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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê îáëàñòè

áèîòåõíîëîãèè è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíî ïðè
ïðîèçâîäñòâå àíòèáèîòèêîâ àâåðìåêòèíîâ.
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëèíóêëåîòèäó,
ñîäåðæàùåìó íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùèå ïðîäóêò ãåíà aveC, ìîëåêóëû êîòîðîãî
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  èçìåíåíè  ñîîòíîøåíè 
êîëè÷åñòâà àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1,
ïðîäóöèðóåìûõ â ôåðìåíòàöèîííûõ êóëüòóðàõ S.
avermitilis. Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïîëèíóêëåîòèäà ïî ñóùåñòâó àíàëîãè÷íà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àëëåë  aveC S. avermitilis,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSE186 (ATCC
209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S.
avermitilis, íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ÍÏ)
îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  (ORF) aveC, íî ïðè
ýòîì ÍÏ ñîäåðæèò ìóòàöèè, êîäèðóþùèå

êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, áëàãîäàð  ÷åìó
øòàìì S. avermitilis ATCC 53692, â êëåòêàõ
êîòîðîãî èíàêòèâèðîâàí àëëåëü aveC äèêîãî òèïà,
ñïîñîáåí ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 â
ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè ìåíüøå (êîãäà
àâåðìåêòèíû  âë þòñ  öèêëîãåêñèëîì Â2 è
öèêëîãåêñèëîì Â1 ñîîòâåòñòâåííî). Èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  òàêæå ê âåêòîðàì, êëåòêàì-õîç åâàì è
ìóòàíòíûì øòàììàì S. avermitilis, â êîòîðûõ ãåí
aveC èíàêòèâèðîâàí èëè ìóòèðîâàí ñ
âîçìîæíîñòüþ èçìåíåíè  ñîîòíîøåíè  êîëè÷åñòâà
àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1. Èçîáðåòåíèå êàñàåòñ 
ñïîñîáà ïîëó÷åíè  ìóòèðîâàííîãî øòàììà
(êîìáèíàöèè çàìåí àìèíîêèñëîò ïðèâîä òñ  â
ôîðìóëå) è ñïîñîáà ïîëó÷åíè  àâåðìåêòèíîâ
êëàññà 2:1 â óìåíüøåííîì ñîîòíîøåíèè, à òàêæå
êîìïîçèöèè, ïîëó÷åííîé óêàçàííûì ñïîñîáîì.
Èñïîëüçîâàíèå èçîáðåòåíè  ïîçâîë åò ïîëó÷èòü
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êîìïîçèöèþ àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1 ñî
ñíèæåííûì êîëè÷åñòâîì â ñìåñè àâåðìåêòèíà Â2. 7

í. è 10 ç.ï. ô-ëû, 6 èë., 4 òàáë.
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(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology, microbiology,

antibiotics, genetic engineering, molecular biology.
SUBSTANCE: invention relates to a

polynucleotide comprising nucleotide sequences
encoding product of gene aveC molecules of that
can be used for changing the ratio of amount of
avermectins of class 2:1 produced in fermentation
cultures of S. avermitilis. This nucleotide
sequence is similar essentially with aveC allele
sequence from S. avermitilis, plasmid pSE186
(ATCC 209604) sequence encoding product of gene
aceC from S. avermitilis, nucleotide sequence of
aveC open reading frame but this nucleotide
sequence comprises mutations encoding combination
of amino acids owing to the strain S. avermitilis
ATCC 53692 in cells of them allele aveC of wild
type is inactivated is able to produce
avermectins of class 2:1 in the ratio 0.35:1 or
less (when avermectins represent cyclohexyl B2

and cyclohexyl B1, respectively). Also, invention
relates to vectors, host-cells and mutant strains
of S. avermitilis wherein aveC gene is
inactivated or mutated with the possibility for
changing the ratio of amount of avermectins of
class 2:1. Also, invention relates to a method
for preparing the mutated strain (combination of
amino acid changes are given in the invention
claim) and a method for preparing avermectins of
class 2:1 in the reduced state and to a
composition prepared by a method given above.
Using the proposed invention provides preparing
the avermectins composition of class 2:1 with the
reduced amount of avermectin B2 in the mixture.
Invention can be used in producing avermectin
antibiotics.

EFFECT: improved preparing method of
avermectins.

17 cl, 21 dwg, 4 tbl, 8 ex
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RU 2 293 117 C2

Îïèñàíèå
1. Îáëàñòü òåõíèêè
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöè ì, ñîäåðæàùèì àâåðìåêòèíû, è

ñïîñîáàì ýôôåêòèâíîãî ïîëó÷åíè  àâåðìåêòèíîâ, òàêèõ êàê "äîðàìåêòèí", êîòîðûå íàõîä ò
øèðîêîå ïðèìåíåíèå â âåòåðèíàðèè. Â ÷àñòíîñòè, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ìîëåêóëàì ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùèì íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùèå ïðîäóêò ãåíà AveC, êîòîðûé ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ìîäóë öèè îòíîøåíè 
àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1, ïîëó÷åííûõ ôåðìåíòàöèåé êóëüòóð Streptomyces avermitilis.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê âåêòîðàì, òðàíñôîðìèðîâàííûì êëåòêàì-
õîç åâàì è íîâûì ìóòàíòíûì øòàììàì S. avermitilis, â êîòîðûõ ãåí aveC ìóòèðîâàí ñ
âîçìîæíîñòüþ ìîäóë öèè ñîîòíîøåíè  ïðîäóöèðóåìûõ àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1.

2. Ïðåäïîñûëêè èçîáðåòåíè 
2.1. Àâåðìåêòèíû
Âèäû èç ðîäà Streptomyces ïðîäóöèðóþò öåëûé ð ä âòîðè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ, â òîì ÷èñëå

àâåðìåêòèíû, êîòîðûå îáðàçóþò ñåðèþ èç âîñüìè ðîäñòâåííûõ øåñòíàäöàòè÷ëåííûõ
ìàêðîöèêëè÷åñêèõ ëàêòîíîâ, îáëàäàþùèõ ñèëüíîé àíòèãåëüìèíòíîé è èíñåêòèöèäíîé
àêòèâíîñòüþ. Âîñåìü ðàçíûõ, íî áëèçêî ðîäñòâåííûõ ñîåäèíåíèé îáîçíà÷åíû êàê À1à, À1b,
A2a, A2b, B1a, B1b, B2a è B2b. Ñåðè  "à" óêàçàííûõ ñîåäèíåíèé âêëþ÷àåò ïðèðîäíûé
àâåðìåêòèí, â êîòîðîì çàìåñòèòåëü â ïîëîæåíèè Ñ25  âë åòñ  (S)-âòîð-áóòèëîì, è ñåðè 
"b" âêëþ÷àåò òàêèå ñîåäèíåíè , â êîòîðûõ çàìåñòèòåëü â ïîëîæåíèè Ñ25  âë åòñ 
èçîïðîïèëîì. Ñèìâîëû "À" è "Â" ñëóæàò äë  îáîçíà÷åíè  àâåðìåêòèíîâ, â êîòîðûõ
çàìåñòèòåëü â ïîëîæåíèè Ñ5  âë åòñ  ñîîòâåòñòâåííî ìåòîêñèëüíîé è ãèäðîêñèëüíîé
ãðóïïîé. Öèôðîé "1" îáîçíà÷åíû àâåðìåêòèíû, ó êîòîðûõ â ïîëîæåíèè Ñ22,23 íàõîäèòñ 
äâîéíà  ñâ çü, è öèôðîé "2" îáîçíà÷åíû àâåðìåêòèíû, ñîäåðæàùèå àòîì âîäîðîäà â
ïîëîæåíèè Ñ22 è ãèäðîêñèëüíóþ ãðóïïó â ïîëîæåíèè Ñ23. Ñ÷èòàåòñ , ÷òî ñðåäè
ðîäñòâåííûõ àâåðìåêòèíîâ îñîáåííî ñèëüíîé ïðîòèâîïàðàçèòàðíîé è ïåñòèöèäíîé
àêòèâíîñòüþ îáëàäàåò àâåðìåêòèí òèïà Â1, òàêîé êàê äîðàìåêòèí, êîòîðûé  âë åòñ 
íàèáîëåå ïðèâëåêàòåëüíûì â êîììåð÷åñêîì îòíîøåíèè.

Àâåðìåêòèíû è ñïîñîáû èõ ïîëó÷åíè  ìåòîäîì àýðîáíîé ôåðìåíòàöèè øòàììîâ S.
avermitilis îïèñàíû â ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 4310519 è 4429042. Ñ÷èòàåòñ , ÷òî áèîñèíòåç
ïðèðîäíûõ àâåðìåêòèíîâ èíèöèèðóåòñ  ýíäîãåííî ÑîÀ-àíàëîãàìè ñëîæíîãî òèîýôèðà
èçîìàñë íîé êèñëîòû è S-(+)-2-ìåòèëìàñë íîé êèñëîòû.

Óëó÷øåíèå øòàììà â ðåçóëüòàòå íåñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà è èñïîëüçîâàíèå
ýêçîãåííî ââîäèìûõ æèðíûõ êèñëîò ñäåëàëî âîçìîæíûì ýôôåêòèâíîå ïðîäóöèðîâàíèå
àíàëîãîâ àâåðìåêòèíà. Ìóòàíòû S. avermitilis, â êîòîðûõ îòñóòñòâóåò 3-êåòîêèñëîòà-
äåãèäðîãåíàçà ñ ðàçâåòâëåííîé öåïüþ (ìóòàíòû ñ îòñóòñòâèåì bkd), ìîãóò ïðîäóöèðîâàòü
àâåðìåêòèíû òîëüêî â ïðîöåññå ôåðìåíòàöèè ñ ââåäåíèåì æèðíûõ êèñëîò. Ñêðèíèíã è
âûäåëåíèå ìóòàíòîâ, íå îáëàäàþùèõ àêòèâíîñòüþ äåãèäðîãåíàçû ñ ðàçâåòâëåííîé öåïüþ
(íàïðèìåð, S. avermitilis, ÀÒÑÑ 53567), îïèñàíû â åâðîïåéñêîì ïàòåíòå (ÅÐ) ¹ 276103.
Ôåðìåíòàöè  òàêèõ ìóòàíòîâ â ïðèñóòñòâèè ýêçîãåííî ââîäèìûõ æèðíûõ êèñëîò ïîçâîë åò
ïîëó÷èòü òîëüêî ÷åòûðå àâåðìåêòèíà, ñîîòâåòñòâóþùèõ èñïîëüçóåìûì æèðíûì êèñëîòàì.
Òàê, â ðåçóëüòàòå ôåðìåíòàöèè S. avermitilis (ÀÒÑÑ 53567) ñ ââåäåíèåì S-(+)-2-
ìåòèëìàñë íîé êèñëîòû îáðàçóþòñ  ïðèðîäíûå àâåðìåêòèíû À1à, À2à, Â1à è Â2à; â
ðåçóëüòàòå ôåðìåíòàöèè ñ ââåäåíèåì èçîìàñë íîé êèñëîòû îáðàçóþòñ  ïðèðîäíûå
àâåðìåêòèíû A1b, A2b, B1b è B2b; è â ðåçóëüòàòå ôåðìåíòàöèè ñ ââåäåíèåì
öèêëîïåíòàíêàðáîíîâîé êèñëîòû îáðàçóþòñ  ÷åòûðå íîâûõ öèêëîïåíòèëàâåðìåêòèíà À1,
À2, Â1 è Â2.

Ïðè ââåäåíèè äðóãèõ æèðíûõ êèñëîò îáðàçóþòñ  íîâûå àâåðìåêòèíû. Â ðåçóëüòàòå
ñêðèíèíãà áîëåå 800 ïðåäïîëàãàåìûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî áîëåå
60 íîâûõ àâåðìåêòèíîâ. (Ñì., íàïðèìåð, Dutton et al., 1991, J. Antibiot. 44:357-365;
and Banks et al., 1994, Roy. Soc. Chem. 147:16-26). Êðîìå òîãî, ìóòàíòû S.
avermitilis, íå îáëàäàþùèå àêòèâíîñòüþ 5-Î-ìåòèëòðàíñôåðàçû, ïðîäóöèðóþò â îñíîâíîì
òîëüêî àíàëîãè àâåðìåêòèíîâ Â. Ñëåäîâàòåëüíî, ìóòàíòû S. avermitilis, ó êîòîðûõ
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îòñóòñòâóåò êàê 2-êåòîêèñëîòà-äåãèäðîãåíàçà ñ ðàçâåòâëåííîé öåïüþ, òàê è 5-Î-
ìåòèëòðàíñôåðàçà, ïðîäóöèðóþò òîëüêî àâåðìåêòèíû Â, ñîîòâåòñòâóþùèå æèðíîé êèñëîòå,
èñïîëüçóåìîé â ïðîöåññå ôåðìåíòàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ïðè äîáàâëåíèè ê òàêèì äâîéíûì
ìóòàíòàì S-(+)-2-ìåòèëìàñë íîé êèñëîòû îáðàçóþòñ  òîëüêî ïðèðîäíûå àâåðìåêòèíû Â1à
è Â2à, â òî âðåì  êàê ïðè äîáàâëåíèè èçîìàñë íîé êèñëîòû èëè öèêëîïåíòàíêàðáîíîâîé
êèñëîòû îáðàçóþòñ  ñîîòâåòñòâåííî ïðèðîäíûå àâåðìåêòèíû B1b è B2b èëè íîâûå
öèêëîïåíòèëàâåðìåêòèíû Â1 è Â2. Äîáàâëåíèå ê øòàììó ñ äâóì  ìóòàöè ìè
öèêëîãåêñàíêàðáîíîâîé êèñëîòû  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñïîñîáîì ïîëó÷åíè 
êîììåð÷åñêè âàæíîãî íîâîãî àâåðìåêòèíà, òàêîãî êàê öèêëîãåêñèëàâåðìåêòèí Â1
(äîðàìåêòèí). Ñïîñîáû âûäåëåíè  è õàðàêòåðèñòèêè òàêèõ äâîéíûõ ìóòàíòîâ, íàïðèìåð S.
avermitilis (ÀÒÑÑ 53692), îïèñàíû â åâðîïåéñêîì ïàòåíòå ¹ 276103.

2.2. Ãåíû, ó÷àñòâóþùèå â áèîñèíòåçå àâåðìåêòèíà
Îáíàðóæåíî, ÷òî âî ìíîãèõ ñëó÷à õ ãåíû, ó÷àñòâóþùèå â ïðîäóöèðîâàíèè âòîðè÷íûõ

ìåòàáîëèòîâ, è ãåíû, êîäèðóþùèå îïðåäåëåííûé àíòèáèîòèê, îáðàçóþò â õðîìîñîìå
ñîâìåñòíûå êëàñòåðû. Èìåííî òàêèì êëàñòåðîì  âë åòñ  êëàñòåð ãåíîâ ïîëèêåòèäñèíòåçû
Streptomyces (PKS) (ñì. Hopwood and Sherman, 1990, Ann. Rev. Genet. 24:37-66). Òàêèì
îáðàçîì, îäíèì ìåòîäîì êëîíèðîâàíè  ãåíîâ â ïðîöåññå áèîñèíòåçà  âë åòñ  âûäåëåíèå
ãåíà ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè è èññëåäîâàíèå ñìåæíûõ îáëàñòåé õðîìîñîìû ñ öåëüþ
îáíàðóæåíè  äðóãèõ ãåíîâ, èìåþùèõ îòíîøåíèå ê áèîñèíòåçó äàííîãî àíòèáèîòèêà. Äðóãèì
ìåòîäîì êëîíèðîâàíè  ãåíîâ, ó÷àñòâóþùèõ â áèîñèíòåçå âàæíûõ ìåòàáîëèòîâ,  âë åòñ 
êîìïëåìåíòàöè  ìóòàíòîâ. Íàïðèìåð, ÷àñòè áèáëèîòåêè ÄÍÊ èç îðãàíèçìà, ñïîñîáíîãî
ïðîäóöèðîâàòü îïðåäåëåííûé ìåòàáîëèò, ââîä ò â ìóòàíò, íå ïðîäóöèðóþùèé òàêîé
ìåòàáîëèò, è âåäóò ïîèñê òðàíñôîðìàíòîâ, ïðîäóöèðóþùèõ äàííûé ìåòàáîëèò. Êðîìå òîãî,
äë  èäåíòèôèêàöèè è êëîíèðîâàíè  ãåíîâ â ïðîöåññå áèîñèíòåçà èñïîëüçóþò
ãèáðèäèçàöèþ áèáëèîòåêè ïðè ïîìîùè çîíäîâ, âûäåëåííûõ èç äðóãèõ âèäîâ èç ðîäà
Strepromyces.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ãåíû, ó÷àñòâóþùèå â áèîñèíòåçå àâåðìåêòèíà (ãåíû ave), ïîäîáíî
ãåíàì, íåîáõîäèìûì äë  áèîñèíòåçà äðóãèõ âòîðè÷íûõ ìåòàáîëèòîâ Strepromyces
(íàïðèìåð, PKS), îáðàçóþò êëàñòåðû â õðîìîñîìå. Áûë óñïåøíî êëîíèðîâàí ð ä ãåíîâ ave
ñ èñïîëüçîâàíèåì âåêòîðîâ äë  êîìïëåìåíòàöèè ìóòàíòîâ S. avermitilis, áëîêèðóåìûõ â
ïðîöåññå áèîñèíòåçà àâåðìåêòèíà. Êëîíèðîâàíèå òàêèõ ãåíîâ îïèñàíî â ïàòåíòå ÑØÀ ¹
5252474. Êðîìå òîãî, Ikeda et al., 1995, J. Antibiot. 48: 532-534, îïèñàëè
ëîêàëèçàöèþ îáëàñòè õðîìîñîìû, èìåþùåé íåïîñðåäñòâåííîå îòíîøåíèå ê äåãèäðàòàöèè
â ïîëîæåíè õ Ñ22,23 (aveC) ôðàãìåíòà BamHI äëèíîé 4,82 ò.ï.î. S. avermitilis, à òàêæå
ê ìóòàöè ì ãåíà aveC, â ðåçóëüòàòå ÷åãî îáðàçóåòñ  îäíîêîìïîíåíòíûé ïðîäóöåíò Â2à.
Òàê êàê èâåðìåêòèí, ñèëüíîäåéñòâóþùåå àíòèãåëüìèíòíîå ñîåäèíåíèå, ìîæíî ïîëó÷èòü
õèìè÷åñêèì ïóòåì èç àâåðìåêòèíà Â2à, òî îäíîêîìïîíåíòíûé ïðîäóöåíò àâåðìåêòèíà Â2à
ñ÷èòàåòñ  îñîáåííî ïðèãîäíûì äë  êîììåð÷åñêîãî ïîëó÷åíè  èâåðìåêòèíà.

Â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 6248579, âûäàííîì Stutzman-Engwall 19 èþí  2001 ã., îïèñàíû
íåêîòîðûå ìóòàöèè ãåíà aveC Streptomyces avermitilis, ïîçâîë þùèå óìåíüøèòü
ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ïðèìåðíî äî 0,75:1.

Â çà âêå ÐÑÒ WO 01/12821 êîìïàíèè Pfizer Products Inc., îïóáëèêîâàííîé 22 ôåâðàë 
2001 ã., îïèñàíû íåêîòîðûå äîïîëíèòåëüíûå ìóòàöèè ãåíà AveCa Streptomyces
avermitilis, âûçûâàþùèå äàëüíåéøåå óìåíüøåíèå ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë
Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 äî 0,40:1.

Èäåíòèôèêàöè  äîïîëíèòåëüíûõ ìóòàöèé èëè êîìáèíàöèé ìóòàöèé â ãåíå AveC,
ïîçâîë þùèõ çíà÷èòåëüíî óïðîñòèòü ïðîäóöèðîâàíèå àâåðìåêòèíà, òàêèõ êàê, íàïðèìåð,
ìóòàöèè, óìåíüøàþùèå ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ Â2 : Â1, äîæíà îáëåã÷èòü ïîëó÷åíèå è
î÷èñòêó êîììåð÷åñêè âàæíûõ àâåðìåêòèíîâ.

3. Êðàòêîå èçëîæåíèå ñóùåñòâà èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé

íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî ñóùåñòâó àíàëîãè÷íà àëëåëþ aveC
Streptomyces avermitilis, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604),
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êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis, íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé
ðàìêè ñ÷èòûâàíè  (ORF) aveC S. avermitilis, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), èëè
èõ âûðîæäåííîìó âàðèàíòó, íî ïðè ýòîì èìååò ìóòàöèè, êîäèðóþùèå êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîæåíè ì
àìèíîêèñëîò SEQ ID No.2, áëàãîäàð  ÷åìó êëåòêè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692, â
êîòîðûõ èíàêòèâèðîâàí àëëåëü aveC äèêîãî òèïà è êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ìîëåêóëó
ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùóþ ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïîñîáíû
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 ñ ìåíüøèì ñîîòíîøåíèåì ïî ñðàâíåíèþ ñ
ñîîòíîøåíèåì, ïðîäóöèðóåìûì êëåòêàìè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692,
ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà, ïðè÷åì, êîãäà àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1
 âë þòñ  àâåðìåêòèíàìè öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1, ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
êëàññà 2:1 ñîñòàâë åò 0,35:1 èëè ìåíüøå. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1
ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,30:1 èëè ìåíüøå. Â åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1
ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,25:1 èëè ìåíüøå. Â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1
ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò
âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ, âûáèðàåìóþ èç íèæåñëåäóþùåãî ñïèñêà:
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî ñóùåñòâó àíàëîãè÷íà àëëåëþ aveC
Strepromyces avermitilis, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSÅ186 (ÀÒÑÑ 209604),
êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis, íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé
ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), èëè èõ
âûðîæäåííîìó âàðèàíòó, íî ïðè ýòîì èìååò ìóòàöèè, êîäèðóþùèå êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîæåíè ì
àìèíîêèñëîò SEQ ID No.2, áëàãîäàð  ÷åìó êëåòêè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692, â
êîòîðûõ èíàêòèâèðîâàí àëëåëü aveC äèêîãî òèïà è êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ìîëåêóëó
ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùóþ ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïîñîáíû
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 ñ ìåíüøèì ñîîòíîøåíèåì ïî ñðàâíåíèþ ñ
ñîîòíîøåíèåì, ïðîäóöèðóåìûì êëåòêàìè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692,
ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà, ïðè÷åì, êîãäà àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1
 âë þòñ  àâåðìåêòèíàìè öèêëîãåêñèë Â2: öèêëîãåêñèë Â1, ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
êëàññà 2:1 óìåíüøàåòñ  ïðèìåðíî äî 0,40:1 èëè ìåíüøå, è êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò
âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ, âûáèðàåìóþ èç íèæåñëåäóþùåé ãðóïïû:

(bf) D48E, S138T, A139T, G179S, E238D; è
(bg) Y28C, Q38R, D48E, L136P, G179S, E238D.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ðåêîìáèíàíòíîìó âåêòîðó, ñîäåðæàùåìó

ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå-õîç èíó, ñîäåðæàùåé ìîëåêóëó
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ïîëèíóêëåîòèäà èëè ðåêîìáèíàíòíûé âåêòîð ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêà-õîç èí  âë åòñ  êëåòêîé
Streptomyces. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêà-
õîç èí  âë åòñ  êëåòêîé Streptomyces avermitilis.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  íîâîãî øòàììà
Streptomyces avermitilis, êîòîðûé âêëþ÷àåò (i) ìóòèðîâàíèå àëëåë  aveC â êëåòêå
øòàììà S. avermitilis, âûçûâàþùåå êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå ãåíà AveC,
èëè (ii) ââåäåíèå â êëåòêó øòàììà S. avermitilis ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî
âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîäèðóþùåãî ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ïóíêòîâ (à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  íîâîãî øòàììà
Strepromyces avermitilis, êîòîðûé âêëþ÷àåò (i) ìóòèðîâàíèå àëëåë  aveC â êëåòêå
øòàììà S. avermitilis, âûçûâàþùåå êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå ãåíà AveC,
èëè (ii) ââåäåíèå â êëåòêó øòàììà S. avermitilis ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî
âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîäèðóþùåãî ïðîäóêò ãåíà AveC, âêëþ÷àþùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, áëàãîäàð  ÷åìó êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî
âûðîæäåííûé âàðèàíò, ñïîñîáíû ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè ìåíüøå. Â íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò
êîäèðóåò ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç
ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,30:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè
åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò êîäèðóåò ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (f)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,25:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè
åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò êîäèðóåò ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (w)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè
åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò êîäèðóåò ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (àî)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  íîâîãî øòàììà
Streptomyces avermitilis, êîòîðûé âêëþ÷àåò (i) ìóòèðîâàíèå àëëåë  aveC â êëåòêå
øòàììà S. avermitilis, âûçûâàþùåå êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå ãåíà AveC,
èëè (ii) ââåäåíèå â êëåòêó øòàììà S. avermitilis ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî
âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîäèðóþùåãî ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (bf) è (bg) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè S. avermilitis,
ñîäåðæàùèå òàêîé ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, ñïîñîáíû
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,40:1
èëè ìåíüøå.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå âèäà èç ðîäà Streptomyces, êîòîðà 
ñîäåðæèò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC S. avermitilis èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò,
êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ
èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
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âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âèä èç ðîäà Streptomyces  âë åòñ  âèäîì èç ðîäà S.
avermitilis.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå Streptomyces avermitilis, ñïîñîáíîé
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2: öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè
ìåíüøå. Â íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà  êëåòêà
ñîäåðæèò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò
ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû,
âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,30:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííûå êëåòêè ñîäåðæàò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(f)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,25:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííûå êëåòêè ñîäåðæàò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(w)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííûå êëåòêè ñîäåðæàò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(àî)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå âèäà èç ðîäà Streptomyces, êîòîðà 
ñîäåðæèò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC S. avermitilis èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò,
êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ
èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (bf) è (bg) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âèä èç ðîäà Streptomyces  âë åòñ  âèäîì èç ðîäà S.
avermitilis. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà 
êëåòêà  âë åòñ  êëåòêîé S. avermitilis, ñïîñîáíîé ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû
öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,40:1 èëè ìåíüøå.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  àâåðìåêòèíîâ, êîòîðûé
âêëþ÷àåò êóëüòèâèðîâàíèå øòàììà êëåòîê Streptomyces avermitilis ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â óñëîâè õ, ñòèìóëèðóþùèõ èëè èíäóöèðóþùèõ
ïðîäóöèðîâàíèå àâåðìåêòèíîâ, è âûäåëåíèå óêàçàííûõ àâåðìåêòèíîâ èç êóëüòóðû.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1, ïðîäóöèðóåìîé êëåòêàìè Streptomyces avermitilis â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå, èñïîëüçóåìîé äë  êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê, â êîòîðîé ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò 0,35:1 èëè ìåíüøå, ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî
0,30:1 èëè ìåíüøå, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 0,25:1 èëè ìåíüøå è íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 0,20:1 èëè ìåíüøå. Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  êîìïîçèöèþ àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ïðîäóöèðóþò
êëåòêè øòàììà S. avermitilis, ýêñïðåññèðóþùèå ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî
âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ãåííûé ïðîäóêò, áëàãîäàð  ÷åìó óìåíüøàåòñ 
ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 êëàññà 2:1, ïðîäóöèðîâàííûõ
óêàçàííûìè êëåòêàìè, ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà S. avermitilis, êîòîðûå
ýêñïðåññèðóþò òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà è íå ýêñïðåññèðóþò ìóòèðîâàííûé àëëåëü
aveC.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1
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èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé àëëåëü
aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî
0,30:1 èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé
àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (f) è (be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî
0,25:1 èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé
àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (w)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî
0,20:1 èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé
àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (àî)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë
Â2 :öèêëîãåêñèë Â1, ïðîäóöèðîâàííîé êëåòêàìè Streptomyces avermitilis â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå, èñïîëüçóåìîé äë  êóëüòèâèðîâàíè  óêàçàííûõ êëåòîê, â êîòîðîé ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,40:1 èëè ìåíüøå, à
òàêæå êëåòêàìè, ñîäåðæàùèìè ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò,
êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ
èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (bf) è (bg) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

4. Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Ôèãóðà 1. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ (SEQ ID No.1), ñîäåðæàùà  îòêðûòóþ ðàìêó

ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis è âûäåëåííóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (SEQ ID
No.2).

Ôèãóðà 2. Ïëàçìèäíûé âåêòîð pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), ñîäåðæàùèé ïîëíóþ îòêðûòóþ
ðàìêó ñ÷èòûâàíè  ãåíà aveC S. avermitilis.

Ôèãóðà 3. Âåêòîð çàìåùåíè  ãåíà pSE180 (ÀÒÑÑ 209605), ñîäåðæàùèé ãåí ermE Sacc.
erythraea, âñòðîåííûé â îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis.

Ôèãóðà 4. Ðåñòðèêöèîííà  êàðòà BamHI êëàñòåðà ãåíîâ ïîëèêåòèäñèíòàçû àâåðìåêòèíà â
S. avermitilis ñ ï òüþ èäåíòèôèöèðîâàííûìè ïåðåêðûâàþùèìèñ  êîñìèäíûìè êëîíàìè (òî
åñòü pSE65, pSE66, pSE67, pSE68, pSE69). Óêàçàíà òàêæå âçàèìîñâ çü ìåæäó pSE118 è
pSE119.

Ôèãóðà 5. Àíàëèç ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîäóêòîâ ôåðìåíòàöèè, ïðîäóöèðîâàííûõ øòàììàìè
S. avermitilis. Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ïèêîâ âûïîëíåíî ïóòåì ñðàâíåíè  ñî
ñòàíäàðòíûìè êîëè÷åñòâàìè öèêëîãåêñèëàâåðìåêòèíà Â1. Âðåì  óäåðæèâàíè 
öèêëîãåêñèëàâåðìåêòèíà Â2 ðàâíî 7,4-7,7 ìèí; âðåì  óäåðæèâàíè 
öèêëîãåêñèëàâåðìåêòèíà Â1 ðàâíî 11,9-12,3 ìèí. Ôèã. 5À. Øòàìì SE180-11 S. avermitilis
ñ îòêðûòîé ðàìêîé ñ÷èòûâàíè  èíàêòèâèðîâàííîãî àëëåë  aveC. Ôèã. 5Â. Øòàìì SE180-11
S. avermitilis, òðàíñôîðìèðîâàííûé ïëàçìèäîé pSE186 (ÀÒÑÑ 209604). Ôèã. 5Ñ. Øòàìì
SE180-11 S. avermitilis, òðàíñôîðìèðîâàííûé ïëàçìèäîé pSE187. Ôèã. 5D. Øòàìì SE180-11
S. avermitilis, òðàíñôîðìèðîâàííûé ïëàçìèäîé pSE188.

Ôèãóðà 6À-Ì. Êîìïèëèðîâàííûé ñïèñîê êîìáèíàöèé çàìåí àìèíîêèñëîò, êîäèðîâàííûõ
ìóòàöè ìè â àëëåëå aveC, îïðåäåëåííûé âî âòîðîì öèêëå "ïåðåñòàíîâêè ãåíîâ", è èõ
âëè íèå íà ñîîòíîøåíèå ïðîäóöèðóåìûõ àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1.
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Äë  êàæäîé ïëàçìèäû â âåðõíåé áëîêå êîëîíêè, îçàãëàâëåííîé "Ìóòàöèè", óêàçàíû çàìåíû
àìèíîêèñëîò è â íèæíåì áëîêå ïåðå÷èñëåíû çàìåíû íóêëåîòèäíûõ îñíîâàíèé, ïðèâîä ùèå
ê çàìåíå óêàçàííûõ àìèíîêèñëîò. Çàìåíû íóêëåîòèäíûõ îñíîâàíèé, óêàçàííûå â ñêîáêàõ,
 âë þòñ  ìîë÷àùèìè çàìåíàìè, òî åñòü îíè íå âûçûâàþò èçìåíåíèé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè.

5. Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê èäåíòèôèêàöèè è èññëåäîâàíèþ ìîëåêóë

ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùèõ íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ïðîäóêò
ãåíà AveC, ïðîäóöèðîâàííîãî Streptomyces avermitilis, ê ñîçäàíèþ íîâûõ øòàììîâ S.
avermitilis, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ñêðèíèíãà ìóòèðîâàííûõ ïðîäóêòîâ ãåíà
AveC ñ öåëüþ îïðåäåëåíè  èõ âëè íè  íà ïðîäóöèðîâàíèå àâåðìåêòèíà, è ê îòêðûòèþ òîãî,
÷òî íåêîòîðûå ìóòèðîâàííûå ïðîäóêòû ãåíà AveC ìîãóò óìåíüøàòü ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1, ïðîäóöèðîâàííûõ S. avermitilis. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà â
íèæåñëåäóþùèõ ðàçäåëàõ äàííîãî èçîáðåòåíè  îïèñàíà ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà,
ñîäåðæàùà  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  àíàëîãè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis, èëè
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè , ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1
(SEQ ID No.1), è ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûå íóêëåîòèäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è èõ âûðîæäåííûå âàðèàíòû. Îäíàêî ïðèíöèïû, èçëîæåííûå â
íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, â ðàâíîé ñòåïåíè ïðèìåíèìû ê äðóãèì ìîëåêóëàì
ïîëèíóêëåîòèäîâ, âêëþ÷àþùèì íàð äó ñ ïðî÷èìè ãîìîëîãè÷íûå ãåíû aveC,
ïðîäóöèðóåìûå äðóãèìè âèäàìè èç ðîäà Streptomyces, íàïðèìåð, S. hygroscopicus è D.
griseochromogenes.

5.1. Ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ, êîäèðóþùèå ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà,

ñîäåðæàùåé ïîëíóþ îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis èëè åå çíà÷èòåëüíóþ
÷àñòü, ïðè÷åì â óêàçàííîé ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà îòñóòñòâóåò ñëåäóþùà  ïîëíà 
îòêðûòà  ðàìêà ñ÷èòûâàíè , ðàñïîëîæåííà  âíèçó îò îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC in
situ â õðîìîñîìå S. avermitilis.

Âûäåëåííà  ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî
ñîäåðæèò íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  àíàëîãè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis,
íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè , ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1
(SEQ ID No.1), èëè åå çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè. Â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè òåðìèí
"çíà÷èòåëüíà  ÷àñòü" âûäåëåííîé ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé íóëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis, îçíà÷àåò âûäåëåííóþ
ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà, êîòîðà  ñîäåðæèò ïî êðàéíåé ìåðå îêîëî 70%
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïîëíîé îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1
(SEQ ID No.1), è êîäèðóåò ôóíêöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíûé ïðîäóêò ãåíà AveC. Òàêèì
îáðàçîì, "ôóêíöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíûé" ïðîäóêò ãåíà AveC îïðåäåë åòñ  êàê ãåííûé
ïðîäóêò, êîòîðûé ïðè ýêñïðåññèè â øòàììå S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692, â êîòîðîì
èíàêòèâèðîâàí íàòèâíûé àëëåëü aveC, âûçûâàåò ïðîäóöèðîâàíèå àâåðìåêòèíîâ ïî
ñóùåñòâó â òàêîì æå ñîîòíîøåíèè è êîëè÷åñòâå, ÷òî è ïðè ïðîäóöèðîâàíèè øòàììîì S.
avermitilis ÀÒÑÑ 53692, ýêñïðåññèðóþùèì òîëüêî ôóíêöèîíàëüíûé àëëåëü aveC äèêîãî
òèïà, êîòîðûé  âë åòñ  íàòèâíûì äë  øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692.

Ïîìèìî íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC
âûäåëåííà  ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò äàëåå
ñîäåðæàòü íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,  êîòîðûå ôëàíêèðóþò ãåí aveC in situ â S.
avermitilis, â ÷àñòíîñòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ôëàíêèðóþùèå íóêëåîòèäíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííûå íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1).

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîé ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà,
ñîäåðæàùåé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü SEQ ID No.1 èëè åå âûðîæäåííûé âàðèàíò
íà îñíîâå èçâåñòíîé âûðîæäåííîñòè ãåíåòè÷åñêîãî êîäà.
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Â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè òåðìèíû "ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà",
"ïîëèíóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü", "êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü", "îòêðûòà 
ðàìêà ñ÷èòûâàíè " è "ORF" îçíà÷àþò ìîëåêóëû ÄÍÊ è ÐÍÊ, êîòîðûå ìîãóò áûòü
îäíîöåïî÷å÷íûìè èëè äâóõöåïî÷å÷íûìè è ìîãóò áûòü òðàíñêðèáèðîâàíû è òðàíñëèðîâàíû
(ÄÍÊ) èëè òðàíñëèðîâàíû (ÐÍÊ) â ïðîäóêò ãåíà AveC èëè ïîëèïåïòèä, ãîìîëîãè÷íûé
ïðîäóêòó ãåíà AveC, â ñîîòâåòñòâóþùåé ýêñïðåññèðóþùåé ñèñòåìå êëåòêè-õîç èíà ïîä
êîíòðîëåì ñîîòâåòñòâóþùèõ ðåãóë òîðíûõ ýëåìåíòîâ. Êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ìîæåò âêëþ÷àòü, íå îãðàíè÷èâà ñü èìè, ïðîêàðèîòè÷åñêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè êÄÍÊ, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìíîé ÄÍÊ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
õèìè÷åñêè ñèíòåçèðîâàííûõ ÄÍÊ è ÐÍÊ.

Íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîêàçàííà  íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), ñîäåðæèò
÷åòûðå ðàçíûõ êîäîíà GTG â ïîëîæåíè õ ïàð îñíîâàíèé 42, 174, 177 è 180. Êàê ðàíåå
áûëî îïèñàíî â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 6248579, íåñêîëüêî äåëåöèé â 5'-êîíöåâîé îáëàñòè
îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC (ôèãóðà 1; SEQ ID No.1) áûëè ñîçäàíû äë  îïðåäåëåíè 
òîãî, êàêèå èç óêàçàííûõ êîäîíîâ ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü â îòêðûòîé ðàìêå ñ÷èòûâàíè 
aveC â êà÷åñòâå ñàéòîâ èíèöèàöèè ýêñïðåññèè áåëêà. Äåëåöè  ïåðâîãî ñàéòà GTG â
ïîëîæåíèè ïàðû îñíîâàíèé 42 íå óñòðàí ëà àêòèâíîñòü ãåíà AveC. Äîïîëíèòåëüíà 
äåëåöè  âñåõ êîäîíîâ GTG â ïîëîæåíè õ ïàð îñíîâàíèé 174, 177 è 180 ïîäàâë ëà
àêòèâíîñòü ãåíà AveC, ÷òî óêàçûâàëî íà íåîáõîäèìîñòü äàííîé îáëàñòè äë  ýêñïðåññèè
áåëêà. Òàêèì îáðàçîì, â îáúåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  âõîä ò îòêðûòûå ðàìêè
ñ÷èòûâàíè  aveC ïåðåìåííîé äëèíû.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ãîìîëîãè÷íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSE186
(ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis, èëè íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID
No.1), èëè åå çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè. Òåðìèí "ãîìîëîãè÷íûé" ïðèìåíèòåëüíî ê ìîëåêóëå
ïîëèíóêëåîòèäà, êîòîðà  ãîìîëîãè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC
S. avermitilis, îçíà÷àåò ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùóþ íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  (à) êîäèðóåò òàêîé æå ïðîäóêò ãåíà AveC, ÷òî è
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùà  ïðîäóêò ãåíà AveC S.
avermitilis, èëè êîäèðóåò òàêîé æå ïðîäóêò ãåíà AveC, ÷òî è íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC, ïîêàçàííà  íà ôèãóðå 1 (SEQ ID
No.1), íî âêëþ÷àåò îäíó èëè íåñêîëüêî ìîë÷àùèõ çàìåí â íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ñîîòâåòñòâèè ñ âûðîæäåííîñòüþ ãåíåòè÷åñêîãî êîäà (òî åñòü
âûðîæäåííûé âàðèàíò); èëè (b) ãèáðèäèçèðóåò ñ êîìïëåìåíòîì ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà,
ñîäåðæàùåé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  êîäèðóåò àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðîâàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ
209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC, è êîäèðóåò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ïîêàçàííóþ íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.2), â óìåðåííî ñòðîãèõ óñëîâè õ, òî åñòü ïðè
îñóùåñòâëåíèè ãèáðèäèçàöèè ñ ôèëüòðñâ çàííîé ÄÍÊ â 0,5 Ì NaHPO4, 7%
äîäåöèëñóëüôàòà íàòðè  (SDS), 1 ìÌ EDTA ïðè 65°Ñ è âûïîëíåíèè ïðîìûâêè â

0,2×SSC/0,1% SDS ïðè 42°Ñ (ñì. Ausubel et al. (eds.), 1989, Current Protocols in
Molecular Biology, Vol. I, Green Publishing Associates, Inc., and John Wiley & Sons, Inc., New
York, at p. 2.10.3), è êîäèðóåò âûøåóêàçàííûé ôóíêöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíûé ïðîäóêò
ãåíà AveC. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ãîìîëîãè÷íà 
ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà ãèáðèäèçèðóåò ñ êîìïëåìåíòîì íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC,
èëè ñ êîìïëåìåíòîì íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC,
ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), èëè åå çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè â î÷åíü ñòðîãèõ
óñëîâè õ, òî åñòü ïðè îñóùåñòâëåíèè ãèáðèäèçàöèè ñ ôèëüòðñâ çàííîé ÄÍÊ â 0,5 Ì
NaHPO4, 7% SDS, 1 ìÌ EDTA ïðè 65°Ñ è âûïîëíåíèè ïðîìûâêè â 0,1×SSC/0,1% SDS ïðè
68°Ñ (Ausubel et al., 1989, ñì. âûøå), è êîäèðóåò âûøåóêàçàííûé ôóêöèîíàëüíî
ýêâèâàëåíòíûé ïðîäóêò ãåíà AveC.
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Àêòèâíîñòü ïðîäóêòà ãåíà AveC è åãî ïîòåíöèàëüíûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ýêâèâàëåíòîâ
ìîæíî îïðåäåëèòü ïðè ïîìîùè àíàëèçà ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîäóêòîâ ôåðìåíòàöèè, êàê ýòî
îïèñàíî â íèæåñëåäóþùèõ ïðèìåðàõ. Ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùèå
íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå êîäèðóþò ôóíêöèîíàëüíûå ýêâèâàëåíòû
ïðîäóêòà ãåíà AveC S. avermitilis, ìîãóò âêëþ÷àòü åñòåñòâåííûå ãåíû AveC,
ïðèñóòñòâóþùèå â äðóãèõ øòàììàõ S. avermitilis, ãîìîëîãè÷íûå ãåíû AveC,
ïðèñóòñòâóþùèå â äðóãèõ âèäàõ èç ðîäà Streptomyces, è ìóòèðîâàííûå àëëåëè aveC,
êîòîðûå  âë þòñ  åñòåñòâåííûìè èëè ñîçäàííûìè ìåòîäàìè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  êîäèðóåò ïîëèïåïòèä, èìåþùèé
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ãîìîëîãè÷íóþ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé
ïðîäóêò ãåíà AveC, èëè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ
ID No.2), èëè åå çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè. Â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè òåðìèí
"çíà÷èòåëüíà  ÷àñòü" àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ
ID No.2), îçíà÷àåò ïîëèïåïòèä, ñîäåðæàùèé ïî êðàéíåé ìåðå îêîëî 70% àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.2), è ïðåäñòàâë þùèé ñîáîé
âûøåóêàçàííûé ôóíêöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíûé ïðîäóêò ãåíà AveC.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè ïðèìåíèòåëüíî ê àìèíîêèñëîòíûì
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì, ãîìîëîãè÷íûì àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîäóêòà ãåíà
AveC, ïðîäóöèðîâàííîãî øòàììîì S. avermitilis, òåðìèí "ãîìîëîãè÷íûé" îòíîñèòñ  ê
ïîëèïåïòèäó, êîòîðûé èìååò àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîêàçàííóþ íà ôèãóðå 1
(SEQ ID No.2), â êîòîðîé îäèí èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ êîíñåðâàòèâíî
çàìåíåíû äðóãèì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì, ïðè ýòîì óêàçàííà  àìèíîêèñëîòíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî êðàéíåé ìåðå ïðèìåðíî íà 70%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî
êðàéíåé ìåðå ïðèìåðíî íà 80% è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïî êðàéíåé ìåðå ïðèìåðíî íà
90% èäåíòè÷íà ïîëèïåïòèäó, êîäèðîâàííîìó ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ ïëàçìèäû pSE186
(ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC, èëè àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.2), ïðè îïðåäåëåíèè ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíîãî
àëãîðèôìà èäåíòè÷íîñòè àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, òàêîãî êàê àëãîðèôì
BLASTP (GENBANK, NCBI), è, êðîìå òîãî, òàêà  êîíñåðâàòèâíà  çàìåíà ïîçâîë åò ïîëó÷èòü
âûøåóêàçàííûé ôóíêöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíûé ãåííûé ïðîäóêò. Êîíñåðâàòèâíûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè. Ïðàâèëà âûïîëíåíè  òàêèõ çàìåí
îïèñàíû íàð äó ñ äðóãèìè íàó÷íûìè ðàáîòàìè â ïóáëèêàöèè Dayhof, M.D., 1978, Nat.
Biomed. Res. Found., Washington, D.C., Vol. 5, Sup. 3. Â ÷àñòíîñòè, êîíñåðâàòèâíûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò ïðåäñòàâë þò ñîáîé òàêèå çàìåíû, êîòîðûå îáû÷íî ïðîèñõîä ò â
ñåìåéñòâå àìèíîêèñëîò, ðîäñòâåííûõ â îòíîøåíèè êèñëîòíîñòè èëè ïîë ðíîñòè.
Ãåíåòè÷åñêè êîäèðîâàííûå àìèíîêèñëîòû îáû÷íî äåë ò íà ÷åòûðå ãðóïïû: (1) êèñëûå =
àñïàðòàò, ãëóòàìàò; (2) îñíîâíûå = ëèçèí, àðãèíèí, ãèñòèäèí; (3) íåïîë ðíûå = àëàíèí,
âàëèí, ëåéöèí, èçîëåéöèí, ïðîëèí, ôåíèëàëàíèí, ìåòèîíèí, òðèïòîôàí; è (4)
íåçàð æåííûå ïîë ðíûå = ãëèöèí, àñïàðàãèí, ãëóòàìèí, öèñòåèí, ñåðèí, òðåîíèí,
òèðîçèí. Ôåíèëàëàíèí, òðèïòîôàí è òèðîçèí êëàññèôèöèðîâàíû òàêæå êàê àðîìàòè÷åñêèå
àìèíîêèñëîòû. Îäíà èëè íåñêîëüêî çàìåí â ëþáîé èç óêàçàííûõ ãðóïï, íàïðèìåð çàìåíà
ëåéöèíà èçîëåéöèíîì èëè âàëèíîì, àñïàðòàòà ãëóòàìàòîì, òðåîíèíà ñåðèíîì èëè ëþáîãî
äðóãîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííûì àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì,
íàïðèìåð àìèíîêèñëîòíûì îñòàòêîì ñ îäèíàêîâîé êèñëîòíîñòüþ èëè ïîë ðíîñòüþ ëèáî
ñõîäíîé êîìáèíàöèåé ñâîéñòâ, îáû÷íî îêàçûâàåò íåçíà÷èòåëüíîå âîçäåéñòâèå íà ôóíêöèþ
ïîëèïåïòèäà.

Ìåòîäû ïîëó÷åíè  è îáðàáîòêè ìîëåêóë ïîëèíóêëåîòèäîâ ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ
èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè è ìîãóò áûòü âûïîëíåíû ìåòîäàìè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ,
îïèñàííûìè, íàïðèìåð, â ïóáëèêàöè õ 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 &
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Wiley Interscience, NY; Sambrook, et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Innis et
al. (eds), 1995, PCR Strategies, Academic Press, Inc., San Diego; and Erlich (ed),
1992, PCR Technology, Oxford University Press, New York, êîòîðûå âêëþ÷åíû â äàííîå
îïèñàíèå èçîáðåòåíè  â êà÷åñòâå ññûëêè. Êëîíû ïîëèíóêëåîòèäîâ, êîäèðóþùèå ïðîäóêòû
ãåíà AveC èëè ïðîäóêòû ãîìîëîãè÷íîãî ãåíà AveC, ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ëþáûìè
ìåòîäàìè, èçâåñòíûìè â äàííîé îáëàñòè, êîòîðûå âêëþ÷àþò, íå îãðàíè÷èâà ñü èìè,
ìåòîäû, ðàññìîòðåííûå â íèæåñëåäóþùåì ðàçäåëå 7. Áèáëèîòåêè ãåíîìíûõ ÄÍÊ ìîæíî
èññëåäîâàòü ñ öåëüþ îáíàðóæåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé, êîäèðóþùèõ aveC è ãîìîëîã
aveC, ïðè ïîìîùè ìåòîäîâ, îïèñàííûõ â ïóáëèêàöèè Benton and Davis, 1977, Science 196:
180 äë  ñêðèíèíãà áèáëèîòåê áàêòåðèîôàãîâ, è â ïóáëèêàöèè Grunstein and Hogness,
1975, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72:3961-3965 äë  ñêðèíèíãà ïëàçìèäíûõ áèáëèîòåê.
Ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùèå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå, êàê
èçâåñòíî, âêëþ÷àþò îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC, èìåþùóþñ , íàïðèìåð, â ïëàçìèäå
pSE186 (ÀÒÑÑ 209604) èëè â ïëàçìèäå pSE119 (îïèñàííûå â íèæåñëåäóþùåì ðàçäåëå 7),
ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå çîíäîâ â óêàçàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî ñêðèíèíãó.
Àëüòåðíàòèâíî, ìîæíî ñèíòåçèðîâàòü îëèãîíóêëåîòèäíûå çîíäû, êîòîðûå ñîîòâåòñòâóþò
íóêëåîòèäíûì ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì, âûäåëåííûì èç íåïîëíûõ èëè ïîëíûõ
àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé î÷èùåííîãî ïðîäóêòà ãîìîëîãè÷íîãî ãåíà AveC.

5.2. Ðåêîìáèíàíòíûå ñèñòåìû
5.2.1. Êëîíèðóþùèå è ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ðåêîìáèíàíòíûì êëîíèðóþùèì âåêòîðàì è

ýêñïðåññèðóþùèì âåêòîðàì, ïðåäíàçíà÷åííûì äë  êëîíèðîâàíè  èëè ýêñïðåññèè ìîëåêóë
ïîëèíóêëåîòèäîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êîòîðûå âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, îòêðûòóþ
ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis èëè îòêðûòûå ðàìêè ñ÷èòûâàíè  ëþáûõ ãîìîëîãîâ
aveC. Â ñîîòâåòñòâèè ñ íåîãðàíè÷èâàþùèì âàðèàíòîì îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïëàçìèäå pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîòîðà  ñîäåðæèò ïîëíóþ
îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  ãåíà aveC S. avermitilis.

Âñå íèæåñëåäóþùåå îïèñàíèå îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC èç S. avermitilis,
ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC èç S. avermitilis
èëè åå ÷àñòü, èëè ïðîäóêòà ãåíà AveC S. avermitilis îòíîñèòñ  òàêæå ê ìóòèðîâàííûì
àëëåë ì aveC, ðàññìàòðèâàåìûì íèæå, çà èñêëþ÷åíèåì ÷åòêî îãîâîðåííûõ ñëó÷àåâ èëè
ñëó÷àåâ, ñëåäóþùèõ èç êîíòåêñòà.

Äë  êîíêðåòíîãî èñïîëüçîâàíè  â øòàììå Streptomyces ñîçäàí öåëûé ð ä ðàçíûõ
âåêòîðîâ, âêëþ÷àþùèõ ôàã, ìóëüòèêîïèéíûå ïëàçìèäû, ìàëîêîïèéíûå ïëàçìèäû è øàòòë-
âåêòîðû E. coli Streptomyces, è ëþáûå èç óêàçàííûõ âåêòîðîâ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
ïðè îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Êðîìå òîãî, â øòàììå Streptomyces áûë
êëîíèðîâàí ð ä ãåíîâ ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè, è íåêîòîðûå èç óêàçàííûõ ãåíîâ áûëè
âñòðîåíû â âåêòîðû â êà÷åñòâå ñåëåêòèðóåìûõ ìàðêåðîâ. Ïðèìåðû ñóùåñòâóþùèõ
âåêòîðîâ, ïðèãîäíûõ äë  èñïîëüçîâàíè  â øòàììå Streptomyces, ïðèâåäåíû â ïóáëèêàöèè
Hutchinson, 1980, Applied Biochem. Biotech. 16:169-190.

Ðåêîìáèíàíòíûå âåêòîðû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, â ÷àñòíîñòè ýêñïðåññèðóþùèå
âåêòîðû, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñêîíñòðóèðîâàíû òàê, ÷òîáû êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ áûëà ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà ñ îäíèì
èëè íåñêîëüêèìè ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè, íåîáõîäèìûìè äë  òðàíñêðèïöèè è
òðàíñë öèè êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè äë  ïðîäóöèðîâàíè  ïîëèïåïòèäà. Â
èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè òåðìèí "ðåãóë òîðíûé ýëåìåíò" îçíà÷àåò, íå îãðàíè÷èâà ñü
èìè, íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå èíäóöèðóåìûå è íåèíäóöèðóåìûå
ïðîìîòîðû, ýíõàíñåðû, îïåðàòîðû è äðóãèå ýëåìåíòû, êîòîðûå, êàê èçâåñòíî â äàííîé
îáëàñòè, ñëóæàò äë  èíèöèàöèè è/èëè ðåãóëèðîâàíè  ýêñïðåññèè êîäèðóþùèõ
ïîëèíóêëåîòèä ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Êðîìå òîãî, â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè
êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü "ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà" ñ îäíèì èëè íåñêîëüêèìè
ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè, êîòîðûå ýôôåêòèâíî ðåãóëèðóþò è äåëàþò âîçìîæíîé
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òðàíñêðèïöèþ êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èëè òðàíñë öèþ åå ìÐÍÊ ëèáî
îáåñïå÷èâàþò âûïîëíåíèå îáåèõ ôóíêöèé.

Òèïè÷íûå ïëàçìèäíûå âåêòîðû, êîòîðûå ìîãóò ñîäåðæàòü ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà ïî
íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, âêëþ÷àþò íàð äó ñ ïðî÷èìè pCR-Blunt, pCR2.1 (Invitrogen),
pGEM3Zf (Promega) è øàòòë-âåêòîð pWHM3 (Vara et al., 1989, J. Bact. 171:5872-5881).

Â äàííîé îáëàñòè õîðîøî èçâåñòíû ìåòîäû ñîçäàíè  ðåêîìáèíàíòíûõ âåêòîðîâ,
ñîäåðæàùèõ îïðåäåëåííûå êîäèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûå ñ
ñîîòâåòñòâóþùèìè ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè, è òàêèå ìåòîäû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
ïðè îñóùåñòâëåíèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Óêàçàííûå ìåòîäû âêëþ÷àþò ìåòîäû
ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ in vitro, ìåòîäû ñèíòåçà è ìåòîäû ãåíåòè÷åñêîé ðåêîìáèíàöèè in
vivo. Ñì., íàïðèìåð, ìåòîäû, îïèñàííûå â ïóáëèêàöè õ Maniatis et al., 1989, ïðèâåäåíà
âûøå; Ausubel et al., 1989, ïðèâåäåíà âûøå; Sambrook et al., 1989, ïðèâåäåíà âûøå;
Innis et al., 1995, ïðèâåäåíà âûøå, è Erlich, 1992, ïðèâåäåíà âûøå.

Ðåãóë òîðíûå ýëåìåíòû óêàçàííûõ âåêòîðîâ ìîãóò õàðàêòåðèçîâàòüñ  ðàçíîé ñèëîé è
ñïåöèôè÷íîñòüþ. Â çàâèñèìîñòè îò ïðèìåí åìîé ñèñòåìû õîç èí/âåêòîð ìîæíî
èñïîëüçîâàòü ëþáûå ýëåìåíòû, ïðèãîäíûå äë  òðàíñêðèïöèè è òðàíñë öèè.
Íåîãðàíè÷èâàþùèå ïðèìåðû îáëàñòåé ðåãóë öèè òðàíñêðèïöèè èëè ïðîìîòîðîâ äë 
áàêòåðèé âêëþ÷àþò ïðîìîòîð β-gal, ïðîìîòîð Ò7, ïðîìîòîð ÒÀÑ, âåðõíèé è
íèæíèé γ-ïðîìîòîðû, ïðîìîòîðû trp è lac, ñëèòûå ïðîìîòîðû trp-lac è ñïåöèàëüíî äë 
Streptomyces ïðîìîòîðû ermE, melC, tipA è ò.ä. Â ñîîòâåòñòâèè ñ êîíêðåòíûì âàðèàíòîì
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü ñîçäàí ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, ñîäåðæàùèé
îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC èëè ìóòèðîâàííóþ îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè ,
êëîíèðîâàííóþ ð äîì ñ ñèëüíûì ñòðóêòóðíûì ïðîìîòîðîì, òàêèì êàê ïðîìîòîð ermE,
âûäåëåííûé èç Saccharopolyspora erythraea. Êàê îïèñàíî â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 6248579,
âåêòîð, ñîäåðæàùèé ïðîìîòîð ermE, áûë ââåäåí â øòàìì S. avermitilis, è ðåçóëüòàòû
ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà ïðîäóêòîâ ôåðìåíòàöèè ìåòîäîì ÂÝÆÕ ñâèäåòåëüñòâîâàëè îá
óâåëè÷åíèè òèòðà ïðîäóöèðîâàííûõ àâåðìåêòèíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîëè÷åñòâîì,
ïðîäóöèðîâàííûì òåì æå øòàììîì, ýêñïðåññèðóþùèì òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà.

Âåêòîðû ýêñïðåññèè ñëèòîãî áåëêà ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ýêñïðåññèè ñëèòîãî áåëêà
ïðîäóêòà ãåíà AveC. Î÷èùåííûé ñëèòûé áåëîê ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ïîëó÷åíè 
àíòèñûâîðîòêè ïðîòèâ ïðîäóêòà ãåíà AveC, èññëåäîâàíè  áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðîäóêòà
ãåíà AveC, ñîçäàíè  ñëèòûõ áåëêîâ AveC, îáëàäàþùèõ ðàçíîé áèîõèìè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ,
èëè îáëåã÷åíè  èäåíòèôèêàöèè èëè î÷èñòêè ýêñïðåññèðîâàííîãî ïðîäóêòà ãåíà AveC.
Âîçìîæíûå âåêòîðû ýêñïðåññèè ñëèòîãî áåëêà âêëþ÷àþò, íå îãðàíè÷èâà ñü èìè, âåêòîðû,
ñîäåðæàùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ïðîäóêòû ñëè íè  β-ãàëàêòîçèäàçû è
trpE, ïðîäóêòû ñëè íè  ìàëüòîçû ñî ñâ çûâàþùèì áåëêîì, ïðîäóêòû ñëè íè  ãëóòàòèîíà ñ
S-òðàíñôåðàçîé è ïðîäóêòû ñëè íè  ïîëèãèñòèäèíîâ (íåñóùèå îáëàñòè). Â àëüòåðíàòèâíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïðîäóêò ãåíà AveC èëè åãî ÷àñòü ìîãóò áûòü ñëèòû ñ
ïðîäóêòîì ãîìîëîãè÷íîãî ãåíà AveC èëè åãî ÷àñòüþ, âûäåëåííûìè èç äðóãîãî âèäà èç ðîäà
èëè øòàììà Streprtomyces, òàêîãî êàê, íàïðèìåð, S. hygroscopicus èëè S.
griseochromogenes. Òàêèå ãèáðèäíûå âåêòîðû ìîãóò áûòü ââåäåíû â êëåòêè S. avermitilis
è èñïûòàíû äë  îïðåäåëåíè  èõ âîçäåéñòâè , íàïðèìåð, íà ñîîòíîøåíèå ïðîäóöèðîâàííûõ
àâåêìåêòèíîâ êëàññà 2:1.

Ñëèòûå áåëêè AveC ìîãóò ñîäåðæàòü îáëàñòü, ïðèãîäíóþ äë  î÷èñòêè. Íàïðèìåð,
ïðîäóêòû ñëè íè  AveC, ìàëüòîçû è ñâ çûâàþùåãî áåëêà ìîãóò áûòü î÷èùåíû ïðè ïîìîùè
àìèëîçíîé ñìîëû; áåëêè, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå ñëè íè  AveC, ãëóòàòèîíà è S-
òðàíñôåðàçû, ìîãóò áûòü î÷èùåíû ïðè ïîìîùè ãëóòàòèîí-àãàðîçíûõ øàðèêîâ, è ïðîäóêòû
ñëè íè  AveC è ïîëèãèñòèäèíà ìîãóò áûòü î÷èùåíû ïðè ïîìîùè ñìîëû, ñîäåðæàùåé
äâóõâàëåíòíûé íèêåëü. Àëüòåðíàòèâíî äë  î÷èñòêè ñëèòîãî áåëêà ïðè ïîìîùè àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè ìîæíî èñïîëüçîâàòü àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêà-íîñèòåë  èëè ïåïòèäà.
Íàïðèìåð, íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  ýïèòîï-ìèøåíü
ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, ìîæåò áûòü ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà â ýêñïðåññèðóþùåì
âåêòîðå ñ ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè è ðàñïîëîæåíà ñ âîçìîæíîñòüþ ñëè íè 
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ýêñïðåññèðîâàííîãî ýïèòîïà ñ ïîëèïåïòèäîì ãåíà AveC. Íàïðèìåð, íóêëåîòèäíà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  ìå÷åíûé ýïèòîï FLAG (International
Biotechnologies Inc.),  âë þùèéñ  ãèäðîôèëüíûì ìàðêåðíûì ïåïòèäîì, ìîæåò áûòü
âñòðîåíà ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð íà ó÷àñòêå,
ñîîòâåòñòâóþùåì, íàïðèìåð, êàðáîêñèëüíîìó êîíöó ïîëèïåïòèäà ãåíà AveC.
Ýêñïðåññèðîâàííûé ïðîäóêò ñëè íè  ïîëèïåïòèäà AveC è ýïèòîïà FLAG çàòåì ìîæåò
áûòü îáíàðóæåí è ïîäâåðãíóò àôôèííîé î÷èñòêå ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêè
ïðîèçâîäèìûõ àíòèòåë ïðîòèâ FLAG.

Ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð, êîäèðóþùèé ñëèòûé áåëîê AveC, ìîæåò òàêæå ñîäåðæàòü
ïîëèëèíêåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ñàéòû ðàñùåïëåíè  ñïåöèôè÷åñêîé
ïðîòåàçîé, áëàãîäàð  ÷åìó ýêñïðåññèðîâàííûé ïîëèïåïòèä AveC ìîæåò áûòü âûäåëåí èç
íåñóùåé îáëàñòè èëè ïðîäóêòà ñëè íè  â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè ñïåöèôè÷åñêîé ïðîòåàçîé.
Íàïðèìåð, âåêòîð ñëèòîãî áåëêà ìîæåò ñîäåðæàòü ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ, êîäèðóþùèå
ñàéòû ðàñùåïëåíè  òðîìáèíîì èëè Õà-ôàêòîðîì.

Ïðè ïîìîùè èçâåñòíûõ ìåòîäîâ â ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð ìîæåò áûòü âñòðîåíà
ñèãíàëüíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ðàñïîëîæåííà  â ðàìêå ñ÷èòûâàíè  ââåðõó îò îòêðûòîé
ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC, êîòîðà  íàïðàâë åò ìèãðàöèþ è ñåêðåöèþ ýêñïðåññèðîâàííîãî
ãåííîãî ïðîäóêòà. Íåîãðàíè÷èâàþùèå ïðèìåðû ñèãíàëüíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âêëþ÷àþò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âûäåëåííûå èç α-ôàêòîðà, èììóíîãëîáóëèíîâ, áåëêîâ íàðóæíûõ
îáîëî÷êè, ïåíèöèëëèíàçû è ðåöåïòîðîâ Ò-êëåòîê.

Äë  îáëåã÷åíè  âûáîðà êëåòîê-õîç åâ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ èëè òðàíñôåöèðîâàííûõ
êëîíèðóþùèìè èëè ýêñïðåññèðóþùèìè âåêòîðàìè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, óêàçàííûé
âåêòîð ìîæåò äàëåå ñîäåðæàòü êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äë  ïðîäóêòà ãåíà-
ðåïîðòåðà èëè äðóãîãî ñåëåêòèðóåìîãî ìàðêåðà. Òàêà  êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðåäïî÷òèòåëüíî ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà ñ âûøåîïèñàííûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè,
êîäèðóþùèìè ðåãóë òîðíûå ýëåìåíòû. Ãåíû-ðåïîðòåðû, ïðèãîäíûå äë  èñïîëüçîâàíè  â
äàííîì èçîáðåòåíèè, õîðîøî èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè è âêëþ÷àþò ãåíû-ðåïîðòåðû,
êîäèðóþùèå çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê, ëþöèôåðàçó, xyIE è òèðîçèíàçó.
Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ñåëåêòèðóåìûå ìàðêåðû, õîðîøî
èçâåñòíû â äàííîé îáëàñòè è âêëþ÷àþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå êîäèðóþò ãåííûå
ïðîäóêòû, ñîîáùàþùèå óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì èëè àíòèìåòàáîëèòàì, èëè
óäîâëåòâîð þò òðåáîâàíèþ àóêñîòðîôíîñòè. Ïðèìåðû òàêèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé
âêëþ÷àþò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå óñòîé÷èâîñòü ê ýðèòðîìèöèíó, òèîñòðåïòîíó
èëè êàíàìèöèíó íàð äó ñ ïðî÷èìè àíòèáèîòèêàìè.

5.2.2. Òðàíñôîðìàöè  êëåòîê-õîç åâ
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê òðàíñôîðìèðîâàííûì êëåòêàì-õîç åâàì,

ñîäåðæàùèì ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà èëè ðåêîìáèíàíòíûé âåêòîð ïî äàííîìó
èçîáðåòåíèþ, è âûäåëåííûì èç íèõ íîâûì øòàììàì èëè ëèíè ì êëåòîê. Êëåòêè-õîç åâà,
ïðèãîäíûå äë  îñóùåñòâëåíè  äàííîãî èçîáðåòåíè , ïðåäïî÷òèòåëüíî  âë þòñ  êëåòêàìè
Streptomyces, õîò  ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü äðóãèå ïðîêàðèîòè÷åñêèå èëè
ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè. Òàêèå òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè-õîç åâà îáû÷íî âêëþ÷àþò, íå
îãðàíè÷èâà ñü èìè, ìèêðîîðãàíèçìû, òàêèå êàê áàêòåðèè, òðàíñôîðìèðîâàííûå
ðåêîìáèíàíòíûìè âåêòîðàìè ÄÍÊ áàêòåðèîôàãà, ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èëè êîñìèäíîé ÄÍÊ, èëè
äðîææè, òðàíñôîðìèðîâàííûå ðåêîìáèíàíòíûìè âåêòîðàìè íàð äó ñ ïðî÷èìè âåêòîðàìè.

Ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðåäíàçíà÷åíû äë 
ôóíêöèîíèðîâàíè  â êëåòêàõ Strepromyces, íî ìîãóò áûòü òàêæå ââåäåíû â äðóãèå
áàêòåðèàëüíûå èëè ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè, íàïðèìåð, ñ öåëüþ êëîíèðîâàíè  èëè
ýêñïðåññèè. Îáû÷íî èñïîëüçóþò øòàìì E. coli, òàêîé êàê, íàïðèìåð, øòàìì DH5α, êîòîðûé
ìîæíî ïîëó÷èòü èç Àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè òèïîâûõ êóëüòóð (ÀÒÑÑ), Ðîêâèëü, øò.
Ìýðèëåíä, ÑØÀ (¹ äîñòóïà 31343) è êîììåð÷åñêèõ èñòî÷íèêîâ (Stratagene).
Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ýóêàðèîòè÷åñêèå êëåòêè-õîç åâà âêëþ÷àþò äðîææåâûå êëåòêè, õîò 
ìîæíî òàêæå ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàòü êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ èëè íàñåêîìûõ.

Ðåêîìáèíàíòíûé ýêñïåðññèðóþùèé âåêòîð ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ ïðåäïî÷òèòåëüíî
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ââîä ò, íàïðèìåð, ïóòåì òðàíñôîðìàöèè èëè òðàíñôåêöèè â îäíó èëè íåñêîëüêî êëåòîê-
õîç åâ ïî ñóùåñòâó ãîìîãåííîé êóëüòóðû êëåòîê. Ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð îáû÷íî ââîä ò â
êëåòêè-õîç åâà èçâåñòíûìè ìåòîäàìè, òàêèìè êàê, íàïðèìåð, òðàíñôîðìàöè 
ïðîòîïëàñòîâ, îñàæäåíèå ôîñôàòîì êàëüöè , îáðàáîòêà õëîðèäîì êàëüöè ,
ìèêðîèíúåêöè , ýëåêòðîïîðàöè , òðàíñôåêöè  ïðè êîíòàêòèðîâàíèè ñ ðåêîìáèíèðîâàííûì
âèðóñîì, òðàíñôåêöè , îïîñðåäóåìà  ëèïîñîìàìè, òðàíñôåêöè  DEAE-äåêñòðàíîì,
òðàíñäóêöè , êîíúþãèðîâàíèå èëè áîìáàðäèðîâêà ìèêðî÷àñòèöàìè. Òðàíñôîðìàíòû ìîæíî
âûáðàòü ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè, íàïðèìåð, âûáèðà  êëåòêè, ýêñïðåññèðóþùèå
âûøåîïèñàííûé ñåëåêòèðóåìûé ìàðêåð, òàêîé êàê óñòîé÷èâîñòü ê àíòèáèîòèêàì, ñâ çàííûé
ñ ðåêîìáèíàíòíûì âåêòîðîì.

Ïîñëå ââåäåíè  ýêñïðåññèðóþùåãî âåêòîðà â êëåòêó-õîç èíà èíòåãðàöèþ è ñîõðàíåíèå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé aveC, â õðîìîñîìå êëåòêè-õîç èíà èëè ýïèñîìå ìîæíî
ïðîâåðèòü ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè, íàïðèìåð ïðè ïîìîùè àíàëèçà ãèáðèäèçàöèè ìåòîäîì
ñàóçåðí-áëîòòèíãà, àíàëèçà ðåñòðèêöèîííîãî ôåðìåíòà, àíàëèçà PCR, âêëþ÷à  PCR ñ
èñïîëüçîâàíèåì îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (rt-PCR) èëè èììóíîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà,
ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  îáíàðóæåíè  ïðåäïîëàãàåìîãî ãåííîãî ïðîäóêòà. Êëåòêè-õîç åâà,
ñîäåðæàùèå è/èëè ýêñïðåññèðóþùèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ðåêîìáèíàíòíûé
aveC, ìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü ëþáûì ïî êðàéíåé ìåðå èç ÷åòûðåõ îáùèõ ìåòîäîâ,
õîðîøî èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè, êîòîðûå âêëþ÷àþò: (i) ãèáðèäèçàöèþ ÄÍÊ-ÄÍÊ, ÄÍÊ-
ÐÍÊ èëè ÐÍÊ-àíòèñìûñëîâà  ÐÍÊ; (ii) îáíàðóæåíèå íàëè÷è  ôóíêöèé ãåíà-"ìàðêåðà"; (iii)
îöåíêó óðîâí  òðàíñêðèïöèè ïóòåì èçìåðåíè  ýêñïðåññèè aveC-ñïåöèôè÷åñêèõ
òðàíñêðèïòîâ ìÐÍÊ â êëåòêå-õîç èíå; è (iv) îáíàðóæåíèå ïðèñóòñòâè  çðåëîãî
ïîëèïåïòèäà, îïðåäåë åìîãî, íàïðèìåð, ïðè ïîìîùè èììóíîàíàëèçà èëè ïî íàëè÷èþ
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè AveC (íàïðèìåð, ïðîäóöèðîâàíèå â êëåòêàõ-õîç åâàõ S.
avermitilis àâåðìåêòèíîâ,  âë þùèõñ  ïîêàçàòåëåì àêòèâíîñòè AveC, â ñîîòâåòñòâóþùèõ
ñîîòíîøåíè õ è êîëè÷åñòâàõ).

5.2.3. Ýêñïðåññè  è èññëåäîâàíèå ïðîäóêòà ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà AveC
Ïîñëå òîãî êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  íàòèâíûé èëè ìóòèðîâàííûé aveC,

óñòîé÷èâî ââåäåíà â ñîîòâåòñòâóþùóþ êëåòêó-õîç èí, òðàíñôîðìèðîâàííóþ êëåòêó-õîç èíà
ðàçìíîæàþò êëîíèðîâàíèåì è îáðàçîâàâøèåñ  êëåòêè âûðàùèâàþò â óñëîâè õ,
îáåñïå÷èâàþùèõ ìàêñèìàëüíîå ïðîäóöèðîâàíèå ïðîäóêòà íàòèâíîãî èëè ìóòèðîâàííîãî
ãåíà AveC. Òàêèå óñëîâè  îáû÷íî âêëþ÷àþò âûðàùèâàíèå êëåòîê äî âûñîêîé ïëîòíîñòè.
Åñëè ýêñïðåññèðóþùèé âåêòîð ñîäåðæèò èíäóöèðóåìûé ïðîìîòîð, ñîçäàþò óñëîâè ,
íåîáõîäèìûå äë  èíäóêöèè ýêñïðåññèè, êîòîðûå âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, èçìåíåíèå
òåìïåðàòóðû, óäàëåíèå ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ, äîáàâëåíèå ïðèåìëåìûõ èíäóêòîðîâ
(íàïðèìåð, àíàëîãîâ óãëåâîäîðîäîâ, òàêèõ êàê èçîïðîïèë-β-D-òèîãàëàêòîïèðàíîçèä
(IPTG)), íàêîïëåíèå èçáûòêà ïîáî÷íûõ ïðîäóêòîâ îáìåíà âåùåñòâà è òîìó ïîäîáíûå.

Åñëè ïðîäóêò ýêñïðåññèðîâàííîãî ãåíà AveC îñòàåòñ  âíóòðè êëåòîê-õîç åâ, êëåòêè
ñîáèðàþò è ëèçèðóþò, ïðîäóêò âûäåë þò è î÷èùàþò îò ëèçàòà â óñëîâè õ ýêñòðàêöèè,
èçâåñòíûõ â äàííîé îáëàñòè, êîòîðûå ïîçâîë þò ñâåñòè äî ìèíèìóìà ðàçðóøåíèå áåëêà,
íàïðèìåð, ïðè 4°Ñ èëè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ïðîòåàçû ëèáî ïðè ñîçäàíèè îáîèõ
óñëîâè õ. Åñëè ïðîäóêò ýêñïðåññèðîâàííîãî ãåíà AveC ñåêðåòèðóåòñ  èç êëåòîê-õîç åâ,
ìîæíî ïðîñòî ñîáðàòü èñòîùåííóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è âûäåëèòü èç íåå ïðîäóêò.

Ïðîäóêò ýêñïðåññèðîâàííîãî ãåíà AveC ìîæíî âûäåëèòü èëè î÷èñòèòü îò êëåòî÷íûõ
ëèçàòîâ èëè êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ïðè ïîìîùè ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ, êîòîðûå âêëþ÷àþò, íå
îãðàíè÷èâà ñü èìè, ëþáóþ êîìáèíàöèþ íèæåñëåäóþùèõ ìåòîäîâ: îñàæäåíèå ñóëüôàòîì
àììîíè , âûòåñíèòåëüíîå ôðàêöèîíèðîâàíèå, èîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ, ÂÝÆÕ,
öåíòðèôóãèðîâàíèå â ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè è àôôèííóþ õðîìàòîãðàôèþ. Åñëè ïðîäóêò
ýêñïðåññèðîâàííîãî ãåíà AveC îáëàäàåò áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, áîëåå âûñîêóþ
ñòåïåíü ÷èñòîòû ïðåïàðàòà ìîæíî êîíòðîëèðîâàòü íà êàæäîé ñòàäèè î÷èñòêè ïðè ïîìîùè
ñîîòâåòñòâóþùåãî àíàëèçà. Íåçàâèñèìî îò òîãî, îáëàäàåò ïðîäóêò ýêñïðåññèðîâàííîãî
ãåíà AveC áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ èëè íåò, åãî ìîæíî îáíàðóæèòü íà îñíîâàíèè
âåëè÷èíû âûõîäà, ñïîñîáíîñòè âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ àíòèòåëîì, ñïåöèôè÷åñêèì äë  AveC,
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èëè íàëè÷è  ìåòêè ñëè íè . Â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè ïðîäóêò ãåíà AveC ñ÷èòàåòñ 
"ïî ñóùåñòâó î÷èùåííûì", åñëè äàííûé ïðîäóêò ñîñòàâë åò ïðèìåðíî áîëåå 20 ìàñ.% îò
ñîäåðæàíè  áåëêà â êîíêðåòíîì ïðåïàðàòå. Êðîìå òîãî, â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè
ïðîäóêò ãåíà AveC ñ÷èòàåòñ  "âûäåëåííûì", åñëè äàííûé ïðîäóêò ñîñòàâë åò ïî êðàéíåé
ìåðå îêîëî 80 ìàñ.% îò ñîäåðæàíè  áåëêà â êîíêðåòíîì ïðåïàðàòå.

Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîìó èëè ïî ñóùåñòâó
î÷èùåííîìó ïðîäóêòó ðåêîìáèíàíòíî ýêñïðåññèðîâàííîãî ãåíà AveC S. avermitilis,
ñîäåðæàùåìó àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðîâàííóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ
ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC, èëè àìèíîêèñëîòíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ïîêàçàííóþ íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.2), èëè åå çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü,
à òàêæå èõ ìóòèðîâàííûå è âûðîæäåííûå âàðèàíòû.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  ïðî-äóêòà ãåíà AveC,
êîòîðûé âêëþ÷àåò êóëüòèâèðîâàíèå êëåòêè-õîç èíà, òðàíñôîðìèðîâàííîé ðåêîìáèíàíòíûì
ýêñïðåññèðóþùèì âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà, èìåþùóþ
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ïðîäóêò ãåíà AveC, ïðè÷åì ìîëåêóëà
ïîëèíóêëåîòèäà ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàíà ñ îäíèì èëè íåñêîëüêèìè ðåãóë òîðíûìè
ýëåìåíòàìè, êîíòðîëèðóþùèìè ýêñïðåññèþ ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà â êëåòêå-õîç èíå â
óñëîâè õ, íåîáõîäèìûõ äë  ïðîäóöèðîâàíè  ïðîäóêòà ðåêîìáèíàíòíîãî ãåíà AveC, è
âûäåëåíèå ïðîäóêòà ãåíà AveC èç êóëüòóðû êëåòîê.

Ïðîäóêò ðåêîìáèíàíòíî ýêñïðåññèðîâàííîãî ãåíà AveC S. avermitilis ïðèãîäåí äë 
ðàçíûõ öåëåé, âêëþ÷à  ñêðèíèíã ñîåäèíåíèé, èçìåí þùèõ ôóíêöèþ ïðîäóêòà ãåíà AveC è
ìîäóëèðóþùèõ òàêèì îáðàçîì áèîñèíòåç àâåðìåêòèíà, è ïîëó÷åíèå àíòèòåë ïðîòèâ
ïðîäóêòà ãåíà AveC.

Ïîñëå ïîëó÷åíè  ïðîäóêòà ãåíà AveC äîñòàòî÷íîé ÷èñòîòû åãî ìîæíî èññëåäîâàòü
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè, âêëþ÷àþùèìè SDS-PAGE, âûòåñíèòåëüíóþ õðîìàòîãðàôèþ,
àíàëèç àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, àíàëèç áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ ïðè
ïðîäóöèðîâàíèè ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðîäóêòîâ â ïðîöåññå áèîñèíòåçà àâåðìåêòèíà è ò.ä.
Íàïðèìåð, àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðîäóêòà ãåíà AveC ìîæíî îïðåäåëèòü
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ñåêâåíèðîâàíè  ïåïòèäà. Ïðîäóêò ãåíà AveC ìîæíî äàëåå
èññëåäîâàòü ïðè ïîìîùè àíàëèçà ãèäðîôèëüíîñòè (ñì., íàïðèìåð, Hopp and Woods, 1981,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:3824) èëè àíàëîãè÷íûõ ïðîãðàììíûõ àëãîðèôìîâ äë 
èäåíòèôèêàöèè ãèäðîôîáíûõ è ãèäðîôèëüíûõ îáëàñòåé â ïðîäóêòå ãåíà AveC. Ìîæíî
âûïîëíèòü ñòðóêòóðíûé àíàëèç äë  èäåíòèôèêàöèè îáëàñòåé ïðîäóêòà ãåíà AveC, êîòîðûå
ïðåäïîëàãàþò íàëè÷èå ñïåöèôè÷åñêèõ âòîðè÷íûõ ñòðóêòóð. Áèîôèçè÷åñêèå ìåòîäû, òàêèå
êàê ðåíòãåíîâñêà  êðèñòàëëîãðàôè  (Engstrom, 1974, Biochem. Exp. Biol. 11:7-13),
êîìïüþòåðíîå ìîäåëèðîâàíèå (Fletterick and Zoller (eds.), 1986, in: Current
Communications in Molecular Biology. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY) è  äåðíûé ìàãíèòíûé ðåçîíàíñ (ßÌÐ), ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  êàðòèðîâàíè  è
èññëåäîâàíè  ñàéòîâ âçàèìîäåéñòâè  ìåæäó ïðîäóêòîì ãåíà AveC è åãî ñóáñòðàòîì.
Èíôîðìàöèþ, ïîëó÷åííóþ â ðåçóëüòàòå âûïîëíåíè  âûøåóêàçàííûõ èññëåäîâàíèé, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  âûáîðà íîâûõ ñàéòîâ äë  ìóòàöèè â îòêðûòîé ðàìêå ñ÷èòûâàíè  aveC,
ïîëó÷åíè  íîâûõ øòàììîâ S. avermitilis, îáëàäàþùèõ áîëåå ïðèâëåêàòåëüíûìè
õàðàêòåðèñòèêàìè ïðîäóöèðîâàíè  àâåðìåêòèíà.

5.3. Ñîçäàíèå è èñïîëüçîâàíèå ìóòàíòîâ AveC
Ãëàâíûì îáúåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  èäåíòèôèêàöè  íîâûõ ìóòàöèé â

àëëåëå aveC S. avermitilis, êîòîðûå âûçûâàþò èçìåíåíèå è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî
óìåíüøåíèå ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1. Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëàì ïîëèíóêëåîòèäîâ, ïðèãîäíûì äë  ïîëó÷åíè  íîâûõ øòàììîâ êëåòîê
S. avermitilis, êîòîðûå õàðàêòåðèçóþòñ  ïîääàþùèìñ  îáíàðóæåíèþ èçìåíåíèåì
ïðîäóöèðîâàíè  àâåðìåêòèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà,
ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  òàêèå ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ ïðèãîäíû äë  ïîëó÷åíè 
íîâûõ øòàììîâ êëåòîê S. avermitilis, êîòîðûå ïðîäóöèðóþò àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 â
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ìåíüøåì ñîîòíîøåíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà, ýêñïðåññèðóþùèìè
òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà. Êëåòêè òàêèõ øòàììîâ ìîãóò òàêæå ñîäåðæàòü
äîïîëíèòåëüíûå ìóòàöèè, ñïîñîáñòâóþùèå ïðîäóöèðîâàíèþ áîëüøåãî êîëè÷åñòâà
àâåðìåêòèíîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà, ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî
àëëåëü aveC äèêîãî òèïà.

Ìóòàöèè àëëåë  aveC èëè êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè âêëþ÷àþò ëþáûå ìóòàöèè,
êîòîðûå âûçûâàþò çàìåíó, äåëåöèþ è/èëè äîáàâëåíèå îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò
â ïðîäóêò ãåíà AveC èëè óêîðà÷èâàíèå ïðîäóêòà ãåíà AveC, ëèáî ëþáûå êîìáèíàöèè
óêàçàííûõ ìóòàöèé, à òàêæå ìóòàöèè, ïîçâîë þùèå äîñòè÷ü òðåáóåìîãî ðåçóëüòàòà.
Ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî òàêèå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC âêëþ÷àþò
ëþáûå âûðîæäåííûå âàðèàíòû. Íàïðèìåð, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå
ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü àëëåë  aveC èëè åå
âûðîæäåííûé âàðèàíò, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604),
êîäèðóþùóþ ïðîäóêò ãåíà AveC, èëè åå âûðîæäåííûé âàðèàíò èëè íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis, ïîêàçàííóþ íà
ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), èëè åå âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîòîðà  äàëåå âêëþ÷àåò ìóòàöèè,
êîäèðóþùèå êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â âûáðàííûõ ïîëîæåíè õ ñòðóêòóðû ïðîäóêòà
ãåíà AveC. Â íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  òàêèå çàìåíû
ïðîèñõîä ò â ïîëîæåíèè îäíîé èëè íåñêîëüêèõ àìèíîêèñëîò ïðîäóêòà ãåíà AveC,
ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîæåíè ì àìèíîêèñëîò 25, 28, 35, 36, 38, 40, 41, 48, 55, 61, 78,
84, 89, 90, 99, 107, 108, 111, 120, 123, 136, 138, 139, 141, 154, 159, 163, 179, 192,
196, 198, 200, 202, 220, 228, 229, 230, 231, 234, 238, 239, 250, 252, 266, 275, 278,
289 èëè 298 SEQ ID No.2. Ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîìáèíàöèè ïîëîæåíèé àìèíîêèñëîò, â
êîòîðûõ ïðîèñõîäèò çàìåíà, âêëþ÷àþò îäèí èëè íåñêîëüêî àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ D48,
A61, A89, L136, S138, A139, R163, G179, V196, A198, E238 è Ð289. Îñîáåííî
ïðåäïî÷òèòåëüíûå êîìáèíàöèè çàìåí àìèíîêèñëîò âêëþ÷àþò çàìåíû â ïîëîæåíè õ D48 è
G179, áîëåå êîíêðåòíî D48E è G179S. Êîíêðåòíûå ïðèìåðû êîìáèíàöèé çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûçûâàþùèõ óìåíüøåíèå ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1, ïîêàçàíû íà ôèãóðå 6À-J.

Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà,
ñîäåðæàùåé íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî ñóùåñòâó àíàëîãè÷íà àëëåëþ
aveC Streptomyces avermitilis, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604),
êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis, íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé
ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), èëè èõ
âûðîæäåííîìó âàðèàíòó, íî ïðè ýòîì èìååò ìóòàöèè, êîäèðóþùèå êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíè õ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîæåíè ì
àìèíîêèñëîò SEQ ID No.2, áëàãîäàð  ÷åìó êëåòêè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692, â
êîòîðûõ èíàêòèâèðîâàí àëëåëü aveC äèêîãî òèïà è êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ìîëåêóëó
ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùóþ ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïîñîáíû
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 â ìåíüøåì ñîîòíîøåíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ
ñîîòíîøåíèåì, ïðîäóöèðóåìûì êëåòêàìè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692,
ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà, ïðè÷åì êîãäà àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1
 âë þòñ  àâåðìåêòèíàìè öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1, ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
êëàññà 2:1 ñîñòàâë åò 0,35:1 èëè ìåíüøå. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1
ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,30:1 èëè ìåíüøå. Â åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè   ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,25:1 èëè ìåíüøå. Â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå.

Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò
âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (à): D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S, A198G, P289L.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
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 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE538 (ñì. ôèãóðó 6).
Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí

àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (b): G40S, D48E, L136P, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE559.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ñ): D48E, L136P, R163Q, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE567.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (d): D48E, L136P, R163Q, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë þòñ  ïëàçìèäû pSE570 è pSE572.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (å): D48E, L136P, R163Q, G179S, A200G, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE571.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (f): D48E, L136P, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë þòñ  ïëàçìèäû pSE501 è pSE546.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (g): D48E, A61T, L136P, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE510.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (h): D48E, A61T, L136P, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE512.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (i): D48E, A89T, S138T, A139T, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE519.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (j): D48E, A61T, L136P, G179S, A198G, P202S,
E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE526.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (k): D48E, A61T, L136P, S138T, A139F, G179S,
E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE528.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (l): D48E, L136P, G179S, A198G, E238D, P289L.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE530.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (m): D48E, A61T, S138T, A139F, G179S, A198G,
P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE531.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (n): D48E, L84P, G111V, S138T, A139T, G179S,
A198G, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE534.
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Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (o): Y28C, D48E, A61T, A89T, A138T, A139T,
G179S, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE535.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (p): D48E, A61T, A107T, S108G, L136P, G179S,
S192A, E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE542.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (q): D48E, L136P, G179S, R250W.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE545.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (r): D48E, A89T, S138T, A139T, R163Q, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE548.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (s): D48E, L136P, G179S, A198G, P289L.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE552.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (t): D48E, F78L, A89T, L136P, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE557.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (u): D48E, A89T, S138T, A139T, G179S, E238D,
F278L. Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë þòñ  ïëàçìèäû pSE564 è pSE565.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (v): D48E, A89T, L136P, R163Q, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE568.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (w): D48E, A61T, A89T, G111V, S138T, A139F,
G179S, E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE543.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (x): D25G, D48E, A89T, L136P, S138T, A139T,
V141A, I159T, R163Q, G179S. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé
óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE504.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (y): D48E, A89T, S90G, L136P, R163Q, G179S,
E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE508.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (z): D48E, A61T, A89T, G111V, S138T, A139T,
G179S, E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE511.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (aa): D48E, A89T, S138T, A139T, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE520.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
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àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ab): D48E, L136P, R163Q, G179S, S231L.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE523.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ac): D48E, L136P, S138T, A139F, G179S, V196A,
E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE527.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ad): D48E, A61T, A89T, F99S, S138T, A139T,
G179S, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE539.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ae): G35S, D48E, A89T, S138T, A139T, G179S,
P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE540.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (af): D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S,
V196A, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE547.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ag): D48E, A89T, G111V, S138T, A139T, G179S,
A198G, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE550.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ah): S41G, D48E, A89T, L136P, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE558.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ai): D48E, A89T, L136P, R163Q, G179S, P252S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE563.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (aj): D48E, A89T, L136P, G179S, F234S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE566.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ak): D48E, A89T, L136P, R163Q, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë þòñ  ïëàçìèäû pSE573 è pSE578.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (al): Q36R, D48E, A89T, L136P, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE574.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (am): D48E, A89T, L136P, R163Q, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë þòñ  ïëàçìèäû pSE575 è pSE576.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (an): D48E, A89T, S138T, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE577.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ao): D48E, A89T, L136P, G179S, E238D.
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Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë þòñ  ïëàçìèäû pSE502 è pSE524.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ap): D48E, A89T, L136P, K154E, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE503.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (aq): D48E, A89T, S138T, A139T, K154R, G179S,
V196A, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE505.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ar): D48E, A89T, S138T, A139F, G179S, V196A,
E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE506.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (as): D48E, A61T, A89T, L136P, G179S, V196A,
A198G, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE507.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (at): D48E, A61T, S138T, A139F, G179S, G196A,
E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE509.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (au): D48E, A89T, L136P, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë þòñ  ïëàçìèäû pSE514 è pSE525.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (av): D48E, A89T, V120A, L136P, G179S.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE515.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (aw): D48E, A61T, A89T, S138T, A139F, G179S,
V196A, A198G, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE517.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ax): D48E, A61T, A89T, G111V, S138T, A139F,
G179S, V196A, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE518.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ay): D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S,
V196A, E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë þòñ  ïëàçìèäû pSE529 è pSE554.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (az): D48E, A61T, A89T, L136P, S138T, A139F,
G179S, A198G, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå
çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE532.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (ba): D48E, A89T, S138T, A139F, G179S, A198G,
V220A. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE536.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (bb): D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S,
V196A, E238D, R239H, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé
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óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE537.
Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí

àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (bc): D48E, A61T, A89T, L136P, G179S, P289L.
Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
 âë åòñ  ïëàçìèäà pSE541.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (bd): D48E, A89T, S138T, A139T, G179S, V196A,
E238D, P289L. Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèä, êîäèðóþùèõ óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë þòñ  ïëàçìèäû pSE549 è pSE553.

Â äðóãîì êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ ãðóïïû (be): D48E, A61T, A89T, S138T, A139F, G179S,
V196A, E238D. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé óêàçàííûå çàìåíû
àìèíîêèñëîò,  âë åòñ  ïëàçìèäà pSE551.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùåé
íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  ïî ñóùåñòâó àíàëîãè÷íà àëëåëþ aveC
Strepromyces avermitilis, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSÅ186 (ÀÒÑÑ 209604),
êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S. avermitilis, íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé
ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis, ïîêàçàííîé íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), èëè èõ
âûðîæäåííîìó âàðèàíòó, íî ïðè ýòîì èìååò ìóòàöèè, êîäèðóþùèå êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîëîæåíè ì
àìèíîêèñëîò SEQ ID No.2, áëàãîäàð  ÷åìó êëåòêè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692, â
êîòîðûõ èíàêòèâèðîâàí àëëåëü aveC äèêîãî òèïà è êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ìîëåêóëó
ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùóþ ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ñïîñîáíû
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 ñ ìåíüøèì ñîîòíîøåíèåì ïî ñðàâíåíèþ ñ
ñîîòíîøåíèåì, ïðîäóöèðóåìûì êëåòêàìè øòàììà S. avermitilis ÀÒÑÑ 53692,
ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà, ïðè÷åì êîãäà àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1
 âë þòñ  àâåðìåêòèíàìè öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1, ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
êëàññà 2:1 óìåíüøàåòñ  ïðèìåðíî äî 0,40:1 èëè ìåíüøå, è êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò
âêëþ÷àåò êîìáèíàöèþ, âûáèðàåìóþ èç íèæåñëåäóþùåé ãðóïïû:

(bf) D48E, S138T, A139T, G179S, E238D; è
(bg) Y28C, Q38R, D48E, L136P, G179S, E238D.
Íåîãðàíè÷èâàþùèìè ïðèìåðàìè ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé çàìåíû àìèíîêèñëîò ãðóïïû

(bf),  âë þòñ  pSE556 è pSE569. Íåîãðàíè÷èâàþùèì ïðèìåðîì ïëàçìèäû, êîäèðóþùåé
çàìåíû àìèíîêèñëîò ãðóïïû (bg),  âë åòñ  pSE561.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì ëþáûå âûøåóêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò
ìîãóò áûòü âûïîëíåíû â ðåçóëüòàòå ëþáîé ìîäèôèêàöèè íóêëåîòèäíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àëëåë  aveC èëè åå âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîòîðà  âûçûâàåò òàêèå
çàìåíû. Íàïðèìåð, áîëüøèíñòâî âûøåîïèñàííûõ çàìåí àìèíîêèñëîò ìîæíî ïðîèçâåñòè,
çàìåí   ïîñëåäîâàòåëüíîñòü íàòèâíîãî êîäîíà èëè åå âûðîæäåííûé âàðèàíò ëþáûì
àëüòåðíàòèâíûì êîäîíîì, êîäèðóþùèì òàêóþ æå çàìåíó àìèíîêèñëîò. Âñå âîçìîæíûå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå ìîãóò êîäèðîâàòü âûøåóêàçàííûå çàìåíû àìèíîêèñëîò,
äîëæíû áûòü î÷åâèäíû ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè íà îñíîâàíèè äàííîãî îïèñàíè 
èçîáðåòåíè  è èçâåñòíîé âûðîæäåííîñòè ãåíåòè÷åñêîãî êîäà. Â íåîãðàíè÷èâàþùåì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ëþáà  âûøåóêàçàííà  êîìáèíàöè  çàìåí
àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò íåìîë÷àùèå çàìåíû íóêëåîòèäîâ, ïîêàçàííûå íà ôèãóðå 6.

Â èñïîëüçóåìîì çäåñü çíà÷åíèè ôðàçà "êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò âêëþ÷àåò
êîìáèíàöèþ ãðóïïû..." è ïîäîáíûå ôðàçû îçíà÷àþò, ÷òî çàìåíû àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå
ãåíà AveC ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âêëþ÷àþò ïî êðàéíåé ìåðå ñïåöèàëüíî óêàçàííûå
çàìåíû è ìîãóò âêëþ÷àòü äðóãèå çàìåíû, äåëåöèè, äîáàâëåíè  àìèíîêèñëîò èëè èõ
êîìáèíàöèè, áëàãîäàð  ÷åìó ýêñïðåññè  ïðîäóêòà ãåíà AveC â êëåòêå S. avermitilis
õàðàêòåðèçóåòñ  òðåáóåìûì óìåíüøåíèåì ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1.

Ìóòàöèè â àëëåëå aveC èëè åãî âûðîæäåííîì âàðèàíòå ìîãóò áûòü âûïîëíåíû öåëûì
ð äîì èçâåñòíûõ ìåòîäîâ, òàêèõ êàê PCR ñ âîçìîæíîñòüþ îøèáîê èëè êëàñòåðíûé
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ìóòàãåíåç. Â ÷àñòíîñòè, îëèãîíóêëåîòèä-íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
öåëåâîãî èçìåíåíè  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àëëåë  aveC èëè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè ,
íàïðèìåð, äë  ââåäåíè  îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ ñàéòîâ ðåñòðèêöèè èëè òåðìèíèðóþùåãî
êîäîíà â ñïåöèôè÷åñêèå îáëàñòè àëëåë  aveC èëè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè . Ìåòîäû,
àíàëîãè÷íûå îïèñàííûì â ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹ 5605793, 5830721 è 5837458, êîòîðûå
âêëþ÷àþò íåñïåöèôè÷åñêóþ ôðàãìåíòàöèþ, ïîâòîðíûå öèêëû ìóòàãåíåçà è ïåðåñòàíîâêó
íóêëåîòèäîâ, ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü äë  ñîçäàíè  êðóïíûõ áèáëèîòåê
ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñîäåðæàùèõ íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ìóòàöèè
aveC.

Ìîãóò áûòü âûïîëíåíû íàïðàâëåííûå ìóòàöèè, îñîáåííî â òåõ ñëó÷à õ, êîãäà îíè
ïîçâîë þò èçìåíèòü îäèí èëè íåñêîëüêî êîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â
ïðîäóêòå ãåíà AveC. Íàïðèìåð, ñðàâíåíèå âûäåëåííîé àìèíîêèñëîòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîäóêòà ãåíà AveC S. avermitilis (SEQ ID No.2) ñ ïðîäóêòàìè
ãîìîëîãè÷íîãî ãåíà AveC, ïðîäóöèðîâàííûìè S. griseochromogenes (SEQ ID No.5) è S.
hygroscopicus (SEQ ID No.4), îïèñàííûìè â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 6248579, ïîçâîë åò âû âèòü
ñàéòû íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ â äâóõ âèäàõ. Íàïðàâëåííûé
ìóòàãåíåç, âûçûâàþùèé çàìåíó îäíîãî èëè íåñêîëüêèõ óêàçàííûõ êîíñåðâàòèâíûõ
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ìîæåò áûòü âåñüìà ýôôåêòèâíûì äë  ïîëó÷åíè  íîâûõ
ìóòàíòíûõ øòàììîâ, ïðîäóöèðóþùèõ àâåðìåêòèí ñ òðåáóåìûìè èçìåíåíè ìè.

Êðîìå òîãî, õîðîøèå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ïðè âûïîëíåíèè
íåñïåöèôè÷åñêîãî ìóòàãåíåçà â êëåòêàõ S. avermitilis ïîä âîçäåéñòâèåì
óëüòðàôèîëåòîâîãî èëè ðåíòãåíîâñêîãî èçëó÷åíè  ëèáî õèìè÷åñêèõ ìóòàãåíîâ, òàêèõ êàê N-
ìåòèë-N'-íèòðîçîãóàíèäèí, ýòèëìåòàíñóëüôîíàò, àçîòèñòà  êèñëîòà èëè ãîð÷è÷íûé ãàç.
Ñì., íàïðèìåð, ïðèâåäåííóþ âûøå ïóáëèêàöèþ Ausubel, 1989, äë  îçíàêîìëåíè  ñ
ìåòîäàìè ìóòàãåíåçà.

Ïîëó÷åííûå ìóòèðîâàííûå ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ èññëåäóþò äë  îïðåäåëåíè  èõ
ñïîñîáíîñòè ìîäóëèðîâàòü áèîñèíòåç àâåðìåêòèíîâ â S. avermitilis. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùóþ
ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, èñïûòûâàþò ìåòîäîì êîìïëåìåíòàöèè
øòàììà S. avermitilis, â êîòîðîì áûë èíàêòèâèðîâàí ãåí aveC, ñ öåëüþ ñîçäàíè 
îòðèöàòåëüíîãî ôîíà äë  aveC (aveC'). Ïðè îñóùåñòâëåíèè ñïîñîáà, íå îãðàíè÷èâàþùåãî
îáúåì èçîáðåòåíè , ìóòèðîâàííóþ ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà ñïëàéñèðóþò ñ ïîëó÷åíèåì
ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäû, ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííîé ñ îäíèì èëè íåñêîëüêèìè
ðåãóë òîðíûìè ýëåìåíòàìè, êîòîðà  òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæèò îäèí èëè íåñêîëüêî
ãåíîâ ëåêàðñòâåííîé óñòîé÷èâîñòè, ïîçâîë þùèõ âûáðàòü òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè.
Óêàçàííûé âåêòîð çàòåì ââîä ò â êëåòêè-õîç åâà ñ aveC' ïðè ïîìîùè èçâåñòíûõ ìåòîäîâ,
ïîñëå ÷åãî òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè îòáèðàþò è êóëüòèâèðóþò â ñîîòâåòñòâóþùèõ
ôåðìåíòàöèîííûõ ñðåäàõ â óñëîâè õ, ñòèìóëèðóþùèõ èëè èíäóöèðóþùèõ ïðîäóöèðîâàíèå
àâåðìåêòèíà, íàïðèìåð, â ðåçóëüòàòå ââåäåíè  â ñðåäó ñîîòâåòñòâóþùèõ èíèöèèðóþùèõ
ñóáúåäèíèö è êóëüòèâèðîâàíè  â óñëîâè õ, îïòèìàëüíûìè äë  ïðîäóöèðîâàíè 
àâåðìåêòèíà. Ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè àíàëèçèðóþò ÂÝÆÕ äë  îïðåäåëåíè  ñïîñîáíîñòè
ìóòèðîâàííîé ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà äîïîëí òü êëåòêó-õîç èíà. Íåñêîëüêî ïëàçìèäíûõ
âåêòîðîâ, íåñóùèõ ìóòèðîâàííûå ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäîâ, ñïîñîáíûå óìåíüøàòü
ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1, â òîì ÷èñëå pSE188, pSE199, ðSE231, pSE239 è pSE290-
pSE297, ðàññìîòðåíû â íèæåñëåäóþùåì ðàçäåëå 8.3. Äðóãèå ïðèìåðû òàêèõ ïëàçìèäíûõ
âåêòîðîâ ïðèâåäåíû íà ôèãóðå 6.

Ëþáûå âûøåóêàçàííûå ñïîñîáû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæíî îñóùåñòâë òü,
èñïîëüçó  ôåðìåíòàöèîííûå êóëüòóðàëüíûå ñðåäû, ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæàùèå
öèêëîãåêñàíêàðáîíîâóþ êèñëîòó, õîò  ìîæíî òàêæå èñïîëüçîâàòü äðóãèå ïðèåìëåìûå
ïðåäøåñòâåííèêè æèðíûõ êèñëîò, â ÷àñòíîñòè, ïðåäøåñòâåííèêè æèðíûõ êèñëîò,
ïðèâåäåííûå â òàáëèöå 1, èëè ìåòèëòèîìîëî÷íóþ êèñëîòó.

Ïîñëå èäåíòèôèêàöèè ìóòèðîâàííîé ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà, ìîäóëèðóþùåé
ïðîäóöèðîâàíèå àâåðìåêòèíà â òðåáóåìîì íàïðàâëåíèè, ìîæíî îïðåäåëèòü ðàñïîëîæåíèå
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ìóòàöèè â íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Íàïðèìåð, ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà,
ñîäåðæàùóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ïðîäóêò ìóòèðîâàííîãî ãåíà
AveC, ìîæíî âûäåëèòü ìåòîäîì PCR èëè ïðîèçâåñòè àíàëèç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ
èçâåñòíûìè ìåòîäàìè. Ñðàâíèâà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ àëëåë  aveC äèêîãî òèïà, ìîæíî îïðåäåëèòü ìóòàöèè,
îòâåòñòâåííûå çà èçìåíåíèå ïðîäóöèðîâàíè  àâåðìåêòèíà. Íàïðèìåð, ó ïðîäóêòîâ ãåíà
AveC S. avermitilis, ñîäåðæàùèõ îäèíàðíûå çàìåíû àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíèè ëþáûõ
îñòàòêîâ 55 (S55F), 138 (S138T), 139 (A139T) èëè 230 (G230D) èëè äâîéíûå çàìåíû â
ïîëîæåíè õ 138 (S138T) è 139 (À139Ò èëè A139F), ïðîèçîøëî èçìåíåíèå ôóíêöèè ïðîäóêòà
ãåíà AveC, â ðåçóëüòàòå ÷åãî èçìåíèëîñü ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1 (ñì.
íèæåñëåäóþùèé ðàçäåë 8); óêàçàííûå ïîëîæåíè  àìèíîêèñëîò ñîîòâåòñòâóþò ïîêàçàííûì
íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.2). Êðîìå òîãî, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñåìü íèæåñëåäóþùèõ
êîìáèíàöèé ìóòàöèé ýôôåêòèâíî óìåíüøàþò ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1: (1)
D48E/A89T; (2) S138T/A139T/G179S; (3) Q38P/L136P/E238D; (4) F99S/S138T/A139T/G179S;
(5) A139T/M228T; (6) G111V/P289L; (7) A139T/K154E/Q298H. Â îáúåì íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  âõîä ò ï òüäåñ ò äåâ òü (59) äîïîëíèòåëüíûõ êîìáèíàöèé ìóòàöèé, êîòîðûå,
êàê óñòàíîâëåíî, óìåíüøàþò ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1;
óêàçàííûå ìóòàöèè ïîêàçàíû íà ôèãóðå 6 è ïðèâåäåíû â ïðèëàãàåìîé ôîðìóëå
èçîáðåòåíè .

Èñïîëüçóåìûå â äàííîì îïèñàíèè èçîáðåòåíè  âûøåóêàçàííûå îáîçíà÷åíè , òàêèå êàê
À139Ò, ñîäåðæàò îäíîáóêâåííîå íàçâàíèå àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà, êîòîðûì â äàííîì
ïðèìåðå  âë åòñ  àëàíèí (À), â óêàçàííîì ïîëîæåíèè, êîòîðûì â äàííîì ïðèìåðå
 âë åòñ  ïîëîæåíèå 139 (ñì. SEQ ID No.2) ïîëèïåïòèäà, ñ ïîñëåäóþùèì óêàçàíèåì
àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà, çàìåí þùåãî èñõîäíûé àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê, êîòîðûì â
äàííîì ïðèìåðå  âë åòñ  òðåîíèí (Ò).

Êîãäà àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê, êîäèðîâàííûé àëëåëåì aveC â õðîìîñîìå S. avermitilis,
âåêòîðå èëè âûäåëåííîé ìîëåêóëå ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
"ñîîòâåòñòâóåò" îïðåäåëåííîìó àìèíîêèñëîòíîìó îñòàòêó SEQ ID No.2 èëè êîãäà çàìåíà
àìèíîêèñëîòû ïðîèñõîäèò â îïðåäåëåííîì ïîëîæåíèè, "ñîîòâåòñòâóþùåì" ïîëîæåíèþ
êîíêðåòíîãî àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà SEQ ID No.2, ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî òàêîé
àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê íàõîäèòñ  â òàêîì æå îòíîñèòåëüíîì ïîëîæåíèè â ïðîäóêòå ãåíà
AveC, êîòîðîå ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ìîæåò ëåãêî îïðåäåëèòü, îáðàòèâøèñü ê
àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îáîçíà÷åííîé â äàííîì îïèñàíèè èçîáðåòåíèè êàê
SEQ ID No.2.

Êîãäà êîíêðåòíûå ìóòàöèè â àëëåëå aveC, êîäèðóþùåì îïðåäåëåííûå ìóòàöèè,
ïðåäñòàâë þò ñîáîé çàìåíû îñíîâàíèé â ïîëîæåíè õ êîíêðåòíûõ íóêëåîòèäîâ â àëëåëå
aveC, "ñîîòâåòñòâóþùèõ" ïîëîæåíè ì îïðåäåëåííûõ íóêëåîòèäîâ, ïîêàçàííûì â SEQ ID
No.1, èëè êîãäà ïîëîæåíèå íóêëåîòèäà â àëëåëå aveC "ñîîòâåòñòâóåò" ïîëîæåíèþ
îïðåäåëåííîãî íóêëåîòèäà â SEQ ID No.1, ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî óêàçàííûé íóêëåîòèä
íàõîäèòñ  â òàêîì æå îòíîñèòåëüíîì ïîëîæåíèè â íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè aveC
èëè åå âûðîæäåííîì âàðèàíòå, êîòîðîå ñïåöèàëèñò â äàííîé îáëàñòè ìîæåò ëåãêî
îïðåäåëèòü, îáðàòèâøèñü ê íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, îáîçíà÷åííîé â äàííîì
îïèñàíèè èçîáðåòåíè  êàê SEQ ID No.1.

Â îïðåäåëåíèè ñîîòíîøåíèé àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 òåðìèí
"ïðèìåðíî" îïðåäåë åò äàííîå ÷èñëîâîå çíà÷åíèå ñ âîçìîæíûì îòêëîíåíèåì ïëþñ èëè
ìèíóñ 10% îò óêàçàííîãî çíà÷åíè .

Ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîæåò áûòü îïðåäåëåíà
òåðìèíîì "âûäåëåííà ", êîòîðûé îçíà÷àåò, ÷òî äàííà  ìîëåêóëà (i) î÷èùåíà â òàêîé
ñòåïåíè, ÷òî îíà ïî ñóùåñòâó íå çàãð çíåíà äðóãèìè ìîëåêóëàìè ïîëèíóêëåîòèäîâ,
ñîäåðæàùèìè äðóãèå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, (ii) íàõîäèòñ  â îêðóæåíèè, â
êîòîðîì îíà íå âñòðå÷àåòñ  â åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ, íàïðèìåð, êîãäà àëëåëü aveC,
âûäåëåííûé èç S. avermitilis, èëè åãî ìóòèðîâàííûé âàðèàíò ïðèñóòñòâóåò â êëåòêå, íå
 âë þùåéñ  êëåòêîé S. avermitilis, èëè (iii) èìååò ôîðìó, íå ïðèñóùóþ åé â
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åñòåñòâåííûõ óñëîâè õ, íàïðèìåð, ïðåäñòàâë åò ñîáîé áîëåå êîðîòêèé ôðàãìåíò ÄÍÊ,
òàêîé êàê ðåñòðèêöèîííûé ôðàãìåíò, âûäåëåííûé èç áàêòåðèàëüíîé õðîìîñîìû è
ñîäåðæàùèé â îñíîâíîì aveC-êîäèðóþùóþ îáëàñòü èëè åå ìóòèðîâàííûé âàðèàíò ñ
êàêèìè-ëèáî ñâ çàííûìè ðåãóë òîðíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè èëè áåç íèõ; âñòðîåíà â
ãåòåðîëîãè÷íûé ôðàãìåíò ÄÍÊ, òàêîé êàê õðîìîñîìà áàêòåðèàëüíîé êëåòêè (íå  âë þùåéñ 
êëåòêîé S. avermitilis), èëè â ÄÍÊ âåêòîðà, òàêîãî êàê ïëàçìèäà èëè ôàã, èëè âñòðîåíà
â õðîìîñîìó S. avermitilis â ëîêóñå, íå  âë þùåìñ  ëîêóñîì íàòèâíîãî àëëåë  aveC.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ðåêîìáèíàíòíîìó âåêòîðó, ñîäåðæàùåìó
ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Òàêîé ðåêîìáèíàíòíûé âåêòîð
ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  íàïðàâëåííîé äîñòàâêè ëþáûõ ìîëåêóë ïîëèíóêëåîòèäîâ,
ñîäåðæàùèõ ìóòèðîâàííûå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ê ñàéòó àëëåë  aveC õðîìîñîìû S. avermitilis äë  âñòàâêè â îòêðûòóþ
ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC èëè çàìåíû óêàçàííîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  èëè åå ÷àñòè, íàïðèìåð,
ïóòåì ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè. Îäíàêî ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùà 
ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæåò
òàêæå ìîäóëèðîâàòü áèîñèíòåç àâåðìåêòèíà ïðè ââåäåíèè â õðîìîñîìó S avermitilis íà
ñàéòå, íå îòíîñ ùåìñ  ê àëëåëþ aveC, èëè ïðè íàõîæäåíèè â ýïèñîìå êëåòîê S.
avermitilis. Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê âåêòîðàì,
ñîäåðæàùèì ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà, èìåþùóþ ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
âñòàâêè ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà íà ñàéò â õðîìîñîìå S. avermitilis, íå îòíîñ ùèéñ  ê
ãåíó aveC, èëè äë  ñîõðàíåíè  â ýïèñîìå.

Â íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âåêòîð  âë åòñ  âåêòîðîì
çàìåùåíè  ãåíà, êîòîðûé ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ââåäåíè  ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC
èëè åãî âûðîæäåííîãî âàðèàíòà ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ â êëåòêè øòàììà S.
avermitilis ñ îáðàçîâàíèåì íîâûõ øòàììîâ S. avermitilis, êëåòêè êîòîðûõ ìîãóò
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 â ìåíüøåì ñîîòíîøåíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
òàêîãî æå øòàììà, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà. Òàêèå âåêòîðû
çàìåùåíè  ãåíà ìîãóò áûòü ñîçäàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ìóòèðîâàííûõ ìîëåêóë
ïîëèíóêëåîòèäîâ, ïðèñóòñòâóþùèõ â ýêñïðåññèðóþùèõ âåêòîðàõ, ðàññìîòðåííûõ â äàííîì
îïèñàíèè èçîáðåòåíè , òàêèõ êàê ýêñïðåññèðóþùèå âåêòîðû, ðàññìîòðåííûå â
íèæåñëåäóþùåì ðàçäåëå 8.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê âåêòîðàì, êîòîðûå ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
ââåäåíè  ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî âûðîæäåííîãî âàðèàíòà â êëåòêè øòàììà S.
avernmitilis ñ öåëüþ ñîçäàíè  íîâûõ øòàììîâ êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ àâåðìåêòèíû â
èçìåíåííûõ êîëè÷åñòâàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà, êîòîðûå
ýêñïðåññèðóþò òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óâåëè÷èâàåòñ  êîëè÷åñòâî àâåðìåêòèíîâ, ïðîäóöèðóåìûõ
êëåòêàìè. Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , íå îãðàíè÷èâàþùåì îáúåì
èçîáðåòåíè , òàêîé âåêòîð ñîäåðæèò ñèëüíûé ïðîìîòîð, èçâåñòíûé â äàííîé îáëàñòè,
íàïðèìåð, ñèëüíûé ñòðóêòóðíûé ïðîìîòîð ermE, âûäåëåííûé èç Saccharopolyspora
erythraea, êîòîðûé ðàñïîëîæåí ââåðõó îò îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC è
ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàí ñ óêàçàííîé ðàìêîé. Òàêèå âåêòîðû ìîæíî ñîçäàòü ñïîñîáàìè,
îïèñàííûìè â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 6248579, èñïîëüçó  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC ïëàçìèäû
pSE189.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âåêòîðàì çàìåùåíè  ãåíà, êîòîðûå ïðèãîäíû äë 
èíàêòèâàöèè ãåíà aveC â øòàììå S. avermitilis äèêîãî òèïà. Â íåîãðàíè÷èâàþùåì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  òàêèå âåêòîðû çàìåùåíè  ãåíà ìîãóò áûòü ñîçäàíû ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìóòèðîâàííîé ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà, íàõîä ùåéñ  â ïëàçìèäå
pSE180 (ÀÒÑÑ 209605), êîòîðà  ðàññìîòðåíà â íèæåñëåäóþùåì ðàçäåëå 8.1 (ôèãóðà 3).
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê âåêòîðàì çàìåùåíè  ãåíà, êîòîðûå ñîäåðæàò
ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà, èìåþùóþ íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå â
åñòåñòâåííîì ñîñòî íèè ôëàíêèðóþò ãåí aveC in situ â õðîìîñîìå S. avermitilis,
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âêëþ÷à  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ôëàíêèðóþùèå íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïîêàçàííûå íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1), ïðè÷åì óêàçàííûå âåêòîðû ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë 
óäàëåíè  îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC S. avermitilis.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå-õîç èíó, ñîäåðæàùåé ìîëåêóëó
ïîëèíóêëåîòèäà èëè ðåêîìáèíàíòíûé âåêòîð ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ. Êëåòêà-õîç èí
ìîæåò áûòü ëþáîé ïðîêàðèîòè÷åñêîé èëè ýóêàðèîòè÷åñêîé êëåòêîé, êîòîðóþ ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå õîç èíà äë  ìîëåêóëû ïîëèíóêëåîòèäà èëè ðåêîìáèíàíòíîãî
âåêòîðà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêà-õîç èí
 âë åòñ  áàêòåðèàëüíîé êëåòêîé. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  êëåòêà-õîç èí  âë åòñ  êëåòêîé Streptomyces. Â íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêà-õîç èí  âë åòñ  êëåòêîé Streptomyces
avermitilis.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  íîâîãî øòàììà
Streptomyces avermitilis, êîòîðûé âêëþ÷àåò (i) ìóòèðîâàíèå àëëåë  aveC â êëåòêå
øòàììà S. avermitilis, âûçûâàþùåå êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå ãåíà AveC,
èëè (ii) ââåäåíèå â êëåòêó øòàììà S. avermitilis ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî
âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîäèðóþùåãî ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  íîâîãî øòàììà S.
avermitilis, êîòîðûé âêëþ÷àåò (i) ìóòèðîâàíèå àëëåë  aveC â êëåòêå øòàììà S.
avermitilis, âûçûâàþùåå êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå ãåíà AveC, èëè (ii)
ââåäåíèå â êëåòêó øòàììà S. avermitilis ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî
âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîäèðóþùåãî ïðîäóêò ãåíà AveC, âêëþ÷àþùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, áëàãîäàð  ÷åìó êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî
âûðîæäåííûé âàðèàíò, ìîãóò ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1
â ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè  ìåíüøå. Â íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò êîäèðóåò ïðîäóêò
ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû,
âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,30:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè
åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò êîäèðóåò ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (f)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,25:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè
åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò êîäèðóåò ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (w)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè
åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò êîäèðóåò ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (àî)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå
ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  íîâîãî øòàììà
Streptomyces avermitilis, êîòîðûé âêëþ÷àåò (i) ìóòèðîâàíèå àëëåë  aveC â êëåòêå
øòàììà S. avermitilis, âûçûâàþùåå êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå ãåíà AveC,
èëè (ii) ââåäåíèå â êëåòêó øòàììà S. avermitilis ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî
âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîäèðóþùåãî ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí
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àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (bf) è (bg). Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè S. avermitilis, ñîäåðæàùèå òàêîé
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, ìîãóò ïðîäóöèðîâàòü
àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,40:1 èëè ìåíüøå.

Â ðåçóëüòàòå ìóòèðîâàíè  àëëåë  aveC â êëåòêå èëè ââåäåíè  â êëåòêó ìóòèðîâàííîãî
àëëåë  aveC èëè åãî âûðîæäåííîãî âàðèàíòà â ñîîòâåòñòâèè ñ âûøåóêàçàííûìè ïóíêòàìè
ïîëó÷àþò íîâûé øòàìì S. avermitilis.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå âèäà èç ðîäà Streptomyces, êîòîðà 
ñîäåðæèò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò
ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ïóíêòîâ (à)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âèä
èç ðîäà Streptomyces  âë åòñ  âèäîì èç ðîäà S. avermitilis.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå S. avermitilis, ñïîñîáíîé
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè
ìåíüøå. Â íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà  êëåòêà
ñîäåðæèò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò
ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû,
âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,30:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà  êëåòêà ñîäåðæèò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(f)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,25:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà  êëåòêà ñîäåðæèò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(w)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà  êëåòêà ñîäåðæèò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(àî)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êëåòêå âèäà èç ðîäà Streptomyces,
ñîäåðæàùåé ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé
ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû,
âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (bf) è (bg) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âèä èç ðîäà Streptomyces  âë åòñ  âèäîì èç ðîäà S.
avermitilis. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííà 
êëåòêà  âë åòñ  êëåòêîé S. avermitilis, ñïîñîáíîé ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû
öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,40:1 èëè ìåíüøå.

Õîò  âñå âûøåóêàçàííûå ìóòàöèè ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â êëåòêàõ ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ âî âíåõðîìîñîìíîì ýëåìåíòå, òàêîì êàê ïëàçìèäà, æåëàòåëüíî, ÷òîáû òàêèå
ìóòàöèè íàõîäèëèñü â aveC-êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, âñòðîåííîé â õðîìîñîìó S.
avermitilis, è ïðåäïî÷òèòåëüíî, õîò  è íåîá çàòåëüíî, íà ñàéòå íàòèâíîãî àëëåë  aveC.

Òàêèå íîâûå øòàììû êëåòîê ïðèãîäíû äë  êðóïíîìàñøòàáíîãî ïðîèçâîäñòâà
êîììåð÷åñêè íåîáõîäèìûõ àâåðìåêòèíîâ, òàêèõ êàê äîðàìåêòèí.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáó ïîëó÷åíè  àâåðìåêòèíîâ, êîòîðûé
âêëþ÷àåò êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê S. avermitilis ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ â
êóëüòóðàëüíûõ ñðåäàõ â óñëîâè õ, ñòèìóëèðóþùèõ èëè èíäóöèðóþùèõ ïðîäóöèðîâàíèå
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àâåðìåêòèíîâ, è âûäåëåíèå óêàçàííûõ àâåðìåêòèíîâ èç êóëüòóðû. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè, èñïîëüçóåìûå â äàííîì ñïîñîáå,
ïðîäóöèðóþò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè
ìåíüøå, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,30:1 èëè ìåíüøåå, åùå
ïðåäïî÷òèòåëüíåå â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,25:1 èëè ìåíüøå è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî â
ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,20:1 èëè ìåíüøå.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè, ïðîäóöèðóþùèå
àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè ìåíüøå, ñîäåðæàò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(à)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè,
ïðîäóöèðóþùèå àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,30:1
èëè ìåíüøå, ñîäåðæàò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò,
êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ
èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (f)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , êëåòêè,
ïðîäóöèðóþùèå àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,25,1
èëè ìåíüøå, ñîäåðæàò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò,
êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ
èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (w)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè,
ïðîäóöèðóþùèå àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,20:1
èëè ìåíüøå, ñîäåðæàò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò,
êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ
èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (àî)-(be) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè ïðîäóöèðóþò àâåðìåêòèíû
öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî 0,40:1 èëè ìåíüøå è ñîäåðæàò
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC,
ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû
(bf) è (bg) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Ïðè îñóùåñòâëåíèè ñïîñîáà ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ äîñòèãàåòñ  áîëåå âûñîêà 
ýôôåêòèâíîñòü ïîëó÷åíè  êîììåð÷åñêè öåííûõ àâåðìåêòèíîâ, òàêèõ êàê äîðàìåêòèí.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1, ïðîäóöèðîâàííîé êëåòêàìè Streptomyces avermitilis â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå, èñïîëüçóåìîé äë  êóëüòèâèðîâàíè  óêàçàííûõ êëåòîê, â êîòîðîé ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,35:1 èëè ìåíüøå,
ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 0,30:1 èëè ìåíüøå, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 0,25:1 èëè
ìåíüøå è íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îêîëî 0,20:1 èëè ìåíüøå. Â êîíêðåòíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìïîçèöèþ àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1
ïðîäóöèðóþò êëåòêè øòàììà S. avermitilis, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ìóòèðîâàííûé àëëåëü
aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ãåííûé ïðîäóêò, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
óìåíüøàåòñ  ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1, ïðîäóöèðóåìûõ
óêàçàííûìè êëåòêàìè, ïî ñðàâíåíèþ ê êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà S. avermitilis, íå
ñîäåðæàùèìè ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC è ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî
òèïà.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1
èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé àëëåëü
aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (à)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
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êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî
0,30:1 èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé
àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (f)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî
0,25:1 èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé
àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (w)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , â êîòîðîì óêàçàííà 
êîìïîçèöè  âêëþ÷àåò àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè îêîëî
0,20:1 èëè ìåíüøå, äàííóþ êîìïîçèöèþ ïðîäóöèðóþò êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé
àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (àî)-(be)
ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå äàëåå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöèè àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1, ïðîäóöèðîâàííîé êëåòêàìè Streptomyces avermitilis â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå, èñïîëüçóåìîé äë  êóëüòèâèðîâàíè  óêàçàííûõ êëåòîê, â êîòîðîé ñîîòíîøåíèå
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 :öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,40:1, à òàêæå
êëåòêàìè, ñîäåðæàùèìè ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò,
êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáèðàåìóþ
èç ãðóïïû, âêëþ÷àþùåé ïóíêòû (bf) è (bg) ïðèâåäåííîãî âûøå ñïèñêà.

Õîò  æåëàòåëüíî, ÷òîáû íîâà  êîìïîçèöè  àâåðìåêòèíîâ íàõîäèëàñü â êóëüòóðàëüíîé
ñðåäå, èñïîëüçóåìîé äë  êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê, íàïðèìåð, â ÷àñòè÷íî èëè ïîëíîñòüþ
èñòîùåííîé ôåðìåíòàöèîííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, àëüòåðíàòèâíî êîìïîçèöè 
àâåðìåêòèíîâ ìîæåò áûòü ÷àñòè÷íî èëè ïî ñóùåñòâó ïîëíîñòüþ î÷èùåíà îò êóëüòóðàëüíîé
ñðåäû èçâåñòíûìè áèîõèìè÷åñêèìè ìåòîäàìè î÷èñòêè, òàêèìè êàê îñàæäåíèå ñóëüôàòîì
àììîíè , äèàëèç, âûòåñíèòåëüíîå ôðàêöèîíèðîâàíèå, èîíîîáìåííà  õðîìàòîãðàôè ,
ÂÝÆÕ è ò.ä.

Ïîìèìî ïîëó÷åíè  íîâûõ øòàììîâ S. avermitilis, ñîäåðæàùèõ êëåòêè, ñïîñîáíûå
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 â ìåíüøèõ ñîîòíîøåíè õ,
îáúåêòîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë þòñ  äîïîëíèòåëüíûå ìóòàöèè, ââîäèìûå â êëåòêè
S. avermitilis äë  óëó÷øåíè  õàðàêòåðèñòèê ïðîäóöèðîâàíè  àâåðìåêòèíîâ. Â
íåîãðàíè÷èâàþùåì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êëåòêè ïî íàñòî ùêìó
èçîáðåòåíèþ ìîãóò âêëþ÷àòü ìîäèôèêàöèè, ïîâûøàþùèå óðîâíè ïðîäóöèðîâàíè 
àâåðìåêòèíîâ. Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  òàêèå êëåòêè ïîëó÷àþò â
ðåçóëüòàòå (i) ìóòèðîâàíè  àëëåë  aveC â êëåòêå S. avermitilis èëè (ii) ââåäåíè 
ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî âûðîæäåííîãî âàðèàíòà â êëåòêè øòàììà S.
avermitilis, ïðè ýòîì ýêñïðåññè  ìóòèðîâàííîãî àëëåë  âûçûâàåò óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
àâåðìåêòèíîâ, ïðîäóöèðóåìûõ êëåòêàìè øòàììà S. avermitilis, ýêñïðåññèðóþùèìè
ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC, ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà,
ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà, è ïîñëåäóþùåãî îòáîðà
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ àâåðìåêòèíû â áîëüøåì êîëè÷åñòâå ïî
ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè òàêîãî æå øòàììà, ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî
òèïà. Íàïðèìåð, àëëåëü aveC ìîæíî ìîäèôèöèðîâàòü òàê, ÷òîáû îí âêëþ÷àë ñèëüíûé
ïðîìîòîð, íàïðèìåð ñèëüíûé ñòðóêòóðíûé ïðîìîòîð ermE, âûäåëåííûé èç
Saccharopolyspora erythraea, ðàñïîëîæåííûé ââåðõó îò îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC è
ôóíêöèîíàëüíî ñâ çàííûé ñ óêàçàííîé ðàìêîé ñ÷èòûâàíè . Â äðóãîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  îäíó èëè íåñêîëüêî ìóòàöèé ìîæíî ââåñòè â ãåíû aveR1 è/èëè
aveR2 S. avermitilis, â ðåçóëüòàòå ÷åãî óâåëè÷èâàåòñ  ïðîäóöèðîâàíèå àâåðìåêòèíîâ,
êàê ýòî îïèñàíî â ïàòåíòå ÑØÀ ¹ 6197591, âûäàííîì Stutzman-Engwall et al. 6 ìàðòà
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2001 ã.
5.4. Ïðèìåíåíèå àâåðìåêòèíîâ
Àâåðìåêòèíû  âë þòñ  âåñüìà àêòèâíûìè ïðîòèâîïàðàçèòàðíûìè ñðåäñòâàìè,

ïðèìåí åìûìè â êà÷åñòâå àíòèãåëüìèíòíûõ ñðåäñòâ, ýêòîïàðàçèòèöèäîâ, èíñåêòèöèäîâ è
àêàðèöèäîâ. Ñîåäèíåíè  àâåðìåêòèíîâ, ïîëó÷åííûå ñïîñîáàìè ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ïðèãîäíû äë  ëþáûõ âûøåóêàçàííûõ öåëåé. Íàïðèìåð, ñîåäèíåíè 
àâåðìåêòèíîâ, ïîëó÷åííûå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè 
ðàçíûõ çàáîëåâàíèé èëè íàðóøåíèé ó ÷åëîâåêà, â ÷àñòíîñòè, çàáîëåâàíèé èëè íàðóøåíèé,
âûçâàííûõ ïàðàçèòàðíûìè èíôåêöè ìè. Ñì., íàïðèìåð, Ikeda and Omura, 1997, Chem. Rev.
97(7):2591-2609. Â ÷àñòíîñòè, ñîåäèíåíè  àâåðìåêòèíîâ, ïîëó÷åííûå ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ýôôåêòèâíî èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè  ðàçíûõ çàáîëåâàíèé èëè
íàðóøåíèé, âûçûâàåìûõ ýíäîïàðàçèòàìè, òàêèìè êàê ïàðàçèòàðíûå íåìàòîäû, êîòîðûå
ìîãóò èíôèöèðîâàòü ÷åëîâåêà, äîìàøíèõ æèâîòíûõ, ñâèíåé, îâåö, äîìàøíþþ ïòèöó,
ëîøàäåé èëè êðóïíûé ðîãàòûé ñêîò.

Â ÷àñòíîñòè, ñîåäèíåíè  àâåðìåêòèíîâ, ïîëó÷åííûå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ,
ýôôåêòèâíî âîçäåéñòâóþò íà íåìàòîäû, èíôèöèðóþùèå ÷åëîâåêà, à òàêæå íà íåìàòîäû,
èíôèöèðóþùèå æèâîòíûõ ðàçíûõ âèäîâ. Óêàçàííûå íåìàòîäû âêëþ÷àþò æåëóäî÷íî-
êèøå÷íûõ ïàðàçèòîâ, òàêèõ êàê Ancylostoma, Necator, Ascaris, Strongyloides,
Trichinella, Capillaria, Trichuris, Enterobius, Dirofilaria, ïàðàçèòîâ,
îáíàðóæèâàåìûõ â êðîâè è äðóãèõ òêàí õ èëè îðãàíàõ, òàêèõ êàê ôèë ðè , è ïàðàçèòîâ,
âûçûâàþùèõ îñòðûå êèøå÷íûå ðàññòðîéñòâà, òàêèõ êàê Strongyloides è Trichinella.

Ñîåäèíåíè  àâåðìåêòèíîâ, ïîëó÷åííûå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïðèãîäíû òàêæå
äë  ëå÷åíè  ýêòîïàðàçèòàðíûõ èíôåêöèé, âêëþ÷àþùèõ, íàïðèìåð, èíâàçèþ
ìëåêîïèòàþùèõ è ïòèö ÷ëåíèñòîíîãèìè, â ÷àñòíîñòè êëåùàìè, âøàìè, áëîõàìè,
ïàäàëüíûìè ìóõàìè, æàë ùèìè íàñåêîìûìè èëè ìèãðèðóþùèìè ëè÷èíêàìè äâóêðûëûõ
íàñåêîìûõ, êîòîðûå ìîãóò ïîðàæàòü êðóïíûé ðîãàòûé ñêîò è ëîøàäåé íàð äó ñ ïðî÷èìè
æèâîòíûìè.

Ñîåäèíåíè  àâåðìåêòèíîâ, ïîëó÷åííûå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî òàêæå
èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå èíñåêòèöèäîâ ïðîòèâ äîìàøíèõ ïàðàçèòîâ, òàêèõ êàê, íàïðèìåð,
òàðàêàíû, ïëàò íà  ìîëü, êîæååä è êîìíàòíà  ìóõà, à òàêæå ïðîòèâ âðåäèòåëåé, ïîðò ùèõ
çàïàñû çåðíà è ñåëüñêîõîç éñòâåííûå ðàñòåíè , êîòîðûå âêëþ÷àþò íàð äó ñ ïðî÷èìè
âðåäèòåë ìè êëåùèêà ïàóòèííîãî, òëþ, ãóñåíèö è ïð ìîêðûëûõ íàñåêîìûõ, òàêèõ êàê
ñàðàí÷à.

Ñîåäèíåíè  àâåðìåêòèíà, ïîëó÷åííûå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äë  ëå÷åíè  òàêèõ æèâîòíûõ, êàê îâöû, êðóïíûé ðîãàòûé ñêîò, ëîøàäè,
îëåíè, êîçû, ñâèíüè, ïòèöû, âêëþ÷à  äîìàøíþþ ïòèöó, ñîáàêè è êîøêè.

Ñîåäèíåíèå àâåðìåêòèíà, ïîëó÷åííîå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ââîä ò â âèäå
ïðåïàðàòà, ñîîòâåòñòâóþùåãî êîíêðåòíîìó ñïîñîáó ââåäåíè , îïðåäåëåííîìó âèäó
æèâîòíîãî, íóæäàþùåãîñ  â ëå÷åíèè, è ïàðàçèòàì èëè íàñåêîìûì, ïîäëåæàùèì
óíè÷òîæåíèþ. Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ïàðàçèòèöèäà ñîåäèíåíèå àâåðìåêòèíà,
ïîëó÷åííîå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ââîäèòü ïåðîðàëüíî â âèäå êàïñóëû,
áîëþñà, òàáëåòêè èëè æèäêîñòè èëè àëüòåðíàòèâíî ìîæíî ââîäèòü â âèäå îáëèâàíè ,
èíúåêöèè èëè èìïëàíòàòà. Òàêèå ïðåïàðàòû ïîëó÷àþò îáû÷íûì ñïîñîáîì â ñîîòâåòñòâèè
ñî ñòàíäàðòíîé ïðàêòèêîé, ïðèí òîé â âåòåðèíàðèè. Òàê, êàïñóëû, áîëþñû èëè òàáëåòêè
ìîæíî ïîëó÷èòü, ñìåøèâà  àêòèâíûé èíãðåäèåíò ñ ïðèåìëåìûì òîíêî èçìåëü÷åííûì
ðàçáàâèòåëåì èëè íîñèòåëåì, äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæàùèì âåùåñòâî, óëó÷øàþùåå
ðàñïàäàåìîñòü, è/èëè ñâ çûâàþùåå âåùåñòâî, òàêîå êàê êðàõìàë, ëàêòîçà, òàëüê, ñòåàðàò
ìàãíè  è ò.ä. Ñìà÷èâàþùèé ïðåïàðàò ìîæíî ïîëó÷èòü, äèñïåðãèðó  àêòèâíûé èíãðåäèåíò â
âîäíîì ðàñòâîðå ñ äèñïåðãèðóþùèì èëè ñìà÷èâàþùèì àãåíòîì è ò.ä. Èíúåêöèîííûå
ïðåïàðàòû ìîæíî ïîëó÷èòü â âèäå ñòåðèëüíîãî ðàñòâîðà, êîòîðûé ìîæåò ñîäåðæàòü äðóãèå
âåùåñòâà, òàêèå êàê, íàïðèìåð, ñîëè è/èëè ãëþêîçà, â êîëè÷åñòâå, äîñòàòî÷íîì äë 
ïîëó÷åíè  èçîòîíè÷åñêîãî ðàñòâîðà ïî îòíîøåíèþ ê êðîâè.

Òàêèå ïðåïàðàòû ìîãóò ñîäåðæàòü ðàçíîå êîëè÷åñòâî àêòèâíîãî ñîåäèíåíè  â
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çàâèñèìîñòè îò ñîñòî íè  íóæäàþùåãîñ  ñóáúåêòà èëè âèäà æèâîòíîãî, ïîäëåæàùåãî
ëå÷åíèþ, ò æåñòè çàáîëåâàíè , òèïà èíôåêöèè è ìàññû òåëà õîç èíà. Äîçà àêòèâíîãî
ñîåäèíåíè , ïðåäíàçíà÷åííà  äë  ïåðîðàëüíîãî ââåäåíè , îáû÷íî ñîñòàâë åò îò îêîëî
0,001 äî 10 ìã/êã ìàññû òåëà íóæäàþùåãîñ  ñóáúåêòà èëè æèâîòíîãî ïðè ââåäåíèè â âèäå
îäíîêðàòíîé äîçû èëè ðàçäåëüíûõ äîç â òå÷åíèå 1-5 äíåé. Îäíàêî â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ
ìîãóò áûòü íåîáõîäèìû áîëåå âûñîêèå èëè áîëåå íèçêèå äîçû, îïðåäåë åìûå ëå÷àùèì
âðà÷îì èëè âåòåðèíàðîì íà îñíîâàíèè êëèíè÷åñêèì ñèìïòîìîâ.

Â êà÷åñòâå àëüòåðíàòèâû ñîåäèíåíèå àâåðìåêòèíà, ïîëó÷åííîå ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ, ìîæíî ââîäèòü âìåñòå ñ êîðìîì äë  æèâîòíûõ, è äë  óêàçàííîé öåëè ìîæåò
áûòü ïîëó÷åíà êîíöåíòðèðîâàííà  êîðìîâà  äîáàâêà èëè ïðåìèêñ, ïðåäíàçíà÷åííûå äë 
ñìåøèâàíè  ñ îáû÷íûì êîðìîì äë  æèâîòíûõ.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå èíñåêòèöèäà è äë  óíè÷íîæåíè  ñåëüñêîõîç éñòâåííûõ
âðåäèòåëåé ñîåäèíåíèå àâåðìåêòèíà, ïîëó÷åííîå ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ìîæíî
ïðèìåí òü â âèäå ðàñòâîðà äë  îïðûñêèâàíè , ïûëåâèäíîãî ïðåïàðàòà, ýìóëüñèè è
ïîäîáíûõ ïðåïàðàòîâ â ñîîòâåòñòâèè ñ îáû÷íîé ñåëüñêîõîç éñòâåííîé ïðàêòèêîé.

6. Ïðèìåð. Ôåðìåíòàöè  Streptomyces avermitilis è àíàëèç àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1
Øòàììû, â êîòîðûõ îòñóòñòâóåò 2-êåòîêèñëîòà-äåãèäðîãåíàçà ñ ðàçâåòâëåííîé öåïüþ è

5-Î-ìåòèëòðàíñôåðàçà, íå ïðîäóöèðóþò àâåðìåêòèíû áåç äîáàâëåíè  â ôåðìåíòàöèîííóþ
ñðåäó æèðíûõ êèñëîò. Äàííûé ïðèìåð ïîêàçûâàåò, ÷òî â òàêèõ ìóòàíòàõ ìîæíî ïîëó÷èòü
àâåðìåêòèíû Â2:Â1 â ðàçíûõ ñîîòíîøåíè õ, åñëè èíèöèèðîâàòü áèîñèíòåç â ïðèñóòñòâèè
ðàçíûõ æèðíûõ êèñëîò.

6.1. Âåùåñòâà è ñïîñîáû
Streptomyces avermitilis ÀÒÑÑ 53692 õðàíèëè ïðè -70°Ñ â âèäå öåëüíîãî áóëüîíà,

ïîëó÷åííîãî â ñðåäå äë  ïîñåâà, âêëþ÷àþùåé: êðàõìàë (Nadex, Laing National) - 20 ã;
ôàðìàöåâòè÷åñêóþ ñðåäó (Trader's Protein, Memphis, TN) - 15 ã; àðäàìèí ðÍ (Yeast
Products Inc.) - 5 ã; êàðáîíàò êàëüöè  - 1 ã. Êîíå÷íûé îáúåì äîâîäèëè äî 1 ëèòðà,
äîáàâë   âîäîïðîâîäíóþ âîäó, ðÍ äîâîäèëè äî 7,2, ïîñëå ÷åãî ñðåäó îáðàáàòûâàëè â
àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25 ìèíóò.

Äâà ìë îòòà âøåé ñóñïåíçèè âûøåóêàçàííîãî ïðåïàðàòà èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè
50 ìë àíàëîãè÷íîé ñðåäû, íàõîä ùåéñ  â êîëáå. Ñìåñü èíêóáèðîâàëè ïðè 28°Ñ â òå÷åíèå
48 ÷àñîâ â ðîòîðíîì øåéêåðå ñî ñêîðîñòüþ âðàùåíè  180 îáîðîòîâ/ìèí, 2 ìë áóëüîíà
èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 50 ìë ïðîäóöèðóþùåé ñðåäû, íàõîä ùåéñ  â êîëáå, êîòîðà 
ñîäåðæèò: êðàõìàë - 80 ã; êàðáîíàò êàëüöè  - 7 ã; ôàðìàöåâòè÷åñêóþ ñðåäó - 5 ã;
âòîðè÷íûé êèñëûé ôîñôàò êàëè  - 1 ã; ñóëüôàò ìàãíè  - 1 ã; ãëóòàìèíîâóþ êèñëîòó - 0,6
ã; ãåïòàãèäðàò ñóëüôàòà æåëåçà - 0,01 ã; ñóëüôàò öèíêà - 0,001 ã; ñóëüôàò ìàãíè  (II)
- 0,001 ã. Êîíå÷íûé îáúåì äîâîäèëè äî 1 ëèòðà, äîáàâë   âîäîïðîâîäíóþ âîäó, ðÍ
äîâîäèëè äî 7,2, ïîñëå ÷åãî ñðåäó îáðàáàòûâàëè â àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25
ìèíóò.

Ðàçíûå ñóáñòðàòû íà îñíîâå êàðáîíîâîé êèñëîòû (ñì. òàáëèöó 1) ðàñòâîð ëè â ìåòàíîëå
è äîáàâë ëè ê ôåðìåíòàöèîííîìó áóëüîíó ÷åðåç 24 ÷àñà ïîñëå èíîêóë öèè äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 0,2 ã/ëèòð. Ôåðìåíòàöèîííûé áóëüîí èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 14 äíåé ïðè
28°Ñ, çàòåì áóëüîí öåíòðèôóãèðîâàëè (2500 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 2 ìèíóò) è
ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè. Äåáðèñ ìèöåëè  ýêñòðàãèðîâàëè àöåòîíîì (15 ìë) è
äèõëîðìåòàíîì (30 ìë), îðãàíè÷åñêóþ ôàçó îòäåë ëè, ôèëüòðîâàëè è óïàðèâàëè äîñóõà.
Îñòàòîê ïîãëîùàëè ìåòàíîëîì (1 ìë) è àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ÂÝÆÕ â æèäêîñòíîì
õðîìàòîãðàôå Hewlett-Packard 1090A, îñíàùåííîì ñêàíèðóþùèì äèîäíûì äåòåêòîðîì,
íàñòðîåííûì íà äëèíó âîëíû 240 íì. Èñïîëüçîâàëè êîëîíêó Backman Ultrasphere C-18, 5
ìêì, 4,6 ìì × 25 ñì, íàõîä ùóþñ  ïðè òåìïåðàòóðå 40°Ñ. Â êîëîíêó èíúåöèðîâàëè
äâàäöàòü ï òü ìêë âûøåóêàçàííîãî ðàñòâîðà â ìåòàíîëå. Ýëþèðîâàíèå ïðîèçâîäèëè
ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì ñìåñè ìåòàíîë-âîäà îò 80:20 äî 95:5 â òå÷åíèå 40 ìèíóò ñî
ñêîðîñòüþ 0,85 ìë/ìèí. Äë  êàëèáðîâêè ÷óâñòâèòåëüíîñòè äåòåêòîðà èñïîëüçîâàëè äâå
ñòàíäàðòíûå êîíöåíòðàöèè àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â1 è èçìåð ëè ïëîùàäü ïîä êðèâûìè
äë  àâåðìåêòèíîâ Â2 è Â1.
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6.2. Ðåçóëüòàòû
Çíà÷åíè  âðåìåíè óäåðæèâàíè  ïðè âûïîëíåíèè ÂÝÆÕ, ïîëó÷åííûå äë  àâåðìåêòèíîâ

Â2 è Â1, è ñîîòíîøåíè  2:1 ïðèâåäåíû â òàáëèöå 1.
Òàáëèöà 1

Âðåì  óäåðæèâàíè  äë  ÂÝÆÕ (ìèí) Ñîîòíîøåíèå

Ñóáñòðàò Â2 Â1 Â2:Â1

4-Òåòðàãèäðîïèðàíêàðáîíîâà  êèñëîòà 8,1 14,5 0,25

Èçîìàñë íà  êèñëîòà 10,8 18,9 0,5

3-Ôóðîåâà  êèñëîòà 7,6 14,6 0,62

S-(+)-2-ìåòèëìàñë íà  êèñëîòà 12,8 21,6 1,0

Öèêëîãåêñàíêàðáîíîâà  êèñëîòà 16,9 26,0 1,6

3-Òèîôåíêàðáîíîâà  êèñëîòà 8,8 16,0 1,8

Öèêëîïåíòàíêàðáîíîâà  êèñëîòà 14,2 23,0 2,0

3-Òðèôòîðìåòèëìàñë íà  êèñëîòà 10,9 18,8 3,9

2-Ìåòèëïåíòàíîâà  êèñëîòà 14,5 24,9 4,2

Öèêëîãåïòàíêàðáîíîâà  êèñëîòà 18,6 29,0 15,0

Äàííûå, ïðèâåäåííûå â òàáëèöå 1, ñâèäåòåëüñòâóþò î ÷ðåçâû÷àéíî øèðîêîì äèàïàçîíå
ñîîòíîøåíèé àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1 â ïðîäóêòå, óêàçûâà  íà çíà÷èòåëüíóþ ðàçíèöó
ðåçóëüòàòîâ äåãèäðàòèâíîãî ïðåâðàùåíè  ñîåäèíåíèé êëàññà 2 â ñîåäèíåíè  êëàññà 1 â
çàâèñèìîñòè îò èíèöèèðóþùåãî çâåíà â áîêîâîé öåïè æèðíîé êèñëîòû. Ïîëó÷åííûå äàííûå
ïîêàçûâàþò, ÷òî èçìåíåíèå ñîîòíîøåíèé Â2:Â1 â ðåçóëüòàòå ïåðåñòðîéêè áåëêà AveC
ìîæåò áûòü ñïåöèôè÷åñêèì äë  êîíêðåòíûõ ñóáñòðàòîâ. Ïîýòîìó ñêðèíèíã ìóòàíòîâ,
õàðàêòåðèçóþùèõñ  èçìåíåíèåì ñîîòíîøåíè  Â2:Â1, ïîëó÷åííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè
îïðåäåëåííîãî ñóáñòðàòà, íåîáõîäèìî ïðîèçâîäèòü â ïðèñóòñòâèè äàííîãî ñóáñòðàòà. Â
ïðèâåäåííûõ íèæå ïðèìåðàõ â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà äë  ñêðèíèíãà èñïîëüçîâàíà
öèêëîãåêñàíêàðáîíîâà  êèñëîòà. Îäíàêî äàííûé ñóáñòðàò áûë èñïîëüçîâàí òîëüêî â
êà÷åñòâå ïðèìåðà åãî âîçìîæíîãî ïðèìåíåíè , è îáúåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íå
îãðàíè÷åí òîëüêî óêàçàííûì ñóáñòðàòîì.

7. Ïðèìåð. Âûäåëåíèå ãåíà aveC
Â äàííîì ïðèìåðå îïèñàíî âûäåëåíèå è èññëåäîâàíèå îáëàñòè õðîìîñîìû

Streptomyces avermitilis, êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC. Êàê ïîêàçàíî íèæå, áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî ãåí aveC ìîæåò èçìåí òü ñîîòíîøåíèå ïðîäóöèðóåìûõ àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 (Â2:Â1).

7.1. Âåùåñòâà è ñïîñîáû
7.1.1. Âûðàùèâàíèå Streptomyces äë  âûäåëåíè  ÄÍÊ
Streptomyces âûðàùèâàëè íèæåñëåäóþùèì ñïîñîáîì. Åäèíè÷íûå êîëîíèè S. avermitilis

ÀÒÑÑ 31272 (èçîë ò åäèíè÷íîé êîëîíèè ¹2) âûäåë ëè â 1/2-êðàòíîé ñðåäå YPD-6,
ñîäåðæàùåé äðîææåâîé ýêñòðàêò Difco - 5 ã; áàêòîïåïòîí Difco - 5 ã; äåêñòðîçó - 2,5 ã;
MOPS - 5 ã; áàêòî-àãàð Difco - 15 ã. Êîíå÷íûé îáúåì äîâîäèëè äî 1 ëèòðà, äîáàâë  
äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó, ðÍ äîâîäèëè äî 7,0, ïîñëå ÷åãî ñðåäó îáðàáàòûâàëè â àâòîêëàâå
ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25 ìèíóò.

Ìèöåëèé, âûðàùåííûé â âûøåóêàçàííîé ñðåäå, èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 10 ìë
ñðåäû TSB (òðèïòèêàçî-ñîåâûé áóëüîí Difco - 30 ã â 1 ëèòðå äèñòèëëèðîâàííîé âîäû,
îáðàáîòàííûé â àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25 ìèíóò) â ïðîáèðêå 25 ìì × 150 ìì,
êîòîðóþ âñòð õèâàëè (300 îáîðîòîâ/ìèí) ïðè 28°Ñ â òå÷åíèå 48-72 ÷àñîâ.

7.1.2. Âûäåëåíèå õðîìîñîìíîé ÄÍÊ èç Streptomyces
Àëèêâîòû (0,25 ìë èëè 0,5 ìë) ìèöåëè , âûðàùåííîãî âûøåîïèñàííûì ñïîñîáîì,

ââîäèëè â 1,5 ìë ìèêðîöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè è êëåòêè êîíöåíòðèðîâàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ óñêîðåíèåì 12000×g â òå÷åíèå 60 ñåêóíä. Ñóïåðíàòàíò
äåêàíòèðîâàëè è êëåòêè âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 0,25 ìë áóôåðà TSE (20 ìë 1,5 Ì
ñàõàðîçû, 2,5 ìë 1 Ì òðèñ-áóôåðà ñ HCl, ðÍ 8,0, 2,5 ìë 1 Ì EDTA, ðÍ 8,0 è 75 ìë
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû), ñîäåðæàùåì 2 ìã/ìë ëèçîöèìà. Îáðàçöû èíêóáèðîâàëè,
âñòð õèâà , ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 20 ìèíóò, ââîäèëè â àïïàðàò äë  àâòîìàòè÷åñêîãî
âûäåëåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû AutoGen 540 (Integrated Separation Systems, Natick,
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MA) è âûäåë ëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ, èñïîëüçó  ïðîãðàììó Cycle 159 (ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå
äë  îáîðóäîâàíè ), â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë .

Àëüòåðíàòèâíî, 5 ìë ìèöåëè  ââîäèëè â ïðîáèðêó 17 ìì × 100 ìì, êëåòêè
êîíöåíòðèðîâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñî ñêîðîñòüþ 3000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèíóò
è óäàë ëè ñóïåðíàòàíò. Êëåòêè âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë áóôåðà TSE, êîíöåíòðèðîâàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñî ñêîðîñòüþ 3000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèíóò è óäàë ëè
ñóïåðíàòàíò. Êëåòêè âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë áóôåðà TSE, ñîäåðæàùåãî 2 ìã/ìë
ëèçîöèìà, è èíêóáèðîâàëè, âñòð õèâà , ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30-60 ìèíóò. Ïîñëå îêîí÷àíè 
èíêóáàöèè äîáàâë ëè 0,5 ìë 10% ðàñòâîðà äîäåöèëñóëüôàòà íàòðè  (SDS) è èíêóáèðîâàëè
êëåòêè ïðè 37°Ñ äî îêîí÷àíè  ëèçèñà. Ëèçàò èíêóáèðîâàëè ïðè 65°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèíóò,
îõëàæäàëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû, ââîäèëè â äâå 1,5 ìë ïðîáèðêè Ýïïåíäîðôà è
ýêñòðàãèðîâàëè 1 ðàç 0,5 ìë ñìåñè ôåíîë/õëîðîôîðì (50% ôåíîëà, ïðåäâàðèòåëüíî
óðàâíîâåøåííîãî 0,5Ì òðèñ-áóôåðà, ðÍ 8,0; 50% õëîðîôîðìà). Âîäíóþ ôàçó óäàë ëè è
ýêñòðàãèðîâàëè 2-5 ðàç ñìåñüþ õëîðîôîðì : èçîàìèëîâûé ñïèðò (24:1). ÄÍÊ îñàæäàëè, äë 
÷åãî äîáàâë ëè 1/10 îáúåìà 3Ì ðàñòâîðà àöåòàòà íàòðè , ðÍ 4,8, èíêóáèðîâàëè ñìåñü íà
ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèíóò, öåíòðèôóãèðîâàëè ñìåñü ñî ñêîðîñòüþ 15000 îáîðîòîâ/ìèí
ïðè 5°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèíóò è ïåðåíîñèëè ñóïåðíàòàíò â ÷èñòóþ ïðîáèðêó, â êîòîðóþ
äîáàâë ëè 1 îáúåì èçîïðîïàíîëà. Ñìåñü ñóïåðíàòàíòà ñ èçîïðîïàíîëîì èíêóáèðîâàëè íà
ëüäó â òå÷åíèå 20 ìèíóò, öåíòðèôóãèðîâàëè ñî ñêîðîñòüþ 15000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå
20 ìèíóò ïðè 5°Ñ, ñóïåðíàòàíò óäàë ëè è îñàäîê ÄÍÊ ïðîìûâàëè 1 ðàç 70% ýòàíîëîì.
Çàòåì îñàäîê ñóøèëè è ÄÍÊ âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå ÒÅ (10 ìÌ òðèñ-áóôåðà, 1 ìÌ
EDTA, ðÍ 8,0).

7.1.3. Âûäåëåíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èç Streptomyces
Àëèêâîòó (1,0 ìë) ìèöåëè  ââîäèëè â 1,5 ìë ìèêðîöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè è êëåòêè

êîíöåíòðèðîâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ óñêîðåíèåì 12000×g â òå÷åíèå 60 ñåêóíä.
Ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè, êëåòêè âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 1,0 ìë 10,3% ðàñòâîðà
ñàõàðîçû, êîíöåíòðèðîâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ óñêîðåíèåì 12000×g â òå÷åíèå 60
ñåêóíä è ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè. Êëåòêè âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 0,25 ìë áóôåðà TSE,
ñîäåðæàùåãî 2 ìã/ìë ëèçîöèìà, èíêóáèðîâàëè, âñòð õèâà , ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 20 ìèíóò è
ââîäèëè â àïïàðàò äë  àâòîìàòè÷åñêîãî âûäåëåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû AutoGen 540.
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè, èñïîëüçó  ïðîãðàììó Cycle 106 (ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå
äë  îáîðóäîâàíè ), â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë .

Àëüòåðíàòèâíî 1,5 ìë ìèöåëè  ââîäèëè â 1,5 ìë ìèêðîöåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè è êëåòêè
êîíöåíòðèðîâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ óñêîðåíèåì 12000×g â òå÷åíèå 60 ñåêóíä.
Ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè, êëåòêè âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 1,0 ìë 10,3% ðàñòâîðà
ñàõàðîçû, êîíöåíòðèðîâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñ óñêîðåíèåì 12000×g â òå÷åíèå 60
ñåêóíä è ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè. Êëåòêè âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 0,5 ìë áóôåðà TSE,
ñîäåðæàùåãî 2 ìã/ìë ëèçîöèìà, è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 15-30 ìèíóò. Ïîñëå
îêîí÷àíè  èíêóáàöèè äîáàâë ëè 0,25 ìë ùåëî÷íîãî ðàñòâîðà SDS (0,3 í. ðàñòâîð â NaOH,
2% SDS) è êëåòêè èíêóáèðîâàëè ïðè 55°Ñ â òå÷åíèå 15-30 ìèíóò èëè äî òåõ ïîð, ïîêà
ðàñòâîð íå ñòàíîâèëñ  ïðîçðà÷íûì. Ê ðàñòâîðó ÄÍÊ äîáàâë ëè àöåòàò íàòðè  (0,1 ìë, 3Ì,
ðÍ 4,8) è èíêóáèðîâàëè íà ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Îáðàçöû ÄÍÊ öåíòðèôóãèðîâàëè ñî
ñêîðîñòüþ 14000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèíóò ïðè 5°Ñ. Ñóïåðíàòàíò ïåðåíîñèëè â
÷èñòóþ ïðîáèðêó, äîáàâë ëè 0,2 ìë ñìåñè ôåíîë : õëîðîôîðì (50% ôåíîëà : 50%
õëîðîôîðìà) è îñòîðîæíî ñìåøèâàëè. Ðàñòâîð ÄÍÊ öåíòðèôöóãèðîâàëè ñî ñêîðîñòüþ
14000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèíóò ïðè 5°Ñ è âåðõíèé ñëîé ïåðåíîñèëè â ÷èñòóþ
ïðîáèðêó Ýïïåíäîðôà. Äîáàâë ëè èçîïðîïàíîë (0,75 ìë), ðàñòâîð îñòîðîæíî ñìåøèâàëè è
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Ðàñòâîð ÄÍÊ
öåíòðèôóãèðîâàëè ñî ñêîðîñòüþ 14000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 15 ìèíóò ïðè 5°Ñ,
ñóïåðíàòàíò óäàë ëè è îñàäîê ÄÍÊ ïðîìûâàëè 70% ýòàíîëîì, ñóøèëè è âíîâü
ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå ÒÅ.

7.1.4. Âûäåëåíèå ïëàçìèäíîé ÄÍÊ èç E. coli
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Åäèíè÷íóþ òðàíñôîðìèðîâàííóþ êîëîíèþ E. coli èíîêóëèðîâàëè â 5 ìë ñðåäû Ëóðèà-
Áåðòàíè (LB) (áàêòîòðèïòîí - 10 ã, áàêòîäðîææåâîé ýêñòðàêò - 5 ã è NaCl - 10 ã â 1
ëèòðå äèñòèëëèðîâàííîé Í2Î, ðÍ 7,0, îáðàáàòûâàëè â àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25
ìèíóò è äîáàâë ëè 100 ìêã/ìë àìïèöèëëèíà). Êóëüòóðó èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è è 1
ìë àëèêâîòó ââîäèëè â 1,5 ìë ìèêðîöåíòðèôóæíóþ ïðîáèðêó. Îáðàçöû êóëüòóðû ââîäèëè â
àïïàðàò äë  àâòîìàòè÷åñêîãî âûäåëåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû AutoGen 540 è âûäåë ëè
ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ, èñïîëüçó  ïðîãðàììó Cycle 3 (ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå äë 
îáîðóäîâàíè ), â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë .

7.1.5. Ïîëó÷åíèå è òðàíñôîðìàöè  ïðîòîïëàñòîâ S. avermitilis
Åäèíè÷íûå êîëîíèè S. avermitilis âûäåë ëè â 1/2-êðàòíîé ñðåäå YPD-6. Ìèöåëèé

èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 10 ìë ñðåäû TSB â ïðîáèðêå 25 ìì × 150 ìì è
èíêóáèðîâàëè, âñòð õèâà  (300 îáîðîòîâ/ìèí), ïðè 28°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ. Îäèí ìë
ìèöåëè  èñïîëüçîâàëè äë  èíîêóë öèè 50 ìë ñðåäû YEME. Ñðåäà YEME ñîäåðæèò â îäíîì
ëèòðå: äðîææåâîé ýêñòðàêò Difco - 3 ã; áàêòîïåïòîí Difco - 5 ã; ñîëîäîâûé ýêñòðàêò
Difco - 3 ã; ñàõàðîçó - 300 ã. Êóëüòóðó îáðàáàòûâàëè â àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25
ìèíóò è äîáàâë ëè 2,5 Ì ðàñòâîð MgCl2⋅6H2O (îòäåëüíî îáðàáîòàííûé â àâòîêëàâå ïðè
121°Ñ â òå÷åíèå 25 ìèí) - 2 ìë è ãëèöèí (20%) (ñòåðèëèçîâàííûé ôèëüòðàöèåé) - 25 ìë.

Ìèöåëèé âûðàùèâàëè ïðè 30°Ñ â òå÷åíèå 48-72 ÷àñîâ è ñîáèðàëè â 50 ìë
öåíòðèôóæíîé ïðîáèðêå (Falcon) öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñî ñêîðîñòüþ 3000 îáîðîòîâ/ìèí â
òå÷åíèå 20 ìèíóò. Ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè è ìèöåëèé âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå
Ð, ñîäåðæàùåì: ñàõàðîçó - 205 ã; K2SO4 - 0,25 ã; MgCl2⋅6H2O - 2,02 ã; Í2Î - 600 ìë; Ê2ÐÎ4

(0,5%) - 10 ìë; ðàñòâîð ìèêðîýëåìåíòîâ* - 20 ìë; CaCl2⋅2H2O (3,68%) - 100 ìë è áóôåð
MES (1,0 Ì, ðÍ 6,5) - 10 ìë. (*Ðàñòâîð ìèêðîýëåìåíòîâ ñîäåðæèò â îäíîì ëèòðå: ZnCl2 -
40 ìã; FeCl3⋅6H2O - 200 ìã; CuCl2⋅2H2O - 10 ìã; MnCl2⋅4H2O - 10 ìã; Na2B4O7⋅10H2O - 10 ìã;
(NH4)6Mo7O24⋅4H2O - 10 ìã). Ïîêàçàòåëü ðÍ äîâîäèëè äî 6,5, êîíå÷íûé îáúåì äîâîäèëè äî
1 ëèòðà è ñðåäó ôèëüòðîâàëè â ãîð ÷åì ñîñòî íèè ÷åðåç ôèëüòð ñ ðàçìåðîì îòâåðñòèé
0,45 ìêì.

Ìèöåëèé îñàæäàëè ñî ñêîðîñòüþ 3000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 20 ìèíóò, ñóïåðíàòàíò
äåêàíòèðîâàëè è ìèöåëèé âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 20 ìë áóôåðà Ð, ñîäåðæàùåãî 2 ìã/ìë
ëèçîöèìà. Ìèöåëèé èíêóáèðîâàëè, âñòð õèâà , ïðè 35°Ñ â òå÷åíèå 15 ìèíóò è
èññëåäîâàëè ïîä ìèêðîñêîïîì äë  îïðåäåëåíè  ñòåïåíè îáðàçîâàíè  ïðîòîïëàñòîâ. Ïîñëå
îêîí÷àíè  îáðàçîâàíè  ïðîòîïëàñòîâ óêàçàííûå ïðîòîïëàñòû öåíòðèôóãèðîâàëè ñî
ñêîðîñòüþ 8000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèíóò. Ñóïåðíàòàíò óäàë ëè è ïðîòîïëàñòû
âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 10 ìë áóôåðà Ð. Ïðîòîïëàñòû öåíòðèôóãèðîâàëè ñî ñêîðîñòüþ
8000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèíóò, ñóïåðíàòàíò óäàë ëè, ïðîòîïëàñòû âíîâü
ñóñïåíäèðîâàëè â 2 ìë áóôåðà Ð è ïðèìåðíî 1×109 ïðîòîïëàñòîâ ïîìåùàëè â 2,0 ìë
êðèîãåííûå ñîñóäû (Nalgene).

Ñîñóä, ñîäåðæàùèé 1×109 ïðîòîïëàñòîâ, öåíòðèôóãèðîâàëè ñî ñêîðîñòüþ 8000
îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèíóò, ñóïåðíàòàíò óäàë ëè è ïðîòîïëàñòû âíîâü
ñóñïåíäèðîâàëè â 0,1 ìë áóôåðà Ð. Ê ïðîòîïëàñòàì äîáàâë ëè 2-5 ìêã òðàíñôîðìèðóþùåé
ÄÍÊ, ïîñëå ÷åãî ñðàçó æå äîáàâë ëè 0,5 ìë ðàáî÷åãî áóôåðà Ò. Îñíîâíîé áóôåð Ò
ñîäåðæèò: PEG-1000 (Sigma) - 25 ã; ñàõàðîçó - 2,5 ã; Í2Î - 83 ìë. Ïîêàçàòåëü ðÍ äîâîäèëè
äî 8,8, äîáàâë   1 í. ðàñòâîð NaOH (ñòåðèëèçîâàííûé ôèëüòðàöèåé), ïîñëå ÷åãî îñíîâíîé
áóôåð Ò ñòåðèëèçîâàëè ôèëüòðàöèåé è õðàíèëè ïðè 4°Ñ. Ðàáî÷èé áóôåð Ò, ïîëó÷åííûé â
äåíü èñïîëüçîâàíè , ñîäåðæàë îñíîâíîé áóôåð Ò - 8,3 ìë; Ê2ÐÎ4 (4 ìÌ) - 1,0 ìë;
CaCl2.2H2O (5 M) - 0,2 ìë è TES (1 M, pH 8) - 0,5 ìë. Âñå êîìïîíåíòû ðàáî÷åãî áóôåðà
Ò îòäåëüíî ñòåðèëèçîâàëè ôèëüòðàöèåé.

×åðåç 20 ñåêóíä ïîñëå äîáàâëåíè  ê ïðîòîïëàñòàì áóôåðà Ò äîáàâë ëè 1,0 ìë áóôåðà
Ð è ïðîòîïëàñòû öåíòðèôóãèðîâàëè ñî ñêîðîñòüþ 8000 îáîðîòîâ/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèíóò.
Ñóïåðíàòàíò äåêàíòèðîâàëè è ïðîòîïëàñòû âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 0,1 ìë áóôåðà Ð.
Çàòåì ïðîòîïëàñòû êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå RM14, ñîäåðæàùåé: ñàõàðîçó - 205 ã; K2SO4

- 0,25 ã; MgCl2⋅6H2O - 10,12 ã; ãëþêîçó - 10 ã; êàñàìèíîêèñëîòû Difco - 0,1 ã;
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äðîææåâîé ýêñòðàêò Difco - 5 ã; àãàð íà îòâàðå èç îâñ íîé ìóêè Difco - 3 ã; áàêòîàãàð
Difco - 22 ã; äèñòèëëèðîâàííóþ Í2Î - 800 ìë. Ðàñòâîð îáðàáàòûâàëè â àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ
â òå÷åíèå 25 ìèíóò. Ïîñëå îáðàáîòêè â àâòîêëàâå äîáàâë ëè íèæåñëåäóþùèå ñòåðèëüíûå
êîìïîíåíòû: Ê2ÐÎ4 (0,5%) - 10 ìë; CaCl2⋅2H2O (5 M) - 5 ìë; L-ïðîëèí (20%) - 15 ìë;
áóôåð MES (1,0 Ì, ðÍ 6,5) - 10 ìë; ðàñòâîð ìèêðîýëåìåíòîâ (àíàëîãè÷íûé
âûøåóêàçàííîìó) - 2 ìë; öèêëîãåêñèìèä (25 ìã/ìë) - 40 ìë è 1 í. ðàñòâîð NaOH - 2 ìë.
Íà ïëàíøåò íàíîñèëè äâàäöàòü ï òü ìë ñðåäû RM14 è ñóøèëè â òå÷åíèå 24 ÷àñîâ ïåðåä
èñïîëüçîâàíèåì.

Ïðîòîïëàñòû èíêóáèðîâàëè â óñëîâè õ 95% âëàæíîñòè ïðè 30°Ñ â òå÷åíèå 20-24
÷àñîâ. Äë  îòáîðà òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê òèîñòðåïòîíó, 1 ìë ïîêðûâàþùåãî
áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 125 ìêã/ìë òèîñòðåïòîíà, ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåë ëè ïîâåðõ
ïëàíøåòîâ äë  ðåãåíåðàöèè RM14. Ïîêðûâàþùèé áóôåð ñîäåðæèò â 100 ìë: ñàõàðîçó -
10,3 ã; ðàñòâîð ìèêðîýëåìåíòîâ (àíàëîãè÷íûé âûøåóêàçàííîìó) - 0,2 ìë è áóôåð MES (1Ì,
ðÍ 6,5) - 1 ìë. Ïðîòîïëàñòû èíêóáèðîâàëè â óñëîâè õ 95% âëàæíîñòè ïðè 30°Ñ â òå÷åíèå

7-14 äíåé äî âû âëåíè  êîëîíèé, óñòîé÷èâûõ ê òèîñòðåïòîíó (Thior).
7.1.6. Òðàíñôîðìàöè  ïðîòîïëàñòîâ Streptomyces lividans
Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ äë  òðàíñôîðìàöèè èñïîëüçîâàëè ïðîòîïëàñòû S. lividans TK64

(ïðåäîñòàâëåíû èíñòèòóòîì John Innes Institute, Norwich, U.K.). Â ïðîöåññå
èññëåäîâàíè  áûëè èñïîëüçîâàíû ñïîñîáû è êîìïîçèöèè äë  âûðàùèâàíè , îáðàçîâàíè  è
òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ S. lividans, îïèñàííûå â ïóáëèêàöèè Hopwood et al., 1985,
Genetic Manipulation of Streptomyces, A Laboratory Manual, John Innes Foundation,
Norwich, U.K. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ S. lividans â ñîîòâåòñòâèè ñ
îïèñàíèåì, ïðèâåäåííûì â ðàçäåëå 7.1.3 âûøåóêàçàííîé ïóáëèêàöèè.

7.1.7. Àíàëèç ôåðìåíòàöèè øòàììîâ S. avermitilis
Ìèöåëèé S. avermitilis, âûðàùèâàåìûé â 1/2-êðàòíîé ñðåäå YPD-6 â òå÷åíèå 4-7 äíåé,

èíîêóëèðîâàëè â ïðîáèðêè 2,5 ñì × 15 ñì (1×6 äþéìîâ), ñîäåðæàùèå 8 ìë ïðåäâàðèòåëüíî
ïîëó÷åííîé ñðåäû è äâà 5 ìì ñòåêë ííûõ øàðèêà. Ïðåäâàðèòåëüíî ïîëó÷åííà  ñðåäà
ñîäåðæèò: ðàñòâîðèìûé êðàõìàë (êðàõìàë, ïðîâàðåííûé â æèäêîì ñîñòî íèè, èëè KOSO,
Japan Corn Starch Co., Nagoya) - 20 ã/ë; ôàðìàöåâòè÷åñêóþ ñðåäó - 15 ã/ë; àðäàìèí
ðÍ - 5 ã/ë (Champlain Ind., Clifton, NJ); ÑàÑÎ3 - 2 ã/ë; äâóêðàòíûé îáúåì æèðíûõ êèñëîò ñ
ðàçâåòâëåííîé öåïüþ (bcfa), íàõîä ùèõñ  â ñðåäå â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè, ðàâíîé 50
÷/ìëí 2-(+)-ìåòèëìàñë íîé êèñëîòû, 60 ÷/ìëí èçîìàñë íîé êèñëîòû è 20 ÷/ìëí
èçîâàëåðèàíîâîé êèñëîòû. Ïîêàçàòåëü ðÍ äîâîäèëè äî 7,2 è ñðåäó îáðàáàòûâàëè â
àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25 ìèíóò.

Ïðîáèðêó âñòð õèâàëè ïîä óãëîì 17° ñî ñêîðîñòüþ 215 îáîðîòîâ/ìèí ïðè 29°Ñ â
òå÷åíèå 3 äíåé. 2 ìë àëèêâîòó ïîñåâíîé êóëüòóðû èñïîëüçîâàëè  äë  èíîêóë öèè 25 ìë
ïðîäóöèðóþùåé ñðåäû â 300 ìë êîëáå Ýðëåíìåéåðà, ñîäåðæàùåé êðàõìàë (êðàõìàë,
ïðîâàðåííûé â æèäêîì ñîñòî íèè, èëè KOSO) - 160 ã/ë; íóòðèñîé (Archer Daniels
Midland, Decatur, IL) - 10 ã/ë; àðäàìèí ðÍ - 10 ã/ë; Ê2ÍÐÎ4 - 2 ã/ë; MgSO4⋅4H2O - 2 ã/ë;
FeSO4⋅7H2O - 0,02 ã/ë; MnCl2 - 0,002 ã/ë; ZnSO4⋅7H2O - 0,002 ã/ë; ÑàÑÎ3 - 14 ã/ë;
äâóêðàòíûé îáúåì æèðíûõ êèñëîò ñ ðàçâåòâëåííîé öåïüþ (bcfa) (àíàëîãè÷íûõ
âûøåóêàçàííûì) è öèêëîãåêñàíêàðáîíîâóþ êèñëîòó (ÑÍÑ) (ïîëó÷åííóþ â âèäå 20%
ðàñòâîðà ñ ðÍ 7,0) - 800 ÷/ìëí. Ïîêàçàòåëü ðÍ äîâîäèëè äî 6,9 è ñðåäó îáðàáàòûâàëè â
àâòîêëàâå ïðè 121°Ñ â òå÷åíèå 25 ìèíóò. (Êàê óêàçûâàëîñü âûøå, âìåñòî ÑÍÑ ìîæíî
èñïîëüçîâàòü äðóãèå èíèöèèðóþùèå çâåíü  (ñì., íàïðèìåð, òàáëèöó 1).

Ïîñëå èíîêóë öèè êîëáó èíêóáèðîâàëè, âñòð õèâà  ñî ñêîðîñòüþ 200 îáîðîòîâ/ìèí ïðè
29°Ñ â òå÷åíèå 12 äíåé. Ïîñëå îêîí÷àíè  èíêóáàöèè èç êîëáû óäàë ëè 2 ìë îáðàçåö,
ðàçâîäèëè åãî â 8 ìë ìåòàíîëà, ñìåøèâàëè è ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ñ óñêîðåíèåì
1250×g â òå÷åíèå 10 ìèíóò äî îáðàçîâàíè  äåáðèñà. Ñóïåðíàòàíò àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì
ÂÝÆÕ, èñïîëüçó  êîëîíêó Beckman Ultrasphere ODS (25 ñì × 4,6 ìì âíóòðåííèé äèàìåòð)
ñî ñêîðîñòüþ ïîòîêà 0,75 ìë/ìèí, è ïðîèçâîäèëè èññëåäîâàíèå ïðè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
240 íì. Â êà÷åñòâå ïîäâèæíîé ôàçû èñïîëüçîâàëè ñìåñü ìåòàíîë/âîäà/àöåòîíèòðèë (86:
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8,9:5,1).
7.1.8. Âûäåëåíèå ãåíîâ PKS S. avermitilis
Áûëà ïîëó÷åíà êîñìèäíà  áèáëèîòåêà õðîìîñîìíîé ÄÍÊ S. avermitilis (ÀÒÑÑ 31272, SC-

2), êîòîðóþ ãèáðèäèçèðîâàëè ñ çîíäîì íà îñíîâå êåòîñèíòàçû (KS), ïîëó÷åííûì èç
ôðàãìåíòà ãåíà ïîëèêåòèäñèíòàçû (PKS) Saccharopolyspora erythraea. Ïîëó÷åíèå
êîñìèäíûõ áèáëèîòåê ïîäðîáíî îïèñàíî â ïðèâåäåííîé âûøå ïóáëèêàöèè Sambrook et al.,
1989. Ïîëó÷åíèå áèáëèîòåê õðîìîñîìíîé ÄÍÊ Streptomyces ïîäðîáíî îïèñàíî â
ïðèâåäåííîé âûøå ïóáëèêàöèè Hopwood et al., 1985. Êîñìèäíûå êëîíû, ñîäåðæàùèå
îáëàñòè, ãèáðèäèçèðóþùèå ñ êåòîñèíòàçîé, áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû â ðåçóëüòàòå
ãèáðèäèçàöèè ñ ôðàãìåíòîì NdeI/Eco47III äëèíîé 2,7 ò.ï.î., âûäåëåííûì èç ïëàçìèäû
ðÅÕ26 (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííîé ä-ðîì P. Leadlay, Cambridge, UK). Ïðèìåðíî 5 íã ðÅÕ25
ãèäðîëèçîâàëè, èñïîëüçó  NdeI è Eco47III. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïîìåùàëè íà 0,8%
àãàðîçíûé ãåëü SeaPlaque GTG (FMC BioProducts, Rockland, ME). Ïîñëå âûïîëíåíè 
ýëåêòðîôîðåçà èç ãåë  âûðåçàëè ôðàãìåíò NdeI/Eco47III äëèíîé 2,7 ò.ï.î. è ìåòîäîì
Fast Protocol âûäåë ëè ÄÍÊ, èñïîëüçó  GELàçó êîìïàíèè Epicentre Technologies.
Ôðàãìåíò NdeI/Eco47III äëèíîé 2,7 ò.ï.î. ìåòèëè [α-32Ð]dCTP (äåçîêñèöèòèäèí-5'-
òðèôîñôàò òåòðà(òðèýòèëàììîíè ) â âèäå ñîëè, [àëüôà-32Ð]-)(NEN-Dupont, Boston, MA),
èñïîëüçó  ñèñòåìó íèê-òðàíñë öèè BRL (BRL Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD),
â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïîñòàâùèêà. Îáû÷íóþ ðåàêöèþ âûïîëí ëè â 0,05 ìë
îáúåìå. Çàòåì äîáàâë ëè 5 ìêë òåðìèíèðóþùåãî áóôåðà è ìå÷åíóþ ÄÍÊ îòäåë ëè îò
íåñâ çàííûõ íóêëåîòèäîâ â êîëîíêå G-25 Sephadex Quick Spin (Boehringer Mannheim) â
ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïîñòàâùèêà.

Ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèè êîëîíèé áûëî èññëåäîâàíî ïðèìåðíî 1800 êîñìèäíûõ êëîíîâ.
Áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî äåñ òü êëîíîâ, êîòîðûå èíòåíñèâíî ãèáðèäèçèðîâàëè ñ KS-çîíäîì
Sacc. erythraea. Êîëîíèè E. coli, ñîäåðæàùèå êîñìèäíóþ ÄÍÊ, âûðàùèâàëè â æèäêîé ñðåäå
LB, ïîñëå ÷åãî êîñìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç âñåõ êóëüòóð â àïïàðàòå äë  àâòîìàòè÷åñêîãî
âûäåëåíè  íóêëåèíîâîé êèñëîòû AutoGen 540, èñïîëüçó  ïðîãðàììó Cycle 3
(ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå äë  îáîðóäîâàíè ), â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
èçãîòîâèòåë . Ðåñòðèêöèîííîå êàðòèðîâàíèå ýíäîíóêëåàçû è àíàëèçû ãèáðèäèçàöèè
ìåòîäîì ñàóçåðí-áëîòòèíãà ïîçâîëèëè âû âèòü ï òü êëîíîâ, ñîäåðæàùèõ
ïåðåêðûâàþùèåñ  îáëàñòè â õðîìîñîìå. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà ïåðåêðûâàþùèõñ  êîñìèä è
ãèáðèäèçàöèé áûëà ñîçäàíà ðåñòðèêöèîííà  êàðòà ãåíîìíîãî BamHI ï òè êîñìèä S.
avermitilis (òî åñòü pSE65, pSE66, pSE67, pSE68, pSE69) (ôèãóðà 4).

7.1.9. Èäåíòèôèêàöè  ÄÍÊ, ìîäóëèðóþùåé ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1, è
èäåíòèôèêàöè  îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  aveC

Íèæåñëåäóþùèå ñïîñîáû áûëè èñïîëüçîâàíû äë  èññëåäîâàíè  ñïîñîáíîñòè
ñóáêëîíèðîâàííûõ ôðàãìåíòîâ, âûäåëåííûõ èç êîñìèäíîãî êëîíà pSÅ66, ìîäóëèðîâàòü
ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1 â ìóòàíòàõ AveC. Ïëàçìèäó pSE66 (5 ìêã) ãèäðîëèçîâàëè
Sacl è BamHI. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïîìåùàëè íà 0,8% àãàðîçíûé ãåëü GTG SeaPlaque
(FMC BioProducts), ïîñëå âûïîëíåíè  ýëåêòðîôîðåçà èç ãåë  âûðåçàëè ôðàãìåíò
SacI/BamHI äëèíîé 2,9 ò.ï.î. è ìåòîäîì Fast Protocol èç ãåë  óäàë ëè ÄÍÊ, èñïîëüçó 
GELàçó (Epicentre Technologies). Ïðèìåðíî 5 ìêã øàòòë-âåêòîðà pWHM3 (Vara et al.,
1989, J. Bacteriol. 171:5872-5881) ãèäðîëèçîâàëè SacI è BamHI. Ïðèìåðíî 0,5 ìêã
âñòàâêè äëèíîé 2,9 ò.ï.î. è 0,5 ìêã ãèäðîëèçîâàííîãî âåêòîðà pWHM3 ñìåøèâàëè è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ñ 1 åäèíèöåé ëèãàçû (New England Biolabs, Inc., Beverly,
MA) ïðè 15°Ñ â îáùåì îáúåìå, ðàâíîì 20 ìêë, â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïîñòàâùèêà.
Ïîñëå îêîí÷àíè  èíêóáàöèè 5 ìêë ëèãèðîâàííîé ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè 70°Ñ â òå÷åíèå
10 ìèíóò, îõëàæäàëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû è èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè
êîìïåòåíòíûõ êëåòîê DH5α E. coli (BRL) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë .
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå
âñòàâêè SacL/BamHI äëèíîé 2,9 ò.ï.î. ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Óêàçàííà 
ïëàçìèäà ïîëó÷èëà íàçâàíèå pSE119.
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Ïîëó÷åííûå ïðîòîïëàñòû øòàììà 1100-SC38 S. avermitilis (øòàìì êîìïàíèè Pfizer)
òðàíñôîðìèðîâàëè ïëàçìèäîé pSE119 â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàíèåì, ïðèâåäåííûì â
ðàçäåëå 7.1.5. Øòàìì 1100-SC38  âë åòñ  ìóòàíòîì, ïðîäóöèðóþùèì çíà÷èòåëüíî áîëüøå
àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî ñðàâíåíèþ ñ àâåðìåêòèíîì öèêëîãåêñèë Â1 ïðè äîáàâëåíèè
öèêëîãåêñàíêàðáîíîâîé êèñëîòû (ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 ðàâíî ïðèìåðíî 30:1). Ïëàçìèäó
pSE119, èñïîëüçîâàííóþ äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ S. avermitilis, âûäåë ëè èç
øòàììà GM2163 E. coli (ïðåäîñòàâëåííîãî ä-ðîì B.J. Bachmann, Curator, E. coli Genetic
Stock Center, Yale University), øòàììà DM1 (BRL) E. coli èëè øòàììà ÒÊ64 S. lividans.
Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó òðàíñôîðìàíòû øòàììà 1100-SC38 âûäåë ëè è èññëåäîâàëè,
àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Òðàíñôîðìàíòû øòàììà 1100-SC38 S.
avermitilis, ñîäåðæàùèå ïëàçìèäó pSE119, ïðîäóöèðîâàëè àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2 :
öèêëîãåêñèë Â1 â èçìåíåííîì ñîîòíîøåíèè, ðàâíîì ïðèìåðíî 3,7:1 (òàáëèöà 2).

Óñòàíîâèâ, ÷òî ïëàçìèäà pSE119 ñïîñîáíà ìîäóëèðîâàòü ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
Â2:Â1 â ìóòàíòå AveC, ÄÍÊ-âñòàâêó ñåêâåíèðîâàëè. Ïðè ïîìîùè íàáîðà äë  âûäåëåíè 
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ (Qiagen, Valencia, CA), èñïîëüçóåìîãî â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
èçãîòîâèòåë , áûëî âûäåëåíî ïðèìåðíî 10 ìêã ïëàçìèäû pSE119, êîòîðóþ ñåêâåíèðîâàëè â
àâòîìàòè÷åñêîì ñåêâåíàòîðå ÄÍÊ ABI 373A (Perkin Elmer, Foster City, CA). Äàííûå,
ïîëó÷åííûå äë  ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, áûëè ñêîìïîíîâàíû è îòðåäàêòèðîâàíû ïðè ïîìîùè
ïðîãðàììû Genetic Computer Group (GCG, Madison, WI). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ è
îòêðûòà  ðàìêà ñ÷èòûâàíè  aveC ïîêàçàíû íà ôèãóðå 1 (SEQ ID No.1).

Íîâà  ïëàçìèäà, ïîëó÷èâøà  íàçâàíèå pSE118, áûëà ñîçäàíà ñëåäóþùèì îáðàçîì.
Ïðèìåðíî 5 ìêë pSE66 ãèäðîëèçîâàëè SphI è BamHI. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïîìåùàëè íà
0,8% àãàðîçíûé ãåëü GTG SeaPlaque (FMC BioProducts), ïîñëå âûïîëíåíè  ýëåêòðîôîðåçà
èç ãåë  âûðåçàëè ôðàãìåíò SphI/BamHI äëèíîé 2,8 ò.ï.î. è ìåòîäîì Fast Protocol èç
ãåë  âûäåë ëè ÄÍÊ, èñïîëüçó  GELàçó (Epicentre Technologies). Ïðèìåðíî 5 ìêã øàòòë-
âåêòîðà pWHM3 ãèäðîëèçîâàëè SphI è BamHI. Ïðèìåðíî 0,5 ìêã âñòàâêè äëèíîé 2,8 ò.ï.î.
è 0,5 ìêã ãèäðîëèçîâàííîãî âåêòîðà pWHM3 ñìåøèâàëè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ñ 1
åäèíèöåé ëèãàçû (New England Biolabs) ïðè 15°Ñ â îáùåì îáúåìå, ðàâíîì 20 ìêë, â
ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïîñòàâùèêà. Ïîñëå îêîí÷àíè  èíêóáàöèè 5 ìêë ëèãèðîâàííîé
ñìåñè èíêóáèðîâàëè ïðè 70°Ñ â òå÷åíèå 10 ìèíóò îõëàæäàëè äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû è
èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê DH5α E. coli â ñîîòâåòñòâèè ñ
èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë . Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê
àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå âñòàâêè SphI/BamHI äëèíîé 2,8 ò.ï.î. ïîäòâåðæäàëè
ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Óêàçàííà  ïëàçìèäà ïîëó÷èëà íàçâàíèå pSE118. ÄÍÊ-âñòàâêà â
ïëàçìèäàõ pSE118 è pSE119 ïåðåêðûâàåòñ  ïðèìåðíî 838 íóêëåîòèäàìè (ôèãóðà 4).

Ïðîòîïëàñòû øòàììà 1100-SC38 S. avermitilis òðàíñôîðìèðîâàëè ïëàçìèäîé pSE118
âûøåóêàçàííûì ñïîñîáîì. Òðàíñôîðìàíòû, óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó, øòàììà 1100-
SC38 âûäåë ëè è èññëåäîâàëè, àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Ó
òðàíñôîðìàíòîâ øòàììà 1100-SC38 S. avermitilis, ñîäåðæàùèõ ïëàçìèäó pSE118, íå áûëè
èçìåíåíû ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 ïî ñðàâíåíèþ ñî
øòàììîì 1100-SC38 (òàáëèöà 2).

7.1.10. Àìïëèôèêàöè  ãåíà aveC èç õðîìîñîìíîé ÄÍÊ S. avermitilis ìåòîäîì PCR
Ôðàãìåíò äëèíîé ~1,2 ò.ï.î., ñîäåðæàùèé îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  aveC, âûäåë ëè

èç õðîìîñîìíîé ÄÍÊ S. avermitilis ïðè ïîìîùè àìïëèôèêàöèì ìåòîäîì PCR, èñïîëüçó 
çàòðàâêè, ñîçäàííûå íà îñíîâå ïîëó÷åííîé âûøå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè aveC.
Çàòðàâêè äë  PCR áûëè ïðåäîñòàâëåíû êîìïàíèåé Genosys Biotechnologies, Inc. (Texac).
Íèæí   çàòðàâêà ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-TCACGAAACCGGACACAC-3' (SEQ ID No.6); è
âåðõí   çàòðàâêà ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-CATGATCGCTGAACCGAG-3' (SEQ ID No.7).
Ðåàêöèþ PCR âûïîëí ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèìåðàçû Deep Vent (New England
Biolabs) â áóôåðå, ïðåäîñòàâëåííîì èçãîòîâèòåëåì, è â ïðèñóòñòâèè 300 ìêÌ dNTP, 10%
ãëèöåðèíà, 200 ïìîëü êàæäîé çàòðàâêè, 0,1 ìêã ìàòðèöû è 2,5 åäèíèöû ôåðìåíòà â
êîíå÷íîì îáúåìå, ðàâíîì 100 ìêë, â òåðìîáëîêå äë  ïðîâåäåíè  ðåàêöèé Cetus êîìïàíèè
Perkin-Elmer. Òåïëîâîé ïðîôèëü ïåðâîãî öèêëà õàðàêòåðèçîâàëñ  òåìïåðàòóðîé 95°Ñ â
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òå÷åíèå 5 ìèíóò (ñòàäè  äåíàòóðàöèè), 60°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèíóò (ñòàäè  îòæèãà) è
72°Ñ â òå÷åíèå 2 ìèíóò (ñòàäè  óäëèíåíè ). 24 ïîñëåäóþùèõ öèêëà èìåëè àíàëîãè÷íûé

òåïëîâîé ïðîôèëü çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî ñòàäè  äåíàòóðàöèè áûëà ñîêðàùåíà äî 45
ñåêóíä è ñòàäè  îòæèãà áûëà ñîêðàùåíà äî 1 ìèíóòû.

Ïðîäóêò PCR ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â 1% àãàðîçíîì ãåëå, ïðè ýòîì áûëà
îáíàðóæåíà îäíà ïîëîñà ÄÍÊ äëèíîé ~1,2 ò.ï.î. Äàííóþ ÄÍÊ î÷èùàëè îò ãåë  è
ëèãèðîâàëè ñ 25 íã ëèíåéíîãî, äåôîñôîðèëèðîâàííîãî âåêòîðà pCR-Blunt (Invetrogen) â
ìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè âåêòîð:âñòàâêà, ðàâíîì 1:10, â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
èçãîòîâèòåë . Ëèãèðîâàííóþ ñìåñü èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê
E. coli One Shot (Invitrogen) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë . Ïëàçìèäíóþ
ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå âñòàâêè
äëèíîé ~1,2 ò.ï.î. ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Äàííà  ïëàçìèäà ïîëó÷èëà
íàçâàíèå pSE179.

ÄÍÊ-âñòàâêó èç ïëàçìèäû pSE179 âûäåë ëè ãèäðîëèçîì BamHI/XbaI, îòäåë ëè
ýëåêòðîôîðåçîì, î÷èùàëè îò ãåë  è ëèãèðîâàëè ñ øàòòë-âåêòîðîì pWHM3, êîòîðûé òàêæå
ïðåäâàðèòåëüíî ãèäðîëèçîâàëè BamHI/XbaI, ñ äîñòèæåíèåì êîíöåíòðàöèè ïîëíîé ÄÍÊ,
ðàâíîé 1 ìêã, ïðè ìîë ðíîì ñîîòíîøåíèè âåêòîð : âñòàâêà, ðàâíîì 1:5. Ëèãèðîâàííóþ
ñìåñü èñïîëüçîâàëè äë  òðîàíñôîðìàöèè êîìïåòåíòíûõ êëåòîê DH5α E. coli â
ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë . Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç
òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå âñòàâêè äëèíîé ~1,2 ò.ï.î.
ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Óêàçàííóþ ïëàçìèäó, êîòîðà  ïîëó÷èëà
íàçâàíèå pSE186 (ôèãóðà 2, ÀÒÑÑ 209604), ââî-äèëè â êëåòêè DM1 E. coli è èç
òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, âûäåë ëè ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ.

7.2. Ðåçóëüòàòû
Óñòàíîâëåíî, ÷òî ôðàãìåíò SacI/BamHI äëèíîé 2,9 ò.ï.î., âûäåëåííûé èç ïëàçìèäû

pSE119, ïðè ââåäåíèè â øòàìì 1100-SC38 S. avermitilis çíà÷èòåëüíî èçìåí åò
ñîîòíîøåíèå ïðîäóöèðóåìûõ àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1. Øòàìì 1100-SC38 S. avermitilis îáû÷íî
õàðàêòåðèçîâàëñ  ñîîòíîøåíèåì Â2:Â1, ðàâíûì ïðèìåðíî 30:1, íî â ðåçóëüòàòå
òðàíñôîðìàöèè âåêòîðîì, ñîäåðæàùèì ôðàãìåíò SacI/BamHI äëèíîé 2,9 ò.ï.î.,
ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1 óìåíüøèëîñü ïðèìåðíî äî 3,7:1. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà
êóëüòóð òðàíñôîðìàíòîâ ïîñëå ôåðìåíòàöèè ïîäòâåðäèëè íàëè÷èå òðàíñôîðìèðóþùåé
ÄÍÊ.

Ôðàãìåíò pSE119 äëèíîé 2,9 ò.ï.î. ñåêâåíèðîâàëè è èäåíòèôèöèðîâàëè îòêðûòóþ ðàìêó
ñ÷èòûâàíè  äëèíîé ~0,9 ò.ï.î. (ôèãóðà 1) (SEQ ID No.1), âêëþ÷àþùóþ ôðàãìåíò
PstI/SphI, êîòîðûé ïðåäâàðèòåëüíî áûë ìóòèðîâàí ñ âîçìîæíîñòüþ ïðîäóöèðîâàíè  òîëüêî
ïðîäóêòîâ Â2 (Ikeda et al., 1995, ñì. âûøå). Ñðàâíåíèå äàííîé îòêðûòîé ðàìêè
ñ÷èòûâàíè  èëè åå ñîîòâåòñòâóþùåãî âûäåëåííîãî ïîëèïåïòèäà ñ èçâåñòíûìè áàçàìè
äàííûõ (GenEMBL, SWISS-PROT) íå âû âèëî êàêîé-ëèáî çíà÷èòåëüíîé ãîìîëîãèè ñ
èçâåñòíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ÄÍÊ èëè áåëêà.

Â òàáëèöå 2 ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû àíàëèçà ôåðìåíòàöèè øòàììà 1100-SC38 S.
avermitilis, òðàíñôîðìèðîâàííîãî ðàçíûìè ïëàçìèäàìè.

Òàáëèöà 2

Øòàìì S. Avermitilis
(òðàíñôîðìèðóþùà  ïëàçìèäà)

Êîë-âî èñïûòàííûõ òðàíñôîðìàíòîâ Ñðåäíåå ñîîòíîøåíèå Â2:Â1

1100-SC38 (îòñóòñòâèå ïëàçìèäû) 9 30,66

1100-SC38 (pWHM3) 21 31,3

1100-SC38 (pSE119) 12 3,7

1100-SC38 (pSE118) 12 30,4

1100-SC38 (pSE185) 14 27,9

8. Ïðèìåð. Ñîçäàíèå ìóòàíòîâ AveC S. Avermitilis
Â äàííîì ïðèìåðå îïèñàíî ñîçäàíèå íåñêîëüêèõ ðàçíûõ ìóòàíòîâ AveC S. avermitilis ñ

èñïîëüçîâàíèåì âûøåîïèñàííûõ êîìïîçèöèé è ñïîñîáîâ. Îáùåå îïèñàíèå ìåòîäîâ
ââåäåíè  ìóòàöèé â ãåí Streptomyces äàíî â ñòàòüå Kieser and Hopwood, 1991, Meth.
Enzym. 204:430-458. Áîëåå ïîäðîáíî óêàçàííûå ìåòîäû îïèñàíû â ñòàòü õ Anzai et al.,
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1988, J. Antibiot. XLI(2):226-233 è Stutzman-Engwall et al., 1992, J. Bacteriol.
174(1):144-154. Óêàçàííûå ïóáëèêàöèè ïîëíîñòüþ âêëþ÷åíû â äàííîå îïèñàíèå â êà÷åñòâå
ññûëêè.

8.1. Èíàêòèâàöè  ãåíà aveC S. avermitilis
Ìóòàíòû AveC, ñîäåðæàùèå èíàêòèâèðîâàííûå ãåíû aveC, áûëè ñîçäàíû íåñêîëüêèìè

ñïîñîáàìè, ïîäðîáíî îïèñàííûìè íèæå.
Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïåðâûì ñïîñîáîì ôðàãìåíò SphI/PstI äëèíîé 640 ï.î., íàõîä ùèéñ 

âíóòðè ãåíà aveC ïëàçìèäû pSE119 (ïëàçìèäà, îïèñàííà  â ðàçäåëå 7.1.9.), çàìåí ëè
ãåíîì ermE (ãåí óñòîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó) èç Sacc. erytraea. Ãåí ermE âûäåë ëè èç
ïëàçìèäû pIJ4026 (ïðåäîñòàâëåíà èíñòèòóòîì John Innes Institute, Norwich, U.K.; ñì.
òàêæå Bibb et al., 1985, Gene 41:357-368) ïóòåì ãèäðîëèçà ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè
BglII è EcoRI ñ ïîñëåäóþùèì âûïîëíåíèåì ýëåêòðîôîðåçà è î÷èùàëè îò ãåë . Ïîëó÷åííûé
ôðàãìåíò äëèíîé ~1,7 ò.ï.î. ëèãèðîâàëè ñ ïëàçìèäîé pGEM7Zf (Promega), êîòîðóþ
ãèäðîëèçîâàëè BamHI è EcoRI, è ëèãèðîâàííóþ ñìåñü ââîäèëè â êîìïåòåíòíûå êëåòêè DH5α
E. coli â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè èçãîòîâèòåë . Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç
òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå âñòàâêè äëèíîé ~1,7 ò.ï.î.
ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Äàííà  ïëàçìèäà ïîëó÷èëà íàçâàíèå pSE27.

Ïëàçìèäó pSE118 (îïèñàííóþ â ðàçäåëå 7.1.9.) ãèäðîëèçîâàëè SphI è BamHI, ãèäðîëèçàò
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó è âñòàâêó SphI/BamHI äëèíîé ~2,8 ò.ï.î. î÷èùàëè îò ãåë .
Ïëàçìèäó pSE119 ãèäðîëèçîâàëè PstI è EcoRI, ãèäðîëèçàò ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó è
âñòàâêó PstI/EcoRI äëèíîé ~1,5 ò.ï.î. î÷èùàëè îò ãåë . Øàòòë-âåêòîð pWHM3
ãèäðîëèçîâàëè BamHI è EcoRI. Ïëàçìèäó pSE27 ãèäðîëèçîâàëè PstI è SphI, ãèäðîëèçàò
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó è âñòàâêó PstI/SphI äëèíîé ~1,7 ò.ï.î. î÷èùàëè îò ãåë . Âñå
÷åòûðå ôðàãìåíòà (òî åñòü ôðàãìåíòû äëèíîé ~2,8 ò.ï.î., ~1,5 ò.ï.î., ~7,2 ò.ï.î., ~1,7
ò.ï.î.) ëèãèðîâàëè äðóã ñ äðóãîì ìåòîäîì ÷åòûðåõñòîðîííåãî ëèãèðîâàíè . Ëèãèðîâàííóþ
ñìåñü ââîäèëè â êîìïåòåíòíûå êëåòêè DH5α E. coli â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
èçãîòîâèòåë . Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó,
è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåãèñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Äàííà 
ïëàçìèäà ïîëó÷èëà íàçâàíèå pSE180 (ôèãóðà 3; ÀÒÑÑ 209605).

Ïëàçìèäó pSE180 ââîäèëè â êëåòêè ÒÊ64 S. lividans è òðàíñôîðìèðîâàííûå êîëîíèè
èäåíòèôèöèðîâàëè ïî óñòîé÷èâîñòè ê òèîñòðåïòîíó è ýðèòðîìèöèíó. Ïëàçìèäó pSE180
âûäåë ëè èç S. lividans è èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ S. avermitilis.
Áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû ÷åòûðå óñòîé÷èâûõ ê òèîñòðåïòîíó òðàíñôîðìàíòà S. avermitilis,
ïîñëå ÷åãî ïîëó÷åííûå ïðîòîïëàñòû êóëüòèâèðîâàëè â íåèçáèðàòåëüíûõ óñëîâè õ íà ñðåäå
RM14. Ïîñëå ðåãåíåðàöèè ïðîòîïëàñòîâ åäèíè÷íûå êîëîíèè èññëåäîâàëè íà íàëè÷èå
óñòîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó è îòñóòñòâèå óñòîé÷èâîñòè ê òèîñòðåïòîíó, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâîâàëî î âñòðàèâàíèè â õðîìîñîìó èíàêòèâèðîâàííîãî ãåíà aveC è óòðàòó
ñâîáîäíîãî ðåïëèêîíà. Áûë èäåíòèôèöèðîâàí îäèí òðàíñôîðìàíò Ermr Thios, êîòîðûé
ïîëó÷èë íàçâàíèå øòàììà SE180-11. Èç øòàììà SE180-11 âûäåë ëè ïîëíóþ õðîìîñîìíóþ
ÄÍÊ, ãèäðîëèçîâàëè ðåñòðèêöèîííûìè ôåðìåíòàìè BamHI, HindIII, PstI èëè SpjI, âûäåë ëè
ýëåêòðîôîðåçîì â 0,8% àãàðîçíîì ãåëå, ïåðåíîñèëè íà íàéëîíîâûå ìåìáðàíû è
ãèáðèäèçèðîâàëè ñ çîíäîì ermE. Óêàçàííûå àíàëèçû ïîêàçàëè, ÷òî âñòðàèâàíèå ãåíà
óñòîé÷èâîñòè ermE â õðîìîñîìó è îäíîâðåìåííà  äåëåöè  ôðàãìåíòà PstI/SphI äëèíîé 640
ï.î. ïðîèñõîäèëè â ðåçóëüòàòå äâîéíîãî êðîññèíãîâåðà. Àíàëèç ïðîäóêòîâ ôåðìåíòàöèè
øòàììà SÅ180-11 ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïîêàçàë îòñóòñòâèå ïðîäóöèðîâàíè  íîðìàëüíûõ
àâåðìåêòèíîâ (ôèãóðà 5À).

Â ñîîòâåòñòâèè ñî âòîðûì ñïîñîáîì èíàêòèâàöèè ãåíà aveC èç õðîìîñîìû øòàììà
SE180-11 S. avermitilis óäàë ëè ãåí ermE äëèíîé 1,7 ò.ï.î., îñòàâë   äåëåöèþ
PstI/SphI äëèíîé 640 ï.î. â ãåíå aveC. Ïëàçìèäà çàìåùåíè  ãåíà áûëà ñîçäàíà ñëåäóþùèì
îáðàçîì: ïëàçìèäó pSE180 ÷àñòè÷íî ãèäðîëèçîâàëè XbaI è ôðàãìåíò äëèíîé ~11,4 ò.ï.î.
î÷èùàëè îò ãåë . Â ïîëîñå, ñîîòâåòñòâóþùåé ôðàãìåíòó äëèíîé ~11,4 ò.ï.î.,
îòñóòñòâóåò ãåí óñòîé÷èâîñòè ermE äëèíîé 1,7 ò.ï.î. Çàòåì ÄÍÊ ëèãèðîâàëè è ââîäèëè â
êëåòêè DH5α E. coli. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê
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àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì.
Äàííóþ ïëàçìèäó, ïîëó÷èâøóþ íàçâàíèå pSE184, ââîäèëè â DM1 E. coli è ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ
âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó. Äàííóþ ïëàçìèäó èñïîëüçîâàëè
äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà SE180-11 S. avermitilis. Ïðîòîïëàñòû ïîëó÷àëè
èç óñòîé÷èâûõ ê òèîñòðåïòîíó òðàíñôîðìàíòîâ øòàììà SE180-11 è ïîìåùàëè â âèäå
åäèíè÷íûõ êîëîíèé íà ñðåäó RM14. Ïîñëå ðåãåíåðàöèè ïðîòîïëàñòîâ åäèíè÷íûå êîëîíèè
èññëåäîâàëè íà îòñóòñòâèå óñòîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó è óñòîé÷èâîñòè ê òèîñòðåïòîíó,
÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î âñòðàèâàíèè â õðîìîñîìó èíàêòèâèðîâàííîãî ãåíà aveC è óòðàòå
ñâîáîäíîãî ðåïëèêîíà, ñîäåðæàùåãî ãåí ermE. Áûë èäåíòèôèöèðîâàí îäèí òðàíñôîðìàíò
Erms Thios, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå SE184-1-13. Àíàëèç ôåðìåíòàöèè SE184-1-13 ïîêàçàë
îòñóòñòâèå ïðîäóöèðîâàíè  íîðìàëüíûõ àâåðìåêòèíîâ è íàëè÷èå ó SE184-1-13 òàêîãî æå
ïðîôèë  ôåðìåíòàöèè, ÷òî è ó SE180-11.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåòüèì ñïîñîáîì èíàêòèâàöèè ãåíà aveC â õðîìîñîìíîì ãåíå aveC
âûçûâàëè ñäâèã ðàìêè ñ÷èòûâàíè , äîáàâë   äâà îñòàòêà G ïîñëå Ñ â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 471 ïðè ïîìîùè PCR, â ðåçóëüòàòå ÷åãî áûë ñîçäàí ñàéò BspE1. Íàëè÷èå
ñêîíñòðóèðîâàííîãî ñàéòà BspE1 ïîçâîëèëî îáíàðóæèòü çàìåíó ãåíà. Çàòðàâêè äë  PCR,
ñîçäàííûå ñ âîçìîæíîñòüþ ââåäåíè  ìóòàöèè ñî ñäâèãîì ðàìêè ñ÷èòûâàíè  â ãåí aveC,
áûëè ïðåäîñòàâëåíû êîìïàíèåé Genosys Biotechnologies, Inc. Íæí   çàòðàâêà
ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-GGTTCCGGATGCCGTTCTCG-3' (SEQ ID No.8), è âåðõí   çàòðàâêà
ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-AACTCCGGT CGACTCCCCTTC-3' (SEQ ID No.9). Óñëîâè 
âûïîëíåíè  PCR áûëè àíàëîãè÷íû îïèñàííûì â ðàçäåëå 7.1.10. Ïðîäóêò PCR äëèíîé 666
ï.î. ãèäðîëèçîâàëè SphI ñ îáðàçîâàíèåì äâóõ ôðàãìåíòîâ äëèíîé ñîîòâåòñòâåííî 278 ï.î.
è 388 ï.î. Ôðàãìåíò äëèíîé 388 ï.î. î÷èùàëè îò ãåë .

Ïëàçìèäà çàìåùåíè  ãåíà áûëà ñîçäàíà ñëåäóþùèì îáðàçîì: øàòòë-âåêòîð pWHM3
ãèäðîëèçîâàëè EcoRI è BamHI. Ïëàçìèäó pSE119 ãèäðîëèçîâàëè BamHI è SphI, ãèäðîëèçàò
ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó è ôðàãìåíò äëèíîé ~840 ï.î. î÷èùàëè îò ãåë . Ïëàçìèäó
pSE119 ãèäðîëèçîâàëè EcoRI è XmnI, ãèäðîëèçàò âûäåë ëè ýëåêòðîôîðåçîì è ôðàãìåíò
äëèíîé ~1,7 ò.ï.î. î÷èùàëè îò ãåë . Âñå ÷åòûðå ôðàãìåíòà (òî åñòü ôðàãìåíòû
äëèíîé ~7,2 ò.ï.î., ~840 ï.î., ~1,7 ò.ï.î. è 388 ï.î.) ëèãèðîâàëè äðóã ñ äðóãîì ìåòîäîì
÷åòûðåõñòîðîííåãî ëèãèðîâàíè . Ëèãèðîâàííóþ ñìåñü ââîäèëè â êîìïåòåíòíûå êëåòêè
DH5α E. coli. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è
íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì è àíàëèçîì
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Äàííóþ ïëàçìèäó, ïîëó÷èâøóþ íàçâàíèå pSE185, ââîäèëè â DM1
E. coli è ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó.
Óêàçàííóþ ïëàçìèäó èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà 1100-SC38
S. avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó òðàíñôîðìàíòû øòàììà 1100-SC38 âûäåë ëè è
èññëåäîâàëè, àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè.

Ïëàçìèäà pSE185 ñóùåñòâåííî íå èçìåí ëà ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1 ïðè
ââåäåíèè â øòàìì 1100-SC38 S. avermitilis (òàáëèöà 2).

Ïëàçìèäó pSE185 èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ S. avermitilis ñ
ïîëó÷åíèåì ìóòàöèè ñî ñäâèãîì ðàìêè ñ÷èòûâàíè  â õðîìîñîìíîì ãåíå aveC. Ïðîòîïëàñòû
ïîëó÷àëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê òèîñòðåïòîíó, è êóëüòèâèðîâàëè â âèäå
åäèíè÷íûõ êîëîíèé íà ñðåäå RM14. Ïîñëå ðåãåíåðàöèè ïðîòîïëàñòîâ åäèíè÷íûå êîëîíèè
èññëåäîâàëè íà îòñóòñòâèå óñòîé÷èâîñòè ê òèîñòðåïòîíó. Èç êîëîíèé, ÷óâñòâèòåëüíûõ ê
òèîñòðåïòîíó, âûäåë ëè õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ è èññëåäîâàëè ïðè ïîìîùè PCR íà íàëè÷èå
ìóòàöèè ñî ñäâèãîì ðàìêè ñ÷èòûâàíè , âñòðîåííîé â õðîìîñîìó. Çàòðàâêè äë  PCR,
ïîëó÷åííûå íà îñíîâå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè aveC, áûëè ïðåäîñòàâëåíû
êîìïàíèåé Genosys Biotechnologies, Inc. (Òåõàñ). Íèæí   çàòðàâêà äë  PCR ïðåäñòàâë ëà
ñîáîé: 5'-GCAAGGATACGGGGACTAC-3' (SEQ ID No.10), âåðõí   çàòðàâêà äë  PCR
ïðåäñòàâë ëè ñîáîé: 5'-GAACCGACCGCCTGATAC-3' (SEQ ID No.11), è óñëîâè 
âûïîëíåíè  PCR áûëè àíàëîãè÷íû îïèñàííûì â ðàçäåëå 7.1.10. Ïðîäóêò PCR, ñîäåðæàùèé
543 ï.î., ãèäðîëèçîâàëè BspE1, â ðåçóëüòàòå ÷åãî áûëè ïîëó÷åíû òðè ôðàãìåíòà äëèíîé
368 ï.î., 96 ï.î. è 79 ï.î., ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î âñòðàèâàíèè â õðîìîñîìó
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èíàêòèâèðîâàííîãî ãåíà aveC è óòðàòå ñâîáîäíîãî ðåïëèêîíà.
Àíàëèç ôåðìåíòàöèè ìóòàíòîâ S. avermiotilis, ñîäåðæàùèõ ìóòàöèþ ñî ñäâèãîì ðàìêè

ñ÷èòûâàíè  â ãåíå aveC, ïîêàçàë îòñóòñòâèå ïðîäóöèðîâàíè  íîðìàëüíûõ àâåðìåêòèíîâ,
ïðè ýòîì óêàçàííûå ìóòàíòû èìåëè òàêîé æå ïðîôèëü ôåðìåíòàöèè ïðè àíàëèçå ÂÝÆÕ,
÷òî è øòàììû SE180-11 è SE184-1-13. Áûë èäåíòèôèöèðîâàí îäèí òðàíñôîðìàíò Thios,
ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå øòàììà SE185-5a.

Êðîìå òîãî, â ãåíå aveC áûëà ñîçäàíà ìóòàöè  ñ çàìåíîé â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 520
îñòàòêà G îñòàòêîì À, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò çàìåíà êîäîíà, êîäèðóþùåãî
òðèïòîôàí (W), â ïîëîæåíèè 116 òåðìèíèðóþùèì êîäîíîì. Øòàìì S. avermitilis c
óêàçàííîé ìóòàöèåé íå ïðîäóöèðîâàë íîðìàëüíûå àâåðìåêòèíû è èìåë òàêîé æå ïðîôèëü
ôåðìåíòàöèè, ÷òî è øòàììû SE180-11, SE184-1-13 è SE185-5a.

Êðîìå òîãî, â ãåíå aveC áûëè ñîçäàíû ìóòàöèè, â ðåçóëüòàòå êîòîðûõ ïðîñõîäèò çàìåíà:
(i) îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 970, ÷òî âûçûâàåò çàìåíó ãëèöèíà (G)
àñïàðòàòîì (D) â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 266, è (ii) îñòàòêà Ò îñòàòêîì Ñ â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 996, ÷òî âûçûâàåò çàìåíó òèðîçèíà (Y) ãèñòèäèíîì (Í) â ïîëîæåíèè
àìèíîêèñëîòû 275. Øòàìì S. avermitilis ñ óêàçàííûìè ìóòàöè ìè (G266D/Y275H) íå
ïðîäóöèðîâàë íîðìàëüíûå àâåðìåêòèíû è èìåë òàêîé æå ïðîôèëü ôåðìåíòàöèè, ÷òî è
øòàììû SE180-11, SE184-1-13 è SE185-5à.

Èíàêòèâàöè  ãåíà aveC S. avermitilis â ìóòàíòíûõ øòàììàõ SE180-11, SE184-1-13,
SE185-5a è äðóãèõ ïîëó÷åííûõ øòàììàõ ïîçâîë åò îöåíèòü âëè íèå äðóãèõ ìóòàöèé â ãåíå
aveC. Ïëàçìèäó pSE186, ñîäåðæàùóþ êîïèþ ãåíà aveC äèêîãî òèïà, ââîäèëè â DM1 E. coli
è ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó. Ïîëó÷åííóþ
ÄÍÊ pSE186 èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà SE180-11 S.
avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó òðàíñôîðìàíòû øòàììà SE180-11 âûäåë ëè,
îïðåäåë ëè ó íèõ íàëè÷èå óñòîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó è èññëåäîâàëè òðàíñôîðìàíòû
Thior Ermr, àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Íàëè÷èå ôóöíêöèîíàëüíîãî
ãåíà aveC â òðàíñôîðìàíòàõ ïîçâîë ëî âîññòàíîâèòü ïðîäóöèðîâàíèå íîðìàëüíûõ
àâåðìåêòèíîâ â øòàììå SE180-11 (ôèãóðà 5Â).

8.2. Àíàëèç ìóòàöèé â ãåíå aveC, èçìåí þùèõ ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ êëàññà Â2:Â1
Êàê îòìå÷àëîñü âûøå, øòàìì SE180-11 S. avermitilis, ñîäåðæàùèé íåàêòèâíûé ãåí aveC,

äîïîëíèòåëüíî áûë òðàíñôîðìèðîâàí ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé ôóíêöèîíàëüíûé ãåí aveC
(pSE186). Øòàìì SE180-11 òàêæå èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå øòàììà-õîç èíà äë 
èññëåäîâàíè  äðóãèõ ìóòàöèé â ãåíå aveC â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèâåäåííûì íèæå îïèñàíèåì.

Õðîìîñîìíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç øòàììà 1100-SC38 è èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû
äë  àìïëèôèêàöèè ãåíà aveC ïðè ïîìîùè PCR. Îòêðûòóþ ðàìêó ñ÷èòûâàíè  äëèíîé 1,2
ò.ï.î. âûäåë ëè ïóòåì àìïëèôèêàöèè ïðè ïîìîùè PCR, èñïîëüçó  çàòðàâêè, ñîçäàííûå íà
îñíîâå íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè aveC. Íèæí   çàòðàâêà èìåëà SEQ ID No.6, è
âåðõí   çàòðàâêà èìåëà SEQ ID No.7 (ñì. ïðèâåäåííûé âûøå ðàçäåë 7.1.10). Óñëîâè 
âûïîëíåíè  PCR è ñóáêëîíèðîâàíè  áûëè àíàëîãè÷íû îïèñàííûì â ðàçäåëå 7.1.10. Àíàëèç
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  äëèíîé 1,2 ò.ï.î. ïîêàçûâàåò íàëè÷èå
ìóòàöèè â ãåíå aveC, âûçûâàþùåé çàìåíó îñòàòêà Ñ îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà
337, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò çàìåíà ñåðèíà (S) ôåíèëàëàíèíîì (F) â ïîëîæåíèè
àìèíîêèñëîòû 55. Ãåí aveC, ñîäåðæàùèé ìóòàöèþ S55F, ñóáêëîíèðîâàëè â âåêòîðå pWHM3
ñ îáðàçîâàíèåì ïëàçìèäû, êîòîðà  ïîëó÷èëà íàçâàíèå pSE187 è áûëà èñïîëüçîâàíà äë 
òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà SE180-11 S. avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó
òðàíñôîðìàíòû øòàììà SE180-11 âûäåë ëè, îïðåäåë ëè íàëè÷èå óñòîé÷èâîñòè ê
ýðèòðîìèöèíó è èññëåäîâàëè òðàíñôîðìàíòû Thior Ermr, àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ
ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Íàëè÷èå ãåíà aveC, êîäèðóþùåãî çàìåíó àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà
55 (S55F), ïîçâîë ëî âîññòàíîâèòü ïðîäóöèðîâàíèå íîðìàëüíûõ àâåðìåêòèíîâ â øòàììå
SE180-11 (ôèãóðà 5Ñ); îäíàêî ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1
ñîñòàâë ëî ïðèìåðíî 26:1 ïî ñðàâíåíèþ ñî øòàììîì SE180-11, òðàíñôîðìèðîâàííûì
ïëàçìèäîé pSE186, â êîòîðîì ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 áûëî ðàâíî ïðèìåðíî 1,6:1 (òàáëèöà 3),
ñâèäåòåëüñòâó  î òîì, ÷òî îäíà ìóòàöè  (S55F) ìîäóëèðóåò êîëè÷åñòâî ïðîäóöèðóåìîãî
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àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1.
Â ãåíå aveC áûëà èäåíòèôèöèðîâàíà äðóãà  ìóòàöè , âûçûâàþùà  çàìåíó îñòàòêà G

îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 862, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò çàìåíà ãëèöèíà
(G) àñïàðòàòîì (D) â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 230. Øòàìì S. avermitilis, èìåþùèé
óêàçàííóþ ìóòàöèþ (G230D), ïðîäóöèðóåò àâåðìåêòèíû ïðè ñîîòíîøåíèè Â2:Â1 îêîëî 30:1.

8.3. Ìóòàöèè, óìåíüøàþùèå ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ Â2:Â1
Íåñêîëüêî ìóòàöèé, óìåíüøàþùèé êîëè÷åñòâî ïðîäóöèðóåìîãî àâåðìåêòèíà

öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1, áûëî ïîëó÷åíî îïèñàííûì
íèæå ñïîñîáîì.

Áûëà èäåíòèôèöèðîâàíà ìóòàöè  â ãåíå aveC, êîòîðà  âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà G
îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 588, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèò çàìåíà àëàíèíà
(À) òðåîíèíîì (Ò) â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 139. Ãåí aveC, ñîäåðæàùèé ìóòàöèþ À139Ò,
ñóáêëîíèðîâàëè â âåêòîðå pWHM3 ñ îáðàçîâàíèåì ïëàçìèäû, êîòîðà  ïîëó÷èëà íàçâàíèå
pSE188 è áûëà èñïîëüçîâàíà äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà SE180-11 S.
avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó òðàíñôîðìàíòû øòàììà SE180-11 âûäåë ëè,
îïðåäåë ëè íàëè÷èå óñòîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó è èññëåäîâàëè òðàíñôîðìàíòû Thior
Ermr, àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Íàëè÷èå ìóòèðîâàííîãî ãåíà
aveC, êîäèðóþùåãî çàìåíó àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà â ïîëîæåíèè 139 (À139Ò), ïîçâîë ëî
âîññòàíîâèòü ïðîäóöèðîâàíèå íîðìàëüíûõ àâåðìåêòèíîâ â øòàììå SE180-11 (ôèãóðà 5D);
îäíàêî ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 ñîñòàâë ëî ïðèìåðíî 0,94:1, ïîêàçûâà , ÷òî äàííà  ìóòàöè 
óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî ïðîäóöèðóåìîãî àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíèþ ê
àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1. Òàêîé ðåçóëüòàò áûë âåñüìà íåîæèäàííûì, òàê êàê
îïóáëèêîâàííûå äàííûå, à òàêæå îïèñàííûå âûøå ðåçóëüòàòû ìóòàöèé ñâèäåòåëüñòâîâàëè
òîëüêî îá èíàêòèâàöèè ãåíà aveC èëè áîëåå âûñîêîì ïðîäóöèðîâàíèè àâåðìåêòèíà Â2 ïî
îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó Â1 (òàáëèöà 3).

Òàê êàê ìóòàöè  À139Ò èçìåí ëà ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 â áîëåå áëàãîïðè òíîì
íàïðàâëåíèè äë  àâåðìåêòèíà Â1, áûëà ñîçäàíà ìóòàöè , êîäèðóþùà  òðåîíèí âìåñòî
ñåðèíà â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 138. Òàê, ïëàçìèäó pSE186 ãèäðîëèçîâàëè EcoRI è
êëîíèðîâàëè â pGEM3Zf (Promega), êîòîðóþ ãèäðîëèçîâàëè EcoRI. Äàííóþ ïëàçìèäó,
êîòîðà  ïîëó÷èëà íàçâàíèå pSE186a, ãèäðîëèçîâàëè ApaI è KpnI, ôðàãìåíòû ÄÍÊ
ðàçäåë ëè íà àãàðîçíîì ãåëå è äâà ôðàãìåíòà äëèíîé ~3,8 ò.ï.î. è ~0,4 ò.ï.î. î÷èùàëè îò
ãåë . ÄÍÊ-âñòàâêó äëèíîé ~1,2 ò.ï.î., âûäåëåííóþ èç ïëàçìèäû pSE186, èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå ìàòðèöû äë  PCR, ñëóæàùåé äë  çàìåíû îäíîãî îñíîâàíè  â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 585. Çàòðàâêè äë  PCR, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ââåäåíè  ìóòàöèè â ïîëîæåíèå
íóêëåîòèäà 585, áûëè ïðåäîñòàâëåíû êîìïàíèåé Genosys Bioterchnologies, Inc. (Òåõàñ).
Íèæí   çàòðàâêà äë  PCR ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-
GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCCCTGGCGACG-3' (SEQ ID No.12) è
âåðõí   çàòðàâêà äë  PCR ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-GGAACCGACCGCCTGATACA-3' (SEQ ID
No.13). Ðåàêöèþ PCR âûïîëí ëè, èñïîëüçó  íàáîð äë  ãåíîìíîé PCR Advantage GC
(Clonetech Laboratories, Palo Alto, CA), â áóôåðå, ïðåäîñòàâëåííîì èçãîòîâèòåëåì, â
ïðèñóòñòâèè ñìåñè 200 ìêÌ dNTP, 200 ïìîëü êàæäîé çàòðàâêè, 50 íã ìàòðè÷íîé ÄÍÊ, 1,0Ì
GC-ðàñïëàâà è 1 åäèíèöû ïîëèìåðàçíîé ñìåñè KlenTaq â êîíå÷íîì îáúåìå 50 ìêë.
Òåïëîâîé ïðîôèëü ïåðâîãî öèêëà õàðàêòåðèçîâàëñ  òåìïåðàòóðîé 94°Ñ â òå÷åíèå 1
ìèíóòû, çàòåì 25 öèêëîâ ïðè òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåêóíä è 68°Ñ â òå÷åíèå 2
ìèíóò; è 1 öèêë ïðè òåìïåðàòóðå 68°Ñ â òå÷åíèå 3 ìèíóò. Ïðîäóêò PCR äëèíîé 295 ï.î.
ãèäðîëèçîâàëè ApaI è KpnI è âûäåë ëè ôðàãìåíò äëèíîé 254 ï.î., êîòîðûé îòäåë ëè
ýëåêòðîôîðåçîì è î÷èùàëè îò ãåë . Âñå òðè ôðàãìåíòà (ôðàãìåíòû äëèíîé ~3,8
ò.ï.î., ~0,4 ò.ï.î. è 254 ï.î.) ëèãèðîâàëè äðóã ñ äðóãîì ïóòåì òðåõñòîðîííåãî
ëèãèðîâàíè . Ëèãèðîâàííóþ ñìåñü ââîäèëè â êîìïåòåíòíûå êëåòêè DH5α E. coli.
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå
ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Äàííà  ïëàçìèäà ïîëó÷èëà
íàçâàíèå pSE198.

Ïëàçìèäó pSE198 ãèäðîëèçîâàëè EcoRI, êëîíèðîâàíè  â âåêòîðå pWHM3, êîòîðûé
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ïðåäâàðèòåëüíî ãèäðîëèçîâàëè EcoRI, è ââîäèëè â êëåòêè DH5α E. coli. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ
âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè
ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì è àíàëèçîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Óêàçàííóþ
ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ââîäèëè â DM1 E. coli, ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ,
óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì
àíàëèçîì. Äàííóþ ïëàçìèäó, ïîëó÷èâøóþ íàçâàíèå pSE199, èñïîëüçîâàëè äë 
òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà SE180-11 S. avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó
òðàíñôîðìàíòû øòàììà SE180-11 âûäåë ëè, îïðåäåë ëè íàëè÷èå óñòîé÷èâîñòè ê
ýðèòðîìèöèíó è èññëåäîâàëè òðàíñôîðìàíòû Thior Ermr, àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ
ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Íàëè÷èå ìóòèðîâàííîãî ãåíà aveC, êîäèðóþùåãî çàìåíó
àìèíîêèñëîòíîãî îñòàòêà 138 (S138T), ïîçâîë ëî âîññòàíîâèòü ïðîäóöèðîâàíèå
íîðìàëüíûõ àâåðìåêòèíîâ â øòàììå SE180-11; îäíàêî ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 áûëî ðàâíî
0,88:1, èç ÷åãî ñëåäóåò, ÷òî äàííà  ìóòàöè  óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî ïðîäóöèðóåìîãî
àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1 (òàáëèöà 3).
Äàííîå ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 äàæå íèæå ñîîòíîøåíè  0,94:1, èìåþùåãî ìåñòî â ñëó÷àå
âûøåîïèñàííîé ìóòàöèè À139Ò, ïîëó÷àåìîé ïðè òðàíñôîðìàöèè øòàììà SE180-11
ïëàçìèäîé pSE188.

Äðóãà  ìóòàöè  áûëà ñîçäàíà äë  ââåäåíè  òðåîíèíà â ïîëîæåíè  àìèíîêèñëîò 138 è
139. ÄÍÊ-âñòàâêó äëèíîé ~1,2 ò.ï.î., âûäåëåííóþ èç ïëàçìèäû pSE186, èñïîëüçîâàëè â
êà÷åñòâå ìàòðèöû äë  PCR. Çàòðàâêè äë  PCR, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ââåäåíè  ìóòàöèé â
ïîëîæåíè  íóêëåîòèäîâ 585 è 588, áûëè ïðåäîñòàâëåíû êîìïàíèåé Genosys
Biotechnologies, Inc. (Òåõàñ). Íèæí   çàòðàâêà äë  pCR ïðåäñòàâë ëà ñîáîé:

5'-GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGACC-3' (SEQ ID
No.14), è âåðõí   çàòðàâêà äë  PCR ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-GGAACATCACGGCATTCACC-
3' (SEQ ID No.15). Ðåàêöèþ PCR âûïîëí ëè â óñëîâè õ, îïèñàííûõ âûøå â äàííîì ðàçäåëå.
Ïðîäóêò PCR äëèíîé 449 ï.î. ãèäðîëèçîâàëè ApaI è KpnI è âûäåë ëè ôðàãìåíò äëèíîé 254
ï.î., êîòîðûé îòäåë ëè ýëåêòðîôîðåçîì è î÷èùàëè îò ãåë . Ïëàçìèäó pSE186a
ãèäðîëèçîâàëè ApaI è KpnI, ôðàãìåíòû ÄÍÊ ðàçäåë ëè íà àãàðîçíîì ãåëå è äâà ôðàãìåíòà
äëèíîé ~3,8 ò.ï.î. è ~0,4 ò.ï.î. î÷èùàëè îò ãåë . Âñå òðè ôðàãìåíòà (ôðàãìåíòû
äëèíîé ~3,8 ò.ï.î., ~0,4 ò.ï.î. è 254 ï.î.) ëèãèðîâàëè äðóã ñ äðóãîì ïóòåì
òðåõñòîðîííåãî ëèãèðîâàíè  è ëèãèðîâàííóþ ñìåñü ââîäèëè â êîìïåòåíòíûå êëåòêè DH5α
E. coli. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è
íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Äàííà  ïëàçìèäà
ïîëó÷èëà íàçâàíèå pSE230.

Ïëàçìèäó pSE230 ãèäðîëèçîâàëè EcoRI, êëîíèðîâàëè â âåêòîðå pWHM3, êîòîðûé
ïðåäâàðèòåëüíî ãèäðîëèçîâàëè EcoRI, è ââîäèëè â êëåòêè DH5α E. coli. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ
âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè
ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì è àíàëèçîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Óêàçàííóþ
ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ââîäèëè â DM1 E. coli, ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ,
óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì
àíàëèçîì. Äàííóþ ïëàçìèäó, ïîëó÷èâøóþ íàçâàíèå pSE231, èñïîëüçîâàëè äë 
òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà SE180-11 S. avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó
òðàíñôîðìàíòû SE180-11 âûäåë ëè, îïðåäåë ëè íàëè÷èå óñòîé÷èâîñòè ê ýðèòðîìèöèíó è
èññëåäîâàëè òðàíñôîðìàíòû Thior Ermr, àíàëèçèðó  ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Íàëè÷èå
äâàæäû ìóòèðîâàííîãî ãåíà aveC, êîäèðóþùåãî S138T/A139T, ïîçâîë ëî âîññòàíîâèòü
ïðîäóöèðîâàíèå íîðìàëüíûõ àâåðìåêòèíîâ â øòàììå SE180-11; îäíàêî ñîîòíîøåíèå Â2:
Â1 áûëî ðàâíî 0,84:1, ïîêàçûâà , ÷òî äàííà  ìóòàöè  åùå áîëüøå óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî
ïðîäóöèðóåìîãî àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1
(òàáëèöà 3) ïî ñðàâíåíèþ ñ óìåíüøåíèåì, äîñòèãàåìûì ïðè òðàíñôîðìàöèè øòàììà
SE180-11 îïèñàííûìè âûøå ïëàçìèäàìè pSE188 èëè pSE199.

Äðóãà  ìóòàöè  áûëà ñîçäàíà äë  äàëüíåéøåãî óìåíüøåíè  êîëè÷åñòâà
ïðîäóöèðóåìîãî àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíè ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1.
Òàê êàê ìóòàöèè S138T/A139T èçìåí ëè ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 â áîëåå áëàãîïðè òíîì
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íàïðàâëåíèè äë  àâåðìåêòèíà Â1, áûëà ñîçäàíà ìóòàöè  äë  ââåäåíè  òðåîíèíà â
ïîëîæåíèå àìèíîêèñëîòû 138 è ôåíèëàëàíèíà â ïîëîæåíèå àìèíîêèñëîòû 139. ÄÍÊ-
âñòàâêó äëèíîé ~1,2 ò.ï.î., âûäåëåííóþ èç ïëàçìèäû pSE186, èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå
ìàòðèöû äë  PCR. Çàòðàâêè äë  PCR, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  ââåäåíè  ìóòàöèé â
ïîëîæåíè  íóêëåîòèäîâ 585 (çàìåíà îñòàòêà Ò îñòàòêîì À), 588 (çàìåíà îñòàòêà G
îñòàòêîì Ò) è 589 (çàìåíà îñòàòêà Ñ îñòàòêîì Ò), áûëè ïðåäîñòàâëåíû êîìïàíèåì Genosys
Biotechnologies, Inc. (Òåõàñ). Íèæí   çàòðàâêà äë  PCR ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-
GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGTTC-3' (SEQ ID No.16), è
âåðõí   çàòðàâêà äë  PCR ïðåäñòàâë ëà ñîáîé: 5'-GGAACATCACGGCATTCACC-3' (SEQ ID
No.5). Ðåàêöèþ PCR âûïîëí ëè, èñïîëüçó  íàáîð äë  ãåíîìíîé PCR Advantage GC
(Clonetech Laboratories, Palo Alto, CA), â áóôåðå, ïðåäîñòàâëåííîì èçãîòîâèòåëåì, â
ïðèñóòñòâèè 200 ìêÌ dNTP, 200 ïìîëü êàæäîé çàòðàâêè, 50 íã ìàòðè÷íîé ÄÍÊ, 1,1 ìÌ
àöåòàòà ìàãíè , 1,0 Ì GC-ðàñïëàâà è 1 åäèíèöû ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû â êîíå÷íîì îáúåìå,
ðàâíîì 50 ìêë. Òåïëîâîé ïðîôèëü ïåðâîãî öèêëà õàðàêòåðèçîâàëñ  òåìïåðàòóðîé 94°Ñ â
òå÷åíèå 1 ìèíóòû; çàòåì 25 öèêëîâ ïðè òåìïåðàòóðå 94°Ñ â òå÷åíèå 30 ñåêóíä è 68°Ñ â
òå÷åíèå 2 ìèíóò; è 1 öèêë ïðè òåìïåðàòóðå 68°Ñ â òå÷åíèå 3 ìèíóò. Ïðîäóêò PCR äëèíîé
449 ï.î. ãèäðîëèçîâàëè ApaI è KpnI è âûäåë ëè ôðàãìåíò äëèíîé 254 ï.î., êîòîðûé
îòäåë ëè ýëåêòðîôîðåçîì è î÷èùàëè îò ãåë . Âñå òðè ôðàãìåíòà (ôðàãìåíòû äëèíîé ~3,8
ò.ï.î., ~0,4 ò.ï.î. è 254 ï.î.) ëèãèðîâàëè äðóã ñ äðóãîì ïóòåì òðåõñòîðîííåãî
ëèãèðîâàíè . Ëèãèðîâàííóþ ñìåñü ââîäèëè â êîìïåòåíòíûå êëåòêè DH5α E. coli.
Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå
ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì. Äàííà  ïëàçìèäà ïîëó÷èëà
íàçâàíèå pSE238.

Ïëàçìèäó pSE238 ãèäðîëèçîâàëè EcoRI, êëîíèðîâàíè â âåêòîðå pWHM3, êîòîðûé
ïðåäâàðèòåëüíî ãèäðîëèçîâàëè EcoRI, è ââîäèëè â êëåòêè DH5α E. coli. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ
âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ, óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè
ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì àíàëèçîì è àíàëèçîì ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÄÍÊ. Óêàçàííóþ
ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ ââîäèëè â DM1 E. coli, ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ,
óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è íàëè÷èå ïðàâèëüíîé âñòàâêè ïîäòâåðæäàëè ðåñòðèêöèîííûì
àíàëèçîì. Óêàçàííóþ ïëàçìèäó, ïîëó÷èâøóþ íàçâàíèå pSE239, èñïîëüçîâàëè äë 
òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà SE180-11 S. avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó
òðàíñôîðìàíòû øòàììà SR180-11 âûäåë ëè, îïðåäåë ëè íàëè÷èå óñòîé÷èâîñòè ê
ýðèòðîìèöèíó è èññëåäîâàëè òðàíñôîðìàíòû Thior Ermr, àíàëèçèðó  ìåòîäîì ÂÝÆÕ
ïðîäóêòû ôåðìåíòàöèè. Íàëè÷èå äâàæäû ìóòèðîâàííîãî ãåíà aveC, êîäèðóþùåãî
S138T/A139F ïîçâîë ëî âîññòàíîâèòü ïðîäóöèðîâàíèå íîðìàëüíûõ àâåðìåêòèíîâ â
øòàììå SE180-11; îäíàêî ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 áûëî ðàâíî 0,75:1, ïîêàçûâà , ÷òî äàííà 
ìóòàöè  åùå áîëüøå óìåíüøàåò êîëè÷åñòâî ïðîäóöèðóåìîãî àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2
ïî îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1 (òàáëèöà 3) ïî ñðàâíåíèþ ñ óìåíüøåíèåì,
äîñòèãàåìûì ïðè òðàíñôîðìàöèè øòàììà SE180-11 îïèñàííûìè âûøå ïëàçìèäàìè
pSE188, pSE199 èëè pSE231.

Òàáëèöà 3

Øòàìì S. avermitilis
(òðàíñôîðìèðóþùà  ïëàçìèäà)

Êîë-âî èñïûòàííûõ
òðàíñôîðìàíòîâ

Îòíîñèòåëüíà 
êîíöåíòðàöè  Â2

Îòíîñèòåëüíà 
êîíöåíòðàöè  Â1

Ñðåäíåå
ñîîòíîøåíèå Â2:Â1

SE180-11 (îòñóòñòâèå ïëàçìèäû) 30 0 0 0

SE180-11 (pWHM3) 30 0 0 0

SE180-11 (pSE186) 26 222 140 1,59

SÅ180-11 (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

Äîïîëíèòåëüíûå ìóòàöèè áûëè ñîçäàíû äë  äàëüíåéøåãî óìåíüøåíè  êîëè÷åñòâà
ïðîäóöèðóåìîãî àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1
ìåòîäîì ïåðåñòàíîâêè ÄÍÊ, îïèñàííûì â ïóáëèêàöè õ Stemmer, 1994, Nature 370:389-391;
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è Stemmer, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-10751, à òàêæå â ïàòåíòàõ ÑØÀ ¹¹
5605793, 5811238, 5830721 è 5837458.

Ïëàçìèäû ñ ïåðåñòàíîâêîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûå ãåíû aveC, ââîäèëè â
êîìïåòåíòíûå êëåòêè dam dcm E. coli. Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç òðàíñôîðìàíòîâ,
óñòîé÷èâûõ ê àìïèöèëëèíó, è èñïîëüçîâàëè äë  òðàíñôîðìàöèè ïðîòîïëàñòîâ øòàììà
SE180-11 S. avermitilis. Óñòîé÷èâûå ê òèîñòðåïòîíó òðàíñôîðìàíòû øòàììà SE180-11
âûäåë ëè è èññëåäîâàëè íà ïðîäóöèðîâàíèå àâåðìåêòèíîâ ñ ñîîòíîøåíèåì öèêëîãåêñèë
Â2 : öèêëîãåêñèë Â1, ðàâíûì 1:1 èëè ìåíüøå. Îïðåäåë ëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïëàçìèäíîé
ÄÍÊ, âûäåëåííîé èç òðàíñôîðìàíòîâ SE180-11, ïðîäóöèðóþùèõ àâåðìåêòèíû ñ
ñîîòíîøåíèåì Â2:Â1, ðàâíûì 1:1 èëè ìåíüøå.

Áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî âîñåìü òðàíñôîðìàíòîâ, ïðîäóöèðóþùèõ ìåíüøèå êîëè÷åñòâà
àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1. Íàèìåíüøåå
ñîîòíîøåíèå Â2:Â1, äîñòèãàåìîå â óêàçàííûõ òðàíñôîðìàíòàõ, ñîñòàâë ëî 0,40:1 (òàáëèöà
4). Ïëàçìèäíóþ ÄÍÊ âûäåë ëè èç âñåõ âîñüìè òðàíñôîðìàíòîâ è îïðåäåë ëè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ äë  èäåíòèôèêàöèè ìóòàöèé â ãåíå aveC. Áûëè îáíàðóæåíû
ñëåäóþùèå ìóòàöèè.

Ïëàçìèäà pSE290 ñîäåðæèò 4 íóêëåîòèäíûå ìóòàöèè, âêëþ÷àþùèå çàìåíó îñòàòêà Ò
îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 317, çàìåíó îñòàòêà Ñ îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 353, çàìåíó îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 438 è çàìåíó
îñòàòêà Ò îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 1155. Çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 317
âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà D îñòàòêîì Å â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 48, è çàìåíà íóêëåîòèäà
â ïîëîæåíèè 438 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà À îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 89.
Ñîîòíîøåíèå Â2:Â1, ïðîäóöèðóåìîå êëåòêàìè, íåñóùèìè äàííóþ ïëàçìèäó, ñîñòàâèëî
0,42:1 (òàáëèöà 4).

Ïëàçìèäà pSE291 ñîäåðæèò 4 íóêëåîòèäíûå ìóòàöèè, âêëþ÷àþùèå çàìåíó îñòàòêà G
îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 272, çàìåíó îñòàòêà Ò îñòàòêîâ À â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 585, çàìåíó îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 588 è çàìåíó
îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 708. Çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 585
âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà S îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 138, çàìåíà íóêëåîòèäà
â ïîëîæåíèè 588 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà À îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 139, è
çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 708 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà G îñòàòêîì S â ïîëîæåíèè
àìèíîêèñëîòû 179. Ñîîòíîøåíèå Â2:Â1 ïðîäóöèðóåìîå êëåòêàìè, íåñóùèìè óêàçàííóþ
ïëàçìèäó, ñîñòàâèëî 0,57:1 (òàáëèöà 4).

Ïëàçìèäà pSE292 ñîäåðæèò òàêèå æå ÷åòûðå íóêëåîòèäíûå ìóòàöèè, ÷òî è ïëàçìèäà
pSE290. Ñîîòíîøåíèå Â2:Â1, ïðîäóöèðóåìîå êëåòêàìè, íåñóùèìè óêàçàííóþ ïëàçìèäó,
ñîñòàâèëî 0,40:1 (òàáëèöà 4).

Ïëàçìèäà pSE293 ñîäåðæèò 6 íóêëåîòèäíûõ ìóòàöèé, âêëþ÷àþùèõ çàìåíó îñòàòêà À
îñòàòêîì G â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 24, çàìåíó îñòàòêà À îñòàòêîì Ñ â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 286, çàìåíó îñòàòêà Ò îñòàòêîì Ñ â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 497, çàìåíó
îñòàòêà Ñ îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 554, çàìåíó îñòàòêà Ò îñòàòêîì Ñ â
ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 580 è çàìåíó îñòàòêà À îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 886.
Çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 286 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà Q îñòàòêîì Ð â ïîëîæåíèè
àìèíîêèñëîòû 38, çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 580 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà L îñòàòêîì
Ð â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 136, è çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 886 âûçûâàåò çàìåíó
îñòàòêà Å îñòàòêîì D â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 238. Ñîîòíîøåíèå Â2:Â1, ïðîäóöèðóåìîå
êëåòêàìè, íåñóùèìè óêàçàííóþ ïëàçìèäó, ñîñòàâèëî 0,68:1 (òàáëèöà 4).

Ïëàçìèäà pSE294 ñîäåðæèò 6 íóêëåîòèäíûõ ìóòàöèé, âêëþ÷àþùèõ çàìåíó îñòàòêà Ò
îñòàòêîì Ñ â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 469, çàìåíó îñòàòêà Ò îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 585, çàìåíó îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 588, çàìåíó
îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 708, çàìåíó îñòàòêà Ñ îñòàòêîì Ò â
ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 833 è çàìåíó îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 1184.
Êðîìå òîãî, áûëè óäàëåíû íóêëåîòèäû â ïîëîæåíè õ 173, 174 è 175. Çàìåíà íóêëåîòèäà â
ïîëîæåíèè 469 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà F îñòàòêîì S â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 99,
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çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 585 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà S îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè
àìèíîêèñëîòû 138, çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 588 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà À
îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 139, è çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 708
âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà G îñòàòêîì S â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 179. Ñîîòíîøåíèå Â2:
Â1, ïðîäóöèðóåìîå êëåòêàìè, íåñóùèìè óêàçàííóþ ïëàçìèäó, ñîñòàâèëî 0,53:1 (òàáëèöà 4).

Ïëàçìèäà pSE295 ñîäåðæèò 2 íóêëåîòèäíûå ìóòàöèè, âêëþ÷àþùèå çàìåíó îñòàòêà G
îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 588 è çàìåíó îñòàòêà Ò îñòàòêîì Ñ â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 856. Çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 588 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà À îñòàòêîì
Ò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 139, è çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 856 âûçûâàåò çàìåíó
îñòàòêà Ì îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 228. Ñîîòíîøåíèå Â2:Â1, ïðîäóöèðóåìîå
êëåòêàìè, íåñóùèìè óêàçàííóþ ïëàçìèäó, ñîñòàâèëî 0,80:1 (òàáëèöà 4).

Ïëàçìèäà pSE296 ñîäåðæèò 5 íóêëåîòèäíûõ ìóòàöèé, âêëþ÷àþùèõ çàìåíó îñòàòêà Ò
îñòàòêîì Ñ â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 155, çàòåìó îñòàòêà G îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 505, çàìåíó îñòàòêà Ñ îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 1039, çàìåíó
îñòàòêà Ñ îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 1202 è çàìåíó îñòàòêà Ò îñòàòêîì Ñ â
ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 1210. Çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 505 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà
G îñòàòêîì V â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 111, è çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 1039
âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà Ð îñòàòêîì L â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 289. Ñîîòíîøåíèå Â2:
Â1, ïðîäóöèðóåìîå êëåòêàìè, íåñóùèìè óêàçàííóþ ïëàçìèäó, ñîñòàâèëî 0,73:1 (òàáëèöà 4).

Ïëàçìèäà pSE297 ñîäåðæèò 4 íóêëåîòèäíûå ìóòàöèè, âêëþ÷àþùèå çàìåíó îñòàòêà G
îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 377, çàìåíó îñòàòêà G îñòàòêîì À â ïîëîæåíèè
íóêëåîòèäà 588, çàìåíó îñòàòêà À îñòàòêîì G â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 633 è çàìåíó
îñòàòêà À îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè íóêëåîòèäà 1067. Çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 588
âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà À îñòàòêîì Ò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 139, çàìåíà íóêëåîòèäà
â ïîëîæåíèè 633 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà Ê îñòàòêîì Å â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòû 154, è
çàìåíà íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèè 1067 âûçûâàåò çàìåíó îñòàòêà Q îñòàòêîì Í â ïîëîæåíèè
àìèíîêèñëîòû 298. Ñîîòíîøåíèå Â2:Â1, ïðîäóöèðóåìîå êëåòêàìè, íåñóùèìè óêàçàííóþ
ïëàçìèäó, ñîñòàâèëî 0,67:1 (òàáëèöà 4).

Òàáëèöà 4

Øòàìì S. avermitilis
(òðàíñôîðìèðóþùà  ïëàçìèäà)

Êîë-âî èñïûòàííûõ
òðàíñôîðìàíòîâ

Îòíîñèòåëüíà 
êîíöåíòðàöè  Â2

Îòíîñèòåëüíà 
êîíöåíòðàöè  Â1

Ñðåäíåå
ñîîòíîøåíèå Â2:Â1

SE180-11 (îòñóòñòâèå ïëàçìèäû) 4 0 0 0

SE180-11 (pWHM3) 4 0 0 0

SE180-11 (pSE290) 4 87 208 0,42

SÅ180-11 (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

Îïèñàííûì íèæå ñïîñîáîì áûëà âûïîëíåíà äîïîëíèòåëüíà  ñåðè  ïåðåñòàíîâîê ÄÍÊ
äë  äàëüíåéøåãî óìåíüøåíè  êîëè÷åñòâà ïðîäóöèðóåìîãî àâåðìåêòèíà öèêëîãåêñèë Â2 ïî
îòíîøåíèþ ê àâåðìåêòèíó öèêëîãåêñèë Â1.

Ïîëóñèíòåòè÷åñêà  ïåðåñòàíîâêà
Â ëó÷øåì êëîíå áûëà ïðîèçâåäåíà ïåðåñòàíîâêà ñïîñîáîì, îïèñàííûì â ïóáëèêàöèè

ìåæäóíàðîäíîé çà âêè íà ïàòåíò ÐÑÒ WO 97/20078 êîìïàíèè Maxygen Inc. Îòäåëüíûå
îëèãîíóêëåîòèäû, êîäèðóþùèå çàìåíû, ëó÷øå âñåãî ñîîòâåòñòâóþùèå óìåíüøåíèþ
ñîîòíîøåíèþ Â2:Â1, ââîäèëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü äë  âûïîëíåíè  ðåàêöèè ïåðåñòàíîâêè
â ï òèìîë ðíîì èçáûòêå ïî îòíîøåíèþ ê öåï ì ìàòðèöû aveC. Êàæäîå îøèáî÷íîå
ñïàðèâàíèå íóêëåîòèäîâ â îëèãîíóêëåîòèäå áûëî ôëàíêèðîâàíî 20 ïîëíîñòüþ
èäåíòè÷íûìè íóêëåîòèäàìè äë  îáåñïå÷åíè  ïðàâèëüíîãî ââåäåíè  âî âðåì  ðåàêöèè
ïåðåñòàíîâêè. Îëèãîíóêëåîòèäû áûëè ïðèîáðåòåíû â êîìïàíèè Operon Technologies
(Alameda, CA).

Âûðàùèâàíèå ÍÒÐ S. avermitilis
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Íåçàâèñèìûå êëîíû óäàë ëè ñ òðàíñôîðìàöèîííûõ ïëàíøåòîâ è èíîêóëèðîâàëè â 200
ìêë ñðåäû R5 (Kieser, T. et al., "Practical Streptomyces Genetics", 2000, Norwich,
U.K., John Innes Foundation) â ãëóáîêèõ 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ äë  ïîñåâà è
âûðàùèâàëè, âñòð õèâà , ïðè 30°Ñ. Â êàæäóþ ëóíêó ïîìåùàëè ñòåêë ííûé øàðèê äë 
äèñïåðãèðîâàíè  ìèöåëè  è ïåðåìåøèâàíè  êóëüòóðû. Â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè
íàáëþäàëñ  ðàâíîìåðíûé è ïëîòíûé ðîñò êóëüòóð. ×åðåç 4-5 äíåé 20 ìêë êóëüòóðû èç
ñðåäû ñ ïîñåâíûì ìàòåðèàëîì ïåðåíîñèëè íà ïðîäóöèðóþùèå ïëàíøåòû, ê îñòàëüíîìó
îáúåìó äîáàâë ëè ãëèöåðèí äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè, ðàâíîé 20%, è çàìîðàæèâàëè â
êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ ïëàíøåòîâ ïðè -80°Ñ. Ïðîäóöèðóþùèå ïëàíøåòû èíêóáèðîâàëè âî
âëàæíûõ óñëîâè õ ïðè 30°Ñ â òå÷åíèå 12-14 äíåé. Ñïîðóë öè  øòàììîâ ïðîèñõîäèëà
ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 5-8 äíåé. Ïðîäóöèðóþùèå ïëàíøåòû áûëè àíàëîãè÷íû
îïèñàííûì â ïóáëèêàöèè ìåæäóíàðîäíîé çà âêè íà ïàòåíò ÐÑÒ WO 99/41389 êîìïàíèè
Pfizer Inc. çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òîáû äîáàâë ëè 1% àãàðîçû äë  ñîçäàíè  òâåðäîé
ïîâåðõíîñòè.

Ýêñòðàêöè  è ñêðèíèíã ìåòîäîì ESI-MC/MC
Â êàæäóþ ëóíêó äîáàâë ëè â îáùåé ñëîæíîñòè 1 ìë ýòèëàöåòàòà è èíêóáèðîâàëè,

âñòð õèâà , ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 20 ìèíóò. Áûëî ïîëó÷åíî ïðèìåðíî 750
ìêë ýòèëàöåòàòíîé ôàçû, êîòîðóþ ïåðåíîñèëè íà 96-ëóíî÷íûé ïëàíøåò è óïàðèâàëè â
òå÷åíèå íî÷è. Îñàäîê âíîâü ñóñïåíäèðîâàëè â 100 ìêë ìåòàíîëà è 1 ìÌ NaCl, 5 ìêë
ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà èíúåöèðîâàëè â ìàññ-ñïåêòðîìåòð ïðè ïîìîùè àâòîìàòè÷åñêîãî
ïðîáîîòáîðíèêà â 96-ëóíî÷íîì ôîðìàòå è àíàëèçèðîâàëè íåïîñðåäñòâåííî â òåêó÷åé ôàçå
èíúåêöèè áåç î÷èñòêè ïðè ïîìîùè æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè èëè äðóãîãî ìåòîäà
îòäåëåíè . Ñîåäèíåíè  èîíèçèðîâàëè ìåòîäîì ýëåêòðîðàñïûëèòåëüíîé èîíèçàöèè è äâà
îòäåëüíûõ êàíàëà êîíòðîëèðîâàëè â äâóõ ïåðåõîäàõ MC/MC. Ïåðåõîä MC/MC äë 
íàòðèåâîãî èîíà Â1 ñîñòàâë åò îò m/z 921 äî m/z 777 è äë  íàòðèåâîãî èîíà Â2
ñîñòàâë åò îò m/z 939 äî m/z 795 â ïîëîæèòåëüíîì ðåæèìå. Äë  âûïîëíåíè  äàííîãî
âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñêðèíèíãà èñïîëüçîâàëè ìàññ-ñïåêòðîìåòð Finnigan TSQ-7000
êîìïàíèè Micromass Quattro-LC è àâòîìàòè÷åñêèé ïðîáîîòáîðíèê Twin-Pal êîìïàíèè Leap
Technology. Îáúåäèíåíèå îòäåëüíûõ õðîìàòîãðàìì Â1 è Â2 äë  êàæäîé ëóíêè ïîçâîëèëî
èäåíòèôèöèðîâàòü óäà÷íûå ðåçóëüòàòû.

Áûëî èäåíòèôèöèðîâàíî ï òüäåñ ò ñåìü (57) íîâûõ êîìáèíàöèé çàìåí àìèíîêèñëîò,
êîòîðûå ïîçâîë þò ïîëó÷èòü ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1,
ðàâíûå 0,35:1 èëè ìåíüøå (ôèãóðà 6). Íåêîòîðûå èç óêàçàííûõ íîâûõ ìóòàöèé ïîçâîë þò
ïîëó÷èòü ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 îêîëî 0,30:1 èëè
ìåíüøå; íåêîòîðûå ìóòàöèè ïîçâîë þò ïîëó÷èòü ñîîòíîøåíè  àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë
Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 îêîëî 0,25:1, è íåêîòîðûå ìóòàöèè ïîçâîë þò ïîëó÷èòü ñîîòíîøåíè 
àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2 : öèêëîãåêñèë Â1 îêîëî 0,20:1 èëè ìåíüøå. Áûëè
èäåíòèôèöèðîâàíû äâå (2) íîâûå ìóòàöèè, ïîçâîë þùèå ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû
öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíè õ, ðàâíûõ 0,37 èëè 0,38.

Äåïîíèðîâàíèå áèîëîãè÷åñêèõ ìàòåðèàëîâ
Óêàçàííûå íèæå ïëàçìèäû áûëè äåïîíèðîâàíû â Àìåðèêàíñêóþ êîëëåêöèþ òèïîâûõ

êóëüòóð (ÀÒÑÑ) ïî àäðåñó: 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852, USA, 29  íâàð 
1998 ã., ïðè ýòîì óêàçàííûì ïëàç-ìèäàì áûëè ïðèñâîåíû ñëåäóþùèå íîìåðà äîñòóïà.

Ïëàçìèäà Íîìåð äîñòóïà

ïëàçìèäà pSE180 209605

ïëàçìèäà pSE186 209604

Àìåðèêàíñêà  êîëëåêöè  òèïîâûõ êóëüòóð â íàñòî ùåå âðåì  ðàñïîëîæåíà ïî àäðåñó:
108101 University Blvd, Manassas, VA. 20110, USA.

Âñå ïàòåíòû, çà âêè íà ïàòåíò è ïðèâåäåííûå âûøå ïóáëèêàöèè ïîëíîñòüþ âêëþ÷åíû â
äàííîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè .

Îáúåì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  íå îãðàíè÷åí êîíêðåòíûìè âàðèàíòàìè îñóùåñòâëåíè ,
ðàññìîòðåííûìè â äàííîì îïèñàíèè èçîáðåòåíè , êîòîðûå ñëóæàò òîëüêî äë  èëëþñòðàöèè
îòäåëüíûõ îáúåêòîâ äàííîãî èçîáðåòåíè , è ôóíêöèîíàëüíî ýêâèâàëåíòíûå ñïîñîáû è
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êîìïîíåíòû òàêæå âõîä ò â îáúåì äàííîãî èçîáðåòåíè . Èç ïðèâåäåííîãî âûøå îïèñàíè 
èçîáðåòåíè  è ïðèëàãàåìûõ ÷åðòåæåé ñïåöèàëèñòó â äàííîé îáëàñòè äîëæíû áûòü
î÷åâèäíû äðóãèå ìîäèôèêàöèè èçîáðåòåíè  ïîìèìî ïðåäñòàâëåííûõ â äàííîì îïèñàíèè
èçîáðåòåíè . Òàêèå ìîäèôèêàöèè âõîä ò â îáúåì ïðèëàãàåìîé ôîðìóëû èçîáðåòåíè .
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùà  íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà ,

ïî ñóùåñòâó, àíàëîãè÷íà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àëëåë  aveC Streptomyces avermitilis,
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïëàçìèäû pSE186 (ÀÒÑÑ 209604), êîäèðóþùåé ïðîäóêò ãåíà AveC S.
avermitilis, íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îòêðûòîé ðàìêè ñ÷èòûâàíè  (ORF) aveC S.
avermitilis, ïîêàçàííîé â SEQ ID No.l, èëè èõ âûðîæäåííîìó âàðèàíòó, íî ïðè ýòîì
íóêëåîòèäíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü äîïîëíèòåëüíî ñîäåðæèò ìóòàöèè, êîäèðóþùèå
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò â ïîëîæåíèè àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ
ïîëîæåíè ì àìèíîêèñëîò SEQ ID No.2, áëàãîäàð  ÷åìó êëåòêè øòàììà S.avermitilis ÀÒÑÑ
53692, â êîòîðûõ èíàêòèâèðîâàí àëëåëü aveC äèêîãî òèïà è êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò
ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà, ñîäåðæàùóþ ìóòèðîâàííóþ íóêëåîòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
ñïîñîáíû ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1 ñ ìåíüøèì ñîîòíîøåíèåì ïî ñðàâíåíèþ
ñ ñîîòíîøåíèåì, ïðîäóöèðóåìûì êëåòêàìè øòàììà S.avermitilis ÀÒÑÑ 53692,
ýêñïðåññèðóþùèìè òîëüêî àëëåëü aveC äèêîãî òèïà, ïðè÷åì, êîãäà àâåðìåêòèíû êëàññà 2:1
 âë þòñ  àâåðìåêòèíàìè öèêëîãåêñèë Â2: öèêëîãåêñèë Â1, ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
êëàññà 2:1 ñîñòàâë åò 0,35:1 èëè ìåíüøå, ãäå êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò âûáðàíà èç
ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç

(a) D48E, À61Ò, À89Ò, S138T, À139Ò, G179S, A198G, P289L;
(b) G40S, D48E, L136P, G179S, E238D;
(ñ) D48E, L136P, R163Q, G179S;
(d) D48E, L136P, R163Q, G179S, E238D;
(e) D48E, L136P, R163Q, G179S, A200G, E238D;
(f) D48E, L136P, G179S, E238D;
(g) D48E, A61T, L136P, G179S, E238D;
(h) D48E, A61T, L136P, G179S;
(i) D48E, A89T, S138T, A139T, G179S;
(j) D48E, A61T, L136P, G179S, A198G, P202S, E238D,
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P289L;
(k) D48E, A61T, L136P, S138T, A139F, G179S, E238D,
P289L;
(l) D48E, L136P, G179S, A198C, E238D, P289L;
(m) D48E, A61T, S138T, A139F, G179S, A198G, P289L;
(n) D48E, L84P, G111V, S138T, A139T, G179S, A198G,
P289L;
(o) Y28C, D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S, E238D;
(p) D48E, A61T, A107T, S108G, L136P, G179S, S192A, E238D,
P289L;
(q) D48E, L136P, G179S, R250W;
(r) D48E, A89T, S138T, A139T, R163Q, G179S;
(s) D48E, L136P, G179S, A198G, P289L;
(t) D48E, F78L, A89T, L136P, G179S;
(u) D48E, A89T, S138T, A139T, G179S, E238D, F278L;
(v) D48E, A89T, L136P, R163Q, G179S;
(w) D48E, A61T, A89T, C111V, S138T, A139F, G179S,
E238D, P289L;
(x) D25G, D48E, À89Ò, L136P, S138T, À139Ò, V141A, I159T,
R163Q, G179S;
(ó) D48E, À89Ò, S90G, L136P, R163Q, G179S, E238D;
(z) D48E, À61Ò, À89Ò, Gil IV, S138T, A139T, G179S, E238D,
P289L;
(aa) D48E, A89T, S138T, A139T, G179S;
(ab) D48E, L136P, R163Q, G179S, S231L;
(ac) D48E, L136P, S138T, A139F, G179S, V196A, E238D;
(ad) D48E, A61T, A89T, F99S, S138T, A139T, G179S, E238D;
(ae) G35S, D48E, A89T, S138T, A139T, G179S, P289L;
(af) D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S, V196A, E238D;
(ag) D48E, A89T, G111V, S138T, A139T, G179S, A198G, E238D;
(ah) S41G, D48E, A89T, L136P, G179S;
(ai) D48E, A89T, L136P, R163Q, G179S, P252S;
(aj) D48E, A89T, L136P, G179S, F234S;
(ak) D48E, A89T, L138P, R163Q, G179S, E238D;
(al) Q36R, D48E, A89T, L136P, G179S, E238D;
(am) D48E, A89T, L136P, R163Q, G179S;
(an) D48E, A89T, S138T, G179S;
(ao) D48E, A89T, L136P, G179S, E238D;
(ap) D48E, A89T, L136P, K154E, G179S, E238D;
(aq) D48E, A89T, S138T, A139T, K154R, G179S, V196A, P289L;
(ar) D48E, A89T, S138T, A139F, G179S, V196A, E238D;
(as) D48E, A61T, A89T, L136P, G179S, V196A, A198G, P289L;
(at) D48E, A61T, S138T, A139F, G179S, G196A, E238D, P289L;
(au) D48E, A89T, L136P, G179S;
(av) D48E, A89T, V120A, L136P, G179S;
(aw) D48E, A61T, A89T, S138T, A139F, G179S, V196A, A198G,
E238D;
(ax) D48E, À61Ò, À89Ò, G111V, S138T, A139F, G179S, V196A,
E238D;
(àó) D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S, V196A, E238D,
P289L;
(az) D48E, A61T, A89T, L136P, S138T, A139F, G179S, A198G,
E238D;
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(ba) D48E, A89T, S138T, A139F, G179S, A198G, V220A;
(bb) D48E, A61T, A89T, S138T, A139T, G179S, V196A, E238D,
R239H, P289L;
(be) D48E, A61T, A89T, L136P, G179S, P289L;
(bd) D48E, A89T, S138T, A139T, G179S, V196A, E238D, P289L;
(be) D48E, A61T, A89T, S138T, A139F, G179S, V196A, E238D;
(da) S41G, D48E, A61T, R71L, A89T, L136M, S138T, A139T, T149S,
G179S, V196A, E238D, F278L, P289L;
(db) S41G, D48E, A61T, R71L, A89T, L136M, S138T, A139T, T149S,
F176C, G179S, V196A, E238D, P289L;
(dc) D48E, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S, E238D,
I280V;
(dd) D48E, A61T, R71L, W110L, T149S, G179S, V196A, L206M,
E238D, V271A, I280V;
(de) D48E, A61T, R71L, A89T, L136M, S138T, A139T, T149S, G179S,
V196A, E238D, H279Q, P289L;
(df) D48E, A61T, R71L, A89T, L136M, S138T, A139T, T149S, G179S,
V196A, E238D, G287E, P289Q;
(dg) D48E, A61T, R71L, A89T, L136M, S138T, A139T, Ò149S
G179S, V196A, E238D, P289L;
(dh) D48E, A61T, R71L, A89T, A139T, T149S, F176C, G179S,
V196A, E238D, V285G, P289L;
(di) Q38R, D48E, À61Ò, R71L, L87V, À89Ò, L136M, S138T,
À139Ò, T149S, G179S, V196A, E238D, P289L;
(dj) D48E, A61T, L87V, A89T, W11OL, S138T, A139T, T149S,
G179S, V196A, E238D, P289L;
(dk) D48E, A61T, R71L, A89T, L136M, S138T, A139T, T149S,
G179S, V196A, E238D, P289L;
(dl) D48E, A89T, L136P, K154E, G179S, S231L, E238D;
(ea) D48E, A61T, R71 L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S, V196A,
E238D, I280V;
(eb) D48E, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S, E238D,
I280V;
(ec) Q36P, D48E, A61T, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S,
V196A, E238D,  I280V;
(ed) D48E, A61T, R71L, A89T, A139T, T149S, F176C, G179S, V196A,
E238D, I280V;
(ee) V2M, D48E, A61T, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S,
V196A, E238D, I280V;
(ef) D48E, A61T, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S, V196A,
E238D, I280V, A302T;
(eg) D48E, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S, E238D,
P289L;
(eh) D48E, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S, E238D,
A302T;
(ei) D48E, R71L, A89T, L136Ð, T149S, F176C, G179S, V196A,
E238D, I280V;
(ej) D48E, A61T, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S,
V196A, E238D;
(ek) V2M, D48E, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S,
V196A, E238D, I280V;
(el) D48E, A61T, R71L, A89T, L136P, T149S, R162H, F176C, G179S,
V196A, E238D, I280V;
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(em) D48E, R71L, A89T, V120A, L136P, T149S, K154E, G179S,
S231L, E238D;
(en) D48E, R71L, A89T, V120A, L136P, T149S, F176C, G179S,
S231L, E238D, I280V;
(eo) D48E, A61T, R71L, L87V, A89T, A139T, T149S, F176C, G179S,
V196A, E238D, V285G, P289L;
(ep) D48E, A61T, R71L, L87V, A89T, S90N, A139T, T149S, F176C,
G179S, V196A, E238D, V285G, P289L;
(eq) D48E, R71L, A89T, L136P, K154E, G179S, S231L, E238D;
(er) D48E, R71L, A89T, V120A, L136P, K154E, F176C, G179S,
S231L, E238D;
(es) D48E, R71L, A89T, V120A, L136P, T149S, K154E, F176C,
G179S, S231L, E238D.
2. Ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà ïî ï.1, ãäå êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò ñîäåðæèò

êîìáèíàöèþ ãðóïïû (åà): D48E, A61T, R71L, A89T, L136P, T149S, F176C, G179S, V196A,
E238D, I280V.

3. Ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà ïî ëþáîìó èç ïï.1 è 2, ãäå ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå.

4. Ìîëåêóëà ïîëèíóêëåîòèäà ïî ëþáîìó èç ïï.1 è 2, ãäå ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ
öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,10:1 èëè ìåíüøå.

5. Ðåêîìáèíàíòíûé âåêòîð, ïðåäíàçíà÷åííûé äë  ïðîäóöèðîâàíè  àâåðìåêòèíîâ êëàññà
2:1 â óìåíüøåííîì ñîîòíîøåíèè, ñîäåðæàùèé ìîëåêóëó ïîëèíóêëåîòèäà ïî ëþáîìó èç
ïï.1-4.

6. Êëåòêà-õîç èí, ïðåäíàçíà÷åííà  äë  ïðîäóöèðîâàíè  àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1 â
óìåíüøåííîì ñîîòíîøåíèè, ñîäåðæàùà  ðåêîìáèíàíòíûé âåêòîð ïî ï.5.

7. Êëåòêà-õîç èí ïî ï.6, êîòîðà   âë åòñ  êëåòêîé ðîäà Streptomyces.
8. Êëåòêà-õîç èí ïî ï.7, êîòîðà   âë åòñ  êëåòêîé Streptomyces avermitilis.
9. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ìóòèðîâàííîãî øòàììà Streptomyces avermitilis, âêëþ÷àþùèé (i)

ìóòèðîâàíèå àëëåë  aveC â êëåòêå øòàììà S. avermitilis, âûçûâàþùåå êîìáèíàöèþ çàìåí
àìèíîêèñëîò â ïðîäóêòå ãåíà AveC, èëè (ii) ââåäåíèå â êëåòêó øòàììà S. avermitilis
ìóòèðîâàííîãî àëëåë  aveC èëè åãî âûðîæäåííîãî âàðèàíòà, êîäèðóþùåãî ïðîäóêò ãåíà
AveC, ñîäåðæàùèé êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, ãäå êëåòêè, ñîäåðæàùèå ìóòèðîâàííûé
àëëåëü aveC èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, ñïîñîáíû
ïðîäóöèðîâàòü àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1 â ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè
ìåíüøå, ïðè ýòîì êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò âûáðàíà èç ãðóïïû, ïðèâåäåííîé â ï.1.

10. Ñïîñîá ïî ï.9, â êîòîðîì êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò ñîäåðæèò êîìáèíàöèþ
ãðóïïû (åà): D48E, À61Ò, R71L, À89Ò, L136P, T149S, F176C, G179S, V196A, E238D, I280V.

11. Ñïîñîá ïî ï.10, â êîòîðîì ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2: öèêëîãåêñèë
Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,20:1 èëè ìåíüøå.

12. Ñïîñîá ïî ï.10, â êîòîðîì ñîîòíîøåíèå àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2: öèêëîãåêñèë
Â1 ñîñòàâë åò ïðèìåðíî 0,10:1 èëè ìåíüøå.

13. Êëåòêà ðîäà Streptomyces, ïðåäíàçíà÷åííà  äë  ïðîäóöèðîâàíè  àâåðìåêòèíîâ
êëàññà 2:1 â óìåíüøåííîì ñîîòíîøåíèè, êîòîðà  ñîäåðæèò ìóòèðîâàííûé àëëåëü aveC
S.avermitilis èëè åãî âûðîæäåííûé âàðèàíò, êîäèðóþùèé ïðîäóêò ãåíà AveC, âêëþ÷àþùèé
êîìáèíàöèþ çàìåí àìèíîêèñëîò, âûáðàííóþ èç ãðóïïû, ïðèâåäåííîé â ï.1.

14. Êëåòêà ïî ï.13, â êîòîðîé êîìáèíàöè  çàìåí àìèíîêèñëîò ñîäåðæèò êîìáèíàöèþ
ãðóïïû (åà): D48E, À61Ò, R71L, À89Ò, L136P, T149S, F176C, G179S, V196A, E238D, I280V.

15. Êëåòêà ïî ëþáîìó èç ïï.13 è 14, êîòîðà   âë åòñ  êëåòêîé Streptomyces avermitilis.
16. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  àâåðìåêòèíîâ êëàññà 2:1 â óìåíüøåííîì ñîîòíîøåíèè,

âêëþ÷àþùèé êóëüòèâèðîâàíèå øòàììà êëåòîê Streptomyces avermitilis ïî ï.15 â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå â óñëîâè õ, ïîçâîë þùèõ èëè èíäóöèðóþùèõ ïðîäóöèðîâàíèå èì
àâåðìåêòèíîâ, è âûäåëåíèå óêàçàííûõ àâåðìåêòèíîâ èç êóëüòóðû.

17. Êîìïîçèöè  àâåðìåêòèíîâ öèêëîãåêñèë Â2:öèêëîãåêñèë Â1, îáëàäàþùà 
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ïðîòèâîïàðàçèòàðíûìè è ïåñòèöèäíûìè ñâîéñòâàìè, ïðåäñòàâë þùà  ñîáîé
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó ïîñëå êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê Streptomyces avermitilis, ïîëó÷åííûõ
ïî ëþáîìó èç ïï.9-12, ñîäåðæàùóþ àâåðìåêòèíû öèêëîãåêñèë Â2: öèêëîãåêñèë Â1 â
ñîîòíîøåíèè 0,35:1 èëè ìåíüøå.
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