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(57) Anotace:

Polyketid synthasa ("PKS") typu [ je komplexni multienzym
obsahujici zavadéci doménu navazanou na vice
prodluzovacich domén. Prvni prodiuzovaci modul dostava
acylovou poéateéni jednotku od zavadéci domény a kazdy
prodluzovaci modul pfidava dal3i ketidovou jednotku, kterd
muZe byt upravena (napfiklad redukef). KSq doména,
obsaZena v nékterych PKS, ma dekarboxylaéni aktivitu,
napiiklad vytvari (substituované) acylové skupiny ze
(substituovanych) malonylovych skupin. CLF doména PKS
typu 11 ma podobnou aktivitu. VlioZenim zavadécich moduld
obsahujicich takové domény do PKS b&zné neobsahujicich
tyto domény je moZné fidit pouZiti potatecnich jednotek.

Erythromycinové PKS
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Polyketidy a jejich syntéza

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka zpusobd a materidla (vcietné
enzyhov?ch systémi, nukleovych kyselin, vektoril a kultur) pro
pfipravu novych polyketidl, zejména makrolidd s 12-, 14- a 16-
Clennym kruhem, rekombinantni syntézou a takto p¥ipravenych
novych polyketidl. Geny pro biosyntézu polyketidd nebo jejich
¢asti, které mohou byt odvozeny z riznych genovych seskupeni
pro biosyntézu polyketid, jsou upraveny tak, aby umoZnily
produkci specifickych novych polyketidd, jako jsou
12-, 14- a 16-Clenné makrolidy predem definované struktury.
Predkladany vyndlez je zejména zamé&Ffen na nahrazeni
genetického materidlu kdédujiciho pfirozenou poclatecéni jednotku
jinymi geny pro pIipravu makrolidl obsahujicich pfednostné
acetatovou pocétecni jednotku; nebo pfednostné propionatovou
jednotku; nebo prednostné neobvyklou pocatedni jednotku; za
minimalizace tvorby vedlej3ich produktd obsahujicich jinou

poCatelni jednotku.

Dosavadni stav techniky

Polyketidy jsou rozsdhlou a strukturalné diversifikovanou
tfidou prirozenych sloucenin, do které patfi mnoho slouenin
majicich antibiotické nebo jiné farmakologické vlastnosti,
jako je erythromycin, tetracykliny, rapamycin, avermectin[
monensin, epothilony a FK506. Pfesnéji, polyketidy jsou hojné&
produkovany bakteriemi Streptomyces a jinymi aktinomycetami.
Jsou syntetizovany opakovanou postupnou kondenzaci
acylthioesterd zplGsobem podobnym syntéze mastnych kyselin.
Veétsi strukturdlni diverzita existujici mezi pfirozenymi
polyketidy vznikd v disledku vybéru (obvykle) acetatu nebo

propionatu jako po&atecnich nebo "prodluZovacich” jednotek; a
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z rizného stupné& zpracovani P-~skupiny probihajiciho po kazdé
kondenzaci. P¥iklady stupfiti zpracovani zahrnuji redukci na B-
hydroxyacyl-, redukci nasledovanou dehydrataci na 2-enoyl-, a
uplnou redukci na nasyceny acylthioester. Stereochemicky
dﬁslgdek téchto stupnlu zpracovani je také specificky pro kazdy

cyklus prodlouZeni fetézce.

Biosyntéza polyketidl je zahdjena skupinou enzymi
vytvafejicich fetézec znamych jako polyketid~synthasy. U
aktinomycet byly popsédny dvé tfidy polyketid-synthas (PKS).
Jedna t¥ida, ozna&ovand jako PKS typu I, pfedstavovana PKS pro
makrolidy erythromycin, oleandomycin, avermectin a rapamycin,
se sklada z ruzné sady nebo "modulu” enzyml pro kaZdy cyklus
prodlouZeni fetézce polyketidu. Pro pfiklad viz obr. 1
(Cortés, J. et al., Nature (1990) 348: 176-178; Donadio, S. et
al., Science (1991) 2523: 675-679; Swan, D.G. et al., Mol.
Gen. Genet. (1994 242: 358-362; MacNeil, D.J. et al., Gene
(1992) 115: 119-125; Schwecke, T. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1995) 92: 7839-7843).

Termin “prodluZovaci modul”, jak je zde pouZit, oznacduije
sadu sousedicich domén, od domény P-ketoacyl-ACP synthasy
("AKS") do dal3i proteinové domény acylového nosice ("ACP”)
domény, kterd provaddi jeden cyklus prodlouZeni polyketidového
fetézce. Termin "zavad&ci modul” ozna&uje jakoukoliv skupinu
sousedicich domén, kterad provadi zavedeni podite&ni jednotky
na PKS a tak zplUsobuje jeji dostupnost pro KS doménu prvniho
prodluZovaciho modulu. Délka tvof¥eného polyketidu byla
pozménéna, v pripadé biosyntézy erythromycinu, specifickym
pfesunem enzymové domény PKS produkujici erythromycin, ktera
obsahuje fetézec majici thioesterasovou/cyklasovou aktivitu,

pomoci technik genového inZenyrstvi (Cortés et al. Science
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(1995) 268:1487-1489; Kao, C.M. et al. J. Am. Chem. Soc.
(1995) 117:9105-9106).

Bylo popséano, Ze delece DNA kédujici Cést ketoreduktasové
domény v modulu 5 PKS produkujici erythromycin (téZ zn&mé jako
6-deoxyerythronolid B synthasa, DEBS) provedend ve Ctecim

ramci vede ke tvorbé erythromycinovych analogi 5,6-dideoxy-3-
-0-mycarosyl-5-oxcerythronolidu, 5,6-dideoxy-5-

-oxoerythronolidu B a 5, 6-dideoxy, 6B-epoxy-5-oxoerythronolidu
B (Donadio, S. et al. Science (1991: 252:675-679). Podobné,
alterace aktivnich zbytkd v enoylreductasové doméné& modulu 4 v
DEBS, pomocil genetického upraveni pfislus$né DNA kdédujici PKS a
jejiho vloZeni do Saccharopolyspora erythraea, vede k produkci
6, 7-anhydroerythromycinu C (Donadio, S. et al. Proc Natl.

Acad. Sci. USA (1993) 90:7119-7123)

Mezindrodni patentova pfihlaska ¢. WO 93/13663 popisuje
dal3i typy genetickych dprav DEBS genl, které vedou
k produkci pozménénych polyketidd. Nicméné, mnoho z té&chto
pokusﬁ se ukdzalo jako neproduktivni (Hutchinson, C. R. and
Fujii, I., Annu. Rev. Microbiol. (1995), 49: 201-238, na
str. 231). Byla popsana kompletni DNA sekvence geni ze
Streptomyces hygroscopicus kédujici moduldrni typ I PKS
¥idici syntézu makrocyklického imunosupresivniho polyketidu
rapamycinu (Schwecke, T. et al., (1995) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92:7839-7843). DNA sekvence je uloZena v
EMBL/Genbank Database pod pfirtstkovym Sislem X86780.

Druha trida PKS, oznacovand jako PKS typu II, je
p¥edstavovdna synthasami pro aromatické sloudeniny. PKS typu
II obsahuji pouze jednu sadu enzymatickych aktivit pro
prodlouzeni Ffetézce a tyto jsou znovu vyuZivany podle potteby

v opakovanych cyklech (Bibb, M. J. et al. EMBO J. (1989)
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8:2727-2736; Sherman, D. H. et al. EMBO J. (1989) 8:27172725;
Fernandez-Moreno, M.A. et al. J. Biol. Chem. (1992)
267:19278-19290) . "Prodluzovaci” jednotky pro PKS typu II jsou
obvykle acetatové jednotky a pritomnost specifickych cyklas
urcuje prednostni drahu pro cyklizaci dokonCeného rfetézce na
arométickou slouc¢eninu (Hutchinson, C. R. and Fujii, I. Annu.
Rev. Microbiol. (1995) 49:201~-238). Hybridni polyketidy byly
ziskany vloZenim klonl DNA obsahujicich gen pro PKS II. typu
do jiného kmene obsahujiciho jiné genové seskupeni PKS typu
IT, napfiklad vloZenim DNA odvozené od genového seskupeni pro
actinorhodin, modrfe pigmentovany polyketid ze Streptomyces
coelicolor, do anthrachinonovy polyketid-produkujiciho kmene
Streptomyces galileus (Bartel, P. L. et al. J. Bacteriol.
(1990), 172: 4816-4826).

Minim&lni pocet domén nutnych pro prodlouZeni retézce na
PKS II. typu, pfi jeji expresi v Streptomyces coelicolor
hostitelské bufice ("minimalni PKS") byl definovan napriklad
v Mezindrodni patentové pfihlédsce ¢&. WO 95/08548, ktera
popisuje, Ze tato PKS musi obsahovat nésledujici tri
polypeptidy, které jsou produkty act I genl: nejprve KS; potom
polypeptid oznaceny CLF s celkovou podobnosti aminokyselinové
sekvence s KS, ale ve kterém je aktivni zbytek KS, konkrétné
cysteinovy zbytek, substituovén bud glutaminovym zbytkem, nebo
v pripadé PKS pro pigment spor, jako je produkt whiE genu
(Chater, K.F. and Davis, N.K., Mol. Microbiol. (1990) 4: 1679-
1691), zbytkem kyseliny glutamové (cobr. 2); a nakonec ACP. CLF
byla uvedena nap¥iklad v Mezindrodni patentové pt¥ihlédsce ¢. WO
95/08548 jako faktor, ktery urduje délku polyketidového
retézce produkovaného minimalni PKS. Nicméné, bylo zjisténo
(Shen B. et al., J. AM. Chem. Soc. (1995) 117: 6811-6821), zZe
kdyZ je CLF pro oktaketid actinorhodin pouZita misto CLF pro

dekaketid tetracenomycin v hostitelské bunce Streptomyces
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glaucescens, neni polyketidovy produkt alterovén z dekaketidu
na oktaketid, takZe pfesn& Gilcha CLF zlst4vA nejasna. Byla
navrzeno alternativni nézvoslovi, ve kterém je KS oznacovan
jako KSa a CLF je oznalovan jako KsSf, aby byly brany v tvahu
tyto znalosti (Meurer, G. et al., Chemistry and Biology
(199&), 4: 433-443). Mechanismus, kterym jsou acetatové
poCédtedni jednotky a acetatové prodluZovaci jednotky dodavany
na PKS typu II neni znam, ale predpokladd se, Ze malonyl-
CoA:ACP acyltransferasa synthasy mastnych kyselin hostitelské
buiiky miZe spliiovat nékteré funkce pro PKS typu II (Revill, W.
P. et al., J. Bacteriol. (1995) 177: 3946-3952).

Mezinarodni patentova prihlaska ¢. WO 95/08548 popisuje
nahrazeni PKS genu pro actinorhodin heterologni DNA z jiného
seskupeni PKS gend pro ziskéni hybridnich polyketidd. Stejna
Mezindrodni patentovad pfihlédska WO 95/08548 popisuje ptipravu
kmene Streptomyces coelicolor, ktery v podstaté neobsahuje
prirozené genové seskupeni pro actinorhodin, ve kterém je
pouzit plasmidovy vektor pRM5 odvozeny od vektoru SCP2*

s nizkym pocCtem kopii izolovaného od Streptomyces coelicolor
(Bibb, M.J. and Hopwood, D.A., J. Gen. Microbiol. (1981) 126:
427), ve kterém midZe byt DNA kdédujici heterologni PKS
exprimovana pod kontrolou divergentniho actI/actIII
promotorového regionu genového seskupeni pro actinorhodin
(Fernandez—-Moreno, M.A. et al., J. Biol. Chem. (1992) 267:
19278~19290). Plasmid pRM5 také obsahuje DNA z genového
seskupeni pro biosyntézu actinorhodinu kdédujici gen pro
specificky aktivatorovy protein, ActII-oxfd. ActII-orfd
protein je nutny pro transkripci gend umisténych pod kontrolu
actI/actII dvousmérného promotoru a aktivuje expresi genu
b&hem pfechodu z ristu do staciondrni faze ve vegetativnim

myceliu (Hallam, S.E. et al., Gene (1988) 74: 305-320).
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Je dobie znamo, Ze seskupeni typu II v Streptomyces jsou
aktivovana aktivadtorovymi geny specifickymi pro urcitou
metabolickou drdhu (Narva, K. E. and Feitelson, J. S. J.
Bacteriol. (1990) 172:326-333; Stutzman-Engwall, K. J. et al.
J. Bacteriol. (1992) 174:144-154; Fernandez-Moreno, M.A. et
al. Cell (1991) 66:769-780; Takano, E. et al. Mol. Microbiol.
(1992) 6:2797-2804; Takano, E. et al. Mol Microbiol. (1992)

7:837-845) . Produkt DnrI genu dopliiuje mutaci v actII-orf4
genu of S. coelicolor, coZ naznacuje, Ze DnrI a ActIl-orf4
proteiny plsobi na podobné cile. Byl popséan gen (srmR) (EP O
524 832 A2), ktery je umisté&n pobliZ genového seskupeni pro
PKS II. typu pro makrolidovy polyketid spiramycin. Tento gen
specificky aktivuije produkci makrolidového antibiotika
spiramycinu, ale nebyly objeveny Zadné dal3i ptriklady takového
genu. Také nebyly popsdny Zadné homology ActII-orf4/DnrI/RedD
rodiny aktivatorl, které by pusobily na geny pro PKS II. typu.

Ackoliv bylo identifikovano velké mnoZstvi terapeuticky
vyznamnych polyketid, pfetrvavad potfeba pro ziskani novych
polyketidd, které maji lep$i vlastnosti nebo které maji zcela
novou biologickou aktivitu. Komplex polyketidl produkovany PKS
I.typu je zejména vyznamny v tom, Ze zahrnuje sloucdeniny se
znamou pouzZitelnosti jako antihelmintika, insekticidy,
imunosupresiva, antimykotika nebo antibiotika. Vzhledem ke
komplexnosti jejich struktury nemohou byt takové nové
polyketidy snadno ziskany chemickou syntézou ani chemickou

modifikaci znamych polyketidd.

Existuje také potreba vyvoje spolehlivych a specifickych
zpusobl pro pouziti jednotlivych modulld v praxi tak, aby
vSechny, nebo znadénd &ast, hybridnich PKS genl, které jsou
ptripraveny, byly funk&éni a produkovaly poZadované polyketidové

produkty.
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Mezindrodni patentova pfihla3ka ¢. PCT/GB97/01819 popisuie,
Ze PKS genovy soubor (konkrétné typu I) kdéduje zavadéci modul,
po kterém nadsleduje alespon jeden prodluZovaci modul. Cbr. 1
ukaije organizaci DEBS genu. Prvni otevfeny Cteci ramec
kéduje prvni multi-enzym nebo kazetu (DEBS 1), kterd se sklada
ze t¥i modull: zavadéciho modulu (ery-zavadéci modul) a dvou
prodluZovacich modulll (modul 1 a modul 2). Zavadéci modul
obsahuje acyltransferasu a proteinovy nosi& pro acyl. Toto
miZe byt srovnédno s obr. 1 WO 93/13663 (viz vy3e). Tento obr.
ukazuje ORFl, ktery se skladad z pouze dvou moduldl, z nichz

prvni je jak zavadéci modul, tak prvni prodluZovaci modul.

PCT/GB97/01819 popisuje obecné produkci hybridniho PKS
genového souboru obsahujiciho zavadéci modul a alespon jeden
prodluZovaci modul. PCT/GB97/01819 také popisuje (viz téz
Marsden, A.F.A. et al., Science (1998), 279: 199-202)
konstrukci hybridniho PKS genového souboru pomoci pfenosu
zavad&ciho modulu se 3ir3i specificitou pro polyketid synthasu
produkujici avermectin do prvni multienzymové sloZky (DEBS 1)
pro erythromycinovou PKS misto normadlniho zavadéciho modulu.
Nékteré nové polyketidy mohou byt p¥fipraveny za pouziti
hybridniho PKS genového souboru, jak je popsé&no napriklad
v projedndvané Mezinarodni patentové p¥ihld3ce ¢.
PCT/GB97/01810. Mezindrodni patentova ptfihlaska ¢.
PCT/GB97/01819 dale popisuje pfipravu hybridniho PKS genového
souboru pomoci p¥enosu zavadéciho modulu pro polyketid
synthasu produkujici rapamycin do prvni multienzymové slozky
(DEBS 1) pro erythromycinovou PKS misto normédlniho zavadéciho
modulu. Zavadéci modul rapamycinové PKS se 1isi od zavadécich

modull DEBS a avermektinové PKS v tom, Ze obsahuje doménu CoA

ligasy, enoylreduktasovou ("ER") doménu a ACP, takZe vhodné

organické kyseliny vietné pfirozené pocCdtecni jednotky



kyseliny 3, 4-dihydrocyklohexankarboxylové mohou byt aktivovany
in situ na zavadéci doméné PKS, a s nebo bez redukce ER
doménou prenesenou na ACP pro intramolekulové zavedeni KS
prodluzZovaciho modulu 1 (Schwecke, T. et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA (1995), 92: 7839-7843).

Byly popsény DNA sekvence pro nékolik seskupeni PKS genl
typu I, které ridi produkci 16-&lennych makrolidovych
polyketidl, vietné tylosinové PKS ze Streptomyces fradiase (EP
0 791 655 A2), niddamycinové PKS ze Streptomyces caelestis
(Kavakas, S.J. et al., J. Bacteriol. (1998), 179: 7515-7522) a
spiramycinové PKS ze Streptomyces ambofacicens (EP 0791 655
A2). VSechny tyto genové sekvence maji spoleéné to, Ze
obsahuji zavadéci modul PKS odlisny od zavadéciho modulu DEBS
a avermektinové PKS v tom, Ze se sklddad z domény napodobujici
KS domény prodluZovacich moduld, AT domény a ACP (obr. 3).
Dal3i N-koncova doména podobné KS byla oznacena KSq, protoZe
se 1i31 od prodluZovacich KS specifickym nahrazenim aktivnich
cysteinovych zbytkd nutnych pro aktivitu P-ketoacyl-ACP
synthasy glutaminem (Q je v jednopismeném kodu aminokyselin).
Funkce KSq domény je nezndma (Kavakas, S.J. et al., J.
Bacteriol. (1998), 179: 7515-7522), ale jeji pritomnost
v téchto PKS pro 16-¢lenné makrolidy je prekvapiva, protoZe
pocateénimi jednotkami tylosinu, niddamycinu a spiramycinu se
zdaji byt propionat, acetat a acetat, v pfisludném pofadi, to
znamena, Ze se jednd o stejny typ pocddtelnich jednotek jako
v DEBS. AT sousedici s KSqg doménou zde oznacdovéana Jjako ATq

-doména.

KdyZ byl cely zavadéci modul tylosinové PKS pouZit pro
nahrazeni analogického zavadéciho modulu ve spiramycinové PKS
S. ambofaciens (Kuhstoss et al., Gene (1996), 183: 231-236),

zménil se charakter pocadtecni jednotky z acetatu na propionat.



ProtoZe Uloha KSq domény neni znamé, nebyl proveden Zadny
objev odhalujici vyznam KSq domény ani moZné pouziti téchto
zavadécich moduld obsahujicich KSg v urcéeni pocatelnich
jednotek polyketidovych produktd, ani p¥i produkci makrolida
ve velkém rozsahu. Interpretace tohoto vysledku byla: "Proto
pfedboklédéme, Ze zde uvedené pokusy silné podporuji hypotézu,
Ze AT domény v PKS systémech typu I vybiraji vhodny substrat
v kaZdém stupni syntézy” (Kuhstoss et al., Gene (1996), 183:
231~236, na str. 235). Tito autofi popisuji analogii s CLF
proteinem v systémech PKS typu II a uvadéji, Ze posledni
uvedeny protein se ucCastni urcovani délky retézce. Uvadeéji:
"KSq miZe mit podobnou funkci, aZkoliv neni jasné, jak by
takovad funkce mohla byt nezbytnéd pro syntézu téchto 16-
¢lennych polyketidd, kdyZ neni nutnad pro syntézu jinych
komplexnich polyketidl, jako je 6-DEB nebo rapamycin. V kaZdém
pfipadé je nepravdépodobné, Ze by se KSq ucastnila vybéru
substratu v kazZdém stupni syntézy”. (Kuhstoss et al., Gene

(1996), 183: 231-236).

Bylo prokazano, Ze kdyZz je genetické inZenyrstvi pouZito
pro odstranéni zavadéciho modulu DEBS, tak vznikly zkréceny
DEBS v Sacch. erythraea stale produkuje nizké hladiny
erythromycinl obsahujicich propionatovou pol&teéni jednotku
(Pereda, A. et al., Microbiology (1995) 144: 543-553). Stejné
prace uvédi, Ze kdyz je v tomto zkrdceném DEBS AT specificka
pro methylmalonyl-CoA prodluZovaciho modulu 1 nahrazena AT-
specifickou pro malonyl CoA z prodluZovaciho modulu
rapamycinové PKS, tak jsou vyslednym produktem také
erythromyciny v nizké koncentraci, které obsahuji propionatové
pocatecni jednotky, coZ ukazuje, Ze poCatelni jednotky
nevznikaji dekarboxylaci (methyl)malonylovych skupin
zavedenych na enzym AT modulu 1, ale p¥imou acylaci KS

prodluzcovaciho modulu 1 propionyl-CoA. Toto je v protikladu



k pfedchozim pracim, vyuZivajicim Castecné precistény
DEBS1+TE, zkracenou biomoduldrni PKS odvozenou od DEBS (Kao,
C.M. et al., J. Am. Chem. Soc. (1995) 117: 9105-9106) a
funkéniho ekvivalentu k DEBS1+TE (Brown, M.J.B. et al., J.
Soc. Chem. Commun. (1995), 1517-1518; Cortés, J. et al.,
Sciehce (1991), 2523: 675-679), které uvadéji, Ze mezi zdroje
pocateénich jednotek pro DEBS patfi methylmalonatové jednotky,
které jsou zavedeny na modul 1 a které jsou dekarboxylovany KS
modulu 1 (Pieper, R. et al., Biochemistry (1997), 36: 1846-
1851). Nyni bylo zjiiténo, Ze kdyZ je DEBS1-TE protein plné
pfedidtén z extraktu rekombinantni Sacch. erythraea, nemé
zadnou takovou specifickou dekarboxylasovou aktivitu
(Weissmann, K. et al., (1998), Biochemistry 37: 11012-11017),
coZz dale potvrzuje to, Ze pocatedni jednotky ve skutecnosti
nevznikajil dekarboxylaci prodluzZovacich jednotek provedenou KS

prodluzZovaciho modulu 1.

Nyni Jje znamo, Ze DEBS zavadéci modul m& o néco vétsi
specificitu neZ propionat samotny, a Ze acetatové pocCéatecni
jednotky jsou pouzity jak in vitro, tak in wvivo, kdyZ je PKS
obsahujici tento zavadéci modul c¢asti PKS, kterd je
exprimovédna bud v Sacch. erythraea pfirozeném hostiteli pro
produkci erythromycinu (viz napfiklad Cortés, J. et al.,
Science (1995), 268: 1487-1489), nebo v heterolognim
hostiteli, jako je S. coelicolor (Kao, C.M. et al. J. Am.
Chem. Soc. (1994), 116: 11612-11613; Brown, M.J.B. et al., J.
Soc. Chem. Commun. (1995), 1517-1519). Pokusy in vitro
vyuzZivajici precistény DEBS1-TE prokazaly, Ze propionyl-CoA a
acetyl-CoA jsou alternativnimi substraty, které u&inné
nahrazuji propionatové a acetatové jednotky, v p¥isluSném
poradi, v zavadécim modulu (Wiessmann, K.E.H. et al.,
Chemistry and Biology (1995) 2: 583-589; Pieper, R. et al., J.
Am. Chem. Soc. (1995), 117: 11373-11374). Vysledek soutéie
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mezi acetatovymi a propionatovymi pocatecnimi jednotkami je
ovlivnén pfisludnymi intracelulédrnimi koncentracemi propionyl-
CoA a acetyl-CoA prevladajicimi v pouziteé hostitelské buice
(viz napfiklad Kao, C.M. et al., Science (1994), 265: 509-512;
Pereda, A. et al., Microbiology (1995), 144: 543-553) . Toto je
takélpotvrzeno arovni exprese PKS hostitele, jak je popsana

v projednévané Mezinarodni patentové ptihléasce C.
PCT/GB97/01819, ktera uvadi, Ze kdyzZz je rekombinantni DEBS
nebo jina hybridni PKS obsahujici DEBS zavadéci modul nadmérné
exprimovana v Sacch. erythraea, tak jsou produkty obvykle
smé&si, jejichz sloZky se 1isi pouze pritomnosti acetatovych

nebo propionatovych poZateénich jednotek.

Existuje potfeba vyvoje spolehlivych zpusobli pro vyloucgeni
tvorby smési polyketidl obsahujicich jak acetatové, tak
propionatove pocateéni jednotky, a pro umoZnéni specifickych
inkorporaci neobvyklych polateénich jednotek. Nyni bylo
ptekvapivé zjisté&no, Ze uloha zavadécich domén v PKS pro 16-
&lenné makrolidy tylosin, niddamycin a spiramycin je odlisnéa
od ulohy zavadécich domén v avermektinové PKS a DEBS. Bylo
zjisténo, Ze KSqg doména tylosinové PKS a asociovana AT doména,
kterd je zde oznacovana jako ATg, jsou spole&né odpovédné za
vysoce specifickou produkci propionatovych pocatec&nich
jednotek, protoZe ATq je specificka pro zavedeni
methylmalonyl-CoA a ne propionyl-CoA, jak se predpokladalo
d¥ive; a KSg je odpovédna za vysoce specifickou dekarboxylaci
methylmalonatové jednotky navazané na enzym Zza vzniku
propionatoveé jednotky navazané na ACP doménu zavadéciho modulu
a vhodn& umisténou tak, aby mohla byt pfenesena do KS
prodluzovaciho modulu 1 pro iniciaci prodluZovani fetézce.
Podobné& jsou ATqQ spiramycinové a nidamycinové PKS a sousedni
KSq odpovédné za specifické zavedeni malonatovych jednotek

misto acetatovych jednotek, jak se predpokladalo drive, a za
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jejich specifickou dekarboxylaci vedouci ke wvzniku acetatovych

pocatecnich jednotek pro prodluZovani polyketidového fetézce.

Nyni bylo také zjisténo, Ze nejen PKS pro vy$e uvedené 16-
¢lenné makrolidy, ale také PKS pro nékteré 14-&lenné
makrolidy, konkrétné& oleandomycinovad PKS od Streptomyces
antibioticus (obr. 4), a také PKS pro nékteré polyetherové
ionoforové polyketidy, konkrétné domnéld monensinova PKS ze
Streptomyces cinnamonensis {(obr. 4), obsahuji zavadéci doménu
obsahujici KSg doménu, ATq doménu a ACP. Na obr. 4 je uvedeno
uspotradédni sekvence KSqg domén a sousednich ATqg domén, které
byly identifikovany, a jsou uvedeny konzervované glutaminové
(Q) zbytky aktivniho mista v KSq doménach a argininovy zbytek,
ktery je konzervovany ve v3ech prodluzZovacich AT doménach a
také zcela konzervovany v ATq doméné&ch. Tento zbytek je
charakteristicky jiny neZ arginin v AT doménach zavadécich
moduld DEBS nebo aVermektinové PKS, kde je substrdtem pro AT
nekarboxylovany ester acyl-CoA (Haydock, S.F. et al., FEBS
Letters, (1995), 374: 246-248). Zkratka ATq je zde pouZita
pouze pro odlisSeni AT domén pritomnych bezprostfedné na C-

konci- KSq od prodluZovacich AT a nemd zadny jiny vyznam.

Podstata vyndlezu

V jednom aspektu vynalez poskytuje PKS multienzym nebo
jeho ¢&st, nebo nukleovou kyselinu (obvykle DNA) kédujici
tento multienzym, kde uvedeny multienzym nebo jeho Cast

obsahuje zavad&ci modul a vice prodluZovacich moduld, kde:

(a) zavadéci modul je upraven tak, aby zavaddél malonylovy
zbytek nebo substituovany malonylovy zbytek a potom provadél

dekarboxylaci zavedeného zbytku za vzniku acetylového zbytku
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nebo substituovaného acetylového zbytku (kde tento termin

zahrnuje propionyl) pro prenos na prodluZovaci modul; a

(b) prodluZovaci moduly, nebo alespofi jeden z nich (vyhodné
alespoit modul sousedici se zavadécim modulem) se v pfirozeném
stavu nevyskytuji ve spojeni se zavadécim modulem, ktery
provadi dekarboxylaci volitelné substituovaného malonylového

zbytku.

Obvykle obsahuje zavadéci modul také ACP (proteinovy nosic

pro acyl) doménu.

Vyhodné je dekarboxylac¢ni funkce zavadéciho modulu dodéna
doménou KS (ketosynthasového) - typu. Vyhodn& se odlisuje od
KS béZného prodluzovaciho modulu tim, Ze obsahuje glutaminovy
zbytek misto zésadniho cysteinového zbytku v aktivnim misté.
Tato doména je oznaCena KSqg. MaZe byt "pfirozena" nebo
geneticky upravena, naptiklad vznikla mistné cilenou
mutagenesi nukleové kyseliny koédujici jinou KS, jako je KS

prodluzovaciho modulu.

Alternativné miZe byt dekarboxyla&ni funkce dodana doménou

CLF typu, kterd se obvykle vyskytuje v PKS systémech II. typu.

Vyhodn& je zavadéci funkce dodana doménou AT
(acyltransferasového) typu, kterd napodobuje AT doménu bé&zného
prodluzovaciho modulu v tom, e obsahuje argininovy zbytek
v aktivnim mist&, ktery neni pfitomen v AT doménach zavadécich
moduld, které zavadéji acetat nebo propionat, napfiklad v DEBS

nebo avermektinovych PKS systémech. Tato doména miZe byt
oznadena ATq. Opé&t miZe byt "pfirozend” nebo geneticky

upravena, napfiklad mutagenesi AT prodluZovaciho modulu.
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Obvykle je zavadéci modul ve formé:
KSg-ATg-ACP

kde ACP je proteinovy nosié¢ pro acyl.

V jiném aspektu vynadlez poskytuje zplsob pro syntézu
polyketidl obsahujicich v podstaté vylu&né poZadovanou
polate&ni jednotku, ktery vyuZziva PKS multienzym obsahujici
zavadéci modul, jak byl definovan vysSe, ktery specificky
dodava poZadovanou pocatedni jednotku. Tento zplsob miZe
obsahovat poskytnuti nukleové kyseliny kédujici multienzym a

jeji vloZeni do organismu, ve kterém miZe byt exprimovéana.

V dal3im aspektu vynélez poskytuje vektory a transformované
organismy a kultury obsahujici nukleové kyseliny kédujici
multienzym. Vyhodnym provedenim je kultura, ktera produkuje
polyketid majici poZadovanou poCédteéni jednotku, ktery
v podstaté neobsahuje polyketid s jinou pocétecni jednotkou.
Napfiklad, erythromycin miZe byt produkovan v podstaté bez
produkce analogl vznikajicich v disledku inkorporace

acetatovych pocéate¢nich jednotek misto propionatu.

Vyhodné koéduje hybridni PKS zavadéci modul a 2 az 7
prodluZovacich moduld a enzym ukonduijici retézec (obvykle

thicesterasu).

Zejména vyhodné je pouziti zavadéciho modulu typu KSg-ATg-
ACP v souboru PKS genu produkujiciho 12-, 14- nebo 16-¢lenny
makrolid, aby bylo moZno ziskat 12, 14- nebo 16-Clenny
makrolid, ktery obsahuje vyluéné nebo témé&r vyluclné acetatové

poCétecni jednotky, i1 kdyZ je takova sestava PKS genu
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exprimovana ve vysokych drovnich v aktinomycetové hostitelské
butice. Zejména vhodné PKS pro tento ulel jsou sloziky PKS pro
biosyntézu erythromycinu, oleandomycinu, tylosinu,
spiramycinu, midecamycinu a niddamycinu, kde pro v3echny tyto
slouCeniny je alespon CasteEné& znadm gen a organizace modulu.
Zejména vhodnymi zdroji gend kédujicich zavadé&ci modul typu
KSq-ATg-ACP jsou zavadéci moduly oleandomycinu, spiramycinu,
niddamycinu, methymycinu a monensinu, které jsou specifické
pro zavedeni malonatovych jednotek, které jsou potom

dekarboxylovany na acetatové pocatecni jednotky.

Podobné je zejména vyhodné pouzZiti zavadéciho modulu typu
KSg-ATg-ACP v souboru PKS genu produkujiciho makrolidy
rifamycin, avermectin, rapamycin, immunomycin a FK506, jejichz
zavaddéci moduly maji neobvyklou specificitu (a kde pro kazZdy z
nich je alespoii ¢astefné& znadm gen a organizace modultl) pro
pfipravu takovych makrolidi, které obsahuji vyluéné nebo témér
vylucné acetatové pocatelni jednotky, i kdyzZz je takovad sestava
PKS genu exprimovana ve vysokych urovnich v aktinomycetové
hostitelské bufice. Zejména vhodnymi zdroji gend kédujicich
zavadéci modul typu KSq-ATg-ACP jsou zavadéci moduly
oleandomycinu, spiramycinu, niddamycinu, methymycinu a
monensinu, které jsou specifické pro zavedeni malonatovych
jednotek, které jsou potom dekarboxylovany na acetatové

_pocCatedéni jednotky.

Podobné je zejména vyhodné pouZiti zavadéciho modulu typu
KSq~-ATg-ACP v souboru PKS genu produkujiciho 12-~, 14- nebo l6-
¢lenny makrolid, aby bylo mozZno ziskat 12, 14- nebo 16-&lenny
makrolid, ktery obsahuje vylucné nebo témé?¥ vylucné
propionatové pocatecéni jednotky, i kdyZ je takovad sestava PKS
genu exprimovana ve vysokych Urovnich v aktinomycetové

hostitelské bufice. Zejména vhodné PKS pro tento Gcel jsou
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slozky PKS pro biosyntézu erythromycinu, methymycinu,
oleandomycinu, tylosinu, spiramycinu, midecamycinu a
niddamycinu, kde pro v3echny tyto sloudeniny je alespoin
taste&nd znam gen a organizace modulti. Zejména vhodnym zdrojem
genu kédujiciho savadéci modul typu KSq-ATq-ACP je zavadéci
modui tylosinu, ktery je specifické pro zavedeni
methylmalonatovych jednotek, které jsou potom dekarboxylovany

na propionatove pocatecni jednotky.

Podobné je zejména vyhodné pouZiti zavadéciho modulu typu
KSg-ATq-ACP Vv souboru PKS genu produkujiciho makrolidy
rifamycin, avermectin, rapamycin, immunomycin a FK506, jejichz
zavadéci moduly maji neobvyklou specificitu (a kde pro kazdy z
nich je alespon Gastedné znam gen a organizace modull) pro
pfipravu takovych makrolida, které obsahuji vyluéné nebo témeér
vyluéné propionatoveé poclatelni jednotky, 1 kdyz je takova
sestava PKS genu exprimovana ve vysokych trovnich
v aktinomycetové hostitelské bufice. Zejména vhodnym zdrojem
genu kédujiciho zavadéci modul typu KSq-ATqg-ACP Jje zavadéci
modul tylosinu, ktery Jr specificky pro zavedeni
methylmalonatovych jednotek, které jsou potom dekarboxylovany

na propionatové polateéni jednotky.

Vv zavadécim modulu typu KSg-ATg-ACP mohou byt domény nebo
jejich casti odvozeny z€ stejnych nebo z raznych zdroju a
pat¥i mezi né pfirozené nebo geneticky upravené domény.
Naptiklad mGZe byt ATq doména nahrazena AT doménou 2z néjakého
prodluzovaciho modulu PKS typu I, ktery Jje specificky pro
savedeni bud malonatovych jednotek, nebo methylmalonatovych
jednotek, Vv prisludném pofadi, pokud je KSg doména vybréana
tak, aby mé&la odpovidajici specificitu k methylmalonatovym

nebo malonatovym jednotkam, Vv prislusném potadi.
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Alternativné maZe byt KSq doména Vv zavadécim modulu dodana
KSq—-ATg-ACP substituovana CLF polypeptidem PKS typu II. Nyni
je znadmo, Ze oproti pfedchozim pfedpokladim, Ze jde o faktor
ur&ujici délku retézce, mtZe mit CLF kromé& jinych aktivit
aktivitu analogickou aktivité KSq domény a muze u&inkovat jako

dekafboxylasa navazanych malonatovych jednotek.

zjisténi, Ze CLF doména PKS typu II ma dekarboxylacni
aktivitu vedlo k provedeny 24saht do systémd typu II,
napfiklad pro zvySeni vytézku nékterych fermentaci. Mnoho
vysoce vytéznych pruamyslovych fermentaci ma tendenci ke vzniku
smési, ve kterych jsou ptitomny sloZky inkorporujici nezadouci
potateini jednotky. Tak je tomu zejména Vv pripadé systémi,
které obsahuji pomocné geny pro pripravu neobvyklych
poc&ateénich jednotek. CLF geny mohou zpusobovat produkci
nesadoucich acylovych typti, coz vede ke vzniku materidlt

obsahujicich nesadouci acylové jednotky.

Napfiklad produkce oxytetracyklinu vyzaduje neobvyklou
malonamidovou poéatecni jednotku. Nicméné&, nezadouci aktivita
CLF domény zpusobuje uréitou dekarboxylaci, ktera vede

k inkorporaci acetylu. Podobné& syntéza daunomycinu vyzaduje

neobvyklou po&atelni jednotku, kterd podléha "parazitické”

aktivité CLF domény.

Aktivni misto (pro dekarboxylaci) CLF domény obvykle
obsahuje glutaminovy zbytek. Zjistili Jjsme, e dekarboxylacni
aktivita domény miZe byt odstranéna mutaci, ve které je Gln

zbytek preménén na (naptiklad) Ala.

V dal3im aspektu tedy vynalez poskytuje systém a zpusob pro

syntézu polyketidu typu II (aromatického), ve kterém je Gln
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zbytek CLF domény PKS typu II mutovan pro potlaceni
dekarboxyla&ni aktivity. Techniky mistné cilené mutagenese,
pomoci kterych miZe byt toto provedeno, jsou dobfe znamé

odbornikim v oboru.

zavadéci modul typu KSq-ATq-ACP maZe byt navazan na
hybridni PKS pfipravenou napfiklad podle PCT/GB97/01819 a
PCT/GB97/01810. Je zejména vyhodné navazat takovy zavéadeéci
modul na genovou sestavu, kterd koédduje hybridni PKS, ktery
produkuje nové derivaty 14-&lennych makrolidd, jak je popsano

napfiklad v PCT/GB97/01819 a PCT/GB97/01810.

Vynadlez dale poskytuje takové sestavy PKS vybavené
zavadécim modulem typu KSq-ATg-ACP, vektory obsahujici takoveé
sestavy a transformované organismy exprimujici takové vektory.
Transformované organismy mohou obsahovat rekombinantni
plasmidy nebo mohou byt takové plasmidy integrovéany. Plasmid
s int sekvenci se bude integrovat do specifického vazebného
mista (att) chromosomu hostitele. Transformované organismy
mohou modifikovat polatecni produkty, naptiklad provedenim
viech nebo né&kterych biosyntetickych modifikaci bé&znych pfi
produkci erythromycint (jak je uvedena na obr. 5) a jinych
polyketidl. Mohou byt pouZity mutantni organismy, Ve kterych
jsou nékteré normalni drahy mutované, napfiklad pro produkci
produktd s jednou nebo vice "pfirozenymi” hydroxylovymi
skupinami nebo sacharidovymi skupinami. Vynalez dale poskytuje
nové polyketidy produkovatelné, pfimo nebo neprimo,
transformovanymi organismy. Sem pat¥i polyketidy, které byly

zpracovany enzymovou modifikaci.

V dalsim aspektu vynalez poskytuje jak znamé polyketidy,

tak nové polyketidy Vv &ist3i formé& vzhledem k charakteru
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podate&ni jednotky, neZ bylo dosud mo¥né ziskat. Sem patfil
makrolidy tvofené 12-, 14- a 16-&lennym kruhem, které jsou bud
"o¥irozené”, nebo které se 1i3i od ptislu3nych "o¥irozenych”

sloucenin:

(a) v oxidac¢nim stavu jedné nebo vice ketidovych jednotek (t3.

vybéru alternativ ze skupiny: -CO-, -CH(OH)-, alken, -CH- a

—CHp-), kde stereochemické uspotradani —CH(OH)- je také vybrano

nezavisle;

(b) v nepfitomnosti "pfirozeného” methyloveho vedlej3iho

feté&zce; nebo

(c) ve stereochemickém usporadani "ofirozeného” methylu; a/nebo

substituent@ kruhu jinych neZ Je methyl.

Je také mozné ptipravit derivaty makrolidd tvorenych 12—,
14-, nebo 16-Clennym kruhem odli3né od p¥irozenych sloucenin

ve dvou nebo vice bodech (a) a? (c) uvedenych vyse.

Mohou byt také pfipraveny derivaty jakychkoliv vyse
uvedenych polyketidi, které byly dale zpracovany enzymy jinymi
ne? PKS, napfiklad jednou nebo vice hydroxylacemi,

epoxidacemi, glykosylacemi a methylacemi.

Pfedkladany vynalez poskytuje novy zpusob pro ziskani jak
znamych, tak novych komplexnich polyketidd bez tvorby smési
produktd 1isici se pouze V tom, Ze obsahuji bud propionatové,
nebo acetatové polatelni jednotky. Dale pfedkladany vynalez
poskytuje zpusob pro pfipravu novych polyketidl, ve kterych je

poc¢ate&ni jednotkou neobvykla pocéteclni jednotka, ktera vznika
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v disledku pusobeni Ksq domény na slouleninu vazanou na enzym,
ktera je produktem AT s neobvyklou specificitou odvozené od
modulu pfirozeného PKS typu I. Konkrétn& AT prodluzZovaciho
modulu 4 FK506 PKS genového seskupeni pfednostné vyuziva
allylovy vedlej8i retézec; AT prodluZovaciho modulu 6
niddémycinového PKS genového seskupeni pfednostné vyuZiva
vedlej3i Feté&zec vzorce HOCH2—; a AT spiramycinového
prodluZovaciho modulu 5 a monensinového prodluzZovaciho modulu
5 pfednostné vyuZiva ethylovy vedlej3i fetézec.V kazdém
pripad& je Ksq doména ptednostné takova, kterda je v pfirozeném
stavu specifickad pro propionat. Alternativné, jakakoliv KS z
prodluzovaciho modulu PKS typu I miZe byt pfemé&néna na Ksqg
doménu dekarboxylovat navazany karboxylovany acylovy
thioester, pomoci mistné cilené mutagenese cysteinového zbytku
aktivniho mista pro jeho nahrazeni jinym zbytkem, vyhodné
glutaminem. Nyni je zndmo, Ze synthasa ivo&isnych mastnych
kyselin, kterd méd mnoho spole&nych ryst s PKS typu I, ma za
nepritomnosti acetyl-CoA prokazatelnou dekarboxylasovou
aktivitu pro malonyl-CoA (Kresze, G.B. et al., Eur. J.
Biochem. (1977) 79: 191-199). Po reakci s alkylaénim ¢inidlem,
jako je jodacetamid, je synthasa mastnych kyselin inaktivovana
specifickou modifikaci cysteinu aktivniho zbytku KS, a vznikly
protein ma zesilenou dekarboxylasovou aktivitu pro malonyl-
CoA. Premdna KS domény pro mastnou kyselinu na dekarboxylasu
odra#i geneticky urcenou zménu mezi KS doménami a Ksq doménou
v PKS typu I. Kromé& toho, velikost a polarita glutaminového
vedlejdiho fetézce se velmi podoba velikosti a polariteé
karboxamido-cysteinu. Ksq pouzité pro dekarboxylaci neobvyklé
alkylmalonatové jednotky je vyhodné vybrana ze stejného
prodluZovaciho modulu stejného PKS typu I, ktery dodava
neobvyklou AT, aby byla optimalizovana dekarboxylace
neobvyklého alkylmalonatu, a pouzitad ACP je také vyhodné ACP

stejného prodluzovaciho modulu.
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Vhodné plasmidové vektory a geneticky upravené bufiky
vhodné pro expresi PKS genu obsahujicich pozménény zavadéci
modul jsou ty, které jsou popsany Vv PCT/GB97/01819 jako
vhodné pro expresi hybridnich PKS genu typu I. P¥iklady
pouiitelnYch hostitel® jsou Saccharopolyspora erythraea,
Streptomyces coelicolor, Streptomyces avermitilis,
Streptomyces griseofuscus, Streptomyces cinnamonensis,
Streptomyces fradiae, Streptomyces longisporoflavus,
Streptomyces hygroscopicus, Micromonospora griseorubida,
Streptomyces lasaliensis, Streptomyces venezuelae,
Streptomyces antibioticus, Streptomyces lividans,
Streptomyces rimosus, Streptomyces albus, Amycolatopsis
mediterranei, a Streptomyces tsukubaensis. Mezi tyto
organismy patfi hostitelé, o kterych je znamo, 7e se v nich
plasmidy odvozené od SCP2* replikuji autonomn&, jako je
napriklad S. coelicolor, S. avermitilis a 3. griseofuscus;

a jini hostitelé jako je Saccharopolyspora erythraea, ve
kterych se plasmidy odvozené od SCP* integruji do chromosomu
homologni rekombinaci mezi sekvenci plasmidového insertu a
chromosomu; a v3echny takové vektory, které jsou integrativne

transformovany integrovatelnymi plasmidovymi vektory.

Niktera provedeni vynalezu jsou ilustrovana na

nasledujicich vykresech.

Popis obrazkd na p¥ipojenych vykresech

Obr. 1 je diagram ukazujici funkci 6-deoxyerythronolid B
synthasy (DEBS), modularni PKS produkujici 6-deoxyerytholidon

B (6-DEB), prekursor erythromycinu A.

Obr. 2 ukazuje srovnani aminokyselinové sekvence KS domén a

CLF domén representativnich genovych seskupeni PKS typu II.
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Cystein (C) aktivniho mista KS domén Jje oznacen 3ipkou a
odpovida glutaminu (Q) nebo kyseliné glutamové (E) CLF domén.
Pouzité zkratky a ptrislusna Genbank/EMBL p¥iriskova Cisla
jsou: GRA, granaticin ze Streptomyces violaceoruber (X63449);
HIR, neznamy polyketid ze Saccharopolyspora hirsuta (M98258) ;
ACT,’actinorhodin ze Streptomyces coelicolor (X63449); CIN,
neznamy polyketid ze Streptomyces cinnamonensis (211511); VNZ,
jadomycin ze Streptomyces venezuelae (L33245); NOG,
anthracykliny ze Streptomyces nogalater (z48262); TCM,
tetracenomycin ze S. glaucescens (M80674); DAU, daunomycin ze
Streptomyces sp. C5 (LL34880); PEU, doxorubicin ze Streptomyces
peucetius (L35560) ; WHI, WhiE pigment spor ze Streptomyces
coelicolor (X55942).

Obr. 3 ukazuje organizaci genu PKS pro t¥i 16-&lenné

makrolidy, tylosin, spiramycin a niddamycin.

Obr. 4 ukazuje usporadani aminokyselinové sekvence KSg-ATq
zavadé&cich didomén PKS pro niddamycin, platenolid
(spiramycin), monensin, oleandomycin a tylosin. Sekvence
savadécich domén pro monensin a oleandomycin nebyly drive

znamé.

Obr. 5 ukazuje enzymatické stupné&, které premé&nuji 6-
deoxyerythronolid B na erythromycin A Vv Saccharopolyspora
erythrae.

Obr. 6 je diagram ukazujici p¥ipravu plasmidu pJLKI117.

Obr. 7 ukazuje strukturu dvou oligonukleotidl.
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Pr¥iklady provedeni vynalezu

Pfedkladany vynalez bude nyni dokreslen v nasledujicich

prikladech, které nijak neomezuji rozsah vynalezu.

v3echna NMR

spektra byla mé€fena Vv CDCls, za pouZiti Bruker 500 mHz DMX

spektrometru, pokud neni uvedeno jinak, a pozice pikd jsou

vyjadfeny jako dily na milion (ppm) od tetramethylsilanu.

Atomové &islo uvedené v NMR vzorci nepredstavuje standardni

hodnotu, ale odpovidda NMR datdim pro jednotlivé priklady.

HPLC

Zpisob A:
Kolona
Pratok

Mobilni féaze

Zpusob B:
Kolona
Pratok

Mobilni faze

Pfistroj

Vodné medium
Glukosa
Trypton

Waters Symmetry 5 C18 2,1 mm x 150 mm
0,29 ml/min
Gradient: A:B (22:78) azZ A:B (38:62) béhem 12
minut, potom A:B (80:20) do minuty 15.
UdrZovani po dobu 1 minuty. Opé&tovné uvedeni
do rovnovahy pfed dald3im vzorkem. A =
acetonitril a B = 0,01 M octan amonny v 10%

acetonitrilu a 0,02% TFA

Waters Symmetry 5 C18 2,1 mm X 150 mm

0,29 ml/min

Gradient: 28:72 acetonitril:10 mM NH4OAC az
50:50 b&hem 18 minut. 50:50 do 25 minut. Zpét
na 28:72, opé&t uvedeni do rovnovahy béhem 7
minut.

Hewlet-Packard 1100 LC/MS s APCI zdrojem

5 g/l
5 g/l
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Kvasinkovy extrakt 2,5 g/1
EDTA 36 mg/1

Vodovodni voda do 1 1 celkového objemu

ERY~-P medium

Dextrosa 50 g/1

Nutrisoy™ moucka 30 g/1
(NH4) 2S04 3 g/1
NaCl 5 g/1
CaCos 6 g/l

Vodovodni voda do 1 1 celkového objemu

pH upraveno na 7,0

Pr¥iklad 1: Priprava rekombinantniho vektoru pPFL43

Plasmid pCJR24 se ptripravi zpisobem popsanym
v PCT/GB97/01819. pPFL43 je plasmid na bazi pCJR24 obsahujici
gen kédujici hybridni polyketid-synthasu, kterd obsahuje
zavadéci modul monensinové PKS (izolovany ze S.
cinnahonensis), prodluZovaci moduly 1 a 2 DEBS a thioesterasu
ukoncujici Fretézec. Plasmid pPFL43 se pfipravi nésledujicim

zplsobem:

Nasledujici syntetické oligonukleotidy:
5'-CCATATGGCCGCATCCGCGTCAGCGT-3', a
5'-GGCTAGCGGGTCCTCGTCCGTGCCGAGGTCA-3/,
se pouziji pro amplifikaci DNA kédujici zavadéci modul pro
monensin za pouZiti kosmidu, ktery obsahuje 5'-konec domnélych
genud produkujicich monensin ze S. cinnamonensin nebo
chromosomalni DNA od S. cinnamonensis jako templatu. PCR

produkt velikosti 3,3 kb se pfecisti gelovou elektroforesou,
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zpracuje se T4 polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu
pUC18, ktery se pfedem linearizuje travenim Smal a potom se
zpracuje alkalickou fosfatasou. Ligaclni smés se pouzije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé klony se testuji na pritomnost poZadovaného
plasmidu pPFL40. Plasmid pPFL40 se identifikuje podle

charakteru restrikéniho traveni a podle analyzy sekvence.

Plasmid pHD30His je derivatem pNEWAVETE (PCT (GB97/01810),
ktery obsahuje avermektinovy zavadéci modul, erythromycinové
prodluZovaci moduly 1 a 2 a ery thioesterasovou doménu.
Plasmid pNEWAVETE se travi EcoRI a HindIII a vlozi se do né&j
synteticky spojovaci oligonukleotid, ktery kéduje adici C-
koncové polyhistidinové sekvence k polypeptidu. Nasledujici
oligonukleotidy:
5-AATTCACATCACCATCACCATCACTAGTAGGAGGTCTGGCCATCTAGA—3Z a

5—AGCTTCTAGATGGCCAGACCTCCTACTAGTGATGGTGATGGTGATGTG—3

se tepelnd& zpracuji a duplex se liguje do pNEWAVETE traveného
EcoRI a HindIII. Vznikly plasmid se 3t&pi Ndel a Xbal a liguje
se do plasmidu pCJR24, ktery se pfedem tdpi stejnymi dvéma

enzymy, za zisku plasmidu pND30His.

Plasmid pPFL40 se travi Ndel a Nhel a 3,3 kb fragment se
prelisti gelovou elektroforesou a liguje se do plasmidu pND30-
His, ktery se pfedem travi Ndel a Nhel a potom se zpracuje
alkalickou fosfatasou. Liga¢ni smés se pouzije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé klony se testuji na pfitomnost pozadovaného
plasmidu pPFL43. Plasmid pPFL43 se identifikuje podle

charakteru restrikéniho traveni.

priklad 2: Priprava S. erythraea JC2/pPFL43
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Plasmid pPFL43 se pouZije pro transformaci protoplastii S.
erythraea JC2. Pfiprava kmene JC2, ze kterého jsou prakticky
odstranény vlastni geny pro DEBS, je popsana v projednavané
patentové pfihla3ce PCT/GB97/01819. Kolonie resistentni na
thiostrepton se selektuji v R2T20 mediu obsahujicim 10 pg/ml
thioétreptonu. N&kolik kolonii se testuje na pritomnost pPFL43
integrovaného do chromosomu Southernovym p¥enosem jejich
genomové DNA s DIG-znalenou DNA obsahujici mon PKS fragment

kédujici zavadéci modul.

P¥iklad 3: Produkce polyketidl za pouZiti S. erythraea
JC2/pPFL43

Zmrazend suspenze S. erythraea JC2/pPFL43 se naolkuje do

eryP media obsahujiciho 5 pg/ml thiostreptonu. Naockovana
kultura se nechd rist po dobu 7 dnd pfi 28-30 ’%c. Po této dobd
se medium pfefiltruje pro odstranéni mycelii a pH se upravi na
pH = 3,0. Medium se extrahuje dvakrat dvéma objemy
ethylacetatu a kombinované extrakty se promyji stejnym objemem
nasyceného roztoku chloridu sodného, su3i se pfes bezvody
siran sodny a ethylacetat se odstrani za redukovaného tlaku,
za zisku surového materidlu Ziskany materidl m& vzorec uvedeny
dédle a podle MS, GC-MS a 'H-NMR je identicky a autentickym

vzorkem.

e

Pfiklad 4: Pfiprava S. erythraea NRRL2338/pPFL43
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Plasmid pPFL43 se pouZije pro transformaci protoﬁlastﬁ S.
erythraea NRRL2338. Kolonie resistentni na thiostrepton se
selektuji v R2T20 mediu obsahujicim 10 pg/ml thiostreptonu.
N&kolik kolonii se testuje na pfitomnost pPFL43 integrovaného
do chromosomu Southernovym pfenosem jejich genomové DNA s DIG-
znaéénou DNA obsahujici mon PKS fragment k6dujici zavadéci
modul. Timto zplUsobem se selektuje klon s integrovanou kopii

pPFL43.

P¥iklad 5a: Produkce 13-methyl-erythromycinu A a B za pouziti
Sacch. erythraea NRRL2338/pPFL43

Kultura Saccharopolyspora erythraea NRRL2338 (pPFL43),
p¥ipravena s insertem monensinové zavadéci D1IT DNA misto
prirozené zavadéci domény, jak bylo popsano v prikladu 2, se
nao¢kuje do 30 ml vodného media s 50 pg/ml thiostreptonu Vv 300
ml Erlenmeyerové bafice. Po tfech dnech inkubace pfi 29 °%c se
tato bahka pouzZije pro inokulaci 300 ml ERY-P media Vv 300 ml
bafice. Medium se inkubuje pEi 29 °%¢ a 200 rpm po dobu 6 dnu.
V tuto dobu se pH media upravi pomoci NaOH na 8,5 a medium se
extrahuje stejnym objemem ethylacetatu. Ethylacetatovy extrakt
se odpaf¥i do sucha pri 45 °%c za pouziti proudu dusiku v Zymark
TurboVap LV odpafovacim p¥istroji a potom se rekonstituuje Vv
0,0625 objemech methanolu pro 16-nasobné zahusté&ni extraktu.
Struktura produktd se potvrdi LC/MS, zptsobem A. Jako hlavni
slo?ka se pozoruje pik p¥i retenénim &ase 4,0 minuty, s m/z
hodnotou 720 (M+H)", odpovidajici 13-methyl-erythromycinu A.
Druhy pik ma reten&ni Cas 6,4 minuty a m/s hodnotu 704 (M+H)",

coZ odpovida 13-methyl-erythromycinu B.

p¥iklad 5b: Produkce a ziskani 13-methyl-erythromycinu A a B
za pouZiti Sacch. erythraea NRRL2338/pPFL43 v objemu 8 1
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Saccharopolyspora erythraea NRRL2338 (pPFL43) se naocCkuje

do 1000 ml vodného media s 50 pg/ml thiostreptonu Vv 2,8 1
Fernbachové bafice. Po tfech dnech inkubace pfi 29 %c se tato
kultura pouZije pro inokulaci 8 1 ERY-P media ve 14 1
Mlcroferm fermentaénim tanku (New Brunswick Scientifics Co.,
Inc., Edison, NJ). Medium se inkubuje p¥i 28 °c pri
provzdusdfiovani 8 1/min, miseni p¥i 800 rpm a za udrzZovani pH
mezi 6,9 a 7,3 pomoci NaOH nebo H2S0s4 (15%). Po 24 hodinéach se
ptidava voda pro udrzovani objemu. Fermentace probiha po dobu
167 hodin. Po této dobé se pritomnost 13- methyl-erythromycinu
A a B potvrdi upravenim vzorku z fermentadniho tanku na pH 8,5
pomoci NaOH a potom extrakci stejnym objemem ethylacetatu.
Ethylacetatovy extrakt se odpafi do sucha pfi 45 %c za pouziti
proudu dusiku v zymark TurboVap LV odpafovacim‘piistroji a
potom se rekonstituuje v 0,25 objemech methanolu pro 4-nasobné
sahudténi extraktu. Struktura produktld se potvrdi LC/MS,
zpusobem A. Jako hlavni slozka se pozoruje pik pfi reten&nim
tase 4,1 minuty, s m/z hodnotou 720 (M+H) ", odpovidajici 13-
methyl-erythromycinu A. Druhy pik ma retendni &as 6,6 minuty a

m/s hodnotu 704 (M+H)", coi odpovidéa 13-methyl—erythromycinu B.

P¥iblizn& 35 1 media obsahujiciho priblizné 2,8 g 13-
methyl-erythromycinu A se zpracuje pro ziskani produktu.
Medium se prefiltruje pfes vyzkouSenou ceraflo keramickou
jednotku a vnese se do 500 ml kolony naplnéné XAD-16
pryskyfrici. Produkt se eluuje za pouziti 100% methanolu. 175
ml CG-161 adsorp&ni kolona se pfipravi a uvede do rovnovahy
20% methanolem/vodou. KdyZ se Sast roztoku obsahujiciho
produkt se upravi tak, aby obsahoval 20% methanol a vnese Sé
do kolony, neni pozorovan 74dny degradacni produkt. Promyvani
kolony az 40% methanolem/vodou selhava v odstranéni
jakychkoliv vyznamnych mnoistvi nedistot. Eluce 50%

methanolem/vodou vede k chromatograficke separaci produktu od
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dvou hlavnich nec&istot, 13-methyl-erythromycinu B a
degrada&niho produktu, l3—methyl—dehydroerythromycinu A.
Nej&istsi frakce se kombinuji a zahustil se na pribliZné& 75%
pomoci odpafeni za dosafeni koncentrace methanolu <10%. Pro
zvysen1 extrakce 13-methyl-erythromycinu A se p¥idava pevny
hydrogenuhllc1tan sodny do celkové koncentrace 250 mM. Vodna
vrstva obsahujici produkt se extrahuje 2x methylenchloridem,
pokazdé za pouziti jedné poloviny celkového objemu. Objem se
snizi odpatenim za zisku svétle Zlutého pevného materialu. 13-
methyl-erythromycin A se pfelisti rozpudténim surovych
krystald v methylenchloridu p¥i teploté okoli a fedé&nim na 15%
methylenchlorid hexanem. Kalny roztok se umisti na 30 minut do
teploty -10 °%c a potom se kapalina dekantuje do druhé zkumavky
a nedistoty zustanou Vv prvni zkumavce ve formé& oleje. Zkumavka
se ponecha pres nocC pti -10 Oc a nasledujici den se odfiltruji
Spinavé bilé krystaly 13-methyl-erythromycinu A. P¥iblizné 300
mg 13-methyl-erythromycinu A se izoluje z Casteclného

zpracovani 35 1 media.

P¥ibliZné 100 g materialu odpateného z puvodni kapaliny se
dadle pouzije pro izolaci 13-methyl-erythromycinu B. Zbytkovy
13-methyl-erythromycin A se odstrani opakovanou extrakci
puvodniho vzorku vodnou kyselinou octovou (pH 5). ziskana
methylenchloridova vrstva se zpracuje chromatografii na 700 g
silikagelu za pouziti 20% methanolu v methylenchloridu. Frakce
bohata na 13-methyl-erythromycin B, jak se urcCi LC/MS, se
kombinuji a odpafi se za zisku priblizné 11,0 g tmavého oleje.
Olej se rozpusti v minimalnim mnoZstvi methanolu a vnese Se€ do
500 ml kolony obsahujici Amberchrom CG-161 pryskyfici. 13-
methyl-erythromycin B se eluuje pfi 2 objemech loZe za hodinu
pomoci 40% methanolu Vv deionizované vodé. Frakce velikosti
jednoho objemu loze se odeberou a analyzuji se LC/MS. frakce

42-62 se kombinuji, Ffedi se na 20% roztok methanolu
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deionizovanou vodou a neutralizujici se na pH 7,3 pomoci
hydrogenuhlicitanu sodného. Vznikly roztok se extrahuje Jjednou
4 1 methylenchloridu, zahusti se na 500 ml a sudi se ptes
bezvody siran hote&naty. PO odstran&ni MgSOs filtraci se
filtrat odpa¥i za zisku 110 mg svétle hn&dého pevného
materidlu. 110 mg surového 13-methyl-erythromycinu B se
rozpusti v pfiblizné 3,0 ml acetonitrilu HPLC Cistoty a vnese
se na silikagelovou desticku pro preparativni chromatografii
na tenké vrstvé (PTLC) velikosti 20 cm x 20 cm, tlousdtky 2 m.
Destidka se vyviji v methanolu:acetonitrilu (60:40) .
pPoradovana cast silikagelu z PTLC plotny (vizualizovana jodem)
se odstrani a extrahuje se acetonem HPLC &istoty. Acetonovy

extrakt se odpafi za zisku 12,1 mg &irého pevného materidlu.

Identifikace vzorku 13-methyl-erythromycinu A a 13-methyl-
erythromycinu B se potvrdi hmotnosti spektrometrii (LS/MS
zpusob B) a NMR spektrometrii. Pik vzorku 13-methyl-
erythromycinu A ma reten&ni &as 4,7 minuty, S m/z hodnotou 720
(M+H)*, coZ odpovida 13-methyl-erythromycinu A. Pik vzorku
13-methyl-erythromycinu B mé& reten&ni &as 7,6 minuty, S m/z

hodnotou 704 (M+H)*, coZ odpovida 13—methyl—erythromycinu B.
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# 13C - ppm
1 221.91
2 175.99
3 103.63
4 96.81
5 83.76
6 79.86
7 78.36
8 75.50
9 74.87
10 73.07
11 72.25
12 71.25
13 69.53
14 69.24
15 66.16
16 65.96
17 49.96
18 45.36
19 45.07
20 40.73
21 39.00"
22 35.30
24 27.20
25 21.92
26 21.82
27 18.99
28 18.60
29 16.07
30 15.08
31 14.23
32 12.12
33 9.60
34 39.00
35 28.90

36 40.94

NMR, 13-methyl-erythromycin B:

31

1H - ppm

4.45
4.88
3.60
4.10
3.05

5.19
3.26
3.53
3.97
4.06 -
2.48
3.36
2.79
2.81
2.32
3.15

2.42/1.61

1.50
1.28
1.27
1.32
1.22
1.19
1.19
1.26
1.19
1.15 -

1.98/1.75

1.72/1.27
2.05

.
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# 13C - PPM #H 1H - PPM
navazano

1 80.50 1 415

2 40.62 1 2.15

4 4517 1 2.84

5 84.08 1 3.62

6 9.86 3 118

1 97.26 1 4.88

8 176.48 0

9 15.25 3 122
11 75.98 0

12 3543 2 2.42/1.61
16 103.75 1 446
17 38.77 2 2.09/1.72
18 217.67 3 1.51
20 73.09 0

21 66.20 1 406
22 7027 1 5.58
23 71.24 1 3.28
25 4549 1 2.81
26 78.29 1 3.06
28 2191 3 1.28
29 19.03 3 . 133
30 41.61 1 ‘165
31 1873 3 1.29
32 65.94 1 2.53
34 69.52 1 3.55
35 219.92 0

36 19.03 3 1.21
38 49.97 3 3.36
39 70.17 1 3.88
40 9.27 3 0.95
41 29.12 2 1.73/1.28
43 21.80 3 127
44 39.87 1 3.07
47 40.74 3 2.35
48 40.74 3 235
49 9.62 3 1.04
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Pfiklad 6: Pfiprava rekombinantniho vektoru pPFL42

pPFL42 je plasmid na bazi pCJR24 obsahujici gen kédujici
hybridni polyketid-synthasu, ktera obsahuje zavadéci modul
tylosinové PKS, erythromycinove prodluzovaci moduly 1 a 2 a
thioesterasu ukon&ujici fet&zec. Plasmid pPFL42 se pripravi

nasledujicim zpusobem:

Nasledujici syntetické oligonukleotidy:
5h -CCATATGACCTCGAACACCGCTGCACAGAA—3', a
5'—GGCTAGCGGCTCCTGGGCTTCGAAGCTCTTCT—3’
se pouziji pro amplifikaci DNA k6dujici zavadéci modul pro
~ tylosin za pouziti bud cps6T (kosmidu, ktery obsahuje geny pro
PKS produkujici tylosin ze S. fradiae), nebo chromosomalni DNA

od S. fradiae jako templatu. PCR produkt velikosti 3,3 kb se
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prelisti gelovou elektroforesou, zpracuje se T4
polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu pUC18, ktery se
predem linearizuje travenim Smal a potom se zpracuje
alkalickou fosfatasou. Ligaéni sm&s se pouzije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednétlivé klony se testuji na pfitomnost pozZadovaného
plasmidu pPFL39. Plasmid pPFL39 se identifikuje podle

charakteru restrikéniho traveni a podle analyzy sekvence.

Plasmid pPFL39 se travi Ndel a NheI a 3,3 kb fragment se
preCisti gelovou elektroforesou a liguje se do plasmidu pND30-
His, ktery se pfedem travi Ndel a Nhel a potom se zpracuje
alkalickou fosfatasou. Ligaéni smés se pouzije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé klony se testuji na pfitomnost poZadovaného
plasmidu pPFLA4Z. Plasmid pPFL43 se identifikuje podle

charakteru restrikéniho traveni.
priklad 7: Priprava S. erythraea JC2/pPFL42

plasmid pPFL42 se pouZije pro transformaci protoplastid S.
erythfaea JC2. Kolonie resistentni na thiostrepton se
selektuji v R2T20 mediu obsahujicim 10 pg/ml thiostreptonu.
N&kolik kolonii se testuje na pritomnost pPFL42 integrovaného
do chromosomu Southernovym pfenosem jejich genomové DNA s DIG-
znadenou DNA obsahujici tyl PKS fragment kédujici zavadéci
modul. Timto zpusobem se identifikuje klon s integrovanou

kopii pPFL42.

pFiklad 8: Produkce polyketidld za pouziti S. erythraea
JC2/pPFLAZ
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zmrazena suspenze S. erythraea JC2/pPFL42 se naolkuje do

eryP media obsahujiciho 5 pg/ml thiostreptonu. Nao&kované
kultura se necha rist po dobu 7 dnf p¥i 28-30 °c. Po této dobé
se medium prefiltruje pro odstranéni mycelii a pH se upravi na
pH = 3,0. Medium se extrahuje dvakrat dvéma objemy
ethyiacetatu a kombinované extrakty se promyji stejnym objememn
nasyceného roztoku chloridu sodného, su3i se ptes bezvody
siran sodny a ethylacetat se odstrani za redukovaného tlaku,
za zisku surového materialu. 7iskany materidl ma vzorec
uvedeny dale a podle MS, GC-MS a l4-NMR je identicky a

autentickym vzorkem.

0

priklad 9: PPiprava S. erythraea NRRL2338/pPFL42

Plasmid pPFL42Z se pouzZije pro transformaci protoplastl S.

erythraea NRRL2338. Kolonie resistentni na thiostrepton se

selektuji v R2T20 mediu obsahujicim 10 pg/ml thiostreptonu.
N&kolik kolonii se testuje na ptitomnost pPFL42 integrovaného
do chromosomu Southernovym pfenosem jejich genomové DNA s DIG-
snadenou DNA obsahujici tyl PKS fragment kédujici zavadéci
modul. Timto zplsobem se selektuje klon s integrovanou kopii

pPFL42.

Priklad 10: Produkce polyketidu za pouziti S. erythraea
NRRL2338/pPFL42
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smrazend suspenze S. erythraea NRRL2338/pPFL42 se naolkuje
do eryP media obsahujiciho 5 pg/ml thiostreptonu a nechd se
riast po dobu 7 dnd p¥i 28-30 %c. Po této dobé& se medium
ptefiltruje pro odstran&ni mycelii a pH se upravi na pH = 9,0.
Supernatant se potom extrahuje tfikréat stejnym objemem
ethyiacetatu a rozpoust&dlo se odstrani odpatenim. Ziskany
material se analyzuje HPLC/MS a identifikuje se makrolid,
ktery ma strukturu identickou s autentickym erythromycinem A
(spolu s Jjinymi produkty, které odpovidaji erythromycinim B a

D, které vznikaji v dusledku netiplného post-PKS zpracovani) .
priklad 11: P¥iprava plasmidu pPFL35

Plasmid pPFL35 je plasmid na bazi pCJR24 obsahujici PKS gen
obsahujici zavadéci modul, prvni a druhy prodluzovaci modul
DEBS a thioesterasu ukonlujici retézec. zavadéci modul
obsahuje DNA KSg domény ze zavaddciho modulu oleandomycinové
PKS fuzovany na AT specifickou pro malonyl CoA modulu 2
rapamycinové PKS, nakonec navazanou na DEBS zavadéci doménu
ACP. Plasmid pPFL35 se pripravi pres nékolik p¥ipravnych

plasmidd nasledujicim zpusobem:

411 bp segment DNA eryAI genu od S. erythraea v rozsahu od
nukleotidu 1279 do nukleotidu 1690 (Donadio, S. et al.,
Science (1991) 2523: 675-679) se amplifikuje PCR za pouziti
nasledujicich syntetickych oligonukleotidl:

5'—TGGACCGCCGCCAATTGCCTAGGCGGGCCGAACCCGGCT—3', a

5—CCTGCAGGCCATCGCGACGACCGCGACCGGTTCGCC—3“

DNA z plasmidu oznaceného pKSW, odvozeného od pT7-7 a
DEBS1-TE, do které byla vloZena novd PstI a HindIII mista tak,
aby obklopovala KSl1 prvniho prodluzovaciho modulu, se pouZije

jako templat. 441 bp produkt PCR se zpracuje se T4
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polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu puCl18, ktery se
pfedem linearizuje travenim Smal a potom se zpracuje
alkalickou fosfatasou. Ligacni smé&s se pouZije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé klony se testuji na pritomnost poZadovaného
plasﬁidu pPFL26. Nova MfeI/AvrII mista ohranidujici insert
sousedi s EcoRI mistem v polylinkeru pUC18. Plasmid pPFL26 se
identifikuje podle charakteru restrik&niho traveni a podle

analyzy sekvence.

MfeI restrikéni misto je umisténo 112 bp od 5 konce DNA
kédujici propionyl-CoA:ACP transferasu zavadé&ciho modulu DEBS.
Plasmid pKSW se travi Mfel a PstI a liguje se s 411 insertem
ziskanym travenim plasmidu pPFL26 MfeI a Pstl. Liga&ni smés se
pouzije pro transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B
bunék a jednotlivé klony se testuji na pritomnost pozadovaného
plasmidu pPFL27. Plasmid pPFL27 obsahuje PKS gen obsahujici
DEBS zavad&ci modul, prvni a druhy prodluZovaci modul DEBS a
DEBS thioesterasu ukondujici retézec. Plasmid pPFL27 se

identifikuje podle charakteru restrik&niho tréaveni.

pPlasmid pPFL27 se travi Ndel a AvrII a liguje se na 4,6 kb
insert odvozeny z traveni plasmidu pMO6 (PCT/GB97/01819) Ndel
a AvrII. Plasmid pMO6 obsahuje PKS gen obsahujici DEBS
zavadéci modul, prvni a druhy prodluZovaci modul DEBS a DEBS
thioesterasu ukon&ujici Ffeté&zec, s tou vyjimkou, Ze DNA
segment koédujici AT specifickou pro methylmalonat v prvnim
prodluZovacim modulu byla specificky nahrazena DNA kédujici AT
specifickou pro malonat modulu 2 rap PKS. Ligacni smeés se
pouzije pro transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B
bunék a jednotlivé klony se testuji na pritomnost poZadovaného
plasmidu pPFL28. plasmid pPFL28 obsahuje hybridni PKS gen

obsahujici DEBS zavadéci modul, AT specifickou pro malonat
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modulu 2 rap PKS, ACP zavadé&ciho modulu DEBS a potom prvni a
druhy prodluZovaci modul DEBS a DEBS thioesterasu ukoncujici

Yetdzec. Plasmid pPFL28 se identifikuje restrikéni analyzou.

DNA segment koédujici KSq doménu z oleAI genu S.
antibioticus od nukleotidu 1671 do nukleotidu 3385 se
amplifikuje PCR za pouZiti nasledujicich syntetickych
oligonukleotidovych primeru:

57 -CCACATATGCATGTCCCCGGCGAGGAA-3', a

51 -CCCTGTCCGGAGAAGAGGAAGGCGAGGCCG-3'

a chromosomalni DNA ze Streptomyces antibioticus jako
templatu. PCR produkt se zpracuje T4 polynukleotidkinasou a
liguje se do plasmidu pUC18, ktery se linearizuje travenim
Smal a potom se zpracuje alkalickou fosfatasou. Ligaéni smés
se pouZije pro transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B
bun&k a jednotlivé klony se testuji na ptitomnost poZadovaného
plasmidu pPFL31. Nové Ndel misto ohrani¢ujici insert sousedi s
EcoRI mistem pUC18 polylinkeru, a nové BspEI misto sousedi s
HindIII mistem spojovaciho regionu. Plasmid pPFL31 se

identifikuje restrikéni analyzou a analyzou sekvence.

Plasmid pPFL31 se travi NdeI a Avrll a insert se liguje s
plasmidem pPFL28, ktery se predem travi NdeI a AvrII. Ligac¢ni
smé&s se pouzije pro transformaci elektrokompetentnich E. coli
DH10B bun&k a jednotlivé klony se testujl na pritomnost
poZadovaného plasmidu pPFL32. Plasmid pPFL32 se identifikuje

restrik&ni analyzou.

Plasmid pPFL32 se travi NdeI a Xbal a insert se liguje s
plasmidem pCRJ24, ktery se predem travi NdeI a Xbal a pfecisti
se gelovou elektroforesou. Liga&ni smé&s se pouZije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH1O0B bunék a

jednotlivé klony se testuji na pritomnost pozZadovaného
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plasmidu pPFL35. Plasmid pPFL35 se identifikuje restrikZni

analyzou.
pfiklad 12: P¥iprava S. erythraea JC2/pPFL35

Plasmid pPFL35 se pouzZzije pro transformaci protoplastu S.
erythraea JCZ. Kolonie resistentni na thiostrepton se
selektuji v R2T20 mediu obsahujicim 10 pg/ml thiostreptonu.
Nékolik kolonii se testuje na pfitomnost pPFL35 integrovaného
do chromosomu Southernovym prenosem jejich genomové DNA s DIG-
-nadenou DNA obsahujici rap PKS fragment kédujici
acyltransferasu modulu 2. Timto zplUsobem se identifikuje klon

s integrovanou kopii pPFL35.

P¥iklad 13: Produkce polyketidd za pouziti S. erythraea
JC2 /pPFL35

ymrazena suspenze S. erythraea JC2/pPFL35 se naoCkuje do
eryP media obsahujiciho 5 pg/ml thiostreptonu a necha se rust
po dobu 7 dnl pfi 28-30 °c. Po této dobé se medium p¥efiltruje
pro odstranéni mycelii a pH se upravi na pH = 3,0. Medium se
extrahuje dvakrat dveéma objemy ethylacetatu a kombinované
extrakty se promyji stejnym objemem nasyceného roztoku
chloridu sodného, su3i se pres pezvody siran sodny a
ethylacetat se odstrani za redukovaného tlaku, za zisku
surového materialu. Ziskany material ma vzorec uvedeny dale a

podle MS, GC-MS a H-NMR je identicky a autentickym materialem.

-
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P¥iklad 14: Priprava S. erythraea NRRL2338/pPFL35

Plasmid pPFL35 se pouZije pro transformaci protoplastd S.
erythraea NRRL2338. Kolonie resistentni na thiostrepton se
selektuji v R2T20 mediu (Yamamoto et al.) obsahujicim 10 pg/ml
thioétreptonu. N&kolik klonti se testuje na pfitomnost pPFL35
integrovaného do chromosomu Southernovou hybridizaci jejich
genomové DNA s DIG-znacenou DNA obsahujici rap PKS fragment
k6dujici AT modulu 2. Timto zpaisobem se selektuje klon

s integrovanou kopii pPFL35.

p¥iklad 15: Produkce 13-methyl-erythromycinu A a B za pouziti
Sacch. erythraea NRRL2338/pPFL35

Kultura Saccharopolyspora erythraea NRRL2338 (pPFL35),
pfipravend s insertem oleandomycinové KSQ-rapamycinové AT2-
DITE DNA misto pfirozené zavadéci domeény, jak bylo popsano
v ptikladu 14, se naockuje do 30 ml vodného media s 50 pg/ml
thiostreptonu v 300 ml Erlenmeyerové bafice. Po tfech dnech
inkubace pf¥i 29 %¢ se tato bafika pouZije pro inokulaci 300 ml
ERY-P media v 300 ml bafice. Medium se inkubuje p¥i 29 % a 200
rpm po dobu 6 dnli. V tuto dobu se pH media upravi pomoci NaOH
na 8,5 a medium se extrahuje stejnym objemem ethylacetatu.
Ethylacetatovy extrakt se odpafi do sucha pfi 45 %c za pouZiti
proudu dusiku v Zymark TurboVap LV odpafovacim pristroji a
potom se rekonstituuje v 0,25 objemech methanolu pro 4-nasobné
zahusté&ni extraktu. Struktura produktd se potvrdi LC/MS,
zpusobem A. Jako hlavni slozka se pozoruje pik pfi retencnim
Zase 4,0 minuty, s m/z hodnotou 720 (M+H)*, odpovidajici 13-
methyl-erythromycinu A (C3eHesNO13) . Druhy pik ma& retenéni cas
6,4 minuty a m/z hodnotu 704 (M+H) ¥, coZ odpovida 13-methyl-

erythromycinu B (C3eHesNO12) .
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priklad 16: Pfiprava rekombinantniho vektoru pPFL44

pPFL44 je plasmid na bazi pCJR24 obsahujici gen kédujici
hybridni polyketid-synthasu, ktera obsahuje zavadéci modul
spiramycinové PKS, erythromycinové prodluzovaci moduly 1 a 2 a
thioesterasu ukondujici Feté&zec. Plasmid pPFL44 se pfipravi

nasledujicim zptsobem:

Nasledujici syntetické oligonukleotidy:
5’—CCATATGTCTGGAGAACTCGCGATTTCCCGCAGT—3Z a

5'-GGCTAGCGGGTCGTCGTCGTCCCGGCTG-3',

se pouziji pro amplifikaci DNA kédujici zavadéci modul pro
spiramycin za pouZiti chromosomalni DNA ze S. ambofaciens
produkujici spiramycin pIipraveneé zptsobem popsanym v Hopwood
et al., (1985). PCR produkt velikosti 3,3 kb se precisti
gelovou elektroforesou, zpracuje se T4 polynukleotidkinasou a
liguje se do plasmidu pUC18, ktery se predem linearizuje
travenim Smal a potom se zpracuje alkalickou fosfatasou.
Liga&ni smés se pouZije pro transformaci elektrokompetentnich
E. coli DH10B bun&k a jednotlivé klony se testuji na
pritomnost poZadovaného plasmidu pPFL41. Plasmid pPFL41 se
identifikuje podle charakteru restriké&niho traveni a podle

analyzy sekvence.

Plasmid pPFL41 se travi Ndel a Nhel a 3,3 kb fragment se
predisti gelovou elektroforesou a liguje se do plasmidu pND30
(plasmid odvozeny od pND30 obsahujici jako insert ave PKS
zavadéci modul a prodluZovaci moduly 1 a 2 nebo DEBS a DEBS
thioesterasu) (PCT/GB97/01810), ktery se pfedem travi Ndel a
Nhel a potom se zpracuje alkalickou fosfatasou. Ligacni smés
se pouZije pro transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B

bundk a jednotlivé klony se testuji na pfitomnost pozadovaného
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plasmidu pPFL44. Plasmid pPFL44 se identifikuje podle

charakteru restrik&niho traveni.
pfiklad 17: Pf¥iprava S. erythraea JC2/pPFL44

plasmid pPFL44 se pouZije pro transformaci protoplastﬁ S.
erythraea JC2. Kolonie resistentni na thiostrepton se
selektuji v R2T20 mediu obsahujicim 10 pg/ml thiostreptonu.
Nékolik kolonii se testuje na pfitomnost pPFL44 integrovaného
do chromosomu Southernovym pFfenosem jejich genomové DNA s DIG-
zna&enou DNA obsahujici srm PKS fragment kédujici zavadéci
modul. Timto zpusobem se identifikuje klon s integrovanou

kopii pPFL44.

P¥iklad 18: Produkce polyketidu za pouziti S. erythraea
JC2/pPFL44

zmrazena suspenze S. erythraea JC2/pPFL44 se naolkuje do
eryP media obsahujiciho 5 pg/ml thiostreptonu a necha se rast
po dobu 7 dnt p¥i 28-30 0c. po této dob& se medium pfefiltruje
pro odstran&ni mycelii a pH se upravi na pH = 3,0. Medium se
extrahuje dvakrat dvéma objemy ethylacetatu a kombinované
extrakty se promyji stejnym objemem nasyceného roztoku
chloridu sodného, su3i se ptes bezvody sifan sodny a
ethylacetat se odstrani za redukovaného tlaku, za zisku
surového materiadlu. Ziskany materidl mé& vzorec uvedeny dale a

podle MS, GC-MS a 'H-NMR je identicky a autentickym materialem:

o
I
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P¥iklad 19: Pfiprava S. erythraea NRRL2338/pPFL44

plasmid pPFL44 se pouZije pro transformaci protoplastl S.

erythraea NRRL2338. Kolonie resistentni na thiostrepton se

selektuji v R2T20 mediu obsahujicim 10 pg/ml thiostreptonu.
Nékoiik kolonii se testuje na pritomnost pPFL44 integrovaného
do chromosomu Southernovou hybridizaci jejich genomové DNA

s DIG-znacenou DNA obsahujici fragment spiramycinové PKS
ko6dujici zavadéci modul. Timto zplsobem se selektuje klon

s integrovanou kopiil pPFL44.

P¥iklad 20: Produkce 13-methyl-erythromycinu A a B za pouziti
Sacch. erythraea NRRL2338/pPFL44

Kultura Saccharopolyspora erythraea NRRL2338 (pPFL44),
pfipravend s insertem DNA spiramycinového zavad&ciho modulu -
DITE misto pFirozené zavadéci domény, se naockuje do 30 ml
vodného media s 50 pg/ml thiostreptonu v 300 ml Erlenmeyeroveé
pafice. Po t¥fech dnech inkubace pri 29 °%c se tato kultura
pouzije pro inokulaci 300 ml ERY-P media v 300 ml bafce.
Medium se inkubuje pfi 29 ¢ a 200 rpm po dobu 6 dna. V tuto
dobu se pH media upravi pomoci NaOH na 8,5 a medium se
extrahuje stejnym objemem ethylacetatu. Ethylacetatovy extrakt
se odpatri do sucha pfi 45 °%c za pouZiti proudu dusiku v zymark
TurboVap LV odpafovacim pristroji a potom se rekonstituuje Vv
0,0625 objemech methanolu pro 16-nasobné zahudténi extraktu.
Struktura produktd se potvrdi LC/MS, zpusobem A. Jako hlavni
sloika se pozoruje pik pfi retenénim éase 4,0 minuty, s m/z
hodnotou 720 (M+H) ", odpovidajici 13-methyl-erythromycinu A
(C36HesNO13) . Druhy pik mia retenéni &as 6,4 minuty a m/z hodnotu

704 (M+H)', coZ odpovida 13-methyl-erythromycinu B (C36HesNO12) -

p¥iklad 21: P¥iprava plasmidu pJLK114
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pJLK114 je plasmid na bazi pCJR24 obsahujici PKS gen
obsahujici ery zavadéci modul, prvni a druhy prodluzZovaci
modul ery PKS a ery thioesterasu ukoncujici retézec s tou
vyjimkou, Ze segment DNA mezi koncem acyltransferasy a
zatatkem ACP druhého ery prodluZovaciho modulu je substituovan
syntetickym spojovacim oligonukleotidem obsahujicim
rozpoznavaci mista pro nésledujici restrikéni enzymy: AvrII,
BglII, SnaBI, PstI, Spel, NsiI, Bsu36I a Hpal. Pripravi se

nadsledujicim zplisobem p¥es postupné plasmidy (obr. 6).
P¥iprava plasmidu pJLKO02

PribliZné 1,47 kb DNA fragment eryAI genu S. erythraea se
amplifikuje PCR za pouziti nésledujicich syntetickych
oligonukleotidd jako primer(:

5’ ~TACCTAGGCCGGGCCGGACTGGTCGACCTGCCGGGTT-3', a
5'-ATGTTAACCGGTCGCGCAGGCTCTCCGTCT-3’,

a plasmidu pNTEP2 (Oliynyk, M. et al., Chemistry and Biology
(1996) 3: 833-839; W0O98/01546) jako templatu. PCR produkt se
zpracuje T4 polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu
pUC18, ktery se pfedem linearizuje trivenim Smal a potom se
zpracuje alkalickou fosfatasou. Ligac¢ni smés se pouZije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé klony se testuji na pfitomnost poZadovaného
plasmidu. Plasmid pJLK02Z2 se identifikuje podle charakteru

restrikéniho trédveni a sekvenovanim DNA.
P¥iprava plasmidu pJLK03
Priblizné 1,12 kb DNA fragment eryAI genu S. erythraea se

amplifikuje PCR za pouziti nasledujicich syntetickych

oligonukleotidd jako primerd:
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5’—ATGTTAACGGGTCTGCCGCGTGCCGAGCGGAC—3” a

y—CTTCTAGACTATGAATTCCCTCCGCCCAGC—32

a plasmidu pNTEPH jako templéatu. PCR produkt se zpracuje T4
polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu pUC18, ktery se
pfedgm linearizuje tréavenim Smal a potom se zpracuje
alkalickou fosfatasou. Liga&ni smés se pouzije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé kolonie se testuji na pritomnost pozadovaného
plasmidu. Plasmid pJLKO3 se identifikuje podle charakteru

restrik&éniho tréaveni a sekvenovanim DNA.
Priprava plasmidu pJLKO4

Plasmid pJLKO2 se travi PstI a Hpal a 1,47 kb insert se
liguje s plasmidem pJLKO3, ktery se predem travi Pstl a Hpal.
Ligaéni smés se pouzije pro transformaci elektrokompetentnich
E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie se testuji na
pritomnost pozadovaného plasmidu. Plasmid pJLKO4 se

identifikuje podle charakteru restrikéniho tréaveni.
p¥iprava plasmidu pJLKOS

Plasmid pJLKO1l (PCT/GB97/01819) se travi PstI a AvrII a 460
b insert se liguje s plasmidem pJLKO4, ktery se predem travi
PstI a AvrII. Ligadni smés se pouzije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie
se testuji na pritomnost pozadovaného plasmidu. Plasmid pJLKOS

se identifikuje podle charakteru restriké&niho tréaveni.
P¥iprava plasmidu pJLKO7

plasmid pJLKO5 se travi gcal a Xbal a plasmid pNTEPH se

travi NdeI a Scal a tyto dva fragmenty se liguji s plasmidem
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pCJR24, ktery se predem travi Ndel a Xbal. Ligacéni smés se
pouzije pro transformaci elektrokompetentnich E. coli DH1O0B
bunék a jednotlivé kolonie se testuji na pritomnost
poZadovaného plasmidu. Plasmid pJLK0O7 se identifikuje podle

charakteru restrik&niho tréaveni.
Priprava plasmidu pJLK11l4

Dva syntetické oligonukleotidy P1f a Plb (obr. 7} se kazdy

rozpusti v TE-pufru. 10 pg kazdého roztoku (0,5 nmol/pl) se
smisi a sm&s se zah¥ivad po dobu 2 minut pf¥i 65 % a potom se
pomalu ochladi na teplotu okoli. Plasmid pJLKO7 se trédvi AvrII
a Hpal a liguje se s tepelné zpracovanymi oligonukleotidy.
Ligacni smés se pouZije pro transformaci elektrokompetentnich
E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie se testuji na
pritomnost poZadovaného plasmidu. Plasmid pJLK114 se

identifikuje podle charakteru restrikc¢niho tréveni.

pJLK117 je plasmid na bazi pCJR24 obsahujici PKS gen
obsahujici ery zavadéci modul, prvni a druhy prodluZovaci
modul ery PKS a ery thioesterasu ukoncCujici Fetézec s tou
vyjimkou, Ze segment DNA mezi koncem acyltransferasy a
zaCadtkem ACP druhého ery prodluZovaciho modulu je substituovéan
syntetickym spojovacim oligonukleotidem obsahujicim
rozpoznavaci mista pro nasledujici restrikéni enzymy: AvriI,

BglII, SnaBI, PstI, Spel, NsiI, Bsu36I a Nhel.

Pripravil se nésledujicim zpasobem pres postupné plasmidy

(obr. 6).

Priprava plasmidu pJdLK115
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plasmid pJLK114 se travi Ndel a Xbal a pribliZné& 9,9 kb
insert se liguje s plasmidem pUC18, ktery se predem travi Ndel
a XbaI. Ligaéni smé&s se pouZije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie
se testuji na pfritomnost poZadovaného plasmidu. Plasmid

pJLKilS se identifikuje podle charakteru restrikéniho tréaveni.
Priprava plasmidu pJLK1l1l6

plasmid pJLK13 (PCT/GB97/01819) se travi Bsu36l a Xbal a
1,1 kb fragment se liguje s plasmidem pJLK11l5, ktery se predem
travi Bsu36I a Xbal. Liga¢ni smés se pouzije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DH10B buné&k a jednotlivé kolonie
se testuji na pritomnost pozadovaného plasmidu. Plasmid

pJLK116 se identifikuje podle charakteru restrikéniho tréaveni.
P¥iprava plasmidu pJLK117

Plasmid pJLK116 se travi Ndel a Xbal a 9,9 kb fragment se
liguje s plasmidem pCJRZ24, ktery se predem travi Ndel a Xbal.
Ligaéni smé&s se pouZije pro transformaci elektrokompetentnich
E. coli DH10B bundk a jednotlivé kolonie se testuji na
pfitomnost poZadovaného plasmidu. Plasmid pJLK1l1l7 se

identifikuje podle charakteru restrikéniho tréveni.
pfiklad 22: Pfiprava plasmidu pJLKZ29

pJLK29 je plasmid na bazi pJLK117 s tou vyjimkou, Ze DNA
fragment kédujici reduké&ni smy&ku modulu 10 rap PKS se
insertuje do mcs. Pfipravi se nasledujicim zpusobem pres

postupné plasmidy (obr. 5).

Priprava plasmidu pJLK121.1
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pP¥ibliZné 2,2 kb DNA fragment rapB genu S. hygroscopicus
ké6dujici reduk&ni smy&ku modulu 10 se amplifikuje PCR za
pouZiti néasledujicich syntetickych oligonukleotidd jako
primera:
5—TAAGATCTTCCGACGTACGCGTTCCAGC—3” a

y—ATGCTAGCCACTGCGCCGACGAATCACCGGTGG—3Z

a pribliZné 7 kb fragmentu ziskaného travenim kosmidu cos 26
(Schwecke, T. et al., (1995), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:
7839-7843) Scal a Sphl jako templatu. PCR produkt se zpracuje
T4 polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu pUC18, ktery
se predem linearizuje travenim Smal a potom se zpracuje
alkalickou fosfatasou. Ligaéni smeés se pouzije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé kolonie se testuji na pritomnost poZadovaného
plasmidu. Plasmid pJLK121.1 se identifikuje podle charakteru

restrik&niho traveni a sekvenovanim DNA.
pPr¥iprava plasmidu pJLK29

Plasmid pJLK121.1 se travi BglII a Nhel a 2,2 kb fragment
se liguje s plasmidem pJLK117, ktery se pfedem travi BglII a
NheI. Ligadni smé&s se pouZije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DHI1OB pun&k a jednotlivé kolonie
se testuji na pritomnost pozadovaného plasmidu. Plasmid pJLK29

se identifikuje podle charakteru restrik&niho tréaveni.
priklad 24: Ptiprava plasmidu pJLK50

pribliné& 6,1 kb DNA fragment genového seskupeni
erythromycinové PKS S. erythraea v rozsahu od zaCatku ACP
modulu 2 do zadatku ACP modulu 3 se amplifikuje PCR za pouziti

nasledujicich syntetickych oligonukleotidi jako primeru:

9—TACCTGAGGGACCGGCTAGCGGGTCTGCCGCGTG—32 a
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y—ATGCTAGCCGTTGTGCCGGCTCGCCGGTCGGTCC—3

a plasmidu pBAM25 (publikovany pBK25, Best, D.J. et al., Eur.
J. Biochem. (1992) 204: 39-49) jako templatu. PCR produkt se
zpracuje T4 polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu
pUC18, ktery se pfedem linearizuje travenim Smal a potom se
zpraéuje alkalickou fosfatasou. Liga&ni smés se pouZije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé klony se testuji na pritomnost poZadovaného
plasmidu. Plasmid pJLK50 se identifikuje podle charakteru

restrik&niho tradveni a sekvenovanim DNA.
Pr¥iklad 25: Priprava kmene JLK10 S. erythraea

Kmen JLK10 je variantou kmene NRRL2338, ve kterém je
redukéni smy&ka ery modulu 2 (tj. KR doména) nahrazena
reduk&ni smy&kou rapamycinového modulu 10. Pripravi se za
pouziti plasmidu pJLK54, ktery se pripravi nasledujicim

zplsobem.
Priprava plasmidu pJLK54

pJLK54 je plasmid na bazi pJLK29 obsahujici PKS gen
obsahujici ery zavadéci modul, prvni, druhy a tfeti
prodluZovaci modul ery genového seskupeni a ery thioesterasu
ukon&ujici ret&zec s tou vyjimkou, Ze segment DNA mezi koncem
acyltransferasy a zalatkem ACP druhého ery prodluzovaciho
modulu je substituovén ekvivalentnim segmentem modulu 10

rapamycinové PKS. Pripravi se nasledujicim zptsobem:

Plasmid pJLK50 se travi NheIl a pfibliZné 6,1 kb insert se
liguje s plasmidem pJLK29, ktery se pfedem travi NheI. Ligacni
sm&s se pouZije pro transformaci elektrokompetentnich E. coli

DH10B bunék a jednotlivé kolonie se testuji na pritomnost
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poZadovaného plasmidu. Plasmid pJLK54 se identifikuje podle

charakteru restrik&niho tréaveni.

Pouziti plasmidu pJLK54 pro pfipravu S. erythraea
NRRL2338/pJLK54 a produkci TKL derivatl

PY¥ibliZné& 5 pg plasmidu pJLKS54 se pouzZije pro transformaci
protoplastl S. erythraea NRRL2338 a izoluji se stabilni
kolonie resistentni na thiostrepton. 2 ndkolika kolonii se
ziskd celkova DNA a analyzuje se Southernovou hybridizaci pro

potvrzeni toho, Ze plasmid byl integrovan do TE.

Ptiprava kmene JLK10 S. erythraea a jeho pouZiti pro produkci

13—methyl—10,ll—dehydro—erythromycinu A

Kmen JLK10 S. erythraea je mutant S. erythraea NRRL2338, ve
kterém je "reduk&ni smy&ka” ery modulu 2, tj. ketoreduktasova

doména, substituovana "redukZni smy&kou” rapamycinového modulu
10. Pripravi se ze S. erythraea kmene NRRL2338, do kterého se
integruje plasmid pJLK54. S. erythraea NRRL2338 se podrobi
nékolika koltum neselektivni kultivace, ktera vede ke druhému
k#iseni soudasné& se ztratou integrovaného plasmidu. Klony, ve
kterych dojde k nahrazeni erythromycinového genu kédujiciho
DEBS1 mutantni verzi se identifikuji Southernovou hybridizaci.
Jeden z té&chto klont se oznacCi jako kmen JLK10 S. erythraea a
pouzije se k naoCkovani SM3 media (eryP medium dava stejneé
vysledky) a necha se rast po dobu 7 aZ 10 dnu pri 28-30 %. Ppo
této dobé& se medium odstfedi a pH supernatantu se upravi na pH
9. Supernatant se potom extrahuje t¥ikrat stejnym objemem
ethylacetatu a rozpoustédlo se odstrani odpatenim. Ziskany
materi&l se analyzuje HPLC/MS, MS/MS a 1H-NMR. Identifikuje se
nasledujici makrolid, C-13 methyl-erythromycin A (spolu

s produkty neuplného zpracovani post-PKS enzymy) .
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priklad 26: Priprava plasmidu pPFLS50

Plasmid pPFL50 je plasmid na bazi pPFL43, ze kterého se
odstrani DNA fragment koéddujici KR1 (¢astelné&), ACPl a modul 2
erythromycinové PKS a erythromycinova TE. P¥ipravi se
nasledujicim zpusobem. Plasmid pPFL43 se travi Sful a Xbal pro
odstranéni 6,5 kb fragmentu. 5' presahujici konec se doplni
Klenowovym fragmentem DNA polymerasy I a plasmid se
recirkularizuje. Ligaéni smés se pouzije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie
se testuji na pritomnost pozadovaného plasmidu. Plasmid pPFL50

se identifikuje podle charakteru restriké&niho traveni.

pPriprava S. erythraea JLK10/pPFLS50

PFibliZn& 5 pg plasmidu pPFL50 se pouzZije pro transformaci
protoplastd S. erythraea kmene JLK10 a izoluji se stabilni
kolonie resistentni na thiostrepton. Z n&kolika kolonii se
ziska celkova DNA a analyzuje se Southernovou hybridizaci pro
potvrzeni toho, Ze plasmid byl integrovan do homologniho

regionu chromosomalni DNA. Kmen JLK10/pPFL50 S. erythraea se

pouzije k naockovani SsM3 media obsahujiciho 5 pg/ml
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thiostreptonu (eryP medium obsahujici 5 Hg/ml thiostreptonu
dava stejné vysledky) a nechad se rlist po dobu 7 az 10 dnu pri
28-30 °C. Po této dob& se medium odstfedi a pH supernatantu se
upravi na pH 9. Supernatant se potom extrahuje t¥ikrat stejnym
objemem ethylacetatu a rozpou3té&dlo se odstrani odpa¥enim.
Zziskany material se analyzuje HPLC/MS, MS/MS a 1H-NMR.
Identifikuje se nasledujici makrolid, C-13 methyi-10,11-
dehydro-erythromycin A (spolu s produkty neUplného zpracovani

post-PKS enzymy) .

P¥iprava S. erythraea NRRL2338/pPFL50

P¥ibliZn& 5 pg plasmidu pPFL50 se pouZije pro transformaci
protoplastl S. erythraea NRRL2338 a izoluji se stabilni
kolonie resistentni na thiostrepton. Z nékolika kolonii se
ziskd celkova DNA a analyzuje se Southernovou hybridizaci pro
potvrzeni toho, Ze plasmid byl integrovan do homologniho
regionu chromosomdlni DNA. Kmen NRRL2338/pPFL50 S. erythraea

se pouZije k naockovani SM3 media obsahujiciho 5 pg/ml

thiostreptonu (eryP medium obsahujici 5 pg/ml thiostreptonu
dava podobné vysledky) a necha se riust po dobu 7 az 10 dnid pri
28-30 °C. Po této dobé& se medium odstfedi a pH supernatantu se
upravi na pH 9,5. Supernatant se potom extrahuje t¥ikréat
stejnym objemem ethylacetatu a rozpoudtédlo se odstrani
odpatenim. Ziskany materidl se analyzuje HPLC/MS, MS/MS a 1H-
NMR. Identifikuje se nasledujici makrolid, C-13 methyl-
erythromycin A (spolu s produkty neuplného zpracovani post-PKS

enzymy) .

Priprava plasmidu pCB121

pCB121 je plasmid obsahujici monensinovy zavadéci modul a

KS monensinového modulu 1, po kterém nasleduje AT
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erythromycinového modulu 1 a Cast KR erythromycinového modulu

1. Pripravi se nasledujicim zplsobem pres postupné plasmidy.
Pr¥iprava plasmidu pPFL45

Pfibliiné 1,8 kb DNA segment genového seskupeni
monensinové PKS Streptomyces cinnamonensis kédujici cast ACP
zavadé&ciho modulu a KS modulu 1 se amplifikuje PCR za pouZitil
nasledujicich syntetickych oligonukleotidd jako primert:
5'-CGTTCCTGAGGTCGCTGGCCCAGGCGTA-3', a

5'-CGAAGCTTGACACCGCGGCGCGGCGCGG-3',

a kosmidu obsahujiciho 5’ konec genl monensinové PKS ze S.
cinnamonensis nebo alternativné chromosom&lni DNA S.
cinnamonensis jako templatu. PCR produkt se zpracuje T4
polynukleotidkinasou a liguje se do plasmidu pUC18, ktery se
pfedem linearizuje tréavenim Smal a potom se zpracuje
alkalickou fosfatasou. Liga&ni smés se pouZije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jednotlivé klony se testuji na pritomnost poZadovaného
plasmidu. Plasmid pPFL45 se identifikuje podle charakteru

restrik&niho tréaveni.
Pfiprava plasmidu pPFL47

Plasmid pPFL45 se travi NdeI a Bsu36I a pfibliZné 2,6 kb
fragment se liguje do plasmidu pPFL43, ktery se pfedem travi
NdeI a Bsu36I. Ligaéni sm&s se pouZije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie
se testuji na pfitomnost pozZadovaného plasmidu. Plasmid pPFL47

se identifikuje podle charakteru restrikZéniho traveni.

Priprava plasmidu pCB135
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Plasmid pCJR24 se travi HindIII, 5’ presahujici cast se
doplni Klenowovym fragmentem DNA polymerasy I a religuje se.
Liga&ni smés se pouZije pro transformaci elektrokompetentnich
E. coli DH10B bun&k a jednotlivé kolonie se testuji na
pfitomnost poZadovaného plasmidu. Plasmid pCB135 se

identifikuje podle charakteru restrikéniho traveni, pri kterém

chybi rozpoznavaci misto pro HindIIT.
Priprava plasmidu pKSW1l

Plasmid pKS1W je vektor odvozeny od pNTEP2 (GB97/01810)
obsahujici triketid synthasu odvozenou od DEBSI1TE
s jedine&nymi restrikénimi misty vloZenymi do okraju KSI1.

Plasmid pKS1W se pfipravi pfes nésledujici postupné plasmidy.

Ptiprava plasmidd pMO0O9, pMO1l0 a pMO13

Pro PCR amplifikaci pro plasmid pMO0S se nasledujici
syntetické oligonukleotidy pouziji jako mutagenni primery,
kde jeden z téchto oligonukleotidd obsahuje MunI misto a

druhy obsahuje PstI misto.

5 —GCGCGCCAATTGCGTGCACATCTCGAT-3', a
5'—-CCTGCAGGCCATCGCGACGACCGCGACCGGTTCGCCG-3".

Pro PCR amplifikaci pro plasmid pM01l0 se nasledujici
syntetické oligonukleotidy pouziji jako mutagenni primery,
kde jeden z téchto oligonukleotidl obsahuje HindIII misto a

druhy obsahuje EcoRV misto.
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5'~-GTCTCAAGCTTCGGCATCAGCGGCACCAA-3', a

5'~CGTGCGATATCCCTGCTCGGCGAGCGCA-3'.

Pro PCR amplifikaci pro plasmid pM01l3 se nasledujici
syntetické oligonukleotidy pouZiji jako mutagenni primery, kde
jeden z téchto oligonukleotidid obsahuje PstI misto a druhy

obsahuje HindIII misto.
5'-GATGGCCTGCAGGCTGCCCGGCGGTGTGAGCA-3', a

5'-GCCGAAGCTTGAGACCCCCGCCCGGCGCGGTCGC-3'

PCR se provede za pouZiti pNTEP2 (GB97/01810) jako templatu
za pouZziti Pwo DNA polymerasy a jednoho cyklu: 96 °%c, 1 minuta;
tepelné zpracovani pri 50 0C, 3 minuty; a prodlouzZeni pfi 72
°C, 1 minuta; a 25 cykla: 96 0C, 1 minuta; tepelné zpracovani
pri 50 OC, 3 minuty; a prodlouZeni p¥i 72 OC, 1 minuta, za
pritomnosti 10% (obj./obj.) dimethylsulfoxidu. U ziskaného
materidlu se opravi konce a materidl se klonuje do pUC18
tr4dveného Smal a ligacni smés se transformuje do E. coli
DH10B. Z jednotlivych kolonii se pripravi plasmidov& DNA.
PoZadované plasmidy pro pM009 (3,8 kb), pM0O10 (3,9 kb) a pMO013

(4,3 kb) se identifikuji podle charakteru restrikéniho tréaveni

a sekvenovanim DNA.

Pfiprava plasmidu pM011

Plasmid pMO13 se trdvi HindIII a 1,2 kb insert se klonuje
do pM010, ktery se predem trédvi HindIII. Ligac¢ni smés se
transformuje do E. coli DH 10B. PoZadovany plasmid (5,0 kb) se
identifikuje podle charakteru restrik&niho tréveni a oznaci se

pMO11.

Priprava plasmidu pM012
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Plasmid pM009 se travi PstI a 1,6 kb insert se klonuje do
pM011l, ktery se pfedem tradvi PstI. Ligac¢ni smés se
transformuje do E. coli DH 10B. PoZadovany plasmid (6,6 kb) se
identifikuje podle charakteru restrikéniho traveni a oznaci se

pM012.
Priprava plasmidu pKS1W

Plasmid pM01l2 se travi MunI a EcoRV a 3,9 kb fragment se
klonuje do pNTEPH (viz dale), ktery se predem travi MunI a
EcoRV. Ligac¢ni smés se transformuje do E. coli DH 10B.
PozZadovany plasmid (13, kb) se identifikuje podle charakteru

restrikéniho traveni a oznaci se pKSIW.
Pfiprava pNTEPH

Plasmid pNTEPH se zisk& z pNTEP2 odstranénim HindIII mista.
PNTEP2 se travi HindIII, 5’ pfesah se doplni Klenowovym
fragmentem DNA polymerasy I a religuje se. PoZadovany plasmid

(13,6 kb) se identifikuje podle charakteru restrikcéniho

traveni.
Pfiprava plasmidu pCB136

Plasmid pKSW1l se travi NdeI a Xbal a priblizZné 11,2 kb
fragment se liguje s plasmidem pCB135, ktery se predem travi
NdeI a XbaI. Ligaéni smés se pouZije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie
se testuji na pritomnost poZadovaného plasmidu. Plasmid pCB1l36

se identifikuje podle charakteru restrikéniho traveni.

Priprava plasmidu pCB137
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Plasmid pCB136 se travi Sful a Xbal pro odstranéni 6,5 kb
fragmentu. 5’ pfesah se doplni Klenowovym fragmentem DNA
polymerasy I a religuje se. Liga¢ni sm&s se pouZije pro
transformaci elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a
jedngtlivé kolonie se testuji na pfitomnost poZadovaného
plasmidu. Plasmid pCB137 se identifikuje podle charakteru

restrikéniho traveni.
Priprava plasmidu pCB121

Plasmid pPFL47 se trdvi Ndel a HindIII a p¥ibliZn& 4,4 kb
fragment se liguje s plasmidem pCB137, ktery se predem travi
NdeI a HindIII. Ligadni smés se pouZije pro transformaci
elektrokompetentnich E. coli DH10B bunék a jednotlivé kolonie
se testuji na pfitomnost poZadovaného plasmidu. Plasmid pCB121

se identifikuje podle charakteru restrikéniho traveni.

P¥iklad: Priprava S. erythraea JLK10/pPFL50

P¥ibliZzné& 5 pg plasmidu pCB121 se pouZije pro transformaci
protoplastl S. erythraea JLK10 a izoluji se stabilni kolonie
resistentni na thiostrepton. Z nékolika kolonii se ziska
celkova DNA a analyzuje se Southernovou hybridizaci pro
potvrzeni toho, Ze plasmid byl integrovan do homologniho
regionu chromosomdlni DNA. Kmen JLK10/pCB121 S. erythraea se

pouzije k naocCkovani SM3 media obsahujiciho 5 pg/ml

thiostreptonu (eryP medium obsahujici 5 pg/ml thiostreptonu
dava podobné vysledky) a necha se rtst po dobu 7 aZ 10 dnt pEi
28-30 °C. Po této dobé& se medium odstfedi a pH supernatantu se
upravi na pH 9. Supernatant se potom extrahuje t¥ikrat stejnym
objemem ethylacetatu a rozpou3té&dlo se odstrani odpafenim.
Ziskany materidl se analyzuje HPLC/MS, MS/MS a 1H-NMR.
Identifikuje se makrolid C-13 methyl-10, 11-dehydro-
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—erythromycin A (spolu s produkty netplného zpracovani post-

PKS enzymy) .

pPriklad: P¥iprava S. erythraea NRRL2338/pCB121

P¥ibliZné& 5 Mg plasmidu pCB1l21 se pouZije pro transformaci
protoplast S. erythraea NRRL2338 a izoluji se stabilni
kolonie resistentni na thiostrepton. Z nékolika kolonii se
ziskd celkovad DNA a analyzuje se Southernovou hybridizaci pro
potvrzeni toho, Ze plasmid byl integrovan do homologniho
regionu chromosomalni DNA. Kmen NRRL2338/pCB121 S. erythraea

se pouzije k naoCkovani SM3 media obsahujiciho 5 pg/ml

thiostreptonu (eryP medium obsahujici 5 pg/ml thiostreptonu
dava podobné vysledky) a nechd se rist po dobu 7 az 10 dnl pfi
28-30 °%C. Po této dobé& se medium odstfedi a pH supernatantu se
upravi na pH 9. Supernatant se potom extrahuje t¥ikrat stejnym
objemem ethylacetatu a rozpou3tédlo se odstrani odpafenim.
Ziskany materidl se analyzuje HPLC/MS, MS/MS a 1H-NMR.
Identifikuje se makrolid C-13 methyl-erythromycin A (spolu

s produkty netplného zpracovani post-PKS enzymy) .

AZkoliv je predkladany vynadlez dokreslen priklady uvedenymi
vy3e, neni jimi nijak omezen. Popis uvedeny vy3e poprvé
popisuje pfipravu genového uskupeni PKS typu I obsahujici
zcela nebo Gastedné heterologni zavad&ci modul obsahujici KSq
a jeho pouziti pro ziskani polyketidovych produktl, které jsou
pouZitelné jako meziprodukty nebo jako biologicky aktivni
materialy, jako jsou antibiotika. Odbornikim v oboru bude
jasné, Ze zcela nebo Castelné heterologni zavadéci modul
obsahujici KSq z jiné genové sestavy PKS maZe byt pouZit pro
nahrazeni zavadéciho modulu DEBS, nebo miZe byt vloZen do jiné
sestavy PKS genl. Odbornikim v oboru bude také jasné, Ze

specificita zplsobend u¢innéjsim rozlisenim mezi
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methylmalonyl-CoA a malonyl CoA na ATq, nasledovana
specifickou dekarboxylaci prostfednictvim KSq, je vyhodnéjsi
ne? nedokonalé rozli3eni mezi propionyl-CoA a acetyl-CoA,
které je vlastni zavadécimu modulu DEBS a mnoha jinym
zavadécim modulam PKS v tom, Ze maximalizuje produkci jednoho
prodﬁktu vzhledem ke sm&si 1i3ici se v charakteru pocatelni
jednotky. Eliminace takovych smési zvySuje vyté&Zek a eliminuje

pot¥ebu pracnych a obtiZnych separa&nich postupt.
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1. Systém pro vyrobu polyketidl obsahujicich v podstateé
vyluéné pozZadovanou pocate&ni jednotku vy z n a c¢ujici
s e t im Ze obsahuje PKS multienzym, ktery obsahuje
zavadéci modul a vice prodluZovacich modultl; kde uvedeny
zavadéci modul je upraven tak, aby zavadél volitelné
substituovany malonylovy zbytek a potom provadél dekarboxylaci
zavedeného zbytku pro dodani volitelné substituovaného
acetylového zbytku, ktery je potom p¥enesen do blizkosti
jednoho z uvedenych prodluZovacich modul?d; a kde uvedené
prodluZovaci moduly, nebo alespoil jeden z nich, nejsou
prirozené spojeny se zavaddcim modulem, ktery zpisobuje
dekarboxylaci, s podminkou, e cilovym polyketidem neni 14-
&lenny makrolid obsahujici 13-methylovou skupinu v disledku

inkorporace (nesubstituované) acetatové po&ateléni jednotky.

2. Systém podle néroku 1 vy z n a Eujici se tim, zZe
uvedeny sousedni prodlu?ovaci modul, na ktery je acetatova
po&ateni jednotka pfenesena, neni za ptirozeného stavu spojen

se zavadécim modulem, ktery provadi dekarboxylaci.

3. Systém podle naroku 1 nebo 2 vyznadc¢ujici se

t i m, Ze dekarboxylac¢ni funkce zavadéciho modulu Jje
zprost¥edkovana doménou ketosynthasového typu obsahujici

v aktivnim mist& glutaminovy zbytek nebo jiny zbytek jiny nez

cystein.

4. Systém podle naroku 1 nebo 2 vyznadc¢ujici se
t 1 m, Ze dekarboxylac¢ni funkce zavadé&ciho modulu je

zprost¥edkovana doménou CLF-typu.
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5. Systém podle jakéhokoliv z naroka 1 azZ 4
vyznadcdujici se t i ﬁ, 7e zavadéci funkce
zavaddciho modulu je zprostfedkovana doménou
acyltransferasového typu obsahujici v aktivnim misté

argininovy zbytek.

6. Systém podle jakéhokoliv z naroka 1 az 5
vyznac¢ujici se t i m, e zavadéci modul obsahuje

proteinovy nosié& pro acyl.

7. Systém podle jakéhokoliv z naroka 1 aZ 3, 5 nebo 6
vyznadc¢ujici se t i m, Ze alespoil KSq doména
uvedeného zavadédciho modulu odpovida zavadécimu modulu PKS
multienzymu pro oleandomycin, spiramycin, niddamycin,

methymycin nebo monensin.

8. PKS multienzym exprimovatelny z DNA systému podle
jakéhokoliv z narokd 1-7 nebo jeho varianta majici schopnost
syntetizovat polyketidovou slouceninu.

9. Nukleova kyselina koédujici PKS multienzym podle naroku 8.

10. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle naroku 9.

11. Transformovany organismus obsahujici systém podle

jakéhokoliv z naroku 1 az 7.

12. Zpusob pro piipravu polyketidu v y z n a ujici se
t i m, Ze obsahuje kultivaci organismu podle naroku 11 a

ziskani polyketidu.

13. Systém, multienzym, nukleova kyselina, organismus nebo

zpusob podle jakéhokoliv z pfedeslych narokl
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vyznadc¢uijici se € i m, Ze uvedeny polyketid je
vybran z:

(a) 12- a 16-&lennych makrolidu s acetatovymi pocatecnimi
jednotkami;

(b) 12-, 14- a 16-Clennych makrolidd s propionatovymi
poéétéénimi jednotkami;

(c) variant rifamycinu, avermectinu, rapamycinu, immunomycinu
a FK506 s acetatovymi pocatelnimi jednotkami nebo
propionatovymi pocatecnimi jednotkami;

(d) polyketidu, ve kterém pocatelni jednotka vytvari vedlejsi

feté&zec vybrany z allylu a hydroxymethylu.

14. Varianta puvodniho polyketidu, ktera se 1i3i od puavodniho

polyketidu ve vedlej3im Fetdzci tvofeném pocatelni jednotkou.

15. Zpusob pfipravy polyketidu II. typu v y z n a guijici
s e t im, Ze obsahuje kultivaci organismu obsahujiciho
polyketid—synthaSu II. typu (PKS), kde pfirozena synthasa
obsahuje CLF doménu, ktera zpusobuje dekarboxylaci vedouci k
tvorbd neadoucich podate&nich jednotek; kde uvedeny
organismus obsahuje PKS, kterd byla geneticky upravena tak,
aby mé&la potlacenou dekarboxylacéni aktivitu uvedené CLF

domény.
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KSPEU

-------------------- MSAPAPVVVTGLGIVAPNGTGTEEYWAATLAGKSGIDVIQ
---------------------- MTP-VAVIGMGIAAPNGLGRPTTGRPPWAPRAASAAST
---------------------- MSASVVVTGLGVAAPNGLGREDFWASTLGGKSGIGELT
----------- MSGPQRTGTGGGSRRAVVIGLGVLSPHGTGVEAHWKAVADGTSSLGEVT
---------------------- MTRRVVI TGVGVRAPGGSGTKEFWDLLTAGRTATRPIS

- . ~~-MTRHAEKRVVITGIGVRAPGGAGTAAFWDLLTAGRTATRTIS
...................... MNRRVVITGMGVVAPGAIGIKSFWELLLSGTTATRAIT

e -~ -~~MTRRRVAVTGIGVVAPGGIGTPQFWRLLSEGRTATRRIS
: 's 3 XY o X *
RFADDGRLGRLAGEVSDFVP~ EDHLPKRLLVQTDPMTOMIALAAAEWALREAGCAPS S~
RFTGDGRLGRLAGEVSDFVP - EDHLPKRLLAQTDPMIQY-ALAAAFWALRESGCSPSS -~
REDVSRYPATLAGQIDDFHA- PDHI PGRLLPQTDPSTRL-ALTAADNALQDAKADPES -L
RFDPTGYPAELAGQVLDFDA-TEHLPKRLLPQTDVSTRE-ALAAAAWALADAEVDPAE-L
RFDASRYPSRLAGQIDDFEA-SEHLPSRLLPQTDVSTRY-ALAAADWALADAGVGPESGL
RFDAGRYPSKLAGEVPGFVP~ EDHLPSRLMPQTDHMTRL-ALVAADWAFQDAAVDPSK~L
REDPHGYPVRVGGEVLAFDA-AAHLPGRLLPQTDRMTQH-ALVAAEWALADAGLEPEK-Q
REDPSGYPAQLAGEI PGFRA-AEHLPGRLVPQTDRVTRL~SLAAADWALADAGVEVAA-F
RFDPTGYPARLAGEVPGFAA-EEHLPSRLLPQTDRMTRL-ALVAADWALADAGVRPEE-Q
REGCAHLPLRVAGEVHGFDA-AETVEDRFLVQTDRF THF ~ALSATQHALADARFGRADVD
FFDASPFRSRIAGEI~DFDAVAEGF SPREVRRMDRATQF -AVACTRDALADSGLDTGA-L
FFDPTPNRSQIAAEC-DFDPEHEGLSPREIRRMDRAAQF -AVVCTRDAVADSGLEFEQ-V

. FFDPSPYRSQVAAEA~DFDPVABGFGPRELDRMDRASQF -AVACAREAFAASGLDPDT-L

FFDPAPFRSKVAAEA-DFCGLENGLSPQEVRRMDRAAQF -AVVTAR-AVEDSGAELAA~-H
FFDPTPFRSRVAAEI -DFDPEAHGLS PQEIRRMDRAAQF-AVVAAR-AVADSGIDLAA-H
AFDPSPFRSRIAAEC-DFDPLAEGLTPQQIRRMDRATQF-AVVSARESLEDSGLDLGA-L
LFDAAFYRSRIAGEI -DFDPIGEGLSPRQASTYDRATQL-AVVCAREALKDSGLDPAA-V
TFDATPFRSRIAARC-DFDPVAAGLSAEQARRLDRAGQF -ALVAGQEALTDSGLRIGE-D
TEDATPFRSRIAARC-DFDPVAAGLSAEQARRLDRAGQF ~-ALVAGQEALADSGLRIDE~D
LFDPSGLRSQIAAEC-DFEPSDHGLGLATAQRCDRYVQF -ALVAASEAVRDANLDMNR~E
- . * * . e . .

Obr. 2A
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-PLEAGVITASASGGF. ASGQﬁEQMMSKG ----- PAHVSAYMSFAWFY-AVNTGQIAIR

- PLEAGVITASASGGFAFGQRELONLWSKG---~~ PAHVSAYMSFAWFY-AVNTGQIAIR
TDYDMGVVTANACGGFDFTHREFRKLWSEG -~~~ PKSVSVYESFAWFY-AVNTGQISIR
PEYGTGVITSNATGGFEFTHREFRKLWAQG— - -~ PEFVSVYESFAWFY-AVNTGQISIR
DDYDLGVVTSTAQGGFDFTHREFHKLWSQG—~——~- PAYVSVYESFAWFY-AVNTGQISIR
PEYGVGVVTASSAGGFEFGHRELONLWSLG-=~~—= PQYVSAYQSFAWFY-AVNTGQVSIR
DEYGLGVLTAAGAGGFEFGQREMOKLWGTG~ -~~~ PERVSAYQSFAWFY-AVNTGQISIR
DPLIMGVVTASHAGGFEFGQDELQKLLGOG ===~ QPVLSAYQSFAWFY-AVNSGQISIR
DDFIMGVVTASASGGFEFGQGELQKLWSQG -~~~ SQYVSAYQSFAWFY-AVNSGQISIR
SPYSVGVVTAAGSGGGEFGQRELONLWGHG- - -—- SRHVGPYQSIAWFY~-AASTGQVSIR

DPSRIGVALGSAVASATSLENEYLVMSDSGREWLVDPAHLSPMMFDYLSPGVMPAEVAWA
PPERIGVSLGSAVAAATSLEQEYLVLSDGGREWQVDPAYLSAHMFDYLSPGVMPAEVAWT
DPARVGVSLGSAVAAATSLEREYLLLSDSGRDWEVDAAWLSRHMEFDYLVPSVMPAEVAWA
PPHRIGVVVGSAVGATMGLDNEYRVVSDGGRLDLVDHRYAVPHLYNYLVPSSFAAEVAWA
DPYRVGVTVGSAVGATMGLDEEYRVVSDGGRLDLVDHAYAVPHLYDYMVPSSFSAEVAWA
DASRTGVVVGSAVGCTTSLEEEYAVVSDSGRNWLVDDGYAVPHLFDYFVPSSTAAEVAHD
NPERIGVSIGTAVGCTTGLDREYARVSEGGSRWLVDHTLAVEQLFDYFVPTSICREVAWE
SAHRVGVCVGTAVGCTQKLESEYVALSAGGANWVVDPHRGAPELYDYFVPSSLAAEVAWL
SAHRVGVCVGTAVGCTOKLESEYVALSAGGAHWVVDPGRGSPELYDYFVPSSLAAEVAWL
DPWRAGATLGTAVGGTTRLEHDYVLVSERGSRWDVDDRRSEPHLERAFTPATLSSAVAEE
* . + .

.
. . . . e .

-HDLRGPVGVVVAEQAGGLDALAHAR~-RKVRGGAE-LIVSGAMDSSLCP-YGMARAQVRSG
~HDLRGPVGVVVAEQAGGLDALAHAR-RKVRGGAE~LIVSGAVDSSLCP~YGMAAQVKSG
-HGMRGPSSALVAEQAGGLDALGHAR-RTIRRGTP-LVVSGGVDSALDP-WGWVSQIASG
~HGLRGPGSVLVAEQAGGLDAVGHGG-~AVRNGTP-MVVTGGVDS SFDP-WGWVSHVSSG
-NTMRGPSAALVGEQAGGLDAIGHAR~-RIVRRGPG-WCSAVASTRRSTR-GASSSQLSGG
~HGLRGPGGVLVTEQAGGLDALGQAR~RQLRRGLP-MVVAGAVDGS PCP-WGWVAQLSSG
~HGMRGHSSVFVTEQAGGLDAARHAA - RLLRKGTLNTALTGGCEASLCP-WGLVAQIPSG
-HGMKGPSGVVVSDQAGGLDALAQAR-RLVRKGTP - LIVCGAVEPRSAPGAGSPSSPAGG
~NGMKGPSGVVVSDQAGGLDAVAQAR~RQIRKGTR-LIVSGGVDASLCP-WGWVAHVASD
~-NDFKGPCGVVAADEAGGLDALAHAA - LAVRNGTD~TVVCGATEAPLAP-YSIVCOLGYP
- AGAEGPVTMVSDGCTSGLDSVGYAV-QGTREGSADVVVAGAADTPVSPIVVACFDATKA
-VGAEGPVAMVSDGCTSGLDSLSHAC~-SLIAEGTTDVMVAGAADTPITPIVVSCFDAIKA
~VGAEGPVIMVSTGCTSGLDSVGNAV-RAIEEGSADVMFAGAADTPITPIVVACFDAIRA
~VGAEGPSTVVSTGCTSGIDAVGIAV-ELVREGSVDVMVAGAVDAPISPIP-CVLDAIKA
~VGABGPNTVVSTGCTSGLDSVGYARGELIREGSADVMIAGSSDAPISPITMACFDATKA
RIGABGPVSLVSTGCTSGLDAVGRAA-DLIABGAADVMLAGATEAPISPITVACFDATKA
-AGAEGPVTVVSTGCTSGLDAVGYGT-ELIRDGRADVVVCGATDAPISPITVACFDATKA
~AGABGPVNIVSAGCTSGIDSIGYAC~-ELIREGTVDVMLAGGVDAPIAPITVACFDAIRV
-AGAEGPVNIVSAGCTSGIDSIGYAC-ELIREGTVDAMVAGGVDAPIAPITVACFDAIRA
-FGVRGPVQTVSTGCTSGLDAVGYAY -HAVABGRVDVCLAGAADSPISPITMACFDAIKA
« XX

*

e s s e

RLSGSDDPTAGYLPFDRRAAGHVPGEG-GAILAVEDAERVAERG-GKVYGSIAGT-ASFD
RLSGSDNPTAGYLPFDRRAAGHVPGEG-GAILTVEDAERAAERG-AKVYGSIAGYGASFD
RISTATDPDRAYLPFDERRAGYVPGEG-GAILVLEDSAAAEARGRHDAYGELAGCASTED
RVSRATDPGRAYLPFDVAANGYVPGEG-GATLLLEDAESAKARG-ATGYGEIAGYAATFD
LVSTVADPERAYLPFDVDASGYVPGEG-GAVLIVEDADSARARG-~~AERIYVRSPLRRD
GLSTSDDPRRAYLPFDAAAGGHVPGEG-GALLVLESDESARARGVTRWYGRIDGYAATFD
FLSEATDPHDAYLPFDARAAGYVPGEG-GAMLVAERADSARERDAATVYGRIAGHASTED
-MSDSDEPNRAYLPFDRDGRGYVPGGGRGVVPPLERAEAAPARG-AEVYGE-AGPLARL-
RLSTSEEPARGYLPFDREAQGHVPGEG-GAILVMEAAEAARERG-ARIYGEIAGYGSTFD
ELSRATEPDRAYRP FTEAAOGFAPAEG-GAVLVVEEEAAARERG-ADVRATVAGHAATFT

Obr. 2B
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TTPRNDDPAHASRPFDGTRNGFVLAEG-AAMFVLEEYEAAQRRG-AHIYAEVGGY ATRSQ
TTPRNDDPE{ASRPFDNSRNGM-MLFVLEELE{ARARG-WAEISGCAMN
TTARNDDPH{ASRPH)GTRDGWLABS—AAMFVLEDYDSALARG-ARIHAEISGY ATRCN
TTPRHDAPATASRPFDSTRNGFVLGEG-AAFFVLEELHSARRRG ~AHIYAETAGYATRSN
TTNRYDDPAHASRPFDGTRNGFVLGEG-AAVFVLEELESARARG-AHIYAETAGYATRSN
TTPRNDTPAEASRPFDRTRNGFVLGEG~-AAVFVLEEFEHARRRG-ALVYAEIAGFATRCN
TSANNDDPAHASRPFDRNRDGFVLGEG~- SAVFVLEELSAARRRG-AHAYAEVRGFATRSN
TSDHNDTPETLA~-PFSRSRNGFVLGEG-GATVVLEEAEAAVRRG-ARTYAEIGGYASRGN
TSDHNDTPETASRPF SRSRNGFVLGEG-GATVVLEEAEAAVRRG-ARTYAEIGGYASRGN
TSPNNDDPAHASRPFDADRNGFVMGEG-AAVLVLEDLEHARARG-ADVYCEVSGYATFGN
* * L 4 -

* % *

e s o - - -

- PPPGSGRP---SALARAVETALADAGLDRSDIAVVFADGAA~VGELDVAEAEALASVFG
- PPPGSGRP---SALARAVETALADAGLDGSDIAVVFADGAA~-VPELDAAEAEALASVFG
~PAPGSGRP~--AGLERATRLALNDAGTGPEDVDVVFADGAG-VPELDAAEARATGRVFG
- PAPGSERP--~PALRRATELALADAELRPEQVDVVFADAAG-VAELDATEAAATRELFG
~PAPGSGRP--~PALGRAAELALAFAGLTPADISVVFADGAG-VPELDRAEADTLARLFG
- PPPGSGRP---PNLLRAAQAALDDAEVGPEAVDVVFADASG~TPDEDAAEADAVRRLEG
~ARPGTGRP---TGPARATIRLALEEARVAPEDVDVVYADAAG-VPALDRAEAEALAEVEG -
-PAPHSGRG--~-STRAHATRTALDDAGTAPGDIRRVFADGGGRYPN-DRAEAEATSEVFG
-PRPGSGRE~--PGLRKAIELALADAGAAPGDIDVVFADAAA-VPELDRVEAEALNAVFG
GAGRWAESR---EGLARATQGALAEAGCRPEEVDVVFADALG-VPEADRAEALALADALG
-AYHMTGLKKDGREMAESIRAALDEARLDRTAVDYVNAHGSG-TKONDRHETAAFKRSLG
~AYHMTGLKTDGREMAEATRVALDLARTDPTDIDYINAHGSG-TKONDRHETAAFKRSLG
-AYHMTGLKADGREMAETYRVALDESRTDATDIDYINAHGSG-TRONDRHETAAYKRALG
=AYHMTGLR~-DGAEMAEAT RLALDEARLNPEQVDY INAHGSG-TKQNDRHETAAFKKALG
-AYBMTGLRPDGAEMAEATRVALDEARMNPTEIDYINAHGSG-TKQONDRHETAAFKKSLG
-AFHMTGLRPDGREMAEATGVALAQAGKAPADVDYVNAHGSG~TRQNDRHETAAFKRSLG
~AFHMIGLKPDGREMAEAT TAALDQARRTGDDLHYINAHGSG-TRONDRHETAAFKRSLG
~AYHMTGLRADGAEMAAAY TAALDEARRDPSDVDYVNAHGTA - TRONDRHETSAFKRSLG
~AYHMTGLRADGAEMAAAT TAALDEARRDPSDVDYVNAHGTA - TKQNDRHETSAFKRSLG
—AMWRAIUPMMDGSAIDYW&HGSG—TQQNDWVKRSI{;
. . *x . . e % * %, . .

. . . . - - e s o . . .
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KCLFDAU. P--HRVPVTVPKTLTGRLYSGAG PLDVA'IGMALRDEVVPA’IGHVH-PDPDLPIDVV’IGR
KCLFPEU P-~RRVPVIVPKTLTGRLYSGAG PLDVATALIM.RDWVPATAHVD-PDPDLPLDVV'IGR
KCLFACT R--EGVPVTVPKTTTGRLYSGGG PLDVVTALMS LREGVIAPTAGVTSVPREY! GIDLVLGE
KCLFHIR P--SGVPVUTAPKIMTGRLYSGGG PLDLVAMMIRWVIPP’IW{TAEPVPEHQLDLV’ICD
KCLFGRA P--RGVPVTAPKALTGRLCAGGG PADLAAALLALRDQVI PATGRHRAVPDAYALDLVTGR
KCLFNOG P-—YGVWPAPKTMIGRLSAGGAALDVATMWPIVNVSRPRPEYELDLVLA-
KCLFTCM P-—GAVPVTAPKDHGRLYAGGAAIDVATAIIS I RWVVPP'IVGTGAPAPGLGIDLVU{Q
KCLFCIN pP- -GRVWICPRTMIGRIHSGAAPLDVACALIAMRAGVI PPTVHID- PCPEYDLDLVLYQ
KCLFVNZ T- *GAVPVTAPK'IMIGRLYSGMPLDLAAAFLAMDK;VIP?IVNVE- PDAAYGLDLVVGG
KCLFWHIE PHAARVPVTAPKI’G‘IGRAYCMPVLDVATAW{GLI PPTPHVL~~DVCHDLDLVTGR
KSGRA EHAYAVPVSSIKSMGGHSLGAIGSI ETAASVLAT EHNVVPPTANLHTPDPECDLDYVPLT
KSHIR EHAYRTPVSSIKSMVGHSLGAIGS IEVAACALAIEHGVVPPTANU{EPDPEDLDYVPLT
KSACT EHARRTPVSSIKSMVGHS IGAIGSLEIMCVLALH{GVVPPTAMRTSDP&DIDYVPIE
KSCIN EHAYRTPVSSIKSMVGHSLGAIGSI EIAASALAMEYDWPPTANIHTPDPEI:DLDYVPLT
KSVNZ DHAYRTPVSSIKSMVGHSLGAIGSI EIAASALAMEHNVVP?’IGNU{TPDPKDLDYVR‘ s
KSNOG DHAYRVPVSS IKSI{[GHSLGAIGSLEIMSVLAITHDVVPPTANU{EPDPKDLDYVPLR
KSTCM QRAYDVPVSSIKSMIGHSLGAIG SLELAACALATEHGVI PPTANYEEPDPECDLDYVPNV
KSDAU DHAYRVPI SSVKSMIGHSLGAAGSLEVAATALAVEYGAT PPTANLHDPDPELDLDYVPLT
KSPEU EHAYRVPISS IKSMIGHSLGAVGSLEVAATALAVEYGVI PPTANLHDPDPELDLDYVPLT
KSWHI EHAYATPMSSIKSMVGHSLGAIGS IELAACVT.AMAHQWPPI‘ANY‘ITPDP&:DLDYVPRE
*eo o P o .e .o - * ok *

KCLFDAU PRMDARAALVVARGHGGFNSALVVRGAA -------

KCLFPEU PRSLADARAAILVARGYGGFNSALVVRGAA -------

KCLFACT PRSTAPRTA-LVLARGRWGFNSAAVLRRFAPTP -~

KCLFHIR PRHOQOLGTA-~LVLARGKWGFNSAVVVRGVIG——=———

KCLFGRA PREA.ALSAA—LWARGRHGFNSAWVTLRGSDFRRPT

KCLFNOG PRRTPLARA*LWARGRG}FNAAMVVAGPRAEIR—-—

KCLFTCM PRELRVDTA~-LVVARGMGGENSALVVRRHG =~ ==——

KCLFCIN VRPMI.RTA-IEGARGHGGFNSALVVRAGQ- ------

KCLFVNZ PRTAEVNTA-LVIARGHGGFNSAMVVRSAN- ===~ —m

KCLFWHIE ARPAEPRTA—LVIARGIMG&QSALVLRRGAVPPDGR—

KSGRA AREQRVDTV-LTVGSGFGGFQSAMVLHRPEEAA —~——

KSHIR AREQRVDTIV: ~LSVGSGFGGFQSAMVLRRLGGANS =~

KSACT ARERKLRSV -LTVGSGFGGFQSAMVLRDAETAGAAA -

KSCIN ARDQRVDSV-LTVGSGFGGFQSAMVLTSAQ--~-RSTV

KSUNZ CREQLTDSV-LTVGSGFGGFQOSAMVLARPE- --RKIA

KSNOG ARACPVDTV ~LTVGSGFGGFQSAMVLOGPGSRGRSAA

KSTCM AREQRVDTV ~LSVGSGFGGFQSAAVLARPKETRS ~ -~

KSDAU AREKRVRHA-LTVGSGFGGFOSAMLLSRPER~= ===

KSPEU AREKRVRHA-LTVGSGFGGFQSAMLLSRLER - === w

KSWHY ARER'ILRHV—LSVGSGFGGFQSAVVLSGSH;GLR- -

* * * = ek .
mole:~/ks2%
[ Obr. 2D
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1
niddamycin ~~~~semms semssceeee MAGHGDATAQ
platenolide ~ ~~~HS
monensin MAAS
oleandomycin B
tylosin MSSALRRAVQ SNCGYGDLMT SNTAAQNTGD
51
niddam... SCRFPGAPGT AEFWQLLSSG ADAVVTAADG
platenol. ACRFPGAPGI AEFWKLLTDG RDAIGRDADG
monensin ACRLPGAPDP DAFWRLLSEG RSAVSTAPPE
oleandom ACRLPGSATP QEFWRLLADS ADALDEPPAG
tylosin SCRLPGAAGV EEFWELLRSG RGMPTRQDDG
101
niddam... PADFDARFFG MSPREAAATD PQOQRLVLELG
platenol. PGDFDAAFFG MSPREAAETD PQQRLMLELG
monensin IDGFDADFFH ISPREAVAMD PQORLLLELS
oleandom IDTFDADFFN ISPREAGVLD PQORLALELG
tylosin HAGFDAGFFG MNARQAAATD PQHRLMLELG
151
niddam... VFVGAMNDDY ATLLH.RAGA PTDTYTATGL
platencl. VFVGAMHDDY ATLLH.RAGA PVGPHTATGL
monensin  VFVGAFWDDY TDVLNLRAPG AVTRHTMTGV
oleandom VFMGAMWDDY AHLAHARGEA ALTRHSLTGT
tylosin VFAGVASDDY A.VLTRRSAV SAGGYTATGL
201
niddam... VVDTGQRSSSL VAVALAVESL RGGTSGIALA
platenol. AVDTAQSSSL VAVALAVESL RAGTSRVAVA
monensin TVDTAQSSSL VAVHLACESI RSGDSDIAFA
oleandom  TVDTGQRSSSL AAVHMACESL ARGESDLALV
tylosin VVDSAQSASL VAVQLACESL RRGETSLAVA
251
niddam... ALSPDGRCHT FDARANGYVR GEGGAIVVLK
platenol. ALSPDGRCHT FDARANGYVR GEGGAAVVLK
monensin GLSAAGRCHT FDARADGFVR GEGGGLVVLK
oleandom ALSPDGRCYT FDSRANGYAR GEGGVVVVLK
tylosin ALSPDGRCHT FDARANGYVR GEGGGAVVLK
301
niddam... TGNDGGGPGL TVPDRAGQEA VLRAACDQAG
platenol. VGNDGGGPGL TAPDREGQEA VLRAACAQAR
monensin  VNSDGTTDGI TLPSGQAQQD VVRLACRRAR
oleandom LNNDGATEGL TVPSARAQAD VLRQAWERAR
tylosin VNNDGGGASL TTPDREAQEA VLRQAYRRAG

o . ————

XXX}
»
.
(X
.
tees

KAQDAEKSED
GELAISRSDD
ASASPSGPSA

~~~MHVPGEE"

QEDVDGPDST

RRRADSGLHG
RFPTGSLSSP

WEALEDAGIV
WEALEDAGIV
WEALEDAGIR
WEALEDAGIV
WEALEDAGIV

QHSMIANRLS
QRAMLANRLS
HRSILANRIS
HRGMIANRLS
HRALAANRLS

GGVNLVLAEE
GGVNLVLADE
GGVNLICSPR
GGVNLVLDPA
GGVNLILTEE

PLADALADGD
PLADALADGD
PLAAARRDGD
PTHRALADGD
PLDAALADGD

VRPADVRFVE
VDPAEVRFVE
ITPDQVQYVE
VAPTDVQYVE
VSTGAVRYVE

v 26)

50
GSDAIAVIGM
RSDAVAVVGM
GPDPIAVVGM
NGHSIAIVGI
HGGEIAVVGM

100

150
PESLRGEAAS
PGSLRGEAVG
PPTLARSRTG
PRHLRGTRTS
PGDLTGTDTG

200
YFLGLRGPSL
YVLGTRGPSL
YAYHLAGPSL
YALGLOGPSL
HFLGLRGPSL

250
GS.ARMERVG
GT.AAMERLG
TTELAAARFG
GT . TGVERFG
ST . TVMERMG

300
RVYCVVRGVA
PVYCVVRGVA
TVYCVIRGSA
TVYCEILGSA
RVYCVIKGGA

350
LHGTGTPAGD
LHGTGTPVGD
LHGTGTPVGD
LHGTGTPAGD
LHGTGTRAGD

Obr. 4A



niddamn.. .
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

niddam. ..
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

niddam. . .
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

niddam.. .
platenol.
" monensin
oleandom
tylosin

niddam...
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

niddan...
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

niddamn. ..
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

niddam. ..
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

351

PVEAEALGAV YGTGRP. .AN
PVEAHALGAV HGSGRP..AD
PIEAAALGAA LGQDAA..RA
PVEAEGLGTA LGTARP..AE

PVEAAALGAV

401

LHERALPASL
LRERTLPGSL
IHHRRLAPSL
IXNRHLPASL
VRKGELVPSL

451

FGMGGTNCHV
FGIGGTNCHV
FGMGGTNGHV
FGMGGTNCHV
FGMGGTNVHL

501
GQADACLFSA
VAAS...LPD

551

LATTRTRFEH
LASTRTLFEH
LATTRAPLAH
LATRRQVFER
MAD.RSRFGY

601

LGAGADSGRS

NFETPNPAIP
NFATPSPAIP
NFTTPNPAIP
NEFTSPNPRID
NFSTPNPDIP

VLEETPGG. .
VLEHLPSR. .
VVA....AAP
VLSELRNAGG
VIAEAPAAAG

SPMLLLSARS
VPPLLLSARS

YPALILSARS
. .PVVVSGRS

RAAVPCGDPD
RAVVPCGGRG
RAVLLGGDTA
HAVVTGHDRE
RAVVLARGEA

LALLFTGQOGA QHPGMGQELY
VGVLFTGQGA QWVGMGRGLY
TAFLFSGQGA QRLGMGRELY
LAFLFSGQGS QQPGMGKRLH
VVVGAAPGGA GAAGGAGAAG

651

TPDQPD. ...
GDVDVDAGAG ADAGAGAGAG
GETDSGGNVS GENVIGEGA.
.GPEAGPPLR DVMFAERGT.
VFAASMRECA RALSVHVGWD

..........

701

RTLTARGTQA HLVLGESVGE
RALEARGVEV SVVLGHSVGE
RLAASFGLKP DYVLGHSVGE
RLLVOWGLKP DHLAGHSVGE
RYWQAMGVDV AAVVGHSQGE
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EPLLVGSVKT
DPLLVGSVKT
VPLAVGSAKT
APLLVGSVKT
TPLAVGSVKT

LERLRLKVQT
LDQLRLKVQT
LADLGLTVQQ
LDALRLRVHT
LDDLRLRVQT

..........

----------

DSVAVPEPVG
DGAGKGPYTG
SSGAGGSGAG

EQALRAQAAR
EGALRAQAVR
ASALRAQAGR
DAALRAQAER
RVVVREAAGR

RLSSALAALA
ELVAALGGFA
ELLGSLDALA
DLLNGLRDLE
ELAGRLRALA

TTDPHFAAAL
AGGGVFAEVL
AVFPVFADAL
QVFPGFRDAL
GAGGGGVVLV

LLEVVSGGAG

ITAAHIAGVL DLPDAARLIT ARAHVMGQLP
VAAATVAGVL SLGDAVRLVV ARGGLMGGLP
IAARHVAGVL SLPDASALVA TRGRLMQAVR
IAAAHAAGIL DLSDAAELVA TRGALMRSLP
IAAATVAGAL SLEDAAAVVA LRAGLIGRYL

.

.

.

.
svsme

NIGHLEGAAG
NIGHLEGAAG
NVGHLEAAAG
NIGHLEGAAG
NVGHLEGAAG

AHAALQPGTG
AAAELPLAPG
DLADWP. .RP
AYGPWP..SP
ERQEW.NEED

..........

..........

VPERVEVPEP
TEDRLGATEA
SGAGISAVSG

LREHL. .EDS
LGETV. .ERV
LRTHLAAHRP
LRHHL.EHSP
LAE. .VVEAG

AGQTPRGVRI
AGRVSGGVRS
EGAETASIVR
NGLPAPQVLL
GGDPDAGVVT

DEVCEELQRC
DEVLSMVGEV
DEAFAALDVH
DEVCAELDTH
FPGQGTQWVG

LLDRTEYTQP
LLGRTEFAQP
LLDQTAYTQP
LLSETHYTQA
. LERVDVVQP

e

sOo B
.
Seesoyw
L]
ssoe
eaas®

400
IAGFVKAALC
IAGLVKAALC
IVGLLKTALS
IAGLLKTVLS
IVGLIKATLC

450
GGPLLAGVSA
GAPLLAGVSS
EQPLIAGVSS
DRPLVAGVSS
DRPRVAGVSS

500
--.RQPAE.T
..-PTPAV.S
VVVSEPVVVP
EKRPDPATGN

VW........ :

550
GADPLDIAYS
GADPRDVAYS
TPDAARVGHA
GQRLRDTAYS
GVGLADVAVT

600
GS. .TDADGR
GR..A.VPGG
GEAYT. .EGR
GRTPTPEPGG
G...AVLDGG

650
GTQNLREVMF
DGRSLRDVMF
LDRPLREIVL

MGAGLLGSSE

700
ALFALQTALY
ALFALEVALF
ALFAIETSLY
ALFALETALF
VTWAVMVSLA

4 750

1t
Obr.

.
sre800

4B



-

niddam. ..
platenol.
monensin

oleandom

tylosin

niddam...
platencol.
monensin
oleandom
tylosin

niddam...
platenol.
monensin
oleandom

‘tylosin

niddam...
platenol.
monensin
oleandom
tylosin

niddam. ..
platenol.
monensin
oleandom

- tylosin

niddam: niddamycin; platenol: platenolide I (spiramycin); oleandom:

751

HG.GAMLSVQ
VG.GGMWSVG
AP.GAMAAWQ
GG .GVMLSVQ
AGRGAMAAVP

801

AQHLREQNVR
VASLMGDGVE
TAAWRGRGRK
EQILRDRGRK
VAVCQAEGVQ

851

ISNLTGQIA.
VSGVSGGVV.
VSNVTGELVT
VSNLTG. ...
CSTVAGEQPG

501

YLEIGPHPTL
LVEVGPHGVL
FVELGPDAPL
FLEVGPDGVL
FIEVSAHPVL

951
EPETLTQAIA
EREVFEAALA

'EVATFLRSLA

EARSLTEAVA
SPHRLLTSTA

oleandomycin.

AAEHDLDQLA
ASESVVRGVV
ATADEAAEQL
APESEVAPLL
LPAGEVEAGL

HTWLKVSHAF
YRRLDVSHGF
AHHLKVSHAF
SRYLRVSHAF
ARLIPVDYAS

ATATGSGAGQ
. .APVDDRTM

TTLLHHTL. .
TGMAGECLGA
SAMARDCFPA
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HTHG. .VEIA
EGLGEWVSVA
AGHERHVTVA
LGREAHVGLA
.AKWPGVEVA

HSALMDPMLG
HSVLMEPVLG
HSPHMDPILD
HSPLMEPVLE
HSRHVEDLKG

CTPDYWIDHA
GDPGYWVRHA
ADPEYWARHA
ATPAYWVRHV
. DAGYWFRNL

Poo..oaa...

TAMARACVTA APEPGHRGEQ

AVGVRTDGID
TVFTRDAGLD
QAYVRGADVD
RLHLHGVPMD
EAWAHGATLT

WAVLCGASRP
ATALHTGSTG
FTRAYGATAT
WITSVLGGDVS
WDPAL. .PPG

AVNGPTHCVL
AVNGPRSVVL
AVNGPDSVVV
AVNGPDAVVV
AVNGPASTVV

AFRDTLNTLN

EFRGVVESLE’

ELRAVAAGLT
EFAEAVAGLT
ELERVLSGI.

RHTVRFADAV
REAVRFADGV
REPVRFLSGV
REAVRFGDGI
RNRVEFSAVV

.ADRSRPRPA
GADADAHTAL
TAEAADRSVH

RRVELPTYAF
RRIDLPTTPF
RRFPLPTYPF
-RVPLPTYAF
HLTTLPTYPF

e e m— e -

(X XX
seoe

800
SGPRTALEET
SGDVGVLESV
SGDRATVDEL
SGERGHVAAIX
SGDRRAVAGY

850
Y..QPPTIPL
FGRVRPGVVV
FHE..PVIPV
FRA..PTTPL

-RPRSPRVPV

900
QTAHHOGTTT
GVVRGLGVGT
RGLCERGVTT
RALGKLGTGS
GGLLEEGHRR

950
TIPTLHRERP
VVPAMRRGRA
ATATCRRGRD
LLPALRRGRD

ATGTLRRQDD

Obr. 4cC
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(see Figure )
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