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Resent se tyka polynukleotidovych molekul obsahujicich
nukleotidové sekvence kodujici aveC genovy produkt, kde
tyto polynukleotidové molekuly mohou byt pouZity pro zménu
poméru nebo mnoZzstvi avermektind tfidy 2 a t¥idy 1,
produkovanych ve fermenta¢nich kulturach S.avermitilis. Dale
se tyka vektord, hostitelskych bun€k a mutantnich kment
S.avermitilis, ve kterych byl aveC gen inaktivovan nebo
mutovan tak, Ze méni pomér B2 : B1 produkovanych
avermekting.



1 .:.. e .o ce LR LR J

P-4y

Coger

Gen Streptomyces avermitilis ¥idici pomér B2:Bl avermektinl

Oblast techniky

predkladany vynalez se tyka prostfedkl a zplsobll pro
produkci avermektini a spadd primarné do oblasti zdravi
>ivodicht. Presndji se predkladany vynalez tyka
polynukleotidovych molekul obsahujicich nukleotidové sekvence
kédujici produkt AveC genu, které mohou byt pouZity pro
ovlivnéni poméru avermektint tfidy 2 a 1, které jsou
produkovany fermentaci kultur Streptomyces avermitilis, a
prostfedkd a zplsobl pro vyhledavani takovych
polynukleotidovych molekul. predkladany vyndlez se dale tyka
vektort, transformovanych hostitelskych bun&k a novych
mutantnich kmend S. avermitilis, ve kterych byl aveC gen
mutovan tak, aby ovliviloval pomér produkovanych avermektind

t¥idy 2 a 1.

Dosavadni stav techniky

Avermektiny

Druhy Streptomyces produkuji velké mnoZstvi sekundarnich
metabolitli, v&etné avermektinl, které jsou tvofeny serii osmi
podobnych Sestnacticlennych makrocyklickych laktonl, které maji
silnou antihelmintickou a insekticidni aktivitu. 8 odlisnych,
ale blizce pribuznych sloucenin, je ozna&ovano jako Ala, Alb,
A2a, A2b, Bla, Blb, B2a a B2b. "a" serie sloudenin oznacluje
ptirozené avermektiny, ve kterych je substituentem Vv C25 pozici
(S) -sekundarni butyl, a "b" oznaduje ty slouceniny, ve kterych
je substituentem v C25 pozici isopropyl. Ozna&eni "A" a "B"
oznaduje avermektiny, ve kterych je substituent v C5 pozici

methoxy- a hydroxy-skupina, Vv pfislu3ném poradi. Cislice "1"
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ozna&uje avermektiny, které obsahuji dvoujnou vazbu Vv pozici
C22,23 a &islice "2" oznacuje avermektiny, které obsahuji vodik
v pozici C22 a hydroxy-skupinu Vv pozici C23. 2 p¥ibuznych
avermektin ma avermektin typu Bl nejucinéjsi antiparasitarni a
pesticidni aktivitu a je proto komeréné& nejzadané&jsim

avermektinem.

Avermektiny a jejich produkce aerobni fermentaci kmenl S.
avermitilis jsou popsény v U.S. patentech 4310519 a 4429042.
Predpokladé se, Ze biosyntéza pfirozenych avermektina je
iniciovana endogenné z COA thioesterovych analogli kyseliny

isomadselné a kyseliny S-(+)-2-methylmaselné.

Kombina tprav kmend n&hodnou mutagenesi a pouZiti exogenné
dodavanych mastnych kyselin vedla k zlepSeni produkce analogi
avermektint. Mutanty S.avermitilis, které jsou deficientni v
dehydrogenase rozvétvenych 2-oxo kyselin (bkd deficientni
mutanty) mohou produkovat avermektiny pouze tehdy, jsou-1li
fermentace doplfiovany mastnymi kyselinami. Vyhledavani a
izolace mutantt deficientnich v dehydrogenasové aktivité pro
rozvétvené retézce (naptriklad S.avermitilis ATCC 53567) jsou
popsany v Evropské patentové prihlasce (EP) 276103. Fermentace
takovych mutantd v pritomnosti exogenné dodévanych mastnych
kyselin vede k produkci pouze &tyt avermektint, které
odpovidaji pouZitym mastnym kyselinam. Tak vede doplﬁovéni.
fermentace S.avermitilis (ATCC 53567) kyselinou S-(+)-2-
methylmaselnou k produkci pfirozenych avermektind Ala, A2a, Bla
a B2a; dopliiovani fermentace kyselinou isoméaselnou k produkCi
prirozenych avermektind Alb, AZ2Db, Blb a B2b; a dopliiovani
fermentace kyselinou cyklopentankarboxylovou k produkci &tyf

novych cyklopentylavermektini Al, A2, Bl a B2.



KdyZ jsou dodavéany jiné mastné kyseliny, tak jsou
produkovany nové avermektiny. P¥i testovani vice neZ 800
potencidlnich prekursorla bylo identifikovano vice nez 60 novych
avermektind (viz napfiklad Dutton et al., 1991, J. Antibiot.
44: 357-365; a Banks et al., 1994, Roy. Soc. Chem. 147: 16-26).
Dale, mutanty S.avermitilis deficientni v 5-0O-
methyltransferasoveé aktivité produkuji v podstaté& pouze B
analogy avermektind. V disledku toho produkuji mutanty
deficientni jak v dehydrogenasové aktivit@ pro rozvétvené 2-0XO
kyseliny, tak v 5-0O-methyltransferasové aktivité, pouze B
avermektiny odpovidajici mastnym kyselinam pouZitym pro
dopliiovani fermentace. Tak vede dodavani kyseliny S-(+)-2-
methylmaselné k takovych dvojitym mutantim k produkci pouze
pfirozenych avermektin® Bla a B2a, zatimco dodavani kyseliny
isomaselné a kyseliny cyklopentankarboxylové vede k produkci
ptirozenych avermektind Blb a B2b nebo novych cyklopentylovych
Bl a B2 avermektin®, v prislusném potradi. Dodavani kyseliny
cyklopentankarboxylové k takovym dvojitym mutantim je vyhodnou
metodou pro produkci komer&né vyznamného nového avermektinu,
cyklohexylavermektinu Bl (doramektinu) . Izolovani a
charakteristiky takovych dvojitych mutant®, napriklad
S.avermitilis (ATCC 53692), Jjsou popsany v EP 276103.

Geny ucastnici se biosyntézy avermektini

V mnoha pfipadech jsou geny G&astnici se na produkci
sekundarnich metabolit® a geny kédujici urdita antibiotika
pfitomné v seskupeni na chromosomu. Tak je tomu napfiklad v
pfipadé& Strepromyces genového seskupeni polyketid-synthasy
(PKS) (viz Hopwood and Sherman, 1990, Ann. Rev. Genet. 24: 37-
66). Proto je jednou strategii pro klonovéani genl Vv
biosyntetické draze izolovani genu pro resistenci na léky a

potom testovani sousednich regiond chromosomu na jiné geny



souvisejici s biosyntézou uréitého antibiotika. Jinou strategii
pro klonovani gent G&astnicich se biosyntézy vyznamnych
metabolitli je komplementace mutant. Napfiklad, Ccasti DNA
knihovny z organismi schopnych produkce urcitého metabolitu
jsou vkladany do mutant® neprodukujicich tento metabolit a
transformanty jsou vySetfovany na produkci metabolitu. Dale
byla pro identifikaci a klonovani genu v biosyntetické draze

pou?ita hybridizace knihovny sondami z rodu Streptomyces.

Geny ucastnici se v biosyntéze avermektini (ave geny),
podobn& jako geny nutné pro biosyntézu jinych sekundarnich
metabolitt Streptomyces (napfiklad PKS), se nachazeji v genovém
seskupeni na chromosomu. Mnoho ave genl bylo uspéiné klonovano
za pouziti vektoru dopliiujicich mutanty S.avermitilis s
blokovanou biosyntézou avermektinl. Klonovani takovych genl je
popsano v U.S. patentu 5252474. Krom& toho, Ikada et al., 1995,
J. Antibiot. 48: 532-534, popisuji lokalizaci chromosom&lniho
regionu nutného pro stupen dehydrogenace C22,23 (aveC) na 4,82
kb BamHI fragment S.avermitilis, stejné& jako popisuji mutace v
aveC genu, které vedou ke vzniku mutantu produkujiciho pouze
B2a. ProtoZe ivermektin, u&inna antihelminticka sloudenina,
miZe byt produkovan chemicky z avermektinu B2a, jsou takové
kmeny produkujici pouze avermektin B2a vyznamné pro komercéni

produkci ivermektinu.

Identifikace mutaci v aveC genu, které minimalizuji
komplexnost produkce avermektin®i, jako jsou napriklad mutace
sniZujici pom&r avermektini B2:Bl, zjednodusi produkci a |

pfedidténi komeréné vyznamnych avermektint.
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Podstata vynélezu

Pfedkladany vynalez obsahuje izolovanou polynukleotidovou
molekulu obsahujici kompletni aveC ORF S.avermitilis nebo jeho
vyznamnou &ast, kde tato izolovana polynukleotidové molekula
neobsahuje dal3i kompletni ORF, ktery je in situ v chromosomu
S.avermitilis umistén za aveC ORF. Izolovana polynukleotidova
molekula podle pfedkladdaného vynalezu vyhodné& obsahuje
nukleotidovou sekvenci, kterad je stejnéd jako sekvence kédujici
AveC genovy produkt S.avermitilis v plasmidu pSE186 (ATCC
209604), nebo je stejna, jako nukleotidova sekvence aveC ORF

podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo jeji vyznamna céast.

Pfedkladdany vynalez dale obsahuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd je homologni k
sekvenci kédujici AveC genovy produkt S.avermitilis v plasmidu
pSE186 (ATCC 209604), nebo k nukleotidové sekvenci aveC ORF
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo jeji vyznamné Casti.

Pfedkladany vyndlez dale obsahuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterad kéduje polypeptid
majici aminokyselinovou sekvenci, kterd je homologni k
aminokyselinové sekvenci kodovanée kédujici sekvenci pro AveC
genovy produkt S.avermitilis v plasmidu pSE186 (ATCC 209604),
nebo k aminokyselinové sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2)

nebo jeji vyznamné casti.

Pfedkladany vyndlez dale obsahuje izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci
kédujici AveC produkt homologniho genu. Ve vyhodném provedeni
obsahuje izolovand polynukleotidova molekula nukleotidovou
sekvenci kédujici AveC produkt homologniho genu z S.

hygroscopicus, kde produkt homologniho genu obsahuje



aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4 nebo jeji vyznamnou
gast. Ve vyhodném provedeni obsahuje izolovand polynukleotidova
molekula podle predkléddaného vynalezu, kterd kéduje AveC
produkt homologniho genu S. hygroskopicus, nukleotidovou

sekvenci SEQ ID NO: 3 nebo jeji vyznamnou cast.

predkladany vynalez dale obsahuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd je homologni s
nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO: 3 S. hygroscopicus.
predkladany vynalez dale obsahuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterad kéduje polypeptid,
ktery je homologni k AveC produktu homologniho genu S-

hygroscopicus, ktery mad aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4.

Pfedkladany vynédlez dale obsahuje oligonukleotidy, které
hybridizuji na polynukleotidovou molekulu obsahujici
nukleotidovou sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo SEQ ID
NO: 3, nebo na polynukleotidovou molekulu obsahujici
nukleotidovou sekvenci, kterad je komplementarni k nukleotidové

sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo k SEQ ID NO: 3.

Predkladany vynélez dale obsahuje rekombinantni klonovaci
vektory a expresni vektory, které jsou pouzitelné pro klonovéani
a expresi polynukleotidu podle pfedkladaného vynalezu, vcetné
polynukleotidovych molekul obsahujicich aveC ORF S.avermitilis
nebo aveC homolog ORF. V p¥ikladném provedeni obsahuje
pfedkladany vynalez plasmid pSE186 (ATCC 209604), ktery
obsahuje cely ORF aveC genu S.avermitilis. Pr¥edkladany vynalez
dale obsahuje transformované hostitelské bufiky obsahujici
polynukleotidovou molekulu nebo rekombinantni vektor podle
predkladaného vyndlezu a nové kmeny nebo buné&&né linie odvozené

od téchto bunék.
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pPfedkladany vynalez dale obsahuje rekombinantné& produkovany
produkt AveC genu nebo produkt homologického AveC genu nebo
jeho vyznamnou cast, ktery byl vyznamné precidtén a izolovén,
stejné jako homology téchto produktu. Pfedkladany vynalez dale
obsahuje zptisob pro produkci rekombinantniho produktu AveC
genu, ktery obsahuje kultivaci hostitelské buiiky transformované
rekombinantnim expresnim vektorem, kde uvedeny rekombinantni
expresni vektor obsahuje polynukleotidovou molekulu obsahujici
nukleotidovou sekvenci kédujici produkt AveC genu nebo produkt
AveC homologického genu, kde tato polynukleotidové molekula je
operativn& navazand na jeden nebo vice regula&nich elementi,
které kontroluji expresi polynukleotidové molekuly v
hostitelské bufice, kde tato kultivace je provedena za podminek
umoziujicich produkci rekombinantniho produktu AveC genu nebo
AveC homologického genu, a ziskani produktu AveC genu nebo

produktu homologického AveC genu z bun&&né kultury.

Pfedkladany vynadlez dale obsahuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, ktera je jinak stejna, jako
sekvence koédujici produkt AveC genu S.avermitilis v plasmidu
pSE186 (ATCC 209604) nebo nukleotidova sekvence aveC ORF
S.avermitilis, jak je uvedena na obr. 1 (SEQ ID NO: 1), ale
ktera dale obsahuje jednu nebo vice mutaci, které zplusobi, Ze
buiiky S.avermitilis kmene ATCC 53692, ve kterych byla pfirozena
aveC alela inaktivovana a které exprimuji polynukleotidovoﬁ
molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci, produkuji
jiny pomé&r nebo mnoZstvi avermektini, neZ ktery je produkovan
pbufikami S.avermitilis kmene ATCC 53692, které exprimuji pouée
pfirozenou aveC alelu. Podle pfedkldaaného vynélezu mohou byt
takové polynukleotidové molekuly pouZity pro pfipravu novych
kmenl S.avermitilis, které vykazuji detekovatelné zmény Vv
produkci avermektind ve srovnani se stejnymi kmeny, které

exprimuji pouze prirozenou aveC alelu. Ve vyhodném provedeni
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jsou takové polynukleotidové molekuly pouzitelné pro produkci
novych kmen S.avermitilis, které produkuji avermektiny ve
sniZeném pomé&ru t¥idy 2 ku t¥ideé 1, ve srovnani se stejnymi
kmeny; které exprimuji pouze pifirozenou aveC alelu. V dalsim
vyhodném provedeni jsou takové polynukleotidové molekuly
pouzitelné pro produkci novych kmen S.avermitilis, které
produkuji vy33i mnoZstvi avermektin ve srovnani se stejnymi
kmeny, které exprimuji pouze pfirozenou aveC alelu. V jesté
dal3im vyhodném provedeni jsou takové polynukleotidové molekuly
vyhodné pro pfipravu novych kment S.avermitilis, ve kterych Jje

aveC gen inaktivovan.

Pfedkladany vynalez obsahuje zpusoby pro identifikaci mutaci
aveC ORF S.avermitilis, které méni pomér a/nebo mnozstvi
produkovanych avermektin®. Ve vyhodném provedeni obsahuje
pfedkladany vyndlez zpusob pro identifikaci mutaci aveC ORF,
které méni pomé&r produkovanych avermektin®i t¥idy 2:1, ktery
obsahuje: (a) stanoveni pomé&rl produkovanych avermektind tridy
2:tfidé 1 pro kmen S.avermitilis, ve kterém byla inaktivovéana
pfirozend aveC alela, a do kterého byla vloZena a ve kterém je
exprimovana polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou
sekvenci kédujici mutovany produkt aveC genuj (b) stanoveni
pomért produkovanych avermektint t¥idy 2:t¥id& 1 pro stejny
kmen S.avermitilis jako v kroku (a), ktery viak exprimuje pouze
aveC alelu obsahujici nukleotidovou sekvenci ORF podle obr. 1
(SEQ ID NO: 1) nebo nukleotidovou sekvenci, kterad je homologni
k této sekvenci; a (c) srovnani poméru avermektini t¥idy
2:t#id& 1 produkovanych butikami S.avermitilis z kroku (a) é
pom&rem avermektind tfidy 2:t¥idé& 1 produkovanych bufikami
S.avermitilis z kroku (b); takZe pokud se pomé&r avermektini
t¥idy 2:t¥idé& 1 produkovanych bufikami S.avermitilis z kroku (a)
1i3i od pomé&ru avermektinl tEidy 2:t#id& 1 produkovanych

pufikami S.avermitilis z kroku (b), tak byla identifikovéana
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mutace aveC ORF schopnd ménit pomér avermektinG t¥idy 2:tfidé
1. Ve vyhodném provedeni je pomér avermektint t¥idy 2:tfidé 1

sniZen v dusledku mutace.

V daldim vyhodném provedeni obsahuje predkladany vynalez
zpsob pro identifikaci mutaci aveC ORF nebo genetickych
konstruktd obsahujicich aveC ORF, které mé&ni mnoZstvi
produkovanych avermektin®, ktery obsahuje: (a) stanoveni
mno>stvi avermektin@t produkovanych bufikami kmene S.avermitilis,
ve kterém byla inaktivovéana prirozena aveC alela, a do kterého
byla vloZena a ve kterém je exprimovana polynukleotidova
molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici mutovany
produkt aveC genu nebo obsahujici geneticky konstrukt
obsahujici nukleotidovou sekvenci k6dujici AveC genovy produkt;
(b) stanoveni mnozZstvi avermektini produkovanych stejnym kmenem
S.avermitilis jako v kroku (a), ktery vSak exprimuje pouze aveC
alelu obsahujici nukleotidovou sekvenci ORF podle obr. 1 (SEQ
ID NO: 1) nebo nukleotidovou sekvenci, kterd je homologni k
této sekvenci; a (c) srovnani mnoZstvi avermektinu
produkovanych bunikami S.avermitilis z kroku (a) s mnoZstvi
avermektin produkovanych burnikami S.avermitilis z kroku (b);
takZe pokud se mnoZstvi avermektin® produkovanych bufikami
S.avermitilis z kroku (a) 1i3i od mnoZstvi avermektinu
produkovanych bunkami S.avermitilis z kroku (b), tak byla
identifikovana mutace aveC ORF nebo geneticky konstrukt, které
jsou schopné mé&nit mnoZstvi avermektinii. Ve vyhodném provedeni
je mnoZstvi produkovanych avermektind zvy3eno v diasledku

nmutace.

Predkladany vynalez dale obsahuje rekombinantni vektory,
které jsou pouZitelné pro piipravu novych kmend S.avermitilis,
které maji zmé&nénou produkci avermektini. Napfiklad,

predkladany vyndlez obsahuje vektory, které mohou byt pouZity



pro cilené vloZeni jakékoliv polynukleotidové molekuly
obsahujici mutované nukleotidové sekvence podle predkladaneho
vyndlezu do mista aveC genu na chromosomu S.avermitilis, kde
tyto polynukleotldy jsou pouzity pro inserci nebo nahrazeni
aveC ORF nebo jeho &asti pomoci homologni rekombinace. Nicméng,
podle predkléddaného vynalezu miZe polynukleotidovéd molekula
obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci podle pfedkladaného
vyndlezu také modulovat biosyntézu avermektind tehdy, je-1i
insertovana do chromosomu S.avermitilis v mist& jiném nez v
aveC genu, nebo pokud je v buiikach S.avermitilis pfitomna
episomaln&. Tak obsahuje predkladany vynalez také vektory
obsahujici polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou
nukleotidovou sekvenci podle predkladaného vynadlezu, které
mohou byt pouZity pro inserci polynukleotidové molekuly v jiném
mist& chromosomu S.avermitilis neZ v aveC genu, nebo pro
episomélni lokalizaci. Ve vyhodném provedeni obsahuje
predkladany vynalez vektory pro nahrazovani gent, které mohou
byt pouZity pro inserci mutované aveC alely do chromosomu
S.avermitilis pro pripravu novych buné&cnych kmenli, které
produkuji avermektiny se sniZenym pom&rem t¥idy 2:tfidé 1 ve
srovnani s buiikami stejného kmenu, které exprimuji pouze

pfirozenou aveC alelu.

Predkladany vyndlez dale obsahuje zpusoby pro piipravu
novych kmen S.avermitilis, které jsou tvofeny bufikami, které
exprimuji mutovanou aveC alelu a které produkuji pozmé&néné
pom&ry a/nebo mnoZstvi avermektind ve srovnani s buikami
stejného kmene S.avermitilis, ktery exprimuje pouze prlrozenou
aveC alelu. Ve vyhodném provedeni obsahuje predkladany vynalez
zplisob pro pfipravu novych kment S.avermitilis, které jsou
tvofeny bufikami, které exprimuji mutovanou aveC alelu a které
produkuji pozmé&néné pomery avermektint t¥idy 2:trfidé 1 ve

srovnadni s buiikami stejného kmene S.avermitilis, ktery



exprimuje pouze pfirozenou aveC alelu, kde uvedeny zpusob
obsahuje transformaci buné&k kmene S.avermitilis vektorem, ktery
nese mutovanou aveC alelu, kterd kéduje genovy produkt, ktery
méni pomér avermektina t¥idy 2:t¥id& 1 produkovanych bunikami
kmene S.avermitilis exprimujicimi mutovanou alelu ve srovnani s
pufikami stejného kmene S.avermitilis, které exprimuji pouze
pfirozenou aveC alelu; a selekci transformovanych bunék, které
produkuji avermektiny v pozmé&néném pomé&ru t¥idy 2:t¥idé 1 ve
srovnani s pomé&rem tridy 2:tfidé 1, ktery je produkovéan buikami
exprimujicimi pouze pfirozenou aveC alelu. Ve vyhodném

provedeni je v buiikdch nového kmene pomé&r produkovanych

avermektint t¥idy 2:t#idé& 1 sniZen.

V jiném vyhodném provedeni obsahuje predkladany vynalez
zptsob pro p¥ipravu novych kmend S.avermitilis, které jsou
tvofeny bufikami, které produkuji pozm&nénd mnoZstvi
avermektinli, ktery obsahuje transformaci bunék kmene
S.avermitilis vektorem, ktery nese mutovanou aveC alelu nebo
geneticky konstrukt obsahujici aveC alelu, jehoZ exprese vede k
produkci pozmé&néného mnoZstvi avermektind produkovanych bufikami
kmene S.avermitilis exprimujicimi mutovanou aveC alelu nebo
geneticky konstrukt ve srovnani s buiikami stejného kmene
S.avermitilis, které exprimuji pouze pfirozenou aveC alelu; a
selekci transformovanych bun&k, které produkuji avermektiny v
pozmé&néném mnoZstvi ve srovnani mnoZstvim avermektind, které je
produkovano bunkami exprimujicimi pouze pfirozenou aveC alelu.
Ve vyhodném provedeni je v buifikach nového kmene produkovéano

vét3i mnoZstvi avermektinu.

V daldim vyhodném provedeni obsahuje predkladany vynalez
zplisob pfipravy novych kmeni S.avermitilis, kde burniky téchto
kmend obsahuji inaktivovanou aveC alelu, kde uvedeny zpusob

obsahuje transformaci bunék S.avermitilis, které exprimuji
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pfirozenou aveC alelu, vektorem, ktery inaktivuje aveC alelu; a

selekci transformovanych bun&k, ve kterych byla aveC alela

inaktivovana.

predkladany vynalez déle obsahuje nové kmeny S.avermitilis
tvorené bufikami, které byly transformovény jakoukoliv

polynukleotidovou molekulou nebo vektorem obsahujicim mutované

nukleotidové sekvence podle predkléddaného vynédlezu. Ve vyhodném

provedeni obsahuje pfedkladany vyndlez nové kmeny S.avermitilis

tvotené buifikami, které exprimuji mutovanou aveC alelu misto,

nebo soudasn& s prirozenou aveC alelou, kde tyto buiiky nového

kmenu produkuji avermektiny v pozmén&ném pom&ru t¥idy 2:tridé 1

ve srovnani s bufikami stejného kmene, které exprimuji pouze

pfirozenou aveC alelu. Ve vyhodné&jsim provedeni produkuji buiky

nového kmene avermektiny ve sniZeném poméru tridy 2:tfidé 1 ve
srovnani s bufikami stejného kmene, které exprimuji pouze
pr¥irozenou aveC alelu. Takové nové kmeny jsou uzitecéné pro
pramyslovou produkci komercéné 3a4doucich avermektind, jako je

doramektin.

V daldim vyhodném provedeni obsahuje predkladany vynalez
nové kmeny S.avermitilis tvofené buikami, které exprimuji
mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici aveC
alelu misto, nebo soudasné s, prirozenou aveC alelou, coZz vede
k produkci jinych mnoZstvi avermektinll ve srovnani s mnoZstvim
avermektini produkovanych bufikami stejného kmene, které
exprimuji pouze pfirozenou aveC alelu. Ve vyhodném provedeni

produkuji buiiky nového kmene avermektiny ve vy33im mnoZstvi.

V je3té& dal3im vyhodném provedeni obsahuje predkléadany
vynalez nové kmeny S.avermitilis tvofené buikami, ve kterych
byl aveC gen inaktivovan. Takové kmeny jsou uzitec¢né jak z

hlediska odli3ného spektra produkovanych avermektinl ve

®oecse
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srovnani s prirozenymi kmeny, tak pro komplementacni
vyhledavaci testy, jak jsou zde popsany, pro stanoveni toho,
2da cilena nebo n&hodna mutagenese aveC genl ovliviiuje produkci

avermektind.

predkladany vynédlez dale obsahuje zpisob pro produkci
avermektinti, ktery obsahuje kultivaci bunék kmene
S.avermitilis, které exprimuji mutovanou aveC alelu, kterd
k6duje genovy produkt, ktery méni pom&r avermektinl tridy
2:t#idy 1 produkovanych bunkami kmene S.avermitilis
exprimujicimi mutovanou aveC alelu ve srovnani s buikami
stejného kmene neexprimujicimi mutovanou aveC alelu, ale pouze
pf¥irozenou aveC alelu, Vv kultivaénim mediu za podminek
umozfiujicich nebo indukujicich produkci avermektini; a ziskani
uvedenych avermektind z kultury. Ve vyhodném provedeni je pomér
avermektinad t¥idy 2:t¥idy 1 produkovanych bufikami exprimujicimi
mutaci sniZen. Tento zpUsob umoZfiuje dosaZeni vy33i u¢innosti

produkce komeré&né hodnotnych avermektint, jako je doramektin.

Pfedkladany vynélez dale obsahuje zpusob pro produkci
avermektint, ktery obsahuje kultivaci bunék kmene
S.avermitilis, které exprimuji mutovanou aveC alelu nebo
geneticky konstrukt obsahujici aveC alelu, kde tato kultivace
vede k produkci pozmé&nénych mnoZstvi avermektind produkovanych
bufikami kmene S.avermitilis exprimujicimi mutovanou aveC alelu
nebo geneticky konstrukt ve srovnéni s bunikami stejného kmene
neexprimujicimi mutovanou aveC alelu ani geneticky konstrukt,
ale pouze pfirozenou aveC alelu, Vv kultiva&nim mediu za
podminek umozZnujicich nebo indukujicich produkci avermektinl; a
ziskani uvedenych avermektin@ z kultury. Ve vyhodném provedeni
je mnoZstvi avermektini produkovanych bufikami exprimujicimi °

mutaci nebo geneticky konstrukt zvy$eno.
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pPfedkladany vynalez dale obsahuje nové prostfedky obsahujici
avermektiny produkované kmeny S.avermitilis exprimujicimi
mutovanou aveC alelu podle predkladaného vynalezu, kde tyto
averméktiny jsou produkovany ve sniZeném pom&ru tfidy 2:tfidy 1
ve srovnani s bufikami stejného kmene neexprimujicimi mutovanou
aveC alelu, ale pouze prirozenou aveC alelu. Nové prosttedky
obsahujici avermektin mohou byt ve form& produkované ve
fermentadni kultivadni kapaliné&, nebo mohou byt ziskany z této

kapaliny a &&ste&né nebo vyznamné pfe&istény z této kapaliny.

Popis obrazkl(i na pfipojenych vykresech

Obr. 1: DNA sekvence (SEQ ID NO: 1) obsahujici S.avermitilis

aveC ORF a odvozena aminokyselinova sekvence (SEQ ID NO: 2).

Obr. 2: Plasmidovy vektor pSE186 (ATCC 209604) obsahujici cely

ORF aveC genu S.avermitilis.

Obr. 3: Genovy substituéni vektor pSE180 (ATCC 209605)
obsahujici ermE gen Sacc. erythraea insertovany do aveC ORF

S.avermitilis.

Obr. 4: BamHI restrik&ni mapa genové seskupeni avermektin-
synthasového genu z S.avermitilis s péti identifikovanym
prekryvajicimi se kosmidovymi klony (t.j. pSE65, pSE66, pSE67,
pSE68, pSE69). Také je vyznalen vztah pSE118 a pSE1109.

Obr. 5: HPLC analyza fermenta&nich produktd produkovanych kmeny
S.avermitilis. Kvantifikace piku byla provedena srovnanim se
standardnimi mnoZstvimi cyklohexyl-Bl. Retencni ¢as cyklohexyl-
B2 byl 7,4-7,7 min.; retencni cCas cyklohexyl-Bl byl 11,9-12,3
min. Obr. S5A: Kmen SE180-11 S.avermitilis s inaktivovanym aveC
ORF. Obr. 5B: Kmen SE180-11 S.avermitilis transformovany pSE186
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(ATCC 209604). Obr. 5C: Kmen SE180-11 S.avermitilis
transformovany pSE187. Obr. 5D: Kmen SE180-11 S.avermitilis

transformovany pSE188.

Obr. 6: Srovnani odvozené aminokyselinové sekvence kodované
aveC ORF S.avermitilis (SEQ ID NO: 2), gastetného ORF aveC
homologu z S. griseochromogenes (SEQ ID NO: 5) a ORF aveC
homologu z S. hygroscopicus (SEQ ID NO: 4). Valinovy zbytek
uvedeny tudénym pismem je pfedpokladané start-misto pro protein.
Konzervované zbytky jsou uvedeny velkymi pismeny pro homologii
ve viech tfech sekvencich a malymi pismeny pro homologii ve 2
-e 3 sekvenci. Aminokyselinové sekvence mély p¥iblizné 50%

identitu sekvence.

Obr. 7: Hybridni plasmidovy konstrukt obsahujici 564 bp
BsaAI/Kpnl fragment z aveC homologického genu S. hygroscopicus

insertovany do BsaAI/Kpnl mista v S.avermitilis avec ORF.

Pfedkladany vyndlez se tykd identifikace a charakterizace
polynukleotidovych molekul obsahujicich nukleotidové sekvence,
které koéduji AveC genovy produkt ze S.avermitilis, konstrukce
novych kmen S.avermitilis, které mohou byt pouZity pro
testovani mutovanych AveC genovych produktd na jejich vliv na
produkci avermektini a zjisténi, Ze néktereé mutované AveC
genové produkty mohou sniZovat pom&r B2:Bl avermektina
produkovanych S.avermitilis. Vynalez je dale popsan na prikladu
polynukleotidové molekuly obsahujici bud nukleotidovou
sekvenci, kterd je stejnad jako sekvence kédujici AveC genovy
produkt S.avermitilis v plasmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo
nukleotidovou sekvenci ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1), a na
pfikladu polynukleotidovych molekul odvozenych od této sekvence

obsahujici mutované nukleotidové sekvence. Nicméné, principy

seve
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uvedené v predkladaném vynalezu mohou byt analogicky pouZity na
jiné polynukleotidové molekuly, v&etné aveC homologickych genl
z jinych kmenid Streptomyces, v&etné napfiklad S. hygroscopicus

a S. griseochromogenes.

Polynukleotidové molekuly kédujici AveC genovy produkt

S.avermitilis

P¥edkladany vynadlez poskytuje izolovanou polynukleotidovou
molekulu obsahujici kompletni aveC ORF S.avermitilis nebo jeho
vyznamnou Cast, kde uvedena izolovanad polynukleotidova molekula
neobsahuje dal3i kompletni ORF, ktery je in situ v chromosomu

S.avermitilis umistén po aveC ORF.

Izolovana polynukleotidova molekula podle pfredkladaného
vynalezu vyhodné obsahuje nukleotidovou sekvenci, kterd je
stejna jako sekvence kédujici AveC genovy produkt S.avermitilis
v plasmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera je stejna jako
nukleotidova sekvence ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo jeji
vyznamnad c¢ast. Termin "yyznamna Cast" izolované
polynukleotidové molekuly obsahujici nukleoitdovou sekvenci
kédujici AveC genovy produkt S.avermitilis, jak je zde pouZit,
oznaluje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici
alesponn 70% sekvence kompletniho aveC ORF, jak je uvedena na
obr. 1 (SEQ ID NO: 1), ktera kéduje funkéné ekvivalentni AveC
genovy produkt. Termin "funk&né& ekvivalentni" AveC genovy
produkt je v této souvislosti definovan jako genovy produkt,
ktery pfi expresi v S.avermitilis kmene ATCC 53692, ve kterém
byla inaktivovéna pfirozena alela aveC, vede k produkci v
podstaté stejnych poméru a mno¥stvi avermektint, jako jsou
produkovany v S.avermitilis kmene ATCC 53692, ktery exprimuje
pouze prirozenou, funkéni aveC alelu pfirozenou pro

5.avermitilis kmen ATCC 53692.

esee
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Krom& nukleotidové sekvence aveC ORFmiZe izolované
polynukleotidova molekula podle pfredkladaného vynéalezu
obsahovat nukleotidové sekvence, které za ptirozenych podminek
sousedi s aveC genem in situ v S.avermitilis, Jjako Jjsou
napriklad sousedni nukleotidové sekvence uvedené na obr. 1 (SEQ

ID NO: 1).

Terminy "polynukleotidova molekula"”, "polynukleotidova
sekvence", "kédujici sekvence", "otevieny &teci réamec", a
"ORF", jak jsou zde pouZity, ozna¢uji jak DNA, tak RNA
molekuly, které mohou byt jednoteté&zcové bnebo dvoutetézcové a
které mohou byt transkribovany nebo translatovany (DNA) nebo
translatovany (RNA) na AveC genovy produkt nebo, jak bude
uvedeno dale, na AveC homologni genovy produkt, nebo na
polypeptid, ktery je homologni k AveC genovému produktu nebo
AveC homolognimu genovému produktu, ve vhodném bunécném
expresnim systému, za pouziti vhodnych regulaénich elementq.
Kédujici sekvence miZe obsahovat, bez omezeni, prokaryotické
sekvence, cDNA sekvence, genomové DNA sekvence a chemicky

syntetizované DNA a RNA sekvence.

Nukleotidova sekvence uvedend na obr. 1 (SEQ ID NO: 1)
obsahuje &ty#i rtzné GTG kodony Vv pozicich 42, 174, 177 a 180
bp. Jak je uvedeno déale, vicedetné delece 5'-regionu aveC ORF
(obr. 1; SEQ ID NO: 1) byly vytvofeny pro definovani toho,
které kodony mohou pisobit v aveC ORF jako start kodony pro
expresi proteinu. Delece prvniho GTG mista v bp 42
neeliminovala aktivitu AveC. Dal3i delece v3ech tri GTG kodonl
v pozicich 174, 177 a 180 bp dohromady eliminovaly aktivitu
AveC, coZ ukazuje, Ze tento region je nutny pro expresi
proteinu. P¥edklédany vynalez proto zahrnuje aveC ORF ruzné

délky, které zahajuji translaci v jakémkoliv z GTG mist
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umisté&nych v pozicich 174, 177 nebo 180 bp, jak jsou uvedeny na

obr. 1 (SEQ ID NO: 1) a p¥islusné polypeptidy pro kazdy ORF.

predkladany vynalez déle poskytuje polynukleotidovou
molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci, ktera je
homologickéd k sekvenci kédujici AveC genovy produkt
S.avermitilis v plasmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera je
homologickd k nukleotidové sekvenci aveC ORF podle obr. 1 (SEQ
ID NO: 1) nebo jeji vyznamné Casti. Termin "homologicka"
pouzity v souvislosti s polynukleotidovou molekulou
homologickou ke koédujici sekvenci pro AveC genovy produkt
oznaduje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou
sekvenci: (a) kterad koéduje stejny AveC genovy produkt jako
sekvence kédujici AveC genovy produkt S.avermitilis v plasmidu
pSE186 (ATCC 209604), nebo kterd kdéduje stejny AveC genovy
produkt jako nukleotidova sekvence aveC ORF podle obr. 1 (SEQ
ID NO: 1), ale kterd obsahuje jednu nebo vice silentnich zmén
nukleotidové sekvence v souladu s degeneraci genetického kédh;
nebo (b) kterd hybridizuje na komplementarni polynukleotidovou
molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd koéduje
aminokyselinovou sekvenci kodovanou sekvenci kdédujici AveC
genovy produkt v plasmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera
kéduje aminokyselinovou sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2),
za stredné& ptrisnych podminek, t.j. za hybridizace na DNA
vazanou na filtr v 0,5 M NaHPO4, 7% dodecylsiranu sodném (SDS),
1 mM EDTA pt¥i 65 °C, s proplachy v 0,2 x SSC/0,1% SDS pfi 42 °c
(viz Ausubel et al., (vyd.), 1989, Current Protocols in
Molecular Biology, svazek I, Green Publishing Associates, Inc.,
a John Wiley and Sons, Inc., New York, str. 2.10.3), a kteréa
kéduje funkéné ekvivalentni AveC genovy produkt, jak byl
definovan vy$e. Ve vyhodném provedeni hybridizuje
polynukleotidovd molekula na komplementdrni sekvenci k

nukleotidové sekvenci kédujici AveC genovy produkt v plasmidu
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pSE186 (ATCC 209604), nebo na komplementarni sekvenci k
nukleotidové sekvenci uvedené na obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo na
jeji vyznamnou &ast, za podminek vysoké p¥isnosti, t.j. za
hybridizace na DNA vazanou na filtr v 0,5 M NaHPO,, 7%
dodecylsiranu sodném (SDS), 1 mM EDTA p¥i 65 °c, s proplachy v
0,1 x SSC/0,1% SDS p¥i 68 °C (viz Ausubel et al., 1989, vyse),
a kterad kéduje funké&né& ekvivalentni AveC genovy produkt, jak

byl definovan vyse.

Aktivita AveC genového produktu a jeho potencidlnich
funk&énich ekvivalent@ miZe byt stanovena pomoci HPLC analyzy
produktd fermentace, jak je popsano v prikladech uvedenych
dale. Polynukleotidové molekuly obsahujici nukleotidové
sekvence kédujici funk&ni ekvivalenty AveC genového produktu
S.avermitilis zahrnuji ptrirozené aveC geny pritomné v jinych
kmenech S.avermitilis, aveC homologni geny p¥itomné v jinych
druzich Streptomyces a mutované aveC alely, at prirozené, nebo

geneticky upravené.

Pfedkladany vyndlez dile poskytuje polynukleotidovou
molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci koédujici polypeptid

majici aminokyselinovou sekvenci, ktera je homologicka k

aminokyselinové sekvenci kodované sekvencil kédujici AveC genovy

produkt plasmidu pSE186 (ATCC 209604) nebo k aminokyselinové
sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2) nebo jeji vyznamné Casti.
Termin "vyznamna Cast” aminokyselinové sekvence podle obr. 1

(SEQ ID NO: 2), jak je zde pouZit, oznaCuje polypeptid

obsahujici alespofi 70% aminokyselinové sekvence uvedené na obr.

1 (SEQ ID NO: 2), ktery tvofi funk&né ekvivalentni AveC genovy
produkt, jak byl definovéan vyse.

Jak je zde pouZit v souvislosti s aminokyselinovymi

sekvencemi, které jsou homologické k aminokyselinove sekvenci

seece
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AveC genového produktu S.avermitilis, oznaluje termin
"homologicky" polypeptid kodovany sekvenci kédujici AveC genovy
produkt plasmidu pSE186 (ATCC 209604) nebo majici
aminokyselinovou sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2), ve
kterém byl jeden nebo vice aminokyselinovych zbytka
konzervativné substituovan jinym aminokyselinovym zbytkem tak,
e takové konzervativni substituce vedou ke vzniku funkéné
ekvivalentniho genového produktu, jak byl definovén vySe.
Konzervativni aminokyselinové substituce jsou dobfe znamé v
oboru. Pravidla pro takové substituce jsou uvedena napriklad v
Dayhof, M.D., 1978, Nat. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.,
svazek 5, Sup. 3. Presn&ji, konzervativni aminokyselinové
substituce jsou takové substituce, které probihaji ve skupiné
aminokyselin, které jsou podobné z hlediska polarity, acidity
nebo charakteru vedlejdich Fet&zci. Geneticky kodované
aminokyseliny jsou obvykle déleny do Ctyfech skupin: (1)
acidické = aspartat, glutamat; (2) bazické = lysin, arginin,
histidin; (3) nepolérni = alanin, valin, leucin, isoleucin,
prolin, fenylalanin, methionin, tryptofan; a (4) poléarni bez
naboje = glycin, asparagin, glutamin, cystein, serin, threonin,
tyrosin. Fenylalanin, tryptofan a tyrosin jsou také spolecné
ozna&ovany jako aromatické aminokyseliny. Jedna nebo vice
substituci provedenych v urcité skupiné, napfiklad substituce
leucinu za isoleucin nebo valin, nebo aspartatu za glutamat,
nebo threoninu za serin, nebo jakékoliv jiné aminokyseliny za
strukturalné podobnou aminokyselinu, napfiklad za
aminokyselinnu s podobnou aciditou, polaritou, velikosti
vedlej3ich Feté&zcl nebo s kombinovanou podobnosti téchto

charakteristik, nemaji oby&ejné& vliv na funkci peptidu.

Predkladany vyndlez dale poskytuje izolovanou
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci

kédujici genovy produkt homologicky k AveC. Termin "genovy
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produkt homologicky k AveC", jak je zde pouZit, je definovéan
jako genovy produkt majici alespofi 50% identitu aminokyselinové
sekvence s AveC genovym produktem S.avermitilis obsahujicim
aminokyselinovou sekvenci kodovanou sekvenci ké6dujici AveC
genovy produkt plasmidu pSE186 (ATCC 209604) nebo
aminokyselinovou sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2). V
prikladném provedeni je genovy produkt homologicky k AveC
ziskdn z S. hygroscopicus (jak je popséno v EP prihlasce
0298423; depositum FERM BP-1901) a obsahuje aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 4 nebo jeji vyznamnou Cast. Termin
"yyznamna Cast" aminokyselinové sekvence podle SEQ ID NO: 4
oznaduje polypeptid obsahujici alespon 70% aminokyselinové
sekvence SEQ ID NO: 4, ktery tvofi funk&né& ekvivalentni genovy
produkt homologicky k AveC. "Funkéné ekvivalentni™ genovy
produkt homologicky k AveC je definovan jako genovy produkt,
ktery pri expresi v S. hygroscopicus kmenu FERM BP-1901, ve
kterém je nativni alela homologicka k AveC inaktivovana, vede k
produkci v podstaté stejnych mnozstvi a pomé&ru milbemycint,
jako je produkovédno v S. hygroscopicus kmenu FERM BP-1901
exprimujicim pouze prirozenou, funkéni alelu homologickou k
AveC, kterad je pfrirozen&d pro S. hygroscopicus kmen FERM BP-
1901. V prikladném provedeni obsahuje izolovana
polynukleotidovd molekula podle predkléadaného vynalezu, ktera
kéduje S. hygroscopicus genovy produkt homologicky k AveC,
nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO: 3 nebo jeji vyznamnou cast.
Termin "vyznamnd &ast" izolované polynukleotidové molekuly
obsahujici nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO: 3, jak je zde
pouzit, oznacuje izolovanou polynukleotidovou molekulu
obsahujici alesponi 70% nukleotidové sekvence uvedené v SEQ ID
NO: 3, ktera kéduje funkéné ekvivalentni genovy produkt

homologicky k AveC, jak byl definovan vySe.

[ XEX]
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Predklédany vyndlez dale poskytuje polynukleotidovou
molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci, ktera je
homologickd k nukleotidové sekvenci S. hygroscopicus uvedené v
SEQ ID NO: 3. Termin "homologicka" pouZity v souvislosti s
polynukleotidovou molekulou homologickou ke kédujici sekvenci
pro S. hygroscopicus genovy produkt homologicky k AveC oznacuje
polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci:
(a) ktera kéduje stejny genovy produkt jako nukleotidova
sekvence SEQ ID NO: 3 nebo jeji vyznamna cast, ale ktera
obsahuje jednu nebo vice silentnich zmén nukleotidové sekvence
v souladu s degeneraci genetického kédd; nebo (b) ktera
hybridizuje na komplementdrni polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, ktera koduje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4, za stfedné ptisnych
podminek, t.j. za hybridizace na DNA véazanou na filtr v 0,5 M
NaHPO,, 7% dodecylsiranu sodném (SDS), 1 mM EDTA pfi 65 °c, s
proplachy v 0,2 x SSC/0,1% SDS pri 42 °C (viz Ausubel et al.,
vyse), a kterad kéduje funk&né ekvivalentni genovy produkt
homologicky k AveC, jak byl definovéan vySe. Ve vyhodném
provedeni hybridizuje polynukleotidova molekula na
komplementarni sekvenci k nukleotidové sekvenci SEQ ID NO: 3
kédujici genovy produkt homologicky k AveC nebo na jeji
vyznamnou &ast, za podminek vysoké pfisnosti, t.j. za
hybridizace na DNA vézanou na filtr v 0,5 M NaHPOq, 7%
dodecylsiranu sodném (SDS), 1 mM EDTA pfi 65 °c, s proplachy v
0,1 x SSC/0,1% SDS p#i 68 °C (viz Ausubel et al., 1989, vyse),
a ktera kéduje funk&né& ekvivalentni AveC genovy produkt, jak

byl definovan vySe.

Predkladany vynalez dale poskytuje polynukleotidovou
molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici polypeptid,
ktery je homologicky ke genovému produktu S. hygroscopicus

homologickému k AveC. Jak je zde pouZit v souvislosti s
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polypeptidy, které jsou homologické ke genového produktu
homologickému k AveC sekvence SEQ ID NO: 4 z S.hygroscopicus,
oznaduje termin "homologicky" polypeptid majici
aminokyselinovou sekvenci podle SEQ ID NO: 4, ve kterém byl
jeden nebo vice aminokyselinovych zbytkl konzervativné
substituovén jinym aminokyselinovym zbytkem tak, Ze takové
konzervativni substituce vedou ke vzniku funk&né ekvivalentniho

genového produktu, jak byl definovan vyse.

Predkladany vyndlez déle poskytuje oligonukleotidy, které
hybridizuji na polynukleotidovou molekulu obsahujici
nukleotidovou sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo SEQ ID
NO: 3, nebo na polynukleotidovou molekulu obsahujici
nukleotidovou sekvenci, ktera je komplementarni k nukleotidové
sekvenci podle obr.l (SEQ ID NO: 1) nebo SEQ ID NO: 3. Takové
oligonukleotidy maji délku alespofi p¥ibliZné 10 nukleotidt,
lépe 15 aZ 30 nukleotidd, a hybridizuji na jednu z vyse
uvedenych polynukleotidovych molekul za podminem vysoké
pfisnosti, t.j. za vyplachl v 6xSSC/0,5% pyrofosforeénan sodny
pfi pribliZné& 37 °C pro oligonukleotidy délky 14 bazi,
pfiblizZné 48 °c pro oligonukleotidy délky 17 bazi, pfi
priblizné 55 °c pro oligonukleotidy délky 20 bazi a pfi
priblizn& 60 °C pro oligonukleotidy délky 23 bazi. Ve vyhodném
provedeni jsou oligonukleotidy komplementarni k Casti jedné z
vy$e uvedenych polynukleotidovych molekul. Tyto oligonukleotidy
jsou pouzitelné pro ruzné ucely, vletné kodovani nebo pusobeni
jako protismyslné molekuly pouzitelné v genove regulaci, nebo
jako primery pro amplifikaci polynukleotidovych molekul

koédujicich AveC nebo AveC homology.

Dalsi geny homologické k aveC mohou byt identifikovany v
dalsich druzich nebo kmenech Streptomyces za pouZiti

polynukleotidovych molekul nebo oligonukleotidl popsanych v



e e e e (3 ) (X )

o o
[
sse e
[ XX & ]
evsee

24 csoese oo (X ] o (X3 o0

pfedkladaném vyndlezu a znadmych technik. Naptiklad,
oligonukleotidovd molekula obsahujici &ast S.avermitilis
nukleottidové sekvence podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo c&ast S.
hygroscopicus nukleotidové sekvence SEQ ID NO: 3, maZe byt
detekovateln& znalena a pouZita pro prohledavani genetické
knihovny konstruované z DNA ziskané z organismu, ktery je
predm&tem zadjmu. Pfisnost hybridiza&nich podminek je vybrana
podle vztahu referen¢niho organismu, v tomto pripadé
S.avermitilis nebo S. hygroscopicus, ke zkoumanéému organismu.
Pozadavky na ruzné podminky pfisnosti jsou dobrte znamé
odbornikim v oboru, a takové podminky budou pravdé&podobné
zaviset na specifickém organismu, ze kterého je ziskana
knihovna a znadené sekvence. Takové oligonukleotidy maji délku
alespofi 15 nukleotidd a patfi mezi né& napfiklad oligonukleotidy
popsané v nasledujicich pfikladech. Amplifikace homologickych
gen miZe byt provedena za pouziti té&chto a jinych
oligonukleotidd a standardnich technik, jako je polymerasova
tet&zova reakce (PCR), alkoliv jiné amplifika&ni techniky znamé
v oboru, jako je napfiklad ligasova fetézova reakce, mohou byt

také pouZity.

Klony identifikované jako klony obsahujici nukleotidové
sekvence homologické k aveC mohou byt testovany na schopnost
kodovat funk&ni genovy produkt homologicky k AveC. Pro tento
uZel mohou byt klony podrobeny analyze sekvence, pomoci které
se identifikuji vhodné Cteci réamce, stejné jako iniciac¢ni a
terminadni signaly. Alternativné& nebo kromé& toho mohou byt
klonované DNA sekvence insertovany do vhodného expresniho
vektoru, t.j. do vektoru, ktery obsahuje nutné elementy pro
transkripci a translaci insertované kédujici sekvence pro
protein. MiZe byt pouZit jakykoliv z mnoha systéma
vektor/hostitel, v&etné& bakterialnich systéml, jako Jsou

plasmidové, bakteriofadgové nebo kosmidové expresni vektory.
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Vhodné hostitelské buhky transformované takovymi vektory
obsahujicimi potenci&lni aveC homologické kédujici sekvence
mohou byt potom analyzovany na aktivitu AveC typu za pouziti
metod jako je HPLC analyza fermentaCnich produktl, jak je

popséana, napfiklad, déale.

Produkce a zpracovani polynukleotidovych molekul podle
pfedkladaného vynadlezu jsou znédmé v oboru a mohou byt provedeny
za pouZiti rekombinantnich technik, které jsou popsany
napriklad v Maniatis et al., 1989, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY; Ausubel et al., 1989, Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates and Wiley
Interscience, NY; Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY; Innis et al., (ed.), 1995, PCR Strategies,
Academic Press, Inc., San Diego; a Erlich (ed.), 1992, PCR
Technology, Oxford University Press, New York, které jsou zde
vdechny uvedeny jako odkazy. Polynukleotidové klony kédujici
AveC genové produkty nebo genové produkty homologické k AveC
mohou byt identifikovany za pouziti jakékoliv metody znédmé v
oboru, jako jsou napfiklad metody uvedené dale. Genomové DNA
knihovny mohou byt prohledavany na aveC a aveC homologické
kédujici sekvence za pouziti technik jako je technika popsana v
Benton and Davis, 1977, Science 196: 180 pro bakteriofagové
knihovny, a v Grunstein and Hogness, 1975, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 72: 3961-3965 pro plasmidové knihovny. ,
Polynukleotidové molekuly o kterych je znamo, zZe obsahuji aveC
ORF, jako je naptriklad molekula pritomnd v plasmidu pSE1é6
(ATCC 209604) nebo v plasmidu pSE119 (jak je uveden dale),
mohou byt pouZity jako sondy p#i tomto prohledavani.
Alternativné mohou byt syntetizovany oligonukleotidové sondy,

které odpovidaji nukleotidovym sekvencim odvozenym z ¢asteclné
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nebo kompletni aminokyselinové sekvence predidténého genoveho

produktu homologického k AveC.
Rekombinantni systémy
Klonovani a expresni vektory

Predklddany vyndlez dale poskytuje rekombinantni klonovaci
vektory a expresni vektory, které jsou pouzZitelné pro klonovani
nebo expresi polynukleotidovych molekul podle pfedkladaného
vyndlezu obsahujicich, napfiklad, aveC ORF S.avermitilis nebo
ORF jakéhokoliv homologu aveC. V pfikladném provedeni poskytuje
predklédany vynadlez plasmid pSE186 (ATCC 209604), ktery '

obsahuje kompletni ORF aveC genu S.avermitilis.

VSechen néasledujici popis tykajici se aveC ORF S.avermitilis
nebo polynukleotidové molekuly obsahujici aveC ORF
S.avermitilis nebo jeho C&st nebo AveC genového produktu
S.avermitilis, se také tykaji aveC homologd a genovych produktt

homologickych k AveC, pokud neni vyslovné& uvedeno jinak.

Razné vektory byly vyvinuty pro specifické pouZiti v
Streptomyces, vCetné fagl, plasmidd s vysokym poltem kopii,
plasmidi s nizkym pocCtem kopii a E.coli-Streptomyces
kyvadlovych vektort, a jakykoliv z téchto vektord miZe byt
pouzZzit pro provedeni predkladaného vynalezu. Ze Streptomyces
bylo také klonovano mnoho gent pro lékovou resistenci a nékolik
z téchto gend bylo pouzZito ve vektorech jako selektovatelné
markery. PFiklady v souasnosti pouZivanych vektorl pro
Streptomyces jsou uvedeny, napfiklad, v Hutchinson, 1980,
Applied Biochem. Biotech. 16: 169-190.

osee
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Rekombinantni vektory podle predklddaného vyndlezu, zejména
expresni vektory, jsou vyhodné& konstruovany tak, Ze koédujici
sekvence pro polynukleotidovou molekulu podle pfedkléadaného
vyndlezu je v operativni asociaci s jednim nebo vice
reguladnimi elementy nezbytnymi pro transkripci a translaci
kédujici sekvence za vzniku polypeptidu. Termin "regulacni
elementy", jak je zde pouzit, oznaluje - bez omezeni -
nukleotidové sekvence, které kéduji indukovatelné a
neindukovatelné promotory, zesilovace transkripce, operatory a
jiné elementy znamé v oboru, o kterych je znémo, Ze slouZi pro
¥izeni a/nebo regulaci exprese polynukleotidovych kédujicich
sekvenci. Vyraz "kédujici sekvence je v operativni asociaci" s
jednim nebo vice regulac¢nimi elementy znamend, Ze regulacni
elementy u¢inné& ¥idi a umoZfiuji transkripci kédujici sekvence

nebo translaci jeji mRNA, nebo oba tyto déje.

Typickymi plasmidovymi vektory, které mohou byt upraveny
tak, aby obsahovaly polynukleotidovou molekulu podle
predkléddaného vynédlezu, jsou pCR-Blunt, pCR2.1 (Invitrogen),
pGEM3Zf (Promega) a kyvadlovy vektor pWHM3 (Vara et al., 1989,
J. Bact. 171: 5872-5881), naptriklad.

Zplsoby pro konstrukci rekombinantnich vektor@ obsahujicich
urdité kédujici sekvence v operativni asociaci s vhodnymi
reguladnimi elementy jsou v oboru dobfe znadmé a mohou byt
pouZity p¥i provadé&ni ptredklédaného vyndlezu. Mezi tyto metody
patf#i rekombinantni techniky in vitro, syntetické techniky a
genetické rekombinace in vivo. Viz napfiklad techniky popsané v
Maniatis et al., 1989, vyS8e; Ausubel et al., 1989, vy3e;
Sambrook et al., 1989, vySe; Innis et al., 1995, vySe; a Erlich
et al., 1992, vySe.
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Reqgulaéni elementy té&chto vektorl se mohou 1liSit ve své
délce a specificitach. Podle pouZitého systému hostitel/vektor
mi¥e byt pouZito mnoho vhodnych transkrip&nich a translacnich

elementt. Pfiklady transkrip&nich regula&nich regioni nebo
promotorll pro bakterie jsou B-gal promotor, T7 promotor, TAC

promotor, A levy a pravy promotor, trp a lac promotory, trp-lac
fisni promotory a, pro Streptomyces, promotory ermkE, melC a
tipA atd. V konkrétnim provedeni popsaném déle byl pfipraven
expresni vektor obsahujici aveC ORF klonovany do sousedstvi
silného konstitutivniho ermE promotoru ze Saccharopolyspora
erythraea. Vektor byl transformovén do S.avermitilis a potom
provcedend HPLC analyza produktd fermentace ukdzala zvySeny
titr produkovanych avermektinl ve srovnani s produkci ve

stejném kmenu, ktery exprimuje p¥irozenou aveC alelu.

Expresni vektory pro fusni proteiny mohou byt pouzZity pro
expresi AveC genového produktu-fusniho proteinu. Pfecistény
fuisni protein mGZe byt pouZit pro ziskédni antiséra proti AveC
genovému produktu, pro studium biochemickych vlastnosti AveC
genového produktu, pro pripravu AveC fusnich proteind s
odlisnymi biochemickymi vlastnostmi nebo pro usnadnéni
identifikace nebo pre&isténi exprimovanych AveC genovych
produktd. MoZnymi expresnimi vektory pro fusni proteiny jsou,
napfiklad, vektory obsahujici sekvence kdédujici P-galaktosidasu
a trE fuse, fuse obsahujici vazebny protein pro maltosu, fise
obsahujici glutathion-S-transferasu a polyhistidinové fuse
(nosi&ové regiony). V alternativnim provedeni miZe byt AveC
genovy produkt nebo jeho Cast fusovan na genovy produkt
homologicky k AveC nebo jeho &ast, kterd pochdzi z jiného druhu
nebo kmenu Streptomyces, napriklad ze S. hygroscopicus nebo S.
griseochromogenes. V konkrétnim provedeni popsaném dale a
zobrazeném na obr. 7 byl pripraven chimericky plasmid

obsahujici 564 bp region ORF homologicky k aveC ze S.
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hygroscopicus, ktery nahradil 564 bp region ORF aveC
S.avermitilis. Takové hybridni vektory mohou byt transformovany
do bunék S.avermitilis a mohou byt testovany pro urceni jejich
vlivu napfiklad na pom&r produkovanych avermektind t¥idy

2:tridy 1.

AveC fusni proteiny mohou byt upraveny tak, aby obsahovaly
region uZite&ny pro predisténi. Napriklad, fuse AveC-vazebny
protein pro maltosu mohou byt pfeCistény za pouZiti amylosové
pryskyf¥ice; fusni proteiny AveC-glutathion-S-transferasa mohou
byt predidtény za pouZiti glutathion-agarosovych koralkl; a
fusni proteiny AveC-polyhistidin mohou byt prelistény za
pouziti divalentni niklové pryskyf¥ice. Alternativé mohou byt
pro predisténi fusnich proteintl afinitni chromatografii pouZity
protilatky proti proteinovému nebo peptidovému nosicCi.
Napriklad, nukleotidova sekvence kédujici cilovy epitop
monoklondlni protildtky mhZe byt vlozZena do expresniho vektoru
v operativni asociaci s regulaénimi elementy a mizZe byt
umisté&na tak, Ze exprimovany epitop je fusovany na AveC
polypeptid. Naptiklad, nukleotidova sekvence kédujici FLAG™
epitop (International Biotechnologies, Inc.), coZ je hydrofilni
markerovy peptid, muZe byt insertovana za poﬁiiti standardnich
technik do expresniho vektoru v mist& odpovidajicim, napfiklad,
karboxylovému konci AveC polypeptidu. Exprimovany fusni protein
AveC polypeptid-FLAG™ epitop miZe byt potom detekovéan a
afinitné prelistén za pouZiti komercné dostupnych anti-FLAG™

protiléatek.

Expresni vektor kédujici AveC fusni protein miZe byt takeé
upraven tak, aby obsahoval polylinkerové sekvence, které koduji
specifickd vazebnd mista pro proteasy, takZe exprimovany AveC
polypeptid miZe byt uvolnén z nosice nebo fusniho partnera

reakci se specifickou proteasou. Napfiklad mbZe vektor pro
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fusni protein obsahovat DNA sekvence kédujici Stépici mista pro

trombin nebo faktor Xa.

Signalni sekvence umisténéd pred a ve &tecim ramci s aveC ORF
miZe byt vloZena do expresniho vektoru za pouziti znamych
technik a slouZi pro transport a sekreci exprimovaného genového

produktu. Prikady takovych signdlnich sekvenci jsou napriklad
signdlni sekvence z a-faktoru, imunoglobulint®, zevnich

membranovych proteinli, penicillinasy a receptort T-bunék.

Pro usnadné&ni selekce hostitelskych bunék transformovanych
nebo transfektovanych klonovacimi nebo expresnimi vektory podle
pfedkladaného vyndlezu mizZe byt vektor dale upraven tak, aby
obsahoval kédujici sekvenci pro produkt reporterového genu nebo
jiny selektovatelny marker. Takova kédujici sekvence je vyhodné
v operativni asociaci s kdédujicimi sekvencemi pro regulacni
elementy, jak byly popsany vy3e. Reporterové geny pouzZitelné v
predkladaném vyndlezu jsou dobfe znadmé v oboru a patfi mezi né
napfiklad geny kédujici zeleny fluorescentni protein,
luciferasu, xylE a tyrosinasu. Nukleotidové sekvence kédujici
selektovatelné markery jsou dobfe znédmé v oboru a patfi mezi
né, naptriklad, geny kdédujici resistenci na antibiotika nebo
antimetabolity, nebo geny, které dopliuji auxotrofni pozadavky.
Pfiklady takovych sekvenci jsou napriklad sekvence kédujici

resistenci na erythromycin, thiostrepton nebo kanamycin.

Transformace hostitelskych buné€k

Pfedkladany vyndlez déle obsahuje transformované hostitelské
buiiky obsahujici polynukleotidovou molekulu nebo rekombinantni
vektor podle predkladdaného vyndlezu a nové kmeny nebo bunélné
linie ziskané z té&chto bunék. Hostitelskymi buiitkami vhodnymi

pro provedeni vyndlezu jsou vyhodné buifiky Streptomyces, ackoliv
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mohou byt pouZity také jiné prokaryotické a eukaryotické buiky.
Takové transformované hostitelské buiiky obvykle zahrnuji, ale
nejsou omezeny na, mikroorganismy, jako jsou bakterie
transformované rekombinantni bakteriofdgovymi DNA, plasmidovymi
DNA nebo kosmidovymi DNA vektory, nebo kvasinky transformované

rekombinantnimi vektory.

Polynukleotidové molekuly podle pfedkladaného vynalezu jsou
‘urceny pro buhky Streptomyces, ale mohou byt transformovany
také do jinych bakteridlnich nebo eukaryotickych bunék,
napfiklad za u&elem klonovani nebo exprese. Typicky miZe byt
pouzit kmen E. coli, jako je napfiklad DH5a kmen, dostupny od
American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA
(ptirGstkové &. 31343) a z komercnich zdroju (Stratagene).
Vyhodnymi eukaryotickymi hostitelskymi bufikami jsou kvasinky,

atkoliv mohou byt pouZity také savcéi bunky a hmyzi bunky.

Rekombinantni expresni vektor podle predklédaného vynalezu
je vyhodné& transformovan nebo transfektovan do jedné nebo vice
bun&k v podstaté homogenni kultury bunék. Expresni vektor je
obvykle vloZen do hostitelskych bunék za pouZiti znamych
technik, jako je napfiklad protoplastovd transformace, srazeni
fosfore&nanem vapenatym, zpracovani chloridem vépenantym,
mikroinjekce, elektroporace, transfekce kontaktem s
rekombinantnim virem, liposomy-zprostfedkovana transfekce,
DEAE-dextranovd transfekce, transdukce, konjugace nebo
ostfelovani mikrocasticemi. Selekce transformantd mizZe byt
provedenna za pouZiti standardnich technik, jako je selekce
bunék exprimujicich selektovatelny marker, napf¥iklad gen pro
resistenci na antibiotika, ktery je asociovany s rekombinantnim

vektorem, jak bylo uvedeno vySe.
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Po vloZeni expresniho vektoru do hostitelské buiiky miZe byt
integrace a udrZovani aveC kdédujici sekvence v chromosomu
hostitelské bunky nebo episomdlné potvrzena za pouziti
standardnich technik, jako je southernlv pfenos, analyza
restrik¢énimi enzymy, PCR analyza, véetné PCR s reverzni
transkripci (rt-PCR), nebo imunologickymi testy detekujicimi
pfedpokladany genovy produkt. Hostitelské buiiky obsahujici
a/nebo exprimujici rekombinantni aveC kédujici sekvenci mohou
byt identifikovany jakoukoliv z nejméné& Cty¥ obecnych technik
znamych v oboru, ktery jsou: (I) DNA-DNA, DNA-RNA nebo RNA-
protismyslnd RNA hybridizace; (ii) detekce pfitomnosti funkci
markerového genu; (iii) hodnoceni Grovné transkripce podle
exprese aveC-specifickych mRNA transkripti v hostitelské bunce;
a (iv) detekce pritomnosti zralého polypeptidového produktu,
kterd je provedena napfiklad imunotestem nebo detekci AveC
biologické aktivity (naptiklad, produkce specifickych poméru a
mnozstvi avermektin® ukazuje na AveC aktivitu v, napriklad,

S.avermitilis hostitelskych bunikach).

Exprese a charakterizace rekombinantniho AveC genového

produktu

Po stabilnim vloZeni aveC kdédujici sekvence do vhodné
hostitelské bunky mohou byt transformované hostitelské bunky
klonalné& propagovany a ziskané bufiky mohou byt kultivovény za
podminek umoZiujicich maximédlni produkci AveC genového
produktu. Takové podminky obvykle obsahuji kultivaci bunék do
vysoké hustoty. Pokud obsahuje expresni vektor indukovatelny
promotor, tak mohou byt pro indukci exprese pouZity vhodné
indukéni podminky, jako je napfiklad zm&na teploty, vylerpani
Zivin, pridani induk&nich &inidel (napfiklad analogl

karbohydratd, jako je isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

cece
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(IPTG)), akumulace nadbyte&nych vedlejsich produktu

metabolismu.

Pokud zUstdvd AveC genovy produkt uvnit#¥ hostitelskych
bunék, tak jsou bunky sklizeny a provede se lyza bunék a
produkt se izoluje a precisti z lyzdtu za extrakénich podminek
znamych v oboru, které minimalizuji degradaci proteint,
napriklad p¥i 4 °C, a/nebo za pFitomnosti inhibitor@ proteas.
Pokud je exprimovany AveC genovy produkt secernovan z
hostitelskych bunék, tak miZe byt odebrano pouze vycerpané

Zivné medium a produkt miZe byt izolovén z tohoto media.

Exprimovany AveC genovy produkt miZe byt izolovan nebo
vyznamné precistén z bunécnych lyzatd nebo z kultivaéniho
media, za pouzZiti standardnich metod, vietné napfiklad
jakékoliv kombinace nasledujicich metod: sré&Zeni siranem
amonnym, frakcionace podle velikosti, iontoménicova
chromatografie, HPLC, odstfedéni podle hustoty a afinitni
chromatografie. Pokud vykazuje exprimovany AveC genovy produkt
biologickou aktivitu, tak m@Ze byt zvySovani Cistoty pfipravku
sledovano v kaZdém stupni pfec¢istovani pomoci vhodného testu.
Pokud nevykazuje exprimovany AveC genovy produkt biologickou
aktivitu, tak miZe detekovan napfiklad podle velikosti nebo
reaktivity s protilédtkou specifickou pro AveC, nebo podle

pritomnosti fusni sekvence.

Predkladany vynédlez tak poskytuje rekombinantné exprimovany
AveC genovy produkt S.avermitilis obsahujici aminokyselinovou
sekvenci kodovanou sekvenci kdédujici AveC genovy produkt
plasmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo aminokyselinovou sekvenci
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2) nebo jeji vyznamnou ¢ast, a jeho
homology.

sees
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Predkladany vyndlez dile poskytuje rekombinantné exprimovany
genovy produkt homologicky k AveC S.hygroscopicus obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4 nebo jeji vyznamnou

cést, a jeho homology.

Predklédany vyndlez dAle poskytuje zphsob pro produkci AveC
genového produktu, ktery obsahuje kultivaci hostitelskych bunék
transformovanych rekombinantnim expresnim vektorem, kde uvedeny
vektor obsahuje polynukleotidovou molekulu obsahuijici
nukleotidovou sekvenci kdédujici AveC genovy produkt, kde tato
polynukleotidova molekula je v operativni asociaci s jednim
nebo vice regula¢nimi elementy, které kontroluji expresi
polynukleotidové molekuly v hostitelské bufice, kde tato
kultivace je provedena za podminek umoZiujicich produkci
rekombinantniho AveC genového produktu, a ziskdni AveC genového

produktu z buné&é&né kultury.

Rekombinantn& produkovany AveC genovy produkt S.avermitilis
je pouZitelny pro rtzné ucely, vietné vyhledavéani sloulenin,
které alteruji funkci AveC genového produktu a tak ovliviauji
biosyntézu avermektinli, a pro pfipravu protilatek namifenych

proti AveC genovému produktu.

Po zisk&ni AveC genového produktu dostatednné Cistoty mizZe
byt tento produkt charakterizovan za pouzZiti standardnich
technik, jako je SDS-PAGE, chromatografie s vyluovanim podle
velikosti, analyza aminokyselinové sekvence, hodnoceni
biologické aktivity v produkci spravnych metabolitl v
biosyntetické draze avermektind, atd. Napriklad,
aminokyselinové sekvence AveC genového produktu miZe byt
stanovena za pouziti standardnich technik pro sekvenovéni
peptidd. AveC genovy produkt miZe byt déle charakterizovan

pomoci analyzy hydrofilnosti (viz nap#iklad Hopp and Woods,

.o
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1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 3824), nebo analogovymi
softwarovymi algoritmy, pro identifikaci hydrofobnich a
hydrofilnich regiond AveC genového produktu. Strukturdlni
analyza miZe byt provedena pro identifikaci regiont AveC
genoveého produktu, které urcuji specifické sekundarni
uspotféddani. Biofyzikdlni metody, jako je rentgenova
krystalografie (Engstrom, 1974, Biochem. Exp. Biol. 11: 7-13),
pocitacové modelovani (Fletterick and Zoller (ed.), 1986, v:
Currennt Communications in Molecular Biology, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) a nukledrni
magnetickd rezonance (NMR), mohou byt pouZity pro mapovani a

studium mist interakci mezi AveC genovym produktem a jeho

substratem. Informace ziskané z téchto studii mohou byt pouzZity

pro vyb&r novych mist pro mutace v aveC ORF, které by vedly z
zisku novych kmentd S.avermitilis majicich vyhodné&jsi

charakteristiky produkce avermektini.
Konstrukce a pouziti AveC mutantt

Predkladany vyndlez poskytuje polynukleotidovou molekulu
obsahujici nukleotidovou sekvenci, kterd je stejna jako
sekvence kédujici AveC genovy produkt S.avermitilis v plasmidu
pSE186 (ATCC 209604) nebo nukleotidova fekvence aveC ORF
S.avermitilis uvedend na obr. 1 (SEQ ID NO: 1), ale ktera
obsahuje jednu nebo vice mutaci, takZe builky S.avermitilis
kmene ATCC 53692, ve kterych byla pf¥irozend aveC alela
inaktivovéna a které exprimuji polynukleotidovou molekulu
obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci produkuji jiné
poméry nebo mnoZstvi avermektind neZ bufiky kmene S.avermitilis

ATCC 53692, které exprimuji pouze pfirozenou aveC alelu.

Podle predklddaného vyndlezu mohou byt takové

polynukleotidové molekuly pouZity pro produkci novych kment

'EEX)
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S.avermitilis, které vykazuji detekovatelné zmény v produkci
avermektind ve srovndni se stejnym kmenem, ktery exprimuje
pouze prirozenou aveC alelu. Ve vyhodném provedeni jsou takové
polynukleotidové molekuly pouZitelné pro pfipravu novych kmenu
S.avermitilis, které produkuji avermektiny ve sniZeném poméru
t¥idy 2:tfidy 1 ve srovnani se stejnym kmenem, ktery exprimuje
pouze prirozenou aveC alelu. V jiném vyhodném provedeni jsou
takové polynukleotidové molekuly pouZitelné pro pt¥ipravu novych
kmenl S.avermitilis, které produkuji vy33i mnoZstvi avermektint
ve srovnani se stejnym kmenem, ktery exprimuje pouze prirozenou
aveC alelu. V jeSté dalsim provedeni jsou takové
polynukleotidové molekuly pouZitelné pro produkci novych kmenl

S.avermitilis, ve kterych byl aveC gen inaktivovan.

Mutace aveC kdédujici sekvence zahrnuji jakékoliv mutace,
které zpisobuji aminokyselinové delece, adice nebo substituce v
AveC genovém produktu, nebo které vedou ke zkraceni AveC
genového produktu, nebo k jakékoliv kombinaci vy$e uvedenych
zmén, a které vedou k poZadovanym vysledklm. Napriklad,
predkléadany vynédlez poskytuje polynukleotidové molekuly
obsahujici sekvenci kédujici AveC genovy produkt S.avermitilis
v plasmidu pSE186 (ATCC 209604) nebo nukleotidovou sekvenci
aveC ORF S.avermitilis uvedend na obr. 1 (SEQ ID NO: 1), ale
kterd dale obsahuje jednu nebo vice mutaci, které kdéduji
substituce aminokyselinovych zbytkl jinymi aminokyselinovymi
zbytky ve vybran?ch‘pozicich v AveC genovém produktu. V
nékolika ptikladnych provedenich, které jsou uvedeny dale,
mohou byt takové substituce provedeny v jakékoliv
aminokyselinové pozici 55, 138, 139 nebo 230, nebo v nékolika

téchto pozicich.

Mutace aveC kdédujici sekvence jsou porvedeny jakoukoliv

znamou technikou, vcetné chybové PCR nebo kazetové mutagenese.

XXX}
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Napf¥iklad, oligonukleotidy-¥izend mutagenese mlZe byt pouzZita
pro alteraci aveC ORF sekvence definovanym zptsobem, napfiklad
pro vloZeni jednoho nebo vice restrikénich mist nebo
termina¢nich kodont, do specifickych regiont v aveC ORF
sekvenci. Zpusoby jako je zplsob popsany v U.S. patentu
5605793, ktery obsahuje ndhodnou fragmentaci, opakované cykly
mutagenese a zmén nukleotidd, mohou byt také pouZity pro
generovani rozsahlych knihoven polynukleotidl obsahujicich

nukleotidové sekvence kédujici aveC mutace.

Rizené mutace mohou byt vyhodné, zejména tehdy, pokud slouZi
pro alteraci jednoho nebo vice konzervovanych aminokyselinovych
zbytka v AveC genovém produktu. Napfiklad, srovnani odvozenych
aminokyselinovych sekvenci AveC genovych produktd a genovych
produktl homologickych k AveC ze S.avermitilis (SEQ ID NO: 2),
S. griseochromogenes (SEQ ID NO: 5) a S. hygroscopicus (SEQ ID
NO: 4), jak je uvedeno na obr. 6, ukazuje mista vyznamné
konzervace aminokyselinovych zbytkd mezi témito kmeny. Rizend
mutagenese, kterd vede ke zmé&né jednoho nebo vice z téchto
konzervovanych aminokyselinovych zbytkl, mdZe byt zejména
u¢innd v produkci novych mutantnich kment vykazujicich

poZadované alterace v produkci avermektini.

Ndhodnd mutagenese mizZe byt také uzZitend a mbZe byt
provedena pomoci vystaveni bunék S.avermitilis ultrafialovému
nebo rentgenovému zafeni, nebo plsobenim chemickych mutagent,
jako je N-methyl-N'-nitrosoguanin, ethylmethansulfonat,
kyselina dusitéd& nebo nitrogenmustard. Pro prehled technik

mutagenese viz naptiklad Ausubel et al., 1989, vysSe.

Po pfipraveni mutovanych polynukleotidovych molekul jsou
tyto molekuly testovany pro urceni toho, zda mohou modulovat

syntézu avermektind ve S.avermitilis. Ve vyhodném provedeni je
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polynukleotidovd molekula obsahujici mutované nukleotidové
sekvence testovéna pomoci komplementace kmene S.avermitilis, ve
kterém byl aveC gen inaktivovan za dosaZeni aveC negativniho
(aveC”) pozadi. V pfikladu metody je mutovand polynukleotidova
molekula vloZena do expresniho plasmidu v operativni asociaci s
jednim nebo vice regulac¢nimi elementy, kde tento plasmid
vyhodné obsahuje také jeden nebo vice genli resistence pro
antibiotika umoZniujicich selekci transformovanych bunék. Tento
vektor je potom transformovadn do aveC  hostitelskych bunék
pomoci zndmych technik a transformované buniky jsou selektovany
a kultivovany ve vhodném fermentac¢nim mediu za podminek
umoziujicich nebo indukujicich produkci avermektint. Produkty
fermentace jsou potom analyzovany HPLC pro stanoveni schopnosti
mutované polynukleotidové molekuly komplementovat hostitelskou
bunku. Neékolik vektord nesoucich mutovanou polynukleotidovou
molekulu schopnou sniZovat pomér B2:Bl avermektint, vcetné

pSE188, pSE199 a pSE231, je uvedeno déale.

Predkladdany vynalez poskytuje zplsob pro identifikaci mutaci
aveC ORF S.avermitilis, které méni poméry a/nebo mnoZstvi
produkovanych avermektind. Ve vyhodném provedeni poskytuje
predkladany vynédlez zplUsob pro identifikaci mutaci aveC ORF,
které mohou ménit pomér produkovanych avermektin® t¥idy 2:tfidy
1, ktery obsahuje: (a) stanoveni poméru avermektind tridy
2:t¥idy 1 produkovanych bufikami kmene S.avermitilis, ve kterych
byla prirozend aveC alela inaktivovéna a do kterych byla
vloZena a ve kterych je exprimovéna polynukleotidovd molekula
obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici mutovany AveC genovy
produkt; (b) stanoveni poméru avermektin t¥idy 2:trfidy 1
produkovanych bunkami stejného kmene S.avermitilis jako v kroku
(a), které vsak exprimuji pouze aveC alelu majici nukleotidovou
sekvenci ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo nukleotidovou

sekvenci homologickou k této sekvenci; a (c¢) srovnani poméru

XN X )
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avermektin® t¥idy 2:t¥idy 1 produkovanych buiikami S.avermitilis
kroku (a) s pomérem avermektin® t#idy 2:t¥idy 1 produkovanych
bunkami S.avermitilis kroku (b); kdy pokud je pomér avermektinu
t¥idy. 2:t¥idy 1 produkovanych bufikami S.avermitilis kroku (a)
odlisny od poméru avermektin® t¥idy 2:t¥idy 1 produkovanych
bunkami S.avermitilis kroku (b), tak byla identifikovana mutace
aveC ORF, kterd je schopnd ménit pomér avermektinua tridy
2:tfidy 1. Ve vyhodném provedeni mutace sniZuje pomér

produkovanych avermektini t¥idy 2:tfidy 1.

V dalsim vyhodném provedeni poskytuje predkladany vynalez
zpUsob pro identifikaci mutaci aveC ORF nebo genetického
konstruktu obsahujiciho aveC ORF, které mohou ménit mnozstvi
produkovanych avermektint, ktery obsahuje: (a) stanoveni
mnozstvi avermektind produkovanych bunkami kmene S.avermitilis,
ve kterych byla pfirozend aveC alela inaktivovéana a do kterych
byla vloZena a ve kterych je exprimovana polynukleotidova
molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci kdédujici mutovany
AveC genovy produkt nebo obsahujici geneticky konstrukt
obsahujici nukleotidovou sekvenci kdédujici AveC genovy produkt;
(b) stanoveni mnoZstvi avermektinl produkovanych bunkami
stejného kmene S.avermitilis jako v kroku (a), které vsak
exprimuji pouze aveC alelu majici nukleotidovou sekvenci ORF
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo nukleotidovou sekvenci
homologickou k této sekvenci; a (c) srovnédni mnozZstvi
avermektind produkovanych bufikami S.avermitilis kroku (a) s
mnozstvim avermektind produkovanych buiikami S.avermitilis kroku
(b); kdy pokud je mnozstvi avermektin@ produkovanych bufikami
S.avermitilis kroku (a) odlisné od mnoZstvi avermektin
produkovanych bunkami S.avermitilis kroku (b), tak byla
identifikovéna mutace aveC ORF nebo genetického konstruktu,
ktera je schopnd ménit mnozZstvi avermektind. Ve vyhodném

provedeni mutace zvySuje mnoZstvi produkovanych avermektinul.

X R X
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VSechny vy3e uvedené metody pro identifikaci mutaci jsou
provedeny za pouZiti fermentadniho kultivac¢niho media
doplnéného kyselinou cyklohexankarboxylovou, ackoliv mohou byt
pouzZity jako prekursory pouZity také jiné vhodné mastné
kyseliny, jako jsou naptiklad mastné kyseliny uvedené v tabulce
1.

Po identifikaci polynukleotidové molekuly, kterd moduluje
produkci avermektint Zadoucim zplUsobem, se miZe stanovit misto
mutace v nukleotidové sekvenci. Napfriklad, polynukleotidova
molekula majici sekvenci nukleotidd kédujici mutovany AveC
genovy produkt miZe byt izolovadna PCR a miZe byt analyzovéana na
sekvenci DNA za pouziti znédmych metod. Srovndnim DNA sekvence
mutované aveC alely se sekvenci pfirozené aveC alely mohou byt
urCeny mutace odpovidajici za alteraci produkce avermektind. V
konkrétnich provedenich predkladaného vyndlezu zplUsobuji
S.avermitilis AveC genové produkty obsahujici bud substituce
jedné aminokyseliny v pozici 55 (S55F), 138 (S138T), 139
(A139T) nebo 230 (G230D), nebo dvou aminokyselin v pozicich 138
(S138T) a 139 (A139T), zménu funkce AveC genového produktu,
kterd méni pomér produkovanych avermektina t¥idy 2:tfidy 1 (viz
déle). Proto jsou polynukleotidové molekuly majici nukleotidové
sekvence, které kéduji mutované S.avermitilis AveC genové
produkty obsahujici aminokyselinové substituce v jednom nebo
vice aminokyselinovych zbytcich 5, 138, 139 nebo 230, nebo v

kombinace téchto zbytkd, predmétem predkladdaného vynélezu.

Predkladany vynalez dé&le poskytuje prostfedky pro pfipravu
novych kmen S.avermitilis, kde bunky uvedenych kmen obsahuji
mutovanou aveC alelu, kterd zpusobuje alteraci v produkci
avermektint. Naptriklad, pfedkladany vyndlez poskytuje

rekombinantni vektory, které mohou byt pouZity pro cilené
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vloZeni jakékoliv polynukleotidové molekuly obsahujici mutované
nukleotidové sekvence podle predklddaného vyndlezu do mista
aveC genu na S.avermitilis chromosomu, za ucelem inserce nebo
nahrazeni aveC ORF nebo jeho ¢&sti homologni rekombinaci.
Nicméné&, podle predkladdaného vynédlezu mlZe polynukleotidové
molekula obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci podle
predkladaného vyndlezu také modulovat biosyntézu avermektini
tehdy, je-li insertovana do chromosomu S.avermitilis v jiném
misté neZ v aveC genu, nebo pokud je p¥fitomn& v buiikdch
S.avermitilis episomdalné. Tak predkladdany vyndlez také
poskytuje vektory obsahujici polynukleotidovou molekulu
obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci podle pfedkladaného
vynalezu, kde tyto vektory mohou byt pouZity pro inserci
polynukleotidové molekuly v jiném misté chromosomu
S.avermitilis, neZ je aveC gen, nebo které mohou byt pritomné

episomalné.

Ve vyhodném provedeni poskytuje pfedkladany vyndlez vektory
pro genovou substituci, které mohou byt pouZity pro inserci
mutované aveC alely do bunék kmene S.avermitilis, ¢imZ vzniknou
nové kmeny S.avermitilis, JjejichZ bunky produkuji avermektiny
ve zménéném poméru t¥idy 2:t¥idy 1 ve srovnani s bunkami
stejného kmene, které exprimuji pouze p¥irozenou aveC alelu. Ve
vyhodném provedeni je pomér produkovanych avermektind tridy
2:tfidy 1 sniZen. Takové vektory mohou byt pfipraveny za
pouziti mutovanych polynukleotidovych molekul pfitomnych v
expresnich vektorech podle predklddaného vyndlezu, jako je

pSE188, pSE199 a pSE231, které jsou uvedeny déale.

V dal3im vyhodném provedeni poskytuje predkladany vynélez
vektory, které mohou byt pouzZity pro inserci mutované aveC
alely do bunék kmene S.avermitilis, &imZ wvzniknou nové kmeny,

jejichz bunky produkuji avermektiny ve zmé&néném mnoZstvi ve
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srovnani s bunkami stejného kmene, které exprimuji pouze
pfirozenou aveC alelu. Ve vyhodném provedeni je mnoZstvi
produkovanych avermektin® zvySeno. V konkrétnim provedeni
takovy vektor dale obsahuje silny promotor zndmy v oboru, jako
je napriklad silny konstitutivni ermE promotor ze Saccharomyces
erythraea, ktery je umistén pfred a ktery je operativné navézéan
na aveC ORF. Takovym vektorem miZe byt plasmid pSE189, ktery je
popsan v prikladu 11, nebo maZe byt takovy vektor pfipraven za

pouziti mutované aveC alely plasmidu pSE189.

V jiném vyhodném provedeni poskytuje predkladany vynélez
vektory, které jsou pouZitelné pro inaktivaci aveC genu v
prirozeném kmenu S.avermitilis. V pfikladném provedeni mohou
byt takové vektory pripraveny za pouZiti mutované
polynukleotidové molekuly pfitomné v plasmidu pSE180 (ATCC
209605), ktery je popsan dadle (obr. 3). Predkléadany vynélez
dédle poskytuje vektory, které obsahuji polynukleotidovou
molekulu obshujici nebo skladdajici se z nukleotidovych
sekvenci, které v normdlni situaci sousedi s aveC genem in situ
v chromosomu S.avermitilis, v&etné&, napriklad, sousednich
nukleotidovych sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1), kde tyto

vektory mohou byt pouZity pro deleci S.avermitilis aveC ORF.

Pfedkladany vyndlez ddle obsahuje zplUsoby pro pfipravu
novych kmenl S.avermitilis tvofenych buikami, které exprimuji
mutovanou aveC alelu a produkuji pozménény pomér a/nebo
mnozstvi avermektin@ ve srovndni s bufikami stejného kmenu
S.avermitilis, ktery exprimuje pouze pfirozenou aveC alelu. Ve
vyhodném provedeni poskytuje pfedklddany vynadlez zplsob pro
pfipravu novych kmenl S.avermitilis tvofenych bunkami, které
exprimuji mutovanou aveC alelu a které produkuji pozmé&nény
pomer avermektinl t¥idy 2:t¥idy 1 ve srovnani s buikami

stejného kmenu S.avermitilis, které exprimuji pouze pfirozenou
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aveC alelu, kde uvedeny zpusob obsahuje transformaci bunék
S.avermitilis vektorem, ktery nese mutovanou aveC alelu
kébdujici genovy produkt, ktery mé&ni pomér avermektint t¥idy
2:tfidy 1 produkovanych bufikami kmene S.avermitilis
exprimujicimi mutovanou aveC alelu ve srovnani s bunkami
stejného kmenu S.avermitilis, které exprimuji pouze pFfirozenou
aveC alelu, a selekci transformovanych buné&k, které produkuji
pozméneény pomér avermektinl t#idy 2:tfidy 1 ve srovnani s
bunikami stejného kmenu S.avermitilis, které exprimuji pouze
prirozenou aveC alelu. Ve vyhodném provedeni je pomé&r

produkovanych avermektin® t¥idy 2:t¥idy 1 sniZen.

Ve vyhodném provedeni poskytuje pfedklddany vynalez zpisob pro
pfipravu novych kmen@ S.avermitilis tvofenych bufkami, které
produkuji pozménéné mnoZstvi avermektinl, kde uvedeny zptsob
obsahuje transformaci bun&k S.avermitilis vektorem, ktery nese
mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici aveC
alelu, jehoZ exprese zplsobuje zm&nu mnoZstvi avermektint
produkovanych bufikami kmene S.avermitilis exprimujicimi
mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt ve srovnani s
bunkami stejného kmenu S.avermitilis, které exprimuji pouze
prfirozenou aveC alelu, a selekci transformovanych bunék, které
produkuji pozménéné mnoZstvi avermektin@i ve srovnani s buiikami
stejného kmenu S.avermitilis, které exprimuji pouze prirozenou
aveC alelu. Ve vyhodném provedeni je mnoZstvi produkovanych

avermektind t¥idy zvy3eno.

V jiném vyhodném provedeni poskytuje pfedklédany vynalez
zplsob pro pfipravu novych kmenli S.avermitilis tvofenych
butfikami, které obsahuji inaktivni aveC alelu, kde uvedeny
zpusob obsahuje transformaci bun&k S.avermitilis, které
exprimuji pfirozenou aveC alelu, vektorem, ktery inaktivuje

aveC alelu, a selekci transformovanych bun&k, ve kterych byla
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aveC alela inaktivovana. Ve vyhodném pfikladném provedeni jsou
bunky kmene S.avermitilis transformovany vektorem, ktery nese
aveC alelu, kterd byla inaktivovana mutaci nabo nidhradou &asti
aveC alely heterologni genovou sekvenci, a selekci
transformovanych bunék, ve kterych byla prirozend aveC alela
nahrazena inaktivni aveC alelou. Inaktivace aveC alely maZe byt
stanovena HPLC analyzou produktl fermentace, jak je popsana
dale. V konkrétnim provedeni popsaném dale je aveC alela
inaktivovana inserci ermE genu ze Saccharopolyspora erythaea do
aveC ORF.

Predkladany vyndlez dale poskytuje nové kmeny S.avermitilis
tvorené bufikami, které byly transformovany jakoukoliv
polynukleotidovou molekulou nebo vektorem podle predkladaného
vynalezu. Ve vyhodném provedeni poskytuje predkladany vynalez
nové kmeny S.avermitilis, jejichZ bufiky exprimuji mutovanou
aveC alelu misto nebo kromé prirozené aveC alely, kde buiky
téchto novych kmen® produkuji avermektiny v pozm&n&ném poméru
tfidy 2:t¥idy 1 ve srovnadni s produkci avermektina t¥idy
2:tfidy 1 v bufikdch stejného kmenu, ktery exprimuje pouze
pfirozenou alelu. Ve vyhodném provedeni je pomér produkovanych
avermektina tfidy 2:tfidy 1 sniZen. Takové nové kmeny jsou
pouzitelné pro primyslovou produkci komer&né dostupnych

avermektinl, jako je doramektin.

Cilem vyhledavacich testl podle pfedklddaného vynalezu je
identifikace mutovanych alel aveC genu, jejichZ exprese v
buiikdch S.avermitilis mé&ni, pfesné&ji sniZuje, pomér
produkovanych avermektin@ t¥idy 2:tfidy 1. Ve vyhodném
provedeni je pom&r B2:Bl avermektint produkovanych bufikami
nového kmene S.avermitilis podle pfredkladaného vynélezu
exprimujicimi mutovanou aveC alelu, ktera snizuje pomér

avermektinld tfidy 2:t#idy 1 mezi ne? 1,6:1 a 0:1; ve
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vyhodné&j3im provedeni je tento pomé&r od 1:1 do 0:1; a v
nejvyhodnéjsim provedeni je tento pomér od 0,84:1 do 0:1. V
konkrétnim provedeni popsaném dale produkuji nové buiiky podle
pfedkléddaného vynédlezu cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl avermektiny
v pomé&ru menSim neZ 1,6:1. V jiném konkrétnim provedeni
popsaném déle produkuji nové buhky podle predkladaného vyndlezu
cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl avermektiny v poméru priblizné
0,94:1. V je3té& jiném konkrétnim provedeni popsaném dale
produkuji nové bunky podle pfedkladdaného vynadlezu cyklohexyl
B2: cyklohexyl Bl avermektiny v pomé&ru p¥ibliZné& 0,88:1. V
jesSté jiném konkrétnim provedeni popsaném dale produkuji nové
bunky podle predklddaného vynédlezu cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl

avermektiny v poméru pfibliZné& 0,84:1.

V dalsim vyhodném provedeni poskytuje predkladany vyndlez
nové kmeny S.avermitilis obsahujici bunky, které exprimuji
mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici aveC
alelu, misto nebo kromé prirozené aveC alely, kde bufiky tohoto
nového kmenu produkuji pozmé&né&néd mnoZstvi avermektini ve
srovnani s bunkami stejného kmene, které exprimuji pouze
pfirozenou aveC alelu. Ve vyhodném provedeni produkuji nové
kmeny vyS$3i mnoZstvi avermektinu. V pfikladném provedeni
obsahuje geneticky konstrukt ddle silny promotor, jako je silny
konstitutivni promotor ermE ze Saccharopolyspora erythraea,

ktery je umistény pred a v operativni vazb& s aveC ORF.

V dalsim vyhodném provedeni poskytuje pfedkladany vynélez
nové kmeny S.avermitilis obsahujici bufiky, ve kterych byl aveC
gen inaktivovan. Takové kmeny jsou pouZitelné jak z davoda
odlisného spektra avermektinli, které produkuji ve srovnani s
ptirozenymi kmeny, tak pro stanoveni toho, jak ovliviuje
ndhodnd nebo cilend mutagenese aveC genu produkci avermektint.

V konkrétnim provedeni popsaném dale byly hostitelské bunky
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S.avermitilis geneticky upraveny tak, Ze obsahuji inaktivovany
aveC gen. Naptriklad, kmen SE 180-11, popsany v pfikladech
uvedenych dale, byl pfipraven za pouziti prenosového plasmidu
pSE180 (ATCC 209605) (Obr. 3), ktery byl konstruovan pro
inaktivaci aveC genu S.avermitilis inserci ermkE genu pro

resistenci do aveC kdébdujiciho regionu.

Predkladany vynalez dale obsahuje rekombinantné& exprimovany,
mutovany S.avermitilis AveC genovy produkt kodovany jakoukoliv
z vyde uvedenych polynukleotidovych molekul podle predklédaného

vynalezu, a zplsoby Jjeho piipravy.

Predkladany vyndlez dale poskytuje zpusob pro produkci
avermektint, ktery obsahuje kultivaci bunék kmene S.avermitilis
exprimujicich mutovanou aveC alelu, kterd koéduje genovy
produkt, ktery méni pomér avermektin t¥idy 2:tfidy 1
produkovanych bunkami kmene S.avermitilis exprimujicimi
mutovanou alelu ve srovnani s buiikami stejného kmene, které
exprimuji pouze prirozenou alelu, Vv kultivac¢nim mediu za
podminek umozfiujicich produkci avermektin®, a ziskani uvedenych
avermektint z kultury. Ve vyhodném prvedeni je pomeér
avermektind t¥idy 2:t¥idy 1 produkovanych v kultufe bunkami
exprimujicimi mutovanou aveC alelu sniZen. Tento proces
umoZiuje dosaZeni vy33i U¢inosti pfi vyrobé komer&né hodnotnych

avermektin®i, jako je doramektin.

Predkladany vynalez dale poskytuje zpusob pro produkci
avermektin®, ktery obsahuje kultivaci bun&k kmene S.avermitilis
exprimujicich mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt
obsahujici aveC alelu, ktera méni mnoZstvi avermektinl
produkovanych bufikami kmene S.avermitilis exprimujicimi
mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt ve srovnani s

bufikami stejného kmene, které neexprimuji mutovanou aveC alelu

[x)
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nebo geneticky konstrukt, ale pouze prirozenou alelu, Vv
kultivadnim mediu za podminek umoZiujicich produkci
avermektint, a ziskani uvedenych avermektinl z kultury. Ve
vyhodném prvedeni je mnosstvi avermektin produkovanych v
kultufe buiikami exprimujicimi mutovanou aveC alelu nebo

geneticky konstrukt zvyseno.

Predkladany vynalez dale poskytuje nové avermektinové
pripravky produkované kmenem S.avermitilis exprimujicim
mutovanou aveC alelu, kterd kédduje genovy produkt, ktery
sniZuje pom&r avermektind tridy 2:t¥idy 1 produkovany bufikami
kmene S.avermitilis exprimujicimi mutovanou aveC alelu ve
srovnani s butikami stejného kmene, které exprimuji pouze
pfirozenou aveC alelu, kde avermektiny v novém piipravku Jjsou
produkovadny s niz3im pomérem t¥idy 2:t¥idy 1, neZ je pomeér
avermektint t¥idy 2:t¥idy 1 produkovany bunikami stejného kmene
S.avermitilis, které exprimuji pouze piirozenou aveC alelu.
Nové avermektinové pfipravky mohou byt pfipraveny ve formé, ve
které jsou produkované ve vy&erpaném fermentacnim mediu, nebo
mohou byt ziské&ny z tohoto media. Nové avermektinové pfipravky
mohou byt Sastelné& nebo vyznamné precistény z kultivacni
kapaliny za pouZziti znamych biochemickych technik pro
pre¢isténi, jako je sraZeni siranem vapenatym, dialyza,
frakcionace podle velikosti, iontom&nidova chromatografie, HPLC

a podobneé.
Pouziti avermektinl

Avermektiny jsou vysoce u¢inna antiparasitarni Cinidla,
které maji pouziti jako antihelmintika, ektoparasiticidni
&inidla, insekticidy a akaricidy. Avermektinové sloueniny
pripravené zplsoby podle predkladaného vynadlezu jsou vhodn& pro

jakékoliv z téchto pouZiti. Napfiklad, avermektinové sloucCeniny
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pripravené podle predkladaného vynalezu jsou vhodné pro 1écbu
rlznych onemocné&ni a tsval u &lovéka, zejména pro lécbu
onemocn&ni a stavi zphsobenych parasitarni infekci, jak jsou v
oboru znamé. Viz napf¥. Ikeda and Omura, 1997, Chem. Rev. 97(7):
2591-2609. Presn&ji, avermektinové slouceniny pripravené podle
pfedkladaného vynalezu jsou G&inné pro lé&bu rhznych onemocnéni
a stav( zpusobenych endoparasity, jako jsou hlisti, které mohou
infikovat &lové&ka, domaci zvifata, prasata, ovce, driabez, koné

a dobytek.

Presndji, avermektinové slouleniny podle predkladaného
vyndlezu jsou ucinné proti hlistum, které infikuji c¢lovéka,
stejné& jako proti tém, které infikuji rtzné druhy zvifat. Mezi
takové hlisty patfi gastrointestinalni parasiti jako je
Ancylostoma, Necator, Ascaris, Strongyloides, Trichinella,
Capillaria, Trichuris, Enterobius, Dirofilaria a parasiti,
ktefi jsou nachdzeni v krvi a jinych tkédnich nebo organech,
jako jsou filariové formy a extraintestindlni formy

Strongyloides a Trichinella.

Avermektinové sloudeniny podle pfedkladaného vyndlezu jsou
také u&inné p¥i 1é&b& ektoparasitarnich infekci, vcetné
napriklad zamofeni savci a ptaka &lenovci, které jsou zpusobeny
klistaty, rozto&i, vesmi, blechami, masatkami, bodavym hmyzem
nebo migrujicimi larvami dvoukfidlého hmyzu, které mohou

postihovat dobytek a konég&, naptriklad.

Avermektinové sloudeniny podle pfedkladaného vyndlezu jsou
také ucinné jako insekticidy proti domacim skudcim, jako jsou
naptiklad $vaby, moli Satni a mouchy, stejné& jako proti hmyzu
$kodicimu uskladn&nému zrnu a zemédélskym plodinam, jako jsou
napfiklad pavouci, m3ice, housenky a rovnok¥idli, jako jsou

napfiklad kobylky.
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Mezi zvitata, kterd mohou byt lécena avermektinovymi
slou&eninami pfipravenymi podle pfedklédaného vynalezu, patri
ovce, dobytek, kon&, vysokd zvéf, kozi, prasata, ptaci vcéetné

drtibezZe, a psi a koCky.

Avermektinové sloudeniny podle pfedkladaného vynalezu jsou
podany ve form& vhodné pro specifické zamy3lené pouziti,
konkrétni druh léceného zvifete a podle typu parasita nebo
hmyzu, ktery zptsobuje infekci. PF¥i pouZiti jako
antiparasitarni ¢inidlo miZe byt avermektinova sloucenina
pripravend podle pfedklddaného vynalezu ‘podéna oralné ve formé
kapsle, bolusu, tablety nebo kapaliny, nebo miZe byt podana
nastfikem, nebo injekci nebo ve form& implantétu. Takove
prostfedky jsou pripraveny bé&Znym zpusobem, podle standardni
veterinarni praxe. Kapsle, bolusy nebo tablety mohou byt
pripraveny smisenim aktivni sloZky s vhodnym jemné délenym
fedidlem nebo nosidem, ktery dale obsahuje &inidlo podporujici
rozpadavost a/nebo pojivo jako je Skrob, laktosa, talek,
stearan hofe&naty a podobn&. Veterindrni prostfedky mohou byt
pripraveny rozpusténim aktivni slozky ve vodném roztoku
spole&né s dispergalnimi nebo smacivymi &inidly a podobné.
Injekéni prostfedky mohou byt pfipraveny ve formeé sterilnich
roztok?, které mohou obsahovat dalsi substance, jako Jsou
napfiklad soli a/nebo glukosa upravujici izotonicitu roztoku s

izotonicitou krve.

Takové prostfedky obsahuji rtizné mnozstvi aktivini
sloudeniny, v zavislosti na pacientovi nebo druhu 1éceného
zvitete, na zavaZnosti a typu infekce a na té&lesné hmotnosti
lé¢eného jedince. Obecné&, pro ordlni podani je vhodna davka
aktivni sloucéeniny od pf¥iblizné 0,001 do 10 mg na kg télesné

hmotnosti jedince a je podédna v jedné davce neboje rozdélena do
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1-5 dennich davek.Nicméné&, mohou byt pfipady, u kterych jsou
indikovany vy33i nebo ni#8i davky, které jsou urceny lékaren

nebo veterinafem podle klinickych priznaki.

Alternativné mtZe byt avermektinovad sloucenina produkovana
podle pfedkladdaného vyndlezu poddna v kombinaci s potravou pro
zvifata a pro tento udel miZe byt pfipravena koncentrovana
potravinovad prisada nebo smé&s pro smiseni s normé&lni potravou

pro zvirata.

Pro pouZiti jako insekticid a pro hubeni zeméd&lskych Skiadcl
miZe byt avermektinova sloulenina pfipravena podle
pfedkladaného vynadlezu pouzita ve formé& spreje, prasku, emulse

a podobné&, podle standardnich zemé&dé&lskych zvyklosti.

Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1: Fermentace Streptomyces avermitilis a analyza BZ:Bl

avermektina

Kmeny deficientni v aktivité& dehydrogenasy rozveétvenych 2-
oxo kyselin i 5-O-methyltransferasy neprodukovaly Zadné
avermektiny, pokud nebylo fermenta&ni medium doplnéno mastnymi
kyselinami. Tento p#iklad ukazuje, Ze v takovych mutantech je
moZno ziskat rGzné pomé&ry B2:Bl avermektind, kdyZ je biosyntéza

iniciovana pritomnosti rGznych mastnych kyselin.
1. Materidly a metody

Streptomyces avermitilis ATCC 53692 byl skladovan pfi -70 oc
ve form& celého kultivadniho media ptripraveného v ockovacim
mediu sklédajicim se z: Zkrobu (Nadex, Laing National) - 20 g7

Pharmamedia (Trader's Protein, Memphis, TN) - 15 g; Ardamin pH
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(Yeast Products Inc.) - 5 g; uhli&itanu vapenatého - 1 g.
Kone&ny objem byl upraven na 1 litr pomoci vody, pH bylo
upraveno na 7,2 a medium bylo autoklavovéno p¥i 121 °C po dobu

25 minut.

2 ml roztaté suspenze ptipravku uvedeného vyse byly pouZity
pro olkovani do nadob obsahujicich 50 ml stejného media. Po 48
hodinové inkubaci pfi 28°C na rotacéni trepacce pri 180 rpm byly
2 ml media pouZity pro o&kovani do nadob obsahujicich 50 ml
produk&niho media, rteré obsahovalo: Skrob - 80 g; uhlicitan
vapenaty - 7 g; Pharmamedia - 5 g; hydrogenfosforecnan vépenaty
- 1 g; siran hofecnaty - 1 g; kyselinu glutamovou - 0,6 g;
heptahydrat siranu Zeleznatého - 0,01 g; siran zinecnaty -
0,001 g; siran manganaty - 0,001 g. Kone&ny objem byl upraven
na 1 litr pf¥idanim vody, pH bylo upraveno na 7,2 a medium bylo

autoklavovéano pfi 121 °C po dobu 25 minut.

Substraty tvofené rlznym karboxylovymi kyselinami (viz
tabulku 1) byly rozpudtény v methanolu a byly ptidany do
fermentadniho media 24 hodin po naockovani v konecné
koncentraci 0,2 g/litr. Fermentaéni medium bylo inkubovano po
dobu 14 dnti pfi 28 °C, potom bylo medium odstfedéno (2500 rpm
po dobu 2 minut) a supernatant byl odstran&n. Mycelidlni peleta
byla extrahovana acetonem (15 ml), potom dichlormethanem (30
ml) a organickéd faze byla separovana, pfefiltrovana a odpafena
do sucha. Zbytek byl vyjmut do methanolu (1 ml) a byl
analyzovan HPLC za pouZiti Hewlett-Packard 1090A kapalinového

chromatografu vybaveného skenovacim diodovym detektorem pri 240
nm. PouZitou kolonou byla Beckman Ultrasphere C-18, 5 uM, 4,60
mm x 25 cm, pri teploté 40 °c. 25 pl vy3e uvedené roztoku bylo
injeké&n& vneseno do kolony. Eluce byla provedena s linedrnim
gradientem methanol-voda od 80:20 do 95:5 b&hem 40 min pfi 0,85

ml/min. Dvé standardni koncentrace cyklohexyl Bl byly pouZity

s
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pro kalibraci detektoru a byla m&¥ena plocha pod kfivkou pro B2

a Bl avermektiny.

2. Vysledky

HPLC retendni &asy zjidté&né pro B2 a Bl avermektiny a poméry

t¥idy 2:t¥idy 1 jsou uvedeny v tabulce 1.

[N

HPLC retenéni |Pomér
¢as (min)

Substrat B2 Bl B2:B1l
kyselina 4-tetrahydropyrankarboxylova 8,1 14,5 0,25
kyselina isoméselna 10,8 18,9 0,5
kyselina 5-furoova 7,6 14,6 0,62
kyselina 5-(+)-2-methylmaselna 12,8 [21,6 |1,0
kyselina cyklohexankarboxylova 16,9 26,0 1,6
kyselina 3-thiofenkarboxylova 8,8 16,0 1,8
kyselina cyklopentankarboxylovéa 14,2 23,0 2,0
kyselina 3-trifluormethylmaselna 10,9 18,8 3,9
kyselina 2-methylpentanova 14,5 24,9 4,2
kyselina cykloheptankarboxylova 18,6 29,0 15,0

Data uvedena v tabulce 1 ukazuji extrémn& 3iroké rozmezi

pom&ri produkovanych B2:Bl avermektint, coZ ukazuje na vyznamné

odli%nosti v konversi slou&enin t#idy 2 na sloueniny t¥idy 1,

které jsou zavislé na charakteru dodané vychozi mastné

kyseliny. Tato tabulka ukazuje, Ze zmeény pom&ra B2:Bl vzniklé v

dasledku alterace AveC proteinu mohou byt specifické pro

konkrétni substraty. Proto musi byt vyhledavéani mutantl

vykazujicich zmény v poméru B2:Bl pro urdity substrat provedeno

za pritomnosti tohoto substrédtu. Nasledujici priklad popisuje

pouziti kyseliny cyklohexankarboxylové jako skriningoveho

sese
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substrdtu. Tento substrdt je pouZit pouze pro ilustraci

pfedkladaného vyndlezu a nijak neomezuje jeho rozsah.
Priklad 2: Izolace aveC genu

Tento ptriklad popisuje izolaci a charakterizaci regionu
chromosomu Streptomyces avermitilis, ktery kdéduje AveC genovy
produkt. Jak bude uvedeno dale, aveC gen byl identifikovan
jako gen modifikujici pomér produkovanych cyklohexyl-

B2:cyklohexyl-Bl avermektina.
1. Kultivace Streptomyces pro izolaci DNA

Nésledujici zpusob byl pouzZit pro kultivaci Streptomyces.
Jedna kolonie S.avermitilis ATCC 31272 (izolat ¢&. 2) byla
izolovéna na polovi&nim mediu YPD-6 obsahujicim: Difco
kvasinkovy extrakt - 5 g; Difco Bacto-pepton - 5 g; dextrosu -
2,5 g; MOPS - 5 g; Difco Bacto agar - 15 g. Konelny objem byl
upraven na 1 litr pridanim dH,O, pH bylo upraveno na 7,0 a

medium bylo autoklavovano pt¥i 121 °C po dobu 25 minut.

Mycelia kultivovana na vy3e uvedeném mediu byla pouzita pro
inokulaci 10 ml TSB media (Difco Tryptic Soy Broth - 30 g, v 1
1 dH;0, autoklavované pri 121 °c po dobu 25 minut) ve zkumavce
25 mm x 150 mm, na rota&ni trepa&ce (300 rpm) p¥i 28 °C po dobu
48-72 hodin.

2. Izolace chromosomdlni DNA ze Streptomyces

Alikvoty (0,25 ml nebo 0,5 ml) mycelii kultivovanych
zpusobem popsanym vySe byly umistény do 1,5 ml
mikrocentrifuga&nich zkumavek a bufiky byly koncentrovany

centrifugaci p¥i 12000 x g po dobu 60 sekund. Supernatant byl
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odstran&n a bufky byly resuspendovéany ve 0,25 ml TSE pufru (20
ml 1,5 M sacharosy, 2,5 ml 1 M Tris-HCl, pH 8,0, 2,5ml 1 M
EDTA, pH 8,0 a 75 ml dH;0), ktery obsahoval 2 mg/ml lysozymu.
Vzorky byly inkubovany po dobu 20 minut p¥i 37 °Cc za trepéani,
byly vneseny do AutoGen 540™ automatizovaného piistroje pro
izolaci nukleovych kyselin (Integrated Separation Systems,
Natick, MA) a genomova DNA byla izolovéana za pouziti Cycle 159

(softwarova vybava) podle navodu vyrobce.

Alternativné bylo 5 ml mycelii umisténo do zkumavky 17 mm x
100 mm, bufiky byly koncentrovany centrifugaci p¥i 3000 rpm po
dobu 5 minut a supernatant byl odstranén. Bunky byly
resuspendovany v 1 ml TSE pufru, byly koncentrovany
centrifugaci p¥i 3000 rpm po dobu 5 minut a supernatant byl
odstrané&n. Buiky byly resuspendovany v 1 ml TSE pufru
obsahujicim 2 mg/ml lysozymu a provedla se inkubace pfi 37 °C s
t¥epanim po dobu 30-60 minut. Po inkubaci se p¥idalo 0,5 ml 10%
dodecylsiranu sodného (SDS) a bunky se inkubovaly p¥i 37 OC,
dokud nebyla lyza bun&k dokonena. Lyzadt se inkuboval pfi 65 °c
po dobu 10 minut, ochladil se na teplotu okoli, rozd&lil se do
dvou 1,5 ml Eppendorfovych zkumavek a extrahoval se 1 x 0,5 ml
fenol/chloroformem (50% fenol pfredem uvedeny do rovnovadhy 0,5 M
Tris, pH 8,0; 50% chloroform). Vodna faze se odebrala a
extrahovala se 2 a% 5 x chloroformem:isoamylalkoholem (24:1).
DNA se vysrézela pridanim 1/10 objemu 3M octanu sodného, PpH
4,8, inkubaci sm&si na ledu po dobu 10 minut, centrifugovéanim
smési p¥i 15000 rpm pfi 5 °C po dobu 10 minut a odstranénim
supernatantu pro pro¢isté&ni zkumavky, do které se pfidal 1
objem isopropanolu. Smé&s supernatantu a isopropanolu se potom
inkubovala na ledu po dobu 20 minut, centrifugovala se pfi
15000 rpm po dobu 20 minut pfi teploté 5 °Cc, supernatant se

odstranil a DNA peleta se promyla 1x 70% ethanolem. Po usu$eni

ssne
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pelety se DNA resuspendovala v TE pufru (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 8,0).

3. Izolace plasmidové DNA ze Streptomyces

Alikvota (1,0 ml nebo 0,5 ml) mycelia byla umisténa do 1,5
ml mikrocentrifugaénich zkumavek a bunky byly koncentrovany
centrifugaci pri 12000 x g po dobu 60 sekund. Supernatant byl
odstranén a bunky byly resuspendovény v 1,0 ml 10,3% sacharosy
a byly koncentrovany centrifugaci p¥i 12000 x g po dobu 60
sekund a supernatant byl odstranén. Bufiky byly potom
resuspendovany ve 0,25 ml TSE pufru, ktery obsahoval 2 mg/ml
lysozymu a byly inkubovany po dobu 20 minut p#i 37 °C za
tfepani a vneseny do AutoGen 540™ automatizovaného pristroje
pro izolaci nukleovych kyselin. Plasmidovd DNA byla izolovéana

za pouziti Cycle 106 (softwarovad vybava) podle navodu vyrobce.

Alternativné bylo 1,5 ml mycelia umisté&no do 1,5 ml
mikrocentrifugacnich zkumavek a bunky byly koncentrovany
centrifugaci pfi 12000 x g po dobu 60 sekund. Supernatant byl
odstranén a bunky byly resuspendovany v 1,0 ml 10,3% sacharosy
a byly koncentrovany centrifugaci p#i 12000 x g po dobu 60
sekund a supernatant byl odstranén. Bufiky byly potom
resuspendovany ve 0,5 ml TSE pufru, ktery obsahoval 2 mg/ml
lysozymu a byly inkubovany po dobu 15-30 minut p¥i 37 °C. Po
inkubaci bylo pfiddno 0,25 ml alkalického SDS (0,3 N NaOH, 2%
SDS) a bunky byly inkubovany p¥i 55 °C po dobu 15-30 minut,
dokud nebyl roztok &iry. K roztoku DNA byl p¥idan octan sodny
(0,1 ml, 3M, pH 4,8) a roztok byl potom inkubovén na ledu po
dobu 10 minut. DNA vzorky byly centrifugovény p¥i 14000 rpm po
dobu 10 minut p¥i 5 °C. Supernatant byl odstrané pro proc¢isténi
zkumavky a bylo pfidédno 0,2 ml fenol:chloroformu (50% fenol:50%

chloroform) a provedlo se jemné promiseni. DNA roztok byl
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centrifugovan pf#i 14000 rpm po dobu 10 minut p#i 5 °C a horni
vrstva byla odstranéna pro proisténi Eppendorfovi zkumavky.
Pridal se isopropanol (0,75 ml), roztok se jemné promisil a
potom se inkuboval p¥i teplot& okoli po dobu 20 minut. DNA
roztok byl centrifugovan p¥i 14000 rpm po dobu 15 minut p¥i 5
°c, supernatant se odstranil a DNA peleta se promyla 70%

ethanolem, su3ila se a resuspendovala se v TE pufru.
4. Izolace plasmidové DNA z E. coli

Jedna trasnformovanad kolonie E. coli byla naodkovéana do 5 ml
Luria-Bertani (LB) media (Bacto-Trypton - 10 g; Bacto -
kvasinkovy extrakt - 5 g; a NaCl 10 g v 1 litru dH,O, pH 7,0,

autoklavované pri 121 °C po dobu 25 minut a dopln&né 100 pg/ml
ampicilinem). Kultura byla inkubovédna pfes noc a 1 ml alikvota
byla vnesena do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky. Vzorky z
kultury byly vneseny do AutoGen 540™ automatizovaného
pfistroje pro izolaci nukleovych kyselin a plasmidovd DNA byla
izolovéna za pouZiti Cycle 3 (softwarova vybava) podle navodu

vyrobce.
5. Priprava a transformace protoplast® S.avermitilis

Jednotlivé kolonie S.avermitilis byly izolovany na 1/2 YPD-
6. Mycelia byla pouZita pro inokulaci 10 ml TSB media ve
zkumavce 25 mm x 150 mm, kterad byla inkubovédna za tfepani (300
rpm) pfi 28 °C po dobu 48 hodin. 1 ml mycelia byl pouZit pro
inokulaci 50 ml YEME media. YEME medium obsahuje na litr: Difco
kvasinkovy extrakt - 3 g; Difco Bacto-peptod - 5 g; Difco Malt
extrakt - 3 g; sacharosu - 300 g. Po autoklavovani pri 121 °C
po dobu 25 minut byly pfidany nasledujici slozky: 2,5 M
MgCl;.6H20 (separdtné autoklavované p¥i 121 °C po dobu 25 minut)

- 2 ml; a glycin (20%) (sterilizovany filtraci) - 25 ml.
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Mycelia byla kultivovana pri 30 °C po dobu 48-72 hodin a
byla ziskdna centrifugaci v 50 ml centrifuga¢ni zkumavce
(Falcon) p¥i 3000 rpm po dobu 20 minut. Supernatant byl
odstran&n a mycelia byla resuspendovéna v P pufru, ktery
obsahoval: sacharosu - 205 g; K»S04 - 0,25 g; MgCl,.6H0 - 2,02
g; H,0 - 600 ml; K,PO, (0,2%) - 10 ml; roztok stopovych prvkl -
20 ml; CaCl, . H,O0 (3,68%) - 100 ml; a MES pufr (1,0 M, pH 6,5)
- 10 ml (roztok stopovych prvkd obsahoval na litr: ZnCl, - 40
mg; FeCl;3.6H,0 - 200 mg; CuCl;.2H;0 - 10 mg; MnCl,.4H,0 - 10 mg;
Na,B407.10 H,O - 10 mg; (NHg)3Mo07024.4 HyO - 10 mg). pH bylo
upraveno na 6,5, kone&ny objem byl upraven na 1 litr a medium

bylo horké filtrovéno p¥es 0,45 mikronovy filtr.

Mycelia byla peletovéana p¥i 3000 x rpm po dobu 20 minut,
supernatant byl odstranén a mycelia byla resuspendovana ve 20
ml P pufru obsahujiciho 2 mg/ml lysozymu. Mycelia byla
inkubovéna pf¥i 35 °C po dobu 15 minut a potom byl mikroskopicky
stanoven rozsah tvorby protoplastl. Pokud byla tvorba
protoplastt dokon&en&, tak byly protoplasty centrifugovany pfi
8000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a
protoplasty byly resuspendovany v 10 ml P pufru. Protoplasty
centrifugovany p¥i 8000 rpm po dobu 10 minut, supernatant byl
odstranén, protoplasty byly resuspendovany ve 2 ml P pufru a
pribliZzné 1 x 10° protoplastd bylo umisté&no do 2,0 ml

kryogenickych zkumavek (Nalgene).

Zkumavka obsahujici 1 x 10° protoplastl byla centrifugovéna
pfi 8000 rpm po dobu 10 minut, supernatant byl odstranén a
protoplasty byly resuspendovany v 0,1 ml P pufru. 2 pg
transformujici DNA byly pfidany k protoplastim a potom byl
okam?it& pridan pracovni T pufr (0,5 ml). Zaklad pro T pufr
obsahoval: PEG-1000 (Sigma) - 25 g; sacharosa - 2,5 g; H0 - 83
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ml. pH bylo upraveno na 8,8 pomoci 1IN NaOH (sterilizovaného
filtraci) a zé&klad pro T-pufr byl sterilizovan filtraci a
uskladnén p#i 4 °C. Pracovni T pufr, pripraveny v den pouZiti,
obsahoval: zdklad pro T pufr - 8,3 ml; K;PO; (4 mM) - 1,0 ml;
CaCl;.2 H0 (5 M) - 0,2 ml; a TES (1 M, pH 8) - 0,5 ml. Kazda
sloZka pracovniho T pufru byla samostatn& sterilizovéana

filtraci.

Béhem 20 sekund od p#idani T pufru k protoplastim byl p¥idan
také 1 ml P pufru a protoplasty byly centrifugovany pfi 8000
rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odstrané a protoplasty
byly resuspendovany v 0,1 ml P pufru. Protoplasty byly potom
umistény na RM14 medium, které obsahovalo: sacharosu - 205 g;
K250, - 0,25 g; MgCl,.6 H,0 - 10,12 g; glukosu - 10 g; Difco
Casamino kyseliny - 0,1 g; Difco kvasinkovy extrakt - 5 g;
Difco Oatmeal Agar - 3 g; Difco Bacto Agar - 22 g; dH,0 - 800
ml. Roztok byl autoklavovan pri 121 °C po dobu 25 minut. Po
autoklavovani byly pfidany nédsledujici sterilni sloZky: K;PO4
(0,5% - 10 ml; CaCl;.2 H,0 (5 M) - 5 ml; L-prolin (20%) - 15
ml; MES pufr (1,0 M, pH 6,5) - 10 ml; roztok stopovych prvki
(Jak byl popséan vyse) - 2 ml; cykloheximid (25 mg/ml) - 40 ml);
a 1 N NaOH - 2 ml. 25 ml RM14 media bylo pouZito na plotnu a
plotny byly su$eny po dobu 24 hodin pfed pouzZitim.

Protoplasty byly inkubovény p#i 95% vlhkosti pri 30 °c po
dobu 20-24 hodin. Pro selekci transformantl resistentnich na
thiostrepton byl na RM14 regenerac¢ni plotny rovnom&rné& nanesen
1 ml pufru obsahujiciho 125 ng/ml thiostreptonu. Tento pufr
obsahoval na 100 ml: sacharosu - 10,3 g; roztok stopovych prvkl
(Jak byl popsan vyse) - 2 ml; a MES (1 M, pH 6,5) - 1 ml.
Protoplasty byly inkubovany pfi 95% vlhkosti pfi 30 °C po dobu
7-14 dnl, doku nebyly viditelné kolonie resistentni na

thiostrepton (Thio®).
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6. Transformace protoplasti Streptomyces lividans

V nékterych pfipadech byly pro transformaci pouZity S.
lividans (ziskané od John Innes Institute, Norwich, U.K.).
Metody a prostfedky pro kultivaci, protoplastovani a
transformovédni S. lividans Jsou popséany v Hopwood et al., 1985,
. Genetic Manipulation of Streptomyces, A Laboratory Manual, John
Innes Foundation, Norwich, U.K., a byly provedeny zpusobem
popsanym v této publikaci. Plasmidova DNA byla izolovédna z

transformantd S. lividans zpisobem popsanym vyse.
7. Analyza fermentace kment S.avermitilis

Mycelia S.avermitilis kultivovana na 1/2 YPD-6 po dobu 4-7
dnt byla nao&kovana do zkumavek 1 X 6 palcl obsahujicich ptredem
pripravené medium a 5 mm sklen&né koralky. Predptipravené
medium obsahovalo: rozpustny Skrob (bud ¥idky varem upraveny
Skrob nebo KO0SO, Japan Corn Starch Co., Nagoya) - 20 g/1;
Pharmamedia - 15 g/1; Ardamin pH - 5§ g/l (Champlain Ind.,
Clifton, NJ); CaCO; - 2 gal; 2x bcfa ("bcfa" oznac¢uje mastné
kyseliny s rozvé&tvenym feté&zcem) obsahujici kone&nou

. koncentraci v mediu 50 ppm kyseliny 2-(+/-)-methylméselné, 60
ppm kyseliny methylméselné a 20 ppm kyseliny isovalerové. pH
bylo upraveno na PH 7,2 a medium bylo autoklavovano pri 121 °c

po dobu 25 minut.

Zkumavka se t¥epala p¥i thlu 17° pfi 215 rpm p¥i 29 °C po
dobu 3 dni. 2 ml alikvota o&kovaci kultury byla pouZita pro
inokulaci 300 ml Erlenmeyerovi zkumavky obsahujici 25 ml
produkéniho media, které obsahovalo: &krob (bud ridky varem
upraveny Skrob nebo KOSO) - 160 g/1l; Nutrisoy (Archer Daniels
Midland, Decatur, IL) - 10 g/1; Ardamin pH - 10 g/1; K,HPO, - 2
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g/1; MgS04.4 Hy0 - 2 g/1; FeS04.7 H0 - 0,02 g/1; MnCl, - 0,002
g/1l; ZnS04.7 Hy0 - 0,002 g/1l; caCoO; - 14 g/1l; 2x bcfa (jako
vySe); a kyselinu cyklohexankarboxylovou (CHC) (pfipravenou
jako 20% roztok pri PH 7,0) - 800 ppm. pH bylo upraveno na pH

6,9 a medium bylo autoklavovano pri 121 °c po dobu 25 minut.

Po inokulaci byla zkumavka inkubovana p¥i 29 °C po dobu 12
dnd za tfepani p¥i 200 rpm. Po inkubaci byl ze zkumavky odebran
2 ml vzorek, byl na¥edédn 8 ml methanolu, promisen a smés byla
centrifugovana p¥i 1250 x g po dobu 10 minut pro peletovani
drté. Supernatant byl potom analyzovan HPLC za pouZiti Beckman
Ultrasphere ODS kolony (25 cm x 4,6 mm ID) s prlitokem 0,75
ml/min a za detekce podle absorbance pfi 240 nm. Mobilni fazi

byl methanol/voda/acetonitril (86/8,9/5,1).
8. Izolace PKS gentl S.avermitilis

Byla pfipravena kosmidovd knihovna S.avermitilis (ATCC
31272, SC-2) chromosomalni DNA a byla hybridizovéana
ketosynthasovou (KS) sondou pfipravenou z fragmentu genu pro
polyketid-synthasu (PKS) Saccharopolyspora erythraea. Podrobny
popis pripravy kosmidovych knihoven je uveden napfiklad v
Sambrook et al., 1989, vySe. Podrobny popis pripravy knihoven
Streptomyces chromosom&lni DNA Je uveden v Hopwood et al.,
1985, vy3e. Kosmidové klony obsahujici regiony hybridizujici na
ketosynthasu byly identifikovany hybridizaci na 2,7 kb
NdeI/Eco47III1 fragment z PEX26 (ziskany od Dr. P. Leadlay,
Cambridge, UK). PribliZn& 5 ng pEX26 bylo traveno Ndel a
Eco47III. Reakéni sm&s byla vnesena na 0,8% SeaPlaque GTG
agarosovy gel (FMC BioProducts, Rockland, ME). 2,7 kb
NdeI/Eco47III fragment byl excidovédn z gelu po elektroforese a
DNA byla ziskédna z gelu za pouZiti GELase™ od Epicentre

Technologies, za pouZiti Fast protokolu. 2,7 kb NdeI/Eco47III
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fragment byl ozna&en [a~*?P]dCTP (deoxycytidin-5'-trifosfat,
tetra(trimethylammoniova) sul, [a—”P]—) (NEN-DuPont, Boston,
MA) za pouZiti BRL Nick Translation systému (BRL Life
technologies, 1Inc., Gaithersburg, MD, podle navodu vyrobce.
Typickd reakce byla provedena v objemu 0,05 ml. Po adici 5 pl
stop pufru byla zna&end DNA odd&lena od neinkorporovanych
nukleotidd za pouZiti G-25 Sephadex Quick Spin™ kolony

(Boehringer Mannheim) podle navodu vyrobce.

Priblizné& 1800 kosmidovych klont bylo vySettovano
hybridizaci kolonii. Bylo identifikovano 10 klona, které
hybridizovaly siln& na KS sondu Sacch. erythraea. E. coli
kolonie obshaujici kosmidovou DNA byly kultivovany na LB
kapalném mediu a kosmidova DNA byla izolovédna z kazdé kultury
na AutoGen 540™ automatizovaném pfistroji pro izolaci za
pouziti Cycle 3 (softwarové vybava) podle n&vodu vyrobce.
Mapovani restrik&nimi endonukleasami a southernGv pF¥enos
ukazaly, Ze pé&t klont obsahuje pfrekryvajici se chromosomalni
regiony. S.avermitilis genomové BamHI restriké&ni mapa péti
kosmidlh (t.j. pSE6S5, PSE66, pSE67, pSE68, pSE69) byla
konstruovéna analyzou pfekryvajicich se kosmidé a hybridizaci
(obr. 4).

9. Identifikace DNA, ktera moduluje poméry avermektin® B2:Bl a
identifikace aveC ORF

Nasledujici metody byly pouzZity pro testovani subklonovanych
fragmentl ziskanych z PSE66 kosmidového klonu na jejich
schopnost modulovat poméry avermektindi B2:Bl v AveC mutantech.
PSE66 (5 ug) byl traven SacI a BamHI. Reakéni smés byla vnesena
na 0,8% SeaPlaque™ GTG agarosovy gel (FMC BioProducts, 2,9 kb

fragment byl excidovan z gelu po elektroforése a DNA byla
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ziskana z gelu za pouZiti GELase™ od Epicentre Technologies,

za pouziti Fast protokolu. P¥iblisné& 5 ng kyvadlového vektoru
PWHM3 (Vara et al., 1989, J. Bacteriol. 171: 5872-5881) bylo
traveno SacI a BamHI. Priblisné 0,5 ug 2,9 kb insertu a 0,5 ug
traveného pWHM3 bylo smiseno a provedla se inkubace p¥es noc s
1 jednotkou ligasy (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA) pri

15 °C, v celkovénm objemu 20 pl, podle navodu vyrobce. Po

inkubaci se 5 pl liga&ni smési inkubovalo pri 70 °C po dobu 10
minut, ochladilo se na teplotu okoli a pouZilo se pro
transformaci kompetentnich E. coli DH5a bunék (BRL) podle
navodu vyrobce. Plasmidova DNA byla izolovadna z transformanta
resistentnich na ampicilin a pritomnost 2,9 kb SacI/BamHI

insertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plasmid byl oznaden
PSE119.

Protoplasty S.avermitilis kmene 1100-SC38 (Pfizer in-house
kmen) byly pfipraveny a transformovany pSE119 zplsobem popsanym
v Casti 5. Kmen 1100-S38 je mutant, ktery produkuje vyznamné
vice cyklohexyl-B2 formy avermektinu nez cyklohexyl-Bl formy
avermektinu, kdyZ mu je dodavéana kyselina cyklohexankarboxylova
(B2:Bl je pfibliZné 30:1). PSE119 pouZity pro transformaci
protoplastl S.avermitilis byl izolovan bud z E. coli kmenu GM
2163 (ziskaného od Dr. B.J. Bachmann, Curator, E. coli Genetic
Stock Center, Yale University), E. coli kmenu DM1 (BRL) nebo S.
lividans kmenu TK64. Transformanty kmenu 1100-SC38 resistentni
na thiostrepton byly izolovany a byla provedena HPLC analyza
produktd fermentace. Transformanty S.avermitilis kmenu 1100-
SC38 obsahujici pSE119 produkovaly zmé&n&ny pomér cyklohexyl-
B2:cyklohexyl-Bl avermektind pfibliZné 3,7:1 (tabulka 2).

Po potvrzeni toho, Ze pSE119 muze modulovat pom&r B2:Bl

avermektinl v AveC mutantech byla insertovand DNA sekvenovana.
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PfibliZné 10 pg pSE119 bylo izolovéno za pouZiti kitu pro
izolovani DNA (Qiagen, Valencia, CA) podle n&vodu vyrobce a
tato DNA byla sekvenovéna za pouziti ABI 373A Automatizovaného
DNA sekvendtoru (Perkin Elmer, Foster City, CA). Sekvenadni
data byla sestavena a editovana za pouzZiti Genetic Computer
Group programt (GCG, Madison, WI). DNA sekvence a aveC ORF Jsou
uvedeny na obr. 1 (SEQ ID NO: 1).

Novy plasmid, oznaceny jako pSE118, byl pfipraven
nasledujicim zptisobem. P¥iblizné 5 Hg PSE66 bylo traveno SphI a
BamHI. Reakéni smé&s byla vnesena na 0,8% SeaPlaque™ GTG
agarosovy gel (FMC BioProducts, 2,8 kb SphI/BamHI fragment byl
excidovan z gelu po elektroforése a DNA byla zisk&na z gelu za
pouziti GELase™ od Epicentre Technologies, za pouZiti Fast
protokolu. P¥ibliZn& 5 Hg kyvadlového vektoru pWHM3 (Vara et
al., 1989, J. Bacteriol. 171: 5872-5881) bylo trdveno SphI a
BamHI. PfibliZn& 0,5 pg 2,8 kb insertu a 0,5 pg traveného pWHM3
bylo smiseno a provedla se inkubace pres noc s 1 jednotkou
ligasy (New England Biolabs) p#i 15 °C, v celkovém objemu 20
Hl, podle navodu vyrobce. Po inkubaci se 5 pl ligaéni smési

inkubovalo p#i 70 °c po dobu 10 minut, ochladilo se na teplotu

okoli a pouZilo se pro transformaci kompetentnich E. coli DH5a
bunék podle navodu vyrobce. Plasmidova DNA byla izolovéna z
transformant resistentnich na ampicilin a pfitomnost 2,8 kb
SphI/BamHI insertu byla potvrzena restriké&ni analyzou. Plasmid
byl oznagen pSE118. Insertované DNA v pSE118 a pSE119 se
pfekryvaji v p¥ibliZné& 838 nukleotidech (obr. 4).

Protoplasty S.avermitilis kmene 1100-sC38 byly
transformovany pSE118 zpusobem popsanym vyse. Transformanty
kmenu 1100-SC38 resistentni na thiostrepton byly izolovany a

byla provedena HPLC analyza produkti fermentace. Transformanty
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S.avermitilis kmenu 1100-SC38 obsahujici pSE118 neprodukovaly
zménény pomér cyklohexyl-B2:cyklohexyl-Bl avermektinfi ve
srovnani s kmenem 1100-SC38 (tabulka 2).

10. PCR amplifikace aveC genu z chromosom&lni DNA S.avermitilis

1,2 kb fragment obsahujici aveC ORF byl izolovan z
chromosomalni DNA S.avermitilis PCR amplifikaci za pouziti
primerd navrZenych na z&klads aveC nukleotidové sekvence
uvedené vySe. PCR primery byly ziskdny od Genosys
Biotechnologies Inc. (Texas) . Pravostranny primer m&l sekvenci:
5'-TCACGAAACCGGACACAC-3" (SEQ ID NO: 6) a levostranny primer
meél sekvenci: 5'~-CATGATCGCTGAACCGAG-3" (SEQ ID NO: 7). PCR
reakce byla provedena za pouziti Deep Ventﬂdpolymerasy (New
England Biolabs) v pufru dodavaném vyrobcem a za pritomnosti
300 puM dANTP, 10% glycerolu, 200 pmol kazdého primeru, 0,1 pg
templatu a 2,5 jednotek eénzymu v konecném objemu 100 pl, za
pouZiti Perkin Elmer Cetus teplotniho cyklovacde. Teplotni
profil prvniho cyklu byl 95 °c po dobu 5 minut (denaturac&ni
krok), 60 °c po dobu 2 minut (tepelné zpracovani) a 72 °c po
dobu 2 minut (extense). Dal&ich 24 cykld mé&lo stejny teplotni
profil s tou vyjimkou, Ze denatura&ni krok byl zkrdcen na 45

sekund a tepelné zpracovani bylo zkrdceno na 1 minutu.

Produkt PCR byl zpracovéan elektroforesou na 1% agarosovém
gelu a byl detekovan jeden DNA prouZek velikosti pfiblizZné l 2
kb. DNA byla ptedist&na z gelu a byla ligovéna s 25 ng
linearizovaného PCR-Blun vektoru s lepivymi konci (Invitrogen)
v molarnim pomé&ru vektoru:insertu 1:10 podle névodu vyrobce.
Ligaéni smé&s byla pouzZita pro transformaci One Shot™
kompetentnich E. coli bunék (Invitrogen) podle névodu vyrobce.

Plasmidovad DNA byla izolovana z transformant resistentnich na
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ampicilin a pritomnost 1,2 kb insertu byla potvrzena restriké&ni

analyzou. Plasmid byl ozna&en jako pSE179.

Insertovd DNA z pSE179 byla izolovéana travenim BamHI/Xbal,
byla separovéana elektroforesou, byla pre&isténa z gelu a byla
ligovéna s kyvadlovym vektorem PWHM3, ktery byl také traven
BamHI/XbaI, v celkové DNA koncentraci 1 Hg a molarnim poméru

vektor:insert 1:5. Liga¢ni smés byla pouZita pro transformaci

kompetentnich E. coli DH5q bunék podle navodu vyrobce.

Plasmidovd DNA byla izolovana z transformantl resistentnich na
ampicilin a pritomnost 1,2 kb insertu byla potvrzena restriké&ni
analyzou. Plasmid, ktery byl oznac&en jako pSE186 (obr. 2, ATCC
209604), byl transformovan do E. coli DMl a plasmidové DNA byla

izolovéna z transformantd resistentnich na ampicilin.
Vysledky

Byl identifikovan 2,9 kb SacI/BamHI fragment pSE119, ktery
po transformaci do S.avermitilis kmene 1100-SC38 vyznamné méni
pomér produkovanych avermekting B2:Bl. Za normdlnich okolnosti
ma S.avermitilis kmene 1100-SC38 pomér B2:Bl pfibliZné 30:1,
ale po transformaci vektorem obsahujicim 2,9 kb SacI/BamHI
fragment se pomé&r B2:B1 avermektindm sniZi na p¥iblizné 3,7:1.
Post-fermenta&ni analyza kultur transformantd potvrdila

pfitomnost transformujici DNA.

2,9 kb fragment PSE119 byl sekvencovan a byl identifikovén
0,9 kb ORF (obr. 1) (SEQ ID NO: 1), ktery obsahuje PstI/SphI
fragment, ktery byl dfive mutovan pro produkci ‘pouze B2
produktd (Ikeda et al., 1995, vySe). Srovnavani tohoto ORF nebo
jemu odpovidajiciho polypeptidu se znamymi databdzemi (GenEBML,
SWISS-PROT) neukdzalo Z&dnou silnou homologii se zndmymi DNA

nebo proteinovymi sekvencemi.
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Tabulka 2 ukazuje fermentad&ni analyzu S.avermitilis kmene

1100-SC38 transformovaného riznymi plasmidy.

Tabulka 2

Kmen S.avermitilis pocCet testovanych primérny pomé&r
(transformujici plasmid) transformant® B2:B1
1100-sC38 (Zadny) 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

Priklad 3: Konstrukce AveC mutantd S.avermitilis

Tento p¥iklad popisuje konstrukci né&kolika raznych AveC
mutantd S.avermitilis za pouziti prosttedkd a zpusobl popsanych
vySe. Obecny popis technik pro vkladani mutaci do genu
Streptomyces je uveden v Kieser and Hopwood, 1991, Meth. Enzym.
204: 430-4538. Podrobné&jsi popis je uveden v Anzai et al., 1988,
J. Antibiot. XLI(2): 226-233, a v Stutzman-Engwall et al.,

1992, J. Bacteriol. 174(1): 144-154. Tyto prace jsou zde uplné
uvedeny jako odkazy.

1. Inaktivace aveC genu S.avermitilis

AveC mutanty obsahujici inaktivované aveC geny byly
konstruovany za pouziti né&kolika metod, jak jsou podrobné
popsany dile.

V prvni metod& byl 640 bp SphI/PstI fragment vnit#ni k aveC
geénu v pSE119 (plasmidu popsanému vy3e) nahrazen ermEk genem

(pro resistenci na erythromycin) ze Sacch. erythraea. ErmE gen
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byl izolovan z pIJ4026 (od John Innes Institute, Norwich, U.K.;
viz téZ Bibb et al., 1985, Gene 41: 357-368) travenim
restrikénimi enzymy BglII a EcoRI, po kterém nasledovala
elektfoforésa a preCisténi fragmentu z gelu. Tento 1,7 kb
fragment byl ligovan do PGEM7Zf (Promega), ktery byl traven

BamHI a EcoRI a liga&ni smés byla transformovéana do

kompetentnich E. coli DH5q buné&k podle navodu vyrobce.
Plasmidovad DNA byla izolovana z transformant resistentnich na
ampicilin a pfitomnost 1,7 kb insertu byla potvrzena restrik&ni

analyzou. Plasmid byl ozna&en jako pSE27.

PSE118 (popsany vyse) byl trdven SphI a BamHI, produkt
traveni byl zpracovan elektroforesou a 2,8 kb SphI/BamHI insert
byl pfecistén z gelu. pSE119 byl tréaven PstI a EcoRI, produkt
traveni byl zpracovan elektroforesou a 1,5 kb PstI/EcoRI insert
byl precistén z gelu. Kyvadlovy vektor PWHM3 byl tradven BamHI a
EcoRI. pSE27 byl traven PstI a SphI, produkt traveni byl
zpracovan elektroforesou a 1,7 kb PstI/SphI insert byl
preCistén z gelu. pSE118 (popsany vy3e) byl traven SphI a
BamHI, produkt traveni byl zpracovan elektroforesou a 2,8 kb
SphI/BamHI insert byl pfeCistén z gelu. VSechny ¢&tyfri fragmenty
(t.3. 2,8 kb, 1,5 kb, 7,2 kb, 1,7 kb) byly ligovany dohromady
ve 4-cestné ligaci. Liga¢ni smés byla transformovana do
kompetentnich E. coli DH5q bunék podle névodu vyrobce.
Plasmidova DNA byla izolovana z transformantd resistentnich na
ampicilin a p¥itomnost spravného insertu byla potvrzena

restrikéni analyzou. Plasmid byl oznacen jako pSE180 (obr. 3;
ATCC 209605).

PSE180 byl transformovan do S. lividans TK64 a
transformované kolonie byly identifikovany podle resistence na
thiostrepton a erythromycin. pSE180 byl izolovan ze S. lividans

a byl pouzit pro transformaci protoplastll S.avermitilis. Byly
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identifikovany 4 transformanty S.avermitilis resistentni na
thiostrepton a byly pfipraveny protoplasty, které byly umistény
na plotny za neselektivnich podminek do RM14 media. Po
regeneraci protoplastd byly jednotlivé kolonie vySetfovany na
pritomnost resistence na erythromycin a na nep#itomnost
resistence na thiostrepton, coZ ukazuje na chromosomalni
integraci inaktivovaného aveC genu a na ztratu volného
replikonu. Byl identifikovan Erm*Thio® transformant a byl
oznacCen jako kmen SE180-11. 7 kmene SE180-11 byla izolovana
celkovd chromosomalni DNA, byla travena restrikénimi enzymy
BamHI, HindIII, PstI nebo SphI, byla zpracovana elektroforesou
na 0,8% agarosovém gelu, byla pFrenesena na nylonové membrany a
byla hybridizovéana ermE sondou. Tyto analyzy ukédzaly, Ze doslo
k chromosomalni integraci ermE genu Pro resistenci a soucasné
deleci 640 bp PstI/SphI fragmentu dvojitym crossing-overem.
HPLC analyza fermenta&nich produktl kmene SE180-11 ukdzala, Ze

normdlni avermektiny nebyly nadéale produkovany (obr. 5A).

Ve druhé metod& pro inaktivaci aveC genu byl 1,7 kb ermE gen
odstranén z chromosomu S.avermitilis kmene SE180-11, za
zanechani 640 bp PstI/SphI delece v aveC genu. Genovy pfenosovy
plasmid byl konstruovan nasledujicim zplsobem: PSE180 byl
Caste¢né& traven Xbal a 11,4 kb fragment byl preCistén z gelu.
11,4 kb prouZek neobsahoval 1,7 kb ermE gen pro resistenci. DNA
byla potom ligovana a byla transformovana do E. coli DH5«
bunék. Plasmidova DNA byla izolovana z transformants
resistentnich na ampicilin a pfitomnost spravného insertu byla
potvrzena restrikéni analyzou. Tento plasmid, ktery byl ozna&en
jako pSE184, byl transformovan do E. coli DM1 a plasmidovad DNA
byla izolovéna z transformant® resistentnich na ampicilin.
Tento plasmid byl pouZit pro transformaci protoplastu
S.avermitilis kmene SE180-11. Protoplasty byly pfipraveny z

transformant® kmene SE180-11 resistentnich na thiostrepton a
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byly umistény jako jednotlivé kolonie na RM14. Po regeneraci
protoplastd byly jednotlivé kolonie testovény na nepfitomnost
jak resistence na erythromycin, tak resistence na thiostrepton,
kterd ukazuje na chromosomalni integraci inaktivni aveC alely a
na ztratu volného replikonu obsahujiciho ermE gen. Byl
identifikovan jeden Erm*ThioS transformant a byl oznaden jako
SE184-1-13. Analyza fermenta&nich produktd kmene SE184-1-13
ukadzala, Ze normalni avermektiny nebyly nadale produkovany a Ze

SE184-1-13 ma stejny fermenta&ni profil jako SE180-11.

Ve tfeti metodé pro inaktivaci aveC genu byl do
chromosomalniho aveC genu vloZen posun &teciho ramce pfridanim »
dvou G po C v nukleotidové pozici 471 za pouZiti PCR, cozZ
Vytvori BspEl misto. P#itomnost upraveného BspEl mista byla
uziteénd pro detekci genové substituce. PCR primery byly
navrzeny tak, aby vkladdaly mutaci posouvajici c¢teci ramec do
aveC genu a byly ziskadny od Genosys Biotechnologies, Inc.
Pravostranny primer m&l sekvenci: 5'-GGTTCCGGATGCCGTTCTCG-3"
(SEQ ID NO: 8) a levostranny primer m&l sekvenci:
5'-AACTCCGGTCGACTCCCCTTC-3 " (SEQ ID NO: 9). PCR podminky byly
stejné jako v ptikladu 2, sekci 10. 666 bp PCR produkt byl
traven Sphl za vzniku dvou fragmentda délky 278 bp a 388 bp. 388
bp fragment byl pfe&istén z gelu.

Plasmid pro genovou n&hradu byl pi¥praven nasledujicim
zpusobem: kyvadlovy vektor pWHM3 byl trdven EcoRI a BamHI.
PSE119 byl traven BamHI a SphI, produkt tréveni byl zpracovan
elektroforesou a 840 bp fragment byl predistén z gelu. pSE119
byl trédven EcoRI a XmnI, produkt tréveni byl zpracovéan
elektroforesou a 1,7 kb fragment byl pre&iité&n z gelu. VSechny
ctyri fragmenty (t.j. 7,2 kb, 840 bp, 1,7 kb a 388 bp) Dbyly

ligovany dohromady 4-cestnou ligaci. Ligadni smés byla

transformovana do kompetentnich E. coli DH5a buné&k. Plasmidové
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DNA byla izolovéana z transformantl resistentnich na ampicilin a
pfitomnost spravného insertu byla potvrzena restrikéni analyzou
a potom analyzou DNA sekvence. Tento plasmid, ktery byl oznacen
PSE185, byl transformovan do E. coli DM1 a plasmidova DNA byla
izolovéana z transformantd resistentnich na ampicilin. Tento
plasmid byl pouZit pPro transformaci protoplast® S. avermitilis
kmene 1100-SC38. Transformanty 1100-3C38 resistentni na
thiostrepton byly izolovany a jejich fermentaé&ni produkty byly
analyzovany HPLC analyzou. pSE185 nemé&nil po transformaci do S.
avermitilis kmene 1100-SC38 vyznamné pomé&r B2:Bl avermektint
(Tabulka 2).

PSE185 byl pouZit pro transformaci protoplast® S.
avermitilis pro generovani mutaci posunu &teciho ramce v
chromosomalnim aveC genu. Protoplasty byly pripraveny z
transformant® resistentnich na thiostrepton a byly naockovany
jako jednotlivé kolonie na RMl4. Po regeneraci protoplastt byly
jednotlivé kolonie vySetfovany na absenci resistence na
thiostrepton. Chromosom&lni DNA z kolonii resistentnich na
thiostrepton byly izolovana a byla analyzovana PCR na
p¥itomnost mutaci zpisobujicich posun Cteciho rémce, které byly
integrovany do chromosomy. PCR primery byly navrzeny na zakladé
aveC nukleotidové sekvence a byly ziskany od Genosys
Biotechnologies, Inec. (Texas) . Pravostranny PCR primer mél
sekvenci: 5'—GCAAGGATACGGGGACTAC—3’ (SEQ ID NO: 10) a
levostranny PCR primer mé&l sekvenci: S'~GAACCGACCGCCTGATAC-3"
(SEQ ID NO: 11). PCR podminky byly stejné jako v pfikladu 2,
sekci 10. Ziskany 543 bp PCR produkt byl traven BspEI za vzniku
tri fragmentu délky 368 bp, 96 bp a 79 bp, coz ukazuje na
chromosomalni integraci inaktivovaného aveC gelu a na ztratu

volného replikonu.
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Fermenta¢ni analyza S. avermitilis mutantd obsahujicich
mutaci zplsobujici posun &teciho ramce v aveC genu ukazala, e
normédlni avermektiny nebyly nadale produkovany a Ze tyto
mutanty maji stejné HPLC profily fermentace jako kmeny SE180-11
a SE184-1-13. Byl identifikovan jeden Thio® transformant a byl

oznacen jako kmen SE185-5a.

Dale, byly pfipraveny mutace v aveC genu, které méni
nukleotid v pozici 520 z G na A, coz vede ke zmé&né& kodonu
kédujiciho tryptofan (W) v pozici 116 na termina&ni kodon. Kmen
S. avermitilis s touto mutaci neprodukoval normalni avermektiny

a mél stejny fermentadéni profil jako kmeny SE180-11, SE184-1-13
a SE185-5a.

Dale byly prfipraveny mutace v aveC genu, které méni jak: (i)
nukleotid v pozici 97 z G na A, coZz méni aminokyselinu v pozici
256 z glycinu (G) na aspartat (D); a (ii) nukleotid v pozici
996 z T na C, co? méni aminokyselinu v pozici 275 z tyrosinu
(Y) na histidin (H). Kmen S. avermitilis s té&mito mutacemi
(G256D/Y275H) neprodukoval normalni avermektiny a mél stejny
fermenta&ni profil jako kmeny SE180-11, SE184-1-13 a SE185-5a.

Kmeny SE180-11, SE184-1-13, SE185-5 a dalZi zde uvedené
kmeny S. avermitilis nesouci aveC inaktivujici mutace jsou
nastrojem pro hodnoceni vlivu jinych mutaci v aveC genu.
pPSE186, ktery obsahuje pfirozenou kopii aveC genu, byl
transformovan do E. coli DMI1 a plasmidovd DNA byla izolovana z
transformantd resistentnich na ampicilin. Tato pSE186 DNA byla
pouzita pro transformaci protoplast kmene pSE180-11 S.
avermitilis. Byly izolovany transformanty kmene SE180-11
resistentni na thiostrepton, byla stanovena pfitomnost
resistence na erythromycin a produkty fermentace Thio*Erm®

transformantd byly analyzovany HPLC. P¥itomnost funkéniho aveC
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genu v transformantech nahrazovala normalni produkci

avermektind v kmenu SE180-11 (obr. 5B).
2. Analyza mutaci aveC genu, které ovliviiuji pomé&r t¥id B2:B1

Jak bylo popsano vySe, S. avermitilis kmen SE180-11
obsahujici inakvitni aveC gen byl komplementovadn transformaci
plasmidem obsahujicim funk&ni aveC gen (pSE186). Kmen SE180-11
byl také pouZit jako hostitelsky kmen pro charakterizaci

dalsich mutaci v aveC genu, jak je popsdno dale.

Chromosomdlni DNA byla izolovana z kmenu 1100-SC38 a byla
pouzita jako templat pro PCR amplifikaci aveC genu. 1,2 kb ORF
byl izolovan PCR amplifikaci za pouZiti primerl navrZenych
podle aveC nukleotidové sekvence. Pravostranny primer m&l
sekvenci SEQ ID NO: 6 a levostranny primer m&l sekvenci SEQ ID
NO: 7 (viz pf¥iklad 2). Podminky PCR a subklonovani byly stejné,
jak je popséno v prikladu 2. Analyza DNA sekvence 1,2 kb ORF
ukazala mutaci v aveC genu, kterd méni nukleotid v pozici 337 z
C na T, coZ mé&ni aminokyselinu v pozici 55 ze serinu (S) na
fenylalanin (F). aveC gen obsahujici S55F mutaci byl
subklonovan do pWHM3 za vzniku plasmiduy, ktery byl oznanéen
PSE187 a ktery byl pouzit pro transformaci protoplasta S.
avermitilis kmene SE180-11. Transformanty kmene SE180-11
resistentni na thiostrepton byly izolovény, byla stanovena
pfitomnost resistence na erythromycin a produkty fermentace
ThioErm® transformantd byly analyzovény HPLC. P#¥itomnost aveC
genu kédujiciho zménu v aminokyselinovam zbytku 55 (S55F)
nahrazovala normalni produkci avermektind v kmenu SE180-11
(obr. 5C); nicménsg, pomér cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl byl
pribliZné 26:1, ve srovnani s kmenem SE180-11 transformovanym
PSE186, ktery m&l pomé&r B2:B1 pPEibliZné& 1,6:1 (tabulka 3), coz
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ukazuje na to, Ze jedin&d mutace (S55F) ovliviiuje pomér

produkovanych cyklohexyl B2: cyklohexyl Bl avermektind.

Byla identifikovana jind mutace v aveC genu, kterd méni
nukleotid v pozici 862 z G na A, coZ mé&ni aminokyselinu v
pozici 230 ze glycinu (G) na aspartat (D). Kmen S. avermitilis
nesouci tuto mutaci (G230D) produkoval avermektiny v poméru
B2:B1l p¥iblizn& 30:1.

3. Mutace redukujici pomé&r B2:B1

Bylo vytvofeno né&kolik mutaci, které sniZuji mnoZstvi

produkovaného cyklohexyl B2 ku cyklohexyl B1.

Byla identifikovana mutace v aveC genu, kterd mé&ni nukleotid
vV pozici 588 z G na A, co? méni aminokyselinu v pozici 139 z
alaninu (A) na threonin (T). aveC gen obsahujici A139T mutaci
byl subklonovan do PWHM3 za vzniku plasmidu, ktery byl oznaden
PSE188 a ktery byl pouzit pro transformaci protoplasta S.
avermitilis kmene SE180-17. Transformanty kmene SE180-11
resistentni na thiostrepton byly izolovany, byla stanovena
prfitomnost resistence na erythromycin a produkty fermentace
Thio"Erm® transformantd byly analyzovany HPLC. P#itomnost
mutovaného aveC genu kédujiciho zménu v aminokyselinovém zbytku
139 (A139T) obnovila produkci avermektind v kmenu SE180-11
{(obr. 5D); nicméné, pomér B2:B1 byl p¥iblizné& 0,94:1, coz
ukazuje, Ze tato mutace sniZuje pomer cyklohexyl B2:cyklohexyl
Bl. Tento vysledek byl neoZekévany, protoZe publikované
vysledky, stejné jako vysledky mutaci popsanych vySe, vedly
pouze k inaktivaci aveC genu nebo ke zvySeni produkce B2 formy

avermektind vzhledem k B1 form& (tabulka 3).
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ProtoZe Al139T mutace m&ni B2:B1 pomér ve prospé&ch B1, byla
pfipravena mutace, ktera kéduje threonin misto serinu v
aminokyselinové pozici 138§. PSE186 byl trdven EcoRI a byl
klonovédn do pGEM3Zf (Promega), ktery byl traven EcoRI. Tento
plasmid, ktery byl ozna&en jako pSE186a, byl traven Apal a
KpnI, DNA fragmenty byly.separovény na agarosovém gelu a dva
fragmenty 3,8 kb a 0,4 kb byly preCistény z gelu. 1,2 kb DNA
insert z pSE186 byl pouzZit jako PCR templat pro vloZeni
jednonukleotidové substtuce v pozici 585. PCR primery byly
navrzeny tak, aby vkladaly mutaci v nukleotidové pozici 585 a
byly zisk&ny od Genosys Biotechnologies Inc. (Texas) .
Pravostranny PCR primer m&l sekvence:
5'—GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCCCTGGCGACG~3' (SEQ ID NO:
12); a levostranny PCR primer mé&l sekvenci:
5'—GGAACCGACCGCCTGATACA—3’ (SEQ ID NO: 13). PCR reakce byla
provedena za pouzZiti Advantage GC genomic PCR kitu (Clonetech
Laboratories, Palo Alto, CcA) v pufru dodavaném vyrobcem za
pfitomnosti 200 M dNTP, 200 pmol kazdého primeru, 50 ng
templatové DNA, 1,0 M GC-Melt a 1 jednotky KlenTagqg Polymerase
Mix v kone&ném objemu 50 pl. Teplotni profil prvniho cyklu byl
94 °C po dobu 1 minut; potom 25 cykld o 94 °C, 30 sekund a 68
°C, 2 minuty; a 1 cyklus p¥i 68 °C, 3 minuty. PCR produkt délky
295 bp byl tréaven Apal a KpnI za vzniku 254 bp fragmentu, ktery
byl zpracovan elektroforesou a pfeCistén z gelu. Viechny t7i
fragmenty (3,8 kb, 0,4 kb a 254 bp) bylyligovany dohromady 3-
cestnou ligaci. Ligaéni smés byla transformovana do
kompetentnich E. coli DH5q, bunék. Plasmidova DNA byla
izolovéna z transformantd resistentnich na ampicilin a
pfitomnost spravného insertu byla potvrzena restrikéni

analyzou. Tento plasmid byl oznaden pSE198.
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PSE198 byl traven EcoRI, byl klonovan do PWHM3, ktery byl
traven EcoRI a byl transformovdn do E. coli DH5q. Plasmidové
DNA byla izolovana z transformant® resistentnich na ampicilin
a pritomnost spravného insertu byla potvrzena restrikéni
analyzou a potom analyzou DNA sekvence. Tato plasmidova DNA
byla transformovana do E. coli DMl a plasmidova DNA byla
izolovéana z transformanta resistentnich na ampicilin a
pritomnost spravného insertu byla potvrzena restrikéni analyzou
a potom analyzou DNA sekvence. Tento plasmid, ktery byl oznacen
jako pSE199, byl pouZit pro transformaci protoplastd S.
avermitilis kmene SE180-11. Transformanty kmene SE180-11
resistentni na thiostrepton byly izolovany, byla stanovena
pritomnost resistence na erythromycin a fermenta&ni produkty
Thio"Erm® transformatu byly analyzovany HPLC analyzou.
Pfitomnost mutovaného aveC genu kédujiciho zménu v
aminokyselinovam zbytku 138 (S138T) nahrazovala normilni
produkci avermektin® v kmenu SE180-11; nicméné&, pom&r B2:Bl byl
pfibliZné 0,88:1, coz ukazuje, Ze tato mutace snizuje produkci
cyklohexyl B2 vzhledem k cyklohexyl Bl (tabulka 3). Tento pomér
B2:Bl je jesté nizsi, neZ pomér 0,94:1 pozorovany pro Al39T
mutaci pripravenou transformaci kmene SE180-11 pSE188, jak bylo

popsano vyse.

Byla pripravena jind mutace pro vloZeni threoninu do
aminokyselinovych pozic 138 a 139. 1,2 kb DNA insert z PSE186
byl pouZit jako DNA temlat. PCR primery byly navrzeny tak, aby
vkladaly mutace v nukleotidovych pozicich 585 a 588 a byly
ziskany od Genosys Blotechnologles, Inc. (Texas). Pravostranny
PCR primer m&l sekvenci:
5'—GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGACC—3' (SEQ ID
NO: 14); a levostranny PCR primer m&l sekvenci:
5'-GGAACATCACGGCATTCACC-3" (SEQ ID NO: 15). PCR reakce byla

provedena za podminek uvedenych v tomto p#ikladu vy3e. PCR
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produkt délky 449 bp byl tréaven Apal a KpnI za vzniku 254 bp
fragmentu, ktery byl zpracovan elektroforesou a preCistén z
gelu. pSE1l86a byl traven Apal a KpnI, DNA fragmenty byly
Separovany na agarosovém gelu a dva fragmenty délky 3,8 kb a
0,4 kb byly precCistény z gelu. VSechny t#i fragmenty (3,8 kb,
0,4 kb a 254 bp) byly ligovany dohromady 3-cestnou ligaci a
ligani smés byla transformovdna do kompetentnich E. coli DH5a
bunék. Plasmidova DNA byla izolovadna z transformanta
resistentnich na ampicilin a pritomnost spravného insertu byla

potvrzena restrikéni analyzou. Tento plasmid byl oznacden
PSE230.

PSE230 byl traven EcoRI, byl klonovan do PWHM3, ktery byl
traven EcoRI a byl transformovan do bunék E. coli DH5q.
Plasmidovad DNA byla izolovana z transformant® resistentnich na
ampicilin a p#itomnost spravného insertu byla potvrzena
restrikéni analyzou a potom analyzou DNA sekvence. Tento
plasmid byl transformovan do E. coli DM1 a plasmidova DNA byla
izolovéna z transformantd resistentnich na ampicilin a
pritomnost spravného insertu byla potvrzena restrikéni
analyzou. Tento plasmid, ktery byl ozna&en jako pPSE231, byl
pouzZit pro transformaci protoplastd S. avermitilis kmene SE180-
11. Transformanty kmene SE180-11 resistentni na thiostrepton
byly izolovany, byla stanovena pfitomnost resistence na
erythromycin a ThioErm® transformaty byly analyzovany
fermentaci. P¥itomnost dvojité mutovaného aveC genu kédujiciho
S138T/A139T nahrazovala normalni produkci avermektinti v kmenu
SE180-11; nicméné&, pom&r B2:B1 byl pfibliZné& 0,84:1, coz
ukazuje, Ze tato mutace dale snizZuje produkci cyklohexyl B2
vzhledem k cyklohexyl Bl (tabulka 3) na jedté nizsi pomér, nez
je sniZeni pozorované pfi transformaci kmenu SE180-11 pSE188

nebo pSE199, jak bylo popsano vySe.
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Tabulka 3

Kmen S. avermitilis PoCet testovanych [Relativni | Relativni Primérny
(transforma&ni plasmid) transformantt konc. B2 konc. Bl pomér
B2:Bl1
SE180-11 (zadny) 30 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 30 0 0 0
SE180-11 (pSE186) 26 222 140 1,59
SE180-11 (pSE187) 12 283 11 26,3
SE180-11 (pSE188) 24 193 206 0,94
SE180-11 (pPSE199) 18 155 171 0,88
SE180-11 (pSE231) 6 259 309 0,84

Tyto vysledky jsou prvni demonstraci specifickych mutaci

aveC genu,

které vedou k produkci vy8Sich mnoZstvi komer&né

vyhodnéjsich avermekting tfidy 1 vzhledem k avermektintm tridy

2.

Priklad 4: Konstrukce S5'-dele&nich mutanta

Jak bylo uvedeno vySe, S.

uvedend na obr.

kodony v pozicich 42, 174, 177 a 180,

avermitilis nukleotidova sekvence

1 (SEQ ID NO: 1) obsahuje &tyfi rGzné GTG

které jsou potencidlnimi

start kodony. Tento priklad popisuje konstrukci mnohotnych

deleci 5°

provedeny pro stanoveni toho,

regionu aveC ORF

(obr. 1,

SEQ ID NO:

které z t&chto kodont mohou

1),

které byly

fungovat jako start kodony v aveC ORF Pro expresi proteinti.

Fragmenty aveC genu s ruznymi delecemi na 5°

izolovany z chromosomalni DNA S.

konci byly

avermitilis PCR amplifikaci.

PCR primery byly navrzeny podle aveC DNA sekvence a byly

ziskany od Genosys Biotechnologies, Inc.

Pravostranné primery
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mély sekvence: 5'-AACCCATCCGAGCCGCTC~3" (SEQ ID NO: 16) (D1F1);
5'-TCGGCCTGCCAACGAAC-3" (SEQ ID NO: 17) (D1F2);
5'-CCAACGAACGTGTAGTAG-3" (SEQ ID NO: 18) (D1F3); a 5'-
TGCAGGCGTACGTGTTCAGC-3" (SEQ ID NO: 19) (D2F2). Levostranné
primery mély sekvence: S'-CATGATCGCTGAACCGA-3"' (SEQ ID NO: 20);
5'—CATGATCGCTGAACCGAGGA—3' (SEQ ID NO: 21); a 5'-
AGGAGTGTGGTGCGTCTGGA-3" (SEQ ID NO: 22). PCR reakce byla

provedena zplUsobem popsanym v prikladu 3.

PCR produkty byly separovany elektroforesou na 1% agarosovém
gelu a byl detekovan jeden prouZek délky bud 1,0 kb, nebo 1,1
kb. PCR produkty byly precistény z gelu a byly ligovany s 25 ng
linearizovaného pPCR2.1 vektoru (Invitrogen) v molarnim poméru
vektor:insert 1:10, podle navodu vyrobce. Liga¢ni smé&si byly
pouzity pro transformaci One Shot™ kompetentnich E. coli buné&k
(Invitrogen) podle navodu vyrobce. Plasmidova DNA byla
izolovéna z transformantd resistentnich na ampicilin a
pPritomnost insertu byla potvrzena restrik&ni analyzou a
analyzou DNA sekvence. Tyto plasmidy byly oznaceny pSE190
(ziskany pomoci primeru D1F1l), pSE191 (ziskany pomoci primeru
D1F2), pSE192 (ziskany pomoci primeru DIF3) a pSE193 (ziskany
pomoci primeru D2F2).

DNA inserty byly vSechny traveny BamHI/XbaI, byly separovany
elektroforesou, preCistény z gelu a oddélend ligovéany s
kyvadlovym vektorem PWHM3, ktery byl traven BamHI/Xbal, v
celkové DNA koncentraci 1 Hg vV molarnim pom&ru vektor:insert
1:5. Ligaé&ni smési byly pouZity pro transformaci kompetentnich
E. coli DH5a buné&k. Plasmidova DNA byla izolovéna z
transformantd resistentnich na ampicilin a p¥itomnost spravného
insertu byla potvrzena restrikcni analyzou. Tyto plasmidy byly
oznacCeny pSE194 (D1F1), pSE195 (D1F2), pSE196 (D1F3) a pSE197
(D2F2), které byly kazdy zvlast transformovidny do E. coli DM1,
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pPlasmidovad DNA byla izolovana z transformant®

ampicilin a pfitomnost spravného insertu byla

restrikéni analyzou.

protoplastd S. avermitilis kmene SE180-11.

resistentnich na

potvrzena

Tyto DNA byly pouZity pro transformaci

Transformanty kmene

SE180-11 resistentni na thiostrepton byly izolovany, byla

stanovena pritomnost resistence na erythromycin a produkty

fermentace Thio

analyzou pro stanoveni toho,

expresi.

eliminovan bez narusSeni aveC exprese,
PSE196, které neobsahuji GIG v pozici 42,

vSechna dalsi t#i GTG mista v pozicich 174,

Vysledky ukazuji,

'Erm® transformatd byly analyzovany HPLC

které z GCG mist je nutné pro aveC

Ze GTG kodon v pozici 42 muse byt

protoZe pSE194, pSE195 a

ale které obsahuji
177 a 180, byly

schopné obnovit norm&lni produkci avermektint p¥i transformaci

LR

do SE180-11. Normalni produkce avermektinu nebyla obnovena po
transformaci kmene SE180-11 PSE197, ktery neobsahuje Zadné ze
¢tyf GTG mist (Tabulka 4).
Tabulka 4
Kmen S. avermitilis PoCet testovanych | Relativni Relativni { Pram&rny
(transformadéni plasmid) transformantt konc. B2 konc. B1 pomér
B2:B1
SE180-11 (Z&dny) 6 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 6 0 0 0
SE180-11 (pSE186) 6 241 152 1,58
SE180-11 (pSE194) 6 35 15 2,43
SE180-11 (pSE195) 6 74 38 1,97
SE180-11 (pSE196) 6 328 208 1,58
SE180-11 (pSE197) 17 0 0 0
Priklad 5: Klonovani aveC homologt ze S. hygroscopicus a

S. griseochromogenes
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Pfedquégny vynalez umoZfiuje identifikaci a klonovadni gennt
homologickych k aveC z jinych kment Streptomyces produkujicich
avermektin nebo milbemycin. Napriklad, kosmidovad knihovna §S.
hygroécopicus (FERM-BP-1901) genomové DNA byla hybridizovana s
1,2 kb aveC sondou ze §. avermitilis, jak byla popséana vyse.
Bylo identifikovéno né&kolik kosmidovych klon®, které vykazovaly
silnou hybridizaci. Chromosomdlni DNA byla izolovéna z téchto
kosmidl a byl identifikovan 4,9 kb fragment, ktery hybridizoval
s aveC sondou. Tato DNA byla sekvenovana a byla identifikovéan
ORF (SEQ ID NO: 3), ktery vykazoval vyznamnou homologii s aveC
ORF S. avermitilis. Anminokyselinova sekvence (SEQ ID NO: 4)
odvozend od S. hygroscopicus homologického aveC ORF je uvedena

na obr. 6.

Dale, kosmidova knihovna genomové DNA S. griseochromogenes
byla hybridizovana s 1,2 kb aveC sodnou ze S. avermitilis, jak
byla popsany vyse. Bylo identifikovdno n&kolik silné
hybridizujicich kosmidovych klondg. Chromosomalni DNA byla
izolovana z téchto kosmida a byl identifikovén 5,4 kb PstI
fragment, ktery hybridizoval s aveC sondou. Tato DNA byla
sekvenovéna a byl identifikovan parcid&lni ORF homologicky s
aveC, ktery mé&l vyznamnou homologii s aveC ORF S. avermitilis.
Odvozend aminokyselinova sekvence (SEQ ID NO: 5) je uvedena na
obr. 6.

Analyza DNA a aminokyselinové sekvence aveC homologl S.
hygroscopicus a &. griseochromogenes ukazaly, Ze tyto regiony
maji vyznamnou homologii (p¥ibli¥né& 50% identitu sekvence na
Grovni aminokyselin) jak navzdjem, tak s aveC S. avermitilis a

AveC genovym produktem (obr. 6).

Pfiklad 6: Konstrukce plasmidu s aveC genem za ermE promotorem
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1,2 kb aveC ORF z PSE186 byl subklonovan v pPSE34, coZ je
kyvadlovy vektor pWHM3 obsahujici 300 bp ermEk promotor
insertovany jako Kpn/BamHI fragment v Kpn/BamHI misté& PWHM3
(viz Ward et al., 1986, Mol. Gen. Genet. 203: 468-478). pSE186
byl tradven BamHI a HindIII, produkt traveni byl zpracovan
elektroforesou a 1,2 kb fragment byl izolovéan z agarosového

gelu a ligovan s PSE34, ktery byl traven BamHI a HindIII.

Liga¢ni smé&s byla transformovédna do kompetentnich E. coli DHS5q
bunék podle navodu vyrobce. Plasmidova DNA byla izolovana z
transformantll resistentnich na ampicilin a pritomnost 1,2 kb
insertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Tento plasmid,
ktery byl ozna&en PSE189, byl transformovan do E. coli DMl a
plasmidova DNA byla izolovana z transformantl resistentnich na
ampicilin. Protoplasty kmene 1100-SC38 S. avermitilis byly
transformovany pSE189. Transformanty kmene 1100-SC38
resistentni na thiostrepton byly analyzovany a produkty jejich

transformace byly analyzovany HPLC.

Transformanty kmene 1100-SC38 S. avermitilis produkovaly
zménény pomér cyklohexyl—BZ:cyklohexyl—Bl avermektint
(priblizZng 3:1), ve srovnani s kmenem 1100-SC38 (ptiblizZné&
34:1) a celkova produkce avermekting byla zvySena na pfiblizné&
2,4-ndsobek ve srovnani S kmenem 1100-SC38 transformovanym
PSE119 (tabulka 5).

PSE189 byl transformovan také do protoplastd ptirozeného
kmene S. avermitilis. Byly izolovéany transformanty resistentni
na thiostrepton a produkty fermentace byly analyzovény HPLC.
Celkové mnoZstvi avermekting produkované pfirozenymi S.
avermitilis transformovanymi pSE189 bylo zvySeno pf¥ibliZné& na
2,2-nadsobek ve srovnani s pfirozenymi S. avermitilis

transformovanYmi PSE119 (tabulka 5).
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Tabulka 5

Kmen S. Pocet Relat. Relat. Relativni Primérny
avermitilis testovanych mnozstvi | mnoZstvi mnozstvi pomér
(transforma¢ni | transformanta B2 B1 celkovych B2:B1
plasmid) avermektint
1100-sC38 6 155 4,8 176 33,9
1100-scC38 9 239 50,3 357 4,7
(pSE119)

1100-SC38 16 546 166 849 3,3
(pSE189)

pfirozeny 6 59 42 113 1,41
pfirozeny 6 248 151 481 1,64
(PSE119)

pfirozeny 5 545 345 1,071 1,58
(pSE189)

Priklad 7: Chimericky plasmid obsahujici sekvence aveC ORF S.

avermitilis a aveC homologu S. hygroscopicus

Byl pripraven hybridni plasmid oznaceny pPSE350, ktery
bsahoval 564 bp &ast aveC homologu S. hygroscopicus nahrazujici
564 bp homologickou &ast aveC ORF S. avermitilis (obr. 7).
PSE350 byl pfipraven za puZziti BsaAI restriké&niho mista, které
je konzervované v obou sekvencich (aveC pozice 225) a KpnI
restrikéniho mista, které je pritomné v avecC genu S.
avermitilis (aveC pozice 810). KpnI misto bylo vloZeno do DNA
S. hygroscopicus PCR za pouZiti pravostranného primeru
5'—CTTCAGGTGTACGTGTTCG—B' (SEQ ID NO: 23) a levostranného
primeru 5'-GAACTGGTACCAGTGCCC-3"' (SEQ ID NO: 24) (od Genosys
Biotechnologies), za pouziti PCR podminek popsanych v prikladu
2. Produkt PCR byl trdven BsaAI a KpnI, fragmenty byly
separovany elektroforesou na 1% agarosovém gelu a z gelu byl

izolovan 564 bp BsaAI/Kpnl fragment. pSE179 (popsany v prikladu
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2, sekci 10) byl trdven Kpnl a HindIII a fragmenty byly
separovany elektroforesou na 1% agarosovém gelu a z gelu byl
izoloyén 4,5 kb fragment. pSE179 byl trdven HindIII a BsaAI,
fragmenty byly separovany elektroforesou na 1% agarosovém gelu
a z gelu byl izolovan 0,2 kb BsaAI/HindIII fragment. 4,5 kb
HindIII/KpnI fragment, 0,2 kb BsaAI/HindIII fragment a 564 bp
BsaAI/KpnI fragment ze S. hygroscopicus byly ligovéany dohromady
3-cestnou ligaci a liga¢ni smé&s byla transformovana do
kompetentnich E. coli DH5q bunék. Plasmidova DNA byla

izolovéna z transformantd resistentnich na ampicilin a
pEitomnost spravného insertu byla potvrzena restrikéni analyzou
za pouziti Kpnl a Aval. Plasmid byl traven HindIII a Xbal za
zisku 1,2 kb insertut, ktery byl potom ligovan s PWHM3, ktery
byl trdven HindIII a Xbar. Liga¢ni smés byla transformovana do
kompetentnich E. coli DH5q bunék, plasmidova DNA byla

izolovéna z transformantd resistentnich na ampicilin a
pfitomnost sprévného insertu byla potvrzena restrikéni analyzou
za pouziti HindIII a AvaI. Tato plasmidova DNA byla
transformovana do kompetentnich E. coli DM1 bunék, plasmidové
DNA byla izolovéna =z transformantt resistentnich na ampicilin a
pritomnost spravného insertu byla potvrzena restrikéni analyzou
a analyzou DNA sekvence. Tento plasmid byl ozna&en pSE350 a byl
pouZit pro transformaci protoplastd S. avermitilis kmene SE180-
11. Transformanty kmene SE180-11 resistentni na thiostrepton
byly izolovany, byla stanovena pfitomnost resistence na
erythromycin a fermentadni produkty ThioErm® transformatt byly
analyzovany HPLC analyzou. Vysledky ukazuji, zZe transformanty
obsahujici S. avermitilis/s. hygroscopicus hybridni plasmid

produkuji primérny pom&r B2:B1 p¥ibliZn& 109:1 (tabulka 6).
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Tabulka 6
Kmen S. avermitilis PoCet testovanych | Relativni Relativni | Primé&rny
(transformalni plasmid) transformanta konc. B2 konc. Bl | pomér

' B2:B1
SE180-11 (Za&dny) 8 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 8 0 0 0
SE180-11 (pSE350) 16 233 2 109

UloZeni biologickych materials

Nasledujici biologicky material byl uloZen v American Type
Culture Collection (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD,
20852, USA, 29.1.1998, pod né&sledujicimi pEirdstkovymi &isly:

Plasmid Pfirtstkové &,
plasmid pSE180 209605
plasmid pSE186 209604

VSechny vyse citované patenty, patentové prihlasky a

publikace jsou zde uvedeny jako odkazy ve své uplnosti.

Pfedkladany vyndlez neni omezen popsanymi specifickymi
provedenimi, které 9jsou uvedeny pro dokresleni jednotlivych
aspektl vyndlezu, a funké&éné ekvivalentni metody a sloZky
spadaji do rozsahu vynalezu. Krom& toho, rfizné modifikace
vynalezu, kromé bPopsanych modifikaci, budou jasné odbornikam v
oboru z uvedeného popisu a p¥ipojenych vykresl. Takové

modifikace spadaji do rozsahu pfipojenych patentovych néroku.
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Seznam sekvenci

<110> Pfizer Products Inc.

85

(vSechny prihlasky mimo U.S.)

<120> Gen Streptomyces avermitilis ¥idici pomér B2:Bl
avermektint

<130> PC9916a

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>

<170>

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

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

<400>

60/074636
1998-02-13

24

PatentIn vers.

1
1229
DNA

2.0 - beta

Streptomyces avermitilis

CDS

1

tcacgaaacc ggacacacca cacacacgaa ggtgagacag

tcggectgee caacgaacgt gtagtagaca cccgaccegtce

aggccggect gaacaggtcea ggagcgecrge ccegtgaact

gtg
Val

gtg
Val

tte
Phe

ggc
Gly
35

tat

tgg
Trp

agce
Ser
20

cag
Gln

cCcc

gcc
Ala
5

cgce
Arg

ggt
Gly

gtg

ggg
Gly

tgg
Trp

cag
Gln

ate

gtc
Val

gcg
Ala

ggc
Gly

-

agc

Gly

gcc
Ala

ggc
Gly
40

gtc

ctg
Leu

gac
Asp
25

agc
Ser

gtc

ctg
Leu
10

ggt
Gly

aag
Lys

tgc

ttt
Phe

ggc
Gly

gat
Asp

atc

ctg
Leu

tac
Tyr

acqg
Thr

acc

e

cgtgaaccca tcegagecge 60

cgatgccacg Ctctcacceg 120

gctgtegttg ccg gtg

gcce
Ala

cgg
Arg

ggg
Gly
45

gce

Val
1

Ctg cag gcg tac
Leu Gln Ala Tyr
15

Ctg atc gag acg
Leu Ile Glu Thr
30

act acc gat gtg

Thr Thr Asp val

gcg gcg aca taa

176

224

272

320

EY:]



gcg
Ala
130

ctg
Leu

Y 0
(L SKYe}
Q N

v
(1

0

arce
Ile

gag
Glu
210

Ser

tce
Ser
115

gag
Glu

atc
Ile

cgg
Arg

ggc
Gly

agc
Ser
1985

tgg
Trp

tgc
Cys

tgg
Trp

Pro

cgg
Arg

ctc
Leu

cat
His
100

tgg
Trp

gcg
Ala

gtc
Val

ccg
Pro

atc
Ile
180

gta
Val

tac
Tyr

atg
Met

gtg
Val

Val

agg
Arg

=

999
Gly
85

tce
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala
165

gtg
Val

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu

gaa
Glu
245

tgc
Cys
70

ctg
Leu

gtt
Val

ccg
Pro

atg
Met

gtg
Val
150

tgg
Trp

ctc
Leu

gcc
Ala

tte
Phe

ggc
Gly
230

cgg
Arg

cgt
Erg

ctg
Leu

ctc
Leu

tat
Tyr

ccg
Pro
135

ctg
Leu

cgg
Arg

ggt
Gly

aga
Arg

cce
Pro
215

tcg

Ser

gga
Gly

Val

gtc
Val

ttc
Phe

gte
Val

gtg
Val
120

ctg
Leu

tgc
Cys

acc
Thr

ctg
Leu

gcg
Ala
200

gtg
Val

ctg
Leu

gcc
Ala

Vai

gaa
Glu

‘gcg

Ale

tce
Ser
105

cce
Pro

gcg
Ala

agc
Ser

tgg
Trp

tcce
Ser
185

ctg
Leu

tat
Tyr

cgc
Arg

tgg
Trp

86

Cys 1

cga
Arg

agce
Ser
S0

aac
Asn

ggc
Gly

tcg
Ser

aag
Lys

cgg
Arg
170

gag
Glu

ccc
Pro

cag
Gln

ttc
Phe

cgg
Arg
250

cgg
Ar
75

tgg
Trp

gcg
Ala

tgg
Trp

gcc
Ala

gca
Ala
155

ctg
Leu

ccg
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

ttc
Phe
235

ttg
Leu

Thr
€0

ctg
Leu

cag
Gln

age
Ser

cag
Gln

tce
Ser
140

ctg
Leu

gtc
Val

ctg
Leu

gtg
Val

gtc
Val
220

cgce

Arg

ccg
Pro

Ala

ctg
Leu

agc
Ser

gtg
Val

999
Gly
125

gtc
Val

999
Gly

ctg
Leu

ccg
Pro

acc
Thr
205

ggt
Gly

gac
Asp

Caa
Gln

Ala

ttec
Phe

ccg
Pro

tgg
Trp
110

gcg
Ala

tgc
Cys

tgg
Trp

gce
Ala

tce
Ser
190

ttg

Leu

tcec
Ser

gaa
Glu

cgg
Arg

Ala

gac
Asp

ctc
Leu
95

ggc
Gly

ggc
Gly

atg
Met

atc
Ile

gtg
Val
175

gce
Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

cgc
Arg

gca
Ala
255

LXd

Ala

gcc
Ala
80

atg
Met

gcg
Ala

ccqg
Pro

tcg
Ser

aag
Lys
160

ttc
Phe

tcc
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

gat
Asp
240

gcg
Ala

Trp
65

ctt
Leu

aac
Asn

gtg
Val

ggt
Gly

gct
Ala
145

gcc
Ala

ttc
Phe

999
Gly

ggc
Gly

gtc
Val
225

gag
Glu

aac
Asn

464

512

560

608

704

752

800

848

856

944



tgg
Trp

gcg
Ala

cte
Leu

tac
Tyx

cgt
Arg
260

acc
Thr

275

Hefole:
Pro
290

gac
Asp

caa
Gln

T L o e b s oo o+

ttc
Phe

tgt
Cys

ctg
Leu

ctc
Leu

gcc
Ala

ttc
Phe

cat
His

ccg
Pro

gac
Asp
295

gtg
Val

atc
Iie
280

tce
Ser

gtc
val
265

ctc

Leu

ttce
Phe

87

ggt ggg
Gly Gly

ctg tcc
Leu Ser

caa gcg
Gln Ala

gtg
Val

ctc
Leu

ccg
Pro
300

gttcagggca ggtcggagga gacggagaag gggaggcgac

ctttgtgcat gggtggacgg ggatcacget cccatggegg

acactcctcecg gttcagcgat catg

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

<400>

Val
1
Tyr
Thr
val
Trp
65
Leu

Asn

Val

2

303
PRT

S.

2
Val
Val
Ala
Val

S0
Leu
Leu

Trp

Gly

avermitilis

Val

Phe

Gly

35

Tyr

Phe

Phe

Phe

Ser
115

Trp Ala

Ser
20

Arg

Gly

Pro Val

Arg Arg

Leu Gly

85
His Ser
100

Trp Gly

Gly

Trp

Gln

Ile

Cys

70

Leu

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Ser

55

Arg

Leu

Leu

Tyr

Gly Leu

Ala Asp

25
Gly Ser
40

Val val

Val Glu

Phe Ala

Val Ser

1058

Val
120

Pro

Leu

10

Gly

Lys

Cys

Arg

Ser

90

Asn

Gly

aat
Asn

gtc
Val
285

gcc
Ala

cggagttccg gtcacctccc

cgggctcctc cagacgcacc

Gly

Asp

Ile

Arg

75

Trp

Ala

Trp

gtg atg

gce
Ala
270

Val Met

ggt
Gly

gga
Gly

cag
Gln

tac
Tyr

gct
Ala

tga

Leu Ala Leu

Leu
30

Tyr Arg

Thr Gly Thr

45

Thr
60

Ala Ala

Leu Leu Phe

Gln Ser Pro

Ser Val Trp

110
Gln

Gly Ala

125

Gln

15

Ile

Thr

Ala

Asp

Leu

85

Gly

Gly

992
1040 |
1085

1145
1205

7
1229

Ala
Glu
Asp
Ala
Ala
80
Met |
Ala

Pro



Gly

Ala

145

Ala

Phe

Gly

Gly

Val

225

Glu

Asn

Phe

Pro

Ala
130

Leu

Arg

Ile

Glu

210

Ser

Trp

Leu

Pro
290

<210> 3
<211> 1150

<212> DNA

<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

gtcgacgaag accggccgga ggccgtcgge cgggccgata ccgtacgcgg cctgcgg

Glu

Ile

Arg

Gly

Ser

185

Trp

Cys

Trp

Ala

Tyr

275

Asp

Ala

Val

Ile

180

Val

Tyr

Met

Val

Arg

260

Thr

Gln

Glu Met Pro
135

Thr Val Leu
150

Ala Trp Arg
165

Val Leu Gly

Trp Ala Arg

Gln Phe Pro

215

Leu Gly Ser
230

Glu Arg Gly
245

Phe Leu Ala

Cys Phe His

Leu Pro Asp
295

Cys

Thr

Leu

Ala

200

Val

Leu

Ala

Val

Ile

280

Ser

88

Ala

Ser

Trp

Ser

185

Leu

Tyr

Arg

Trp

Val

265

Leu

Phe

Streptomyces hygroscopicus

CDS

(58)..(990)

3

Ser
Lys
'Arg
170
Glu
Pro
Gln
Phe
Arg
250
Gly

Leu

Gln

Ala

Ala

155

Leu

Pro

Glu

Ala

Phe

235

Leu

Gly

Ser

Ala

Ser

140

Leu

Val

Leu

Val

Val

220

Arg

Pro

Val

Leu

Pro
300

Val

Gly

Leu

Pro

Thr

205

Gly

Asp

Gln

Asn

Val

285

Ala

Cys

Met

Trp Ile

Ala

Ser

180

Leu

Ser

Glu

Arg

Ala

270

Gly

Ala

Val

175

Ala

Trp

Gly

Arg

Ala

255

Val

Gly

Tyr

Ser

Lys

160

Phe

Ser

Ser

Leu

Asp

240

Ala

Met

Gln

gtg ttc acc ctt ccc gta aca ctg tgg gcg tgt gtc ggc gcg ctg gtg
Val Phe Thr Leu Pro Val Thr Leu Trp Ala Cys Val Gly Ala Leu Val

1

5

io0

15

57

105

LR



c€gg
Arg

gtc
Val
65

acqg
Thr

age
Ser

gtg
Val

ggg
Gly

atc
Ile
145

ggt
Gly

gcg
Ala

gtg
Val

acc
Thr

[ T QU

gga
Gly

cgc
Arg

atc
Ile
50

ctc
Leu

ttc
Phe

cce
Pro

trc
Phe

gcg
Ala
130

gt

Cys

ctt
Lep

crc
Leu

tee
Ser

atc
Ile

ctt
Leu

atc
Ile
35

gcce
Ala

gca
Ala

gac
Asp

ttg
Leu

gga
Gly
115

999
Gly

atg
Met

gcc
Ala

ggc
Gly

ttre
Phe
195

tgg
Trp

cag
Gln
20

gag
Glu

gat
Asp

gtg
Val

acg
Ala

atg
Met
100

gcg
Ala

gcg
Ala

acg
Thr

gcc
Ala

ttt
Phe
180

gcg
Ala

age
Ser

gty
Val

aag
Lys

gtg
val

tgt
Cys

tcg
Ser
85

aac
Asn

gtg
val

cac
His

gcc
Ala

gcc
Ala
165

ctg

Leu

ggc
Gly

ag9
Gly

tac
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
70

ctc
Leu

tgg
Trp

gcc
Ala

cag
Gln

atg
Met
150

cgg
Arg

ctc
Leu

gte
Val

cac
His

gtg
val

tcc
Ser

atc
Ile
55

tac
Tyr

ok of of
Phe

atc
Ile

tcg
Ser

gag
Glu
135

atg

Met

tgg
Trp

gtc
vVal

tce
Ser

tgg
Trp

ttc
Phe

ccg
Pro
40

ccg
Pro

cgg
Axg

atc
Ile

aat
Asn

tgg
Trp
120

gce
Ala

gcc
Ala

ccg
Pro

gtg
Val

gtg
Val
200

tat
Tyr

89

gcc
Ala
25

gcc
Ala

ctg
Leu

agg
Arg

ggg
Gly

ccg
Pro
105

999
Gly

gag
Glu

gcc
Ala

cgg
Arg

ctc
Leu
185

tgg
Trp

cag
Gln

gce
Ala

agg
Arg

ctyg
Leu

rat
Cys

ctg
Leu
90

gtg
Val

ccg
Pro

ctg
Leu

gtg
val

ctg
Leu
170

ctc

Leu

acg
Thr

ttc
Phe

tag
Trp

ggc
Gly

tce
Ser

cgg
Arg
75

ctg
Leun

ctc
Leu

tat
Tyr

ccg
Pro

gce
Ala
155

999
Gly

gac
Asp
cgg
Arg

ccg
Pro

cte
Leu

ggt
Gly

gtg
Val
60

gcc
Ala

tcg
Ser

gcg
Ala

gtg
val

ctg
Leu
140

tgc

Cys

ccg
Pro

atc
Ile

gca
Ala

ctg
Leu

gce
Ala

ggg
Gly
45

gtg
Val

agg
Arg

gcc
Ala

tca
Ser

ccce
Pro
125

gcg
Ala

ggc
Gly

ctc
Leu

gcc
Ala

gtg
val
205

tat
Tyr

gac
Asp
30

gac
Asp

gga
Gly

agg
Arg

agt
Ser

aac
Asn
110

ggt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

cgg
Arg

gag
Glu
190

cce
Pro

cag
Gln

agc
Ser

tcyg
Ser

gcg
Ala

cgg
Arg

tgg
Trp
95

gtc
Val

tgg
Trp

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu
175

ccg

Pro

gag
Glu

atg
Met

ggc
Gly

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu
80

cag
Gln

aat
Asn

cag
Gln

agce
Sex

atg
Met
160

atc

Ile

ctg
Leu

ctg
Leu

gtg
Val

153

249

297

345

393

441

489

537

585

633

681

729



gag
Glu

aac
Asn

ttc
Phe

cgt
Arg
305

gcgcgatgtg cctgatgcge ctgatgtacc cggggtgtca tcggctcacc tgtggcgcect

catgcggtga gegcoctccgee tcgtecttgt tccggctecct gggctccacg accatacgga

210

tcg
Ser

cgg

Arg -

ggc
Gly

atc
Ile

tcg
Ser
290

ccg
Pro

Streptomyces hygroscopicus

gcg
Ala

cgc
g

ccg
Pro

agc
Ser
275

ctg

Leu

gcg
Ala

ctc
Leu

ggc
Gly

agg
Arg
260

atc
Ile

atg
Met

gcc
Ala

ttc
Phe

gaa
Glu
245

cca
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

gcggccecgggg
<210> 4
<211> 310
<212> PRT
<213>
<400> 4
Val Phe Thr Leu
1
Leu Gly Leu Gln
20
Tyr Arg Ile Glu
35
Arg Ile Ala Asp
50

ggc
Gly
230

acg

Thr

tgg
Trp

ctce
Leu

ggc
Gly

tac
Tyr
310

5

gcc
Ala

tgt
Cys

gtc
val

tac
Tyr

gct
Ala
295

tga

215

tct
Ser

ctg
Leu

cgg
Arg

acc
Thr
280

ccc
Pro

ttg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
265

ggc
Gly

ccg
Pro

90

gg9g9 gc<

o
8]
(o]

c gcg cgc

Gly Ala Ala Arg

tcc

999 g<g gcc

Ser Glv Ala Ala

250

ctg gcg gtg gtg
Leu Ala Val Val

gca cac ggc gca
Ala His Gly Ala

285

gac cgg ctc ccc
Asp Arg Leu Pro

300

cac
His

ctc
Leu

ggc
Gly
270

cac

His

gaa
Glu

.
seace

ttt cgc
Phe Arg
240

cta ccg
Leu Pro

255

ggg gcc
Gly Ala

atc ctg
Ile Leu

ttc ttc
Phe Phe

gaccgecgge accacccacg tacccgatgt

Pro Val Thr Leu Trp Ala

10

Val Tyr Val Phe Ala Ala

25

40

55

Lys Ala Ser Pro Ala Arg

Val Leu Ile Pro Leu Leu

Cys Val Gly Ala Leu

Trp Leu Ala Asp Ser

Gly Gly Gly Asp Ser

15

30

45

Ser Val Val Gly Ala

60

vVal

Gly

Glu

Val

777

825

873

921

1020

1080

1140

1150



Val
65

Thr

Ser

Val

Ile
145
Gly
Ala
Val
Thr
Ala
225
Asn
Glu
Asn

Phe

Arg
305

Leu
Phe
Pro
Phe
Ala
130
Cys
Leu
Leu
Ser
Ile

210

Ser
Arg
G}y
Ile
Ser

290

Pro

Ela

Asp

Leu

Gly

115

Gly

Met

Ala

Gly

Phe

195

Trp

Ala

Arg

Pro

Ser

275

Leu

Ala

Val

Ala

Met

100

Ala

Ala

Thr

Ala

Phe

*180

Ala

Ser

Leu

Gly

Arg

260

Ile

Met

Ala

Cys

Ser

85

Asn

Val

His

Ala

Ala

165

Leu

Gly

Gly

Phe

Glu

245

Pro

Ala

Asp

Gly

Leu

70

Leu

Trp

Ala

Gln

Met

150

Arg

Leu

val

His

Gly

230

Thr

Trp

Leu

Gly

Tyr
310

Tyr

Phe

Ile

Ser

Glu

135

Met

Trp

Val

Ser

Trp

215

Ala

Cys

vVal

Tyr

Ala
295

91

it B -

Arg Arg Cys

Ile

Asn

Trp

120

Ala

Ala

Pro

Val

Val

200

Tyr

Ser

Leu

Arg

Thr

280

Pro

Gly

Pro

105

Gly

Glu

Ala

Arg

Leu
185

Trp

Gln

Leu

Glu

Leu

265

Gly

Pro

Leu

90

Val

Pro

Leu

Val

Leu

170

Leu

Thr

Phe

Gly

Ser

250

Leu

Ala

Asp

Arg

75

Leu

Leu

Tyr

Pro

Ala

155

Gly

Asp

Arg

Pro

Ala
235

Gly

Ala

His

Arg

Ala

Ser

Ala

Val

Leu

140

Cys

Pro

Ile

Ala

Leu

220

Ala

Ala

Val

Gly

Leu
300

Arg

Ala

Ser

Pro

125

Ala

Gly

Leu

Ala

val

205

Tyr

Arg

Ala

Val

Ala

285

Pro

Arg

Ser

Asn

110

Gly

Thr

Lys

Arg

Glu

180

Pro

Gln

His

Leu

Gly

270

His

Glu

Arg
Trp
95

Val

Leu

Gly

Leu

175

Pro

Glu

Met

Phe

Leu

255

Gly

Ile

Phe

Leu
80
Gln
Asn
Gln
Ser
Met
160
Ile
Leu
Leu
Val
Arg
240
Pro
Ala

Leu

Phe;



<210> 5

<211>

<212>
<213> Streptomyces griseochromogenes
<400>

Val

Tyr

Val

Val

Trp

65

Leu

Asn

Val

Gly

Val

145

Glu

Leu

Gly

Gly

Ile

Val

Ser

Leu

50

Leu

Leu

Trp

Gly

Lys

130

Leu

Arg

Thr

val

Ala
210

215

PRT

5

Gly

Phe

Gly

35

Leu

val

Phe

Phe

Ser

115

Glu

Leu

Trp

Ala

Ser

195

Trp

Trp Ala Ala

Ala

20

Pro

Pro

Arg

Thr

His

100

Trp

Ala

Gly

Pro

Val

180

Val

Tyr

Arg

Asp

Ala

Arg

Gly

85

Pro

Gly

Glu

Val

Gly

165

Ala

Arg

Trp

Gly

Leu

Trp

70

Val

Val

Pro

Leu

Leu

150

val

Phe

Ala

Ala

Leu

Thr 2

Arg

Ser

55

Arg

Leu

Leu

Tyr

Pro

135

Gly

Arg

Asp

Arg

Arg
215

Gly

Glu

40

Met

Ala

Phe

Met

Val

120

Leu

Cys

Pro

Leu

Ala
200

92

Ela

Ala

Glu

Ala

Ala

105

Pro

Val

Cys

Trp

Ser

185

Leu

Val Phe
10

Gly Gly

Gly val
Arg Arg
75

Gly Trp
90

Asn Thr

Gly Trp

Thr Phe

Gln Val

155

Gln Leu
170

Glu Pro

Pro Thr

Leu

Tyr

Arg

Val

Leu

Leu

His

Arg

Ser

140

Met

val

Phe

Val

Val

His

Arg

45

Gly

Ser

Ser

val

Gly

125

Leu

Ser

Gly

Ile

Thr
205

Leu

Leu

30

Ile

Leu

Phe

Pro

Trp

110

Leu

Gly

Arg

Leu

Ser

190

Leu

Gln

15

Ala

Ile

Ala

Asp

Leu

95

Gly

Pro

Ser

Val

Ala

175

Phe

Trp

val

Asp

Asp

Phe

Ala

80

Met

Ala

Pro

Thr

Arg

160

Phe

Ala

Arg
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<210> 6

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 6

tcacgaaacc ggacacac.

<210> 7

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 7

catgatcgct gaaccgag

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 8

ggttccggat gccgtteteg

<210> 9

<211> 21

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 9

aactccggtc gactceccctt ¢

<210> 10

<211> 19

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 10

gcaaggatac ggggactac

18

18

20

21

19
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<210> 11

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 11

gJaaccgaccg cctgatac

<210> 12

<211> 43

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 12

99999c999c ccggggcgg aggeggaaat geccetggeg acg

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 13

ggaaccgacc gcctgataca

<210> 14

<211> 46

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 14

99999cgggc ccgggtgcgg aggcggaaat gccgetggeg acgacce

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 15

ggaacatcac ggcattcacc

18

43

20

46

20



95

<210> 16

<211> 18

<212> DNA

<213>VStreptomyces avermitilis
<400> 16

aacccatccg ageccgctc

<210> 17

<211> 17

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 17

CngCCthC aacgaac

<210> 18

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 18

ccaacgaacg tgtagtag

<210> 19
<211> 20
<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 19

tgcaggcgta cgtgttcagce

<210> 20

<211> 17

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 20

catgatcgct gaaccga

17

18

20
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<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 21

catgatcgctAgaéccgagga

<210> 22

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 22

aggagtgtgg tgcgtctgga

<210> 23

<211> 19

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 23

Cttcaggtgt acgtgttcg

<210> 24

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 24

jJaactggtac cagtgccc

20

20

- 18

19
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1. Izolovand polynukleotidovid molekula obsahujici Uplny aveC
ORF S. avermitilis nebo jeho vyznamnou ¢ast, kde tato molekula
neobsahuje dal3i uplny ORF, ktery je umisté&n za aveC ORF in

situ v chromosomu S. avermitilis.

2. Izolovand polynukleotidova molekula podle néaroku 1
obsahujici stejnou nukleotidovou sekvenci, jako je kédujici
sekvence pro AveC genovy produkt S. avermitilis z plasmidu
pPSE186 (ATCC 209604), nebo nukleotidovou sekvenci stejnou jako
je nukleotidova sekvence aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1),

nebo jeji vyznamna G4ast.

3. Izolovan& polynukleotidova molekula podle naroku 2, ktera
déle obsahuje nukleotidové sekvence, které za prirozeného stavu

sousedi s aveC genem in situ v S. avermitilis.

4. Izolovana polynukleotidovd molekula obsahujici nukleotidovou
sekvenci, kterd je homologicka ke kbédujici sekvenci pro AveC
genovy produkt S. avermitilis z plasmidu pSE186 (ATCC 209604),
nebo k nukleotidové sekvenci aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO:

1), nebo jeji vyznamné &Sasti.

5. Izolovan& polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou
sekvenci, kterd kéduje polypeptid majici aminokyselinovou
sekvenci, kterd je homologicka k aminokyselinové sekvenci
kodované sekvenci kédujici AveC genovy produkt S. avermitilis z
plasmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo k aminokyselinové sekvenci
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2), nebo jeji vyznamné &&sti.

6. Izolovand polynukleotidovad molekula obsahujici nukleotidovou

sekvenci SEQ ID NO: 3 nebo jeji vyznamnou &&st, nebo
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nukleotidovou sekvenci, ktera je homologicka k nukleotidové

sekvenci SEQ ID NO: 3.

7. Izolovand polynukleotidovd molekula obsahujici nukleotidovou
sekvenci, ktera kéduje polypeptid, ktery je homologicky k

aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 4.

8. Oligonukleotidova molekula, kteréa hybridizuje na
polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci podle
obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo SEQ ID NO: 3, nebo na
polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci, které
je komplementarni k nukleotidové sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID

NO: 1) nebo SEQ ID NO: 3, za podminek vysoké prisnosti.

9. Oligonukleotidovéd molekula podle néaroku 8, kterd je
komplementdrni k nukleotidové sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO:
1) nebo SEQ ID NO: 3, nebo k polynukleotidové molekule majici
nukleotidovou sekvenci, ktera je komplementarni k nukleotidové

sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo SEQ ID NO: 3.

10. Rekombinantni vektor v Yyznadcujici se t i m, ZzZe
obsahuje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou
sekvenci vybranou ze skupiny skladajici se z:

(a) nukleotidové sekvence, ktera je stejnad jako kédujici
sekvence pro AveC genovy produkt S. avermitilis z plasmidu
pPSE186 (ATCC 209604), nebo ktera je stejnd jako nukleotidova
sekvence aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1), nebo jeji
vyznamnd &4ast;

(b) nukleotidové sekvence, ktera Je homologické ke kédujici
sekvenci pro AveC genovy produkt S. avermitilis z plasmidu
pSE186 (ATCC 209604), nebo k nukleotidové sekvenci aveC ORF
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1), nebo jeji vyznamné &&sti; a
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(c) nukleotidové sekvence, ktera kéduje polypeptid majici
aminokyselinovou sekvenci, ktera je homologicka k
aminokyselinové sekvenci kodované kédujici sekvenci pro AveC
genovy produkt S. avermitilis z plasmidu pSE186 (ATCC 209604),
nebo k aminokyselinové sekvenci podle obr. 1 (SEQ ID NO: 2),

nebo jeji vyznamné &&sti.

11. Rekombinantni vektor podle naroku 10 v yznacuijici
S e t im Ze didle obsahuje nukleotidovou sekvenci kédujici
jeden nebo vice regulacnich element?, kde tato nukleotidova
sekvence kédujici regulaéni elementy je v operativni vazb& s

nukletidovou sekvenci podle naroku 10.

,_l
Q
=

12. Rekombinantni vektor podle naroku 11 vy zna & u j
S e tim Ze obsahuje nukleotidovou sekvenci kédujici

selektovatelny marker.

)

13. Rekombinantni vektor podle naroku 12 vy zn a & u j ic

S e tim Ze se jednd o plasmid pPSE186 (ATCC 209604).

14. Hostitelska buiika v YzZznacujici se tim Ze

obsahuje rekombinantni vektor podle néroku 12.

15. Hostitelska butika podle ndroku 14 vy zna & u jici

S e tim Ze ji je Streptomyces avermitilis.

16. Rekombinantni vektor v YzZnacujici se tim ze
obsahuje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou
sekvenci vybranou ze skupiny skl&dajici se z nukleotidové
sekvence SEQ ID NO: 3 nebo jeji vyznamné &asti; nukleotidové
sekvence, ktera je homologickd k nukleotidové sekvenci SEQ ID
NO: 3; a nukleotidové sekvence, kterd kéduje polypeptid, ktery

je homologicky k aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 4.
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17. Rekombinantni vektor podle naroku 16 v yznadcuijici
s e tim Ze didle obsahuje nukleotidovou sekvenci kédujici
jeden nebo vice regula&nich elementi, kde tato nukleotidova
sekvence kédujici regulaéni elementy je v operativni vazbé s

nukletidovou sekvenci podle naroku 16.

18. Rekombinantni vektor podle naroku 17 v yznacuijicdi
S e t im, Ze obsahuje nukleotidovou sekvenci kédujici
selektovatelny marker.

19. Hostitelska bufika vy zna&u jici se tim, Ze

obsahuje rekombinantni vektor podle naroku 18.

20. Hostitelska bufika podle naroku 19 v yznacuijicli

s e tim Ze ji je Streptomyces hygroscopicus.

21. Rekombinantné exprimovany AveC genovy produkt S.
avermitilis majici aminokyselinovou sekvenci kodovanou
nukleotidovou sekvenci kédujici AveC genovy produkt S.
avermitilis z plasmidu pPSE186 (ATCC 209604), nebo
aminokyselinovou sekvenci podle SEQ ID NO: 2, nebo jeji

vyznamné Gasti, nebo polypeptid k nému homologicky.

22. Rekombinantné exprimovany genovy produkt S. hygroscopicus
homologicky k AveC majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:

4, nebo polypeptid k nému homologicky.

23. Zplsob pripravy rekombinantniho AveC genové produktu
Vyznacujici se tim e obsahuje kultivaci
hostitelské bufiky transformované rekombinantnim expresnim
vektorem, kde uvedeny rekombinantni expresni vektor obsahuje

polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci
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kédujici aminokyselinovou sekvenci kodovanou kédujici sekvenci
pro AveC genovy produkt S. avermitilis z plasmidu pSE186 (ATCC
209604), nebo kédujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2
nebo jeji vyznamnou &ast, kde tato polynukleotidova molekula je
v operativni vazbé s jednim nebo vice regulac¢nimi elementy,
které kontroluji expresi polynukleotidové molekuly v
hostitelské bufice, kde tato kultivace je provedena za podminek
umoZnujicich produkci rekombinantniho AveC genového produktu, a

ziskani AveC genového produktu z buné&é&né kultury.

24. Zpusob pfipravy rekombinantniho produktu genu homologického
kAveCvyznadujici se t i m, Ze obsahuje kultivaci
hostitelské buiiky transformované rekombinantnim expresnim
vektorem, kde uvedeny rekombinantni expresni vektor obsahuje
polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci
kdébdujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4 nebo jeji
vyznamnou &4st, kde tato polynukleotidova molekula je v
operativni vazbé& s jednim nebo vice regulaénimi elementy, které
kontroluji expresi polynukleotidové molekuly v hostitelské
burice, kde tato kultivace je provedena za podminek umoZnujicich
produkci rekombinantniho produktu genu homologického k AveC, a

zisk&ni AveC genového produktu z bun&&né kultury.

25. Polynukleotidovd molekula obsahujici nukleotidovu sekvenci,
kterd je stejnd jako sekvence kédujici AveC genovy produkt §S.
avermitilis z plasmidu pSE186 (ATCC 209604) nebo nukleotidova
sekvence aveC ORF S. avermitilis, jak je uvedena na obr. 1 (SEQ
ID NO: 1) s tou vyjimkou, Ze tato nukleotidovéa sekvence déale
obsahuje jednu nebo dvé& mutace, takZe bufiky S. avermitilis
kmene ATCC 53692, ve kterych byla pfirozend aveC alela
inaktivovéna a které exprimuji polynukleotidovou molekulu
obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci, produkuji

avermektiny v odli3ném poméru a mnoZstvi, neZ jsou produkovany
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bunkami S. avermitilis kmene ATCC 53692, které exprimuiji pouze

prirozenou aveC alelu.

26. Polynukleotidovd molekula podle ndroku 25, kterd ovliviuje
produkci avermektin® tak, Ze bufiky 8. avermitilis kmene ATCC
53692, ve kterych byla prfirozend aveC alela inaktivovéana a
které exprimuji polynukleotidovou molekulu podle naroku 25,
produkuji avermektiny ve sniZeném poméru tfidy 2:tf¥idy 1 ve
srovnani s bufkami S. avermitilis ATCC 53692, které exprimuji

pouze p¥irozenou alelu.

27. Polynukleotidovd molekula podle ndroku 26, kde avermektiny

t¥idy 2:tridy 1 jsou cyklohexyl-B2:cyklohexyl-Bl avermektiny.

28. Polynukleotidovad molekula podle naroku 27, kde sniZeny
pomér cyklohexyl-B2:cyklohexyl-Bl avermektinl je men3i nez
1,6:1.

29. Polynukleotidovd molekula podle naroku 28, kde sniZeny
pomér cyklohexyl-B2:cyklohexyl-Bl avermektin® je pribliZné
0,94:1.

30. Polynukleotidové molekula podle néroku 29, kde mutace S.
avermitilis aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) kéduje
aminokyselinovou substituci ve zbytku 139 AveC genového

produktu z alaninu na threonin.

31. Polynukleotidovd molekula podle naroku 28, kde sniZeny
pomér cyklohexyl-B2:cyklohexyl-Bl avermektint je pfiblizné&
0,88:1. |

32. Polynukleotidové molekula podle naroku 31, kde mutace S.
avermitilis aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) kéduje



103

aminokyselinovou substituci ve zbytku 138 AveC genového

produktu ze serinu na threonin.

33. Polynukleotidova molekula podle naroku 28, kde sniZeny
pomér cyklohexyl-B2:cyklohexyl-Bl avermektind je p¥iblizné
0,84:1.

34. Polynukleotidova molekula podle naroku 33, kde mutace S.
avermitilis aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) kéduje prvni
aminokyselinovou substituci ve zbytku 138 AveC genového
produktu ze serinu na threonin a druhou aminokyselinovou
substituci ve zbytku 139 AveC genového produktu z alaninu na

threonin.

35. Polynukleotidova molekula podle naroku 25, kde mutace S.
avermitilis aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) kdéduje
aminokyselinovou substituci ve zbytku 55 AveC genového produktu

ze serinu na fenylalanin.

36. Polynukleotidovd molekula podle naroku 25, kde mutace S.
avermitilis aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) kéduje
aminokyselinovou substituci ve zbytku 230 AveC genového

produktu z glycinu na aspartat.

37. Polynukleotidova molekula obsahujici silny promotor
vV operativni vazbé se S. avermitilis aveC ORF podle obr. 1 (SEQ
ID NO: 1).

38. Polynukleotidovad molekula podle naroku 37, kde silny

promotor je ermkE promotor ze Saccharopolyspora erythraea.

39. Polynukleotidovad molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci

kédujici AveC genovy produkt, ktery byl inaktivovéan inserci
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heterologni nukleotidové sekvence do uvedené nukleotidové

sekvence.

40. Polynukleotidova molekula podle né&roku 25 obsahujici aveC
alelu, kterd byla inaktivovéna deleci 640 bp PstI/SphI
fragmentu z aveC ORF podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1).

41. Polynukleotidovd molekula podle naroku 25 obsahujici aveC
alelu, kterd byla inaktivovéana vloZenim mutace zpisobujici

posun ¢teciho ramce do alely.

42. Polynukleotidova molekula podle naroku 41, do které byla
vloZena mutace zplsobujici posun c¢teciho rémce pfidanim dvou G
nukleotidld po C nukleotidu v nukleotidové pozici 471 aveC ORF
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1).

43. Polynukleotidova molekula podle naroku 25 obsahujici aveC
alelu, ktera byla inaktivovana vlioZenim terminadniho kodonu
v nukleotidové pozici, ktera kéduje aminokyselinu 116 AveC

genového produktu S. avermitilis.

44. Polynukleotidova molekula podle naroku 25 obsahujici aveC
alelu, ktera byla inaktivovéna vloZenim prvni mutace

v aminokyselinové pozici 256 AveC genového produktu, ktera méni
glycin na aspartat, a druhé mutace v pozici 275 AveC genového

produktu, kterd mé&ni tyrosin na histidin.

45. Genovy substituéni vektor Vyznacujici se
t 1 m, Ze obsahuje polynukleotidovou molekulu obsahujici
nukleotidové sekvence, které za prirozeného stavu sousedi

S aveC ORF in situ v chromosomu S. avermitilis.
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46. Rekombinantni vektor vy z n a & u jici se tim Ze
obsahuje polynukleotidovou molekulu podle jakéhokoliv z naroka
25 az 44.

47. Rekombinantni vektor obsahujici polynukleotidovou molekulu
podle nadroku 39 vy znacéuijici se t i m, Ze jde o
vektor pSE180 (ATCC 209605).

48. Hostitelska butika Streptomyces vy znacduijici se

t i m, Ze obsahuje rekombinantni vektor podle naroku 46.

49. Zplsob pro identifikaci mutaci aveC ORF schopnych ménit
pomé€r produkovanych avermekting tfidy 2:tfidy 1
vyznacujici se tim Ze obsahuje: (a) stanoveni
poméru avermektind t¥idy 2:tfidy 1 produkovanych bufikami kmene
S. avermitilis, ve kterych byla prirozend aveC alela
inaktivovéna a do kterych byla vloZena a ve kterych je
exprimovéna polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou
sekvenci kédujici mutovany AveC genovy produkt; (b) stanoveni
poméru avermektinl t¥idy 2:tfidy 1 produkovanych bufikami
stejného kmene S. avermitilis jako v kroku (a), které vsak
exprimuji pouze aveC alelu majici nukleotidovou sekvenci ORF
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo nukleotidovou sekvenci
homologickou k této sekvenci; a (c) srovné&ni poméru avermektint
tfidy 2:tfidy 1 produkovanych bufikami S. avermitilis kroku z
(a) s pomérem avermektint tfidy 2:tfidy 1 produkovanych bunikami
S. avermitilis z kroku (b), kdy pokud je pomé&r avermektinid
tfidy 2:tfidy 1 produkovanych bufikami S. avermitilis kroku z
(a) odlisny od poméru avermektind tfidy 2:tfidy 1 produkovanych
bufikami S. avermitilis z kroku (b), tak byla identifikovana
mutace aveC ORF schopnd mé&nit pomd&r avermektind tfidy 2:t#idy
1.
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50. Zpusob podle naroku 49 vy znac¢ujici se tim,
Ze pom&r avermektind tfidy 2:tfidy 1 je sniZen v diasledku

mutace.

51. ZplGsob pro identifikaci mutaci aveC ORF nebo genetickych
konstruktd schopnych ménit mnoZstvi produkovanych avermektint
vyznacujici se tim Ze obsahuje: (a) stanoveni
avermektind produkovanych bufikami kmene S. avermitilis, ve
kterych byla prirozend aveC alela inaktivovéna a do kterych
byla vloZena a ve kterych je exprimovéna polynukleotidové
molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici mutovany
AveC genovy produkt, nebo obsahujici geneticky konstrukt ,
obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici AveC genovy produkt;
(b} stanoveni mnoZstvi avermektini produkovanych bufikami
stejného kmene S. avermitilis jako v kroku (a), které vSak
exprimuji pouze aveC alelu majici nukleotidovou sekvenci ORF
podle obr. 1 (SEQ ID NO: 1) nebo nukleotidovou sekvenci
homologickou k této sekvenci; a (c) srovnani mnozZstvi
avermektind produkovanych bufikami S. avermitilis kroku z (a) s
mnozstvim avermektind produkovanych butikami S. avermitilis z
kroku (b), kdy pokud je mnoZstvi avermektint t¥idy
produkovanych burtkami S. avermitilis kroku z (a) odliZné od
mnoZstvi avermektin® produkovanych bufikami S. avermitilis z
kroku (b), tak byla identifikovana mutace aveC ORF schopna

ménit mnoZstvi avermektini.

52. Zpusob podle ndroku 51 vy znac¢ujici se tim,
Zze mnoZstvi produkovanych avermektin®i je zvyZeno v disledku

mutace.

53. Zpusob p#ipravy novych kmend S. avermitilis obsahujicich
bunky, které exprimuji mutovanou aveC alelu a produkuiji

pozménény pomér avermektind t¥idy 2:t¥idy 1 ve srovnani
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s bunkami stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze
pfirozenoa aveC aleluvyznadujici se t i m, ZzZe
obsahuje transformaci bunék kmene S. avermitilis vektorem,
ktery obsahuje mutovanou aveC alelu kédujici genovy produkt,
ktery méni pom&r avermektinut tfidy 2:tfidy 1 produkovanych
bufikami kmene S. avermitilis exprimujicich mutovanou aveC alelu
ve srovnani s buiikami stejného kmene, které exprimuji pouze
pfirozenou aveC alelu, a selekci transformovanych bunék, které
produkuji avermektiny v pozm&né&ném poméru t¥idy 2:tfidy 1 ve
srovnani s pom&rem avermektins tfidy 2:tfidy 1 produkovanych
bunikami kmene exprimujiciho pouze prirozenou alelu.

54. Zplsob podle naroku 53 v Yyznacujici se tinm,
Ze pomér avermektint tfidy 2:t#idy 1 je sniZen v dusledku

mutace.

55. Zplsob pfipravy novych kment S. avermitilis obsahujicich
bunky, které produkuji pozm&n&né mnoZstvi avermektint
Vyznacujici se ¢t i m, Ze obsahuje transformaci
bunék kmene S. avermitilis vektorem, ktery obsahuje mutovanou
aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici aveC alelu,
JjehoZ exprese vede ke zmé&né& mno¥stvi avermektinld produkovanych
bufikami kmene S. avermitilis exprimujicich mutovanou aveC alelu
nebo geneticky konstrukt ve srovnani s buifikami stejného kmene,
které exprimuji pouze pfirozenou aveC alelu, a selekci
transformovanych bunék, které produkuji avermektiny

vV pozménéném mnoZstvi ve srovnani s mnoZstvim avermektint
produkovanych bufikami kmene exprimujiciho pouze p#irozenou

alelu.

56. Zpusob podle naroku 55 v Yznacujici se tinm,
Ze mnoZstvi produkovanych avermektin® je zvySeno v disledku

mutace.
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57. ZpUsob pfipravy novych kmenG S. avermitilis jejichz bunky
obsahujici inaktivovanou aveC alelu v yznacujici se
t 1 m, Ze obsahuje transformaci bun&k kmene S. avérmitilis
vektorem, ktery inaktivuje aveC alelu, a selekci
transformovanych bunék, ve kterych byla aveC alela
inaktivovéna.

58. Zpusob podle naroku 57 vy zn a & u jici se tim,
Ze vektorem je pSE 180 (ATCC 209605) .

59. Kmen S. avermitilis vy zna & u jici se tim Ze
obsahuje bufiky exprimujici mutovanou aveC alelu, coz zplsobuje
produkci avermektini té&mito bufikami v pozménéném poméru t#idy
2:tfidy 1 ve srovnani s bufikami exprimujicimi pouze prirozenou

aveC alelu.

60. Kmen podle naroku 59 v yznacujici se tim zZe

pomér avermektind t¥idy 2:tfidy 1 je sniZen v disledku mutace.

61. Kmen podle naroku 60 v Yyznacujici se tim Ze
bunky produkuji cyklohexyl B2:cyklohexyl B1 avermektiny

v poméru men3im neZ 1,6:1.

62. Kmen podle naroku 61 v Yyznacujici se t im ze
buniky produkuji cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny

v pomé€ru men3im neZ 0,94:1.

63. Kmen podle naroku 61 v Yyznacujici se tim zZe
buniky produkuji cyklohexyl B2:cyklohexyl B1 avermektiny

v poméru men3im nez 0,88:1.
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64. Kmen podle naroku 61 v yznacujici se tim zZe
bunky produkuji cyklohexyl B2:cyklohexyl Bl avermektiny

v pomé€ru menSim neZ 0,84:1.

65. Kmen S. avermitilis vy zn a & u jici se tim zZe
obsahuje bufiky exprimujici mutovanou aveC alelu nebo geneticky
konstrukt, coZ zpisobuje produkci avermektint témito bunikami ve
vyS55im mnoZstvi ve srovnani s bufikami exprimujicimi pouze

prirozenou aveC alelu.

66. Kmen S. avermitilis v Yznacujici se tim Ze

obsahuje bunky, ve kterych byl aveC gen inaktivovan.

67. Zpusob vyroby avermektint v Yyznacujici se

t 1 m, Ze obsahuje kultivaci bunék kmene S. avermitilis, kde
tyto bunky exprimuji mutovanou aveC alelu kédujici genovy
produkt, ktery mé&ni pom&r avermektind tfidy 2:tfidy 1
produkovanych bufikami S. avermitilis exprimujicimi mutovanou
aveC alelu ve srovnani s buiikami stejného kmene neexprimujicimi
mutovanou alelu a exprimujicimi pouze prirozenou aveC alelu,

v kultivaénim mediu za podminek umozfiujicich nebo indukujicich
produkci avermektind té&mito bunkami, a ziskani uvedenych
avermektind z kultury.

68. Zplsob podle naroku 67 v YyzZnacujici se tim,
Ze pomér avermektint tfidy 2:tfidy 1 je sniZen v disledku

mutace.

69. Zplsob vyroby avermektind v Yyznacuijici se

t i m, Ze obsahuje kultivaci bun&k kmene S. avermitilis, kde
tyto buiiky exprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky
konstrukt obsahujici aveC alelu, které méni mnoZstvi

avermektind produkovanych bufikami S. avermitilis exprimujicimi
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mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt ve srovnéni

s bunkami stejného kmene neexprimujicimi mutovanou alelu &i
geneticky konstrukt a exprimujicimi pouze p¥irozenou aveC
alelu, v kultivacnim mediu za podminek umoZiujicich nebo
indukujicich produkci avermektinid témito bunikami, a ziskéni

uvedenych avermektind z kultury.

70. Zplsob podle ndroku 69 vy znadc¢ujici se tim,
Ze mnozZstvi produkovanych avermektinli je zvySeno v disledku

exprese mutované aevC alely nebo genetického konstruktu.

71. Pripravky obsahujici avermektiny produkované bufikami kmene
S. avermitilis, kde tyto bunky exprimuji mutovanou aveC alelu
kédujici genovy produkt, ktery sniZuje pomér avermektind t¥idy
2:tfidy 1 produkovanych bufikami S. avermitilis exprimujicimi
mutovanou aveC alelu ve srovnani s bufikami stejného kmene
neexprimujicimi mutovanou alelu a exprimujicimi pouze
pfirozenou aveC alelu, kde avermektiny jsou produkovany ve
sniZeném poméru tfidy 2:tfidy 1 ve srovnani s pomérem
avermektind tfidy 2:tfidy 1 produkovanym bufikami stejného kmene
S. avermitilis neexprimujicimi mutovanou aveC alelu a

exprimujicimi pouze pfirozenou aveC alelu.



6001 -----no- The-se- Tl
) os<u&<ouo<ossuousuusu<u<uucuo
, VI,wAu 0021 #--wmno.. RE AR Rt ST T SRt TR ----+---------+:--------+--:------+----'----
Cevan mm“ u<u<ouauusouuouuuowu&<uuo&umu<oa<uuuuu<o05ouoa<uu&oaepuuuuauo<ueooou&eocwwuu<wuoo<mwww<<u<oou<u<ou<u
s ' o LT S B A ) 0 4 5 ¢ d T 0 a g 4 0 9 9 4 T§ 17 1§ 4 D
e, 0011 P e e +---------+---------+---------*---------+---------+---------+--------;*----g----
et oww uo&uo<uoou<oa&ucuau<&&uuuuoooumou<<ouasousucooouuso<<uo<ouooouuo<u<owawmuauus0uuaosuuauuama«uusasw&u
: NN AT g4 j o " N A 9 9 A A ¥ o1 3 y VM N VY ¢y 0 d 1y MY 9 ¥y 3 4
PR S 0001 4-memmeo T It T SR LT Rt S U Froeeell S St PR
B u<o<su&uussue<0&ooooa<<uemuoo&ooosousuuouusuoeasouuuooosu<<ooo<uu0uu<<uouuu&eoouuosouo<ouuoo<<ow&woo
: . NS 3 gy 3 @ ¥ 34 4 4 7 S0 1T H 5 ) AT 9 5 9 Y0 koA g 4 0 2 u g
e 006 +-----_._ LEEE T It T KT O S tommeealll D TS
Lo, hoosmcu&<uuouc<wu<oucuuahuasuouu&uwuauowoeuo&<uosuo&o&ousuuuoousaouo&oouommua<&oeuuuuoaeu<ou<sooau<w
fat 5 M T L 4 Id 1 vy y B A s 1 9 S ¥ S 4 7 ¢ 85 1 9 70 4 I 91 g4
oo 008 #----o_ .. B T O IR AR T AR T SO bomeee L temeeas Riaht ST,

t
uoosoxoo&uaeuo<oamo<uouuo&uouo<o<uuuwoa<9ooo<u&<uuuuusuuuUU&buuoauouuo<ooo&uausuwuauoeooscoouua<us&o
A ¥ 1 5 9 & 01 ¥y y y d ¥ ¥4 v y g M9 1 v y g 3T A L A T ¥ s

; 000 ¢~mmme oy U i ST T TS L *---------+---,-----+--'------+---------

—
[
(&)
—
(&)
(8]
(&)
O
(]
£
<
(&)
—
O
o
=
O
(&)
(&
(&)
o
<o
—
<
Q
-
<
(&)
()
(&
(]
[ 30d
=
[&]
[
[&]
[&]
[
O
(&)
[S]
(&)
(&)
(&)
[
(&
(]
(&
-T
-
[
[
<C
©
o
£
(&)
(&
(<]
(€]
£~
=<
[
(&
(&)
<
T
<
(&}
g
O
(&)
£~
(&
B~
(8]
(&4
cE;
(&)
(& ]
=g
(S ]
[
(&
(-]
E~
g
E—
[&]
£~
8
<
O
E=
<
€~

suuuu<wo<<uu&osouooaom<oouusaueoww&wouoouooouoooo<o&<uwsusuo&wuusss<waoooos<soeowaoa<oou<&o¢uooou<&<
@ X s 9 9 0 9 0 9 Y I 3 1 9 ¥ £ 9 9 ¢ V¥ # ¥y g 4 A X v ) T Y 1 4 9

00€ #-mvmmeo . Rt e T S LR TR LR TR R Rt ST ~---

007 *---------+--------,+---‘--,--+---------+ ......... Fommeeaa +---------+--,----,a+---------+---------
o&uuoousowuouooooeo&ooaoo&owouua&uu&o&uo&u<wo&uououu&Uuou«uu«uaou<o<<ceuuouuuoo«uuuu<usoaumu<uoua«ou
007 +,--------+-------,-+---------+---------+---------+---- ..... +---------+------:--+------x--+---------

u&ooummouu<u<o<sw<eueuu<<ou<<uuuu&uuouu&uuuuo<wuue<uUu<<u&ouoqucu«@&@g««@u<o<u<u<uo<u<o<ouuu<<<wu<u&

106
108
10
109
10S
10y
10¢

10¢

o7 [

"Iq0



L]
ooooo

Obr.

- Obr.

pSE180
13100 bp




V "x90

S .
Y .
- i
Sy
A +
K
+ .
+ = &
.
. .« e
. e
.

. Qg —

N R A sl A E

g1135d —
61135d ——

RN

3/7

LYy |0¢ VAN (15 4 I vTy| 6v | Lt 08 v'L 4 gy ve eyt m.m_m.—

M 018 1'1 S

g93sd

6935d

£935d

9935d

5935d




ow
.

.o

Lxs
-

e

4/7

£LL°9




ve

5/7

LEZL o
S8v°9|
as ~Iqo

| €581
| 208°c|
SC6°1| —

mt.:%
7596 —

‘9 260 oﬂull
L6YY .”w;mmm 8

t55Y
£€SLy

885'5 £66.§ 0

S¥8°91
4444

98 TI90 817z

szz01 SZSTI
wmm.mi

. .Vﬁ S ——
v — P mm—
£6°G
Sk
—_—
C

249 =




S. ave
S. gri
- S. hyg
Cons

S. ave
S. gri
S. hyg
Cons

S. ave
S. gri
S. hyg
Cons

S. ave
S. gri

S. hyg
Cons

S. ave
S. gri

S. hyg
Cons

S. ave
S. gri
S. hyg
Cons

S. ave
S. gri

S. hyg
Cons

S. ave
S. gri

S. hyg
Cons

L
sses OC

6/7

Obr. 6
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