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POLYPEPTIDES IMPLIQUES DANS LA BIOSYNTHESE DES SPIRAMYCINES, SEQUENCES
NUCLEOTIDIQUES CODANT CES POLYPEPTIDES ET LEURS APPLICATIONS

La présente invention concerne l'isolement et lidentification de nouveaux génes de
la voie de biosynthése des spiramycines et de nouveaux polypeptides impliqués dans
cette biosynthése. Elle est également relative a I'utilisation de ces génes dans le but

d'augmenter les taux de production et la pureté de la spiramycine produite.

L’invention a également trait a 1’utilisation de ces génes pour la construction de
mutants pouvant conduire & la synthése de nouveaux antibiotiques ou a des formes
dérivées de spiramycines. L’invention concerne encore les molécules produites grice a
P’expression de ces génes et enfin des compositions pharmacologiquement actives d’une

molécule produite grace a I’expression de tels génes.

Les Streptomyces sont des bactéries filamenteuses Gram positif du sol. El‘leé
jouent un rdle important dans la décomposition et la minéralisation des matiéres
organiques grice a la grande diversité des enzymes dégradatives qu'elles sécrétent. Elles
présentent des phénomenes de différenciations morphologiques uniques chez les
procaryotes s'accompagnant d'une différenciation métabolique caractérisée par la
production de métabolites secondaires présentant une extraordinaire diversité de
structures chimiques et d'activités biologiques. Parmi ces métabolites, on retrouve les

spiramycines produites a 1’état naturel par la bactérie Streptomyces ambofaciens.

La spiramycine est un antibiotique de la famille des macrolides utile aussi bien en
médecine vétérinaire qu’en médecine humaine. Les macrolides sont caractérisés par la
présence d’un cycle lactone sur lequel sont greffés un ou plusieurs sucres. Streptomyces
ambofaciens produit a I’état naturel la spiramycine I, II et III (cf. Figure 1), cependant

Pactivité antibiotique de la spiramycine I est nettement supérieure a celle des
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spiramycines II et III (Liu et al., 1999). La molécule de spiramycine I est constituée d’un
macro-cycle lactonique, appellé platénolide et de trois sucres: la forosamine, le
mycaminose et le mycarose (cf. Figure 1). L’activité antibiotique des spiramycines est
due a une inhibition de la synthése protéique chez les procaryotes par un mécanisme

impliquant la liaison de I’antibiotique au ribosome bactérien.

4

Certéins composés membres de la famille des macrolides et possédant également
un cycle lactone ont donné lieu a des utilisations hors du domaine des antibiotiques.
Ainsi le produit FK506 a des effets immunosuppresseurs et offre des perspectives
d’application thérapeutique dans le domaine de la transplantation d’organe, de 1’arthrite

rhumatoide et plus généralement dans des pathologies liées 4 des réactions

autoimmunes. D’autres macrolides comme 1’avermectine ont des activités insecticides et

anti-helminthiques.

De nombreuses voies de biosynthése, concernant des antibiotiques appartenant a

des classes variées ainsi que d'autres métabolites secondaires (pour une revue, Chater K.

1990), ont a ce jour déja été étudiées chez les Streptomycétes. Cependant, la | ;

connaissance des voies de biosynthése des spiramycines n'est que trés partielle 3 ce jour. '

La biosynthése des spiramycines est un processus complexe comportant de
nombreuses étapes et impliquant de nombreuses enzymes (Omura et al., 1979a, Omura
et al., 1979b). Les spiramycines appartiennent a la large classe des polyketides qui
regroupe des molécules complexes particuliérement abondantes dans les
microorganismes du sol. Ces molécules sont regroupées non pas par analogie de
structure mais par une certaine similarité au niveau d’étapes de leur voie de biosynthése.
En effet, les polyketides sont produits par une série complexe de réactions mais
possedent en commun d’avoir dans leur voie de biosynthése une série de réactions
catalysées par une ou des enzymes appelées « polyketides synthases » (PKS). Chez
Streptomyces ambofaciens, 1a biosynthése du macro-cycle lactonique des spiramycines
(platénolide) est réalisée par une série de huit modules codés par cing génes PKS

différents (Kuhstoss S., 1996, brevet US 5,945,320). Les spiramycines sont obtenues 4
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partir de ce cycle lactone. Cependant, les diverses étapes et enzymes impliquées dans la
synthese des sucres, ainsi que leur liaison au cycle lactone et la modification de ce cycle

pour I’obtention des spiramycines restent encore inconnues a ce jour.

Le brevet US 5,514,544 décrit le clonage d’une séquence appelée srmR chez
Streptomyces ambofaciens. 1l est fait I’hypothése dans ce brevet que le géne srmR code

une protéine régulatrice de la transcription des génes impliqués dans la biosynthése des

macrolides.

En 1987, Richardson et collaborateurs (Richardson et al., 1987) ont montré que la
résistance a la spiramycine de S. ambofaciens est conférée par au moins trois génes, ces
derniers ont été appelés srmd, srmB et srmC. Le brevet US 4,886,757 décrit plus
particuliérement la caractérisation d’un fragment d’ADN de S. ambofaciens contenant le
géne srmC. Cependant la séquence de ce géne n’a pas été divulguée. En 1990,
Richardson et collaborateurs (Richardson et al., 1990) ont posé I’hypothése de
existence de trois génes de biosynthése de la spiramycine proche de srmB. Le brevet

US 5,098,837 rapporte le clonage de cinq génes potentiellement impliqués dansla ¥

biosynthése de la spiramycine. Ces génes ont été baptisés srmD, srmE, srmF, srmGet -

srmH.

Une des difficultés majeures dans la production de composés tels que les
spiramycines réside dans le fait que de trés grands volumes de fermentation sont
nécessaires a la production d’une quantité relativement faible de produit. I est donc
souhaitable de pouvoir augmenter I’efficacité de production de telles molécules afin d’en

diminuer les cotts de production.

La voie de biosynthése des spiramycines est un processus complexe et il serait
souhaitable d’identifier et de supprimer les réactions parasites qui pourraient exister au
cours de ce processus. Le but d’une telle manipulation est d’obtenir un antibiotique plus
pur et/ou une amélioration de la productivité. A ce sujet, Streptomyces ambofaciens
produit & 1’état naturel la spiramycine I, II et III (cf. Figure 1), cependant D’activité

antibiotique de la spiramycine I est nettement supérieure a celle des spiramycines II et 111
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(Liu et al, 1999). 1l serait donc souhaitable de pouvoir disposer de souches ne

produisant que de la spiramycine 1.

En raison de I’intérét commercial des antibiotiques macrolides, 1’obtention de
nouveaux dérivés, notamment d’analogues de spiramycines ayant des propriétés
avantageuses est intensivement recherchée. Il serait souhaitable de pouvoir générer en
quantité suffisante les intermédiaires de biosynthése de la voie de biosynthése des
spiramycines ou des dérivés des spiramycines notamment dans le but de fabriquer des

antibiotiques hybrides dérivés des spiramycines.

Description générale de I’invention

La présente invention résulte du clonage de génes dont le produit intervient dans la
biosynthése des spiramycines. L’invention concerne tout d’abord de nouveaux génes de -
la voie de biosynthése des spiramycines et de nouveaux polypeptides impliqués dans A

cette biosynthése.

Les genes de la voie de biosynthése et les séquences codantes associées ont été
clonés et la séquence d’ADN de chacun a été déterminée. Les séquences codantes
clonées seront désignées par la suite orf1 *c, orf2*c, orf3%*c, orfd*c, orf5*, orf6*, orf7*c,
orf8%, orfo* orfl0% orfl, orf2, orf3, orf4, orf5, orfs, orf7, orfS, orfoc, orfl0, orfllc,
orf12, orfl3c, orfl4, orflSc, orfl6, orfl7, orfl8, orfl9, orf20, orf2lc, orf22c, orf23c,
orf24c, orf25¢c, orf26, orf27, orf28¢c, orf29, orf30c, orf31, orf32c, orf33 et orf34c. La
fonction des protéines codées par ces séquences dans la voie de biosynthése des

spiramycines est développée dans la discussion ci-aprés qui est illustrée par les figures 4,
5,6 et8.

1) Un premier objet de l’invention concerne un polynucléotide codant un
polypeptide impliqué dans la biosynthése des spiramycines caractérisé en ce que la

séquence dudit polynucléotide est :
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(a) ’une des séquences SEQ IDN° 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 28,
30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 107,
109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149,

(b) 'une des séquences constituées par les variants des séquences (a),

(c) I'une des séquences dérivées des séquences (a) et (b) en raison de la

dégeénérescence du code génétique.

2) La présente invention a également pour objet un polynucléotide s’hybridant
dans des conditions d’hybridation de forte stringence & au moins 'un des -

polynucléotides selon le paragraphe 1) ci-dessus.

3) L’invention concerne également un polynucléotide présentant au moins 70%,
80%, 85%, 90%, 95% ou 98% d’identité en nucléotides avec un polynucléotide
comprenant au moins 10, 12, 15, 18, 20 a 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050,
1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 175‘0'_,A .
1800, 1850 ou 1900 nucléotides consécutifs d’un polynucléotide selon le paragraphé 1)

ci dessus.

4) L’invention concerne également un polynucléotide selon le pragraphe 2) ou 3)

ci-dessus caractérisé en ce qu’il est isolé & partir d’une bactérie du genre Streptomyces.

5) L’invention concerne également un polynucléotide selon le pragraphe 2), 3) ou
4) ci-dessus caractérisé en ce qu’il code une protéine impliquée dans la biosynthése

d’un macrolide.

6) L’invention concerne également un polynucléotide selon le pragraphe 2), 3) ou
4) ci-dessus caractérisé en ce qu’il code une protéine ayant une activité similaire a la

protéine codée par le polynucléotide avec lequel il s’hybride ou il présente I’identite.

7) L’invention concerne également un polypeptide résultant de I'expression d'un

polynucléotide selon le pragraphe 1), 2), 3), 4), 5) ou 6) ci-dessus.
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8) Un autre aspect de I’invention concerne un polypeptide impliqué dans la
biosynthése des spiramycines caractérisée en ce que la séquence dudit polypeptide est :

(a) I’'une des séquences SEQ ID N° 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 27,

29, 31, 32, 33, 35, 37, 38, 39, 41, 42, 44, 46, 48, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61,

63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 108, 110, 112, 114, 116, 117, 119, 121,

142, 144, 146, 148 et 150, ‘

(b) I'une des séquences telles que définies en (a) excepté que tout au long de
ladite séquence un ou plusieurs acides aminés ont été substitués, insérés ou délétés sans
en affecter les propriétés fonctionnelles,

(c) ’'une des séquences constituées par les variants des séquences (a) et (b).

9) Un autre objet de I’invention concerne un polypeptide présentant au moins
70%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 98% d’identité en acides aminés avec un polypeptide
comprenant au moins 10, 15, 20, 30 a 40, 50, 60, 70, 80, 90,100, 120, 140, 160, 180,
200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 420, 440, 460, 480, 500, 520,
540, 560, 580, 600, 620 ou 640 acides aminés consécutifs d’un polypeptide selon le
paragraphe 8) ci-dessus. "

10) Un autre aspect de 1’invention concerne un polypeptide selon le paragraphe 9)

ci-dessus caractérisé en ce qu’il est isolé a partir d’une bactérie du genre Streptomyces.

11) Un autre aspect de I’invention concerne un polypeptide selon le paragraphe 9)
ou 10) ci-dessus caractérisé en ce qu’il code une protéine impliquée dans la biosynthése

d’un macrolide.

12) Un autre aspect de I’invention concerne un polypeptide selon le pragraphe 9),
10) ou 11) ci-dessus caractérisé en ce qu’il a une activité similaire a celle du

polypeptide avec lequel il partage I’identité.

13) Un autre aspect de I’invention concerne un ADN recombinant caractérisé en
ce qu’il comprend au moins un polynucléotide selon 1’un des paragraphes 1), 2), 3), 4),

5) ou 6) ci-dessus.
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14) Un autre aspect de I’invention concerne un ADN recombinant selon le

pragraphe 13) ci-dessus caractérisé en ce que le dit ADN recombinant est compris dans

un vecteur.

15) Un autre aspect de I’invention concerne un ADN recombinant selon le
paragraphg 14) ci-dessus caractérisé en ce que ledit vecteur est choisi parmi les
bactériophages, les plasmides, les phagemides, les vecteurs intégratifs, les fosmides, les

cosmides, les vecteurs navettes, les BAC ou les PAC.

16) Un autre aspect de l’invention concerne un ADN recombinant selon le
pragraphe 15) ci-dessus caractérisé en ce qu’il est choisi parmi p0S49.1, pOS49.11,
pOSC49.12, p0S49.14, p0S49.16, p0S49.28, p0S44.1, p0S44.2, pOS44.4, pSPMS5,
PSPM7, pOS49.67, p0S49.88, p0S49.106, p0OS49.120, p0OS49.107, pOS49.32,
pOS49.43, p0S49.44, pOS49.50, p0S49.99, pSPM17, pSPM21, pSPM502, pSPM504,
pSPM507, pSPM508, pSPM509, pSPMI, pBXL1111, pBXL1112, pBXL1113,
pSPM520, pSPM521, pSPM522, pSPM523, pSPM524, pSPM525, pSPM527, :‘:
pSPMS528, pSPM34, pSPM35, pSPM36, pSPM37, pSPM38, pSPM39, pSPM40 .
pSPMA41, pSPM42, pSPM43, pSPM44, pSPM45, pSPMA47, pSPM4s, pSPMSO,
pSPM51, pSPMS52, pSPM53, pSPMSS5, pSPMS56, pSPMS8, pSPM72, pSPM73,

pSPM515, pSPM519, pSPM74, pSPM75, pSPM79, pSPMS3, pSPM107, pSPM543 et
pSPM106.

17) Un autre aspect de I’invention concerne un vecteur d’expression caractérisé en
ce qu’il comprend au moins une séquence d’acide nucléique codant un polypeptide

selon le pragraphe 7), 8), 9), 10), 11) ou 12) ci-dessus.

18) L’invention est également relative & un systéme d’expression comprenant un
vecteur d’expression appropri¢ et une cellule hote permettant 1’expression d’un ou

plusieurs polypeptides selon le paragraphe 7), 8), 9), 10), 11) ou 12) ci-dessus.

19) L’invention est également relative 3 un systéme d’expression selon le
paragraphe 18 ci-dessus caractérisé en ce qu’il est choisi parmi les systémes

d’expression procaryotes ou les systémes d’expression eucaryotes.




WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

10

15

20

25

20) L’invention est également relative 4 un systéme d’expression selon le
paragraphe 19) ci-dessus caractérisé en ce qu’il est choisi parmi les systémes
d’expression chez la bactérie E. coli, les sytémes d’expression baculovirus permettant
une expression dans des cellules d'insectes, les sytémes d’expression permettant une
expression dans des cellules de levures, les sytémes d’expression permettant une

expression dans des cellules de mammifeéres.

21) L’invention est également relative 3 une cellule hote dans laquelle a été
introduit au moins un polynucléotide et/ou au moins un ADN recombinant et/ou au
moins un vecteur d'expression selon 1’un des pragraphes 1), 2), 3), 4), 5), 6), 13), 14),
15), 16) ou 17) ci-dessus.

22) L’invention est également relative 4 un procédé de production d’un
polypeptide selon le paragraphe 7), 8), 9), 10), 11) ou 12) ci-dessus caractérisé en ce
que ledit procéde comprend les étapes suivantes:

a) insérer au moins un acide nucléique codant ledit polypeptide dans un vectein'
approprié ; ‘ ) A

b) cultiver, dans un milieu dé cuylture approprié, urie cellule héte préalablement
transformée ou transfectée avec le vecteur de I’étape a) ;

¢) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire;

d) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore & partir de
Pextrait cellulaire obtenu a 1’étape c), ledit polypeptide ;

€) le cas échéant, caractériser le polypeptide recombinant produit.

23) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme bloqué dans une

étape de la voie de biosynthése d’au moins un macrolide.

24) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 23) ci-dessus caractérisé en ce qu’il est obtenu en inactivant la fonction d’au
moins une protéine impliquée dans la biosynthése de ce ou de ces macrolides dans un

microorganisme producteur de ce ou de ces macrolide.
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25) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 24) ci-dessus caractérisé en ce que I’inactivation de cette ou de ces protéines
est effectuée par mutagénése dans le ou les génes codant ladite ou lesdites protéines ou
par expression d’un ou de plusieurs ARN anti-sens complémentaires de I’ARN ou des

ARN messagers codant ladite ou lesdites protéines.

r
26) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 25) ci-dessus caractérisé en ce que ’inactivation de cette ou de ces protéines
est effectuée par mutagénése par irradiation, par action d’agent chimique mutagéne, par

mutagénése dirigée ou par remplacement de géne.

27) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 25) ou 26) ci-dessus caractérisé en ce que la ou les mutagénéses sont
effectuées in vitro ou in situ, par suppression, substitution, délétion et/ou addition d'une

ou plusieurs bases dans le ou les génes considérés ou par inactivation génique.

28) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le

'paragraphe 23), 24), 25), 26) ou 27) cl-dessus caractérisé en ce” que ledlt',.‘ %3:,

“ mlcroorgamsme est une bactérie du genre Streptomyces

29) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le

paragraphe 23), 24), 25), 26), 27) ou 28) ci-dessus caractérisé en ce que le macrolide est

- la spiramycine.

30) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 23), 24), 25), 26), 27), 28) ou 29) ci-dessus caractérisé en ce que ledit

microorganisme est une souche de S. ambofaciens.

31) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 23), 24), 25), 26), 27), 28), 29) ou 30) ci-dessus caractérisé en ce que la
mutagénese est effectuée dans au moins un géne comprenant une séquence selon 1’un

des paragraphes 1), 2), 3), 4), 5) ou 6) ci-dessus.



WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

10

15

20

25

10

32) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 25), 26), 27), 28), 29), 30) ou 31) ci-dessus caractérisé en ce que la
mutagénese est effectuée dans un ou plusieurs génes comprenant une des séquences
correspondant 4 une ou plusieurs des séquences SEQIDN°3,5,7,9,11, 13,15, 17, 19,
21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78,
80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 ¢t 149 ;

33) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 25), 26), 27), 28), 29), 30), 31) ou 32) ci-dessus caractérisé en ce que la
mutagénése consiste en I’inactivation génique d’un géne comprenant une séquence

correspondant a la séquence SEQ ID N° 13.

34) Un autre aspect de I’invention concerne une souche de Streptomyces
ambofaciens caractérisée en ce qu’il s’agit d’une souche choisie parmi 1’une des
souches déposées auprés de la Collection Nationale de Cultﬁres de Microorganismeé
(CNCM) le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enreglstrement 1-2909, 1-2911, I-2912 I-
2913,1-2914, 1-2915, 1-2916 ouI-2917 "

35) Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de préparation d'un
intermédiaire de biosynthése de macrolide caractérisé en ce qu’il comprend les étapes

suivantes :

a) cultiver, dans un milieu de culture approprié, un microorganisme selon I’un des
paragraphes 23), 24), 25), 26), 27), 28), 29), 30), 31), 32), 33) ou 34) ci dessus,

b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,

¢) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore 2 partir de I’extrait

cellulaire obtenu 4 1’étape b), ledit intermédiaire de biosynthése.

36) Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de préparation d'une
molécule dérivée d’un macrolide caractérisé en ce que 1’on prépare un intermédiaire de
biosynthése selon le procédé du paragraphe 35) ci-dessus et que I’on modifie

I’intermédiaire ainsi produit.
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37) Un autre aspect de ’invention concerne un procédé de préparation selon le
paragraphe 36) ci-dessus caractérisé en ce que ’on modifie ledit intermédiaire par voie

chimique, biochimique, enzymatique et/ou microbiologique.

38) Un autre aspect de ’invention concerne un procédé de préparation selon le
paragraphe 36) ou 37) ci-dessus caractérisé en ce que l’on ir}troduit dans ledit
microorganisme un ou plusieurs génes codant des protéines suscef)tibles de modifier

I'intermédiaire en s'en servant comme substrat.

)

39) Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de préparation selon le

paragraphe 36), 37) ou 38) ci-dessus caractérisé en ce que le macrolide est la

spiramycine.

40) Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de préparation selon le
paragraphe 36), 37), 38) ou 39) ci-dessus caractérisé en ce que le microorganisme utilisé

est une souche de S. ambofaciens.

41) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme produisant de la' ..

spiramycine I mais ne produisant pas de spiramycine II et III

42) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 41) ci-dessus caractérisé en ce qu’il comprend I’ensemble des génes
nécessaires & la biosynthése de la spiramycine I mais que le geéne comprenant la
séquence SEQ ID N° 13 ou 'un de ses variants ou 1’une des séquences dérivées de
celles-ci en raison de la dégénérescence du code génétique et codant un polypeptide de

séquence SEQ ID N° 14 ou I'un de ses variants n’est pas exprimé ou a été rendu inactif.

43) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 42) ci-dessus caractérisé en ce que la dite inactivation est réalisée par
mutagénése dans le géne codant ladite protéine ou par I’expression d’un ARN anti-sens

complémentaire de I’ ARN messager codant ladite protéine.
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44) Un autre aspect de 1’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 43) ci-dessus caractérisé en ce que la dite mutagénése est effectuée dans le
promoteur de ce géne, dans la séquence codante ou dans une séquence non codante de

maniere a rendre inactive la protéine codée ou & en empécher son expression ou sa

traduction.

45) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon la
revendication 43) ou 44) ci-dessus caractérisé en ce que la mutagénése est effectuée par
irradiation, par action d’agent chimique mutagéne, par mutagénése dirigée ou par

remplacement de géne.

46) Un autre aspect de P’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 43), 44) ou 45) ci-dessus caractérisé en ce que la mutagénése est effectuée in
Vitro ou in situ, par suppression, substitution, délétion et/ou addition d'une ou plusieurs

bases dans le géne considéré ou par inactivation génique.

47) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme selon le.:

~ paragraphe 41) ou 42) m—dessus caractérisé en ce que ledit microorganisme est obtenu:f?

en exprimant les génes de la voie de biosynthése de la spiramycine sans que ceux-ci ne
comprennent le géne comprenant la séquence correspondant 3 SEQ ID N° 13 ou ’un de
ses variants ou I’une des séquences dérivées de celles-ci en raison de la dégénérescence

du code génétique et codant un polypeptide de séquence SEQ ID N° 14 ou I’un de ses

variants.

48) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 41), 42), 43), 44), 45), 46) ou 47) ci-dessus caractérisé en ce que ledit

microorganisme est une bactérie du genre Streptomyces.

49) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 41), 42), 43), 44), 45), 46), 47) ou 48) ci-dessus caractérisé en ce que ledit

microorganisme est obtenu & partir d’une souche de départ produisant les spiramycines
L I et III.
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50) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 41), 42), 43), 44), 45), 46), 47), 48) ou 49) ci-dessus caractérisé en ce qu’il
est obtenu par mutagénése dans un géne comprenant la séquence correspondant & SEQ
ID N° 13 ou 'un de ses variants ou 1’une des séquences dérivées de celles-ci en raison
de la dégénérescence du code génétique et codant un polypeptide de séquence SEQ ID

4

N° 14 ou I'un de ses variants ayant la méme fonction. .

51) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 41), 42), 43), 44), 45), 46), 47), 48), 49) ou 50) ci-dessus caractérisé en ce
que ledit microorganisme est obtenu a partir d’une souche de S, ambofaciens produisant
les spiramycines L, II et III, dans laquelle est effectuée une inactivation génique du gene
comprenant la séquences correspondant 3 SEQ ID N° 13 ou I’une des séquences

dérivées de celle-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

52) Un autre aspect de I’invention concerne une souche de S. ambofaciens
caracterisée en ce qu’il s’agit de la souche déposée aupres de la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM) le 10 juillet 2002 sous le numé:rcb)i;
d’enregistrement I-2910. T

53) Un autre aspect de ’invention concerne un procédé de production de

spiramycine I, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

(2) cultiver, dans un milieu de culture approprié, un microorganisme sélon I’un’
des paragraphes 41), 42), 43), 44), 45), 46), 47), 48), 49), 50), 51) ou 52) ci-dessus,

(b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,

(0) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore & partir de

I’extrait cellulaire obtenu a I’étape b), la spiramycine L.

54) Un autre aspect de ’invention concerne I’utilisation d'un polynucléotide selon
’un des paragraphes 1), 2), 3), 4), 5) ou 6) ci-dessus pour ameéliorer la production en

macrolides d’un microorganisme.
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55) Un autre aspect de l’invention concerne un microorganisme mutant
producteur de macrolide caractérisé en ce qu'il posséde une modification génétique dans
au moins un géne comprenant une séquence selon I’un des paragraphes 1), 2), 3), 4), 5)
ou 6) ci-dessus et/ou qu’il surexprime au moins un géne comprenant une séquence selon

I’un des paragraphes 1), 2), 3), 4), 5) ou 6) ci-dessus. -

56) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme mutant selon le
paragraphe 55) ci-dessus caractérisé en ce que la modification génétique consiste en une
suppression, une substitution, une délétion et/ou une addition d'une ou plusieurs bases
dans le ou les génes considérés dans le but d’exprimer une ou des protéines ayant une

activité supérieure ou d’exprimer un niveau plus élevé de cette ou de ces protéines.

57) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme mutant selon le
paragraphe 55) ci-dessus caractérisé en ce que la surexpression du géne considéré est
obtenue en augmentant le nombre de ‘copie de ce géne et/ou en plagant un promoteur

plus actif que le promoteur sauvage.

58) Un autre aspect de 1’invention concerne un microorganisme mutant selon .lg'i'%
paragraphe 55) ou 57) ci-dessus caractérisé en ce que la surexpression du géne
considéré est obtenue en transformant un microorganisme producteur de macrolide par
une construction d’ADN recombinant selon le paragraphe 13, 14 ou 17 ci-dessus,

permettant la surexpression de ce géne.

59) Un autre aspect de 1’invention concerne un microorganisme mutant selon le
paragraphe 55), 56), 57) ou 58) ci-dessus caractérisé en ce que la modification
genétique est effectuée dans un ou plusieurs génes comprenant une des séquences
correspondant a une ou plusieurs des séquences SEQID N° 3, 5,7,9, 11,13, 15, 17, 19,
21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78,
80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149, ou ’un de ses
variants ou I’une des séquences dérivées de celles-ci en raison de la dégénérescence du

code génétique.
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60) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme mutant selon le
paragraphe 55), 56), 57), 58) ou 59) ci-dessus caractérisé le microorganisme surexprime
un ou plusieurs génes comprenant une des séquences correspondant & une ou plusieurs
des séquences SEQ ID N° 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40,
43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 107, 109, 111, 113,
115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149, ou I’un de ses variants ou 1’une des séquences

dérivées de celles-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

61) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme mutant selon le
paragraphe 55), 56), 57), 58), 59) ou 60) ci-dessus caractérisé en ce que ledit

microorganisme est une bactéries du genre Streptomyces.

62) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme mutant selon le

paragraphe 55), 56), 57), 58), 59), 60) ou 61) ci-dessus caractérisé en ce que le

macrolide est la spiramycine.

63) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme mutant selon le‘ .
paragraphe 55), 56), 57), 58), 59), 60), 61) ou 62) ci-dessus caractérisé en ce que ledlti

microorganisme est une souches de S. ambofaciens.

64) Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de production de

macrolides, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

(a) cultivér, dans un milieu de cultufe approﬁrié, un microorganisme selon 1’un
des paragraphes 55), 56), 57), 58), 59), 60), 61), 62), 63) ou 64) ci-dessus,

(b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,

(c) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore a partir de

I’extrait cellulaire obtenu & I’étape b), le ou lesdits macrolides produits.

65) Un autre aspect de I'invention concerne I’utilisation d'une séquence et/ou d’un
ADN recombinant et/ou d'un vecteur selon 1’un des paragraphes 1), 2), 3), 4), 5), 6), 7),
8), 9), 10), 11), 12), 13), 14), 15), 16) ou 17) ci-dessus pour la préparation
d'antibiotiques hybrides.
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66) Un autre aspect de I’invention concerne I’utilisation d’au moins un
polynucléotide et/ou au moins un ADN recombinant et/ou au moins un vecteur
d'expression et/ou au moins un polypeptide et/ou au moins une cellule héte selon 1’un
des paragraphes 1), 2), 3), 4), 5), 6), 7), 8), 9), 10), 11), 12), 13), 14), 15), 16), 17) ou

21) ci-dessus pour réaliser une ou plusieurs bioconversions.

&

67) Un autre aspect de I’invention concerne un polynucléotide caractérisé en ce
qu’il s’agit d’un polynucléotide complémentaire de I’un des polynucléotides selon le

paragraphe 1), 2), 3), 4), 5), ou 6) ci-dessus.

68) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme producteur
d’au moins une spiramycine caractérisé en ce qu’il surexprime :

- un gene susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par
polymérase (PCR) en utilisant le couple d’amorces de séquence suivante: 5’
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3° (SEQ ID N° 138) et 5
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou 1’ADN total de Streptomyces ambofaciens,

- ou un géne dérivé de celu1—c1 en raison de la dégénérescence du code

génétique.

69) Un autre aspect de ’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 68 ou 90 caractérisé en ce qu’il s’agit d’une bactérie du genre

Streptomyces.

70) Un autre aspect de 1’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 68, 69 ou 90 caractérisé en ce qu’il s’agit d’une bactérie de 1’espéce

Streptomyces ambofaciens.

71) Un autre aspect de I'invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 68, 69, 70 ou 90 caractérisé en ce que la surexpression dudit géne est

obtenue par transformation dudit microorganisme par un vecteur d’expression.
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72) Un autre aspect de I’invention concerne une souche de Streptomyces
ambofaciens caractérisée en ce qu’il s’agit de la souche OSC2/pSPM75(1) ou de la
souche OSC2/pSPM75(2) déposée auprés de la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724 Paris

Cedex 15, France, le 6 octobre 2003 sous le numéro d’enregistrement 1-3101.

73) Un autre aspect de I’invention concerne un ADN recombinant caractérisé
en ce qu’il comprend :

- un polynucléotide susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par
polymérase en utilisant le couple d’amorces de séquence suivante: 5’
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3° (SEQ ID N° 138) et 5’
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens,

- ou un fragment d’au moins 10, 12, 15, 18, 20 a 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400; 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,

900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1460, 1470,

1480, 1490 ou 1500 nucléotides consécutifs de ce polynucléotide.

74) Un autre aspect de ’invention concerne un ADN recombinant selon le

paragraphe 73 ou 91 caractérisé en ce qu’il s’agit d’un vecteur.

75) Un autre aspect de I’invention concerne un ADN recombinant selon le

paragraphe 73, 74 ou 91 caractérisé en ce qu’il s’agit d’un vecteur d’expression.

76) Un autre aspect de ’invention concerne une cellule héte dans laquelle a

été introduit au moins un ADN recombinant selon 1’un des paragraphes 73, 74, 75 ou
91.

77) Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de production d’un
polypeptide caractérisé en ce que ledit procédé comprend les étapes suivantes:
a) transformer une cellule hote par au moins un vecteur d’expression selon le

paragraphe 75;
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b) cultiver, dans un milieu de culture approprié, ladite cellule hote;

¢) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire;

d) séparer et purifier a partir dudit milieu de culture ou encore a partir de
I’extrait cellulaire obtenu a I’étape c), ledit polypeptide ;

e) le cas échéant, caractériser le polypeptide recombinant produit.

4

78) Un autre aspect de ’invention concerne un microorganisme fselon le
paragraphe 51 caractérisé en ce que ’inactivation génique est effectuée par délétion
en phase du géne ou d’une partie du géne comprenant la séquence correspondant a
SEQ ID N° 13 ou I'une des séquences dérivées de celle-ci en raison de la

dégénérescence du code génétique.

79) Un autre aspect de ’invention concerne un microorganisme selon 1’un
des paragraphes 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 ou 78 caractérisé en ce en

ce qu’il surexprime en outre :

- un géne susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par polymérase en

utilisant le couple d’amorces . de  séquence Suivante: 5,'
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° '138) et 5

GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens,

- ou un géne dérivé de ceux-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

80) Un autre aspect de I’invention concerne un vecteur d’expression
caractérisé en ce que le polynucléotide de séquence SEQ ID N° 47 ou un
polynucléotide dérivé de celui-ci en raison de la dégénérescence du code génétique
est placé sous le contréle d’un promoteur permettant 1’expression de la protéine

codée par le dit polynucléotide chez Streptomyces ambofaciens.

81) Un autre aspect de I’invention concerne un vecteur d’expression selon le

paragraphe 80 caractérisé en ce qu’il s’agit du plasmide pSPM524 ou pSPM525.
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82) Un autre aspect de I’invention concerne une souche de Streptomyces

ambofaciens transformée par un vecteur selon le paragraphe 80 ou 81.

83) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon 1’un des
paragraphes 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 78, 79 ou 92 caractérisé en ce
qu’il surexprime en outre le géne de séquence codante SEQ ID N° 47 ou d’une
séquenée codante dérivée de celle-ci en raison de la dégénérescence du code

geénétique.

84) Un autre aspect de ’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 83 caractérisé en ce qu’il s’agit de la souche SPM502 pSPM525 déposée
aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut
Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 26 février 2003

sous le numéro d’enregistrement I-2977.

85) Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de production de
spiramycine(s), caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :
(a) cultiver, dans un milieu de culture ap‘prdpﬁé, un microorganisme selon l’un
des paragraphes 68, 69, 70, 71, 72, 78, 79, 82, 83, 84, 90 ou 92, o
(b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,
(c) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore a partir de

Pextrait cellulaire obtenu & I’étape b), les spiramycines.

86) Un autre aspect de I’invention concerne un polypeptide caractérisé en ce que

sa séquence comprend la séquence SEQ ID N° 112 ou la séquence SEQ ID N° 142.

87) Un autre aspect de I’invention concerne un polypeptide caractérisé en ce
que sa séquence correspond a la séquence traduite de la séquence codante :

- d’un gene susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par
polymérase (PCR) en utilisant le couple d’amorces de séquence suivante: 5’

AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138) et 5°
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GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens,

- ou d’un géne dérivé de celui-ci en raison de la dégénérescence du code

génétique.

88) Un autre aspect de I’invention concerne un vecteur d’expression permettant

e
»

’expression d’un polypeptide selon le paragraphe 86, 87 ou 93 chez Streptomyces

ambofaciens.

89) Un autre aspect de ’invention concerne un vecteur d’expression selon le

paragraphe 88 caractérisé en ce qu’il s’agit du plasmide pSPM?75.

90) Un autre aspect de I’invention concerne un microorganisme selon le
paragraphe 68 caractérisé en ce que le géne susceptible d’étre obtenu par
amplification en chaine par polymérase est le géne de séquence codante SEQ ID N°

141 ou un géne dérivé de celui-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

91) Un autre aspect de I'invention concerne un ADN recombinant selon 1
paragraphe 73 caractérisé en ce que le polynucléotide susceptible d’étre <.)bte1"11f‘paff?
amplification en chaine par polymérase est un polynucléotide de séquence SEQ ID
N° 141.

92) Un autre aspect de I'invention concerne .un microorganisme selon le
paragraphe 79 caractérisé en ce que le géne susceptible d’étre obtenu par
amplification en chaine par polymérase est le géne de séquence codante SEQ ID N°

141 ou un geéne dérivé de celui-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

93) Un autre aspect de I’invention concerne un polypeptide caractérisé en ce

que sa séquence est SEQ ID N° 142.
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Définitions générales

Le terme “ isolé  au sens de la présente invention désigne un matériel biologique

(acide nucléique ou protéine) qui a été soustrait a son environnement originel

(I’environnement dans lequel il est localisé naturellement).

Par exemple un polynucléotide présent a 1’état naturel dans une plante ou un
animal n’est pas isolé. Le méme polynucléotide séparé des acides nucléiques adjacents
au sein desquels il est naturellement inséré dans le génome de la plante ou I’animal est

considéré comme “ isolé .

Un tel polynucléotide peut étre inclus dans un vecteur et/ou un tel polynucléotide
peut étre inclus dans une composition et demeurer néanmoins a 1’état isolé du fait que le

vecteur ou la composition ne constitue pas son environnement naturel.

Le terme “ purifié * ne nécessite pas que le matériel soit présent sous une forme de

__pureté absolue, exclusive de la présence d’autres composés. Il s’agit plutot d’lir‘léﬂ':i}fi

définition relative.

Un polynucléotide est & I’état “ purifié » aprés purification du matériel de départ
ou du matériel naturel d’au moins un ordre de grandeur, de préférence 2 ou 3 et

préférentiellement 4 ou 5 ordres de grandeur.

Aux fins de la présente invention le terme ORF (« Open Reading Frame », c’est &
dire cadre ouvert de lecture) a été employé pour désigner en particulier la séquence

codante d’un géne.

Aux fins de la présente description, I’expression “ séquence nucléotidique » peut
étre employée pour désigner indifféremment un polynucléotide ou un acide nucléique.
L’expression “ séquence nucléotidique > englobe le matériel génétique lui-méme et n’est

donc pas restreinte a I’information concernant sa séquence.
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Les termes “ acide nucléique ”, “ polynucléotide ”, « oligonucléotide ” ou encore
séquence nucléotidique ” englobent des séquences d’ARN, d’ADN, d’ADNc ou encore
des séquences hybrides ARN/ADN de plus d’un nucléotide, indifféremment sous la

forme simple chaine ou sous la forme de duplex.

Le terme “ nucléotide ” désigne 4 la fois les nucléotides naturels (A, T, G, C) ainsi
que des nucléotides modifiés qui comprennent au moins une modification telle que (1)
un analogue d’une purine, (2) un analogue d’une pyrimidine, ou (3) un sucre analogue,
des exemples de tels nucléotides modifiés étant décrits par exemple dans la demande -
PCT N°WO 95/04 064.

Aux fins de la présente invention, un premier polynucléotide est considéré comme
¢tant “ complémentaire ” d*un second polynucléotide lorsque chaque base du premier
polynucléotide est appariée a la base complémentaire du second polynucléotide dont

Porientation est inversée. Les bases complémentaires sont A et T (ouAetU),ouCetG. ,

Le terme «génes de la voie de biosynthése des spiramycines » comprend '
également les génes régulateurs et les génes conférant la résistance aux microbrgan.is“mgg

producteurs.

On entendra par “ fragment ” d’un acide nucléique de référence selon I’invention,
une séquence nucléotidique de longueur réduite par rapport a I’acide nucléique de
référence et comprenant, sur la partie commune, une séquence en nucléotides identique a

I’acide nucléique de référence.

Un tel * fragment ” d’acide nucléique selon I’invention peut étre le cas échéant,

compris dans un polynucléotide plus grand duquel il est constitutif.

De tels fragments comprennent ou alternativement consistent en, des
polynucléotides de longueur allant de 8, 10, 12, 15, 18, 20 & 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900,
950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600,
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1650, 1700, 1750, 1800, 1850 ou 1900 nucléotides consécutifs d’un acide nucléique

selon I’invention.

Par * fragment ” d’un polypeptide selon I’invention, on entendra un polypeptide
dont la séquence d’acides aminés est plus courte que celle du polypeptide de référence et
qui comprend sur toute la partie, commune avec ces polypeptides de référence, une

séquence en acides aminés identique.

De tels fragments peuvent, le cas échéant, &tre compris au sein d’un polypeptide

plus grand duquel ils font partie.

De tels fragments d’un polypeptide selon I’invention peuvent avoir une longueur
de 10, 15, 20, 30 & 40, 50, 60, 70, 80, 90,100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260,
280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 420, 440, 460, 480, 500, 520, 540, 560, 580, 600, 620

ou 640 acides aminés.

(13

Par “ conditions d’hybridation de forte stringence ” au sens de la présente
mventlon, on entendra des conditions d’hybridation défavorisant ’hybridation de brms
d’acides nuclélques non homologues. Des conditions d’hybridations de forte strmgence o
peuvent étre par exemple décrites comme des conditions d’hybridation dans le tampon
décrit par Church & Gilbert (Church & Gilbert, 1984) 2 une température comprise entre
55°C et 65°C, de maniére préférée la température d’hyridation est de 55°C, de maniére
encore plus préférée la températue d’hybridation est de 60°C et de maniére tout 3 fait
preférée la température d’hybridation est de 65°C, suivi d’un ou plusieurs lavages
effectué en tampon 2X SSC (le tampon 1X SSC correspond & une solution aqueuse
0,15M NaCl, 15 mM de citrate de sodium) & une température comprise entre 55°C et
65°C, de maniére préférée cette température est de 55°C, de maniére encore plus
préférée cette températue est de 60°C et de maniére tout 2 fait préférée cette température
est de 65°C, suivi d’un ou plusieurs lavages en tampon 0.5X SSC 2 une température
comprise entre 55°C et 65°C, de maniére préférée cette température est de 55°C, de
manicre encore plus préférée cette températue est de 60°C et de maniére tout & fait

préférée cette température est de 65°C.
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Il va sans dire que les conditions d’hybridation ci-dessus décrites peuvent étre
adaptées en fonction de la longueur de 1’acide nucléique dont I’hybridation est
recherchée ou du type de marquage choisi, selon des techniques connues de ’homme du
metier. Les conditions convenables d’hybridation peuvent par exemple étre adaptées

selon I’ouvrage de F. Ausubel et al (2002).

*

I_’ar “ variant ” d’un acide nucléique selon I’invention, on entendra un acide
nucléique qui différe d’une ou plusieurs bases par rapport au polynucléotide de
référence. Un acide nucléique variant peut étre d’origine naturelle, tel qu’un variant
allélique retrouvé naturellement, ou peut étre aussi un variant non naturel obtenu par

exemple par des techniques de mutagénése.

En général, les différences entre 1’acide nucléique de référence et I’acide nucléique
variant sont réduites de telle sorte que les séquences nucléotidiques de 1’acide nucléique .
de référence et de I’acide nucléique variant sont trés proches et, dans de nombreuses -

régions, identiques. Les modifications de nucléotides présentes dans un acide nucléique

variant peuvent étre silencieuses, ce qui signifie qu’elles n’altérent pas les séqugp"‘

AR

d’aminoacides codées par ledit acide nucléique variant.

Cependant, les changements de nucléotides dans un acide nucléique variant

peuvent aussi resulter de substitutions, additions, délétions dans le polypeptide codé par

I’acide nucléique variant par rapport aux peptides codés par 1’acide nucléique de

référence. En outre, des modifications de nucléotides dans les régions codantes peuvent

produire des substitutions, conservatives ou non conservatives dans la séquence

d’aminoacides.

De préférence, les acides nucléiques variants selon I’invention codent des
polypeptides qui conservent sensiblement la méme fonction ou activité biologique que le
polypeptide de I’acide nucléique de référence ou encore la capacité a étre reconnus par

des anticorps dirigés contre les polypeptides codés par I’acide nucléique initial.
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Certains acides nucléiques variants coderont ainsi des formes mutées des
polypeptides dont I’étude systématique permettra de déduire des relations structure

activité des protéines en question.

Par * variant ” d’un polypeptide selon I’invention, on entendra principalement un
polypeptide dont la séquence d’acides aminés ciontient une ou plusieurs substitutions,
additions ou délétions d’au moins un résidu d’afcide aminé, par rapport a la séquence
d’acides aminés du polypeptide de référence, étant entendu que les substitutions

d’aminoacides peuvent étre indifféremment conservatives ou non conservatives.

De préférence, les polypeptides variants selon 1’invention conservent sensiblement
la méme fonction ou activité biologique que le polypeptide de référence ou encore la

capacité a étre reconnus par des anticorps dirigés contre les polypeptides initiaux.

by

Par polypeptide ayant “ une actlivité similaire ” & un polypeptide de référence au
sens de I’invention, on entend un polypeptide ayant une activité biologique proche, mais
pas nécéssairement identique, de celle du polypeptide de référence tel que mesuré dans
un essai biolpgique convenable i la mesure &é Pactivité biologique du polypejitié‘:‘gl:é

référence.

Par “ antibiotique hybride ” au sens de I’invention on entend un composé, geéneré
par la construction d’une voie de biosynthése artificielle utilisant la technologie de

I’ ADN recombinant.
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Description détaillée de 1’invention

La présente invention a plus particuliérement pour objet, de nouveaux genes de la
voie de biosynthése des spiramycines et de nouveaux polypeptides impliqués dans cette

biosynthése tels que présentés dans la description détaillée ci-dessous.

£

Les génes de lfa voie de biosynthése ont été clonés et la séquence d’ADN de ces
genes a été déterminée. Les séquences obtenues ont été analysées grice au programme
FramePlot (Ishikawa J & Hotta K. 1999). On a identifié, parmi les phases ouvertes de .
lecture, les phases ouvertes de lecture présentant un usage des codons typiques de
Streptomyces. Cette analyse a montré que cette région comporte 44 ORFs, localisées de
part et d’autre de cinq génes codant 1’enzyme « polyketide synthase » (PKS), et
présentant un usage des codons typique de Streptomyces. De part et d’autre de ces cing
génes codant la PKS, respectivement 10 et 34 ORFs ont été identifides en aval et en .
amont (I’aval et I’amont étant définis par I’orientation des 5 génes de PKS tous orientés
dans le méme sens) (cf. figure 3 et 37). Ainsi, les 34 phases ouvertes de lecture de.c':é 3
type, occupant une région d’environ 41,7 kb (cf. SEQ ID N° 1 présentant une prem§r
région de 31 kb contenant 25 ORFs et SEQ ID N° 140 présentant une région d’environ -
12,1 kb dont 1,4 kb chevauchent la sequence précédente (SEQ ID N° 1) et environ 10,7

kb correspondent a la suite de la seéquence, cette derniére partie d’environ 10,7 kb
contenant 9 ORFs supplémentaires (dont un ORF de séquence partielle), cf. également
ﬁgure Jet37et ci-dessoﬁs), ont eté identifiées en amont des 5 génes codant la PKS et
10 occupant une région d’environ 11,1 kb (SEQ ID N° 2 et figure 3), ont été identifiées
en aval des génes de la PKS. Les 10 geénes situés en aval des 5 genes PKS ont ainsi été
nommeés orf1*c, orf2*c, orf3*c, orfd*c, orf5* orfs*, orf7%c, orf8*, orf9% orfl0* (SEQ
IDN°3,5,7,9,11,13,15,17,19 et 21). Le «c » ajouté dans le nom du géne signifiant
pour PORF en question que la séquence codante est dans I’orientation inverse (le brin
codant est donc le brin complémentaire de la séquence donnée en SEQ ID N° 2 pour ces
genes). En utilisant la méme nomenclature, les 34 ORFs en amont des genes de la PKS
ont été nommeés orf1, orf2, orf3, orfd, orf5, orfs, orf7, orf8, orfYc, orfl0, orfllic, orfi2,
orfl3c, orfld, orfl5c, orfl6, orfl7, orfl8, orfl9, orf20, orf2le, orf22¢c, orf23c, orf24c,
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orf25¢, orf26, orf27, orf28¢, orf29, orf30c, orf31, orf32c, orf33 et orf34c (SEQ ID N°
23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80,
82, 84,107,109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149) (cf. figure 3 et 37).

Les séquences protéiques déduites de ces phases ouvertes de lecture ont été
comparées avec celles présentes dans différentes bases de données grice & différents
programmes : BLAST (Altschul et al., 1990) (Altschul et al., 1‘997), CD-search, COGs
(Cluster of Orthologous Groups) (ces trois programmes sont accessibles notamment
aupres du National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Bethesda, Maryland, :
USA)), FASTA ((Pearson W. R & D. J. Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990),
BEAUTY (Worley K. C.. et al.,, 1995)), (ces deux programmes sont accessibles
notamment auprés du centre de ressources INFOBIOGEN, Evry, France). Ces
comparaisons ont permis de formuler des hypothéses sur la fonction des produits de ces
génes et d’identifier ceux susceptibles d’étre impliqués dans la biosynthése des‘f '.

spiramycines.

Geénes situés en aval des génes cod;mt les PKS

Une représentation schématiqte de Il’organisati(“)n de la région est présentée en
figure 3. Ainsi qu’il sera démontré ci-dessous, sur les 10 génes identifiés en aval des
genes codant les PKS 9 semblent impliqués dans la biosynthése ou la résistance aux
spiramycines. Il s’agit des 9 génes suivants : orfl *c, orf2%c, orf3*c, orfd*c, orf5*, orf6*,

orf7%c, orf8* et orf9*,

Dans le tableau 1 suivant sont présentées les références a la séquence en ADN et

en acides aminés des 10 génes identifiés en aval des 5 génes PKS.

Tableau 1

Geéne | Position dans la] Séquence ADN Séquences polypeptidiques
séquence SEQIDN 2

orfl*c | 108822410172 SEQIDN 3 SEQIDN 4

orf2* | 10052 a 8781 SEQIDN 5 SEQIDN 6
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orf3*c | 8741 47476 SEQIDN 7 SEQIDN 8

orf4*c | 7459 46100 SEQIDN 9 SEQIDN 10
orf3* | 5302 45976 SEQIDN 11 SEQIDN 12
orf6* | 4061 a 5305 SEQIDN 13 SEQIDN 14
orf7% | 3665 42817 L SEQIDN 15 SEQIDN 16
orf8* | 1925242755 SEQIDN 17 SEQIDN 18
orf9* 11007 2 1888 SEQIDN 19 SEQIDN 20
orfl0* | 71024937 (SEQ IDN 21 SEQIDN 22

Le « ¢ » ajouté dans le nom du geéne indique que la séquence codante est dans
Porientation inverse (le brin codant est donc le brin complémentaire de la séquence

donnée en SEQ ID N° 2 pour ces génes).

Dans le but de déterminer la fonction des polypeptides identifiés, trois types ..

d’expériences ont été menés: la comparaison des séquences identifiées avec de
séquences de fonctions connues, des expériences d’inactivation de génes, conduisant ala:
construction de souches mutantes et des analyses de la production en spiramycines et en

intermédiaires de biosynthése des spiramycines par ces souches mutantes.

Les séquences protéiques déduites de ces phases ouvertes de lecture ont tout
d’abord été comparées avec celles présentes dans différentes bases de données grice a
différents programmes : BLAST (Altschul ef al., 1990) (Altschul et al., 1997), CD-
search, COGs (Cluster of Orthologous Groups), FASTA ((Pearson W. R & D. J.
Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990), BEAUTY (Worley K. C.. et al., 1995)). Ces
comparaisons ont permis de formuler des hypothéses sur la fonction des produits de ces
geénes et d’identifier ceux susceptibles d’étre impliqués dans la biosynthése de
spiramycine. Le tableau 2 montre les protéines présentant une forte similitude avec les

produits 10 geénes situés en aval des 5 génes PKS.
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Tableau 2
Produit | Protéine présentant une| Numéro d’accés | Score Fonction rapportée
de géne | similitude significative GenBank BLAST*
orfl*c | TylMI(orf3*) (S. fradiae) CAAS57473 287 | N-
méthyltransférase
orf2*c | dnrQ gene product AAD15266 153 Inconnue
(Streptomyces peucetius) :
orf3%c | TyIMIl(orf2¥) (S. fradiae) CAA57472 448 Glycosyltransféras'
e IE
orf4*c | Crotonyl-CoA réductase NP_630556 772 | Crotonyl-CoA
(S. coelicolor) réductase
orf5* | MdmC (S. mycarofaciens) B42719 355 | O-
méthyltransférase
orf6* | 3-O-acyltransférase (S. | Q00718 494 | Acyltransférase |
mycarofaciens) :
orf7* | MdmA (8. A60725 380 | Protéine impliquée| :
mycarofaciens) T : dans la résist:
o ‘ e a la midécamycine'|
orf8* | ABC-transporteur (S. CAC22119 191 ABC-transporteur
griseus)
orf9* | ABC-transporteur (S. CAC22118 269 ABC-transporteur
griseus) , :
orfl0%* | pytative small conserved | NP_627432 109 | Inconnue
hypothetical protein (S.
coelicolor)

* une plus grande similitude de séquence est associée & un score BLAST plus

élevé (Altschul et al., 1990).

Des experiences d’inactivation de génes ont été réalisées pour confirmer ces résultats.
5  Les méthodes utilisées consistent a effectuer un remplacement de géne. Le géne cible &
interrompre est remplacé par une copie de ce géne interrompue par une cassette

conférant la résistance & un antibiotique (par exemple 1’apramycine, la généticine ou
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I'hygromycine). Les cassettes utilisées sont bordées de part et d'autre par des codons de
terminaison de la traduction dans toutes les phases de lecture et par des terminateurs de
transcription actifs chez Streptomyces. L'insertion de la cassette dans le géne cible peut
s'accompagner ou non d'une délétion dans ce géne cible. La taille des régions flanquant
la cassette peut aller de quelques centaines & plusieurs milliers de paires de bases. Un
deuxiéme type de cassettes peut étre utilisé potir I’inactivation de génes : des cassettes
dites « cassettes excisables». Ces cassettes présentent l'avantage de pouvoir étre
excisées chez Streptomyces par un événement de recombinaison de site spécifique apres
avoir ét¢ introduites dans le génome de S. ambofaciens. Le but est d’inactiver certair;s‘
geénes dans des souches de Strepfomyces sans laisser dans la souche finale de marqueurs
de selection ou de grandes séquences d’ADN n’appartenant pas a la souche. Aprés
excision il subsiste uniquement une courte séquence d’une trentaine de paires de bases
(appelé site « cicatriciel ») dans le génome de la souche (cf. figure 10). La mise en ,.
oeuvre de ce systéme consiste, dans un premier temps, au remplacement de la copie l
sauvage du gene cible (grace a deux événements de recombinaison homologue, cf. ﬁglire
9) par une construction dans laquelle une cassette exc1sab1e a ¢té insérée dans ce géne '
cible. L’insertion de cette cassette est’ accompagnee d’une délétion dans le géne cible (ef o
figure 9). Dans un deuxiéme temps, I’excision de la cassette excisable du génome de la
souche est provoquée. La casseite excisable fonctionne grice & un systéme de
recombinaison site spécifique et a pour avantage de permettre 1’obtention de mutants de
Streptomyces ne portant finalement pas de géne de résistance. On s’affranchit également
d’éventuels effets polaires sur I’expression des génes situés en aval du ou des génes
inactivés (cf. figure 10). Les souches ainsi construites ont été testées pour leur

production en spiramycines.

L’inactivation des génes orfI *c, orf2*c, orf3*c et orf4*c n’a pas été effectuée car
les expériences de comparaison de séquence ont permis de déterminer que ces génes
avaient une similitude relativement importante avec des génes impliqués dans la
biosynthése d’un antibiotique relativement proche. Ainsi, le géne orfl*c code une
protéine présentant une identité de 66% (déterminée grice au programme BLAST) avec

la protéine codée par géne #yIMI qui code une N-méthyltransférase impliquée dans la
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biosynthése de tylosine et catalysant la 3 N-méthylation durant la production du
mycaminose chez Streptomyces fradiae (Gandecha,A.R. et al., 1997 ; Numéro d’accés
GenBank : CAAS57473 ; Score BLAST : 287). Cette similitude avec une protéine
impliquée dans la voie de biosynthése d’un autre antibiotique relativement proche et
plus particuliérement dans la biosynthése du mycaminose suggeére que le géne orfl *c
code une N-methyltransférase responsable d’une N-méthylation lors de la biosynthése de
la forosamine ou du mycaminose (cf. figure 5 et 6). Cette hypothése est étayée par le fait
que la protéine codée par le géne orfI*c présente une forte similitude avec d’autresih

protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 3).

Tableau 3
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*

GenBank
méthyltransferase (S. antibioticus) CAA05643| 277 | méthyltransférase - |

N,N-diméthyltransferase (S. venezuelae) AAC68678| - 268 |N,N- ;
| | diméthyltransférase|”

probable N-méthylase snogX (S. T46679 243 | N-méthyliransférase
nogalater)

* une plus grande similitude de sequence est associée & un score BLAST plus

élevé (Altschul et al., 1990).

Le géne orf2*c code une protéine présentant une relative forte similitude (35%
d’identité) avec une protéine codée par le géne tyIMIII codant une NDP hexose 3,4
isomérase impliquée dans la biosynthése de la tylosine chez Streptomyces fradiae
(Gandecha,A.R., et al., 1997 ; Numéro d’acces GenBank : CAAS7471 ; Score BMAST :
130). Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosyntheése d’un
autre antibiotique proche et plus particuli¢rement dans la biosynthése du mycaminose

suggere fortement que le géne orf*2c code une NDP hexose 3,4 isomérase responsable
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d’isomérisation lors de la biosynthése d’un des sucres de la spiramycine, éventuellement

le mycaminose (cf. figure 5 et 6).

Le géne orf3*c code une protéine présentant une relative forte similitude (59%
d’identité) avec une protéine codée par le géne tyIMII codant une glycosyltransférase
impliquée dans la biosynthése de la tylosine chez Streptomyces fradiae (Gandecha,A.R.
et al., 1997 ; Numéro d’’accés GenBank : CAA57472 ; Séore BLAST : 448). Cette
similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosynth¢se d’un autre
antibiotique proche suggére fortement que le géne orf*3c code une glycosyltransférase.
Cette hypothese est étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf3*c présenté .
une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres

organismes (cf. tableau 4).

Tableau 4

Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rappoftéé
significative d’acces BLAST* B
Glycosyl transférase (S. venezuelaé) | AAC68677 426 Glycosyltransférase
Glycosyltransférase (S. antibioticus) CAA05642 425 Glycosyltransférase
Glycosyltransférase CAA74710 395 Glycosyltransférase
(Saccharopolyspora erythraea)

Glycosyltransférase (S. antibioticus) CAA05641 394 Glycosyltransférase

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus

elevé (Altschul ez al., 1990).

Le gene orf4*c code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs crotonyl-CoA réductases. Notamment, la protéine codée par orf4*c posséde
une similitude importante avec une crotonyl CoA réductase de chez Streptomyces

coelicolor (Redenbach,M et al., 1996 ; Numéro d’accés GenBank NP_630556 ; Score



10

15

WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

33

BLAST : 772). Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosynthése
d’un autre antibiotique proche suggére fortement que le géne orf4*c code également une
crotonyl-CoA réductase. Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par
le géne orf4*c présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire

chez d’autres organismes (cf. tableau 5).

Tableau 5
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST*
GenBank
trans-2-énoyl-CoA réductase S72400 764 trans-2-énoyl-CoA
(EC1.3.1.38) (S. collinus) réductase

Crotonyl CoA réductase (S. fradiae)| CAA57474 757 | Crotonyl CoA réductase

Crotonyl-CoA réductase (S, AAD53915| 747 | Crotonyl-CoA réductase |

cinnamonensis)

* une plus grande similitude de "sé(xluence.est associée a un score BLAST p1i1 o
élevé (Altschul ez al., 1990).

Le géne orf6* présente une certaine similitude avec le géne mdmB présent chez
Streptomyces mycarofaciens (Hara et Hutchisnson, 1992 ; numéro d’accés GenBank :
A42719 ; Score BLAST : 489) producteur d’antibiotique macrolide. Chez ce producteur,
le géne est impliqué dans I’acylation du cycle lactone. Le géne orf6* coderait donc une
acyltransférase. Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne
orf6* présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez

d’autres organismes (cf. tableau 6).
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Tableau 6
Protéine  présentant une| Numéro Score Fonction rapportée
similitude significative d’acces BLAST*

GenBank

AcyA (Streptomyces J4001 450 macrolide 3-O-acyltransférase
thermotolerans) s
Midécamycine 4"-O- BAA09815 234 Midécamycine 4"-O-prop10ny1
propionyl transférase (S. transférase

mycarofaciens)

Mycarose O-acyltransférase | AAG13909 189 Mycarose O-acyltransférase

(Micromonospora

megalomicea subsp. Nigra)

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus
élevé (Altschul et al., 1990).

L’inactivation du géne orf6* a ete realisee par une délétion/insertion en phaseetil *
a été montré que la souche résultante ne produit plus de spiramycine II et III mais
uniquement de la spiramycine I (cf figure 1). Ceci confirme que le géne orf6* est bien
impliqué dans la synthése de spiramycine II et III. L’enzyme codée par ce géne est
responsable de la formation de spiramycine I et IH par fixation d’un groupement acétyl
ou butyryl sur le carbone 3. Les souches n’exprimant plus la protéine codée par le géne
orf6* sont particuliérement intéressantes puisqu’elles ne produisent plus de spiramycine
II et 1T mais seulement de la spiramycine I. Comme il a été précisé ci-dessus, l’activitc‘é

antibiotique de la spiramycine I est nettement supérieure & celle des spiramycines II et III
(Liu et al., 1999).

Le gene orf5* code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs O-méthyltransférase. Notamment, la protéine codée par orf5* posséde une

similitude importante avec une O-méthyltransférase (EC 2.1.1.-) MdmC de
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Streptomyces mycarofaciens (Hara & Hutchinson, 1992; Numéro d’accés
GenBank :B42719; Score BLAST : 355). Cette similitude avec une protéine impliquée
dans la voie de biosynthése d’un autre antibiotique suggére fortement que le géne orf5*
code également une O-méthyltransférase. Le géne orf5* serait impliqué dans la
formation de précurseurs incorporés dans le cycle lactone. En effet, d’aprés les
comparaisons de séquences, le produit du géne orf5* est également relativement proche
de FkbG qui est responsable de la méthylation de I’hydroxymalonyl-ACP d’aprés (Wu et
al., 2000 ; Hoffmeister et al., 2000 ; Numéro d’accés GenBank : AAF86386 ; Score
BLAST : 247) (cf. figure 8). Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codee
par le géne orf5* présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonctlon '

similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 7).

Tableau 7

Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportéé:“
significative d’accés BLAST* :
GenBank

" | Probable O-méthyltransforase (BEC | T18553 | 223 O-méthyltransfér

2.1.1.-) safC (Myxococcus xanthus)

4-O-méthyltransferase (EC 2.1.1.-) — JC4004 222 O-méthyltransférase
(Streptomyces sp.)

* une plus grande similitude de séquence est associée 3 un score BLAST plus

éleve (Altschul ez al., 1990).

Gréce a I’effet polaire de I’insertion d’une cassette non excisée dans le gene orf 6*,
il a pu étre déterminé que le géne orf 5* est essentiel a la voie de biosynthése des
spiramycines. En effet, I’insertion de la cassette excisable dans la partie codante du géne
orf 6* entraine un arrét total de la production en spiramycines. Cependant, une fois que
la cassette insérée a été excisée (et donc lorsque seul le géne orf6* est inactivé, cf

exemples 14 et 15), on retrouve une production en spiramycine I. Ceci montre que le
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geéne orf 5* est essentiel 4 la voie de biosynthése des spiramycines puisque son

inactivation entraine un arrét total de la production en spiramycines.

Le géne orf5* code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs O-méthyltransférase. Le géne orf5 * serait une O-méthyl transférase impliquée
soit directement dans la synthése du platénolide, soit dans la synthése d’un précurseut.
méthylé (méthoxymalonyl, voir figure 8) incorporé dans le platénolide par la PKS. Pour
vérifier cette hypothése, des expériences d’analyse CL/SM et de RMN ont été conduites N
sur une souche de S. ambofaciens de génotype : orf6*::att1Qhyg+. Dans cette souche le e
géne orf5* n’est pas exprimé i cause de 1’effet polaire de I’insertion, dans le géne orf6*,
de la cassette qui contient des terminateurs de transcription (cf. exemple 27). Il a été
montré que cette souche produit une molécule dont le spectre UV a une allure similaire
a celui de la spiramycine I mais le spectre de masse montre un ion moléculaire 3 829. L‘af
différence de masse de 14 par rapport 4 la masse de la spiramycine peut s’expliquer par |

’absence de méthyl sur ’oxygéne portée par le carbone n°4 du cycle lactone (1;1"‘ s

strucutre de ce composé est présenté en ﬁgure 39) Les résultats obtenus par RMN son

compatibles avec cette hypothése. La présence d’un composé & 829 permet de vahd
Phypothése du réle de orf5* dans la biosynthése des spiramycines. En outre, le prodult
correspondant & la spiramycine sans le groupement méthyle présente une trés faible
activité microbologique (plus faible d’un facteur 10) par rapport 2 la spiramycine non

modifiée, lorsque testée sur le microorganisme Micrococcus luteus.

Le gene orf7*c code une protéine présentant une relative forte similitude avec une
protéine codée par le géne mdmA de Streptomyces mycarofaciens, ce dernier codant une
protéine impliquée dans la résistance a la midécamycine chez cet organisme producteur
(Hara et al., 1990 ; Numéro d’accés GenBank : A60725 ; Score BLAST : 380). Cette
similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosynthése d’un autre
antibiotique suggeére fortement que le géne orf7*c code également une protéine
impliquée dans la résistance 4 la spiramycine. Plus particuliérement, I’enzyme codée par
le géne orf7*c posséde une activité méthyltransférase et est impliquée dans la résistance

a la spiramycine chez Streptomyces ambofaciens. 1l a été démontré que ce geéne confére
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une resistance de type MLS I, résistance dont on sait qu’elle est diie & la mono-
méthylation en position A2058 de I’ARN ribosomal 23S (Pernodet et al., 1996). Cette
hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf7*c présente une
forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres organismes
(cf. tableau 8).

Tableau 8
Protéine  présentant une  similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST* '
GenBank

macrolide-lincosamide-streptogramin B JC5319 238 | 23S rRNA
resistance determinant (S. fradiae) meéthyltransférase
238 ribosomal RNA methyltransferase AAL68827 119 238 rRNA
ErmML (Micrococcus luteus) méthyltransférase |

~ * une plus grande snmhtude de sequence est assoclee a un score BLAST plus
élevé (Alischul et al., 1990). o

Le geéne orf8* code une protéine présentant une relative forte similitude avec une
protéine de type transporteur ABC chez Streptomyces griseus (Campelo, 2002, Numéro
d’accés GenBank : CAC22119 ; Score BLAST : 191). Cette similitude avec une protéine
de type transporteur ABC suggere fortement que le géne orf8* code également une
protéine de type transporteur ABC pouvant étre impliquée dans la résistance 2 la
spiramycine. Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne
orf8* présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez

d’autres organismes (cf. tableau 9).
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Tableau 9
Protéine présentant une similitude| Numéro d’accés| Score Fonction
significative GenBank BLAST* | rapportée
AcrW (Streptomyces galilaeus) BAB72060 94 Transporteur
ABC
Daunorubicin resistance transmembrane | P32011 89 Résistance 2 la
protéine (Streptomyces peucetius) daunorubicing‘ :
Probable ABC-transporter, NP_626506 89 Transporteur
transmembrane component. ABC ‘
(Streptomyces coelicolor)

* une plus grande similitude de séquence est associée 3 un score BLAST plus élevé .
(Altschul et al., 1990). ‘

Le geéne orf9* code une protéine présentant une relative forte similitude avec une
protéine de type transporteur ABC chez ;S'treptomj)ceé griseus (Campelo, 2002, Num
d’accés GenBank : CAC22118 ; Score BLAST : 269). Cette similitude avec une protéine

de type transporteur ABC suggére fortement que le geéne orf9* code également une

proteine de type transporteur ABC pouvant étre impliquée dans la résistance a la
spiramycine. Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne
orf8* présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez

d’autres organismes (cf. tableau 10).

Tableau 10
Protéine présentant une similitude significative | Numéro Score Fonction
d’acces BLAST*| rapportée
GenBank
Probable ABC-type transport protein, ATP- NP_626505 231 | Transporteur
binding component (S. coelicolor) ABC
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Putative ABC transporter ATP-binding NP_627624 228 | Transporteur

component (Streptomyces Coelicolor) ABC

* une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus élevé
(Altschul et al., 1990).

]

Le gene orf10* code une f)rotéine présentant une relative forte similitude avec une
protéine de fonction inconnue. Cependant des génes similaires & orf10* sont retrouvés
au milieu de plusieurs groupes de génes impliqués dans la biosynthése d’antibiotiques.
Ainsi un géne proche de orf10* est retrouvé chez S. coelicolor (Redenbach et al., 1996; '
numéro d’accés GenBank : NP_627432, score BLAST : 109). Un géne proche (Couy)
est également retrouvé chez S. rishiriensis (Wang et al., 2000, numéro d’accés

GenBank : AAG29779, score BLAST 97).

Genes situés en amont des génes codant les PKS

Dans la séqixenc'e d’ADNs1tuéeen amont des g.énesl codant les PKS (l’avaln et
’amont étant défini par 1’orientation des 5 génes de PKS tous orientés dans le méme
sens) (cf. figure 3), 34 ORFs ont été identifiées (cf. ci-dessus). Ainsi, les 34 phases
ouvertes de lecture de ce type, occupant une région d’environ 41,7 kb (cf. SEQ ID N° 1
présentant une premiére région de 31 kb contenant 25 ORFs et SEQ ID N° 140
présentant une région d’environ 12,1 kb dont 1,4 kb chevauchent la sequence précédente
(SEQ ID N° 1) et environ 10,7 kb correspondent 2 la suite de la séquence), cette derniére
partie d’environ 10,7 kb contenant 9 ORFs supplémentaires (dont un ORF de séquence
partielle), cf. également figure 3 et 37 et ci-dessous). Une représentation schématique de
I"organisation de la région est présentée en figure 3 et 37. Les 34 génes identifiés ont été
nommes : orfl, orf2, orf3, orf4, orf5, orfs, orf7, orfS, orfoc, orfl0, orfllc, orfl2, orfl3c,
orfl4, orfl5c, orfl6, orfl7, orfl8, orfl9, orf20, orf2lc, orf22¢c, orf23c, orf24c, orf25c,
0rf26, orf27, orf28c¢, orf29, orf30c, orf31, orf32¢, orf33 et orf34c.
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en acides aminés des 34 génes identifiés en amont des 5 génes PKS.

Tableau 11

Géjnel Position dans la Séquence ADN | Séquence(s) polypeptidique(s)2

séquence SEQIDN 1
orfl 658 2 1869 SEQIDN 23 SEQIDN 24
orf2 1866 a 2405 SEQIDN 25 SEQID N 26 et 27
orf3 2402 23568 SEQIDN 28 SEQIDN 29
orf4 3565 4 4473 SEQIDN 30 SEQIDN 31,32 et 33
orf5 4457 a 5494 SEQIDN 34 SEQIDN 35
orf6 5491 2 6294 SEQIDN 36 SEQIDN 37,38 et 39
orﬂ. 6296 a 7705 SEQIDN 40 SEQIDN 41et42
orf8 | 801129258 |SEQIDN 43 | SEQIDN 44
orf9¢ | 10081 49362 SEQIDN 45 SEQIDN 46
orfl0 | 10656 a4 12623 SEQIDN 47 SEQIDN 48
orfllc | 14482312734 SEQIDN 49 SEQIDN 50,51 et 52
orfl2 | 14601 416031 SEQIDN 53 SEQIDN 54, 55, 56, 57, 58 et 5¢
orfl3c | 17489 4 16092 SEQIDN 60 SEQIDN 61
orfl4 | 17809 4 18852 SEQIDN 62 SEQIDN 63
orfl5c | 20001 a 18961 SEQIDN 64 SEQIDN 65
orfl6 | 203142421552 SEQIDN 66 SEQIDN 67
orfl7 | 21609 422879 SEQIDN 68 SEQIDN 69
orfl8 | 22997 424175 SEQIDN 70 SEQIDN 71
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orfl9 | 24177 2425169 SEQIDN 72 SEQIDN 73

orf20 | 25166 226173 SEQIDN 74 SEQIDN 75

orf2lc | 27448 2426216 SEQIDN 76 SEQIDN 77

orf22c | 28560 4 27445 SEQIDN 78 SEQIDN 79

orf23c | 29770 428649 SEQ I;D N 80 SEQID N 81

orf24c | 30074 429763 SEQIDN 82 SEQIDN 83

orf25¢ | 30937 430071 SEQIDN 84 SEQIDN 85

Géne' | Position dans la Séquence ADN | Séquence(s) polypeptidique(s)®
séquence SEQ ID NO :
140

orf26 | 1647 42864 SEQIDN 107 |SEQIDN 108

orf27 12914 23534 SEQIDN 109 |SEQIDN 110

orf28c | 4967 4 3804 SEQIDN°141 |SEQIDN° 142

orf29 5656 a4 6663 SEQIDN 113 |SEQIDN 114

orf30c | 7723 4 6686 SEQIDN 115 |SEQIDN 116et117
7534 2 6686 SEQID N° 143 | SEQ ID N° 144

orf31 | 7754 48728 SEQIDN 118 |[SEQIDN 119

orf32c¢ | 10488 4 8977 SEQIDN 145 |SEQIDN 146

orf33 10562 a4 10837 SEQIDN 147 |SEQIDN 148

orf34c | 12134 210899 SEQIDN 149 |SEQIDN 150

"Le « ¢ » ajouté dans le nom du géne indique que la séquence codante est dans
Iorientation inverse (le brin codant est donc le brin complémentaire de la séquence
donnée en SEQ ID N° 1 ou SEQ ID N° 140 pour ces genes).

2 Lorsque plusieurs séquences protéiques sont indiquées pour une seule orf, les

5 protéines correspondantes sont issues de plusieurs sites possibles de démarrage de la

traduction.
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Dans le but de déterminer la fonction des polypeptides identifiés dans le tableau 11
ci-dessus, trois types d’expériences ont été menées : la comparaison de 1’identité des
séquences identifiées avec des séquences de fonctions connues, des expériences

d’inactivation de génes et des analyses de la production en spiramycines de ces souches

mutantes.

Les séquénces protéiques déduites de ces phases ouvertes de lecture ont tout
d’abord été comparées avec celles présentes dans différentes bases de données grace a
différents programmes : BLAST (Altschul ez al., 1990) (Altschul et al., 1997), CD- -
search, COGs (Cluster of Orthologous Groups), FASTA ((Pearson W. R & D. J. :
Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990), BEAUTY (Worley K. C.. et al., 1995)), (cf. ci-
dessus). Ces comparaisons ont permis de formuler des hypothéses sur la fonction des
produits de ces génes et d’identifier ceux susceptibles d’étre impliqués dans la
biosynthése de spiramycine. Le tablqau 12 montre les protéines présentant une forte‘

similitude avec les 34 génes situés en amont des 5 génes PKS.

Tableau 12
Géne | Protéine présentant une similitude Numéro Score | Fonction
significative d’accés BLAST™*| rapportée
GenBank
orfl | Cytochrome P450 tyll (Streptomyces | S49051 530 | Cytochrome P45

Jfradiae)

orf2 | ORF15x4 (Listonella anguillarum) AAB81630 113 | Inconnue

orf3 | aminotransferase-like protein AAF59939 431 | Amino-
(Streptomyces antibioticus) transférase
orf4 | alpha-D-glucose-1-phosphate AAC68682 404 | alpha-D-glucose:
thymidylyltransferase (Streptomyces 1-phosphate
venezuelae) thymidylyltransfi
rase
orf5 | AptE (Streptomyces tenebrarius) AAG18457 476 | dTDP-glucose

4,6-déshydratase




WO 2004/033689

PCT/FR2003/002962

43
orf6 | Thioesterase (Streptomyces avermitilis) | BAB69315 234 | Thioestérase
orf7 | TyICVI (Streptomyces fradiae) AAF29379 461 | ANTP hexose

2,3-déshydratase
orf8 | probable aminotransferase AAG23279 465 | Aminotransféras
(Saccharopolyspora spinosa)
orfdc | StmX (Streptomyces ambofaciens) S25204 * 445 | Méthyltransféras
orf10 | StmR (Streptomyces ambofaciens) S25203 1074 | Protéine de
régulation
orfllc | StmB (Streptomyces ambofaciens) S25202 955 | Résistance & la
spiramycine
orfl2 | UrdQ (Streptomyces fradiae) AAF72550 634 | NDP-hexose 3,4
déshydratase
orfl13c| SC4H2.17 (Streptomyces coelicolor) | T35116 619 | Inconnue
orfl4 | putative reductase (Streptomyces CAB90862 147 | Réductase -
coelicolor) ‘ ‘
orfl5c | Probable 3-ketoreductase (Strepto es T51102 285 3-.cétorédAu,,ci:'.t:~
antibioticus) R L
orfl16 | Hypothetical NDP hexose 3,4 CAAS57471 209 | NDP hexose 3,4
isomerase (Streptomyces fradiae) isomérase
orfl17 | Glycosyl transférase (Streptomyces AAC68677 400 | Glycosyl
venezuelae) transférase
orfl18 | Glycosyl transférase (Streptomyces AAG29785 185 | Glycosyl
rishiriensis) transférase
orfl19 | NDP-hexose 4-cétoreductase TylCIV | AAD41822 266 | NDP-hexose 4-
(Streptomyces fradiae) cétoréductase
orf20 | EryBII (Saccharopolyspora erythraea) | AAB84068 491 | aldocéto
réductase
orf21c | TyICHI (Streptomyces fradiae) AADA41823 669 | NDP-hexose 3-C
méthyltransférase




WO 2004/033689

44

PCT/FR2003/002962

orf22c | FkbH (Streptomyces hygroscopicus) AAF86387 463 | Impliqué dans la
biosynthése du
méthoxymalony]
orf23c | Fkbl (Streptomyces hygroscopicus) AAF86388 387 | Acyl CoA
déshydrogénase
orf24c | Fkb] (Streptomyces hygroscopicus) AAF86389 87 | Impliqué dans la
' biosynthése du
méthoxymalonyl
orf25c | FkbK (Streptomyces hygroscopicus) AAF86390 268 | Acyl CoA
déshydrogénase
orf26 | TylCV (Streptomyces fradiae) AAD41824 471 | Mycarosyl
transferase
orf27 | TyICVII (Streptomyces fradiae) AAD41825 243 | NDP-hexose 3;5-
(ou 5-) épimerask
orf28c | AcyB2 (Streptomyces thermotolerans) | JC2032 451 | protéine
régulatrice . ..°
orf29 | Béta-manannase (Sorangium: . - | AAK19890 | 139 Glycosyl -
cellulosum) ‘ ‘ hydrolase
orf30c | Epimérase de sucre-nucléoside- NP_600590 89 | Epimérase de
diphosphate (Corynebacterium sucre-nucléoside-
glutamicum) diphosphate
orf31 | Oxidoréductase (Streptomyces NP_631148 261 | Oxidoréductase
coelicolor)
orf32c | Protéine régulatrice de la famille GntR NP_824604 282 | Protéine
(Streptomyces avermitilis) régulatrice
orf33 | Protéine hypothetique (Xanthomonas NP_635564 54 | Inconnue
campestris)
orf34c | Arabinofuranosidase (Streptomyces NP_630049 654 | Arabinofuranosid
coelicolor) ase
%

une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus
clevé (Altschul ez al., 1990).
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~ Numéro d’accés GenBank : S49051 ; Score BLAST" 530) Cette similitude avec .une
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Des expériences d’inactivation de génes ont été réalisées pour confirmer ces
résultats. Les méthodes utilisées consistent & effectuer un remplacement de géne. Le
géne cible 4 interrompre est remplacé par une copie de ce géne interrompue par une
cassette conférant la résistance & un antibiotique (par exemple I’apramycine ou
P’hygromycine). Les cassettes utilisées sont bordées de part et d'autre par des codons de
terminaison de la traduction dans toutes les phases de lecture et par des terminateurs de
transcription actifs chez Streptomyces. L'insertion de la cassette dans le gene cible peut
s'accompagner ou non d'une délétion dans ce gene cible. La taille des régions ﬂanquant
la cassette peut aller de quelques centaines 3 plusieurs milliers de paires de bases. Un Y
deuxiéme type de cassettes peut étre utilisé pour I’inactivation de génes : des cassettes |
dites « cassettes excisables » (cf. ci dessus). Les souches ainsi construites ont été testées

pour leur production en spiramycines.

Le géne orfl code une protéine présentant une relative forte similitude avec . .
plusieurs cytochrome P450. Notamment, la protéine codée par orfl posséde uné'

similitude importante avec la protéine codée par le géne #yll impliquée dans la |

protéine impliquée dans la voie de biosynthése d’un autre antibiotique proche suggeére
fortement que le géne orfI code également une cytochrome P450. Cette hypothése est
étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf] présente une forte similitude

avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 13).

Tableau 13
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*

GenBank
Putative cytochrome P450 YJIB 034374 248 Cytochrome P450
(Bacillus subtilis)
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Cytochrome P450 113A1 P48635 237 Cytochrome P450
(Saccharopolyspora erythraea)
Cytochrome P-450 hydroxylase AAC46023 208 Cytochrome P-450
homolog (Streptomyces caelestis) ) hydroxylase
Cytochrome P450 monooxygénase AAC64105 206 Cytochrome P450
(Streptomyces venezuelae) monooxygénase

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus
élevé (Altschul et al., 1990).

Le géne orf2 code une protéine présentant une relative forte similitude avec une .
dTDP-6-deoxy-3,4-keto-hexulose isomerase de Aneurinibacillus thermoaerophilus
(PfoestL,A. et al., 2003, Numéro d’accés GenBank : AAO06351 ; Score BLAST : 118). .
Cette similitude suggére fortement que le géne orf2 code une isomérase responsable dé |

la réaction d’isomérisation necessalre é, la blosynthése d’un des sucres présents dans la

molécule de splramycme ce sucre pouvant étre le mycarose (cf figure 5). L’mactlvatmn ;
du géne orf2 a été réalisée. Il a pu étre montré que la souche résultante ne produit plus de
spiramycines. Ceci confirme que le géne orf2 est bien impliqué dans la biosynthése des

spiramycines.

Le geéne orf3 code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs aminotransférases. Notamment, la protéine codée par orf3 posséde une
similitude importante avec une aminotransférase de Streptomyces antibioticus impliquée
dans la biosynthése de 1’oléandomycine (Draeger,G., et al, 1999 ; Numéro d’accés
GenBank : AAF59939 ; Score BLAST : 431). Cette similitude avec une protéine
impliquée dans la voie de biosynthése d’un autre antibiotique proche suggére fortement
que le géne orf3 code une 3 amino-transférase responsable de la réaction de
transamination nécessaire a la biosynthése d’un des sucres aminés des spiramycines (cf.

figure 5). Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf3
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présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres

organismes (cf. tableau 15).

Tableau 15
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST* a
GenBank )
Aminotransférase (Streptomyces T51111 429 Aminotransférase
antibioticus)
Transaminase (Streptomyces AAC68680 419 Transaminase
venezuelae)

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus .
élevé (Altschul et al., 1990). -

L’inactivation du géne orf3 a été réalisée. 1l a ainsi pu étre montré que la souche ey

résultante ne produit plus de s splramycmes Cecl conﬁrme que le géne orf3 est b1
impliqué dans la blosynthese des spiramycines. L’enzyme codee par ce gene est donc
bien responsable d’une étape de bioconversion essentielle 3 la biosynthése des
spiramycines. La production de spiramycines peut étre complémentée par I’expression
de la protéine TylB de S. fradiae (cf exemple 23). Ceci démontre que le géne orf3 code
une 3 amino-transférase responsable de la réaction de transamination nécessaire 3 la
biosynthése du mycaminose (cf. figure 5). Comme le mycaminose est le premier sucre a

étre fixé sur le platénolide, il est attendu que la souche interrompue dans orf3 (0549.67)

accumule du platénolide.

Les intermédaires de biosynthése de la souche interrompue dans le géne orf3 ont
cte etudiés (cf. exemple 20). Ces experiences ont permis de démontrer que cette souche
produit deux formes de platénolide : le platénolide A et le platénolide B, la structure
déduite de ces deux molécules est présentée en figure 36. Cette souche produit

¢galement du platénolide A + mycarose et du platénolide B + mycarose (cf. exemple 20
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et figure 40). Ces composés comportent un sucre mais ne comportent pas de
mycaminose. De plus si on les compare 4 de la spiramycine (cf. figure 1), ces composés
comportent du mycarose a la place du mycaminose. Ces résultats sont en accord avec
Pimplication du produit du géne orf3 dans la biosynthsée du mycaminose et son réle en
tant que 3 amino-transférase responsable de la réaction de transamination nécessaire 2 la
biosynthése du mycaminose (cf. figure 5). On peut remarquer que la spécificité de
glycosylation ne semble pas absolue puisque 1’on trouve des molécules avec le mycarose

fix¢é a la position noramalement occupée par le mycaminose (cf. figure 40).

Le géne orf4 code une protéine présentant une relative forte similitude avec :
plusieurs NDP-glucose synthétases. Notamment, la protéine codée par orf# posséde une
similitude importante avec une alpha-D-glucose-1-phosphate thymidylyltransférase de
Streptomyces venezuelae (Xue Y et al., 1998 ; Numéro d’accés GenBank : AAC68682 y
Score BLAST 404). Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie dve-
biosynthése d’un autre antibiotique préche suggere fortement que le géne orf4 code une

NDP-glucose syntéthase responsable de la synthése du NDP-glucose nécessaire élll i

biosynthése des trois sucres atypiques incorporés dans 1a molécule de spiramycine (c
figure 4, 5 et 6). Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne
orf4 présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez

d’autres organismes (cf. tableau 16).

Tableau 16
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*

GenBank
Glucose-1-phosphate BAA84594 402 Glucose-1-phosphate
thymidyltransférase (Streptomyces thymidyltransférase
avermitilis) '
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AclY (Streptomyces galilaeus) BAB72036 400 dTDP-1-glucose
synthétase
Putative glucose-1-phosphate AAKS83289 399 glucose-1-phosphate
thymidyltransférase thymidyltransférase
(Saccharopolyspora spinosa)

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus
élevé (Altschul ez al., 1990).

Le géne orf5 code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs glucose déshydratases. Notamment, la protéine codée par orf> posséde une
similitude importante avec une dTDP-glucose 4,6-déshydratase de Streptomycés :
tenebrarius (Li,T.B. et al,2001; Numéro d’accés GenBank: AAG18457, Score "
BLAST : 476). Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosynthése

d’un autre antibiotique proche suggere fortement que le géne orf5 code une NDP

glucose déshydratase necessalre ala blosynthese des tr01s sucres atyplques mcorpore
dans la molécule de splramycme (cf ‘ ﬁgure 4 5 et 6) Cette hypothese est étayée par le o
fait que la protéine codée par le géne orf5 présente une forte similitude avec d’autres

protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 17).

Tableau 17
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST*

GenBank
DTDP-glucose 4,6-déshydratase AAKS83290 | 464 DTDP-glucose 4,6-
(Saccharopolyspora spinosa) déshydratase
thymidine diphosphoglucose 4,6~ AAAG68211 | 445 thymidine
déshydratase (Saccharopolyspora diphosphoglucose
erythraea) 4,6-déshydratase
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dTDPglucose 4,6-déshydratase (EC S49054 443 dTDPglucose 4,6-
4.2.1.46) — (Streptomyces fradiae) déshydratase
TDP-glucose-4,6-déshydratase AAC68681 | 421 TDP-glucose-4,6-
(Streptomyces venezuelae) déshydratase
SgcA (Streptomyces globisporus) AAF13998 | 418 * | dNDP-glucose-4,6-
déshydratase

* une plus grande similitude de séquence est associée & un score BLAST plus &
élevé (Altschul et al., 1990).

Le géne orf6 code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs thioestérases. Notamment, la protéine codée par orf6 posséde une similitude |
importante avec une thioestérase de Streptomyces avermitilis (Omura,S. et al., 2001 ; |
Numéro d’accés GenBank : BAB69315 ; Score BLAST : 234). Cette similitude avec une :

proteme impliquée dans la voie de blosynthese d’un autrek antlblothue proche sugger |

> thioestéras Cette hypothése est etay “
par le fait que la protéine codée par le gene otf6 presente une forte similitude avec

d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 18).

Tableau 18
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*

GenBank
RifR (dmycolatopsis mediterranei) AAGS52991 | 216 Thioestérase
Thioestérase — (Streptomyces Jfradiae) | S49055 215 Thioestérase
Thioestérase (Streptomyces BAB69188 | 213 Thioestérase
avermitilis)
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Thioestérase II (EC 3.1.2.-) - T17413 203 Thioestérase
(Streptomyces venezuelae)
Piml protein (Streptomyces natalensis) | CAC20922 | 201 Thioestérase
Thioestérase (Streptomyces griseus) CAC22116 | 200 Thioestérase

* une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus

élevé (Altschul ez al., 1990).

Le gene orf7 code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs hexose déshydratases. Notamment, la protéine codée par orf7 posséde une
similitude importante avec une dNTP hexose 2,3-déshydratase (codée par 1é géne
TylCVI) de Streptomyces fradiae impliquée dans la biosynthése de la tylosine (Merson-
Davies,L.A. et al., 1994 ; Numéro d’ag:cés GenBank : AAF29379 ; Score BLAST : 461).‘
Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosynthése d’un autre
antibiotique proche suggére fortement que le géne orf7 code ¢galement une hexosé 23
déshydratase nécessaire 2 la blosynthese de deux sucres atypiques 1ncorpores dans la "5':":
molécule de spiramycine (cf. figure 4 et 6). Cette hypothése est étayée par le fait que la.
protéine codée par le géne orf7 présente une forte similitude avec d’autres protéines de

fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 19).

Tableau 19
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*
GenBank
Rif18 (Amycolatopsis mediterranei) | AAG52988| 459 Hexose déshydratase
SimB3 (Streptomyces antibioticus) | AAK06810| 444 dNDP-4-keto-6-déoxy-
glucose-2,3-déshydratase

* une plus grande similitude de séquence est associée & un score BLAST plus

elevé (Altschul ez al., 1990).
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Le geéne orf8 code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs aminotransférases. Notamment, la protéine codée par orf8 posséde une
similitude importante avec une aminotransférase probablement impliquée dans la
biosynthése de la forosamine chez Saccharopolyspora spinosa (Waldron,C. et al., 2001 ;
Numéro d’accés GenBank : AAG23279 ; score BLAST : 465). Cette similitude avec une
protéine impliquée dans la voie de biosynthése d’un autre antibiotique proche, suggére
fortement que le géne orf8 code une 4 amino-transférase responsable de la réaction de
transamination nécessaire & la biosynthése de la forosamine (cf. figure 6). Cette
hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf8 présente une forte g
similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. '
tableau 20).

Tableau 20
Protéine présentant une. similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*
GenBanl; N
Putative amino-sugar biosynthesis CAA07666 213 Proteine impliquée dansla
protein (Bordetella bronchiseptica) biosynthése d’amino-sucre

* une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus
elevé (Altschul ez al., 1990).

L’inactivation du géne orf8 a été réalisée. 1l a pu ainsi étre montré que la souche
résultante ne produit plus de spiramycines. Ceci confirme que le géne orf8 est bien
impliqué dans la biosynthése des spiramycines. L’enzyme codée par ce géne est donc
bien responsable d’une ctape de bioconversion essentielle 3 la biosynthése des
spiramycines. La validation de Phypothése du réle joué par le produit du geéne orf8 dans
la biosynthése de la forosamine est apportée par le fait qu’un mutant incativé pour le
gene orf8 produit de la forocidine, ce mutant est donc bloqué au stade de la forocidine et

ne produit pas de néo-spiramycine (cf. figure 7 et exemple 25). Ces résultats sont en
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accord avec une implication du produit du géne orf8 dans la biosynthése de forosamine
(cf. figure 6).

Le gene orfYc a déja été identifié chez Streptomyces ambofaciens et a été désigné
srmX par Geistlich et al. (Geistlich,M., et al., 1992). La similitude de la protéine codée
par ce gén‘e avec plusieurs méthyltransférases impliquées dans la voie de biosynthése
d’autres arftibiotiques proches suggére fortement que le géne or9c code une méthyl-
transférase responsable de la réaction de méthylation nécessaire 4 la biosynthése du
mycaminose ou de la forosamine (cf. figure 5 et 6). Cette hypothése est étayée par le fa1t. N
que la protéine codée par le géne orfoc présente une forte similitude avec d’autres :

protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 21).

Tableau 21
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rappor‘téé,::‘(;
significative d’acces BLAST* o
GenBank
N,N-diméthyltransférase AACG68678 240 N,N- h
(Streptomyces vénézuelae) ' ‘ l diméthyltransfér:
Méthyltransférase (Streptomyces CAA05643 | 232 Méthyltransférase
antibioticus)
Putative amino methylase AAFO01819 |219 Aminométhylase
(Streptomyces nogalater)

* une plus grande similitude de séquence est associée A un score BLAST plus
élevé (Altschul ef al., 1990).

Le géne orf10 a déja été identifié chez Streptomyces ambofaciens et a été désigné
srmR par Geistlich et al. (Geistlich,M., et al., 1992). La protéine codée par ce géne est
impliquée dans la régulation de la voie de biosynthése des spiramycines chez
Streptomyces ambofaciens. 1inactivation du gene orf10 a été réalisée. 1l a pu ainsi étre

montré que la souche résultante ne produit plus de spiramycines. Ceci confirme que le
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géne orf10 est bien impliqué dans la biosynthése des spiramycines. La protéine codée

par ce géne est donc bien essentielle 4 la biosynthése des spiramycines.

D’autre part ; le point de démarrage de la traduction de orf 10 a été déterminé et il
a pu étre montré que la surexpression de ce géne entraine une amélioration de la
5  production en spiramycines. Le site de démarrage de la traduction correspond 4 un ATG
situé en amont de I’ATG proposé par Geistlich et al. (Geistlich,M., et al., 1992). 11 a en
outre été démontré que cette extrémité 5° est esentielle 4 la fonction de Orf10 puisqu’un
messager tronqué en 5’ est inactif (cf. exemple 17). Pour obtenir I’effet recherché sur la'
production en spiramycines, il est donc essentiel que la surexpression de orf10 sdit .

10  realisée en prenant garde de ne pas exprimer un messager tronqué en 5° de orf10.

Le gene orf11c a déja été identifié chez Streptomyces ambofaciens et a été désigné .
srmB par Geistlich et al. (Geistlich,M. et al., 1992) et Schoner et al. (Schoner B et al., .
1992). La protéine codée par ce géne est impliquée dans la résistance 4 la spiramycine 3

chez Streptomyces ambofaciens et est un transporteur de type ABC. S

Le géne orfl2 code une protéine ﬁrésentqnt ‘ﬁlne‘relative forte »similitﬁ('iéf"

plusieurs hexose déshydratases. Notamment, la protéine codée par orﬂz po'sséde} &ne -
similitude importante avec une NDP-hexose 3,4-déshydratase codée par le gene UrdQ
de Streptomyces fradiae et impliquée dans la biosynthése de I’urdamycine
(Hoffmeister,D. et ql., 2000 ; Numéro d’accés GenBank : AAF72550 ; Score BLAST :
20 634). Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosynthése d’un
autre antibiotique proche suggere fortement que le géne orf12 code une 3,4 déshydratase
responsable de la réaction de déshydratation nécessaire 4 1a biosynthése de la forosamine
(cf. figure 6). Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne
orf12 présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez

25  d’autres organismes (cf. tableau 22).
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Tableau 22
Protéine présentant une similitude Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST*
GenBank
AknP (Streptomyces galilaeus) AAF73452 | 625 3-déshydratase
NDP-hexose 3,4-dehydr;1tase homolog | AAD13547 | 624 NDP-hexose  3,4-
(Streptomyces cyanogenus) déshydratase
RdmlI (Streptomyces purpurascens) AAL24451 | 608 hexose-C-3-
déshydratase
Probable CDP-4-keto-6-deoxyglucose- | T46528 602 CDP-4-céto-6-
3-dehydratase (E1) (Streptomyces déoxyglucose-3-
violaceoruber) déshydratase
Probable NDP-hexose-3,4-d¢hydratase AAG23278 | 582 NDP-hexo,se-3,4;-A )
| (Saccharopolyspora ;pino;}'éz)' G T déshydratase * ,
dNTP-hexose déshydratasé AACO01730 | 576 dNTP-hexose
(Amycolatopsis mediterranei) déshydratase

* une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus

 élevé (Altschul er al., 1990),

L’inactivation du géne orfl2 a été réalisée. II a pu étre montré que la souche

résultante ne produit plus de spiramycines. Ceci confirme que le gene orfl2 est bien
impliqué dans la biosynthése de la spiramycine. L’enzyme codée par ce geéne est donc
bien responsable d’une étape de bioconversion essentielle 4 la biosynthése de la
spiramycine. La validation de ’hypothése du rdle joué par Orfl2 dans la biosynthése de
la forosamine est apportée par le fait qu’un mutant incativé pour le géne orf12 ne produit
plus de forosamine. Il produit cependant une faible quantité de forocidine. Ce mutant est

donc bloqué au stade de la forocidine et ne produit pas de néo-spiramycine (cf. figure 7
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et exemple 26). Ce mutant produit en outre un composé de structure présentée en figure
38. Ce dernier composé comporte deux sucres, le mycaminose et le mycarose mais ne
comporte pas de forosamine. De plus si on le compare a la structure de la spiramycine
(cf. figure 1), ce composé comporte le sucre mycarose a la place attendue de la
5 forosamine. Ces résultats sont en accord avec ’implication du produit du géne orfl2
dans la biosynthsee de la forosamine (cf. figure 6). On peut remarquer que la spécificité
de glycosylation n’est pas absolue puisque I’on observe des molécules dans lesquelles le

mycarose est fixé a la position normalement occupée par la forosamine (voir figure 38).

Le gene orfl3c code une protéine présentant une relative forte similitude avec une o
10 protéine de fonction inconnue chez Streptomyces coelicolor. Cette protéine a été
nommée SC4H2.17 (numéro d’accés GeneBank : T35116 ; Score BLAST : 619). La

protéine codée par le géne orfl3c présente également une forte similitude avec d’autres

[

protéines d’autres organismes (cf. tableau 23).

Tableau 23
Protéine présentant une similitude Numero Score Fonction rab‘pq
significative d’accés BLAST* o
GenBank
hflX protein (Mycobacterium leprae) | S72938 473 Inconnue
Possible ATP/GTP-binding protein NP 301739 | 470 Protéine fixant
(Mycobacterium leprae) I’ATP/GTP
GTP-binding protein (Mycobacterium | AAK47114 | 468 Protéine fixant le
tuberculosis CDC1551) GTP
ATP/GTP-binding protein T44592 388 Protéine fixant
(Streptomyces fradiae) I’ATP/GTP
15 * une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus

élevé (Altschul ez al., 1990).
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Aucune fonction précise n’a été assignée aux protéines proches de celle codée
par orfl3c. L’inactivation du géne orfl3c a été réalisée dans le but d’étudier 1a fonction
de ce géne dans la voie de biosynthése des spiramycines chez Streptomyces
ambofaciens. 11 a pu étre montré que la souche résultante produit des spiramycines. Ceci
indique que le géne orfl3c n’est pas essentiel 2 la biosynthése des spiramycines et qu’il
n’est pas essentiel 4 la survie de la béctérie. L’enzyme codée par ce géne n’est donc pas

responsable d’une étape de bioconversion essentielle a la biosynthése des spiramycines.

Le geéne orf14 code une protéine présentant une relative forte similitude avec une ',
reductase putative (Redenbach,M., et al,, 1996 ; Bentley et al., 2002 ; numéro d’accés -
GenBank : CAB90862 ; Score BLAST : 147).

L’inactivation du géne orf14 a été réalisée. Il a pu ainsi étre montré que la souche
résultante ne produit plus de spiramycines. Ceci confirme que le géne orfl4 est bien
impliqué dans la biosynthése des spiramycines. L’enzyme codée par ce géne est donc o

bien responsable d’une étape de bioconversion essentielle 3 la biosynthése des,'.

orf14 ont été étudles (cf exemple 20) Ces expenences ont permis de demontrer que,’ ;

cette souche produit du platénolide A mais ne produit pas de platénolide B (cf. figure
36).

Le géne orfl5c code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs cétoréductases. Notamment, la protéine codée par orfl5c possede une
similitude importante avec une 3-cétoréductase chez Streptomyces antibioticus (Numéro
d’acces GenBak : T51102, Score BLAST : 285). Cette similitude suggere fortement que
le géne orfl5c code une 3 céto-réductase responsable de la réaction de réduction
nécessaire 4 la biosynthése de la forosamine (cf. figure 6). Cette hypothése est étayée par
le fait que la protéine codée par le géne orfl5c présente une forte similitude avec

d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 24).
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Tableau 24
Protéine présentant une similitude] Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*

GenBank
oxidoreductase homolog (Streptomyces| AAD13550 | 272 Oxidoréductase
cyanogepus)
D-oliose 4-cétoreductase CAB96550 | 265 D-oliose 4-
(Streptomyces argillaceus) cétoréductase
AknQ (Streptomyces galilaeus) AAF73453 | 263 putative 3-

cétoréductase

Probable NDP-hexose-3-ketoreductase | AAG23275 | 253 NDP-hexose-3-
(Saccharopolyspora spinosa) cétoréductase

‘ * une plus grande s1m111tude de sequence est associée a un score BLAST plus L
élevé (Altschul er al 1990) 5 ’

Le géne orf16 code une protéine présentant une relative forte similitude avec

plusieurs isomérases. Notamment, la protéine codée par orfI6 posséde une similitude

importante avec une NDP hexose 3,4 isomérase chez Streptomyces fradiae (Gandecha et

al., 1997 ; Numéro d’accés GenBak : CAAS7471, Score BLAST : 209). Cette similitude

suggeére fortement que le géne orfl6 code une protéine impliquée dans la biosynthése

d’un des sucres de la spiramycine (cf. figure 5 et 6). Cette hypothése est étayée par le fait

que la protéine codée par le géne orfl6 présente une forte similitude avec d’autres

protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 25).
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Tableau 25
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acceés BLAST*

GenBank
Putative tautomerase (Streptomyces AAC68676 | 145 Tautomérase
venezuelae) |
TDP-4-céto-6-déoxyhexose 3,4~ AAG13907 | 112 TDP-4-céto-6- .
isomérase (Micromonospora déoxyhexose 3,.4-
megalomicea subsp. nigra) isomérase

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus
élevé (Altschul et al., 1990).

Le geéne orfl7 code une protéine présentant une relative forte similitude avec

plusieurs glycosyl transférases. Notamment la protéme codée par orf17 posséde une

s1m111tude 1mportante avecun gl ‘cos | S eStreptomyces venezuelae (Xue,
et al,1998; Numéfo Faccd C68677; score BLAST : 400)! 'L

similitude de la proteme codée par le gene orﬂ7 avec plusieurs glycosyl transférases

impliquées dans la voie de biosynthése d’autres antibiotiques proches suggére fortement
que ce géne code également une glycosyl transférase. Cette hypothése est étayée par le
fait que la protéine codée par le géne orfl7 présente une forte similitude avec d’autres

protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 26).

Tableau 26
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*

GenBank
Glycosyltransférase (Streptomyces CAAS57472 | 399 Glycosyltransférase
fradiae)
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Glycosyltransférase (Streptomyces CAAQ05642 | 378 Glycosyltransférase
antibioticus)
Glycosyltransférase (Streptomyces CAA05641 | 360 Glycosyltransférase
antibioticus)
Glycosyltransférase * CAA74710 | 344 Glycosyltransférase
(Saccharopolyspora erythraea)

* une plus grande similitude de séquence est associée i un score BLAST plus' -
€levé (Altschul et al., 1990).

Le géne orf18 code une protéine présentant une relative forte similitude avec

plusieurs glycosyl transférases. Notamment, la protéine codée par orf18 posséde_z une

5  similitude importante avec une glycosyl transférase de Streptomyces rishiriensis (Wang

et al,2000; Numéro d’acces GenBank : AAG29785; score BLAST: 185). La.
sumhtude de la proteme codée par, le géne orfl8 avec plus1eurs glycosyl transférases ’ﬂ,

o ;lInphquées dans la voie de blosynthése d’autres an'ublothues proches suggére forteme it

Lo

que ce géne code egalement une glycosyl transferase Cette hypothese est étayée par le
10  fait que la protéine codée par le géne orfI8 présente une forte similitude avec d’autres

protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 27).

Tableau 27
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST*
GenBank
NovM (Streptomyces spheroides) AAF67506 | 184 Glycosyltransférase
probable glycosyl transferase T46519 169 Glycosyltransférase
(Streptomyces violaceoruber)
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Glycosyl transferase homolog AAD13553 | 167 Glycosyltransférase
(Streptomyces cyanogenus)
Glycosyl transferase homolog AADI13555 {163 Glycosyltransférase
(Streptomyces cyanogenus)
dNTP-hexose glycosyl transférase AACO01731 | 160 Glycosyltransférase
(Amycolatopsis mediterranei)

_ similitude de la protéine codée par le géne orﬂ 9 avec cette cétoréductase unphquee d
1a voie de blosynthése din antlblothue proche suggére foxtement que ce géne cod

* une plus grande similitude de séquence est associée A un score BLAST plus i
clevé (Alischul ez al., 1990).

Le géne orf19 code une protéine présentant une relative forte similitude avec "‘:;
plusieurs cétoréductases. Notamment, la protéine codée par orf19 posséde une similitudé
importante avec une NDP-hexose 4-cétoréductase (TyICIV) de Streptomyces ﬁadiaé
(Bate et al.,2000 ; Numéro d’acces GenBank : AAD41822 ; score BLAST : 266) La.

également une 4-cétoréductase responsable de la réaction de réduction nécessaire & la
biosynthése du mycarose (cf. figure 4). Cette hypothése est étayée par le fait que la
protéine codée par le géne orf19 présente une forte similitude avec d’autres protéines de

fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableaun 28).

Tableau 28
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative | d’accés BLAST*
GenBank
NDP-4-céto-6-déoxyhexose 4- AAL14256 | 251 NDP-4-céto-6-
cétoreductase (Streptomyces venezuelae) déoxyhexose 4-
cétoréductase
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EryBIV (Saccharopolyspora erythraea) | AAB84071 | 249 oxidoréductase
TDP-4-céto-6-déoxyhexose 4- AAGI13916] 218 TDP-4-céto-6-
cetoreductase (Micromonospora déoxyhexose 4-
megalomicea subsp. Nigra) cétoréductase
dTDP-4-céto-6-déoxy-L-hexose 4- ]§AA84595 212 dTDP-4-céto-6-
réductase (Streptomyces avermitilis) ' déoxy-L-hexose 4-

réductase

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus
clevé (Altschul et al., 1990).

Le géne orf20 code une protéine présentant une relative forte similitude avec -

plusieurs hexose réductases. Notamment, la protéine codée par orf20 possede une -

5 similitude importante avec le géne EryBlI de Saccharopolyspora erythraea qui code une .
dTDP-4-céto-L-6 -déoxy-hexose 2,3-réductase (Summers,R.G., et al,1997), Numero
d’accés GenBank AAB84068 Score BLAST : 491) La similitude de la protéine codee o

par le géne 017‘20 avec plusieurs hexose réductases impliquées dans la voie de

biosynthése d’autres antibiotiques proches suggére fortement que ce geéne code une 2-3
10 réductase responsable de la réaction de réduction nécessaire 3 la biosynthése du
mycarose (cf. figure 4). Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le
géne orf20 présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire

chez d’autres organismes (cf. tableau 29).

Tableau 29
Protéine présentant une similitude Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST*
GenBank
TYICII (Streptomyces Jradiae) AAD41821 | 464 NDP-hexose  2,3-
énoyl réductase
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TDP-4-céto-6-deoxyhexose 2,3- AAGI13914 | 446 TDP-4-céto-6-
réductase (Micromonospora déoxyhexose  2,3-
megalomicea subsp. Nigra) réductase
dTDP-4-céto-6-déoxy-L-hexose 2,3- | BAA84599 | 377 dTDP-4-céto-6-
réductase (Streptomyces avermitilis) déoxy-L-hexose
] 2,3-réductase

* une plus grande similitude de séquence est associée a un score BLAST plus - -
élevé (Altschul et al., 1990).

Le géne orf2Ic code une protéine présentant une relative forte similitude avec

plusieurs hexose méthyltransférases. Notamment, la protéine codée par orf21c posséde

5 une similitude importante avec le géne TyICIII de Streptomyces fradiae qui code une |
NDP-hexose 3-C-méthyltransférase (Bate,N et al., 2000 ; Numéro d’accés GenBank : ‘
AAD41823 ; Score BLAST : 669). La similitude de la protéine codée par le géne orf21 c g

10 methyltransférase responsable de la réaction de methylatlon nécessaire 3 la b1osynthese
du mycarose (cf. figure 4). Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée
par le géne orf2lc présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction

similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 30).

Tableau 30
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acceés BLAST*
GenBank
EryH (Saccharopolyspora erythraea) | 228448 592 Geéne de

biosynthése de
1”érythromycine
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S-adenosyl-dependent methyl AAK71270 | 358 Méthyltransferase
transferase (Coxiella burnetii)
NovU (Streptomyces spheroides) AAF67514 | 184 C-méthyltransférase

* une plus grande similitude de séquence est associée & un score BLAST plus

élevé (Altschul et al., 1990). .

Le geéne orf22c code une protéine présentant une relative forte similitude avec la ,
protéine codée par le géne fkbH de Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus qu1
code une enzyme impliquée dans la biosynthése du méthoxymalonyl (Wu,K. et “
al.,2000 ; Numéro d’accés GenBank : AAF86387 ; Score BLAST : 463). La similitude
de la protéine codée par le géne orf22c avec cette protéine impliquée dans la voie de
biosynthése d’un autre macrolide proche suggére fortement que ce géne code égalemeﬁt :n‘;
une enzyme impliquée dans la biosynthése du méthoxymalonyl chez Streptomyces
ambofaciens (cf. figure 8). h

Le géne orﬂ3c oode une protéme présentant une relative forte similitude ave

protéine codée par le géne ﬂcbI de Streptomyces‘hyg};oscopzcus var. ascomycetzcus'q
code une acyl CoA déshydrogénase impliquée dans la biosynthése du méthoxymalonyl
(Wu,K. ez al., 2000 ; Numéro d’accés GenBank : AAFR6388 ; Score BLAST 387). La
similitude de la protéine codée par le gene orf23c avec pluswurs acyl CoA
déshydrogénases impliquées dans la voie de blosynthese d’autres antibiotiques proches
suggere fortement que ce géne code une acyl CoA déshydrogénase impliquée dans la
biosynthése du méthoxymalonyl (cf. figure 8). Cette hypothése est étayée par le fait que
la protéine codée par le géne orf23c présente une forte similitude avec d’autres protéines

de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 31).
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Tableau 31
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST*

GenBank

Acyl-CoA déshydrogénase AAK19892 | 171 Acyl-CoA
(Polyangium cellulosum) - déshydrogénase
Probable acyl-CoA dehydrogenase— | T36802 160 acyl-CoA ‘
(Streptomyces coelicolor) déshydrogénase - ::

- d’acces GenBank AAF86389 Score BLAST 87) La s1m111tude de la protéine co ¢

* une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus
¢levé (Altschul et al., 1990).

Le geéne orf24c code une protéine présentant une relative forte similitude avec la
protéine codée par le géne fkbJ de Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus qui
coderait la protéine de liaison du groupement acyl (Acyl Carrier Protein (ACP))
impliquée dans 1la blosynthese du methoxymalonyl (Wu,K et al., 2000 ; Numer

par le géne orf?4c avec cette protéine 1mp11quees dans la voie de biosynthése d’un aitre -
macrolide proche suggere fortement que ce gene code une protéine impliquée dans la

biosynthése du méthoxymalonyl chez Streptomyces ambofaciens (cf. figure 8).

Le géne orf25¢ code une protéine présentant une relative forte similitude avec la
protéine codée par le géne fkbK de Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus qui
code une acyl CoA déshydrogénase impliquée dans la biosynthése du méthoxymalonyl
(Wu,K., et al., 2000 ; Numéro d’accés GenBank : AAF86390 ; score BLAST : 268). La
similitude de la protéine codée par le géne orf25c avec plusieurs acyl CoA
déshydrogénases impliquées dans la voie de biosynthése d’autres antibiotiques proches
suggere fortement que ce géne code une acyl CoA déshydrogénase impliquée dans la
biosynthése du methoxymalonyl (cf. figure 8). Cette hypothése est étayée par le fait que
la protéine codée par le géne orf25c présente une forte similitude avec d’autres protéines

de fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 32).
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Tableau 32
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’acces BLAST*

GenBank

Probable 3-Hydroxybutyryl-CoA P45856 177 3-Hydroxybutyryl-
Dehydrogenase (Bacillus subtilis) CoA déshydrogénase
3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase | AAL32270 | 174 3-hydroxybutyryl-
protein (Bacillus thuringiensis serovar CoA déshydrogénasé
kurstaki) “
3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase NP 294792 | 167 3-hydroxybutyryl-
(Deinococcus radiodurans) CoA déshydrogénase

* une plus grande similitude de séquence est associée A un score BLAST plus

élevé (Altschul et al., 1990).

Le géne orf26 code une protém présentan un “ dentlté de"65% (detenmnée gr ’

au programme BLAST) avec la proteme cddee par le gene tleV qui code une mycarosy 2

transferase impliquée dans la biosynthése de tylosine chez Streptomyces fradiae (Bate,N.
et al., 2000; Numéro d’accés GenBank : AADA41824, Score BLAST : 471). Plus

particulierement, TyICV est une glycosyl-transferase liant ]a molécule de mycarose lors

de la synthese de la tylosine. Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie

de biosynthése d’un autre antibiotique relativement proche et plus particuliérement dans

le transfert du mycarose, suggére que le gene orf26 code une glycosyl transferase. Cette

hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf26 présente une forte

similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres organismes (cf.

tableau 33).
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Tableau 33
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*

GenBank

Glycosyl transferase (Streptomyces BAAS84592 | 218 Glycosyl transferase
avermitilis) ,
CalG4 (Micromonospora echinospora) | AAM70365 | 217 Glycosyl transferase
CalG2 (Micromonospora echinospora) | AAM70348 | 197 Glycosyl transferaseif

Streptomyces ﬁ'adzae (Bate

* une plus grande similitude de séquence est associée & un score BLAST plus
€levé (Altschul ef al., 1990).

Le géne orf27 code une protéine présentant une identité de 70% (déterminée grace ,
au programme BLAST) avec la protéine codée par le géne tyICVII qui code une NDP-
hexose 3,5- (ou 5-) eplmerase 1mp11quee dans la biosynthése de tylosine chez
2000 ; Numéro d’accés ‘GenBank : AAD41825;
Score BLAST ;' 243) Plus parhcuherémenf TleVH est une hexose 3,5- (ou 5 ) !

¢pimerase impliquée dans la biosynthése du mycarose. Cette similitude avec une

prot¢ine impliquée dans la voie de biosynthése d’un autre antibiotique relativement
proche et plus particuliérement dans la biosynthése du mycarose, suggére que le gene
orf27 code une épimérase. Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée .
par le géne orf27 présente une forte similitude avec d’autres protéines de fonction
similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 34). Une analyse des séquences proches
obtenues grice au programme BLAST suggere fortement que le géne orf27 code une 5
épimérase responsable de la réaction d’épimérisation nécessaire a la biosynthése du

mycarose (cf. figure 4).



s puisque la séquenoe d’une réglon d’env1ron 450 pa1res de bases n’a ete determmée‘
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Tableau 34
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*
GenBank
LanZ1 (Streptomyces cyanogenus) AAD13558 | 172 NDP-hexose 3,5-
epimerase |
Epi (Saccharopolyspora spinosa) AAKS83288 | 169 TDP-4-keto-6-
deoxyglucose 3,‘5
epimerase o
dNTP-hexose 3,5 epimerase AAC01732 | 166 dNTP-hexose 3,5
(Amycolatopsis mediterranei) epimerase

* une plus grande similitude de séquence est associée 3 un score BLAST plus*
elevé (Altschul e al., 1990).

La sequence d’orf28c a dans un premmr temps ete detenmnee de mamere partlelle, g

qu’aprés reséquencage (cette région est symbolisée par des « N » dans la séquence
incompléte SEQ ID N° 106). La séquence partielle de cette ORF (SEQ ID N° 111) a
néanmoins été utilisée pour I’analyse avec les différents programmes informatiques
comme expliqué ci-dessus. Il a ainsi pi étre déterminé que le gene orf28c code une
10 protéine présentant une identité de 64% sur la séquence déterminée (SEQ ID N° 112, qui
est la séquence partielle de la protéine Orf28¢c) (déterminée grice au programme
BLAST) avec la protéine codée par le géne acyB2 qui code une protéine régulatrice
impliquée dans la biosynthése de carbomycine chez Streptomyces thermotolerans
(Arisawa,A., et al., 1993 ; Numéro d’accés GenBank : JC2032, Score BLAST : 329).
15 Cette similitude avec une protéine impliquée dans la voie de biosynthése d’un
antibiotique relativement proche suggére que le geéne orf28c¢ code une protéine
regulatrice impliquée dans la biosynthése des spiramycines. Cette hypothése est étayée

par le fait que la protéine codée par le géne orf28c présente également une forte
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similitude avec la protéine TylR qui est une protéine régulatrice impliquée dans la
biosynthése de tylosine chez Streptomyces fradiae (Bate,N. et al., 1999; Numéro d’acces
GenBank : AAF29380, Score BLAST : 167).

Le géne orf28c a pu étre amplifié grace & des oligonucléotides situés de part et
d’autre de la séquence non déterminée et sous cloné dans un vecteur d’expression. Il a
pu ainsi étre démontré que la surexpression du géne orj28c augmente significativement
la production en spiramycines de la souche OSC2 (cf. exemple 24). Ceci démontre que
la surexpression de orf28¢ conduit 3 une augmentation de la production en spﬁamyciqg§

et confirme son rdle en tant que régulateur de la voie de biosynthése des spiramycines; -

La séquence partielle d’orf28¢ a été complétée par la suite et la région manquante
d’environ 450 paires de bases a été déterminée (cf. SEQ ID N° 140 et SEQ ID N° 141). -
La séquence compléte de cette ORF (SEQ ID N° 141) a été utilisée pour I’analyse avé'cﬁ

no

les différents programmes informatiques comme expliqué ci-dessus. 1l a ainsi ph étre -

déterminé que le géne orf28c code une protéine présentant une identité de 69% sur la " :

séquence déterminée (SEQ ID N° 142 qu1 est la séquence compléte de la proteme

acyB2 qui code une protéine régulatrice impliquée dans la biosynthése de carbomycine :
chez Streptomyces thermotolerans (Arisawa,A., et al., 1993 ; Numéro d’acces
GenBank : JC2032, Score BLAST : 451). Cette similitude avec une protéine impliquée
dans la régulation de la biosynthése d*un antibiotique relativement proche suggeére que le
géne orf28c code une protéine régulatrice impliquée dans la biosynthése des
spiramycines. Cette hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne
orf28¢c présente également une forte similitude avec la protéine TylR qui est une protéine
régulatrice impliquée dans la régulation de la biosynthése de tylosine chez Streptomyces
Sfradiae (Bate,N. et al., 1999; Numéro d’accés GenBank : AAF29380, Score BLAST :
224). Les résultats de la surexpression de ce géne (cf. exemple 24) confirment son role

en tant que régulateur de la voie de biosynthése des spiramycines.
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L’inactivation du géne or/28c a été réalisée. Il a pu ainsi étre montré que la souche
résultante ne produit plus de spiramycines. Ceci confirme que le géne orf28c est bien
impliqué dans la biosynthése des spiramycines et est essentiel 4 la biosynthése des
spiramycines. Ces résultats associés aux résultats de la surexpression de ce géne (cf.
exemple 24) sont en accord avec un role d’activateur essentiel & la biosynthése des

spiramycines d’Orf28¢.

Le géne orf29 code une protéine présentant une identité de 3 1% (déterminée grace
au programme BLAST) avec une probable glycosyl hydrolase localisée dans le groupe
de génes impliqué dans la biosynthése de soraphen A (un antifongique de la classe des -
polyketides) chez Sorangium cellulosum (Ligon,J., et al., 2002 ; Numéro d’acces
GenBank : AAK19890, Score BLAST : 139). Cette similitude avec une protéine
impliquée dans la voie de biosynthése d’une molécule relativement proche suggeére que -

le géne o729 code une protéine ayant une activité glycosyl hydrolase. Cette hypothésé i

est étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf29 présente une forte snmhtude
avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres orgamsmes (cf. tableau 35) g
Une analyse de la sequence de la protéme codée par 027‘29 grace au programme CD

search (cf. cl-dessus) suggére egalement que le gene orf29 code une glycosyl hydrolas .

Tableau 35
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative A d’acceés BLAST*
GenBank
ManA (Caldicellulosiruptor AAC44232 | 136 beta-1,4-mannanase
saccharolyticus)
ManA (Dictyoglomus thermophilum) | AAB82454 | 129 beta-mannanase

* une plus grande similitude de séquence est associée 3 un score BLAST plus élevé
(Altschul et al., 1990).

L'analyse de la séquence protéique déduite de I'orf29 par le programme SignalP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Nielsen,H., et al., 1997) montre que cette
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protéine posséde une séquence signal C-terminale avec un site de coupure prédit entre
les positions 30 et 31 (QSA/QA). On peut prédire que cette protéine est extra-cellulaire.
Elle pourrait, en temps que glycosyl-hydrolase, avoir un réle dans la réactivation de la
spiramycine inactivé par glycosylation par les glycosyl-transferases GimA et/ou GimB

(Gourmelen ez al, 1998).

#

Le géne orf30c code une protéine présentant une identité de 31% (déterminée
grace au programme BLAST) avec une épimérase de sucre-nucl6081de-d1phosphate de
Corynebacterium glutamicum (Numéro d’accés GenBank : NP 600590, Score BLAST _
89). Cette similitude suggére que le gene orf30c code une épimérase. Cette hypothése est |
ctayée par le fait qu’une analyse de la séquences grice au programme CD-search (cf. ci-

dessus) suggére également que le géne o7f30c code une épimérase.

L’orf30c présente deux codons d’initiations possibles (cf, SEQ ID N° 115) qui
donnent deux protéines possibles de 345 et 282 acides aminés respectivement (SEQ ID
N° 116 et 117). Toutefois, ’'usage des codons est typique de Streptomyces seulement a

partir du deuxleme ATG de plus, la séquencehprotexque dédulte de la séquence entre 1

Mlgn‘ paé ‘avec les séquences proches 1dent1ﬁees,
alors que la séquence protéique la plus courte (3 partir du 2°™ ATG : SEQ ID N° 144)
s’aligne bien avec le début de ces protéines. On peut donc en déduire que le deuxiéme
ATG est le bon codon d’initiation et que la séquence de cet orf est donc celui présenté

en SEQ ID N° 143 qui une fois traduit corespond a la protéine de séquence SEQ ID N°
144,

Le géne orf3] code une protéine présentant une identité de 52% (déterminée grace
au programme BLAST) avec une oxidoreductase chez Streptomyces coelicolor (Numéro
d’accés GenBank : NP_631148, Score BLAST : 261). Cette similitude suggére que le
gene orf31 code une réductase. Cette hypothese est étayée par le fait qu’une analyse de
la séquences grice au programme CD-search (cf. ci-dessus) suggére également que le

gene orf31 code une réductase. Cette hypothése est également étayée par le fait que la
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protéine codée par le géne orf3] présente une forte similitude avec d’autres protéines de

fonction similaire chez d’autres organismes (cf. tableau 36).

Tableau 36
Protéine présentant une similitude| Numéro Score Fonction rapportée
significative d’accés BLAST*
GenBank
' Putative oxidoreductase (Streptomyces | BAB79295 | 173 Oxidoreductase
griseus)
MocA (Xanthomonas axonopodis) NP_640644 | 171 Oxidoreductase

* une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus élevé
5  (Altschul et al., 1990).

L’inactivation du géne orf31 a été réalisée. Il a pu ainsi étre montré que la souche

résultante ne produit plus de spiramycines. Ceci confirme que le géne orf31 est b1en, |

lmphqué dans la biosynthése des splramycmes L’enzyme codée par ce géne est d i

" bien responsable d’une étape de’ bloconversmn essentielle 2 la blosynthése "de 3

10  spiramycines. >
La séquence d’orf32c a tout d’abord été déterminée de maniére partielle (cf.

exemple 19), puisque la séquence codante en 5’ n’a été déterminée que dans un second -
temps. La séquence partielle de cette orf (SEQ ID N° 120) a néanmoins été utilisée pour
’analyse avec les différents programmes informatiques comme expliqué ci-dessus. II a
15 ainsi pa étre déterminé que le géne orf32c code une protéine présentant une identité de
47% sur la séquence déterminée (SEQ ID N° 121, qui est la séquence partielle de la
protéine Orf32c) (déterminée grice au programme BLAST) avec une protéine
régulatrice de la famille GntR chez Streptomyces coelicolor (Numéro d’accés GenBank
NP_625576, Score BLAST : 229). Cette similitude suggére que le géne orf32c code un
20  régulateur transcriptionel de la famille GniR. Cette hypothése est étayée par le fait que la
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protéine codée par le géne orf32c présente une forte similitude avec d’autres protéines

de fonction similaire chez d’autres organismes.

La séquence partielle d’orf32¢ a été complétée par la suite et la région manquante
a été déterminée (cf. SEQ ID N° 140 et SEQ ID N° 145). La séquence compléte de cette
orf code une protéine présentant une identité de 44% (déterminée grice au programme
BLAST) avec une protéine régulatrice de 1a famille GntR chez Streptomyces ave’rmztzlzs
(Numéro d’accés GenBank : NP_824604, Score BLAST : 282). Cette similitude suggére
que le géne orf32c code un régulateur transcriptionel de la famille GntR. Cette
hypothése est étayée par le fait que la protéine codée par le géne orf32c présente une
forte similitude avec d’autres protéines de fonction similaire chez d’autres organismes
(cf. tableau 37).

Tableau 37
Protéine présentant une similitude| Numéro | Score Fonction rapportée g
significative d’accés BLAST* o
GenBank |

Protéine régulatrice de la famille GntR | NI . . i 270 . Protéme régulatr
(Streptomyces avermitilis) de la famille GntR
Protéine régulatrice de 1a famille GntR NP_625576 266 Protéine régulatrice
Streptomyces coelicolor) de la famille GntR
SC5G8.04 (Streptomyces coelicolor) | NP_628991 | 258 Protéine régulatrice

de la famille GntR
transcriptional regulator (Streptomyces | AAF01064 | 224 Régulateur
venezuelae) transcriptionel
Protéine régulatrice de la famille GntR NP_827432 | 239 Protéine régulatrice
(Streptomyces avermitilis) de la famille GntR
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* une plus grande similitude de séquence est associée 4 un score BLAST plus élevé
(Altschul et al., 1990).

L’inactivation du géne orf32c a été réalisée dans e but d’étudier la fonction de ce
géne dans la voie de biosynthése des spiramycines chez Streptomyces ambofaciens. 1l a
pu étre montré que la souche résultante produit des spiramycines. Ceci indique que le
gene o;y‘32cf n’est pas essentiel & la biosynthése des spiramycines et qu’il n’est pas

essentiel 4 la survie de la bactérie.

Le géne orf33 code une protéine présentant une identité de 49% (déterminée grace
au programme BLAST) avec une protéine hypothétique de Xanthomonas campestris
(Numéro d’accés GenBank : NP_635564, Score BLAST : 54).

La seéquence d’orf34c est partielle. En effet, les comparaisons effectuées entre le

produit de cette orf et les banques de données suggeérent que la partie C-terminale de
cette protéine n’est pas dans le prodult déduit de la séquence nucléotidique et donc qu

cette orf serait plus longue et continuerait en dehors de la région séquencée. La séqueng

programmes informatiques comme expliqué ci-dessus. 11 a ainsi pi étre déterminé que |

géne orf34c code une protéine présentant une identité de 91% sur la séquence
déterminée (SEQ ID N° 150, qui est la séquence partielle de la protéine Orf34c)
(déterminée grice au programme BLAST) avec une arabinofuranosidase de chez
Streptomyces coelicolor (Bentley et al., 2002; Numéro d’accés GenBank : NP_630049,
Score BLAST : 654). Chez S. coelicolor le gene codant cette arabinofuranosidase ne
semble pas impliqué dans la biosynthése de métabolite secondaire. Chez S. ambofaciens,

ce géne n’est donc probablement pas impliqué dans la biosynthése de spiramycine.

La présente invention a également pour objet des polynucléotides s’hybridant
dans des conditions d’hybridation de forte stringence 4 au moins l'un des
polynucléotides de séquence SEQ ID N° 3, 5, 7,9,11,13,15,17, 19, 21, 23, 25, 28, 30,
34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72,74, 76, 78, 80, 82, 84,107, 109,
111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149, ou I’un de ses variants ou 'une des
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séquences dérivées de celles-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.
Préférentiellement, cesdit polynucléotides sont isolés & partir d’une bactérie du genre
Streptomyces, plus préférentiellement, ces polynucléotides codent des protéines
impliquées dans la biosynthése d’un macrolide et encore plus préférentiellement, ces
polynucléotides codent une protéine ayant une activité similaire 2 la protéine codée par
les polynucléotides avec lesquels ils s’hybrident. Les conditions d’hybridation de forte
stringence peuvent étre définies comme des conditions d’hybridation défavorisant
I’hybridation de brins d’acides nucléiques non homologues. Des conditions .
d’hybridations de forte stringence peuvent étre par exemple décrites comme des
conditions d’hybridation dans le tampon décrit par Church & Gilbert (Church & '.
Gilbert, 1984) & une température comprise entre 55°C et 65°C, de maniére préférée la
température d’hyridation est de 55°C, de maniére encore plus préférée la températue

d’hybridation est de 60°C et de maniére tout 2 fait préférée la température d’hybridatioh : ';

est de 65°C, suivi d’un ou plusieurs lavages effectué en tampon 2X SSC a une =
température comprise entre 55°C et 65°C, de maniére préférée cette température est de
55°C, de mani¢re encore plus preferee cette temperatue est de 60°C et de maniére tout a

fait préférée cette température est de 65°C, suivi d’

-0 "y'plus1eurs lavages en tam
0.5X SSC a une température comprise entre 55°C et 65°C, de maniére préférée c.ett'é"' '
temperature est de 55°C, de maniére encore plus préférée cette températue est de 60°C
et de maniére tout & fait préférée cette température est de 65°C. Les conditions
d’hybridation ci-dessus décrites peuvent étre adaptées en fonction de la longueur de
I’acide nucléique dont ’hybridation est recherchée ou du type de marquage choisi, selon
des techniques connues de I’homme du métier. Les conditions convenables

d’hybridation peuvent par exemple étre adaptées selon I’ouvrage de F.Ausubel et al.,
2002.

L’invention concerne également un polynucléotide ayant au moins 70%, de facon
plus préférée 80%, de fagon plus préférée 85%, de fagon encore plus préférée 90%, de
fagon encore plus préférée 95% et de maniére tout & fait préférée 98% d’identité en
nucléotides avec un polynucléotide comprenant au moins 10, 12, 15, 18, 20 & 25, 30,

40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
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750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450,
1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1750, 1800, 1850 ou 1900 nucléotides consécutifs d’un
polynucléotide choisi dans le groupe constitué des séquences nucléotidiques SEQ ID N°
3,5,7,9,11,13,15, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64,
66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145,
147 et 149, ou I'un de ses variants ou ’une des séquences dérivées de celles-ci en raison
de la dégénérescence .du code génétique, ou un polynucléotide de séquence
compleémentaire. Préférentiellement, ces dits polynucléotides sont isolés a partir d’une
bactérie du genre Streptomyces, plus préférentiellement, ces polynucléotides codent des
protéines impliquées dans la biosynthése d’un macrolide et encore plus
préférentiellement, ces polynucléotides codent des protéines ayant des activités

similaires aux protéines codées par les polynucléotides avec lesquels ils présentent

Pidentité. De fagon tout a fait préférée, un polynucléotide selon 1’invention est choisi

dans le groupe constitué des séquences nucléotidiques SEQ ID N° 3, 5,7, 9, 11, 13,15,

17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74'_[’,;1,2
76, 78, 80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149, ouun:
polynucléotlde de séquence complémentmre o

L’alignement optimal des séquences pour la comparaison peut étre réalisé de
maniére informatique & ’aide d’algorithmes connus, par exemple ceux du package
FASTA (Pearson W. R & D. J. Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990), accessible
notamment aupres du centre de ressources INFOBIOGEN, Evry, France. A titre
d’illustration, le pourcentage d’identité de séquence pourra étre determiné & ’aide du
logiciel LFASTA (Chao K.-M. ef al., 1992) ou LALIGN (Huang X. et Miller W.,
1991). Les programmes LFASTA et LALIGN font partie du package FASTA. LALIGN

retourne les alignements locaux optimaux : ce programme est plus rigoureux, mais aussi
plus lent que LFASTA.

Un autre aspect de I’invention concerne un polypeptide résultant de I'expression
d'une séquence d’acide nucléique telle que définie ci-dessus. Préferenticllement, les

polypeptides selon I’invention présentent au moins 70%, de fagon plus préférée 80%, de
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fagon plus préférée 85%, de fagon encore plus préférée 90%, de fagon encore plus
préférée 95% et de maniére tout 3 fait preférée 98% d’identité en acides aminés avec un
polypeptide comprenant au moins 10, 15, 20, 30 4 40, 50, 60, 70, 80, 90,100, 120, 140,
160, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340, 360, 380, 400, 420, 440, 460, 480,
500, 520, 540, 560, 580, 600, 620 ou 640 acides aminés consécutifs d’un polypeptide
choisi parmi SEQ ID N° 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 27, 29, 31, 32, 33, 35,
37, 38, 39, 41, 42, 44, 46, 48, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71,
73,75,717,79, 81, 83, 85,108, 110, 112, 114, 116, 117, 119, 121, 142, 144, 146, 148 et

150, ou I'une de ces séquences excepté que tout au long de ladite séquence un ou i

plusieurs acides aminés ont été substitués, insérés ou délétés sans en affecter les
propriétés fonctionnelles ou 1’un des variant de ces séquences. Préferentiellement les
polypeptides selon I’invention sont exprimés 2 1’état naturel par une bactérie du genre

Streptomyces, plus préférentiellement, ces polypeptides sont impliqués dans la)‘ ; :

biosynthése d’un macrolide et encore plus préférentiellement, ces polypeptides ont une 3
activité similaire 3 celle du polypeptide avec lequel il partage I’identité. De fago"’

preféree, un polypeptlde selon I’invention est choisi dans le groupe constltué '

31,32, 33,35, 37, 38, 39, 41, 42, 44, 46, 48, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 63,
65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 108, 110, 112, 114, 116, 117, 119, 121, 142,
144, 146, 148 et 150, ou 'une de ces séquences excepté que tout au long de ladite
séquence un ou plusieurs acides aminés ont été substitués, insérés ou délétés sans en
affecter les propriétés fonctionnelles ou 1"un des variant de ces séquences. De fagon tout

a fait préférée, un polypeptide selon I’invention est choisi dans le groupe constitué des
seéquences polypeptidiques SEQID N° 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22,24, 26, 27, 29,
31, 32, 33, 35, 37, 38, 39, 41, 42, 44, 46, 48, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 61, 63,
65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 108, 110, 112, 114, 116, 117, 119, 121, 142,
144, 146, 148 et 150.

L’alignement optimal des séquences pour la comparaison peut étre réalisé de

maniére informatique & 1’aide d’algorithmes connus, par exemple ceux du package
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FASTA (Pearson W. R & D. J. Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990), accessible
notamment auprés du centre de ressources INFOBIOGEN, Evry, France. A titre
d’illustration, le pourcentage d’identité de séquence pourra étre determiné & 1’aide du
logiciel LFASTA (Chao K.-M. et al., 1992) ou LALIGN (Huang X. et Miller Ww.,
1991), en utilisant les paramétres par défaut tel que défini par le centre de ressources
INFOBIOGEN, Evry, France. Les programmes LFASTA et LALIGN font partie du
package FASTA. LALIGN retourne les alignements locaux optimaux : ce programme

est plus rigoureux, mais aussi plus lent que LFASTA.

Un autre aspect de I’invention concerne un ADN recombinant comprenant au"," ‘
moins un polynucléotide tel que décrit ci-dessus, Preférentiellement ; cet ADN

recombinant est un vecteur. Encore plus préférentiellement, le vecteur est choisi parmi

les bactériophages, les plasmides, les phagemides, les vecteurs intégratifs, les fosmides, . ,.

les cosmides, les vecteurs navettes, les BAC (Bacterial Artificial Chromosome) ou les

PAC (Pl-derived Artificial Chromosome). A titre illustratif on peut citer comme . '{

bactériophages le phage lambda et Ie phage M13. Comme plasmides on peut citer les |
plasmides se réphquant chez E. coli pat 'xf ' ple pBR322 et ses denves, pUCIS8 et ses
dérivés, pUCl9 ot ses denvés pG‘BZ et ses dénvés (Churchward G et al 1984)
PACYC177 (numéro d’accés GenBank : X06402) et ses dérivés, pACYC184 (numéro

d’accés GenBank : X06403) et ses dérivés. On peut eégalement citer les plasmides se

répliquant chez Streptomyces comme par exemple plJ101 et ses dérivés, pSG5 et ses
dérivés, SLP1 et ses dérivés, SCP2* et ses dérivés (Kieser et al. 2000). Comme
phagemides on peut citer 2 titre illustratif pBluescript II et ses dérivés (commercialisés
notamment par la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA)), pGEM-T et ses
dérivés (commercialisé par la société Promega (Madison, Wisconcin, USA)), AZAPII et
ses dérivés (commercialisés notamment par la société Stratagene (LaJolla, Californie,
USA)). Comme vecteurs intégratifs on peut citer a titre illustratif, les vecteurs
intégratifs chez Streptomyces comme par exemple ceux dérivés de SLP1 (Kieser et al,
2000), ceux dérivés de pSAM2 (Kieser et al, 2000), les vecteurs utilisant les systémes
d’intégration des phages PhiC31 (Kieser et al, 2000) (par exemple pSET152 (Bierman
et al., 1992)) ou de VWB (Van Mellaert L, et al. 1998), ainsi que les vecteurs utilisant
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le systéme d’intégration de 1S117 (Kieser et al. 2000). Comme fosmides on peut citer 3
titre illustratif le fosmide pFOS1 (commercialisé par la société New England Bioloabs
Inc., Beverly, Massachussetts, USA) et ses dérivés. Comme cosmides on peut citer a
titre illustratif le cosmide SuperCos et ses dérivés (commercialisés notamment par la
société Stratagene (LaJolla, Californie, USA)), le cosmide PWED1S5 (Wahl et al., 1987)
et ses dérivés. Comme vecteurs navettes on peut citer 3 titre illustratif les plasmides
navettes E coli / Streptomyces comme par exemple pIJ903 et ses dérivés, la série des
plasmides pUWL, pCAO106, PWHMS3, p0OJ446 et leurs dérivés (Kieser et al. 2000), les
BAC navettes E. coli / Streptomyces comme par exemple ceux décrits dans la demande
de brevet WO 01/40497. Comme BAC (Bacterial Artificial Chromosome) on peut citer
a titre illustratif le BAC pBeloBAC11 (numéro d’accés GenBank :U51113). Comme
PAC (P1-derived Artificial Chromosome) on peut citer a titre illustratif le vecteur
PCYPAC6 (numéro d’accés GenBank : AF133437). De fagon tout & fait préférée, un j':,f
vecteur selon I’invention est choisi parmi p0OS49.1, pOS49.11, pOSC49.12, pOS49. 14
p0OS49.16, p0S49.28, p0OS44.1, pOS44 2, pOS44.4, pSPMS5, pSPM7, pOS49. 67,
pOS49.88, pOS49.106, pOS49.120,- pr'S49.107, pOS4_9.3_2, pOS49.43, pOS49.44»'f

PSPMS509, pSPMI, pBXL1111, pBXL1112, pBXLI113, pSPM520, pSPM521,
PSPMS22, pSPM523, pSPM524, pSPMS525, pSPM527, pSPMS528, pSPM34, pSPM35,
PSPM36, pSPM37, pSPM38, pSPM39, pSPM40, pSPM41, pSPM42, pSPM43,
PSPM44, pSPM4S, pSPM47, pSPM48, pSPMS50, pSPMS1, pSPMS2, pSPMS53,
PSPMS5S, pSPMS56, pSPMs8, pSPM72, pSPM73, pSPM515, pSPMS19, pSPM74,
PSPMT75, pSPM79, pSPM83, pSPM107, pSPM543 et pSPM106.

Un autre aspect de 1’invention concerne un systéme d’expression comprenant un
vecteur d’expression approprié et une cellule héte permettant 1’expression d’un ou
plusieurs polypeptides tels que décrits ci-dessus dans un systéme biologique. Les
vecteurs d’expression selon 1’invention comprennent une séquence d’acide nucléique
codant un ou plusieurs polypeptides tels que décrits ci-dessus et peuvent étre destinés &
Pexpression des différents polypeptides selon I’invention dans diverses cellules hotes

bien connues de I’homme du métier. A titre d’exemple, on peut citer les systémes
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d’expression procaryote comme les systémes d’expression chez la bactérie E. coli, les
syttmes d’expression eucaryotes, comme le systtme d'expression baculovirus
permettant une expression dans des cellules d'insectes, les sytémes d’expression
permettant une expression dans des cellules de levures, les sytémes d’expression
permettant une expression dans des cellules de mammiferes, notamment des cellules
humaines. Les vecteurs d’expression utilisables dans de tels systémes sont bien connus
de ’homme du métier, en ce qui concem‘e les cellules procaryotes, on peut citer a titre
illustratif les vecteurs d’expression chez E. coli par exemple, de la famille pET ..
commercialisés par la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA), les vecteurs de la it
famille GATEWAY commercialisés par la société Invitrogen (Carlsbad, Californie,
USA), les vecteurs de la famille PBAD commercialisés par la société Invitrogen

(Carlsbad, Californie, USA), les vecteurs de la famille pMAL commercialisés par la

société New England Bioloabs Inc. (Beverly, Massachussetts, USA), les vecteurs .

d’expression inductibles par le thamnose cités dans la publication Wilms B ez al., 2001 |

et leurs dérivés, on peut également citer les vecteurs d’expression chez Sﬂ'eptomyces

En ce qui concerne les cellules de levures, on peut citer 4 titre illustratif le vecteur PES ¢

commercialisé par la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA). En ce qui concerne

le systéme d’expression baculovirus permettant une expression dans des cellules

~ d'insectes on peut citer 2 titre illustratif le vecteur BacPAK6 commercialisé par la

société BD Biosciences Clontech, (Palo Alto, Californie, USA). En ce qui concerne les
cellules de mammiféres, on peut citer 2 titre illustratif des vecteurs comprenant le
promoteur des génes précoces du virus CMV (Cytomegalovirus) (par exemple le
vecteur pCMV et ses dérivés commercialisés par la société Stratagene (LaJolla,
Californie, USA), ou le promoteur des geénes immédiats (SV40 early promoter) du virus
simien vacuolisant SV40 (par exemple le vecteur pSG5 commercialisé par la société
Stratagene (LaJolla, Californie, USA).

L’invention est également relative 3 un procédé de production d’un polypeptide

tel que décrit ci-dessus ledit procédé comprenant les étapes suivantes:
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a) insérer un acide nucléique codant ledit polypeptide dans un vecteur approprié

b) cultiver, dans un milieu de culture appropri€, une cellule hote préalablement

transformée ou transfectée avec le vecteur de I’étape a) ;

5 ¢) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire, par

exemple par sonication ou par choc osmotique ;

d) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore 3 partir de

Pextrait cellulaire obtenu 3 Iétape c), ledit polypeptide ;
€) le cas échéant, caractériser le polypeptide recombinant produit.

10 Un polypeptide recombinant selon I’invention peut etre purifié par passage sur
une série appropriée de colonnes de chromatographie, selon les méthodes connues de
’homme de I’art et décrites par exemple dans F.Ausubel et al (2002). On peut citer a o

titre illustratif la technique du « Tag-Histidine », qui consiste & ajouter une courte

séquence poly-histidine au polypeptlde a produn‘e, ce dernier pouvant ensulte etr
15 purifié sur colonne de nickel. Un polypeptide selon Iinvention peut étre egalement
préparé par les techniques de synthése in vitro. A titre illustratif de telles techniques, un
polypeptide selon I’invention pourra &tre préparé grace au systéme « rapid translation
system (RTS)», commercialisé notamment par la société Roche Diagnostics France S.A,

Meylan, France.

20 Un autre aspect de I’invention concerne des cellules hotes dans laquelle a été
introduit au moins un polynucléotide et/ou au moins un ADN recombinant et/ou au

moins un vecteur d'expression selon I’invention.

Un autre aspect de I’invention concerne des microorganismes bloqués dans une
etape de la voie de biosynthése d’au moins un macrolide. L'intérét réside d'une part dans
25 l'étude de la fonction des protéines mutées et d'autre part dans la réalisation de

microorganismes produisant des intermédiaires de biosynthése. Ces intermédiaires
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peuvent étre modifiés, éventuellement aprés séparation, soit par ajout de composants
particuliers dans les milieux de production, soit par introduction dans les
microorganismes ainsi mutés d'autres génes codant des protéines susceptibles de
modifier l'intermédiaire en s'en servant comme substrat. Ces intermédiaires peuvent
ainsi étre modifiés par voie chimique, biochimique, enzymatique et/ou microbiologique.
Les microorganismes bloqués dans une étape de la voie de biosynthése de macrolides
peuvent €tre obtenus en inactivant la fonction d’une 021 plusieurs protéines impliquées
dans la biosynthése de ce ou de ces macrolides dans des microorganismes producteurs
de ce ou de ces macrolide. Selon la ou les protéines inactivées, on pourra ainsi obtenir :
des microorganismes bloqués dans les différentes étapes de la voie de biosynthése de ce
ou de ces macrolides. L’inactivation de cette ou de ces protéines peut étre effectuée par
toute méthode connue de I’homme du métier, par exemple par mutagénése dans le ou ,

les génes codant ladite ou lesdites protéines ou par I’expression d’un ou de plus1eurs
ARN anti-sens complémentaires de I’ARN ou des ARN messagers codant ladite ou_
lesdites protéines. La mutagénése peut, par exemple, étre effectuée par irradiation, par o

action d’agent chimique mutagene, par mutagenése dmgee par remplacement de géne

ou toute autre méthode connue .dei‘l" iom
d’une telle mutagénése peuvent par exemple étre adaptees selon ’enseignement contenu
dans les ouvrages de Kieser, T ef al (2000) et Ausubel et al., (2002). La mutagénése
peut étre effectuée in vitro ou in situ, par suppression, substitution, délétion et/ou
addition d'une ou plusieurs bases dans le gene considéré ou par inactivation génique.
Cette mutagénése peut étre effectuée dans un geéne comprenant une séquence telle que
décrite ci-dessus. Préférentiellement, les microorganismes bloqués dans une étape de la
voie de biosynthése de macrolides sont des bactéries du genre Streptomyces. Plus
préfeérentiellement, ’inactivation de la fonction d’une ou plusieurs protéines impliquées
dans la biosynthése du ou des macrolides en question est effectuée par mutagénése.
Encore plus préférentiellement, le macrolide en question est la spiramycine et les
microorganismes dans lesquels sont effectuées la ou les mutagénéses sont des souches
de S. ambofaciens. Plus préférentiellement, la mutagénese est effectuée dans un ou

plusieurs génes comprenant une des séquences correspondant & une ou plusieurs des
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séquences SEQ ID N° 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43,
45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84,107,109, 111, 113, 115,
118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149. De fagon préférée, la ou les mutagénéses sont
effectuées par inactivation génique. De fagon tout 2 fait préférée, la mutagénése consiste

en linactivation génique d’un géne comprenant une séquence correspondant a la
séquence SEQ ID N° 13. p

»

A titre illustratif, les microorganismes suivants peuvent €tre cités a titre d’exemple
de tels microorganismes : 0849.16 (orf3:; Qhyg, cf. exemple 2), 0S49.67 (ory‘3délétipn
en phase, cf. exemple 6), 0S49.107 (orf8:: Ohyg, cf. exemple 7), 0S49.50 3:'
(orf10:: Qhyg, cf. exemple 8), SPM21 (orf2::att30nac-, f:f. exemple 10), SPM22
(orf2::att3 délétion en phase, cf. exemple 10), SPM501 (orft% *:rattl Ohygt, of. exemple
14), SPMS502 (orf6*::atl délétion en phase, cf. exemple 14), SPM507
(orf12::a03(nac-, cf. exemple 11), SPM508 (orfl3c::att3Qaac-, cof. exemple 12), B
SPMS09 (orf14::att3Qaac-, cf, exemple 13), SPM107 (orf28c::att3aac+, cf. exemple;
29), SPM543 (orf31: :att3aac+t, cf. exemple 30), SPM106 (orf32c::att3aac+, cf f

Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de préparation d'un
intermédiaire de biosynthése de macrolide utilisant les microorganismes bloqués dans
une étape de la voie de biosynthése de macrolides, tels que décrits ci-dessus. Le procédé
consiste & cultiver, dans un milieu de culture approprié, un microorganisme bloqué dans
une etape de la voie de biosynthése de macrolides, tels que décrits ci-dessus, récupérer
le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire, par exemple par sonication ou
par choc osmotique, séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore & partir
de D’extrait cellulaire obtenu 3 I’étape précédente, ledit intermédiaire de biosynthése.
Les conditions de culture de tels microorganismes pourront étre déterminées selon des
techniques bien connues de I’homme du métier. Le milieu de culture pourra par
exemple étre le milieu MP5 ou le milieu SL11 pour les Streptomyces et notamment
pour Streptomyces ambofaciens (Pernodet et al., 1993). L’homme du métier pourra

notamment se référer & I"ouvrage de Kieser et al. (2000) en ce qui concerne la culture
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des Streptomyces. L’intermédiaire produit peut €tre récupéré par toutes techniques
connues de "homme du métier. L’homme du métier pourra se référer, par exemple, aux
techniques enseignées dans le brevet américain US 3,000,785 et plus particuliérement
aux méthodes d’extraction des spiramycines décrites dans ce brevet.

Un autre objet de I’invention concerne un procédé de préparation d'une molécule
dérivée d’un macrolide utilisant les microorganismes bloqués dans ,uné étape de la voie
de biosynthése de ce macrolide, tels que décrits ci-dessus. Le procé&é consiste a obtenir
un intermédiaire de biosynthése selon le procédé ci-dessus et & modifier I’intermédiaire
ainsi produit, éventuellement aprés séparation du milieu de culture. Les conditions de °
culture de tels microorganismes pourront étre déterminées selon des techniques bien

connues de I’'homme du métier. Le milieu de culture pourra par exemple étre le milieu

MP5 ou le milieu SL11 pour les Streptomyces et notamment pour Streptomyces

ambofaciens (Pernodet et al., 1993). L’homme du métier pourra notamment se référer 3
I'ouvrage de Kieser et al. 2000 en ce qui concerne la culture des Streptomyces. Les
intermédiaires produits peuvent étre modifiés, éventﬁellement apres separation, soit par ‘
ajout de composants appropriés dans les mlheux de productlon soit par mtroductlon" ;Jj
dans les microorganismes d'autres génes codant des protemes susceptlbles de modlﬁer' a
l'intermédiaire en s'en servant comme substrat. Ces intermédiaires peuvent ainsi étre
modifiés par voie chimique, biochimique, enzymatique et/ou microbiologique. Plus
préférentiellement, le macrolide en question est la spiramycine et les mlcroorgamsmes

dans lesquels sont effectuées la ou les mutageneses sont des souches de S. ambofaciens.

L’invention est également relative & un microorganisme produisant de la
spiramycine I mais ne produisant pas de spiramycine II et III. Ce microorganisme
comprend I’ensemble des génes nécessaires 4 la biosynthése de la spiramycine I mais ne
produit pas de spiramycine II et III car le géne comprenant la séquence correspondant &
SEQ ID N° 13 ou Iun de ses variants ou ’une des séquences dérivées de celles-ci en
raison de la dégénérescence du code génétique et codant un polypeptide de séquence
SEQ ID N° 14 ou P'un de ses variants n’est pas exprimé ou a été rendu inactif,

L’inactivation de cette protéine peut étre effectuée par toute méthode connue de
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’homme du métier, par exemple par mutagénése dans le géne codant ladite protéine ou
par I’expression d’un ARN anti-sens complémentaire de I’ARN messager codant ladite
protéine, étant entendu que si Pexpression de orf5* est affectée par cette manipulation,
il sera nécessaire de procéder & une autre modification pour que le géne orf5* soit
correctement exprimé. La mutagénése peut étre effectuée dans la séquence codante ou
dans une séquence non codante de maniére 3 rendre inactive la protéine eodee ou aen
empécher son expression ou sa traduction. La mutagénése peut étre effectuee par
mutagénése dirigée, par remplacement de gene ou toute autre méthode connue de
’homme du métier. Les conditions convenables d’une telle mutagénése peuvent par
exemple étre adaptées selon ’enseignement contenu dans les ouvrages de Kieser, T et 't
al (2000) et Ausubel ez al., 2002. La mutagénese peut étre effectuée in vitro ou in situ,
par suppression, substitution, délétion et/ou addition d'une ou plusieurs bases dans le
gene considéré ou par inactivation génique. Le microorganisme peut étre également
obtenu en exprimant les genes de la voie de biosynthése de la spiramycine sans que ;,‘ :
ceux-ci ne comprennent le géne comprenant la séquence SEQ ID N° 13 ou I’un de ses ' .
variants ou ’une des sequences denvees de celles-ci en ralson dela degenerescence du: s
code génetxque et codant un polypeptxde de séquence SEQ ]D N° 14 ou I'un de sé
variants. Préférentiellement, le mlcroorgamsme est une bacterle du genre Streptomyces |
Plus préférentiellement, le microorganisme produisant de la spiramycine I mais ne
produisant pas de spiramycine II et III est obtenu 3 partir d’un microorganisme de départ
produisant les spiramycines I, Il et IIL Encore - plus préférentiellement, le
microorganisme est obtenu par mutagénése dans un géne comprenant la séquence
correspondant 2 SEQ ID N° 13 ou I’un de ses variants ou I"une des séquences dérivées
de celles-ci en raison de la dégénérescence du code genétique et codant un polypeptide
de séquence SEQ ID N° 14 ou I’un de ses variants ayant la méme fonction. Encore plus
préférentiellement, cette mutagenése est effectuée par inactivation génique. De maniére
préférée le microorganisme est obtenu 2 partir d’une souche de S. ambofaciens
produisant les spiramycines I, I et IT dans laquelle est effectuée une inactivation
génique du géne comprenant la séquence correspondant 4 SEQ ID N° 13 ou 1’une des

séquences dérivées de celle-ci en raison de la dégénérescence du code génétique. De
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maniére tout & fait préférée, I'inactivation génique est effectuée par délétion en phase du
géne ou d’une partie du géne comprenant la séquence correspondant 2 SEQ ID N° 13 ou
P'une des séquences dérivées de celle-ci en raison de la dégénérescence du code
génétique. A titre illustratif, la souche SPM502 (orf6%*::attl, cf. exemple 14) peut étre
citée comme un microorganisme produisant de la spiramycine I mais ne produisant pas

de spiramycine II et III. : ‘

L’invention est également relative a un microorganisme produisant de la
spiramycine I mais ne produisant pas de spiramycine II et III tel que décrit m—dessus‘.";,
caractérisé en ce en ce qu’il surexprime en outre : ‘ ”
- un gene susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par polymérase en
utilisant le couple d’amorces de séquence suivante : 5
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3° (SEQ ID N° 138) et 5’
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3° (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens, plus .
preférentiellement il s’agit du géne de séquence codante SEQ ID N° 141, p

-ouun gene dérivé de ceux-ci en raison de la dégénerescence du code génétique.

Un exemple de séquence d’un tel géne est donné en SEQ ID N° 111 (ADN), cependant -
cette séquence est partielle puisqu’elle ne comprend pas la partie 3’ de la séquence
codante correspondante. La traduction en protéine de cette partie de séquence codante
est donnée en SEQ ID N° 112. L’homme du métier pourra aisément la compléter
notamment en utilisant ’enseignement présenté dans ’exemple 24. La séquence
indéterminée dans SEQ ID N° 111 a été déterminée dans un second temps et la séquence
compléte de cette orf (orf28¢) est donnée en SEQ ID N° 141. La traduction en protéine
de cette séquence codante est donnée en SEQ ID N° 142. 11 est présenté dans I’exemple
24 une méthode pour cloner le géne orf28c et pour fabriquer un vecteur d’expression
permettant I’expression de orf28c. 1l est ¢galement montré dans cet exemple que la
surexpression du géne orf28c dans la souche OSC2 conduit & I’amélioration de la
production en spiramycines de cette souche. La surexpression du géne orf28¢ peut étre

obtenue en augmentant le nombre de copies de ce géne et/ou en plagant un promoteur
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plus actif que le promoteur sauvage. De fagon préférée, la surexpression dudit géne est
obtenue en apportant dans le microorganisme une construction d’ADN recombinant,
permettant la surexpression de ce géne. De fagon préférée, cette éonstruction d’ADN
recombinant augmente le nombre de copie dudit géne et permet d’obtenir une
surexpression dudit géne. Dans cette construction d’ADN recombinant, la séquence
codante du géne peut étre placée sous le controle d’un promoteur plus actif que le
promoteur sauvage. On peut citer a titre d’illustration le promoteur ptrc actif chez
Streptomyces ambofaciens (Amann, E. et al., 1988) ainsi que le promoteur ermE*.
Ainsi, de fagon préférée, la ou les copies du geéne orf28c apportée sont placées sous le
contrle du promoteur ermE* comme c’est le cas dans la construction pSPM?75 (cf.

exemple 24).

L’invention est également relative & un microorganisme produisant de la *
spiramycine I mais ne produisant pas de spiramycine II et III tel que décrit ci-dessus
caractérisé en ce en ce qu’il surexprime en outre le géne de séquence codante SEQ ID -

N°® 47 ou d’une séquence codante dérivée de celle-ci en raison de la dégenerescence du i

code génétique. Préférentiellement, ce microorganisme est caracténsé en de qu 11 s agil
de la souche SPM502 pSPM525 déposée auprés de la Collection Nationale de Cultures
de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724 Paris -

Cedex 15, France, le 26 février 2003 sous le numéro d’enregistrement 1-2977.

L’invention est également relative a un procedé de productibn de spiramycine I, le
procédé consiste 4 cultiver dans un milieu de culture approprié un microorganisme
produisant de la spiramycine I mais ne produisant pas de spiramycine II et III tel que
décrit ci-dessus, récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,
séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore a partir de 1’extrait
cellulaire obtenu a I’étape précédente la spiramycine I. Les conditions de culture de tel
microorganisme pourront étre déterminées selon des techniques bien connues de
’homme du métier. Le milieu de culture pourra par exemple étre le milieu MP5 ou le
milieu SL11 pour les Streptomyces et notamment pour Streptomyces ambofaciens

(Pernodet et al., 1993). L’homme du métier pourra notamment se référer a I’ouvrage de
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Kieser et al. 2000 en ce qui concerne la culture des Streptomyces. La spiramycine [
produite peut étre récupérée par toutes techniques connues de I’homme du métier.
L’homme du métier pourra se référer, par exemple, aux techniqués enseignées dans le
brevet américain US 3,000,785 et plus particuliérement aux méthodes d’extraction des

spiramycines décrites dans ce brevet.

Un autre aspect de I’invention concerne 1’utilisation d'une séquence nucléotidique
selon I’invention pour améliorer la production en macrolides d’un microorganisme.
Ainsi, 'invention concerne un microorganisme mutant producteur de macrolide -
caractéris€ en ce qu'il posséde une modification génétique dans au moins un géﬁ'e . !
comprenant une séquence telle que définie ci-dessus et/ou qu’elle surexprime au moins
un géne comprenant une séquence telle que définie ci-dessus. La modification genethue
peut consister en une suppression, une substitution, une délétion et/ou une add1t10n d'une ’
ou plusieurs bases dans le ou les génes considérés dans le but d’exprimer une ou des: f'_

protéines ayant une activité supérieure ou d’exprimer un niveau plus élevé de cette ou'de' i

ces protéines. La surexpression du géne considéré peut étre obtenue en augmentant Ie
nombre de copies de ce géne et/ou en plagant un promoteur plus actif que le prom e
sauvage On peut citer a tltre d’1Ilustrat10n le promoteur ptrc actif chez Streptomyces :
ambofaciens (Amann, E. et al., 1988) ainsi que le promoteur ermE* (Bibb e al., 1985),
(Bibb et al., 1994). Ainsi la surexpression du géne considéré peut étre obtenue en
apportant dans un microorganisme producteur du macrolide considéré une construction
d’ADN recombinant selon I’invention, permettant la surexpression de ce géne. En effet,
certaines étapes de la biosynthése des macrolides sont limitantes et si ’on exprime une
ou plusieurs protéines plus actives ou un niveau d’expression plus important de la ou des
protéines sauvages impliquées dans ces étapes limitantes, on peut améliorer la
production du ou des macrolides concernés. Une augmentation du taux de production de
la tylosine a par exemple été obtenue chez Streptomyces fradiae par duplication du géne
codant une methyl transférase limitante convertissant la macrocine en tylosine (Baltz R,
1997). L’obtention de 1’expression d’une protéine plus active peut étre obtenue
notamment par mutagénése, I’homme du métier pourra par exemple se référer a ce sujet

a 'ouvrage de F.Ausubel et al (2002). Préférentiellement, ces microorganismes mutants
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améliorés pour leur production en macrolides sont des bactéries du genre Streptomyces.
Plus préférentiellement, le macrolide en question est la spiramycine et les
microorganismes dans lesquels sont effectuées la ou les mutagénéses sont des souches
de S. ambofaciens. Plus préférentiellement, la modification génétique est effectuée dans
5 un ou plusieurs génes comprenant une des séquences correspondant A une ou plusieurs
p des séquences SEQ ID N° 3,5,7,9,11, 13, 15,17, 19, 21, 23, 25,28, 30, 34, 36, 40, 43,
45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84,107, 109, 111, 113, 115,
118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149, ou 1’un de ses variants ou ’une des séquences .
dérivées de celles-ci en raison de la dégénérescence du code génétique. De fagon‘:f-}'
10  préférée, le microorganisme surexprime un ou plusieurs génes comprenant une desz |
séquences correspondant 4 une ou plusieurs des séquences SEQIDN° 3,5,7,9, 11, 13,
15, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, - ‘
74, 76, 78, 80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149, ou
I'un de ses variants ou ’une des séquences dérivées de celles-ci en raison de lé :"',
15 dégénérescence du code génétique. De fagon préférée, le microorganisme surexpnme le‘:
geéne comprenant une sequence correspondant a SEQ ID N° 111 ou 141, ou 'un de ses

variants ou ’une des séquences dénvées de celles-c1 en raison de la dégénérescence

code génétique. La séquence donnée en SEQ ID N° 111 est partielle, cependant
’homme du métier pourra aisément la compléter notamment en utilisant 1’enseignement
20 presenté dans ’exemple 24. La séquence indéterminée dans SEQ ID N° 111 a été
déterminée dans un second temps et la séquence compléte de cette orf (orf28¢) est
donnée en SEQ ID N° 141. La traduction en protéine de cette séquence codante est
donnée en SEQ ID N° 142. 1l est ainsi présenté ’exemple 24 une méthode pour cloner le
géne orf28c et pour fabriquer un vecteur d’expression permettant I’expression de orf28c.
25 Il est également montré dans cet exemple que la surexpression du géne orf28¢ dans la
souche OSC2 conduit 4 1’amélioration de la production en spiramycines de cette souche.
La surexpression du géne orf28¢ peut étre obtenue en augmentant le nombre de copies
de ce géne et/ou en plagant un promoteur plus actif que le promoteur sauvage. De fagon
préférée, la surexpression du gene orf28c est obtenue en apportant dans le

30  microorganisme une construction d’ADN recombinant, permettant la surexpression de
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ce géne. De fagon préférée, cette construction d’ADN recombinant augmente le nombre
de copie du géne orf28c et permet d’obtenir une surexpression du geéne or/28c. Dans
cette construction d’ADN recombinant, la séquence codante de orf28c peut étre placée
sous le contrdle d’un promoteur plus actif que le promoteur sauvage. On peut citer 2 titre
d’illustration le promoteur ptrc actif chez Streptomyces ambofaciens (Amann, E. et al.,
1988) ainsi que le promoteur ermE*. Ainsi, de fagon préférée, la ou les copies du géne
orf28c apportée sont placées sous le contrdle du promoteur ermE* comme c’est le cas

dans la construction pSPM75 (cf. exemple 24).

Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de production de macrolides

utilisant les microorganismes décrits au paragraphe précédent. Ce procédé consiste a

cultiver dans un milieu de culture approprié un microorganisme défini dans le

paragraphe précédent, récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulalre, 1 ,3:

séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore 3 a partir de Iextralt

cellulaire obtenu & 1°étape précédente le ou les macrolides produits. Les conditions de '-‘;::

"

culture de tels microorganismes pourront &tre déterminées selon des techniques blen ‘

MP5 ou le milieu SL11 pour les Streptomyces et notamment pour Streptomyces
ambofaciens (Pernodet et al., 1993). L’homme du métier pourra notamment se référer a
’ouvrage de Kieser et al. 2000 en ce qui concerne la culture des Streptomyces. Le ou les
macrolides produits peuvent étre récupérés par toutes techniques connues de I’homme
du métier. L’homme du métier pourra se référer, par exemple, aux techniques
enseignées dans le brevet américain US 3,000,785 et plus particuliérement aux
méthodes d’extraction des spiramycines décrites dans ce brevet. Préférentiellement, les
microorganismes utilisés dans un tel procédé sont des bactéries du genre Streptomyces.
Plus préférentiellement, le macrolide en question est la spiramycine et les

microorganismes mutants améliorés pour leur production en spiramycines sont des

souches de S. ambofaciens.

Un autre aspect de ’invention concerne I’utilisation d'une séquence et/ou d'un

vecteur selon I'invention pour la préparation d'antibiotiques hybrides. En effet, les

1
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polynucléotides selon I’invention peuvent servir a ’obtention de microorganismes
exprimant une ou plusieurs protéines mutantes donnant lieu & une modification dans Ia
spécificité du substrat ou encore étre exprimés dans de multiples microorganismes
producteurs d’antibiotiques dans le but de geénérer des antibiotiques hybrides. Ainsi les
polynucléotides selon 1’invention peuvent permettre, par transfert des génes entre
mieroorganismes producteurs, de fabriquer des antibiotiques hybrides ayant des
pr(;pﬁétés pharmacologiquement intéressantes (Hopwood ez al.,1985a, Hopwood et
al.,1985b, Hutchinson et al, ,1989). Le principe par lequel I’ingénierie génétique peut.
conduire A la production d’antibiotiques hybrides a été tout d’abord proposé par‘
Hopwood (Hopwood 1981). 1l a ainsi été proposé que les enzymes participant a la
biosynthése d’antibiotiques acceptent souvent des substrats reliés structurellement, mais
différents de leur substrat naturel. I est généralement admis (Hopwood 1981

Hutchinson 1988, Robinson 1988) que les enzymes codées par les génes de la voie de :
biosynthése d’antibiotiques ont une spécificité de substrat moins stricte que les enzymes ;'5

du métabolisme primaire. Il a ainsi pu étre montré qu’un grand nombre de substrats non- ’

naturels sont transformes par des mlcroorgamsmes producteurs d’antibiotique, 1
mutants ou des enzymes punﬁées de 1a ‘voie de biosynthése de ces ant1b10t1qﬁ¢
(Hutchinson 1988). En utilisant cet enseignement, I’homme du métier pourra construire
des microorganismes exprimant une ou plusieurs protéines mutantes donnant lieu a une

modification dans la spécificité du substrat dans le but de générer des antibiotiques
hybrides.

L’invention concerne également I’utilisation d’au moins un polynucléotide et/ou
au moins un ADN recombinant et/ou au moins un vecteur d'expression et/ou au moins
un polypeptide et/ou au moins une cellule hote selon I’invention pour réaliser une ou
plusieurs bioconversions. Ainsi I’invention permet de construire des souches
bactériennes ou fongiques dans lesquelles on exprime, sous le contrle de signaux
d'expression appropriés, une ou plusieurs protéines selon I’invention. De telles souches
peuvent alors étre utilisées pour réaliser une ou des bioconversions. Ces bioconversions
peuvent se faire soit 4 l'aide de cellules entieres, soit a l'aide d'extraits acellulaires des

dites cellules. Ces bioconversions peuvent permettre de transformer une molécule en une
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forme dérivée, avec une enzyme d'une voie de biosynthése. Par exemple, Carreras et al.
décrit ’utilisation de souche de Saccharopolyspora erythraea et de Streptomyces
coelicolor pour la production de nouveau dérivés d’érithromycines (Carreras et al.,
2002). Walczar et al. décrit 1utilisation d’une P450 mono-oxygénase de Streptomyces
5  pour la bioconversion de désacétyladriamycine (un analogue de I’anthracycline) en de
nouvelles anthracyclines (Walczar et al., 2001). Olonao ef al. décrit ’utilisation d’une
souche d:a Streptomyces lividans modifiée pour la bioconversion de rhodomycinone-
epsilon en rhodomycine D (Olonao ef al., 1999). L’homme du métier pourra apphquer 3‘

ce principe 4 tout intermédiaire de biosynthése.

10 L’invention concerne également un ADN recombinant caractérisé en ce qu’il
comprend :
- un polynucléotide susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par
polymérase en utilisant le couple d’amorces de séquence suivante: 5° ':
h AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138) et 5° .
: i’ S15 GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme : i
X matrice le cosrmde pSPM36 ou l’ADN total de Streptomyces ambofaciens, plus
preférentiellement il s’agit d*un polynucléotide de séquence SEQ ID N° 141, h
- ou un fragment d’au moins 10, 12, 15, 18, 20 & 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950,
20 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1460, 1470, 1480,

1490 ou 1500 nucléotides consécutifs de ces polynucléotides.

Préferentiellement ; cet ADN recombinant est un vecteur, Encore plus
préférentiellement, le vecteur est choisi parmi les bactériophages, les plasmides, les '
phagemides, les vecteurs intégratifs, les fosmides, les cosmides, les vecteurs navettes,
25 les BAC (Bacterial Artificial Chromosome) ou les PAC (Pl-derived Artificial
Chromosome). A titre illustratif on peut citer comme bactériophages le phage lambda
et le phage M13. Comme plasmides on peut citer les plasmides se répliquant chez E.
coli par exemple pBR322 et ses dérivés, pUC18 et ses dérivés, pUC19 et ses dérivés,
pGB2 et ses dérivés (Churchward G. ez al., 1984), pACYC177 (numéro d’accés
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GenBank : X06402) et ses dérivés, pACYC184 (numéro d’acces GenBank : X06403)
et ses dérivés. On peut également citer les plasmides se repliquant chez Streptomyces
comme par exemple plJ101 et ses dérivés, pSGS et ses dérivés, SLP1 et ses dérivés,
SCP2* et ses dérivés (Kieser et al. 2000). Comme phagemides on peut citer 3 titre
illustratif pBluescript II et ses dérivés (commercialisés notamment par la société
Stratagene (LaJolla, Californie, USA)), pGEM-T et ses dérivés (commercialisé par la
société Prome’ga (Madison, Wisconcin, USA)), AZAPIl et ses dérivés

(commercialisés notamment par la société Stratagene (Lalolla, Californie, USA)).

Comme vecteurs intégratifs on peut citer a titre iltustratif, les vecteurs intégratifs -

chez Streptomyces comme par exemple ceux dérivés de SLP1 (Kieser et al, 2000),
ceux dérivés de pSAM2 (Kieser et al, 2000), les vecteurs utilisant les systémes

d’intégration des phages PhiC31 (Kieser et al, 2000) (par exemple pSET152

(Bierman et al., 1992)) ou de VWB (Van Mellaert L, et al. 1998), ainsi que les :
vecteurs utilisant le systéme d’intégration de IS117 (Kieser et al. 2000). Comme fg!"_

fosmides on peut citer 2 titre illustratif le fosmide pFOS1 (commercialisé par la i

société New England Bioloabs Inc., Beverly, Massachussetts, USA) et ses dériyés
Comme cosmides on peut citer”‘a titre illustratif le cosmide SuperCos et ses dérivés
(commercialisés notamment par la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA)), le
cosmide pWED15 (Wahl et al., 1987) et ses dérivés. Comme vecteurs navettes on
peut citer a titre illustratif les plasmides navettes E. coli / Streptomyces comme par
exemple plJ903 et ses dérivés, la série des plasmides pUWL, pCAQ106, pWHM3,
pOJ446 et leurs dérivés (Kieser et al. 2000), les BAC navettes E. coli / Streptomyces
comme par exemple ceux décrits dans la demande de brevet WO 01/40497. Comme
BAC (Bacterial Artificial Chromosome) on peut citer a titre illustratif le BAC
pBeloBAC1! (numéro d’accés GenBank ‘U511 13). Comme PAC (Pl-derived
Artificial Chromosome) on peut citer a titre illustratif le vecteur pCYPAC6 (numéro
d’acceés GenBank : AF133437). Plus préférentiellement, cet ADN recombinant est un
vecteur d’expression. Les vecteurs d’expression utilisables dans différents systémes
d’expression sont bien connus de I’homme du meétier, en ce qui concerne les cellules

procaryotes, on peut citer 4 titre illustratif les vecteurs d’expression chez E. col; par
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exemple, de la famille pET commercialisés par la société Stratagene (LaJolla,
Californie, USA), les vecteurs de la famille GATEWAY commercialisés par la
société Invitrogen (Carlsbad, Californie, USA), les vecteurs de la famille pBAD
commercialisés par la société Invitrogen (Carlsbad, Californie, USA), les vecteurs de
la famille pMAL commercialisés par la société New England Bioloabs Inc. (Beverly,
Massachussetts, USA),-les vecteurs d’expression inductibles par le rhamnose cités
dans la publication Wih'ns B et al., 2001 et leurs dérivés, on peut également citer les
vecteurs d’expression chez Streptomyces comme par exemple les vecteurs plJ4123,
plJ6021, pPM927, pANT849, pANT 850, PANT 851, pANT1200, pANT1201,
PANT1202 et leurs dérivés (Kieser et al., 2000). En ce qui concerne les cellules de
levures, on peut citer  titre illustratif le vecteur PESC commercialisé par la société
Stratagene (LaJolla, Californie, USA). En ce qui concerne le systéme d’expression
baculovirus permettant une expression dans des cellules d'insectes on peut citer 4 titre
illustratif le vecteur BacPAK6 commercialisé par la société BD Biosciences
Clontech, (Palo Alto, Californie, USA). En ce qui concerne les cellules de -

mamrmféres on peut citer 3 titre illustratif des vecteurs comprenant le promoteur des T

genes précoces du virus CMV (Cytomegalovirus) (par exemple le vecteur pCMV e
ses dérivés commercialisés par la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA), ou le
promoteur des geénes immédiats (SV40 early promoter) du virus simien vacuolisant
SV40 (par exemple le vecteur pSGS5 commercialisé par la société Stratagene (LaJolla,
Californie, USA). Un autre aspect de 1’invention concerne des cellules hétes dans

laquelle a été introduit au moins un ADN recombinant décrit dans ce paragraphe.

Un autre aspect de I’invention concerne un procédé de production d’un
polypeptide caractérisé en ce que ledit procédé comprend les étapes suivantes:

a) transformer une cellule héte par au moins un vecteur d’expression tel que
décrit dans le paragraphe ci-dessus;

b) cultiver, dans un milieu de culture approprié, ladite cellule hote;

¢) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire;

d) séparer et purifier 4 partir dudit milieu de culture ou encore 3 partir de

Pextrait cellulaire obtenu 4 I’étape c), ledit polypeptide ;
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€) le cas échéant, caractériser le polypeptide recombinant produit.

Le polypeptide recombinant ainsi produit peut étre purifié par passage sur une
serie appropriée de colonnes de chromatographie, selon les méthodes connues de
’homme de Dart et décrites par exemple dans F. Ausubel et al (2002). On peut citer a
titre illustratif la technique du « Tag-Histidine », qui consiste 4 ajouter une courte
séquence poly-histidine au polypeptide & produire, ce dernier pouvant ensuite étre
purifié sur colonne de nickel. Ce polypeptide peut également étre préparé par les
techniques de synthése in vitro. A titre illustratif de telles techniques, le polypeptidgl_u, ‘
pourra étre préparé grice au systéme « rapid translation system (RTS)», commercialisé “

notamment par la société Roche Diagnostics France S.A, Meylan, France.

Un autre aspect de 1’invention ¢oncerne un microorganisme producteur d’au
moins une spiramycine caractérisé en ce qu’il surexprime :
-un géne susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par polymérase (PCR) en

utilisant le couple d’amorces de séquence suivante : 5

matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens, plus |
préférentiellement il s agit du géne de séquence codante SEQ ID N° 141,

- ou un géne dérivé de ceux-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

Un exemple de séquence d’un tel gene est donné en SEQ ID N°'111 (ADN), cependant
cette séquence est partielle puisqu’elle ne comprend pas la partie 3° de la séquence
codante correspondante. La traduction en protéine de cette partie de séquence codante
est donnée en SEQ ID N° 112. L’homme du métier pourra aisément la compléter
notamment en utilisant ’enseignement présenté dans I’exemple 24. 11 est ainsi présenté
dans cet exemple une méthode pour cloner le géne orf28¢ et pour fabriquer un vecteur
d’expression permettant I’expression de orf28¢c. 11 est également montré dans cet
exemple que la surexpression du gene orf28¢ dans la souche OSC2 conduit 3
I’amélioration de la production en spiramycines de cette souche. De fagon préférée, le

microorganisme surexprimant
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- un geéne susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par polymérase (PCR) en
utilisant le couple d’amorces de séquence suivante : 5
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138) et 5’
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens, plus
préferentiellement il s’agit du géne de séquence codante SEQ ID N° 141,

- ou un gene dérivé de celui-ci en rais.on de la dégénérescence du code génétique

est une bactérie du genre Streptomyces, de maniére encore plus préférée, il s’agit d’une .
bactérie de I’espéce Streptomyces ambofaciens. De fagon préférée, la surexpression ;
dudit géne est obtenue par transformation dudit microorganisme par un vecteur
d’expression, de maniére tout 2 fait préféré, la souche de microorganisme est la souche
OSC2/pSPM75(1) ou de la souche OSC2/pSPM75(2) déposée auprés de la Collection - -
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur

Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 6 octobre 2003 sous le numéro d’enreglstrement
I-3101.

Un autre aspect de l’mventlon concerne un procédé de productlon
spiramycine(s) utlhsant les mlcroorgamsmes décrits au paragraphe precedent ‘'
procédé consiste A cultiver dans un milieu de culture appropri€ un microorganisme
défini dans le paragraphe précédent, récupérer le milieu de culture conditionné ou un
extrait cellulaire, séparer et purifier 4 partir dudit milieu de culture ou encore a partir de
Pextrait cellulaire obtenu & I’étape précédente le ou les spiramycines produites. Les
conditions de culture de tels nﬁcroorganismes pourront €tre déterminées selon des
techniques bien connues de ’homme du métier. Le milieu de culture pourra par
exemple étre le milieu MP5 ou le milieu SL11 pour les Streptomyces et notamment
pour Streptomyces ambofaciens (Pernodet et al., 1993). L’homme du métier pourra
notamment se référer a 1’ouvrage de Kieser et al. 2000 en ce qui concerne la culture des
Streptomyces. Le ou les spiramycines produites peuvent étre récupérés par toutes
techniques connues de ’homme du métier. L’homme du métier pourra se référer, par
exemple, aux techniques enseignées dans le brevet américain US 3,000,785 et plus

particuliérement aux méthodes d’extraction des spiramycines décrites dans ce brevet.
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Prefeérentiellement, les microorganismes utilisés dans un tel procédé sont des bactéries
du genre Streptomyces. Plus préférentiellement, les microorganismes sont des souches

de S. ambofaciens.

Un autre aspect de I’invention concerne un vecteur d’expression caractérisé
en ce que le polynucléotide de séquence SEQ ID N° 47 ou un polynucléotide dérivé
de celui-ci en raison de la dégénérescenc:e du code génétique est placé sous le
contrble d’un promoteur permettant Pexpression de la protéine codée par le dit
polynucléotide chez Streptomyces ambofaciens. Des exemples de vecteurs
d’expression utilisables chez Streptomyces ont été donnés ci-dessus.
Préférentiellement un tel vecteur d’expression est caractérisé en ce qu’il s’agit du
plasmide pSPM524 ou pSPM525.

Un autre aspect de I’invention concerne une souche de Streptomyces

ambofaciens transformée par un vecteur défini dans le paragraphe précédent.

Un autre aspect de l’mventlon concerne un polypeptlde caractérisé en ce que -‘

sa séquence comprend la séquence SEQ ID N°. 112. L’invention est égalemen

relative & un polypeptide caractérisé en ce que sa seéquence correspond 2 la séquence

traduite de la séquence codante :

- d’un geéne susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par
polymérase (PCR). en utilisant le couple d’amorces -de séquence suivante: 5°
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138) et 5
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens, plus
preferentiellement il s’agit du géne de séquence codante SEQ ID N° 141,

-ou d’un géne dérivé de celui-ci en raison de la dégénérescence du code
génétique.

Preferentiellement ces polypeptides sdnt exprimés a I’état naturel par une bactérie du
genre Streptomyces, plus préférentiellement, ces polypeptides sont impliqués dans la

biosynthese des spiramycines,
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Un autre aspect de ’invention concerne un vecteur d’expression permettant
expression d’un polypeptide tel que défini dans le paragraphe précédent chez
Streptomyces ambofaciens. Des exemples de vecteurs d’expression utilisables chez
Streptomyces ont été donnés ci-dessus. Préférentiellemnt, le vecteur d’expression en

5 question est le plasmide pSPM75.
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Figure 2 : Cosmides utilisés pour le séquengage de la région. A |
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voie est proposée par analogie avec la biosynthése du méthoxymalonyl chez

Streptomyces hygroscopicus var. ascomyceticus (Wu,K. et al.,2000).
Figure 9 : Etapes conduisant  l'inactivation d'un gene:
20 A) Clonage du géne cible dans un vecteur se répliquant chez E. coli mais pas
chez Streptomyces;
B) Insertion de la cassette de résistance dans le gene cible (par clonage ou
recombinaison entre courtes séquences identiques);
C) Introduction du plasmide chez Streptomyces  ambofaciens  (par
25 transformation ou conjugaison avec E. col) et sélection des clones ayant intégré
la cassette puis criblage de clones ayant perdu la partie vecteur pour avoir un
remplacement de géne;
D) Région du chromosome de la souche mutante dans laquelle le géne cible est

inactivé par remplacement de géne.
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Figure 10 : Etapes optionnelles suivant I’inactivation d’un geéne selon la méthode décrite
en figure 9, pouvant étre conduites si une cassette excisable a ét¢ employée pour
interrompre le géne cible :
E) Introduction dans la souche mutante du plasmide pOSV508 portant les génes
xis et int de pSAM2 dont les produits vont permettre l'excision efficace par
recombinaison spécifique de sites entre les séqugnces attL et attR bordant la
cassette;
F) Obtention de clones ayant perdu la cassette excisable et sensibles 2‘1__
I'antibiotique a laquelle la cassette conférait la résistance; )
G) Aprés croissance et sporulation sur milieu solide sans antibiotique le
plasmide pOSV508 est perdu 2 haute fréquence. On peut ainsi obtenir des clones
sensibles au thiostrepton dans lesquels le géne cible contient une délétion en
phase. La séquence du géne cible délété peut étre contrlée par amphﬁcatlon.

PCR et séquengage du produit PCR.

Figure 11 : Amphﬁcatlon de la cassette exc1sable dans le but de T’utiliser pour une' A
expérience de recombmmson homolo niqus de re ‘
grice 3 de courtes séquences horﬁologu a été écnte par (Chaveroche etal., 2000) Les
39 ou 40 déoxy-nucléotides situés a l'extrémité 5' de ces oligonucléotides comportent
une séquence correspondant & une séquence du géne a inactiver et les 20 déoxy-

nucléotides situés le plus en 3' correspondent a la séquence d'une des extrémités de la

cassette excisable.

Figure 12 : Obtention d’une construction pour I’inactivation d’un géne cible grace a la
technique décrite par (Chaveroche et al., 2000).

Figure 13: Carte du plasmide pWHM3. Strepto ori: origine de réplication

Streptomyces.

Figure 14 : Carte du plasmide pOSV508.

Figure 15 : Exemple de structure d’une cassette excisable. Celle-ci est constituée de la
cassette {hyg (Blondelet-Rouault et al., 1997) bordée des sites atiR et anl, (Raynal et
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al., 1998), entre lesquels un événement de recombinaison permetira 1’excision de la
cassette, grice a ’expression des génes xis et int.

Figure 16 : Carte du plasmide pB)\(LI 111.

Figure 17 : Carte du plasmide pBXL1112.

Figure 18 : Test microbiologique de production de spiramycine, basé sur la sensibilité
d’une souche de Micrococcus luteus 3 la spiramycine. La souchq de Micrococeus luteus
utilisée est une souche naturellement sensible 3 la spiramycine mais résistante 3 la
congocidine. Les différentes souches de Streptomyces a tester ont été cultivées en-
erlenmeyers de 500 ml contenant 70 ml de milieu MP5, inoculés & une concentration
initiale de 2.5 10° spores/ml et mises & pousser 4 27°C sous agitation orbitale de 250
rpm. Des prélévements de motts de fermentation ont été réalisés aprés 48, 72 et 96
heures de culture et centrifugés. Une dilution au dixiéme de ces surnageants dans du .
milieu de culture stérile est utilisée pour le test. La souche indicatrice de Micrococcus
luteus résistante 3 la congocidine mais sensible 3 la spiramycine (Gourmelen ef al.,
1998) a été cultivée dans une boite carrée de 12x12 cm. Des disques en papier Whatman ;

AA ont été imbibés de 70 pl de la dilution au dixieme de chaque surnageant et deposes

,l

sur la surface de la boite. Des dlsques imbibés d’une solution de spiramycine d
différentes concentrations (2-4-8 pg/ml dans du milieu de culture MP5) sont ut111sesA
comme gamme étalon. Les boites sont incubées 4 37°C pendant 24 3 48h. Si le disque
contient de la spiramycine, celle-ci diffuse dans I’agar et inhibe la croissance de la
souche indicatrice de Micrococcus Iuteus. Cette inhibition crée un « halo » autour du
disque, ce halo reflétant la zone o la souche de Micrococcus luteus n’a pas poussé. La
présence de ce halo est donc une indication de la présence de spiramycine et permet de
determiner si la souche de S, ambofaciens en question est productrice ou non productrice
de spiramycine. Une comparaison avec les diamétres d’inhibition obtenus pour la

gamme étalon permet d’obtenir une indication de la quantité de spiramycine produite par

cette souche.

Figure 19 : Chromatogramme CLHP du surnageant filtré du milieu de culture de la
souche OSC2.
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Figure 20 : Chromatogramme CLHP du sufnageant filtré du milieu de culture de la
souche SPM501.
Figure 21 : Chromatogramme CLHP du surnageant filtré du milieu de culture de la
souche SPM502.

Figure 22 : Chromatogramme CLHP du surnageant filtré du milieu de culture de la
souche SPM507. “

Figure 23 : Chromatogramme CLHP du surnageant filtré du milieu -de culture de la
souche SPM508.

Figure 24 : Chromatogramme CLHP du surnageant filtré du milieu de culture de Ia
souche SPM509. "
Figure 25 : Alignement de la protéine Orf3 (SEQ ID N° 29) avec la protéine TylB (SEQ
ID N° 87) de S. fradiae réalisé grace au programme FASTA.

Figure 26 : Alignement de la protéine MdmA de S. mycarofaciens (SEQ ID N° 88) avec R
la protéine SrmD (SEQ ID N° 16) réalisé grace au programme FASTA.
Figure 27 : Exemple de séquences des sites résiduels aprés excision de la cassette .
excisable. En gras est mdlqué le s1te att26 muumum tel que deﬁm dans Raynal et al %
1998. La séquence de la phase 1 (attl) de 33 nucléotldes est presentée en SEQ ID
104, la séquence de la phase 2 (att2) de 34 nucléotides est présentée en SEQ ID N° 105 |
la séquence de la phase 3 (att3) de 35 nucléotides est présentée en SEQ ID N° 95.Figure

28 : Représentation schématique du geéne orf10, localisation des amorces PCR utlisées
et construction obtenue avec chaque couple d’amorces. -

Figure 29 : Construction de la cassette pac-oritT.

Figure 30 : Carte du cosmide pWED2.

Figure 31 : Représentation schématique du groupe de génes impliqués dans la voie de
biosynthése des spiramycines et de la localisation des trois sondes utilisées pour isoler
les cosmides de la banque d'ADN genomique de la souche OSC2 de Streptomyces
ambofaciens chez E. coli (cf. exemple 19).Figure 32 : Localisation des inserts des
cosmides isolés de la banque d'ADN geénomique de la souche OSC2 de Streptomyces

ambofaciens chez E. coli (cf. exemple 19).
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Nouvelle banque d’ADN cosmidique.Figure 33 : Sous clonage du fragment Ps#I-PstI du
cosmide pSPM36 (insert du plasmide (pSPM358), sous clonage du fragment Stul-Stul du
cosmide pSPM36 (insert du plasmide pPSPM?72) et sous clonage d’un fragment EcoRI-
Stul (insert du plasmide pSPM73).

Figure 34 : Localisation des phases ouvertes de lecture indentifiées dans 1’insert PstI-
Pstl du plasmide pSPMS5S8 et dans I’insert EcoRI-Stul du plasmide pSPM73. ‘

Figure 35 : Superposition des chromatogrammes CLHP du surnageant filiré du milieu
de culture de la souche 0S49.67 réalisés 4 238 et 280nm (haut) et spectres UV des
molécules élués A 33,4 minutes et 44,8 minutes (bas).

Figure 36 : Structure moléculaire des molécules platénolide A et platénolide B.

Figure 37 : Organisation du groupe de génes impliqués dans la voie de biosynthése des -
spiramycines. .
Figure 38 : Structure moléculaire d*un intermédiaire de biosynthseée produit par la ‘
souche SPM507. , x
Figure 39 : Structure d’un intermédiaire de biosynthsése produit par une souche de S.
ambofaciens de génotype orf6 *; attlthg+ obtenue 2 partn' d’une souche: i

surproduisant les spiramycines. L’msertmn de la cassette attleyg+ dans orf6* exer e

un effet polaire empéchant I’expression de orf5¥,
Figure 40 : Structure moléculaire des molécules platénolide A + mycarose et platénolide

B + mycarose produites par la souche 0S49.67

Figure 41: Sous clonage d’un fragment Ps#I-Psfl du cosmide -pSPM36 (insert du

plasmide (pSPM79)), localisation des phases ouvertes de lecture indentifiées dans

Uinsert Pstl-Pst] du plasmide PSPM79 et localisation de la séquence SEQ ID N° 140.
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La présente invention est illustrée a l'aide des exemples qui suivent, qui doivent

étre considérés comme illustratifs et non limitatifs.

En résumé, les génes de la voie de biosynthése des spiramycines ont été isolés a
partir d'une banque d'’ADN génomique de Streptomyces ambofaciens. Cette banque a été
obtenue par digestion partielle de 'ADN génomique de Streptomyces ambofaciens, par
I'enzyme de restriction BamHI. De larges fragments d'ADN, de 35 4 45 kb en moyenne,
ont ét¢ clonés dans le cosmide pWED!1 (Gourmelen ez al., 1998) dérivé du cosmide
PWED15 (Wahl et al., 1987). Ces cosmides ont été introduits chez E. coli grace a des‘ _
particules phagiques. La banque ainsi obtenue a été hybridée avec une sonde (de
séquence SEQ ID N° 86) correspondant & une partie du géne tyB de S. fradiae (Merson-
Davies & Cundliffe, 1994, numéro d’accés GenBank : U08223). Aprés hybridation, un
cosmide sur les 4 s’hybridant avec la sonde a été plus particuliérement sélectionné. Ce
cosmide nommé pOS49.1 a ensuite été digéré par Sacl et un fragment de 3,3 kb
contenant la région s’hybridant avec la sonde a été sous cloné dans le vecteur pUC19 et :
séquencé. Quatre phases ouvertes de lectures ont &té identifides et 1"une d’entre elles
code une protéine (SEQ ID N° 29) présentant de fortes sumhtudes de sequence avec
protéine TyIB de S. fradiae (SEQ ID Ne 87) (cf ﬁgure 25) Ce géne a été nommé ory‘3
(SEQ ID N° 28) et a été inactivé chez S. ambofaciens. 11 a pu étre démontré que les

clones inactivés dans le géne orf3 ne produisent plus de spiramycines. Ceci montre

Pimplication du géne orf3 ou de génes situés en aval dans la biosynthése des

spiramycines.

Une fois cette confirmation obtenue, une plus grande région du cosmide pOS49.1
a €té séquencée, de part et d'autre du fragment Sacl précédemment étudié. Ainsi, 3 partir
du cosmide pOS49.1, la séquence d’une région comportant sept phases ouvertes de
lecture entiéres et deux autres incomplétes, situées de part et d’autre de ces sept phases
ouvertes complétes, a pu étre obtenue. Gréce 4 une recherche dans les bases de données,
il a pu étre montré que 1’une des phases ouvertes de lecture incompléte correspondait au
locus srmG (région codant une enzyme appelée « polyketide synthase » (PKS)). Les

genes correspondants ont été clonés par Burgett S. ef al. en 1996 (Brevet américain US
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5,945,320). Par ailleurs, les autres phases ouvertes de lecture, les sept ORFs entiéres
nommees : orfl, orf2, orf3, orf4, orfS, orfs, orf7 (SEQ ID N° 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40)
et le début de la huitiéme ORF nommé orf3 (sequence SEQ ID N° 43) n’ont pas été

retrouvées dans les bases de données.

Dans un deuxiéme temps et dans le but de cloner d’autres génes impliqués dans
la biosynthése des spiramycines, d'autres cosmides comportant des fragments du génome
de S. ambofaciens dans cette méme région ont été isolés. Pour cela une nouvelle série »
d'hybridations sur colonies a été effectuée en utilisant trois sondes. La premiére sond .
correspond a un fragment d'ADN de 3,7kb contenant orfl, orf2 et le début de orf3, sous":? :"
cloné a partir de pOS49.1. La deuxiéme sonde correspond a un fragment de 2 kb d'ADN
contenant une partie de orf7 et une partie de orf8 et sous cloné 3 partir de pOS49.1. Une |

troisiéme sonde a également été utilisée. Cette derniére correspond 4 un fragment d'ADN :

de 1.8 kb contenant le géne srmD. Le geéne srmD est un géne isolé de S. ambofacieris
capable de conférer la résistance a la spiramycine. En effet, des travaux antérieuts
avaient permis le clonage de plusieurs déterminants de résistance de S. ambofaczens
conférant la résistance  la spiramyeiﬁé dune souche de S, griseofuscus (souche senSI »
a la spiramycine) (Pernodet et al., 1993) (Pernodet et al., 1999). Pour 1’1solement'de "
génes de résistances, une banque cosmidique de I'ADN génomique de la souche .
ambofaciens avait été réalisée dans le cosmide pKC505 (Richardson MA et al., 1987).
Ce pool de cosmides avait €té introduit chez S. griseofuscus, naturellement sensible 4 la
spiramycine. Cinq cosmides capables de conférer la résistance I’apramycine et la
spiramycine chez S. griseofuscus avaient ainsi été obtenus. Parmi ces 5 cosmides, un
cosmide nommé pOS44.1 posséde dans son insert le géne srmD qui code une protéine
présentant une certaine similitude avec la protéine codée par le géne mdmAd de
Streptomyces mycarofaciens et impliquée dans la résistance & la midécamycine chez cet
organisme producteur (Hara et al., 1990, numéro d’accés Genbank : A60725) (figure
26). La troisiéme sonde utilisée pour localiser les genes de biosynthese de spiramycine a

¢té un insert d’environ 1.8kb comprenant le geéne srmD.
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Ces trois sondes ont été utilisées pour hybrider la banque d’ADN génomique
décrite ci-dessus et ont permis de choisir deux cosmides (pSPM7 et pSPMS5)
susceptibles de contenir les inserts les plus longs et n’ayant pas de bandes communes. Le
cosmide pSMP5 hybridait avec la premiére et la deuxiéme sonde, mais n’hybridait pas
avec la troisieme sonde, alors que le cosmide pPSPM7 hybridait avec la troisiéme sonde
seulement. Ces deux cosmides ont été séquencés en totalité par la technique du
séquencgage en aveugle (« shotgun sequencing »). Les séquences des inserts de ces deux
cosmides : pPSPM7 et pSPMS5 ont pu étre assemblées car bien que ne se chevauchant pas,
chacun des inserts comprenait une séquence connue 4 I"une de ses extrémités. En effet
chacun de ces inserts comportait un fragment de la séquence d’un des génes codant une .
enzyme appelée « polyketide synthase » (PKS). Ces 5 génes ont été clonés par Burgett S.
et al. en 1996 (Brevet américain US 5,945 ,320) (cf. figure 2). Ainsi, il a pu etre
déterminé une séquence unique d’ADN génomique de S. ambofaciens. Une séquence de -
30943 nucléotides partant, en 5°, d’un site EcoRI situé dans le premier géne PKS iet
allant jusqu’a un site BamHI en 3° est présentée en SEQ ID N° 1. Cette séqueﬁé‘e

correspond & la région amont des genes de la PKS (cf. figure 2 et 3). Une deux1eme
région de 11171 nucléotides, partant d’un sﬁe Psfl en 5’ et allant Jusqu’é un s1te B ]
en 3’ situé dans le cinquiéme géne de la PKS est présentée en SEQ ID N° 2. Cette reglon‘“ h
est la région aval des génes de la PKS (I'aval et I’amont étant définis par 1’orientation

des 5 génes de PKS tous orientés dans le méme sens) (cf. figures 2 et 3).

Dans un troisiéme temps et dans le but de cloner d’autres genes impliqués dans la
biosynthése des spiramycines, d'autres cosmides comportant des fragments du génome

de S. ambofaciens dans cette méme région ont été isolés (cf. exemple 18 et 19).
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EXEMPLE 1 : Construction d’une banque d'ADN génomique de la souche
ATCC23877 de Streptomyces ambofaciens chez E. coli

1.1. Extraction de I’ADN génomique de la souche ATCC23877 de Streptomyces

ambofaciens.

La souche ATCC23877 de Streptomyces ambofaciens (accessible notamment

‘aupres de I’ American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, Virginie, USA), sous

le numéro 23877) a été cultivée en milieu YEME (Yeast Extract-Malt Extract) ((Kiesex",.‘;;‘;
T, et al,2000) et ’ADN génomique de cette souche a été extrait et purifié selon les i
techniques standards de lyse et précipitation (Kieser T. ez al., 2000).

1.2. Construction de la banque d'ADN génomique

L’ADN génomique de la souche ATCC23877 de Streptomyces ambofaciens t‘qli 5
qu’isolé ci-dessus a été digéré partiellement par I’enzyme de restriction BamHI -dé'

maniére & obtenir des fragments d’ADN de taille comprise entre environ 35 et 45 kb

al., 1987) par délétion du fragment Hpal-Hpal de 4.1 kb contenant le module
d’expression actif chez les mammiféres (Gourmelen ez al., 1998). Le mélange de
ligation a ensuite été encapsidé in vitro dans des particules de phages lambda grace au
systéme « Packagene® Lambda DNA packaging system » commercialisé par la société
Promega en suivant les recommandations du fabriquant. Les particules phagiques
obtenues ont été utilisées pour infecter la souche SURE® d’E. coli commercialisée par
la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA). La séléction des clones a été effectuée

sur milieu LB + ampicilline (50 pg/ml) puisque le cosmide pWED1 confére la résistance

a I’ampicilline.
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EXEMPLE 2 : Isolement et caractérisation de génes impliqués dans la biosynthése
de spiramycines chez Streptomyces ambofaciens

2.1 Hybridation sur colonie des clones d’E. coli de la bangue génomique de
Streptomyces ambofaciens ATCC23877

+ Environ 2000 clones d’E. coli de la banque obtenue ci-dessus, ont été transférés
sur ﬁitre pour hybridation sur colonies. La sonde utilisée pour ’hybridation est un
fragment Nael-Nael d'ADN (SEQ ID N° 86) comportant une partie du geéne #yIB de
Streptomyces fradiae. Ce fragment correspond aux nucléotides 2663 3 3702 du fragmenf :
d’ADN décrit par Merson-Davies, L.A. & Cundliffe E. (Merson-Davies, L.A. & .
Cundliffe E., 1994, numéro d’accés GenBank : U08223), dans lequel la séquence

codante du geéne #y/B correspond aux nucléotides 2677 4 3843.

Le fragment Nael-Nael d'ADN portant une partie du géne #yiB de Streptomyces _
Jradiae (SEQ ID N° 86) a été marquée au 2P par la technique du « random priming » -

(Kit commercialisé par la société Roche) et utilisé comme sonde pour I’ hybridation des :

2000 clones de la banque, transferés sur filtre. Les membranes utilisées sont desiiy
membranes nylon Hybond N commerc1a11sees par la société Amersham (Amersham
Biosciences, Orsay, France) et I’hybridation a été effectuée 4 55°C dans le tampon décrit
par Church & Gilbert (Church & Gilbert, 1984). Un lavage a été effectué en 2X SSC a
55°C pendant 15 minutes et deux lavages successifs en 0.5X SSC ont ensuite été
effectués & 55°C, d’une durée de 15 minutes chacun. Dans ces conditions d’hybridation
et de lavage, 4 clones parmi les 2000 hybridés présentaient un fort signal d’hybridation.
Ces 4 clones ont été cultivés en milieu LB+ ampicilline (50 pg/ml) et les 4 cosmides
correspondants ont €té extraits par lyse alcaline standard (Sambrook et al., 1989). 1l a
ensuite été vérifié que I’hybridation était bien due a un fragment d'ADN présent dans
l'insert de ces quatre cosmides. Pour cela, les cosmides ont été digérés indépendamment
par plusieurs enzymes (BamHI, PstI et Sacl). Les produits de digestions ont été séparés
sur gel d’agarose, transférés sur membrane Nylon et hybridés par le fragment Nael-Nael

d'’ADN comportant une partie du géne #IB de Streptomyces fradiae (cf. ci-dessus) dans
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les mémes conditions que ci-dessus. Les quatres cosmides ont pu étre validés et un de

ces cosmides a été plus particuliérement retenu et a été nommé pOS49.1.

2.2 Vérification de I’implication de la région identifiée et séquencage de I’insert du
cosmide p0S49.1

Plusieyrs fragments de I’insert du cosmide p0OS49.1 ont été sous-clonés et leurs
seéquences ont été déterminées. Le cosmide pOS49.1 a été digéré par I’enzyme Sacl et il
a ¢te montré par Southern blot, dans les conditions décrites précédemment, qu'un
fragment de 3,3 kb contient la région s’hybridant avec la sonde #yIB. Ce fragment de 3,3
kb a été isolé par électroélution & partir d’un gel d’agarose 0.8% puis cloné dans le
vecteur pUC19 (numéro d’accés GenBank MT77789) et séquencé. Le plasmide ainsi
obtenu a été nommé p0OS49.11. Quatre phases ouvertes de lecture présentant un usage
des codons typique de Streptomyces ont pu étre identifiées dans ce fragment (deux
complétes et deux tronquées), grace au programme FramePlot (Ishikawa J & Hotta K.

1999). Des comparaisons de séquences grice au programme FASTA (cf.. (Pearson W. R 2

&D.J. Llpman 1988) et (Pearson W. R, 1990), access1ble notamment auprés du cenire
de ressources INFOBIOGEN, Evry, France) ont penms de montrer que la proteme;
déduite de 1’'une de ces 4 phases ouvertes de lecture présente de fortes similitudes de
séquence avec la protéine TylB (SEQ ID N° 87; Numéro d’accés GenBank : U08223) de
S. fradiae (cf. figure 25). Cette protéine a été nommée Orf3 (SEQ ID N° 29).

Dans le but de tester si le géne correspondant (le géne orf3 (SEQ ID N° 28)) était
impliqué dans la biosynthése des spiramycines chez S. ambofaciens, ce géne a 6été
interrompu par une cassette Lhyg (Blondelet-Rouault M-H. ef al,, 1997, numéro d’accés
GenBank : X99315). Pour cela, le plasmide pOS49.11 a été digéré par I’enzyme X#ol et
le fragment contenant les quatre phases ouvertes de lecture (deux complétes et deux
tronquées, dont orf3 en entier) a été sous-cloné au niveau du site X%ol du vecteur pBC
SK+ commercialisé par la société Stratagene (LaJolla, Califormie, USA). Le plasmide
ainsi obtenu a été nommé pOS49.12. Dans le but d’inactiver orf3, un fragment Pmll-

BstEll interne a orf3 a été remplacé par la cassette £hyg par clonage bout franc dans ce
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dernier plasmide. Pour cela, le plasmide pOS49.12 a été digéré par les enzymes Pmll et
BstETl dont le site unique se trouve dans la séquence codante du géne orf3. Les
extrémités du fragment correspondant au vecteur ont été rendues bouts francs par un
traitement par ’enzyme de Klenow (grand fragment de la DNA polymerase ). La
cassette Lhyg a été obtenue par digestion par I’enzyme BamHI du plasmide pHP45
$2hyg (Blondelet-Bouault ef al., 1997, numéro d’accés GenBank : X99315). Le fragment
correspondant a laf cassette Lhyg a été récupéré sur gel d’agarose et ses extrémités ont
été rendues bouts francs par un traitement par ’enzyme de Klenow. Les deux fragments
bouts francs ainsi obtenus (la cassette Qhyg et le plasmide pOS49.12) ont été ligués et 1;& E
produit de ligation a été utilisé pour la transformation de bactéries E. coli. Le plasmide

ainsi obtenu a été nommé pOS49.14 et contient le gene orf3 interrompu par la cassette
Qhyg.

L'insert du plasmide p0OS49.14, sous la forme d'un fragment X#ol-X#ol dont les
extrémités ont été rendues non cohésives par un traitement par I’enzyme de Klenow,"ai |
été cloné au niveau du site EcoRV du plasmide pOJ260 (le plasmide pOJ260 est un K

plasmide conjugauf capable de se r6]?11(2luer chez E. coli mais incapable de se rephquer~ y

chez S, ambofaczens (Blerman M et al., 1992) Ce plasmlde confére la résistance '3
I'apramycine chez E. coli et Streptomyces). Le plasmide obtenu (insert du plasmide
POS49.14 cloné dans le plasmide pOJ260) a été nommé pOS49.16. Ce dernier a été

transféré dans la souche ATCC23877 de S. ambofaciens par conjugaison 4 ’aide de la

souche conjugative E. coli S17-1, comme décrit par Mazodier et al. (Mazodier et al.,

1989). La souche E. coli S17-1 est dérivée de la souche E. coli 294 (Simon et al., 1983)
(Simon, et al., 1986). Des clones transconjugants possédant le marqueur de résistance &
I'hygromycine porté par la cassette Qhyg et ayant perdu le marqueur de résistance a
l'apramycine porté par le vecteur pOJ260 ont pu étre obtenus. Pour cela, aprés
conjugaison, les clones sont sélectionnés pour leur résistance & I'hygromycine. Les
clones résistants a Phygromycine sont ensuite repiqués respectivement sur milieu avec
hygromycine (antibiotique B) et sur milieu avec apramycine (antibiotique A) (cf. figure
9). Les clones résistants a I'hygromycine (HygR) et sensibles & I'apramycine (ApraS)

sont en principe ceux od un double événement de recombinaison s’est produit et qui
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possédent donc le géne orf3 interrompu par la cassette Qhyg. Le remplacement de la
copie sauvage de orf3 par la copie interrompue a été vérifié par deux hybridations
successives. Ainsi, I’ADN total des clones obtenus, a été digéré par différentes enzymes,
séparé sur gel d’agarose, transféré sur membrane et hybridé avec une sonde
correspondant a la cassette Qhyg (cf. ci-dessus)) pour vérifier la présence de la cassette
dans I’ADN génomique des clones obtenus. Une deuxiéme hybridation a été effectuée
en utilisant comme sonde I’insert Xhol-Xhol du plasmide pOS49.11 contenant les quatre
phases ouvertes de lecture (deux complétes et deux tronquées, dont orf3 en entier). La
vérification du génotype peut également étre réalisée par toute méthode connue de ",
I’homme du métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et
séquencage du produit de PCR. Un des clones orf3:: £hyg ainsi obtenu et dont le
genotype a été vérifié, a été choisi et a été appelé 0S49.16.

La production en spiramycine du clone OS49.16 ainsi obtenu a été testée grice au t
test de production décrit plus bas (cf. éxemple 15). 11 a ainsi pu étre démontré que cette

souche ne produit plus de spiramycine, confirmant I'implication de orf3 et/ou des genes

situés en aval comme par exemple orﬂ dans la blosynthése des splramycmes

Une fois cette conﬁrmation obtenue, une plus grande région du cosmide p0S49.1 K
a été séquencée, de part et d'autre du fragment Sacl précédemment étudié. Ainsi, 3 partir
du cosmide pOS49.1, la séquence d’une région comportant sept phases ouvertes de
lecture entiéres et deux autres incomplétes, situées de part et d’autre de ces sept phases
ouvertes completes, a pu étre obtenue. Grace 4 une recherche dans les bases de données,
il a pu étre montré que I’une des phases ouvertes de lecture incompléte correspondait au
locus srmG (région codant une enzyme appelée « polyketide synthase » (PKS)). Les
génes correspondants ont été clonés par Burgett S. et al. en 1996 (Brevet américain US
5,945,320). Par ailleurs, les autres phases ouvertes de lecture: les sept ORFs entiéres
nommees : orfl, orf2, orf3, orf4, orf, orfs, orf7 (SEQ ID N° 23, 25, 28, 30, 34, 36 et
40) et le début de la huitiéme ORF nommée orf8 (la séquence entiére de cette orf est

donnée en SEQ ID N° 43) n’ont pas été retrouvées dans les bases de données.
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EXEMPLE 3 : Isolement et caractérisation d’autres génes impliqués dans la

biosynthése de spiramycines chez Streptomyces ambofaciens

Dans un deuxiéme temps et dans le but de cloner d’autres genes impliqués dans la
biosynthése des spiramycines, d'autres cosmides comportant des fragments du génome
de S. ambofaciens dans cette méme région ont été isolés. Pour cela il a été procédé 4 une

nouvelle série d'hybridations sur colonies en utilisant trois sondes :

- La premiére sonde utilisée correspond a un fragment d'ADN BamHI-Ps{ de 3,7kb. . |
contenant un fragment du géne de la PKS (Les génes correspondant 4 la PKS ont été

clonés par Burgett S. ef al. en 1996 (Brevet américain US 5,945,320)), orf], orf2 et le
début de orf3, sous cloné A partir de pOS49.1 et allant d’un site BamHI situé 1300 paires

de bases en amont du site EcoRI définissant la position 1 de SEQ ID N° 1, jusqu’au site .

Psil situé en position 2472 (SEQ ID N° 1). Ce fragment BamHI-Pstl a été sous clonéa

partir de pOS49 1 dans le plasmide pBC SK+, ce qui a permis d’obtenir le plasrmde
pOS49.28. :

- La deuméme sondeutlhsee correspond‘é un fragrﬁent d'ADN Pstl-BamHI d’envirot
2kb contenant un fragment d’orf7 et d’orf8, sous cloné A partir de pOS49.1 et allant d’un
site Pstl situé en position 6693 de SEQ ID N° 1 jusqu’au site BamHI situé en position
8714 de SEQ ID N° 1. Ce fragment Psf-BamHI a été sous cloné a partir de pOS49. 1
dans le plamside pBC SK+, ce qui a permis d’obtenir le plasmide pOS49 76.

- Une troisiéme sonde a également été utilisée. Cette derniére correspond a un
fragment d'ADN de 1.8kb EcoRI-Hindlll contenant le gene srmD. Le géne srmD est un
gene isolé de S. ambofuciens capable de conférer la résistance 2 la spiramycine. En effet,
des travaux antérieurs avaient permis le clonage de plusieurs déterminants de résistance
de S. ambofaciens, conférant la résistance 3 la spiramycine a une souche de S
griseofuscus (souche sensible 3 la spiramycine) (Pernodet ez al., 1993) (Pernodet et al.,
1999). Pour isoler des génes de résistance, une banque cosmidique de I'ADN génomique

de la souche S. ambofaciens ATCC23877 avait été réalisée dans le cosmide pKC505
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(Richardson MA et al., 1987). Pour cela ’ADN genomique de la souche S. ambofaciens
ATCC23877 avait été digéré partiellement par Sau3Al de maniére & obtenir des
fragments de taille comprise entre environ 30 et 40 kb, L’ADN génomique ainsi digéré
(3pg) avait été ligué avec 1pg du pKC505 préalablement digéré par I’enzyme BamHI
(Pernodet et al., 1999). Le mélange de ligation avait ensuite été encapsidé in vitro dans
des particules phagiques. Les particules phagiques obtenues avaient été utilisées pour
infecter la souche d’E. coli HB101 (éccessible notamment auprés de 1’American Type
Culture Collection (ATCC) (Manassas, Virginie, USA), sous le numéro 33694). Environ
20 000 clones d’E. coli résistant a I’apramycine avaient été poolés et les cosmides de ces
clones avaient été extraits. Ce pool de cosmides avait été introduit par transformation de - )
protoplastes dans la souche DSM 10191 de . griseofuscus (Cox KL & Baltz RH. 1984),
naturellement sensible  la spiramycine (Rao RN ez al., 1987, cette souche est disponible
notamment auprés de la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(Deutsche Sammlung von Mikro- -organismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ),
(Braunschweig, Allamagne), sous le numéro DSM 10191). Les transformants avaient eté'i“;

sélectionnés sur un milieu contenant de l’apramycme 1300 des clones poussant s

milieu contenant de l’apramyclne avalent été. transferes sur mlheu contenant 5 pg/ml B
spiramycine. Plus1eurs clones résistants 3 l’apramycme avaient également poussé sur
milieu contenant de la spiramycine et les cosmides de ces colonies avaient été extraits et
utilisés pour transformer E. coli et S. griseofuscus (Pernodet et al., 1999). Cing cosmides
capables de conférer la résistance I’apramycine & E. coli et la co-résistance a
l’apramycinéet la spiramycine chez S. griseofuscus avaient ainsi été obtenus, Parmi ces
5 cosmides, il a été déterminé qu’un cosmide nommé pOS44.1 posséde dans son insert
un gene (SEQ ID N° 15) qui code une protéine (SEQ ID N° 16) présentant une certaine
similitude avec une protéine codée par le géne mdmd de Streptomyces mycarofaciens
(SEQ ID N° 88), ce géne a été nommé srmD (cf. alignement présenté en figure 26 réalisé
grice au programme FASTA (cf.. (Pearson W.R & D. J. Lipman, 1988) et (Pearson W.
R., 1990), accessibles notamment aupres du centre de ressources INFOBIOGEN, Evry,

France).
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Pour isoler le déterminant de résistance contenu dans le plasmide pOS44.1, celui-
ci a été digéré partiellement par I’enzyme de restriction Sau3AI de maniére A obtenir des
fragments de taille d’environ 1,5 a 3 kb, ces fragments ont été ligués dans le vecteur
plJ486 linéarisé par I’enzyme BamHI (Ward et al., 1986). Un plasmide a été sélectionné
pour sa capacité a conférer la résistance a la spiramycine chez la souche DSM 10191 de
S. griseofuscus (Rao RN et al., 1987), natugellement sensible & la spiramycine (cf. ci-
dessus). Pour cela, le pool de plasmides cone%pondmt aux fragment Sau3AI de pOS44.1
ligués dans le vecteur plJ486 (cf. ci-dessus), a été introduit par transformation de
protoplastes dans la souche DSM 10191 et les transformants ont été sélectionnés pour
leur résistance au thiostrepton (due au géne tsr porté par plJ486). Les clones poussant -
sur milieu contenant du thiostrepton ont été transférés sur milieu contenant de la
spiramycine. Plusieurs clones résistants au thiostrepton ont également poussé sur milieu
contenant de la spiramycine et les plasmides de ces colonies ont été extraits. Un
plasmide conférant la résistance et contenant un insert d’environ 1.8kb a été sélectionné "j
et nommé pOS44.2. Cet insert de 1.8kb peut étre sorti facilement grice 3 un site HdeII E :
et un site EcoRI présents dans le vecte de part et d’autre de I’insert. Cet insert de 1. 8k L
HdeII-EcoRI a été séquencé etm e ‘
Ce fragment contenant le géne srmD a ainsi pu étre facilement sous-cloné dans le
vecteur pUC19 (numéro d’accés GenBank M77789) ouvert par EcoRI-Hindlll, le
plasmide obtenu a été nommé pOS44.4. L’insert de 1.8kb HindIlI-EcoRI, contenant le

résxstance qu ’il renferme a été nommé srmL

géne srmD, de ce plasmide a été utilisé comme sonde pour localiser les génes de

biosynthése de spiramycine (cf. ci-dessous).

Un échantillon d’une souche Escherichia Coli DH5a. contenant le plasmide
pOS44.4 a été déposé aupres de la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 10

juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement 1-2918.

Environ 2000 clones de la banque, obtenus ci-dessus (cf. exemple 1), ont été
transférés sur filtre pour hybridation sur colonies selon les techniques classiques
(Sambrook et al., 1989).
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Les trois sondes décrites ci-dessus ont été marquées au >2P par la technique du «
random priming » (Kit commercialisé par Roche) et utilisées pour I’hybridation des
2000 clones de la banque, transférés sur filtre. L’hybridation a été effectuée 4 65°C dans
le tampon décrit par Church & Gilbert (Church & Gilbert, 1984). Un lavage a été
effectué en 2X SSC a 65°C pendant 15 minutes et deux lavages successifs ont ensuite
eté effectués en 0.5X SSC & 65°C, d’une durég de 15 minutes chacun. Dans ces
conditions d’hybridation et de lavage, 16 clones pafmi les 2000 hybridés présentaient un
fort signal d’hybridation avec au moins une des sondes, Cependant, aucun cosmide ..
n’hybridait avec les trois sondes. Les 16 cosmides ont été extraits et digérés par -
I’enzyme de restriction BamHI. La comparaison des profils de restriction de ces
différents cosmides entre eux, a conduit & choisir deux cosmides susceptibles de contenir
les inserts les plus longs de la région et n’ayant pas de bandes communes. Ainsi deux
cosmides I’'un nommé pSPM5 et I’autre PSPMY7 ont été choisis. Le cosmide PSPMS5 -
hybridait avec les sondes orf7 4 orf4 et la sonde orf3, mais n’hybridait pas avec la sonde )

srmD. pSPM7 hybridait seulement avec la sonde srmD et pas avec les deux autres

sondes.

Ces deux cdsmi'dexslbﬂtf été séﬁuéﬁéés en tbtélité par lé technique du séquenc;agé en "
aveugle («shotgun sequencing »). Les séquences des inserts de ces deux cosmides :
PSPM7 et pSPM5 ont pu étre assemblées car bien que ne se chevauchant pas, chacun
des inserts comprenait une séquence connue  I’une de ses extrémités. En effet, chacun
de ces inserts coniportait un fragment de la séquence d’un des génes codant une enzyme
appelée « polyketide synthase » (PKS). Ces 5 genes ont été clonés par Burgett S. et al.
en 1996 (Brevet américain US 5,945,320) (cf. figure 2). Ainsi, il a pu étre déterminé une
séquence unique d’ADN genomique de S. ambofaciens. Une séquence de 30943
nucléotides partant en 5’ d’un site EcoRI situé dans le premier géne PKS et allant
jusqu’a un site BamHI en 3’ est présentée en SEQ ID N° 1. Cette séquence correspond &
la région amont des génes de la PKS (cf. figure 2 et 3). Une deuxiéme région de 11171
nucléotides, partant d*un site PstI en 5° et allant jusqu’a un site Neol en 3’ situé dans le

cinquiéme géne de la PKS est présentee en SEQ ID N° 2. Cette deuxiéme région est la
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région aval des génes de la PKS (I’aval et I’amont étant défini par I’orientation des 5

genes de PKS tous orientés dans le méme sens) (cf. figure 2 et 3).

EXEMPLE 4 : Analyse des séquences nucléotidiques, détermination des phases
ouvertes de lecture et caractérisation des génes impliqués dans la biosynthése des
spiramycines.

.

Les séquences obtenues ont été analysées gréc?e au programme FramePlot
(Ishikawa J & Hotta K. 1999). Ceci a permis d’identifier, parmi les phases ouvertes de }
lecture, les phases ouvertes de lecture présentant un usage des codons typique d§
Streptomyces. Cette analyse a permis de déterminer que cette région comporte 35 ORFs |
localisées de part et d’autre de cing génes codant ’enzyme « polyketide synthase »
(PKS). Respectivement 10 et 25 ORFs ont été identifiées en aval et en amont de ces
genes (I’aval et I’amont étant défini par Porientation des 5 genes de PKS tous orientés'
dans le méme sens) (cf. figure 3). Aipsi, les 25 phases ouvertes de lecture de ce type,
occupant une région d’environ 31 kb (SEQ ID N° 1 et figure 3) ont été identifides en
amont des 5 génes codant la PKS et 10 occupant une reglon d’environ 11,1 kb (SEQ ID :
N° 2 et figure 3), ont été 1dent1ﬁées en aval des géne,‘_’de la PKS. Les génes de la ré
amont ont été nommés mﬂ a;ﬂ or;f3 O}f4 orﬁ o;f6 orf7, orf8, orfic, orfl0, orﬂ]ci‘
orf12, orfl3c, orfl4, orflsc, orfl6, orfl7, orf18, orfl9, orf20, orf2lc, orf22c, orf23c,
orf24c et orf25¢ (SEQ ID N° 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64,

66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82 et 84). Les genes de la région aval ont été nommés

orfl*c, orf2*c, orf3*c, orfd*c, orf5*, orf6*, orf7*c, orf8* orf9* orfl0* (SEQ ID N° 3,
5,7,9,11,13, 15, 17, 19 et 21). Le « ¢ » ajouté dans le nom du géne signifiant pour
’ORF en question que la séquence codante est dans I’orientation inverse (Ie brin codant
est donc le brin complémentaire de la séquence donnée en SEQ ID N° 1 ou SEQ ID N° 2
pour ces genes) (cf. figure 3).

Les séquences protéiques déduites de ces phases ouvertes de lecture ont été
comparées avec celles présentes dans différentes bases de données grace a différents
programmes : BLAST (Altschul et al., 1990) (Altschul et al., 1997), CD-search, COGs

(Cluster of Orthologous Groups) (ces trois programmes sont accessibles notamment



WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

116

auprés du National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Bethesda, Maryland,
USA)), FASTA ((Pearson W. R & D. J. Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990),
BEAUTY (Worley K. C.. et al., 1995)), (ces deux programmes sont accessibles
notamment aupres du centre de ressources INFOBIOGEN, Evry, France). Ces
5  comparaisons ont permis de formuler des hypothéses sur la fonction des produits de ces
génes et d’identifier ceux susceptibles d’étre impliqués dans la biosynthése de

spiramycine.

EXEMPLE 5 : Inactivation de géne : principe de la construction d’une souche de i}
Streptomyces ambofaciens interrompue

10 Les méthodes utilisées consistent a effectuer un remplacement de géne. Le géne cible
a interrompre est remplacé par une copie de ce géne interrompue par une cassette
conférant la résistance 4 un antibiotique (par exemple I’apramycine ou P’hygromycine),
comme I’illustre la figure 9. Les cassettes utilisées sont bordées de part et d'autre par des -
codons de terminaison de la t;raduétion dans toutes les phases de lecture et par des -

15  terminateurs de transcription actifs chez Strep;omyces.

L'insertion de la cassette dans 1¢ géne ‘cible peut s accompagner ou non d'une délétﬁ)}h W
dans ce géne cible. La taille des régions flanquant la cassette peut aller de quelques

centaines & plusieurs milliers de paires de bases.

Les constructions nécessaires a Iinactivation du géne par la cassette ont été obtenues
20 chez E. coli, organisme de référence pour 1’obtention de constructions d’ADN
recombinant. Le géne interrompu a été obtenu dans un plasmide se répliquant chez E.

coli mais ne pouvant pas se répliquer chez Streptomyces.

Les constructions ont ensuite été sous-clonées dans des vecteurs pour permettre la
transformation et Iinactivation du géne voulu chez S. ambofaciens. Pour cela, deux

25 plasmides ont été utilisés :
- pOJ260 (Bierman M. et al., 1992) (cf. exemple 2) qui confére la résistance a
I'apramycine chez E. coli et Streptomyces et qui a été employé quand le gene cible

a €té interrompu par une cassette conférant la résistance a I'hygromyecine.



WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

10

s

20

25

et al., 2000).

117

- pOSK1205 (4726pb). Ce plasmide dérive du plasmide pBK-CMV (commercialisé
par la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA)) dans lequel un fragment
Avrll contenant la séquence codant la résistance 3 la Néomycine/Kanamycine a
été remplacé par une séquence codant la résistance a I’hygromycine, tout en
conservant le promoteur P SV40. Pour cela, le plasmide pHP45-Qhyg (Blondelet-
Rouault et al., 1997) a été digéré par les enzymes Notl et Pflyl et le fragment
conférant la résistance a I’hygromycine a été sous-cloné au nivea;l du site AvrIl du
vecteur pBK-CMV aprés que toutes les extrémités aient été rendues bout franc -
par traitement & ’enzyme de Klenow. Dans pOSK 1205, la cassette qui conférevl,a
résistance 4 l'hygromycine est précédée du promoteur pSV40. Ce plasmide |
confére la résistance a I’hygromycine chez E. coli et Streptomyces et a été

employé quand le géne cible a été interrompu par une cassette conférant la

résistance a l'apramycine.

Les cassettes ont été introduites dans le géne cible soit par clonage en utilisant des‘

sites de restriction présents dans le géne cible, soit par recombinaison entre de courtes

séquences 1dent1ques comme decnt par exemple par

”iveroche etal (Chaveroche MK

Le plasmide portant le géne interrompu par la cassette peut ensuite étre introduit chez
Streptomyces ambofaciens, par exemple par conjugaison entre E. coli et Streptomyces
(Mazodier P, ez al., 1989). Cette technique a été utilisée dans le cas ot le vecteur de base -
est le vecteur pOJ260. Une deuxiéme technique peut étre utilisée : la technique de la
transformation de protoplastes aprés dénaturation par traitement alcalin de I'ADN
(Kieser, T et al., 2000), pour augmenter la fréquence de recombinaison comme décrit
par exemple par Oh & Chater (Oh & Chater, 1997). Cette technique a été utilisée dans le
cas ol le vecteur de base est pOJ260 ou pOSK1205 (cf. ci-dessous). Les transformants
sont ensuite selectionnés avec l'antibiotique correspondant 4 la cassette présente dans le
gene cible (cf. figure 9, antibiotique B). On sélectionne ainsi un mélange de clones
parmi lesquels il y a eu intégration par un seul ou par deux événements de

recombinaison. Dans un deuxiéme temps on recherche les clones sensibles 2
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I'antibiotique pour lequel le gene de résistance est présent dans le vecteur (hors de la
cassette de recombinaison) (cf. figure 9, antibiotique A). On peut ainsi sélectionner les
clones pour lesquels il y a eu en principe deux événements de recombinaison aboutissant
au remplacement du géne sauvage par la copie interrompue par la cassette. Ces étapes

sont schématisées figure 9.

Plusieurs cassettes peuvent étre utilisées pour I’interruption des génes cibles. On peut
par exemple utiliser la cassette Qhyg qui confére la résistance a l'hy'gromycine

(Blondelet-Rouault ef al., 1997, numéro d’accés GenBarnk X99315).

EXEMPLE 6: Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciens
interrompue en phase dans le géne orf3

Le géne orf 3 avait été interrompu par la cassette Qhyg (cf. exemple 2.2) et il a pu
étre démontré quune souche orf3:: 2hyg ne produit plus de spiramycine, confirmant

l'implication d’un ou plusieurs genes de la ~région clonée dans la blosynthese des ;

hentatlon, une cotranscnpuon des ORF‘
1 @ 7 est probable (cf. figure 3) et le phenotype observé (non producteur de
spiramycines) peut étre dfi 4 I’inactivation d’un ou plusieurs des génes co-transcrits avec
orf3. Pour confirmer I’implication de orf3 dans la biosynthése de spiramycines, une
nouvelle inactivation du géne orf3 a été effectude, cette derniére étant réalisée en phase.,
Pour cela, un fragment Dralll interne & orf3 de 504 paires de bases a été délété. Un
fragment d’ADN obtenu 2 partir de pOS49.1, allant du site EcoRI situé en position 1
(SEQ ID N° 1) jusqu’au site Sacl situé en position 5274 (SEQ ID N° 1) et qui comporte
une délétion entre les deux sites Dralll aux positions 2563 et 3067 (504 nucléotides
retirés) a été cloné dans le plasmide pOJ260 (Bierman M. et al., 1992). Le plasmide
ainsi obtenu a été nommé p0S49.67.

L'insert de pOS49.67 est donc constitué par un fragment d'ADN de S. ambofaciens
contenant les génes orfl, orf2, orf3 avec la délétion en phase, orf4 et une partie de orf3.

Le vecteur dans lequel cet insert a été sous-cloné est p0J260, le plasmide p0S49.67
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confére donc la résistance a l'apramycine et a été introduit par transformation de
protoplastes dans la souche 0S49.16 (cf. exemple 2). La souche 0S49.16 étant résistante
a I'hygromycine, des transformants hygR et apraR ont été obtenus. Apres deux passages
de tels clones sur milieu non .sélectif, les clones sensibles 3 I’apramycine et a
’hygromycine (apraS et hygS) ont été recherchés. Dans certains de ces clones, on
s'attend en effet & ce qu'un événement de recombinaison entre séquences homologues
conduise au remplacement de la copie de orf3 interrompue par la cassette Ohyg (confenu
dans le génome de la souche 0S49.16) par la copie de orf3 avec la délétion en phase
présente sur le vecteur. Les clones résultant de cette recombinaison sont attendus comr_nie“';f:‘_‘v:
apraS et hygS apreés 'élimination des séquences du vecteur. Le génotype des souchés’
ainsi obtenues peut étre vérifié par hybridation ou par PCR et séquencage du produit de
PCR (pour vérifier que seule une copie de orf3 délétée en phase est présente dans le
génome des clones obtenus). Des clones n'ayant que la copie de orf3 avec une délétion ‘
en phase ont ainsi été obtenus et leur génotype a été vérifié. Un clone présentant les | 1
caractéristiques recherchées a été plus particuliérement sélectionné et a été nomn%g
0549.67. |

'Un ‘échantillon de la souche OS49.67 a été déposé auprés de la Coi“lecﬁo'i_lu j
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur

Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement
I-2916.

EXEMPLE 7: Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciens

interrompue dans le géne orf38

Pour réaliser I’inactivation du géne orf8, une construction dans laquelle la cassette
Ohyg a été introduite dans la séquence codante de orf8 a été obtenue. Pour cela, le
plasmide pOS49.88 a tout d’abord été construit. Le plasmide pOS49.88 est dérivé du
plasmide pUC19 (numéro d’accés GenBank M77789) par insertion d'un fragment de 3.7
kb (fragment PstI-EcoRI obtenu a partir du cosmide pSPMS5), contenant la fin de orf7,
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orf8 et le début de orf9, cloné dans les sites Psf-EcoRI de pUC19. La cassette Qhyg
(sous forme d'un fragment BamHI, rendu bout franc par traitement & I’enzyme de
Klenow) a été clonée au niveau du site unique Sall de pOS49.88 situé dans orf8 aprés
que toutes les extrémités aient été rendues bout franc par traitement & ’enzyme de

Klenow.

#

s

Le clonage étant bout franc, deux types de plasmides ont été obtenus selon le sens
d'insertion de la cassette : pOS49.106 dans lequel les génes hyg et orf8 sont dans la_
méme orientation et p0S49.120 dans lequel les génes hyg et orf8 sont dans des
orientations opposées. L’insert du plasmide pOS49.106 a ensuite été sous-cloné dans lé
plasmide pOJ260 pour donner p0OS49.107. Pour cela, le plasmide p0S49.106 a été
digéré par ’enzyme Asp718I et les extrémités ont été rendues bout franc par traitement a
’enzyme de Klenow, ce produit de digestion a été redigéré par I’enzyme Psi et le
fragment contenant le géne or/3 dans lequel la cassette £hyg a été insérée, a été clor_xé
dans le vecteur p0J260 (cf. ci dessus). Pour cela, le vecteur pOJ260 a été digéré par lésj

enzymes EcoRV et PsA et utilisé pour la Ilyig’at:i,og, , Qegtg manipulation permet d(:)ﬁé' 2

d’obtenir une ligation orientée puisque chacun’ desdeuxﬁ'agments est bout franc d’uri’

cote et Pstl de I’autre. Le plasmide obtenu a été nommé p0S49.107.

Le plasmide p0S49.107 a été introduit dans la souche ATCC23877 de S.
ambofaciens par transformation de protoplastes (Kieser, T et al, 2000). Aprés
transformation des protoplastes, les clones sont sélectionnés pour leur résistance a
I’hygromycine. Les clones résistants 2 I’hygromycine sont ensuite repiqués
respectivement sur milieu avec hygromycine (antibiotique B) et sur milieu avec
apramycine (antibiotique A) (cf. figure 9). Les clones résistants 3 I’hygromycine (HygR)
et sensibles a I’apramycine (ApraS) sont en principe ceux ot un double événement de
crossing over s’est produit et qui possédent le géne orf8 interrompu par la cassette Qhyg.
Le remplacement de la copie sauvage de orf8 par la copie interrompue par la cassette
Qhyg a été vérifié par Southern Blot. Ainsi, I’ADN total des clones obtenus, a été digéré

par plusieurs enzymes, séparé sur gel d’agarose, transféré sur membrane et hybridé avec
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une sonde correspondant & la cassette Qhyg pour vérifier la présence de la cassette dans
’ADN génomique des clones obtenus. Une deuxiéme hybridation a été effectuée en
utilisant comme sonde 1’insert Ps#I-EcoRI contenant la fin de orf7, orf8 et le début de
orf9 d'une taille d’environ 3,7 kb du plasmide pOS49.88. La vérification du génotype
peut étre réalisée par toute méthode connue de ’homme du métier et notamment par

PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et séquencage du produit de PCR.

Un clone orf8::Qhyg a été choisi et nommé 0849.107. Un échantillon de la souche 1
0S49.107 a été déposé auprés de la Collection Nationale de Cultures de - ‘i
Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedé:é :;‘
15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement 1-2917.

EXEMPLE 8: Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciensvf

interrompue dans le géne orfI0

Un fragment d'ADN de 1 5 kbjrizntemej!; arﬂO a été obtenu par PCR

SRMR1 : 5' CTGCCAGTCCTCTCCCAGCAGTACG 3’ (SEQ ID N° 89)

© SRMR2 : 5' TGAAGCTGGACGTCTCCTACGTCGG 3’ (SEQ ID N° 90)

Ce fragment d’ADN issu de la PCR a été cloné dans le vecteur pCR2.1 commercialisé
par la société Invitrogen (Carlsbad, Californie, USA). Le plasmide ainsi obtenu a été
nomme pOS49.32. La cassette Qhyg (sous forme d'un fragment BamHI, cf. ci-dessus) a
¢té clonée au niveau du site unique BstEIl interne au fragment du géne orf10, aprés que
toutes les extrémités aient été rendues bout franc par traitement a I’enzyme de Klenow.
Le clonage étant bout franc, deux types de plasmides ont été obtenus selon le sens
d'insertion de la cassette : pOS49.43 dans lequel les génes Ayg et orf10 sont dans la
méme orientation et pOS49.44 dans lequel les génes Ayg et orfl0 sont dans des
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orientations opposées. L'insert du plasmide p0S49.43 a été transféré (sous forme d'un
fragment Asp7181-Xbal dont les extrémités ont été rendues bout franc par traitement a
I’enzyme de Klenow) dans le site EcoRV du plasmide pOJ260 ce qui a permis d’obtenir
le plasmide pOS49.50. Le plasmide pOS49.50 contenant le fragment du géne orfl0
interrompu par la cassette Qhyg a été introduit dans la souche ATCC23877 de
Streptomyces ambofaciens. Aprés transformation, les clones sont sélectionnés pour leur
résistance & I’hygromycine. Les clones résistants 4 I’hygromiycine sont ensuite repiqués
respectivement sur milieu avec hygromycine (antibiotique B) et sur milieu avec
apramycine (antibiotique A) (cf. figure 9). Les clones résistants 4 1’hygromycine (HygR) :
et sensibles a ’apramycine (ApraS) sont en principe ceux o un double événement de
crossing over s’est produit et qui possédent le géne orfI0 interrompu par la cassette
Qhyg. Des clones qui possédaient le marqueur de résistance 2 I'hygromycine porté par la
cassette et qui avaient perdu le marqueur de résistance a l'apramycine porté par le
vecteur pOJ260 ont ainsi ét€ obtenus. L'événement de remplacement de la copie sauvage
de orf10 par la copie interrompue orf10::Qhyg a été vérifié par Southern Blot. Ainsi,

PPADN génomique total des clones 6btéhus, a £te dlgére par plus1eurs enzymes, séparé i

sur gel d’agarose, transféré sur membrane et hybndé avec une sonde correspondant ald .,
cassette hyg pour vérifier la présence de la cassette dans I’ADN génomique des clones
obtenus. Une deuxiéme hybridation a été effectuée en utilisant comme sonde le produit

PCR de 1,5 kb interne au géne orf10 (cf. ci-dessus).

Un clone .présentant les caractéﬁstiqués attendues (orf10::Qhyg) a été plus
particuliérement sélectionné et nommé 0849.50. Il a pu en effet étre vérifié grace aux
deux hybridations que la cassette Qhyg était bien présente dans le génome de ce clone et
que ’on obtient bien le profil de digestion attendu dans le cas d’un remplacement, 2 la
suite d’un double événement de recombinaison, du géne sauvage par la copie
interrompue par la cassette Qhyg dans le génome de ce clone. La vérification du
geénotype peut également étre réalisée par toute méthode connue de ’homme du métier

et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et séquencage du
produit de PCR.
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EXEMPLE 9 : Inactivation de génes : principe de la construction d’une souche de
Streptomyces ambofaciens interrompue selon la technique des « cassettes
excisables » (cf. Figure 9 et 10)

s
B

Un deuxiéme type de cassettes peut étre utilisé pour I’inactivation de génes: les
cassettes dites « cassettes excisables ». Ces cassettes présentent 'avantage de pouvoir
étre excisées chez Streptomyces par un événement de recombinaison specifique de site
aprés avoir été introduites dans le génome de S, ambofaciens. Le but est d’inactiver
certains génes dans des souches de Streptomyces sans laisser dans la souche finale de
marqueurs de sélection ou de grandes séquences d’ADN n’appartenant pas a la souche.
Aprés excision il subsiste uniquement une courte séquence d’environ une trentaine de

paires de bases (appelé site « cicatriciel ») dans le génome de la souche (cf. figure 10).

La mise en oeuvre de ce systeme cons1ste, dans un premier temps, au remplacement

homologue, of. ﬁgure 9) paf "une construction dans laquelle une cassette exclsable a été
insérée dans ce géne cible. L’insertion de cette cassette est accompagnée d’une délétion
dans le géne cible (cf. figure 9). Dans un deuxiéme temps, I’excision de la cassette
excisable du génome de la souche est provoquée. La cassette excisable fonctionne grace
a un systétme de recombinaison spécifique de site et a pour avantage de permettre
I’obtention de mutants de Streptomyces ne portant finalement pas de géne de résistance.
On s’affranchit également d’éventuels effets polaires sur I’expression des génes situés en

aval du ou des génes inactivés (cf. figure 10).

L’emploi de cassettes excisables a été décrit et utilisé chez de nombreux organismes
dont les cellules de mammifére, de levures et chez E. coli (Bayley et al., 1992 ; Brunelli
et Pall, 1993 ; Camilli et al., 1994 ; Dale et Ow, 1991 ; Russell et al., 1992; Lakso et al.,
1992). Ces cassettes excisables utilisent toutes la recombinase spécifique de site Cre

agissant sur les sites lox. Ce systéme de recombinaison provient du bactériophage P1.
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Pour la construction d’un systéme de type « cassette excisable » chez Streptomyces, il
a €té tiré partie du systéme de recombinaison spécifique de site décrit pour 1’élément
génétique mobile pSAM?2 de Streptomyces ambofaciens (Boccard et al., 1989a et b). Le
systtme mis en place consiste dans un premier temps A construire un vecteur
recombinant comportant le géne & interrompre dans lequel est insérée une cassette
excisable. L’insertion dans le géne cible de la cassette excisable s’accompagne d’une
délétion dans le gene cible. Elle peut étre réalisée par clonage en utilisant des sites de
restriction présents dans le géne cible ou par recombinaison entre de courtes séquences .
identiques comme décrit par exemple par Chaveroche et al (Chaveroche MK et a?.,'
2000). La cassette excisable peut étre construite en utilisant par exemple la cassette
Qhyg (Blondelet Rouault et al., 1997). Cette cassette a été bordée par des séquences attR
et attL qui flanquent normalement la copie intégrée de pSAM2 (cf. figure 15). Les
séquences attL et attR contiennent tous les sites nécessaires 4 la recombinaison site- .
spécifique permettant 1’excision de pSAM2 ou de tout fragment d’ADN situé entre ces
deux régions (Sezonov et al.,, 1997, Raynal et al.,1998). La construction d’une telle

cassettes de res1stances peuvent servir de base a la constructlon de cette cassettte (p r

exemple la cassette Qaac ou Qvph (Blondelet Rouault et al., 1997)).

Apres 1’obtention de cette construction, la souche de Streptomyces est transformée
avec le plasmide recombinant. Les transformants sont ensuite sélectionnés avec
l'antibiotique cofrespondant 3 la cassette présente dans le géne cible (cf. figure 9,
antibiotique B, il s’agit par exemple d’une sélection par I’hygromycine si la cassette
excisable dérive de la cassette Qhyg). On sélectionne ainsi un mélange de clones parmi
lesqueis il y a eu intégration par un seul ou par deux événements de recombinaison.
Dans un deuxiéme temps on recherche les clones sensibles a I'antibiotique pour lesquels
le géne de résistance est présent dans le vecteur (hors de la cassette de recombinaison)
(cf. figure 9, antibiotique A). On peut ainsi sélectionner les clones pour lesquel il y a eu
en principe deux événements de recombinaison aboutissant au remplacement du géne
sauvage par la copie interrompue par la cassette. Ces étapes sont schématisées figure 9,

le génotype des clones ainsi obtenus est vérifié par Southern blot et une souche
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présentant les caractéristiques voulues (le remplacement du géne sauvage par la copie

interrompue par la cassette excisable) est sélectionnée.

Dans un deuxiéme temps, la souche selectionnée ci-dessus, est transformée par un
plasmide permettant ’expression des génes xis et int qui sont tous deux nécessaires  la
recombinaison spécifique de site entre les sites atfR et atl. Cette recombinaison
entraine lé départ de la cassette excisable du génome de la souche, grice a un événement

de recombinaison (cf. figure 10) (Raynal ef al., 1998). 11 est intéressant de choisir le

vecteur portant les génes xis et int parmi les vecteurs relativement instables chej;g;
Streptomyces (par exemple dérivé du vecteur Streptomyces pWHM3, (Vara et al., ‘-
1989)), ceci permet d’obtenir une souche ayant perdu ce dernier vecteur aprés quelques

cycles de sporulation en absence de pression de sélection.

Pour exciser la cassette, on peut par exemple utiliser le plasmide pOSV508 (cf. ﬁguré

]
.

14) qui est introduit par transformation de protoplastes dans la souche de S. ambofaczens 1

5 du plasmlde pWHM3 (VaraJ et al. 1989) (cf ﬁgure 13) dans lequel ont été ajoutes ‘l
" génes xis et int de pSAMZ (Boccard F. ot al 1989b) places sous le controle du

promoteur ptrc (Amann, E. ef al., 1988). Les génes xis et int placés sous le contréle du
promoteur ptrc ont été sous clonés dans le plasmide pWHM3 2 partir du plasmide
pOSint3 (Raynal et al., 1998) (cf. figure 14). L’introduction dans la souche mutante du
plasmide pOSV508 portant les genes xis et int de' pSAM2 va permettre 'excision
efficace par recombinaison spécifique de site de la cassette excisable entre les sites attL
et attR flanquant cette cassette (Raynal A. et al, 1998) (figure 10). Parmi les
transformants, sélectionnés pour leur résistance au thiostrepton due au géne fs7 porté par
pOSV508, on choisit ceux devenus sensibles a I’antibiotique auquel la présence de la
cassette confere la résistance (cf. figure 10). L’excision est efficace et il a été observé
que plus de 90% des transformants sont de ce type. Aprés un ou plusieurs cycles de
croissance et sporulation sur un milieu solide dépourvu de thiostrepton, on obtient des

clones ayant perdu le plasmide pOSV508. Ces clones sont rep€rables par leur sensibilité
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au thiostrepton. La séquence du géne cible délété peut étre vérifide par PCR et

séquencage du produit PCR.

Finalement, la souche résultante porte au niveau du géne inactivé (délétion interne par
exemple) un site att « cicatriciel » correspondant au site a##B minimal (Raynal et al.,
1998), issu de la recombinaison entre les sites a#R et attL. Ce site a#tB minimal qui
subsiste est semblable a celui présent naturellement dans les souches de Streptomyces

ambofaciens, Streptomyces pristinaespiralis et Streptomyces lividans (Sezonov et al.,
1997).

Le géne que 1’on veut inactiver peut étre cotranscrit avec d’autres genes situés en
aval. Pour éviter que 1’inactivation d’un des génes ait un effet polaire sur I’expression
des génes en aval dans 1’opéron, il est important d’obtenir une délétion en phase aprés

excision de la cassette. Le systéme des cassettes excisables tel que décrit ci-dessus :

permet de répondre 3 une telle exigence. L homme du métier pourra, en effet, aisément

construire trois cassettes excisables distinctes, celles-ci laissant aprés excision une;
sequence de 33, 34 ou 35 nucléotides respectlvement sans codon stop quelle que soit la

phase de’ Iecture Connaissant la’ séquence du géne c1b1e et la taille de la deletlon

associée a I'insertion de la cassette, il est possible de choisir entre ces trois cassettes
excisables de fagon & ce que I’excision conduise A une délétion en phase. Sur les 33, 34

ou 35 nucléotides rajoutés, 26 correspondent 2 la séquence aftB minimale (cf. figure 27).

Dans le cas de la présente demande, deux cassettes excisables ont été utilisées. Ces
deux cassettes sont les suivantes : att] Qhyg+ (SEQ ID N° 91) et art3Qaac- (SEQ ID N°
92), ces cassettes laissent respectivement 33 et 35 nucléotides aprés excision. Elles
comportent respectivement la cassette Qkyg ou la cassette Qaac, les signes + et —
correspondant a I’orientation de la cassette de résistance. Ces deux cassettes ont été
construites et clonées au niveau du site EcoRV du vecteur pBC SK+ dont le site HindlIl
a eté suprimé au préalable. Les plasmides obtenus ont été nommés patt1Qhyg+ et
patt3Qaac- respectivement. Les cassettes excisables peuvent étre facilement sorties par

une digestion du plasmide par EcoRV.
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EXEMPLE 10: Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciens
interrompue dans le géne orf2

L’inactivation du géne orf2 a été réalisée grace a la technique des cassettes
excisables (cf. ci-dessus). La souche de départ utilisée est la souche Streptomyces
ambofaciens OSC2 qui dérive de la souche ATCC23877. Cependant, la souche OSC2
différe de la souche ATCC23877 en ce qu’elle a perdu I’élément génétique mobile
PSAM2 (Boccard et al., 1989a et b). Cet élément mobile peut étre perdu de maniére .
spontanée au cours de la protoplastisation (action du lysozyme pour digérer la paroi
bactérienne et fragmenter le mycélium (Kieser et al., 2000)) et de la régénération des'. v
protoplastes de la souche ATCC23877. Pour sélectionner les clones ayant perdu
I’élément pSAM?2, il a été mis en place un crible, basé sur la répression du géne pra par
le répresseur de transcription KorSA (Sezonov et al., 1995) (Sezonov G. et al., 2000).
Pour cela, un fragment d’ADN contenant le promoteur du geéne pra placé en amont(du;
géne aph (conférant la résistance 4 la kmamycine et dépourvu de son propre promote}ii")_h

a ét¢ cloné dans le vecteur instable pWHM3Hyg, ce dernier dérivant du plasmidé

(conférant la résistance & I’hygromycine). Le plasmide ainsi obtenu a été nomm
pOSV510. La souche ATCC23877 a été transformée aprés protoplastisation par le
plasmide pOSV510. Le promoteur Pra est un promoteur réprimé par le répresseur
KorSA, le géne codant ce dernier étant situé au sein de 1’élément mobile - pSAM2
(Sezonov G. et al. 2000) Aprés transformation par le plasmide pOSV510, les bactéries
transformées sont sélectionnées pour leur résistance a la kanamycine (due au géne aph
porté par pOSV510). Les clones ayant perdu 1’élément intégratif pSAM2 ont perdu le
répresseur KorSA et le promoteur Pra n’est donc plus réprimé et permet 1’expression du
géne de résistance & la kanamycine aph. Une sélection par la kanamycine aprés
transformation par le plasmide pOSV510 permet donc de sélectionner les clones ayant
perdu I’élément intégratif pSAM?2 (et donc KorSA) et possédant le plasmide pOSV510.
Le plasmide pOSV510 étant instable, aprés quelques cycles de sporulation sans
antibiotique, des clones isolés sont repiqués sur milieu avec kanamycine, sur milieu avec

hygromycine et sur milieu sans antibiotique. Les clones sensibles 4 la kanamycine et a
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Ihygromycine ont perdu pOSV510. La perte de I’élément pSAM2 a été vérifide par
hybridation et PCR. Un clone présentant les caractéristiques souhaitées a été sélectionné

et a été nommé OSC2.

Un échantillon de la souche OSC2 a été déposé aupres de la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux

75724 Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement I-
2908.

L’inactivation du géne orf2 a été réalisée grace a la technique des cassettes
excisables (cf. ci-dessus et figure 10). Pour cela, un insert de 4,5 kb dont la séquence
part du site EcoRI situé en position 1 jusqu’au site BamHI situé en position 4521 (SEQ
ID N° 1) a été sous-cloné au niveau des sites EcoRI et BamHI du plasmide pUClV:9’ i’l 3
(numéro d’accés GenBank M77789) a partir du cosmide pSPMS. Le plasmide ainsi
obtenu a été nommé p0OS49.99, :

Ce plasmide a été mh'odult dans la souche E colz KS272 qui contenait déjz‘l !
plasmide pPKOBEG (Chaveroche et al 2000) (cf ﬁgure 12)

En paralléle, la cassette excisable at3Qaac- (SEQ ID N° 92, cf. ci dessus) a été
amplifiée par PCR en utilisant comme matrice le plasmide pOSK1102 (Le plasmide
pOSK1102 est un plasmide dérivé du vecteur pGP704Not (Chaveroche et al., 2000)
(Miller VL & Mekalanos JJ, 1988) dans lequel la cassette att3Qaac- a été clonée comme
un fragment EcoRV dans le site unique EcoRV de pGP704Not) et a I’aide des amorces

suivantes ;

ORF2A

5 CCCGCGCGGCAGCCTCTCCGTGATCGAGTCCGGCGTGACCATCGCGCGCGCTTCGTTCGG-3‘ (SEQ
ID N° 93)

ORF2B

5t GCTCCGTGCGTCATGCAGGAAGGTGTCGTAGTCGCGGTAGATCTGCCTCTTCGTCCCGAA—3 ' (SEQ
ID N° 94)
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Les 40 déoxy-nucléotides situés a I'extrémité 5' de ces oligonucléotides
comportent une séquence correspondant 4 une séquence dans le gene cible (orf2 dans le
cas présent) et les 20 déoxy-nucléotides situés le plus en 3' (figuré en gras ci-dessus)
correspondent a la séquence d'une des extrémités de la cassette excisable ar#3Qaac- (ctf.
figure 11).

Le produit de PCR ainsi obtenu a été utilisé pour transformer la souche E. Coli contenant
les plasmides pKOBEG et p0S49.99 comme décrit (Chaveroche et al., 2000) (cf. figure
12). Ainsi, les bactéries ont été transformées par €lectroporation et sélectionnées pour
leur résistance a l'apramycine. Les plasmides des clones obtenus ont été extraits et
digérés par plusieurs enzymes de restriction, dans le but de vérifier que le profil de
digestion obtenu correspond au profil attendu s'il y a eu insertion de la cassette
(att3Qaac-) dans le géne cible (orf2), c’est a dire si il 'y a bien eu recombinaison
homologue entre les extrémités du produit PCR et le géne cible (Chaveroche et al.,
2000). La vérification de la construction peut également étre réalisée par toute méthode

connue de ’homme du métier et notamment par PCR en utilisant les ohgonucleotldes‘

appropriés et séquengage du produit de PCR. Un clone dont le plasmlde posséde i¢
profil attendu a été sélectionné et le plasmide correspondant a éte niommé pSPM17 :
plasmide dérive de p0S49.99 dans lequel orf2 est interrompue par la cassette
apramycine (cf. figure 12).

L'insertion de la cassette s'accompagne d'une délétion dans orf2, entre les nucléotides
211 et 492 de la partie codante de orf2.

Le plasmide pSPM17 a été digéré par I’enzyme EcoRI puis les extrémités ont été
rendues bout franc par traitement 3 ’enzyme de Klenow, ce produit de digestion a été
ensuite digéré par I’enzyme Xbal et I’insert contenant le gene orf2 délété a été cloné
dans le vecteur pOSK1205 (cf. ci dessus). Pour cela, le vecteur pOSK1205 a été digéré
par ’enzyme BamHI puis les extrémités ont été rendues bout franc par traitement 2
’enzyme de Klenow, ce produit a été ensuite digéré par I’enzyme Xbal, et utilisé pour la
ligation avec Iinsert obtenu & partir de pSPM17 comme ci-dessus. Cette manipulation
permet donc d’obtenir une ligation orientée puisque chacun des deux fragments est bout

franc d’un c6té et Xbal de Pautre. Le plasmide ainsi obtenu a été nommé pSPM21, il
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porte un géne de résistance & I'hygromycine (partie vecteur) et un insert dans lequel le
gene orf2 délété est remplacé par la cassette att3Qaac-.

Le vecteur pSPM21 a été introduit dans la souche Streptomyces ambofaciens OSC2
(cf. ci dessus) par transformation de protoplastes (Kieser, T et al., 2000). Apres
transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance & l'apramycine Les
clones résistants & ’apramycine sont ensuite repiqués respectivement sur miliel] avec
apramycine (antibiotique B) et sur milieu avec hygromycine (antibiotique A) (cf. figure
9). Les clones résistants & l'apramycine (ApraR) et sensibles & I'hygromycine (HygS)
sont en principe ceux ou un double événement de crossing over s’est produit et qui .
posscdent le géne orf2 interrompu par la cassette a#3Qaac-. Ces clones ont &té
sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage de orf2 par la copie interrompue par
la cassette a été vérifié. La présence de la cassette att3Qaac- a été vérifice par PCR sur .
colonie. Une hybridation a également été effectuée. Pour cela, I’ADN total des clones “
obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel d’agarose, transféré sur ,

membrane et hybridé avec une sonde de 3 kb correspondant & un fragment EcoRI-

BamHI de I’insert du plasmide pOS49 99 (cf c1-dessus) La vérification du génotype
peut également étre réalisée par toute méthode connue de l’homme du métier’ et

notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et séquengage du
produit de PCR.

Un clone presentant les caractensthues attendues a été sélectionné et nommé
SPM21.11 a pu étre vérifié grice 4 la PCR et & I’hybridation que la cassette atr3Qaac-
¢tait bien présente dans le génome de ce clone et que I’on obtient bien le profil de
digestion attendu dans le cas d’un remplacement, a la suite d’un double événement de
recombinaison, du géne sauvage par la copie interrompue par la cassette att3Qaac- dans

le génome de ce clone. Ce clone possede donc le génotype : orf2::att3 aac-.

Un échantillon de la souche SPM21 a été déposé auprés de la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux

75724 Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement I-
2914.
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La souche SPM21 a été transformée par le vecteur pOSV508 par transformation de
protoplastes pour provoquer l'excision de la cassette (cf. figure 14). Le plasmide
pOSV508 est dérivé du plasmide pWHM3 (Vara J et al.,1989) (cf. figure 13) dans
lequel il a été ajouté les génes xis et inz de PSAM2 (Boccard F. et al., 1989b) placé sous
le contrdle du promoteur ptrc (Amann, E. ez al., 1988) (cf. figure 14). L’introduction
dans la souche SPM21 du plasmide pOSV508 porfant les génes xis et int de PSAM2
permet l'excision efficace par recombinaison spécifique de site de la cassette excisable
entre les sites atrL et a#R flanquant cette cassette (Raynal A. et al., 1998) (figure 10).
Parmi les transformants sélectionnés pour leur résistance au thiostrepton due au géne zsr :
porté par pOSV508, on choisit ceux devenus sensibles 3 I’apramycine dont le géne de
résistance est porté par la cassette a#t3(2aac-, ’excision entraine en effet la perte de ce
géne de résistance (cf. figure 10). Le plasmide pOSV508 est instable et aprés deg;g";- ,
passages successifs sur milieu sans antibiotique des clones isolés sont repiqués sur
milieu avec thiostrepton et sur milieu sans thiostrepton. Les clones sensibles ;api
thiostrepton ont perdu pOSV508. Il a été vérifié que I’excision de la cassette aboutit bieﬁ
3 une délétion en phase dans le gene otﬂ par PCR et sequengage du produit PCR,

I’excision de la cassette laisse en effet une sequence «cicatricielle » att3 caractensthu

(qui est similaire au site attB d’origine aprés recombinaison entre les sites attL et az¢R) :
5' ATCGCGCGCGCTTCGTTCGGGACGAAGAGGTAGAT 3' (SEQ ID N° 95).

La souche ainsi obtenue et possédant le génotype voulu (b;y‘?::att.?) a été nommée
SPM22.

Un échantillon de la souche SPM22 a été déposé auprés de la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux

75724 Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement I-
2915.
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EXEMPLE 11: Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciens
interrompue dans le géne orfl2

Pour P’inactivation de orfl12, orfl3c et orfl4 un méme plasmide de départ
(PSPM504) a été employé pour introduire & différentes positions une cassette de type
«cassette excisable ». Ce plasmide possede un insert de 15,1 kb qui correspond 3 Ia
région de orf7 A orfl7. Pour construire ce plasmide unf fragment Bg/Il de 15,1 kb
provenant de la digestion du cosmide PSPMY (cf. ci-dessus) a été cloné dans e plasmide
PMBL18 (Nakano et al., 1995) digéré par BamHL. Les extrémités BamHI et BglI étant '
compatibles, on obtient aprés ligation, le plasmide PSPMS502. La totalité de I’insert de
PSPM502 a ensuite été sous-cloné (sous forme d’un fragment HindlIl/Nhel) dans le
plasmide pOSK1205 (digéré par Hindlll/Nhel) ce qui a permis d’obtenir le plasmide
PSPMS504.

Ce plasmide a été introduit dans la souche £ coli KS272 qui contenait déja le
plasmide pKOBEG (Chaveroche ez al., 2000) (cf. figure 12).

En paralléle, la cassetic excisable att3Oagc. a été amplifiée par PCR en utilisant -
comme matrice le plasmide pOSK1102 (le plasmide pOSK1102 est un plasmide dérivé
du vecteur pGP704Not (Chaveroche et al., 2000) (Miller VL & Mekalanos JJ, 1988)

dans lequel la cassette arr3Qage- a été clonée comme un fragment EcoRV dans le site

‘unique EcoRV de PGP704Not), les amorces utilisées sont les suivantes :

EDRS8:5’ CGGGATGATCGC‘TTGTCCGGCGGCCGGA’I‘GCCTAGCCTCATCGCGCGCGCTTCGTTCGG 37
(SEQ ID N° 96)

EDR9:5' CCCGATCCAGAACGTCTGGTCGGTGATCAGGTC’GCTGTTCATCTGCCTCTTCGTCCCGAA 37

(SEQ ID Ne 97)

Les 40 (seulement 39 pour EDR8) déoxy-nucléotides situés l'extrémité 5' de ces

oligonucléotides comportent une séquence correspondant 4 une séquence dans le géne
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cible (orf12 dans le cas présent) et les 20 déoxy-nucléotides situés le plus en 3' (figuré en
gras ci~dessus) correspondent 3 la séquence d'une des extrémités de la cassette excisable

att3Qaac- (cf. figure 11).

Le produit de PCR ainsi obtenu a été utilisé pour transformer la souche & coli
KS§272 contenant les plasmides pKOBEG et PSPM504 (cf. ci-dessus), comme décrit par
Chaveroche et al. (Chaveroche,' et al., 2000) (cf. figure 12 pour le principe, le plasmide
POS49.99 doit étre remplacé par le plasmide pSPM504 et le plasmide obtenu n’est plus
pSPM17 mais PSPMS507). Ainsi, les bactéries ont eté transformées par électroporation
par ce produit de PCR et les clones ont 6té sélectionnés pour leur résistance a
l'apramycine. Les plasmides des clones obtenus ont été extraits et digérés par plusieurs
enzymes de restriction, dans le but de verifier que le profil de digestion obtenu
correspond au profil attendu s'il Yy a eu insertion de la cassette (att3Qaac-) dans le géne
cible (orf12), c’est i dire si il ya bien’ eu recombinaison homologue entre les extrémités
du produit PCR et le géne cible (Chaveroche er al., 2000). La vérification de la '
construction peut également étre réalisée par toute méthode connue de 1’homme du
métier et gotapgméhi:' pér PCR én piltilisént ics, bl-igoﬁucléotides appropriés et séquenqégg
du produit de PCR. Un clone dont le plasmide posséde le profil attendu a été sélectionné -
et le plasmide correspondant a été nommé PSPMS507. Ce plasmide dérive de pSPM504
dans lequel orf12 est interrompue par la cassette at#3Qgac- (cf. figure 12). L'insertion de
la cassette s'accompagne d'upe délétion dans le géne orf12, I’interruption commence au
niveau du trentiéme codon de orf12. 1l reste aprés la ‘cassette les 46 derniers codons de
orfl2.

Le vecteur pSPM507 a été introduit dans la souche Streptomyces ambofaciens OSC?2
(cf. ci-dessus) par transformation de protoplastes (Kieser, T et al., 2000). Apres
transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance 3 l'apramycine. Les
clones résistants 3 I’apramycine sont ensuite repiqués respectivement sur milieu avec
apramycine (antibiotique B) et sur miliey avec hygromycine (antibiotique A) (cf. figure
9). Les clones résistants 3 l'apramycine (ApraR) et sensibles 3 I'hygromycine (HygS)
sont en principe ceux ou un double ¢vénement de crossing over s’est produit et qui

possédent le géne orf12 interrompu par la cassette ati3Qaac-. Ces clones ont été plus
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particuliérement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage de orf12 par la
copie interrompue par la cassette a été vérifié par hybridation. Ainsi, I’ADN total des
clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel d’agarose, transféré
sur membrane et hybridé avec une sonde correspondant & la cassette att3Qaac- pour
vérifier la présence de la cassette dans ’ADN génomique des clones obtenus. Une
deuxiéme hybridation a été effectuée en utilisant comme sonde un fragment d’ADN
obtenu par PCR et correspondant a une trés large partie de la séquence codante du géne
orfl2. |

La vérification du génotype peut également étre réalisée par toute méthode connue de
I’homme du métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et

séquengage du produit de PCR.

Un clone présentant les caractéristiques attendues (orf12::aft3Qaac-) a été plus
particuliérement sélectionné et nommé SPM507. 11 a pu en effet étre vérifié grace aux

deux hybridations que la cassette att3Qaac- était bien présente dans le génome de cé

clone et que I’on obtient blen le proﬁl de digestion attendu dans le cas d’
remplacement, 3 1a sulte d’un doubte événement de recombinaison, du géne sauvage p
la copie 1nterrompue par la cassette att3Qaac- dans le génome de ce clone. Ce clone
possede donc le génotype : orf12::att30nac- et a ét¢ nommé SPM507. 11 est inutile de
procéder & I’excision de la cassette pour I’étude de I’effet de 1’inactivation de orf12, au
vu de Porientation des génes (cf. figure 3). En effet, le fait que orfI3c soit orienté en
sens o>pp-osé é. orfl2 mon’;re que ces genes ne sont pas co-transcrits. L’utilisation d’une
cassette excisable permet en revanche d’avoir la possibilité de se débarrasser du
marqueur de sélection & tout moment, notamment par transformation par le plasmide
pOSV508. Un échantillon de la souche SPM507 a été déposé aupres de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur

Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement
[-2911.
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EXEMPLE 12: Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciens
interrompue dans le géne orfl13c

La cassette excisable art3Qaac- a été amplifiée par PCR en utilisant comme

matrice le plasmide pOSK 1102 (cf. ci-dessus) 4 I’aide des amorces suivantes :

4

EDR3 5 ACCGGGGCGGTCCTCCCCTCCGEGGCGTCACGECCGCGGAATCTGCCTCTTCGTCCCGAA 37
(SEQ ID N° 98) ,
EDR4:5' CACGCAGCGAGCCGACGCACTGATGGACGACACGATGGCCATCGCGCACECTTCETTCGE 37 " :
(SEQ ID N° 99)

Les 40 déoxy-nucléotides situés a l'extrémité 5' de ces oligonucléotides comportent
une séquence correspondant 4 une séquence dans le géne cible (orfI3c dans le cas .
présent) et les 20 déoxy-nucléotides situés le plus en 3' (figuré en gras ci-dessusj
correspondent 4 la séquence d'une des exirémités de la cassette excisable att3Qaac- (cff{

figure 11).

- Le produit de PCR ainsi obtenu a été utilisé pour transformer la souche E. col

Chaveroche et al. (Chaveroche et al., 2000) (cf. figure 12 pour le principe, le plasmide
p0OS49.99 doit étre remplacé par le plasmide pSPM504 et le plasmide obtenu n’est plus

pSPM17 mais pSPM508). Ainsi, les bactéries ont été transformées par électroporation

- par le produit de PCR et les clones ont été sélectionnés pour leur résistance a

I'apramycine. Les plasmides des clones obtenus ont été extraits et digérés par plusieurs
enzymes de restriction, dans le but de vérifier que le profil de digestion obtenu
correspond au profil attendu s'il y a eu insertion de la cassette (att3Qaac-) dans le géne
cible (orf13c), c’est & dire si il y a bien eu recombinaison homologue entre les extrémités
du produit PCR et le géne cible (Chaveroche et al, 2000). La vérification de la
construction peut également étre réalisée par toute méthode connue de 1’homme du
métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et séquengage
du produit de PCR. Un clone dont le plasmide posséde le profil attendu a été sélectionné

et le plasmide correspondant a été nommé pSPMS508. Ce plasmide dérive de pSPM504
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dans lequel orf13c est interrompue par la cassette apramycine (cf. figure 12). L'insertion
de la cassette s'accompagne d'une délétion dans le géne orfI 3¢, ’interruption commence

au niveau du sixi¢me codon de orfl3c. Il reste aprés la cassette les 3 derniers codons de
orfl3c.

Le vecteur pSPM508 a été introduit dans la souche Streptomyces ambofaciens
OSC2 (cf. ci-dessus) par transformation de protoplastes (Kieser, T ef al., 2000). Aprés
transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance a l'apramycine. Les
clones résistants 4 1’apramycine sont ensuite repiqués respectivement sur milieu avec
apramycine (antibiotique B) et sur milieu avec hygromycine (antibiotique A) (cf. ﬁgufe
9). Les clones résistants & l'apramycine (ApraR) et sensibles A I'hygromycine (HygS) -
sont en principe ceux ou un double événement de crossing over s’est produit et qui
possédent le géne orf13c interrompu par la cassette art3Qaac-. Ces clones ont été plus -
particulicrement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage de orfl3c par la 'i
copie interrompue par la cassette a été vérifié par hybridation. Ainsi, I’ADN total dé;é ¥

clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel d’agarose, transféré

L4

sur membrane et hybridé avec une sonde cor:es’poﬁd‘ant a la cassette att3Qaac- p
vérifier la présence de la cassette dans ’ADN génomique des clones obtenus. Une
deuxiéme hybridation a été effectuée en utilisant comme sonde un produit de PCR
correspondant & une séquence débordant d’une centaine de paires de base en amont et en
aval de la séquence codante de orfI3c. La vérification du génotype peut également Stre
réalisée par toute méthode connue de I’homme du métier et notamment par PCR en

utilisant les oligonucléotides appropriés et séquengage du produit de PCR.

Un clone présentant les caractéristiques attendues (orfl3c::att3Qunac-) a été plus
particuliérement sélectionné et nommé SPM508. Il a pu en effet étre vérifié grace aux
deux hybridations que la cassette att3Qaac- était bien présente dans le génome de ce
clone et que I’on obtient bien le profil de digestion attendu dans le cas d’un
remplacement, & la suite d’un double événement de recombinaison, du géne sauvage par
la copie interrompue par la cassette azt3Qaac- dans le génome de ce clone. Ce clone

possede donc le génotype : orfl3c::att3aac- et a été nommé SPMS508. 11 est inutile de
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procéder A I’excision de la cassette pour I’étude de I’effet de I’inactivation de orf13c, au
vu de I’orientation des genes (cf. figure 3), le fait que orf14 soit orienté en sens opposé a
orfl3c montre que ces génes ne sont pas co-transcrits. L’utilisation d’une cassette
excisable permet en revanche d’avoir la possibilité de se débarrasser du marqueur de
sélection a tout moment. Un échantillon de la souche SPM508 a été déposé auprés de la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue
du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro
d’enregistrement 1-2912.

EXEMPLE 13 Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciens

interrompue dans le géne orf14

La cassette excisable att3Qaaé- a ét¢ amplifiée par PCR en utilisant commeﬂr;

matrice le plasmide pOSK1102 (cf. ci-dessus) & I’aide des amorces suivantes :

EDRS: 5'GGGCGTGAAGCGEGCEACTETGRATGTCATGCGAGTACTCATCACACACACTTCATTCAE 37
(SEQ ID N° 100)

EDR6: 5'CGGGAAACGGCGTCGCACTCCTCGGGGGECCGCETCAGCCCATCTGCCTCTTCGTCCCGAA 3/
(SEQ ID N° 101)

Les 40 déoxy-nucléotides situés & l'extrémité 5' de ces oligonucléotides comportent
une séquence correspondant & une séquence dans le géne cible (orfl4 dans le cas
preésent) et les 20 déoxy-nucléotides situés le plus en 3' (figuré en gras ci-dessus)

correspondent & la séquence d'une des extrémités de la cassette excisable art3Qaac- (cf.

figure 11).

Le produit de PCR ainsi obtenu a été utilisé pour transformer la souche E. coli

K§272 contenant les plasmides pPKOBEG et pSPM504 (cf. ci-dessus), comme décrit par
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Chaveroche et al. (Chaveroche et al., 2000) (cf. figure 12 pour le principe, le plasmide
p0OS49.99 doit étre remplacé par le plasmide pSPM504 et le plasmide obtenu n’est plus
pSPM17 mais pSPM509). Ainsi, les bactéries ont été transformées par électroporation
par le produit de PCR et les clones ont été sélectionnés pour leur résistance a
5 l'apramycine. Les plasmides des clones obtenus ont été extraits et digérés par plusieurs
1 enzymes de restriction, dans le but de vérifier que le profil de digestion obtenu
correspond au profil attendu s'il y a eu insertion de la cassette (att3Qaac-) dans le géne
cible (orf14), c’est & dire si il y a bien eu recombinaison homologue entre les extrémités . .
du produit PCR et le géne cible (Chaveroche et al., 2000). La vérification de 1# i
10  construction peut également étre réalisée par toute méthode connue de I’homme du
métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et séquengage
du produit de PCR. Un clone dont le plasmide posséde le profil attendu a été sélectionné

et le plasmide correspondant a été nommé pSPM509. Ce plasmide dérive de pSPM504

dans lequel orf14 est interrompu par la cassette apramycine (cf. figure 12). L'insertion de

15 la cassette s'accompagne d'une délétion dans le géne orf14, I’interruption commence au

niveau du quatriéme codon de orf14. 1l reste aprés la cassette le dernier codon de orf14

Le vecteur pSPM509 .a été introduit dans la souche Streptomyces ambofaciehs

OSC2 (cf. ci-dessus) par transformation de protoplastes (Kieser, T ef al., 2000). Aprés
transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance a l'apramycine. Les
20  clones résistants & I’apramycine sont ensuite repiqués respectivement sur milieu avec
apramycine (antibiotique B) et sur milieu avec hygromycine (antibiotique A) (cf. figure

9). Les clones résistants & l'apramycine (ApraR) et sensibles 4 I'hygromycine (HygS)

sont en principe ceux ou un double événement de crossing over s’est produit et qui
possedent le géne orf14 interrompu par la cassette att3Qaac-. Ces clones ont été plus

25  particuliérement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage de orfI4 par la
copie interrompue par la cassette a été vérifié par hybridation. Ainsi, I’ADN total des
clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel d’agarose, transféré
sur membrane et hybridé avec une sonde correspondant a la cassette att3Qaac- pour
vérifier la présence de la cassette dans ’ADN génomique des clones obtenus. Une

30 deuxieme hybridation a été effectuée en utilisant comme sonde un produit de PCR
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correspondant & une séquence débordant d’une centaine de paires de base en amont et en
aval de la séquence codante de orf74. La vérification du génotype peut également étre
réalisée par toute méthode connue de I’homme du métier et notamment par PCR en

utilisant les oligonucléotides appropriés et séquengage du produit de PCR.

Un clone présentant les caractéristiques attendues (orf74::att30aac-) a été plus
particuliérement sélectionné et nommé SPM509. Il a pu en effet étre Vél‘ii‘ié grice aux
deux hybridations que la cassette att3Qaac- était bien présente dans le génome de ce -
clone et que I’on obtient bien le profil de digestion attendu dans le cas d’pﬁ
remplacement, 4 la suite d’un double événement de recombinaison, du géne sauvage par k
la copie interrompue par la cassette att3Qaac- dans le génome de ce clone. Ce clone
posséde donc le génotype : orfl4::att3Qaac- et a été nommé SPM509. 1 est inutile de
proceder & I’excision de la cassette pour I’étude de I’effet de 1’inactivation de orf14, au
vu de Porientation des génes (cf. figure 3), le fait que orfl5c¢ soit orienté en sens oppose’_:t{‘ .
a orfl4 montre que ces génes ne sont pas co-transcrits. L’utilisation d’une cassett.e"f_.-“
excisable permet en revanche d’avoir la poss1b111te de se debarrasser du marqueur dei; !
sélection & tout moment. Un échantlllon dela souche SPM509 4 &6 déposé aupres de_l
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue

du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro
d’enregistrement 1-2913.

EXEMPLE 14: Construction d’une souche de Streptomyces ambofaciens
interrompue dans le géne orf6*

L’inactivation du géne orf6* a été réalisée grice 4 la technique des cassettes
excisables (cf. ci-dessus et figure 10). Pour cela, le cosmide pSPM7 a été utilisé comme

matrice pour amplifier un fragment du géne orf6* grice aux oligonucléotides suivants :

C9583 : 5' CTGCAGGTGCTCCAGCGECGTCGATCT 3’ (oligo sens) (SEQ ID N° 102)
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C9584 : 5’ CTGCAGACGGAGGCGGACCTGCGGCT 3’ (oligo antisens) (SEQ ID N°
103)

Les 20 déoxy-nucléotides situés a l'extrémité 3' de ces oligonucléotides
correspondent & une séquence située dans la partie codante du géne orf6* (SEQ ID N°
13) et les 6 déoxy-nucléotides situés les plus en 5' correspondent 2 la séquence d'un site
Pstl permettant de faciliter le clonage par la suite. Le fragment d’ADN amplifié f;tit une
taille d’environ 1,11 kb. Ce produit de PCR est cloné dans le vecteur pGEM-’f Easy
(commercialisé par la société Promega (Madison, Wisconcin, USA)) ce qui a perrms '

d’obtenir le plasmide nommé pBXL1111 (cf. figure 16).

La cassette excisable attl Qhyg+ a ensuite été introduite dans la séquence codante
du geéne orf6*. Pour cela, le plasmide pBXL1111 a été digéré par les enzymes de -
restriction ;S’maI et Asp718I et le produit de digestion a été traité par 1’enzyme de
Klenow. Cette manipulation permet de réaliser une délétion interne de 120 pb dans la '7
séquence codante du gene orf6* (cf. figure 15). De plus, de part et d’autre des sites do : i:‘,.
restnctlons, il reste respectlvement 511 pb et 485 pb de la séquence de orf6* g
permettront la recombinaison homologue pour l’mactlvatlon du gene orf6*. La cassette ior
excisable attl Ohyg+ a été préparée A partir du plasmide patt1Qhyg+ (cf. ci-dessus) par
digestion de ce plasmide par EcoRV. Cette derniére a ensuite été sous-clonée dans le
vecteur pBXL1111 préalablement préparé comme décrit ci-dessus (digestion Smal et
AspT181 puis traitement & I’enzyme de Klenow). Le plasmide obtenu a été nommé
pBXL1112 (cf. figure 17). Dans cette construction, le géne orf6* comporte une délétion
de 120pb et est interrompu par la cassette att] Qhyg+.

Le plasmide pBXL1112 a été ensuite digéré par 1’enzyme Pstl (site bordant la
cassette puisque présent dans les oligonucléotides PCR) et I’insert Psd de 3.7 kb
comprenant une partie de orf6* interrompu par la cassette astl hyg+ a ensuite été cloné

au niveau du site PstI du plasmide pOJ260 (cf. ci-dessus). Le plasmide ainsi obtenu a été

nommeé pBXL1113.
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Le vecteur pBXL1113 a ét¢ introduit dans la souche Streptomyces ambofaciens
OSC2 (cf. ci-dessus) par transformation de protoplastes (Kieser, T et al., 2000). Aprés
transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance & I'hygromycine. Les
clones résistants a I'hygromycine sont ensuite repiqués respectivement sur milieu avec
hygromycine (antibiotique B) et sur milieu avec apramycine (antibiotique A) (cf. figure
9). Les clones résistants a 'hygromycine (HygR) et’sensibles & I'apramycine (ApraS)
sont en principe ceux ol un double événement de crossing over s’est produit et qui
possedent le géne orf6* interrompu par la cassette attl Qhyg+. Ces clones ont été plus
particulicrement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage de orf6* par lq '
copie interrompue par la cassette a été vérifié par la technique du Southern blot. Ainsi,
I’ADN total des clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel
d’agarose, transféré sur membrane et hybridé avec une sonde correspondant au géne hyg
(obtenu par PCR) pour vérifier la présence de la cassette dans I’ADN génomique déé .:‘
clones obtenus. Une deuxiéme hybridation a été effectuée en utilisant comme sondé

Pinsert PstI-PstI contenant le géne orf6*, d'une taille d’environ 1,1 kb et obtenu a part1r f

du plasmide pBXL1111 (cf. ci-dessus et,,ﬁ 16)‘.7,La,vériﬁcation du génotype"ﬁ:

egalement étre réalisée par toute méthode conntie de P’homme du métier et notammen

par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et séquencage du produit de PCR.

Un clone présentant les caractéristiques attendues (orf6*::attl Qhyg+) a été plus
particuliérement sélectionné et nommé SPMS501. 11 a pu en effet étre vérifié grice aux
deux hybridations que la cassette astl hyg+ était bien présente dans le génome de ce
clone et que 'on obtient bien le profil de digestion attendu dans le cas d’un
remplacement, 4 la suite d’un double événement de recombinaison, du géne sauvage par
la copie interrompue par la cassette attl$hyg+ dans le génome de ce clone. Ce clone
possede donc le génotype : orf6*::attl QGhyg+ et a été nommé SPMS501. Un échantillon
de la souche SPM501 a été déposé auprés de la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedex
15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement 1-2909.
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La souche SPM501 a été transformée par le vecteur pOSV508 par transformation
de protoplastes pour provoquer l'excision de la cassette (cf. figure 14). Le plasmide
pOSVS508 est dérivé du plasmide pWHM3 (Vara J et al.,1989) (cf. figure 13) dans
lequel les geénes xis et int de pSAM2 (Boccard F. et al., 1989b) placés sous le contréle
du promoteur ptrc (Amann, E. et al., 1988) ont été ajoutés (cf. figure 14). L’introduction
dans la souche SPM501 du plasmide pOSV508 portant les génes xis et int de pPSAM2
permet l'excision efficace par recombinaison site spécifique de la cassette excisable
entre les sites attL et artR flanquant cette cassette (Raynal A. et al., 1998) (figure 10)."
Parmi les transformants, sélectionnés pour leur résistance au thiostrepton due au géne #sr
porté par pOSV508, on choisit ceux devenus sensibles & I’hygromycine dont le géne de
résistance est porté par la cassette artl Qhyg+, I’excision entraine en effet la perte de ce
géne de résistance (cf. figure 10). Le plasmide pOSV508 est instable et aprés deux .
passages successifs sur milieu sans antibiotique des clones isolés sont repiqués sur' '
milien avec thiostrepton et sur milieu sans thiostrepton. Les clones sensibles au
thiostrepton ont perdu pOSV508. 1l a été vérifié que I’excision de la cassette a blen eu ‘:
lieu en phase dans le gene orf6 * ' par, PCR et séquenqage du prodult PCR. L’mterruptmn )

commence au 158léme codon, 40 codons sont délétés (IZOpb) ét Iexcision de la cassette

laisse une séquence «cicatricielle» attl  caractéristique de 33pb: 5"

ATCGCGCGCTTCGTTCGGGACGAAGAGGTAGAT 3' (SEQ ID N° 104).

La souche ainsi obtenue et possédant le génotype voulu (orf6*::aitl) a été nommée
SPM502.

Un échantillon de la souche SPM502 a été déposé auprés de la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724

Paris Cedex 15, France, le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement 1-2910.
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EXEMPLE 15: Analyse des souches de Streptomyces ambofaciens interrompue
dans les génes orf2, orf3, orf8, orf10, orf12, orfl3c, orfl14, orf6*

Pour tester la production en spiramycine des diverses souches obtenues, un test
microbiologique basé sur la sensibilité d’une souche de Micrococcus luteus a été mis au
point (cf. (Gourmelen A. et al.,'1998)). La souche de Micrococcus luteus utilisée est une
souche dérivée de la souche DSM1790 naturellement sensible a la spiramycine (cette
souche est disponible notamment auprés de la German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures (Deutsche Sammlung von Mikro-organismen und Zellkulturen GmbH, R
DSMZ), (Braunschweig, Allemagne), sous le numéro DSM1790), la souche utilisée
dans le présent test différe de la souche DSM1790 en ce qu’elle est résistante 4 la
congocidine. Cette souche est un mutant spontané obtenu par sélection sur milieu
contenant des doses croissantes de congocidine. Une telle souche a été sélectionnée du i
fait que Streptomyces ambofaciens produit 3 la fois de la spiramycine et de‘ ‘}a'
congocidine. Le but étant de doser la production en spiramycine des diverses souche

obtenues grice 4 un test microbiologique basé sur la sensibilité¢ d’une souche’ de

congocidine.

Les différentes souches de Streptomyces a tester ont été cultivées dans des
erlenmeyers & baffles (erlenmeyers chicanés) de 500 ml contenant 70 ml de milieu MP5
(Pernodet et al., 1993). Les erlenmeyers chicanés ont été inoculés & une concentration
initiale de 2.5 10° spores/ml des différentes souches de S. ambofaciens et mises a
pousser a 27°C sous agitation orbitale de 250 rpm. Des prélévements de 2 ml de
suspensions ont été réalisés aprés 48, 72 et 96 heures de culture et centrifugés. Les
différents surnageants ont ensuite été congelés & —20°C. Une dilution au dixiéme de ces

surnageants dans du milieu de culture stérile est utilisée pour le test (cf. figure 18).

La souche indicatrice de Micrococcus luteus résistante a la congocidine mais
sensible a la spiramycine a été cultivée dans du milieu 2TY (Sambrook et al., 1989)

contenant de la congocidine a 5 pg/ml pendant 48h & 37°C. La densité optique (DO) de
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la culture est mesurée et cette culture est diluée de fagon 4 ajuster la densité optique 2 4.
0,4 ml de cette pré-culture est dilué dans 40 ml de milieu DAMS5 (Difco Antibiotic
Medium 5, commercialisé par la société Difco), préalablement porté & une température
d’environ 45°C. Ce milieu est ensuite coulé dans une boite carrée de 12x12 cm et laissé

a reposer a température ambiante,

s

Une fois le milieu refroidi et solidifié, des disques en papier Whatman AA (cf.
Gourmelen A. et al., 1998) de 12 mm de diamétre ont été imbibés de 70 pl de la dilution
au dixiéme de chaque surnageant et déposés sur la surface de la boite. Des disque..sw;
imbibés d’une solution de spiramycine de différentes concentrations (2-4-8 pg/ml dans
du milieu de culture MP5) sont utilisés comme gamme étalon. Les boites sont laissées 3
4°C pendant 2 h de fagon & permettre la diffusion des antibiotiques dans l'agar puis sont
incubées & 37°C pendant 24 4 48h.

Si le disque contient de la spiramycine, celle-ci diffuse dans 1’agar et inhibe la
croissance de la souche indicatrice de Micrococcus luteus. Cette inhibition crée uni ;‘;

«halo » autour du dlsque, ce halo reﬂétant la zone ou la souche de Micrococcus luteus

n’a pas pousse La présence de ce"v"helllo est donc une indication de la présence ae |
spiramycine et permet de déterminer si la souche de S. ambofaciens correspondant au |
disque en question est productrice ou non productrice de spiramycine. Une comparaison
avec les diamétres d’inhibition obtenus pour la gamme étalon permet d’obtenir une

indication de la quantité de spiramycine produite par cette souche.

Les différentes souches décrites dans les exemples précédents ont été utilisées
dans ce test pour détecter leur production en spiramycine. Les résultats obtenus ont été

regroupés dans le Tableau 38.
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Tableau 38
Souche Géne inactivé Exemple dans Phénotype :
lequel la Producteur (+) ou
souche est | non-producteur (-) de

) décrite spiramycine
ATCC238‘77 Aucun 1 ()
0S49.16 orf3::Chyg 2 ¢)
0849.67 orf3délétion en phase 6 Q)
0849.107 orf8::Qhyg 7 ¢)
0549.50 orf10:: hyg 8 )
0SC2 Aucun 10 )
SPM‘Z-.I. orﬂ:.'att3ﬂéd.c‘-{' S 10 @
SPM22 orf2::att3 délétion en phase 10 ¢
SPMS501  orf6*::art] Ohyg+ 14 ¢)
SPM502 | orf6*::att] délétion en phase 14 )
SPM507 orf12::att3Qnac- 11 ¢)
SPM508 orfl3c::att3aac- 12 ()
SPM509 orfl4::att3Qaac- 13 O]

Ces résultats permettent de tirer un certain nombre de conclusions en ce qui

concerne la fonction des différents génes impliqués dans la biosynthése de la
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spiramycine. Ainsi le géne orf3 est essentiel a la biosynthése de la spiramycine. En effet
une inactivation en phase dans ce géne conduit & une souche (0S49.67, (cf. exemple 6))
ne produisant plus de spiramycine. L’inactivation en phase permet d’écarter I’hypothése

d’une éventuelle influence de la cassette introduite sur I’expression des génes situés en
aval de orf3.

4
»

De méme, les génes orf8 et orf10 codent des protéines essentielles a la biosynthése

de la spiramycine puisque les souches 0S49.107 et 0S49.50 ont un phénotype non .

producteur. De plus, dans ces deux derniéres souches, c’est bien I’inactivation du géne -

correspondant qui est responsable de ce phénotype non producteur, puisqu’au vu de

Iorientation des différentes orfs (cf. figure 3), la construction introduite ne peut avoir

d’effet polaire.

L’étude des souches possédant une cassette excisable permet également de tirer un ‘

certain nombre de conclusion en ce qui concerne la fonction des génes interrompus. La A

souche SPM507 possede le genotype o;ﬂZ att3.(2aac- Il est inutile de proceder‘a 5

r exc1smn de Ia cassette pour Tétude de Peffet de Pinactivation de orfl12, au vu de

Iorientation des génes (cf. figure 3). Le fait que orfI3c soit orienté en sens opposé a
orfl2 montre que ces génes ne sont pas co-transcrits. L’utilisation d’une cassette
excisable permet en revanche d’avoir la possibilité de se débarrasser du marqueur de
selection & tout moment. Le phénotype de la souche SPM507 est non producteur, on
peut donc en conclure que le géne orfI12 est un géne essentiel 4 la biosynthése de la

spiramycine chez S. ambofaciens.

La souche SPMS508 posséde le génotype : orfl3c::att3Qaac-. 1 est inutile de
procéder a I’excision de la cassette pour I’étude de 1’effet de 1’inactivation de orfI3c, au
vu de I’orientation des génes (cf. figure 3). Le fait que orfI4 soit orienté en sens opposé
& orfl3c montre que ces génes ne sont pas co-transcrits. L utilisation d’une cassette
excisable permet en revanche d *avoir la possibilité de se débarrasser du marqueur de

selection a tout moment. Le phénotype de la souche SPM508 est producteur, on peut
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donc en conclure que le géne orfl3c n’est pas un géne essentiel a la biosynthése de la

spiramycine chez S. ambofaciens.

La souche SPMS509 posséde le génotype: orfl4::att3Qaac-. 1l est inutile de
procéder a I’excision de la cassette pour 1’étude de 1’effet de 1’inactivation de orfI14, au
vu de Porientation des génes (cf. figure 3), le fait que orf75c soit orienté en sens opposé
a orfl4 montre que ces génes ne sont pas co-transcrits. L’utilisation d’une cassette
excisable permet en revanche d’avoir la possibilité de se débarrasser du marqueur de
selection & tout moment. Le phénotype de la souche SPM509 est non producteur, on
peut donc en conclure que le géne orfl14 est un géne essentiel 4 la biosynthése de la

spiramycine chez S. ambofaciens.

La souche SPM21 posséde le génotype : orf2::att382aac-. Le phénotype de cette
souche est non producteur de spiramycines. Cependant, 1’orientation des génes orfI &
orf8 (cf. figure 3) laisse penser que ces génes sont cotranscrits. Aussi, le phénotype i

observé peut étre di & un effet polaire de la cassette introduite dans orf2 sur l’expressio;;i o

de génes situés en aval dans l’operon La souche SPM22 posséde le génotype orﬂatt
et a été obtenue aprés excision en phase de la cassette introduite. L’excision de ia
cassette laisse seulement une séquence « cicatricielle » caractéristique (cf. exemple 10).
La souche SPM22 étant également de phénotype non producteur, on peut en conclure
que le géne orf2 est un géne essentiel & la biosynthése de la spiramycine chez S.

ambofaciens. On observe ici uniquement Peffet ddi 4 I’inactivation de orf2.

La souche SPM501 posseéde le génotype: orf6*::attlhyg+. Le phénotype de
cette souche est non producteur de spiramycines. Cependant, les génes orf5* et orf6*
(cf. figure 3) ayant la méme orientation, le phénotype observé peut étre dii & un effet
polaire de la cassette introduite dans orf6* sur I’expression de orf5*. La disposition de
ces génes laisse penser qu’ils peuvent étre cotranscrits. Pour répondre 2 cette question, la
souche SPM502 a été obtenue aprés excision en phase de la cassette introduite. Dans

cette souche, on observe uniquement I’effet de I’inactivation de orf6*. Cette souche
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posséde le génotype orfs*::attl (cf. exemple 14). L’excision de la cassette laisse
seulement une séquence « cicatricielle » en phase (cf. exemple 14). La souche SPM502
possede un phénotype producteur (cette souche ne produit cependant que de la
spiramycine I (cf*. exemple 16)). On peut donc conclure que le gene orf5* est un géne
essentiel a4 la biosynthése de la spiramycine chez S. ambofaciens, puisque son
inactivation indirecte dans la souche SPM501 conduit 4 un phénotype non producteur.
Par contre ; le géne orf6* n’est pas un géne essentiel & la biosynthése de la spiramycine I
chez S. ambofaciens (par contre il est essentiel 4 la production de spiramycine II et III

(cf. exemple 16)).

EXEMPLE 16. Dosage de la production des spiramycines I, II et III dans le}s_t .'

souches mutantes obtenues

Les différentes souches & tester ont été cultivées chacune dans 7 erlensmeye@fs
chicanés de 500 mL contenant 70 ml de milicu MP5 (Pernodet et al., 1993). Les erlé

ont été inoculés par 2.5 10° spores/ml des différentes souches de . ambofaciens ot

mises & pousser & 27°C sous agitation orbitale de 250 rpm pendant 72 heures. Les
cultures correspondant au méme clone sont rassemblées, éventuellement filtrées sur

filtre plissé, et centrifugées 15 min & 7000 tr/min. Les différents surnageants ont ensuite

été stockés 4 —30°C.

Les dosages ont été effectués par Chromatographie Liquide 4 Haute Performance
(CLHP) par appariement d’ions. L’analyse CLHP du milieu de culture permet de
déterminer précisément la concentration des trois formes de spiramycine. La colonne
utilisée (Macherey-Nagel) est remplie avec une phase Nucleosil de silice greffée octyle.
La granulométrie est de Sum et la taille des pores 100A. Le diamétre interne de la
colonne est de 4,6mm et sa longueur 25cm. La phase mobile est un mélange de tampon
H3PO4 (pH2,2) et d’acétonitrile 70/30 (v/v) contenant 6,25g/L. de perchlorate de

NaClO,. L’analyse est réalisée en régime isocratique avec un débit fixé 4 1 ml/min. La
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colonne est thermorégulée & 23°C. La détection est assurée par spectrophotométrie UV
4 238nm. L’échantillon est réfrigéré a +10°C et la quantification est déterminée A partir
de I’aire des pics (par étalonnage externe). Dans ces conditions, les temps de rétention
de la spiramycine I, II et II sont respectivement d’environ 17; 21 et 30 minutes, comme
il a pu étre vérifié grace 4 un échantillon commercial comprenant les trois formes de

spiramycine. :

L3

La souche OSC2 posséde un phénotype producteur de spiramycine. C’est la
souche parentale utilisée pour 1’obtention des souches possédant une cassette excisable -
(cf. exemple 15). Cette souche a donc été utilisée comme témoin positif de production' |
des trois formes de spiramycine. Cette souche produit bien les trois formes de

spiramycines comme il a été vérifié¢ par CLHP (cf. figure 19).

L’étude des souches possédant une cassette excisable permet de tirer un certam L
nombre de conclusions en ce qui concemne la fonction des genes interrompus. La souche :
SPM507 posséde le génotype : orﬂZ att3.(2aac— Le phénotype de la souche SPM507' 4

est non producteur (cf. exemple 15), on peut donc en conclure que le géne orﬂ 2 est

géne essentiel  la biosynthése de la splramycme chez S ambofaczens Cette souche e
produit plus de spiramycines comme il a été vérifié par CLHP (cf. figure 22). Ce résultat

confirme le caractére essentiel du géne orf72 dans la biosynthése de la spiramycine.

- La souche SPM508 posséde le génotype : o;ﬂ3é::att3!2aac-. Le phénotype de la
souche SPMS508 est producteur de spiramycine (cf. exemple 15), on peut donc en
conclure que le geéne orfl3c n’est pas un géne essentiel a la biosynthése de la
spiramycine chez S. ambofaciens. Cette souche produit de la spiramycine I, II et III
comme il a ét¢ vérifié par CLHP (cf. figure 23). Ce résultat confirme que le géne orfl3c
n’est pas un geéne essentiel 4 la biosynthése des spiramycines I, I et III ches S.

ambofaciens.

La souche SPM509 posséde le génotype : orfl4::att3aac-. Le phénotype de la

souche SPM509 est non producteur, on peut donc en conclure que le géne orfl4 est un
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gene essentiel 4 la biosynthese de la spiramycine chez S. ambofaciens. Cette souche ne
produit plus de spiramycines comme il a été vérifié par CLHP (cf. figure 24). Ce résultat

confirme I’essentialité du géne orf14 dans la biosynthése de la spiramycine.

La souche SPM501 posséde le génotype: orf6*::attl Qhyg+. Le phénotype de
cette souche est non producteur de spiramycines. Cette souche ne produit plus de
spiramycines comme il a été vérifié par CLHP (cf. figure 20). Cependant, les’ génes
orf5* et orf6* (cf. figure 3) ayant la méme orientation, le phénotype observé peut étre dﬁ
a un effet polaire de la cassette introduite dans orf6* sur ’expression de orf5* daﬁé -
I’opéron. Ceci laisse penser que ces génes sont cotranscrits. Pour répondfe a cette
question, la souche SPMS502 a été obtenue par excision de la cassette introduite,
produisant une délétion en phase dans le géne or6* et restaurant ’expression de orf5*.
Cette souche posséde le génotype orf6*::attl (cf. exemple 14 et 15). L’excision de la
cassette laisse seulement une séquence att « cicatricielle » en phase (cf. exemple 14). La_ ':‘
souche SPM502 posséde un phénotype producteur de spiramycine. Cependant, comme il

a éte prouvé par CLHP cette souche ne prodult que, dela sp1ramycme Ietne produit pas .

de spiramycine II et IIT (cf ﬁgure 21) ‘On peut donc conclure de ces résultats que le gen 3
orf5* est un géne essentiel 4 la biosynthése de la spiramycine chez S. ambofaczens,
puisque son inactivation indirecte dans la souche SPM501 conduit & un phénotype non
producteur de spiramycine (cf. figure 20). Par contre ; le géne orf6* n’est pas un géne
essentiel a la biosynthése de la spiramycine I chez S. ambofaciens, puisque I’inactivation
de ce géne conduit & un phénotype producteur de spiramycine I (cf. figure 21).
Cependant, orf6* est essentiel & la production de spiramycine II et III (cf. exemple 16)).
Le gene orf6* code donc bien une acyl-transférase responsable de la modification du

platénolide a la position 3 (cf. figure 1).
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EXEMPLE 17 : Détermination du point de démarrage de la traduction de orf 10 et

amélioration de la production en spiramycines

17.1 Construction des plasmides pSPM523. pSPM524 et pSPM525 :

Le gene orf10 a été identifié chez Streptomyces ambofaciens et a été désigné
5  srmR par Geistlich et al. (Geistlich, M., et al., 1992}, L’inactivation du géne orfl0 a
ete réalisée (cf. exemple 8). Il a pu ainsi étre montré que la souche résultante ne
produit plus de spiramycines (cf. exemple 15). Ceci confirme que le géne orf10 est .
bien impliqué dans la biosynthése des spiramycines. La protéine codée par ce géne L
est donc bien essentielle & la biosynthése des spiramycines. Cependant, 1’analyse de
10  la séquence montre que deux codons ATG situés dans la méme phase de lecture
peuvent étre utilisés pour la traduction de orf70 (cf. Figure 28). Un des deux codons
possible (le codons le plus en amont) démarre a la position 10656 de la séquence -
donnée en SEQ ID N° 1, alors que l'autre codon possible situé plus en aval démarre &
la position 10809 (cf. SEQ ID N° 1) Avant de tester un éventuel effet de lla,“"

surexpression de_ srmR sur’. la roductlon_ de splramycme, il est important d

‘e demarrage de la traduction.

déterminer dans un premler emp

Dans le but de determiner le site de démarrage de la traduction, trois
constructions comportant trois formes d’orf10 ont été réalisées. Ces derniéres ont été
obtenues par PCR en utilisant des oligonucléotides comportant soit un site de

20  restriction HindlIII soit un site de restriction BamHIL.
Le premier couple utilisé pour I’amplification correspond aux oligonucléotides
suivants :

EDR39:

5’CCCAAGCTTGAGAAGGGAGCGGACATTCATGGCCCGCGCCGAACGC3’
25  (SEQID N° 122) (le site HindlII figure en gras)

EDR42 :

5’ CGGGATCCGGCTGACCATGGGAGACGGGCGCATCGCCGAGTTCAGC3’

(SEQ ID N° 123) (le site BamHI figure en gras)



WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

10

15

20

25

152

Le couple d’amorces EDR39-EDR42 permet l'amplification d’un fragment d’orf10
comportant I'ATG situé le plus en 3” (position 10809 dans la séquence donnée en
SEQ ID N° 1) (cf. Figure 28). Le fragment obtenu fait une taille d’environ 2 kb et
sera appelé par la suite "orf10 court", il ne contient pas le promoteur de orf10. Ce

fragment de 2kb a été cloné dans le vecteur pGEM-T easy pour donner naissance au

plasmide pSPM520. ’

Le deuxiéme couple utilisé pour I’amplification correspond aux oligonucléotides
suivants :

EDRA40 :

S’CCCAAGCTTGAGAAGGGAGCGGACATTCAATGCTTTGGTAAAGCACS’
(SEQ ID N° 124) (le site HindIII figure en gras)

EDR42 :
5’CGGGATCCGGCTGACCATGGGAGACGGGCGCATCGCCGAGTTCAGC3’
(SEQ ID N° 123) (le site BamHI figure en gras)

Le couple d’amorces EDR40-EDR42 ‘pe'rmet I'amplification d’un fragment d’orfI 0 :
comportant I'ATG situé le plus en 5° (posmon 10656 dans la sequence donnée en i
SEQ ID N° 1) (cf. Figure 28). Ce ﬁ'agment de 2,2kb apl;ele par la suite "orﬂ 0 long"

a éte cloné dans le vecteur pGEM-T easy pour donner naissance au plasmide

pSPM521, ce plasmide ne contient pas le promoteur de orf10.

Le troisiéme couple utilisé pour I’amplification correspond aux oligonucléotides

suivants :

EDR41 :

5’-CCCAAGCTTTCAAGGAACGACGGGGTGGTCAGTCAAGT-3’

(SEQ ID N° 125) (le site Hindlll figure en gras)

EDRA42 :
5’CGGGATCCGGCTGACCATGGGAGACGGGCGCATCGCCGAGTTCAGCS’
(SEQ ID N° 123) (le site BamHI figure en gras)

Le couple d’amorces EDR41-EDR42 permet l'amplification du géne orf10 avec les
deux ATG, ainsi que son propre promoteur (cf. Figure 28). Ce fragment de 2,8 kb
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appel€ par la suite "orf10 pro" a été cloné dans le vecteur pGEM-T easy pour donner

naissance au plasmide pSPM522.

Le fragment "orfl0 pro" a été obtenu en utilisant comme matrice I'ADN

chromosomique de la souche OSC2. Les fragments "orf10 court" et "orfI0 long" ont
5 quant a eux été obtenus en utilisant comme matrice 'ADN du fragment "orf10 pro"

préalablement purifié. ‘

Les inserts HindIll-BamHI des plasmides pSPM520, pSPM521 et pSPM522
ont ensuite été sous-clonés dans le vecteur pUWL201 (plamside dérivé du plasmide
pUWLI199 (Wehmeier UF, 1995) dans lequel le fragment KpnI-BamHI de la région
10 du promoteur de ermE (cf. Bibb et al.,, 1985, notamment figure 2) portant une
mutation augmentant la force du promoteur (promoteur ermE*) (Bibb et al., 1994) a
été introduit (cf. Doumith et al.,, 2000)) préalablement digéré par les enzymes .
HindIll-BamHL. Ainsi, il a été obtenu trois plasmides: pSPM523 (dérivé du ;‘
pUWL201 avec la forme "orfI0 court" comme insert), pSPM524 (dérivé du, “
15 pUWL201 avec la forme "orf10 long" comme insert) et pSPM525 (dérivé du't o
pUWL201 avec la forme "orf10 pro") (Figure 28).

17.2 Transformation de la souche 0S49.50 par les constructions pSPM523,
pSPM524 et pSPM525 :

La souche 0S49.50 (souche interrompue dans le géne orf10, cf. exemple 8) a été

20  transformée indépendamment par transformation de protoplastes (Kieser, T et al., 2000)
par chacun des plasmides pSPM523, pSPM524 et pSPMS525. Un témoin négatif a
cgalement été réalisé en transformant la souche 0S49.50 par le plasmide pUWL201 sans
insert. Aprés transformation des protoplastes, les clones sont sélectionnés pour leur
résistance au au thiostrepton. La transformation des clones par chacun des plamides est

25  vérifiée par extraction de ces plasmides. Ainsi quatre nouvelles souches ont été
obtenues : la souche OSC49.50 pUWL201, issue de la transformation par le plasmide
pUWL201 sans insert, la souche OSC49.50 pSPM523, issue de la transformation par le
plasmide pSPM523, la souche OSC49.50 pSPM524, issue de la transformation par le
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plasmide pSPM524 et enfin la souche 0S49.50 pSPMS525, issue de la transformation par

le plasmide pSPM525.

La production de spiramycines de chacune de ces quatre souches a été testée
par CLHP. Pour cela, les différentes souches de Streptomyces & tester ont été
cultivées dans des erlenmeyers  baffles (erlenmeyers chicanés) de 500 ml contenant
70 ml de milieu MP5 (Pernodet et al.,fl 993). Lorsque la souche contient le plasmide
pUWL201 ou I'un de ses dérivés, il est ajouté 5 pg/ml de thiostrepton. Les
erlenmeyers chicanés ont été inoculés & une concentration initiale de 2.5 10°
spores/ml des différentes souches de S. ambofaciens et les cultures ont été incubées a
27°C sous agitation orbitale de 250 rpm pendant 96 heures. Les cellules ont ensuite
été séparées du milieu par centrifugation et le surnageant a été analysé par CLHP (cf.
exemple 16) pour déterminer la quantité de spiramycine produite. Grice a un

échantillon étalon et a la mesure de I’air des pics, il a été possible de déterminer la -

quantité de chacune des spiramycines produites par ces souches. Les résultats de cette - -

analyse sont présentés dans le tableau 39, les donnees sont expnmees en mg par litre: K
de surnageant.’ Les résultats correspondent é la productlon totale en spn'amycmes‘

(obtenue en addltlonnant la productlon en spiramycine I, I et TII).

Tableau 39. Production en spiramycines des souches dérivées de 0S849.50,
(résultats exprimés en mg/1).

Souche Production en Spiramycines
08549.50 0
pUWL201
0849.50 0
pSPM523
0849.50 93
pSPM524
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0849.50 149
pSPM525

' par traitement & I’enzyme de Klenow. Le plasmide a alors été refermé sur lui-méni‘

Comme le montre les résultats donnés dans le tableau 39, le témoin négatif
(souche 0849.50 transformée par le plasmide pUWL201) ne produit pas de
spiramycine. Lorsque le plasmide pSPM523 (qui contient la forme "orf10 court" ) est
introduit dans la souche 0S49.50, aucune production de spiramycine n'est observée.
En revanche, la présence du plasmide pSPM524 (qui contient la forme "orf10 long™")
et du plasmide pSPM525 (qui contient la forme "orf10 pro") restaure la production
de spiramycine dans la souche hote 0S49.50. Ainsi, seuls les fragments de orf10

contenant I'ATG le plus en amont permettent de restaurer la synthése de spiramycine.

Dans le but de confirmer ces résultats, le plasmide pSPM521 (plasmide
PGEM-T easy contenant la forme "orfI0 long") a été digéré par l'enzyme de

restriction X%ol (cette enzyme posséde un site unique dans ce plasmide, localisé entre =~

les deux ATG (cf. Figure 28)). Les extrémités X%ol ont ensuite été rendues bout franc:,

par action de la T4 DNA ligase pour donner naissance au plasmide pSPM527. Si |
’ATG le plus en amont (position 10656 dans la séquence donnée en SEQ ID N° 1)

est bien utilisé comme site d’initiation de la traduction, ce traitement entrainera un
décalage du cadre de lecture au niveau du site Xkol et aura pour effet la production
d’une protéine ne présentant pas d’activité activatrice. Par contre si I’initiation de la
traduction a lieu au niveau de I’ATG plus en aval (position 10809 dans la séquence
donnée en SEQ ID N° 1), ce traitement devrait avoir peu ou pas d’effet sur
I’expression de Orfl0 (compte tenu de la localisation du point de démarrage de la

transcription) et aucun effet sur la protéine produite.

L'insert BamHI-HindIll de pSPM527 a ensuite été sous-cloné dans le vecteur
pUWL201 pour donner naissance au plasmide pSPM528. Ce plasmide a été introduit
dans la souche OS49.50 et un clone possédant le plasmide voulu a plus

particuliérement €été sélectionné. La production de spiramycine de la souche
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résultante a ensuite été testée par CLHP (Cf. exemple 16 et ci-dessus). Contrairement
a ce qui avait été observé avec le plasmide pSPM524 (cf. tableau 39), la présence du
plasmide pSPM528 dans la souche 0S49.50 ne rétablit pas la production de
spiramycine. Ceci confirme que le démarrage de la traduction du géne orf10 est

I'ATG situé le plus en aval (ATG 1 cf. Figure 28).

17.3 Améfioration de la production en spiramycines de la souche OSC2 de S.
ambofaciens :

Afin de tester l'effet de la surexpression du géne orf10 sur la production de
spiramycines, les plasmides pSPM523, pSPM524, pSPM525 et pSPM528 ont été

introduits dans la souche OSC2. Pour cela, des protoplastes de la souche OSC2 ont

eté transformés (Kieser, T et al., 2000) indépendamment par chacun des plasmides
pSPM523, pSPM524, pSPM525 et pSPM528. Un témoin négatif a également été
réalisé en transformant la souche OSC2 par le plasmide pUWL201 sans insert. Aprés
transformation des protoplastes, les clones sont sélectionnés pour leur résistance au

au thJostrepton Ainsi cinq nouvelles souches ont été obtenues : la souche OSC2;

' pUWL201,: 1ssue de Ia transformation par le plasmide pUWL201 sans insert, la':“

souche OSC2 pSPM523, issue de la transformation par le plasmide pSPM523, la |
souche OSC2 pSPM524, issue de la transformation par le plasmide pSPM524, la
souche OSC2 pSPM525, issue de la transformation par le plasmide pSPM525 et
enfin la souche OSC2 pSPM528, issue de la transformation par le plasmide
PSPM528. La production en spiramycines de ces souches a alors été analysée par
CLHP (de la méme maniére que dans I’exemple 17.2). L’analyse de la production en
spiramycine de la souche OSC2 a également été effectée en paralléle pour
comparaison. Les résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau 40, les
données sont exprimées en mg par litre de surnageant. Les résultats correspondent
la production totale en spiramycines (obtenue en additionnant la production en

spiramycine I, II et III).
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Tableau 40. Production en spiramycines des souches dérivées de OSC2, (résultats
exprimés en mg/l).

Souche Production en spiramycines
OSC2 69
OSC2 103
pUWL201

OSC2 19
pSPM523

OSC2 135
pSPM524

OSC2 278
pSPMS525

0osc2 | 68
pSPM528

Ainsi, il est observé que la présence du plasmide pSPM524 ou du plasmide
pSPM525 augmente significativement la production en spiramycines de la souche
OSC2. Ceci démontre bien que la surexpression de Orfl0 a un effet positif sur la

production en spiramycines. Le plasmide pSPM528 n’a par contre pas d’effet sur la

production en spiramycines.

Les plasmides pSPM525 et pUWL201 ont de la méme maniére été introduit
dans la souche SPM502 (cf. exemple 14). Ainsi deux nouvelles souches ont été

obtenues : la souche SPM502 pUWL201, issue de la transformation par le plasmide
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pUWL201 sans insert, et la souche SPM502 pSPM525, issue de la transformation par
le plasmide pSPM525.

Un échantillon de la souche SPM502 pSPM525 (cette souche contient le plasmide
PSPMS525, cf. ci-dessus) a été déposé auprés de la Collection Nationale de Cultures de
, 5 Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedex

15, France, le 26 février 2003 sous le numéro d’enregistrement 1-2977.

La production en spiramycines des souches SPM502 pUWL201 et SPM502

PSPM525 a été analysée par CLHP (de la méme maniére que dans I’exemple 17.2).
L’analyse de la production en spiramycines de la souche SPM502 a également été

10  effectée en paralléle pour comparaison. Les résultats de cette analyse sont présentés
dans le tableau 41, les données sont exprimées en mg par litre de surnageant. Les
résultats correspondent & la production en spiramycine I. En effet, aucune de ces

souches ne produit de spiramycine II et IIL

Tableau 41 Productlon en splramycme | des souches derlvées de SPM502

(résultats expnmés en mg/l)
Souche Spiramycine I
SPMS502 47
SPM502 pUWL201 72
SPM502 pSPM525 130

Ainsi, il a pu étre observé que la surexpression du géne orf10 dans la souche

SPM3502 augmente de facon importante la production de spiramycine I.
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EXEMPLE 18 : Construction d’une banque d'ADN génomique de la souche OSC2
de Streptomyces ambofaciens chez E. coli dans la cosmide pWED2.

18.1 Construction du cosmide pWED?2 :

Dans le but de faciliter I’inactivation de génes chez Streptomyces, un
5  cosmide portant la séquence oriT du plasmide RK2 (ce qui permet son infroduction
par conjugaison dans Streptomyces & partir d’une souche appropriée de E. coli) et
portant également un géne de résistance 4 un antibiotique conférant un phénotype -
repérable chez Streptomyces, a été construit. Un tel cosmide contenant de grands
inserts ’ADN génomique de Streptomyces ambofaciens peut étre utilisé dans des
10  expériences d’inactivation de génes.

Pour construire ce vecteur, une cassette pac-oriT (fragment EcoRV) a été o
introduite dans le cosmide pWEDI1 (Gourmelen et al., 1998) , dérivé du cosmide
pWED15 (Wahl ef al., 1987), au niveau du site unique Hpal. La cassette pac-oriT a e

, été obtenue par PCR. Pour cela, le géne pac a été amplifié par PCR a partir du“ i
5 plasmide pVF 104 (Vara et al, 1985; Lacalle et al, 1989) en utilisant comme

premiére amorce, Pamorce A - (de séqﬁeﬁcé 5'-
CCAGTAGATATCCCGCCAACCCGGAGCTGCAC-3' (SEQ ID N° 126), le site
de restriction EcoRV a été souligné et la séquence en gras de 20 nucléotides
correspond & une région en amont du promoteur du géne pac) et comme deuxiéme
20  amorce, " I’amorce B (de ~ séquence 5'-
GAAAAGATCCGTCATGGGGTCGTGCGCTCCTT-3' (SEQ ID N° 127), qui
comporte a son extrémité 5’ une séquence de 12 nucléotides correspondant au début
de la séquence oriT (souligné double) et une séquence de 20 nucléotides (en gras)
correspondant 4 la fin du géne pac (cf. Figure 29, 1° PCR).
25 Le géne oriT a quant 4 lui ét¢ amplifié par PCR & partir du plasmide pPM803
(Mazodier,P. et al., 1989) en utilisant comme premiére amorce, ’amorce C (de
sequence 5'-CACGACCCCATGACGGATCTTTTCCGCTGCAT-3' (SEQ ID N°
128)), qui comporte & son extrémité 5’ une séquence de 12 nucléotides correspondant &

une séquence en aval de la séquence codante du géne pac (en gras) et une séquence de
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20 nucléotides correspondant au début de la séquence oriT) et comme deuxiéme
amorece, I’amorce D (de séquence 5-
GAGCCGGATATCATCGGTCTTGCCTTGCTCGT-3' (SEQ ID N° 129)) qui
comporte le site de restriction EcoRV (souligné simple) et une séquence de 20

nucléotides correspondant & la fin de la séquence oriT (souligné double) (cf. Figure 29,
21me bCRY). ’

Le produit d’amplification obtenu avec les amorces A et B et celui obtenu avec

les amorces C et D ont & une de leur extrémité, une séquence commune de 24

nucléotides. Une troisitme PCR a été réalisée en mélangeant les deux produits : .

d’amplification obtenus précédemment et en utilisant comme amorces, les amorces A et
D (cf. figure 29, 3™ PCR). Ceci a permis d’obtenir un produit d’amplification
correspondant & I’ensemble pactoriT. Ce fragment pac-oriT a alors été cloné dans le
vecteur pGEM-T Easy (commercialisé par la société Promega (Madison, Wisconcin _
USA)), ce qui a permis d’obtenir le plasmide pGEM-T-pac-oriT. L’insert de cc“
plasmide a ensuite ét¢ sous cloné dans le cosmide pWEDI. Pour cela le plasm1de" %)
pGEM-pac—orzT a ete digéré par l’enzyme EcoRV et l’msert EcoRV conte"
P’ensemble pac+or1T a é&té inséré dans le cosmlde pWEDl ouvert au prealabl pariic
’enzyme Hpal. Le cosmide ainsi obtenu a été baptisé pWED2 (cf. Figure 30).

Ce cosmide permet de faciliter I’inactivation de génes chez Streptomyces.
En effet, il porte la séquence oriT (ce qui permet son introduction par conjugaison
dans Streptomyces & partir d’une souche appropriée de E. coli) mais également un
géne de résistance 4 un antibiotique conférant un phénotype repérable chez
Streptomyces. Un tel cosmide contenant de grands inserts d’ADN génomique de
Streptomyces ambofaciens peut étre utilisé dans des expériences d’inactivation de
geénes.

Ainsi un cosmide dérivé de pWED2 contenant le géne cible pourra par
exmeple étre introduit dans la souche de E. coli KS272 contenant le plasmide
PKOBEG (cf. Chaveroche et al. 2000) et une cassette sera introduite dans le géne
cible selon la technique décrite par Chaveroche et al. 2000. Le cosmide obtenu par

cette technqive (cosmide dans lequel le géne cible est inactivé), pourra ensuite étre
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introduit dans une souche de E. coli telle que la souche S17.1 ou toute autre souche
permettant de transférer par conjugaison des plasmides contenant la séquence oriT
vers Streptomyces.

Aprés conjugaison entre E. coli et Streptomyces, des clones de Streptomyces

5 dans lesquelles la copie sauvage du géne cible aura été remplacée par la copie
interrompue pourront étre obtenues comme décrit darfs I’exemple 2.

Le géne de résistance exprimé chez Streptomyces présent sur ce nouveau
cosmide est le géne pac de Streptomyces alboniger (Vara, J et al., 1985 ; Lacalle et
al., 1989) qui code la puromycine N-acétyl transférase et qui confére la résistance 2 la

10  puromycine. Lors d’expériences d’inactivation de géne, on cherchera les clones dans
lesquels un double événement de recombinaison aura eu lieu. Ces clones auront

éliminer le cosmide pWED?2 et seront donc redevenus sensibles 2 la puromycine.

18.2 Construction d’une banque d'ADN génomique de la souche OSC2 de
Streptomyces ambofaciens chez E. coli dans le cosmide pWED2 "

L’ADN génomlque de"lki 5 WCZ de Streptomyces ambofaczens a
digéré partlellement par l’enzymede restnctlon'BamHI de maniére a obtenir des :
fragments d’ADN de taille comprise entre environ 35 et 45 kb. Ces fragments ont

ensuite été clonés dans le cosmide pWED2, ce dernier ayant été au préalable digéré par
BamH], puis traité par la phosphatase alcaline. Le mélange de ligation a ensuite été
20 encapsidé in vitro dans des particules de phages lambda grice au systéme « Packagene®
Lambda DNA packaging system » commercialisé par la société Promega (Madison,
Wisconcin, USA) en suivant les recommandations du fabriquant. Les particules
phagiques obtenues ont été utilisées pour infecter la souche SURE® d’E. coli
commercialisée par la société Stratagene (LaJolla, Californie, USA). La séléction des
25 clones a été effectuée sur milieu LB + ampicilline (50 pg/ml), le cosmide pWED2

conférant la résistance a 1’ampicilline.
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EXEMPLE 19 : Isolement de cosmides de la nouvelle banque couvrant la région de

la voie de biosynthése des spiramycines. Sous clonage et séquencage de fragments

de ces cosmides.

19.1 Hybridation sur colonies de la banque génomique de Streptomyces
5 ambofaciens OSC2 :

]
»

Des cosmides de la nouvelle banque de Streptomyces; ambofaciens OSC2 (cf.
exemple 18) couvrant les orfI * & orf10* ou une partie ou la totalité des orfl a orf25c,
ou une région plus en amont de ’orf25¢ ont été isolés. Pour cela, des hybridations
successives sur les colonies d’E. coli obtenues selon I’exemple 18 ont été réalisées en

10  utilisant les 3 sondes suivantes (cf. figure 31):

- La premicre sonde utilisée correspond 4 un fragment d'ADN d’environ 0,8kb
amplifi¢ par PCR en utilisant comme matrice le cosmide pSPM5 et lés amorces .
~ suivantes: | | o s
. ORF23c: 5-ACGTGCGCGGTGAGTTCGCCGITGC:3 (SEQ ID N° 130) et
" ORF25¢ : 5-CTGAACGACGCCATCGCGGTGGTGE-H (SEQIDN° 131).
Le produit de PCR ainsi obtenu contient un fragment du début de I’orf23c, I’orf24c en
entier et la fin de /’orf25¢ (cf. figure 31, sonde I).

- La deuxiéme sonde utilisée correspond 2 un fragment d'ADN d’environ 0,7kb

amplifié par PCR eﬁ utilisant comme matrice PADN total de la souche S.
20  ambofaciens ATCC23877 et les amorces suivantes :

ORFl*c: 5-GACCACCTCGAACCGTCCGGCGTCA-3' (SEQ ID N° 132) et

ORF2*c : 5'-GGCCCGGTCCAGCGTGCCGAAGC-3' (SEQ ID N° 133).

Le produit de PCR ainsi obtenu contient un fragment de la fin de 1’orfI *c et du début

de 1'orf2%*c (cf. figure 31, sonde II).

25 - La troisitme sonde utilisée correspond & un fragment EcoRI-BamHI d’environ 3kb

contenant les orfl, orf2 et orf3 et obtenu par digestion du plasmide p0S49.99 (cf. figure
31, sonde III).
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Environ 2000 clones de la banque obtenue dans I’exemple 18.2 ont été transférés

sur filtre pour hybridation sur colonies selon les techniques classiques (Sambrook et al.,
1989).

La premiére sonde (cf. figure 31, sonde I) a été marquée au >*P par la technique
du « random priming » (Kit commercialisé par la société Roche) et utilisées pour
I’hybridation sur 2000 clones de la banque, aprés transfert sur filtre. L’hybridation a été
effectuée 4 65°C dans le tampon décrit par Church & Gilbert (Church & Gilbert, 1984). )
Deux lavages ont été effectués en 2x SSC, 0,1% SDS a 65°C, le premier pendant 10

minutes et le deuxieéme pendant 20 minutes et un troisiéme lavage d’une durée de 30

10  minutes a ensuite été effectué en 0.2X SSC, 0,1% SDS a 65°C. Dans ces conditions

d’hybridation et de lavage, 20 clones parmi les 2000 hybridés présentaient un fort signal
d’hybridation avec la premiére sonde. Ces 20 clones ont été cultivés en milieu LB+

ampicilline (50 pg/ml) et les 20 cosmides correspondants ont été extraits par lysé

alcaline (Sambrook et al., 1989) puls ils ont été digérés par ’enzyme de restnctlon :
. ‘BamHI Les prodmts de dlgestlons ont ensmte éte separes sur gel d’agarose transferé
s sur membrane de Nylon et hybridés 1 par la premlére sondé (cf ci-dessus : le produtt,i V‘
PCR ORF23c-ORF25c, sonde I) dans les mémes conditions que ci-dessus. Douze
cosmides possédaient un fragment BamHI hybridant fortement avec la sonde utilisée.

Ces 12 cosmides ont ét¢ nommés pSPM34, pSPM35, pSPM36, pSPM37, pSPM38,

20  pSPM39, pSPM40, pSPM41, pSPM42, pSPM43, pSPM44 et pSPM45. Les profils,

25

apres digestion par BamHI, de ces 12 cosmides ont été comparés entre eux et avec celui
du cosmide pSPMS5. De plus des expériences d’amplification par PCR en utilisant
différentes amorces correspondant & différents génes déja identifiés dans la région orfl-
orf25c ont permis de positionner I’insert de certains de ces cosmides les uns par rapport
aux autres et de déterminer également la localisation de ces inserts dans la région orfl-
orf25¢ déja connue (cf. Figure 32). Le cosmide pSPM36 a plus particuliérement été
choisi car il était susceptible de contenir une grande région en amont de 1’0rf25¢ (cf.

Figure31 et 32).
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Dans un deuxiéme temps, et en utilisant les mémes conditions que celles
décrites ci-dessus, les 2000 clones de la banque de Streptomyces ambofaciens OSC2 ont
¢té hybridés avec la deuxiéme sonde correspondant au produit de PCR : ORF1*c-
ORF2*c (cf. figure 31, sonde II). Cette hybridation a permis d’isoler des cosmides dont
Pinsert est situé dans la région de orfI*c & orfl0*c. Dans les conditions d’hybridation
utilisés, 16 clones parmi les 2000 hybtidés présentaient un fort signal d’hybridation avec
cette deuxieéme sonde. Ces 16 clones ont été cultivés en milieu LB+ ampicilline (50
pg/ml) et les 16 cosmides correspondants ont été extraits par lyse alcaline (Sambrook et ,
al., 1989) puis ils ont été digérés par 1’enzyme de restriction BamHIL. Les profils de
digestion (aprés digestion par BamHI) de ces 16 cosmides ont été comparés entre eux et
avec celui du cosmide pSPM7. Des expériences d’amplication par PCR avec les
amorces ORF1*c et ORF2*c ont permis de choisir deux cosmides qui renfermaient bien |

les geénes orfl*c et orf2*c et dont les profils possédaient des bandes communes mais -

aussi des bandes différentes. De plus d’autres expériences d’amplification par PCR en 3}

utilisant différentes amorces correspondant a différents génes déja identifiés dans la's

orfI*c & orfl0%c déja connue (cf. Figure 32). Les deux cosmides plus particulié¢rement

sélectionnés ont été nommés pSPM47 et pSPM48 (cf. Figure 32).

En utilisant les mémes conditions que celles décrites ci-dessus, les 2000 clones
de la banque de Streptomyces ambofaciens OSC2 ont également été hybridés avec la
troisiéme sonde correspondant au fragment d’ADN EcoRI-BamHI du plasmide
pOS49.99 (cf. figure 31 sonde III). Cette hybridation a permis d’isoler les cosmides
contenant la région de /’orfI jusqu’a 1’orf3 et susceptibles de contenir soit une grande
partie des génes des PKS, soit une grande partie des génes orf! a orf25¢ de la voie de
biosynthése des spiramycines. Dans ces conditions d’hybridation, 35 clones parmi les
2000 hybridés présentaient un fort signal d’hybridation avec la troisiéme sonde. Ces 35
clones ont été cultivés en milieu LB+ ampicilline (50 pg/ml) et les 35 cosmides

correspondants ont €té extraits par lyse alcaline (Sambrook et al., 1989) puis digérés par
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I’enzyme de restriction BamHI. Les profils, aprés digestion par BamHI, de ces 35
cosmides ont été comparés entre eux et avec celui du cosmide pSPMS5. De plus des
expériences d’amplification par PCR en utilisant différentes amorces correspondant a
différents génes déja identifiés dans la région orfl & orf25¢ ont permis de vérifier que
ces cosmides renfermaient bien des inserts provenant de la région orfl A orf25¢c et de
positionner les inserts de ces cosmides les uns par rapport aux autres et par rapport a la
la région orfl & orf25c déja connue (cf. Figure 32). Cinq cosmides ont été plus
particuli¢rement sélectionnés, ils ont été nommés pSPM50, pSPM51, pSPMS53, pSPM55
et pSPM56 (cf. Figure 32).

19.2 Sous clonage et séquencage d’une partie de ’insert du cosmide pSPM36.

La sonde d’environ 0,8 kb obtenue par PCR avec les amorces ORF23¢ et ORF25¢
(cf. ci-dessus et figure 31, sonde I) a également été utilisée dans des expériences de B

Southern Blot sur I’ADN total de . a'mboﬁzciens OSC2 digéré par I’enzyme Pstl. Datis"

les conditions d’hybndatlon décrite c1-dessus, cette sonde révéle un fragment umque
Pstl d’environ 6 kb lorsque hybndé Sur 1’__: N total de S. ambofaczens OSC2 digéré p:

Penzyme Psil 1l ex1ste un site Psfl au ‘hiveau de 1’orf23c (cf. SEQ ID N° 80) mais aucun

autre site PstI jusqu’a I’extrémité (site BamHI) de la séquence connue (cf. SEQ ID N°
1). Ce fragment PstI-BamHI a une taille d’environ 1.4 kb. Le fragment PsfI de 6 kb
hybridé sur I’ADN total de S. ambofaczens digéré par l’enzyme PstI contient donc une
région d’environ 4,6 kb située en amont de orf25c. Cette région est susceptlble de
contenir d’autres génes dont les produits sont impliqués dans la voie de biosynthése de
la spiramycine. Il a été vérifié par digestion que le cosmide pSPM36 contenait bien ce
fragment Ps:I de 6 kb. Ce fragment a été isolé a partir de pSPM36, dans le but de
deéterminer la séquence plus en amont de orf25¢. Pour cela, le cosmide pSPM36 a été
digéré par I’enzyme de restriction Ps#l. Le fragment PstI-PstI d’une taille d’environ 6kb
a ete isolé par €lectroélution & partir d’un gel d’agarose 0.8% puis cloné dans le vecteur
pBK-CMYV (4512bp) (commercialisé par la société Stratagene (La Jolla, Californie,
USA)). Le plasmide ainsi obtenu a été nommé pSPMS58 (cf. Figure 33) et la séquence de

son insert a été déterminée. La séquence de cet insert est présentée en SEQ ID N° 134,
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Toutefois, toute la séquence n’a pas été déterminée et il subsite un trou d’environ 450
nucléotides, la partie de la séquence non determinée a été notée par une succession de

«N » dans la séquence correspondante.

19.3 Analyse des nouvelles séquences nucléotidiques, détermination des phases

ouvertes de lecture et caractérisation des génes impliqués dans la biosynthése des

']

spiramycines. g

La séquence de I'insert du cosmide pSPMS58 obtenue a été analysée grice au .
programme FramePlot (Ishikawa J & Hotta K. 1999). Ceci a permis d’identifier, parrhi :
les phases ouvertes de lecture, les phases ouvertes de lecture présentant un usage des
codons typique de Streptomyces. Cette analyse a permis de déterminer que cet insert
comporte 4 nouvelles ORFs en amont de 1’orf25¢ (cf. figure 34). Ces génes ont été -
nommés orf26 (SEQ ID N° 107), orf27 (SEQ ID N° 109), or28¢ (SEQ ID N° 111, la
séquence de cette orf n’a pas été déterminée complétement puisqu’un trou d’environ 450
nucléotide subsite lors du séquengage de I’insert de pSPM358, ces 450 nucleotldes
ﬁgurent sous la forme d’une sere de « N » dans la'v sequence SEQ ]ID N° 111) et orf29 (1 "

nom du geéne signifiant pour ’ORF en question que la séquence codante est dans

’orientation inverse (cf. figure 34).

Les séquences protéiques déduites de ces phases ouvertes de lecture ont été
comparées avec celles présentes dans différentes bases de données grace a différents
programmes : BLAST (Altschul ez al., 1990) (Altschul e al., 1997), CD-search, (ces
deux programmes sont accessibles notamment auprés du National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Bethesda, Maryland, USA)), FASTA ((Pearson W.
R & D. J. Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990) (ce programme est accessible
notamment auprés du centre de ressources INFOBIOGEN, Evry, France). Ces
comparaisons ont permis de formuler des hypothéses sur la fonction des produits de ces
genes et d’identifier ceux susceptibles d’éire impliqués dans la biosynthése de

spiramycines.
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19.4 Sous clonage et séquencage d’une autre partie de insert du cosmide

pSPM36.

La sonde d’environ 0,8 kb obtenue par PCR avec les amorces ORF23c¢ et ORF25¢
(cf. ci-dessus et figure 31, sonde I) a également été utilisée dans des expériences de
Southern Blot sur I’ADN total de la souche OSC2 digéré par 'enzyme Stul. Dans les
conditions d’hybridation décrite ci-dessus pour cette sorfde, cette sonde révele un
fragment unique Stul d’environ 10 kb lorsque hybridé sur I’ADN total de la souche
OSC2 digéré par 1’enzyme Stul. Compte tenu de la présence d’un site Stul dans Iorf23c
(cf. SEQ ID N° 80) et de la localisation de ce site par rapport au site Ps, ce fragmenth "
de 10 kb inclut la totalité du fragment PsfI précédemment étudié (insert de pSPM58) et
permet d’avoir accés 4 une région non encore étudiée d’environ 4 kb. (cf figure 33).1la
eté verifié par digestion que le cosmide pSPM36 contenait bien ce fragment Stul de 10
kb. Ce fragment a été isolé a partir du cosmide pSPM36, dans le but de déterminer la
séquence de la fin d’orf29 et d’autreﬁ génes plus en amont de orf29. Pour cela, le
cosmide pSPM36 a été digéré par l’enzyme de restriction Stul. Le fragment StuI-StuI
d’une taille d’environ 10 kb a éte 1solé par électroél‘,: i on-a part1r d’un gel d’agaro
0.8% puis cloné dans le vecteur pBK-CMV (4512bp) (commerc1ahse par la société

Stratagene (La Jolla, Californie, USA)). Le plasmide ainsi obtenu a été nommé pSPM72
(cf. Figure 33). Ce dernier a ensuite été digéré par EcoRI (site EcoRI dans I’insert de
pSPMS58) et HindIIl (site Hindll dans le site de clonage multiple du vecteur,
imrhédiatemeht apres le site Stul de I’extrémité de I'insert) (cf. Figure 33). Le fragment
d’ADN EcoRI-HindIII ainsi obtenu, correspond 2 un fragment de I’insert du plasmideb
PSPM72 (cf. figure 33) et a été sous-cloné dans le vecteur pBC-SK+ (commercialisé par
la société Stratagene (La Jolla, Californie, USA)) digéré au préalable par EcoRI et
Hindlll. Le plasmide ainsi obtenu a été nommé pSPM73 et la séquence de son insert a
¢té déterminée. La séquence de cet insert est présentée en SEQ ID N° 135,

Un assemblage des séquences des inserts de pSPM58 et pSPM73 est présenté en SEQ
ID N° 106. Cette séquence part du site Ps:I au niveau de I’orf23¢ (cf. SEQ ID N° 80) et
va jusqu’au site Stul au niveau de I’orf32¢ (cf. figure 34). La séquence de I’orf28¢ (SEQ
ID N° 111), n’étant pas compléte (cf. exemple 19.3), une région d’environ 450
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nucléotides n’est pas séquencée, ces 450 nucléotides figurent sous la forme d’une série

de « N » dans la sequence SEQ ID N° 106).

19.5 Analyse des nouvelles séquences nucléotidiques, détermination des phases

5 ouvertes de lecture et caractérisation des génes impliqués dans la biosynthése des

spiramycines.

La séquence partielle de I'insert du cosmide pSPM73 obtenue a été analysée grice
au programme FramePlot (Ishikawa J & Hotta K. 1999). Ceci a permis d’identifier, E
parmi les phases ouvertes de lecture, les phases ouvertes de lecture présentant un usage‘

10 des codons typique de Streptomyces. Cette analyse a permis de déterminer que cet insert
comporte 4 ORFs, une incomplétes et trois complétes (cf. figure 34). L’ORF incompléte_
correspond 2 la partie 3” de la séquence codante de orf29 ce qui 4 permis de compléter la o
séquence de ce géne grice a la séquence partielle de ce méme orf obtenue lors dﬁ 4

 séquencage de I’insert du plasmide pSPMS58 (cf. exemple 19.2 et 19.3), I’ensemble des ;

: deux séquences a ams1 permls d’obtemr la séqpence complete de ory‘29 Les 4 genes‘

" ainsi éé nommés or129 (SEQ ID Ne 113), orf30c (SEQ D N° 115) 01131 (SEQ D N~

118) et orf32c (SEQ ID N° 120). Le « ¢ » ajouté dans le nom du géne signifiant pour

’ORF en question que la séquence codante est dans I’orientation inverse (cf. figure 34).

Les séquences protéiques déduites de ces phases ouvertes de lecture (SEQ ID N°

20 114 pour orf29, SEQ ID N° 116 et 117 pour orf30c, SEQ ID N° 119 pour orf31 et SEQ
ID N° 121 pour orf32c) ont été comparées avec celles présentes dans différentes bases

de données grace a différents programmes : BLAST (Altschul et al., 1990) (Altschul et

al., 1997), CD-search, (ces deux programmes sont accessibles notamment aupres du
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Bethesda, Maryland, USA)),

25  FASTA ((Pearson W. R & D. J. Lipman, 1988) et (Pearson W. R., 1990) (ce programme
est accessible notamment auprés du centre de ressources INFOBIOGEN, Evry, France).

Ces comparaisons ont permis de formuler des hypothéses sur la fonction des produits de
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ces geénes et d’identifier ceux susceptibles d’étre impliqués dans la biosynthése de

spiramycines.

19.6 Sous clonage et séquencage d’une troisiéme partie de ’insert du cosmide

pSPM36.

#

Une sonde (fragment d’ADN de 0,8 kb) correspondant & une séquénce interne a
orf32c a été obtenue par PCR en utilisant comme matrice I'ADN total de la souche de
Streptomyces ambofaciens et les amorces suivantes

KF36: 5'- TTGCCGTAGCCGAGGACCAGCG-3' (SEQ ID N° 151) et

KF37: 5'- CACATGGCCCTGGAGGACCCTG-3' (SEQ ID N° 152).

Le produit PCR ainsi obtenu représente une séquence interne de l'orf32c. Cet‘té‘v:,l

sonde & été utilisée dans des expériences de Southern Blot sur ’ADN chromosormque

de la souche OSC2 et sur l'ADN du cosrmde pSPM36 d1g

61;dessus (cf. exeﬁn
19.1), cette sonde révéle deux fragments Pstl d'envn'on 3 4kb et 2,5kb lorsque hybndee
sur ’ADN total de la souche OSC2 et sur 'ADN du cosmide pSPM36 digérés par
I’enzyme Pstl. Compte tenu de la présence d’un site PstI dans la sonde utilisée on peut
expliquer ces résultats. Le premier fragment d'ADN qui a une taille d'environ 3,4kb est
un fragment dont la séquence est déja connue en totalité. La séquence du fragment de
2,5 kb n’est connue que partiellement, sur une région de 700 pb. Ce fragment. a été isolé
a partir du cosmide pSPM36 dans le but de déterminer la séquence de la fin de l'orf32¢
et d'autres genes en amont de ce dernier. Pour cela, le cosmide pSPM36 a été digéré par
I’enzyme de restriction Pstl. Le fragment PstI-PstI d’une taille d’environ 2,5kb a été
isolé par purification a partir d’un gel d’agarose 0.8% puis cloné dans le vecteur pBK-
CMV (4518bp) (commercialisé par la société Stratagene (La Jolla, Californie, USA)). Le

plasmide ainsi obtenu a été nommé pSPM79 (cf. Figure 41) et la séquence de son insert

a été déterminée.
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La sequence de I’orf28¢ (SEQ ID N° 111) n’était pas compléte (cf. exemple 19.3).
En effet, une région d’environ 450 nucléotides n’avait pas pu étre déterminée, ces 450
nucléotides figurent sous la forme d’une sére de « N » dans la sequence SEQ ID N° 106.
La séquence de la totalité de la région manquante a été déterminée par reséquencage de
cette région. La séquence des inserts de pSPMS58 et pSPM73 a donc été déterminée en
entier. La séquence compléte de la partie codante de I’orf28c est présentée en SEQ ID
N° 141 et la protéine déduite de cette séquence en SEQ ID N° 142. La séquence de
’insert du plasmide pSPM79 est présentée en SEQ ID N° 161.

Un assemblage des séquences des inserts de pSPM58, pSPM73 et pSPM79 est
présentée en SEQ ID N° 140 (cf. figure 41). Cette séquence part du site PsfI au niveau

de I’orf23c (cf. SEQ ID N° 80) et va jusqu’au site PsfI au niveau de 1’orf34¢ (cf. figure
41).

19.7 Analyse des nouvelles séquences nucléotldlgues, détermination des phase

La séquence de I’insert du plasmide pSPM79 obtenue a été analysée grice au
programme FramePlot (Ishikawa J & Hotta K. 1999). Ceci a permis d’identifier, parmi
les phases ouvertes de lecture, les phases ouvertes de lecture présentant un usage des
codons typique de Streptomyces. Cette analyse a permis de déterminer que cet insert

comporte 3 ORFs, deux incompletes (orf32¢c et orf34c) et une compléte (orf33) (cf.
figure 41).

La premi¢re ORF incompléte correspond 4 la partie 5' de la séquence codante de
orf32c. Ceci a permis de compléter la séquence de ce géne grice 2 la séquence partielle
de cette méme orf obtenue lors du séquencage de 1’insert du plasmide pSPM73 (cf.
exemple 19.4 et 19.5), I’ensemble des deux séquences a ainsi permis d’obtenir la

séquence compléte de orf32¢. (SEQ ID N° 145). Le « ¢ » ajouté dans le nom du géne
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signifie pour I’ORF en question que la séquence codante est dans 1’orientation inverse
(cf. figure 41). L orf compléte a été nommée orf33 (SEQ ID N° 147). La troisiéme ORF
a éte nommée orf34c (SEQ ID N° 149). Le « ¢ » ajouté dans le nom du géne signifie
pour ’ORF en question que la séquence codante est dans 1’orientation inverse (cf. figure
37). Les comparaisons effectuées entre le produit de cette orf et les banques de données
suggerent que la partie C-terminale de cette protéine n’est pas dans le produit déduit dé
la séquence nucléotidique et donc que cette orf serait plus longue et continuerait en

dehors de la région séquencée.

Les séquences protéiques déduites de ces phases ouvertes de lecture ont été

comparées avec celles présentes dans différentes bases de données grace a différents
programmes : BLAST (Altschul et al., 1990) (Altschul et al., 1997), CD-search, (ces
deux programmes sont accessibles notamment auprés du National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (Bethesda, Maryland, USA)), FASTA ((Pearson W i

génes et d’identifier ceux susceptibles d’étre impliqués dans la biosynthése de )

spiramycines.

EXEMPLE 20 : Analyse de la production d’intermédiaires de biosynthése de

spiramycines :

20.1 Préparation des échantillons :

Les différentes souches & tester ont été cultivées chacune dans 7 erlenmeyers
chicanés de 500 ml contenant 70 ml de milieu MP5 (Pernodet et al., 1993). Les erlens
ont été inoculés par 2.5 10° spores/ml des différentes souches de S. ambofaciens et

mises a pousser & 27°C sous agitation orbitale de 250 rpm pendant 96 heures. Les
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cultures correspondant au méme clone sont rassemblées, éventuellement filtrées sur
filtre plissé, et centrifugées 15 min a 7000 tr/min.

Le pH du mofit est ensuite ajusté & 9 avec de la soude et le surnageant est extrait
par de la méthyl iso-butyryl cétone (MIBK). La phase organique (MIBK) est alors
récupérée et évaporée. L’extrait sec est ensuite repris dans 1ml d’acétonitrile, puis dilué
au 1/10 (100ul gsp 1ml avec de 1’eau) avant d’étre dtilisé pour les analyses en

chromatographie liquide couplée 4 la spectrométrie de masse (CL/SM).

20.2 Analyse des échantillons en CL/SM :

Les échantillons ont été analyés en CL/SM dans le but de déterminer la masse des

différents produits synthétisés par les souches 2 tester.

La colonne de chromatographie liquide haute performance utilisée est une

colonne Kromasil C8 150*4 ,6mmm, Smmm 1.00A.

La phase mobile est un gradient constltue d’un melange d’acétomtnle et d’une solutxon .

La détection UV en sortie de la colonne a été effectuée 3 deux longueurs d’onde

différentes : 238 nm et 280 nm.
Le spectrométre de masse couplé & la colonne de chromatographie est un appareil

Simple Quadripole commercialisé par la société Agilent, avec des tensions de cone a 30
eta 70Vv.

20.3 Analyse des intermédiaires de biosynthése produits par la souche 0849.67 :

La souche 0S49.67 dans laquelle le géne orf3 est inactivé par une délétion en
phase ne produit pas de spiramycines (cf. exemple 6 et 15).
Un échantillon a été préparé selon la méthode décrite ci-dessus (cf. paragraphe 20.1) et

a €té analysé par CL/SM comme décrit ci-dessus (cf. le paragraphe 20.2).
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Plus particuliérement, ’analyse par chromatographie a été réalisée en gradient de
solvant avec comme phase mobile : 20% d’acétonitrile du temps T=0 & 5min puis
montée linéaire 2 30% 4 T=35 minutes, suivie d’un palier jusqu’a T=50 minutes.

Dans ces conditions, deux produits ont plus particuliérement été observés : un
absorbant 4 238 nm (temps de rétention de 33.4 min) et un absorbant 4 280 nm (temps
de rétention de 44.8 min) (cf. figure 35). La figure 35 montre la superposition des
chromatogrammes CLHP réalisés a 238 et 280nm (haut) ainsi que les spectres UV des
molécules €lués 4 33,4 minutes et 44,8 minutes (bas).

Les conditions d’analyses en spéctrométrie de masse couplée étaient les suivantes .:ja
: le balayage se fait en mode scan, couvrant une gamme de masse comprise entre 100 et
1000 Da. Le gain de l’électro-multiplicateur était de 1V. Concernant la source
clectrospray, la pression du gaz de nébulisation était de 35 psig, le débit du gaz séchant
de 12.0 Lmin™, la température du gaz séchant de 350°C, la tension du capilaire était o

portée & +/- 3000 V. Ces expériences ont permis de déterminer la masse des deux I

r

produits séparés. Ces masses sont respectivcment de 370 g/mole pour le produit élué,é”
prermer ([M-HzO] —353 prodult majontalre) et 368 g/mole pour le second produit '(
H,0]'=351 produit majoitaire). |

Afin d’obtenir la structuré, les prodﬁité méntionnés ci-dessus ont été isolés ef 1
purifiés dans les conditions suivantes : la phase mobile est un mélange d’une solution
aqueuse d’acide trifluoroacétique a 0.05% et d’acétonitrile 70/30 (v/v). La
chromatographie est réalisée en régime isocratique avec un débit fixé de 1 ml/min. Dans
ces conditions, les temps de rétention des 2 produits sont respectivement de 8 et 13.3
minutes. De plus dans ce cas, I’échantillon préparé (cf. paragraphe 20.1) n’est pas dilué
dans I’eau avant injecton de 10pl.

Les 2 produits sont récupérés 4 la sortie de la colonne chromatographique et isolés
dans les conditions suivantes: une cartouche Oasis HLB 1 cc 30mg (Waters) est
conditionnée séquentiellement par 1 ml d’acétonitrile, puis 1 ml d’eaw/acétonitrile
(20v/80v) et 1ml d’eau/acétonitrile 80/20. L’échantillon est ensuite introduit et la

cartouche lavée successivement par 1 ml d’eaw/acétonitrile (95/5), 1ml
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d’eau/acétonitrile deutéré (95/5), puis éluée avec 600ul d’eau/acétonitrile deutéré 40/60.

La solution récupérée est ensuite directement analysée en RMN.

Les spectres RMN obtenus pour ces deux composés sont les suivants :

- Premier produit élué: Platenolide A: (Spectre 9646V)

Spectre 1H dans CD3CN {déplacements chimiques en ppm): 0,90 (3H, t, J=6Hz), 0,93
(3H, d, J=5Hz), 1,27 (3H; d, J=5Hz), entre 1,27 et 1,40 (3H, m), 1,51 (1H, m), 1,95
(1H, m), 2,12 (1H, m), 2,30 (1H, d, J=12Hz), 2,50 (1H, d, J=11Hz), 2,58 (1H, dd, J=9 9
et 12 Hz), 2,96 (1H, d, J=7Hz), 3,43 (3H, s), 3,70 (1H, d, J=9Hz), 3,86 (1H, d, J=7Hz),
4,10 (1H, m), 5,08 (1H, m), 5,58 (1H, dt, J=3 et 12Hz), 5,70 (1H, dd, J=8 et 12 Hz),
6,05 (1H, dd, J=9 et 12 Hz), 6,24 (1H, dd, J=9 et 12Hz).

-Deuxiéme produit élué: Platenolide B: (Spectre 9647V) -
Spectre 1H dans» CD3CN (déplacements chimiques en ppm): 0,81 (3H, t, J=6Hz), 0,89 :
(1H, m), 1,17 (3H, d, J=5Hz), 1,30 (4H, m), 1,47 (2H m), 1,61 (1H, t, J=10Hz), 2’2’6
(lH m), 2, 38 (IH d, J-13Hz), 2, 52 (lH m), 2 58 (lH m), 2 68 (1H, dd J=8 et 13Hz),

m), 6,20 (1H, m), 6,25 (1H, dd, J=9 et 12 Hz), 6,58 (1H, d, J=12 Hz), 7,19 (1H, dd, J=9 'V
et 12Hz).

Ces expériences ont ainsi permis de déterminer la structure de ces deux composés.
Le premier produit élué est le platénolide A et le deuxiéme est le platénolide B, la

structure déduite de ces deux méolécules est présentée en figure 36.

Il a également pu étre déterminé grice a la technique de CL/SM associée 2 la
RMN, dans des conditions 1égéremment différentes de celles décrites précédemment
mais dont la mise au point est bien connue de I’homme du métier, que la souche
0S49.67 produit en plus du platénolide A et B un dérivé de ces deux composés. Il s’agit

du platénolide A-+mycaorse et du platénolide B+mycarose (la strucutre de ces deux
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composes est présenté en figure 40). Les résultats de 1’analyse du moit de la souche

08S49.67 sont présentés tableau 42.

Tableau 42. Les résultats de ’analyse CL/SM du mofit de la souche 0S49.67

Identité [ ] Masses des ions Max
(mg/L) | d’absorption
[M + Na] .
Platénolide A 16,1 393,0 231nm
M+ K"
Masse exacte=370 408,9
- +H1"
Formule :[,’I;g OHZO H]
Moléculaire=CgoH34O(, ?
[2M + NaJ*
763,2
[M-H0 +HJ"
Platénolide B 14 351,0 283nm
1) [M + NaJ*
Masse exacte=368 391,0
KT
Formule ( - 5’1:)/2 9K]
Moléculaire=CyoH;350% . - e
R [ ]
759,1
[M + NaJ*
Platénolide A + ‘mycarose’ 4,27 537,0 230nm
Masse exacte=514 [M+K]"
553,0
Formule
Moléculaire=C,7H4509
[M + NaJ*
Platénolide B + ‘mycarose’ ND 535,0 284nm
M +K]*
Masse exacte=512 550.9
Formule [PlatB - H,0 +
Moléculaire=C,7H4409 H]+3 50.9
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20.4 Analyse des intermédiaires de biosynthése produits par la souche SPM509 :

La souche SPM509 dans laquelle le géne orf14 est inactivé (orfl4::att30aac-) ne
produit pas de spiramycines (cf. exemple 13, 15 et 16). Un échantillon a été préparé
selon la méthode décrite ci-dessus (cf. paragraphe 20.1) et a été analysé par CL/SM
comme décrit ci-dessus (cf. le paragraphe 20.2 et 20.3). L'analyse des intermédiaires de
biosynthése présents dans le surnageanft de culture de la souche SPM509 cultivée en
miliew MP5 a montré que cette souche ne produisait que la forme B du platénolide

(« platénolide B », cf. figure 36) mais pas la forme A (« platénolide A », cf. figure 36). -

EXEMPLE 21: Interruption du géne orfI4 dans une souche interrompue dans le -~
géne orf3 (0S49.67)

Le produit du géne orf74 est indispensable 2 la biosynthése des spiramycines (cf i

exemple 13, 15 et 16: la souche SPM509 dans laquelle ce géne est interrompu ne'

alyse'des mtennédlaxres de blosynthése présents dan

cette souche ne produisait que la forme B du platénolide mais pas la forme A (cf.
exemple 20). Une des hypothéses pouvant expliquer cette observation est que le produit

de orf14 soit impliqué dans la conversion de la forme B du platénolide en forme A par

 une étape enzymatique de réduction. Pour tester cette hypothese le géne orfi4 a été

inactivé dans un mutant ne produisant plus de spiramycine, mais produisant les formes
A et B du platénolide. C'est le cas de la souche 0S49.67 (cf. exemple 6 et 20) dans
laquelle le géne orf3 est inactivé par une délétion en phase (Aorf3). Pour inactiver le
géne orf14 dans cette souche le plasmide pSPM509 a été introduit par transformation de
protoplastes de la souche 0S49.67 (Kieser, T et al., 2000). L’inactivation du géne orf14
a déja été décrite dans le cas de la souche OSC?2 (cf. exemple 13) et il a été procédé de la
méme maniére pour linactivation du géne orfl4 dans la souche 0S49.67. Aprés
transformation par le plasmide pSPM509, les clones sont sélectionnés pour leur

résistance & l'apramycine. Les clones résistants & I’apramycine sont ensuite repiqués




WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

10

LS

20

25

ce clone et que I'on obtient bien’ le Pr

177

respectivement sur milieu avec apramycine et sur milieu avec hygromycine. Les clones
résistants a l'apramycine (ApraR) et sensibles a 'hygromycine (HygS) sont en principe
ceux ol un double événement de crossing over s’est produit et dans lesquels le géne
orfl4 a été remplacé par une copie de orf14 interrompue par la cassette att3aac-. Ces
clones ont été plus particuliérement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage
de orfl4 par la copie interrompue par la cassette a été vérifié par hybridation: Ainsi,
I’ADN total des clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel
d’agarose, transféré sur membrane et hybridé avec une sonde correspondant a la cassette
att3(aac- pour vérifier que le remplacement de géne avait bien eu lieu. La vérification -
du génotype peut également étre réalisée par toute méthode connue de I’homme du

métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés et séquencage
du produit PCR.

Un clone présentant les caractéristiques attendues (Aorf3, orf14::att3Qaac-) a été

plus particuliérement sélectionné et nommé SPMSIO Il a pu en effet étre vérifié grﬁcé' ?-.’?i

aux deux hybridations que la cassetteattioaac était bien présente dans le genome dez

] gestl n-attendu’ dans Te cas d’un

remplacement, a la suite d’un double événement de recombinaison, du géne sauvage

orf14 par la copie interrompue par la cassette att3£aac- dans le génome de ce clone.

EXEMPLE 22 : Complémentation fonctionnelle de I’interruption du géne orf14

22.1 Construction du plasmide pSPM519 :

Le gene orf14 a été amplifié par PCR en utilisant le couple d’oligonucléotides
suivant : EDR31: 5° CCCAAGCTTCTGCGCCCGCGGGCGTGAA 3’ (SEQ ID N°
136) et EDR37: 5° GCTCTAGAACCGTGTAGCCGCGCCCCGG 3’ (SEQ ID N°
137) et comme matrice I'ADN chromosomique de la souche OSC2. Les oligonucléotides
EDR31 et EDR37 portent respectivement le site de restriction HindlIll et Xbal (séquence
en gras). Le fragment de 1,2 kb ainsi obtenu a été cloné dans le vecteur pGEM-T easy



WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962

10

20

surnageants de culture ont ensulte éte analysés par CLHP (cf exemple 16 et 17) Les '

178

(commercialisé par la société Promega (Madison, Wisconcin, USA)) pour donner
naissance au plasmide pSPM515. Ce plasmide a ensuite été digéré par les enzymes de
restriction HindIIl et Xbal. L’insert HindIll/Xbal de 1,2 kb obtenu a été cloné dans le
vecteur pUWL201 (cf. exemple 17.1) préalablement digéré par les mémes enzymes. Le

plasmide ainsi obtenu a été nommé pSPM519.

4

22.1 Transformation des souches SPMSO9 et SPMS10 par le plasmide
pSPM519 :

Le plasmide pSPM519 a été introduit dans les souches SPM509 (cf. exemple 13)
et SPM510 (cf. exemple 17) par transformation de protoplastes (Kieser, T ef al., 2000).
Apres transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance au thiostrepton.

Les clones sont ensuite repiqués sur un milieu contenant du thiostrepton.

La souche SPM509 est une souche non productrice de spiramycines (cf. exempi~ ]
13, 15 et 16 et figure 24) La productlon en spiramycines de la souche SPMSO

transfonnée par le vecteur 'pSPM519‘ ( he nommee SPM509 pSPM519) a,

resultats de cette analyse sont présentés dans le tableau 43, les données sont exprimées
en mg par litre de surnageant. Les résultats correspondent 3 la production totale en
spiramycines (obtenue en additionnant la production en spiramycine I, II et III). Il a été
observé que la présence du vecteur pSPM519 dans la souche SPM509 restaure la

production de spiramycines (cf. tableau 43).

Tableau 43. Production en spiramycines de la souche SPM509 transformée par le
vecteur pPSPM519, (résultats exprimés en mg/l de surnageant).

Souche Production en spyramicines

SPM509 pSPM519 58
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La souche SPM510 transformée par le plasmide pSPM519 a été nommée
SPM510 pSPMS509.

EXEMPLE 23 : Complémentation fonctionnelle de Pinterruption du géne orf3 par
le géne tyIB de S. fradiae

23.1 Construction du plasmide pOS49.52 :

Le plasmide pOS49.52 correspond 2 un plasmide permettant I’expression de. la
protéine TylB chez S. ambofaciens. Pour le construire, la séquence codante du géne tle
de S. fradiae (Merson-Davies & Cundliffe, 1994, numéro d’accés GenBank : U08223 A
(séquence de la région), SFU08223 (séquence ADN) et AAA21342 (séquence
proteique)) a été introduite dans le plasmide pKC1218 (Bierman et al., 1992, Kieser et

al., 2000, une souche de E. coli contenant ce plasmide est accessible notamment auprés ;ﬁ,i,,

y

de ’ARS (NRRL) Agricultural Reseé.rch Service Culture Collection) (Peoria, Illinoi
USA), sous le numéro B-14790). De plus cette séquence codante a été placée sous.l

controle du promoteur ermE* (cf c1-dessus, notamment exemple 17 1 Blbb et al 19
Bibb et al., 1994). o SR '

23.1 Transformation de la souches 0S49.67 par le plasmide p0S49.52 :

La souche 0849.67 dans laquelle le géne orf3 est inactivé par une délétion en

~ phase ne produit pas de spiramycines (cf. exemple 6 et 15). Le plasmide pOS49.52 aété

introduit dans la souche 0S49.67 par transformation de protoplastes (Kieser, T ef al.,
2000). Apres transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance a
I’apramycine. Les clones sont ensuite repiqués sur un milieu contenant de I’apramycine.

Un clone a été plus particuliérement sélectionné et a été nommé 0S49.67 pOS49.52.

Comme il a été démontré ci-dessus, la souche 0S849.67 ne produit pas de
spiramycines (cf. exemple 6 et 15). La production en spiramycines de la souche
0849.67 transformée par le vecteur pOS49.52 a été analysée par la technique décrite

dans I’exemple 15. 1l a ainsi pu étre démontré que cette souche posséde un phénotype
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producteur de spiramycines. Ainsi la protéine TylB permet la complémentation

fonctionnelle de I’interruption du géne orf3.

EXEMPLE 24 : Amélioration de la production en spiramycines par surexpression
du géne orf28¢c

4

24.1 Construction du plasmide pSPM?75 :

Le gene orf28¢c a été amplifié par PCR en utilisant un couple d’oligonucléotides .
comportant un site de restriction HindIIl ou un site de restriction BamHI. Ces amorces
ont la séquence suivante :

KF30: 5" AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138)
avec un site de restriction HindIII (qui figure en gras)

KF31:5’ GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQID N° 139)
avec le site de restriction BamHI (qu1 Vﬁgure en gras)

Les amorces KF30 et KF31 porten' :re 'ectlvement le s1te de restrlctlon Hindlll eA

comme matrice le cosmide pSPM36 (cf. ci-dessus). Le fragment de 1,5 kb ainsi obtenu a
¢té cloné dans le vecteur pGEM-T easy (commercialisé par la société Promega
(Madison, Wisconcin, USA)) pour donner naissance au plasmide pSPM74. Le plasmide
pSPM74 a ensuite été digéré par les enzymes de restriction Hindlll et BamHI et I’insert
Hindlll/BamHI d’environ 1,5 kb obtenu a été sous cloné dans le vecteur pUWL201 (cf.
exemple 17.1) préalablement digéré par les mémes enzymes. Le plasmide ainsi obtenu a
eté nommé pSPM75, il contient I’ensemble de la séquence codante de orf28¢ placée

sous le contrdle du promoteur ermE*.

24.2 Transformation de la souche OSC2 par le plasmide pSPM75 :

Le plasmide pSPM?75 a été introduit dans les souches OSC2 par transformation
de protoplastes (Kieser, T et al., 2000). Aprés transformation des protoplastes, les

clones sont sélectionnés pour leur résistance au thiostrepton. Les clones sont ensuite
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repiqués sur un milieu contenant du thiostrepton et la transformation par le plasmide est
vérifiée par extraction de plasmides. Deux clones ont plus particuliérement été

sélectionnés et nommés OSC2/pSPM75(1) et OSC2/pSPM75(2).

Un échantillon de la souche OSC2/pSPM75(2) a été déposé auprés de la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institlit Pasteur, 25, rue
du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 6 octobre 2003 sous le numéro

d’enregistrement I-3101.

Afin de tester I'effet de la surexpression du géne orf28c sur la production de
spiramycines, la production en spiramycines des clones OSC2/pSPM75(1) et
OSC2/pSPM75(2) a été testée par la technique décrite dans 1’exemple 15. L’analyse de
la production en spiramycines de la souche OSC2 a également été effectée en parallele; i

pour comparaison. Il a ainsi pu étre observé que la présence du plasmide pSPM75

augmente significativement la production en spiramycines de la souche OSC2. Ce

démontre que la surexpression de orf28¢ conduit 4 une augmentation de la produc i«

La production en spiramycines des clones OSC2/pSPM75(1)

et
OSC2/pSPM75(2) a également été analysée par CLHP (de la méme maniére que dans
I’exemple 17.2). L’analyse de la production en spiramycines de la souche OSC2 a
¢galement €été effectée en paralléle pour comparaison. Les résultats de cette analyse sont
présentés dans le tableau 44, les données sont exprimées en mg par litre de surnageant.
Les résultats correspondent & la production totale en spiramycines (obtenue en

additionnant la production en spiramycine I, II et III).

Tableau 44. Production en spiramycines des souches dérivées de OSC2

transformé par pSPM?75, (résultats exprimés en mg/l).

Souche Spiramycines

0OSC2 50
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OSC2/pSPM75(1) 120

OSC2/pSPM75(2) 155

.- suggére fortement que le gene orf8 code un "

Ainsi, il est observé que la présence du plasmide pSPM75 augmente
significativement la production en spiramycines de la souche OSC2. Ceci démontre bien .

que la surexpression de orf28c a un effet positif sur la production en spiramycines.

EXEMPLE 25: Analyse de la production d’intermédiaires de biosynthése de

spiramycines d’une souche inactivée dans le géne orf3 :

La souche 0849.107, dans laquelle le géne orf8 est inactivé par insertion de la

cassette (hyg, ne produit pas de spiramycines (cf. exemple 7 et 15). Le géne orf3 ché :

une protéine présentant une relative forte similitude avec plusieurs aminotransférases et

ammo-transférase responsable ycwlj)e
réaction de transamination nécessaire ala 'l;’i:osynthésg;ﬁé la forosarmne (cf ﬁgure‘ 6
On s’attend donc a ce que la biosynthése des spiramycines soit bloquée au stade de la
forocidine (cf. figure 7). La souche 0S49.107 qui est non productrice de spiramycine
devrait donc produire de la forocidine.

Un échantillon de surnageant de la souche 0S49.107 a été préparé selon la
méthode décrite ci-dessus (cf. exemple 16, sans extraction au MIBK) et a été analysé par
CL/SM comme décrit ci-dessus (cf. le paragraphe 20.2 et 20.3). En mode SIM, la masse
558 relative a 1’ion moléculaire de la forocidine a été sélectionné et plusieurs pics ont
eté détectés. La présence de composés de masse 558 est compatible avec I’hypothése du

role de orf8 dans synthése de forosamine.
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EXEMPLE 26 : Analyse de la production d’intermédiaires de biosynthése de

spiramycines d’une souche inactivée dans le géne orf12 :

La souche SPM507, dans laquelle le géne orfI2 est inactivé, ne produit pas de
spiramycines (cf. exemple 11 et 15). Le géne orfl2 coderait une 3,4 déshydratase
responsable de la réaction de déshydratation nécessaire a la biosynthésg de la
forosamine (cf. figure 6). On s’attend donc 4 ce que la biosynthése des spiljamycf"nes soit
bloquée au stade de la forocidine (cf. figure 7). La souche SPM507 qui est non

productrice de spiramycine devrait donc produire de la forocidine.

. .

Un échantillon de surnageant de la souche SPM507 a été préparé selon la méthode a
décrite ci-dessus (cf. exemple 16, sans extraction au MIBK) et a été analysé par CL/SM
comme décrit ci-dessus (cf. le paragraphe 20.2 et 20.3). Dans ces conditions, le temps de
rétention de la forocidine est d’environ 12,9 minutes. En mode SIM, la masse 558
relative & I’ion moléculaire [M+H]" de la forocidine a été sélectionné et un pic a ete‘ =
détecté. La présence d’un composé 3 558 permet de valider I’hypothése du réle du:
produit de orf72 dans la biosynthése des splramycmcs

Toutefois, la forocidine est présente en q ‘ﬁt b atlvement falble et dans

conditions, un produit absorbant 3 238 nm a plus paxﬁcuhefement été observé (temps de
rétention de 17,1 min). L’analyse en LC/SM a permis de déterminer la masse de ce
composé qui est de 744,3 g/mole ((M+H]"=744,3 produit majoritaire).

Afin d’obtenir la structure, le produits mentionné ci-dessus a été isolé et purifié
dans les conditions décrites précedemment (cf. paragraphe 20.1) ). La phase organique
(MIBK) est alors récupérée et évaporée. L’extrait sec est repris avec de ’eau et extrait
avec de I’heptane. La solution aqueuse est ensuite extraite par fixation sur une cartouche
Oasis HLB 1 g (Waters SAS, St-Quentin en-Yvelines, France). Le composé est récupéré
par élution avec un mélange eau/acétonitrile 30/70. Cette solution est ensuite injectée
(100pL) sur la colonne analytique et les fractions récupérées sur cartouche Oasis HLB 1
cc 30mg (Waters). Avant utilisation, les cartouches Oasis HLB 1 cc 30mg (Waters) sont
conditionnées séquentiellement par de 1’acétonitrile, puis un mélangeeau/acétonitrile

(20v/80v) et un mélanged’eau/acétonitrile 80/20.
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La cartouche Oasis HLB 1 cc 30mg (Waters) est ensuite lavée successivement par
1 ml d’eaw/acétonitrile (95/5), 1ml d’eau/acétonitrile deutéré (95/5), puis éluée avec
600pl d’eau/acétonitrile deutéré 40/60. La solution récupérée est ensuite directement

analysée en RMN.

Le spectre RMN obtenu pour ce composé est le suivant (Spectre RMN 19312V) :

4

Spectre ledans CD3CN/D20 (déplacements chimiques en ppm): 0,92 (3H, d, J=6Hz),
1,10 (1H, m), 1,14 (3H, s), 1,17 (3H, d, J=6Hz), 1,22 (3H, d, J=6Hz), 1,25 (3H, d, E
J=6Hz), 1,40 (1H, m), 1,75 (1H, dd, J=12 et 2Hz), 1,81 (1H, m), 1,90 (1H, d, J=12Hz),
2,05 (1H, m), 2,12 (3H, s), 2,15 (1H, m), 2,35 (2H, m), 2,45 (6H, s large), 2,53 (1H, m),
2,64 (1H, dd, J=12 et 9Hz), 2,80 (1H, dd, J=9 et 16Hz), 2,95 (1H, d, J=8Hz), 3,23 (2H,
m), 3,34 (1H, d, J=7Hz), 3,45 (3H, s), 3,49 (1H, m), 3,93 (1H, dd, J=7 et 3Hz), 4,08 A
(1H, m), 4,37 (1H, d, J=6Hz), 4,88 (1H, m), 5,05 (2H, m), 5,65 (2H, m), 6,08 (1H, dd
J=8 et 12Hz), 6,40 (1H, dd, J=12 et 9Hz), 9,60(1H, s).

Ces expériences ont ainsi permis de déterminer la structure de ce composé, celle

EXEMPLE 27: Analyse de la production d’intermédiaires de biosynthése de

spiramycines d’une souche inactivée dans le géne orf5* :

La souche SPM501 posséde le génotype orf6*::att]1 Qhyg+. Grice 4 I’effet polaire
de I'insertion de la cassette art/Qhyg+ dans le géne orf 6%, il a pu étre déterminé que le
géne orf 5* est indispensable & la voie de biosynthése des spiramycines. En effet,
Pinsertion de la cassette excisable dans la partie codante du géne orf 6* entraine un arrét
total de la production en spiramycines par effet polaire sur 1’expression du géne orf5*.
Cependant, une fois que la cassette insérée a été excisée (et donc lorsque seul le géne
orf6* est inactivé, cf exemples 14 et 15), on restaure une production de spiramycine L.
Ceci démontre que le géne orf 5* est indispensable & la biosynthése des spiramycines

puisque son inactivation entraine un arrét total de la production en spiramycines.
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Le gene orf5* code une protéine présentant une relative forte similitude avec
plusieurs O-méthyltransférases. Le géne orf3* serait une O-méthyl transférase impliquée
dans la biosynthése du platénolide. Pour vérifier cette hypothése, des expériences
d’analyse CL/SM et de RMN ont été conduites sur une souche de S. ambofaciens de

5 génotype orf6*::aitlQhyg+ obtenue 4 partir d’une souche surproduisant les
spiramycines.

Un échantillon du surnageant de cette souche a été préparé selon la méthode
décrite ci-dessus (cf. exemple 16, sans extraction au MIBK) et a été analysé par CL/SM
comme décrit ci-dessus (cf. le paragraphe 20.2 et 20.3). Toutefois, la colonne utilisée est A

10 une colonne X-Terra (Waters SAS, St-Quentin en-Yvelines, France), et la tension de  !
cone du spectrométre est réglée & 380V pour obtenir la fragmentation du composé
analysé. Dans ces conditions, un produit dont le temps de rétention est d’environ 13,1 -

F E

minutes est observé. Le spectre de masse de ce composé a une allure similaire 4 celui de -

la spiramycine I mais I’ion moléculaire est & 829. La différence de masse de 14 par
15  rapport a la masse de la spiramycine peut s’expliquer par ’absence de groupemefft‘

méthyl sur l’oxygene portee par le carbone n°4 du cycle lactone (la strucutre de:

S composé est présenté en ﬁgure 39) La présence d’un comp ‘se A 829 permet de vali

I’hypothése du rdle de orf5* dans la biosynthése des spiramycines.
Par un test microbioogique effectué sur une souche sensible de M. luteus (cf. exemple
20 15 et figure 18) il a été démontré que la molécule intermédiaire (spiramycine moins
groupement méhyle dont la structure est présentée en figure 39) produite par la souche
orf6* ::Qatthyg+ est beaucoup moins active (d’un facteur 10) que la spiramycine

d’origine avec le groupement méthyl en position 4.

25 EXEMPLE 28 : Construction de nouvelles « cassettes excisables » :

De nouvelles cassettes excisables ont été construites. Ces cassettes sont trés
semblables aux cassettes excisables déja décrites dans I’exemple 9. La différence

principale entre les anciennes et les nouvelles cassettes est I’absence dans ces derniéres
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des séquences correspondant aux extrémités de I’interposon €, séquences qui
contiennent un terminateur de transcription provenant du phage T4.

Dans les cassettes sans terminateur, le géne qui confére la résistance & un
antibiotique est flanqué des séquences a#R et attL permettant I’excision. Le géne de
résistance est le géne aac(3)IV qui code une acétyltransferase qui confere la résistance a
I'apramycine. Ce géne est present dans la cassette £aac (numéro d’accés GenBank :
X99313, Blondelet-Rouault, M.H. et al., 1997) et a été amplifié par PCR en utilisant
comme matrice le plasmide pOSK1102 (cf. ci-dessus) et comme amorces les 5
oligonucléotides KF42 et KF43 contenant chacun le site de restriction HindlIIl (en .
gras)(AAGCTT) en 5'.

KF42: 5'~AAGCTTGTACGGCCCACAGAATGATGTCAC-3' (SEQ ID N° 153)
et

KF43: 5'-AAGCTTCGACTACCTTGGTGATCTCGCCTT-3' (SEQ ID N° 154). - .

Le produit PCR obtenu d'environ 1kb a été cloné dans le vecteur E. coli pGEMTi

Easy donnant naissance au plasrmde pSPM83

Le vecteur pSPM83 a eté dlgéré parilYenzyme de restnctmn HindIlL Le fragm’ t

puis cloné dans le site Hindlll situé entre les séquences atfL et a#R des différents
plasmides portant les différentes cassettes excisables possibles (cf. exemple 9 et figure
27) de fagon & remplacer le fragment HindIll correspondant & Qacc par le fragment
HindIll correspondant au géne aac seul. Ceci a permit d’obtenir les cassettes att/aac,
att2aac et att3aac (selon la phase souhaitée, cf. exemple 9). Selon I’orientation du géne
aac par rapport aux séquences atfL et a#fR, on distingue attlaac+, attlaac-, att2aac+,

att2aac-, att3aac+ et att3aac- (selon les mémes conventions que celles adoptées dans

I’exemple 9).
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EXEMPLE 29 : Construction d'une souche de S. ambofaciens interrompue dans le

géne orf28c :

L'inactivation du géne orf28c a été réalisée grace 3 la technique des cassettes
excisables. La cassette excisable aft3aac+ (cf. exemple 28) a été amplifiée par PCR en
utilisant comme matrice le plasmide pSPM101 (Le plasmide pSPM101 est un plasmide
dérivé du vecteur pGP704Not (Chaveroche et al., 2000) (Miller VL & Mekalanos JJ,
1988) dans lequel la cassette att3aac+ a été clonée comme un fragment EcoRV dans le
site unique EcoRV de pGP704Not) et 4 I’aide des amorces suivantes : o
KF32:

5' CAACCGCTTGAGCTGCTCCATCAACTGCTGGGCCGAGGTATCGCGCGCG
CTTCGTTCGGGACGAA 3'(SEQ ID N° 155)

et KF33: ‘
5 TGGGTCCCGCCGCGCGGCACGACTTCGACTCGCTCGTCTATCTGCCTCT;Ii
CGTCCCGAAGCAACT 3' (SEQ ID N° 156) N

Les 39 nﬁcléotides situés a I'extrémité 5' de ces oligonucléotideé '> compo‘rten’fﬁn
séquence correspondant & une séquence dans le géne orf28¢c et les 26 nucléotides situés
le plus en 3' (figuré en gras et soulignés ci-dessus) correspondent  la séquence d'une des
extrémités de la cassette excisable att3aac+
Le produit de PCR ainsi obtenu a été utilisé pour transformer la souche E. coli hyper-
recombinante DY330 (Yu ez al., 2000) (cette souche contient les génes exo, bet et gam
du phage lambda intégrés dans son chromosome, ces génes sont exprimés a 42°C, elle a
eté utilisée a la place de la souche E.coli KS272 (Chaveroche et al., 2000)) contenant le
cosmide pSPM36. Ainsi, les bactéries ont été transformées par électroporation par ce
produit de PCR et les clones ont été sélectionnés pour leur résistance & l'apramycine. Les
cosmides des clones obtenus ont été extraits et digérés par l'enzyme de restriction
BamH], dans le but de vérifier que le profil de digestion obtenu correspondait au profil
attendu s'il y a eu insertion de la cassette (azt3aac+) dans le géne orf28¢, c’est & dire s’il

y avait bien eu recombinaison homologue entre les extrémités du produit PCR et le géne
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cible. La vérification de la construction peut également étre réalisée par toute méthode
connue de I’homme du métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides
appropriés et séquengage du produit de PCR. Un clone dont le cosmide posséde le profil
attendu a été sélectionné et le cosmide correspondant a été nommé pSPM107. Ce
cosmide est un dérivé de pSPM36 dans lequel orf28c est interrompue par la cassette
att3aac+. L'insertion de la cassette: s'accompagne d'une délétion dans le géne orf28c,
Pinterruption commence au niveau e‘iu 28eme codon de orf28¢ Il reste apres la cassette

les 137 derniers codons de orf28c.

Le cosmide pSPM107 a dans un premier temps été introduit dans la souche E. coli
DH50. puis dans la souche Streptomyces ambofaciens OSC2 par transformation de
protoplastes. Aprés transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance a
I'apramycine. Les clones résistants 4 1’apramycine sont ensuite repiqués respectivement °
sur milieu avec apramycine (antibiotique B) et sur milieu avec puromycine (antibiotiqu:‘e ;
A) (cf. figure 9). Les clones résiSfants a l'apramycine (ApraR) et sensibles a ula‘ gt

puromycine (PuroS) sont en prmc1pe ceux ou un double evenement de crossmg over

s’est produﬂ: et’ qulupossedent le géne 'f28'c;mterrompu par la cassette att3aac+., C
clones ont été plus partlcuherement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage -
de orf28c par la copie interrompue par la cassette a été vérifié par hybridation. Ainsi,
’ADN total des clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel
d’agarose, transféré sur membrane et hybridé avec une sonde correspondant 2 la cassette
att3aact+ pour vérifier la présence de la cassette au locus attendu dans I’ADN
génomique des clones obtenus. La vérification du génotype peut également étre réalisée
par toute méthode connue de 'homme du métier et notamment par PCR en utilisant les
oligonucléotides appropriés et séquengage du produit de PCR.

Un clone présentant les caractéristiques attendues (orf28c::att3aac+) a été plus
particuliérement sélectionné et nommé SPM107. Ce clone posséde donc le génotype :
orf28c::att3aac+ et a été nommé SPM107. 1l est inutile de procéder a I’excision de la
cassette pour I’étude de I’effet de I’inactivation de orf28¢, au vu de 1’orientation des

genes (cf. figure 3). En effet, le fait que orf29 soit orienté en sens opposé a orf28c
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montre que ces genes ne sont pas co-transcrits. L’utilisation d’une cassette excisable
permet en revanche d’avoir la possibilité de se débarrasser du marqueur de sélection 2

tout moment, notamment par transformation par le plasmide pOSV508.

Afin de tester l'effet de 1’extinction du géne orf28c sur la production de
spiramycines, la production en spiramycines de la souche SPM107 a été testée par la
technique décrite dans ’exemple 15. Il a ainsi pu étre démontré que cette souche
posséde un phénotype non producteur de spiramycines. Ceci démontre que le géne .

orf28c est un geéne essentiel 4 la biosynthése de la spiramycine chez S. ambofaciens.

EXEMPLE 30 : Construction d'une souche de S. ambofaciens interrompue dans le
géne orf31 :

L’inactivation du géne orf31 a ¢&té réalisée grice a la technique des cassett@is";:""
excisables. La cassette excisable att3aac+ a été amplifiée par PCR en utilisant comme
matrice le plasmide pSPMI101 et les oligonucléotides EDR71 et EDR72. |
EDR7L: IR -,
5.’ CGTCATCGACGTGCGGGGAAGACAGAGGTGATACCGATGATCGCGCGé
GCTTCGTTCGGGACGAA 3’ (SEQID N° 157)

EDR72:

5" GCCAGCACCTCGTCCAGCTGCTCGACGGAACTCACCCCCATCTGCCTCT
TCGTCCCGAAGCAACT 3’ (SEQ ID N° 158)

Les 39 nucléotides situés a l'extrémité 5' de ces oligonucléotides comportent une
séquence correspondant & une séquence dans le géne orf31 et les 26 nucléotides situés le
plus en 3' (figurés en gras et soulignés ci-dessus) correspondent 2 la séquence d'une des
extrémités de la cassette excisable att3aac+.

Le produit de PCR ainsi obtenu a été utilisé pour transformer la souche E. coli
KS272 contenant le plasmide pKOBEG et le cosmide pSPM36, comme décrit par
Chaveroche et al. (Chaveroche et al., 2000) (cf. figure 12 pour le principe, le plasmide
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pOS49.99 doit étre remplacé par le cosmide pSPM36 et le plasmide obtenu n’est plus
PSPM17 mais pSPM543). Ainsi, les bactéries ont été transformées par électroporation
par ce produit de PCR et les clones ont été sélectionnés pour leur résistance a
l'apramycine. Les cosmides des clones obtenus ont été extraits et digérés par plusieurs
enzymes de restriction, dans le but de vérifier que le profil de digestion obtenu
correspond au profil attendu s'il y a eu insertion de la cassette (att3aac+) dans le gene
orf31, c’est & dire s'il y a bien eu recombinaiso‘n homologue entre les extrémités du
produit PCR et le géne cible. La vérification de la construction peut ¢galement étre

réalisée par toute méthode connue de I’homme du métier et notamment par PCR en |
utilisant les oligonucléotides appropriés et séquehg:age du produit de PCR. Un clone

dont le cosmide posséde le profil attendu a 6té sélectionné et le cosmide correspondant
a €té nommé pSPM543. Ce cosmide est un dérivé de pSPM36 dans lequel orf31 est
interrompue par la cassette att3aac+ (cf. figure 12). L'insertion de la cassette" 2
s'accompagne d'une délétion dans le géne orf31, ’interruption commence au niveau du“

trente sixiéme codon de orf31. Il reste aprés la cassette les 33 derniers codons de orf31. ‘

Le cosmxde pSPM543 P été mtrodult dans la souche Streptomyces ambofacz‘
OSC2 (cf. ci-dessus) par transformatlon de protoplastes (Kieser, T et al., 2000). Aprés -~
transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance & l'apramycine. Les
clones résistants & I’apramycine sont ensuite repiqués respectivement sur milieu avec
apramycine (antibiotique B) et sur milieu avec puromycine (antibiotique A) (cf. figure
9). Les clones résistants a l'apramycine (ApraR) et sensibles a la puromycine (PuroS)
sont en principe ceux ou un double événement de crossing over s’est produit et qui
possedent le géne orf3] interrompu par la cassette att3aac+. Ces clones ont été plus
particuliérement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage de orf3!] par la
copie interrompue par la cassette a été vérifié par hybridation. Ainsi, ’ADN total des
clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel d’agarose, transféré
sur membrane et hybridé avec une sonde correspondant 2 la cassette aft3aac+ pour
vérifier la présence de la cassette au locus attendu dans I’ADN génomique des clones

obtenus. Une deuxieme hybridation a été effectuée en utilisant comme sonde un
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fragment d’ADN obtenu par PCR et correspondant & une trés large partie de la séquence
codante du géne orf31.

La vérification du génotype peut également étre réalisée par toute méthode connue
de ’homme du métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides
appropriés et séquencage du produit de PCR.

Un clone présentant les caractéristiques attendues (orf31::att3aac+) a été plus
particuliérement sélectionné et nommé SPM543. 11 a pu en effet étre vérifié grace aux
deux hybridations que la cassette att3aac+ était bien présente dans le génome de ce
clone et que I’on obtient bien le profil de digestion attendu dans le cas d’un
remplacement, & la suite d’un double événement de recombinaison, du géne sauvage par
la copie interrompue par la cassette att3aac+ dans le génome de ce clone. Ce clone
posséde donc le génotype : orf31::att3aac+ et a été nommé SPM543. 11 est inutile de
procéder & I’excision de la cassette pour 1étude de 1’effet de I'inactivation de orf31, au .
vu de Porientation des génes (cf. figure 3). En effet, le fait que orf32¢ soit orienté en

sens oppose & orf31 montre que ces génes ne sont pas co-transcrits. L utilisation d’uné ‘ fz_'

cassette excxsable _permet en revanche d’av01r la oss1b1hté de se, débarrasser \d

pOSV508.

Afin de tester l'effet de Dextinction du géne orf31 sur la production de
spiramycines, la production en spiramycines de la souche SPM543 a été testée par la
technique décrite dans I’exemple 15. Il a ainsi pu étre démontré que cette souche
posséde un phénotype non producteur de spiramycines. Ceci démontre que le geéne orf31

est un gene essentiel 4 1a biosynthése de la spiramycine chez S. ambofaciens.

EXEMPLE 31 Construction d'une souche de S. ambofaciens interrompue dans le

géne orf32c :

L'inactivation du géne orf32c a été réalisée grice a la technique des cassettes
excisables. La cassette excisable ast3aac+ a été amplifiée par PCR en utilisant comme

matrice le plasmide pSPM101 et 4 I’aide des amorces suivantes :
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KF52:

5' GATCCGCCAGCCTCACGTCACGCCGCGCCGCCTCCCTGACATCGCGCGC
GCTTCGTTCGGGACGAA 3' (SEQ ID N° 159).

et KF53:
5' GAGGCGGACGTCGGTACGCGGTGGGAGCCGGAGTTCGACAATCTGCCTC

TTCGTCCCGAAGCAACT 3' (SEQ ID N° 160). :

Les 40 nucléotides situés a l'extrémité 5' de ces oligonucléotides comportent une

séquence correspondant 4 une séquence dans le géne orf32¢ et les 26 nucléotides situés L

le plus en 3' (figuré en gras et soulignés ci-dessus) correspondent a la séquence d'une

des extrémités de la cassette excisable att3aac+.

Le produit de PCR ainsi obtenu a été utilisé pour transformer la souche E. coli ..

hyper-recombinante DY330 (Yu et al., 2000) contenant le cosmide pSPM36. Ainsi, les
bactéries ont été transformées par électroporation par ce produit de PCR et les clonesv

ont été sélectionnés pour leur résistance a l'apramycine. Les cosmides des clonesv

obtenus ont ét€ extraits et dlgérés‘ par l'enzymes de restnctlon BamH], dans le but de”

vérifier que le profil de digestion ob '{'Pcorrespond au proﬁl attendu s'il y a eu
insertion de la cassette (att3aac+) dans le géne orf32¢, c’est & dire il y a bien eu
recombinaison homologue entre les extrémités du produit PCR et le géne cible. La
verification de la construction peut également étre réalisée par toute méthode connue de
I’homme du métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriés -
et séquengage du produit de PCR. Un clone dont le cosmide posséde le profil attendu a
cté sélectionné et le cosmide correspondant a été nommé pSPM106. Ce cosmide est un
dérivé de pSPM36 dans lequel orf32c¢ est interrompue par la cassette att3aac+.
L'insertion de la cassette s'accompagne d'une délétion dans le géne orf32c, I’interruption
commence au niveau du 112éme codon de orf32c. Il reste aprés la cassette les 91

derniers codons de orf32c.

Le cosmide pSPM106 a dans un premier temps été introduit dans la souche E. coli

DH5a. puis, dans la souche Streptomyces ambofaciens OSC2 par transformation. Aprés
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transformation, les clones sont sélectionnés pour leur résistance a l'apramycine. Les
clones résistants & I’apramycine sont ensuite repiqués respectivement sur milieu avec
apramycine (antibiotique B) et sur milieu avec puromycine (antibiotique A) (cf. figure
9). Les clones résistants & I'apramycine (ApraR) et sensibles 2 la puromycine (PuroS)
sont en principe ceux ot un double événement de crossing over s’est produit et qui
possedent le gene orf32c interroinpu par la cassette att3aac+. Ces clones ont été plus
particuliérement sélectionnés et le remplacement de la copie sauvage de orf32c par la
copie interrompue par la cassette a été vérifié par hybridation. Ainsi, I’ADN total des .

clones obtenus, a été digéré par plusieurs enzymes, séparé sur gel d’agarose, transféré
sur membrane et hybridé avec une sonde correspondant a la cassette att3aac+ pour
vérifier la présence de la cassette dans I’ADN génomique des clones obtenus. La
vérification du génotype peut également étre réalisée par toute méthode connue de

’homme du métier et notamment par PCR en utilisant les oligonucléotides appropriéjs{ ‘..;

et séquencage du produit de PCR.

Un clone presentant les caracténsthues attendues (orf32c :att3aact) a été pl

été nommé SPM106. Tl est inutile de proceder a I’excision de la cassette pour l’etude de
Ieffet de I’inactivation de orf32¢, au vu de ’orientation des génes (cf. figure 3). En
effet, le fait que or/33 soit orienté en sens opposé a orf32¢ montre que ces génes ne sont
pas co-transcrits. L’utilisation d’une cassette excisable permet en revanche d’avoir la
possibilité de se debarrasser du marqueur de sélection a-tout moment, notamment par

transformation par le plasmide pOSV508.

Afin de tester l'effet de l’extinction du géne orf32¢ sur la production de
spiramycines, la production en spiramycines de la souche SPM106 a été testée par la
technique décrite dans I’exemple 15. Il a ainsi pu étre démontré que cette souche
posséde un phénotype producteur de spiramycines. Ceci démontre que le géne orf32c

n’est pas un geéne essentiel a la biosynthése de la spiramycine chez S. ambofaciens.
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Liste des constructions décrites dans la présente demande

Liste des abréviations : Am : Ampicilline ; Hyg: Hygromycine ; Sp : Spiramycine ; Ts :

PCT/FR2003/002962

Thiostrepton ; Cm : Chloramphénicol. Kn : Kanamycine, Apra : apramycine.

Nom de Ila| Marqueur | Principales caractéristiques | Référence
construction | de sélection
pWE1S Am (Wahl, et al., 1987)
pWEDI1 Am pWEILS5 dans lequel un|(Gourmelen et al.,
fragment Hpal-Hpal de 4.1 kb| 1998)
a été délété
p0OJ260 Apra Conjugatif, non réplicatif chez| (Bierman et al.,
Streptomyces 1992)
pHP45 Qhyg | Hyg Cassette 2hyg dans pHP45. (Blondelet-Rouault
etal., 1997) .
pKC505 Apra (Richardson MA et ’
al., 1987) ‘
pu4ss . | Ts teatif (Ward et al., 1986)
pOSint3 Am ptre-xis-int dans pTrc99A (Raynal et al., 1998)
pWHM3 Am, Ts Vecteur navette réplicatif E.| (Vara et al., 1989)
coli/Streptomyces.
pKOBEG Cm (Chaveroche et al.,
2000)
pGP704Not | Am (Chaveroche et al.,
2000)
pMBL18 Am (Nakano et al.,
1995)
pGEM-T Easy| Am vecteur E. coli pour clonage| Mezei et al., 1994
de produits PCR
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p0OS49.1

Am

pWEDI1 avec insert au niveau

du site BamHI

Exemple 2

p0S49.11

Fragment Sacl de p0S49.1
dans pUCI109.

Exemple 2

pOSC49.12

Ch

Fragment Xhol de pOS49.11
dans pBC SK+

Exemple 2

pOS49.14

Cm, Hyg

pOSC49.12 avec le géne orf3
interrompu par la cassette
Qhyg

Exemple 2

p0S49.16

Apra, Hyg

Insert de pOS49.14 dans
p0J260

Exemple 2

p0S49.28

Cm

BamHI-PsAl de
3,7kb de p0S49.1 dans pBC
SK+

Fragment

Exemple 3

pOS44.1

Apra, Sp

pKC505 contenant un insert

spiramycine chez <

griseofuscus

(Pernodet

1999) -« -

pOS44.2

Ts, Sp

Fragment Sau34l de 1,8 kb
pOS44.1 dans plJ486

Exemple 3

pOS44.4.

Insert de
pUC19

pOS44.2  dans

Exemple 3

pSPMS5

Am

pWEDI1 avec insert d’ADN de
S. ambofaciens au niveau du

site BamHI

Exemple 3

pSPM7

Am

pWEDI1 avec insert ’ADN de
S. ambofaciens au niveau du

site BamHI

Exemple 3
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pOSK1205

Hyg

pBK-CMV dans lequel hyg

remplace neo

Exemple 5

p0S49.67

Apra

Fragment EcoRI-Sacl de
pOS49.1,

délétion

une
504

comportant
interne  de

nucléotides, dans pOJ260

Exemple 6

pOS49.88

Fragment de 3.7 kb Psi-
EcoRI de p0S49.1
pUC19

dans

Exemple 7

p0OS49.106

pO49.88 avec hyg dans orf8
(hyg et orf8 dans la méme

orientation)

Exemple 7

p0S49.120

pOS49.88 avec hyg dans orf8
(hyg et orf8 dans

orientations opposées)

des

Exemple 7

pOS49.107 | |

Tnsertdo pOSA9.106 _das| Ex

p0J260

«««««

p0S49.32

Fragment de 1,5 kb interne a
orf10 dans pCR2.1-TOPO

Exemple 8

p0S49.43

Am, Kn

p0OS49.32 avec hyg dans orf10
(hyg et orfl0 dans la méme

orientation)

Exemple 8

p0S49.44

Am, Kn

p0OS49.32 avec hyg dans orfl10
(hyg et orfl0 dans

orientations opposées)

des

Exemple 8

p0S49.50

Apra, Hyg

Insert de pOS49.43 dans
p0J260

Exemple 8

pWHM3Hyg

Am, Hyg

pWHM3 dans lequel #s» est
remplacé par hyg

Exemple 10
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att3Qaac-
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pOSV508 Am, Ts ptre-xis-int dans pWHM3 Exemple 9

pattlQhyg+ | Cm, Hyg Cassette att]lQhyg+ dans pBC| Exemple 9
SK+ dont le site Hindlll a été
supprimé

patt3Qaac- Cm, Gn Cassette att3Qaac- dans pBC| Exemple 9
SK+ dont le site HindIll,a été
supprimé '

pOSV510 Am, Hyg pro pra-Amh dans| Exemple 10
pWHM3Hyg

p0S49.99 Am Fragment EcoRI-BamHI de| Exemple 10
4,5 kb de pSPMS5 dans pUC19

pOSK1102 Am, Apra | pGP704Not contenant la| Exemple 10
cassette att3Qaac-

pSPM17 Am, Apra | pOS49.99 dans lequel o7/2 est| Exemple 10
int_grro;ﬁpue par la cassette

| |aws@aaep o

pSl”’MZIW Hyg, Apra pOSK1205 6dﬁtéﬁa£t l’1nsert Exemple iO
EcoRI-Xbal de pSPM17 (dans
lequel orf2 est interrompue
par la cassette att3Qaac-)

pSPM502 Am Fragment Bg/II de 15,1 kb de| Exemple 11
pSPM7 dans pMBL18

pSPM504 Hyg Insert de pSPM502 dans| Exemple 11
pOSK1205

pSPMS507 Hyg, Apra | pSPM504 dans lequel orf12| Exemple 11
est interrompue par la cassette
att3Qaac-

pSPM508 Hyg, Apra | pSPM504 dans lequel orfl3c| Exemple 12
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pSPM509

Hyg, Apra

pSPM504 dans lequel orfl4

est interrompue par la cassette

att3Qaac-

Exemple 13

pBXL1111

Fragment de 1,11 kb
contenant orf6* amplifié par
PCR a partir de pSPM7, dans
le vecteur pGEM-T Easy

Exemple 14

pBXL1112

Am, Hyg

pBXL1111 dans lequel la
cassette artlQhyg+ a été
introduite aprés délétion de
120 pb dans la séquence

codante du gene orf6*

Exemple 14

pBXL1113

Apra, Hyg

Insert PstI de 3.7 kb de
pBXL1112 dans pOJ260

Exemple' 14

pSPM520

Fragment de PCR amplifié par

les_oligoiuciéotides . EDR39:|

DR dans pGEMLT Easy

Exemple 17

pSPM521

Fragment de PCR amplifié par
les oligonucléotides EDR40-
EDR42 dans pGEM-T Easy

Exemple 17

pSPM522

Fragment de PCR amplifié par
les oligonucléotides EDR41-
EDR42 dans pGEM-T Easy

Exemple 17

pUWL201

Am,Ts

(Doumith
2000)

al.,

pSPM523

Am, Ts

Fragment Hindlll-BamHI de
I’insert du plasmide pSPM520
dans le vecteur pUWL201

Exemple 17
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pSPM524 Am, Ts Fragment Hindlll-BamHI de| Exemple 17

I’insert du plasmide pSPM521

dans le vecteur pUWL201
pSPM525 Am, Ts Fragment Hindlll-BamHI de| Exemple 17

I’insert du plasmide pSPM522 .

dans le vecteur pUWL201 ]
pSPM527 Am pSPM521 avec décalage du| Exemple 17

cadre de lecture au niveau du

site Xhol
pSPM528 Am,Ts Fragment Hindlll-BamH1 de| Exemple 17

I’insert du plasmide pSPM527

dans le vecteur pUWL201 o
pVF 10.4 (Vara et al., 1985;| -

Lacalle ef al., 1989) | *

pPMS803 Ts (Mazodier,P. et al., ;
S S 1989) 1
pPGEM-T-pac-| Am Cassette pac-oriT (amplifiée| Exemple 18
oriT par PCR a partir de pVF 10.4

et pPM803) dans dans pGEM-

‘ T Easy

pWED2 . Am Cassette pac-oriT obtenue a| Exemple 18

partir de pGEM-T-pac-oriT

insérée dans pWED1
pSPM34 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19

du site BamHI
pSPM35 Am pWED2 avec insert au niveau| Exemple 19

du site BamHI
pSPM36 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19

du site BamHI
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pSPM37 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPM38 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPM39 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
1 du site BamHI
pSPM40 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPM41 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPM42 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPM43 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du sité BamHI
pSPM44 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
: I | du s1teBamHI B o L
pSPM45 Am ” pWEDZ éﬁrec‘ msert au ﬁi;eau EXemi)le'i9 —
du site BamHI
pSPM47 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPM48 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPMS50 Am pWED?2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPMS51 Am pWED2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
pSPMS52 Am pWED2 avec insert au niveau| Exemple 19
du site BamHI
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pSPMS53

pWED2 avec insert au niveau

du site BamHI

Exemple 19

pSPM55

pWED?2 avec insert au niveau

du site BamHI

Exemple 19

pSPM56

pWED?2 avec insert au niveau

du site BamHI

Exemple 19

pSPM58

Fragment PsfI-Pstl d’environ
6kb de l’insert de pSPM36
dans pBK-CMV

Exemple 19

pSPM72

Fragment Stul-Stul d’environ
10 kb de I’insert de pSPM36
cloné dans pBK-CMV

Exemple 19

pSPMT73

Cm

Fragment EcoRI-Hindlll de
I’insert de pSPM?72 dans pBC-
SK+

Exemple 19

pSPM515 |

EDR31-EDR37 dans pGEM-T

easy

Bxemple22 -

pSPM519

Am, Ts

Hindlll/Xbal de
pSPMS515 dans pUWL201

Insert

Exemple 22

p0OS49.52

Apra

Séquence codante de #y/B sous
contrdle du promoteur ermE*

dans le plasmide pKC1218

Exemple 23

pSPM74

Am

Fragment de PCR amplifié par
KF30-KF31 dans pGEM-T

easy

Exemple 24

pSPM75

Am, Ts

Insert  Hindlll/BamHI de
pSPM74 dans pUWL201

Exemple 24
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pSPM79

Fragment Ps#-Pstl d’environ
2,5kb de I’insert de pSPM36
dans pBK-CMV

Exemple 19

pSPMS3

Fragment de PCR amplifié par
KF42-KF43 dans pGEM-T

easy

Exemple 28

pSPM107 Am, Apra

pSPM36 dans lequel orf28c

est interrompue par la cassette

att3aact+

Exemple 29

pSPM543 Am, Apra

pSPM36 dans lequel orf31 est
interrompue par la cassette

att3aact+

Exemple 30

pSPM106 Am, Apra

pSPM36 dans lequel orf32c

est intérrompue par la cassette

attdaact. -

Exemple 31
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Dépot de matériel biologique

Les organismes suivants ont été déposés le 10 juillet 2002 auprés de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724

Paris Cedex 15, France, selon les dispositions du Traité de Budapest.

(9]
1

Souche OSC2 sous le numéro d’enregistrement 1-2908.
- Souche SPM501 sous le numéro d’enregistrement 1-2909.
- Souche SPM502 sous le numéro d’enregistrement I-2910.
- Souche SPM507 sous le numéro d’enregistrement I-2911.
- Souche SPM508 sous le numéro d’enregistrement I-2912.
10 - Souche SPMS509 sous le numéro d’enregistrement 1-2913.

- Souche SPM21 sous le numéro d’enregistrement 1-2914.

- Souche SPM22 sous le numéro d’énrégistrerhénf I-2915 .
- Souche 0S49.67 sous le numéro d’enregistrement I-2916.
- Souche 0S49.107 sous le numéro d’enregistrement I-2917.

15 - Souche Escherichia coli DH5a contenant le plasmide pOS44.4 sous le numéro

d’enregistrement 1-2918.

Les organismes suivants ont été déposés le 26 février 2003 auprés de la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724

Paris Cedex 15, France, selon les dispositions du Traité de Budapest.

20 - Souche SPM502 pSPM525 sous le numéro d’enregistrement 1-2977.
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Les organismes suivants ont ét¢ déposés auprés de la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux 75724

Paris Cedex 15, France, le 6 octobre 2003 selon les dispositions du Traité de Budapest .

- Souche OSC2/pSPM75(2) sous le numéro d’enregistrement I-3101.
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REVENDICATIONS

1. Polynucléotide codant un polypeptide impliqué dans la biosynthése des
spiramycines caractérisé en ce que la séquence dudit polynucléotide est :

(2) I'une des séquences SEQ IDN° 3, 5,7,9, 11,13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 28,
30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70,72, 74, 76, 78, 80, 82, 84,
107,109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et 149,

(b) I'une des séquences constituées par les variants des séquences (a), ‘

(c) 'une des séquences dérivées des séquences (a) et (b) en raison de la

dégénérescence du code génétique.

2. Polynucléotide s’hybridant dans des conditions d’hybridation de forte N

stringence 4 au moins I’un des polynucléotides selon la revendication 1.

3. Polynucléotide présentant au moins 70%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 98%

600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300,
1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1750, 1800, 1850 ou 1900

nucléotides consécutifs d’un polynucléotide selon la revendication 1.

4. Polynucléotide selon la revendication 2 ou 3 caractérisé en ce qu’il est isolé

a partir d’une bactérie du genre Streptomyces.

5. Polynucléotide selon la revendication 2, 3 ou 4 caractérisé en ce qu’il code

une protéine impliquée dans la biosynthése d’un macrolide.

6. Polynucléotide selon la revendication 2, 3, 4 ou 5 caractérisé en ce qu’il
code une protéine ayant une activité similaire & la protéine codée par le polynucléotide

avec lequel il s’hybride ou il présente ’identité.
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7. Polypeptide résultant de I'expression d'un polynucléotide selon la

revendication 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.

8. Polypeptide impliqué dans la biosynthése des spiramycines caractérisée en
ce que la séquence dudit polypeptide est :

(a) 'une des séquences SEQ ID N° 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
27,29, 31, 32, 33, 35, 37, 38, 39, 41, 42, 44, 46, 48, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 108, 110, 112, 114, 116, 117, 119,
121, 142, 144, 146, 148 et 150,

(b) 'une des séquences telles que définies en (a) excepté que tout au long de
ladite séquence un ou plusieurs acides aminés ont été substitués, insérés ou délétés L
sans en affecter les propriétés fonctionnelles,

(©) Iune des séquences constituées par les variants des séquences (a) et (b).

9. Polypeptide présentant au moins 70%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 08%./
d’1dent1té en acides aminés avec un polypepﬁde comprenant au moins 10 15 20 30 ;
40, 50, 60, 70, 80, 90,100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280, 300, 320, 340,
360, 380, 400, 420, 440, 460, 480, 500, 520, 540, 560, 580, 600, 620 ou 640 acides

aminés consécutifs d’un polypeptide selon la revendication 8.

10. Polypeptide selon la revendication 9 caractérisé en ce qu’il est isolé & partir

d’une bactérie du genre Streptomyces.

11. Polypeptide selon la revendication 9 ou 10 caractérisé en ce qu’il code une

protéine impliquée dans la biosynthése d’un macrolide.

12. Polypeptide selon la revendication 9, 10 ou 11 caractérisé en ce qu’il a une

activité similaire & celle du polypeptide avec lequel il partage 1’identité.
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13. ADN recombinant caractérisé en ce qu’il comprend au moins un

polynucléotide selon 1’une des revendications 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.

14. ADN recombinant selon la revendication 13 caractérisé en ce que le dit

ADN recombinant est compris dans un vecteur.

#

15. ADN recombinant selon la revendication 14 caractérisé en ce que ledit
vecteur est choisi parmi les bactériophages, les plasmides, les phagemides, les

vecteurs intégratifs, les fosmides, les cosmides, les vecteurs navettes, les BAC ou les
PAC.

16. ADN recombinant selon la revendication 15 caractérisé en ce qu’il est
choisi parmi pOS49.1, p0S49.11, pOSC49.12, pOS49.14, p0S49.16, p0S49.28,
pOS44.1, p0S44.2, pOS44.4, pSPMS5, pSPM7, p0S49.67, pOS49.88, pOS49.106,
p0S49.120, pOS49.107, p0S49.32, p0S49.43, pOS49.44, pOS49.50, pOS49.99 ,
pSPM17, pSPMZl pSPM502, pSPM504 pSPM507 pSPM508 pSP’M509‘ pSPMl
pBXLllll pBXL1112 pBXL1113 pSPM520 SPM521 pSPM522 "pSPI\/i523
pSPM524, pSPMS525, pSPM527, pSPM528, pSPM34, pSPM3S5, pSPM36, pSPM37,
pSPM38, pSPM39, pSPM40, pSPM41, pSPM42, pSPM43, pSPM44, pSPMA45,
pSPM47, pSPM48, pSPMS50, pSPMS51, pSPM52, pSPMS53, pSPMS55, pSPMS56,
pSPMS58, pSPM72, pSPM73, pSPMS515, pSPM519, pSPM74, pSPM75, pSPM79,
pSPMS83, pSPM107, pSPM543 et pSPM106.

17. Vecteur d’expression caractérisé en ce qu’il comprend au moins une

séquence d’acide nucléique codant un polypeptide selon la revendication 7, 8, 9, 10,
11 ou 12.

18. Systéme d’expression comprenant un vecteur d’expression approprié et
une cellule héte permettant I’expression d’un ou plusieurs polypeptides selon la

revendication 7, 8, 9, 10, 11 ou 12.
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19. Systeme d’expression selon la revendication 18 caractérisé en ce qu’il est
choisi parmi les systémes d’expression procaryotes ou les systémes d’expression

eucaryotes.

% 20. Systéme d’expression selon la revendication 19 caractérisé en ce qu’il est

choisi parmi les systémes d’expression chez la bactérie E. coli, les sytémes

d’expression baculovirus permettant une expression dans des cellules d'insectes, les

sytémes d’expression permettant une expression dans des cellules de levures, les "'

sytémes d’expression permettant une expression dans des cellules de mammiferes.

21. Cellule héte dans laquelle a été introduit au moins un polynucléotide et/ou

au moins un ADN recombinant et/ou au moins un vecteur d'expression selon I’une des” ..

revendications 1, 2, 3, 4, 5, 6, 13, 14, 15,16 ou 17.

22. Procéde de productlon d’

un‘polypepude'selon la revendlcatlon 7, 8 9 10,

a) insérer au moins un acide nucléique codant ledit polypeptide dans un

vecteur appropri€ ;

b) cultiver, dans un milieu de culture approprié, une cellule héte préalablement

- transformée ou transfectée avec le vecteur de 1’étape a) ;

¢) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire;
d) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore i partir de
Pextrait cellulaire obtenu & I’étape c), ledit polypeptide ;

e) le cas échéant, caractériser le polypeptide recombinant produit.

23. Microorganisme bloqué dans une étape de la voie de biosynthése d’au

moins un macrolide.




WO 2004/033689 PCT/FR2003/002962
219

24. Microorganisme selon la revendication 23 caractérisé en ce qu’il est obtenu
en inactivant la fonction d’au moins une protéine impliquée dans la biosynthése de ce

ou de ces macrolides dans un microorganisme producteur de ce ou de ces macrolide.

5 25. Microorganisme selon la revendication 24 caractérisé en ce que
Pinactivation de cette ou de ces protéines est effectuée par mutagénése dans le ou les
geénes codant ladite ou lesdites protéines ou par expression d’un ou de plusieurs ARN
anti-sens complémentaires de I’ARN ou des ARN messagers codant ladite ou lesdites
protéines.

10
26. Microorganisme selon la revendication 25 caractérisé en ce que
Pinactivation de cette ou de ces protéines est effectuée par mutagénése par ilradiation,. y
par action d’agent chimique mutagéne, par mutagénése dirigée ou par.remplacemq@t‘ .

de géne.

‘15
27. Mlcroorgamsme selon la revendlcatlon 25 ou 26 caractense en ce que la 0
les mutagéneses sont effectuées in vztro ou in sztu par suppressmn substltutldn,
délétion et/ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les génes considérés ou par
inactivation génique.
20
28. Microorganisme selon la revendication 23, 24, 25, 26 ou 27 caractérisé en

ce que ledit microorganisme est une bactérie du genre Streptomyces.

29. Microorganisme selon la revendication 23, 24, 25, 26, 27 ou 28 caractérisé

25  en ce que le macrolide est la spiramycine.

30. Microorganisme selon la revendication 23, 24, 25, 26, 27, 28 ou 29

caractérisé en ce que ledit microorganisme est une souche de S. ambofaciens.
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31. Microorganisme selon la revendication 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30
caractérisé en ce que la mutagénése est effectuée dans au moins un géne comprenant

une séquence selon ’une des revendication 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.

32. Microorganisme selon la revendication 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou 31
caractérisé en cé, que la mutagénése est effectuée dans un ou plusieurs génes
comprenant une des séquences correspondant 4 une ou plusieurs des séquences SEQ
IDN°3,5,7,9,11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45,47, 49, 53,
60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120,“
141, 143, 145, 147 et 149.

33. Microorganisme selon la revendication 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 ou 32
caractérisé en ce que la mutagénése consiste en 1’inactivation génique d’un géhe: :

comprenant une séquence correspondant  la séquence SEQ ID N° 13.

34. Souche de Streptomyces ambofaczens caractérisée en ce qu il s’agit d’une?

“souche ch0181e parrm

- I'une des souches déposées auprés de la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement 1-2909,
1-2911, 1-2912, 1-2913, 1-2914, 1-2915, 1-2916 ou I-2917

- - la souche SPM510.

35. Procédé de préparation d'un intermédiaire de biosynthése de macrolide
caractérisé en ce qu’il comprend les étapes suivantes :

a) cultiver, dans un milieu de culture approprié, un microorganisme selon 1’une
des revendications 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 ou 34,

b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,

c) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore 2 partir de

Pextrait cellulaire obtenu & 1’étape b), ledit intermédiaire de biosynthése.
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36. Procédé¢ de préparation d'une molécule dérivée d’un macrolide caractérisé
en ce que ’on prépare un intermédiaire de biosynthése selon le procédé de la

revendication 35 et que 1’on modifie I’intermédiaire ainsi produit.

5 37. Procédé de préparation selon la revendication 36 caractérisé en ce que ’on

modifie ledit intermédiaire par voie chimique, biochimique, enzymatique et/ou

microbiologique.

38. Procédé de préparation selon la revendication 36 ou 37 caractérisé en ce
10 que 'on introduit dans ledit microorganisme un ou plusieurs génes codant des -

protéines susceptibles de modifier l'intermédiaire en s'en servant comme substrat.

39. Procédé de préparation selon la revendication 36, 37 ou 38 caractérisé en ;

ce que le macrolide est la spiramycine.

15

40. Procédé de preparatlon selonvla revendlcatlon 36, 37, 38 ou 39 caract :

en ce que le mlcroorgamsme utlhsé est une souche de’s. ambofaczens

41. Microorganisme produisant de la spiramycine I mais ne produisant pas de

20  spiramycine II et III.

42. Microorganisme selon la revendication 41 caractérisé en ce qu’il comprend

’ensemble des génes nécessaires 4 la biosynthése de la spiramycine I mais que le géne
comprenant la séquence SEQ ID N° 13 ou I’un de ses variants ou I’une des séquences

25  dérivées de celles-ci en raison de la dégénérescence du code génétique et codant un

polypeptide de séquence SEQ ID N° 14 ou I’un de ses variants n’est pas exprimé ou a

été rendu inactif.

43. Microorganisme selon la revendication 42 caractérisé en ce que la dite

30  inactivation est réalisée par mutagénése dans le géne codant ladite protéine ou par
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expression d’un ARN anti-sens complémentaire de I’ARN messager codant ladite

protéine,

44. Microorganisme selon la revendication 43 caractérisé en ce que la dite
mutagénése est effectuée dans le promoteur de ce géne, dans la séquence codante ou
dans une séquence non codanté,de maniére a rendre inactive la protéine codée ou 4 en

empécher son expression ou sa traduction.

45. Microorganisme selon la revendication 43 ou 44 caractérisé en ce que la
mutagénese est effectuée par irradiation, par action d’agent chimique mutagéne, par

mutagénése dirigée ou par remplacement de gene.

46. Microorganisme selon la revendication 43, 44 ou 45 caractérisé en ce que .

la mutagénése est effectuée in vitro 'ou in situ, par suppression, substitution, délétion

et/ou addition d'une ou plusieurs bases dans le géne considéré ou par inactivation

génique, .

47. Microorganisme selon la revendication 41 ou 42 caractérisé en ce que ledit
microorganisme est obtenu en exprimant les genes de la voie de biosynthése de la
spiramycine sans que ceux-ci ne comprennent le géne comprenant la séquence
correspondant & SEQ ID N° 13 ou I’un de ses variants ou I’une des séquences dérivées
de celles-ci en raison de la dégénérescence du code genétique et codant un polypeptide

de séquence SEQ ID N° 14 ou I’un de ses variants.

48. Microorganisme selon la revendication 41, 42, 43, 44, 45, 46 ou 47

caractérisé en ce que ledit microorganisme est une bactérie du genre Streptomyces.

49. Microorganisme selon la revendication 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 ou 48
caracterisé en ce que ledit microorganisme est obtenu 2 partir d’une souche de départ

produisant les spiramycines L, IT et III.
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50. Microorganisme selon la revendication 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 ou 49
caractérisé en ce qu’il est obtenu par mutageéneése dans un géne comprenant la
séquence correspondant a SEQ ID N° 13 ou l'un de ses variants ou I’une des
séquences dérivées de celles-ci en raison de la dégénérescence du code génétique et
codant un polypeptide de séquence SEQ ID N° 14 ou I’un de ses variants ayant la

méme fonction.

51. Microorganisme selon la revendication 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou:
50 caractérisé en ce que ledit microorganisme est obtenu A partir d*une souche de §. |
ambofaciens produisant les spiramycines I, II et III, dans laquelle est effectuée une
inactivation génique du géne comprenant la séquences correspondant 4 SEQ IDN° 13 -

ou I'une des séquences dérivées de celle-ci en raison de la dégénérescence du code N

genétique.

52. Souche de . ambofaczens caractensee en ce qu il s "agit de la sou ]

le 10 juillet 2002 sous le numéro d’enregistrement 1-2910.,

53. Procédé de production de spiramycine I, caractérisé en ce qu’il comprend
les étapes suivantes :

(a) cultiver, dans un milieu de culture approprié, un microorganisme selon
I’une des revendications 41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51 ou 52,

(b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,

(c) séparer et purifier 4 partir dudit milieu de culture ou encore a partir de

I’extrait cellulaire obtenu 3 I’étape b), 1a spiramycine L.

54. Utilisation d'un polynucléotide selon I"une des revendications 1,2,3,4,5

ou 6 pour améliorer la production en macrolides d’un microorganisme.
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55. Microorganisme mutant producteur de macrolide caractérisé en ce qu'il
posséde une modification génétique dans au moins un géne comprenant une séquence
selon I’'une des revendication 1,2, 3,4, 5 0u 6 et/ou qu’il surexprime au moins un

geéne comprenant une séquence selon 1’une des revendication 1,2,3,4,50u6.

56. Microorganisme mutant selon la’revendication 55 caracterisé en ce que la
modification génétique consiste en une suppression, une substitution, une délétion

et/ou une addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les génes considérés dans le but ‘

d’exprimer une ou des protéines ayant une activité supérieure ou d’exprimer un

niveau plus élevé de cette ou de ces protéines.

57. Microorganisme mutant selon la revendication 55 caractérisé en ce que la

surexpression du géne considéré est obtenue en augmentant le nombre de copie de ce - . -

gene et/ou en plagant un promoteur plus actif que le promoteur sauvage.

58 Mlcroorgamsme mutant selon la revendlcatlon 55 ou 57 caracténse en

que la surexpressmn du géne n31déré ‘ést obténue en transformant un
microorganisme producteur de macrolide par une construction d’ADN recombinant

selon la revendication 13, 14 ou 17, permettant la surexpression de ce geéne.

59. Microorganisme mutant selon la revendication 55, 56, 57 ou 58 caractérisé
en ce que la modification genétique est effectuée dans un ou plusieurs génes
comprenant une des séquences correspondant 3 une ou plusieurs des séquences SEQ
IDN°3,5,7,9,11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53,
60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120,
141, 143, 145, 147 et 149, ou I’'un de ses variants ou ’une des séquences dérivées de

celles-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

60. Microorganisme mutant selon la revendication 55, 56, 57, 58 ou 59

caractérisé le microorganisme surexprime un ou plusieurs génes comprenant une des
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séquences correspondant 4 une ou plusieurs des séquences SEQ ID N° 3, 5, 7, 9,11,
13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 28, 30, 34, 36, 40, 43, 45, 47, 49, 53, 60, 62, 64, 66, 68, 70,
72,74, 76, 78, 80, 82, 84, 107, 109, 111, 113, 115, 118, 120, 141, 143, 145, 147 et
149, ou I'un de ses variants ou 1’une des séquences dérivées de celles-ci en raison de
la dégénérescence du code génétique.

61. Micr‘oorganisme mutant selon la revendication 55, 56, 57, 58, 59 ou 60

caractérisé en ce que ledit microorganisme est une bactéries du genre Streptomyces.

62. Microorganisme mutant selon la revendication 35, 56, 57, 58, 59, 60 ou 61

caractérisé en ce que le macrolide est la spiramycine.

63. Microorganisme mutant selon la revendication 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61 ou

62 caractérisé en ce que ledit microorganisme est une souches de S. ambofaciens. e

64. Procédé de productlon de macrohdes, caractense en ce qu 11 comprend les

(@) cultiver, dans un milieu de culture approprié, un ﬁuicroorgam'sme selon
I’une des revendications 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 ou 64,

(b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,

() séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore a partir de

Iextrait cellulaire obteny a Pétape b), le ou lesdits macrolides produits.

65. Utilisation d'une séquence et/ou d’un ADN recombinant et/ou d'un vecteur
selon I’une des revendication 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16 ou 17

pour la préparation d'antibiotiques hybrides.

66. Utilisation d’au moins un polynucléotide et/ou au moins un ADN

recombinant et/ou au moins un vecteur d'expression et/ou au moins un polypeptide
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et/ou au moins une cellule hote selon 1’une des revendications 1,2,3,4,5,6,7,8,9,

10,11, 12 13, 14, 15, 16, 17 ou 21 pour réaliser une ou plusieurs bioconversions.

67. Polynucléotide caractérisé en ce qu’il s’agit d’un polynucléotide

5  complémentaire de 1’un des polynucléotides selon la revendication 1,2,3,4,5,0u6.

68. Microorganisme producteur d’au moins une s_'piramycine caractérisé en
ce qu’il surexprime :
-un gene susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par
polymérase (PCR) en utilisant le couple d’amorces de séquence suivante: 5’
10  AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138) et §°
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens,
-ou un géne dérivé de celui-ci en raison de la dégénérescence du code -

génétique.

5 69. Mlcroorgamsme selon la revendica on< 68 ou 90 caractensé en ce qu 11£~'

s *agit d’une bactérie du genre Str

70. Microorganisme selon la revendication 68, 69 ou 90 caractérisé en ce

qu’il s’agit d’une bactérie de espéce Streptomyces ambofaciens.

71. Microorganisme selon la revendication 68, 69, 70 ou 90 caractérisé en
20 ce que la surexpression dudit géne est obtenue par transformation dudit

microorganisme par un vecteur d’expression.

72. Souche de Streptomyces ambofaciens caractérisée en ce qu’il s’agit de la
souche OSC2/pSPM75(1) ou de la souche OSC2/pSPM75(2) déposée aupres de la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25,

25  rue du Docteur Roux 75724 Paris Cedex 15, France, le 6 octobre 2003 sous le

numéro d’enregistrement [-3101.

73. ADN recombinant caractérisé en ce qu’il comprend :
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- un polynucléotide susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par
polymérase en utilisant le couple d’amorces de séquence suivante: 5’
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138) et 5
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3 (SEQ ID N° 139) et comme
5 matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens,

- ou, un fragment d’a_u moins 10, 12, 15, 18, 20 & 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850,
900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1460,
1470, 1480, 1490 ou 1500 nucléotides consécutifs de ce polynucléotide.

10 74. ADN recombinant selon la revendication 73 ou 91 caractérisé en ce

qu’il s’agit d’un vecteur.

75. ADN recombinant selon la revendication 73, 74 ou 91 caractérisé en ce

qu’il s’agit d’un vecteur d’expression.

76. Cellule hote dans laquelle a été introduit au moins un ADN recombinant -

15 selon l’une des revendications 73, 74, 75 ou 91,

71. Procédé de production d’un polypeptide caractérisé en ce que ledit
procédé comprend les étapes suivantes:

a) transformer une cellule héte par au moins un vecteur d’expression selon la
revendication 735;

20 b) cultiver, dans un milieu de culture approprié, ladite cellule héte;

¢) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrajt cellulaire;

d) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore & partir de
extrait cellulaire obtenu & Iétape c), ledit polypeptide ;

e) le cas échéant, caractériser le polypeptide recombinant produit.

25 78. Microorganisme selon la revendication 51 caractérisé en ce que

Iinactivation génique est effectuée par délétion en phase du géne ou d’une partie
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du géne comprenant la séquence correspondant & SEQ ID N° 13 ou I’une des

séquences dérivées de celle-ci en raison de la dégénérescence du code génétique.

79. Microorganisme selon ’une des revendications 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47,48, 49, 50, 51 ou 78 caractérisé en ce en ce qu’il surexprime en outre :
- un geéne susceptible d’étre obtenu par amplification ep chaine par
polymérase en utilisant le couple d’amorces de séquence .suivante: 5
AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3’ (SEQ ID N° 138) et 5’

GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme .

matrice le cosmide pSPM36 ou I’ ADN total de Streptomyces ambofaciens,
- ou un gene dérivé de celui-ci en raison de la dégénéreécence du code

geénétique.

80. Vecteur d’expression caractérisé en ce que le polynucléotide de
séquence SEQ ID N° 47 ou un polynucléotide dérivé de celui-ci en raison de la
dégénérescence du code génétique est placé sous le contrdle d’un promoteur
permettant l’express1on de la protéme codée vpar? le d1t polynucléotlde chezj ;

Streptomyces ambofaciens.

81. Vecteur d’expression selon la revendication 80 caractérisé en ce qu’il

s’agit du plasmide pSPM524 ou pSPM525.

82. Souche de Streptomyces ambofaciens transformée par un vecteur selon

la revendication 80 ou 81.

83. Microorganisme selon I’une des revendications 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 78, 79 ou 92 caractérisé en ce qu’il surexprime en outre le géne
de séquence codante SEQ ID N° 47 ou d’une séquence codante dérivée de celle-ci

en raison de la dégénérescence du code génétique.

84. Microorganisme selon la revendication 83 caractérisé en ce qu’il s’agit
de la souche SPM502 pSPMS525 déposée auprés de la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM) Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux
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75724 Paris Cedex 15, France, le 26 février 2003 sous le numéro d’enregistrement
1-2977.

85. Procédé de production de spiramycine(s), caractérisé en ce qu’il
comprend les étapes suivantes :
(a) cultiver, dans un milieu de culture approprié, un microorganisme selon
I’une des revendications 68, 69, 70, 71,?72, 78,79, 82, 83, 84,90 ou 92,
(b) récupérer le milieu de culture conditionné ou un extrait cellulaire,
(c) séparer et purifier & partir dudit milieu de culture ou encore 3 partir de ;;

I’extrait cellulaire obtenu a Iétape b), les spiramycines.

86. Polypeptide caractérisé en ce que sa séquence comprend la séquence SEQ
ID N° 112 ou la séquence SEQ ID N° 142,

87. Polypeptide caractérisé en ce que sa séquence correspond a la séquencel : ;: g

traduite de la séquence codante :

- d’un gene susceptlble d’etre obtenu par amphﬁcatlon en chaine par

AAGCTTGTGTGCCCGGTGTACCTGGGGAGC 3 (SEQ ID N° 138) et 5° -
GGATCCCGCGACGGACACGACCGCCGCGCA 3’ (SEQ ID N° 139) et comme
matrice le cosmide pSPM36 ou I’ADN total de Streptomyces ambofaciens,

-ou d’un géne dérivé de celui-ci en raison de la dégénérescence du code

génétique.

88. Vecteur d’expression permettant Pexpression d’un polypeptide selon la

revendication 86, 87 ou 93 chez Streptomyces ambofaciens.

89. Vecteur d’expression selon la revendication 88 caractéris€ en ce qu’il
s’agit du plasmide pSPM75.

90) Microorganisme selon la revendication 68 caractérisé en ce que le géne

susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par polymérase est le géne de
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séquence codante SEQ ID N° 141 ou un gene dérivé de celui-ci en raison de la

dégénérescence du code génétique.

91) ADN recombinant selon la revendication 73 caractérisé en ce que le
polynucléotide susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par

polymérase est un polynucléotide de séquence SEQ ID N° 141,

92) Microorganisme selon la recendication 79 caractérisé en ce que le géne
susceptible d’étre obtenu par amplification en chaine par polymérase est le géne de
séquence codante SEQ ID N° 141 ou un géne dérivé de celui-ci en raison de la

dégénérescence du code génétique.

93) Polypeptide caractérisé en ce que sa séquence est SEQ ID N° 142,
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FASTA (3.42 Sept 2001) function [optimized, BL50 matrix (15:-5)]
ktup: 2 join: 37, opt: 25, open/ext: -10/-2, width: 16

Smith-Waterman score: 1467; 63.130% identity (66.480% ungapped) in
377 aa overlap (3-367:11-380)
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SEQUENCE LISTING
<110> Aventis Pharma SA
CNRS

<120> POLYPEPTIDES IMPLIQUES DANS LA BIOSYNTHESE DES SPIRAMYCINES,
SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES CODANT CES POLYPEPTIDES ET LEURS
APPLICATIONS

<130> FRAV2002/0028

<150> FR 0212489

<151> 2002-10-08

<150> FR 0302439 ‘

<151> 2003-02-27 '

B HSEY

<160> 161

<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

315 o

<213> Streptomyces ambofaciens

<400> 1

gaattcggca attcccgggg cgccgggaaa ccggcacgcc attccgacca cggcaacgge 60

gtcggaccgg tcgtcactgc gggaaatcgc gagttctcca gacacctgca tccctcatat 120

gttcgccgta ccacgccgtg gettttctge cttttcttga tcttcccgag cgtacagegg 180

gcgaactgce gggcgacagg aacggccggt gaacgacaat caattgtgtc aagttcggag 240

atfgtccacc gattctcgtc accggagacg gcgcgggatc atgcgggacc acacggcatc 300

gcaccaggtc cgcagggtcg gcgctccgac gtccecggecg gtcgegeact ccggtgacct 360

gcacgcggag tcctgggcga gcggagaaga tttcagtacc tcgcggegeg ggacaaccac 420

ttcgcgacga atatgtcagg tctccccgag cggtcegtge cgeeccgece tgacccgtec 480

gcgeceegtec cgctecgece cggtcgtcat ctcggecgga atttcagtcg gcagctcatt 540

gtgtcaggtt cgccttgecg acattctccg gagattccta agctctgecg gtaaccggga 600

ccggaaccac cgtgccgege gttcggteca cacaccgett ttcgaggagt ccgactgatg 660

ggtgaggccg tgacgggacc gatggagctg agcaaggacg cggacgcccg ggggctgett 720

gagtggttcg cgtacaacag gacgcgtcat ccggtgttct gggacgagac ccgacaggcg 780

tggcaggtct tcggctacga cgactacgtg acggtgtcga acaacccgca gttcttctcec 840

tcggacttca acatggtgat gccgacgccg cccgaactgg agatgatcat cggtccggge 900

acgatcggeg cgctggacce geccgegeac ggaccgatge gcaagetggt gagccaggcg 960

ttcaccccce gacggatcge ccggetggag cccagggtge gcgcgatcac cgaggagctc 1020

ctggacaagg tggggcagca ggacgtcgtc gacgccgtgg gtgacctgtc ctacgcgctg 1080

ccggtcatcg tgatcgccga actgetggge atacccgecg gcgaccgtga cctgttccgg 1140

gagtgggtcg acaccctgct gacgaacgag ggcctggagt acccgaacct cccggacaac 1200
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ttcaccgaga
cacgccaagc
gacggccgec
gggcacgtct
caggcgctgg
ctgcgctacc
ctcggteege
gacccceggce
cacatggcct
ggcaaggtca
cacaccgtgt
tggaactgaa
ctcacgaccg
ggcgggtcgg
gcggcagect
actacatgca
tggaacaact
agcacgccac
ggcgegtect
acgaggagtc
catgaccatc
cgcggeectg
cttcgaggag
ctgcgacgeg
ggtgcccgeg
ggtggccgtc
gctcacccct
cgacccgcta
ggcccacgge
cttctacccc
ctccggtgtg
gcacgaggtg
caaactgccg

gcgggccctyg

cgatcgcgec
gggacgcgcec
ggctgaccga
cctccageac
aggacctgcg
gcagccectt
tcatggagaa
acttcccgga
tcgggeacgg
tgctcgaact
tctacgaggce
cccgagggtce
cccgataagg
caggatcaag
ctccgtgatc
tggccagacc
cgtcatcgec
ctaccgtctg
gaaggacttc
cgactactac
cccttecteg
cagcgggtgt
gagttcgccg
ctggagctgt
cacaccttca
gacccgacgc
cggaccagag
ctggcgatcg
gcccgttacc
ggcaagaacc
gccgagcegga
cgctcgaccc
cggctcgacg
ggtccggtac

cgcgctcaag
cgccgacgac
cgtcgagatc
cctgctcage
ggccgatcgce
caacaacatc
gggccagatg
cccggacacc
catccaccac
cctcctggac
cgaccagctc
tcgtcccgga
agcgcecegceca
ccgtgecgge
gagtccggcg
cagtcctctc
gtccacggeg
gacgaacccg
gaccccgaca
cgcgactacg
acgcgggcgce
ccgecteegg
cgtactgcga
ccctgcgggc
tcgggacctg
cggacgggct
ccctgatgec
ccggacggea
ggggccgceag
tcggcgecat
tccggttget
actcccggcet
cgtggaacge

cgcagatcge

Page 2
gagatgaccg
ctggtcagcg
gtcaacatcg
aacctgttcc
tcectggtge
ttccggttcg
gtgatcgcct
ttcgacatcc
tgcctgggtg
cgggtccaag
actccgaagt
gtccagggcec
tcgcecgagaa
tgatcaggct
tgaccgtgga
cceccgegegg
ccttctccat
gagccggact
ccgtggecct
acaccttcct
cggctaccgg
ccgctatctg
caacgaccac
gctggacatc
gctggcegty
ctccctegac
ggtgcacctg
cggcctggec
gatcggctcg
gggggacggc
gcgcaactgce
Ccgacgagttc
ccgeecgggec

cgtcccggtc

actacctcct
ggctggtcca
tcgcgetget
tggtcctgga
ccggcgegat
tcaaggagga
ggagccagtc
gccgetcgga
ccgeectege
gcttccgeat
acctgcccgt
gtcccgagec
cacagccgag
cgagcagcac
cttccecgte
cctgcacgeg
caccctcgac
ctgcatcggc
ggtcctcgec
gcatgacgca
gagttgcgag
ctcgacgcgg

tgtgtggcgg

ggtcccgggg
tccgctaceg
ccggcgctgg
cacgggcacc
gtggtcgagg
ggccacgtgg
ggcgcggtgg
ggctcgeggg
caggcggccg
ggcacggecg

accgcteect

PCT/FR2003/002962

gaagcagatc
ggcggageag
cctgacggcg
ggagaacccg
cgaggagacg
caccaccgtc
cgccaaccgg
cggcac&cgg
ccgcctggag
cgaccacgag
ccgggtcgac
ggccctggac
ctccctgecc
atcgacccgc
cgacgcgtct
caccgcaccc
gacggcttcc
cccatggtct
tcgcageact
cggagcctca
ccgagatcga
aactcgecggce
tgggcagtgg
acgaggtggt
gggcacggcc
tggaggcggce
cggccgacct
acgccgegea
tcgegttcag
tcacgggtga
agaagtaccg
tgctgegggce
aacggtacgg

gggccgaccc

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
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ggtgtggcac
acgagccggg
cgccgacgac
gcagagcctc
ggcggeggte
ttttcctcta
gggatcatcc
aagcaactgc
ctgggcggea
cggctgctgg
cccgagggea
gcgcteatec
agcatccgee
tacggcgtcg
cggccceget
atcgccaaga
acctacctgg
gacatgggca
cgccagggag
gccgacacee
atggaggtgg
cggccgacgg
cttcgtgaac
gctcgacgeg
ccggctgcgg
gggggtcgac
cgccgacgec
ggccgtacge
ggaggggtcc
ggcgtcctec
cacccgetge
caccagcagc
cgactggctg
gcccggcgag
gcgtctgctg

ctgtacgtga
gtccagaccc
ccggceggceg
agccttcccc
cgggcggegt
gtgacggaga
tcgcaggegg
tgcccgtcta
tccgcgagat
gcgacggcetc
tagcgcaggc
tgggcgacaa
acctcgacgg
gcgagatcga
ccaacctcgc
acatccggcec
agcagaaacg
cccacgactc
tgcggatcge
tccaccggct
ccacccgtge
ccgecggecc
gcgetgetgg
ctcacctacg
atcttccegg
ctggtggtgc
ttcgtgcgea
ccecgggetgt
tggcccgagg
gacctgctgg
‘tccaacaact
ctcctcgacg
cacgtggacg
gtctacaaca

aaactgtgcg

Page 3

tcecgetgege ggagcgcgac gagetgcgec

tgatccacta
caccggceggg
tgggaccgca
ccgcagggcet
aacgatgacc
c¢ggagggacc
cgacaagccg
cctcgtegte
ccgectegge
catcaccatc
catcttccac
ctgtgtgctg
cgaccagggc
cgtcaccggc
ctcggegege
cgceeggcetce
cctcctccag
ctgcatcgag
cggccgcgaa
aggcaccgaa
ggatcctcgt
acggctccct
cgggcaacct
gggacatccg
acttcgcgge
ccaacgtgct
tcgtgcacgt
agcacccgcet
cgctggecca
acgggcccta
gcgggaccgt
accactgecg
tcggeggegg
gagccgactg

cccegtgecc
gacccacccg
cctcggggag
ggcggcegtac
gaggtcatgt
cgcctacgcec
atgatgtact
tcctecaccce
ctcgacatca
ggcaccgacc
ggccccggcet
ttcggctacc
gtactgctgt
ctctacctct
ggcgaactcg
atcgaactgg
ggcggecagt
gagatcgccc
ctgggcacct
tgagacgccg
caccgggggc
gccggagttc
ggccaatctg
cgaccgcggce
cgagtcgcac
gggcacccag
ctcgacggac
gaaccccaac
ccaccgceacg
ccagtacccg
cccgetctac
gggcatcgec
caccgagctg
gtcggcgatg

-

ccgcaccggt
ctcagtgagc
gacgaggccc
ccgacgecgg
cagggcgtec
ccttgaccgg
acccgctgtc
agcacatcga
cctacgccga
acatcggcga
tctcggeegt
cggtcagcga
ccctggagga
acgacaacga
agatcacgga
gccacggctt
acgtccagct
tgcgcatggg
ccggatacgg
cgccggeccg
gccggettca
ggcaaacccg
gcceceggtyg
gcggtcacce
gtggaccgct
gtcctectee
gaggtgtacg
tcgcectacg
cacggactgc
gagaagatca
ggggacggcyg
ctggtggecec
agcaacgtcg

cggcgggtgc
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gccggetgga
ccccggecta
gcctggeggc
gcgeegtcegt
acggccagcg
cggaatgaaa
cacgctgtcc
cgtcctgatg
gctgttccag
acaggccgag
ctcaccggtc
gctccagggce
cccgaagegce
gaaaccggcc
cgtggtcgac
cgtcaacagg
cgcctggetc
catcgagcag
cttcatcgac
cgcgtacctg
cccgcetecge
tcggctegeg
aggtgagggt
gcgactgtec
aggcgatggce
cgatcgacga
aggaggcact
gctccatcga
ccgcctcgaa
cggtgtgcgt
tceccgetgtt
gcaaccggcg
ggggcggcceg
agctcacgga

ccgaccgcaa

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
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gggccacgac
gccgeggatc
cgcgtggtgg
ctcgacctgt
ttccegeacg
cggatcgagg
gtcgacacca
ccceeggtgg
gcgctccage
gccgtcgacc
cgcaagctcg
ctgccegtga
ccgctggact
gaggcggcgg
ggccacttct
gagccgetge
cacggtcgag
cctggacagc
ggcgcaccge
gccgggeacc
caccagctcg
ggggctgctc
caaacccgag
cagcaacttc
ccgeceegge
gcacaagcgc
gttccgetgg
catggacacc
tgacgactcc
cgatctgcac
gcagagcgtg
ccggeatcge
tgaagtggcc

gatcacccgg

cggcgcetact
accatcgacg
gcgcccgcega
ggctccgecg
c€gggcggcetc
tcgtggecgt
tcgagggact
tgctgttcgg
ggcggggagce
ggccgatgac
acggcaccga
tccgcaacga
gcceccctcac
cctggcacga
tccegtacca
tgtcggccgg
tacgccgtcc
ccggtcaccg
ttccacgfcg
ggcgacctgc
gacgccgatc
ggcatcctgg
cccggecaacy
gacgaggtgc
cgcegggtec
aaccgcaaca
ctgaccctcg
cgcagtgtgc
ttcceggegg
gccatcacca
ccgctcgacy
agcggcaggc
tcgtggacce

cggatcaacg

ccgtcgacta
aagggctgga
agagggggcg
gtaccagccg
ggcgagttcg
ccagtacccc
ggccgagecc
gcacagcatg
ggctccggtg
cgtgcacctc
cagccaggtg
ctaccgggec
cgtgttcacc
ggcggcggcg
gcggaccgeg
gacgcgeggt
accggcgtac
cgctggegga
agccgatccc
ggcacgagac
cggtcgeccg
cccgggagtt
tcaacgggct

accacggceg

tgatcgacag
tggtcgtcga
ggcagatccg
tggcctgtcet
cgctgegecg
gctgcecteac
acgccceggeg
atttcgagat
agccgttget
gggtgctgea

Page 4
caccaagatc
gcggaccgtg
atgacggtga
tcegegtcac
ttcctgeegt
gggcgccagg
ctggccggcec
ggcgcegcetgg
cgcctggtgg
tacgacgacg
ttcgccgatc
gtggcggect
ggcgccgacg
tccgacgtcg
gaggtgtgcg
gtccggcggg
cgcggaacgg
ggtgccccgce
cttcgaccgg
gggccgcettc
tgtccagccg
cgacggggtg
gcagatctcc
gtccaccccg
catccagtcc
gatcgacacc
ccggctgatg
gcccaccgeg
ctccctctac
cgacgtccgg
ggacggctgg
catggcggtg
gcgeecgtge
cgccctggty

gcggacgage
cactggtacc
cgaccgcatc
ccgeegtecg
tcacccggca
accgcaggag
tgctggaggce
tggcctacga
tctccgggeg
accggctggt
cggagctgct
acgcccaccg
accccaccgt
agacgcgcac
gggccctggt
tccgcecggg
gtgagggtct
tggctggagg
ctccggceggt
ttctccgtgg
atcatcgtgc
ctgcacttcc
cccacggtgce
ttcctegacc
gaacagggcg
gacatcgagg
ctccaggacg
cacggcacgc
ggggagaccg
gcgetgeggg
gagcggaccg
gaggtgaccg
tcgcagggac
gcggcgeggt

PCT/FR2003/002962

tgggttacgc
gggagaaccg
cgtggacccg
gctggtgtgce
gctgccggac
cgaaccgctg
gcaggccggc
ggtcgeecge
ccgggecccc
cgaggaactc
ccggctggtg
cccgggageg
gaccgcggcec
cttccceggt
cgacacgctc
gtgacgtggg
ccgccgacac
aataccaccg
ggtccttcga
aggggcetgcg
agcccgaggt
tgatgcaggc
aggccacgcg
acttcatcca
actggttcct
ccgacgecge
acctcgtcaa
ccgacgacgg
cgccgttgea
tgctgcgeca
ggagcgcgat
cggagcgecg
tggcggecct
cggaggtcgg

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480 :

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
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cacgctcaac
ccagtcgcecc
cgtggtgcag
cgaggcgagg
ccagctcacc
ggcgtgegea
cagcgcgeca
cctgcgggaa
gggagcccgce
ccgecteecg
tccggaaaag
cggacggcgg
gaggcgaaaa
tccgaggtcet
gcgttcgecg
gccggectct
ccctcgecca
ttctgcgaca
accccgcgcea
cgcatcgccg
gtggcctccc
ttcgacgeca
ggggcggceceg
ggatacgcca
gtcatcggga
ttcgtggecec
ggcgtgctga
atccagctgg
tacaccacct
gaactgcccg
ctgtcggacg
gatccggccc
ggacaggggc
gtcagcgacg

cgtccaggec

gtcgccgagt
ccgtacctgg
tcggaggagg
ccggagctcg
gaactgctcg
cacgcctect
ccggccggec
acggcggaac
acgaggaacc
gccgggecgce
cgcgccccga
cccggegteg
tgatcaatct
tcgacgacca
agcacctcgg
tcctggecct
gcttcctege
ccgacccgeg
ccagggccgt
agcgctgecg
gcgtcgacgg
tgaaggtcct
cccggatcecg
gggtctegge
acgacctcac
gccgcaggga
caccgcccge
cccecggegt
tccgctacge
gcgtggageg
ccgacgtccg
ccgcctgacg
cgtggcgegt
cgtgccgagg
ggccttgegg

tcggaccgac
accgggtget
gcgggcegett
acacgggctg
cgcacggcaa
actgaatggt
ggcacccgga
ggccggeecg
gctttccccg
ggaatacgac
gggcccccga
aacgcacctg
cttccageccc
atggctcggt
ggtcggcccc

ggagtcgctc

cgcggcgaac
gacgctgaac
catcgcgctc
ggagcggggce
ccgaccggtc
ggtcaccggc
gcgectcgec
gcgctggtgg
cgcggccatc
gatcgtcgee
gccacccgeg
ccgggaccgg
acctctgcac
ggcgtccgaa
caccgtcgtg
cgcgeacgeg
cctgcggacg
aagaagcccg

tacgcggect

Page 5
cgtccagtgce

gacggccgga
ctaccacgcg
cccgeecgge
ctatctcaac
cacgaaagct
aggtaaagcg
gaccgcgege
cctteggtge
gggggcggcc
atgccgggeg
cccgagtccg
cagatggggg
cacggacccc
gagcacgtcg
ggcctgegge
gccgtacage
cccgecctgg
cactacggcg
atcaccctga
ggcaccttcg
gacggaggga
taccacggcc
gagatggacg
ggcgcggtcec
ctgtacgaca
gggcacgagt
gtggcacgcg
aaggtgcccg
cggaccctgt
tccteectge
ccacggeccc
gtccgggceca
gtgagccctc

cgtactccgce

cggcccgacg
gccgaccgeg
cgcaaccgct
ttctgctggg
gtcgaactcc
gcaccgegeg
ccgttectece
aattcceggce
gcccggecge
gaggacattc
ggacggacgg
gacgagacag
ccgaggaact
ggaccgcgge
tcttcctcaa
ccggcgacga
tctcgggage
agcacatcga
gccaccccgg
tcgaggacgc
gcgacctcge
tgatctacgt
tcacgcggtc
tccccgaacc
agttgcgceceg
gcgaactgag
ccacgcacta
acctgctcac
cctacggcca
gcctgeecct
gcagagccct
tgtcccggeg
cccegecgte
gccegtcacg

acgcgagaac

-

PCT/FR2003/002962

aggcggacgg
tccgetacga
atctggtggt
ctaccttcgg
gcaccctcat
ggagaatcgg
gcatcggcge
gggacacggt
gggaccaccc
ctttcccgec
cgactgcgceg
cgcgacgcga
ggcggcggtg
gttcgagtcc
ctcgggcacc
ggtcgtgctc
gcgeceeggtg
ggcggeegtc
cgacatcgtg
cgcgtgctcc
catgtggagc
caaggacccc
cagcggectg
gggccgecge
gcttcccgge
ctcgctggag
cttctactgg
cgacggcatc
caccggaggc
gcaccccgge
gagcgcegeg
gtgaccgccg
ccgtcggtge
acgtactcga

agcgtgaggt

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460

8520

8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
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agtccacctc
ccatccgggt
ccggtgecgt
accacggttc
cgtcctccag
cgtcgaacgt
ggagccgcte
cgtagagctt
tggccgegtc
agtccttgeg
tgggaatcct
cgctegggge
acagttcacg
gcccecgggg
gccggaaatc
ggttgaagag
gcaacaccca
accctctctt
acgaacggtc
ctttggtaaa
aagggtccga
cggcaccacg
aggaccggat
tcgagtaccg
tcgtegecge
tgctgaagct
tgctgagege
gcggactggg
gggacaacag
gcgeggtect
ccgaccgtca
atctggecge
ggcaactgcg

ccgacctcca

gctgcggtgc
ccgeecgecce
ccgcagggeg
gacggccagg
gtcggecegtg
ctcgccgagg
ctcggcgcgg
ggcgaaggcc
cggcgtacgt
gtcctggtag
ccgggecgtg
9g9gggcggcec
ccgagccggg
cggggcgegce
acggtgtggce
gcagccttca
ctgaaggacg
gtcgaataga
accteggtcg
gcacagggat
agaagacgag
gagcgaatac
gcgccgactg
ccgegaccgg
€cggcggggce
ggacgtctcc
cgacggcaac
cgccatggtg
Cttcacgcac
ggccgtcccg
ggtgcggcat
ggtggcgatc
ccaggacatc

gtcgcacctg

cggatgccct
tcccgggteg
tgggtggaga
acaccgtccg
gtctccaggt
tcgaacgcecec
gccgccatcec
tccaggtggg
tcccggatca
agcaggtcgt
aagggggaac
tgccgecgge
gtcaaggaac
cggcgacgceg
cccecgggeca
accccggecc
gccggatatc
gtatgtcctc
atctagacgg
gggggtgect
tcggacgacg
gaccggctca
gagcgcttca
gaggcggagce
aaggacctgc
tacgtcggcc
gcggtcaagg
cgcacctgec
gtcgaggcecg
ctgtgcgecg
ctgaccccca
gagcgcaacc
ggcgaggcecc
gtcacgcagg

Page 6
ccgeggtgty
agtgggagac
cgtggccgtce
cggtcaggtg
acccgatcga
gcatgtcacc
actcggacag
taccggtgecce
ggtcggtgac
agacctcggc
cgtgggtctg
ccctegegat
gacgggatgg
cacggattcg
ccgggtagcet
ggcctttatg
ggccatgaag
cgctgaagcc
aatccttgaa
gcgggatgag
cactcgectt
tggceccgege
accggctegce
tcgeggecct
tggagtccat
tgcacgagga
tcgccgagag
gcgctecectt
tcgacgacat
ggggcgaacc
acgaggtcac
ggctggtcga
gcaccgcect

tgatggacag

cgcgatcagg
acgggcgacg
caggaaggtg
ccgcgccatg
gctgaacatg
gcggtggagg
ctccaggecg
gcacgcgatg
ccgggeggec
ggcactgtcg
tcgaagagga
gatctccgta
tcagtcaagt
gccaaccggt
tatgcctcgt
gaattcattt
cccecggectt
gccgaagacg
agcgtaatag
tgacctggot
cctcgagttc
cgaacgctcg
cctcaccgeg
ggtcgacgcc
cgcccgeaga
ggaccggccc
ctaccggctg
ctggaccccyg
cgtccgcegcec
gatgggggtc
cctgctgtge
ggagctccac
cgcgcgceacc

gcgeggcegec
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tagtggatct
ccctggtcge
tcggggaagt
gcggegacgg
cagaccacgg
gtgacgccgg
ctcacgcggt
tcgagcaggce
tcacccgegt
ttctcgtaca
gtgcgeegtg
cggacaccca
cgggcgctcc
tgctcgttcc
tcaccgcagce
ccaccgtgec
tcagccaggce
gacgaagggg
cctgtcaatg
tctggtgaag
atcgcccggt
ggcgccgacg
cagtcgatga
gcgcacgagt
gcacggctge
ggcacggtgg
ccggecgacg
gactacctcg
gaaggcctgce
ctctacgtcg
tcgetcgecg
gacaccatcg
cgcaggtccg

gactcgttac

9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500

10560 .

10620 "
10680
10740
10800

10860

10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
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tcgcgacggc
cgctcgecga
gccgggecge
tgcttccegg
ccgecgtecc
acgacgactc
cccgctcacc
cgcacgtggt
gcgccgacta
tgctgctgec
accgecgecgg
tcgecgacgce
acggcggceac
acgacgtccc
gcttcacgga
gtgccgcaga
gcgtactgct
tgcggctcta
tgctecggatc
gatcgcgccg
gggcccgegt
gggcgecggt
ggtagtccgc
gctcgtccag
ggcgcetgecc
cgagcgacag
cccgcageac
ggcagccgac
aggtggactt
tcagggagtc
cctcegectce
cgtggaccgg
tcgegecgtg
tcttgegegg
cgagttcggce

cgccgaggeg
gtacgggacc
cgagaccggc
gggcaacgcc
cctgctcecg
ccccaaggceg
cacgctcctc
gctggtggeg
c€gcgaaggag
cggcgacgac
gcaccccgtce
gcaccgtgag
cgcgtgegec
cggttacatc
tctggttcecc
gacactgcgc
gggagaggac
tcaggtgcge
gctgcgcgag
acaggcgggc
ggttcagcceg
gaaccgggac
gagtgcctgce
cagcagcagg
gtaggacaga
cagtttctcc
ggtcagtccg
gcgcaccgag
gccegeaccg
cacggcgagc
cgggccegeg
gttctcggtc
gtcgcgecct
gatgccgtcc

acgccactcc

ctcggcggeg
ctgcgecccg
cggcccacct
ggcttcctge
atggtcgecc
cagagccacc
agggaacgcg
gacggacccc
ctcggeggge
ccecgtcgecg
accgtggggg
gccgcgaagt
tccgacctgg
aggacgacga
actctgaggg
gtgcacccga
tggcagtcac
tcggegetct
tgacctctcc
gttgaccacc
gcgctgaact
cgcatccgac
tccaactcct
tccatcgggt
tccttcacge
gcgtggtect
ggcgcccagg
ccgecgtecg
ttgggacctg
cgacccgega
gtgtcgatge
agctgcgeca
cgcctgeggt
atccgcgeca

tcgtactcecc

Page 7
gagccggect

tcgcecccac
ccgtggeccc
tgaccgacct
gcaccctege
aggagttctt
ccctgatgtt
gcgggacctc
tgtgcagcgt
tggcgcagac
tcgcgggecc
gtctggagac
gtttcctegg
tcggececgt
tgtacctgga
acaccgtctce
cggagcgggt
cctcgcaacc
ggcacgggcg
ggccaccggt
cggcgatgeg
ggtcgtgggt
ccaccagcac
cgctcaccag
gtcgccgeag
ccaggtagcc
gcgtctegtc
gctccagttc
tgacgagcag
cgcgcacgtc
gggcggcgaa
cgcgttgctt
aggcgcegtg
cgttggaggt

gcagccgccg

gtgcagcccg
ggaactgcgc
gggggtctgg
cggtccggac
gctgcacctg
cgacgacctg
ctccctcage
gccgeggetg
gcgggacgge
cgccgeeecy
cgcctegacc
cctccgegeg
catgctcctc
ggtcgactac
gtcgggcagg
acggcggctg
gctggacata
ggcgtccgag
gcgceccgec
cccecgtacg
cccgtctecc
gacgaccacg
cggggtgagg
ccgggcgatce
gtcggacggg
ctcceggecce
ctgccgcaga
cccggacage
ccgttegecg
ggtgagttcg
ggacaacggg
cgcgttgcgg
gccgaacacg
gatcagcccg

ctcgegttec
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ctcgggcgec
gcggcgtgec
acggtgcccc
gcggaccaca
cgcgtccagce
atcggggcgce
tteccgeegec
gaggectecg
gcegtegtcc
gagctgaccg
gtcgacggca
ctcggcggceg
gccgaggaga
gacacccacc
agccccacgce
gagcgcatcg
caactggccc
acccgggecg
cgtcggcegeg
acgaggtccc
atggtcagcc
acggcgecgce
tggttggtgg
tcgatccggce
ctgaacaggc
tgggcgaagg
tgaccgaccc
acccgcaaca
ggccggatcg
gccaccgect
tcggeggoag
atccgcacca
gagagggaca
cggttgcggt
acggccttgg

11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600

12660 : .-

12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
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ccgtcaggta
ggatcgtggt
cgcggtggec
tcggttegtc
gggagcgttc
cgaggccgtg
actgctcgac
tct;gtcgct
ggtéggacag
tctgcgecag
ccacgcggec
cgccgacctt
ggtagcgctt
tttccacgat
dggacgccac
ggcaggcgga
aactatagcc
tgcagtcgga
acagcggtct
tggtccgege
taccggtctc
tggagatgcg
acctcgggcet
tcggegeget
tcacggtcgce
ccgtcttegt
ccatcggcecc
ccgaagaggt
acgcggtggg
tcagcttcta
acctggecct
agccgggtga
ccgggtacga
tgcaggcggc

gccctcgtag
ggtgagccgg
ggccaggtgg
caggagcagc
gccaccggag
cagcgcgacc
cagagcggcg
ctcgcccage
ggccaggtcg
gtagccgacg
ggcgaggatc
ctcgeecgge
cgtgatgtcg
gaggatgagt
cactgcggac
gtcagctcaa
gtgctacccg
ccgggatgat
ttcacgagag
gtaccaccgg
c€ggcgceggtg
gatcgcggece
c€cggaaggcg
cacctcgeceg
cgccgggtte
ggacgtcgag
ccggaccagg
ggcccgectce
gtcccgetac
tceccgegeac
ggcgcggatc
ggacaaccgc
ccacaagtac

cctecgggetg

ccgttgccgt
tcgaggaaga
tccteccagec
agctccggeg
agggttccga
tccacgegea
tagcgctgga
tcecgectegg
acggcgtcct
ccgccgggag
ttgagcagcg
ttgatgctga
tgtagggegt
ggatgcgtga
atggccggtc
cgccgggcat
gtgccgegea
cgcttgtccg
gggtcgacca
gaacaggcgc
ctgagcgagg
ggcccggect
cacctgacca
cagctggagg
cccacgacgg
ctcggcacgt
gcgatcatga
gcggacgage
cggggcagge
cacatcgcga
gtggaatcac
tgcctcaage
atcttctege

tcccagetga

Page 8
agcgggtgac
cccggtegtg
attccatcgc
acgaggcgag
gcttgcggtce
cgtcggectce
ggccggegga
cctcgegeat
ggacggtggc
cgaccacggt
tggacttgcc
aaccgacccg
attgcgcaat
gcgegcetege
agggggtgtc
cctcatctat
acggtatgcg
gcggccggat
tgggcgatct
ccgggggctt
aggaccggct
cceggggctt
actccggttc
agagacggct
tcaacccgat
acaacacgac
tcgcgeacge
gggagctgtt
tcaccggctc
tgggtgaggg
tgcgcgactg
ggttcgacca
acgtcggtta

cccggatcga

gctgccggag
ggtgaccgceg
ccggtegteg
ggtcgcggeg
gcggtccagg
gtagccgeca
cagctcgege
cgccgetteg
gtcgaggggc
gagcgcgcecg
ggaaccgttg
gtcgagcacg
cgacacgcgt
agaaagaacg
acgagcacgc
cacagagatc
tgtcgcaccg
gcctagectc
caggaaccgc
cgttcccggg
ggcgctggtg
cgagcggcag
ctccgecaac
gcgtccgggg
cttccacaac
gcccgagege
cctgggcaac
cctcatcgag
cttcggcgac
gggctgegtg
ggggcgcgac
gaagatgggt
caacctgaag

ggagttcacc
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tcgacctcca
atcaccgtgc
aggtcgttgg
agcgcgaggc
ctcggcagtc
cgcgectggt
tcggagecgt
agctcgegea
agttccagtg
ttgtcgggct
tcgccgatca
acacagtcgt
aagtctcctg
gaaagcagaa
tgctggatge
ccatgcgaag
gccgacgtga
gggagcaacc
atcaccgagc
acgacgcacg
gagacggcgce
ttcgcecggt
ctcctegecec
gacgaggtcg
gggctggtgc
atcgagcggg
cccttcgagg
gacaactgcg
ctgtcgaccg
ctcaccgaca
tgctggtgeg
gacctgccge
tcgaccgacc

gaggccagge

13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
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gcgccaactg
atgccacacc
ccgcgtacag
gcctgttegg
ccggcteect
ccggcatcac
agcactcctg
cctccggggce
cgcgcggtga
tgcacccgeg
gggtgcggca
gcggacacga
gcgacatcgg
agcacctcgc
tgcagcacca
tggtgcggga
ggcgtcgtceg
acgccggctc
agggcgaccg
ttcagctgcet
gtctcgatct
atctgccggg
gccagcgeca
atcagggccg
ctggggctca
cgcagctgeg
tgcacgacgc
agcgaactgt
tcgagtcgea
gcgacgeggce
gcgtcggege
tcectegggat
cgcgtccggce
tcgecegtegg
gccatgtcge

gcggeatctg .
gggcagcgat
cagggcggcec
gggcaacctc
ggagaacagc
cccggagatg
aggggcggcg
gtcacggccg
gcagggtgcc
ccaccaggct
gcaggceggtc
cgatcgcgtc
ccttgttgac
gcaccgaggc
gatgcgcgtc
ggtggcgtac
cccgeegeac
cggtgaggcg
acagcacctt
ccagctcccg
tcgtctcacc
acagcgactg
cctgcgectt
tgcggtccac
gttcccegtce
acgecttgec
cgtccagceac
cggcctcege
gctggcggta
9gagggaggc
cggccatcgt
gcgtcaaagt
ctgcggggcec
gggccggtgce
cggggtgtgc

cgcgecgegt
ccgagctggt
ctggtcgacc
gtgcggeacc
gacctgatca
atcgcctacg
gtacgggggt
cggaagcgtc
ctccggegtg
ccecctegteg
gatcagttcc
cggctecctgc
gaccacgacc
cagctgcgeg
cgcgacctct
gaagcccacg
ggtcgtgtcc
gttgagcagc
gttgcgccgt
gcggagcctg
gggaccgcgc
gccccagecg
gceccteecgy
gaccttgacc
gcacaccacg
cgagccgatg
gagggcgcecc
ggccgttecc
ctcgacctcg
ccggtecteg
gtcgtccatc
acttccaatc
g9ggcgcegggg
cgtggaggtc
aaggacgtat

Page 9
tggacgggct

tcgggttect
acctggaatc
chCCtacaC
ccgaccagac
tcggcgacac
gcgegtggag
cgaagctccg
tgctcggtgc
taggggatca
cgcagctegt
tccagcagac
tcggtggact
ccggggtecg
tcgatcgtgg
gtgtcggcga
agggtggcga
gatgacttgc
cgctectecc
gccatcttgt
gtggccatge
cgcagccgeg
gactgggegt
ccgacgacct
gtgtcggcge
tacgtcgecg
gcggtetegg
gaggtccaga
gagacgtcgg
cggtctaact
agtgcgtegg
t9gggggttc
ccgaggggte
gctgccggaa

cggcgatcac

gcccggtetg
catcaccgtg
gcgceggatce
cgaccgtcgg
gttctggatc
gatccgggag
gggaggaccg
aggcgaggtc
tgagcacctc
cgacctccac
cgatgccccg
gggcgaggac
cgccggegec
ggtgcgaacc
aacggaacgc
tggtgtaggg
acagggcgtt
cggcgttggt
ggttcacgtc
cgttgatccg
caccgccgec
gcagcatgta
gctgcgegaa
cctccaggtg
cggtcteccte
ggtccggett
cgagcgcecge
tgccgacgag
tcagttcggt
gatcgccgtce
ctcgectgegt
gagagcgttc
ggggccgacg
ctcacatgcc

ctccccaget
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ctgctgecte
gacccggacg
agcacccgcc
taccgggtgt
ggggtcttcc
tgcgtgetca
gggcggtect

ggggtggacc
gccctegteg

ctccaccteg
acccgaacgg
gtccgggtcc
cacgtcccge
gtcgaccacg
ctccaccagg
gcgeecgete
ctccaccagc
gtagccggceg
ccggeecggtc
ccgeeggtec
accgcegecc
ctgcatctgce
gatgtccagg
catcagctga
gacgatgtcg
ctgccggegce
cagctcggeg
caccacccgce
ggagagcccc
ccattccteg
gccggegaag
€g99gcggag
tgtccgeacc
gtccacccta

gacagagtgt

15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
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gcaccgggta
attatcgggg
caccgggtca
gtcaggggceg
gacgcggtcg
ctgtccggge
gcgcaggegg
ggaccggacc
gaccggcact
gacaccatgc
cgccgggtgc
gtcgecgtcet
ccgcecggaga
tcggeegegg
tggacggacc
ggagcaccgc
gacgcctgag
ggcctgtccc
gcggeggget
gctcgegtgt
ctacacggtg
cgcggcegtac
caggatgttc
ggacagccgce
cgagccggtyg
gaggtgggcg
ccggeggegg
cagcgcggcec
tcggtagegce
cagctctccg
gaggaacatg
ggccgegteg
cagcgccgec

cacgtcgggg

ctgcgeecge
gttcacagtt
ccacgttcaa
accgcgaggt
tggacacctg
acgcggacac
tccgtecggt
acd%cgacgg
tcgtgggccg
gcatgctcga
tcgceccggg
tcggectega
agaacaccac
agccggtgtg
tgccgatgtg
gcgcccgggce
aggtcgtccg
tgagccggga
gacgcggcecc
ccgeccccgeg
aaggtctcgg
gactcggcgg
acgaagtgcc
agtacggggt
ctgccgtgea
gccacgeect
tcacggcgca
cgcagcgggt
atgtcgtcgt
atggcaccgg
aagttctcca
gcgtggttgg
gcégcccatt

cgttccagca

gggcgtgaag
cgtgggccgg
ccggggtgtc
ggccggegac
cggttacgtg
Cctacctctac
ggacgacgac
tgactacggc
gaccctgeac
cgcctggetg
caaccccgag
ctgcctcgeg
cttcggggag
ggtcgacgag
ggtgcccgac
cgcgggtctg
ggaccggccc
gaaggagctg
ccgaggagtg
gcecggeggce
cgcgggecac
agacgtcctc
ggtccacggg
ggtggctgtc
gctcgtacge
99g9g999cggc
gcacggcgec
agacgcegtt
cggcgegegg
cctccaacag
tcagtaccag
€ggcggeggag
cggcgtgeag
gggcctegta
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¢gggcgagtg
gccttcgecg
agcggcaccg
ctggagcgge
cceccgeacgg
gtctccagca
tcacctgecc
gtcctgaagg
ctgcgggcecg
tggcgeatgce
gtgggcatgc
gacggccgta
ttgctcacgg
gggttcctcg
accgcgeggg
gcctgeegge
gtcccggaac
ctcgeegect
cgacgccgtt
gcgtcctgtg
gatctcgtcg
ggcccggatc
caggacgcgc
cggggtcgtg
cgagcggtag
gagcaggacg
ggtcaggcgce
gtcgagcagt
cgggatggtg
ggctttgacg
tccgegetec
cttctccacg

catgctgggc
gggcgcgacc

tggatgtcat
ccgaggcact
acctgceccgg
tggtgtccgg
tgggggcctc
tcgectgect
acgactgccc
ccggctgega
gtgtcatcct
gcgtcgecga
gcctgatcga
ccggegectt
agtgcgtcaa
ccgagcacgg
acaccctcgt
ccttcteccga
tgccgetege
gggacgctcg
tcecgetege
tceceggegec
accagccccg
accgcacggc
tcctcecggt
aagacgtggc
ccgtgttcca
ctgccggaga
agttcgggtc
gcgecgecge
daaggcggegg
gtggcgtgtt
cgggccatgg
aggacgtgtt
accgcgatgt
gcctcgeagt
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gcgagtactc
ggccgcgggg
cgtcgaggceg
aaggcactgg
ggccgeggeg
gcccgactgg
gccggacgec
gcgecgeegtg
cgggccgeac
9ggggagcac
cgtacgcgat
catcgtcaac
ggccaccggt
cgtgagtccg
gtgggcggcec
caccgtgcgg
ggccggcetge
cggcggtgcg
ggggagcggc
€ggggcgcegg
cctggcgcag
ggaagaccga
ggtcctggeg
tcagggcgag
tgccgaaggce
ccacgacgcc
cgaggaagtg
cgatgtcggg
agaaggtgcg
gagagtggtg
cgaacaggcg
tgcccgeecg
agacggcgtc
cgaagtgcect

17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
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gcccagggec
ggtggagagc
gaagcgcagc
agaagtaccc
cgtggtgaac
acccggegge
cggtgccccg
gccgeccggg
ctcggggcac
gccgaccgeg
aaccacggtg
gaggagcggg
gcggaccegg
gccggacggce
cgcgeegegt
gccgegtggce
ggcctcgacc
ctcggggtgc
ctgctggacg
gccgaggggce
gagggtgcgg
gccgtgtgec
cggctgctge
‘ccggeegegg
gcccacgagg
ctcgtgggcg
gcaccggcgg
cgtgccgecg
ggcgacatcg
gcgtactect
ggagtgccgt
taccgctgat
cgctggtcga
cgctggcgea

acgagttcga

ttggcccggt
agggcgggca
accggggacg
agggcggtca
ggccggegcea
ccgacgcgac
cgtacccgcet
ttaggtgagc
gccgttggag
aactggggcg
acccgtacge
tccgegaggg
aggtggccegce
gcccggagga
acgcgcgtct
gccggetegg
tgacggcgga
cgggcgaacg
gtctgctgtg
tgcgegeget
tggcccgeat
tggcgctctc
tcgaccgacc
tccggcacac
acgtgacggt
cggcacggeg
cggagctgec
agaccgcgct
tccggeggeg
gacgggeecg
gcgcgtectg
ctgggctctg
cgccatcacc
gatcttcgag
cttcttcgge

ccgegtegeg
gggtgcgacg
cttccggecg
tggatggttc
cacccacgag
ggcaaggccg
gacctgacac
gcggcgeecg
agaggagacg
cagactgcac
cctcatcctg
cgggccgetg
ggccgtgctg
gtacctccag
gcggcgggtg
cgaggacgtc
cttcgeecege
gtgcgacgag
tccgcagacg
gttggacgag
ggtcggcgec
ggccgtcgaa
cgagtggtgg
cctgcggcac
ggcggatcgt
c¢gcgggegec
ggacgacctg
gggcgtgctg
ccgttccecg
cggccggegt
gtgacctcca
cgtgcctegg
gccageggea
gaggtcgagg

accctgaagg

Page 11
gctgccgacg

gcccgegatg
c€ggcgggcceg
cgtcaatcgg
tcgctteegg
atctgacaca
tacgccgacc
cggtgaccgce
cgggtgacgg
cggatacgcg
cgcggtcaga
ttccgeagec
ggcgactcgc
ccgtegeccg
gccgageccg
gggcgecggce
cggctgecgg
tgggaggagt
ctggcggeca
gtggtcgeeg
ggagccgcecc
ccgacgacga
cggcggttgt
gcgcccccgg
ccgctgeccg
ccggeegegg
tggttcgege
gccgaggcecg
gtcctcggea
cccctcagtce
tcccgeacca
ggcacgaggt
tceceggegtt
gcgatctcca

acgagctgga

caggtcagca
tcgccgeage
ggtgcggega
tccggatggt
caatgggcgg
gtgcegegec
aatctgtgga
gacgccggtc
acgcgatcac
gcgtccactg
ccgacgaccc
gtaccgggac
gctteggtge
ccacgtacct
tgctgggege
tgctcgecgg
cattggtect
cgctgegggce
ccecgtgegge
cgcgtcccgg
ccgacgacgc
ccctggtgtg
gcgactcccc
tgcggetgga
ccgggagceca
agccggcgga
tgtccgggga
ccccgggact
ggtacgegeg
ccccacgacg
cacgcactac
ggtggcggcc
cgccctggec
gcecgtatcag

ctgggagaag
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cggtgccggg
cgatcgctcc
acggttcagc
cacggcacag
ccctgaagct
gagggaccgt
cggggcggtg
cgaagcggcc
gaccgagctg
gtatttcggc
gtcggtgtac
ctgggtgacc
gctggaccge
ggggctggac
ggacgccgcec
ccgeggttcc
ggccgegtgg
ggcggggcecyg
ggactcggcc
cgggtccggc
ggtggccgec
cgaagcggtc
cgctctggcg
gagccgggtg
cgtggtggtg
cctggeggge
gttcgtcggc
gcggcgggac
gttccccgtce
tttcatgaaa
taccacctgg
ggccagecgt
gaggaggagt
cacggcatcg

ctgctcgecc

19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880

20940 -

21000 -
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
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agcaggtgat
gcatcgtcga
atgcggggcec
cggacacgat
agcaccggga
acttccggga
gtctgggect
tgatccccga
tgtcctegeg
ccgatctecga
ggatcccgga
gctcggegat
tgccgeagat
agaactccgc
cgctggtgeg
ggatgcgggc
agcaccgccg

" gactctcgeg

cgacactgga
tccgetggtg
ccgggaggac
gcccgcecgeg
ggcggaggct
gg9g9g9gtgcgg
gttcgceggg
ggtctcgtcc
ggcgctcggce
gctgcgcecegg
cgccceegtce
cggcaccatg
ggcggagacc
gcggtggecg
gctgecegeg
ggccgegggt

cctgtecggce
cttcgeecegg
ggtggcggece
cgggctgctg
cgacccggtc
ggaggacgtg
cgacctgccg
ctggctgacc
ggagcacagt
catcgagctg
caacacgcgc
catcaaccac
catcctcggce
cgccctcacc
cctgctcgag
catgcccagce
ggcgtgttga
tgtgatcgat
gtgctgatgc
cccatcgegt
ttcgtgccgg
gacctggcgg
€ggggggtcc
cggctggegg
ccgctggteg
ctggaggagt
ctcgaccggt
ccggacgcgg
cccgactggg
ctgccceggt
€gcggagggg
tcgectgeect
tgcgacgcgg
cggccgcagg

ctgtggctgg
gcctggaagce
cgggcgtgceg
cggacgaagt
gcggagtgga
ctcggtcagt
accgtcccga
gaggaaccga
gaggacgagg
gtggcgaccc
atcgtcgact
agcggttcgg
ggcatcctgg
ttcgctecgg
gagccgeggt
ccggccggga
accggcgege
ctcgtcgact
gggccctctt
gggcectgeg
tcgeectgeg
gcgcggecga
tgagcgggge
acgcctggeg
cggcggcect
accggcgagce
tccecggaggce
tcgcccacga
cgttcacgeg
acggcgeege
actgcgaact
ccgcgatgcg
tggtgcacca
tcgtcatgge
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aaccgctcaa
ccgacctggt
gggccgegea
tccttcagge
tgacctgggce
ggagcgtgga
tgcgctacac
aacggcctcg
tcceggtgea
tggacgacgc
tcgtgcccat
gcacgtgcaa
acgccgccgt
aggaggtgac
tccgegacgg
tcgtgecgac
gggcccgtgce
cagccgtgga
cacgaccgcg
ggcggcecggce
gtcggggctg
99cgggggcg
gctggcgegce
gccggatctg
cggggtcccg
ggccgaggcec
ggcgcgegtg
cggggtccgg
cggtcgcggg
cgggatggcc
gctcgtggeg
gtacgccggce
cggcgggcag
gcggctcgac

cggcgecacg
gctgtgggag
cgccegegte
ccaggcgegt
cctggegege
cccgatggeg
cccgtacaac
ggtctgectg
gaggtttatc
ccagcgggac
ggacgcgttg
caccgccgeg
acggcagcac
cggcgcgtcg
cgcgeggegg
cctggagege
cggcggtgac
ccggttcgee
ccgctcgegg
cacgaggtac
ccgtcegect
ctcgegegge
gtcgceeggg
atégtcagcg
tgggtccgct
gagttcgege
ctcgatccgt
cacgtaccgg
ccgcggatct
gacttcctga
gtcgacgacg
cggctgecge
ggcacgtccc

gaccagttcg
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accctcgaca
ccgttcacct
ctgtgggggc
cagcccgagg
tacgggtgcg
gagggcgtca
gggtcggcgg
accctggggg
gaggcgctgg
ctgctgccga
ctgccgacgt
ctgcacgggg
atgttcgcge
ctgaggagcg
ctgaaggagc
ctcacggccc
cgcccgaccc
tgtccgegec
gccacctgct
tggtggcgac
cgtgcgggcec
cccgcggage
gcagtctggc
aacgggccga
accactggtc
ccgagcetggc
ggccggtgtc
cccacgggga
gcgtgacgcet
cggagctggt
acgtcgtcgce
tggcggaggt
tgaccgcgct

acaacgcgcg

21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23940
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ggcactggeg
cgtggccgeg
gctcgccgag
cccggggcecc
atctggaagt
cgtccggett
gggcggtggc
gccgggegga
%cgtgcacct
cgctgcgggt
ggccegeccc
agggcccgta
aggaggtggt
ccgggtggac
cggtcacgat
cccgegectt
tcggtacggg
ccgagcggac
aggcgggega
ggtctccect
acggagcgag
gctcggtege
ccgggtcgag
ctgcatcgac
ggtgggccgg
ggtcggcggg
cacggcctge

gcaccgegtc
ggcgagcggce
cgcgcaggac
caacctggcg
gggcgtgttc
€gcggegggc
gcgcgcgacg
ggtcggtctg

9cggcggggg
gggtgcgecg
gagatggcgc
gggccggaca
actcaaccgt
catcgggtcc
ccggcgegag
cctcgeecgg
cgccgeccac
gaacgtcggt
ggccgtggtc
cgcccggceag
ccgeggegtce
gggccgcggg
gtggcacgac
c€gcggcggeg
ccggctggag
g9gggaggccc
cttcgagagc
cgttccgttg
gggtgggatc
agcgcgacce
gacggtgacg
accgcggaca
tggctggeca
gacatgagcg
gagcagtcgc
gaccacgccg
aaggtgacct
gcggccegge
gtgcgccacg
gcctggtege
gtcgcggtga
atcgaggcgt
gcctgggtge

cggccctget
aagtgctgga
tgctgecegtce
tgccgeggag
tcgaacgatc
gccctggtceg
accccegttc
ccggacgagg
atcggeggeg
ctgctgcgeg
ctggccagta
aagtcggcgg
gtgctgegge
gtggtcgegt
ggcacggtcg
ctcggtcacg
cccttgggag
cccgtaccgg
gcggtctgtg
€gggcggggce
cgaacgtgag
tggtgagccg
cgatgcagct
tctacggcetg
agagcgccege
aacggctcaa
tgcggcgect
cgccgtggga
acgtggggtc
ggcgccagtc
ccgagctgga
cgctgcacgg
agtcggcaca
acgaggggtt
tgtcceggee

Page 13
cgtaccgccg

gaacgccctg
gccgteggeg
ttacccgaac
cgcgegggec
ccgagctggc
ccgegggagce
tcggggecge
cgcggtegtg
acgtggccga
ccctecaggce
ccgaggaggt
thCgaCCgt
cggtggcacg
ggcgcgatct
tggagcggct
aggtgttctc
tggtctccac
aCCCCtCCgC
tcggegeegt
cacggaccgg
gCtCtggCtg
gatggaggcg
gcggatccac
gcggcgggag
cgacggcgge
gggcgtggac
Cgagatctgg
gtcgaacttc
cctcggtctg
aCththCg
cgggctgctc
ggggcgggcec
Ctgcggccgg
ggggatcage

tcccgggeca
tatgccaagg
gcggtcggac
gaggatgcgg
ggtgatcacg
gcgcatgecg
acgggecgec
cgtcgagggg
gcgecgeggec
cgcgttcegg
cggcgtcgag
cctgctgcgg
ctacgggcge
gcaggccgtc
gctccacgtg
ggacggcggc
ggccctcgec
ggagccgccc
gttccgcgeg
ggtggagacg
gagcaggccg
ggcaccgtga
gcggtcgacc
aagggccaca
gacgtcctgc
ctgtcggcge
cacatcgacc
caggcgatgg
gccggctgga
gtgtccgage
gccgeccagg
agcggggtgce
cagctgctge
atcggcgegg
ggcgcggtga
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ctceccgegge
cggcagcecegg
tcctggaaca
tgtgacgtga
gtggtcggcg
gtgcggctgce
gtcgaggtcc
gcggacgccg
gacgagcggt
gaccgctcgg
ctgtccegge
gccgecteeg
agcccgctga
tcgggcgage
gaggacgcgg
acgtggtccg
gggctggtgg
gaccatgccg
gtgaccgggt
atggtggcceg
cgcacacgcg
acttcagcgg
gcggcatcaa
ccgaggaact
tggccaccaa
ggcacatcgt
tgtaccagat
accgtctggt
acgtcgecgce
agtgcctgta
cgtacggact
tgcgcaagct
tgcccgaget
atccggcecga

tcggtecgeg

24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020

25080

25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
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cacggtggac
actggccgag
gtggatcagc
cgacgtcgag
cccgttcgac
gcgecttege
ccttctecte
ggaggatgac
gggagcggtc
cctcgaacgg
ggcccgectce
cgccgtacac
actcgatctg
cggcttcgag
ggacgtcgeg
tggaggtgac
agtagtccac
ggtcgatgec
tgctgecgat
cgaccttgec
cctcgecgta
ccggggaaca
ggaacacccc
cgcagacgcg
ccggeecgtg
cggcaccagg
gggatcgtcg
ggcccggaag
caggatcacc
ccgccaggcec
gcgatcggtg
ctcgtectcg

ctcgacccgc

gcgcaggaag

cagctggact
ctggacgcca
tgaagggggt
cgcgggcagce
gaacccgtcc
gtcctecteg
gctcacctcg
gttgcccttg
caggaagccg
tgccatgccg
gtccctcggg
ctcggtgage
gcgcagcgeg
catggcgggce
gacgtcgctc
ggccttcgec
gaccaactcg
gaccagtcgc
gtcgaggacc
atgcaggtgg
catgaggtcc
cgcgacgagt
ggtgagcgcc
gcacgcggtg
gccaggtegg
tgcaggegge
gtgaatccgg
tcggctecga
gtgccggecc
tcggggecge
acggtggtga
gagtagtgca
gacagctcca

tccgegtegg

cggcgcetgeg
tcttcecgec
gcatcggecg
gggaagacca
cggtagatcc
gacacgatgg
ccgatgcacg
gtggaggcgc
cgcagggegt
tccagtcccg
tgccgggaac
tcggcccgga
tagtactcca
aggtagctct
atgaagcgca
cgccgegeec
gcgttcggeg
gggccgtcgg
aggtcgtccg
tcgaccatga
gggtcggggg
tccagcggga
tgttcgeccca
gcaatcatgg
gagcttccag
cgatcgcgcec
cgaagcggta
ggtgcacccc
ccagcgacac
gccgcageag
ccagcacctc
ctccggtgge
g9gggcgtggc
gtccggtgaa
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gtccctggac
cctgggcaag
acgtcacgcc
gtcggeccgec
agggcaggac
ggatgccegt
gcaggtcccg
égtacccgag
c&cgctggtc
cggcggectc
cggtcctggce
tgacggtgag
ggtgctcgtg
gctccatcat
gcgggtccgg
cgaagcggtt
ggtacaggtc
cggggtagcc
ggccgaggtc
agggccggat
tgtggcgcag
ccgacggcac
ggtcgagtac
ggtcctttcg
acggagggtg
ggtggcggceg
ggccacttcc
ggceeggtgce
cacccggcac
cacgacgccg
gtggtcgggag
gttcatctgg
gcggctgatc
gtcggaccgce

ctggtccteg
ggcggcecggg
ggccgatgec
gccgtcgagg
cagcaactgg
cccgggggtg
ttcggtgatc
ggtcagcagg
ggcgacgcgg
ggcggceccgg
gagcgtgacg
gccgacgegt
gcagacgatg
ccagacgccg
caggtcgtag
ctcgaaggtc
gcggaacttg
cttgaggagc
caccagccgg
gccegagegg
ttgcacgagg
gacctcgtcg
ggagagcagc
ggatcctggc
tcgggggcgg
gaggcgtcct
atcatccggt
gcctggtecg
gaggtggcca
accgegecgt
tcgtcgatga
ctggtgcgea
cgcatccgga

tcggcgtecc
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gggaggccga
cgccggacgce
gccggtcaca
aactcccgcet
tccggettcet
aaacgccccg
ccgcagtact
ccctettggce
cgggcgaagy
atgcgggceca
cacaggctgc
tccgccatcc
tcgtacgegt
tccteggega
aacatcgcga
gcgegggtga
ccgceggteg
gtggcgtcgt
cggacggcgg
tagccgtagce
ccgcatcegg
cggtcggecy
tccttgttge
cggggcgceceg
gccgggggga
ggcacgggca
tgcgttcggt
tcagccageg
gcagcttgat
agggaccgaa
gggcgcgcag
gggtcagttc
tgtccagcga
ggcggaagga

26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
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cgcctggtac
c¢gggaggccg
gtgggtgacc
gaagttcagc
cgggagcacg
gtcgttcttg

caggacgtcc

atggagcggc
gtcagccggg
tcggeccgtt
cggtcggega
aagtactcgg

ctggccaccg

ggggcgagcec

gttgtccagg “tcccagacca

gtcgttccct
ccegeggecg
ggaccagttc
gcgcecgtge
gttcggcccc
ccatgtcggg
gctgttcgge
gcgtgccgaa
ggatgcccag
gcagggcggg
ccaggtggat
" cgegtacgee
cgaagaccac
cgacgacttc
cgccggecte
aggcctgetg
tcatgacgct
gccggetggt
gggagccgag
cccggtcgec
tgtcagccac
accatcgegt
ccgtaggtct
acggcgaaca
agcagttccc
gacgtcgtgg
cgagcaggcc

tctctcgata
gcggggacac
gcagatctcg
gacgacgtgt
gcgtgcggeg
gctgcccteg
gacgaacagt
ctgctccegt
ggagccccag
ggtgcggtcg
gtcggcgtgt
gggggccgag
cagcaggtcc
gtcgeccgtcg
ggtgaacgcc
gtccgetecg
ccgcaacgag
ccagccgagg
gtcgtgcagce
gaccagcgceg
ctgcgtgccc
cgacggtgcg
tctccaggtg
ggtcctggtc
cggcgacctc
tcatcgegtg
ctggcggacc

ggcgggtcga
tcgectgetce
cgaagggctg
tctcgeggac
cgacgccgag
cctgcaggat
ggacctcgtc
ggcatttgac
cggcggttge
gggccggttc
ttgctgeect
cccteecgeg
ccggtggcecg
tcccactggg
tcggcegaggt
ccgceggegt
gccaccgaca
tggccctgga
ccggcecegege
gcgggeacca
gcgtacgegg
gaggtgatgc
acggcggceca
gcgagecggce
ctgcagaggg
ccgeegtgga
aggccgaggg
gtgaacagct
ggtcgccteg
gaagttgtcg
cacgacgagc
gcgcteccag
gtcggeggtg
gcctectggt
ttgtccagca
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gtcgacggtg
ggcggcegtag
gtcgtcgatg
cgacttcgac
ctgttcgagc
gccgegegeg
ctcctecgagg
caacggctcg
gaccgcgact
acccggecge
cgatgatctc
ccccggecga
cgacgtgcett
cgctggegtg
gccgggcegac
gacgtgcggce
tccggcecgta
gcagggcgtc
ggcagccgtg
cgacggcgec
cgttggtcge
gggtgcgcag
gttcgccgec
gcagcgtcca
cgccgacgtg
ccgegggege
gcagctcgec
cctcggectc
ccgggcgcgg
agcatcaggt
tgcatggcga
gtggtcttgg
ggggtcgtgce
agtcgtagaa

gcagctcgcet

acggtgcccg
gtgcggacct
aaggcgaggg
ttcgggeccc
ttcgcccagg
tccagctegg
agggtgccct
gcggegttgt
cctcgacagg
ggacatcacg
catgagcttg
cgccagcacc
ggccaggacg
ctcgcacgec
gagctggtgg
ggcggecagg
gctcagegeg
tgccggceage
cgcgtcggtg
cgcgeectge
ccacaccttg
ggcggacagg
ggtcaaccgg
ggcggccatg
cgcggtgagt
ctgtgcgeac
cgtccggtec
ggtgccgtceg
ccagccgtec
cggcgeeget
acagcgagga
tgcggtectc
cggtggggtc

tceceecggecg

€gggcggagce
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ggctgaactc
ccggcagttce
tgctcggege
agccgatcect
cgtgatcgtg
tgatggtccg
gccagagggt
cccggtgceac
gcgtacgegg
tgccgggceca
gcgtcgeggt
tgcacggccc
gcggcgacca
cgggcggegt
tccgagagcec
caggcgcgcea
gtggtgacca
cggaccccgt
atgcgctcga
tccgtgegge
acgccgtcga
tcgetgecgg
ggcaccaggg
ccctgegagg
tcgeegttge
agcaggcccc
cactcggccg
gcgtgggagg
gaccagccgg
gatgacgatg
catcccgecg
gaggaacccg
gggccgaccyg
ctcttgeggc
gccggatcge

28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
29160

29220T;Z,F“:

29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880
29940
30000
30060
30120
30180
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cggtccgttc
ccgtggccag
ccggggtgge
ggcggctggt
acagcaggtc
cgaccgtggg
gggggacggc
tcccegggeg
cggtgacggc
tcagctecccce
gcagcgcgac
ccgggtgecc
gcacgacgag
<210> 2

<211>
IER

<400> 2
ctgcaggegc

DNA

gacgactact
tggfccatgg
cgcgtcgacc
gacgcggcgg
ggccccggec
catctgccgg
acgaggaacc
tcgttcgeeg
cagatcaccg
gtcacggcca
tccggegeac
gttcgaggac
gtggccgtceg
gcagtcgtgc
cgaggcgatg
gtcggegtcc
cgaacggggc

gtgcatcacc
gggtccggtg
ccggeccteg
cacgaagccg
ccgggtggec
gatcacgtac
gtcggeccage
cgccacggac
ctcgatcacg
gggcgggcgg
cgcgtcggag
gtgtccgacg
cggagaattt

11171

gcgggctgcet
gcgegcagat
gcgggetget
tgctcgcgat
agatggtggc
aggaggaggc
gcggtgacat
tgcggeccga
aggacgacca
agcacgtgat
tctccgacgt
cccgegeacc
acggaagcca
ttcgcggagg
ctggactaca
gcgacggecg
gcaagagctt
cgggtgctcg

cgcagcgagt
cggtggccga
tgcaccaccg
gcgecgtege
c€gggcggecg
gcggggttca
tcgtcgatgg
gccaggtccg
gcggtcgegg
tcgtggggea
gcggcecgege
gcgagtgceg
tccttggaat

Streptomyces ambofaciens

cgggcaggag
ccgcgaggtc
cgcgcaccgg
cgtcgacgec
gcggatcggt
gctgctcgeg
cggcgeggeg
ggcgttcgac
ggttcacgac
cgaccacctc
gctcgteggg
tcgegeatec
cctacgtcgt
tcccggeggg
tcaacgagaa
ggcaggacgc
gcggcgacgt
ggctgctggg
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cggccaggtt
tgcagtcgceg
cgatggcgtc
cgacgacgat
cctctecget
tgaagtgcac
ggacgcccga
ccagcacctc
tggcgacggc
gcgegeccat
gcgccecgge
cgatggccgt
cgggcacgga

gcgecccgecg
cagcccgagg
gtcgccacce
tatccgeecg
gaggaactgg
gatctgcggg
gtccgegtgt
ggggacgtcc
gtcgccgect
cacgaggacc
catctgcceg
cgatgaggaa
gctggtcaac
ctggtccgtc
ctggaccgac
cccttgagec
ccacgcccte

tcacaacggg

gtccagtccg
catcagcgcg
gttcagcatc
gccceggegg
gcgcggtecg
gccgacgagg
ggtgttgctg
dggccttecge
QQCCQQCQCC
cagccgggcec
ggaggtgtcg
gcccatgacg

tcc

agagcctcga
gcccgtaccg
gcctecageg
cctcggtgeg
gcttcgacgt
cgaaggggca
acgtcaacag
tcttettege
ggcggccgta
tcttgatcga
cggacgacac
ggaaacatca
gacgaggggc
gtggtgccgg
atgcgcccca
aggacgccat
gacggcgtgg
gccggcaaga
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atcaggtcgg
tccacggtct
cggtgcagea
cccaggecgg
aggaccacct
tcctegggge
acgagcagceg
tcggggtect
tcctegacgg
gtccgcagat
accagtgtga

cccgcgecga

cgcgatgatc
gctgctcgge
ggcggggcag
ggccgactgg

ggaccgggtc
tccectgggg

ctcgecgectg
ctccgggacc
cgtcaccggg
accggccgceg
accccgegeg
tgagcaaccc
agcactcgct
agacggaccg
agagcctcgt
gatccgggcyg
acatcgaggt

cgaccttggt

30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30943

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
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gaacatcctt
cgtcgcgacg
ggtggacgag
gggacggcegt
ggcggcccac
cgccagcctg
cccggcegacce
cgtcctgctg
cctgtcgaag
ccaccggtcg
gctcaccgec
cgtggacacc
ggccgtcgag
tccctcacce
cgccgtgaag
cggcctcgge
ccgeegectg
gatcttcggc
cgtggtgccc
cctggtcagg
gttcctggtg
cgtcctegtg
cacgtccgee
cgcccfcgcg
gttceccgetce
gcgeteggtg
gctggactgg
g9gcggtgggg
gcgaacgggt
cggtcggecg
ttgacccggt
agcaccttcc
aaccgctggt
atcagggtct

gccacggtct
cagggcgccg
tacctgagcg
gaggcggcgg
cagceccteec
gtcggeeggce
cggatcgecc

cceceggegte
agatccgegce
gattccgcaa
ccecgggecac
gcacctactc
cggacgtgct
tgtgggagac

accacccagt *acctggacga

ggccgggtgg
gtgcgggtag
ggcgggttcc
tcggeccggta
ctgaccgtca
gccgecgacg
gaggtggcgg
acccagctgt
gcgctgttca
agcatggccg
gcgctgetgg
gacatggaca
ctggtcgcec
gccgteggty
gccctgttge
gcgtggctge
atgttcgect
gcgcacctca
gacccggggt
atgtacgtcg
ccgtcgectg
tccgeecgta
cggccggect
gcgcggcegtc
aggcggcctt
gggtgtccgce

tggcctecgga
tccttecgec
gtccgeggtce
tcgecgggegt
aggagccgtc
cggcctgatc
tcgacaccgg
gggtactgac
gcctgatgcea
acccggacga
tcaccaccgg
acgggatggt
ggtcgctgge
tgatcctget
tcaccctgtt
gcagcgtgga
ccagtgcgtt
accccgtgac
ggagcgtgec
ccgggegttc
cccctecggg
ggcgcggaag
cacgcccgec
gcccacegtce
ctcacgccag

gcgcggtacg
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cgcgggcacg
gcgcatcggg
cctcgtectg
cgagctcctg
gggcgggatg
gttcctcgac
ggtggagaag
ggcggaccgg
caccaccgac
cgccgecgac
cgacgccggg
catccgcegeg
cctggacgac
cccaggagtt
taccccggece
cgcgcggcag
accggtgatc
cttceccgcag
catcggctcg
ggcgcgcettc
cgatctggtc
gggcttccgt
cgtcatctgg
ggtgatgtcc
cgtcccgetg
gtacgcggtc
cggcgegetg
cttcaagagg
ctcgceegygg
agtgcggtcc
ccgcgcacga
atctggccgg
ggcacggacg
ggggtgaagt

gtgaccgtcg
gtgaccggcc
atcggccgec
gagctgtteg
cgccgacgge
gagccgacga
ctggtggcgg
ctggccgact
cggctcaagg
ctgacggcceg
gagcacgcgc
ctggacaccg
gtctacctgg
ccgttggeca
ggccccgtgt
atccgttcca
atgctgttgc
ggcgtgeget
gcccagggeg
cgcgtcctge
cgtgtgttca
ccggecgggg
tcgctgatct
agcctcgegg
gacgcectec
gacagcgecc
ctgaccagca
cccecgaacg
ggaggcgggc
actccgggac
actgggcgtg
tgtcgaagac
gcctgeggtg
cctggcgtga
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ccggtttcga
agttcgcgtc
tccteggggc
agctgaccgg
tcgacctege
ccgggctgga
gcggcacgac
ggatcaccgt
ccgacctggg
cegecgecge
tgaccacgcc
tcggaacgca
cgctcaccca
tccaggagceg
ggcgtggtgce
tgtacggcga
tgctgagcga
acatcgacta
c9999gtagy
cggccegget
ccgagttggt
gtttgtgggg
gggggttcat
ttctggtgat
cggagtggct
gccgectgge
ccgegeteat
‘aatgattccg
gcggtctcag
cgtgaggtcc
tccgeggege
ccgttggacg
cggggcgacc
gaaggccagg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
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ccceggtcga
ccggtecget
ggacccatgt
atgagtctga
acgtccggea
agtaaaggcg
tcgacggtca
gcggagaaac
gcggtgcetgce
gtcacctcgg
atgcaattca
accggtgacc
cacagtctcg
tcgtcaggtce
gcgggttgtce
cgaccccggt
gtcgtcactc
ccagcagggc
cggttccatg
ccgcgacgag
gcatctcgeg
tcceggeggt
tccecgacgeg
cgccttctat
gctgtggtgg
cctgctececg
gtactggctt
cctgegegeg
gagttacggc
accggccgceg
gctgcgttcg
cttcctgatce
gtggagcacc
cggcggtctg
gtccgectece

acgagtacca
ttcccacgta
cgaggcagceg
ccggcetgecce
gcgattcggce
tcccgggtga
tcaggtcatt
gacaggccgc
gtgaatcagc
Cgacattacc
gccaccgtcce
agcgcgcgaa
tcgggggcgg
cggagggtcc
ggccgaacac
cccaccccecg
accggcectcc
ttcttcgeeg
gcggtctcga
gactccgtgce
acgttcggca
tccgtatggg
accctcacgg
ctgtegttcc
tgcgecgegg
gcgagcgagg
ccgeeggtge
gggatctgga
ctcacccaga
ctgctgatca
gcgacgctgg
atccgctacg
ccggccgega
ctgcacaccg

cgtccgaagce

cggctcccac
ctccegcetgce
cctcagcatt
gggcagttgc
ggccagccge
ggcgagcact
cggagaatcg
ggcggctgta
gggtgcggag
aagtcttgac
ggcccgatcec
ccggagttcce
ccggcgecat
ccecgggeggce
accgcgeecec
aaaagaggag
gctggtatge
accagcaggt
tcttcttcat
cgactttctg
tcgeggcetet
acgggctggt
ccagtttcaa
cgctgtggta
ggatcgccgt
aggtggcccc
gcatgctgga
agggccccgg
tggtgccccc
cggcgctggce
tgcggetggg
gacaccggct
tcgegetgtc
tcgtcgaaca

ccggcgecac
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tgggcgttga
aacaggaaca
ctggtgccgg
agggtcagga
cgagcccagce
ttggtcaccce
ggcggaatgg
Ccgaaagaagt
acggattgcg
ccaacggtcc
cgacgttcgg
cggcgatatt
gactccgacg
gcgggecgat
aggatgactc
Cgagaatcca
ggcgcfgacg
gggcagcgea
actgagtgga
gcgécgtcgc
catcattttc
gcccaatgtt
cacgcccagc
ccggetggtg
ggccgtgacg
cgggatgtcg
gttcgtectc
tccggeggtce
gatcttcacc
cgacgccgac
ccagtggtcc
gatgggcggc
cctggggatg
gccctgeatg

cgcggctccc

agaggtttcc
cgccctgeeg
tgacgaaggg
aatcctcgtt
ggggatctat
gccctgatcc
tgtccgaacc
tctgacccca
gtggcagtgg
atcaaccacc
ccgcgggect
tceggetect
ggggcgattc
ggccgcetgac
agccgttcct
gtgctccagce
gtattcgcct
ctgctgcaca
ttcgtecteg
atcgcgaaga
tccctgtegg
ctgctecgtge
tggtcgetct
cgcaggattc
tgtgtgcccc
ctcaacgagg
ggcatcgtga
tgcacggcgce
ctcgtegect
gtgcacggcc
ttcgecttet
gatctgggct
€tgggggtgg
cgcctgtteg

Cggaactcac
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gccccaggcet
catgcgcgec
aagattcccg
caccaccgtg
ttccaccgeg
cgcgcctatt

gtccagctga

“ttctctecge

ggatttcaat
ggtatacccc
ttcgggeccg
ggcgactcge
ccggccgact
tgtgtcatct
gcggtcgtcc
gcgtcgatct
gtcacatcgc
tcaccccget
cctggtcgge
tctatccget
agccggtact
agtcctgget
cctgtgagat
ccgcacggcg
tgctggcggg
tctggttcge
tggcgctgat
tcctegecge
gctccgtegt
ggcgcacggg
acctggtcca
acgagcggea
cggtcctgge
gcagccgceag

ccgcggecga

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
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¢gcggecgge
gaacgaaccc
ctgctggagt
gaggtgaccg
ttcectegecce
acggggtaca
tgcgacatca
gagtcccgga
cacgagggag
cactactacg
accctgttct
cgcgecgctca
gccgacggga
ggtgccgtca
ctgccctggce
gtcgatgtgce
gcagagcacg
cgtgtcggcec
ccggttcgece
gtgcatccag
gacgatcgtg
gtgctcgaag
gcgcttccac
ggagcggtcg
dggagaccacg
caggccgecg
gcgggagacc
ccaggtcaga
caggcccccg
gtcgtgeecyg
gggtttccag
gaggatgtgg
caggaagccg

ggagctggcec

gtgcccctge
accccgagag
acgcccggag
ccgggctccce
tgctgatccg
gcacgctgtg
gcgacaggtg
tcgacctgeg
acggctcgtt
agcaggcgct
tcggeegggt
acgagctgct
tcactctgge
ccggeccgea
gtggccggec
cgcgeecget
ccgaccttge
agcgggtagg
tcccacgect
aggtagcggt
ccgeecctge
acgatgtcga
tccegegggt
atgatggect
cagacggggt
ctggcgcecc
agctggeggt
tgggccgect
aagttggtct
tcggggctct
acgttcacge
tacggcaggt
aacgtcggga

atcaccgcga

tccegggegt
gatgatgagc
cgtcgcgetg
€ggcggceegg
gctcgteggt
catggcgegg
gcceggegtce
cgtcggcgaé
cgacctggté
ggccctggta
ggccgacccg
gcgcgacgac
ccgeeggegg
cacgtccgcec
ctcgtcgagg
tctectegtce
cctggtgctg
tgcgcgagag
cgcggtagtt
tgtcgaactc
gggtgacgta
cgtcctegec
cctgggtgtce
ccgegececat
gggccccgece
agatcagcac
aggcggtgga
tgggcatcag
cgaagcccca
ccagctccac
cgggtccegt
cgtggegegce
ggggctcgaa

ccagcgcectc
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acccgggecc
gtggcagacc
cgggacgacg
gccatgcaga
gcceggeggg
gcactgcccg
ggcgcaccgt
gcecgtccgga
ttcgtcgacg
cgcceceggeg
gccgtcgagg
gaacgcgtgg
gagtgagtcc
gccgacctgce
gccgegeggt
gcgcacgccc
gttgccgtgce
ggtggggtgg
ggcgaagtgg
gtggcggaag
gacggacgcc
cccggtgacc
ctcgtcgctc
ggcccggcac
ggcgagggcc
gttgtcgecc
gttgaccaga
ctggttggac
gatgcgctgg
cgacagacag
gcgcagcacc
ggccagegge
gatggaggac

ccecgggecce

gcgcacaccc
agacggctct
gcctgetgeg
tcatgcccga
tgctggagat
ccgacggceac
actggcgcceg
ccctecgecga
ccgacaagac
gactggtggc
acgccgacac
acatcgecect
gcacggggtg
ccgggcaggt
cagcggaacc
agcccctccg
acgtcgtgca
atcctceccct
gtgccgacga
cccgaggtgg
ccgaaggtct
tcgcggatgce
cagaagcggt
acctcggect
agctgggtgg
tgcttcatgce
ccgggcgegg
ttgacgaggg
gccgggtcga
tgcgcgacga
acgccggaca
gaggtgcgcec
cagaccgtgt
acttcgggca

PCT/FR2003/002962

ccgcagcgac
cagccccgeg
cgaactgcac
ggaggcgcag
cggcaccttc
cgtcgtcacc
ggccggyagtg
gctccgegag
cgggtacccg
ggtcgacaac
cgtcgceegtg
gctgacggtc
cggagcacct
cgccgagctg
ggttgatcgc
tgggcgccag
cggcaaccgc
tggcgacgag
tacgcttgag
aggcgcaggt
cccggeeggg
gcttgccgaa
agtcctcgge
tgcgcgeget
cgtacgagcc
cggcgecgtt
cggcctecte
ccacctcgge
gcatggtgtc
cctegtcacc
ggtcggaacc
cgtagcgcetc
tgtagttgac

gcggcacctc

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
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gtcgacgtgce
ggtgtcctct
gtcctcgggg
ttcgggcatg
aggcgctcca
agccgecgeg
agaccgcgcg
tgctgcgect
cgcagggcgg
agcagcgegt
cggtcgagect
tccagcagtt
agggtgaggc
cgcecegttgt
ctgcgcgggce
ccgtaccggt
ggcatcccgt
cacaggatgc
cagggttccc
atcgtggcgg
agcaggtact
tggtagggga
cccaccggta
gccaccegta
tagtgggtgt
ggggcgtacg
accggtgacc
gccgtgacct
tgcggtccgt
agcaccacga
gcgacccggt
gccgeggecg
accgtgtgcg
atgcgctcga
ggccggggct

agggacttgc
ttgcggacgg
gtgcggtccg
gaacggtctc
gggtggggat
cgcccgeect
ccgtgagegt
tgagcggcge
tggaccaggt
cgagcggtac
gggaggtgtc
cggagtagga
agacgcgggg
agggcacgta
ccgggtcgat
ccagcgtcca
cgagggcggc
gcgcgtgggce
acacgaccag
cgccgttgaa
cccaggtggt
cgaggtcget
cggcggtcag
cctegtgecc
tgtgggcgag
gacggcgggg
gcggccgggt
ggaccgcggt
cggcgecece
cgtgctcgtc
tctccagecg
gcgtccggeg
cgacggceggt
cgtcgeceggg
cggcgttecc

gcgggtcectt
tcacggegeg
cggcggtgat
cgatcgctcg
gatcccggeg
gatcgcgggg
cgccgeggge
gtcccacagg
gcccgetecg
gaagtccacg
cagggtggcc
gaccgcgtcg
gcggtegggc
gcacatgggc
cacccagtgg
gccgagecat
gaggaagcgc
ggcaccgcag
gtcgggcegc
cggggcgaag
ctcctecteg
gcccatctcg
gccggtggag
ggcggcgege
ggatgtcagc
tcatcccggg
caggggcggt
ggtggcggcec
gagcggctcc
ggcggtgatc
99ccgggggg
ggccctetec
gacgacgggt
ggcgacgcecg
gaggccccgg

Page 20
gtccgcgetc

gaaggactcg
cgcggegage
tgtcgtcagg
ggcgtggggt
tcgtgcacgg
aggtcgaacc
gagggcagca
ccgtggtgga
ggcacgacgt
accacctcga
cggccgtagg
ttcttgccga
accgtggtct
ccgagcacgt
tcggegatgg
aggcgggagce
gcgegggecg
cagccacggg
cacagggcgg
ctctccacct
gcgagcagct
gtgatgacgt
agcgcccagg
aggacgcgcea
tggacccgga
cccteggecce
aggcggatca
ggcccgggga
cggcggeege
cgctcgegea
cactcccccg
tcgggtgege
tcgtgcagga
gacttctccg

ggcatcccge
ggcaggggca
agcgegcetct
tggcceggtg
cggcgagcat
ccgtgtgcac
cggcggacag
ggatctgcgg
tgatcgegge
tgtcggggag
tgtccagcecg
tctcgeggge
gccagggttc
ggcccaggtc
cgcgttegtce
ggtcctcgeg
gtccgatggce
cgaccggccc
cgaagtcgac
ccatcatgct
caccgaactc
ccgeggeegg
cggtgaggga
cgaggggcac
cagcggctcc
g9gcgggcgca
gcaggccggg
gcgggagggc
tctcecgtec
cgagttcgag
gcacctggtc
gcecggecgag
cgaccgcgag
ggagggcgag
Cgacgagctc
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ggaacatgtc
gcgecgegat
gcgcatggct
cagggcggtg
ctcctegetce
cgcgtcggec
gcgctggagt
cactccgtgg”’
gcagctcggc -
ggtgcccagg
gccgagcegec
ggacacgccg
gatcacggag
gaggcgggty
gaaggcgagc
cagttcctcc
gtcggggcecc
cgcgtaggtc
gatctcgtcc
ctgctggecg
gaagccccgce
tcggtcgtcg
gggcgggcetc
cagactgtag
ggtctgggag
ggcgceccagg
caggcggcecg
gagcgccagg
ggcggeggec
gcecggtgtgce
gacggcgttc
cagccggtgg
gagcagcgcg
cacgtcgtcg

ggggaccagg

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
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tcggccagtg
atccgggegt
cggcccggcea
ccgacaaggt
gtggtgcgcg
agcgcccgcea
agcagttcct
aggacggccg
aaccacggtc
aggatcagcg
tggagccgac
gcgggggccg
tgggggcgct
ccgggcecgceg
gaccggacgg
cgtagtcggc
cgggtccggc
gcgagacccg
gggtgaagga
ggtcggtgaa
agctgaacat
cttggtggaa
gttccaggcc
" cgcaggccac
tctecteggce
ccgegatgtce
gtgcgggagg
gagcatggtg
ccgccagtcg
ggccagcagg
gccggecatg
<210> 3

<211> 711

<212> DNA
<213>

tgcggacggc
cgagctgggg
ctccgaggag
cgaacccggce
ccgcgcaggg
ggcgtacgag
cgtccgggeg
ccgccacctce
cgcgggccecg
cgtacgggtc
ggccgagcege
tttcegtgge
cgcacgatcg
gcggtccgeg
gccgecttec
gcgcgggaac
gaggaggtag
gcagacggtg
ctcggggaac
ggcccgceage
gcaggtcacc
ggtgacaccg
ctcgacgtgg

‘gtcgagcagg
ctcctgeccgg
gtcggegtac
ctgtccagec
aagtggttgc
ccccgegecc
acgggggctt
g

gtcggceggac
gccgeaggeg
cctgagcatc
gtcaccggtg
cgcctgggec
ctccgegegt
gcgtccggec
ggggtcegeg
gatctcccgt
gccctggttg
acggacgccc
aagggtgggc
ggggacccgg
tcggcaccgg
tggtagacca
agggtgatgg
tgcacctcga
cgctcgeecg
caccagggtt
gtgctgtcga
gcgtcgaacc
gggttccgge
tcgaagaggc
gtccgggege
tagtccttec
atcagtgttt
attcgtgcac
cgggcacgtc
cgccecgeggg
cgagggcggt

Streptomyces ambofaciens

Page 21
tccecgggeca
gcgagtgecc
agctcgacgg
ggcagcaggce
ggggcgtacc
tcgtggtggg
cggtccageg
gtcacccag;
tcgaacgget
ccggcgeacc
gtgctcgtgt
atggctgecc
gtgtgccggg
gtcagcggeg
cgtcgcagec
tgtggtcctc
tgcgggtgge
cctecgtgat
cgacgacgat
gttcgtéggt
ggcgtcccag
cggtcgegag
cgtccaggtg
ccggecggtg
ccttececte
cccteeggtg
cagggacgcg
ggcgacggte
cggccacgceg

gagccgggtt

cggtcagcag
gcgeggeggt
cgtagggccg
ggccgageac
ggctgageac
ggaacgcctc
tgccgaagcg
cgtccagctg
cggggteage
agtgtgcgge
ccgegetegt
tgcctttett
tgggtcgggg
ggtgccgatg
ggcgcgetcg
ggtcaggtga

gttcccctece

gctggcgceceg
gacgccggac
ggtccgcagg
ggagaacgag
ggccagcatg
gtgcaggtgc
gacgcgcacy
gtggaccagg
agcggggegg
gtgtgccggg
cgtgcgaacg
cacaggggtt

ccgagcacca

PCT/FR2003/002962

ttgcggggec
ggcgcggtcg
ggcgacctcg
tctgcgggcg
€ggggcggcc
ggcgaggggce
cgggteggec
ttcgetgegg
gacggcgcege
ccgggtcage
gctcgtgetce
ctcgggtcga
caacccgcct
aacagcccge
aaggccgcect
cggacgccgce
cgtacggagt
acgtaaccgg
ggttcgaggt
tggcctatgg
cgcatgtccc
tcggcggaga
tggccggtgc
agtgcggcga
tcgtagacgg
gaccgggctg
cgtgttcggt
ggacctggga
cggacgcccg

gccgctgata

9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740

10800

10860
10920
10980
11040
11100
11160
11171
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<220>
<221> DS
<222> (1)..(71D

<400> 3
atg tac gcc gac gac atc gcg goc gtc tac gac ctg gtc cac gag g?g 48
get Tyr Ala Asp Asp ITe Ala Ala val {yr Asp Leu val His g;u Gly

5 0

aag g?g daag gac tac cgg cag gag gcc gag gag atc gcc gca ctc gt 96
Lys Gly Lys égp Tyr Arg GIn Glu gga Glu Glu Ile Ala éga Leu Va

C€gc gtc cac cgg ccg g?c gcc cgg acc ctg ctc gac gtg gcc tgc ggc 144
Arg val g;s Arg Pro Gly Ala Agg Thr Leu Leu Asp Xg Ala Cys Gly
4

acc g?c cag cac ctg cac cac ctg gac g?c Ctc ttc gac cac gtc gag 192
Thr goy GIn His Leu His g}s Leu Asp Gly Leu zge Asp His val Glu

g?c Ctg gaa ctc tcc gcc gac atg ctg gcc ctc geg acc g?c c€gg aac 240
gsy Leu Glu Leu ser 9ga Asp Met Leu Ala %gu Ala Thr Gly Arg an

ccc g?t gtc acc ttc cac caa g?g gac atg cgc tcg ttc tcc ctg gga 288
Pro Gly val Thr g?e His Gln Gly Asp ggt Arg Ser pPhe Ser bgu Gly

cgc cgg ttc gac gcg gtg acc tgc atg ttc agc tcc ata g?c cac ctg 336
Arg Arg Phe QSB Ala val Thr cys TSE Phe Ser ser Ile gl% His Leu

€gg acc acc gac gaa ctc gac agc acg ctg cgg gcc ttc acc gac cac 384
Arg Thr Igg Asp Glu Leu Asp igg Thr Leu Arg Ala Egg Thr Asp His

ctc gaa ccg tcc ggc gre atc gtc'gtc gaa ccc tgg tgg ttc ccc gag 432
Gly

Leu Glu Pro Ser val Ile val val Glu Pro Trp Trp Phe Pro Glu
130 135 140

tcc ttc acc cce g?t tac gtc g?c gcc agc atc acg gag gcg g?c gag 480
Ser Phe Thr Pro Gly Tyr val Gly Ala Ser Ile Thr Glu Ala G y Glu
145 150 155 160
€gc acc gtc tgc cgg gtc tcg cac tcc gta cgg gag g?g aac gcc acc 528
Arg Thr val cys égg val Ser His Ser Xaé Arg Glu Gly Asn ﬁ;? Thr -

7

€gc atc gag gtg cac tac ctc ctc gcc g?a ccc g?c ggc gtc cgt cac 576
Arg Ile Glu XSO His Tyr Leu Leu ﬁ%? Gly Pro Gly Gly ng Arg His

Ctg acc gag gac cac acc atc acc ctg ttc ccg cgc gee gac tac gag 624
Leu Thr g;g Asp His Thr Ile ;hg Leu Phe Pro Arg é&? Asp Tyr Glu
0

gcg gcc ttc gag cgc gcc g?c tgc gac gtg gtc tac cag gaa g?c g?c 672
Ala 318 Phe Glu Arg Ala glg Cys Asp val val ;%5 GIn Glu Gly Gly

ccg tcc g?t cgc g?g ctg ttc atc g?c acc cgc cgc tga 711
Pro Ser Gly Arg Gly Leu Phe Ile Gly Thr Arg Arg
225 230 235

<210> 4
<211> 236
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<212> PRT

<213> Streptomyces ambofaciens
<400> 4

get Tyr Ala Asp Asp Ile Ala Ala val I5r Asp Leu val His ggu Gly
5

Lys Gly Lys égp Tyr Arg Gln Glu é}a Glu Glu ITe Ala éga Leu val

Arg val His Arg Pro Gly Ala Arg Thr Leu Leu Asp val Ala Cys Gly
35 40 45 4

Thr Gly Gln His Leu His His Leu Asp Gly Leu Phe Asp Hié val Glu
50 55 60

Gly Leu Glu Leu Ser Ala Asp Met Leu Ala Leu Ala Thr Gly Arg Asn
65 70 75 80

Pro Gly val Thr Phe His GIn Gly Asp Met Arg Ser Phe Ser Leu Gly
85 90 95

Arg Arg Phe Asp Ala val Thr Cys Met Phe Ser Ser Ile Gly His Leu
100 105 110

Arg Thr Thr Asp Glu Leu Asp Ser Thr Leu Arg Ala Phe Thr Asp His
115 120 125

Leu Glu Pro ser Gly val 1le val val Glu Pro “Trp Trp Phe Pro Glu
130 135 o "140

ser phe Thr Pro Gly Tyr val Gly Ala Ser Ile Thr Glu Ala Gly Glu
145 150 155 160

Arg Thr val Cys Arg val Ser His Ser val Arg Glu Gly Asn Ala Thr
165 ’ 170 175

Arg Ile Glu val His Tyr Leu Leu Ala Gly Pro Gly Gly val Arg His
180 185 190

Leu Thr Glu Asp His Thr ITe Thr Leu Phe Pro Arg Ala Asp Tyr Glu
195 200 205

Ala Ala Phe Glu Arg Ala Gly Cys Asp val val Tyr Gln Glu Gly Gly
210 215 220

Pro ser Gly Arg Gly Leu Phe Ile Gly Thr Arg Arg
225 230 235

<210> 5

<211> 1272

<212> DNA

<213> sStreptomyces ambofaciens
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<220>
<221> c¢Ds
<222> (1)..(1272)

<400> 5

atg ccc acc ctt gcc acg gaa acg gcc ccc gcg agec acg agc acg age 48
get Pro Thr Leu Ala Thr Glu Thr Ala Pro Ala ser Thr Ser Thr Ser

5 10 15

gcg gac acg agc acg g?c gtc cgt gcg ctc g?c cgt cgg ctc cag ctg 96
Ala Asp Thr ggr Thr Gly val Arg Sga Leu Gly Arg Arg ggu GIn Leu

» 8CC C€gg gcC gca cac tgg tgc gcc gge aac cag ggc gac ccg tac gcg 144
. Thr Arg é}a Ala His Trp Cys Aga Gly Asn Gln Gly ﬁsp Pro Tyr Ala
4 5

ctg atc ctg cgc gcc gtc gec gac ccc gag ccg ttc gaa cgg gag atc 192
Leu §ge Leu Arg Ala val e;a Asp Pro Glu Pro gge Glu Arg Glu Ile

€gg gcc cgc g?a CCg tgg ttc cgc agc gaa cag ctg gac gcc tgg gt 240
2;9 Ala Arg Gly Pro ;Sp Phe Arg Ser Glu ggn Leu Asp Ala Trp Xg

acc geg gac ccc gag gtg gcg gcg gec gtc Ctg gcc gac ccg cgc ttc 288
Thr Ala Asp Pro g}u val Ala Ala Ala 381 Leu Ala Asp Pro Sgg Phe

g?c acg ctg gac cgg gcc g?a CgC CgC ccg gac gag gaa ctg ctg ccc 336
Gly Thr Leu igg Arg Ala Gly Arg Qgg Pro Asp Glu Glu igg Leu Pro

ctc gcc gag gcg ttc ccc cac cac gaa €gc gcg gag ctc gta cgc ctg 384 .
Leu Ala glg Ala Phe Pro His 233 Glu Arg Ala Glu kgg val Arg Leu TR

€gg gcg ctg gcc gcc ccg gtg ctec age €gg tac gcc ccg gcc cag gcg 432
Arg égg Leu Ala Ala Pro ng Leu Ser Arg Tyr é18 Pro Ala GIn Ala
4

€cC tgc gcg gcg cgc acc acc gec Ccgc aga gtg ctc g?c cgc ctg ctg 480
Pro Cys Ala Ala Arg Thr Thr Ala Arg Arg Val Leu Gly Arg Leu Leu
145 150 155 160

€CcC acc g?t gac gcc g?g ttc gac ctt gtc g?c gag gtc gcc cgg ccc 528
Pro Thr Gly Asp ﬁgg Gly Phe Asp Leu X;g Gly Glu val Ala é;g Pro

tac gcc gtc gag ctg atg ctc agg ctc ctc g?a gtg ccg g?c cgc gac 576
Tyr Ala val g;g Leu Met Leu Arg igu Leu Gly val Pro gg% Arg Asp
5

€gc gecc acc gcec gecg cgg gca ctc gec gcc'tgc ggc ccc cag ctc gac 624
Arg Ala Igg Ala Ala Arg Ala Egu Ala Ala Cys Gly Pro Gln Leu Asp
0 205

gcc cgg atg gcc ccg caa ctg ctg acc gtg gcc €gg gag tcc gcc gac 672
Ala 958 Met Ala Pro Gln 5%? Leu Thr val Ala 358 Glu Ser Ala Asp

gcc gtc cgc aca ctg gcc gac ctg gtc ccc gag ctc gtc gcg gag aag 720
Ala val Arg Thr Leu Ala Asp Leu val Pro Glu Leu val Ala Glu Lys
225 230 235 240

tce cgg g?c ctc g?g d4ac gcc gag ccc cgg ccc gac gac gtg ctc gcc 768
Ser Arg Gly Leu Gly Asn Ala Glu Pro Arg Pro Asp Asp val Leu Ala
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245 250 255

ctc ctc ctg cac gac g?c gtc gcc ccc g?c gac gtc gag cgc atc gcg 816
Leu Leu Leu 9%8 Asp Gly val Ala ggg Gly Asp val Glu érg Ile Ala
70

Ctg ctc ctc gcg gtc ggc gca ccc gaa ccc gte gtc acc gcc gtc geg 864
Leu Leu 5;? Ala val Gly Ala ;rg Glu Pro val val ;hr Ala val Ala
8 85

cac acg gtc cac cgg ctg ctc g?c c€gg ccg g%g gag tgg gag agg gcc 912
His 535 val His Arg Leu Egu Gly Arg Pro Gly ggg Trp Glu Arg Ala
5

€gC cgg acg ccg gcc gcg gcg aac gec gtc gac cag gt ctg cgc gag - 960
Arg Arg Thr Pro Ala Ala Ala Asnh Ala val Asp GIn val Leu Arg Glu *
305 310 315 320 .

€gc ccc ccg gec cgg ctg gag aac cgg gtc gcg cac acc ggc ctc gaa 1008
Arg Pro Pro Ala égg Leu Glu Asn Arg gga Ala His Thr Gly ;gg Glu

ctc g?c g?c €gc cgg atc acc gcc gac gag cac gtc gtg gtg ctg gcc 1056
Leu Gly Gly gzg Arg Ile Thr Ala gzg Glu His val va ggo Leu Ala

gcc gcc g?a €gg gag atc ccc g?g C€Cg gag ccg ctc g?g g?c gcc gac 1104
Ala Ala gsg Arg Glu ITe Pro 36% Pro Glu Pro Leu §6¥ Gly Ala Asp

g?a €Cg cac ctg gcg ctc gcec ctc ccg ctg atc cgc ctg gcc gcc acc 1152
Gly g;g His Leu Ala Leu é;? Leu Pro Leu Ile ég Leu Ala Ala Thr

acc gcg gtc cag gtc acg gcc g?c cgc ctg ccc g?c ctg cdg gcc gag 1200
Thr Ala val GIn val Thr Ala G y Arg Leu Pro Gly Leu Arg Ala Glu
385 390 395 . 400

gga ccg ccc ctg acc cgg ccg cgg tca ccg gtc ctg Q?c'gct tgc gce 1248
Gly Pro Pro Leu Zgg Arg Pro Arg Ser 258 val Leu Gly Ala g{g Ala

€gc ctc cgg gtc cac ccg g?a tga 1272
Arg Leu Arg val His Pro Gly

420

<210> - 6

<211> 423

<212> PRT

<213> Streptomyces ambofaciens

<400> 6

Met Pro Thr Leu Ala Thr Glu Thr Ala Pro Ala Ser Thr Ser Thr Ser
1 5 10 15

Ala Asp Thr ggr Thr Gly val Arg Ala Leu Gly Arg Arg Leu GIn Leu
25 30

Thr Arg Ala Ala His Trp Cys Ala Gly Asn GlIn Gly Asp Pro Tyr Ala
35 40 45

Leu gge Leu Arg Ala val ?}a Asp Pro Glu Pro ghe Glu Arg Glu Ile
0



Arg

65

Thr

Gly

l.eu

Arg

Pro

145

Pro

Tyr

Arg

“Ala

Ala

225

Ser

Leu

Leu

His

Arg

Arg
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Ala Arg Gly Pro

Ala

Thr

Ala

Ala

130

Cys

Thr

Ala

Ala

Ar

21

val

Arg

Leu

Leu

Thr

290

Arg

Pro

Asp

Leu

Glu

115

Leu

Ala

Gly

val

Thr

195

Met

Arg

Gly

Leu

Leu

275

val

Thr

Pro

Pro

Asp

Ala

Ala

Ala

Asp

Glu

180

Ala

Ala

Thr

Leu

His

260

Ala

His

Pro

Ala

Glu

85

Arg

Phe

Ala

Arg

Ala

165

Leu

Ala

Pro

Leu

Asp

val

Arg

Ala

Trp

70

val

Ala

Pro

Pro

Thr

150

Gly

Met

Arg

Gln

Ala

230

Asn

Gly

Gly

Leu

Ala

310

Leu

Phe

Ala

Gly

His

val

135

Thr

Phe

Leu

Ala

Leu

215

Asp

Ala

val

Ala

Leu

295

Ala

Glu

Arg

Ala

Arg

His

120

Leu

Ala

Asp

Arg

Leu

200

Leu

Leu

Glu

Ala

Pro

280

Gly

Asn

Asn

ser

Ala

ser

Arg

Leu

Leu

185

Ala

Thr

val

Pro

Pro

265

Glu

Arg

Ala

Arg
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Glu GIn Leu

val

90

Pro

Arg

Arg

Arg

val

170

Leu

Ala

val

Pro

Arg

Gly

Pro

Pro

val

val
330

75

Leu

Asp

Ala

Tyr

val

155

Gly

Gly

Cys

Ala

Glu

235

Pro

Asp

val

Gly

315

Ala

Ala

Glu

Glu

Ala

140

Leu

Glu

val

Gly

Ar

22

Leu

Asp

val

val

Glu

300

Gln

His

Asp

Asp

Glu

Leu

125

Pro

Gly

val

Pro

Pro

205

Glu

val

Asp

Glu

Thr

285

Trp

val

Thr

Ala

Pro

Leu

110

val

Ala

Arg

Ala

Gly

GIn

ser

Ala

val

Arg

Ala

Glu

Leu

Gly

Trp

Arg

95

Leu

Arg

Gln

Leu

Arg

Leu

Ala

Glu

Leu
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val
80
Phe
Pro
Leu
Ala
Leu
160
Pro
Asp
Asp
ASp
Lys

Ala

255

Ile

val

Arg

Arg

Leu
335

Ala

Ala

Ala

Glu

320

Glu
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Leu Gly Gly Arg Arg Ile Thr Ala Asp Glu His val val val Leu Ala
340 345 350

Ala Ala Gly Arg Glu Ile Pro Gly Pro Glu Pro Leu Gly Gly Ala Asp
355 360 365

Gly Pro His Leu Ala Leu Ala Leu Pro Leu Tle Arg Leu Ala Ala Thr
370 375 380

Thr Ala val GIn val Thr Ala Gly Arg Leu Pro Gly Leu Arg Ala Glu
385 390 395 400

Gly Pro Pro Leu Thr Arg Pro Arg Ser Pro val Leu Gly Ala Cys Ala
405 410 415

Arg Leu Arg val His Pro Gly
420

<210> 7

<211> 1266

<212> DNA

<213> streptomyces ambofaciens

<220>
<221> DS
<222> (1)..(1266)

<400> 7
gtg cgc gtc ctg ctg aca tcc ctc gec cac aac acc cac tac tac agt 48
}Lla Arg val Leu |§eu Thr Ser Leu Ala !il(1)s Asn Thr His Tyr ‘lr)sfr ser

Ctg gtg ccc ctc gcc tgg gcg ctg cgc gec gec g?g cac gag gta cgg 96
Leu val Pro Egu Ala Trp Ala Leu égg Ala Ala Gly His ggu val Arg

gtg gcg agc ccg ccc tcc ctc acc gac gtc atc acc tcc acc g?c ctg 144
val Ala ggr Pro Pro Ser Leu Tgr Asp val ITle Thr ser Thr Gly Leu
4 45

acc gcc gta ccg gt g?c gac gac cga ccg gcc gcg gag ctg ctc gec 192
Thr gga val pro val Gly égp Asp Arg Pro Ala ega Glu Leu Leu Ala

gag atg g?c agc gac ctc gtc ccc tac cag cgg g?c ttc gag ttc ggt 240
g;u Met Gly Ser Asp %gu val Pro Tyr GIn Arg Gly Phe Glu Phe goy
75

gag gtg gag agc gag gag gag acc acc tgg gag tac ctg ctc g?c cag 288
Glu val Glu ser g;u Glu Glu Thr Thr Trp Glu Tyr Leu Leu gsy Gln
90

cag agc atg atg gcc gcc ctg tgc ttc gcc ccg ttc aac g?c gcc gcc 336
GIn Ser Met ?88 Ala Ala Leu Cys Phe Ala Pro Phe Asn gl% Ala Ala
105

acg atg gac gag atc gtc gac ttc gcc cgt g?c tgg cgg ccc gac ctg 384
Thr Met éig Glu Ile Val Asp Phe Ala Arg Gly Trp Arg Pro Asp Leu
120 125

gtc gtg tgg gaa ccc tgg acc tac gcg g?g CCg gtc gcg gcc cge gcc 432
val val Trp Glu Pro Trp Thr Tyr Ala Gly Pro val Ala Ala Arg Ala
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130 135 140

tgc g?t gcc gcc cac gcg cge atc ctg tgg g?c ccc gac gecc atc g?a 480
Cys Gly Ala Ala His Ala Arg Ile Leu Trp Gly Pro Asp Ala Ile Gly
145 150 155 160

€gc tcc cgc ctg cgc ttc ctc gecc gcc ctec gac g?g atg ccg gag gaa 528
Arg Ser Arg Leu ?gg Phe Leu Ala Ala L;g Asp Gly Met Pro Glu Glu
1 175

Ctg CgcC gag gac ccc atc gcc gaa tgg ctc g?c tgg acg ctg gac cgg 576
Leu Arg Glu égg Pro Ile Ala Glu {gg Leu Gly Trp Thr keu Asp Arg
90

tac g?g ctc gcc ttc,gac gaa cgc gac gtg ctc g?c cac tgg gtg atc 624
Tyr Gly ksg Ala Phe.Asp Glu 388 Asp val Leu Gly ggg Trp val Ile

gac ccg g?c CCg cgc agc acc cgc ctc gac ctg g?c cag acc acg gt 672
Asp ;;8 Gly Pro Arg Ser ;2; Arg Leu Asp Leu gz% GIn Thr Thr va

ccc atg tgc tac gtg ccc tac aac g?g cgc tcc gtg atc gaa ccc tgg 720
Pro Met Cys Tyr Vval Pro Tyr Asn Gly Arg Ser val Ile Glu Pro Trp
225 230 235 240

ctc g?c aag aag ccC gac cgc ccc cgc gtc tgc ctc acc ctc g?c gt 768
Leu Gly Lys Lys ;zg Asp Arg Pro Arg g?g Cys Leu Thr Leu 35§ va

tcC gcc cgc gag acc tac ggc cgc gac gcg gtc tcc tac tcc gaa ctg 816
Ser Ala Arg gég Thr Tyr Gly Arg ggg Ala val ser Tyr g;g Glu Leu

ctg gag gcg ctc g?c cgg ctg gac atc gag gtg gtg gcc acc ctg gac 864
Leu Glu é}? Leu Gly Arg Leu sgg ITe Glu val va ggg Thr Leu Asp

acc tcc cag ctc gac cgc ctg g?c acc ctc ccc gac aac gtc gtg ccc 912
Thr 385 GIn Leu Asp Arg 58? Gly Thr Leu Pro égg Asn val val Pro

gtg gac ttc gta ccg ctc gac gcg ctg ctg ccg agc tgc gcc geg atc 960
val Asp Phe val Pro Leu Asp Ala Leu Leu Pro Ser Cys Ala Ala Ile
305 310 315 320

atc cac cac g?c g?a gcg g?c acc tgg tcc acc gcce ctg cge cac g?a 1008
Ile His His Gly gzg Ala Gly Thr Trp Ser Thr Ala Leu Arg g;g Gly
330

gtg ccg cag atc ctg ctg ccc tcc ctg tgg gac gcg ccg ctc aag gcg 1056
val Pro Gln glg Leu Leu Pro Ser Leu Trp Asp Ala Pro ggg Lys Ala
345

cag caa ctc cag cgc ctg tcc gcc g?g ttc gac ctg ccc gcg geg acg 1104
Gln Gln %gg GIn Arg Leu Ser §1a Gly Phe Asp Leu Pgo Ala Ala Thr
60 365

ctc acg gcg cgc g?t ctg gcc gac gcg gtg cac acg gcc gtg cac gac 1152
Leu ;95 Ala Arg Gly Leu g;g Asp Ala val His ;gr Ala val His Asp
0

Ccc gcg atc agg gcg g?c gcg €gg cgg ctg agc gag gag atg ctc gcc 1200
Pro Ala Ile Arg Ala Gly Ala Arg Arg Leu Ser Glu Glu Met Leu Ala
385 390 395 400

gac ccc acg ccc gcc g?g atc atc ccc acc ctg gag cgc ctc acc gcc 1248
Asp Pro Thr Pro 28% Gly Ile Ile Pro Thr Leu Glu Arg Leu ng Ala
410 4
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Ctg cac cgg gcc acc tga 1266
Leu His Arg 2;8 Thr

<210> 8

<211> 421

<212> PRT

<213> Streptomyces ambofaciens

<400> 8

Xa1 Arg val Leu Leu Thr Ser Leu Ala Hgs Asn Thr His Tyr Tgr Ser
5 1 1

Leu val Pro Leu Ala Trp Ala Leu Arg Ala Ala Gly His Glu val Arg
20 25 30

val Ala Ser Pro Pro Ser Leu Thr Asp val Ile Thr ser Thr Gly Leu
35 40 45

Thr gga val Pro val Gly égp Asp Arg Pro Ala éga Glu Leu Leu Ala

Glu Met Gly Ser Asp Leu val Pro Tyr Gln Arg Gly Phe Glu Phe Gly
65 70 Y 75 80

Glu val Glu ser Glu Glu Glu Thr Thr Trp Glu Tyr Leu Leu Gly GlIn
85 90 - 95

GIn Ser Met Met Ala Ala Leu Cys Phe Ala Pro Phe Asn Gly Ala A1a"3
? 100 105 110

Thr Met Asp Glu Ile val Asp Phe Ala Arg Gly Trp Arg Pro Asp Leu
115 120 125

val val Trp Glu Pro Trp Thr Tyr Ala Gly Pro val Ala Ala Arg Ala
130 135 _ 140

Cys Gly Ala Ala His Ala Arg Ile Leu Trp Gly Pro Asp Ala Ile Gly
145 150 155 160

Arg Ser Arg Leu Arg Phe Leu Ala Ala Leu Asp Gly Met Pro Glu Glu
165 170 175

Leu Arg Glu Asp Pro Ile Ala Glu Trp Leu Gly Trp Thr Leu Asp Arg
180 185 190

Tyr Gly Leu Ala Phe Asp Glu Arg Asp val Leu Gly His Trp val Ile
195 200 205

Asp Pro Gly Pro Arg Ser Thr Arg Leu Asp Leu Gly Gln Thr Thr val
210 215 220
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Pro Met Cys Tyr val Pro Tyr Asn Gly Arg Ser val Ile Gly Pro Trp
225 230 235 240

Leu Gly Lys Lys Pro Asp Arg Pro Arg val Cys Leu Thr Leuy Gly val
245 250 255

Ser Ala Arg Glu Thr Tyr Gly Arg Asp Ala val ser Tyr Ser Glu Leu
260 265 270

Leu Glu Ala Leu Gly Arg Leu Asp I1e Glu val val Ala Thr Leu Asp
275 280 285

Thr Ser GIn Leu Asp Arg Leu Gly Thr Leu Pro Asp Asn val val Pro
290 295 300

val Asp Phe val Pro Leu Asp Ala Leu Leu Pro Ser Cys Ala Ala Ile
305 310 315 320

Ile His His Gly Gly Ala Gly Thr Trp ser Thr Ala Leu Arg His Gly
325 330 335

val Pro Gln Ile Leu Leu Pro Ser Ley Trp Asp Ala Pro Leu Lys Ala
340 345 350

Gln GIn Leu GIn Arg Leu Ser Ala Gly Phe Asp Leu Pro Ala Ala Thr
355 360 365

Leu Thr Ala Arg Gly Leu Ala Asp Ala val His Thr Ala val His Asp
370 ' 375 ' 380

Pro Ala Ile Arg Ala Gly Ala Arg Arg Léu Ser Glu Glu Met Leu Ala
385 390 395 400

Asp Pro Thr Pro Ala Gly Ile Ile Pro Thr Leu Glu Arg Leu Thr Ala
405 410 415

Leu His Arg Ala Thr
420

<210> 9

<211> 1350

<212> DNA

<213> streptomyces ambofaciens

<220>

<221> c¢ps

<222> (1)..(1350)

<400> 9

atg ccc gaa agc cat gcg Cdg agc gcg ctg ctc gcc geg atc acc gcc 48
Met Pro Glu ser His Ala Gln Ser Ala Leu Leu Ala Ala 1le Thr Ala

1 5 10 15

gcg gac cgc acc ccc gag gac atc gcg gcg ctg ccc ctg ccc gag tcc 96

Ala Asp Arg Thr Pro Glu Asp Ile Ala Ala Leu Pro Leu Pro Glu Ser
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20 25 30
TtC cgc gcec gtg acc gtce CgCc aaa gag gac acc gac atg ttc cgc g?g 144
Phe Arg Ala val Thr val Arg Lys Glu Asp Thr Asp Met Phe Arg Gly
35 40 45
atg ccg agc gcg gac aag gac ccg cgc aag tcc ctg cac gtc gac gag 192
Met Pro Ser Ala Asp Lys Asp Pro Arg Lys Ser Leu His Vval Asp Glu
50 55 60
gtg ccg ctg ccc gaa gt g?g ccc g?g gag gcg ctg gtc gcg gtg atg 240
val Pro Leu Pro Glu Vval Gly Pro Gly Glu Ala Leu val Ala val Met
65 70 75 80
gcc agc, tcc gtc aac tac aac acg gtc tgg tcc tcc atc ttc gag ccc 288
Ala ser,ser val Asn Tyr Asn Thr val Trp Ser Ser Ile Phe Glu Pro
85 20 95
ctc ccg acg ttc g?c ttc ctg gag cgc tac g?g cgc acc tcg ccg ctg 336
Leu Pro Thr Phe Gly Phe Leu Glu Arg Tyr Gly Arg Thr Ser Pro Leu
100 105 110
gcC gcg cgc cac gac ctg ccg tac cac atc ctc g?t tcec gac ctg tcc 384
Ala Ala Arg His Asp Leu Pro Tyr His Ile Leu G y Ser Asp Leu Ser
115 120 125
ggc gtg gtg ctg cgc acg g?a ccc g?c gtg aac gtc tgg aaa ccc g?t 432
Gly val val Leu Arg Thr Gly pro Gly val Asn val Trp Lys Pro Gly -
130 135 140
gac gag gtc gtc gcg cac tgt ctg tcg gtg gag ctg gag agc ccc gac 480
Asp Glu val val Ala His Cys Leu Ser val Glu Leu Glu Ser Pro Asp
145 150 155 160
g?g cac gac gac acc atg ctc gac ccg gcc cag cgc atc tgg g?c ttc 528
Gly His Asp Asp Thr Met Leu Asp Pro Ala Gin Arg Ile Trp Gly Phe
A 165 170 175
gég acc aac ttc g?g g?c Cctg gcc gag gtg gcc ctc gtc aag tcc aac 576
Glu Thr Asn pPhe Gly Gly Leu Ala Glu Val Ala Leu val Lys Ser Asn
180 185 190
cag ctg atg ccc aag gcg gcc cat ctg acc tgg gag gag gcc gcc gcg 624
Gln Leu Met Pro Lys Ala Ala His Leu Thr Trp Glu Glu Ala Ala Ala
195 200 205
cce g?t Ctg gtc aac tcc acc gce tac cgc cag ctg gtc tcc cge aac 672
Pro Gly Leu val Asn ser Thr Ala Tyr Arg Gln Leu val Ser Arg Asn
210 215 220
g?c gcc ggc atg aag cag ggc gac aac gtg ctg atc tgg g?c gcc agc 720
Gly Ala Gly Met Lys GIn Gly Asp Asn Val Leu Ile Trp Gly Ala Ser
225 230 235 240
g?c g?c ctg g?c tCg tac gcc acc cag ctg gcc ctc gec gge g?g gcc 768
Gly Gly Leu Gly Ser Tyr Ala Thr Gln Leu Ala Leu Ala G y Gly Ala
245 250 255
cac ccc gtc tgc gtg gtc tcc agec gcg cgc aag gcc gag gtg tgc cgg 816
His Pro val Cys val val ser ser Ala Arg Lys Ala Glu val cys Arg
260 265 270
gcc atg g?c gcg gag gcc atc atc gac cgc tcc gecec gag gac tac cgc 864
Ala Met Gly Ala Glu Ala Ile Ile Asp Arg Ser Ala Glu Asp Tyr Arg
275 280 285
ttc tgg agc gac gag gac acc cag gac ccg Cgg gag tgg aag cgc ttc 912

Phe Trp Ser Asp Glu Asp Thr GIn Asp Pro Arg Glu Trp Lys Arg Phe
290 295 300
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g?c aag cgc atc cgc gag gtc acc g?g g?c gag gac gtc gac atc gtc 960
Gly Lys Arg Ile Arg Glu val Thr G Yy Gly Glu Asp val Asp Ile val
305 310 315 320

ttc gag cac ccc g?c C€gg gag acc ttc g?g gcg tcc gtc tac gtc acc 1008
Phe Glu His Pro gzy Arg Glu Thr pPhe §3g Ala ser val Tyr gg} Thr
5

Ccgc agg g?c g?c aCg atc gtc acc tgc gece tce acc tcg g?c ttc cgc 1056
Arg Arg Gly 345 Thr 11e val Thr gxg Ala ser Thr ser gsy Phe Arg
0

€ac gag ttc gac aac cgc tac ctc tgg atg cac ctc aag cgt atc gtc 1104
His Glu g?g Asp Asn Arg Tyr §e3 Trp Met HWis Leu g%g Arg Ile val
6 5

g?c acc cac ttc gcc aac tac cgc gag acg fgg gag gcg aac cgg ctc 1152
Gly ;95 His Phe Ala Asn ;¥; Arg Glu Ala Trp g;g Ala Asn Arg Leu

gtc gcc aag g?g agg atc cac ccc acc ctc tcg Ccgc acc tac ccg ctg 1200
val Ala Lys Gly Arg Ile His Pro Thr Leu Ser Arg Thr Tyr Pro Leu
385 390 395 400

gcc gac acg gcg gtt gcc gtg cac gac gtg cac g?c aac cag cac cag 1248
Ala Asp Thr Ala XS; Ala val His Asp Xio His Gly Asn Gln gig Gln

g?c aag gtc g?c gtg ctc tgc ctg gcg ccc acg gag g?g ctg g?c gt 1296
Gly Lys val 22% val Leu Cys Leu 2;? Pro Thr Glu Gly hgg Gly va

€gc gac gag gag aag cgg gcg €gg cac atc gac gcg atc aac cgg ttc 1344
Arg Asp g;g Glu Lys Arg Ala 22 His Ile Asp Ala ilg Asn Arg Phe

cgc tga ‘“ 1350
Arg

<210> 10

<211> 449

<212> PRT

<213> streptomyces ambofaciens

<400> 10

¥et Pro Glu Ser ?is Ala GIn ser Ala Leu Leu Ala Ala 1Ile Igr Ala
10

Ala Asp Arg ;gr Pro Glu Asp Ile Ala Ala Leu Pro Ley Pgo Glu Ser
25 3

Phe Arg g;a val Thr val Arg k%s Glu Asp Thr Asp get Phe Arg Gly
5

Met Ego Ser Ala Asp Lys Agp Pro Arg Lys Ser ggu His val Asp Glu
5

val Pro Leu Pro Glu val Gly Pro Gly Glu Ala Leu val Ala val Met
65 70 75 80



Ala

Leu

Ala

Gly

Gly

Glu

Gln

Pro

His

Ala

Phe

Gly

Phe

Arg

His
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Ser Ser val

Pro
Ala
val
130
Glu
His
Thr
Leu
Gly
210
Ala
Gly

Pro

Met

Lys
Glu
Arg

Glu

Thr
i
val
val
Asp
Asn
Met
195
Leu
Gly
Leu
val
Gly
Ser
Arg
His
Gly

Phe

Phe
100
His
Leu
val
Asp
Phe
180
Pro
val
Met
Gly
Cys
260
Ala
Asp

Ile

Pro

Asn
85
Gly

Asp

Arg

4
L]

Ala
Thr
165
Gly
Lys
Asn
Lys
Ser
245
val
Glu
Glu
Arg
Gly

Thr

Asn

Tyr

Phe

Leu

Thr

His

150

Met

Gly

Ala

Ser

Gln

Tyr

val

Ala

Asp

Glu

310

Arg

Ile

Arg

Asn

Leu

Pro

Cys

Leu

Leu

Ala

Thr

215

Gly

230

Ala

Ser

Ile

Thr

295

val

Glu

val

Tyr

Thr

Glu

Tyr

120

Pro

Leu

Asp

Ala

His

200

Ala

Asp

Thr

Ser

Ile

280

Gln

Thr

Thr

Thr

Leu
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val Trp Ser Ser Ile phe
90

Gly

ser

Pro

Glu

185

Leu

Tyr

Asn

GIn

Ala

265

Asp

Asp

Gly

Phe

Cys

345

Trp

Tyr

Ile

val

val

Ala

170

val

Thr

Arg

val

Leu

250

Arg

Arg

Pro

Gly

Gly

Ala

Met

Gly

Leu

Asn

Glu

155

Gln

Ala

Trp

GlIn

Leu

235

Ala

Lys

Ser

Arg

Glu

315

Ala

Ser

His

Arg
Gly
val
140
Leu
Arg
Leu
Glu
Leu
220
Ile
Leu
Ala
Ala
Glu
300
Asp
Ser

Thr

Leu

Thr

Ser

125

Trp

Glu

Ile

val

Glu

205

val

Trp

Ala

Glu

Glu

285

Trp

val

val

Ser

Lys

Ser
110
Asp
L),/S
ser
Trp
Lys
Ala
Ser
Gly
Gly
val
270
Asp
Lys
Asp
Tyr

Gly

Arg

Glu
95

Pro
Leu

Pro

Pro

Ser
Ala
Arg
Ala
Gly
2

Cys
Tyr
Arg
Ile
val
335

Phe

Ile

PCT/FR2003/002962
Pro
Leu
Ser
Gly
Asp
Phe
Asn
Ala’
Asn
ser
240
Ala
Arg
Arg
Phe
val
320
Thr

Arg

val



WO

Gly Thr
370

val Ala Lys

385

2004/033689

355

His pPhe Ala

Gly Arg

Ala Asp Thr Ala val

Gly Lys

Arg Asp

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>
atg atg
?et Met

tac
Tyr

gcc
Ala

cac

AC gag
His

Glu

cccC
Pro

gag
Glu
50

ATG
65

atg
Met

cgg
Arg

gacg
Ala

agc
Ser

Val

gac
Asp

gag
Glu

405

val Gly val
420

Glu

Glu Lys
435

11

675

DNA
Streptomyces

CDS
(D..675)

11

agc gt?
va
agc

Ser
Ser

20

gca
Ala
5

cgg
Arg

gtc
val

acc
Thr

gt
Va
35

gcc
Ala

gag

gcg
Glu

cag
Ala

Gln

gt
va

ctg
Leu

gag
Glu

cgg
Arg

gca

ctg
Ala

Leu
85

ccc
Pro

agg
Arg

tgg
Trp
100

cgg
Arg

tcc
Ser
115

atc
Ile

360

Asn Tyr Arg

375

Ile His Pro

390

Ala val His

Leu

Cys Leu

Arg Ala Arg

440

ambofaciens

gac
Asp

cag

acg
Gln

Thr

gcg

ctg
Ala

Leu

Ccgg
Arg

ccc
Pro
40

ggl;g ctc
Gly ‘Leu

ttc
Phe

ctc
Leu
55

3ty

gcce
Ala

gcc
Ala

atc
Ile
70

acc
Thr

ccc
Pro

gac
Asp

gtc
val

ggc
Gly

ggc
Gly

gac
Asp

ctg
Leu

cgc
Ar
120

Glu
Thr
Asp

Ala
425

His

gct
Ala

gac
Asp
25

iy

ctg
Leu

ttc
Phe

oty

gca
Ala
105

gtc

g val

Page 34

Ala Trp Glu

Leu

val
410

Pro

Ile

ctc
Leu
10

gac
Asp

aly

ctg
Leu

acg
Thr

acc
Thr
90

ccg
Pro

ety

Ser
395

His
Thr

Asp

agc
ser

3ty

cgg
Arg

atc
Ile

31y
75

gtc
val

tac
Tyr

gac
Asp

380

Arg

Gly

Glu

Ala

cCC
Pro

ctg
Leu

gcc
Ala

cgg
Arg
60

tac
Tyr

gtc
val

tgg
Trp

gcc
Ala

365

Ala

Asn

Arg

Thr Tyr Pro

Asn

GIn

Gly:Leu

Ile
445

aco
Ala

ctg
Leu

atg
Met
45

ctc
Leu

agce
ser

acc
Thr

cgc
Arg

gtc
val
125

430

Asn

ctg
Leu

cgc
Arg
30

cag
Gln

gtc
val

acg
Thr

tgc
Cys

€gg
Arg

110

cgg
Arg

His
415

Gly

Arg

ctg
Leu
15

gaa
Glu

atc
Ile

&y

ctg
Leu

gac
Asp
95

gcc
Ala

acc
Thr
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Leu

Leu
400

Gln
val

Phe

gag
Glu

ctg
Leu

atg
Met

gcc
Ala

tgc
Cys
80

atc
Ile

&ty

ctc
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384
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gcc gag ctc cgc gag cac gag g?g gac g?c tcg ttc gac ctg gtc ttc 432
Ala 2;3 Leu Arg Glu His g;g Gly Asp Gly Ser pPhe Asp Leu val Phe
140

gtc gac gcc gac aag acc g?g tac ccg cac tac tac gag cag gcg ctg 480
val Asp Ala Asp Lys Thr G y Tyr Pro His Tyr Tyr Glu G1ln Ala Leu
145 150 155 160

gcc ctg gta cgc ccc g?c g?a Ctg gtg gcg gtc gac aac acc ctg ttc 528
Ala Leu val Arg igo Gly Gly Leu va Q;S val Asp Asn Thr ieg Phe
5 7

ttc g?c €99 gtg gcc gac ccg gcc gtc gag gac gcc gac acc gtc gcc 576
Phe Gly Arg Xgo Ala Asp Pro Ala ng Glu Asp Ala Asp 135 val Ala

gtg cgc gcg ctc aac gag ctg ctg cgc gac gac gaa cgc gtg gac atc 624
val Arg é;g Leu Asn Glu Leu 583 Arg Asp Asp Glu égg val Asp Ile

gcc ctg ctg acg gtc gcc gac g?g atc act ctg gcc cgc cgg cgg gag 672
Ala Leu Leu Thr val Ala Asp G y Ile Thr Leu Ala Arg Arg Arg Glu

210 215 220
tga 675

<210> 12

<211> 224

<212> PRT

<213> Streptomyces ambofaciens

<400> 12
Met Met Ser val Ala Asp GIn Thr Ala Leu Ser Pro Ala Leu Leu Glu
1 5 10 15

Tyr Ala Arg ggr val Ala Leu Arg Sgp Asp Gly Leu Leu ggg Glu Leu

His Glu ¥§1 Thr Ala Gly Leu Pgo Gly Gly Arg Ala %et Gln ITe Met
4 5

Pro- Glu Glu Ala GIn Phe Leu Ala Leu Leu Ile Arg Leu val Gly Ala
50 55 60

Arg Arg val Leu Glu Ile Gly Thr Phe Thr Gly Tyr Ser Thr Leu Cys
65 70 75 80

Met Ala Arg Ala ggu Pro Ala Asp Gly ghr val val Thr cys Agp Ile
0 9

Ser Asp Arg Trp Pro Gly val Gly Ala Pro Tyr Trp Arg Arg Ala Gly
100 105 110

val Glu Ser Arg Ile Asp Leu Arg val Gly Asp Ala val Arg Thr Leu
115 120 125

Ala Glu Leu Arg Glu His Glu Gly Asp Gly Ser Phe Asp Leu val Phe
130 135 140
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val Asp Ala Asp Lys Thr Gly Tyr Pro His Tyr Tyr Glu GIn Ala Leu
145 150 155 160

Ala Leu val Arg Pro Gly Gly Leu val Ala val Asp Asn Thr Leu Phe
165 170 175

Phe Gly Arg val Ala Asp Pro Ala val Glu Asp Ala Asp Thr val Ala
180 185 190

val Arg Ala Leu Asn Glu Leu Leu Arg Asp Asp Glu Arg val Asp Ile,
195 200 205 s

Ala Leu Leu Thr val Ala Asp Gly Ile Thr Leu Ala Arg Arg Arg Glu
210 215 220

<210> 13

<211> 1245

<212> DNA

<213> Streptomyces ambofaciens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1245)

<400> 13 '
gtg ctc cag cgc gtc gat ctg tcg tca ctc acc g?c ctc ¢gc tgg tat 48
{a Leu GIn Arg ga] Asp Leu Ser Ser igu Thr Gly Leu Arg Igp TYyr

gcg gcg ctg acg gta ttc gec tgt cac atc gec cag cag g?c ttc ttc 96
Ala Ala Leu ;Br val pPhe Ala cys ggs Ite Ala Gln GIn goy Phe Phe

gcc gac cag cag gt g?c agc gca ctg ctg cac atc acc ccg ctc g?t 144
Ala Asp g;n Gin val Gly ser ﬁga Leu Leu His Ile Z?r Pro Leu Gly

tcc atg gcg gtc tcg atc ttc ttc ata ctg agt g?a ttc gtc ctc gcc 192
Ser ?gt Ala val ser Ile Ehe Phe I1le Leu Ser Gly Phe val Leu Ala
5 60 s

tgg tcg gcc cgc gac gag gac tcc gtg ccg act ttc tgg cgg cgc cgc 240
ggp ser Ala Arg Asp géu Asp Ser val Pro T?r Phe Trp Arg Arg ggg
7

atc gcg aag atc tat ccg ctg cat ctc gcg acg ttc ggc atc gcg gct 288
Ile Ala Lys Ile gyr Pro Leu His Leu Sga Thr Phe Gly Ile gga Ala
5

Ctc atc att ttc tcc ctg tcg gag ccg gta ctt ccc ggc g?t tcc gta 336
Leu Ile Ile 288 Ser Leu Ser Glu Pro Val Leu Pro Gly Gly Ser val
105 110

tgg gac g?g ctg gtg ccc aat gtt ctg ctc gtg cag tcc tgg ctt ccc 384
Trp Asp glg Leu val Pro Asn val Leu Leu val GIn igr Trp Leu Pro
120 5

gac gcg acc ctc acg gcc agt ttc aac acg ccc agc tgg tcg ctc tcc 432
Asp ?gg Thr Leu Thr Ala Sgg Phe Asn Thr Pro igg Trp Ser Leu Ser
1
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tgt gag atc gcc ttc tat ctg tcg ttc ccg ctg tgg tac cgg ctg gt 480
Cys Glu ITe Ala Phe Tyr Leu Ser Phe Pro Leyu Trp Tyr Arg Leu va
145 150 155 160
€gc agg att ccc gca cgg cgg ctg tgg tgg tgc gcc geg g?g atc gcc 528
Arg Arg Ile Pro Ala Arg Arg Leu Trp Trp Cys Ala Ala G y Ile Ala
165 170 175
gtg gcc gtg acg tgt gtg ccc ctg ctg gcg ggc ctg ctc CCg gcg agc 576
val Ala val Thr cys val Pro Leu Leu Ala G y Leu Leu Pro Ala Sser
180 185 190
gag gag gtg gcc ccc g?g atg tcg ctc aac gag gtc tgg ttc gcg tac 624
Glu Glu val Ala Pro Gly Met Ser Leu Asn Glu val Trp Phe Ala Tyr
195 200 p 205
tgg ctt ccg ccg gtg cgc atg ctg gag ttc btc ctc g?c atc gtg atg 672
Trp Leu Pro Pro Val Arg Met Leu Glu Phe Val Leu Gly Ile val Met
210 215 220
gcg ctg atc ctg cgc gcg g?g atc tgg aag g?c ccc g?t CCg gcg gtc 720
Ala Leu Ile Leu Arg Ala Gly Ile Trp Lys Gly pro Gly Pro Ala val
225 230 235 240
tgc acg gcg ctc cte gce gcg agt tac g?c ctc acc cag atg gtg ccc 768
Cys Thr Ala Leu Leu Ala Ala Ser Tyr Gly Leu Thr Gln Met val Pro
245 250 255
€Cg atc ttc acc ctc gtc gcc tgc tcc gtc gta ccg gec gcg ctg ctg 816
Pro Ile Phe Thr Leu Val Ala Cys Ser val val Pro Ala Ala Leu Leu
260 265 270
atc acg gcg ctg gcc gac gcc gac gtg cac g?c cgg cgc acg g?g ctg 864
Ile Thr Ala Leu Ala Asp Ala Asp val His G y Arg Arg Thr Gly Leu
275 280 285
cgt tcg gcg acg ctg gtg cgg ctg g?c cag tgg tcc ttc gcc ttc tac 912
Arg ser Ala Thr Leu Val Arg Leu Gly GIn Trp Ser Phe Ala Phe Tyr.
‘ 290 295 : 300 :
Ctg gtc cac ttc ctg atc atc cgc tac g?a cac cgg ctg atg g?c g?c 960
Leu val His Phe Leu Ile ITe Arg Tyr Gly His Arg Leu Met Gly Gly
305 310 315 320
gat ctg g?c tac gag cgg cag tgg agc acc ccg gcc gcg atc gcg ctg 1008
Asp Leu Gly Tyr Glu Arg GIn Trp Ser Thr Pro Ala Ala Ile Ala Leu
325 330 - 335
tcec ctg g?g atg ctg g?g gtg gcg gtc ctg gcc g?c g?t ctg ctg cac 1056
Ser Leu Gly Met Leu Gly val Ala val Leu Ala Gly G y Leu Leu His
340 345 350
acc gtc gtc gaa cag ccc tgc atg cgc ctg ttc g?c agc cgc agg tcc 1104
Thr val val Glu GIn Pro Cys Met Arg Leu Phe Gly Ser Arg Arg Ser
355 360 365
gcc tcc cgt ccg aag ccc g?c gcc acc gcg gct ccc cgg aac tca ccc 1152
Ala Ser Arg Pro Lys Pro Gly Ala Thr Ala Ala Pro Arg Asn Ser Pro
370 375 380
gcg gcc gac gcg gec g?c gtg ccc ctg ctc ccg g?c gta ccc g?g ccc 1200
Ala Ala Asp Ala Ala Gly val Pro Leu Leu Pro G y val Pro Gly Pro
385 390 395 400
gcg cac acc ccc gca gcg acg aac gaa CCC acc €cg aga gga tga 1245

Ala His Thr Pro Ala Ala Thr Asn Glu Pro Thr Pro Arg G y
405 410
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<210> 14

<211> 414
<212> PRT
<213> Streptomyces ambofaciens

<400> 14

val Leu GIn Arg val Asp Leu Ser ser Leu Thr Gly Leu Arg Trp Tyr
1 5 10 15

Ala Ala Leu Thr val Phe Ala Cys His Ile Ala Gln GIn Gly Phe Phe
20 25 30

Ala Asp GIn Gln val Gly Ser Ala Leu Leu His ITe Thr Pro Leu Gly o
35 40 45 ‘

Ser ?St Ala val ser 1le Ege Phe Ile Leu Ser ggy Phe val Leu Ala

Trp ser Ala Arg Asp Glu Asp Sser val Pro Thr Phe Trp Arg Arg Arg
65 70 75 80

Ile Ala Lys Ile Tyr Pro Leu His Leu Ala Thr phe Gly Ile Ala Ala
85 20 95

Leu Ile Ile Phe Ser Leu Ser Glu Pro val Leu Pro Gly Gly Ser val
100 105 110

Trp Asp Gly Leu val Pro Asn val Leu Leu val GIn ser Trp Leu Pro
. 115 120 125

"Asp Ala Thr Leu Thr Ala Ser phe Asn Thr Pro ser Trp Ser Leu Ser
130 135 140

Cys Glu ITe Ala Phe Tyr Leu Ser Phe Pro Leu Trp Tyr Arg Leu val
145 150 155 160

Arg Arg Ile Pro Ala Arg Arg Leu Trp Trp Cys Ala Ala Gly ITle Ala
165 170 175

val Ala val Thr cys val pro Leu Leu Ala Gly Leu Leu Pro Ala Ser
180 185 190

Glu Glu val Ala Pro Gly Met Ser Leu Asn Glu val Trp Phe Ala Tyr
195 200 205

Trp Leu Pro Pro val Arg Met Leu Glu Phe val Leu Gly Ile val Met
210 215 220

Ala Leu Ile Leu Arg Ala Gly Ile Trp Lys Gly Pro Gly Pro Ala val
225 230 235 240

Cys Thr Ala Leu Leu Ala Ala ser Tyr Gly Leu Thr GIn Met val Pro
245 250 255
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Pro Ile Phe Thr teu val Ala Cys Ser val val Pro Ala Ala Leu Leu
260 265 270

Ile Thr Ala Leu Ala Asp Ala Asp val His Gly Arg Arg Thr Gly Leu
275 280 285

Arg Ser Ala Thr Leu val Arg Leu Gly Gln Trp Ser Phe Ala Phe Tyr
290 295 300

Leu val His Phe Leu Ile Ile Arg Tyr Gly His Arg Leu Met Gly Gly
305 310 315 . 320

Asp Leu Gly Tyr Glu Arg Gln Trp Ser Thr Pro Ala Ala Ile Ala Leu
325 330 335

Ser Leu Gly Met Leu Gly val Ala val Leu Ala Gly Gly Leu Leu His
340 345 350

Thr val val Glu GIn Pro Cys Met Arg Leu Phe Gly Ser Arg Arg Ser
355 360 365

Ala ser Arg Pro Lys Pro Gly Ala Thr Ala Ala Pro Arg Asn Ser Pro
370 375 380

Ala Ala Asp Ala Ala Gly val Pro Leu Leu Pro Gly val pro Gly Pro
385 390 395 400

Ala His Thr Pro Ala Ala Thr Asn Glu Pro Thr Pro Arg Gly
405 410

<210> 15

<211> 849

<212> DNA

<213> Streptomyces ambofaciens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(849)

<400> 15

gtg aca ttg aaa tcc cca ctg cca ccg caa tcc gtc tcc gca ccc get 48
Xa Thr Leu Lys Ser Pro Leu Pro Pro Gln Ser val Ser Ala igo Ala
5 10

gat tca cgc agc acc gcg cgg aga gaa tgg g?t cag aac ttc ttt cgt 96
Asp Ser Arg ggr Thr Ala Arg Arg Glu Trp Gly Gln Asn Pge Phe Arg
25 3

aca gcc gcc gcg gcc tgt cgt ttc tcc gct cag ctg gac g?t tcg gac 144
Thr Ala é}a Ala Ala Cys Arg phe Ser Ala Gln Leu Asp Gly Ser Asp
‘ 40 45

acc att ccg ccc gat tct ccg aat gac ctg atg acc gtc gaa ata ggc 192
Thr §8e Pro Pro Asp Ser Pro Asn Asp Leu Met ggr val Glu Ile Gly
55
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gcg g?a tca ggg cgg gtg acc aaa gtg ctc gcc tca ccc g?g acg cct 240
Ala Gly ser Gly Arg val Thr Lys val Leu Ala Ser Pro G y Thr Pro
65 70 75 80
tta ctc gcg gtg gaa ata gat ccc cgc tgg get Ccgg cgg ctg gcc gcc 288
Leu Leu Ala val Glu 17e Asp Pro Arg Trp Ala Arg Arg Leu Ala Ala
85 90 95
gaa tcg ctg ccg gac gtc acg gtg gtg aac gag gat ttc ctg acc ctg 336
Glu ser Leu Pro Asp Val Thr val val Asn Glu Asp Phe Leu Thr Leu
100 105 110
caa ctg ccc g?g cag ccg gtc aga ctc atc g?g aat ctt ccc ttc gtc 384
GIn Leu Pro Gly GIn Pro val Arg Leu Ile G y Asn Leu Pro Phe val
115 120 125
acc g?c acc aga atg ctg agg cgc tgc ctc gac atg g?t C€Cg 9cg cgc 432
Thr Gly Thr Arg Met Leu Arg Arg Cys Leu Asp Met Gly Pro Ala Arg
130 135 140
atg cgg cag g?c gtg ttc ctg ttg cag cgg gag tac gt g?a aag cgg 480
Met Arg GIn Gly val Phe Leu Leu GIn Arg Glu Tyr val G y Lys Arg
145 150 155 ‘ 160
acc g?a gcc tgg g?c gga aac ctc ttc aac gcc cag tgg gag ccg tgg 528
Thr Gly Ala Trp Gly Gly Asn Leu Phe Asn Ala Gln Trp Glu Pro Trp
165 170 175
tac tcg ttc gac cgg g?c Ctg gcc ttc tca cgc cag gac ttc acc ccc 576
Tyr Ser Phe Asp Arg Gly Leu Ala Phe Ser Arg Gln Asp pPhe Thr Pro
180 185 190
gta ccg cgc gcg gac acc cag acc ctg atg gtc gcc ccg cac cgc agg 624
val Pro Arg Ala Asp Thr Gln Thr Leu Met Val Ala Pro His Arg Arg
195 200 205
€Cg tcc gtg ccc tgg cgt gag aag gcc gcc tac cag cgg ttc gtc caa 672

Pro Ser val Pro Trp Arg Glu Lys Ala Ala Tyr GlIn Arg Phe val GIn

210 215 - 220
Cgg gtc ttc gac acc g?c cag atg acg gt g?c gac gcc gcg cgg aag 720
Arg val Phe Asp Thr Gly GIn Met Thr val G y Asp Ala Ala Arg Lys
225 230 235 240
gtg ctg cgc cgce g?a cac gcc cag ttc gtg cgc g?g gcg g?c gtg agg 768
val Leu Arg Arg Gly His Ala GIn Phe Vval Arg Gly Ala G y val Arg
245 250 255 ‘
‘ ccg gcc‘gac €gg gtc aag gac ctc acg gtc ccg gag tgg acc gca ctc 816
Pro Ala Asp Arg val Lys Asp Leu Thr val Pro Glu Trp Thr Ala Leu
260 265 270
ttc cgc gec tac g?g €gg acg gcc gac cgc tga 849
Phe Arg Ala Tyr Gly Arg Thr Ala Asp Arg
275 ' 280
<210> 16
<211> 282
<212> PRT
<213> streptomyces ambofaciens
<400> 16

{aT Thr Leu Lys ger Pro Leu Pro Pro GIn Ser val Ser Ala Pro Ala
10 15

Asp Ser Arg ser Thr Ala Arg Arg Glu Trp Gly GIn Asn Phe Phe Arg
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<210> 17
<211> 831
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Gly

val

Pro

100

Gly

Arg

Gly

Trp

Pro

Asp

Arg

Arg

260

Tyr

Ala
Asp
Arg
Glu
85

Asp
Gln

Met

val

Arg
Asp
Trp
Thr
Gly
val

Gly

Cys

Ser

val

70

Ile

val

Pro

Leu

Phe

150

Gly

Gly
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<212> DNA

<213> streptomyces ambofaciens

<220>
<221> DS
<222> (1)..(83D)

<400> 17
gt? aag gag gt? gcg gtc gac acc g?t acc ccg gcece g?c ccc gtg tgg 48
Xa Lys Glu va ?1a val Asp Thr Gly Igr Pro Ala Gly Pro X? Trp

{

cgt ggt gcc g?c ctc g?c acc cag ctg tgg gta ctg acc gcg cgg cag 96
Arg G y‘A1a goy Leu Gly Thr Gln égu Trp val Leu Thr éga Arg Gln

atc cgt' tcc atg tac g?c gac cgc cgc ctg gcg ctg ttc age ctg atg 144
Ile Arg ggr Met Tyr Gly Asp Agg Arg Leu Ala Leu Phe Ser Leu Met
4 45

caa cCg gtg atc atg ctg ttg ctg ctg agc gag atc ttc g?c agc atg 192
Gln Ego val Ile Met Leu Egu Leu Leu Ser Glu %Ae Phe Gly Ser Met

gcc gac ccg gac gac ttc ccg cag g?c gtg cgc tac atc gac tac gt 240
2ga Asp Pro Asp Asp ;ge Pro GIn Gly va égg Tyr Ile Asp Tyr Xg

gtg ccc gcg ctg ctg gtc acc acc ggc atc g?c tcg gce cag g?c gcg 288
val Pro Ala Leu ggu val Thr Thr Gly gge Gly ser Ala GlIn gsy Ala

g?g gt g?c Cctg gtc agg gac atg gac aac g?g atg gtg gcg cgc ttc 336
Gly val Gly igg val Arg Asp Mmet Qgg Asn Gly Met va élg Arg Phe

:cgc'gtc Ctg ccg gcc cgg ctg ttc ctg gtg ctg gtc gcc cgg tcg ctg 384
Arg val igg Pro Ala Arg Leu zgg Leu val Leu val ?}? Arg Ser Leu '

gcc gat ctg gtc cgt gtg ttc acc gag ttg gtc gtc ctc gtg gcc gtc 432
Ala ﬁgg Leu val Arg va ;he Thr Glu Leu val val Leu val Ala val
35 140

g?t gtg atc ctg ctg g?c ttc cgt ccg gec g?g g?t ttg tgg g?c acg 480
Gly val Tle Leu Leu Gly Phe Arg Pro Ala Gly Gly Leu Trp Gly Thr
145 150 . 155 160

tcc gcc gecc ctg ttg ctc acc ctg ttc gtc atc tgg tcg ctg atc tgg 528
Ser Ala Ala Leu Egg Leu Thr Leu Phe Xag Ile Trp Ser Leu i;g Trp
7

g?g TtC atc gcc ctc gcg gcg tgg ctg cgc age gt gag gtg atg tcc 576
Gly Phe 1Ile ?;8 Leu Ala Ala Trp Leu Arg Ser val Glu val Met Ser
185 190

agc ctc gcg gtt ctg gtg atg ttc ccg ctc atg ttc gcc tcc agt gcg 624
ser Leu égg val Leu val Met Phe Pro Leu Met Phe éTa Ser Ser Ala
200 05

ttc gtc ccg ctg gac gcc ctc ccg gag tgg ctg cgc tcg gtg geg cac 672
Phe gié Pro Leu Asp Ala Egg Pro Glu Trp Leu 358 Ser val Ala His

Ctc aac ccc gtg acg tac gcg gtc gac agc gec €gc cge ctg geg ctg 720
Leu Asn Pro Val Thr Tyr Ala val Asp Ser Ala Arg Arg Leu Ala Leu
225 230 235 240
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gac tgg gac ccg g?g tgg agc gtg ccc g?c gcg ctg ctg acc agc acc 768
Asp Trp Asp Pro §4¥ Trp Ser val Pro SS% Ala Leu Leu Thr ;gg Thr

gcg ctc atg gcg gtg ggg atg tac gtc gcec ggg cgt tcc ttc aag agg 816
Ala Leu Met g%a val Gly Met Tyr gg; Ala Gly Arg ser ;98 Lys Arg
0

CCC ccg aac gaa tga 831
Pro Pro 9;2 Glu

<210> 18 .
<211> 276 .
<212> PRT

<213> Streptomyces ambofaciens '

<400> 18

val Lys Glu val Ala val Asp Thr Gly Thr Pro Ala Gly Pro val Trp
1 5 10 15

Arg Gly Ala ggy Leu Gly Thr Gln Egu Trp val Leu Thr ééa Arg Gln

Ile Arg ggr Met Tyr Gly Asp 259 Arg Leu Ala Leu Z?e Ser Leu Met

Gln ?50 val Ile Met Leu Egu Leu Leu Ser Glu %Ae Phe Gly Ser Met

A1a Asp Pro Asp Asp Phe Pro GIn Gly val Arg Tyr Ile Asp Tyr val
65 70 75 ' 80

val Pro Ala Leu Leu val Thr Thr Gly Ile Gly ser Ala Gln Gly Ala
85 90 95

Gly val Gly Leu val Arg Asp Met Asp Asn Gly Met val Ala Arg Phe
100 105 110

Arg val Leu Pro Ala Arg Leu Phe Leu val Leu val Ala Arg Ser Leu
115 120 125

Ala Asp Leu val Arg val Phe Thr Glu Leu val val Leu val Ala val
130 135 140

Gly val Ile Leu Leu Gly Phe Arg Pro Ala Gly Gly Leu Trp Gly Thr
145 150 155 160

Ser Ala Ala Leu Leu Leu Thr Leu Phe val Ile Trp Ser Leu Ile Trp
165 170 175

Gly phe ITe Ala Leu Ala Ala Trp Leu Arg ser val Glu val Met Ser
180 185 190

Ser Leu Ala val Leu val Met Phe Pro Leu Met Phe Ala Ser Ser Ala
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195 200 205

Phe val Pro Leu Asp Ala Leu Pro Glu Trp Leu Arg Ser val Ala His
210 215 220

Leu Asn Pro val Thr Tyr Ala val Asp ser Ala Arg Arg Leu Ala Leu
225 230 235 240

AsSp Trp Asp Pro Gly Trp Ser val Pro Gly Ala Leu Leu Thr Ser Thr
245 250 255

rd

Ala Leu Met Ala val Gly Met Tyr val Ala Gly Arg Ser Phe Lys Arg
260 : 265 270

Pro Pro Asn Glu
275

<210> 19

<211> 882

<212> DNA

<213> Sstreptomyces ambofaciens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(882)

<400> 19
gtg gac atc gag gtc gaa cgg g?c c€gg gtg ctc g?g ctg ctg ggt cac 48
Xa Asp Ile Glu ga1 Glu Arg Gly Arg Xg Leu Gly Leu Leu gsy His

aac ggg gcc g?c aag acg acc ttg gtg aac atc ctt gcc acg gtc tcc 96
Asn Gly Ala goy Lys Thr Thr Leu val Asn ITe Leu Ala Thr val Ser

25 30

€Cg gcg tcc gcg g?c acg gtg acc gtc gcc g?t ttc gac gtc gcg acg 144
Pro Ala ggr Ala Gly Thr va Igr val Ala Gly Phe Qgp val Ala Thr

cag g?c gcc gag atc cgc gcg cgc atc g?gugt acc ggc-cag ttc gcg 192
GIn Gly Ala Glu Ile Arg Ala Arg Ile G y val Thr Gly GIn phe Ala
50 55 60
tcg gtg gac gag tac ctg agc g?a tLC cgc aac ctc gtc ctg atc g?c 240
ser val Asp Glu Tyr Leu Ser Gly Phe Arg Asn Leu Val Leu Ile G y
65 70 75 80
cgc ctc ctc g?g gcg g?a €gg cgt gag gcg gcg gcc cgg gcc acc gag 288
Arg Leu Leu Gly Ala Gly Arg Arg Glu Ala Ala Ala Arg Ala Thr Glu
85 90 95
Ctc ctg gag ctg ttc gag ctg acc g?g gcg gcc cac cag ccc tcc cgce 336
Leu Leu Glu Leu Phe Glu Leu Thr Gly Ala Ala His GIn Pro Ser Arg
100 105 110
acc tac tcg g?c g?g atg cgc cga cgg ctc gac ctc gcc gecc age ctg 384
Thr Tyr ser Gly Gly Met Arg Arg Arg Leu Asp Leu Ala Ala Ser Leu
115 120 125
gtc €gg CCg gac gtg ctg ttc ctc gac gag ccg acg acc ctg 432

ggc gd9
val G?y Arg Pro Asp val Leu Phe Leu Asp Glu Pro Thr Thr G?y Leu
130 135 140
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gac ccg gcg acc cgg atc gcc ctg tgg gag acg gtg gag aag ctg gt 480
Asp Pro Ala Thr Arg Ile Ala Leu Trp Glu Thr val Glu Lys Leu Vva
145 150 155 160

gcg g?c ggc acg acc gtc ctg ctg acc acc cag tac ctg gac gag gcg 528
Ala Gly Gly Thr Igg val Leu Leu Thr Ihr GIn Tyr Leu Asp §1g Ala
70 7

gac cgg ctg gcc gac tgg atc acc gtc ctg tcg aag g?c cgg gtg gt 576
Asp Arg Leu égg Asp Trp Ile Thr Xg} Leu Ser Lys Gly 958 val va

gcc tcg gac acc acc gac cgg ctc aag gec gac ctg g?c cac cgg tcg 624
Ala ser QS? Thr Thr Asp Arg 588 Lys Ala Asp Leu Gog His Arg Ser
2

gtg cgg gtg gtc ctt ccg ccc gce gec gac Ctg acg gcc gcc gcc gcc 672
va éig val val Leu Pro ;;g Ala Ala Asp Leu 525 Ala Ala Ala Ala

gcg ctc acc gcc g?c g?g ttc cgt ccg cgg tcc gac gec g?g gag cac 720
9;? Leu Thr Ala Gly 33% Phe Arg Pro Arg ggg Asp Ala Gly Glu 518

gcg Ctg acc acg ccc gtg gac acc tcg gcc g?t atc gcg g?c gtc atc 768
Ala Leu Thr Thr gzg val Asp Thr ser é}g Gly 1Ile Ala Gly ng ITe

€gc gcg ctg gac acc gtc g?a acg cag gcc gtc gag ctg acc gtc aag 816
Arg Ala Leu ggg Thr val Gly Thr g%g Ala val Glu Leu ;?5 val Lys

gag ccg tcc ctg gac gac gtc tac ctg gcg ctc acc cat ccc tca ccc 864
Glu Pro g;g Leu Asp Asp val ;%5 Leu Ala Leu Thr ggg Pro Ser Pro

-gcc gce gac geg gec tga 882
Ala ggg Asp Ala Ala

<210> 20

<211> 293

<212> PRT

<213> streptomyces ambofaciens

<400> 20

val Asp ITe Glu val Glu Arg Gly Arg val Leu Gly Leu Leu Gly His
1 5 10 15

Asn Gly Ala ggy Lys Thr Thr Leu val Asn Ile Leu Ala Thr val Ser
25 30

Pro Ala Ser Ala Gly Thr val Thr val Ala Gly Phe Asp val Ala Thr
35 40 45

Gln ggy Ala Glu Ile Arg ?}a Arg Ile Gly val ggr Gly GIn Phe Ala

Ser val Asp Glu Tyr Leu Ser Gly Phe Arg Asn Leu Vval Leu ITe Gly
65 70 75 80
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Arg Leu Leu Gly gga Gly Arg Arg Glu Ala Ala Ala Arg Ala g?r Glu
90

Leu Leu Glu Leu Phe Glu Leu Thr Gly Ala Ala His Gln Pro Ser Arg
100 105 110

Thr Tyr Ser Gly Gly Met Arg Arg Arg Leu Asp Leu Ala Ala Ser Leu
115 120 125

val Gly Arg Pro Asp val Leu Phe Leu Asp Glu Pro Thr Thr Gly Leu
130 135 140

Asp Pro Ala Thr Arg Ile Ala Leu Trp Glu Thr val Glu Lys Leu val
145 150 155 160

Ala Gly Gly Thr Thr val Leu Leu Thr Thr Gln Tyr Leu Asp Glu Ala
165 170 175

Asp Arg Leu Ala Asp Trp Ile Thr val Leu Ser Lys Gly Arg val val
180 185 190

Ala ser Asp Thr Thr Asp Arg Leu Lys Ala Asp Leu Gly His Arg Ser
195 200 205

val Arg val val Leu Pro Pro Ala Ala Asb Leu Thr Ala Ala Ala Ala
21 215 220

Ala Leu Thr Ala Gly Gly Phe Arg Pro Arg Ser Asp Ala Gly Glu His
225 . 230 235 - 240

Ala Leu Thr Thr Pro val Asp Thr ser Ala Gly Ile Ala Gly val Ile
245 250 255

Arg Ala Leu Asp Thr val Gly Thr GIn Ala val Glu Leu Thr val Lys
260 265 270

Glu Pro Ser Leu Asp Asp val Tyr Leu Ala Leu Thr His Pro Ser Pro
275 280 285

Ala Ala Asp Ala Ala
290

<210> 21

<211> 228

<212> DNA

<213> Streptomyces ambofaciens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(228)

<400> 21

atg agc aac ccg ttc gag gac acg gaa gcc acc tac gtc gtg ctg gtc 48
Met Ser Asn Pro Phe Glu Asp Thr Glu Ala Thr Tyr val val Leu val
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