2H, en el que R1 se selecciona de entre un grupo que comprende20

- un C1-C50-alquilo sustituido y no sustituido, un C2-C50-alquenilo sustituido y no sustituido, un C2-C50-alquinilo 
sustituido o no sustituido, un C3-C10-cicloalquilo sustituido y no sustituido, un C5-C7-cicloalquenilo sustituido o no 
sustituido, que en cada caso puede estar interrumpido por uno o más átomos de oxígeno, átomos de azufre, 
átomos de nitrógeno sustituidos o mono-sustituidos, dobles enlaces y/o por uno o más grupos del tipo -C(O)O-, -
OC(O)-, -C(O)-, -NHC(O)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(O)O-, o25

- un arilo, heteroarilo, -CH2-arilo, o -CH2-heteroarilo, en los que el arilo y heteroarilo están sustituidos o no 
sustituidos.

Por lo tanto, se pueden añadir los ácidos hidroxicarboxílicos al medio de cultivo durante el crecimiento del huésped 
de expresión. Sin embargo, también es posible que al menos uno de los ácidos hidroxicarboxílicos se sintetice por el 
propio huésped de expresión.30

El resto R1 se puede seleccionar de entre un grupo que comprende C1-C12-alquilo sustituidos o no sustituido, C3-C7-
cicloalquilo sustituido y no sustituido y C2-C12-alquenilo sustituido y no sustituido y un C6-C12-arilo sustituido y no 
sustituido, en particular -C6-H5.

El término “sustituido” en conexión con alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquenilo se refiere a la sustitución de uno o 
más átomos, habitualmente átomos de H, por uno o más de los siguientes sustituyentes: un halógeno, en particular, 35
F, Cl, Br, hidroxilo, hidroxilo protegido, oxo, oxo protegido, -N3, C3-C7 cicloalquilo, fenilo, naftilo, amino, amino 
protegido, amino primario, secundario o terciario, un anillo heterocíclico, imidazolilo, indolilo, pirrolidinilo, C1-C12-
alcoxilo, C1-C12-acilo, C1-C12-aciloxi, nitro, carboxi, carbamoilo, carboxamido, N-(C1-C12-alquilo) carboxamido, N,N-
Di(C1-C12-alquilo) carboxamido, ciano, metil-sulfonilamino, tiol, C1-C10-alquiltio y C1-C10-alquilsulfonilo. Los grupos 
sustituidos pueden sustituirse una vez o dos veces con el mismo o diferentes sustituyentes.40

Ejemplos para los grupos alquilo sustituidos anteriores comprenden 2-oxo-prop-1-ilo, 3-oxo-but-1-ilo, cianometilo, 
nitrometilo, clorometilo, hidroximetilo, tetrahidropiraniloximetilo, trietiloximetilo, propioniloximetilo, aminometilo, 
carboximetilo, aliloxicarbonilmetilo, aliloxicarbonilaminometilo, metoximetilo, etoximetilo, t-butoximetilo, acetoximetilo, 
clorometilo, bromometilo, yodometilo, trifluorometilo, 6-hidroxihexilo, 2,4-dicloro(n-butilo), 2-aminopropilo, 1-cloretilo, 
2-cloretilo, 1-bromoetilo, 2-bromoetilo, 1-fluoroetilo, 2-fluoroetilo, 1-yodoetilo, 2-yodoetilo, 1-cloropropilo, 2-45
cloropropilo, 3-cloropropilo, 1-bromopropilo, 2-bromopropilo, 3-bromopropilo, 1-fluoropropilo, 2-fluoroptopilo, 3-
fluoropropilo, 1-yodopropilo, 2-yodopropilo, 3-yodopropilo, 2-aminoetilo, 1-aminoetilo, N-benzoilo-2-aminoetilo, N-
acetilo-2-aminoetilo, N-benzoilo-1-aminoetilo, N-acetilo-1-aminoetilo y similares.

Ejemplos de los grupos alquenilo sustituidos anteriores comprenden estirolilo, 3-cloro-propen-1-ilo, 3-cloro-buten-1-
ilo, 3-metoxi-propen-2-ilo, 3-fenilo-buten-2-ilo, 1-ciano-buten-3-ilo y similares.50

El término “alquinilo” como se utiliza en el presente documento se refiere a un resto de fórmula R-C≡C-, en particular 
a un “C2-C50-Alquinilo”. Ejemplos de un C2-C50-alquinilo comprenden etinilo, propinilo, 2-butinilo, 2-pentinilo, 3-
pentinilo, 2-hexinilo, 3-hexinilo, 4-hexinilo, 2-heptinilo, 3-heptinilo, 4-heptinilo, 5-heptinilo, octinilo, noninilo, decinilo, 
undecinilo, dodecinilo, así como di- y tri-inas de cadenas de alquilo lineales o ramificadas.

55
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El término “oxo” se refiere a un átomo de carbono, que está conectado con un átomo de oxígeno mediante un doble
enlace formando de esta manera un grupo ceto o aldehído. El término “oxo protegido” se refiere a un átomo de 
carbono, que está sustituido por dos grupos alcoxi o está conectado dos veces con un diol sustituidos que forma un 
grupo cetal no cíclico o cíclico.

El término “alcoxi” se refiere a restos como metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi, t-butoxi y similares. Un 5
grupo alcoxi preferido es metoxi.

El término “C3-C7-cicloalquilo” comprende grupos como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo. 
El término “C5-C7-cicloalquenilo” se refiere a un anillo 1,2 o 3-ciclopentenilo, un anillo 1, 2, 3, o 4-ciclohexinilo, o un 
anillo 1, 2, 3, 4 o 5-cicloheptenilo.

Preferentemente R1 es un metilo, etilo, -CH(CH3)2, propilo, isopropilo, -CH2-CH(CH3)2, butilo, isobutilo, tert-butilo, -10
CH2-C(CH3)3, pentilo, hexilo, -CH2-C6H5 -CH2-Cl, -CH2-Br, -CH2-F, -CH2-I, -CH2N3, -CH2-C≡CH, -CH2CH=CH2CH3 o -
CH2-cicloC3H5.

En otra realización preferida de la presente invención el medio de cultivo utilizado para la expresión heteróloga de la
ciclodepsipéptido sintetasa comprende la menos un D- o L-aminoácido de fórmula general (II) R2-CHNH2-CO2H, en 
la que R2 se selecciona de entre el grupo que comprende 15

- C1-C50-alquilo sustituido o no sustituido, C2-C50-alquenilo sustituido o no sustituido, C2-C50-alquinilo sustituido o 
no sustituido, C3-C10-cicloalquilo sustituido o no sustituido, C5-C7-cicloalquenilo sustituido o no sustituido, que en 
cada caso pueden interrumpirse por uno o más átomos de oxígeno, átomos de azufre, átomos de nitrógeno 
sustituidos o mono-sustituidos, dobles enlaces y/o por uno o más de los grupos del tipo -C(O)O-, -OC(O)-, 
-C(O)-, -NHC(O)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(O)O-. En particular R2 es -CH2-C6H5 (fenilo), - CH2-CH(CH3)2, -20
CH2(CH3)2.

Por lo tanto, el aminoácido se puede añadir al medio de cultivo durante el crecimiento del huésped de expresión. La 
alimentación de un aminoácido al medio de cultivo tiene solo un carácter de soporte y mejora el rendimiento total de 
expresión. Sin embargo, también es posible (y común) que al menos uno de los aminoácidos, preferentemente los 
aminoácidos de origen natural son sintetizados por el propio huésped de expresión.25

Antes de la transformación en el huésped de expresión, el casete de expresión es parte de un vector plasmídico.

Un ejemplo de dicho vector plasmídico comprende un casete de expresión con una Enniatin sintetasa se muestra en 
la Figura 3. En este vector plasmídico el gen Esyn (Enniatin sintetasa) estaba clonada en el vector de expresión Tet-
On pVG2.2. Debido que el gen es grande (9,4 kb) la clonación se llevó a cabo por el procedimiento de 
recombinación SLIC y homólogo utilizando pyrG como marcador genético. Sin embargo, también son aplicables 30
otras técnicas de clonación adecuadas.

El proceso de integración del casete de expresión en el cromosoma de los hongos, tales como A. niger se muestra 
ejemplarmente en la Figura 4. La integración en el genoma puede ser por recombinación homóloga o heteróloga 
resultando de esta manera en transformantes que albergan integración de una o múltiples copias del casete de 
expresión.35

El presente procedimiento permite la síntesis de al menos un ciclodepsipéptido que comprende la siguiente fórmula 
general (III)

en la que R1 y R2 tiene los siguientes significados, R3 es un resto C1-C3 alquilo, en particular un resto -CH3 y m = 3 o 
4. Los ciclodepsipéptidos preferidos se muestran en la Figura 10. En la Figura 11, se muestran los datos analíticos 40
de CloroEnniatin obtenidos por adición de clorolactato.

Las variantes preferidas son

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-) ([3Cl-Lac]3
Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-)([3 C-Lac]2 [Lac]1 Enniatin45
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B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 Cl - Lac]1 [Lac]2 Enniatin B)
- Ciclo(-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-) ([3 Cl - Lac]3 Enniatin B 2)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil)([3Br-Lac]2

[Lac]1 Enniatin B)5
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 Br-Lac]2 [Lac]1

Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 Br - Lac]1 [Lac]2 Enniatin B)
- Ciclo(-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-) ([3 Br - Lac]3 Enniatin

B 2)10
- Ciclo(-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-2-hidroxiisovaleril-) ([3 Br-Lac]2 [D-

Hiv]1 Enniatin B)
- Ciclo(-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-2-hidroxi-lactil-N-metil-L-valil-D-2-hidroxi-isovaleril-) ([3 Br-Lac]1 [D-

Hiv]2 Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-) ([3 N3-Lac]315

Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 N3-Lac]2 [Lac]1

Enniatin)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-) ([3 F-Lac]3

Enniatin B)20
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-) ([3 F-Lac]2

[Lac]1 Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-) ([3 I-Lac]3 Enniatin

B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 I-Lac]2 [Lac]1 Enniatin25

B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 I-Lac]1 [Lac]2 Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-ciclopropillactil-N-metil-L-valil-D-3-ciclopropillactil-N-metil-L-valil-D-3-ciclo-propillactil-) 

([3 Cp-Lac]3 Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-) ([3 Br-Lac]1 [3 Cl 30

Lac]2 Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-) ([3 Br-Lac]2 [3 

Cl Lac]1 Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-propagillactat-N-metil-L-valil-D-propagillactat-N-metil-L-valil-D-propagillactil-) ([3 Pr-Lac]3

Enniatin B)35
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-lactil-) ([3 Br-Lac]1 [3 Cl 

Lac]1 [Lac]1 Enniatin B)
- Ciclo(-L-valil-d6-D-2-hidroxi-isovaleril-N-metil-L-valil-d6-D-2-hidroxi-isovaleril-N-metil-L-valil-de-D-2-

hidroxiisovaleril-) (d18 Enniatin B)
- Ciclo (-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-) 40

([PheLac]3 Beauvericin)
- Ciclo (-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-fenillactil-) ([PheLac]3 Enniatin B)
- Ciclo (-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([PheLac]2 [Lac]1 Enniatin B)
- Ciclo (-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-lactil-) ([Lac]3 Enniatin B)
- Ciclo (-N-metil-L-D-valil-D-fenilalanil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([PheLac]1 [Lac]2 Enniatin B)45
- Ciclo (-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-lactil-) ([PheLac]2

[Lac]1 Beauvericin)

Las estructuras químicas de algunas de las anteriores y variantes adicionales se muestran posteriormente:

50
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Adicionalmente es posible y se prefiere utilizar el presente procedimiento para producir compuestos marcados
isotópicamente y/o en particular deuterados que se pueden utilizar como referencias en las aplicaciones analíticas, 
por ejemplo, en análisis de micotoxinas.

La invención se explica adicionalmente por los siguientes ejemplos en referencia a las Figuras. Que muestra:5

Figura 1 Una vista esquemática de la disposición de módulos de la ciclohexadepsipéptido sintetasa (aquí, la 
Enniatin sintetasa);

Figura 2 Vista esquemática del sistema de expresión integrado e inducible en hongos filamentosos;

Figura 3 Mapa del vector del plásmido de expresión con Enniatin sintetasa;

Figura 4 Vista de eventos de integración única o múltiple en el locus pyrG;10

Figura 5 Espectro de 1H-NMR de Enniatin B obtenida por expresión heteróloga de la correspondiente sintasa 
de A. niger;

Figura 6 Espectro de MS de Enniatin B obtenido por expresión heteróloga de la correspondiente sintasa de A. 
niger;

Figura 7 Espectro de MS/MS de Enniatin B obtenida por expresión heteróloga de la correspondiente sintasa de15
A. niger;

Figura 8 Espectro de 13C-NMR de Enniatin B obtenida por expresión heteróloga de la correspondiente sintasa 
de A. niger;

Figura 9 Estructura cristalina por rayos X de Enniatin B;

Figura 10 Derivados de Enniatin preferidos;20

Figura 11 Datos analíticos de cloroEnniatin;
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Figura 11a Datos analíticos de la Beauvericin obtenida de A. niger;

Figura 12 Estrategia para para el intercambio completo de módulos entre dos secuencias que codifican NRPS 
fúngicas;

Figura 13 Región homóloga seleccionada para el intercambio del módulo de activación de ácido 
hidroxicarboxílico entre PF1022 y Enniatin/Beauvericin sintetasa;5

Figura 14 Vista de la generación de la NRPS fúngica híbrida: Boceto de una PFSYN/ESYN híbrida que contiene 
un módulo 1 de PFSYN y un módulo 2 de ESYN. El ácido hidroxicarboxílico específicamente viene de 
PF1022 (D-Phe-Lac/D-Lac), la especificidad de aminoácido de ESYN (L-leu) para generar nuevos 
ciclodepsipéptidos;

Figura 15 HPLC-ESI-MS de derivados quiméricos de Enniatin [PheLac]0-3. Disolvente A: agua con un 0.1 % de 10
HCOOH, disolvente B: acetonitrilo con ACN con un 0,1 % de HCOOH. Caudal: 0,2 ml/min. Las 
mediciones se llevaron a cabo con ESI-Orbitrap-M, Exactive, Thermo Fisher Scientific, HPLC Serie 
1200 (Agilent Technologies) y un gradiente del 5 % al 100 % de 1 a 8 min y posteriormente un 100 %
de B durante 5 minutos más. Columna: Grace Grom-Sil 120 ODS-4 HE, 2 x 50 mm, 3 µm, TCC = 20 
°C;15

Figura 16 Determinación de identidad de ciclodepsipéptidos de Enniatin [PheLac]0-3 quiméricos por mediciones 
de MS en tándem. La m/z de los fragmentos (escisión en enlaces peptídicos o éster) se corresponde 
con pérdida de uno a varios amino o hidroxiácidos según se indica. Disolvente A: agua, disolvente B: 
isopropanol. Caudal: 0,4 ml/min. Agilent Technologies ESI-Triple-Quadrupol-MS, Serie 6460, UHPLC 
1290 Serie Infinity (Agilent Technologies). Columna: Agilent Poroshell 120 EC-C18 3,0 x 50 mm. TCC = 20
45 °C.

Figura 17 Estructura de la fórmula de la Enniatin [PheLac]3 y MS HR-ESI-Orbitrap para la determinación de la 
fórmula molecular;

Figura 18 Cambio de la especificación de ácido hidroxicarboxílico de Beauvericin (D-Hiv) en PF1022 (D-
PheLac/D-Lac);25

Figura 19 HPLC-ESI-MS de derivados de la Beauvericin [PheLac]2-3 quimérica. Disolvente A: agua con un 0,1 %
de HCOOH, disolvente B: acetonitrilo con ACN con un 0,1 % de HCOOH. Caudal: 0,2 ml/min. Las 
mediciones se llevaron a cabo con ESI-Orbitrap-MS, Exactive, Thermo Fisher Scientific, HPLC Serie 
1200 (Agilent Technologies) y un gradiente del 5 % al 100 % de 1 a 8 min y posteriormente un 100 %
de B durante 5 minutos más. Columna Grace Grom-Sil 120 ODS-4 HE, 2 x 50 mm, 3 µm. TCC = 20 30
°C;

Figura 20 Determinación de la identidad de los ciclodepsipéptidos de Beauvericin [PheLac]2-3 por mediciones MS 
en tándem. La m/z de los fragmentos (escisión de enlaces peptídicos y éster) se corresponde con la 
pérdida de uno o varios amino o hidroxiácidos según se indica. Disolvente A: agua, disolvente B: 
isopropanol. Caudal 0,4 ml/min. Agilent Technologies ESI-Triple-Quadrupol-MS, Serie 6460, UHPLC 35
1290 Serie Infinity (Agilent Technologies). Columna: Agilent Poroshell 120 EC-C18 3,0 x 50 mm. TCC = 
45 °C;

Figura 21 Cromatograma de iones extraídos de Enniatin B d18 obtenida de la cepa de A. niger dependiente de 
alimentación. Esta sustancia se puede utilizar como una referencia interna para la determinación de 
Enniatin en cultivos. No se había informado aún de una referencia deuterada. El sistema permite la 40
síntesis de variantes de Enniatin, así como variantes de Beauvericin deuteradas.

Figura 22 Cromatograma total de iones de Enniatin B [3-Br-Lac]1 [Lac]2 y MS en tándem de Enniatin B [3-Br-
Lac]1 [Lac]2;

Figura 23 MS en tándem de Enniatin B [3-F-Lac]3;

Figura 24 MS en tándem de enniatin B [3-N3-Lac]3. El grupo azido permite la adición de 1,3-ciclo dipolar para la45
modificación química adicional de la variante de enniatin; y

Figura 25 MS en tándem de enniatin B [3-I-Lac]3 obtenida por biosíntesis dirigida por precursor en A. niger. Las 
variantes de enniatin que contienen yodo se someten a reacciones de eliminación y sustitución.

A. Hongos filamentosos como huéspedes de expresión

1. Términos y definiciones50

 Huésped:
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o Un hongo filamentoso que pertenece a la especie Aspergillus niger

 Huésped dependiente:

o Un huésped que es capaz de sintetizar ciclodepsipéptidos solo si se añaden precursores (hidroxiácidos) al 
medio (ejemplo: cepa DS3.1 de A. niger)

 Huésped independiente:5

o Un huésped que es capaz de sintetizar ciclodepsipéptidos sin adición de los precursores (ejemplo: cepa 
OV3.4 de A. niger)

2. Protocolo: Transformación mediada por PEG de A. niger

El gen esyn1 de F. oxysporum se integró en el plásmido pVG2.2 para dar el plásmido pDS4.2 (Figura 3) que 
comprende los tres componentes del sistema Tet-on: pgpdA::rtTA2S-M2 para la expresión constitutiva del10
transactivador rtTA, tetO7::Pmin::esyn1, que media la expresión de esyn1 de una manera dependiente de la Dox y el 
casete pyrG*, necesario para la selección y direccionamiento del sistema al locus pyrG de A. niger.

La transformación que se lleva a cabo de A. niger se basa en el procedimiento descrito por Punt y col. Las cepas 
receptoras que se utilizan eran negativas a proteasa (prtT-) y auxótrofa a uracilo (pyrG-). Las construcciones 
utilizadas llevan un gen pyrG mutado (pyrG*), que permite a los transformantes crecer en un medio que carece de 15
uridina solamente después de la captación del ADN ajeno y después de la recombinación homóloga de pyrG* con 
una versión mutada del gen pyrG de A. niger (ambas mutaciones están en diferentes localizaciones). La Enniatin
sintetasa se expresaba bajo el control del sistema de expresión Tet-On.

3. Materiales y soluciones:

SMC: 1,33 M de sorbitol

50 mM de CaCl2

20 mM de tampón MES

pH 5,8

TC: 50 mM de CaCl2
10 mM de Tris/HCl

pH 7,5

STC: 1,33 M de sorbitol en TC

Tampón PEG: 7,5 g de PEG-6000

TC hasta 30 ml

ASP+N (50x): 350 mM KCl

550 mM de KH2PO4

3,5 M de NaNO3

pH 5,5

Vishniac: 76 mM de ZnSO4

178 mM de H3BO3

25 mM MnCl2

18 mM FeSO4

7,1 mM CoCl2

6,4 mM CuSO4

6,2 mM NaMoO4

174 mM EDTA

Solución de protoplastación: 250 mg de enzima de lisis de Trichoderma harzianum (Sigma)

SMC hasta 10 ml

pH 5,6

20
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(continuación)

MM: 20 ml de ASP+N (50x)

20 ml de glucosa (50 %)

2 ml de MgSO4

1 ml de Vishniac

H2O hasta 1 l (adición de un 2 % de agar para el medio sólido)

CM: MM, suplementado con:

10 ml casaminoácidos (10 %)

50 ml de extracto de levadura (10 %)

H2O hasta 1 l (adición de un 2 % de agar para el medio sólido)

Placas de transformación: 325,19 g de sacarosa

20 ml de ASP+N

2 ml de MgSO4

1 ml de Vishniac

12 g de agar

Agar superior: 325,19 g sacarosa

20 ml de ASP+N

2 ml de MgSO4

1 ml de Vishniac

6 g de agar

4. Procedimiento experimental

Las cepas receptoras (por ejemplo, MA169.4 o AB1.13) se cultivaron en 100 ml de CM (+10 mM de uridina) a 30 ⁰C 
y 120 rpm durante 10-16 h. El micelio se recolectó sobre un filtro myracloth y se lavó una vez con SMC. A 5
continuación, se añadió el micelio a la solución de protoplastación (en un tubo de ensayo de 50 ml) y se incubó 
durante 1-1,5 h a 37 ⁰C y 80 rpm. La protoplastación se confirmó mediante microscopía. Después, los protoplastos 
se recolectaron en un filtro myracloth y se lavó una vez con STC. La suspensión se centrifugó durante 10 min a 10 
⁰C y 200 rpm. El sobrenadante se decantó y el aglomerado se resuspendió con cuidado en 1 ml de STC. La 
suspensión se transfirió a un tubo de Eppendorf y se centrifugó durante 5 min a 10 ⁰C y 6000 rpm. De nuevo se 10
decantó el sobrenadante y se resuspendieron los protoplastos en 1 ml de STC. La etapa de lavado se repitió dos 
veces. Para cada transformación, se añadieron 100 µl de protoplastos, 10 µg de plásmido pDS4.2 (en 10 µl de H2O) 
y 25 µl de tampón PEG a un tubo de ensayo de 50 ml y se mezcló suavemente. Se añadió 1 ml de tampón PEG al 
tubo y se mezcló suavemente. Después de 5 min, se añadieron 2 ml de STC y se mezcló. Se añadieron 20-25 ml de 
agar superior (enfriado a 40 ⁰C) a la mezcla y se vertió en las placas de transformación preparadas (Ø 15 cm). Las 15
placas se incubaron a 30 ⁰C durante 3-4 días. A continuación, los transformantes se purificaron dos veces dividiendo 
las esporas en placas MM para el aislamiento de colonias. Las cepas purificadas se analizaron por PCR y 
transferencia de Southern para confirmar la captación e inserción apropiadas del plásmido pDS4.2 en el genoma de 
las cepas receptoras (véase la Figura 3).

5. Datos analíticos del huésped mutante DS3.1 dependiente que sintetiza Enniatin y CloroEnniatin (Figuras 9 5 a 11)20

Condiciones de cultivo:

Con el fin de identificar las condiciones óptimas para la producción de enniatin con alto rendimiento se siguió un 
diseño de la estrategia experimental utilizando el programa de software estadístico MODE. Se variaron los 
siguientes parámetros en cultivos en matraz con agitado de la cepa DS3.1 que expresa esyn1: composición del 
medio (medio mínimo, medio completo, medio definido para Fusarium), aminoácidos (en particular L-valina, L-25
leucina, L-isoleucina) con un suplemento de 0-20 mM), hidroxiácidos (en particular D-Hiv) con un suplemento de 0-
50 mM), concentración de glucosa (1-5 %), temperatura, tiempo de cultivo (1-92 h) y concentración de Dox (0-20 
µg/ml). Los parámetros que afectaban los rendimientos de enniatin eran Dox y D-Hiv. El mejor medio de cultivo que 
se identificó contenía 20 mM de D-Hiv, 20 mM de uno de los aminoácidos y 10 µg/ml de Dox. Esta composición de 
medio mejoraba el rendimiento de Enniatin un factor de 200. El rendimiento de enniatin se aumentaba 30
adicionalmente aproximadamente 4,75 veces aumentando la concentración al 5 % y por adición de talco.
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Medio de producción de Enniatin (EM): 20 ml de ASP+N (50x)

100 ml de glucosa (50 %)

2 ml de MgSO4

1 ml de Vishniac

10 ml de casaminoácidos (10 %)

50 ml de extracto de levadura (10 %)

100 ml talco (10 % en 50 mM de tampón de
acetato de Na, pH 6,5)

H2O hasta 1 l

La cepa DS3.1 (inoculación con 5 x 106 esporas/ml) se cultivó en EM a 26 ⁰C y 250 rpm. Tras 16 h, se añadieron 10 
mM o 20 mM de D-Hiv, 20 mM de L-Val y 10 µg/ml de Dox. La biomasa se recolectó después de 92 h, se liofilizó y 
se extrajo la Enniatin B con acetato de etilo.5

Procedimientos analíticos (véase las Figuras 5-9, 11):

Se registraron los espectros de 1H-NMR y 13C-NMR de Enniatin B en un espectrómetro NMR Bruker Avance 400. Se 
dieron los cambios químicos en 8 unidades (ppm) con respecto a la señal de disolvente. Los espectros de IR se 
registraron en un espectrómetro Jasco FT-IR 4100. El HRMS se llevó a cabo utilizando la técnica ESI en un aparato 
LTQ Orbitrap XL. Las muestras de Enniatin se infundieron directamente en el espectrómetro de masas.10

Los datos de la determinación de la estructura cristalina simple de Enniatin B se recogió en un difractómetro Xcalibur 
Difraction-Oxford, equipado con un detector de área de CCD Sapphire S y un monocromador de grafito utilizando 
radiación MoKα (λ= 0,71073 Å). Los cristales adecuados se adjuntaron a las fibras de cristal utilizando aceite de 
fluoropoliaquiléter (ABCR) y se transfirió a un goniostato en el que se enfriaron a 150 K para la recolección de datos. 
Paquetes de software utilizados: CrysAlis CCD para la recolección de datos, CrysAlis Por para el refinamiento 15
celular y reducción de datos.

Resultados:

Enniatin B: Se podía obtener una producción de Enniatin B hasta 1000 mg/l en la cepa DS3.1 y se verificó por 
análisis MRM

Se podían aislar 393 mg de Enniatin B de la biomasa (27,5 mg) y el caldo de 1 l de cultivo del transformante DS3.1 20
con suplemento de 10 mM de d-Hiv y 20 mM de L-Val al medio.

La Enniatin B aislada se analizó por MS, MS/MS, IR, NMR y cristalografía de Rayos X (véase las Figuras 5-10): 1H-
NMR (400,1 MHz, CDCl3) < 5 = 5,11 (d, 3JH H = 8,7 Hz, 3 H), 4,49 (d, 3JH H = 9,7 Hz, 3 H), 3,11 (s, 9 H), 2, 32-2,21 (m, 
6 H), 1,05-0,86 ppm (m, 36 H); 13C-NMR (100,6 MHz, CDCl3) δ = 170,25, 169,31, 75,67, 63,20, 33,26, 29,91, 27, 92, 
20,42, 19,34, 18,72, 18,50 ppm; IR(neto): v = 2963,6-2873,4 (C-H, CH3 y CH), 1736, 1 (C=O, éster), 1660,9 (C=O, 25
amida), 1183, 6 (C-H, isopropilo) 1011,0 (CO, ácido α-hidroxicarboxílico); ESI-HRMS: m/z calculado para 
[C33H57N3O9+Na]+: 662, 39870; encontrado: 662,39859.

Generación de análogos de Enniatin

Protocolo de experimentos de alimentación

Se cultivó la cepa DS3,1 en las mismas condiciones que se han descrito anteriormente, En vez de D-Hiv, se añadió30
el correspondiente clorolactato de hidroxiácido (10 mM de concentración final). La alimentación se puede llevar a 
cabo una vez o repetidamente en diferentes intervalos de tiempo durante el cultivo discontinuo o semi-continuo.

Una estrategia equivalente se proporciona para la Beauvericin (véase la Figura 11a).

B) Procedimientos y datos analíticos para la generación de una sintetasa híbrida

1. Estrategia de clonación para generar sintetasas quiméricas (véase la Figura 12-14, 18):35

Se adquirieron los plásmidos de expresión que utilizan el promotor T7 para la expresión heteróloga en E. coli en 
Merck Millipore. La expresión proteica de todos los genes híbridos que codifican las NRPS se clonaron por inserción 
mediante los sitios de transcripción en la copia alta del plásmido pRSF-Duet1. Se llevó a cabo la biosíntesis 
combinatoria por un sistema mediado por recombinación A. Las secuencias del dominio o el módulo deseado se 
amplificaron mediante PCR (polimerasa Q5, High-Fidelity, New England Biolabs) y se subclonaron en pRSF-Duet1. 40
Se integró un marcador genético (que codificaba una secuencia de resistencia a estreptomicina) que es necesaria 
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después de la recombinación en un único sitio de restricción en el fragmento subclonado. Los clones positivos se
exploraron por la resistencia a la estreptomicina y posteriormente se eliminó la resistencia por estricción y auto-
ligamiento del sitio cortador único flanqueante. Las células de E. coli BW25113 electro competentes se 
transformaron con el vector deseado con el gen original NRPS se cultivaron a 30 ⁰C para proteger el plásmido 
termolábil pIJ790 que alberga la λ-recombinasa RED (gam, bet, exo) y proteínas protectoras de ADN. La expresión 5
de la recombinasa se indujo por adición de arabinosa antes de que las células de E. coli BW25113 se transformaran 
con el módulo que contenía el plásmido hasta 70 pares de bases se escogieron como región homóloga de 
solapamiento (modificado después de Gust y col. / Zhang y col. 1998).

2. Producción de Enniatin y Beauvericin quiméricas con sintetasas quiméricas expresadas en E. coli:

Condiciones de cultivo y extracción10

Las células de E. coli BI21 gold se pre-cultivaron durante una noche a 37 ⁰C en 20 ml de medio LB a 200 rpm. La 
inoculación del cultivo principal (50 ml de medio LB) con pre-cultivo en una relación 1:100 se cultivó hasta una 
DO600 a 37 ⁰C y se indujo con IPTG a una concentración final de 0,25 mM (Carl Roth) y se incubó adicionalmente 
para la expresión proteica y producción de péptidos a 18 ⁰C durante 24-48 h a 200 rpm. Las células se recolectaron 
y el aglomerado celular se extrajo con 5 ml de MeOH (de calidad técnica). La solución se sonicó durante 5 minutos y 15
el sobrenadante se evaporó.

Análisis con HPLC-ESI-MS, HPLC-ESI-MS y MS en tándem (véase las Figuras 15-17, 19-25)

Para la analítica compleja de los extractos en bruto se re-disolvieron en 200-500 µl de MeOH (calidad de HLPC) y 
los sólidos suspendidos se centrifugaron a 14.000 x g. Se llevó a cabo la HPLC-ESI-MS para explorar nuevos 
derivados. Para todas las mediciones, los inventores utilizaron tecnologías Agilent en cuanto a las columnas y el 20
equipo de HPLC (Eclipse Plus C18, 2,1 x 50 mm; UHPLC 1290 Serie Infinity, ESI-Triple-Quadrupol-MS, Serie 6460). 
Utilizando un sistema de fase móvil los inventores añadieron un 0,1 % de HCOOH en H2O (A) y ACN (B) con un 
gradiente desde un 5 % a un 100 % durante 2,5 min y posteriormente un 100 % B durante 5,5 minutos más.

LISTADO DE SECUENCIAS
25

<110> Technische Universitat Berlin

<120> Procedimiento para la obtención de metabolitos microbianos secundarios o derivados de los mismos 
mediante expresión heteróloga de al menos una sintetasa de dichos metabolitos secundarios en hongos 
filamentosos 30

<130> TU110WO

<150> EP14160821.6
<151> 20-03-201435

<160> 2

<170> PatentIn versión 3.5
40
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<210> 2 
<211> 9471 
<212> ADN5
<213> Beauveria bassiana

<400> 2
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtención de al menos un péptido no ribosómico, (NRP), o uno marcado isotópicamente, 
comprendiendo el procedimiento la etapa de expresión heteróloga de al menos una sintetasa de péptido no 
ribosómico (NRPS) de dicho péptido no ribosómico en el hongo filamentoso Aspergillus niger,
en el que la NRP sintetasa es una ciclodepsipéptido sintetasa seleccionada de entre el grupo que contiene Enniatin, 5
PF1022, Beauvericin y Bassianolide sintetasa,
en el que se utiliza un sistema de expresión inducible integrado en el genoma del hongo filamentoso Aspergillus 
niger para la expresión heteróloga de la al menos una sintetasa, en el que el sistema de expresión comprende al 
menos un casete de expresión que comprende un primer módulo para la expresión constitutiva del trans-activador 
rtTA2 dependiente de tetraciclina, un segundo módulo que alberga el promotor dependiente de rtTA2 para la 10
expresión inducible de la al menos una sintetasa secundaria de un metabolito y un tercer módulo para la integración 
del casete en el genoma fúngico por recombinación homóloga o heteróloga utilizando marcadores de selección 
apropiados.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado porque la NRP sintetasa comprende módulos 
y/o dominios de al menos dos ciclodepsipéptido sintetasas diferentes.15

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 2, caracterizado porque la NRP sintetasa comprende el módulo 
1 de una ciclodepsipéptido sintetasa y el módulo 2 y el dominio PCP/C de otra ciclodepsipéptido sintetasa.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el casete de 
expresión comprende genes adicionales que codifican las enzimas biosintéticas de los precursores metabólicos o 
intermediarios metabólicos.20

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 4, caracterizado porque los genes adicionales codifican 
deshidrogenasas.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de 
cultivo utilizado para la expresión heteróloga de la sintetasa comprende partículas de talco, titanio, sílice u óxido de 
aluminio.25

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de 
cultivo utilizado para la expresión heteróloga de la sintetasa comprende 5-20 mM de al menos un ácido 
hidroxicarboxílico y 10-30 mM de al menos un aminoácido.

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de 
cultivo utilizado para la expresión heteróloga de la sintetasa comprende al menos un ácido D- o L-hidroxicarboxílico 30
de fórmula general R1-CHOH-CO2H, en la que R1 se selecciona de entre el grupo que comprende

- un C1-C50-alquilo sustituido y no sustituido, C2-C50-alquenilo sustituido y no sustituido, C2-C50-alquinilo sustituido 
y no sustituido, C3-C10-cicloalquilo sustituido y no sustituido, C5-C7-cicloalquenilo sustituido y no sustituido, que 
en cada caso puede estar interrumpido por uno o más átomos de oxígeno, átomos de azufre, átomos de 
nitrógeno sustituidos o no sustituidos, enlaces dobles y/o por uno o más grupos del tipo -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)-35
,-NHC(O)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(O)O-
- arilo, heteroarilo,-CH2-arilo o -CH2-heteroarilo, en el que el arilo y heteroarilo están sustituidos o no sustituidos.

9. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de 
cultivo utilizado para la expresión heteróloga de la sintetasa comprende al menos un D- o L-aminoácido de fórmula 
general R2-CHNH2-CO2H,40
en la que R2 se selecciona de entre el grupo que comprende

- un C1-C50-alquilo sustituido y no sustituido, C2-C50-alquenilo sustituido y no sustituido, C2-C50-alquinilo sustituido 
y no sustituido, C3-C10-cicloalquilo sustituido y no sustituido, C5-C7-cicloalquenilo sustituido y no sustituido, que 
en cada caso puede estar interrumpido por uno o más átomos de oxígeno, átomos de azufre, átomos de 
nitrógeno sustituidos o no sustituidos, enlaces dobles y/o por uno o más grupos del tipo -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)-45
,-NHC(O)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(O)O-
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