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1. INTRODUCCION

RESISTENCIAS,

DESABASTECIMIENTOS
P> +3000 notificaciones de problemas de suministro en ESP

(2018-2019)

100.000 toneladas de antibi6ticos
65.000 millones de $ en ventas

700.000 infectados en Europa por bacterias T .

: : ~ Mutagénesis clasica y seleccion de cepas.
multirresistentes X 29.000 $ = +33.000 muertes anuales. “Era post-gendmica” (2004-2014): secuenciacion de +30.000 genomas
microbianos

[Cefalosporinas 27%
« Resto

TERAPIAS ANTIBIOTICAS

/=
/=

Penicilinaé 17% i

\

Genomica comparativa, protedmicay  Tecnologia del DNA recombinante:;
metaboldmica: conocimiento integral del introducir nuevos genes o modificar

Macrolidos 20%

= _ o _ microorganismo los existentes.
+260: dificultades para conseguir el principio activo
+800: problemas de capacidad por aumento de demanda « Desarrollo de nuevos farmacos que « Obtener nuevas estructuras
+300: antiinfecciosos de uso sistémico actlien en procesos de gran quimicas de mayor actividad y
repercusion menores efectos secundarios
» Desarrollo de estrategias para * Aumentar el rendimiento de

modificar la biosintesis de un producto  produccién.

2. OBJETIVOS

3. METODOLOGIA
Pmeed &@ World Health | | Ry Goodle
\\&\M Organization . productos sanitario: g

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Evidenciar la utilidad de la
Biotecnologia microbiana I- P
ante estos problemas

Ejemplo: penicilina en
enicillium chrysogenu

4.1. PRODUCCION CLASICA DE B-LACTAMICOS:
Penicillium chrysogenum

Z P. chrysogenum (recientemente reidentificado como P. rubens) es desde hace
42 OPTIMIZACION DE CEPAS mas de 70 afios el principal organismo empleado en produccion comercial

. : , , de penicilinas. Si bien Fleming descubrio esta por Penicillium notatum en 1929, 4124 |ngenier|'a del metabolismo secundario
METODO CLASICO (CSI) POR MUTAGENESIS CLASICA su rendimiento de 1,2 mg/L fue ampliamente superado por los 150 mg/L del
] : Datos: solo el 10% del carbono acaba formando parte de penicilina, 1 mol penicilina = 73 moles de ATP.
PRODUCTIVIDAD | Ne DE CLUS- : . P. chrysogenum descubierto en 1943. 2 i L
70 _ Reoresionde otras rutas metabdlioas altemativas: ahorro de recursos.
B ‘ » Degradacion de aminoacidos o del acido fenilacético (PAA): citocromo P450 monooxigenasa (gen phacA).
20wz ! Cee o Aislada de un melon cantalupo mohoso » Mutacion Wis.48-701 — Wis.49-133: delecion de phacA, 1100% rendimiento.
m 0,3 *E Carnegie Institution, Nueva York Mutagénesis de NRRL 1951 por rayos X * Sintesis de ATP, NADPH y cisteina: aumento de la expresion de Pgal.
0,55 - Universidad de Wisconsin Mutagénesis de X1612 por rayos UV CoA ligasas peroxisomales: 8 enzimas. Unas colaboran al rendimiento; otras malgastan CoA en otros sustratos.
Mutagénesis de 176 + 3: expresion muy reducida en las cepas seleccionadas por CSI — no deben de estar implicados.
0,65 ** Universidad de Wisconsin Utagenes';itrzsena > Por mostaza » Fenilacetil-CoA ligasa (PCL), gen phl — ruta de biosintesis de penicilina G.
; - ) ) Mutagénesis de Q176 por rayos UV . . + 3. expresion significativa, pero menor que PCL. Sustratos desconocidos.
0,550-0,8 1 Universidad de Wisconsin (16 generaciones) j’\/\ 0 - « AclA: especifica para acidos grasos de cadena larga — acido adipico (uso potencial en la sintesis de &cido adipoil-7-
008 e DSM NV, Desconocido, a partir de Wis54-1255 - o HO Y SH o ° S(H« HOJ\H\ NH, o) . \)\ aminodesacetoxicefalosporanico (ad-7-ADCA), precursor de cefalosporinas).
' _ Paises Baj i Y NF, Ho OH NH HO N . . . . .
(Paises Bajos) (9 generaciones) HOW j‘/'\/\)LH \7“ N : BGCs de otras sintasas: 10 sintasas de péptidos no-ribosomales (NRPSs), 20 sintasas de policétidos (PKSs) y 2
6 4 Biotika a.s., Slovenskd L’upéa Desconocido, a partir de Wis54-1255 0 Cys 0 0 D-Val 0 O Ao hibridos NRPS-PKSs — griseofulvina, melanina... — Delecién, evitar competicién por NADPH y ATP
_ > o ET— ) ) Acido L-a-aminoadipico (L-Aaa) L-a-aminoadipil-L-cisteina (AC) d~(L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV) — Delecion BGC de penicilina para producir estos compuestos.
’ ) it i Desconocido, a partir de Q176 Intentos de manipulacién de NRPS y PKS: producir nuevos principios activos. Estructura grande y complicada: ventaja
- 4,8 5-6 Antibidticos SA (Espafia) Desconocido, a partir de Wis54-1255 e inconveniente. Estrategias con mayor éxito: directas (ej. sitio activo de la NRPS A548).
_ * 12-14 Antibidticos SA (Espaiia) Desconocido, a partir de Wis54-1255 k /
m =10 50 Beecham Pharmaceuticals UK Desconocido, a partir de X1612
*Numero de copias del Cluster de Genes Biosintéticos (BGC) de penicilina (ver apartado 4.2.1.) **No estudiado o publicado ar
NH, o CH;
“°M H\/}\
N : CHj
° ACV ° O/E-\OH . .
Peroxisomas Transportadores inespecificos
Otros hallazgos en el genoma: | o l '
. Homélogos de isopenicilin-N epimerasas y Fe’, @ | Iopenicilina N sintasa (IPNS) ) ) s ) Trgnsportgdores MFS (P_enM y PaaT): entrada del PAAY
repeticlén TITACA TTTACA (repeticion B-lactama acilasas propias de cefalosporinas, 0 / la isopenicilina N en peroxisomas. .
(repeticion) (repeticion) codificadas en marcos abiertos de lectura (ORF). K B o Tsopenicilin - i s Isopenicilin - . e Aumentar sus niveles: « Inhibir su degradacion: . S.obre.exp.resmn de penM: .T2.36% rendimiento
Ay o AT «  Elementos transponibles. HO ! \"/7 (St | cltansferasa "/ o =cm;7;s1{;rm N, H s I~ sobreexpresion de pex11  delecion de atgl  Silenciamiento: |90% rendimiento
Nz 0 AR CHy > S s ' (peroxina que estimula su  (relacionado con su
/ / / / Tenilacetil-CoA (o) N CH3 L, . .,
° /, . o formacion) autofagia y degradacion). MFS ABC
pchC DE pebC J penDE pcbC 1 penDE OH OH z _ . .
CSl: amplificacion del BGC de penicilina en tdndem, o 7 o/\ PENICILINA G Y = rendimiento x2
. ., Isopenicilina N Acido 6-aminopenicilinico (6-APA) /\ o
principal responsable del aumento de produccion. - K - Consecuencias:
Penicilina G i oL . Ly . -
grga@acioneg! | R Aumento de superficie — flujo de los precursores de Transportadores ABC: secrecidn activa de la penicilina.
\ / cadenas laterales (difusion pasiva) Evidencia:
Concentracion de IAT y PCL en su lumen « Estimulacion por verapamilo
/ — evasion de reacciones secundarias no deseadas * Expresidon en levaduras — expulsion natural de penicilina
: > P — pH alcalinizado (7’5-8'0) préximo a su pH 6ptimo
4.2.2. Ingenieria genética del BGC y sus reguladores [} B L (80 y 85, respectivamente).

- /

EDICION GENETICA:

v = e 3 o : :
: - 4.2.5. Ingenieria del medio de cultivo
Union de extr.emos n.o-hom()logos (NHEJ): Recombinacion homologa (HR) Tecnologia CRISPR/Cas9 Inespecifica. Optimizar: Especifica: modificar [sustancias] determinadas
complejo proteico ku70/80
- La enzima limitante cambiaba en cada cepa luz T _ Sustancia Efecto
Hallazgos - Suplemento de genes por transformacion: 3 pcbAB + 1 pcbC + 2 penDE = 1 299%. _
- TRANSCRIPTOMICA — no se expresa de igual manera cada gen en cada cepa. — 11 [glucosa, f()]sfato Reprezor_del metabolismo
0 amonio secundario
+
4.2.2.1. Reguladores globales | AL Reg ulacion sobre la cromatina Herramientas de bioinformatica 11 [hierro y nitrégeno] Estimulante del metabolismo
Civontler 4 Do ammacaiopr oo o< =
o ) Ejemplo: NDICIONES IDEALE . .
Factores generales: PacC (pH), AreA (N), CreA (C), (dos pares de H2A, H2B, H3 y H4). £ ” ] = 5 ° aJspoguinolonas colublcle . = = Oligosacéridos, + actividad de IAT
AnCF y AnBH1, y PTAL. DoLsJ confqrmdamone(sh: t ina) ¢ o en A. nidulans. Deteccién de nuevos metabolitos COmOo mananos
Otros BGC: clusteres de péptidos no-ribosomales * Yhamas densa (neterocromatina , . .
L pep « Otra mas relajada (eucromatina). 4’-fosfopanteteina* 1 actividad de IAT
(NRPs) o de policétidos (PKs). © o A Model (tico de |a ruta biosintética d icilina G en Penicillium ch
Modificar su afinidad y selectividad — dirigirlos a Cond|C|ona_das por modlflcgmones A< odelo esquematico de la ruta biosintetica de penicilina G en Penicillium chrysogenum . o Acido L-a- y
BGC penicilin postrad_ucc!cznales de las histonas: Fuene: Mechanabilogy site, 2018 Ntional UnversyofSngapord Co-cultivo (“crosstalk”): simbiosis. aminoadipico 1 conversion por ACVS
* NRPS: reguladores mas diversos ° Ace_tlla(_‘,llon — Eucromatina . 'I\/Ietabolit.os. secundarios de uno: = N
- PKS: familia del Zn,Cyss. * Metilacion — H3K9, H3K27'y H4K20, heterocromatina intermediarios aprovechables por el otro, Induce transcripcion de
o . _ o i —_>,H3K4, eucromatina o 0 proteccion frente a crecimiento de un — 1,3-diaminopropano  pchAB, pcbC, y penDE
Principales estrategias por ingenieria genética + Sobreexpresion de Histona-desacetilasa (HDAC) — activacion 39 organismo indeseado. A_J en un 100%
» Delecidn de genes relacionados con la represion de genes silentes (sorbicilinoides).
* Reemplazo de promotores. . . g Descubrimiento de clUsteres silenciados — fumiciclinas Ay B *Sintetizada por PPTasa — amplificar gen ppt
- Sobreexpresién de reguladores positivos Complejo Velvet (LaeA/VeA/VeB): la luz inhibe la expresion de \ /

VeA (entrada y salida del nucleo).
+ LaeA: metiltransferasa — sobreexpresion: 1 20-25%
k — inactivacion: | 40-50% /

4.3. EXPRESION HETEROLOGA 4.4. BUSQUEDA DE NUEVOS ANTIBIOTICOS

4.3.2. Penicillium chrysogenum como hospedador - Facilitada por el desarrollo de la biologia sintética: sistema de promotores y terminadores Vuelta al enfoque tradicional: screening de productos naturales,
Principales obstaculos: — Aprovechar su conocimiento y optimizacion industrial. optimizados para P. chrysogenum + produccion relativamente barata de DNA sintético. gracias a la biotecnologia e ingenieria genética, junto con las técnicas de high-throughput screening (HTS).
« gran tamano del fragmento de DNA (> 40 kbp) Jw i Programar rutas sinteticas enteras a un bajo coste N Desarrollo de una CEPA BASE: sin BGC de penicilina, roquefortina, crisogenina,

1. Ingenieria inversa — aplicar estas estrategias en otros BGCs

* lograr expresion y activacion efectivas _ _ / — apl as € _
silenciados (ej. sorbicilinoides o viridicatumtoxina).

+ toxicidad de los productos para el hospedador

ni fungisporina, optimizando el uso de C y N.
Produccion de compuestos novedosos: 1 concentraciones en | tiempo
il Evidencia basada en otras cepas industriales (pravastatina). 2

. Metagen6mica — introducir genes de microorganismos no cultivables
PRODUCCION DE CEFALOSPORINAS (Ruta de Acremonium chrysogenum) en otros mas domesticados.

BGC de penicilina

\ /
'\,_,%./
© — /U\/\/ﬁ‘/H ¢ d

BoE g Mn Yo 0 a) Identificar nuevas enzimas o productos de compleja obtencion
. e . , ) 1 V.. o O — Wi Utilidad: obtener precursores para semisintesis (7-ACA, etc) guimica — bibliotecas de genes
Blocatallsis con enzimas aisladas: W0 j;r [T j;( P M . . b) Obstaculo de la bioinformatica: falta de validacion in vivo
isopenicilin N aciltransferasa para producir 6-APA o \O : oHy N, Y N o\( Genes cefD1/2: |sopen|C|'I|n N epimerasa ' '
poreine o e o o CHEALOSPORINVA C Gen cefEF: expandasa/hidroxilasa o 3. Lipidémica — estudio del uso de lipidos por microorganismos
,.;mm,\s.\ /(naxmm%.mmoxn,ASA /: e Gen cefG: DAC acetiltransferasa (promotor débil, limitante) a) Descripcion de nuevas dianas antibiéticas
Levaduras i B Y L o i Cuu P. chrysogenum: o (ej. Fa_bl,_l,:abH, FabF o acetil-CoA carboxilasa).

» Saccharomyces cerevisiae " j;O/CH HO)HA/\’( i + +cefEF — ad-7-ADAC — 7-ADCA por una glutarilacilasa a) Descripcion de la estructura dc,e _memb_rar_1as y paredes

+ Hansenula polymorpha Nty . [ R, o j;l/ PN + +cefG: — ad-7-ACA — 7-ACA por otra glutarilacilasa — Desarrollo de modelos sintéticos (ej. liposomas)

+ phl para activacion del PAA . ~ Dessceti<clalosporn C ’ . » +4cido adipico + del. pc20g07920 = 8 x rendimiento.

(DAC) HO

+ sfp para activacion de ACVS

5. CONCLUSIONES

Biotecnologia: poderosa herramienta para mejorar constantemente la produccion de antibioticos.

e _ Ingenieria genética p amplio margen de mejora en la biosintesis de penicilinas
Mutagénesis aleatoria . .
»~~ Conocimiento basico de su genomay proteoma

v N Aplicaci I , de | ud odbli 1 rendimiento de produccion — garantiza el abastecimiento y el
plicaciones en la mejora de la salud publica:

acceso a estos medicamentos
Consolidacion de P. chrysogenum como fabrica celular Facilita el desarrollo de alternativas terapéuticas:
» Screening de nuevos productos naturales no caracterizados
v » Disefio racional de antibioticos contra dianas especificas

Abaratamiento de la produccion de penicilinas en grandes cantidades P> Potencial inmediato mas interesante: obtencion de cefalosporinas, de mas amplio espectro <« ¢ Aprovechando la maquinaria optimizada de P. chrysogenum
para producir otras sustancias

Relativa sencillez de la ruta biosintética de penicilinas — gran variedad de factores que pueden condicionar su desempefio y sobre los que la Biotecnologia puede actuar

Cada una de estas estrategias — multiplicacién de la productividad — ¢es posible aplicarlas todas en una misma cepa?




