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Metabolismo secundario

L

Productos naturales
de origen vegetal

!

50 % drogas utilizadas en la
elaboracion de los medicamentos

L 500.000 especies de plantas

'

[1 250.000 han sido descritas

(21.375 registradas en el KNApSAcK database)

!

[J 15% han sido estudiadas

(35.000 testadas por accion anticancerigena: 10% positivas.
Estudio de su composicion: 90 plantas)




Relacion de metabolitos secundarios de origen vegetal ampliamente utilizados en medicina.

Compuestos de origen vegetal ampliamente utilizados en medicina

Quinidina
Rescinamina
Reserpina
Senosidos
Seudoefedrina  *
Taxol R
Teobromina *
Teofilina *
Tetrahidrocannabinol
Tubocurarina
Vinblastina
Vincristina
Xantotoxina

Acetildigoxina Escilarenos
Aescina Escopolamina
Ajmalicina Esparteina
Alantoina * Estricnina
Atropina Fisostigmina
Bromelaina Hiosciamina
Cafeina* L-Dopa*
Codeina Lanatosido
Colchicina O -Lobelina
Dantron  * Morfina
Deserpina Ouabaina
Digitoxina Papaina
Digoxina Papaverina *
Efedrina * Pilocarpina
Emetina Protoveratrina
* Producidos industrialmente por sintesis quimica

Quelina




Fuentes alternativas

Compuesto secundario Cultivo tradicional

Produccion biotecnolagica

Sintesis quimica



Biotecnologia vegetal

Se considera el conjunto de técnicas para manipular plantas con la finalidad de
establecer bioprocesos que nos permitan mejorar la produccion vegetal y satisfacer
las necesidades mundiales en alimentos, fibras, combustibles y compuestos de
importancia quimica-farmacéutica.

Cultivos in vitro

& biorreactor



Ventajas de los cultivos celulares:

» Son independientes de las variaciones geograficas y
estacionales y de los factores ambientales.

» Ofrecen un sistema de produccién definido que
asegura una fuente continua de productos en calidad
y cantidad uniformes.

» Ofrecen la posibilidad de obtener compuestos
nuevos que no se forman en la planta de origen.

» Son independientes de interferencias politicas.

» Permiten una eficaz recuperacion del producto de
interes.

» Ofrecen una produccién muy rapida.

» Permiten llevar a cabo biotransformaciones estereo-
y regioespecificas para la obtencion de compuestos a
partir de precursores de bajo coste.

Compuestos secundarios



Produccion industrial de compuestos secundarios mediante
cultivos celulares vegetales

Costes produccion

biotecnologica < Costes produccion

Produccion biotecnologica

tradicional

J

Productos de alto valor anadido

Produccion tradicional

Producto Especie Aplicacion Firma
Escopolamina Duboisia sp. Anticolinérgico Sumitomo Chemical
Industries (Japdn)
Podofilotoxina Podophyllum sp. Antitumoral Nippon Qil (Japdn)
Protoberberinas Coptis japonica, Thalictrum Antibidtico, Mitsui Petrochemical
minus antiinflamatorio Industries (Japdn)
Paclitaxel Taxus sp. Antitumoral Phyton Biotech (USA),
Samyang Genex (Corea)
Acido rosmarinico Coleus brumei Antiinflamatorio Nattermann (Alemania)
Ginseng Panax ginseng Energizante, antifatiga Nitto Denko (Japdn)
Polisacaridos de Echinaceae purpurea Antiinflamatorio, Diversa (Alemania)
Echinaceae Echinaceae augustifolia inmunoestimulante
Sikonina Lithospermum erythrrhizon Anti-HIV, antitumoral, Mitsui Petrochemical
aintiinflamatorio Industries (Japdn)
Geraniol Geramineae sp. Antitumoral Mitsui Petrochemical

Industries (Japdn)




Produccion de siconina en cultivos celulares de Lithospermum
erythrorhizon. (Mitsui Petrochemical LTD.)

¥ —>Siconina <——

l

. S redlinng
Acciones: -

*Pigmento fenélicg utilizafio ' Cultivos celulares
en perfumeria y alimentacion.

*Antiinflamatorio.

*Antibacteriano.

*Antitumoral

Raices de Lithospermum erythrorhizon

Fuente natural: raiz de 5 —7 afios.
Comparacion del contenido de siconina y la productividad entre la planta y el cultivo de cé€lulas en

suspension.

Especies Compuesto Cultivo Edad Contenido Mejora del Productividad  Mejora de la
(Semanas) % contenido mg/g/semana  productividad

Planta 312 1,53 « 0,048 x 1250
erythrorhizon SC o) 12 60

Lithospermum

Siconina




Capacidad biosintética
de las células

Productividad del
cultivo
Rentabilidad del
proceso
v
Compuestos secundarios
de interés Produccion industrial

de compuestos de alto
valor anadido



Compuestos
secundarios

Aproximacion empirica

Optimizacion del sistema de cultivo Optimizacion de la produccion
In-put factors: Out-put factors:

Seleccion de lineas
Condiciones de cultivo
M.etyos de cultivo )
Elicitores

Biorreactores

Crecimiento
Produccion
== | Productividad

- [
- ' a

Cultivos celulares



Aproximacion racional

In-put factors: “‘ “‘ Out-put factors:

Seleccion de lineas

Crecimiento
Condiciones de cultivo .,
Medios d I Produccion
edios de cultivo  ==p "= | Productividad

Elicitores
Biorreactores

Cultivos celulares

Expresion geneética
Actividad enzimatica
Viabilidad celular .....



Produccion de taxol v taxanos relacionados

Fuente natural:

[0.02% PS]



Procesos tumorales:

» Cancer metastasico refractario de ovario

» Cancer metastasico de mama

» Cancer pulmonar asociado a células
pequenas

» Sarcoma de Kaposi relacionado con el

Estabilizacion de microtubulos:

*Taupatias
*Psoriasis
*Esclerosis multiple

SIDA O | taxol | taxol
a - tubulina § Q
— - I
O ' - -
|
B - tubulina (a+P)
Microtabulo
: estabilizado
| TAXOL Mecanismo de accion del taxol
ks ?:"#"M el) Injactios
e Bloqueo de la
WARNING: ot i aget mitosis

MUERTE CELULAR -

¢

Disfuncion del
huso acromatico



Fuentes alternativas

Produccion biotecnolagica

Sintesis quimica



Plantaciones de Taxus yunnanensis en Yunnan (China)

Yewcare —> CECS pharm




Alternativas:

Semisintesis:

OH OBz
OAc
baccatina I11

Aciculas de 7axus

o Cultivos celulares:

= Phyton,

Cell Therapeutics,

Abraxis

Corean Samyang Genex.....

Produccion biotecnologica:




Produccion biotecnologica de Taxol:

Taxus baccata
Taxus media Ve 8
Taxus wallichiana |4 {,!... -

~= 1 ook

Pequena escala

P

Biorreactor

e



*1* etapa: induccion de callo

Cultivos de callo
semanas

*2% etapa: establecimiento de cultivos celulares

Linea de callo : = _ =
Linea celular

Cultivos celulares



TProduccién de taxol:
Optimizacion de las condiciones de cultivo

-Medio basico ‘ II;/IS
5

Auxinas

de crecimiento | Citoquininas
(kinetin, BAP, ....)

Sacarosa
Fructosa

-Azucares

-Reguladores (AIA, NAA, 2,4-D, ....



Cultivo en dos etapas:

crecimiento produccion de taxol
12
10 /&5—7
O
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I precursores 4
elicitoreN

medio de crecimiento medio de produccion
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Produccion de taxol: cultivo en dos etapas

Taxol (mg/L)

10

< ~ - = -]
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Crecimiento

-

f

] 2 4 6 8§ 10 12 14

6 8 10 12

medio de crecimiento

22 24 26 28 30

medio de produccion

32

36 dias



Producccion de taxanos

Total taxanos (mg.L1)

(mg.L1)

Optimizacion de la produccion:
Adicion de elicitores al medio de cultivo
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Produccion de Taxol y baccatina III en cultivos
celulares de 7. media en biorreactor

Taxol

x2.4

Medio de

produccion

24 Dias

Pequena escala
(frascos erlenmeyer)

12 16 20
Baccatin 111
/x 9.0

. Biorreactor

I; Biorreactor columna

Lpll

24 Dias de borboteo



Cultivos de células inmovilizadas en perlas de alginato:
Pequena escala

Perlas (2% alginato)

M. crecimiento M. produccion

Frascos de agitacion

Inmovilizacion —=p» T Produccion de metabolitos secundarios de interés

* Mayor concentracion celular
* Mayor contacto c¢lula-célula
* Mejores condiciones de diferenciacion



Escalado a un biorreactor de agitacion mecanica
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produccion de taxanos

Y
N

Taxol mg.L-!
(-]

Jatll

2 4 6 8 1012

M. crecimiento M. produccion

Sistema en dos etapas



cDNA-amplified

Cultivos
celulares

Estudios de viabilidad y crecimiento :

Perfil metabolico: produccion de taxol

metiljasmonato
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fragment length polymorphism (AFLP):

awcve-uL LAy na
TB250-BTiM31Mivaculin honologue
TB409-BT2M24Ho hit

TB182-BC3M14=

TB254-BT1M22=Ho hit

TB176-BCAMA.

TB054-BCIM32=Putative kinase
TB570-BT3Mdd=Antimicrobial peptide 3
TB217-BC3M32=

TB146-BCAM23-No hit

TBO85-BC2HM11=Putative disease resistance re:
TB117-BC2M14=Putative disease resistance re:
‘!859111(32{33=61mlar1ty to disease resistam
TB143-BC2M4 1=Ho

1'9511-5‘!‘31{3:-3\:1:.1:0.:):01».31 peptide 3

mus Mmaz:un nit
TB102-BC2M12=
TB161-BC 2M44=HADH d:hydragemuz subunit 1
TBT09-BC2M34=Ho Ju
TB150-BC2M42=Ho
‘TB145-BC2H1 1=Ho
TB228-BC3M42-Ho
TB549-BT3H42-Ho
TBO75- Muﬂd-ﬂnuagim synthetase
TB730-BC4M14=Ho hit
TB497-BT3M24=Ho Jut
TB121-BC4M13=Probable elonwation factor l.-h-
TB262-BT1M31-Ahietadiene synthase, chlorop
TB421-BT2M34Ho hit
TBB00-BC3M34=20S proteasome beta subunit E
TBO40-BT1M13=
TB58 1-BT4M12=0000000000
TB613-BT4M22=Thawmatin-like protein
mu?a-mmnm
TB567-BT3H:
TB676- mqmu:mn mt
TB212-BC alcohol
TB173- nm!{u=
TB231-BC3M4d=Ho it
TB568-BT3Mdd=Ho hit
TB136-BCAM21=Ho hit
TB539-BT3M34-Putative DAG protein
TB292-BT1M32-Ho hit
TB341-BT2K11=Ho hit
TB253-BT1M22=Hucleolin-related nrotein HRP-
TB531- B’ES!{3¢=}I1pulhet1n11 protein
TB28§5-BT 11
TBO32- BT].!{lﬂ:Put.atlve esterase
TB272-BT1M24Hectarin 5
TB193-BC3M21=Cvtochrome P450 Taxoid 10-beta
TB392-BT2M23=Cvtochrome P450 CYP?4CHE
TB113-BC2M13=Ho hut
TBO18-BC1M13=Ho hut
18286 n‘rmea-«n hit

275-BT1H:
'mnss ncmu:mn nit
TB550-BT3Hd 2=Miraculin homolowue
TBO83-BC2M11=Twnor-related protein
TB179-BC3M14=Ho hat
TBO31- mmuqnmutngural protein
TB663-BT4MA2=Ho i
TB309-BT1M3:
TB489-BT3H2:
TB082-BC2K11=
‘m191 ncs!{zz#lu mt.

tative trypsin inhibitor

muzs BTsl{S!-Put,auw weroxidase
ve glyoxal oxidase

m164 ncmazf
TB290-BT1M32=EDGP wrecursor
TB 714 -BT4M1 1=0000000000
TB320-BT1M42=H0 hit
‘TB599-BT4M13=000000000¢
TB302-BT1M34=Ho hit
TB3I94-BT2M23No hit
TB108-BC2M13-FDGP precursor
TB286-BT1M32=
TB400-BT2M24=Prohable adenylate kinase 2
TB582-BT4M11=0000000000
TB487-BT3M23=Ho hit
TB501-BT3M24-No hit
TBO62-BC1M3d=Cvtochrome P450 5-aluha-taxadii
TB024-BC1M14=Cvtochrome P450 Taxane 10-beta

TB331-BT1Md4=Putative cvtochrome P450
TB267-BT1M24=Cytochrome P430 Taxane hydroxy
TBO06-BCIM11=

TB117-BCAM12=6CPE vrotein

TB545-BT3M4 1-Hwwothetical wrotein

Estudios por cDNA-AFLP
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Muestras : 0.5h, 1h, 2h, 8h, 24h, 2d,
4d, 8d, 12d, 16d, 20d, 24d

Perfil de transcritos
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m. crecimiento m. produccion

Perfil metabdlico
Cultivos en dos etapas de 7. baccata
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Composicion de los tags encontrados

No hits
No clsificados

Factores de transcripcion
Biosintesis de taxol

Otros
Combinaciones de “primers” 124
Tags visualizados 8192
Tags diferenciales 861 | 10.5 %
Tags unicos 676 | 78.5 %
“Hits” 390 | 57.7 %




Biosintesis del Taxol: 19 pasos metabolicos
(12 conocidos, 7 desconocidos)
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Croteau et al. Phytochemistry Reviews. 2006, 5:75-97




Nuevos genes de la biosintesis del taxol

secuenciados y clonados

Possible function TAG TAG homology Prot. Acc. N°  e-value

CoA transferase TB768 Acyl-Coa ligase B9GQ39 0.0
TB506 Cinnamate 4-hydroxylase B2Z6P5 0.0

C18C9 hydroxylases TB331 Putative cytochrome P450 D7T4D5 1.00E-118

TB574 Putative cytochrome P450 D7T4D5 1.00E-118

TB224 Putative cytochrome P450 D5A7Y6 1.00E-152

C4-C20 epoxidase TB328 Putative gibberellin 20-oxidase AINW35 1.00E-45

TB596 Unknown (FAD/FMN-containing dehydrogenase) B8BLR72 8.00E-87

TB812 Unknown (GMC oxidoreductase) AINXUS  1.00E-151

C9 oxidase TB047 Unknown (GMC oxidoreductase) AINXU5S 1.00E-109

TB739 Unknown (GMC oxidoreductase) AONXUS  1.00E-148

TB212  Unknown (Short-chain alcohol dehydrogenase) A9INUB6 6.00E-91

TB645 Unknown (GMC oxidoreductase) AINXUS  1.00E-158

TB493 Putative Carboxylic ester hydrolase A9SVY3 1.00E-44

Oxomutase TB195 Hypothetical protein (Glyoxal oxidase-related) F6GTQ6 1.00E-164

TB115 Hypothetical protein (Galactose oxidase) D8RR64 1.00E-163




Semasl  UNIVERSITAT DE BARCELONA

Estudios in silico

L UNIVERSITAT
POMPEU FABRA

* Lugar activo
e Union del cofactor
* AA conservados

Enzima recombinante que
posiblemente controla un paso de
la biosintesis de taxanos.

Taxadieno sintasa

Protein database (DB):
MAUCIE: 3D structure + catalytic aa + function; hand-
annotated proteins. »>Seleccion de las  enzimas
Catalytic Site Atlas: 3D structure + catalytic aa (+ . r 0
function); hand-annotated + proteins found by recombinantes con mas del 65% de
homology. homologia con enzimas conocidas
Swiss-Prot: hand-annotated proteins (nor 3D . . r
structure, activity neither catalytic de Taxus sp. con la misma funcion.
aa)
TrEML (Uniprot): Automatically annotated and not »Descartar el resto de pOSIblhdadeS'
reviewed

Colaboracion Dr. Notredame (PRB. Universidad Pompeu Fabra)



Pasos metabolicos desconocidos: estudios in silico

similar known best hitto compare
ndh rade  enrume ndh Arinin AS funetion/substrate  rade arinin  Candidate heat arare with arAre
Hydroxylases C1C9
TB224, TB313, TB50G, TB574  1yrc  PO0183 Camphor 5-monooxigenase MACIE ¥ T100H QBSPRO Swiss-Prot TB506 P46373_CYP450 3571
T130H QBWA4TY Swiss-Prat TB224 Q59831_CYP450 4375
ABAZ hydrox. 081077 Swiss-Prot [TB331 T100H 65
KADZ (GA3) QOC5Y2 Swiss-Prot TBS74 ABAB hydrox/ T100H 55
TB212 Zbgm (Q94KL8 Rhizome secoisolariciresinol dehydrogenase CSA Y TB212 Zbgm 857
1mg5  P00334 Alcohol dehydrogenase MAGE Y Kantnoxin - 0ocaas Swiss-Prot
dehydrogenase
TB596 Ay Q87BU1 Probable xylitol oxidase FOB MOME
—  Q73GY1 D-arabino-14-lactone oxidase Swiss-Prot
—  Q8HXWO L-gulonolactone oxidase Swiss-Prot

TB047,TBE45,TEV39,TB812 Zibw  Q7VX2HE Choline oxidase C3A Y NONE

Leucoanthocyanidin dioxygenase . GA3 diox Q31411 Swiss-Prot QGRS GA3 diox 7778

1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 1 CSA GA3 diox Swiss-Prot
Oxomutases
TB115-TB195 Zeic Q01745 Galactose oxidase Swiss-Prot NONE
TB493 —  QOFXES a-fucosidase 3-precursor Swiss-Prot NONE
— P40602 anter-specific Pro-rich prot Swiss-Prot
—  Q7Y1X1 esterase precursor Swiss-Prat

CoA transferase

TB768 1v25 Medium chain fatty acid CoA ligase Acyl Coh liase 96.97

Jadv 4-coumarate:CoA ligase (4CL) 4CL 96.97
1had Luciferin 4-monooxygenase




Genes desconocidos de 1a biosintesis del taxol
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Croteau et aI. Phytochemlstry Reviews. 2006, 5:75-97
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Composicion de los tags encontrados

No hits
No clsificados

Factores de transcripcion
Biosintesis de taxol

Otros
Combinaciones de “primers” 124
Tags visualizados 8192
Tags diferenciales 861 | 10.5 %
Tags unicos 676 | 78.5 %
“Hits” 390 | 57.7 %




Nuevos genes que codifican para factores de transcripcion o
péptidos reguladores, secuenciados y clonados

TAG TAG homology Prot AccN2 e-value Domains TAG homology (Interpro)
TB219 Unknown (TIFY domain) ASNZPO  2.00E-12 IPRO18467, CCT_CS; IPRO10399, Tify.
TB552 Hypothetical protein (TIFY domain) A9P1Y4 0.007  1PRO18467, CCT_CS; IPRO10399, Tify.
TB608 JAZ (jasmonate ZIM-domain prot) D5ADR6  9.00E-17 IPR0O18467, CCT_CS; IPRO10399, Tify.
TB265 Putative bHLH DNA-binding domain protein BORRL5 2.00E-49 IPRO11598, HLH_DNA-bd
TB449 Putative bHLH DNA-binding domain protein B7FMAO  4.00E-10 IPRO11598, HLH_DNA-bd
TB537 Hypothetical BSD domain protein XP_002267363 2.00E-39 IPRO05607 BSD
TB510 Hypothetical protein BOSF83 800E-4 -

TB595 Hypothetical protein EOCSF3 1.00e-19
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Estudio de la funcionalidad de un posible

14 3 b ’ 3
JIITIIN Peptido regulador”: Taximin
UngIEEIIEIS'I!TElT

1. Expresion transitoria en protoplastos de tabaco: Se ha determinado la accion
inductora del péptido regulador Taximin (producto del gen 7B595) sobre los
promotores de los genes: SN

e TXS: Taxadiene synthase (7Taxus sp)

 TI30H: Taxane-13-hydroxylase (Taxus sp)

 PMT: Putrescine N-methyl transferase (Tabaco)

*  QPRT: Quinolinic acid phosphoribosyltransferase (Tabaco)

» STS: Strictosidine synthase (Catharanthus roseus)

Colaboracion Dr. Goossens (VIB. Universidad de Gante)



Analisis funcional del gen TB595 mediante el ensayo dual de la luciferasa de
luciérnaga/renilla en protoplastos transfectados de tabaco.

Yol
5s 12
02 V/ﬂ Sobreexpresion
transitoria:

* Luminiscencia

transfeccion

P2B,595B27 pB,TcTSBE L7

Ensayo automatizado y estandarizado de la expresion
transitoria en protoplastos de tabaco.



2. Expresion del gen TB59S en raices transformadas de tabaco:

Sobre-expresion
del gen 7B595

+ MelJ

T Niveles de alcaloides

Lineas de raices transformadas que
sobre-expresan el gen TB595



Biosintesis del taxol: reconocimiento pasos flujo limitantes
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Cytochrome P450
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Biosintesis del taxol: reconocimiento pasos flujo limitantes
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Mejora racional:
Ingenieria metabolica: Es la manipulacion genética de una o mas
rutas biosintéticas.

Aplicacion de la ingenieria metabolica a la produccion biotecnologica:
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Aproximacion molecular - Optimizacion de la produccion:
Adicion de elicitores al medio de cultivo
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Perfil transcriptomico de cultivos de 7. media elicitados
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TXS: taxadieno sintasa; DBAT: DABIII-10-O-acetil transferasa; BAPT: BIII-C13-O-fenilpropanoil-CoA transferasa; DBTNBT:
3’-N-debenzoil-2’deoxitaxol N-benzoil transferasa; PAM: fenilalanina aminomutasa; T130H, T20H, T7OH: hidroxilasas.



Pasos biosintéticos limitantes
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Genes gue controlan pasos limitantes y/o genes regu ladores de
la biosintesis del taxol
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