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Reseni se tyka polynukleotidovych molekul obsahujicich
nukleotidové sekvence kodujici produkt genu aveC, kterézto
polynukleotidové sekvence mohou byt pouzity k narugeni
poméru nebo mnozstvi tfidy 2:1 avermektinti produkovanych
ve fermentacnich kulturach S. avermitilis. Dale se tyka
vektord, hostitelskych bun&k a zmutovanych kmend S.
avermitilis, v kterych byl gen aveC inaktivovan nebo mutovén
tak, Ze do3lo ke zméné vytvafeného poméru nebo mnoZstvi
tfidy 2:1 avermekting.
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1. Oblast techniky

Pfedkladany vyndlez se tykd preparitd a zpusobll pfipravy
avermektind primdrné& v oboru zdravi Zivodicht. Konkrétnéji se
predkladany vynédlez tyka polynukleotidovych molekul
obsahujicich nukleotidové sekvence kédujici produkt genu avec,
ktery miZe byt pouZit k modulaci pom&ru t¥idy 2:1 avermektinu
produkovanych fermentaci kultur S. avermitilis, a prepardti a
zpisobl  vyhledavani takovych  polynukleotidovych molekul.
Predkladany vyndlez se déale tyka vektorli, transformovanych
hostitelskych bun&k a novych mutovanych kmenl S. avermitilis,
v kterych byl gen aveC inaktivovdn nebo mutovan tak, Ze doslo
ke modulaci vytvafeného pomdru nebo mno¥stvi t¥idy 2:1

avermektint.

2. Dosavadni stav techniky

2.1. Avermektiny

Streptomycety produkuji celou fadu sekundarnich metabolitd
vCetné avermektin®, které zahrnuji sérii osmi pfibuznych
Sestnacticlennych makrocyklickych laktont majicich silnou
antihelmintickou a insekticididlni aktivitu. Osm odlisnych a
blizce pfibuznych slouenin je oznadovéno jako Ala, Alb, A2a,
A2b, Bla, Blb, B2a a B2b. Série “a" slouCenin se tyka
prirozeného avermektinu, kde substituentem v pozici C25 Ije
(S)-sec-butyl, a "b’ série sloudenin se tykd téch sloucenin,
kde substituentem v C5 pozici je izopropyl. Ozna&eni "A" a "B”
se tykd avermektind, kde substituent v CS pozici je metoxy,
respektive hydroxy skupina. Cislo 1" se tykd avermektinn, kde
dvojna vazba je pfitomnd v pozici C22,23 a &islo "2 se tyka
avermektind majicich vodik v pozici €22 a hydroxy skupinu
v pozici C23. Mezi pribuznymi avermektiny Jje typ Bl

avermektinu rozezndvadn jako avermektin majici neju¢innéjsi



antiparazitickou a pesticidovou aktivitu a je proto komeré&né

nejvice Z4doucim avermektinem

Avermektiny a jejich produkce aerobni fermentaci kmenlt 8.
avertimilis jsou popsany v patentech United States Patents
4310519 a 4429042. Biosyntéza pfirozenych avermektind je
pravdépodobné zahajovéna endogenné z CoA thiocesterovych

analogd kyseliny izomdselné a kyseliny S-(+)-2-metylmiselné.

Kombinace zlep3eni kmene n&hodnou mutagenezi i  pouZiti
exogenné dodanych mastnych kyselin vedlo k U&inné tvorbé
analog avermektinu. Mutanty S. avertimitilis s deficienci
dehydrogendzy 2-oxo kyselin (bkd deficientni mutanty) mohou
produkvat avermektiny pouze, jsou-1i fermentace suplementovany
mastnymi kyselinami. Vyhledavani a izolace mutant s deficienci
dehydrogendzové aktivity vétvenych fet&zch (napfiklad 8.
avarmitilis, ATCC 535567) jsou popsédny v patentu European
Patent (EP) 276103. Fermentace takovych mutant v pfitomnosti
exogenné dodanych mastnych kyselin vede k produkci pouze &tyf
avermektind odpovidajicich pouzitym mastnym kyselindm. Takto
dochazi suplementaci fermentaci S. avermitilis (ATCC 53567) S-
(+) -2-metylmédselnou kyselinou k tvorb& pfirozenych avermektina
Ala, A2a, Bla a B2a, suplementace fermentaci kyselinou
izomadselnou vede k tvorbé pfirozenych avermektin@i Alb, A2b,
Blb a B2b, a suplementace fermentaci kyselinou
cyklopentankarboxylovou vede k tvorbé ctyt novych

cyklopentylavermektin®i Al, A2, Bl a B2.

Pokud je provedena suplementace jinymi mastnymi kyselinami,
dochazi k tvorb& novych avermektindt. Vyhled&vanim vice neZ 800
potencialnich prekurzoru bylo identifikovdno vice ne? 60
dalSich novych avermektina (viz napriklad Dutton et al., 1991,
J Antibiot 44:357-367, a Banks et al., 1994, Roy Soc Chem
147:16-26) . Mutanty S. avermitilis s deficienci aktivity 5-0-



metyltransferdzy navic produkuji =z&sadn& pouze B analogové
avermektiny. Mutanty S. avermitilis bez aktivity dehydrogenizy
vétvenych 2-oxo kyselin i S5-O-metyltransferézy produkuji pouze
B avermektiny odpovidajici mastnym kyselindm pouzitym
k suplementaci fermentace. Suplementace takovych dvojitych
mutant S-(+)-2-metylmaselnou kyselinou vede k tvorb& pouze
pfirozenych avermektind Bla a B2, zatimco suplementace
kyselinou izomédselnou nebo cyklopentankarboxylovou vede
k tvorb& pfirozenych avermektint Blb a B2b, nebo novych
cyklopentyl Bl a B2 avermektind. Suplementace dvojitych
zmutovanych  kmend  cyklohexan karboxylovou kyselinou je
pfednostni zplsob pro produkci komer&n& dileZitého nového
avermektinu, cyklohexylavermektinu B1 (doramektinu) . Izolace a
charakteristiky takovych dvojitych mutant®, napfiklad S.
avermitilis (ATCC 53692) jsou popsany v EP 276103.

2.2. Geny hrajici roli v biosyntéze avermektint

V mnoha pfipadech Jjsou geny hrajici roli v produkci
sekundarnich metabolitd a geny kdédujici konkrétni antibiotikum
nachdzeny ve shlucich na chromozému. Toto je pripad napriklad
shlukd gent Streptomyces pro polyketid syntazu (PKS) (viz
Hopwood a Sherman, 1990, Ann Rev GCenet 24:37-66). Jednou =ze
strategii klonovadni gend v biosyntetické draze byla izolace
genu pro lékovou rezistenci a poté testovani prilehlych
oblasti chromozému na dal3i geny majici vztah k biosyntéze
takového konkrétniho antibiotika. Dalsi ze strategii klonovani
gent hrajicich roli v biosyntéze dUlezitych metabolitu byla
komplementace  mutantg. Casti DNA  knihovny 2z organismu
produkujiciho konkrétni metabolit jsou vlioZeny do
neprodukujiciho mutovaného kmene a transformované kmeny jsou
vyhledavadny podle tvorby metabolitu. Navic byla pouZita
k identifikaci a klonovani gent v biosyntetickych drahéach

hybridizace knihovny za ©pouZiti préb  odvozenych z kment

Streptomyces.



Geny hrajici roli v biosyntéze avermektinu (ave geny), podobné
jako geny vyZadované pro biosyntézu jinych sekundarnich
metabolitd Streptomyces (napfiklad PKS) Jsou nachazeny ve
shlucich na chromozému. Za pouziti vektord ke komplemetaci
mutantd S. avermitilis s blokadou biosyntézy avermektinu byla
Usp€3né naklonovana celd fada ave gent. Klonovani takovych
genl Jje popsdno v patentu US Patent 5252474. Ikeda et al.
1995, J Antibiot 48:532-534 navic popsal lokalizaci
chromozomdlni oblasti obsahujici C22,23 dehydrata&ni krok
(aveC) na fragmentu S. avermitilis 4,82 Kb BamHI, stejné tak
jako mutace v genu aveC, které vedou k produkci jedné
komponenty B2a. Protole ivermektin, 1&innd antihelminticki
slouCenina, miZe byt chemicky produkovdna z avermektinu B2a,
je tento kmen produkujici jednu kompoentu avermektinu B2a
povazovan za obzvlast uZzitedny pro komeréni tvorbu

ivermektinu.

Identifikace mutaci avecC genu, které minimalizuji komplexnost
tvorby avermektinu, jako jsou napfiklad mutace, které sniZuji
pomér B2:Bl avermekting, by mohli zjednodu$it produkci a

purifikaci komeré&né dilezitych avermektint.

3. Popis vynalezu

Predkladany vynélez poskytuje izolovanou polynukleotidovou
molekulu obsahujici kompletni aveC ORF S. avemitilis nebo jeho
vyznamnou &ast, kterd*to izolovana polynukleotidovd molekula
postradad dalsi kompletni ORF, ktery je lokalizovan sm&rem dolt
od aveC ORF in situ na chromozému S. avermitilis. Izolovani
polynukleotidova molekula, kterd dje predmétem predkléadaného
vynalezu obsahuje p¥ednostné nukleotidovou sekvenci, ktera je
stejnd jako produkt genu AveC S. avermitilis kédujici sekvenci
plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera ie stejna Jjako

nukleotidova sekvence aveC ORF z Obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo



jeji vyznamnd  &&st. Pfedkladdany vynélez ddle zahrnuje
nukleotidovou sekvenci SEQ ID ¢&.1, nebo jeji degenerovanou

variantu.

Predkladany vynalez dale poskytuje izolovanou
polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci,
ktera je homologni s produktem genu AveC S. avermitilis
kédujicim sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera
je stejnd jako nukleotidovd sekvence aveC ORF z Obrazku 1 (SEQ

ID & 1), nebo jako jeji vyznamnad &ast.

Predkladany vynédlez dale poskytuje izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci,
kterd kbéduje polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci,
kterda je homologni s produktem genu AveC S. avermitilis
kbédujicim sekvenci plazmidu PSE186 (ATCC 209604), nebo jako
aminokyselinovd sekvence z Obrazku 1 (SEQ ID &. 2), nebo jako

jeji vyznamnad &ast.

Predkl&adany vynalez déle poskytuje izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici homologni AveC genovy produkt. V prednostni formé
vynalezu obsahuje izolovana polynukleotidova molekula
nukleotidovou sekvenci kédujici homologni AveC produkt genu S.
hygroscopicus, ktery?to homologni genovy produkt obsahuje
aminokyselinovou sekvenci SEQ 1ID ¢:4, nebo jeji vyznamnou
cast. V prednostni formeé vynadlezu obsahuje izolovanéa
polynukleotidovd molekula, ktera je pfedmétem vyndlezu, a
kterd kéduje homologni AveC produkt, nukleotidovou sekvenci

SEQ ID ¢:3, nebo jeji vyznamnou &ast.

Predkladany vynalez dale poskytuje izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci,

ktera je homologni s nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO:3.
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Predkladany vyndlez dale poskytuije izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci,
ktera kéduje polypeptid, ktery je homologni s homolognim AvecC
produktem genu S. hygroscopicus, majici aminokyselinovou

sekvenci SEQ ID &: 4.

Predklddany vynalez dale poskytuje oligonukleotidy, které
hybridizuji s polynukleotidovou molekulou majici
nukleotidouvou sekvenci uvedenou na Obrazku 1 (SEQ ID &. 1),
nebo SEQ ID &. 3, nebo s polynukleotidovou molekulou majici
nukleotidouvou sekvenci, ktera je komplementarni
s nukleotidovou sekvenci uvedenou na Obrazku 1 (SEQ ID &. 1),

nebo SEQ ID &. 3.

Pfedklddany vyndlez dale poskytuje rekombinantni klonovaci
vektory a expresni vektory, které jsou uZite&né pro klonovani
a expresi polynukleotiduy, ktery je predmétem p#edkladaného
vynadlezu, v&etné polynukleotidovych molekul obsahujicich avecC
ORF S. avermitilis nebo aveC homologni ORF. V nelimitujici
formé vyndlezu poskytuje predkléddany vynalez plazmid pSE186
(ATCC  209604), ktery obsahuje cely ORF aveC genu S.
avermitilis. Predkladany vyndlez dale poskytuje transformované
hostitelské buiiky obsahujici polynukleotidovou molekulu nebo
rekombinantni vektor, ktery Jje predmétem vynalezu, a nové

kmeny, nebo bun&&né linie od nich odvozené.

Pfedkladdany vynalez dale poskytuje rekombinantné exprimovany
AveC genovy produkt nebo AveC homologni genovy produkt, nebo
jejich vyznamnou &a&st. Predklddany vynalez dale poskytuje
zpisob  produkce rekombinantniho AveC genového  produktu,
zahrnujici kultivaci transformované hostitelské bunky
s rekombinantnim expresnim vektorem, kde Ffeleny rekombinantni
expresni vektor obsahuje polynukleotidovou molekulu majici

nukleotidovou sekvenci kddujici AveC genovy produkt nebo Ave(C
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homologni genovy produkt, kterasto polynukleotidovd molekula
je v operadnim spojeni s jednim nebo vice regulac¢nimi
elementy, které kontroluji expresi polynukleotidové molekuly
hostitelské bunky, za podminek  napomdhajicich  produkci
rekombinantniho AveC genového produktu nebo AveC homologniho
genového produktu, a zahrnujici ziské&ni AveC genového produktu

nebo AveC homologniho genového produktu z bun&Zné kultury.

Pfedklddany vynalez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd je jinak stejnd jako
AveC alela S. avermitilis, nebo AveC genovy produkt kédujici
sekvenci plazmidu pPSE186 (ATCC 209604), nebo jeji
degenerovanou variantu, nebo nukleotidovou sekvenci aveC ORF
S. avermitilis, jak je uvedeno na Obrazku 1 (SEQ ID &. 1),
nebo jeji degenerovanou variantu, ale kterid dile obsahuje
jednu nebo vice mutaci, takle buniky kmene S. avermitilis ATCC
53692, v kterych byla divoki aveC alela inaktivovéna, a ktera
exprimuje polynukleotidovou molekulu obsahujici zmutovanou
nukleotidovou sekvenci, produkuji odlisny pom&r nebo mnoZstvi
avermekting, které Jsou  produkovany bunikami kmene S.
avermitilis ATCC 53692, které misto toho exprimuji pouze
divoky typ aveC alely. Podle pfedkladdaného vyndlezu mohou byt
takové polynukleotidové molekuly pouZity %k produkci novych
kmentd S. avermitilis, které vykazuji detekovatelnou zmé&nu
v produkci avermektinu ve srovnani se stejnym kmenem, ktery
misto toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni
formé vyndlezu jsou takové polynukleotidové molekuly uZite&né
k produkci novych kmena §. avermitilis, které produkuji
avermektiny ve sniZeném poméru 2:1, ve srovnani se stejnym
kmenem, ktery misto toho exprimuje pouze divoky ty aveC alely.
V dalsi prednostni formé& vynalezu jsou takové polynukleotidové
molekuly uZitedné pro produkci novych kmena S. avermitilis,
které produkuji zvy3ena mnozstvi avermektinl ve srovnani se

stejnym kmenem, ktery misto toho exprimuje pouze jednu divokou



aveC alelu. V dal3i prednostni forme vynalezu Jsou takové
polynukleotidové molekuly uZite&né pro produkci novych kment

S. avermitilis, v kterych byl aveC gen inaktivovan.

Predkladany vynalez poskytuje zpisoby identifikace mutaci aveC
ORF S. avermitilis schopnych zmé&nit pomér a/nebo mnoZstvi
produkovanych avermektind. V prednostni formé vynédlezu
poskytuje predkladany vyndlez zpusob identifikace mutaci aveC
ORF schopnych zménit pomér tridy 2:1 produkovanych
avermektinf, kteryZto zptsob zahrnuje: (a) ureni poméru tridy
2:1 avermektina produkovanych butikami kmene S. avermitilis,
v kterych byla nativni aveC alela inaktivovéna, a do kterych
byla vloZena polynukleotidova molekula obsahujici
nukleotidovou sekvenci kédujici zmutovany AveC genovy produkt,
a tato molekula je exprimovana; (b) urceni pom&ru t¥idy 2:1
avermektint produkovanych bunkami stejného kmene S.
avermitilis jako v kroku (a), ale kterézto bunky misto toho
exprimuji pouze divoky typ aveC alely nebo ORF z Obrazku 1
(SEQ ID &. 1), nebo nukleotidovou sekvenci, ktera je k ORF
homologni; a (c) porovnani poméru tridy 2:1 avermektinda
produkovanych butikami S. avermitilis z kroku (a) s pomé&€rem
tfidy 2:1 avermektint produkovanych bufikami S. avermitilis
z kroku (b); takZe je-1i pomér tfidy 2:1 avermektinu
produkovanych bufikami S. avermitilis =z kroku (a) odlisny od
poméru t¥idy 2:1 avermektind  produkovanych  bunkami S.
avermitilis z kroku (b), poté miZe byt identifikovana mutace
aveC ORF schopnd pozm&nit pomér t¥idy 2:1 avermektinu.
V pfednostni form& vynalezu je pomé&r t¥idy 2:1 avermektin®

touto mutaci sniZen.

V dalsi pfednostni forme poskytuje predkladany vynalez zplsoby
identifikace mutaci aveC ORF nebo genetickych konstruktu
obsahujicich aveC ORF schopnych zménit mnoZstvi produkovanych

avermektind, kteryZto zplsob zahrnuje: (a) urdeni mnoZstvi



avermektind produkovanych bufkami kmene S. avermitilis,
v kterych byla nativni aveC alela inaktivovana, a do kterych
byla vloZena polynukleotidova molekula obsahujici
nukleotidovou sekvenci kddujici zmutovany AveC genovy produkt,
nebo obsahujici geneticky konstrukt zahrnujici nukleotidovou
sekvenci kédujici AveC genovy produkt a tato molekula je
exprimovana; (b) urdeni mno¥stvi avermektind produkovanych
stejnym kmenem S. avermitilis jako v kroku (a), ale kteryzto
kmen misto toho exprimuje pouze jednu aveC alelu majici
nukleotidovou sekvenci jako ORF z Obrazku 1 (SEQ ID ¢&. 1),
nebo nukleotidovou sekvenci, ktera je k ORF homologni; a (c)
porovnani mnoZstvi avermektina produkovanych  bufikami S.
avermitilis z kroku (a) s mnoZstvim avermektind produkovanych
bunkami S. avermitilis 2z kroku (b); takZe dJe-1li mnoZstvi
avermektind produkovanych bufikami S. avermitilis z kroku (a)
odlisné od mnoZstvi avermektind produkovanych bufikami 8.
avermitilis z kroku (b)), poté miZe byt identifikovana mutace
aveC ORF nebo genetického konstruktu schopnad pozménit pomér
tridy 2:1 avermektind. V pfednostni form& vyndlezu je

produkované mnoZstvi avermektin@ touto mutaci zvySeno.

Predkladany vynalez dale poskytuje rekombinantni vektory,
které jsou uzite&né pro pfipravu novych kmend S. avermitilis
S naruSenou produkci avermektind. Predkléddany vyndlez navic
posyktuje vektory, které mohou byt pouZity k cileni jakychkoli
polynukleotidovych molekul obsahujicich mutované nukleotidové
sekvence, které Jsou predmétem predkladaného vynélezu, do
mista aveC genu chromozédmu S. avermitilis budto k inzerci nebo
k nahrazeni aveC alely nebo ORF nebo jejich ¢&asti pomoci
homologni rekombinace. Podle predkléddaného vyndlezu viak mise
zde poskytnutd polynukleotidovid molekula obsahujici mutovanou
nukleotidovou sekvenci, kterd Jje predmétem predkladaného
vynédlezu, také modulovat biosyntézu avermekting, je-11

inzerovdna do chromozému S. avermitilis do mista jiného, ne3
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je misto aveC genu, nebo je-1i v bufkdch S. avermitilis
udrZovédna epizomdlné. Pfedkladany vyndlez tedy poskytuje také
vektory  obsahujici mutovanou  polynukleotidovou molekulu
obsahujici mutovanou nukleotidovou  sekvenci, ktera je
pfedmétem predklddaného vyndlezu, kterésto vektory mohou byt
pouzity k inzerci polynukleotidové molekuly do mista
v chromozému S. avermitilis jiného, ne> je misto aveC geny,
nebo kterd miZe byt v t&chto bunkdch udriovana epizomalné.
V pfednostni form& poskytuje pfedklédany vyndlez vektory pro
nahradu genu, které mohou byt pouzity k inzerci mutované avecC
alely do chromozému S. avermitilis za ulelem tvorby novych
kmend bunék, které produkuji avermektiny ve sniZeném pomérﬁ
tfidy 2:1 ve srovnani s bufkami stejného kmene, které

exprimuji pouze divoky typ aveC alely.

Pfedkladdany vyndlez dale poskytuje zplsoby p#ipravy novych
kment S. avermitilis zahrnujici buiiky, které exprimuji
mutovanou aveC alelu, &ims vznikajl naruSené pom&ry a/nebo
mnozstvi avermektin® ve srovnani s buikami stejného kmene 8.
avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely.
V pfednostni form& vynilezu poskytuje predklddany vynélez
zpusoby pfipravy novych kmena S. avermitilis obsahujicich
buiiky, které exprimuji mutovanou aveC alelu, ¢&imz wvznika
naruSeny pomér t¥idy 2:1 avermektini ve srovnini s bunkami
stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky
typ aveC alely, dé&le zahrnujici transformujici bunky kmene S.
avermitilis s vektorem, ktery mnese mutovanou aveC alelu
kdédujici genovy produkt, ktery naruduje pomdr t¥idy 2:1
avermektind produkovanych bufikami kmene S. avermitilis, které
exprimuji mutovany typ aveC alely ve srovnani s bufikami
stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky
typ aveC alely, a dale vybér transformovanych bunék, které
produkuji avermektiny v naru$eném pom&ru tridy 2:1 avermektint

ve srovnani s pomérem t¥idy 2:1 produkovanym bunfikami kmene S.
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avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely.
V pfednostni form& vyndlezu je sniZen pomér tfidy 2:1

avermektind produkovanych v bufkich nového kmene.

V dalsi prednostni formé poskytuje predkladany vynalez zpusoby
pEipravy novych kmen® S. avermitilis zahrnujici bufky, které
produkuji narusSena mnoZzstvi avermektint, zahrnujici
transformujici bufiky kmene S. avermitilis s vektorem, ktery
nese mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici
aveC alelu, JjejichZ exprese vede k naruSenému mnoZstvi
avermektind produkovanych bufkami kmene S. avermitilis, které
exprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt ve
srovnani s bufikami stejného kmene §. avermitilis, které
exprimuji pouze divoky typ aveC alely, a dale zahrnujici vyb&r
transformovanych bunék, které produkuji avermektiny A
naruSeném mnoZstvi ve srovnani S mnoZzstvim avermektina
produkovanych bufikami kmene &. avermitilis, které exprimuji
pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni form& vynalezu je
mnoZzstvi avermektint produkovanych v bufikdch nového kmene

zvySeno.

V dalsi prednostni formd poskytuje predkladany vynélez zplsoby
pfipravy novych kment 8. avermitilis, JjejichZ bunky obsahuji
inaktivovanou aveC aleluy, obsahujici transformujici buniky
kmene S. avermitiis, které exprimuji jakoukoli aveC alelu
s vektorem, ktery inaktivuje aveC alelu a dile vybér

transformovanych bunék, v kterych byla aveC alela

inaktivovana.

Predkladany vynalez dale poskytuje nové kmeny S. avermitilis,
ktexré byly transformovany jakoukoli polynukleotidovou
molekulou nebo vektory obsahujicimi mutované nukleotidové
sekvence, které jsou pfedmétem predkladaného vynalezu.

V pfednostni form& poskytuje predkladany vyndlez nové kmeny S.
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avermitilis =zahrnujici buiiky, které exprimuji mutovanou aveC
alelu na misto nebo navic k divokému typu aveC alely, kde
bunky nového kmene produkuji avermektiny v naruSeném pom&ru
tfidy 2:1 ve srovnani s bufikami stejného kmene S. avermitilis,
které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V pfednostnéjsi
formé vyndlezu produkuje novy kmen avermektiny v naruSeném
poméru t¥idy 2:1 ve srovnani s bufikami stejného kmene 8.
avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely.
Takové nové kmeny jsou uZited&né k produkci komer&né& Zadoucich

avermekting, jako je napriklad doramektin, ve velkém m&#itku.

V dalsi prednostni formé vynalezu poskytuje predkladany
vynalez nové kmeny S. avermitilis, které exprimuji mutovanou
aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici aveC alelu na
misto nebo navic k nativni aveC alele, coZ vede k bun&né
produkci naruSeného mnozZzstvi avermektint ve srovnani
s mnoZstvim avermekting produkovanych bufikami stejného kmene
S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely.
V pfednostni form& vynalezu produkuji nové bufiky zvySené

mnozstvi avermektint.

V dalsi prednostni form& vyndlezu poskytuje predkladany
vynalez nové kmeny S. avermitilis obsahujici buniky, v kterych
byl aveC gen inaktivovdn. Takové kmeny jsou uZite&né pro ruzné
spektrum avermektind, které tyto bunky produkuji ve srovnéni
s divokym kmenem, i pro komplementaci vyhledavacich analyz,
jak jsou zde popsané, aby se urcilo, zdali cilend nebo nahodna

mutageneze aveC genu ovliviuje produkci avermektint.

Predkladany vynalez déale poskytuje postup produkce avermektina
zahrnujici kultivaci buné&k kmene S. avermitilis, kteréito
bunky exprimuji mutovanou aveC alelu, kterd kéduje genovy
produkt, ktery alteruje pomér t¥idy 2:1 avermektint

produkovanych bufikami kmene S. avermitilis exprimujicimi
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mutovanou aveC alelu ve srovnani s bufikami stejného kmene S.
avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely
v kultivaénim médiu za podminek, které z nich umoZziuji nebo
indukuji produkci avermektind, a ziskani feCenych avermektint
z kultury. V prednostni formé vyndlezu je sniZen pom&r t¥idy
2:1 avermektinu produkovanych bunikami exprimujicich mutaci.
Postup poskytuje zvySenou u¢innost produkce komeréné

hodnotnych avermektint, jako je napfiklad doramectin.

Predklddany vyndlez dale poskytuje postup produkce avermektina
zahrnujici kultivaci bun&k kmene S. avermitilis, kteréZto
bunky éxprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt
obsahujici aveC alelu, které vedou k naruSenému mnoZstvi
avermektint produkovanych bunkami kmene  S. avermitilis
exprimujicimi mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt ve
srovnani s Dbuikami stejného kmene S. avermitilis, které
neexprimuji pouze mutovanou aveC alelu nebo  genetiky
konstrukt, ale misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC
alely, v kultiva&nim médiu za podminek, které z nich umozniuji
nebo indukuji produkci avermektinl, a kteryZto zplsob zahrnuje
dale ziskdni fedenych avermektint z kultury. V prednostni
formé vyndlezu je zvy3eno mnoZstvi avermektind produkovanych

bufikami exprimujicich mutaci nebo geneticky konstrukt.

Predkladany vynalez dale poskytuje nové sloZeni avermektind
produkované kmenem S. avemitilis exprimujicim mutovanou aveC
aleluy, ktera je pfedmétem predkladaného vynéalezu, kde
avermektiny jsou produkovdny ve sniZeném poméru t¥idy 2:1 ve
srovnani pomérem 2:1 tfidy avermektina produkovanych bunkami
stejného kmene S. avermitilis, které neexprimuji mutovanou
aveC alelu, ale misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC
alely. Nové sloZeni avermektini miSe byt pritomno, jak je
produkovano ve fermentadni kultiva&ni tekutiné&, nebo z ni miZe

staZzeno nebo miZe byt z ni vyznamné purifikovano.
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4. Struny popis obrazkua
Obrazek 1. DNA sekvence (SEQ ID &. 1) obsahujici aveC ORF s.

avermitilis a odvozenou aminokyselinovou sekvenci (SEQ 1ID
2).

@]

Obrazek 2. Plazmidovy vektor pSE186 (ATCC 209604) obsahujici

cely ORF aveC genu S avermitilis.

Obrazek 3. Gen nahrazujici vektor pSE180 (ATCC 209605)

obsahujici ermE gen Sacc. erythraea inzerovany do aveC ORF S.

avermitilis.

Obrazek 4. BamHI restrikéni mapa shlukd gend pro avermektin
polyketid synthiazu ze &S. avermitilis s identifikovanymi péti
pfresahujicimi kosmidovymi klony (tj. pSE65, pSE 66, PSE67,
PSE68, pSE69). Uveden je také vztah PSE11l8 a PSE119.

Obrazek 5. HPLC analyza fermentadnich produktl produkovanych
kmeny S. avermitilis. Kvantifikace vrcholu byla provedena
srovnanim mnoZstvi standard cyklohexylu Bl. Reten&ni &as
cyklohexylu B2 byl 7,4-7,7 minuty, reten&ni d&as cyklohexylu Bl
byl 11,9-12,3 minuty. Obrdzek 5A. Kmen S. avermitilis SE180-11
S inaktivovanym aveC ORF. Obr. 5B. Kmen S. avermitilis SE180-
11 transformovany pomoci PSE187. Obr. 5D. Kmen S. avermitilis

SE180-11 transformovany pomoci PSE188.

Obrazek 6. Srovnani vyvozenych aminokyselinovych sekvenci
kédovanych aveC ORF s, avermitilis (SEQ 1ID ¢. 2), aveC
homolognim Castednym ORF z S. griseochromogenes (SEQ ID ¢. 5),
a aveC homolognim ORF =z S. hygroscopicus (SEQ 1ID c.4),
Valinové reziduum oznadené tu&né Jje domnélé startovaci misto
pro bilkovinu. Konzervovani rezidua jsou uvedena velkymi

pismeny pro homologii ve v3ech t#ech sekvencich a malymi
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pismeny pro homologii ve dvou ze t#i sekvenci. Aminokyselinové

sekvence maji pfibliZn& 50% identitu sekvenci.

Obrazek 7. Hybridni plazmidovy konstrukt obsahujici 564 bp
BsaAI/KpnI fragment z S. hygroscopicus aveC homologniho genu

inzerovaného do BaaAI/KpnI mista v S. avermitilis ave( ORF.

5. Detailni popis vyndlezu

Pfedkladdany vyndlez se tykd identifikace a charakterizace
polynukleotidovych molekul majicich nukleotidové sekvence,
které kéduji aveC genovy produkt ze Streptomyces avermitilis,
konstrukce novych kmenti S. avermitilis, ktéré mohou byt
pouZzity k vyhledavani mutovanych AveC genovych produktd pro
jejich efekt na produkci avermektind, a objevuy, Ze urdité
mutované AveC genové produkty mohou sniZovat pomér B2: Bl
avermektind produkovanych S. avermitilis. Vynalez je popséan
prikladem v &astech uvedenych niZe Jjako polynukleotidova
molekula majici budto nukleotidovou sekvenci, kterad je stejna
jako pro S. avermitilis AveC genovy produkt-kédujici sekvenci
plazmidu pSE186 (ATCC 209604) nebo nukleotidovou sekvenci ORF
uvedenou na Obrazku 1 (SEQ ID ¢&.1), a polynukleotidové
molekuly majici z nich odvozené mutované nukleotidové sekvence
a jejich degenerované varianty. Principy uvedené
v predkladaném vyndlezu vSak mohou byt analogicky aplikovany
na dalsi polynukleotidové molekuly, vietné& aveC homolognich
genu z jinych druhu Streptomyces, zahrnujici mezi Jinymi

napfiklad S. hygroscopicus a 8. griseochromogenes.

5.1. Polynukleotidové molekuly kédujici S. avermitilis AveC
genovy produkt

Predkléddany vynalez poskytuje izolovanou polynukleotidovou
molekulu obsahujici kompletni aveC ORF S. avermitilis nebo

jeho vyznamnou &4st, kterdZto izolovana polynukleotidova
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molekula postriada dalsi kompletni ORF, ktery je lokalizovan

smérem doll od ORF in situ na chromozému S. avermitilis.

Izolovand polynukleotidova molekula, kterda je predmétem
pfedkléddaného  vynalezu obsahuje  pfednostné nukleotidovou
sekvenci, kterd je stejni, jako je S. avermitilis AvecC genovy
produkt kédujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo
je stejnd jako nukleotidova sekvence ORF z Obrazku 1 (SEQ ID
¢.1), nebo jeji vyznamnd &&st. Jak je zde pouZito, " vyznamnd
Cast” izolované polynukleotidové molekuly obsahujici
nukleotidovou kédujici S. avermitilis AveC genovy produkt
znamena izolovanou polynukeotidovou molekulu obsahujici
alesponn 70% kompletni aveC ORF sekvence uvedené na Obrazku 1
(SEQ ID ¢&.1), ktery kéduje funk&né ekvivalentni AveC genovy
produkt. V tomto ohledu Je "fukéné& ekvivalentni” AveC genovy
produkt definovan jako genovy produkt, ktery je-1i exXprimovan
v kmeni S. avermitilis aTcc 53692, v kterém byla nativni aveC
alela inaktivovina, vede k produkci vyznamné& stejného poméru a
mnozstvi avermekting, jako Jje produkovano kmenem S.
avermitilis ATCC 53692, ktery exprimuje pouze divokou, funké&ni

aveC alelu nativni pro kmen S. avermitilis ATCC 53692.

Navic k nukleotidové sekveci aveC  ORF miZe izolovana
polynukleotidovd molekula, ktera je prfedmétem predkladaného
vynalezu, dale obsahovat nukleotidové sekvence, které
prirozené& hrani¢i s avecC genem in situ v S. avermitilis, jako
jsou napfiklad hranidici nukleotidové sekvence uvedené na

Obrazku 1 (SEQ ID &. 1).

Predkladany vyndlez dale poskytuje izolovanou
polynukleotidovou wmolekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci

SEQ ID & 1, nebo jeji degenerovanou variantu.
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Jak Jje zde pouZivéano, tykaji se terminy “polynukleotidova
molekula”, ‘“polynukleotidova sekvence”, "kédujici sekvence-,
“"otevfeny &teci ramec” a "ORF”, DNA i RNA molekul, které mohou
byt budto jednovldknové nebo dvouvléknové, a které mohou byt
transkribované nebo translatované (DNA), nebo translatované
(RNA) do AveC genového produktu, nebo do polypeptidu, ktery je
homologni s AvecC genovym produktem nebo s AveC homolognim
genovym produktem v piisludném expresnim systému hostitelské
buniky, je-1i pod kontrolou pEislusnych reguladnich elementd.
Kédujici sekvence miZe zahrnovat, ale neni omezena na
prokaryotické sekvence, cDNa sekvence, genomické DNA sekvence

a chemicky syntetizované DNA a RNA sekvence.

Nukleotidovd sekvence uvedenid na Obrazku 1 (SEQ ID ¢&. 1)
zahrnuje &ty#i odlisné GTG kodény v pozicich bp 42, 174, 177 a
180. Jak je uvedeno nise byly konstruovdny mnohoetné delece
5" - oblasti aveC ORF (Obrézek 1, SEQ ID &. 1), aby se pomohlo
definovat, ktery z t&chto kodénd by mohl fungovat v aveC ORF
jako starovaci misto pro expresi bilkovin. Delece prvniho GTG
mista v pozici 42 bp neeliminovalo AveC aktivitu. Dalsi delece
vSech GTG kodénli v pozicich 174, 177 a 180 bp spoledn&
eliminovaly AveC aktivitu, coz ukazuje, Ze tato oblast je
nezbytnad pro expresi bilkovin. Predkladany vynalez tedy

zahrnuje aveC ORF o variabilni délce.

Predkladany vynadlez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu
majici nukleotidovou sekvenci, ktera de homologni s S.
avermitilis AveC genovy produkt-kédujici sekvenci plazmidu
PSE186 (ATC 209604), nebo s nukleotidovou sekvenci aveC ORF
prezentovanou na Obréazku 1 (SEQ ID ¢&. 1) nebo s jeji v¥znamnou
c¢asti. Termin  “homologni”, je-11 pouzit ve vztahu k
polynukleotidové molekule, ktera je  homologni s s S.
avermitilis AveC genovy produkt-kédujici sekvenci, znamena

polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci: a)
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kterd kéduje stejny AveC genovy produkt jako S. avermitilis
genovy  produkt-kédujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC
209604), nebo kterad kéduje stejny AveC genovy produkt, jako je
nukleotidovad sekvence aveC ORF prezentovand na Obrazku 1 (SEQ
ID &. 1), ale ktera zahrnuje Jjednu nebo vice némych zmé&n
nukleotidové sekvence podle degenerace genetického kédu (t7.
degenera¢ni  varianta); nebo  b) kterd hybridizuje, aby
zkomplementovala polynukleotidovou molekulu majici
nukleotidovou sekvenci, ktera kéduje AveC genovy produkt-
kédujici sekvenci plazmidu PSE186 (ATCC 209604), nebo kteri
kéduje aminokyselinovou sekvenci uvdenou na Obrazku 1 (SEQ ID
c. 2) za mirné pfisnych podminek, ti. hybridizace
k odfiltrovdni navédzané DNA v 0,5 M NaHPO,, 7% sodném
dodecylsulfatu (SDS), 1 mM EDTA pfi teploté 65°C, a promyti v
0,2 x SSC/0,1% SDS pri teplot& 42°C (viz Ausubel et al. (eds),
1989, Current Protocols in Molecular Biology, Sv. I, Green
Publishing Associates, Inc, a John Wiley and Sons, Inc, New
York, strana 2.10.3), ktera kéduje funk&n& ekvivalentni AveC
genovy produkt, jak je definovéno vySe. V pfednostni forms
hybridizuje homologni polynukleotidova molekula, aby
zkomplementovala AveC genovy produkt-kédujici sekvenci
plazmidu PSE186 (ATCC 209604), nebo zkomplementovala
nukleotidovou sekvenci aveC ORF prezentovanou na Obrazku 1
(SEQ ID ¢&. 1), nebo jeji vyznamnou C&ast za vysoce prisnych
podminek tj. hybridizace k odfiltrovani navazané DNA v 0,5 M
NaHPO, 7% SDS, 1 mM EDTA pfi teploté 65°C, a promyti v 0,1 x
SSC/0,1% SDS pri teplotéd 68°C (viz Ausubel et al., 1989, vyde),
ktera koéduje funk&né& ekvivalentni AveC genovy produkt, jak je

definovano vyse.

Aktivita AveC genového produktu a jeho potencidlné& funk&nich
ekvivalentd miZe byt wurdena HPLC analyzou fermentadnich
produktd, jak je popsano v prfikladech provedeni vynalezu nizZe.

Polynukleotidové molekuly majici nukleotidové sekvence, které
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kéduji  funk&ni ekvivalenty 8. avermitilis AveC genového
produktu, =zahrnuji pfirozend& se vyskytujici se aveC geny
pfitomné v jingch kmenech S. avermitilis, aveC homologni geny
pfitomné v jinych druzich Streptomyces, a mutované aveC alely
prirozené se vyskytujici se nebo pfipravené genetickym

inZenyrstvim

Pfedklddany vynadlez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd kéduje polypeptid
majici aminokyselinovou sekvenci, ktera je homologni
s aminokyselinovou sekvenci kédovanou AveC genovy produkt-
kédujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo
aminokyselinovou sekvenci z Obrazku 1 (SEQ ID &. 2) nebo
s jeji vyznamnou &asti. Jak je zde pouZito, znamena " vyznamna
¢ast” aminokyselinové sekvence z Obradzku 1 (SEQ ID & 2)
polypeptid obsahujici okolo 70% aminokyselinové sekvence
uvedené na Obrazku 1 (SEQ ID &. 2), kterd konstituje funkéné

ekvivalentni AveC genovy produkt, jak je definovéano vyse.

Jak Jje zde pouZividno s odkazem na aminokyselinové sekvence,
které jsou homologni s aminokyselinovymi sekvencemi AveC
genového produktu S. avermitilis, tykd se termin "homologni™
polypeptidu, ktery ma jinak aminokyselinovou sekvenci uvedenou
na Obrazku 1 (SEQ ID & 2), ale v kterém jedno nebo vice
aminokyselinovych rezidui Je konzervativné substituovano
odlisnym aminokyselinovym reziduem, kde telena aminokyselinova
sekvence m& alesponi zhruba 70%, prednostn&ji alespoii zhruba
80%, a nejprednostnéji alespon zhruba 90% identity
aminokyselinové sekvence s polypeptidem kédovanym AveC genovy
produkt-kédujici sekvenci plazmidu PSE186 (ATCC  209604)
aminokyselinové sekvence z Obrazku 1 (SEQ ID ¢&. 2), jak Je
urceno jakymkoli standardnim algoritmem identity
aminokyselinovych sekvenci, jako je napfiklad algoritmus

BLASTP (GENBANK, NCBI), a kde takova konzervativni substituce
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vede ke vzniku funk&né ekvivalentniho genoveho produktu, jak
je definovano vySe. Konzervativni aminokyselinové substituce
jsou dobfe znamy v oboru. Pravidla pro provadéni takovych
substituci zahrnuji pravidla popsana mezi jinymi Dayhofem MD,
1978, Nat Biomed Res Found, Washington, DC, sv. 5, Sup. 3.
Konzervativni aminokyselinové substituce Jsou specifidté&ji ty
substituce, které se obecné uskute¢nuji v ramci rodiny
aminokyselin, které Jjsou pfibuzné aciditou nebo polaritou.
Geneticky kdédované aminokyseliny jsou obecné rozdéleny do
Ctyfech skupin: 1) kyselé = aspartat, glutamit; 2) bézické =
lysin, arginin, histidin; 3) nepolédrni = alanin, valin,
leucin, izoleucin, prolin, fenylalanin, methionin, tryptofan;
a 4) polarni bez naboje = glycin, asparigin, glutamin,
cystein, serin, threonin, tyrosin. Fenylalanin, tryptofan
tyrosin Jjsou také spole&né klasifikovdny Jjako aromatické
aminokyseliny. Jedna nebo vice nihrad v jakékoli konkrétni
skupin€, napf¥iklad ndhrada leucinu za izoleucin nebo valin,
nebo aspartitu za glutamdt, nebo threonin =za serin, nebo za
jakékoli jiné aminokyselinové reziduum se strukturdlné
pribuznym aminokyselinovym reziduem, napfiklad aminokyselinové
reziduum s podobnou aciditou nebo polaritou, nebo podobnych
v kombinaci té&chto vlastnosti, budou mit obecn& nevyznamny

efekt na funkci polypeptidu.

Predkléadany vyndlez dale poskytuije izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici AveC homologni genovy produkt. Jak je zde pouZivano,
je "AveC homologni genovy produkt” definovan jako genovy
produkt majici alespoii zhruba 50% aminokyselinovou sekven&ni
identitu s AveC genovym produktem §. avermitilis obsahujicim
aminokyselinovou sekvenci kédovanou AveC genovy produkt-
kédujici  sekvenci plazmidu PSE186 (ATCC  209604), nebo
aminokyselinové sekvence uvedené na Obrazku 1 (SEQ ID &. 2),

jak je ur&eno jakymkoli standardnim algoritmem identity
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aminokyselinovych sekvenci, jako Jje napfiklad algoritmus
BLASTP (GENBANK, NCBI). V neomezujici formé vynalezu je AveC
homologni genovy produkt ze S. hygroscopicus (popsany
v prihldSce EP 0298423; depozit FERM BP-1901) a obsahuje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢&.:4 nebo jeji vyznamnou
Cast. "Vyznamna J&ast” aminokyselinové sekvence SEQ ID NO: 4
znamend polypeptid obsahujici alesponn 70% aminokyselinové
sekvence SEQ ID NO:4, a ktery konstituje funké&né ekvivalentni
AveC homologni genovy produkt. "Funk&né ekvivalentni” AveC
homologni genovy produkt je definovadn ijako genovy produkt,
ktery je-1li exprimovan v kmeni S. hygroscopicus FERM BP-1901,
v kterém byla nativni aveC homologni alela inaktivovéna, vede
k produkci vyznamn& stejného pom&ru a mnoZstvi milbemycint,
jako jsou produkovany kmenem S. hygroscopicus FERM BP-1901
exprimujicim misto divokého typu funkéni aveC homologni alelu
nativni kmeni S. hygroscopicus FERM BP-1901. V neomezujici
formé& vynalezu obsahuje izolovana polynukleotidovd molekula,
kterd je predmé&tem ptedkladaného vynalezu, a které kéduje S.
hygroscopicus AveC homologni genovy produkt, nukleotidovou
sekvenci SEQ ID &.3 nebo jeji vyznamnou &ast. V tomto ohledu
znamena “vyznamnd &ast” izolované polynukleotidové molekuly
obsahujici nukleotidovou sekvenci SEQ ID ¢&.3 izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici alespofl 70% nukleotidové
sekvence SEQ ID &.3, ktera kéduje funk&n& ekvivalentni AveC

homologni genovy produkt, jak je definovéno vyZe.

Pfedkladany vyndlez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd Ie homologni s S.
hygroscopicus nukleotidovou sekvenci SEQ ID ¢&. 3. Termin
“homologni”, je-li pouZit k odkazu na polynukleotidovou
molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd je homologni
s S. hygroscopicus AveC homologni genovy produkt-kdédujici
sekvenci SEQ ID &.3, znamena polynukleotidovou molekulu majici

nukleotidovou sekvenci: a) kteri kéduje stejny genovy produkt,
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jako je nukleotidovd sekvence SEQ ID ¢&.3, ale ktera obsahuje
jednu nebo vice némych zmén v nukleotidové sekvenci podle
degenerace genetického kdédu (tj. degenerovani varianta); nebo
b) ktera hybridizuje, aby komplementovala polynukleotidovou
molekulu majici nukleotidovou sekvenci, ktera kéduje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢&.4 za mirng prisnych
podminek, tj. hybridizace k odfiltrovani navazané DNA v 0,5 M
NaHPO, 7% SDS, 1 mM EDTA pfi teploté 65°C, a promyti v 0,2 x
S5C/0,1% SDS pii teplot& 42°C (viz Ausubel et al. viz vySe),
kterd kéduje funk&né ekvivalentni AveC homologni genovy
produkt, ijak je definovano vyS8e. V pfednostni formé vynélezu
hybridizuje homologni polynukleotidova molekula, aby
zkomplementovala AveC genovy produkt-kédujici nukleotidovou
sekvenci SEQ ID &.3 za vysoce prisnych podminek ti.
hybridizace k odfiltrovani navazané DNA v 0,5 M NaHPO,, 7% SDS,
1 mM EDTA pri teplot& 65°C, a promyti v 0,1 x SSC/0,1% SDS pi&i
teploté 68°C (viz Ausubel et al., 1989, vySe), ktera kéduje
funkéné ekvivalentni AveC genovy produkt, Jjak je definovano

vyse.

Predklddany vynidlez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd kéduje polypeptid,
ktery je homologni s S. hygroscopicus avecC homolognim genovym
produktem. Jak ije zde pouZivéno, tyk& se termin “homologni~
s odkazem na polypeptidy, které jsou homologni s AveC
homolognim genovym produktem se sekvenci SEQ ID &.4 ze S.
hygroscopicus, polypeptidu, ktery m& jinak aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID ¢. 4, ale v které jedno nebo vice
aminokyselinovych rezidui bylo konzervativn& substituovano
odliSnym aminkyselinovym reziduem, jak je definovano vyse,
kde recend aminokyselinova sekvence ma alespon 70%,
prednostnéji alespon 80%, nejprednostnédji alesporni 90%
aminokyselinovou sekven&ni identitu k polypeptidu o sekvenci

SEQ ID ¢&.4, jak je urdeno jakymkoli standardnim algoritmem
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aminokyselinové sekvenéni identity, jako je napfiklad
algoritmus BLASTP (GENBANK) , NCBI), kde takova konzervativni
substituce vede k funk&nsd ekvivalentnimu AveC homolognimu

genovému produktu, jak je definovano vyse.

Pfedklddany vynalez dale poskytuje oligonukleotidy, které
hybridizuji s polynukleotidovou molekulou majici nukleotidovou
sekvenci uvedenou na Obrazku 1 (SEQ ID &. 1) nebo SEQ ID ¢&. 3,
nebo polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci,
kterd je komplementirni nukleotidové sekvenci uvedené na
OCbréazku 1 ( SEQ ID c. 1) nebo SEQ ID c. 3. Takové
oligonukleotidy maji alespori 10 nukleotiddy, pfednostn& od
zhruba 15 do =zhruba 30 nukleotidtl, a hybridizuji s jednou
S vySe uvedenych polynukleotidovych molekul za vysoce prisnych
podminek tj. promyti v 6 x SSC/0,5% pyrofosfatu sodném pri
teploté zhruba 37°C pro oligonukleotidy o zhruba 14 bazich, p¥ri
teploté zhruba 48°C pro oligonukleotidy o zhruba 17 bazich, pri
teploté& zhruba 55° pro oligonukleotidy o zhruba 20 bazich, a
pPfi teploté& zhruba 60°C pro oligonukleotidy o zhruba 23 bazich.
V pfednostni formé vynalezu jsou oligonukleotidy
komplementarni k céasti jedné z vySe zminénych
polynukleotidovych molekul. Tyto oligonukleotidy jsou uZite&né
pro celou Ffadu ucelt vietné& kédovani nebo G&inkovéni jako
antisense molekuly pro regulaci genli, nebo jako primery pro
amplifikaci aveC nebo aveC homolog-kédujicich

polynukleotidovych molekul.

Dal8i aveC homologni geny mohou byt identifikovany u jinych
druhlt - nebo kment Strptomyces za pouZiti polynukleotidovych
molekul nebo oligonukleotidd uvedenych zde ve spojeni se
znamymi technikami. Napfiklad oligonukleotidova molekula
obsahujici &&st S. avermitilis nukleotidové sekvence z Obrizku
1 (SEQ ID ¢&.1), nebo Cast S. avermitilis nukleotidové sekvence

SEQ ID ¢&.3 mizZe byt detekovateln& ozna&ena a pouZita
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k vyhledavani genomické knihovny konstruované z DNA odvozené
z organismu, ktery je predmdtem zajmu. PF¥isnost hybridiza&nich
podminek je zvolena na z&akladsd vztahu referen&niho organismu,
Vv tomto pfipadé S. avermitilis nebo S. hygroscopicus, k
organismu, ktery je predmétem zajmu. PoZadavky na rtzné prisné
podminky Jjsou dobre zndmy osobam zkuSenym oboru, a tyto
podminky se 1i31 v z&vislosti na specifickych organismech,
z nichZ jsou knihovna a oznadené sekvence odvozeny. Takové
oligonukleotidy maji pfednostné alespofi zhruba 15 nukleotiduy,
napriklad se jednd o oligonukleotidy popsané v pfrikladech
provedeni vyndlezu niZe. Amplifikace homolognich gend miZe byt
provedena za pouZiti té&chto i jinych oligonukleotid® pouZitim
standardnich technik, Jjako je napfiklad polymerazova fetézova
reakce (PCR), adkoli mohou byt pouzity i Jiné amplifikadni

techniky znamé v oboru.

Klony identifikované jako obsahujici aveC homologni
nukleotidové sekvence mohou byt testovény na schopnost kédovat
funkéni AveC homologni genovy produkt. Pro tento wG&el mohou
byt klony podrobeny sekvendi analyze za uUlelem identifikace
vhodného &teciho ramce, stejné tak Jjako iniciadnich a
termina¢nich signéld. Klonované DNA sekvence mohou byt
alternativn® nebo navic inzerovdny do vhodného expresniho
vektoru, tj. do vektoru, ktery obsahuje nezbytné elementy pro
transkripi a translaci inzerované protein-kédujici sekvence.
MiZe byt pouzit jakykoli z celé fady hostitelskych/vektorovych
systémi, Jjak Jje popséno niZze, které zahrnuji, ale nejsou
omezeny na bakteridlni systémy, jako jsou napriklad
plazmidové, bakteriofagové nebo kosmidové expresni vektory.
Pfislusné hostitelské bunky transformované takovymi vektory
zahrnujici potencidlni aveC homolog-kédujici sekvence mohou
byt poté analyzovany na aktivitu AveC za pouziti zpésoby, jako
je napfiklad HPLC analyza fermentadénich produktt, Jjak e

popsano napfiklad v Casti 7 nise.
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Produkce a manipulace polynukleotidovych molekul zde uvedenych
jsou znémé v oboru a mohou byt provedeny podle rekombinantnich
technik popsanych nap¥iklad v Maniatis et al., 1989, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY; Ausubel et al., 1989, Current
Protocols In Molecular Biology, Greene Publishing Associates
and Wiley Interscience, NY; Sambrok et al., 1989, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY; Innis et al. (eds), 1995, PCR
strategies, Academic Press, Inc., San Diego; a Erlich (ed),
1992, PCR Technology, Oxford University Press, New York,
kteréZto publikace jsou vSechny do vynalezu zaClenény jako
reference. Polynukleotidové klony kédujici AveC genové
produkty nebo AveC homologni genové produkty, mohou byt
identifikovany za pomoci metod zndmych v oboru, které
zahrnuji, ale nejsou omezeny na zpusoby uvedené v Casti 7
nize. Genomické knihovny mohou byt vyhleddvany na aveC a aveC
homologni kédujici sekvence =za pouziti technik, jako Jsou
napriklad metody uvedené v publikaci Benton a Davis, 1977,
Science 196:180 pro bakterifdgové knihovny, a v publikaci
Grunstein a Hodness, 1975, Proc Natl Acad sci USA, 72: 3961-
3965 pro plazmidové knihovny. Polynukleotidové molekuly majici
nukleotidové sekvence, o kterych je znamo, ze zahrnuji aveC
ORF jako takovy, nap¥iklad v plazmidu pSE186 (ATCC 209604)
nebo v plazmidu pSE119 (popsdno v Gasti 7 niZze), mohou byt
pouzity Jjako préby v t&chto vyhledadvacich experimentech.
Oligonukleotidové préby mohou byt syntetizovadny alternativné
tak, Ze koresponduji s nukleotidovymi sekvencemi odvozenymi od
Castelnych nebo uplnych aminokyselinovych sekvenci

purifikovaného AveC homologniho genového produktu.
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5.2 Rekombinantni systémy

5.2.1 Klonovaci a expresni vektory

Pfedklddany vyndlez dale poskytuje rekombinantni klonovaci
vektory a expresni vektory, které jsou uZiteéné pro klonovani
nebo exprimovani polynukleotidovych molekul, které jsou
pfedmétem pF¥edkladaného vynalezu, napfiklad aveC ORF &.
avermitilis nebo jakychkoli aveC homolognich ORF.
V nelimitujici forme poskytuje predklddany vynalez plazmid
PSE186 (ATCC 209604), ktery obsahuje kompletni ORF aveC gen S.

avermitilis.

V8echny z nisledujicich popisl tykajicich se aveC ORF z g.
avermitilis, nebo polynukleotidové molekuly obsahujici aveC
ORF z S. avermitilis, nebo jeji &a&st, nebo S. avermitilis AveC
genovy produkt, se také tykaji aveC homolog a AveC homolognich

genovych produkt®i, ledaZe je vyslovné& nebo z kontextu uvedeno

jinak.

Pro specifické pouZiti u Sterptomycet byla pouZita celd fada
rliznych vektordy, zahrnujicich mezi jinymi vektory fagové,
plazmidy s vysokym podtem kopii, ©plazmidy s nizkym poctem
kopii a E. coli-Streptomyces pFenosové vektory, a jakykoli
z nich miZe byt pouZit k provedeni predkladaného vyndlezu. Ze
Streptomycet byla také klonovéna celd fada genl pro lékovou
rezistenci a né&které z té&chto genu byly zadlen&ny do vektoru
jako vektory, které je moZno zvolit. Priklady béZnych vektora
pPro pouziti v Streptomyces jsou prezentovany mezi jinymi misty
v publikaci Hutchinson 1980, Applied Biochem Biotech 16:169-
190.

Rekombinantni vektory, které Jsou predm&tem predkladaného
vynalezu, obzvlasté expresni vektory, jsou pfednostné

konstruovany tak, Ze kdédujici  sekvence polynukleotidové
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molekuly, kterd je pfedmdtem vynédlezu, je v operadnim spojeni
S jednim nebo vice regulac¢nich elementu nezbytnych pro.
transkripci a translaci kdébdujici sekvence za G&elem produkce
polypeptidu. Jak je zde pouzivéno, termin “reguladni element"
zahrnuje, ale neni omezen na nukleotidové sekvence, které
kéduji induktibilni a neinduktibilni promotory, enhancery a
dalsi elementy zn&mé v oboru, které slousi k regulaci exprese
polynukleotid-kédujicich sekvenci. Jak je zde také pouZito, je
kédujici sekvence v “opera&nim spojeni” s jednim nebo vice
regulacnich element®, kde regula¢ni elementy u&inné reguluji a

umozfiuji transkripci kédujici sekvence nebo translaci jeho
mRNA, &1 oboji.

Typické plazmidové vektory, které mohou byt pfipraveny, aby
obsahovaly mezi mnoha jinymi pCR-Blunt, pCR2.1 (Invitrogen),
PGEM3Zf (Promega) a transportni vektor pWHM3 (Vara et al.,
1989, J. Bact. 171:5872-5881) .

Zpisoby pro konstrukci rekombinantnich vektort obsahujici
konkrétni kédujici sekvence v operacnim spojeni s p¥isludnymi
reguladnimi elementy jsou dobre znamy v oboru, a tyto zpusoby
mohou byt pouZity k provedeni ptedkladdaného vynalezu. Tyto
zpisoby zahrnuji in wvitro rekombinantni techniky, syntetické
techniky a in vivo genetickou rekombinaci. Viz naptiklad
techniky popsané v publikaci Maniatis et al., 1989, vyse;
Ausubel et al., 1989, vySe; Sambrook et al., 1989, vysSe; Innis
et al., 1995, vySe; Erlich 1992, vyse.

Regulaéni elementy té&chto vektorti se mohou 1lisit ve své sile
ve svych specifitach. V zavislosti na pouZzitém
hostitelském/vektorovém systému mbZe byt pouZito jakékoli
mnoZzstvi  vhodnych transkripénich a transladnich elementq.

Neomezujici p¥iklady transkripénich reguladnich oblasti nebo

promotord pro baktérie B-gal promotor, T7 promotor, TAC
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promotor, A levy a pravy promotor, trp a lac promotory, trp-lac
fizni promotory a specifictéji pro Streptomyces, promotory
ermk, melC a tipA, atd. Ve specifické formé popsané v Casti 11
niZe byl generovan expresni vektor, ktery obsahuje klonovany
aveC ORF prilehle k silnému konstitutivnimu ermE promotoru ze
Sacharopolyspora erythraea. Vektor bl transformovdan do S.
avermitilis a nédsledna HPLC analyza ferementanich produktt
ukazala zvySeny titr produkovanych avermektin® ve srovnéni
s produkci stejného kmene, ktery ale exprimuje divoky typ aveC

alely.

Fazni proteinové expresni vektory mohou byt pouzity k expresi
AveC genovy produkt-fazniho proteinu. Purifikovany fudzni
protein miZe byt pouZit k ziskani antiséra proti AveC genovému
produktu, ke studiu biochemickych vlastnosti AveC genového
produktu, k ptipravé AveC fuznich proteind s odlifnymi
biochemickymi  aktivitami a k pomoci  identifikovat nebo
purifikovat exprimovany AveC genovy produkt. MoZné expresni
vektory pro fazni protein zahrnuji, ale nejsou omezeny na
vektory inkorporujici sekvence, které kéduji B-galaktosidizu a
LrpE fhze, maltdzu vazajici proteinové fGdze, glutathion-s-
tranferazové fluze a polyhistidinové flize (nosidové oblasti).
V alternativni form& vynadlezu mohou byt AveC genovy produkt
nebo jeho &a&st zfuzovany s AveC homolognim genovym produktem
nebo Jjeho ¢asti, odvozené od jinych druh&% nebo kmene
Streptomyces, jako jsou napriklad S. hygroscopicus nebo .
griseochromogenes. V konkrétni forms vynalezu popsané v Casti
12 niZe a zobrazené na Obrazku 7 byl zkonstruovan chiméricky
plazmid. Ktery obsahuje 564 bp oblast S. avermitilis aveC ORF.
Takové hybridni vektory mohou byt transformovany do bun&k S.
avermitilis a testovany za Gcelem urdeni jejich efektu

naptiklad na pomér t¥idy 2:1 produkovanych avermektint.
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AveC fuzni proteiny mohou byt pfipraveny, aby obsahovaly
oblast uZiteénou pro purifikaci. Fazni AveC-maltézu vézajici
protein miZe byt nap¥iklad purifikovan za pouziti amylézové
pryskyfice; fuzni proteiny AveC-glutathion-S~tranferaza mohou
byt purifikovany za pouZiti glutathion-agarézy; fuzni proteiny
AveC-polyhistidin mohou byt purifikovény za pouZiti pryskytice
s bivalentnim niklem. Pro purifikaci fézniho proteinu afinitni
chromatografii mohou byt alternativné pouzity protilatky proti
nosic¢ovému proteinu nebo peptidu. Napfiklad nukleotidova
sekvence kédujici cilovy epitop monoklonadlni protildtky miZe
byt p¥ipravena do expresniho vektoru v operadnim spojeni
s regulaCnimi elementy a situovédna tak, Ze exprimovany epitop
je zfudzovdn do AveC polypeptidu. Naprfiklad nukleotidova
sekvence kédujici FLag™ epitopovou navé&st (International
Biotechnologies 1Inc.), co3 je hydrofilni markerovy peptid,
miZe byt inzertovdn standardnimi technikami do expresniho
vektoru v bodé odpovidajicim napfiklad karboxylovému konci
AveC polypeptidu. Exprimovany AveC polypeptid-FLAG™ epitop
fuzni produkt miZe byt poté detekovdn a afinitné purifikovan

za pouziti komeréné dostupnych anti-FLAG™ protilitek.

Expresni faktor kédujici AveC fuzni protein mbZe byt také
pripraven, aby obsahoval polyspojujici sekvence kédujici
specifickd protedzovi Stépici mista tak, ze exprimovany AveC
polypeptid miZe byt uvoln&n z nosidové oblasti nebo z fuzniho
partnera pomoci specifické protedzy. Fdazni proteinovy vektor
miZze napfiklad =zahrnovat DNA sekvence kédujici mezi Jinymi

trombin nebo faktor Xa 3tépici mista.

Signélni sekvence nahoru od, a ve ¢tecim ramci aveC ORF miZe
byt vpravena do expresniho vektoru znamymi zpusoby, aby se
usmérnil smé&r a sekrece exprimovaného genového produktu.

Neomezujici priklady signalnich sekvenci zahrnuji mezi jinymi
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sekvence a-faktoruy, imunoglobuling, vnéjSich membrénovych

proteind, penicilindzy a T buné&&nych receptoru.

K pomoci pf¥i vybéru hostitelskych buné&k transformovanych nebo
transfektovanych klonovacimi nebo expresnimi vektory, které
jsou predmétem predklédaného vynalezu miZe byt vektor
pfipraven tak, Ze dale obsahuje kédujici sekvenci pro
reportérovy genovy produkt nebo jiny volitelny marker. Takova
kédujici sekvence Jje prednostng& v operac¢nim spojeni se
sekvencemi kédujicicmi regulaéni element, jak je popsédno vyse.
Reportérové geny, které jsou uZitedné ve vynalezu, jsou dobfe
znamé v oboru a zahrnuji geny kédujici mezi jinymi zeleny
fluorescenéni protein luciferézu, xylE a tyrosinéazu.
Nukleotidové sekvence kédujici volitelné markery jsou dobre
znamé v oboru a zahrnuji sekvence, které kéduji genové
produkty udélujici rezistenci vaci antibiotikim nebo
antimetabolitim, nebo které dodavaji auxotrofické poZadavky.
Pfiklady takovych sekvenci zahrnuji sekvence, které kéduji
rezistenci mezi mnoha Jjinymi k erytromycinu, thiostreptonu

nebo kanamycinu.

5.2.2. Transformace hostitelskych bunék

Pfedkladany vynalez dale poskytuje transformované hostitelské
bunky obsahujici polynukleotidovou molekulu nebo rekompbinantni
vektor, které Jjsou predmétem vynalezu, a nové kmeny nebo
bunéfné linie od nich odvozené. Hostitelské buriky uzite&né pro
provedeni vynalezu jsou pfednostné& bunky Streptomyces, adkoli
mohou byt pouZity i Jiné prokaryotické nebo eukaryotické
bunky. Takové transformované hostitelské bunky  typicky
zahrnuji, ale nejsou omezeny na mikroorganismy, jako jsou
napriklad baktérie transformované mezi jinymi rekombinantni
bakteriofagovymi DNA, plazmidovymi DNA nebo kosmidovymi DNA

vektory, nebo kvasinkami transformovanymi rekombinantnimi

vektory.
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Polynukleotidové molekuly, které jsou pfedmEtem predkladaného
vynalezu, jsou zamy$lené, aby fungovaly u bunék Streptomyces,
ale mohou byt také transformovany do jinych bakteridlnich nebo
eukaryotickych bun&k, napfikad pro klonovaci nebo expresni
UCely. MiZe byt typicky poufit kmen E. coli, jako napfiklad
kmen DH5a, dostupny z Americké sbirky typovych kultur (ATCC),
Rockville, MD, USA) ( pristupové ¢&islo 31343) a z komer&nich
zdroju (Stratagene). Prednostni hostitelské bunky zahrnuji
kvasinkové butiky, ackoli mohou byt 0Cinné& pouZity i savei

bunky nebo bufiky hmyzu.

Rekombinantni expresni vektor, ktery je predmétem vynalezu, je
pfednostné transformovan nebo tranfektovdn do jedné nebo vice
hostitelskych buné&k nebo vyznamn& homogenni kultury bunék.
Expresni vektor je obecn& zad&lené&n do hostitelskych bunék ve
shodé se zndmymi technikami, Jako jsou napfiklad protoplastova
transformace, precipitace kalcium fosfatem, reakce s chloridem
vapenatym, mikroinijikace, elektroporace, transfekce kontaktem
S rekombinovanym virem, transfekce fizené lipozdmem,
transfekce s DEAE dextranem, transdukce, konjugace nebo
bombardovini mikroprojektiy. Volba transforma&nich latek mizZe
byt provedena standardnimi postupy, Jjako Je napfiklad pro
bunky exprimujici volitelny marker volba, napriklad
antibiotické rezistence sdruZzené s rekombinantnim vektorem,

jak je popséno vyse.

Jakmile je expresni vektor zadlen&n do hostitelské bunky, miZe
byt integrace a wudrZeni aveC kédujici sekvence, budto
v chromozému hostitelské buniky, nebo epizomilng, potvrzena
standardnimi technikami, napriklad Southern hybridiza&ni
analyzou, restrikéni enzymovou analyzou, PCR analyzou
zahrnujici PCR s reverzni transkriptazou (rt-PCR), ﬁebo

imunologickou analyzou za uelem detekce ocekavného genového
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produktu. Hostitelské buiky obsahujici a/nebo exprimujici
rekombinantni aveC kédujici sekvenci, mohou byt identifikovany
jakymkoli 2z alespon &ty obecnych pristupl, které jsou dobie
znamé v oboru, které zahrnuji: i) DNA-DNA, DNA-RNA, nebo RNA-
antisense RNA hybridizaci; ii) detekci pfitomnosti funk&nosti
"markerového” genu; iii) posouzeni stupné transkripce m&¥enim
exprese aveC-specifickych mRNA transkriptl v hostitelské
buiice; a 1iwv) detekci pFfitomnosti zralého polypetidového
produktu napriklad imunoanalyzou nebo pritomnosti AveC
biologické aktivity (jako je napriklad produkce nebo
specifické poméry a mnoZstvi avermektind ukazujici na AveC

aktivitu v napfiklad S. avermitilis hostitelskych buiikach).

5.2.3. Exprese a charakterizace rekombinantniho AveC genového
produktu

Jakmile byla stabilné& vloZena do pfisluSné hostitelské butky
aveC kédujici sekvence, je transformovana hostitelsk& buika
klonové propagovdna, a vysledné builky mohou rust za podminek
napomahajicich maximdlni produkci AveC genového produktu.
Takové podminky typicky zahrnuji rostouci buiky do vysoké
denzity. Kde expresni vektor obsahuje induktibilni promotor,
jsou pouZity pfisludné indukdni podminky, Jjako jsou nap¥iklad
teplotni posun, deplece Zivin, pfidéni bezd@vodnych induktéra
(jako jsou napfiklad analoga karbohydratd, jako napfiklad
izopropyl—B—D—thiogalaktopyranosidu (IPTG)), akumulace nadbytku
metabolickych vedlej3ich produktd, nebo podobng, jak Je

pozadovéno k indukovani exprese.

Kde je exprimovany AveC genovy produkt zadrZen uvnit#
hostitelskych bunék, jsou tyto bunky sesbirdny a zlyzovany, a
produkt je izolovan a purifikovan z lyzatu za extrakénich
podminek znadmych v oboru, aby se minimalizovala degradace
bilkovin, jako djsou napriklad teplota 4°C nebo pfitomnost

inhibitor proteaz, nebo oboji. Kde je exprimovany AveC genovy
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produkt sekretovan z hostitelskych buné&k, maZe byt vylerpané
zivné médium jednoduSe sebrano a produkt z néj miZe byt

izolovan.

Exprimovany AveC genovy produkt milZe Dbyt izolovdn nebo
vyznamn& purifikovdn podle vhodnosti z bunéCnych 1lyzatd nebo
kultivac¢niho média za pouziti standardnich zplsobl
zahrnujicich, ale neomezujicich se na jakoukoli kombinaci
z nasledujicich zplsob®: amonsulfatova precipitace, frakcionce
podle velikosti, ionexova chromatografie, HPLC, denzitni
centrifugace a afinitni chromatografie. Kde exprimovany AveC
genovy produkt vykazuje biologickou aktivituy, miZe byt
zvySujici se <&istota preparatu monitorovdna v kaXdém kroku
purifika¢niho postupu pouZitim jakékoli vhodné analyzy. At uz
exprimovany AveC genovy produkt vykazuje biologickou aktivitu
¢i nikoli, miZe byt detekovadn na zakladé naptiklad velikosti,
nebo reaktivity s protilitkou jinak specifickou pro AveC, nebo
pomoci pritomnosti fuzni navésti. Jak je zde pouZivano, Ije
AveC genovy produkt “vyznamné purifikovadn” tam, kde produkt
konstituje vice neZ 20 vdhovych $% bilkoviny v konkrétnim
preparatu. Jak je zde také pouzivano, je AveC genovy produkt
“izolovén”, kde tento produkt konstituje alesponi 80 védhovych %

bilkoviny v konkrétnim preparatu.

Predkladdany vynalez tedy poskytuje rekombinantné-exprimovany
izolovany nebo vyznamn& purifikovany S.avermitilis AveC genovy
produkt obsahujici aminokyselinovou sekvenci kédovanou AveC
genovy  produkt-kédujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC
209604), nebo aminokyselinovou sekvenci z Obré&zku 1 (SEQ ID &.

2), nebo jeji vyznamnou &ist a jeji homologa.

Predkladany vynalez dale poskytuje rekombinantné-exprimovany

izolovany nebo vyznamné purifikovany S. hygroscopicus AveC
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homologni genovy produkt obsahujici aminokyselinovou sekvenci

SEQ ID ¢&. 4, nebo jeji vyznamnou &ast a jeji homologa.

Pfedklddany vynadlez dale poskytuje zplsob produkce AveC
genového produktu =zahrnujici kultivaci hostitelské bunky
transformované rekombinantnim expresnim vektorem, kde feleny
vektor zahrnuje polynukleotidovou molekulu majici
nukleotidovou sekvenci kédujici AveC genovy produkt, kteraZto
polynukleotidovd molekula je v operac¢nim spojeni s jednim nebo
vice regulacnich elementd, které kontroluji expresi
polynukleotidové molekuly v hostitelské bufce za podminek
napomdhajicich produkci rekombinantniho AveC genového produktu

a ziskani AveC genového produktu z bun&&né kultury.

Rekombinantné exprimovany S. avermitilis AveC genovy produkt
je wuZitedny pro celou Fadu ua&eld zahrnujicich vyhledavani
slouCenin, které naruduji funkci AveC genového produktu a tim
moduluji biosyntézu avermektin®, a dale ziskavani protilétek

nami¥enych proti AveC genovému produktu.

Jakmile je AveC genovy produkt o dostatedné Cistoté =ziskan,
miZe byt charakterizovdn standardnimi zpisoby zahrnujicimi
SDS-PAGE, chromatografii na z&akladé& separace podle velikosti,
aminokyselinovou sekven&ni analyzu, biologickou aktivitu
v produkujicich p#isludnych produktech v biosyntetické draze
avermektin, atd. Aminokyselinovd sekvence AveC genového
produktu mbZe byt napfiklad urdena za pouziti standardnich
sekventnich technik pro peptidy. AveC genovy produkt maZe byt
dale charakterizovadn za pouziti analyzy hydrofility (viz
naprikad Hopp a Woods, 1981, Proc. Nat. Acad. Sci. Usa
78:3824), nebo analogickym softwarovym algoritmem za udelem
identifikace hydrofobnich a hydrofilnich oblasti AveC genového
produktu. Strukturdlni analyza miZe byt provedena za uéelem

identifikace oblasti AveC genového produktu, které jsou
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zodpovédné za sekundarni strukturu. K mapovani a studiu mist
interakci mezi AveC genovym produktem a jeho substrdtem mohou
byt pouzity biofyzikdlni metody, jako jsou  nap¥iklad
rentgenova krystalografie (Engstrom, 1974, Biochem Exp Biol
11:7-13) podita&ové modelovani (Fletterick a Zoller (eds),
1986, v: Current Communications in Molecular Biology, Cold
Springs Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) a nukledrni
magnetickd rezonance (NMR). Informace ziskané z t&chto studii
mohou byt pouZity k vybrani novych mist pro mutace v aveC ORF,
aby se pomohlo vyvinout nové kmeny S. avermitilis majici vice

zadouci charakteristiky produkce avermektindt.

5. 3. Konstrukce a pouZiti AveC mutant

Pfedkladany vynéalez poskytuje  polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, ktera je jinak stejna jako
S. avermitilis aveC alela nebo jeji degenerac¢ni varianta, nebo
AveC genovy produkt-kédujici sekvence plazmidu pSE186 (ATCC
209604), nebo jeji degeneradni varianta, nebo nukleotidova
sekvence aveC ORF S. avermitilis, jak je prezentovano na
Obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo jeji degeneracdni varianta, ale
které dale obsahuji jednu nebo vice mutaci, takZe bufikky kmene
S. avermitilis ATCC 53692, v kterych byl divoky typ aveC alely
inaktivovdn, a ktery exprimuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci, nebo jeji
degeneradéni variantuy, produkuji odlisny pom&r nebo mnoZstvi
avermektinn, které jsou  produkovany bunkami kmene  S.

avermitilis ATCC 53692, které exprimuji pouze divoky typ aveC
alely.

Podle predklddaného vyndlezu mohou byt takové polynukleotidové
molekuly pouZity k produkci novych kmend S. avermitilis, které
vykazuji detekovatelnou zm&nu v produkci avermektin®t wve
srovnani se stejnym kmenem, ktery exprimuje pouze divoky typ

aveC alely. V prednostni formé vynalezu jsou takové
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polynukleotidové molekuly uZited&né pro produkci novych kment
S. avermitilis, které produkuji avermektiny ve sniZeném pomeru
tfidy 2:1 ve srovnani se stejnym kmenem, ktery exprimuje pouze
divoky typ aveC alely. V daldi pftednostni form& jsou takové
polynukleotidové molekuly uZited&né pro produkci novych kment
S. avermitilis, které produkuji zvy3end mnoZstvi avermekting
ve srovnani se stejnym kmenem, ktery exprimuje pouze jediny
divoky typ aveC alely. V dal3i pfednostni formé& jsou takové
polynukleotidové molekuly uZite&né pro produkci novych kment

S. avermitilis, v kterych aveC gen inaktivovan.

Mutace aveC alely nebo kédujici sekvence jakékoli mutace,
které vedou k jedné nebo vice delecim, adicim nebo substitucim
do AveC genového produktu, nebo které vedou ke vzniku
zkomoleného AveC genového produktu, nebo k jakékoli jejich
kombinaci, a které vedou k poZadovanému vysledku. Takové
mutované sekvence aveC alely jsou také zamySleny, aby
obsahovaly jejich degenerované varianty. Predkladany vynalez
naptiklad poskytuje polynukleotidové molekuly obsahujici
nukleotidovou sekvenci aveC alely nebo jeji degenerované
varianty, nebo AveC genovy produkt-kédujici sekvenci plazmidu
PSE186 (ATCC 209604), nebo jeji degenerovanou variantu, nebo
nukleotidovou sekvenci aveC ORF §. avermitilis, jak je uvedeno
na Obrazku 1 (SEQ ID & 1), nebo jeji degenerovanou variantu,
ale které dile obsahuji jednu nebo vice mutaci, které kéduji
substituci aminokyselinového rezidua odlisnym aminokyselinovym
reziduem ve zvolenych pozicich v AveC genovém produktu.
V nékolika neomezujicich forméch vyndlezu, z nichZ né&kolik Je
uvedeno prikladem niZe, mohou byt takové substituce provedeny
v jakychkoli aminokyselinovych pozicich AveC genového
produktu, které koresponduji s aminokyselinovymi pozicemi 38,
48, 55, 89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238,
266, 275, 289 nebo 298 sekvence SEQ ID &. 2, nebo nékterymi

jejich kombinacemi.
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Mutace aveC kédujici sekvence jsou provedeny jakoukoli ze
znamych metod zahrnujicich pouziti PCR nédchylné k chybam, nebo
kazetové mutageneze. K narufeni sekvence aveC alely nebo ORF
definovanym zpusobem, napfiklad vloZenim jednoho nebo vice
restrikCnich mist, nebo termina&niho kodénu, do specifickych
oblasti v aveC alele nebo ORF mile byt napfiklad pouZita
mutageneze ¥izend oligonukleotidem. K tvorbd velkych knihoven
polynukleotidd majici nukleotidové sekvence kédujici aveC
mutace mohou byt také pouzity metody nap¥iklad popsané
VvV patentech US Patent 5605793, US Patnt 5830721 a US Patent
5837458, které zahrnuji n&hodnou fragmentaci, opakované cykly

mutageneze a nukleotidové pfemistovani.

UZite¢né mohou byt cilené mutace, 'obzvléété tam, kde slouZi
k naruSeni jednoho nebo vice konzervovanych aminokyselinovych
rezidui v AveC genovém produktu. Napfiklad srovnani odvozenych
aminokyselinovych sekvenci AveC genovych produktd a AveC
homolognich genovych produktd ze S. avermitilis (SEQ ID ¢&. 2),
S. griseochromogenes (SEQ ID & 5) a 8. hygroscopicus (SEQ ID
c. 4), jak jsou uvedeny na Obrazku 6, ukazuje mista vyznamné
konzervace aminokyselinovych rezidui mezi témito  druhy.
V tvorb& novych mutovanych kmend, které wvykazuji pozZadované
alterace produkce avermektind miZe byt obzvla3t& u&innd cilena
mutageneze, kterd vede ke zmd&n& v jednom nebo vice té&chto

konzervovanych aminokyselinovych reziduich.

UZite¢nd mbZe byt také nahodna mutageneze, kterd miZe byt
provedena expozici bunék S. avermitilis ultrafialovému zareni
nebo rentgenovému zafreni, nebo chemickym mutagentm, jako jsou
napriklad N-metyl-N" -nitrosoguanidin, etyl metan sulfonat,
kyselina dusi&nd nebo nitrogen mustard. Pro shrnuti technik

mutageneze viz napriklad Ausubel, 1989 vyse.
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Jakmile jsou mutované polynukleotidové sekvence generovany,
jsou prohliZeny, aby se uré&ilo, zdali mohou modulovat
biosyntézu avermektina v §. avermitilis. V p¥ednostni forms
vynalezu je polnukleotidovd molekula majici mutovanou
nukleotidovou sekvenci testovana komplementaci kmene §.
avermitilis, v kterém byl aveC gen inaktivovadn za vzniku aveC
negativniho (aveC’) pozadi. V neomezujicim zpisobu je mutovana
polynukleotidovd molekula sestfihand do expresniho plazmidu
Vv operacnim spojeni s jednim nebo vice regulac¢nich elementd,
kteryZzto plazmid také pfednostné obsahuje Jeden nebo vice gent
pro lékovou rezistenci, které umoznuji vybér transformovanyh
bunék. Tento vektor je poté  transformovan do aveC
hostitelskych bunék za pomoci zndmych technik a transformované
bunky Jsou vybrany a kultivovadny v ptfisluiném fermentadnim
médiu za podminek, které umoznuji nebo indukuji produkci
avermektinl. Fermentadni produkty jsou poté analyzovany pomoci
HPLC, aby se wurc&ila schopnost mutované polynukleotidové
molekuly ke komplementaci hostitelské bufiky. N&které vektory
nesouci mutované polynukleotidové molekuly schopné sniZit
B2: Bl pomér avermektinu zahrnujici pSE 188, pSE 199, psSE 231,
PSE 239 a pSE 290 az pSE 297, jak je uvedeno prikladem

v Casti 8,3 nise.

Pfedkladny vynalez poskytuje zplsoby identifikace mutaci S.
avermitilis aveC ORF schopnych naru3it pom&r a/nebo mnoozZstvi
produkovanych avermektint. V pfednostni formé poskytuje
pfedkladdany vynalez zpisob identifikace mutaci schopnych
narusit pomér t#idy 2:1 produkovanych avermkting, kteryzto
zpusob zahrnuje (a) urdeni poméru tridy 2:1 avermektinu
produkovanych buftkami kmene 8. avermitilis, v kterych byla
nativni aveC alela inaktivovdna, a do kterych byla vloZena
polynukleotidovd molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici mutovany AvecC genovy produkt, a tato molekula je

exprimovana; ( b) urceni poméru tridy 2:1 avermektint
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produkovanych butikami stejného kmene S. avermitilis jako
v kroku (a), ale kteréito buiky misto toho exprimuji pouze
divoky typ aveC alely nebo ORF z Obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo
nukleotidovou sekvenci, ktera je k ORF homologni; a (c¢)
porovnani pomé€ru t¥idy 2:1 avermektint produkovanych burikami
S. avermitilis z kroku (a) s pomérem t¥idy 2:1 avermektinu
produkovanych bunkami S. avermitilis z kroku (b); tak’e Jje-11i
pomér  t¥idy 2:1 avermekting produkovanych  bufikami S.
avermitilis z kroku (a) odlisny od poméru t¥idy 2:1
avermektind produkovanych butkami S. avermitilis z kroku (b),
poté miZe byt identifikovdna mutace aveC ORF schopnd pozmé&nit
pomér tridy 2:1 avermektind. V pfednostni formé& wvynalezu je

pomér t¥fidy 2:1 avermektin@ touto mutacsi snizZen.

V dal8i pfednostni forme poskytuje p¥edkladany vynalez zplsob
identifikace mutaci aveC ORF nebo genetickych konstrukt
obsahujicich aveC ORF schopné zménit mnoZstvi produkovanych
avermektindg, kteryZto zptsob zahrnuje: (a) urdeni mnoZstvi
avermektind produkovanych  bufikami kmene S. avermitilis,
v kterych byla nativni aveC alela inaktivovana, a do kterych
byla vloZena polynukleotidova molekula obsahujici
nukleotidovou sekvenci kédujici mutovany AveC genovy produkt,
nebo obsahujici geneticky konstrukt zahrnujici nukleotidovou
sekvenci kédujici AvecC genovy produkt a tato molekula je
exprimovana; (b) urdeni mnoistvi avermektind produkovanych
stejnym kmenem S. avermitilis jako v kroku (a), ale kteryZto
kmen misto toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely nebo
homologni nukleotidovou sekvenci; a (c) porovnani mnoZstvi
avermektind produkovanych bufikami §. avermitilis z kroku (a) s
mnozstvim avermekting produkovanych bufikami S. avermitilis
z kroku (b); takZe je-li mnoZstvi avermektind produkovanych
bunkami 8. avermitilis 2z kroku (a) odlidné od mnoZstvi
avermektind produkovanych buitkami S. avermitilis z kroku (b),

poté miZe byt identifikovdna mutace aveC ORF nebo genetického
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konstruktu schopna pozménit pomér tfidy 2:1 avermektindg.
V prednostni formé vynalezu je produkované mnozstvi

avermektind touto mutaci zvySeno.

Jakykoli z vySe uvedenych zplsobli k identifikaci mutaci mbZe
byt proveden za pouziti fermentad&niho kultivaéniho média
pfednostné suplementovaného cyklohexan karboxylovou kyselinou,
ackoli mohou byt pouZzity i 3jiné vhodné prekurzory mastnych
kyselin, jako Jsou napriklad Jakékoli prekurzory mastnych

kyselin uvedenych v Tabulce 1.

Jakmile je identifikovana mutovana polynukleotidovi molekula,
kterd moduluje produkci avermektinli Zadoucim smérem, miZe byt
urceno umisténi mutace v nukleotidové sekvenci.
Polynukleotidovd molekula majici nukleotidovou sekvenci
kédujici mutovany AvecC genovy produkt miZe byt napriklad
izolovdna pomoci PCR a podrobena DNA sekven&ni analyze =za
pouziti znadmych zplsobu. Mutace zodpov&dna(é) =za alteraci
produkce avermektintd mize byt urena srovnanim DNA sekvence
mutovaé aveC alely se sekvenci divokého typu aveC alely. Ve
specifickych, avsak neomezujicich formach predkladaného
vynalezu vedly S. avermitilis AvecC genové produkty obsahuijici
budto jedinou aminokyselinovou substituci v jakémkoli
z rezidui 55 (S55F), 138 (S138T), 139 (A139T), nebo 230
(G230D), nebo dvs substituce v pozicich 138 (S138T) a 139
(AL39T nebo Al39F) ke zméndm ve funkci AveC genového produktuy,
takZe pomé&y tridy 2:1 produkovanych avermekting byl naruSen
(viz Cast 8 nize), kde uvedené aminokyselinové pozice
koresponduji s pozicemi na Obrazku 1 (SEQ ID &. 2). Navic bylo
prokazéno, zZe nédsledujicich sednm kombinaci mutaci G&inns
snizuje pomér tridy 2:1 avermektint: 1) D48E; 2)
Sl38T/A139T/Gl79S; 3) Q38P/Ll36P/E238D; 4)
F99S/8138T/A139T/G179S; 5) A139T/M228T; 6) G111V/P289T. Jak je

zde pouZivano, vySe uvedena oznaceni, jako napriklad A139T,
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pfipadé€ threonin

sekvence majici nukleotidové sekvence,

S.

avermitilis

(T).

genoveé

Z tohoto davodu jsou polynukleotidové
které koéduji mutované
produkty

obsahujici aminokyselinové

substituce nebo delece v jedné nebo vice aminokyselinovych

pozic 38,
230,

jakékoli jejich kombinace,

V pfednostni

aminokyselinové substituce vyrané

48, 55,

238, 266,

obsahujici:

a)

b)

aminokyselinové
aminckyselinou,
aminokyselinové
aminokyselinou,
aminokyselinové
aminokyselinou,
aminokyselinové
aminokyselinou,
aminokyselinové
aminokyselinou,
aminokyselinové
aminokyselinou,
aminokyselinové
aminokyselinou,

aminokyselinové

nebo aminokyselinou,

T nebo F;

89,
275,

formé

99,
289,

111, 136, 138, 139, 154, 179, 228,

neboc 298 (viz Obrazek 1), nebo

zahrnuty predkladanym vyndlezem.
takové mutace

vynalezu kéduji

z jedné nebo vice skupin
reziduum Q v pozici 38 nahrazené P nebo
ktera je konzervativni substituci pro P;
reziduum D v pozici 48 nahrazené E nebo
ktera je konzervativni substituci pro E;
reziduum A Vv pozici 89 nahrazené T nebo
ktera je konzervativni substituci pro T;
reziduum F v pozicli 99 nahrazené S nebo
kterd je konzervativni substituci pro S;
reziduum G v pozici 111 nahrazené V nebo
ktera je konzervativni substituci pro V;
reziduum L v pozici 136 nahrazené P nebo
kterad je konzervativni substituci pro P;
reziduum S Vv pozici 138 nahrazené T nebo
kterd je konzervativni substituci pro T;
reziduum A v pozici 139 nahrazené T nebo F

kterda je konzervativni substituci pro
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i) aminokyselinové reziduum K v pozici 154 nahrazené E nebo
aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci pro E;

j) aminokyselinové reziduum G v pozici 179 nahrazené S nebo
aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci pro S;

k) aminokyselinové reziduum M v pozici 228 nahrazené T nebo
aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci pro T;

1) aminokyselinové reziduum E v pozici 238 nahrazené D nebo
aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci pro D;

m) aminokyselinové reziduum P v pozici 289 nahrazené L nebo
aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci pro L; a

n) aminokyselinové reziduum Q v pozici 298 nahrazené H nebo
aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci pro H;

kde konzervativni aminokyselinové substituce jsou stejné, jako

je definovéno vy%e v Sekci 5.1

V daldi pfednostni form& vynalezu kéduji takové mutace

kombinaci aminokyselinovych substituci, kde kombinace

substituovanych aminokyselinovych rezidui je vybrdna ze

skupiny obsahujici:

a) aminokyselinova rezidua S138 a Al39;

b) aminokyselinova rezidua D48 a A89;

c) aminokyselinova rezidua S138 a A139 3 G179;

d) aminokyselinova rezidua Q38, L136 a E238;

e) aminokyselinovi rezidua FS59, S138, A139 a G179;

f) aminokyselinova rezidua 2139 a M228;

g) aminokyselinovi rezidua G111 a P289; a

h) aminokyselinovd rezidua A139, K154 a Q298.

V dalsi pfednostni formd vynalezu Jjsou specifické kombinace

mutaci aveC alely uZitedné pro efektivni sniZeni pom&ru tridy

2:1 avermektint podle pfedkladaného vyndlezu vybrdny z jedné

nebo vice skupin obsahujicich:

a)

b)

S138T/A139T
S138T/A139F
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c) D48E/A89T;

d) Sl38T/A139T/G179S;

e) Q38P/L136P/E238D;

£) F998/Sl38T/Al39T/G179S;
g) Al39T/M228T;

h) G111v/p289L; a

i) Al39T/K154E/Q298H.

Pfedkladdany vynalez dale poskytuje preparaty pro pfipravu
novych kmena S. avermitilis, jejichz buiky obsahuji mutovanou
aveC alelu, kterd vede k naruSeni produkce avermektind.
Pfedklédany vynalez napriklad poskytuje rekombinantni vektory,
které mohou byt pouZzity k zacileni jakékoli polynukleotidové
molekuly obsahujici mutované nukleotidové sekvence, které jsou
pfedmétem predkladaného vynalezu na misto aveC genu chromozdmu
S. avermitilis budto k inzerci nebo k nahrazeni aveC ORF nebo
jeho ¢&asti pomoci homologni rekombinace. Podle p¥edkladaného
vynédlezu vSak miZe polynukleotidovd molekula obsahujici zde
poskytnutou mutovanou nukleotidovou sekvenci, ktera e
pfedmétem p¥edkladaného vynalezu, také modulovat biosyntézu
avermektind, je-li inzerovana do chromozému v miste jiném nez
je aveC gen, nebo je-1i udrZovana epizomdlné v bufikédch S.
avermitilis. Pfedkladany vynalez tedy také poskytuje vektory
obsahujici polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou
nukleotidovou sekvenci, kterd Jje predm&tem predkladaného
vynadlezu, kteréZto vektory mohou byt pouzity k inzerci
polynukleotidové molekuly na misto v chromozému S. avermitilis

jiné neZz je aveC gen, nebo mohou byt udrZovany epizomilné.

V pfednostni forme poskytuje pfedklddany vynalez vektory pro
nahradu gen®, které mohou byt pouZity k inzerci mutované aveC
alely nebo djeji degenerované varianty do bun&k kmene S.
avermitilis, Cimz dochézi k tvorbé honch kment S.

avermitilis, jejichz bunky produkuji avermektiny v naruSeném
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poméru t¥idy 2:1 ve srovnani s burikami stejného kmene, ktery
misto toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni
formé je pomdr tfidy 2:1 avermektina produkovanych bufikami
sniZen. Takové vektory nahrazujici geny mohou byt konstruovany
za pouziti mutovanych polynukleotidovych molekul pfitomnych ve
zde poskytnutych expresnich vektorech, jako jsou napfiklad
pPSE188, pSE199 a PSE231, kterézto expresni vektory Jsou

uvedeny prikladem v Casti 8 nize.

V dalsi prednostni formé poskytuje ptedklédany vynalez
vektory, které mohou byt pouZity k inzerci mutované aveC alely
nebo jeji degenerované varianty do bunék kmene S. avermitilis
k tvorbé novych kment bunék, které produkuji avermektiny
V naruSeném mnoZstvi ve srovnini s bunikkami stejného kmene,
ktery misto toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely.
V pfednostni forme je mnoZstvi avermekting produkovanych
butikami  zvySeno. Ve specifické, avsak neomezujici formé
vynalezu zahrnuji takovy vektor silny promotor, jak je znamy
v oboru, jako je napfiklad silny konstitutivni ermE promotor
Z Sacharopolysora erythraea, ktery je situovan ve sméru nahoru
od a v operadénim spojeni s aveC alelou. Takovym vektorem miZe
byt pSE189, popsany v Pfikladu provedeni vynalezu 11 nize,
nebo miZe byt konstruovan za pouziti mutované aveC alely

plazmidu pSE189.

V dalsi pfednostni forms poskytuje pfedkladany vynéalez vektory
pro nadhradu gen®i, které jsou uZite&né pro inaktivaci aveC genu
u divokého typu kmene &S. avermitilis. V neomezujici forms
vynalezu mohou byt takové vektory nahrazujici gen
zkonstruovany za pouziti mutované polynukleotidové molekuly
pfitomné v plazmidu PSE180 (ATCC 209605), ktera je uvedena
prikladem v Casti 8.1 niZe (Obrazek 3). V daldi pfednostni
formé& poskytuje pfedkladany vynalez vektory pro nahradu genu,

které zahrnuji polynukleotidovou molekulu obsahujici nebo
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skladajici se z nukleotidovych sekvenci, které p¥irozené
hrani¢i s aveC genem in situ v chromozému S. avermitilis, a
zahrnuji naptfiklad hranidici nukleotidové sekvence uvedené na
Obrézku 1 (SEQ 1ID C.1l), kteréZto vektory mohou byt pouzity

k vymazani S, avermitilis aveC ORF.

Pfedkladany vynalez dale poskytuje zplsoby pro pfipravu novych
kment S. avermitilis zahrnujici bunky, které exprimuji
mutovanou aveC alelu, a které produkuji porusSeny pom&r a/nebo
mnozstvi avermektind ve srovnani s bufikami stejného kmene 8.
avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely.
V prednostni form& poskytuje predklddany vynalez zpusob pro
pfipravu novych kment 8. avermitilis zahrnujici bunky, které
exprimuji mutovanou aveC alelu, a které produkuji porusSeny
pomér tfidy 2:1 avermektint ve srovnani s bufikami stejného
kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC
alely, dale zahrnujici transformujici se bunky kmene S.
avermitilis s vektorem, ktery nese mutovanou aveC alelu
kédujici genovy produkt, ktery naruSuje pom&r t¥idy 2:1
avermektint produkovanych bunkami kmene S. avermitilis
exprimujicimi mutovanou aveC alelu ve srovnadni s butkami
stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky
typ aveC alely, a vybrani transformovanych bunék, které
produkuji naruSeny pomér tfidy 2:1 ve srovnani s pomérem tiidy
2:1 produkovanym burikami kmene, ktery exprimuje pouze divoky
typ aveC alely. Vv pfednostnéjsi formé poskytuje predkladany
vynalez zplsob pro pfipravu nového kmene S. avermitilis
zahrnujici transformujici se buriky kmene 8. avermitilis
s vektorem schopnym vytvorit mutaci v aveC alele takovych
bunék, kde mutace aveC alely vede k substituci v kédovaném
AveC genovém produktu rtizného aminokyselinového rezidua
Vv jedné nebo vice aminokyselinovych pozicich odpovidajicich
aminokyselinov?m reziduim 38, 48, 55, 89, 99, 111, 136, 138,
139, 154, 179, 228, 230, 238, 266, 275, 289, nebo 298 o
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sekvenci * SEQ ID ¢&.2, takZe  butiky kmene S. avermitilis,
v kterych byla aveC alela mutovana, produkuji pomér tiidy 2:1,
ktery Jje odlisny od pom&ru produkovaného buhkami stejného
kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC
alely. V prednostni formé vyndlezu je sniZen pomér t#idy 2:1

avermektind.

Jak Je zde pouZivédno, tam, kde aminokyselinové reziduum
kdébdované aveC alelou v chromozdmu S. avermitilis, nebo ve
vektoru ¢i izolované polynukleotidové molekule, kterad Je
predmétem predkladaného vynalezu je oznalovano jako
"odpovidajici” konkrétnimu  aminokyselinovému reziduu se
sekvencli SEQ ID ¢&.2, nebo kde aminokyselinovd substituce je
oznacovana jako vyskytujici se v konkrétni pozici
“odpovidajici” specifickému ocislovanému aminokyselinovému
reziduu se sekvenci SEQ ID ¢&.2, tykd se aminokyselinové
reziduum stejného relativniho umisténi v AveC genovem
produktu, ktery osoba znald oboru miZe rychle urdit pomoci

odkazu na aminokyselinovou sekvenci prezentovanou zde jako SEQ
ID ¢&. 2.

Predkladany vyndlez dale poskytuje zplsoby pro p¥ipravu novych
kmend, kde specifické mutace v aveC alele kdédujici konkrétni
rutace Jjsou uvadény jako zédkladni zmény ve specifickych
nukleotidovych pozicich v aveC alele "odpovidajici” konkrétnim
nukleotidovym pozicim, jak je uvedeno v sekvenci SEQ ID ¢&. 1.
Jak je uvedeno vySe, s ohledem na odpovidajici aminokyselinové
pozice, kde nukleotidovd pozice v aveC alele je uvadéna jako
"odpovidajici” konkrétni nukleotidové pozici v sekvenci SEQ ID
¢. 1, tykd se nukleotid stejného relativniho umisté&ni v aveC
nukleotidové sekvenci, kterou miZe osoba znald oboru rychle
uréit pomoci odkazu na na nukleotidovou sekvenci prezentovanou

zde jako sekvence SEQ ID &. 1.
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V dalsi pfednostni formé poskytuje pfedkléddany vyndlez zplsob
pro pfipravu novych kmend S. avermitilis =zahrnujici bunky,
které produkuji poruSend mnoZstvi avermektinli, zahrnujici
transformujici se bunky kmene S. avermitilis s vektorem, ktery
nese mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici
aveC alelu, jejiZ exprese vede k naruSeni mnoZstvi avermektinf
produkovanych bunkami kmene S. avermitilis exprimujicimi
mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt ve srovnani
s bunkami stejného kmene, které exprimuji pouze divoky typ
aveC alely, a vybrani transformovanych bunék, které produkuji
avermektiny v naruSeném mnoZstvi ve srovnani s mnoZstvim
avermektind produkovanym butikami kmene, ktery exprimuje pouze
divoky typ aveC alely. V prednostni formé& vyndlezu je zvySeno

mnozstvi avermektinl produkovanych transformovanymi bunhkami.

V dal3i prednostni formé poskytuje predkladany vyndlez zpusob
pro pfipravu novych kmenl S. avermitilis, JejichZ buiky
obsahuji inaktivovanou aveC alelu, zahrnujici transformujici
se bunky kmene S. avermitilis, které exprimuji jakoukoli aveC

alelu s vektorem, ktery inaktivuje aveC alelu, a vybréani

transformovanych bunék, v kterych byla aveC alela
inaktivovéana. V pfednostnéjsi, av3ak neomezujici formé
vyndlezu Jjsou Dbuniky kmene S. avermitilis transformevany

vektorem nahrazujicim gen, ktery nese aveC alelu, ktera byla
inaktivovdna mutaci nebo ndhradou Casti aveC alely heterologni
genovou sekvenci, a Jsou vybrédny transformované buiky,
v kterych byla jinak nativni aveC alela nahrazena
inaktivovanou aveC alelou. Inaktivace aveC alely miZe Dbyt
ur¢ena HPLC analyzou fermentaénich produktd, jak je popséno
niZze. Ve specifické, av3ak neomezujici formé& vyndlezu popsané
v Casti 8.1 niZe byla aveC alela inaktivovdna inzerci ermE

genu ze Sacharopolyspora erxrythraea do aveC ORF.
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Pfedkladany vynédlez dale poskytuje nové kmeny S. avermitilis
zahrnujici bunky, které byly transformovany jakymikoli
polynukleotidovymi  molekulami nebo vektory, které Jjsou
pfedmétem pfedkladaného vyndlezu. V prednostni formé poskytuje
predklddany vyndlez nové kmeny S. avermitilis zahrnujici
bunky, které exprimuii mutovanou aveC aleluy, nebo Jjeji
degenerovanou variantu na misto nebo navic k divokému typu
aveC alely, kde bunky nového kmene produkuji avermektiny
v naruSeném pomé€ru tfidy 2:1 ve srovnéni s pomérem t¥idy 2:1
avermektind  produkovanych  burikami stejného kmene, které
exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni formd
vyndlezu Jje sniZen naruSeny pomér tFridy 2:1 avermektin®
produkovany novymi bunkami. Takové nové kmeny Jsou uzZitelné
pro produkci komeréné Zadoucich avermektinti, jako je napf¥iklad
doramektin, ve velkém méritku. V pfednostnéjsi form& poskytuje
pfedkladany vyndlez nové kmeny S. avermitilis zahrnujici
jakoukoli z vySe uvedenych mutaci nebo kombinaci mutaci v aveC
alele v nukleotidovych pozicich odpovidajicich pozicim
prezentovanych vySe, nebo které jinak kéduji jakoukoli z vySe
uvedenych aminokyselinovych substituci AveC genového produktu.
ACkoli takové mutace mohou byt pritomny v takovych bufkdch na
extrachromozomdlni &&asti, jako Jje napfiklad plazmid, je
preferovano, Ze takové mutace Jjsou pfitomny v aveC alele
lokalizované na chromozdému S. avermitilis. V pYednostni formé
poskytuje pfedkladany vynalez kmen Streptomyces avermitilis
zahrnujici bunky mutaci v aveC alele, kterda kdédduje AveC genovy
produkt majici substituci v jedné nebo vice aminokyselinovych
pozicich odpovidajicich aminokyselinovym reziduim 38, 48, 55,
89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266, 275,
289, nebo 298 v sekvenci SEQ ID ¢&. 2, kde bunky produkuji
pomér tridy 2:1 avermetin®, ktery Je odlidny od pomdru
produkovaného bunkami stejného kmene S. avermitilis, ktery

exprimuje divoky typ aveC alely.
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Prim&rnim cilem vyhleddvacich analyz zde popsanych Jje
identifikovat mutované alely aveC genu, JjejichZ exprese Je
bunkadch S. avermitilis naruSena a konkrétné&ji dochédzi ke
sniZeni poméru tfidy 2:1 avermektin@. V pfednostni formé
vynadlezu Jje pom&r B2:Bl avermektinl produkovanych butikami
nového kmene S. avermitilis, ktery je predmétem pfedkladaného
vyndlezu, a ktery exprimuje mutovanou aveC alelu nebo jeji
degenerovanou variantu, a ktery Jje predmétem predkladaného
vynadlezu, zhruba 1,6:1 nebo méné. V pfednostnéjsi formé

vynadlezu je pomér 0,84:1 nebo én

=
(08

V pfrednostnéijsi formé

P

n

(0G4

vynadlezu Jje pomér 0,80:1 nebo

=

V prednostnéjsi forme
vynalezu Jje pomér 0,75:1 nebo méné. V pfednostnéjsi formé
vyndlezu 3je pomér 0,73:1 nebo méné. V prednostnéjsi forme
vyndlezu je pomér 0,68:1 nebo méné. V jedté prednostnéisi
formé vynalezu Je pomér 0,67:1 nebo méné V prednostné&jsi
forme vynalezu je pomér 0,57:1 nebo méné. V jesté
prednostnéjsdi form& vynalezu je pomér 0,53:1 nebo méné.
V jeSté pfrednostnéjsi formé& vyndlezu je pomér 0,42:1 nebo
méné. V jesté prednostnéj3si formé vynalezu Jje pomér 0,40:1

nebo méneé.

V specifické formé& vynalezu popsané niZe produkuji nové buiky,
které ijsou pfedmétem vyndlezu, cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl
avermektiny v poméru mensim neZ 1,6:1. V odlisné specifické
formé vyndlezu popsané niZe produkuji nové buhky, které jsou
pfedmétem vynédlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensSim neZ 0,94:1. V dalsi odlisné specifické formé
vyndlezu popsané nizZze produkuji nové builky, které Jsou
pfedm&tem vynalezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensim nez 0,88:1. V dals$i odlisné specifické formé
vyndlezu popsané niZe produkuji nové Dbuiky, které Jjsou
pfedmétem vyndlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensim nez 0,84:1. V je3té dalsi odlisné specifické

formé& vynadlezu popsané nizZe produkuji nové bunky, které jsou
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predmétem vyndlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mend3im neZz 0,75:1. V jesté dalsi odlidné specifické
formeé vyndlezu popsané niZe produkuji nové builky, které jsou
pfedmétem vyndlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensim nez 0,73:1. V jeSté dalsSi odlidné specifické
formé vyndlezu popsané niZe produkuji nové buliky, které jsou
predmétem vynadlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mend3im neZz 0,68:1. V jeSté& dal3i odlisné specifické
formé& vyndlezu popsané niZe produkuji nové buriky, které jsou
predmétem vynalezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensSim neZ 0,67:1. V jeSté dalsi odlisné specifické
form& vyndlezu popsané niZe produkuji nové buriky, které Jjsou
predmétem vynédlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensim nezZ 0,57:1. V jesté dalsi odlisdné specifické
form& vyndlezu popsané niZe produkuji nové bunky, které Jjsou
predmetem vyndlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensim nez 0,53:1. V je3té dal3i odlisné specifické
formé vynadlezu popsané niZe produkuji nové builky, které jsou
predmétem vyndlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny
v poméru mensim neZ 0,42:1. V jedté daldi odlisné specifické
formé vynalezu popsané niZe produkuji nové burlky, které ijsou
predmétem vyndlezu, cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny

v poméru mensim neZ 0,40:1.

V dalsi pfednostni formé poskytuje predkladdany vyndlez nové
kmeny S. avermitilis zahnujici  butky, které exprimuji
mutovanou aveC alelu, nebo jeji degenerovanou variantu, nebo
geneticky  konstrukt obsahujici aveC alelu  nebo jeji
degenerovanou variantu na misto nebo navic k divokému typu
alely, kde Dbunky nového kmene produkuji naruSend mnoZstvi
avermektinl ve srovnani s buikami stejného kmene, které
exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni formé
vynalezu produkuje novy kmen zvySend mnoZstvi avermektinu.

V neomezujici formé& vyndlezu =zahrnuje geneticky konstrukt
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silny promotor, jako je naptiklad silny konstitutivni promotor
ermkE ze Sacharopolyspora erythraea ve sméru nahoru a

V operacnim spojeni s aveC ORF.

V dalsi pFrednostni forms poskytuje ptedkladany vynalez nové
kmeny S. avermitilis zahnujici bunky, v kterych byl avecC gen
inaktivovén. Takové kmeny jsou uZitedné pro rozli&né spektrum
avermektini, které produkuji ve srovnani s divokym typem kmene
i pro komplementaci vyhledavacich analyz, jak je zde popséno,
aby se urilo, zdali cilena nebo ndhodnd mutageneze aveC genu
ovliviuje produkci avermektinld. Ve specifické forms vyndlezu
POpsané niZe byly hostitelské buriky S. avermitilis geneticky
upraveny, aby obsahovaly inaktivovany avecC gen. Napriklad kmen
SE180-11 popsany v pfikladech nise byl generovadn za pouziti
plazmidu pSE180 nahrazujiho gen (ATCC 209605) (Obrazek 3),
ktery byl konstruovan, aby inaktivoval S. avermitilis aveC gen

inzerci genu ermE rezistence do aveC kédujici oblasti.

Pfedklddany vynalez dale poskytuje rekombinantné exprimované
mutované S. avermitilis AveC genové produkty kédované
jakoukoli z vyZe uvedenych polynukleotidovych molekul, které

Jsou predm&tem vynalezu a zplsoby jejich pripravy.

Predkladany vynalez dale poskytuje postup produkce avermektint
zahrnujici kultivaci buné&k kmene 8. avermitilis, kteréZto
buniky expimuji mutovanou aveC alelu, ktera kbébduje genovy
produkt, ktery narusuje pomér tfidy 2:1 avermekting
produkovanych bufikami S. avermitilis exprimujicich mutovanou
aveC alelu ve srovnani s bunikami  stejného kmene, které
exprimuji pouze divoky typ aveC alely, v kultivaénim médiu za
podminek, které umoziuji nebo indukuji produkci avermekting
z techto bunék. v pfednostni forme vynadlezu je sniZen pomér
tridy 2:1 avermektint produkovanych v kulture bunkami

exprimujicimi mutovanou aveC alelu. Tento zpusob poskytuje
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zvySenou u&innost v produkci komeré&né cennych avermekting,

jako je nap#iklad doramektin.

Pfedkladdany vyndlez dale poskytuje postup produkce avermekting
zahrnujici kultivaci bun&k kmene 8. avermitilis, kterésto
buiky expimuii mutovanou aveC alelu neb geneticky konstrukt
obsahujici avecC alelu, kterd vede k produkci naruSeného
mnozstvi avermekting produkovanych bunikami kmene S.
avermitilis exprimujicich mutovanou aveC alelu nebo geneticky
konstrukt ve srovnani $ bunkami  stejného kmene, které
neexprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt, ale
misto toho exprimuji pouze divoky  typ aveC alely,
v kultivaénim médiu za podminek, které umoziuji nebo indukuji
produkci avermektint z téchto buné&k, a ziskéni relenych
avermektind z kultury. V pfednostni formé vyndlezu je zvySeno
mnozstvi avermektinu produkovanych v kultufe bunkami
exprimujicimi mutovanou avecC alelu, degenerovanou variantu

nebo geneticky konstrukt.

Pfedklddany vynalez dale poskytuje novy preparat avrmektinn
produkovangch kmenem §. avermitilis exprimujicim mutovanou
aveC alelu nebo jeji degenerovanou variantu, ktera kéduje
genovy produkt, ktery sniZuje pomér t¥idy 2:1 avermekting
produkovanych buiikami kmene S, avermitilis exprimujicich
mutovanou aveC alelu nebo jeji degenerovanou variantu ve
srovnani s burikami stejného kmene, které misto toho exprimuji
pouze divoky typ aveC alely, kde avermektiny v novém preparatu
Jjsou produkovdny ve snieném poméru t¥idy 2:1 ve srovnéni
S pomérem t¥idy 2:1 avermektint produkovanych bufikami stejného
kmene 3. avermitilis, které misto toho exprimuji pouze divoky
typ aveC alely. Novy avermektinovy preparat miZe byt pritomen,
jak Jje produkovan ve vyCerpané fermentacni kultiva&ni
tekuting, nebo z ni s byt staZen. Novy avermektinovy

e
preparat maze byt Castedné nebo vyznamné purifikovan
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z kultivaé&ni tekutiny pomoci znédmych biochemickych technik
purifikace, jako jsou napriklad precipitace amonium sulfaten,
dialyza, frakcionace podle velikosti, ionexova chromatografie,
HPLC, atd.

5.4. PouZiti avermektina

Avermektiny jsou vysoce aktivni antiparazitarni latky majici
obzvlastni vyuziti jako antihelmintika, ektoparaziticidy,
insekticidy a akaricidy. Avermektinové sloudeniny produkované
podle  zplsoba pfedklédaného vynalezu jsou uZited&né pro
jakykoli z téchto uceld. Avermektinové slouCeniny produkované
podle predkladaného vynalezu jsou uZitedné napfiklad k lé&be
riznych onemocné&ni &i stava <¢lovéka, obzvla3t& té&ch, které
jsou zplsobené parazitickymi infekcemi, jak je znadmo v oboru.
Viz napfiklad Ikeda a Omura, 1997, Chem. Rev. 97(7):2591-26009.
Konkrétnéji avermektinové slou¢eniny produkované podle
pfedkladaného vyndlezu Jsou G&inné v l1éche celé  Fady
onemocnéni nebo stava zpusobenych endoparazity, Jjako jsou
napriklad paraziticka nematoda, kterd mohou infikovat Clovéka,

domdci zvitata, prasata, ovce, drtbeZ?, kon& nebo dobytek.

Specifidtéqi avermektinové slou¢eniny produkované podle
predkladaného vynalezu jsou u&inné nematoddm, ktera infikuji
Cloveéka, stejné tak jako nematoda, ktera infikuji rtzné druhy
Zivo&ichu. Takova nematoda zahrnuji gastrointestindlni
parazity, jako jsou napriklad Ancylostoma, Necatotor, Ascaris,
Strongyloides, Trichinella, Trichuris, Enterobius, Dirofilaria
& parazité, které jsou nachizeni v krvi jingch tkani a organu,
jako Jjsou napfiklad filarialni Cervi a strevni formy

Strongyloides a Trichinella.

Avermektinové slouceniny produkované podle pfedkladaného
vynalezu jsou také (&inné v léchbé ektoparazitickych infekci

zahrnujicich nap¥iklad infestaci savci a ptakd arthropody,
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zplsobené klistaty, roztodi, vSemi, blechami, masafkami,
bodavym hmazem nebo migrujicimi larvami dvoukfidlého hmyzuy,

které mohou napadnout mezi Jinymi dobytek a koné&.

Avermektinové slouceniny produkované podle pfedkladaného
vynalezu jsou také uZitedné jako insekticidy proti domdcim
Skadcam, jako jsou napfiklad mezi jinymi  Svabi, moli,
kobercovi brouci a domici mouchy, stejné& tak jako hmyz
napadajici wuskladné&né zrni a zemédélské rostliny, kteryZto
Sktdci zahrnuji mezi jinymi roztode, mSice, housenky a hmyz

z rodu Orthoptera, jako jsou napfiklad kobylky.

Zvifata, kterd mohou byt 1é&ena avermektinovymi slouceninami
produkovanymi podle vynilezu, zahrnuji ovce, dobytek, jeleny,

kozi, prasata, ptéky vietné& drubeZe a psi a kocky.

Avermektinova sloucenina produkovand podle predkladaného
vynalezu je podivana v preparatu vhodném pro specifické
zamy$Slené pouZiti, konkrétni druh hostitelského zvirete, které
ma byt léceno a parazita ¢i hmyzu, ktery je infek&nim agens.
Pro pouziti jako paraziticidum mize byt avermektinova
slouc¢enina produkovana podle predkladaného vynadlezu podavéna
ve formé& kapsle, bolu, tablety nebo tekutého 1éku, nebo mise
byt alternativné podana jako forma polévaci, injekéni nebo
jako implantéat. Takové formy dsou pfipraveny konvenénim
zplisobem ve shod& se standardni veterindrni praxi. Kapsle,
bolusy nebo tablety mohou byt tedy pfipraveny smiZenim aktivni
slozky s vhodnou pfesné rozd&lenou Fedici latkou nebo
S nosicem, dale obsahujicim dezintegrad&ni latku a/nebo
vazebnou l4tku, jako Jjsou napriklad Skrob, laktéza, talek,
magnézium stearat, atd. Namaceci prepardty mohou byt
pripraveny disperzi aktiwvni slozky ve vodném roztoku spolu
S napriklad dispergujici nebo zvlhCujici 1latkou. Injekéni

preparaty mohou byt pfipraveny ve form& sterilniho roztokuy,
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ktery mbiZe obsahovat dalsi substance, Jjako Jsou napfiklad
dostatec¢né soli a/nebo glukdza, aby mohl byt pfipraven roztock

izotonicky s krvi.

Takové prepardty se 1i3i vahou aktivni sloudeniny v zavislosti
na pacientovi, druhu hostitelského =zvifete, které md byt
1éCeno, z&vaznostl a typu infekce a télesné vahy hostitele.
Obecné je pro perordlni podéni dostatecnd davka aktivni
slouC¢eniny od zhruba 0,001 do 10 mg na kg télesné vahy
pacienta nebo zvifete podané jako jedna davka nebo rozdélené
po dobu od 1 do 5 dnd. Mohou vSak ‘nastat pfipady, kde Jje
indikovdnc vys$S$i nebo niz&i davkovaci rozmezi, jak Je urceno

napriklad lékafem nebo veterindfem podle klinickych pfiznakt.

Jako alternativa miZe byt avermektinovd sloudenina produkovana
podle predkladaného vynédlezu podadna v kombinaci s krmivem pro
zvifata a pro tento Gfel miZe pfipraveno koncentrované
krmivové aditivum nebo premix pro smiSeni s normdlnim krmivem

pro zvirata.

Pro pouZziti jako insekticidum a pro lé¢bu zemédélskych §kldch
maZe byt avermektinova sloucenina produkované podle
pfedklddaného vynalezu podand Jjako sprej, prasek, emulze a

podobné ve shodé se standardni zemédélskou praxi.

Pfiklady provedeni vvnilezu

6. TFermentace Streptomyces avermitilis a analyza B2:Bl
avermektind

Kmeny postrédajici aktivitu dehydrogenadzy vétvenych 2-~oxo
kyselin i 5-O-metyltransfredzy neprodukuji Zadné avermektiny,
pokud fermentacéni médium neni suplementovano mastnymi
kyselinami. Tento pfiklad demonstruje, Ze u takovych mutant
miZe byt ziskdno 3iroké spektrum pom&rd B2: Bl avermektin®, je-

1i fermentace zahdjena v pritomnosti rlznych mastnych kyselin.
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6.1 Materidl a metodika
Bunky Streptomyces avermitilis ATCC 53692 byly skladovany pfi

teplot& -70°C jako plny bujén prfipraveny v ockovacim médiu

sloZeném z: Skrobu (Nadex, Laing National) - 20g; Pharmamedia
(Trader”s Protein, Memphis, TN) - 15 g; Ardamin pH (Yeast
Products Inc.) - 5 g; uhlic¢itanu vapenatého - 1 g. Finalni

objem byl upraven na 1 litr tekouci vodou, pH bylo upraveno na
7,2 a médium bylo autoklavovano pri tepoté& 121°C po dobu 25

minut.

K inokulaci nadoby obsahujici stejné médium byly pouZzity dva
ml rozmrazZené suspenze vySe uvedeného prepardtu. Po 48
hodinadch inkubace pfi teploté 28°C na rotadni tEepaCce pEi
rychlosti 180 rpm, byly pouZity 2 ml bujdénu k inokulaci nadoby
obsahujici 50 ml produkéniho média obsahujiciho: Skrob - 80 g;
uhlic¢itan vapenaty - 7 g; Pharmamedia - 5 g; hydrogen fosféat
draselny - 1g; siran horeCnaty - 1 g; kyselina glutamovd - 0,606
g; heptahydrét siranu Zeleznatého - 0,01 g; siran zineénaty -
0,001 g; siran manganaty - 0,001 g. Finadlni objem byl upraven
do 1 litru tekouci vodou, pH bylo upraveno na 7,2 a médium

bylo autoklavovéno p¥i teploté& 121°C po dobu 25 minut.

Rozlicné substraty karboxylové kyseliny (viz Tabulka 1) byly
rozpusStény v metanolu a pfidany do fermentacniho bujdnu 24
hodin po inokulaci za wvzniku findlni koncentrace 0,2 g/litr.
Fermentaéni bujén byl inkubovan 14 dnd pfi teploté& 28°C, poté
byl bujén zcentrifugovan (2500 zrpm, po dobu 2 minut) a
supernatant byl odstranén. Mycéliovd peleta byla extrahovana
acetonem (15 ml), poté dichlormetanem (30 ml) a organické faze
byla separovana, zfiltrovdna a poté odpafena do sucha.
Reziduum bylo extrahovano do metanolu (1 ml) a analyzovano
pomoci HPLC pomoci kapalinového chromatografu Hewlett-Packard

1090A vybaveném skenovacim diode-array detektorem pri 240 nm
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Byla pouzita kolona Beckman Ultrasphere C-18, 5 um, 4,6 mm x
25 cm, teplota kolony byla udrZovédna na 40°C. Na kolonu bylo
injikovano 25 ul vySe uvedeného metanolické&ho roztoku. Eluce
byla provedena 1linedrnim gradientem metanol-voda =z poméru
80:20 do 95:5 po dobu 40 minut pfi pratoku 0,85 ml/minutu. Ke
kalibraci odpovédi detektoru byly pouzity dvé standardni
koncentrace cyklohexylu Bl a byla méfena plocha pod kfivkami

B2 a Bl avermektint.

6.2 Vysedky

HPLC retenéni casy pozorované pro B2 a Bl avermektiny a poméry

2:1 jsou uvedeny v Tabulce 1

Tabulka 1

HPLC retenéni <Cas (min) Pomér
Substrat B2 Bl B2:B1
4-Tetrahydropyran karboxylova kyselina 8,1 14,5 0,25
Kyselina izom&selni 10,8 18,9 0,5
Kyselina 3-furoova 7,6 14,6 0,62
Kyselina $-(+)-2-metylmaselna 12,8 21,6 1,0
Kyselina cyklohexankarboxyloa 16,9 26,0 1,6
Kyselina 3-thiofenkarboxylova 8,8 16,0 1,8
Kyselina cyklopentankarboxylova 14,2 23,0 2,0
Kyselina 3-trifluorometylmiselnd 10,9 18,8 3,9
Kyselina 2-metylpentanocva 14,5 24,9 4,2
Kyselina cykloheptankarboxylova 18,6 29,0 15,0

Data prezentovand v Tabulce 1 demonstruji extrémné Siroké
rozmezi pom€rl B2: Bl avermektinovych produktl, coZz ukazuje na
vyznamny rozdil ve vysledcich dehydrataéni konverze tiidy 2
slou¢enin na t¥idu 1 sloudenin, v zavislosti na charakteru
postranniho retézce mastné kyseliny doddvané jako iniciacni
slouCenina. To ukazuje, Ze zmény v pomérech B2:Bl , které jsou
vysledkem alteraci AveC proteinu, mohou byt specifické
konkrétnim substratam Nésledné vyhledéavani mutant

vykazujicich zmény v pom&ru B2:Bl ziskané s konkrétnim
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substratem musi byt provddéno v pfitomnosti tohoto substratu.
Nasledné priklady popsané nize pouZzivaji kyselinu
cyklohexankarboxylovou jsko substrat pro vyhledavani mutant.
Tento subsrdt je vSak pouZivan cisté jako priklad potencidlu a
neni zamySlen Jako omezujici pouZitelnost pFfedkladaného

vynélezu.

7. Izolace aveC genu

Tento pfriklad popisuje izolaci a charakterizaci oblasti
chromozému Streptomyces avermitilis, ktery kdéduje AveC genovy
produkt. Jak je demonstrovadno niZe, byl aveC gen identifikovén
jako schopny modifikovat pomé&r produkovanych cyklohexyl B2

avermektint na cyklohexyl Bl avermektiny (B2:Bl).

7.1. Materidl a metodika

7.1.1. Rust Streptomyces pro izolaci DNA

Pro rist Streptomyces byla ©pouZita néasledujici metoda.
Jednotlivé  kolonie  S. avermitilis ATCC 31272 (izolat
jednotlivé kolonie &. 2) byly izolovény na polovidéni padé YPD-
6 obsahujici: Difco kvasni&ny extrakt - 5 g; Difco Bacto-
pepton - 5 g; dextrdza - 2,5 g; MOPS - 5 g; Difco Bacto agar -
5 g. Finalni objem byl upraven na 1 litr pomoci dH,O0, pH bylo
upraveno na 7,0 a médium bylo autoklévovano p¥i teploté 121°C

po dobu 25 minut.

Mycélia vykultivovand na vy3e uvedeném médiu byla pouZita
k inokulaci 10 ml TSB média (Difco Tryptic Soy Broth - 30 g, v
1 litru dH,0, autoklavovano pfi teplot& 121°C po dobu 25 minut)
ve zkumavce o rozmérech 25 x 150 mm, kterd byla protfepdvana

(300 rpm) pri teploté& 28°C po dobu 48-72 hodin.

7.1.2. Chromozomdlni DNA izolace ze Streptomyces
Alikvéty (0,25 ml nebo 0,5 ml) mycélia vykultivovaného, jak

bylo popsdno vyse, byly umistény v 1,5 ml mikrocentrifugacnich
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zkumavkédch a bunky byly =zakoncentrovdny centrifugaci p¥i 12
000 g po dobu 60 sekund. Supernatant byl odstranén a bunky
byly resuspendovany v 0,25 ml TSE pufru (20 ml 1,5 M
sachardézy, 2,5 ml 1M Tris-HCl, pH 8,0, 2,5 ml 1M EDTA, pH 8,0
a 75 ml dH;0) obsahujicim 2 mg/ml lysozymu. Vzorky byly
inkubovany pfi teploté& 37°C po dobu 20 minut pfi protfepavani,
vlioZeny do automatizovaného zafizeni na 1izolaci nukleovych
kyselin AutoGen 540™ (Integrated Separation systems, Natick,
MA) a genomickd DNA byla izolovdna za pouziti Cycle 159

(software zarizeni) podle instrukci vyrobce.

Alternativné bylo 5 ml mycélia wumisténo do =zkumavky o
rozm&rech 17 x 100 mm, bunky byly zakoncentrovény centrifugaci
pri 3000 rpm po dobu 5 minut a supernatant byl odstranén.
Bunky byly resuspendovédny v 1 ml TSE pufru, zakoncentrovany
centrifugaci p¥i 3000 rpm po dobu 5 minut a supernatant byl
odstranén. Bunky byly resuspendovany v 1 ml TSE pufru
obsahujicim 2 mg/ml lysozymu a inkubovany p¥i teploté& 37°C p#i
prot¥fepdvéni po dobu 30-60 minut. Po inkubaci bylo pf#iddno 0,5
ml 10% dodecyl sulfé&tu sodného (SDS) a bunky byly inkubovany
pti teploté 37° aZ do dokondeni lyzy. Lyzat byl inkubovan pFi
teplot& 65°C po dobu 10 minut, ochlazen na pokojovou teplotu,
rozdélen do dvou ependorfek a extrahovan 1x 0,5 ml
fenol/chloroformem (50% fenol ©pfedem ekvilibrovany 0,5 M
Trisem, pH 8,0; 50% chloroform). Vodna faze byla odstranéna a
extrahovdna 2 aZ 5 x smési chloroform izoamylalkohol (24:1).
DNA byla precipitovidna p¥idanim 1/10 objemu 3M octanu sodného,
pH 4,8, inkubaci smési na ledu 10 minut, centrifugaci smési
pri 15000 rpm pfi teploté& 5°C po dobu 10 minut, a vyjmutim
supernatantu do ¢&isté zkumavky, do které byl pfiddn 1 objem
izopropanolu. Supernatant plus smés izopropanolu byla poté
inkubovdna na ledu po dobu 20 minut pfi 5°C, supernatant byl

odstranén a DNA peleta byla promyta 1lx 70% etanolem Po
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vysuSeni pelety byla DNA resuspendovdna v TE pufru (10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0).

7.1.3. Izolace plazmidové DNA ze Streptomyces

Alikvéota (1,0 ml) mycélia byla umisténa do 1,5 ml
mikrocentrifuga&nich =zkumavek a bunky byly zakoncentrovany
centrifugaci p¥i 12000 g po dobu 60 sekund. Supernatant byl
odstranén, buniky byly resuspendovidny v 1,0 ml 10,3% sachardze
a zakoncentrovany centrifugaci pfi 12000 g po dobu 60 sekund a
supernatant byl odstranén. Bunky byly poté resuspendovany v
0,25 ml TSE pufru obsahujici 2 mg/ml lysozymu a inkubovany pri
teplot& 37°C po dobu 20 minut p#i prot¥epdvdni a naneseny do
automatizovaného =za¥izeni pro izolaci nukleovych kyselin
AutoGen 540™. Plazmidovd DNA byla izolovédna za pouZiti

softwaru Cycle 106 podle instrukci vyrobce.

Alternativné Dbylo 1,5 ml mycélia umisténo do 1,5 ml
mikrocentrifugaénich zkumavek a bunky byly zakoncentrovany
centrifugaci pii 12000 g po dobu 60 sekund. Supernatant byl
odstranén, bunky byly resuspendovany v 1,0 ml 10,3% sachardzy
a zakoncentrovany centrifugaci pri 12000 g po dobu 60 sekund a
supernatant byl odstranén. Bunky byly resuspendovany v 0,5 ml
TSE pufru obsahujici 2 mg/ml lysozymu a inkubovany pri teploté
37°C po dobu 15-30 minut. Po inkubaci bylo pfidéno 0,25 ml
alkalického S8S (0,3 N NaOH, 2% SDS) a bulky byly inkubovany
pfi teplot& 55°%C po dobu 15-30 minut, aZ byl roztok d&isty.
K roztoku DNA byl p¥fidédn octan sodny (0,1 ml, 3M, pH 4,8) a
roztok byl poté inkubovidn na ledu po dobu 10 minut. Vzorky DNA
byly centrifugovény pri 14000 rpm po dobu 10 minut pri teploté
5°C. Supernatant byl vyjmut do &isté zkumavky a bylo pfidano
0,2 ml smési fenol:chloroform ({50% fenol:50% chloroform a
smés byla jemné promichavidna. Roztok DNA byl centrifugovan pfi
14000 rpm po dobu 10 minut pfi teplot& 5°C a vrchni vrstva byla
vyjmata di cisté ependorfky. Byl pfidédn izopropanol (0,75 ml)
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a roztok byl jemné promichdvidn a poté inkubovan pfi pokojové
teploté po dobu 20 minut. Roztok DNA byl centrifugovan pri
14000 rpm po dobu 15 minut p¥i teploté& 5°C, supernatant byl
odstranén a DNA peleta byla promyta 70% etanolem, vysuSena a

resuspendovéna v TE pufru.

7.1.4. Izolace plazmidové DNA z E. coli

Jedind transformovand kolonie E. coli byla inokulovana do 5 ml
Luria-Bertani (LB) média (Bacto-Trypton - 10 g, Bacto-
kvasni¢ny extrakt - 5 g a NaCl - 10 g v 1 litru dH,O0, pH 7,0,
autokldvovédno pri 121°C po dobu 25 minut a suplementovéno 100
ug/ml ampicilinu). Kultura byla inkubovdna pfes noc a 1 ml
alikvéty byly umistény do 1,5 ml mikrocentrifugalni zkumavky.
Vzorky kultury byly naneseny na automatizované zafizeni pro
izolaci nukleovych kyselin AutoGen 540™ a plazmidovd DNA byla
izolovdna za ©pouZziti softwaru Cycle 106 podle instrukci

vyrobce.

7.1.5. P¥iprava a transformace protoplastd S. avermitilis
Jednotlivé kolonie S. avermitilis byly izolovany na 1/2 médiu
YPD-6. Mycélia byla pouZita k inokulaci 10 ml média TSB ve
zkumavce o rozmé€rech 25 mm x 150 mm, které bylo poté
inkubovdno p¥i protfepavani (300 rpm) pfi teploté 28°C po dobu
48 hodin. Jeden ml mycélia byl pouzit k inokulaci 50 ml YEME
média. YEME médium obsahuje na jeden litr: Difco kvasnicny
extrakt - 3 g; Difco Bacto-pepton - 5 g; Difco Mat Extract - 3
g; sachardéza - 300 g. Po autokldvovani pfi teploté 121°C po
dobu 25 minut byly pfidany nésledujici substance: 2,5 M MgCl,

6 H,0 (separadtné autokldvované p¥i teplotd 11°C po dobu 25

minut) - 2 ml; a glycin (20%) (sterilizace filtrem) - 25 ml.

Mycélia byla kultivovana p¥i teplot& 30°C po dobu 48-62 hodin a
sbirdny centrifugaci v 50 ml centrifugéni zkumavce (Falcon)

pfi 3000 rpm po dobu 20 minut. Supernatant byl odstranén a
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mycélia byla resuspendovana v P pufru, ktery obsahuje:
sachardzu - 205 g; K,SO, — 0,25 g; MgCl, . 6 H,0 - 2,02 g; H, O -
600 ml; Kzpod (0,55) - 10 ml; roztok stopovych prvka* - 20 ml;
CaCl, . 2HO (3,68%) - 100 ml; a MES pufr (1,0 M, pH 6,5 - 10
ml. (* Roztok stopovych prvkl obsahuje na jeden litr: ZnCl, -
40 mg; FeCl; . 6H,0 - 200 mg; CuCl, . 2H;O0 - 10 mg; MnCl, . 4H,0
- 10 mg; Na,B;O0; . 10H;0 - 10 mg; (NHy)g Mo;024 . 4H0 ~ 10 mg).
PH bylo uparveno na 6,5, findlni objem byl upraven na 1 litr a

médium bylo horké zfiltrovano pres 0,45 mikronovy filtr.

Mycélia byla zpeletovédna p¥i 3000 rpm po dobu 20 minut,
supernatant byl odstranén a mycélia byla resuspendovédna v 20
ml P pufru obsahujicim 2 mg/ml lysozymu. Mycélia byla
inkubovéna pfi teploté& 35°C po dobu 16 minut p¥i protfepavani a
kontrolovdna mikroskopicky, aby se urcil rozsah tvorby
protoplastl. KdyZz byla tvorba protoplastl dokonéena, byly
protoplasty centrifugovany pfi 8000 rpm po dobu 10 minut.
Supernatant byl odstranén a protoplasty byly resuspendovéany v
10 ml P pufru. Protoplasty byly centrifugovany pfi 8000 rpm po
dobu 10 minut, supernatant byl odstranén, protoplasty byly
resuspendovény ve 2 ml P pufru a prfibli?n& 1 x 10° protoplastl

bylo disribuovdno do 2,0 ml kryogennich vialek (Nalgene).

Vialka obsahujici 1 x 10° protoplastd byla centrifugovéna pfi
8000 rpm po dobu 10 monut, supernatant byl odstranén a
protoplasty byly resuspendovany v 0,1 ml P pufru.
K protoplastlim byly pfridany 2 aZ 5 ug transformujici se DNA
okamzité nasledované pridédnim 0,5 ml pracovniho T pufru.
Zadklad T pufru obsahoval: PEG-1000 (Sigma)-25 g; sachardzu-2,5
g; H,0-83 ml. pH bylo upraveno na 8,8 pomoci 1N NaOH
(sterilizace filtraci) a zdklad T pufru byl sterilizovéan
filtraci a uskladnén pii 4°C. Pracovni T pufr pfipraveny ve
stejny den, kdy byl pripraven, se skladal ze zakladu T pufru-
8,3 ml; K,PO, (4 mM)-1,0 ml; CaCL,.2H,0 (5M)-0,2 ml; a TS (1M,
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PH 8) - 0,5 ml. Kazdi sloZka pracovniho T pufru byla

individualné sterilizovadna filtraci.

Béhem 20 sekund ptidavani T pufru k protoplastim byl také
pfidén 1,0 ml P pufru a protoplasty byly centrifugovany pri
8000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odstrané&n a
protoplasty byly resuspendovany v 0,1 ml P pufru. Protoplasty
byly poté umistény do RMI14 média, které obsahuje: sacharézu-
205 g; K;80,-0,25 g; MgCl,.6H,0-10,12 g; glukéza 10 g; Difco
Casamino kyseliny-0,1 g; Difco kvasniény extrakt-5 g; Difco
Oatmeal Agar-3g; Difco Bacto Agar-22 g; dH,0-800 ml. Roztok byl
zautoklavovdn p¥i teplot& 121° po dobu 25 minut. ©Po
autoklavovani byly ptidany sterilni zasobni roztoky: K,PO,
(0,5%)-10 ml; CaCl,. 2 H,0 (5 M); L-prolin (20%)-15 ml; MES
pufr (1,0 M, pH 6,5)-10 ml; roztok stopovych prvka (stejny
jako je uvedeno vySe) -2 ml; cykloheximidovy z&sobni roztok (25
mg/ml-40 ml; a 1 N NaOH-2 ml. Dvacet pét ml média RMI14 bylo
alikvétné naneseno na desticku a destic¢ky byly vysouSeny 24

hodin pfed pouZitim

Protoplasty byly inkuboviny v 95% vlhkosti pfi teploté 30°C po
dobu 20-24 hodin. Pro vyb&r transformanty rezistentnich na
thiostrepton byl rovnom&rna rozptylen 1 ml pfekryvného pufru
obsahujiciho 125 ug thiostreptonu na 1 ml na regeneradni
desicky RML14. Pfekryvny pufr obsahoval na 100 ml: sacharézu-
10,3 g; roztok stopovych prvlua (stejny jako je uvedeno vyse) -
0,2 ml; a MES (1M, pH 6,5)-1 ml. Protoplasty byly inkubovany v
95% vlhkosti pfi teplot& 30°C po dobu 7-14 dntd do té doby, nez

se staly kolonie rezistentni na thiostrepton (Thio¥) viditelné.

7.1.6. Transformace protoplastt Streptomyces lividans
V nékterych pripadech byla pouZita k transformacim S. lividanes
TK64 (poskytnutd John TInnes Institute, Norwich, Spojené

kralovstvi). Zpisoby a sloZeni k ristu, tvorbé protoplastll a
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transformaci S. lividans jsou popsdny v publikaci Hopwood et
al., 1985, Genetic Manipulation of Streptomyces, A Laboratory
Manual, John Innes Foundation, Spojené kralovstvi, a provedené
podle postupu zde popsanych. Plazmidovd DNA byla izolovana ze

S. lividans, jak je popséno v Cassti 7.1.3. vy3e.

7.1.7. Fermentacni analyza kmenG S. avermitilis

Mycélia S. avermitilis kultivovand na 1/2 YPD-6 po dobu 4-7
dnG byla inokulovédna 1x6 palcovych zkumavek obsahujicich 8 ml
preformovaného média a dvé 5 mm sklenéné kulicky. Preformované
médium obsahovalo: rozpustny Skrob (budto midlo povafeny Skrob
neboli KOSO, Japan Corn Starch Co., Nagoya) - 20 g/l;
Pharmamedia-15 g/l; Ardamin pH-5 g/l (Champlain Ind. Clifton,
NJ); CaCO3~2 g/l; 2xbcfa ("bcfa” 2znamend mastné kyseliny
s vétvenym Yetézcem) obsahujici findlni koncentraci v médiu 50
ppm 2-(+/-) -metylmidselné kyseliny, 60 ppm izomdselné kyseliny
a 20 ppm kyseliny izovalerové. pH bylo upraveno na 7,2 a

médium bylo zautoklavovano pfi teplot& 121°C po dobu 25 minut.

Zkumavka byla protfepavana v Ghlu 17° pfi 215 rpm pfi teploté
29°C po dobu 3 dnG. K inokulaci 300 ml Erlenmeyerovy nadoby
obsahujici 25 ml produkéniho média obsahujiciho: 3&krob (budto
médlo povareny 3krob neboli KOSO) - 160 g/l; Nutrisoy (Archer
daniels Midland, Decatur, IL) - 10 g/l; Ardamin pH-10 g/1;
K,HPO;-2 g/1; MgSO0,.4H,0-2 g/l; FeS0,.7H,0-0,02 g/l; MnCl,-0,002
g/l; ZnS0,.7H,0-0,002 g/l; CaC03;-14 g/l; 2xbcfa (jako vySe); a
cyklohexan karboxylovou kyselinu (CHC) wvytvofenou Jjako 20%
roztok pfi pH 7,0) - 800 ppm byla pouZita 2 ml alikvéta
inokulac¢ni kultury. pH bylo upravenc na 6,9 a médium bylo

zautokldvovano p¥i teploté 121°C po dobu 25 minut.

Po inokulaci byla nadoba inkubovéna pfi teploté& 29°C po dobu 12
dn s protfepavanim p¥i 200 rpm. Po inkubaci byly 2 ml vzorku

odebrany z nadoby, nafedény 8 ml metanolu, smiSeny a smés byla
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centrifugovédna p¥fi 1250 g po dobu 10 minut, aby do3lo
k peletizaci =zbytkd. Supernatant byl poté analyzovan pomoci
HPLC za pouziti kolony Beckamn Ultrasphere ODS (25 cm x 4,6 mm
vnitfni prumé€r) s pritokem 0,75 ml/min a s detekci pomoci
absorbance p¥i 240 nm Mobilni  féaze byla 86/8,9/5,1

metanol/voda/acetonitril.

7.1.8. Izolace genli S. avermitilis

Kosmidova knihovna S. avermitilis (ATCC 31272, SC-2)
chromozom&dlni DNA byla pfipravena a hybridizovéana
s ketosynthdzovou prébou ptipravenou =z fragmentu genu pro
polyketid synthdzu (PKS) ze Saccharopolyspora erythraea.
Detailni popis pfipravy kcsmidovych knihoven miZe byt nalezen
v publikaci Sambrook et al., 1989, vySe. Detailni popis
ptipravy chromozomadlnich DNA knihoven Streptomyces je uveden
v publikaci Hopwood et al., 1985, vySe. Kosmidové klony
obsahujici ketosynthazu hybridizujici oblasti byly
identifikovany hybridizaci s 2,7 kB Nde/Eco47III fragmentem
z pEX26 (laskavé poskytnutym dr. P. Leadlay, Cambridge,
Spojené kralovstvi). PribliZzné 5 ng pEX26 bylo natrdveno
pomoci Ndel a Eco47III. Reakéni smé€s byla nanesena na 0,8%
agardzovy gel SeaPlaque GIG (FMC BioProducts, Rockland, ME).
Po elektroforéze byl vyfiznut z gelu 2,7 kB Ndel/Eco47III
fragment a DNA byla =ziskdna z gelu =za pou?iti GELase™ od
Epicentre Technologies za pouZiti Fst Protocol. 2,7 kB
Ndel/Eco47I1II fragment byl oznaden [a-’?]1dCTP (deoxycytidin 5°-
trifosfat, tetra (trietylamonium) sutl, [a-3?P]-) (NEN-Dupont,
Boston, MA) za pouziti systému BRL Nick Translation Systém
(BRL Life Technologies, 1Inc., Gaithersburg, MD), podle
instrukci dodavatele. Typickd reakce byla provedena v objemu
0,05 ml. Po pfidani 5 ul zastavovaciho pufru byla oznacend DNA
oddélena o©d neinkorporovanych nukleotidld za pouziti G-25

Sehadex Quick Spin™ kolon (Boehringer Manheim) podle instrukci

dodavatele.
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P¥ibliZné 1800 kosmidovych klond bylo prohliZeno hybridizaci
kolonii. Deset klonl bylo identifikovéano jako silné
hybridizujicich s Sacc. erythraea KS prébou. Kolonie E. coli
obsahujici kosmidovou DNA byly kultivovdny v LB tekutém médiu
a kosmidova DNA byla izolovana z kazdé kultury
v automatizovaném zafizeni na izolaci nukleovych kyselin
AutoGen 540™ za pouZiti programu Cycle 3 (software zafizeni)
podle instrukci vyrobce. Mapovdni restrik&ni endonukledzou a
analyzy Southern blot odhalily, Ze pét =z klont obsahovalo
prekryvajici se chromozomdlni  oblasti. Genomickd  BamHI
restrikéni mapa S. avermitilis p&ti kosmidd (tj. pSE65, pSE
66, PSE67, PSE€8, PSES9) byla zkonstruovdna anaiyzou

pfekryvajicich se kosmidd a hybridizaci (Obrazek 4).

7.1.9. Identifikace DNA, kterd moduluje pomdry Avermektinh
B2:Bl a identifikace aveC ORF

K testovidni subklonovanych fragmentd odvozenych od pSE66
kosmidového klonu byly pouZity u AveC mutant ndsledujici
metody na zji3téni schopnosti modulace pomérd avermektinQ
B2: Bl. PSE66 (5 ug) byl natrdven pomoci Sacl a BamHI. Reakéni
smés byla nanesena na 0,8% agardzovy gel SeaPlaque GTG (FMC
BioProducts, Rockland, ME), po elektroforéze byl vyfiznut
z gelu 2,9 kB SacI/BamHI fragment a DNA byla ziskdna z gelu za
pouziti GELase™ (Epicentre Technologies) za pou?iti Fast
Protocol. PribliZné 5 ug transportniho vektoru pWHM3 ( Vara et
al., 1989, J Bacteriol 171:5872-5881) bylo natriveno pomoci
Sacl a BamHI. Okolo 0,5 ug 2,9 Kb inzertu a 0,5 ug natraveného
pWHM3 bylo spolu smiSeno a inkubovdno pfes noc s 1 jednotkou
ligézy (New England Biolabs, Inc, Beverly, MA) pfi teploté& 15°C
v celkovém objemu 20 wul podle instrukci dodavatele. Po
inkubaci bylo 5 ul ligaéni sm&si inkubovéno pfi teplot& 70°C po
dobu 10 minut, smé&s byla ochlazena na pokojovou teplotu a

pouzita k transformaci kompetentnich E. coli DH5a bunék ( BRL)
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podle instrukci dodavatele. Plazmidovd DNA byla izolovana
z ampicilin rezistentnich transformanta a pfitomnost 2,9 kB
Sac/BamHI inzertu byla potvrzena restrik&ni analyzou. Plazmid

byl oznacen jako pSE119.

Protoplasty kmene S. avermitilis 1100-SC38 (kmen od
spoleCnosti Pfizer) byly pFripraveny a transformovidny pomoci
PSE11l9, jak je popsdno v Casti 7.1.5 vySe. Kmen 1100-SC38 de
mutant, ktery produkuje vyznamn& vice cyklohexyl-B2 formy
avermektinu ve srovndni s cyklohexyl-Bl formou avermektinu,
je-1i suplementovan cyklohexan karboxylovou kyselinou (B2:B1l
je zhruba 30:1). PSE119 pouZity k transformaci protoplasta S.
avermitilis byl izolovan budto z kmene E. coli GM2163 (ziskany
od dr. BJ Bachmanna, spravce, E. coli Genetic Stock Center,
Yale University), kmene E. coli DM1 (BRL), nebo z Xkmene S.
lividans TK64. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene
1100-SC38 byly izolovany a analyzovany HPLC analyzou
fermentaénich produktt. Transformanty kmene S. avermitilis
1100~-SC38 obsahujici PSE119 vedly k naruSenému poméru
cyklohexyl-B2: cyklohexyl-Bl  avermekting, ktery byl zhruba
3,7:1 (Tabulka 2).

Po zJi3téni, Ze ©pSE119 je schopny modulovat poméry B2: Bl
avermektind u AveC mutant byla sekvenovadna inzerovand DNA.
PribliZné 10 ug pSE119 bylo izolovano za pomoci izolacniho
kitu na plazmidovou DNA (Qiagen, Valencia, CA) podle instrukci
vyrobce, a sekvenovano za pouziti automatizovaného
sekvenacniho za¥izeni ABI 373A Automated DNA Sequencer (Perkin
Elmer, Foster City, CA). Sekvenadni udaje byly sefazeny a
editovdy za pouziti programt Genetic Computer Group (GCG,
Madison, WI). DNA sekvence a aveC ORF jsou prezentovany na

Obréazku 1 (SEQ ID ¢&.1).
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Novy plazmid, oznaceny jako pPSEL118, byl zkonstruovén
nasledujicim zplisobem P¥ibliZn& 5 ug pSE66 bylo natréaveno

pomoci SphlI a BamHI. Reak&ni sm&s byla nanesena na 0,8%

agardzovy gel SeaPlaque GTG (FMC BioProducts), po
elektroforéze byl vyfiznut z gelu 2,8 kB SphI/BamHI fragment a
DNA Dbyla ziskdna 2z gelu za pouZiti GELase™ (Epicentre
Technologies) za pouziti Fast Protocol. P¥ibliZn& 5 ug

transportniho vektoru pWHM3 bylo natrdveno pomoci Sphl a
BamHI. Okolo 0,5 ug 2,8 Kb inzertu a 0,5 ug natraveného pWHM3
bylo spolu smiSeno a inkubovéno pfes noc s 1 jednotkou ligazy
(New England Biolabs) pfi teploté 15°C v celkovém objemu 20 ul
podle instrukci dodavatele. Po inkubaci bylo 5 ul ligacni
smési inkubovadno p¥i teplot& 70°C po dobu 10 minut, smé&s byla
ochlazena na pokojovou teplotu a pouZita Xk transformaci
kompetentnich E. coli DH5a bun&k (BRL) podle instrukci
dodavatele. Plazmidovd DNA byla izolovéana z ampicilin
rezistentnich transformantd a prfitomnost 2,8 kB Sph/BamHI
inzertu byla potvrzena restrik&ni analyzou. Plazmid byl
oznaCen Jjako pSEl118. 1Inzerovand DNA v PSE11l8 a pSEl1l9 se
pfekryvaly p¥ibliZzné 838 nukleotidy ( Obrazek 4).

Protoplasty kmene S. avermitilis 1100-SC38 byly transformovany
pomoci pSE118, jak je uvedeno vyde. Thiostrepton rezistentni
transformanty kmene 1100-SC38 byly izolovany a analyzovany
HPLC analyzou fermentac¢nich produktt. Transformanty kmene S.
avermitilis 1100-SC38 obsahujici pSE118 vedly k naruSeni
pomérd cyklohexyl-B2: cyklohexyl-Bl avermektint ve srovnani

s kmenem 1100-SC38 (Tabulka 2).

7.1.10. PCR amplifikace aveC genu z chromozomalni DNA S.
avermitilis

Zhruba 1,2 Kb fragment obsahujici aveC ORF byl izolovan
z chromozomdlni DNA pomoci PCR amplifikace za pouziti primer®

oznaCenych na z&klad& aveC nukleotidové sekvence ziskané vyse.
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PCR primery byly dodané spolednosti Genosys Biotechnologies
Inc. (Texas). Pravostranny primer byl: 5 -TCACGAAACCGGACACAC-
3’ ( SEQ ID ¢: 6) a levostranny primer byl: 5" -
CATGATCGCTGAACCGAG-3" (SEQ ID &:7). PCR reakce byla provedena
polymerdazou Deep Vent™ (New England Biolabs) v pufru
poskytnutém vyrobcem a v pritomnosti 300 uM dNTP, 10%
glycerolu, 200 pmol kaZdého primeru, 0,1 ug templdtu a 2,5
jednotek enzymu ve findlnim objemu 100 wul za ©pouZiti
termocykléru Perkin-Elmer Cetus. Termdlni profil prvniho cyklu
byl 95°C po dobu 5 minut (denatura¢ni krok), 60°C po dobu 2
minut (chladici krok) a 72°% po dobu 2 minut (rozs$itovaci
krok). Naslednych 24 cykld mé&lo stejny termilni profil
s vyjimkou toho, Ze denaturac¢ni krok byl zkrdcen na 45 sekund

a chladici krok byl zkricen na 1 minutu.

PCR produkt byl podroben elektroforéze na 1% agardzovém gelu a
byl detekovidn jeden DNA prouZfek o velikosti 1,2 Kb. Tato DNA
byla purifikovédna z gelu a ligovana s 25 ng linearizovaného,
hrubého pCR-Blunt vektoru (Invitrogen) v 1:10 molarnim
vektor/inzert pom&ru podle instrukci vyrobce. Ligadni smé&s
byla pouzZita k transformaci One Shot™ Competent E. coli bunék
(Invitrogen) podle instrukci vyrobce. Plazmidovd DNA byla
izolovdna z ampicilin rezistentnich transformantt a pritomnost
inzertu o velikosti zhruba 1,2 Kb byla potvrzena restrikéni

analyzou. Plazmid byl ozna&en jako pSE1709.

DNA inzertu z pSE179 byla izolovdna natrivenim pomoci
BamHI/Xbal, separovdna elektroforézou, purifikovéna z gelu a
ligovana s transportnim vektorem PWHM3, ktery byl natraven
pomoci BamHI/Xbal v celkové koncentraci DNA 1 ug v 1:5
molarnim vektor/inzert pom&ru. Ligadni smés byla pouZita k
transformaci kompetentnich E. coli DH5a bunék ( BRL) podle
instrukci dodavatele. Plazmidova DNA byla izolovana

z ampicilin rezistentnich transformantd a pritomnost zhruba



70 .:‘Q ... L X ] s0e

1,2 kB inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid,
ktery byl oznalen jako pSE186 (Obrazek 2, ATCC 209604), byl
transformovdn do E. coli DM1 a plazmidova DNA byla izolovéana

z ampicilin rezistentnich transformantd.

7.2. Vysledky

2,9 Kb SacI/BamHI z pSE119 byl identifikovan tak, Ze po
transformaci do kmene 8. avermitilis 1100-SC38 vyznamné
narusil pomér B2: Bl avermektinové produkce. Kmen S.
avermitilis 1100-SC38 m& normdlni pom&r B2: Bl zhruba 30:1, ale
je-1i transformovan vektorem obsahujicicm 2,9 Kb SacI/BamHI
fragment, pom&€r B2:Bl avermektind se sni%il na zhruba 3,7:1.
Postfermentacdni analyza kultur transformanta potvrdila

pfitomnost transformujici DNA.

2,9 Kb pSE119 fragment byl sekvenovan a byl identifikovan
zhruba 0,9 Kb ORF (Obrazek 1) SEQ ID &:1), ktery zahrnuje
Pst/Sphl fragment, ktery byl predtim jinde mutovan, aby
produkoval pouze B2 produkty (Ikeda et al., 1995, wvyse).
Srovnani tohoto ORF, nebo jeho odpovidajiciho odvozeného
polypeptidu proti znadmym databazim (GenEMBL, SWIS-PROT)
neprokazal silnou homologii se znamou DNA nebo proteinovou

sekvenci.

Tabulka 2 uvadi fermenta&ni anylyzu kmene S. avermitilis 1100-

SC38 transformované rlznymi plazmidy.
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Tabulka 2
Kmen S. avermitilis Pocet testovanych [Prim&rny pomér
(transformujici plazmid [transformantt B2:B1
1100-sC38 ( z&dny) 9 30,66
1100-SC38 (pWHM3) 21 31,3
1100-SC38 (pSE119) 12 3,7
1100-SC38 (pSE119) 12 30,4
1100-SC38 (pSE185) 14 27,9

8. Pfiklad: Konstrukce mutant AveC S. avermitilis

Tento pfiklad popisuje konstrukci nékolika riznych mutant AveC
S. avermitilis za pouZiti preparatd a metod zde popsanych.
Obecny popis technik pro zavedeni mutaci do genu Streptomyces
je popsadn Kieserem a Hopwoodem, 1991, Meth Enzym 204:430-458.
Detailnéj8i popis je poskytnut Anzaiem et al 1988, J Antibiot
XLI(2):226-233 a  Stutzman-Engwallem et al., 1992, J.
Bacteriol. 174(1):144-154. Tyto reference jsou timto zaClenény

v celém svém rozsahu.

8.1 Inaktivace genu aveC S. avermitilis
AveC mutanty obsahujici inaktivované aveC geny  byly

zkonstruovédny za pouZiti né&kolika metod, Jjak je detailné&

uvedeno nize.

V prvni metod& byl 640 bp Sph/PstI fragment z aveC genu
v PSE11l9 (plazmid popsany v Casti 7.1.9 vySe) nahrazen genem
ermE (pro rezistenci na erytromycin) ze Sacc. Eryhraea. Gen
ermE byl izolovadn z pIJ4026 (poskytnuty dUstavem John Innes
Institute, Norwich, Spojené krdlovstvi, viz také Bibb et al.,
1985, Gene 41:357-368) natravenim restrikénim enzymem pomoci
Bg/II a EcoRI s naslednou elektroforézou a poté byl z gelu
purifikovan. Tento zhruba 1,7 Kb fragment byl ligovan do
PGEM72f (Promega), ktery byl natriven pomoci BamHI a EcoRI a

liga¢ni smé&s byla transformovéna do kompetentnich E. coli DH5a
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bunék podle instrukci vyrobce. Plazmidova DNA byla izolovana
z ampicilin rezistentnich transformantt a pfitomnost zhruba
1,7 Kb inzertu byla potvrzena restrik&ni analyzou. Plazmid byl

oznaCen jako pSE27.

PSE118 (popsany v Casti 7.1.9. vySe) byl natraven pomoci SphI
a BamHI, natraveny produkt byl podroben elektroforéze a zhruba
2,8 Kb SphI/BamHI inzert byl purifikovin =z gelu. PSE119 byl
natraven pomoci PstI a EcoRI, natraveny produkt byl podroben
elektroforéze a zhruba 1,5 Kb PstI/EcoRI inzert byl
purifikovidn 2z gelu. Transportni vektor pWHM3 byl natriven
pomoci BamHI a EcoRI. PSE27 byl natraven pomoci PstI a SphI,
natraveny produkt byl podroben elektroforéze a zhruba 1,7 Kb
PstI/SphI inzert byl purifikovdn z gelu. VSechny &ty¥i
fragmenty (tj. zhruba 2,8 Kb, zhruba 1,5 Kb, zhruba 7,2 Kb,
zhruba 1,7 Kb) byly spolu ligovany v &tyfcestné ligaci.
LigaCni smé&s byla transformovéna do kompetentnich E.coli DH5aq
bunék podle instrukci vyrobce. Plazmidovd DNA byla izolovana
Zz ampicilin rezistentnich transformanta a pfitomnost spravného
inzertu byla potvrzena restrik&ni analyzou. Plazmid byl

oznacen jako pSE180 ( Obrazek 3; ATCC 209605).

PSE180 byl transformovian do S. lividans TKé64 a transformované
kolonie byly identifikovany pomoci rezistence k thiostreptonu
a erytromycinu. PSE180 byl izolovan ze S. lividans a pouZit
k transformaci protoplasta S. avermitilis. Byly identifikovany
Cty¥i transformanty rezistentni na thiosterpton a protoplasty
byly pripraveny a umistény za neselektivnich podminek do RM14
média. Po regeneraci protoplastd byly jednotlivé kolonie
prohliZeny na pritomnost rezistence k erytromycinu a
nepritomnost rezistence na thiostrepton, coz ukazuje na
chromozomalni integraci inaktivovaného aveC genu a ztratu
volného  replikonu. Jeden  Erm" Thio® transformant byl

identifikovan a oznacen jako kmen SE180-11, natraven
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restrikénimi enzymy BamHI, HindIII, PstI, nebo SphlI, podroben
elktroforéze na 0,8% agardzovém gelu, pFenesen na nylonové
membrany a hybridizovan s ermE prébou. Tyto analyzy prokiazaly,
Ze chromozomilni integrace genu ermk rezistence a
konkomitantni delece 640 bp PstI/Sphl fragmentu se vyskytla
v disledku dvojitého crossoveru. HPLC analyza fermentad&nich
produktu kmene SE180-11 prokazala, Ze normalni avermektiny jiz

nebyly produkovdny (Obrazek 5A).

V druhé metod& inaktivace aveC genu byl 1,7 Kb erm gen
odstranén z chromozdému kmene S. avermitilis SE180-11
zanechdvajice 640 bp PstI/SphI deleci v aveC genu. Plazmid pro
nadhradu genu byl zkonstruovan nasledujicim zplsobem: pSE180
byl c¢aste&né& natréven pomoci Xbal a zhruba 11,4 Kb fragment
byl purifikovdn z gelu. Prou’ek o velikosti zhruba 11,4 Kb
postrada 1,7 Kb gen pro ermE rezistenci. DNA byla poté
ligovédna a transformovdna do E. coli DHSo bun&k. Plazmidové
DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformantd a
pritomnost sprédvného inzertu  Dbyla potvrzena restrikéni
analyzou. Plazmid, ktery byl oznalen jako pSE184, byl
transformovdn do E. coli DM1 a plazmidova DNA byla izolovéna
z ampicilin rezistentnich transformant@. Tento plazmid byl
pouzit k transformaci protoplastd kmene S. avermitilis SE180-
11. Protoplasty byly pfipraveny z transformantd kmene SE180-11
rezistentnich na thistrepton a byly umistény jako jednotlivé
kolonie do RMl4. Po zregenerovani protoplastd byly jednotlivé
kolonie prohliZeny na nepfitomnost rezistence na erytromycin i
thiostrepton, coz ukazuje na chromozomé&lni integraci
inaktivovaného aveC genu a ztratu  volného replikonu
obsahujiciho ermE gen. Jeden Erm® Thio® transformant byl
identifikovdn a oznaden jako SE184-1-13. Fermentadni analyza
SE184-1-13 prokizala, Ze normalni avermektiny jiZ nebyly
produkovany, a Ze SE184-1-13 m&l stejny fermentaéni profil
jako SE180-11. '
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V tfetim zplsobu inaktivace aveC genu byl do chromozomialniho
aveC genu zaclen&n posun ramce pfidanim dvou bidzi G po C v nt
pozici 471 za pouZiti PCR, &im dodlo k vytvofeni mista BspEl.
Pritomnost vytvofeného mista BspEl byla uZite&nd pro detekci
ndhrady genu. PCR produkty byly navrZzeny tak, aby do3lo
k za&lené&ni frameshift mutace do aveC genu a tyto primery byly
dodany spole&nosti Genosys Biotechnologies, 1Inc. Pravostranny
primer mé&l sekvenci: 5" -GGTTCCGGATGCCGTTCTCG-3" (SEQ ID ¢&:8) a
levostranny primer m&l sekvenci: 5" -AACTCCGGTCGACTCCCCTTC-3
(SEQ ID ¢&:9). Podminky PCR byly stejné, jako je posano v Gasti
7.1.10. vySe. 666 bp PCR produkt byl natridven pomoci SphI za
vzniku dvou fragmentd o velikosti 278 bp a 388. Fragment o

velikosti 388 bp byl purifikovan z gelu.

Plazmid pro nahradu genu byl =zkonstruovan nasledujicim
zpisobem: transportni vektor PWHM3 byl natrdven pomoci EcoRI a
BamHI. pSE119 byl natraven pomoci BamHI a Sphl, natravena smés
byla podrobena elektroforéze a zhruba 840 bp fragment byl
purifikovan z gelu. PSE119 byl natrdven pomoci EcoRI a XmnI,
natravend smé&s byla podrobena elektroforéze a fragment o
velikosti zhruba 1,7 Kb byl purifikovén z gelu. VSechny C&tyfi
fragmenty (tj. zhruba 7,2 Kb, zhruba 840 bp, zhruba 1,7 Kb a
zhruba 388 bp) byly spolu ligovény v &tyfcestné ligaci.
Liga¢ni smé&s byla transformovana do kompetentnich E.coli DH5q
bunék. Plazmidovd DNA byla izolovdna z ampicilin rezistentnich
transformant a pF¥itomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrikéni analyzou a DNA analyzou. Plazmid, ktery byl oznaden
jako pSE185, byl transmorfovan do E. coli DMl a plazmidovi DNA
byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformant. Tento
plazmid byl pouzit k transformaci protoplastd kmene .
avermitilis 1100-S38. Thiostrepton rezistentni transformanty
kmene 1100-SC38 byly izolovany a analyzovany HPLC analyzou

fermentanich produktd. PSE185 nenaruSoval vyznamné poméry
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B2: Bl avermektind po transformaci do kemne S. avermitilis

1100-SC38 (Tabulka 2).

PSE185 byl pouzit k transformaci protoplastl S. avermitilis
pro tvrbu frameshift mutace v chromozomdlnim aveC genu.
Protoplasty byly pfipraveny z thiostrepton rezistentnich
transformant® a umisté&ny jako Jjednotlivé kolonie do RMl4. Po
regeneraci protoplastd byly Jjednotlivé protoplasty prohliZeny
na rezistenci k thiostreptonu. 2 thiostrepton senzitivnich
kolonii byla izolovdna chromozomdlni  DNA, kterda Dbyla
prohliZena pomoci PCR na frameshift mutace integrované do
chromozému. PCR primery byly navrieny na zéklade aveC
nukleotidové sekvence a byly dodany spoleCnosti Genosys
Biotechnologies, Inc. ( Texas). Pravostranny primer mel
sekvenci: 5" ~GCAAGGATACGGGGACTAC-3’ ( SEQ ID ¢:10) a
levostranny primer m&l sekvenci: 5% -GAACCGACCGCCTGATAC-3" (SEQ
ID &:11). Podminky PCR byly stejné, jako je popséno v Césti
7.1.10. vy3e. Ziskany PCR produkt m&l 543 bp, po natraveni
pomoci Bsp byly pozorovany t¥i fragmenty o vellikosti 368 bp,
96 bp a 79 Dbp, coZ ukazuje na chromozomdlni integraci

inaktivovaného aveC genu a ztratu volného replikonu.

Fermentacni analyza mutant  S. avermitilis obsahujicich
frameshift mutaci v aveC genu prokazala, Ze normalni
avermektiny jiZ nebyly produkovany, a Ze tyto mutanty mély
stejny fermentac¢ni HPLC profil jako kmeny éElSO—ll a SE184-1-
13. Jeden Thio® transformant byl identifikovén a oznalen jako

kmen SE185-5a.

Navic doflo k tvorb& mutace v aveC genu, kterd méni nt pozici
520 z G na A, kterd vede k zam@né koddénu kdédujiciho tryptofan
(W) v pozici 116 za terminacdni kodén. Kmen S. avermitilis
s touto mutaci neprodukoval normé&lni avermektiny a m&l stejny

fermentadni profil jako kmeny SE180-11, SE184-1-13 a SE185-5a.
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Navic dog€lo k tvorbé mutaci v aveC genu, které méni: (i) nt
pozici 970 z G na A, coZ méni aminokyselinu v pozici 266
z glycinu (G) na aspartat (D), a (ii) nt pozici 996 z T na C,
coz méni aminokyselinu v pozici 275 z tyrosinu (Y) na histidin
(H). Kmen S. avermitilis s témito mutacemi (G256D/Y275H)
neprodukoval normdlni avermektiny a mél stejny fermentacni

profil jako kmeny SE180-11, SE184-1-13 a SEl185-5a.

Mutované kmeny S. avermitilis SE180-11, SE184-1-13, SE185-5a a
dalsi zde poskytnuté s inaktivaci aveC, poskytuji vyhledavaci
nastroj k posouzeni dopadu jinych mutaci aveC genu. PSE186,
ktery obsahuje divokou kopii aveC genu, byl transformovan do
E. coli DMl a plazmidovd DNA byla izolovadna =z ampicilin
rezistentnich transformantli. Tato pSE186 DNA byla pouZita
k transformaci protoplasti kmene S. avermitilis SE180-11.
Thiostrepton rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly
izolovadny a byla urcCena pritomnost rezistence k erytromycinu,

a Thio® Erm®

transformanty byly analyzovany HPLC analyzou
fermentadnich produktd. P¥itomnost funkéniho aveC genu in
trans byla schopna restaurovat normédlni produkci avermektin

v kmeni SE180-11 (Obrazek 5B).

8.2. Analyza mutaci v aveC genu, které narusuji poméry trid
B2:B1

Jak Jje popsano vysSe, byl kmen S. avermitilis SE180-11
obsahujici neaktivni aveC gen komplementovdn transformaci
s plazmidem obsahujicim funkéni aveC gen ( pSE186). Kmen SE180-
11 byl také wvyuZit Jjako hostitelsky kmen k charakterizaci

dalSich mutaci aveC genu, jak je popsédno nize.

Chromozomalni DNA byla izolovana z kmene 1100-SC38 a pouzita
jako templat pro PCR amplifikaci aveC genu. ORF o velikosti

1,2 Kb byl izolovdn PCR ampifikaci =za ©pouziti primeru
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navrZenych na zakladé aveC nukleotidové sekvence. Pravostranny
primer m&l sekvenci SEQ ID ¢&:6 a levostranny primer mél
sekvenci SEQ ID &:7 (viz Cast 7.1.10 vySe). Podminky PCR a
subklonovani byly stejné, jako je popséno v Casti 7.1.10.
Analyza DNA sekvence ORF o velikosti 1,2 Kb prokdzala mutaci
v aveC genu, kterd méni nt pozici 337 z C na T, coz méni
aminokyselinu v pozici 55 ze serinu (S) na fenylalanin (F).
AveC gen obsahujici mutaci S55F byl subklonovan do pWHM3 za
vzniku plazmidu, ktery byl oznacen jako pSE187, a ktery byl
pouzit k transformaci protoplastt kmene S. avermitilis SE180-
11. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly
izolovany, byla urcCena pritomnost rezistence k erytromycinu a
Thic® Erm® transformanty byly analyzovdny HPLC analyzou
fermentac¢nich produktl. Pfitomnost aveC genu kédujiciho zaménu
v aminokyselinovém reziduu 55 (S55F) byla schopna restaurovat
u kmene SEI180-11 norm&lni produkci avermektind (Obr. 5C) ;
aviak cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl pomér byl zhruba 26:1 ve
srovnani s kmenem SE180-11 transformovaném pomoci pSE1l86,
ktery mél pomér B2:Bl zhruba 1,6:1 (Tabulka 3), coZ ukazuje,
Ze jedind mutace (S55F) moduluje mnoZstvi produkovaného

cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-Bl.

Dals8i mutace v aveC genu byla identifikovana, Ze méni nt
pozici 862 z G na A, coZ vede k zaméné aminokyseliny v pozici
230 z glycinu (G) na aspartadt (D). Kmen S. avermitilis majici
tuto mutaci (G230D) produkuje avermektiny v poméru B2:Bl

zhruba 30:1.

8. 3. Mutace, které redukuji B2: Bl pomér
Nékteré mutace byly konstruovany, Ze sniZuji mnozZstvi

cyklohexyl-Bl nasledujicim zplsobem

Mutace v aveC genu byla identifikovédna, Ze méni nt pozici 588

z G na A, coZ vede k zaméné aminokyseliny v pozici 139
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z alaninu (A) na threonin (T). aveC gen obsahujici A139T
mutaci byl subklonovidn do pWHM3 za vzniku plazmidu, ktery byl
oznaCen pSE188, a ktery byl pouZit k transformaci protoplastu
kmene S. avermitilis SE180-11. Thiostrepton rezistentni
transformanty kmene SE180-11 byly izolovany, Dbyla uréena
pfitomnost rezistence k erytromycinu a Thio® Erm® transformanty
byly analyzovdny HPLC analyzou fermentad&nich produktu.
P¥itomnost mutovaného aveC genu kédujiciho zaménu v
aminokyselinovém reziduu 139 (A139T) byla schopna restaurovat
u kmene SE180-11 normalni produkci avermektind (Obr. 5D);
avsak B2:Bl pom&r byl =zhruba 0,94:1, coZ ukazuje, Ze tato
mutace snizuje mnoZstvi produkovaného cyklohexyl-B2
k cyklohexyl-BI. Tento vysledek Dbyl neolekévany, protozZe
publikované vysledky, stejné tak Jjako wvysledky mutaci
popsanych vySe, pouze demonstrovaly budto inaktivaci aveC genu
nebo zvySenou produkci B2 formy avermektini ve vztahu k B1

formé ( Tabulka 3).

ProtoZe AlI39T mutace narudila pom&r B2: Bl v prospe3néjsim Bl
sméru, byla zkonstruovdna mutace, kterd kédovala threonin
misto serinu v aminokyselinové pozici 138. PSE186 byl tedy
natraven pomoci EcoRI a klonovdn do pGEMSZF (Promega), ktery
byl natrdven pomoci EcoRI. Plazmid, ktery byl oznacen jako
PSEl86a, byl natrdven pomoci Apal a KpnI, DNA fragmenty byly
separovany na agardzovém gelu a dva fragmenty o wvelikosti
zhruba 3,8 Kb a 0,4 Kb byly purifikovany z gelu. DNA inzert o
velikosti zhruba 1,2 Kb z pPSE186 byl pouzit jako PCR templéat
k zaloZeni zamé&ny jediné baze v nt pozici 585. Byly navrZeny
PCR primery k zaloZeni mutace v nt pozici 585, které byly
dodany spolenosti Genosys Biotechnologies, Inc. ( Texas).
Pravostranny primer mél sekvenci: 5 -
GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAARTGCCCCTGGCGACG-3" (SEQ ID ¢&:12);
a levostranny primer mé&l sekvenci: 5 -GGAACCGACCGCCGCCTGATACA-
3 (SEQ ID ¢&:13). PCR reakce byla provedena =za pouziti
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genomického PCR kitu Advantage GC (Clonetech Laboratoties,
Palo Alto, CA) v pufru poskytnutém vyrobcem, v pfitomnosti 200
uM dNTP, 200 pmol kaZdého primeru, 50 ng templdtové DNA, 1,0 M
GC-Melt a 1 jednotky KlenTag Polymerase mix ve finilnim objemu
50 ul. Termadlni profil prvniho cyklu byl 94°C po dobu 1 minuty,
nasledovany 25 cykly pfi teploté& 94°C po dobu 30 sekund a 68°C
po dobu 2 minut, a 1 cyklem p¥i teploté 68°C po dobu 3 minut.
PCR produkt o velikosti 295 bp byl natriven pomoci Apal a
KpnI, aby do%lo k uvolné&ni 254 bp fragmentu, ktery byl
podroben elektroforéze a purifikovan z gelu. VSechny 3
fragmenty (zhruba 3,8 Kb, 0,4 Kb a 254 bp) byly spolu ligovany
VvV trojcestné ligaci. Ligaéni smés byla transformovdna do
kompetentnich E.coli DH5a bunék. Plazmidova DNA byla izolovana
z ampicilin rezistentnich transformanta a pfitomnost spravného

inzertu byla potvrzena restriké&ni analyzou. Plazmid byl

oznacCen jako pSE198.

PSE198 byl natraven pomoci EcoRI, klonovan do PWHM3, ktery byl
natraven pomoci EcoRI a transformovdn do E.coli DHSa bundk.
Plazmidovd DNA byla izolovadna z ampicilin rezistentnich
transformantd a pPfitomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrikéni analyzou a analyzou sekvence DNA. Plazmidova DNA
byla transformovédna do E.ccli DML, plazmidovda DNA Dbyla
izolovéna z ampicilin rezistentnich transformant a pf¥itomnost
spravného inzertu byla potvrzena restriké&ni analyzou. Plazmid,
ktery byl oznacen jako pSE190, byl pouzit k transformaci
protoplasth kmene S. avermitilis SE180-11. Thiostrepton
rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly izolovéany, byla
urcena pfitomnost rezistence k erytromycinu a Thio® Erm®
transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermentadnich
produktd. Pritomnost mutovaného aveC genu kdédujiciho z&ménu v
aminokyselinovém reziduu 138 (S138T) byla schopna restaurovat
u kmene SE180-11 normdlni produkci avermektinti; aviak B2:Bl

pomér byl zhruba 0,88:1, coz ukazuje, Ze tato mutace snizuje
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mnoZstvi produkovaného cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-Bl (Tabulka
3). Tento pomdr B2:Bl je dokonce niZs8i neZ pomér O0,94:1
pozorovany u mutace Al39T produkované transformaci kmene

SE180-11 pomoci pSE188, jak je popsano vyse.

Dal$i mutace byla zkonstruovadna za UCelem zac¢lenéni threoninu
do aminokyselinovych pozic 138 i 139. DNA inzert o velikosti
zhruba 1,2 Kb z pSEl86 byl pouZzit jako PCR templat. Byly
navrZeny PCR primery k zaloZeni mutaci v nt pozicich 585 a

588, které byly doddny spoleCnosti Genosys Biotechnologies,

Inc. ( Texas). Pravostranny primer mél sekvenci: 5 -
GGGGGCGGGCCCCEETCCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGACC-3 7 (SEQ ID
¢:14); a levostranny primer mel sekvenci: 5 -
GGAACATCACGGCATTCACC-3’ (SEQ ID ¢&:15). PCR reakce byla

provedena za pouZiti podminek popsanych vySe v této Casti. PCR
produkt o velikosti 449 bp byl natraven pomoci Apal a KpnI,
aby doZlo k uvolnéni 254 Dbp fragmentu, ktery byl podroben
elektroforéze a purifikovdn =z gelu. PSEl186a byl natraven
pomoci Apal a KpnI, DNA fragmenty byly separovany na
agarbzovém gelu a dva fragmenty o velikosti zhruba 3,8 Kb a
0,4 Kb byly purifikovdny z gelu. VSechny 3 fragmenty (zhruba
3,8 Kb, 0,4 Kb a 254 Dbp) byly spolu ligovany Vv trojcestné
ligaci. Liga&ni smés byla transformovédna do kompetentnich
E.coli DH5a bun&k. Plazmidovd DNA byla izolovana z ampicilin
rezistentnich transformantd a pfitomnost spradvného inzertu

byla potvrzena restrik&ni analyzou. Plazmid byl oznaCen jako

pPSE230.

PSE230 byl natradven pomoci EcoRI, naklonovdn do pWHM3, ktery

byl natraven pomoci EcoRI a transformovan do E.coli DH5a
bunék. Plazmidovd DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich
transformantd a pritomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrikéni analyzou a analyzou sekvence DNA. Plazmidova DNA

byla transformovdna do E.coli DM1l, plazmidovad DNA Dbyla
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izolovana z ampicilin rezistentnich transformantd a pfitomnost
sprdvného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid,
ktery byl oznaCen Jjako pSE231, byl pouzit k transformaci
protoplastd kmene S. avermitilis SE180-11. Thiostrepton
rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly izolovany, byla
uréena pritomnost rezistence k erytromycinu a Thio® Erxm®
transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermentacnich
produkti. Pritomnost mutovaného aveC genu kédujiciho
S138T/A139T byla schopna restaurovat u kmene SE180-11 normilni
produkci avermektin®G; avsak B2: Bl pomér byl zhruba 0,84:1, coZ
ukazuje, Ze tato mutace dale sniZuje mnozZzstvi produkovaného
cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-Bl (Tabulka 3) ve srovnani se
sniZenim dosaZenym transformaci kmene SE180-11 pomoci pSE188

nebo pSE199, jak je popséano vysde.

Dalsi mutace byla =zkonstruovdna =za uUcCelem dal8iho sniZeni
mnoZzstvi produkovaného cyklohexyl B2 k cyklohexyl Bl. ProtoZe
S138T/A139T mutace naruSila pom@r B2:Bl v prospé&3néj3im Bl
sméru, byla zkonstruovdna mutace za uUCelem zacllenéni threoninu
v aminokyselinové pozici 138 a fenylalaninu v aminokyselinové
pozici 139. DNA inzert o velikosti zhruba 1,2 Kb z pSE186 byl
pouzit jako PCR templdt. Byly navrZeny PCR primery k zaloZeni
mutace v nt pozici 585 (zdména T za A), 588 (zadména G za T) a
589 (zédména C za T), které byly dodany spoleCnosti Genosys
Biotechnologies, Inc. ( Texas). Pravostranny primer mél
sekvenci: 57 -GGGGGCGGGCCCGEGETGCGGAGGCGEGAAATGCCGCTGGCGACGTTC-3”7
(SEQ ID ¢&:25); a levostranny primer mél sekvenci: 5 -
GGAACATCACGGCATTCACC-3" ( SEQ ID c:15). PCR reakce byla
provedena za pouziti genomického PCR kitu Advatnage GC
(Clonetech Laboratoties, Palo Alto, CA) v pufru poskytnutém
vyrobcem, v pfitomnosti 200 uM dNTP, 200 pmol kazdého primeruy,
50 ng templatové DNA, 1,0 M GC-Melt a 1 jednotky Tth DNA
Polymerase ve findlnim objemu 50 ul. Termdlni profil prvniho

cyklu byl 94°%C po dobu 1 minuty, nasledovany 25 cykly p¥i
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teploté& 94°C po dobu 30 sekund a 68°C po dobu 2 minut, a 1
cyklem pfi teploté 68°C po dobu 3 minut. PCR produkt o
velikosti 449 bp byl natriaven pomoci Apal a KpnI, aby doslo
k uvolnéni 254 bp fragmentu, ktery byl podroben elektroforéze
a purifikovan z gelu. VSechny 3 fragmenty (zhruba 3,8 Kb, 0,4
Kb a 254 bp) byly spolu ligovény v trojcestné ligaci. Ligad&ni
smés byla transformovana do kompetentnich E.coli DHS5a, bundk.
Plazmidovd DNA byla izolovdna =z ampicilin rezistentnich
transformantd a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena

restrikéni analyzou. Plazmid byl oznaden jako pSE238.

PSE238 byl natrdven pomoci EcoRI, naklonovian do PWHM3, ktery
byl natrdven pomoci EcoRI a transformovidn do E.coli DH5a
bunék. Plazmidovd DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich
transformantd a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrik&ni analyzou a analyzou sekvence DNA. Plazmidovd DNA
byla transformovdna do E.coli DM1, plazmidovd DNA byla
izolovana z ampicilin rezistentnich transformantt a pfitomnost
spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid,
ktery byl oznaden jako pSE239, byl pouZzit k transformaci
protoplastl kmene S. avermitilis SE180-11. Thiostrepton
rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly izolovany, byla
urcena pfitomnost rezistence k erytromvcinu a Thio® Erm®
transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermentad&nich
produktl. P¥ritomnost dvojité& mutovaného aveC genu kédujiciho
S138T/A139F byla schopna restaurovat u kmene SE180-11 normalni
produkci avermektint; av3ak B2: Bl pom&r byl zhruba 0,75:1, coZ
ukazuje, Ze tato mutace dale sniZuje mnoZstvi produkovaného
cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-Bl (Tabulka 3) ve srovnani se
sniZenim dosaZenym transformaci kmene SE180-11 pomoci pSE188,

PSE199, nebo pSE231, jak je popsano vyde.
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Tabulka 3

Kmen S. n testovanych| Relativni ¢ Relativni ¢ |Pramérny pomér
avermitilis transformantt B2 Bl B2:B1
{transformujici

plazmid)

SE180~-11 ( Zadny) 30 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 30 0 0 0
SE180-11 (pSE186) 26 222 140 1,59
SE180-11 (pSE187) 12 283 11 26,3
SE180-11 (pSE188) 24 193 206 0,94
SE180-11 (pSE199) 18 155 171 0,88
SE180-11 (pSE231) 6 259 309 0,84
SE180-11 (pSE239) 20 184 242 0,75

Dalsi mutace byly =zkonstruovdny za ulelem dal3iho sniseni
mnozstvi  produkovaného cyklohexyl B2 k cyklohexyl Bl za
pouziti techniky DNA pEesouvani, jak je popséno v pubklikaci
Stemmer, 1994, Nature 370:389-391; a Stemmer, 1994, Proc Natl
Acad Sci USA 91:10747-10751, a dale v patentech United States
Patents 5605793, 5811238, 5830721 a 5837458.

DNA presouvaci plazmidy obsahujici mutované aveC geny byly
transformovdny do kompetentnich dam dcm E. coli bunék.
Plazmidovda DNA Dbyla izolovdna z ampicilin rezistentnich
transformantd a pouZita k transformaci protoplastd kmene
SE180-11. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene SE180-
11 byly izolovany a analyzovany na produkci avermektint
s pomérem cyklohexyl-B2: cyklohexyl-Bl 1:1 nebo ménd. Byla
urcena DNA sekvence plazmidové DNA z SE180-11 transformantd

produkujicich avermektiny s pom&rem B2:Bl 1:1 nebo mén&.

Bylc identifikovdno osm transformantt produkujicich sniZena
mnozstvi cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-Bl. NejniZsi pomé&r B2: Bl
dosaZeny mezi témito transformanty byl 04:1 (Tabulka 4).
Plazmidova DNA byla izolovdna z ka?dého z osmi transformantd a
byla urCena DNA sekvence za UGdelem identifikace mutaci v aveC

genu. Mutace jsou nasledujici.
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PSE290 obsahuje 4 nukleotidové mutace v nt pozici 317 z T na
A, v nt pozici 353 z C na A, Vv nt pozici 438 z G na A a v nt
pozici 1155 z T na A Nukleotidovd z&m&na v nt pozici 317 vede
k z&mé&ne aminokyseliny v pozici 48 z D na E a nukleotidova
zaména v nt pozici 438 vede k zamé&né aminokyseliny v pozici 89
Z A na T. Pomdr B2:B] produkovany bufikami nesoucimi tento
plazmid byl 0,42:1 (Tabulka 4) .

PSE291 obsahuje 4 nukleotidové mutace v nt pozici 272 z G na
A, v nt pozici 585 z T na A, v nt pozici 588 z @ na A a v nt
pozici 708 z G na A Nukleotidovd zam&na v nt pozici 585 vede
k zadmé&né& aminokyseliny v pozici 138 z S na T, nukleotidovi
zaména v nt pozici 588 vede k zaméné aminokyseliny v pozici
139 z A na T a nukleotidova zaména v nt pozici 708 vede
k zaméné aminokyseliny v pozici 179 z G na S. Pomdr B2: Bl

produkovany  bufkami nesoucimi  tento plazmid byl 0,57:1
(Tabulka 4).

PSE292 obsahuje stejné 4 nukleotidové mutace jako pSE290.
Pomér B2:B1 produkovany bufikami nesoucimi tento plazmid byl
0,40:1 (Tabulka 4).

PSE293 obsahuje 6 nukleotidovych mutaci v nt pozici 24 z A na
G, v nt pozici 286 z A na C, v nt pozici 497 z T na C, v nt
pozici 554 z C na T, v nt pozici 580 z T na C a v nt pozici
886 z A na T. Nukleotidovi zaména v nt pozici 286 vede
k zdm&né aminokyseliny v pozici 38 z Q na P, nukleotidova
zédména Vv nt pozici 580 vede k zamé&né aminokyseliny v pozici
136 2z L na P a nukleotidovi zaména v nt pozici 886 vede
k zaméné aminokyseliny v pozici 238 z E na G. Pom&r B2: Bl

produkovany  bufikami nesoucimi  tento plazmid byl 0,68:1
(Tabulka 4) .
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PSE294 obsahuje 6 nukleotidovych mutaci v nt pozici 469 z T na
C, v nt pozici 585 z T na A, v nt pozici 588 z G na A, Vv nt
pozici 708 z G na A, v nt pozici 833 z C na T a v nt pozici
1184 z G na A. Navic jsou nukleotidy v pozicich 173, 174 a 175
deletovany. Nukleotidovd zaména v nt pozici 469 vede k zadméné
aminokyseliny v pozici 99 z F na S, nukleotidovd zémé&na v nt
pozici 585 vede k z&méné aminokyseliny v pozici 138 z S na T,
nukleotidecva zaména v nt pozici 588 vede k zdméné
aminokyseliny v pozici 139 z A na T a nukleotidovd za&mé&na v nt
pozici 708 vede k z&dméné aminockyseliny v pozici 179 z G na S.
Pomér B2:Bl produkovany bufkami nesoucimi tento plazmid byl

0,53:1 (Tabulka 4).

PSE295 obsahuje 2 nukleotidové mutace v nt pozici 588 z G na A
a v nt pozici 856 z T na C. Nukleotidovd zaména v nt pozici
588 vede k zadméné aminokyseliny v pozici 139 2z A na T a
nukleotidova zaména v nt pozici 856 vede k zdméné
aminokyseliny v pozici 228 z M na T. Pomé€r B2:Bl produkovany

buttkami nesoucimi tento plazmid byl 0,80:1 (Tabulka 4).

PSE296 obsahuje 5 nukleotidovych mutaci v nt pozici 155 z T na
C, v nt pozici 505 z G na T, Vv nt pozici 1039 z C na T, v nt
pozici 1202 z Cna T a v nt pozici 1210 z T na C. Nukleotidova
zdména v nt pozici 505 vede k zaméné aminokyseliny v pozici
111 2z G na V a nukleotidovd zaména v nt pozici 1039 vede
k zAméné aminokyseliny v pozici 289 z P na L. Pomér B2:Bl
produkovany buntkami nesoucimi tento plazmid byl 0,73:1

(Tabulka 4).

PSE297 obsahuje 4 nukleotidové mutace v nt pozici 377 z G na
T, v nt pozici 588 z G na A, v nt pozici 633 z A na G, v nt
pozici 1067 z A na T. Nukleotidova zaména v nt pozici 588 vede
k zaméné& aminokyseliny v pozici 139 z A na T, nukleotidova

zaména v nt pozici 633 vede k z&méné aminokyseliny v pozici
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154 2z K na E, nukleotidova zaména v nt pozici 1067 vede
k zadméné& aminokyseliny v pozici 298 z Q na 4. Pomér B2: Bl
produkovany  bufikami nesoucimi  tento plazmid byl 0,67:1

(Tabulka 4).

Tabulka 4

Kmen S. n testovanych| Relativni ¢ Relativni ¢ Primérny pomér
avermitilis transformantn B2 Bl B2:B1
(transformujici

plazmid)

SE180-11 (Zadny) 4 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 4 0 0 0
SE180-11 (pSE290) 4 87 208 0,42
SE180-11 (pSE291) 4 106 185 0,57
SE180-11 (pSE292) 4 91 231 0,40
SE180-11 (pSE293) 4 123 180 0,68
SE180-11 (pSE294) 4 68 129 0,53
SE180-11 (pSE295) 4 217 271 0,80
SE180-11 (pSE296) 1 135 186 0,73
SE180-11 (pSE297) 1 148 221 0,67

9. Konstrukce 5" dele€nich mutant

Jak je vysvétleno v Casti 5.1 vySe, obsahuje nukleotidova
sekvence 8. avermitilis wuvedeni na Obrazku 1 (SEQ 1ID c: 1)
Cty¥i r@zné GTG kodény v bp pozicich 42, 174, 177 a 180, které
jsou potencidlnimi startovacimi misty. Tato ¢ast popisuje

konstrukci mnohoCetnych deleci 5°
SEQ ID ¢&:1),

oblasti aveC ORF (Obrazek 1;

aby se definovalo, ktery =z té&chto kodénli mtZe

GCinkovat jako startovaci misto v aveC ORF Pro expresi
proteinu.

Fragmenty aveC genu rGzné deletované na 57 konci byly
izolovany 2z chromozomilni DNA S. avermitilis pomoci PCR
amplifikace. PCR primery byly navrzeny na zaklad& aveC DNA
sekvence a byly dodéany spoleCnosti Genosys Biotechnologies,
Inc. Pravostranné primery mely sekvenci: 5 -
AACCCATCCGAGCCGCTC-3" ( SEQ ID ¢:16) (D1F1); 5 -
TCGGCCTGCCAACGAAC-3" (SEQ ID c:17) (D1F2); 5 -
CCAACGAACGTGTAGTAG-3" ( SEQ ID ¢:18) (D1F3); a 5" =
TGCAGGCGTACGTGTTCAGC-3" (SEQ ID ¢&:19) (D2F2). Levostranné
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primery mély sekvenci: 5" -CATGATCGCTGAACCGA-3" (SEQ ID &:20);
5" -CATGATCGCTGAACCGAGGA-3" ( SEQ ID ¢:21); a 5 -
AGGAGTGTGGTGCGTCTGGA~3’ (SEQ ID <&:22). PCR reakce byla

provedena, jak je popsano v Casti 8,3 vySe.

PCR produkty byly separovany elktroforeticky na 1% agardzovém
gelu a byly detekovany jednotlivé DNA bandy o velikosti budto
zhruba 1,0 Kb nebo 1,1 Kb. PCR produkty byly purifikovany
z gelu a 1ligovany s 25 ng linearizovaného pCR2.1 vektoru
(Invitrogen) v 1:10 moldrnim vektor/inzert poméru podle
instrukci vyrobce. Ligadni smési byly pouZity k transformaci
One Shot™ kompetentnich E. coli bunék (Invitrogen) podle
instrukci vyrobce. Plazmidova DNA byla izolovdna z ampicilin
rezistentnich transformantl a pfitomnost inzertu byla
potvrzena restrik&ni analyzou a analyzou sekvence DNA. Tyto
plazmidy byly oznaceny jako pSE190 (ziskdn s primerem D1F1l),
PSE191 (zisk&n s primerem D1F2), pSE192 (ziskdn s primerem
D1F3) a pSE193 (zisk&n s primerem D2F2).

DNA inzerty byly natraveny pomoci BamHI/Xbal, separovany
elktroforeticky na 1% agardzovém gelu, a oddélené ligovany
s transportnim vektorem pWHM3, Kktery byl natraven pomoci
BamHI/Xbal v celkové DNA koncentraci 1 wug v 1:5 molarnim
vektor/inzert poméru. Ligaéni smesi byly pouzity
k transformaci kompetentnich E. coli DHS5a bun&k. Plazmidova
DNA byla izolové&na z ampicilin rezistentnich transformantd a
pfitomnost inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Tyto
plazmidy, které byly oznadeny Jjako pSE194 (DlFl), pSEL95
(D1FZ), ©pSE196 (D1F3) a pSE197 (D2F2) byly kazdy oddélené
transformovany do kmene E. coli DM1, plazmidovd DNA byla
izolovdna z ampicilin rezistentnich transformant®t a pfitomnost
inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Tato DNA byla
pouzita k transformaci protoplastl kmene S. avermitilis SE180-

11. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly
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izolovéany, byla urdena pfitomnost rezistence k erytromycinu, a
Thio® Erm® transformanty byly analyzovany HPLC analyzou
fermentadnich produktd za udelem urCeni, kted GTG mista byla
nezbytnd pro aveC expresi. Vysledky ukazuji, Ze GTG kodén
vV pozici 42 mife byt eliminovan bez ovlivné&ni aveC exprese,
protoZe pSE194, pSE195 a PSE196, 2z nichs kazdy postrada GTG
misto v pozici 42, ale kazdy obsahuje t#i GTG mista v pozicich
174, 177 a 180, byly v8echny schopny restaurovat normilni
produkci avermekting po transformaci do SE180-11. Normalni
produkce avermektint nebyla restaurovana transformaci kmene
SE180-11 pomoci PSE197, ktery postrada vSechny &ty¥i GTG mista
(Tabulka 5) .

Tabulka 5

Kmen S. n testovanych| Relativni c Relativni ¢ |Primérny pomér
avermitilis transformantf B2 Bl B2:B1
(transformujici :
plazmid)

SE180-11 {Za&dny) 6 0 ] 0
SE180-11 (pWHM3) 6 0 0 0
SE180-11 (pSE186) 6 241 152 1,58
SE180-11 (pSE194) 6 35 15 2,43
SE180-11 (pSE195) 6 74 38 1,97
SE180-11 (pSE196) 6 328 208 1,58
SE180-11 (pSE197) 6 0 0 0

10. Klonovani avecC homologu ze g. hygroscopicus a s.
griseochromogenes

Pfedkladdany vynalez umoZiiuje identifikovat a klonovat aveC
homologni geny z jinych avermektin nebo milbemycin
produkujicich druh@ Streptomyces. Napfiklad byla hybridizovéna
S 1,2 Kb aveC prébou ze 8. avermitilis kosmidovid knihovna
genomické DNA ze §S. hygrosopicus (FERM BP-1901), jak je
popsano vyse. Bylo identifikovano né&kolik kosmidovych klont,
které silné hybridizuji. Chromozomalni DNA byla izolovana
z téchto kosmida a byl identifikovan 4,9 Kb KpnI fragment,
ktery hybridizoval s aveC prébou. Tato DNA byla sekvenovidna a
byl identifikovan ORF (SEQ ID &:3) majici vyznamnou homologii

S aveC ORF S. avermitilis. Aminokyselinova sekvence (SEQ 1ID
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¢:4) odvozend =z aveC homologniho ORF S. hygroscopicus je

uvedend na Obrazku 6.

Navic byla hybridizovdna s 1,2 Xb aveC prdébou ze S.
avermitilis kosmidova knihovna genomické DNA ze S.
griseochromogenes, Jjak je popsdno vySe. Bylo identifikovano
nékolik kosmidovych klong, které silné hybridizuji.
Chromozomdlni DNA byla izolovana 2z téchto kosmidd a byl
identifikovan 5,4 Kb PstI fragment, ktery hybridizoval s aveC
prébou. Tato DNA byla sekvenovana a byl identifikovan avec
homologni c<Castelny ORF majici vyznamnou homologii s aveC ORF
S. avermitilis. Odvozend <Céastelnd aminokyselinovad sekvence

(SEQ ID &:5) je uvedend na Obrazku 6.

DNA a aminokyselinovd sekvencni analyza aveC homologu ze S.
hygroscopicus a S. griseochromogenes ukazuji, Ze tyto oblasti
sdleji vyznamnou homologii (zhruba 50% sekventi identita na
aminokyselinové Grovni), jak wviG¢i sobé tak 1 s genovymi

produkty aveC ORF S. avermitilis a AveC (Obrazek 6).

11. Konstrukce plazmidu s aveC genem za ermE promoterem

1,2 Kb aveC ORF z pSE186 Dbyl subklonovan v pSE34, coZz Je
transportni vektor pWHM3 majici 300 bp ermE promoter
inzerovany jako KXpnI/BamHI fragment v KpnI/BamHI misté pWHM3
(viz Ward et al., 1986, Mol Gen Genet 203:468-478). PSE1l86 byl
natrdven pomoci BamHI a HindIII, natrédvend smés byla podrobena
elektroforéze a 1,2 Kb fragment byl izolovdn =z agardzového
gelu a ligovan s pSE34, ktery byl natraven pomoci BamHI a
HindIII. Ligac¢ni smé&s byla transformovédna do kompetentnich E.
coli DHS5a bunék podle instrukci vyrobce. Plazmidovd DNA byla
izolovana z ampicilin rezistentnich transformantd a pfitomnost
1,2 Kb inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Tento
plazmid, ktery byl oznaCen jako pSE189 byl transformovan do

kmene E. coli DMl a plazmidovd DNA byla izolovédna z ampicilin
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rezistentnich transformantl. Protoplasty kmene S. avermitilis
1100-SC38 Dbyly transformovany pomoci pSE189. Thiostrepton
rezistentni transformanty kmene 1100-SC38 byly izolovany a

analyzovany HPLC analyzou fermentacdnich produkti.

Transformanty kmene 1100-SC38 obsahujici pSE189 mé€ly naruSené
poméry produkovanych avermektin cyklohexyl-RB2:avermektin-Bl
(zhruba 3:1) ve srovndni s kmenem 1100-SC38 (zhruba 34:1) a
celkovd produkce avermektinG se zvySila priblizZné 2,4 krat ve
srovnani s kmenem 1100-8C38 transformovanym pomoci pSE11l9
(Tabulka 6) .

PSE189 byla také transformovédna do protoplastd divokého typu
kmene S. avermitilis. Thiostrepton rezistentni transformanty
byly izolovdny a analyzovany HPLC analyzou fermentacnich
produktd. Celkové avermektiny produkované divokym typem S.
avermitilis transformovanym pomoci pSE18S% se zvySily p¥ibliZné
2,2 krat ve srovnani s divokym kmenem S. avermitilis

transformovanym pomoci pSE119 (Tabulka 6).

Tabulka 6

Kmen S. n testovanych | Relativni | Relativni | Relativni Primérny
avermitilis transformantl B2 Bl celkové pomér
(transformujici avermektiny B2:B1
plazmid)

1100-SC38 6 155 4,8 176 33,9
1100-5SC38 9 239 50,3 357 4,7
(pSE119)

1100-8C38 16 546 166 849 3,3
(pSE189)

Divoky typ 6 59 42 113 1,41
Divok§ typ 6 248 151 481 1,64
(pSE119)

Divoky typ 5 545 345 1,071 1,58
(pSE189)

12. Chimericky plazmid obsahujici sekvence =z aveC ORF S.
avermitilis i aveC homologa S. hygroscopicus

Hybridni plazmid oznaceny jako pSE350 byl =zkonstruovan, aby
obsahoval 564 bp &ast aveC  homolog S. hygroscopicus
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nahrazujici 564 homologni &&st aveC ORF S. avermitilis
(Obrézek 7) nasledujicim zplsobem PSE350 byl zkonstruovan za
pouziti BsaAI restrik&niho hﬁsta, které je konzervovdno v obou
sekvencich (aveC pozice 225) a Kpnl restrik&nim misté, které
je pfitomno v aveC genu S. avermitilis (aveC pozice 810). KpnI
misto bylo zacllenéno do DNA S. hygroscopicus pomoci PCR za
pouZiti pravostranného primeru 5 -CTTCAGGTIGTACGIGTITCG-3" (SEQ
ID &:23) a levostranného primeru 5° -GAACTGGTACCAGTGCCC-3" (SEQ
ID ¢&:24) (dodané spoleCnosti Genosys Biotechnolgies) za
pouziti PCR podminek popsanych v Césti 7.1.10 vy3e. PCR
produkt byl natridven pomoci BsaAI a XpnI, fragmenty byly
separovany na 1% agardzovém gelu a 564 bp BsaAIl/KpnI fragment
byl izolovdn z gelu. pSE1l79 (popsany v Casti 7.1.10 vy3e) byl
natrdven pomoci XKpnI a HindIII, fragmenty byly separovany
elektroforeticky na 1% agardzovém gelu a fragment o velikosti
zhruba 4,5 Kb byl izolovan z gelu. pSE1l79 byl natraven pomoci
HindIII a BsaAI, fragmenty byly separovidny elektroforeticky na

% agarbzovém gelu a BsaAI/HindIII fragment o velikosti zhruba
0,2 Kb byl izolovadn z gelu. HindIII/Kpnl fragment o velikosti
zhruba 4,5 Kb, BsaAI/HindIII fragment o velikosti zhruba 0,2
Kb a BsaAI/Kpnl fragment o velikosti zhruba 564 bp ze S.
hygroscopicus byly spolu 1ligovany v trojcestné 1ligaci a
ligaCni smés byla transformovadna do kompetentnich E.coli DHSe
bunék. Plazmidovd DNA byla izolovadna z ampicilin rezistentnich
transformantd a pritomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrikéni analyzou za pouZiti Kpnl a Aval. Plazmid byl
natraven pomoci HindIII a Xbal, aby doSlo k uvolnéni inzertu o
velikosti 1,2 Kb, ktery byl poté ligovadn s pWHM3, ktery byl

natrdven  pomoci HindIII a  Xbal. Ligacni smés byla
{

transformovdna do kompetentnich E.coli DHSa buné&k. Plazmidova
DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformantd a
pritomnost  spravného inzertu Dbyla potvrzena restrikéni
analyzou za pouZiti HindIII a Aval. Plazmidovd DNA Dbyla

transformovana dc E.coli DM1, plazmidova DNA byla izolovéana



92 .:.Q .‘. e oo l“co.t

z ampicilin rezistentnich transformanti a pfritomnost spravného
inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou a analyzou sekvence
DNA. Plazmid byl oznaen jako pSE350 a pouzit k transformaci
protoplasth kmene SE180-11  S. avermitilis. Thiostrepton
rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly izolovany, byla
urCena pfitomnost rezistence k erytromycinu, a Thio® Erm®
transformanty byly analyzovdny HPLC analyzou fermentacnich
produktd. Vysledky ukazuji, Ze transformanty obsahujici S.
avermitilis/S. hygroscopicus hybridni plazmid maji primérny

B2: Bl pomér zhruba 109:1 ( Tabulka 7).

Tabulka 7

Kmen S. n testovangch| Relativni c Relativni c |Primrny pomér
avermitilis transformanti B2 Bl B2:Bl
(transformujici

plazmid)

SE180~11 (Z&dny) 8 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 8 0 0 0
SE180-11 (pSE350) 16 233 2 109

UloZeni biologického materidlu
Nasledujici biologicky materidl byl uloZen v Americké sbirce
typovych kultur (ATCC), Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852,

USA, 29. ledna 1998 a byly mu pfifazeny nésledujici pristupova

¢isla:

Plazmid Pristupové ¢islo
Plazmid pSE180 209605

Plazmid pSE186 209604

VSechny patenty, patentové pfihlé&Sky a publikace vySe citované

jsou timto zaclenény jako reference v celé své $ifFi.

Predkladany vynédlez neni omezen rozsahem specifickych forem
vyndlezu zde popsanych, které jsou zamy¥leny jako jednotlivé
ilustrace jednotlivych aspektd vyndlezu a funk&né& ekvivalentni

metody a komponenty jsou v rozsahu vyndlezu. ROzné modifikace
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vyndlezu, navic k tém, které byly uvedeny a popsany, budou
skuteéné& zjevné osobdm znalym oboru =z pfedchoziho popisu a
doprovodnych obrazkt. Takové modifikace jsou povaZovany za

patfici do rozsahu priloZenych patentovych naroka.



94 o:o'.oo e oeee (X} seee

PATENTOVE NAROKY ¥

Polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou
sekvenci, ktera je jinak stejnd aveC alela Streptomyces
avermitilis, AveC  genovy produkt-kédujici sekvenci
plazmidu psSE1sse (ATCC  209604), nebo nukleotidovou
sekvenci aveC ORF S. avermitilis, jak je uvedeno na
Obrdzku 1 (SEQ 1ID &. 1), nebo jeji degenerovanou
variantuy, ale kterazto nukleotidova sekvence dale
obsahuje jednu nebo vice mutaci, které kéduji substituci
aminokyseliny v jedné nebo vice aminokyselinovych
reziduich, které koresponduji s aminokyselinovymi
pozicemi 28, 48, 89, 99, 111, 13€, 154, 179, 228, 238,
289 nebo 298 sekvence SEQ ID &. 2, takle bunky kmene S.
avermitilis ATCC 53692, v kterych byla divoka avec alela
inaktivovana, a které exprimuji polynukleotidovou
molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci,
produkuji pom&r tfidy 2:1 avermektinf, ktery je odlisny
od pomé€ru produkovaného bunkami kmene S. avermitilis ATCC
53692, ktery exprimuje pouze divoky typ avecC alely.
Polynukleotidovd molekula podle patentového naroku 1, kde
tfidou 2:1 avermektina Jsou cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl
avermektiny,

Polynukleotidovd molekula podle patentového niroku 2, kde
odlisny pomé&r tfidy 2:1 avermektins je sniZen ve srovnani
S pomérem t¥idy 2:1 produkovanym bufikami  kmene S.
avermitilis ATCC 53692, které exprimuji pouze divoky typ
aveC alely.

Polynukleotidové molekula podle patentového naroku 3, kde
pomér tridy 2:1 avermektint je zhruba 0,8:1 nebo méns,
Polynukleotidovad molekula podle patentového niroku 3, kde
pomeér t¥idy 2:1 avermektind je zhruba 0,68:1 nebo méns.
Polynukleotidovd molekula podle patentového naroku 3, kde

pomér tfidy 2:1 avermekting je zhruba 0, 53:1 nebo méns.
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Polynukleotidovd molekula podle patentového naroku 3, kde
pomér t¥idy 2:1 avermektind je zhruba 0,42:1 nebo méné.
Polynukleotidovd molekula podle patentového naroku 3, kde
pomér t¥idy 2:1 avermekting je zhruba 0,40:1 nebo ména.
Polynukleotidovd molekula podle patentového niroku 1, kde
nukletidova sekvence dile obsahuje jednu nebo vice mutaci
kédujicich aminokyselinovou substituci v jednom nebo obou
aminokyselinovych reziduich odpovidajicich
aminokyselinovym pozicim 138 a 139 SEQ ID ¢: 2.
Polynukleotidova molekula podle patentového niroku 2, kde
aminokyselinové substituce jsou vybrédny z jedné nebo vice
skupin obsahujicich:

a) aminokyselinové reziduum C v pozici 38 nahrazené F
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni
substituci pro Pp;

b) aminokyselinové reziduum D v pozici 48 nahrazené E
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni
substituci pro E;

c) aminokyselinové reziduum A v pozici 89 nahrazené T
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni
substituci pro T;

d) aminokyselinové reziduum F v pozici 99 nahrazené S
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni
substituci pro S;

e) aminokyselinové reziduum G Vv pozici 111 nahrazené Vv
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni
substituci pro Vv;

f) aminokyselinové reziduum L v pozici 136 nahrazené p
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni
substituci pro P;

9) aminokyselinové reziduum K v pozici 154 nahrazené E
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni

substituci pro E;
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aminokyselinové reziduum
nebo aminokyselinou,
substituci pro S;
aminokyselinové reziduum
nebo aminokyselinou,
substituci pro T;
aminokyselinové reziduum
nebo aminokyselinou,
substituci pro D;
aminokyselinové reziduum
nebo aminokyselinou,
substituci pro L; a
aminokyselinové reziduum
nebo aminokyselinou,

substituci pro H.

G v pozici

ktera je

M v pozici

ktera je

E v pozici

ktera je

P v pozici

ktera je

Q v pozici

ktera je

179 nahrazené g

konzervativni

228 nahrazené T

konzervativni

238 nahrazené D

konzervativni

289 nahrazené I

konzervativni

298 nahrazenéd H

konzervativni

11. Polynukleotidova molekula podle patentového naroku 2, kde

je mutovdna kombinace aminokyselinovych rezidui, a kde

kombinace je vybrana z jedné

obsahujicich:

aminokyselinovd rezidua D48 a A89;

nebo vice skupin

aminokyselinova rezidua S138 a Al39 a G179;

aminokyselinova rezidua Q38, L136 a E238;

aminokyselinova rezidua F99, sS138, A139 a G179;

aminokyselinovd rezidua A139 a M228;

aminokyselinovd rezidua G111 a P289; a

aminokyselinova rezidua Al39, K154 a Q298.

12. Polynukleotidovid molekula podle patentového naroku 11, kde

je kombinace aminokyselinovych substituci je vybréna z jedné

nebo vice skupin obsahujicich:
a) D48E/A89T;
b)Sl38T/A139T/G179S;
C)Q38P/L136P/E238D;
d) F995/8138T/A139T/G179S;
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e)A139T/M228T;
f) G111v/P289L; a
g) A139T/K154E/Q298H.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Polynukleotidova molekula podle patentového ndroku 12, kde
mutace v aveC sekvenci kédujici D48E/AS9T zahrnuji za&ménu
baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici
317 SEQ ID &:1, a zaménu baze z G na A v nukleotidové
pozici odpovidajici nt pozici 438 SEQ ID &:1.
Polynukleotidovd molekula podle patentového naroku 13 dile
zahrnujici z&m&nu baze z C na A v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 353 SEQ ID ¢&:1, a za&mé&nu baze z T na
A v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 1155 SEQ ID
¢: 1.

Polynukleotidova molekula podle patentového ndroku 12, kde
mutace v aveC sekvenci kédujici S138T/A139/G179S zahrnuji
zaménu bize z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nt
pozici 585 SEQ ID ¢:1, z&ménu baze z G na A v nukleotidové
pozici odpovidajici nt pozici 588 SEQ ID &:1, a zam&nu baze
Z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 708
SEQ ID &:1.

Polynukleotidovd molekula podle patentového ndroku 15 dile
zahrnujici z4m&nu bize z G na A v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 272 SEQ ID ¢&:1.

Polynukleotidova molekula podle patentového naroku 12, kde
mutace v aveC sekvenci kédujici Q38P/L136P/E238D zahrnuji

zaménu baze z A na C v nukleotidové pozici odpovidajici nt

pozici 286 SEQ ID ¢:1, z&mé&nu bdze z T na C v nukleotidové
pozici odpovidajici nt pozici 580 SEQ ID é&:1, a zaménu baze
Z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 886
SEQ ID &:1.

Polynukleotidova molekula podle patentového naroku 17 dale
zahrnujici zaménu bize z A na G v nukleotidové pozici

odpovidajici nt pozici 24 SEQ ID ¢&:1, zA&ménu baze z T na C
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v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 497 SEQ 1ID

~

¢: 1, a zaménu bidze z C na T v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 554 SEQ ID ¢:1.

Polynukleotidovd molekula podle patentového niroku 12, kde
mutace v aveC sekvenci kédujici F995/S138T/A139T/G1798
zahrnuji deleci 3 parti bazi v nukleotidovych pozicich
odpovidajici nukleotidam 173, 174 a 175 SEQ ID ¢:1, z&ménu
bdze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici
469 SEQ ID &:1, za&ménu bize z T na A v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 585 SEQ ID ¢:1, zéménu baze z G na A
v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 588 SEQ 1ID
¢: 1, a zaménu bidze 2z G na A v nukleotidové pozici
cdpovidajici nt pozici 708 SEQ ID ¢: 1.

Polynukleotidovd molekula podle patentového naroku 19 dile
zahrnujici z&m&nu baze z C na T v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 833 SEQ ID ¢:1, a z&m&nu baze z G na
A v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 1184 SEQ ID
¢: 1.

Polynukleotidova molekula podle patentového niroku 12, kde
mutace v aveC sekvenci kédujici A139T/M228T zahrnuji zaménu
baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici
588 SEQ ID ¢&:1, a zamdénu bdze z T na C v nukleotidové
pozici odpovidajici nt pozici 856 SEQ ID &:1.
Polynukleotidova molekula podle patentového naroku 12, kde
mutace v aveC sekvenci kédujici G111V/P289L zahrnuji z&mé&nu
bdze z G na T v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici
505 SEQ ID &:1, a zaménu bdze z C na T v nukleotidové
pozici odpovidajici nt pozici 1039 SEQ ID &:1.
Polynukleotidova molekula podle patentového naroku 22 dile
zahrnujici z&ménu baze z T na C v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 155 SEQ ID &:1, zaménu bdze z Cna T
v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 1202 SEQ ID
¢:1, a za&ménu baze 2z T na C v nukleotidové pozici

odpovidajici nt pozici 1210 SEQ ID &:1.
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Polynukleotidova molekula podle patentového ndroku 12, kde
mutace v aveC sekvenci kédujici A139T/K154E/Q298H zahrnuji
zadménu bidze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nt
pozici 588 SEQ ID ¢&:1, za&ménu baze z A na G v nukleotidové
pozici odpovidajici nt pozici 633 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze
Z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 1067
SEQ ID ¢&:1.

Polynukleotidova molekula podle patentového ndroku 24 dale
zahrnujici zé&ménu bize z G na T v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 377 SEQ ID ¢&:1.

Rekombinantni wvektor obsahujici polnukleotidovou molekulu
podle patentového naroku 1.

Hostitelskd bunhka obsahuiici polnukleotidovou molekulu
podle patentového néroku 1 nebo rekombinantni vektor podle
patentového néaroku 26.

Hostitelskd butka podle patentového naroku 27, ktercuZto
bunkou je bunka Streptomyces.

Zpisob pripravy nového kmene S. avermitilis =zahrnujici
mutaci aveC alely v bunkéch kmene S. avermitilis, kterdzZto
mutace vede k substituci rlznych aminckyselinovych rezidui
v aveC genovém produktu v jedné nebo vice aminokyselinovych
pozicich odpovidajicich aminokyselinovym reziduim 38, 48,
89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 238, 289 nebo
298 sekvence SEQ ID &. 2, takZe bunky kmene S. avermitilis
ATCC 53692, v kterych byla aveC alela mutovana produkujil
pomér t¥idy 2:1 avermektinl, ktery je odlid3ny od poméru
produkovaného bufikami kmene S. avermitilis ATCC 53692,
ktery exprimuje pouze divoky typ aveC alely.

Zpasob podle patentového naroku 29, kde tfidou 2:1
avermektini jsou cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny.
Zpisob podle patentového naroku 30, kde odlisny pomér

tfidy 2:1 avermektinG je sniZeny pomér.
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Zplsob podle patentového naroku 31, kde pomér tfidy 2:1
avermekting produkovany bufkami kmene . avermitilis,
vV kterém byla aveC alela mutovana je zhruba 0,8:1 nebo méné,

Zplsob podle patentového né&roku 31, kde pomér t¥idy 2:1
avermekting produkovany bufkami kmene §. avermitilis,
v kterém byla aveC alela mutovdna je =zhruba 0,68:1 nebo
méné.

Zplisob podle patentového naroku 31, kde pomér t¥idy 2:1
avermektinn produkovany butikami kmene S. avermitilis,
v kterém byla aveC alela mutovana je =zhruba 0,53:1 nebo
méneg,

Zpisob podle patentového naroku 31, kde pomér t¥idy 2:1
avermekting produkovany butfikami kmene &. avermitilis,
v kterém byla aveC alela mutovana je zhruba 0,42:1 nebo
méné,

Zpusob podle patentového naroku 31, kde pom&r t¥idy 2:1
avermekting produkovany bufikami kmene . avermitilis,
v kterém byla aveC alela mutovana je zhruba 0,40:1 nebo
méne,

Zpisob podle patentového naroku 31 dale zahrnujici
zaclenéni jedné nebo vice mutaci v aveC alele, kteri kéduje
aminokyselinovou substituci v jednom nebo obou
aminokyselinovych reziduich odpovidajicich aminokyselinovym
pozicim 138 a 139 SEQ ID &: 2.

Zpusob podle patentoveho naroku 30, kde aminokyselinové

substituce jsou vybrany z jedné nebo vice skupin
obsahujicich:
a) aminokyselinové reziduum Q v pozici 38 nahrazené P nebo
aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci pro
P;
b) aminokyselinové reziduum D V pozici 48 nahrazené E nebo

aminokyselinou, kteri je konzervativni substituci pro
E;
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c) aminokyselinové reziduum A v pozici 89 nahrazené T nebo
aminokyselinou, kterd je konzervativmni substituci pro
T;

d) aminokyselinové reziduum F v pozici 99 nahrazené S nebo
aminokyselinou, kter&d je konzervativni substituci pro
S;

e) aminokyselinové reziduum G v pozici 111 nahrazené V
nebo aminokyselinou, kterda je konzervativni substituci
pro V;

f) aminokyselinové reziduum L v pozici 136 nahrazené P
nebo aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci
pro P;

g) aminokyselinové reziduum X v pozici 154 nahrazené E
nebo aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci
pro E;

h) aminokyselinové reziduum G v pozici 179 nahrazené S
nebo aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci
pro S;

i) aminckyselinové reziduum M v pozici 228 nahrazené T
nebo aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci
pro T;

J) aminokyselinové reziduum E v pozici 238 nahrazené D
nebo aminokyselinocu, kterd je konzervativni substituci
pro D;

k) aminokyselinové reziduum P v pozici 289 nahrazené L
nebo aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci
rro L; a

1) aminokyselinové reziduum Q v pozici 298 nahrazené H
nebo aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci
pro H.

39. Zpisob podle patentového naroku 30, kde avec alela je
mutovana, aby kbédovala substituce kombinaci
aminokyselinovych pozic, a kde kombinace je vybréna z jedné

nebo vice skupin obsahujicich:
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a) aminokyselinova rezidua D48 a A89;

b) aminokyselinovad rezidua S138 a Al39 a G179;

c) aminokyselinova rezidua Q38, L136 a E238;

d) aminokyselinovéd rezidua F99, $138, Al39 a G179;

e) aminokyselinova rezidua Al39 a M228;

f) aminokyselinovad rezidua G111 a P289; a

g) aminokyselinova rezidua A139, K154 a Q298.

Zpusob podle patentového néroku 39, kde 3je kombinace

aminokyselinovych substituci je vybré&na z jedné& nebo vice

skupin obsahujicich:

a) D48E/A89T;

b) S138T/A139T/G179S;

c) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S8/S138T/A139T/G179S;

e) A139T/M228T;

f) G111V/P289L; a

g) A139T/K154E/Q298H.

Zpusob podle patentového néroku 40, kde mutace v aveC
alele koédujici D48E/A89T zahrnuji =za&ménu baze z T na A
v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
317 SEQ ID ¢&:1, a zémé&nu baze z G na A v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 438 SEQ ID ¢&:1.

Zpusob podle patentového naroku 41 dédle zahrnujici za&ménu
bdze =z ¢ na A v nukleotidové ©pozici v aceC alele
odpovidajici nt pozici 353 SEQ ID ¢&:1, a zadménu baze z T na
A v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
1155 SEQ ID ¢:1.

Zpisob podle patentového naroku 40, kde mutace v aveC
sekvenci kédujici S138/A139/G179S zahrnuji zaménu bize z T
na A v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt
pozici 585 SEQ ID ¢&:1, z&ménu baze z G na A v nukleotidové
pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici 588 SEQ ID ¢&:1.,
a zaménu bize z G na A v nukleotidové pozici v aveC alele

odpovidajici nt pozici 708 SEQ ID &: 1.



44.

45.

46.

47.

48.

49.

103 .:’.'.l’ r..‘ ..l. ..'.:.l

Zpisob podle patentového néroku 43 dale zahrnujici zam&nu
bdze 2z G na A v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 272 SEQ ID ¢&:1.

Zplisob podle patentového naroku 40, kde mutace v aveC
sekvenci kdédujici Q38P/L136P/E238D zahrnuji za&mé&nu bize z A
na C v nukleotidové pozici odpovidajici nt pozici 286 SEQ ID
¢:1l, zadménu bédze z T na C v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 580 SEQ ID ¢&:1., a zaménu bdze z A na
T v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
886 SEQ ID ¢&:1.

Zpusob podle patentového naroku 45 dale zahrnujici zaménu
bdze 2z A na G v nukleotidové ©pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 24 SEQ ID &:1, zaménu bdze z T na C
v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
497 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z C na T v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 554 SEQ ID ¢&:1.

Zpisob podle patentového naroku 40, kde mutace v aveC
sekvenci kdédujici F99S/S138T/A139T/G1798 zahrnuji deleci 3
pParu bazi v nukleotidovych pozicich v aveC alele
odpovidajici nukleotidim 173, 174 a 175 SEQ ID ¢&é:1, zaménu
bdze z T mna C v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 469 SEQ ID &:1, zadménu bdze z T na A
v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
585 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 588 SEQ ID ¢&:1, a zaménu
bdze 2z G mna A v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 708 SEQ ID &:1.

Zpusob podle patentového narocku 47 dale zahrnujici zaménu
bdze 2z C mna T v nukleotidové ©pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 833 SEQ ID ¢:1, a z&ménu baze z G na
A v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
1184 SEQ ID ¢&:1.

Zpusob podle patentového ndroku 40, kde mutace v aveC

sekvenci kédujici Al39T/M228T zahrnuji z&ménu bize z G na A
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v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
588 SEQ ID ¢:1, a z&ménu baze z T na C v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 856 SEQ ID &:1.

Zpisob podle patentového néroku 40, kde mutace v aveC
sekvenci kédujici G111V/P289L zahrnuji za&ménu bize z G na T
v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
505 SEQ ID ¢:1, a z&ménu bdze z C na T v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 1039 SEQ ID ¢&:1.

Zpusob podle patentového naroku 50 dale zahrnujici za&ménu
bdze z T na C v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 155 SEQ ID ¢:1, z&a&ménu bidze z Cna T
v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
1202 SEQ ID ¢:1, a zaménu bize z T na C v nukleotidové
pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici 1210 SEQ ID ¢&:1.

Zpisob podle patentového narcku 40, kde mutace v aveC
sekvenci kédujici A139T/K154E/Q298H zahrnuji zaménu baze z G
na A v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt
pozici 588 SEQ ID ¢&:1, za&ménu bdze z A na G v nukleotidové
pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici 633 SEQ ID &:1, a
zaménu béze z A na T v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 1067 SEQ ID &:1.

ZpUsob podle patentového ndroku 52 déle zahrnujici zaménu
bdze 2z G na T v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 377 SEQ ID ¢&:1.

Burika Streptomyces avermitilis s mutaci aveC alely, ktera
kéduje aveC genovy produkt majici substituci v jedné nebo
vice aminokyselinovych pozicich odpovidajicich
aminokyselinovym reziduim 38, 48, 89, 99, 111, 136, 154,
179, 228, 238, 289 nebo 298 sekvence SEQ ID &. 2, kde butka
produkuje pomér t¥idy 2:1 avermektinid, ktery je odlidny od
poméru produkovaného bunkami kmene S. avermitilis, ktery

exprimuje pouze divoky typ aveC alely.
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Burika Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
54, kde tfidou 2:1 avermektint jsou cyklohexyl B2: cyklohexyl
Bl avermektiny.

Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového ndaroku
55, kde odlidny pomér tridy 2:1 avermektind Je sniZeny
pomer.

Buntka Streptomyces avermitilis podle patentového néaroku
56, kde pomér t¥idy 2:1 avermektinl produkovany bunkami
kmene S. avermitilis, v kterém byla aveC alela mutovana jJe
zhruba 0,8:1 nebo méné.

Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
56, kde pomér t¥idy 2:1 avermektind produkovany buhkami
kmene S. avermitilis, v kterém byla aveC alela mutovdna je
zhruba 0,68:1 nebo méné.

Bunika Streptomyces avermitilis podle patentového n&arocku
56, kde pomér tfidy 2:1 avermektind produkovany bunkami
kmene S. avermitilis, v kterém byla aveC alela mutovana je
zhrubka 0,53:1 nebo méne.

Bunika Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
56, kde pomér t¥idy 2:1 avermektinl produkovany bunkami
kmene S. avermitilis, v kterém byla aveC alela mutovana je
zhruba 0,42:1 nebo méné.

Bufika Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
56, kde pomér t¥idy 2:1 avermektinl produkovany bulkami
kmene S. avermitilis, v kterém byla aveC alela mutovana je
zhruba 0,40:1 nebo méné.

Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
55, v které aveC alela dale kdéduje aminokyselinovou
substituci v jednom nebo obou aminokyselinovych reziduich
odpovidajicich aminokyselinovym pozicim 138 a 139 SEQ ID
c: 2.

Buntka Streptomyces avermitilis podle patentového ndroku
55, kde aminokyselinové substituce jsou vybréany z jedné nebo

vice skupin obsahujicich:
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aminokyselinové reziduum Q v pozici 38 nahrazené P nebo
aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci pro
P;

aminokyselinové reziduum D v pozici 48 nahrazené E nebo
aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci pro
E;

aminokyselinové reziduum A v pozici 89 nahrazené T nebo
aminokyselinou, ktera je konzervativni substituct pro
T;

aminokyselinové reziduum F v pozici 99 nahrazené S nebo
aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci pro
S;

aminokyselinové reziduum G v pozici 111 nahrazené VvV
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci
pro V;

aminokyselinové reziduum L v pozici 136 nahrazené P
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci
pro P;

aminokyselinové reziduum X v pozici 154 nahrazené E
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci
pPro E;

aminokyselinové reziduum G v pozici 179 nahrazené §
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni substituct
pro S;

aminokyselinové reziduum M v pozici 228 nahrazené T
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci
pPro T;

aminokyselinové reziduum E v pozici 238 nahrazené D
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci
Pro D;

aminokyselinové reziduum P v pozici 289 nahrazené L
nebo aminokyselinou, ktera je konzervativni substituci

pro L; a
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1) aminokyselinové reziduum Q v pozici 298 nahrazené H
nebo aminokyselinou, kterd je konzervativni substituci
pro H.

64. Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového néaroku
55, kde avec alela je mutovéna, aby kdédovala aminokyselinové
substituce kombinaci  aminokyselinovych pozic, a kde
kombinace je vybré&na z jedné nebo vice skupin obsahujicich:

a) aminokyselinova rezidua D48 a A89;

b) aminokyselinovd rezidua 8138 a Al39 a G179;

¢) aminokyselinova rezidua Q38, L136 a E238;

d) aminokyselinova rezidua F99, S138, Al139 a G179;
e) aminokyselinova rezidua Al139 a M228;

f) aminokyselincvad rezidua G111 a P289; a

g) aminokyselinova rezidua Al139, K154 a Q298.

65. Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového néaroku
64, kde Je kombinace aminokyselinovych substituci je
vybréna z jedné nebo vice skupin obsahujicich:

a) D48E/A89T;

b) S138T/A139T/G179S;

c) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S/8138T/A139T/G179S;
e) A139T/M228T;

f) G111V/P289L; a

g) A139T/K154E/Q298H.

66. Bunka Streptomyces avermitilis podle patentcového naroku
65, kde mutace v aveC alele kédujici D48E/A89T zahrnuji
zdménu bédze z T na A v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 317 SEQ ID ¢&:1, a zadménu baze z G na
A v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
438 SEQ ID ¢:1.

67. Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového néaroku

66, kde mutace v aveC alele kdédujici D48E/A89T dale zahrnuji
zameénu baze z C na A v nukleotidové pozici v aceC alele

odpovidajici nt pozici 353 SEQ ID ¢&:1, a zdménu baze z T na



68.

69.

70.

71.

72.

108 o:'o .oo' :0~;'-0' ‘.""

A v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
1155 SEQ ID ¢&: 1.

Burika Streptomyces avermitilis podle patentovéhc néaroku
65, kde mutace v aveC alele koédujici S138/A139/G179S
zahrnujl zaménu baze z T na A v nukleotidové pozici v aveC
alele odpovidajici nt pozici 585 SEQ ID &:1, zaménu bize z G
na A v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt
pozici 588 SEQ ID ¢:1, a z&ménu badze z G na A v nukleotidové
pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici 708 SEQ ID &:1.

Buntka Streptomyces avermitilis podle patentového néroku
68, kde mutace v aveC alele kdédujici S138/A139/G179S dale
zahrnuji za&ménu baze z G na A v nukleotidové pozici v aveC
alele odpovidajici nt pozici 272 SEQ ID &:1.

Bunika Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
65, kde mutace v aveC alele kbédujici 038P/L136P/E238D
zahrnuji z&ménu Dbédze 2z A mna C v nukleotidové pozici
odpovidajici nt pozici 286 SEQ ID &:1, zadménu baze z T na C
v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
580 SEQ ID ¢&:1, a za&ménu bdze z A na T v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 886 SEQ ID &:1.

Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového néroku
70, kde mutace v aveC alele kédujici Q38P/L136P/E238D dale
zahrnuji za&ménu bidze z A na G v nukleotidové pozici v aveC
alele odpovidajici nt pozici 24 SEQ ID ¢:1, zaménu bdze z T
na C v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt
pozici 497 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze z C na T v nukleotidové
pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici 554 SEQ ID ¢&: 1.

Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
65, kde mutace v aveC alele kdédujici F99S/S138T/A139T/G179S
zahrnuji deleci 3 parl bazi v nukleotidovych pozicich v aveC
alele odpovidajici nukleotidém 173, 174 a 175 SEQ ID ¢&:1,
zdménu bdze z T na C v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 469 SEQ ID ¢&:1, zaménu bédze z T na A

v nukleotidové pcozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
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585 SEQ ID ¢:1, zaménu bdze z G na A v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 588 SEQ ID ¢&é:1, a zaménu
bdze 2z G na A v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 708 SEQ ID ¢&: 1.

Bunka Streptomyces avermitilis podle patentového néaroku
72, kde mutace v aveC alele kddujici F998/8138T/A139T/G1798
ddle zahrnuji zdménu bidze z C na T v nukleotidové pozici
v aveC alele odpovidajici nt pozici 833 SEQ ID ¢&:1, a zaménu
bdze 2z G mna A Vv nukleotidové ©pozici v aveC alele
odpovidaiici nt pozici 1184 SEQ ID ¢&: 1.

Bunika Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
65, kde mutace v aveC alele k&6dujici A139T/M228T zahrnuji
zdménu badze z G na A v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 588 SEQ ID ¢:1, a zadménu bidze z T na
C v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
856 SEQ ID ¢&:1.

Buika Streptomyces avermitilis podle patentového néroku
65, kde mutace v aveC alele kdédujici G111V/P28SL zahrnuji
zaménu baze z G na T v nukleotidové pozici v aveC alele
odpovidajici nt pozici 505 SEQ ID ¢&:1, a zaménu bdze z C na
T v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
1039 SEQ ID ¢&:1.

Bufika Streptomyces avermitilis podle patentového néroku
75, kde mutace v aveC alele kdédujici G111V/P289L dale
zahrnuji z&dménu baze z T na C v nukleotidové pozici v aveC
alele odpovidajici nt pozici 155 SEQ ID &:1, z&mé&nu baze z C
na T v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt
pozici 1202 SEQ ID ¢&:1, a =zaédménu baze 2z T na C
v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici
1210 SEQ ID ¢&:1.

Buntka Streptomyces avermitilis podle patentového néaroku
65, kde mutace v aveC alele kb&dujici Al139T/K154E/Q298H
zahrnujli z&ménu bidze z G na A v nukleotidové pozici v aveC

alele odpovidajici nt pozici 588 SEQ ID C:1, zaménu bize z A
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na G v nukleotidové pozici v aveC alele odpovidajici nt
pozici 633 SEQ ID ¢:1, a z&dménu bize z A na T v nukleotidové
pozici v aveC alele odpovidajici nt pozici 1067 SEQ ID &:1.

Buttka Streptomyces avermitilis podle patentového naroku
52, kde mutace v aveC alele kédujici A139T/K154E/Q298H dile
zahrnuji z&ménu bize z G na T v nukleotidové pozici v aveC
alele odpovidajici nt pozici 377 SEQ ID &:1.

Postup produkce avermektinl =zahrnujici kultivaci bunék
podle patentového naroku 55 v kultivadnim médiu za podminek,
které umoziuji nebo indukuji produkci avermekting, a ziskéni
feCenych avermektint z kultury.

SloZeni cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl avermekting
produkovenych buikami Streptcmyces avermitilis zahrnujici
cyklohexyl B2:cyklohexyl B1 avermektiny v pom&ru 0,68:1 nebo
méné v kultiva&nim médiu, v kterém byly buiky kultivovany.

SloZeni cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl avermektin
produkovanych bufikami kmene Streptomyces avermitilis, ktery
exprimuje mutovanou aveC alelu, ktera kéduje genovy produkt,
ktery vede ke sniseni poméru t#idy 2:1 cyklohexyl
B2: cyklohexyl Bl avermektinl produkovaného bufikami ve
srovnani s butikami stejného kmene 8. avermitilis, ktery
neexprimuje mutovanou aveC alelu, ale exprimuje pouze divoky
typ aveC alely, kteréZto sloZeni zahrnuje cyklohexyl
B2:cyklohexyl B1 avermektiny v poméru 0,68:1 nebo méneé

v kultiva&nim médiu, v kterém byly buiiky kultivovéany.
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1 ' 50
VVVWAGVGLL FLALQAYVFS RWAADGGYRL IETAGQGQGG SKDTGTTDVV
VIGWAALGAV FLVLQVYVFA RWTADGGYHL ADVSGPDGRE PGHRRIIDVL
VILWACVGAL VLGLQVYVFA AWLADSGYR. IEKASPARGG GDSERIADVL
V--WA-vGal fL-LQvYVFa rW-ADgGYrl ie-agp--gg ----r--DV1

51 100
YPVISVVCIT AARAWLFRRC RVERRLLFDA LLFLGLLFAS WQSPLMNWFH
LPALSMAGVV GLAFWLVRRW RAERRLSFDA LLFTGVLFAG WLSPLMNWFH
IPLLSVVGAV VLAVCLYRRC RARRRLTFDA SLFIGLLSAS WQSPLMNWIN
-P-15vvg-v -1A-wL-RRc RaeRRL-FDA 1LF-GlLfAs WqSPLMNWfh

101 | 150
SVLVSNASVW GAVGSWGPYV PGWQGAGPGA EAEMPLASAS VCMSALIVTV
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151 200
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Sekvence

<110> PFIZER PRODUCTS INC. 1

<o Gen Streptomyces avermitilis ¥idici pom&r B2: Bl avermektin®

<130> PC10650A

<140> PC10650A
<141> 1999-08-12

<150> 60,148,645
<151> 1999-08-12

<160> 25
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 1229

<212> DNA

<213> streptomyces avermitilis

<220>
<221> CDS
<222> (174)..(1085)

<400> 1

tcacgaaacc ggacacacca cacacacgaaiggtgagacag cgtgaaccca tcecgageege 60
tcgécctgcc Caacgaacgt gtagtagaca cccgacegte cgatgccacg Ctctcacceg 120

aggccggect gaacaggtca ggagcgctge ccegtgaact gctgtegttg ccg gtg 176
Val
1

. gtg gtg tgg gce 999 gtc ggc ctg ctg ttt ctg gec ctg cag gcg tac 224
Val vVal Trp Ala Gly Val Gly Leu Leu Phe Leu Ala Leu Gln Ala Tyr '
5 ' . 10 15 )

gtg ttc agc cge tgg gcg gee gac ggt ggc tac cgg ctg atc gag acg 272
Val phe Ser Arg Trp Ala Ala Asp Gly Gly Tyr Arg Leu Ile Glu Thr
20 25 30

9¢g ggc cag ggt cag ggc gge agc aag gat acg ggg act acc gat gtg 320
Ala Gly Gln Gly Gln Gly Gly Ser Lys Asp Thr Gly Thr Thr Asp Val
35 40 .45



gtc
Val
50

ctc
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

ggt
Gly

gecg
A.la
130

ctg
Leu

cge
Arg

atc
Ile

atc
Ile

gag
Glu
210

tgc
Cys

tat
Tyx

tte
Phe

tte
Phe

tte
Phe

tce
Ser
115

gag
Glu

atc
Ile

cgg
Arg

gge
Gly

age
Ser
195

tag
Trp

tge
Cys

ccc
Pro

cgg
Arg

ctc
Leu

cat
His
100

tgg
TIp

gcg
Ala

gtc
Val

ccg
Pro

atc
Ile
180

gta

val

tac
Tyr

atg
Met

gtg
val

agg
Arg

agg
Gly
85

tce
Ser

‘ggt

Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala
165

gtg
Val

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu

att
Ile

tgc
Cys
70

ctyg
Leu

gtt
Val

ccg
Pro

atyg
Met

gtg
val
150

tgg
Trp

cte
Leu

gce
Ala

tte
Phe

ggc
Gly
230

tce
Sex
55

cgt

Arg

ctg
Leu

cte
Leu

tat
Tyr

ccg
Pro
135

ctg
Leu

cgg
Arg

ggt
Gly

aga
Arg

ccc
Pro
215

tcg
Ser

gtc

‘val

gte
Val

tte
Phe

gtc
val

gtg
val
120

ctg
Leu

tge
Cys

acc
Thr

ctg
Leu

gcg
Ala

200

atg
Val

ctg
Leu

gtc
Val

gaa
Glu

acqg
Ala

tee
Ser
105

cce
Pro

gcg
Ala

age
Ser

tgy
Trp

tcc
Ser
185

ctg

Leu

tat
Tyr

cge
Arg

tgc
Cys

cga
Arg

agc
Ser
S0

aac
Asn

gge
Gly

tcg
Ser

aag
Lys

cgg
Arg
170

gag
Glu

cce
Pro

cag
Gln

ttc
Phe

atc
Ile

cgg
Arg
75

tag
Trp

gcg
Ala’

tgg
Trp

gce
Ala

gca
Ala
155

ctg
Leu

ccg
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

tte
Phe
235

acc
Thr

60
ctg

Leu

cag
Gln

agt

Ser

cag
Gln

tee
Ser

140

ctyg
Leu

gtc
val

ctg
Leu

gtg
Val

gtc
val
220

cge
Arg

gcc
Ala

ctg
Leu

age
sSer

gtg
val

999
Gly
125

gtc
val

gg99
Gly

ctg
Leu

cecg
Pro

ace
Thr
205

ggt
Gly

gac
Asp

gcg
Ala

tte
Phe

ccg
Pro

tgg
Trp
110

gcg
RAla

tgce
Ccys

tag
Trp

gcc
Ala

tce
Ser
190

ttg

Leu

tce
Ser

gaa
Glu

gcg
Ala

gac
Asp

ctc
Leu
85

gge
Gly

gge
Gly

atg
Met

atc
Ile

gtg
Val
175

gcec

Ala

tgg
Trp

ggc

Gly

cgc

gcg
Ala

gce
Ala
80

atg
Met

gcg
Ala

ccg
Pro

teg
Ser

aag
Lys
160

tte
Phe

tce
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

gat
Asp
240

tgg
Trp
65

ctt
Leu

aac
Asn

gtg
Val

ggt
Gly

get
Ala
145

gcc
Ala

ttc
Phe

999
Gly

gge
Gly

gtc
Val
225

gag
Glu

368

416

464

512

560

608

656

752

800

848

896



tcg
Ser

tgg
Trp

cte
Leu

cce
Pro
230

tgg
Trp

gcg
Ala

tac
Tyr
275

gac
Asp

gtg
Val

cgt
Arg
260

acc
Thy

caa
Gln

gaa
Glu
245

ttc

Phe

tgt
Cys

ctg
Leu

cgg
Arg

ctc
Leu

tte
Phe

ccyg
Pro

gga
Gly

gce
Ala

cat
His

gac
Asp
295

gce
Ala

atg
val

atc
Ile
280

tce
Ser

tgg
Trp

gtc
val
265

cte
Leu

tte
Phe

cgyg
Arg

ttg
Leu

250 .

ggt
Gly

ctg

Leu-

caa
Gln

gg9
Gly

tec
Ser

gcg
Ala

ccg
Pro

gtg
val

cte
Leu

ceqg
Pro
300

gttcagggca ggteggagga gacggagaag gggaggegac

ctttgtgcat gggtggacgg ggatcacgct cccatggegg

acactccteg gttcagegat catg

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2

Val
1
Tyr
Thr
Val
Trp
65
Leu
Asn

Val

Gly

Vval
vVal
Ala
val

50
Leu
Leu
Txp

Gly

Ala

130

303
PRT
Streptomyces avermitilis

Val
Phe
Gly

35
Tyr
Phe
Phe
Phe
Ser

115
Glu

Trp
Ser

20
Gln
Pro
Arg
Leu
His
100

Trp

Ala

Ala
Arg
Gly
val
Arg
Gly

85
Ser

Gly

Glu

Gly
Trp
Gln
Ile
Cys

70
Leu
val

Pro

Met

val:

Ala
Gly
Ser

55
Arg
Leu
Leu

Tyr

Pro
135

Gly
Ala
Gly

40
Vval
Val
Phe
Val
Val

120
Leu

Leu
Asp

25
Ser
Vai

Glu

Ala

Ser

105
Pro

Ala

Leu

10
Gly
Lys
Cys
Arg
Ser

S0
Asn

Gly

Ser

Phe

Gly

Esp

Ile

Arg

75
Trp

Ala

Trp

Ala

caa
Gln

aat
Asn

gtc
val
285

gce
Ala

cgg
Arg

gce
Ala
270

ggt
Gly

gct
Ala

gca gcg
Ala Ala
255

gtg atg
Val Met

gga cag
Gly Gln

tac tga

Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

ccg
Pro

944

982

1040

1085

cggagttccg qtcécctccc 1145

cgggctecte cagacgcacc 1205

Leu Ala

Tyx
Thr
Thr

60
Leu
Gln

Sex

Gln

140

Arg

Gly

45
Ala

Leu
Ser
Val
Gly

125
Ser Val

Leu
Leu

30
Thr
Ala

Phe

Pro

Trp
110
Ala

Cys

Gln

15
Ile
Thr
Ala
Asp
Leu

85
Gly

Gly

Met

Ala

Glu

Ala

80
Met
Ala

Pro

Ser

1229



Ala Leu
145
Ala Arg
Phe Ile
Gly Ile
Gly Glu
210
Val Cys
225
Glu Ser
Asn Trp

Phe Leu

Pro Pro
230

<210> 3

Ile

Arg

Gly

Ser
185

Trp
Cys
Trp
Ala
Tyr

275
Asp

<211> 1150
<212> DNA
<213> Streptomyces hygroscopicus

<220>

<221> cDs
<222> (58)..(990)

<400> 3

Val
Pro
Ile
180
Val
Tyr
Met
Val
Arg
260

Thr

Gln

Thr
Ala
165
Val
Trp
Gln
Leu
Glu
245
Phe

Cys

Leu

Val
150
Trp
Leu
Ala
Phe
Gly
230
Leu

Phe

Pro

Leu
Arg
Gly
Arg
Pro
215
Ser
Gly
Ala
His

Asp
285

Cys
Thr
Leu
Ala
200
Val
Leu
Ala
val
Ile

280
Ser

Ser Lys

Trp Arg

170
Ser Glu
185

Leu Pro
Tyr Gln
Arg Phe
Trp Arg

250
val Gly
265

Leu Leu

Phe Gln

Ala
155
Leu
Pro
Glu
Ala
Phe
235
Leu
Gly

Ser

Ala

gtcgacgaag accggccgga ggecegtcgge cgggccgata

gtg ttc
Val Phe
1

ctg gga
Leu Gly

tac cgc
Tyr Arg

cg§ atc

acc
Thr

ctt
Leu

atc
Ile
35

gcc

ctt ccc gta aca ctg tgg gcg

Leu Pro Val Thr Leu

5

cag gtg tac gtg
Gln Val Tyr val

20

gag aag gcg tcc
Glu Lys Ala Ser

gat gtg ctg atc

ttc
Phe

ccg

‘Pro

40

ccg

Trp Ala
10

gce gee

Ala Ala
25

gcc agg
Ala Arg

ctg ctg

tgt
Cys

tgg
Trp

gge
Gly

tcc

Leu

vVal

Leu

Val

Val
220

Arg

Pro

val

Leu

Pro
300

Gly Trp
Leu Ala

Pro Ser
190

Thr Leu

205

Gly Ser

Asp Glu
Gln Arg

270
val Gly

285
Ala Ala

Vval
175
Ala

Trp
Gly
Arg
Ala
255
val

Gly

Tyr

Lys
160
Phe
Ser
Ser
Leu
Asp
240
Ala

Met

Gln

ccgtacgecgg cctgcgg

gtc
Val

cte
Leu

ggt
Gly

gtg

ggc gcg
Gly Ala

gcc gac
Ala Asp
30

ggg gac
Gly Asp
45

gtg gga

ctg
Leu
15

agc
Ser

teg
Ser

geg

gtg
Val

ggc
Gly

gag
Glu

gtg

57

105

153

201

249



Arg

gte
Val
€5

acg

Thr

agt
Ser

gtg
Val

ggg
Gly

atc
Ile

145

ggt
Gly

gcg
Ala

gtg
Val

acce
Thr

gct
Ala

225

aac

Ile
50

cte
Leu

ttc
Phe

ccc
Pro

tte
Phe

gcg
Ala
130

tgt

Cys

ctt
Leu

cte
Leu

tcc
Ser

atce
Ile
210

tcg
Ser

cgg

Ala

gca
Ala

gac
Asp

Leu

gga
Gly
115

g99
Gly

atg
Met

gcc
Ala

ggc
Gly

ttc
Phe
195

tgg
Trp

gcg
Ala

cge

Asp

gtg
Val

gcg
Ala

atg
Met
100

gcg
Ala

gcg
Ala

acg
Thr

gce
Ala

ttt
Phe
180

gcg
Ala

agt
Ser

ctc
Leu

ggc

Val

tgt
Cys

tcg
Ser
85

aac

gtg
Val

cac
His

gcc
Ala

gce
Ala
165

ctg
Leu

ggc
Gly

ggg
Gly

ttc
Phe

gaa

Leu

ctg
Leu
70

ctc
Leu

tgg
Trp

gce
Ala

cag
Gln

atg
Met
150

cgg
Arg

ctc
Leu

gtc
Val

cac
His

ggec
Gly
230

acg

Ile
55

tac
Tyr

ttc
Phe

atc
Ile

tecg
Ser

gag
Glu
135

atg

Met

tgg
Trp

gtc
vVal

tce
Ser

tgg
Trp
215

gee
Ala

tgt

Pro

cgg
Arg

atc
Ile

aat
Asn

tgg
Trp
120

gcc

Ala

gce
Ala

ccg
Pro

gtg
val

gtg
val
200

tat
Tyr

tet
Ser

ctg

Leu

agg
Arg

gg9g9
Gly

ceg
Pro
105

gag9g9
Gly

gag

Glu

gce
Ala

cgg
Arg

ctc
Leu
185

tgg
Trp

cag
Gln

ttg
Leu

gag

Leu

tgt

Cys

ctg
Leu
90

gtg
Val

ccg
Pro

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu
170

cte
Leu

acg
Thr

ttc
Phe

g99g
Gly

tcc

Ser

cgg
Arg
75

ctg
Leu

ctc
Leu

tat
Tyr

ccg
Pro

gcc
Ala
155

ggg
Gly

gac
Asp

cgg
Arg

ccg
Pro

gce
Ala
235

999

Val
60

gce
Ala

tecg
Ser

gcg
Ala

gtg
Val

ctg
Leu
140

tgc

Cys

ccg
Pro

atc
Ile

gca
Ala

ctg
Leu
220

gcg
Ala

gcg

Val

agg
Arg

gce
Ala

tca
Ser

ccc
Pro
125

gcg

ggc
Gly

ctc
Leu

gce
Ala

gtg
val
205

tat
Tyr

cgc
Arg

gcc

agt
Ser

aac
Asn
110

ggt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

cgg
Arg

gag
Glu
190

cce
Pro

cag
Gln

cac
His

ctc

cgg
Arg

tgg
Trp
95

gte

Val

tgg
Trp

ctg
Leu

gge
Gly

ctg
Leu
175

ccg
Pro

gag
Glu

atg
Met

ttt
Phe

cta

Val

ctg
Leu
80

cag
Gln

aat
Asn

cag
Gln

age
Ser

atg
Met
160

ate

Ile

ctg
Leu

ctg
Leu

gtg
Val

cge
Arg
240

ccg

297

345

393

441

489

537

585

633

681

729

777

825



Asn Arg Arg

gag
qu

aac

ttc
Phe

cgt
Arg
305

gge

Gly

atc
Ile

tcg
Ser

250

ccyg
Pro

ccg
Pro

agc
Serx

275
ctg

Leu

gcg
Ala

Gly

agg
Arg
260

atc
Ile

atg
Met

gce

Ala

Glu

Thr

245 .

cca
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

tgg
Trp

cte
Leu

ggc
Gly

tac
Tyr
310

Cys

gte
val

tac
Tyr

gct
Ala
295

tga

Leu

cgg
Arg

acc
Thr
280

ccc
Pro

Glu

ctg
Leu
265

gge
Gly

ccg
Pro

Ser
250

ctg

Leu

gca
Ala

gac
Asp

Gly

gcg
Ala

cac
His

cgg
Arg

Ala

gtg
Val

ggc
Gly

cte
Leu
300

Ala

gtg
Val

gca
Ala
285

cce
Pro

ggc
Gly
270

cac

His

gaa
Glu

999
Gly

atc

Ile

ttc
Phe

Pro

gee
Ala

ctg
Leu

ttc
Phe

gaccgcegge accacccacg tacccgatgt

873

921

969

1020

gcgcgatgtg cctgatgege ctgatgtacc cggggtgtca tcggectcace tgtggegect 1080

catgcggtga gcgetccgee tcgteecttgt teceggeotect gggctccacg accatacgga 1140

geggeegggg

<210> 4
<211> 310
<212> PRT
<213> Streptomyces hygroscopicus

<400> 4

val
1
Leu

Tyr
Arg
Val

65
Thr

Ser

Val

Phe
Gly
Arg
Ile

50
Leu
Phe

Pro

Phe

Thr Leu Pro Val

Leu
Ile

35
Ala
Ala
Asp

Leu

Gly
115

Gln

20
Glu
Asp
Val
Ala
Met

100
Ala

5
Val

Lys
Val
Cys
Ser

85
Asn

Tyx
Ala
Leu
Leu

70

Leu

Trp

Val Ala

Thr
Val
Ser
Ile

55
Tyr

.Phe

Ile

Ser

Leu

Phe

Pro

40
Pro

Arg‘

Ile

Asn

Trp

120

Trp
Ala

25
Ala
Leu
Arg

Gly

Pro
105
Gly

Ala

10
Arg
Leu
Cys
Leu

S0

Val

Pro

Cys

Tx

Gly

Ser

Arg
75
Leu

Leu

Tyr

Val
Leu
Gly
Val

60
Ala
Ser

Ala

Val

Gly
Ala
Gly

45
Val
Arg
Ala

Ser

Pro
125

Ala
Asp

30
Asp

Gly

Arg

Ser

Asn
110
Gly

Leu

15
Ser
Se:
Ala
Arg
Trp

95
Val

Trp

Val
Glyv
Glu
Val
Leun

80
Gln

Asn

Gln

1150



Gly
Ile
145
Gly
Ala
Val
Thr
Ala
225
Glu
Asn

Phe

Arg
305

Ala
130
Cys
Leu
Leu

Ser

Ile
210
Ser

Arg
Gly
Ile
Ser

290
Pro

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<400> 5
 Val Ile Gly Trp Ala Ala Leu Gly Ala Val

1

Gly
Met
Ala
Gly
Phe
185
Trp
Ala
Arg
Pro
Ser
275

Leu

Ala

215
PRT

Streptomyces griseochromogenes

Ala
Thr
Ala
Phe
180
Ala
Ser
Leu
Gly
Arg
260
Ile

Met

Ala

His
Ala
Ala
165
Leu
Gly
Gly
Phe
Glu
245
Pro
Ala

Asp

Gly

5

Gln
Met
150
Arg
Leu
Val
His
Gly

230
Thr

Txp
Leu
Giy
Tyr
310

Glu
135
Met

Trp
Val
Ser
Trp
215
Ala
Cys
val
Tyr

Ala
295

Ala
Ala
Pro
Val
Val
200
Tyr
Ser
Leu

Arg

Thr
280

Pro

Glu Leu
Ala Val

Arg Leu
170

Leu Leu

185

Trp Thr

Gln Phe

Leu Gly

Glu Ser
250

Leu Leu

265

Gly Ala

Pro Asp

10

Tyr Val Phe Ala Arg Trp Thr Ala Asp Gly

val

Val

Trp
65

20

25

Ser Gly Pro Asp Gly Arg Glu Pro Gly

Leu Leu Pro Ala Ley Se

;/Met Ala Gly
S

50

35

40

Leu Val Arg Arg Trp Arg Ala Glu Arg

70

Pro
Ala
155
Gly
Asp
Arg
Pro
Ala
235
Gly
Ala
His

Arg

Phe

Gly

His

Val

Arg
75

Leu
140
Cys
Pro
Ile
Ala
Leu
220
Ala
Ala
vVal

Gly

Leu
300

Leu

Tyr

Arg

Val
60

Leu

Ala
Gly
Leu
Ala
Val
205
Tyr
Arg
Ala
Val
Ala

285
Pro

Val
His
Arg

45

Gly

Ser

Lys

Arg

Glu
190

Pro.

Gln
His
Leu
Gly
270
His

Glu

Leu

Leu

30

Ile

Leu

Phe

Leu
Gly
Leu
175
Pro
Glu
Met
Phe
Leu
255
Gly

Ile

Phe

Ile

Ala

Asp

.
seee

Ser
Met
160
Ile
Leu
Leu
Val
Arg

240
Pro

Val

Asp

Asp

Phe

Ala
80

ey



Leu Leu Phe Thr Gly Val Leu Phe
85

Asn Trp Phe His Pro Val Leu Met
100

Val Gly Ser Trp Gly Pro Tyr Val
115 120

Gly Lys Glu Ala Glu Leu Pro Leu
130 135

Val Leu Leu Gly Val Leu Gly Cys
145 150

Glu Arg Trp Pro Gly Val Rrg Pro
165

Leu Thr Ala Val Ala Phe Asp Leu
180 '

Gly Val Ser Val Trp Ala Arg Ala
185 200

Gly Ala Trp Tyr Arg Ala Arg
210 . 215

<210> 6

<211> 18

<212> DNA .

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 6
tcacgaaacc ggacacac

<210> 7

<211> 18

<212> DNA

<213> sStreptomyces avermitilis

<400> 7
catgatcgct gaaccgag

<210> 8
<211> 20

Ala
Ala
105

Pro

val

Cys

Trp

Ser

185

Leu

Gly

S0
Asn
Gly
Thr
Gln
Gln
170

Glu

Pro

Trp

Thr

Trp

Phe

val

155

Leu

Pro

Thr

Leu

His

Arg

Ser
140

Met

Val

Phe

val

Ser

Val

Gly

125

Leu

Ser

Gly

Ile

Thr
205

Pro Leu
Trp Gly
110

Leu Pro

Gly Ser

Arg Val

Leu Ala
175

‘Ser Phe

130

Leu Trp

Met

Ala

Pro

Thr

Arg

160

Phe

Ala

Arg

18

18



<212> DNA
<213> Streptomyces avermitilis

<400> 8 .
ggttcecggat gecgtteteg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

9

21

DNA

Streptomyces avermitilis

)

aactccggtc gactccectt ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10

18

DNA

Streptomyces avermitilis

10

gcaaggatab ggggactac

<210> 11

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 11
gaaccgaccg cctgatac

<210> 12

<211> 43

<212> DNA _

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 12

gggggcggge ccgggtgegg aggeggaaat geccctggeg

<210> 13

<211> 20

<212> DNA .

<213> Streptomyces avermitilis
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21

19
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<400> 13
ggaaccgace gcctgataca

<210> 14

<211> 46

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 14
9999gcggge ccgggtgegg aggcggaaat gecgetggeg acgace

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> streptbmyces avermitilis

<400> 15
ggaacatcac ggcattcacc

<210> 16

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 16
aacccatcecg agccgcete

<210> 17

<211> 17

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 17
tcggectgee aacgaac

<210> 18

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 18
ccaacgaacg tgtagtag
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<210> 19
<211> 20
<212> DNA

<213> streptomyces avermitilis

<400> 19
tgcaggegta cgtgttcagc

<210> 20
<211> 17
<212> DNA

<213> streptomyces avermitilis

<400> 20
catgatcgct gaaccga

<210> 21
<211> 20

<212>
<213>

<400>

DNA
Streptomyces avermitilis

21

catgatcget gaaccgagga

<210>
<211>
<212>
<213>

22

20

DNA : .
Streptomyces avermitilis

<400> 22
aggagtgtgg tgcgtetgga

<210> 23
<211> 19
<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 23
cttcaggtgt acgtgtteg

<210> 24
<211> 18
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<212> DNA
<213> Streptomyces avermitilis

<400> 24
-gaactggtac cagtgccec

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gggggcgggc ccgggtgegg aggcggaaat gccgetggeg acgtte

25

46

DNA

Streptomyces avermitilis
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