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(54) Naézev vynalezu:
Polynukleotidova molekula, vektor a
hostitelska buiika, mutovany kmen S.
avermitilis a zpisob produkce avermektini

(57) Anotace:
Izolovana polynukleotidova molekula obsahujici
nukleotidovou sekvenci, ktera je stejna jako SEQ ID €. 1,
nebo jeji degenerovana varianta, s vyjimkou rozdilu
sestavajiciho z mutaci kddujicich alespoii jednu
kombinaci substituci aminokyselin v sekvenci SEQ ID ¢&.
2, zvolenou z D48E/A89T, S138T/A139T/G179S,
Q38P/L136P/E238D, F99S/S138T/A139T/G179S,
A139T/M228T, G111V/P289L a A139T/K154E/Q298H,
takZe butiky kmene S. avermitilis ATCC 53692, ve
kterych byla aveC alela divokého typu inaktivovana, a
které exprimuji polynukleotidovou molekulu obsahujici
mutovanou nukleotidovou sekvenci, produkuji pomér
cyklohexyl B2 avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl Bl
avermektinu tfidy 1, ktery je niZ8i neZ pomér
produkovany buitkami kmene S. avermitilis ATCC
53692, které namisto toho exprimuji jen divoky typ aveC
alely. Rekombinantni vektor obsahujici tuto
polynukleotidovou molekulu a hostitelskd burika,
pfednostné Streptomyces, zvIasté S. avermitilis,
obsahujici tuto polynukleotidovou molekulu nebo
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Polynukleotidovd molekula, vektor a hostitelska buiika, mutovany kmen S. avermitilis a
zplisob produkce avermektini

Oblast techniky

1. Vynilez se tykd kmene S. avermitilis s mutovanou aveC alelou, schopného produkovat
pomer cyklohexyl B2 avermektinu tidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tiidy 1, ktery je niZsi nez
pomér produkovany buiikami kmene S. avermitilis ATCC 53692, které namisto toho exprimuji
Jen divoky typ aveC alely. Vynélez se také tyka zpisobu pripravy tohoto kmene a prislusné
izolované polynukleotidové molekuly s vhodnou mutaci a rekombinantniho vektoru obsahujiciho
tuto polynukleotidovou molekulu. Vynalez se také tyka zplisobu produkce avermektint kultivaci
bunék tohoto kmene S. avermitilis.

Dosavadni stav techniky

2.1. Avermektiny

Streptomycety produkuji celou fadu sekundarnich metabolitii véetng avermektind, které zahrnuji
sérii osmi pfibuznych Sestnicti¢lennych makrocyklickych laktont majicich silnou antihelmin-
tickou a insekticidalni aktivitu. Osm odlidnych a blizce ptibuznych slougenin je oznatovano jako
Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, B1b, B2a a B2b. Série ,,a“ slougenin se tyka pfirozeného avermektinu,
kde substituentem v pozici C25 je (S)-sec-butyl, a ,,b“ série slou¢enin se tyka téch sloucenin,
kde substituentem v C25 pozici je izopropyl. Ozna¢eni ,A“ a ,B“ se tyka avermektind, kde
substituent v C5 pozici je methoxy, respektive hydroxy skupina. Cislo ,,1 se tyké avermektini,
kde dvojna vazba je ptitomnd v pozici C22,23 a &islo ,,2“ se tyka avermektinii majicich vodik
v pozici C22 a hydroxy skupinu v pozici C23. Mezi ptibuznymi avermektiny je typ Bl aver-
mektinu rozeznavén jako avermektin majici nejainnéjsi antiparazitickou a pesticidovou aktivitu
a je proto komeréné nejvice Zadoucim avermektinem.

Avermektiny a jejich produkce aerobni fermentaci kmend S. avermitilis jsou popsany v patentech
US 4310519 a US 4 429 042. Biosyntéza pfirozenych avermektinii je pravdépodobng zahajo-
vana endogenné z CoA thioesterovych analogii kyseliny izomaselné a kyseliny S—(+)-2—methyl-
maselné.

Kombinace zlepSeni kmene ndhodnou mutagenezi i pouZiti exogenné dodanych mastnych kyselin
vedlo k ucinné tvorbé analog avermektinu. Mutanty S. avermitilis s deficienci s deficienci
dehydrogendzy 2—oxo kyselin (bkd deficientni mutanty) mohou produkovat avermektiny pouze,
Jsou-li fermentace suplementovany mastnymi kyselinami. Vyhledavéni a izolace mutant s defi-
cienci dehydrogenazové aktivity vétvenych fetézcl (naptiklad S. avermitilis, ATCC 535567) jsou
popsany v patentu EP 276 103. Fermentace takovych mutant v p¥itomnosti exogenné dodanych
mastnych Kyselin vede k produkci pouze &tyf avermektinii odpovidajicich pouzitym mastnym
kyselindm. Takto dochazi suplementaci fermentaci S.avermitilis (ATCC 53567) S—H+)2-
methylmaselnou kyselinou k tvorbé pfirozenych avermektini Ala, Alb, Bla a B2a, suplemen-
tace fermentaci kyselinou izomaselnou vede k tvorbé ptirozenych avermektint Alb, A2b, Blb a
B2b, a suplementace fermentaci kyselinou cyklopentankarboxylovou vede k tvorb& &tyk novych
cyklopentylavermektind A1, A2, Bl a B2.

Pokud je provedena suplementace jinymi mastnymi kyselinami, dochazi k tvorbs novych
avermektinii. Vyhledavanim vice neZ 800 potencidlnich prekurzori bylo identifikovéano vice nez
60 dalSich novych avermektini (viz naptiklad Dutton et al., 1991, J Antibiot 44:357-367,
a Banks et al.,, 1994, Roy Soc Chem 147:16-26). Mutanty S. avermitilis s deficienci aktivity
5-O-methyltransferdzy navic produkuji zisadné pouze B analogové avermektiny. Mutanty
S. avermitilis bez aktivity dehydrogenazy vétvenych 2—oxo kyselin i 5~O-methyltransferazy
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produkuji pouze B avermektiny odpovidajici mastnym kyselinam pouZitym k suplementaci
fermentace. Suplementace takovych dvojitych mutant S—(+)-2-methylmaselnou kyselinou vede
k tvorb& pouze prirozenych avermektini Bla a B2, zatimco suplementace kyselinou izomaselnou
nebo cyklopentankarboxylovou vede k tvorbé piirozenych avermektinii B1b a B2b, nebo novych
cyklopentyl B1 a B2 avermektinii. Suplementace dvojitych zmutovanych kmenii cyklohexan-
karboxylovou kyselinou je pfednostni zpisob pro produkci komeréné dilezitého nového
avermektinu, cyklohexylavermektinu B1 (doramektinu). Izolace a charakteristiky takovych
dvojitych mutanti, napfiklad S. avermitilis (ATCC 53692) jsou popsany v EP 276 103.

2.2. Geny hrajici roli v biosyntéze avermektini

V mnoha p¥ipadech jsou geny hrajici roli v produkei sekundarnich metabolitii a geny kodujici
konkrétni antibiotikum nachazeny v klastrech na chromozému. Toto je ptipad napiiklad klasti
gent Streptomyces pro polyketid syntazu (PKS) (viz Hopwood a Sherman, 1990, Ann Rev Genet
24:37-66). Jednou ze strategii klonovani genii v biosyntetické drize byla izolace genu pro
lékovou rezistenci a poté testovani pilehlych oblasti chromozému na dalsi geny majici vztah
k biosyntéze takového konkrétniho antibiotika. Dalsi ze strategii klonovani geni hrajicich roli
v biosyntéze dilezitych metaboliti byla komplementace mutanti. Casti DNA knihovny
z organismu produkujiciho konkrétni metabolit jsou vlozeny do neprodukujiciho mutovaného
kmene a transformované kmeny jsou vyhledavany podle tvorby metabolitu. Navic byla pouZita
k identifikaci a klonovani geni v biosyntetickych drahach hybridizace knihovny za pouziti prob
odvozenych z kmenii Streptomyces.

Geny hrajici roli v biosyntéze avermektinu (ave geny), podobné jako geny vyZzadované pro
biosyntézu jinych sekundarnich metabolitii Streptomyces (napiiklad PKS) jsou nachazeny
v klastrech na chromozému. Za pouziti vektori ke komplementaci mutantd S. avermitilis
s blokddou biosyntézy avermektinu byla usp&$né naklonovana celd fada ave genii. Klonovani
takovych genii je popsano v patentu US 5252 474, lkeda et al. 1995, J Antibiot 48:532-534
navic popsal lokalizaci chromozomalni oblasti obsahujici C22,23 dehydratacni krok (aveC) na
fragmentu S. avermitilis 4,82 Kb BamHI, stejné tak jako mutace v genu aveC, které vedou
k produkci jedné komponenty B2a. Protoze ivermektin, u¢inna antihelminticka slouCenina, miize
byt chemicky produkovéana z avermektinu B2a, je tento kmen produkujici jednu komponentu
avermektinu B2a povazovan za obzvlast uzite¢ny pro komeréni tvorbu ivermektinu.

Identifikace mutaci aveC genu, které minimalizuji komplexnost tvorby avermektinu, jako jsou

napiiklad mutace, které snizuji pomér B2:B1 avermektind, by mohly zjednodusit produkei
a purifikaci komeréné dalezitych avermektind.

Podstata vynalezu

3. Struény popis vynalezu

Prvnim aspektem pfedmétu vynalezu v hlavnim provedeni i) je izolovana polynukleotidova
molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci, ktera je stejna jako SEQ ID ¢.1, nebo jeji degenero-
vana varianta, s vyjimkou rozdilu sestavajiciho z mutaci kédujicich alespofi jednu kombinaci
substituci aminokyselin v sekvenci SEQ ID ¢. 2, zvolenou z

a) D48E/A89T;

b) S138T/A139T/G179S;

¢) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S/S138T/A139T/G179S;
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e) AI139T/M228T;
f) GI111V/P289L;a
g) AI39T/K154E/Q298H,

takZe buiky kmene S. avermitilis ATCC 53692, ve kterych byla aveC alela divokého typu inakti-
vovana, a které exprimuji polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou
sekvenci, produkuji pomér cyklohexyl B2 avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu
tfidy 1, ktery je nizi nez pomér produkovany buiikami kmene S. avermitilis ATCC 53692, které
namisto toho exprimuji jen divoky typ aveC alely.

Pfednostni provedeni tohoto aspektu vynalezu zahrnuji zejména

i) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), ve které Jje pomér cyklohexyl B2 avermek-
tinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tfidy 1 0,8:1 nebo niZsi;

iii) polynukleotidovou molekulu podle provedeni ii), ve které je pomér tfid 2 : 1 avermektint
0,68:1 nebo niZsi;

iv)  polynukleotidovou molekulu podle provedent iii), ve které je pomér tfid 2 : 1 avermektint
0,53:1 nebo nizsi;

v)  polynukleotidovou molekulu podle provedeni iv), ve které je pomér t¥id 2 : 1 avermektiné
0,42:1 nebo nizsi;

vi) polynukleotidovou molekulu podle provedeni v), ve které je pomér téid 2 : 1 avermektini
0,40:1;

vii) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), kde mutace v aveC sekvenci kodujici
D48E/A89T zahrnuji zdménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 317 SEQ ID &:1, a zamé&nu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 438 SEQID ¢&:1;

viii) polynukleotidovou molekulu podle provedeni vii), dile zahrnujici zAménu béze zC na
A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 353 SEQ ID &.1, a zaménu baze z T na
A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1155 SEQ ID &:1;

ix) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), kde mutace v aveC sekvenci kodujici
S138T/A139T/G179S zahrnuji zaménu béaze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleo-
tidové pozici 585 SEQ ID &:1, zamé&nu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleo-
tidové pozici 588 SEQ ID ¢&:1, a zAménu baze zG na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 708 SEQ ID &:1;

x) polynukleotidovou molekulu podle provedeni ix), dale zahrnujici ziménu béze zG na A v
nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 272 SEQ ID &:1;

xi) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), kde mutace vaveC sekvenci kédujici
Q38P/L136P/E238D zahrnuji ziménu baze z A na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleo-
tidové pozici 286 SEQ ID ¢:1, zamé&nu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleo-
tidové pozici 580 SEQ ID ¢&:1, a zdménu baze z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 886 SEQ ID &:1;

xii) polynukleotidovou molekulu podle provedeni xi), dale zahrnujici zdménu baze zA na G v
nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 24 SEQ ID &1, zaménu baze z T na
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C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 497 SEQ ID &:1, a zaménu baze z C na
T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 554 SEQ ID ¢:1;

xiii) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), kde mutace vaveC sekvenci kodujici
F99S/S138T/G179S zahrnuji deleci 3 péarG bazi v nukleotidovych pozicich odpovidajicich
nukleotiddm 173, 174 a 175 SEQ ID &:1, zdménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovida-
jici nukleotidové pozici 469 SEQ ID &:1, ziménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovida-
jici nukleotidové pozici 585 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovida-
jici nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, a zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovi-
dajici nukleotidové pozici 708 SEQ ID ¢:1;

xiv) polynukleotidovou molekulu podle provedeni xiii), dale zahrnujici ziménu baze zC na T v
nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 833 SEQ ID ¢:1, zdménu baze zG na A v
nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1184 SEQ ID ¢&:1;

xv) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), kde mutace v aveC sekvenci kodujici
A139T/M228T zahrnuji zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 588 SEQ ID &:1, a zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 856 SEQ ID ¢:1;

xvi) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), kde mutace vaveC sekvenci kodujici
G111V/P289L zahrnuji zaménu béze z G na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 505 SEQ ID &:1, a zaménu béaze z C na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 1039 SEQ ID &:1;

xvii) polynukleotidovou molekulu podle provedeni xvi), dale zahrnujici zdménu baze z T na
C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 155 SEQ ID &:1, zaménu baze z C na
T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1202 SEQ ID ¢:1, a ziménu baze z T
na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1210 SEQ ID ¢:1;

xviii) polynukleotidovou molekulu podle provedeni i), kde mutace v aveC sekvenci kodujici
A139T/K154E/Q298H zahrnuji zdménu baze zG na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, a zaménu baze z A na G v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 633 SEQ ID &:1, a zaménu baze z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 1067 SEQ ID ¢:1; a

xix) polynukleotidovou molekulu podle provedeni xviii), dale zahrnujici zaménu baze z G na
T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 377 SEQ ID ¢:1.

Dal$im aspektem predmétu vynalezu (provedeni vynalezu xx)) je rekombinantni vektor obsahu-
jici polynukleotidovou molekulu podle provedent i).

Jesté dalsim aspektem pfedmétu vynalezu (provedeni vynalezu xxi)) je hostitelska burika obsahu-
jici polynukleotidovou molekulu podle provedeni i) nebo rekombinantni vektor podle provedeni
XX).

V prednostnim provedeni xxii) je hostitelskou burikou podle provedeni xxi) buiika Streptomyces.
Jinym aspektem predmétu vynalezu (provedeni vynalezu xxiii)) je zplsob piipravy nového
kmene S. avermitilis, ktery zahrnuje mutaci aveC alely v burikdch kmene S. avermitilis vedouci
k substituci v AveC genovém produktu, kterou je alespoil jedna kombinace substituci amino-

kyselin v sekvenci SEQ ID €. 2, zvolena z

a) D48E/A89T,
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b) S138T/A139T/G179S;

c) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S/S138T/A139T/G179S;
e) Al39T/M228T;

) GI11V/P289L; a

g) AIl39T/K154E/Q298H

takZe butiky kmene S. avermitilis ATCC 53692, ve kterych byla aveC alela divokého typu inakti-
vovana, a které exprimuji polynukieotidovou molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou
sekvenci, produkuji pomér cyklohexyl B2 avermektinu t¥idy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu
tfidy 1, ktery je nizsi nez pomér produkovany buttkami kmene S. avermitilis ATCC 53692, které
namisto toho exprimuji jen divoky typ aveC alely.

Prednostni provedeni tohoto aspektu vynalezu zahrnuji zejména

XXiv) zpisob podle provedeni xxiii), kde pomér tiid 2 : 1 avermektinii produkovany buiikami
kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovana, je 0,8:1 nebo nizsi;

Xxv) zpisob podle provedeni xxiii), kde pom&r tiid 2 : 1 avermektini produkovany buitkami
kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovéna, je 0,68:1 nebo niZsi.

xxvi) zpisob podle provedeni xxiii), kde pomér tid 2 : 1 avermektini produkovany buiikami
kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovana, je 0,53:1 nebo niZsi;

xxvii) zplsob podle provedeni xxiii), kde pomér tid 2 : 1 avermektinii produkovany buiikami
kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovana, je 0,42:1 nebo niZsi;

xxviii) zpiisob podle provedeni xxiii), kde pomér t¥id 2 : 1 avermektini produkovany buiikami
kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovéna, je 0,40:1;

Xxix) zpiisob podle provedeni xxiii), kde mutace v aveC sekvenci kodujici D48E/A89T zahrnuji
zaménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 317 SEQ ID &:1,
a zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 438 SEQ ID &:1;

xxx) zplsob podle provedeni xxix), ktery déle zahrnuje zamé&nu baze z C na A v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 353 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze z T na A v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1155 SEQ ID &:1;

xxxi) zplsob podle provedeni xxiii), kde mutace aveC sekvenci kédujici S138T/A139T/G179S
zahrnuji ziménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 585 SEQ
ID ¢€:1, zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ
ID ¢:1, a zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 708 SEQ
ID ¢:1;

xxxii) zptsob podle provedeni xxxi), ktery dale zahrnuje zaménu baze z G na A v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 272 SEQ ID &:1;

xxxiii) zpiisob podle provedeni xxiii), kde mutace v aveC sekvenci kédujici Q38P/L136P/E238D
zahrnuji zaménu béze z A na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 286 SEQ
ID ¢:1, zameénu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 580 SEQ
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ID &:1, a ziménu baze z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 886 SEQ
ID ¢:1;

Xxxiv) zptisob podle provedeni xxxiii), ktery dale zahrnuje zaménu baze z A na G v nukleotidove
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 24 SEQ ID ¢&:1, ziménu baze z T na C v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 497 SEQ ID ¢&:1, a zdménu baze zCna T v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 554 SEQ ID ¢:1;

xxxv) zpiisob podle provedeni xxiii), kde mutace v aveC sekvenci kédujici F99S/S138T/A139T/-
G179S zahrnuji deleci 3 parii bazi v nukleotidovych pozicich odpovidajicich nukleotidim 173,
174 a 175 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 469 SEQ ID &:1, zdménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 585 SEQ ID &:1, zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici 585 SEQ ID ¢&:1, zaménu
béze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID ¢:1, a zaménu
baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 708 SEQ ID ¢:1;

xxxvi) zplisob podle provedeni xxxv), ktery déle zahrnuje zaménu baze z C na T v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 833 SEQ ID ¢:1, a zaménu béze z G na A v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1184 SEQ ID ¢:1;

xxxvii) zplisob podle provedeni xxiii), kde mutace v aveC sekvenci kodujici A139T/M228T
zahrnuji zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ
ID &:1, a zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 856 SEQ
ID &:1;

xxxviii) zpisob podle provedeni xxiii), kde mutace v aveC sekvenci kodujici G111V/P289L
zahrnuji zdménu baze z G na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 505 SEQ
ID &:1, a zaménu baze zC na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1039
SEQ ID ¢:1;

ixl) zpisob podle provedeni xxxviii), ktery déle zahrnuje zaménu baze z T na C v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 155 SEQ ID &:1, ziménu baze z C na T v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1202 SEQ ID &:1, a zdménu baze z T na C v nukleo-
tidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1210 SEQ ID ¢:1;

xl) zplisob podle provedeni xxiii), kde mutace v aveC sekvenci kodujici A139T/K154E/Q298H
zahrnuji zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ
ID &:1, zaménu baze z A na G v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 633 SEQ
ID &:1, a zaménu baze z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1067
SEQ ID ¢&:1;

xli) zpisob podle provedeni x1), ktery déale zahrnuje zaménu baze zG na T v nukleotidové
pozici odpovidajici nukleotidové pozici 377 SEQ ID ¢:1;

Dalsim aspektem pfedmétu vynalezu (provedeni vynalezu x1ii)) je buiika Streptomyces avermiti-
lis obsahujici mutovanou aveC alelu, kterd koduje aveC genovy produkt majici v sekvenci SEQ
ID ¢&. 2 alespoti jednu kombinaci substituci aminokyselin zvolenou z

a) DA48E/A89T,

b) S138T/A139T/G179S;

c) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S/S138T/A139T/G179S;
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) AI39T/M228T;
f) GI111V/P289L; a
g) AI139T/K154E/Q298H

takZe tyto butiky produkuji pomér cyklohexyl B2 avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermek-
tinu tfidy 1, ktery je niZi nez pomér produkovany buitkami kmene S, avermitilis ATCC 53692,
které namisto toho exprimuji jen divoky typ aveC alely.

Pfednostni provedeni tohoto aspektu vynalezu zahrnuji zejména

xliii) bufiku Streptomyces avermitilis podle provedeni xlii), produkujici pomér cyklohexyl B2
avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tiidy 1 0,8:1 nebo niZi;

xliv) buiiku Streptomyces avermitilis podle provedeni x1ii), produkujici pomér cyklohexyl B2
avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tiidy 1 0,68:1 nebo nizi;

xIv) buiiku Streptomyces avermitilis podle provedeni xlii), produkujici pomér cyklohexyl B2
avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu t¥idy 1 0,53:1 nebo nizsi;

xIvi) butiku Streptomyces avermitilis podle provedeni xlii), produkujici pomér cyklohexyl B2
avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tiidy 1 0,42:1 nebo nizsi;

xlvii) butiku Streptomyces avermitilis podle provedeni x1ii), produkujici pomér cyklohexyl B2
avermektinu t¥idy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tiidy 1 0,40:1;

xlviii) butiku Streptomyces avermitilis podle provedeni x1ii), kde mutace v aveC alele kodujici
D48E/A89T zahrnuji zaménu baze zT na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 317 SEQ ID &:1, a zAménu béze z G na A v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 438 SEQ ID &:1;

i)  builku Streptomyces avermitilis podle provedeni x1viii), dale zahrnujici ziménu baze z C na
A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 353 SEQ ID ¢:1, a zaménu
baze zT na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1155 SEQ ID
¢,

1) buiku Streptomyces avermitilis podle provedeni x1ii), kde mutace v aveC alele kédujici
S138T/A139T/G179S zahrnuji zAménu baze z T na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovi-
dajici nukleotidové pozici 585 SEQ ID &:1, zdm&nu baze z G na A v nukleotidové pozici aveC
alely odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, a zdménu baze z G na A v nukleotidové
pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 708 SEQ ID &:1;

li) butiku Streptomyces avermitilis podle provedeni 1), dale zahmujici zaménu baze z G na
A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 272 SEQID ¢:1;

lii) builku Streptomyces avermitilis podle provedeni xlii), kde mutace v aveC alele kédujici
Q38P/L136P/E238D zahrnuji zaménu baze z A na C v nukleotidové pozici aveC alely odpovida-
Jici nukleotidové pozici 286 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 580 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze z A na T v nukleotidové pozici
aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 886 SEQ ID &:1;

liii) buiiku Streptomyces avermitilis podle provedeni 1ii), dale zahrnujici zdménu baze z A na
G v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 24 SEQ ID ¢&:1, zdménu
baze zT na C v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 497 SEQ ID
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&:1, a zaménu baze z C na T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici
554 SEQID ¢:1;

liv) buiiku Streptomyces avermitilis podle provedeni xlii), kde mutace v aveC alele kodujici
F99S/S138T/A139T/G179S zahrnuji deleci 3 part bazi v nukleotidovych pozicich odpovidajicich
nukleotidim 173, 174 a 175 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 469 SEQ ID &:1, ziménu baze z T na A v nukleotidové pozici
aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 585 SEQ ID &:1, zaménu baze z G na A v nukleo-
tidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze z G na
A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 708 SEQ ID ¢:1;

Iv) buiiku Streptomyces avermitilis podle provedeni 1iv), dale zahrnujici zaménu baze z C na
T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 833 SEQ ID ¢:1, a zaménu
baze zG na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1184 SEQ
ID ¢:1;

Ivi) buiiku Streptomyces avermitilis podle provedeni x1ii), kde mutace v aveC alele kodujici
A139T/M228T zahrnuji zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, a zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 856 SEQ ID ¢:1;

lvii) butku Streptomyces avermitilis podle provedeni xlii), kde mutace v aveC alele kodujici
G111V/P289L zahrnuji zdménu baze zG na T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 505 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze z C na T v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 1039 SEQ ID &:1;

Iviii) butiku Streptomyces avermitilis podle provedeni 1vii), dale zahrnujici zdménu baze z T na
C v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 155 SEQ ID &:1, zaménu
baze z C na T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1202 SEQ ID
&:1, a zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici
1210 SEQ ID ¢&:1;

ilx) butiku Streptomyces avermitilis podle provedeni x1ii), kde mutace v aveC alele kodujici
A139T/K154E/Q298H zahrnuji zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovi-
dajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze z A na G v nukleotidové pozici aveC
alely odpovidajici nukleotidové pozici 663 SEQ ID ¢:1, a zzménu baze z A na T v nukleotidové
pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1067 SEQ ID ¢:1; a

1x) buiku Streptomyces avermitilis podle provedeni i1x), dale zahrnuji ziménu baze z G na
T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 377 SEQ ID ¢&:1.

Koneéné poslednim aspektem piedmétu vynalezu (provedeni vynalezu 1xi)) je zplisob produkce
avermektinti, pfi némz se kultivuji bufiky podle provedeni 42 v kultivatnim médiu za podminek
umoziiujicich indukci produkce avermektini a potom se avermektiny z kultury oddéli.

V dal$im popisu je vynilez piileZitostné objasiiovan v §irSim kontextu, neZ odpovida rozsahu,
ktery je skuteéné predmétem tohoto vynélezu. Vyslovné se proto uvadi, ze do rozsahu vynalezu
spadaji jen aspekty explicitné uvedené vyse, a jen ty jsou také pfedmétem piipojenych patento-
vych naroki. Nasledujici popis ma jen ilustrativni vyznam.

Piedkladany vynalez tedy poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici kom-
pletni aveC ORF S. avermitilis nebo jeho vyznamnou &ast, pfi¢emz tato izolovana polynukleoti-
dova molekula postrada dalsi kompletni ORF, ktery je lokalizovan smérem doli od veC ORF
in situ na chromozému S. avermitilis. Izolovana polynukleotidova molekula, ktera je pfedmétem
predkladaného vynalezu obsahuje pfednostné nukleotidovou sekvenci, ktera je stejna jako pro-
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dukt genu AveC S. avermitilis kodujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera
Je stejna jako nukleotidova sekvence aveC ORF z Obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo jeji vyznamna
Cast. Pfedkladany vynélez dale zahrnuje nukleotidovou sekvenci SEQ ID ¢&.1, nebo Jjeji degenero-
vanou variantu.

Predkladany vynélez dale poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu majici nukleo-
tidovou sekvenci, ktera je homologni s produktem genu AveC S. avermitilis kodujicim sekvenci
plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera je stejna jako nukleotidova sekvence aveC ORF
z Obréazku 1 (SEQ ID €. 1), nebo jako jeji vyznamna &ast.

Predkladany vynélez déle poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleo-
tidovou sekvenci, kterd koduje polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci, ktera je homologni
s produktem genu AveC S. avermitilis kédujicim sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604),
nebo jako aminokyselinové sekvence z Obrazku 1 (SEQ ID &. 2), nebo jako jeji vyznamna &ast.

Pfedkladany vynélez déle poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleo-
tidovou sekvenci kédujici homologni AveC genovy produkt. V prednostni formé vynalezu obsa-
huje izolovana polynukleotidova molekula nukleotidovou sekvenci kédujici homologni AveC
produkt genu S. hygroscopicus, pfi¢emz tento homologni genovy produkt obsahuje aminokyseli-
novou sekvenci SEQ ID ¢&:4, nebo jeji vyznamnou ¢4st. V prednostni formé vynélezu obsahuje
izolovana polynukleotidova molekula, ktera je pfedmétem vynalezu, a ktera kéduje homologni
AveC produkt, nukleotidovou sekvenci SEQ ID &:3, nebo jeji vyznamnou &ast.

Pfedkladany vynalez dale poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleo-
tidovou sekvenci, ktera je homologni s nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO:3.

Pfedkladany vyndlez dale poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleo-
tidovou sekvenci, ktera koduje polypeptid, ktery je homologni s homolognim AveC produktem
genu S, hygroscopicus, majici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢&:4.

Pfedkladany vynalez dale poskytuje oligonukleotidy, které hybridizuji s polynukleotidovou mole-
kulou majici nukleotidovou sekvenci uvedenou na obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo SEQ ID ¢&. 3,
nebo s polynukleotidovou molekulou majici nukleotidovou sekvenci, ktera je komplementarni
s nukleotidovou sekvenci uvedenou na obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo SEQ ID &. 3.

Pfedkladany vynalez dale poskytuje rekombinantni klonovaci vektory a expresni vektory, které
Jsou uZite¢né pro klonovéni a expresi polynukleotidu, ktery je predmétem piedkladaného vynale-
zu, v&etn¢ polynukleotidovych molekul obsahujicich aveC ORF S. avermitilis nebo aveC homo-
logni ORF. V nelimitujici formé vynalezu poskytuje pfedkladany vynilez plazmid pSE186
(ATCC 209604), ktery obsahuje cely ORF aveC genu S. avermitilis. Predkladany vynalez dale
poskytuje transformované hostitelské buiiky obsahujici polynukleotidovou molekulu nebo
rekombinantni vektor, ktery je pfedmétem vynalezu, a nové kmeny, nebo bun&né linie od nich
odvozené.

Pfedkladany vyndlez dile poskytuje rekombinantng exprimovany AveC genovy produkt nebo
AveC homologni genovy produkt, nebo jejich vyznamnou &4st. Predkladany vynalez dale posky-
tuje zplsob produkce rekombinantniho AveC genového produktu, zahrnujici kultivaci transfor-
mované hostitelské bufiky s rekombinantnim expresnim vektorem, kde fe¢eny rekombinantni
expresni vektor obsahuje polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci kodujici
AveC genovy produkt nebo AveC homologni genovy produkt, pfi¢emz tato polynukleotidova
molekula je v operatnim spojeni s jednim nebo vice regulatnimi elementy, které kontroluji
expresi polynukleotidové molekuly hostitelské buiiky, za podminek napoméhajicich produkci
rekombinantniho AveC genového produktu nebo AveC homologniho genového produktu, a zahr-
nujici ziskani AveC genového produktu nebo AveC homologniho genového produktu z bun&&né
kultury.
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Predkladany vynalez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou
sekvenci, které je jinak stejna jako AveC alela S. avermitilis, nebo AveC genovy produkt koduji-
ci sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo jeji degenerovanou variantu, nebo nukleoti-
dovou sekvenci aveC ORF S. avermitilis, jak je uvedeno na obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo jeji
degenerovanou variantu, ale ktera dale obsahuje jednu nebo vice mutaci, takze buriky kmene S.
avermitilis ATCC 53692, v kterych byla divoka aveC alela inaktivovana, a ktera exprimuje poly-
nukleotidovou molekulu obsahujici zmutovanou nukleotidovou sekvenci, produkuji odli$ny
pomér nebo mnoZstvi avermektind, které jsou produkovany bufikami kmene S. avermitilis
ATCC 53692, které misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely. Podle ptedkladaného
vynalezu mohou byt takové polynukleotidové molekuly pouzity k produkci novych kment S.
avermitilis, které vykazuji detekovatelnou zménu v produkci avermektinu ve srovnani se stejnym
kmenem, ktery misto toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V piednostni formé vynalezu
jsou takové polynukleotidové molekuly uzite¢né k produkci novych kmeni S. avermitilis, které
produkuji avermektiny ve snizeném poméru 2:1, ve srovnani se stejnym kmenem, ktery misto
toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V dal3i pfednostni formé vynalezu jsou takové
polynukleotidové molekuly uZitetné pro produkei novych kmeni S. avermitilis, které produkuji
zvy$ena mnoZstvi avermektinii ve srovnani se stejnym kmenem, ktery misto toho exprimuje
pouze jednu divokou aveC alelu. V dalsi pfednostni formé& vyndlezu jsou takové polynukleotido-
vé molekuly uzite¢né pro produkci novych kmenu S. avermitilis, v kterych byl aveC gen inakti-
VOvan.

Piedkladany vynalez poskytuje zpuisoby identifikace mutaci aveC ORF S. avermitilis schopnych
zménit pomér a/nebo mnozstvi produkovanych avermektini. V pfednostni formé vynalezu
poskytuje predkladany vynélez zpisob identifikace mutaci aveC ORF schopnych zménit pomér
tiidy 2:1 produkovanych avermektind, pfiemz tento zpiisob zahrnuje: (a) urCeni poméru tfidy
2:1 avermektinti produkovanych buitkami kmene S. avermitilis, v kterych byla nativni aveC alela
inaktivovana, a do kterych byla vloZena polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou
sekvenci kodujici zmutovany AveC genovy produkt, a tato molekula je exprimovéna; (b) urdeni
poméru tfidy 2:1 avermektini produkovanych buitkami stejného kmene S. avermitilis jako v kro-
ku (a), ale pri¢emz tyto buiiky misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely nebo ORF
z obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo nukleotidovou sekvenci, ktera je k ORF homologni; a (c) porov-
nani poméru tfidy 2:1 avermektini produkovanych buitkami S. avermitilis z kroku (a) s pomérem
tfidy 2:1 avermektinG produkovanych butikami S. avermitilis z kroku (b); takZe je-li pomér tfidy
2:1 avermektinii produkovanych buitkami S. avermitilis z kroku (a) odliSny od poméru tfidy 2:1
avermektini produkovanych buitkami S. avermitilis z kroku (b), pot¢ mize byt identifikovana
mutace aveC ORF schopna pozménit pomér tiidy 2:1 avermektint. V pfednostni formé& vynalezu
je pomér tFidy 2:1 avermektin(i touto mutaci sniZen.

V dal3i ptednostni formé& poskytuje pfedkladany vynalez zpisoby identifikace mutaci aveC ORF
nebo genetickych konstruktii obsahujicich aveC ORF schopnych zménit mnozstvi produkova-
nych avermektind, pfi¢emz tento zplisob zahrnuje: (a) uréeni mnoZzstvi avermektind produkova-
nych butikami S. avermitilis, v kterych byla nativni aveC alela inaktivovéana, a do kterych byla
vlozena polynukleotidovd molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci kodujici zmutovany
AveC genovy produkt, nebo obsahujici geneticky konstrukt zahrnujici nukleotidovou sekvenci
kodujici AveC genovy produkt a tato molekula je exprimovana; (b) uréeni mnozstvi avermektinii
produkovanych stejnym kmenem S. avermitilis jako v kroku (a), ale pfi¢emZ tento kmen misto
toho exprimuje pouze jednu aveC alelu majici nukleotidovou sekvenci jako ORF z obrazku 1
(SEQ ID ¢&. 1), nebo nukleotidovou sekvenci, ktera je k ORF homologni; a (¢) porovnani mnoz-
stvi avermektint produkovanych buifikami S. avermitilis z kroku (a) s mnoZzstvim avermektind
produkovanych butikami S. avermitilis z kroku (b); takze je-li mnoZstvi avermektini produkova-
nych butikami S. avermitilis z kroku (a) odli$né od mnozstvi avermektinii produkovanych buiika-
mi S. avermitilis z kroku (b), poté miiZze byt identifikovana mutace aveC ORF nebo genetického
konstruktu schopna pozménit pomér t¥idy 2:1 avermektini. V ptednostni formé& vynalezu je pro-
dukované mnoZstvi avermektind touto mutaci zvySeno.
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Pfedkladany vynalez dale poskytuje rekombinantni vektory, které jsou uZzite¢né pro piipravu
novych kmenii S. avermitilis s naruSenou produkei avermektinii. Predkladany vynalez navic
poskytuje vektory, které mohou byt pouzity k cileni jakychkoli polynukleotidovych molekul
obsahujicich mutované nukleotidové sekvence, které jsou predmétem pfedkladaného vynilezu,
do mista aveC genu chromozému S. avermitilis bud’to k inzerci nebo k nahrazeni aveC alely
nebo ORF nebo jejich &asti pomoci homologni rekombinace. Podle pfedkladaného vynalezu viak
miize zde poskytnuta polynukleotidova molekula obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci,
ktera je pfedmétem predklidaného vynélezu, také modulovat biosyntézu avermektin, je-li
inzerovana do chromozému S. avermitilis do mista jiného, nez je misto aveC genu, nebo je-li
v buiikich S. avermitilis udrzovéna epizomalns. Predkladany vynélez tedy poskytuje také
vektory obsahujici mutovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou
sekvenci, ktera je pfedmétem piedkladaného vynélezu, pfi¢emz tyto vektory mohou byt pouzity
k inzerci polynukleotidové molekuly do mista v chromozému S. avermitilis jiného, nez je misto
aveC genu, nebo kterd mize byt v t&chto buiikach udrzovana epizomaln&. V pfednostni formé
poskytuje pfedkladany vynalez vektory pro nahradu genu, které mohou byt pouzity k inzerci
mutované aveC alely do chromozému S. avermitilis za Gdelem tvorby novych kmenii bungk,
které produkuji avermektiny ve snizeném poméru t¥idy 2:1 ve srovnani s buitkami stejného
kmene, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely.

Ptedkladany vynélez dale poskytuje zpiisoby pFipravy novych kmeni S. avermitilis zahrnujicich
buiiky, které exprimuji mutovanou aveC alelu, &imz vznikaji narusené poméry a/nebo mnoZstvi
avermektinii ve srovnéni s butikami stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky
typ aveC alely. V prednostni formé vynalezu poskytuje predkladany vyndlez zpiisoby piipravy
novych kmenii S. avermitilis obsahujicich buiiky, které exprimuji mutovanou aveC alelu, &fmz
vznikd narueny pomér tfidy 2:1 avermektind ve srovnani s buitkami stejného kmene S. avermiti-
lis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely, dale zahrnujici transformaci buiiky kmene S.
avermitilis vektorem, ktery nese mutovanou aveC alelu kédujici genovy produkt, ktery narusuje
pomer tfidy 2:1 avermektini produkovanych buiikami kmene S. avermitilis, které exprimuji
mutovany typ aveC alely ve srovnani s butikami stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji
pouze divoky typ aveC alely, a dale vybér transformovanych bungk, které produkuji avermektiny
v naruSeném poméru tiidy 2:1 avermektinii ve srovnani s pomérem ti¥idy 2:1 produkovanym
buiikami kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V prednostni formé
vynalezu je snizen pomér tiidy 2:1 avermektint produkovanych v buiikach nového kmene.

V dalsi pfednostni formé poskytuje predkladany vynélez zpiisoby piipravy novych kmenii S aver-
mitilis zahrnujicich bufiky, které produkuji narusend mnoZstvi avermektinti, zahrnujici transfor-
maci butiky kmene S. avermitilis vektorem, ktery nese mutovanou aveC alelu nebo geneticky
konstrukt obsahujici aveC alelu, jejichZ exprese vede k narusenému mnozstvi avermektini produ-
kovanych butikami kmene S. avermitilis, které exprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky
konstrukt ve srovnéni s bufikami stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ
aveC alely, a dale zahrnujici vybér transformovanych bungk, které produkuji avermektiny v naru-
Seném mnozstvi ve srovnani s mnoZstvim avermektind produkovanych buiikami kmene S.
avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V ptednostni formé vynélezu je mnoz-
stvi avermektinii produkovanych v butikdch nového kmene zvyseno.

V dal$i pfednostni form& poskytuje predkladany vynélez zpiisoby pipravy novych kmeni
S. avermitilis, jejichz buiiky obsahuji inaktivovanou aveC alelu, obsahujici transformaci bun&k
kmene S. avermitilis, kterd exprimuje jakoukoli aveC alelu vektorem, ktery inaktivuje aveC alelu
a déle vybér transformovanych bunék, v kterych byla aveC alela inaktivovana.

Pfedkladany vynalez dile poskytuje nové kmeny S. avermitilis, které byly transformovany jakou-
koli polynukleotidovou molekulou nebo vektory obsahujicimi mutované nukleotidové sekvence,
které jsou pfedmétem predkladaného vynalezu. V piednostni formé poskytuje predkladany vyna-
lez nové kmeny S. avermitilis zahrnujici bufiky, které exprimuji mutovanou aveC alelu na misto
nebo navic k divokému typu aveC alely, kde buitky nového kmene produkuji avermektiny
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v narugeném poméru t¥idy 2:1 ve srovnani sbuiikami stejného kmene S. avermitilis, které
exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V pfednostn&jsi formé vynalezu produkuje novy kmen
avermektiny v naruseném poméru t¥idy 2:1 ve srovnani s buiikami stejného kmene S. avermitilis,
které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. Takové nové kmeny jsou uZite¢né k produkci
komer¢né zadoucich avermektinii, jako je napiiklad doramektin, ve velkém méfitku.

V dal3i ptednostni formé vynalezu poskytuje pfedkladany vynilez nové kmeny S. avermitilis,
které exprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky konstrukt obsahujici aveC alelu na misto
nebo navic k nativni aveC alele, coz vede k bunééné produkei naruseného mnozstvi avermektinii
ve srovnani s mnozstvi avermektinGi produkovanych buiikami stejného kmene S. avermitilis,
které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni formé vynélezu produkuji nové buriky
zvySené mnoZstvi avermektind.

V dalii prednostni formé vynéalezu poskytuje pedkladany vynalez nové kmeny S. avermitilis
obsahujici buiiky, v kterych byl aveC gen inaktivovan. Takové kmeny jsou uZitené pro riizné
spektrum avermektinil, které tyto buiiky produkuji ve srovnani s divokym kmenem, i pro komple-
mentaci vyhledavacich analyz, jak jsou zde popsané, aby e urilo, zdali cilenda nebo ndhodna
mutageneze aveC genu ovliviiuje produkci avermektind.

Piedkladany vynalez dale poskytuje postup produkce avermektinii zahrnujici kultivaci bunek
kmene S. avermitilis, pfi¢emZ tyto buiiky exprimuji mutovanou aveC alelu, ktera koduje genovy
produkt, ktery alteruje pomér tiidy 2:1 avermektind produkovanych buitkami kmene S. avermi-
tilis exprimujicimi mutovanou aveC alelu ve srovnani s buiikami stejného kmene S. avermitilis,
které exprimuji pouze divoky typ aveC alely v kultivatnim médiu za podminek, které z nich
umoziuji nebo indukuji produkci avermektind, a ziskani fe¢enych avermektinii z kultury. V pfed-
nostni formé vynalezu je snizen pomér tfidy 2:1 avermektinii produkovanych buiikami exprimuji-
cich mutaci. Postup poskytuje zvy3enou i¢innost produkce komeréné hodnotnych avermektini,
jako je naptiklad doramektin.

Piedkladany vynalez dale poskytuje postup produkce avermektinii zahrnujici kultivaci bunék
kmene S. avermitilis, pfiemz tyto bufiky exprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky
konstrukt obsahujici aveC alelu, které vedou k narufenému mnoZstvi avermektind produko-
vanych buiikami kmene S. avermitilis exprimujicimi mutovanou aveC alelu nebo geneticky kons-
trukt ve srovnani s buitkami stejného kmene S. avermitilis, které neexprimuji pouze mutovanou
aveC alelu nebo geneticky konstrukt, ale misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely,
v kultivaénim médiu za podminek, které z nich umoZiiuji nebo indukuji produkci avermektind, a
pfi¢emz tento zplsob zahrnuje dale ziskani feenych avermektinii z kultury. V pfednostni forme
vynélezu je zvySeno mnozstvi avermektini produkovanych butikami exprimujicich mutaci nebo
geneticky konstrukt.

Predkladany vynalez dale poskytuje nové sloZeni avermektini produkované kmenem S. avermiti-
lis exprimujicim mutovanou aveC alelu, ktera je ptedmétem predkladaného vynalezu, kde aver-
mektiny jsou produkovény ve snizeném poméru tfidy 2:1 ve srovnani s pomérem 2:1 tidy aver-
mektint produkovanych burikami stejného kmene S. avermitilis, které neexprimuji mutovanou
aveC alelu, ale misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely. Nové sloZeni avermektind
miize byt pfitomno, jak je produkovano ve fermentacni kultivaéni tekutin€, nebo z ni mize byt
stazeno nebo miiZe byt z ni vyznamné purifikovano.

Piehled obrazki na vvkresech

4. Nasleduje struéné vysvétleni obrazki

Obrazek 1. DNA sekvence (SEQ ID &.1) obsahujici aveC ORF S. avermitilis a odvozenou amino-
kyselinovou sekvenci (SEQ ID ¢. 2).
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Obrazek 2. Plazmidovy vektor pSE186 (ATCC 209604) obsahujici cely ORF aveC genu S aver-
mitilis.

Obrazek 3. Gen nahrazujici vektor pSE180 (ATCC 209605) obsahujici ermE gen Sacc. erythraea
inzerovany do aveC ORF S. avermitilis.

Obrézek 4. BahmHI restrikéni mapa klastru gendi pro avermektin polyketin synthazu ze
S. avermitilis s identifikovanymi pé&ti presahujicimi kosmidovymi klony (tj. pSE65, pSE66,
pSE67, pSE68, pSE69). Uveden je také vztah pSE118 a PSE119.

Obrazek 5. HPLC analyza fermentagnich produkti produkovanych kmeny S. avermitilis. Kvanti-
fikace vrcholu byla provedena srovnanim mnoZstvi standard cyklohexylu B1. Retenéni &as
cyklohexylu B2 byl 7,4 az 7,7 minuty, retenéni &as cyklohexylu Bl byl 11,9 az 12,3 minuty.
Obrazek 5A. Kmen S. avermitilis SE180-11 s inaktivovanym aveC ORF. Obr. 5B. Kmen S.
avermitilis SE180-11 transformovany pomoci pSE187. Obr. 5D. Kmen. S. avermitilis SE180—11
transformovany pomoci pSE188.

Obrazek 6. Srovnani vyvozenych aminokyselinovych sekvenci kédovanych aveC ORF
S. avermitilis (SEQ ID ¢.2), aveC homolognim &asteénym ORF z S. griseochromogenes (SEQ
ID €.5), a aveC homolognim ORF z S. hygroscopicus (SEQ ID ¢.4). Valinové reziduum oznadené
tuéné€ je domnelé startovaci misto pro bilkovinu. Konzervovana rezidua jsou uvedena velkymi
pismeny pro homologii ve viech tfech sekvencich a malymi pismeny pro homologii ve dvou ze
tfi sekvenci. Aminokyselinové sekvence maji ptiblizné 50% identitu sekvenci.

Obrazek 7. Hybridni plazmidovy konstrukt obsahujici 564 bp BsaAl/Kpnl fragment z S. hygro-
scopicus aveC homologniho genu inzerovaného do BaaAl/Kpnl mista v S. avermitilis aveC ORF.

5. Detailni popis vynalezu

Piedkladany vynélez se tyka identifikace a charakterizace polynukleotidovych molekul majicich
nukleotidové sekvence, které koduji aveC genovy produkt ze Streptomyces avermitilis, kons-
trukce novych kment S. avermitilis, které mohou byt pouzity k vyhledavani mutovanych AveC
genovych produkti pro jejich efekt na produkci avermektint, a objevu, Ze uréité mutované AveC
genové produkty mohou sniZovat pomér B2:B1 avermektini produkovanych S. avermitilis.
Vynalez je popsan ptikladem v &astech uvedenych nize jako polynukleotidova molekula majici
budto nukleotidovou sekvenci, ktera je stejna jako pro S.avermitilis AveC genovy produkt—
kodujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo nukleotidovou sekvenci ORF
uvedenou na Obrazku 1 (SEQID&.1), a polynukleotidové molekuly majici z nich odvozené
mutované nukleotidové sekvence a jejich degenerované varianty. Principy uvedené v predkla-
daném vynalezu viak mohou byt analogicky aplikovany na dal$i polynukleotidové molekuly,
veetn¢ aveC homolognich gend z jinych druhii Streptomyces, zahrnujici mezi jinymi naptiklad
S. hygroscopicus a S. griseochromogenes.

5.1 Polynukleotidové molekuly kodujici S. avermitilis AveC genovy produkt

Predkladany vynalez poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici kompletni
aveC ORF S. avermitilis nebo jeho vyznamnou &ast, ptiemz tato izolovana polynukleotidové
molekula postrada dal$i kompletni ORF, ktery je lokalizovan smérem dolét od ORF in situ na
chromozému S. avermitilis.

Izolovana polynukleotidovd molekula, ktera je pfedmétem predkladaného vynalezu obsahuje
piednostn€ nukleotidovou sekvenci, ktera je stejnd, jako je S. avermitilis AveC genovy produkt
kodujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo je stejna Jjako nukleotidova sekvence
ORG zobrazku 1 (SEQ ID ¢.1), nebo jeji vyznamna &ast. Jak je zde pouzito, »vyznamna Cast
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izolované polynukleotidové molekuly obsahujici nukleotidovou sekvenci kodujici S. avermitilis
AveC genovy produkt znamena izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici alespon
70 % kompletni aveC ORF sekvence uvedené na obrazku 1 (SEQ ID &.1), ktery koduje funkene
ekvivalentni AveC genovy produkt. V tomto ohledu je ,.funkéné ekvivalentni AveC genovy
produkt definovan jako genovy produkt, ktery je-li exprimovan v kmeni S. avermitilis
ATCC 53692, v kterém byla nativni aveC alela inaktivovana, vede k produkci vyznamné stejné-
ho poméru a mnozstvi avermektinii, jako je produkovano kmene S. avermitilis ATCC 53692, kte-
ry exprimuje pouze divokou, funk&ni aveC alelu nativni pro kmen 8. avermitilis ATCC 53692.

Navic k nukleotidové sekvence aveC ORF miiZe izolovana polynukleotidova molekula, ktera je
predmétem predkladaného vynalezu, déle obsahovat nukleotidové sekvence, které pfirozené hra-
ni&i s aveC genem in situ v S. avermitilis, jako jsou napiiklad hrani¢ici nukleotidové sekvence
uvedené na obrazku 1 (SEQ ID €. 1).

Predkladany vynalez dale poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleo-
tidovou sekvenci SEQ ID ¢&. 1, nebo jeji degenerovanou variantu.

Jak je zde pouzivano, tykaji se terminy ,,polynukleotidova molekula®, ,,polynukleotidova sekven-
ce®, , kodujici sekvence®, ,otevieny ¢teci ramec” a ,,ORF“, DNA i RNA molekul, které mohou
byt bud'to jednovlaknové nebo dvouvlaknové, a které mohou byt transkribované nebo translato-
vané (DNA), nebo translatované (RNA) do AveC genového produktu, nebo do polypeptidu, ktery
je homologni s AveC genovym produktem nebo s AveC homolognim genovym produktem v pfi-
sluném expresnim systému hostitelské buiiky, je-li pod kontrolou pfislusnych regulaénich ele-
mentii. Kodujici sekvence miiZe zahrnovat, ale neni omezena na prokaryotické sekvence, cDNA
sekvence, genomické DNA sekvence a chemicky syntetizované DNA a RNA sekvence.

Nukleotidova sekvence uvedena na obrazku 1 (SEQ ID &. 1) zahrnuje &tyfi odlisné GTG kodény
v pozicich bp 42, 174, 177 a 180. Jak je uvedeno nize byly konstruovany mnohoCetné delece
5'— oblasti aveC ORF (obrazek 1, SEQ ID &. 1), aby se pomohlo definovat, ktery z téchto kodoni
by mohl fungovat v aveC ORF jako startovaci misto pro expresi bilkovin. Delece prvniho GTG
mista v pozici 42 bp neeliminovalo AveC aktivitu. Dalsi delece vech GTG kodéni v pozicich
174, 177 a 180 bp spoleéné eliminovaly AveC aktivitu, coz ukazuje, Ze tato oblast je nezbytna
pro expresi bilkovin. Pfedkladany vynalez tedy zahrnuje aveC ORF o variabilni délce.

Predkladany vynalez dile poskytuje polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci,
ktera je homologni s S. avermitilis AveC genovy produkt—kédujici sekvenci plazmidu pSE186
(ATC 209604), nebo s nukleotidovou sekvenci aveC ORF prezentovanou na obrazku 1 (SEQ
ID &. 1) nebo s jeji vyznamnou &asti. Termin ,.homologni®, je-li pouzit ve vztahu k polynukleo-
tidové molekule, kterd je homologni s S. avermitilis AveC genovy produkt—kodujici sekvenci,
znamena polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci: a) ktera kdéduje stejny
AveC genovy produkt jako S. avermitilis genovy produkt-kédujici sekvence plazmidu pSE186
(ATCC 209604), nebo ktera koduje stejny AveC genovy produkt, jako nukleotidova sekvence
aveC ORF prezentovana na obrazku 1 (SEQ ID ¢. 1), ale ktera zahrnuje jednu nebo vice némych
zmén nukleotidové sekvence podle degenerace genetického kodu (tj. degeneracni varianta); nebo
b) ktera hybridizuje s komplementarnim vlaknem polynukleotidové molekuly majici nukleotido-
vou sekvenci, ktera koduje aminokyselinovou sekvenci kodovanou AveC genovy produkt-
kodujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo ktera kéduje aminokyselinovou
sekvenci uvedenou na obrazku 1 (SEQ ID ¢&. 2), za mimé pfisnych podminek, tj. hybridizace
k odfiltrovani navazané DNA v 0,5M NaHPO,, 7% sodném dodecylsulfatu (SDS), ImM EDTA
pii teploté 65 °C, a promyti v 0,2 x SSC/0,1% SDS pi teploté 42 °C (viz Ausubel et al. (eds),
1989, Current Protocols in Molecular Biology, Sv. I, Green Publishing Associates, Inc, a John
Wiley and Sons, Inc, New York, strana 2.10.3), a kterd koduje funkéné ekvivalentni AveC
genovy produkt, jak je definovano vyse. V piednostni formé hybridizuje homologni polynukleo-
tidova molekula s komplementarnim vlidknem AveC genovy produkt—kédujici sekvence plazmi-
du pSE186 (ATCC 209604), nebo s komplementarnim vlaknem nukleotidové sekvence aveC
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ORF prezentované na obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo s Jeho vyznamnou &asti za vysoce piisnych
podminek tj. hybridizace k odfiltrovani navazané DNA v 0,5M NaHPO,, 7% SDS, 1mM EDTA
pfi teploté 65 °C, a promyti v 0,1 x SSC/0,1% SDS pfi teploté 68 °C (viz Ausubel et al., 1989,
vySe), ktera koduje funkéné ekvivalentni AveC genovy produkt, jak je definovano vyse.

Aktivita AveC genového produktu a jeho potencialng funkénich ekvivalentdi mize byt uréena
HPLC analyzou fermenta¢nich produktd, jak je popsano v piikladech provedeni vynilezu niZe.
Polynukleotidové molekuly majici nukleotidové sekvence, které kéduji funkéni ekvivalenty
S. avermitilis AveC genového produktu, zahrnuji pfirozené se vyskytujici se aveC geny piitomné
v jinych kmenech S. avermitilis, aveC homologni geny pfitomné v jinych druzich Streptomyces,
a mutované aveC alely pfirozené se vyskytujici nebo ptipravené genetickym inZenyrstvim.

Predkladany vynalez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sek-
venci, ktera kéduje polypeptid majici aminokyselinovou sekvenci, ktera je homologni s amino-
kyselinovou sekvenci kédovanou AveC genovy produkt—kédujici sekvenci plazmidu pSE186
(ATCC 209604), nebo aminokyselinovou sekvenci z obrazku 1 (SEQ ID &. 2) nebo s jeji vyz-
namnou ¢asti. Jak je zde pouZito, znamena ,,vyznamn4 ¢ast“ aminokyselinové sekvence z obraz-
ku 1 (SEQ ID ¢&. 2) polypeptid obsahujici okolo 70 % aminokyselinové sekvence uvedené na
obrazku 1 (SEQ ID ¢&. 2), ktera konstituje funkéné ekvivalentni AveC genovy produkt, jak je defi-
novano vyse.

Jak je zde pouzivano s odkazem na aminokyselinové sekvence, které Jjsou homologni s amino-
kyselinovymi sekvencemi AveC genového produktu S. avermitilis, tyka se termin ,,homologni*
polypeptidu, ktery ma jinak aminokyselinovou sekvenci uvedenou na obrazku 1 (SEQ ID ¢&. 2),
ale v kterém jedno nebo vice aminokyselinovych rezidui je konzervativng substituovano odlis-
nym aminokyselinovym reziduem, kde fe¢ena aminokyselinova sekvence ma alespoii zhruba
70%, prednostnéji alespoti zhruba 80%, a nejptednostnéji alespoti zhruba 90% identity amino-
kyselinové sekvence s polypeptidem kédovanym AveC genovy produkt-kodujici sekvenci plaz-
midu pSE186 (ATCC 209604) nebo s aminokyselinovou sekvenci z Obrazku 1 (SEQ ID ¢. 2),
Jak je ur¢eno jakymkoli standardnim algoritmem identity aminokyselinovych sekvenci, jako je
napfiklad algoritmus BLASTP (GENBANK, NCBI), a kde takova konzervativni substituce vede
ke vzniku funkéné ekvivalentniho genového produktu, jak je definovano vySe. Konzervativni
aminokyselinové substituce jsou dobfe znamy v oboru. Pravidla pro provadéni takovych substitu-
ci zahrnuji pravidla popsand mezi jinymi Dayhofem MD, 1978, Nat Biomed Res Found,
Washington, DC, sv. 5, Sup. 3. Konzervativni aminokyselinové substituce jsou specifi¢téji ty
substituce, které se obecn& uskutectiuji v ramci rodiny aminokyselin, které jsou piibuzné aciditou
nebo polaritou. Geneticky kédované aminokyseliny jsou obecné rozd€leny do ¢tyt skupin: 1)
kyselé = aspartat, glutamat; 2) bazické = lysin, arginin, histidin; 3) nepolarni = alanin, valin,
leucin, izoleucin, prolin, fenylalanin, methionin, tryptofan; a 4) polarni bez naboje = glycin, aspa-
ragin, glutamin, cystein, serin, threonin, tyrosin. Fenylalanin, tryptofan tyrosin jsou také spole¢né
klasifikovany jako aromatické aminokyseliny. Jedna nebo vice ndhrad v jakékoli konkrétni
skuping, napiiklad nahrada leucinu za izoleucin nebo valin, nebo aspartatu za glutamat, nebo
threoninu za serin, nebo za jakékoli jiné aminokyselinové reziduum se strukturné pfibuznym
aminokyselinovym reziduem, naptiklad aminokyselinové reziduum s podobnou aciditou nebo
polaritou, nebo podobnych v kombinaci t&chto vlastnosti, budou mit obecng nevyznamny efekt
na funkci polypeptidu.

Pfedkladany vynélez dale poskytuje izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleo-
tidovou sekvenci kodujici AveC homologni genovy produkt. Jak Jje zde pouzivéano, je ,,AveC
homologni genovy produkt definovan jako genovy produkt majici alespoil zhruba 50% amino-
kyselinovou sekvenéni identitu s AveC genovym produktem S. avermitilis obsahujicim amino-
kyselinovou sekvenci kédovanou AveC genovy produkt-kédujici sekvenci plazmidu pSE186
(ATCC 209604), nebo s aminokyselinovou sekvenci uvedenou na obrazku 1 (SEQID¢. 2), jak je
ureno jakymkoli standardnim algoritmem identity aminokyselinovych sekvenci, jako je napii-
klad algoritmus BLASTP (GENBANK, NCBI). V neomezujici form¢ vynalezu je AveC homo-
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logni genovy produkt ze S. hygroscopicus (popsany v pfihlasce EP 02 98 423; depozit FERM
BP-1901) a obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢.:4 nebo jeji vyznamnou Cast.
,Vyznamna &ast* aminokyselinové sekvence SEQ ID NO: 4 znamend polypeptid obsahujici ales-
poit 70% aminokyselinové sekvence SEQ ID NO: 4, a ktery konstituuje funkéné ekvivalentni
AveC homologni genovy produkt. ,,Funk&né ekvivalentni“ AveC homologni genovy produkt je
definovan jako genovy produkt, ktery je-li exprimovan v kmeni S. hygroscopicus FERM
BP-1901, v kterém byla nativni aveC homologni alela inaktivovana, vede k produkci vyznamné
stejného poméru a mnoZstvi milbemycind, jako jsou produkovany kmenem S. hygroscopicus
FERM BP-1901 exprimujicim misto divokého typu funkéni aveC homologni alelu nativni kmen
S. hygroscopicus FERM BP-1901. V neomezujici formé vynalezu obsahuje izolovana poly-
nukleotidova molekula, ktera je pfedmétem piedkladaného vynalezu, a ktera koduje S. hygro-
scopicus AveC homologni genovy produkt, nukleotidovou sekvenci SEQ ID &. 3 nebo jeji
vyznamnou &ast. V tomto ohledu znamena ,,vyznamna &ast“ izolované polynukleotidové mole-
kuly obsahujici nukleotidovou sekvenci SEQ ID €. 3 nebo jeji vyznamnou ¢ast. V tomto ohledu
znamena ,,vyznamna ast* izolované polynukleotidové molekuly obsahujici nukleotidovou sek-
venci SEQ ID &. 3 izolovanou polynukleotidovou molekulu obsahujici alespoii 70 % nukleotido-
vé sekvence SEQ ID &. 3, ktera koduje funkéné ekvivalentni AveC homologni genovy produkt,
jak je definovano vyse.

Predkladany vynalez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sek-
venci, ktera je homologni s S. hygroscopicus nukleotidovou sekvenci SEQ ID ¢. 3. Termin
,homologni®, je-li pouzit k odkazu na polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou
sekvenci, kterd je homologni s S. hygroscopicus AveC homologni genovy produkt-kédujici
sekvenci SEQ ID &. 3, znamena polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci: a)
ktera koduje stejny genovy produkt, jako je nukleotidova sekvence SEQ ID ¢. 3, ale kterd
obsahuje jednu nebo vice némych zmén v nukleotidové sekvenci podle degenerace genetického
kédu (tj. degenerovana varianta); nebo b) ktera hybridizuje s komplementarnim vlaknem poly-
nukleotidové molekuly majici nukleotidovou sekvenci, ktera koéduje aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID &. 4 za mirné piisnych podminek, tj. hybridizace k odfiltrovani navazané DNA v 0,5M
NaHPO;, 7% SDS, 1mM EDTA pfi teploté 6 °C, a promyti v 0,2 x SSC/0,1% SDS pfi teploté
42 °C (viz Ausubel et al. viz vy3e), a kterd koduje funkéné ekvivalentni AveC homologni genovy
produkt, jak je definovano vyse. V piednostni formé vynalezu hybridizuje homologni poly-
nukleotidovd molekula s komplementarnim vidknem AveC genovy produkt-kédujici nukleotido-
vé sekvence SEQ ID &. 3 za vysoce prisnych podminek tj. hybridizace k odfiltrovani navazané
DNA v 0,5M NaHPO,, 7% SDS, 1mM EDTA pfi teploté¢ 65 °C, a promyti v 0,1 x SSC/0,1%
SDS pti teploté 68 °C (viz Ausubel et al.,, 1989, vyse), a koduje funkén€ ekvivalentni AveC
genovy produkt, jak je definovéno vyse.

Predkladany vynalez dale poskytuje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sek-
venci, ktera kéduje polypeptid, ktery je homologni s S. hygroscopicus AveC homolognim geno-
vym produktem. Jak je zde pouzivano, tyka se termin ,homologni“ s odkazem na polypeptidy,
které jsou homologni s AveC homolognim genovym produktem se sekvenci SEQ ID ¢. 4 ze S.
hygroscopicus, polypeptidu, ktery ma jinak aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢. 4, ale v které
jedno nebo vice aminokyselinovych rezidui bylo konzervativné substituovano odliSnym amino-
kyselinovym reziduem, jak je definovano vyse, kde fe¢end aminokyselinova sekvence ma ales-
poii 70%, ptednostn&ji alespori 80%, nejpiednostnéji alesponi 90% aminokyselinovou sekvencni
identitu k polypeptidu o sekvenci SEQ ID &. 4, jak je uréeno jakymkoli standardnim algoritmem
aminokyselinové sekvenéni identity, jako je naptiklad algoritmus BLASTP (GENBANK, NCBI),
kde takova konzervativni substituce vede k funkéné ekvivalentnimu AveC homolognimu genové-
mu produktu, jak je definovano vyse.

Ptedkladany vynalez dale poskytuje oligonukleotidy, které hybridizuji s polynukleotidovou mole-
kulou majici nukleotidovou sekvenci uvedenou na Obrazku 1 (SEQ ID €. 1) nebo SEQ ID&. 3,
nebo polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci, kterd je komplementarni
k nukleotidové sekvenci uvedené na Obrazku 1 (SEQ ID &. 1) nebo SEQ ID¢&. 3. Takové
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oligonukleotidy maji alesport 10 nukleotidii, pfednostn& od zhruba 15 do zhruba 30 nukleotidi,
a hybridizuji s jednou zvySe uvedenych polynukleotidovych molekul za vysoce prisnych
podminek tj. promyti v 6 x SSC/0,5% pyrofosfatu sodném pfi teploté zhruba 37 °C pro oligo-
nukleotidy o zhruba 14 bazich, pfi teploté zhruba 48 °C pro oligonukleotidy o zhruba 17 bazich,
pii teploté zhruba 55 °C pro oligonukleotidy o zhruba 20 bézich, a pfi teploté zhruba 60 °C pro
oligonukleotidy o zhruba 23 bazich. V ptednostni formé vynalezu jsou oligonukleotidy komple-
mentarni k ¢asti jedné z vySe zminénych polynukleotidovych molekul. Tyto oligonukleotidy jsou
uZitené pro celou fadu u&eli veetn& kédovani nebo wcinkovéani jako antisense molekuly pro
regulaci genii, nebo jeho primery pro amplifikaci aveC nebo aveC homolog—kédujicich poly-
nukleotidovych molekul.

Dalsi aveC homologni geny mohou byt identifikovany u jinych druhii nebo kmeni Streptomyces
za pouziti polynukleotidovych molekul nebo oligonukleotidii uvedenych zde ve spojeni se
znamymi technikami. Napfiklad oligonukleotidova molekula obsahujici &ast S. avermitilis
nukleotidové sekvence z obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo &ast S. avermitilis nukleotidové sekvence
SEQ ID ¢. 3 miize byt detekovatelng oznadena a pouzita k vyhledavani genomické knihovny
konstruované z DNA odvozené z organismu, ktery je pfedmétem zajmu. Piisnost hybridizaénich
podminek je zvolena na zakladé vztahu referen¢niho organismu, v tomto piipadé S. avermitilis
nebo S. hygroscopicus, k organismu, ktery je pfedmétem z4jmu. Pozadavky na riizng prisné pod-
minky jsou dobfe zndmy osobdm zkuSenym oboru, a tyto podminky se 1i§i v zavislosti na speci-
fickych organismech, znichz jsou knihovna a oznagené sekvence odvozeny. Takové oligo-
nukleotidy maji pfednostné alespoti zhruba 15 nukleotidd, naptiklad se jedna o oligonukleotidy
popsané v pfikladech provedeni vynalez nize. Amplifikace homolognich genti miiZe byt provede-
na za pouZiti t&chto i jinych oligonukleotidi pouzitim standardnich technik, jako je naptiklad
polymerazova fetézova reakce (PCR), atkoli mohou byt pouZity i jiné amplifikadni techniky zna-
mé v oboru.

Klony identifikované jako obsahujici aveC homologni nukleotidové sekvence mohou byt testo-
vany na schopnost kodovat funkéni AveC homologni genovy produkt. Pro tento ugel mohou byt
klony podrobeny sekvenéni analyze za igelem identifikace vhodného &teciho rdmce, stejné tak
Jako inicia¢nich a terminac¢nich signali. Klonované DNA sekvence mohou byt alternativné nebo
navic inzerovany do vhodného expresniho vektoru, tj. do vektoru, ktery obsahuje nezbytné ele-
menty pro transkripci a translaci inzerované protein—kodujici sekvence. Miize byt pouzit jakykoli
z celé fady hostitelskych/vektorovych systémi, jak je popsno nize, které zahrnuji, ale nejsou
omezeny na bakteridlni systémy, jako jsou napfiklad plazmidové, bakteriofagové nebo kosmi-
dové expresni vektory. Pfisluiné hostitelské buiiky transformované takovymi vektory zahrnujici
potencialni aveC homolog—kédujici sekvence mohou byt poté analyzovany na aktivitu AveC za
pouZziti zpisobi, jako je napfiklad HPLC analyza fermentaénich produkti, jak Jje popsano
napriklad v ¢asti 7 nize.

Produkce a manipulace polynukleotidovych molekul zde uvedenych jsou znamé v oboru 2 mohou
byt provedeny podle rekombinantnich technik popsanych naptiklad 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. (eds), 1995,
PCR strategies, Academic Press, Inc., San Diego; a Erlich (ed), 1992, PCR Technology, Oxford
University Press, New York, pfi¢emz tyto publikace jsou viechny do vynalezu zaClenény jako
reference. Polynukleotidové klony kédujici AveC genové produkty nebo AveC homologni geno-
vé produkty, mohou byt identifikovany za pomoci metod znamych v oboru, které zahrnuji, ale
nejsou omezeny na zplsoby uvedené v Casti 7 nize. Genomické knihovny mohou byt vyhleda-
vany na aveC a aveC homologni kédujici sekvence za pouziti technik, jako jsou napiiklad meto-
dy uvedené v publikaci Benton a Davis, 1977, Science 196:180 pro bakteriofagové knihovny, a
v publikaci Grunstein a Hodness, 1975, Proc Natl Acad Sci USA, 72: 3961-3965 pro plazmidové
knihovny. Polynukleotidové molekuly majici nukleotidové sekvence, o kterych je znamo, Ze
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zahrnuji aveC ORF jako takovy, napfiklad v plazmidu pSE186 (ATCC 209604) nebo v plazmidu
pSE119 (popsano v &asti 7 niZe), mohou byt pouzity jako proby v téchto vyhledavacich experi-
mentech. Oligonukleotidové proby mohou byt syntetizovany alternativné tak, Ze koresponduji
s nukleotidovymi sekvencemi odvozenymi od &aste¢nych nebo uplnych aminokyselinovych
sekvenci purifikovaného AveC homologniho genového produktu.

5.2 Rekombinantni systémy
5.2.1 Klonovaci a expresni vektory

Piedkladany vynalez dale poskytuje rekombinantni klonovaci vektory a expresni vektory, které
jsou uzite¢né pro klonovani nebo exprimovani polynukleotidovych molekul, které jsou pfedmé-
tem predkiadaného vynalezu, napfiklad aveC ORF S. avermitilis nebo jakychkoli aveC homolog-
nich ORF. V nelimitujici form& poskytuje ptedkladany vynalez plazmid pSE186 (ATCC 2096-
04), ktery obsahuje kompletni ORF aveC gen S. avermitilis.

Vsechny z nésledujicich popist tykajicich se aveC ORF z S. avermitilis, nebo polynukleotidové
molekuly obsahujici aveC ORF z S. avermitilis, nebo jeho ¢ast, nebo S. avermitilis AveC genovy
produkt, se také tykaji aveC homolog a AveC homolognich genovych produkti, ledaze je vyslov-
né& nebo z kontextu uvedeno jinak.

Pro specifické pouZiti u Streptomycet byla pouzita celd fada riiznych vektorii, zahrnujicich mezi
jinymi vektory fagové, plazmidy s vysokym poétem kopii, plazmidy s nizkym po&tem kopii
a E.coli-Streptomyces ptenosové vektory, a jakykoli z nich mize byt pouzit k provedeni pred-
kladaného vynalezu. Ze Streptomycet byla také klonovana celd fada genii pro lékovou rezistenci
a nékteré z téchto genli byly za¢lenény do vektori jako vektory, které je mozno zvolit. Pfiklady
béznych vektori pro pouZiti v Streptomyces jsou prezentovany mezi jinymi misty v publikaci
Hutchinson 1980, Applied Biochem Biotech 16:169-190.

Rekombinantni vektory, které jsou piedmétem pifedkladaného vynalezu, obzvlasté expresni
vektory, jsou prednostné konstruovany tak, ze kodujici sekvence polynukleotidové molekuly,
ktera je predmétem vyndlezu, je v operanim spojeni s jednim nebo vice regulaCnich elementi
nezbytnych pro transkripci a translaci kodujici sekvence za G¢elem produkce polypeptidu. Jak je
zde pouzivano, termin ,,regulaéni element* zahrnuje, ale neni omezen na nukleotidové sekvence,
které koduji induktibilni a neinduktibilni promotory, enhancery a dalsi elementy zndmé v oboru,
které slouzi k regulaci exprese polynukleotidovych kodujicich sekvenci. Jak je zde také pouzito,
je kédujici sekvence v ,,operanim spojeni* s jednim nebo vice regulacnich elementi, kde regu-
la¢ni elementy G&inné reguluji a umoZziiuji transkripci kodujici sekvence nebo translaci jeho
mRNA, &i oboji.

Typické plazmidové vektory, které mohou byt pfipraveny, aby obsahovaly polynukleotidovou
molekulu zahrnuji mezi mnoha jinymi pCR-Blunt, pCR2.1 (Invitrogen), pPGEM3Zf (Promega)
a transportni vektor pWHM3 (Vara et al., 1989, J. Bact. 171:5872-57881).

Zpisoby pro konstrukci rekombinantnich vektorti obsahujicich konkrétni kodujici sekvence
v operaénim spojeni s pfislusnymi regula¢nimi elementy jsou dobfe znamy v oboru, a tyto
zpiisoby mohou byt pouzity k provedeni pfedkladaného vynalezu. Tyto zplisoby zahrnuji in vitro
rekombinantni techniky, syntetické techniky a in vivo genetickou rekombinaci. Viz naptiklad
techniky popsané v publikaci Maniatis et al., 1989, vySe; Ausubel et al., 1989, vyse; Sambrook et
al., 1989, vy3e; Innis et al., 1995, vyse; Erlich 1992, vyse.

Regulaéni elementy téchto vektord se mohou lisit ve své sile a ve svych specifitach. V zavislosti
na pouzitém hostitelském/vektorovém systému miize byt pouzito jakékoli mnozstvi vhodnych
transkripénich a translaénich elementd. Neomezujici piiklady transkrip¢nich regulacnich oblasti
nebo promotort pro baktérie zahrnuji B—gal promotor, T7 promotor, TAC promotor, A levy a pra-
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vy promotor, trp a lac promotory, trp-lac fizni promotory a specifiét&ji pro Streptomyces,
promotory ermE, melC a tipA, atd. Ve specifické form& popsané v &asti 11 nize byl generovan
expresni vektor, ktery obsahuje klonovany aveC ORF prilehle k silnému konstitutivnimu ermE
promotoru ze Sacharopolyspora erythreae. Vektor byl transformovan do S. avermitilis a nasledn4
HPLC analyza fermenta¢nich produkti ukazala zvySeny titr produkovanych avermektini ve
srovnani s produkci stejného kmene, ktery ale exprimuje divoky typ aveC alely.

Fazni proteinové expresni vektory mohou byt pouzity k expresi AveC genovy produkt—fiuzniho
proteinu. Purifikovany fiizni protein miize byt pouzit k ziskani antiséra proti AveC genovému
produktu, ke studiu biochemickych vlastnosti AveC genového produktu, k p¥ipravé AveC fiz-
nich proteini s odliSnymi biochemickymi aktivitami a k pomoci identifikovat nebo purifikovat
exprimovany AveC genovy produkt. Mozné expresni vektory pro flzni protein zahrnuji, ale
nejsou omezeny na vektory inkorporujici sekvence, které koduji B—galaktosidazu a trpE fuze,
maltézu vazajici proteinové fuze, glutathion—S—transferazové fiize a polyhistidinové fiize (nosi-
Cové oblasti). V alternativni formé vynélezu mohou byt AveC genovy produkt nebo jeho &ést
zfuzovany s AveC homolognim genovym produktem nebo jeho &asti, odvozené od jinych druhi
nebo kmene Streptomyces, jako jsou napiiklad S. hygroscopicus nebo S. griseochromogenes.
V konkrétni formé vynalezu popsané v &asti 12 niZe a zobrazené na obrazku 7 byl zkonstruovan
chiméricky plazmid, ktery obsahuje 564 bp oblast S. avermitilis aveC ORF. Takové hybridni
vektory mohou byt transformovany do bungk S. avermitilis a testovany za Giéelem uréeni jejich
efektu naptiklad na pomér téidy 2:1 produkovanych avermektini.

AveC fuzni proteiny mohou byt piipraveny, aby obsahovaly oblast uZite¢nou pro purifikaci.
Fazni AveC-malt6ézu vazajici protein miZe byt napfiklad purifikovan za pouZiti amylézové
pryskyfice; fuzni proteiny AveC-glutathion—S—transferdza mohou byt purifikovany za pouZiti
glutathion-agarézy; fizni proteiny AveC—polyhistidin mohou byt purifikovany za pouziti pry-
skyfice s bivalentnim niklem. Pro purifikaci fizniho proteinu afinitni chromatografii mohou byt
alternativné pouZity protilatky proti nosi¢ovému proteinu nebo peptidu. Napiiklad nukleotidové
sekvence kodujici cilovy epitop monoklonalni protilitky miiZe byt ptipravena do expresniho
vektoru v opera¢nim spojeni s regulaénimi elementy a situovana tak, Ze exprimovany epitop je
zfuzovén do AveC polypeptidu. Napiiklad nukleotidova sekvence kédujici FLAG™ epitop tag
(International Biotechnologies Inc.), coZ je hydrofilni markerovy peptid, miZe byt inzertovana
standardnimi technikami do expresniho vektoru v bod¢ odpovidajicimu naptiklad karboxylovému
konci AveC polypeptidu. Exprimovany AveC polypeptid-FLAG™ epitop fiizni produkt mize byt
poté detekovan a afinitné purifikovan za pouZiti komeréné dostupnych anti-FLAG" protilatek.

Expresni vektor kodujici AveC fuzni protein miize byt také pfipraven, aby obsahoval poly-
linkerové sekvence kodujici specifickd protedzova $tépici mista tak, Ze exprimovany AveC poly-
peptid miiZze byt uvolnén z nosicové oblasti nebo z fizniho partnera pomoci specifické proteazy.
Fazni proteinovy vektor mize napiiklad zahrnovat DNA sekvence kédujici mezi jinymi Stépici
mista pro trombin nebo faktor Xa.

Signélni sekvence nahoru od, a ve &tecim ramci aveC ORF miiZe byt vpravena do expresniho
vektoru znamymi zplisoby, aby se usmérnil smér a sekrece exprimovaného genového produktu.
Neomezujici piiklady signalnich sekvenci zahrnuji mezi jinymi sekvence a—faktoru, imuno-
globulind, vnéjsich membranovych proteinii, penicilinazy a T bun&&nych receptor.

K pomoci pfi vybéru hostitelskych bunék transformovanych nebo transfektovanych klonovacimi
nebo expresnimi vektory, které jsou pfedmétem predkladaného vynalezu, miZe byt vektor ptipra-
ven tak, Ze déle obsahuje kodujici sekvenci pro reportérovy genovy produkt nebo jiny volitelny
marker. Takova kédujici sekvence je pfednostné v operagnim spojeni se sekvencemi kédujicimi
regulaéni element, jak je popsano vyse. Reportérové geny, které jsou uZiteiné ve vynalezu, jsou
dobfe zndmé v oboru a zahrnuji geny kodujici mezi jinymi zeleny fluorescenéni protein, lucifera-
zu, xylE a tyrosinazu. Nukleotidové sekvence kodujici volitelné markery jsou dobfe znamé
v oboru a zahrnuji sekvence, které koduji genové produkty udélujici rezistenci viiéi antibiotikéim
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nebo antimetabolitim, nebo které dodavaji auxotrofické pozadavky. Piiklady takovych sekvenci
zahrnuji sekvence, které koduji rezistenci mezi mnoha jinymi k erytromycinu, thiostreptonu nebo
kanamycinu.

5.2.2. Transformace hostitelskych bun&k

Predkladany vynalez dile poskytuje transformované hostitelské buiiky obsahujici polynukleo-
tidovou molekulu nebo rekombinantni vektor, které jsou pfedmétem vynalezu, a nové kmeny
nebo bun&né linie od nich odvozené. Hostitelské buiiky uziteéné pro provedeni vynalezu jsou
prednostné buiiky Streptomyces, atkoli mohou byt pouzity i jiné prokaryotické nebo eukaryo-
tické buiiky. Takové transformované hostitelské buiiky typicky zahrnuji, ale nejsou omezeny na
mikroorganismy, jako jsou napiiklad baktérie transformované mezi jinymi rekombinantnimi
bakteriofagovymi DNA, plazmidovymi DNA nebo kosmidovymi DNA vektory, nebo kvasinky
transformované rekombinantnimi vektory.

Polynukleotidové molekuly, které jsou ptedmétem predkladaného vynélezu, jsou zamyslené, aby
fungovaly u bun&k Streptomyces, ale mohou byt také transformovany do jinych bakteridlnich
nebo eukaryotickych bunék, napiiklad pro klonovaci nebo expresni Gcely. Mize byt typicky
pouzit kmen E. coli, jako napiiklad kmen DHS5a, dostupny z Americké sbirky typovych kultur
(ATCC), Rockville, MD, USA) (ptistupové ¢islo 31343) a z komercnich zdroji (Stratagene).
Ptednostni hostitelské butiky zahrnuji kvasinkové buiiky, ackoli mohou byt u€inné pouzity i sav<i
buriky nebo buiiky hmyzu.

Rekombinantni expresni vektor, ktery je pfedmétem vynalezu, je pfednostné transformovan nebo
transfekovéan do jedné nebo vice hostitelskych bungk nebo vyznamné homogenni kultury bunék.
Expresni vektor je obecné zatlenén do hostitelskych bunék ve shodé se znamymi technikami,
jako jsou naptiklad protoplastova transformace, precipitace kalcium fosfatem, reakce s chloridem
vapenatym, mikroinjekce, elektroporace, transfekce kontaktem s rekombinovanym virem, trans-
fekce fizena lipozomem, transfekce s DEAE dextranem, transdukce, konjugace nebo bombardo-
vani mikroprojektily. Volba transformovanych bunék miZe byt provedena standardnimi postupy,
jako je napiiklad volba bunék exprimujicich volitelny marker, napfiklad antibiotické rezistence
sdruzené s rekombinantnim vektorem, jak je popsano vyse.

Jakmile je expresni vektor zatlenén do hostitelské buiiky, miize byt integrace a udrzeni aveC
kédujici sekvence, bud'to v chromozému hostitelské buriky, nebo epizomélné, potvrzena stan-
dardnimi technikami, naptiklad Southern hybridizaéni analyzou, restrikéni enzymovou analyzou,
PCR analyzou zahrnujici PCR s reverzni transkriptazou (rt—=PCR), nebo imunologickou analyzou
za éelem detekce ogekdvaného genového produktu. Hostitelské buriky obsahujici a/nebo expri-
mujici rekombinantni aveC kodujici sekvenci, mohou byt identifikovany jakymkoli z alespofi
Syt obecnych piistupi, které jsou dobfe znamé v oboru, které zahrnuji: i) DNA-DNA, DNA-
RNA, nebo RNA-antisense RNA hybridizaci; ii) detekci pfitomnosti funkénosti ,,markerového®
genu; iii) posouzeni stupné transkripce méfenim exprese aveC—specifickych mRNA transkriptd
v hostitelské butice; a iv) detekci pFitomnosti zralého polypeptidového produktu napfiklad imu-
noanalyzou nebo pritomnosti AveC biologické aktivity (jako je naptiklad produkce nebo speci-
fické poméry a mnoZstvi avermektinii ukazujici na AveC aktivitu v napfiklad S.avermitilis
hostitelskych bunkach).

5.2.3 Exprese a charakterizace rekombinantniho AveC genového produktu

Jakmile byla stabilné vloZena do pfislusné hostitelské buiiky aveC kédujici sekvence, je transfor-
movana hostitelska buiika klonové propagovana, a vysledné buiiky mohou riist za podminek
napoméhajicich maximalni produkci aveC genového produktu. Takové podminky typicky zahr-
nuji rostouci buiiky do vysoké denzity. Kde expresni vektor obsahuje induktibilni promotor, jsou
pouzity pfislusné indukéni podminky, jako jsou napiiklad teplotni posun, deplece Zivin, ptidani
bezd@vodnych induktéri (jako jsou napfiklad analoga karbohydratii, jako naptiklad izopropyl—3—
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D-thiogalaktopyranosidu (LPTG)), akumulace nadbytku metabolickych vedlejiich produkt,
nebo podobné, jak je pozadovano k indukovéni exprese.

Kde je exprimovany AveC genovy produkt zadrzen uvnitt hostitelskych bungk, Jjsou tyto buriky
sesbirany a zlyzovany, a produkt je izolovéan a purifikovan z lyzatu za extrakénich podminek zna-
mych v oboru, aby se minimalizovala degradace bilkovin, jako jsou naptiklad teplota 4 °C nebo
piitomnost inhibitori prote4z, nebo oboji. Kde je exprimovany AveC genovy produkt sekretovan
z hostitelskych bun€k, mize byt vycerpané Zivné médium jednoduse sebrano a produkt z ngj
miiZe byt izolovan.

Exprimovany AveC genovy produkt miZe byt izolovan nebo vyznamn& purifikovan podle
vhodnosti z bunéEnych lyzatii nebo kultivagniho média za pouziti standardnich zpiisobt zahrnuji-
cich, ale neomezujicich se na jakoukoli kombinaci z nasledujicich zpiisobii: precipitace siranem
amonnym, frakcionace podle velikosti, ionexova chromatografie, HPLC, denzitni centrifugace
a afinitni chromatografie. Kde exprimovany AveC genovy produkt vykazuje biologickou
aktivitu, miZe byt zvySujici se Cistota preparatu monitorovana v kazdém kroku purifika&niho
postupu pouZitim jakékoli vhodné analyzy. At uz exprimovany AveC genovy produkt vykazuje
biologickou aktivitu ¢i nikoli, mize byt detekovan na zdkladé naptiklad velikosti, nebo reaktivity
s protilatkou jinak specifickou pro AveC, nebo pomoci pritomnosti fizni znagky. Jak je zde
pouZivano, je AveC genovy produkt ,,vyznamng purifikovan“ tam, kde produkt konstituuje vice
nez 20 vahovych % bilkoviny v konkrétnim preparatu. Jak je zde také pouzivano, je AveC
genovy produkt ,izolovan®, kde tento produkt konstituuje alespoii 80 vahovych % bilkoviny
v konkrétnim preparatu.

Pfedkladany vynilez tedy poskytuje rekombinantng-exprimovany izolovany nebo vyznamng
purifikovany S. avermitilis AveC genovy produkt obsahujici aminokyselinovou sekvenci kodova-
nou AveC genovy produkt—kddujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo amino-
kyselinovou sekvenci z Obrazku 1 (SEQ ID &. 2), nebo jeji vyznamnou &ast a jeji homologa.

Pfedkladany vynédlez dale poskytuje rekombinantné-exprimovany izolovany nebo vyznamné
purifikovany S.hygroscopicus AveC homologni genovy produkt obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID ¢. 4, nebo jeji vyznamnou &4st a jeji homologa.

Predkladany vynélez dale poskytuje zpiisob produkce AveC genového produktu zahrnujici kulti-
vaci hostitelské butiky transformované rekombinantnim expresnim vektorem, kde feteny vektor
zahrnuje polynukleotidovou molekulu majici nukleotidovou sekvenci kédujici AveC genovy
produkt, pficemz tato polynukleotidovd molekula je v operadnim spojeni s jednim nebo vice
regulacnich elementd, které kontroluji expresi polynukleotidové molekuly v hostitelské buiice za
podminek napoméhajicich produkci rekombinantniho AveC genového produktu a ziskani AveC
genového produktu z bunééné kultury.

Rekombinantné exprimovany S. avermitilis AveC genovy produkt je uZite¢ny pro celou fadu
ucelii zahrnujicich vyhledavani sloucenin, které naruguji funkci AveC genového produktu a tim
modulujf biosyntézu avermektinii, a dale ziskavani protilatek namifenych proti AveC genovému
produktu.

Jakmile je AveC genovy produkt o dostatené Sistot& ziskan, miize byt charakterizovan standard-
nimi zpisoby zahrnujicimi SDS-PAGE, chromatografii na zdkladé separace podle velikosti, ami-
nokyselinovou sekvenéni analyzu, biologickou aktivitu pti produkei ptislusnych produkti v bio-
syntetické draze avermektinii, atd. Aminokyselinova sekvence AveC genového produktu miiZe
byt napfiklad uréena za pouziti standardnich sekvenénich technik pro peptidy. AveC genovy
produkt mize byt dile charakterizovan za pouziti analyzy hydrofility (viz naptiklad Hopp a
Woods, 1981, Proc. Nat.Acad. Sci. USA 78:3824), nebo analogickym softwarovym algoritmem
za GiCelem identifikace hydrofobnich a hydrofilnich oblasti AveC genového produktu. Struktu-
ralni analyza mize byt provedena za ucelem identifikace oblasti AveC genového produktu, které
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jsou zodpovédné za sekundarni strukturu. K mapovani a studiu mist interakei mezi AveC
genovym produktem a jeho substratem mohou byt pouzity biofyzikalni metody, jako jsou napfi-
klad rentgenova krystalografie (Engstrom, 1974, Biochem Exp Biol 11: 7-13) pocitaCové
modelovani (Fletterick a Zoller (eds), 1986, v: Current Communications in Molecular Biology,
Cold Springs Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) a nukledrni magneticka rezonance
(NMR). Informace ziskané z téchto studii mohou byt pouzity k vybrani novych mist pro mutace
v aveC ORF, aby se pomohlo vyvinout nové kmeny S. avermitilis majici vice Zadouci charakte-
ristiky produkce avermektind.

5.3. Konstrukce a pouziti AveC mutant

Predkladany vynalez poskytuje polynukleotidovou molekulu obsahujici nukleotidovou sekvenci,
ktera je jinak stejna jako S.avermitilis aveC alela nebo jeji degenera¢ni varianta, nebo AveC
genovy produkt—kédujici sekvence plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo jeji degeneracni
varianta, nebo nukleotidova sekvence aveC ORF S. avermitilis, jak je prezentovano na Obrazku 1
(SEQ ID &. 1), nebo jeji degeneracni varianta, ale které dale obsahuji jednu nebo vice mutaci, tak-
7e buiiky kmene S. avermitilis ATCC 53692, v kterych byl divoky typ aveC alely inaktivovan, a
které exprimuji polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci,
nebo jeji degeneraéni variantu, produkuji odlisny pomér nebo mnozstvi avermektind, které jsou
produkovéany buiikami kmene S. avermitilis ATCC 53692, které exprimuji pouze divoky typ
aveC alely.

Podle piedkladaného vynalezu mohou byt takové polynukleotidové molekuly pouzity k produkei
novych kmen@ S. avermitilis, které vykazuji detekovatelnou zménu v produkci avermektind ve
srovnani se stejnym kmenem, ktery exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni forme
vynilezu jsou takové polynukleotidové molekuly uzite¢né pro produkci novych kmend
S. avermitilis, které produkuji avermektiny ve snizeném poméru téidy 2:1 ve srovnani se stejnym
kmenem, ktery exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V daldi pfednostni formé jsou takové
polynukleotidové molekuly uZitetné pro produkci novych kment S. avermitilis, které produkuji
zvy$ena mnoZstvi avermektind ve srovnani se stejnym kmenem, ktery exprimuje pouze jediny
divoky typ aveC alely. V dalsi prednostni formé jsou takové polynukleotidové molekuly uZitecné
pro produkci novych kmeni S. avermitilis, v kterych je aveC gen inaktivovan.

Mutace aveC alely nebo kédujici sekvence zahrnuji jakékoli mutace, které vedou k jedné nebo
vice delecim, adicim nebo substitucim do AveC genového produktu, nebo které vedou ke vzniku
zkraceného AveC genového produktu, nebo kjakékoli jejich kombinaci, a které vedou
k pozadovanému vysledku. Takové mutované sekvence aveC alely jsou také zamySleny, aby
obsahovaly jejich degenerované varianty. Pfedkladany vyndlez napfiklad poskytuje polynukleo-
tidové molekuly obsahujici nukleotidovou sekvenci aveC alely nebo jeji degenerované varianty,
nebo AveC genovy produkt-kédujici sekvenci plazmidu pSE186 (ATCC 209604), nebo jeji
degenerovanou variantu, nebo nukleotidovou sekvenci aveC ORF S. avermitilis, jak je uvedeno
na Obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo jeji degenerovanou variantu, ale které dale obsahuji jednu
nebo vice mutaci, které kéduji substituci aminokyselinového rezidua odliSnym aminokyselino-
vym reziduem ve zvolenych pozicich v AveC genovém produktu. V nékolika neomezujicich
formach vynélezu, z nichz nékolik je uvedeno piikladem nize, mohou byt takové substituce
provedeny v jakychkoli aminokyselinovych pozicich AveC genového produktu, které korespon-
duji s aminokyselinovymi pozicemi 38, 48, 55, 89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230,
238, 266, 275, 289 nebo 298 sekvence SEQ ID ¢. 2, nebo nékterymi jejich kombinacemi.

Mutace aveC kodujici sekvence jsou provedeny jakoukoli ze znamych metod zahrnujicich pouziti
PCR néchylné k chybam, nebo kazetové mutageneze. K naruseni sekvence aveC alely nebo ORF
definovanym zptisobem, naptiklad vlozenim jednoho nebo vice restrik¢nich mist, nebo terminac-
niho kodénu, do specifickych oblasti v aveC alele nebo ORF miize byt napiiklad pouZita muta-
geneze fizena oligonukleotidem. K tvorb& velkych knihoven polynukleotidd majicich
nukleotidové sekvence kodujicich aveC mutace mohou byt také pouzity metody napfiklad popsa-
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neé v patentech US 5 605 793, US 5 830 721 a US 5 837 458, které zahrnuji ndhodnou fragmen-
taci, opakované cykly mutageneze a nukleotidové pfemistovani.

Uzite¢né mohou byt cilené mutace, obzvla§té tam, kde sloui k narudeni Jjednoho nebo vice
konzervovanych aminokyselinovych rezidui v AveC genovém produktu. Napiiklad srovnani
odvozenych aminokyselinovych sekvenci AveC genovych produktii a AveC homolognich geno-
vych produkti ze S.avermitilis (SEQ ID & 2), S. griseochromogenes (SEQ ID ¢&. 5) a
S. hygroscopicus (SEQ ID &. 4), jak jsou uvedeny na Obréazku 6, ukazuje mista vyznamné kon-
zervace aminokyselinovych rezidui mezi témito druhy. V tvorb& novych mutovanych kmend,
které vykazuji pozadované alterace produkce avermektinii mize byt obzvlasté udinna cilena
mutageneze, ktera vede ke zméné v jednom nebo vice té&chto konzervovanych aminokyselino-
vych reziduich.

UZite¢na miZe byt také ndhodna mutageneze, ktera miize byt provedena expozici bun&k S. aver-
mitilis ultrafialovému zateni nebo rentgenovému zateni, nebo chemickym mutagentim, jako jsou
napfiklad N-methyl-N'-nitrosoguanidin, ethylmethansulfonat, kyselina dusi¢na nebo dusikaté
yperity. Pro shrnuti technik mutageneze viz naptiklad Ausubel, 1989 vy3e.

Jakmile jsou mutované polynukleotidové sekvence generovany, jsou prohlizeny, aby se uréilo,
zdali mohou modulovat biosyntézu avermektinii v S. avermitilis. V pfednostni formé vynalezu je
polynukleotidové molekula majici mutovanou nukleotidovou sekvenci testovana komplementaci
kmene S. avermitilis, v kterych byl aveC gen inaktivovan za vzniku aveC negativniho (aveC)
pozadi. V neomezujicim zpiisobu je mutovana polynukleotidova molekula sestiihana do expres-
niho plazmidu v operatnim spojeni s jednim nebo vice regula¢nich elementd, pfiemz tento
plazmid také pfednostné obsahuje jeden nebo vice genii pro 1ékovou rezistenci, které umoziuji
vybér transformovanych bun&k. Tento vektor je poté transformovéan do aveC hostitelskych buné&k
za pomoci zndmych technik a transformované buiiky jsou vybrany a kultivovany v p¥islugném
fermenta¢nim médiu za podminek, které umoZiiuji nebo indukuji produkci avermektint. Fermen-
tacni produkty jsou poté analyzovany pomoci HPLC, aby se uréila schopnost mutované poly-
nukleotidové molekuly ke komplementaci hostitelské buiiky. Nékteré vektory nesouci mutované
polynukleotidové molekuly schopné snizit B2:B1 pomér avermektind zahrnuji pSE 188, pSE
199, pSE231, pSE239 a pSE290 az pSE297, jak je uvedeno piikladem v Casti 8,3 nize.

Pfedkladany vynélez poskytuje zpiisoby identifikace mutaci S. avermitilis aveC ORF schopnych
narusit pomér a/nebo mnozstvi produkovanych avermektind. V ptednostni formé poskytuje pred-
kladany vynlez zpisob identifikace mutaci schopnych narusit pomér t¥idy 2:1 produkovanych
avermektin, pfiCemz tento zplsob zahrnuje (a) uréeni pomaru tfidy 2:1 avermektinii produkova-
nych buiikami kmene S. avermitilis, v kterych byla nativni aveC alela inaktivovana, a do kterych
byla vloZena polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici mutovany
AveC genovy produkt, a tato molekula je exprimovana; (b) uréeni poméru tiidy 2:1 avermektint
produkovanych buiikami stejného kmene S. avermitilis jako v kroku (a), ale pfiCemz tyto buiiky
misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely nebo ORF z Obrazku 1 (SEQ ID &. 1), nebo
nukleotidovou sekvenci, ktera je k ORF homologni; a (c) porovnani poméru tfidy 2:1 aver-
mektind produkovanych buiikami S. avermitilis z kroku (a) s pomérem tiidy 2:1 avermektint
produkovanych butikami S. avermitilis z kroku (b); takZe je-li pomér t¥idy 2:1 avermektini pro-
dukovanych buiikami S. avermitilis z kroku (a) odli$ny od poméru t¥idy 2:1 avermektind pro-
dukovanych butikami S. avermitilis z kroku (b), poté maZe byt identifikovéana mutace aveC ORF
schopna pozménit pomér tiidy 2:1 avermektinii. V ptednostni formé& vynélezu je pomér téidy 2:1
avermektinli touto mutaci sniZen.

V dalSi ptednostni form¢ poskytuje predkladany vynalez zpiisob identifikace mutaci aveC ORF
nebo genetickych konstruktii obsahujicich aveC ORF schopné zmé&nit mnozstvi produkovanych
avermektinii, pfiemz tento zpiisob zahrnuje: (a) uréeni mnoZstvi avermektinii produkovanych
buiikami kmene S. avermitilis, v kterych byla nativni aveC alela inaktivovana, a do kterych byla
vloZena polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci kédujici mutovany AveC
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genovy produkt, nebo obsahujici geneticky konstrukt zahrnujici nukleotidovou sekvenci kodujici
AveC genovy produkt a tato molekula je exprimovana; (b) urfeni mnoZstvi avermektini
produkovanych stejnym kmenem S. avermitilis jako v kroku (a), ale pfi¢emZ tento kmen misto
toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely nebo homologni nukleotidovou sekvenci; a (c)
porovnani mnoZstvi avermektinii produkovanych butikami S. avermitilis z kroku (a) s mnoZzstvim
avermektinii produkovanych buiikami S. avermitilis z kroku (b); takze je-li mnoZstvi avermektini
produkovanych buiikami S. avermitilis z kroku (a) odlisné od mnoZzstvi avermektind produko-
vanych buiikami S. avermitilis z kroku (b), poté miiZe byt identifikovdna mutace aveC ORF nebo
genetického konstruktu schopna pozménit pomér tfidy 2:1 avermektind. V pfednostni formé
vynalezu je produkované mnozstvi avermektinii touto mutaci zvyseno.

Jakykoli z vy$e uvedenych zpisobi k identifikaci mutaci miZze byt proveden za pouZiti fermen-
ta¢niho kultivaéniho média ptednostné suplementovaného cyklohexankarboxylovou kyselinou,
agkoli mohou byt i jiné vhodné prekurzory mastnych kyselin, jako jsou napiiklad jakeékoli pre-
kurzory mastnych kyselin uvedenych v Tabulce 1.

Jakmile je identifikovana mutovanéa polynukleotidova molekula, ktera moduluje produkci aver-
mektind zadoucim smérem, miZe byt urleno umisténi mutace v nukleotidové sekvenci. Poly-
nukleotidova molekula majici nukleotidovou sekvenci kédujici mutovany AveC genovy produkt
miize byt napiiklad izolovana pomoci PCR a podrobena DNA sekven¢ni analyze za pouZiti
znamych zplsobd. Mutace zodpovédna(é) za alteraci produkce avermektini mize byt urCena
srovnanim DNA sekvence mutované aveC alely se sekvenci divokého typu aveC alely. Ve
specifickych, aviak neomezujicich formach piedkladaného vynalezu vedly S. avermitilis AveC
genové produkty obsahujici bud'to jedinou aminokyselinovou substituci v jakémkoli z rezidui
55 (S55F), 138 (S138T), 139 (A139T), nebo 230 (G230D), nebo dvé substituce v pozicich 138
(S138T) a 139 (A139T nebo A139F) ke zmé&nam ve funkci AveC genového produktu, takze
pomér tfidy 2:1 produkovanych avermektini byl naruSen (viz Cast 8 nize), kde uvedené amino-
kyselinové pozice koresponduji s pozicemi na Obrazku 1 (SEQ ID €. 2). Navic bylo prokazano,
7e nasledujicich sedm kombinaci mutaci u¢inné snizuje pomér tfidy 2:1 avermektind: 1) D48E;
2) S138T/1A39T/G179S; 3) Q38P/L136P/E238D; 4) F99S/S138T/A139T/G179S; 5) A139T/-
M228T; 6) G111V/P289T. Jak je zde pouzivano, vyse uvedend oznaceni, jako napfiklad A139T,
ukazuji pivodni aminokyselinové reziduum jednopismenovym oznacenim, v kterém je v tomto
piipadé alanin (A) v uvedené pozici, ktera je v tomto piipadé pozice 139 (tyka se SEQ ID €. 2)
polypeptidu, a nasleduje aminokyselinové reziduum, které nahrazuje pivodni aminokyselinové
reziduum, kterym je vtomto piipadé threonin (T). Z tohoto diivodu jsou polynukleotidové
sekvence majici nukleotidové sekvence, které koduji mutované S. avermitilis genové produkty
obsahujici aminokyselinové substituce nebo delece v jedné nebo vice aminokyselinovych pozic
38, 48, 55, 89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266, 275, 289, nebo 298
(viz obrazek 1), nebo jakékoli jejich kombinace, zahrnuty predkladanym vynalezem.

V prednostni formé vynalezu koduji takové mutace aminokyselinové substituce vybrané z jedné
nebo vice skupin obsahujici:

a) aminokyselinové reziduum Q v pozici 38 nahrazené P nebo aminokyselinou, kterd je kon-
zervativni substituci pro P;

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

¢) aminokyselinové reziduum A v pozici 89 nahrazené T nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro T;

d) aminokyselinové reziduum F v pozici 99 nahrazené S nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro S;
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aminokyselinové reziduum G v pozici 111 nahrazené V nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro V;

aminokyselinové reziduum L v pozici 136 nahrazené P nebo aminokyselinou, ktera Jje kon-
zervativni substituci pro P;

aminokyselinové reziduum S v pozici 138 nahrazené T nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro T;

aminokyselinové reziduum A v pozici 139 nahrazené T nebo F nebo aminokyselinou, ktera
Je konzervativni substituci pro T nebo F;

aminokyselinové reziduum K v pozici 154 nahrazené E nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro E;

aminokyselinové reziduum G v pozici 179 nahrazené S nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro S;

aminokyselinové reziduum M v pozici 228 nahrazené T nebo aminokyselinou, kter4 je kon-
zervativni substituci pro T;

aminokyselinové reziduum E v pozici 238 nahrazené D nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro D;

aminokyselinové reziduum P v pozici 289 nahrazené L nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro L; a

aminokyselinové reziduum Q v pozici 298 nahrazené H nebo aminokyselinou, ktera je kon-
zervativni substituci pro H;

kde konzervativni aminokyselinové substituce jsou stejné, jako je definovano vyse v sekei 5.1

V dalsi pfednostni formé& vynalezu kéduji takové mutace kombinaci aminokyselinovych substitu-
ci, kde kombinace substituovanych aminokyselinovych rezidui je vybrana ze skupiny obsahujici:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

g)
h)

aminokyselinova rezidua S138 a A139;
aminokyselinova rezidua D48 a A89;
aminokyselinova rezidua S138 a A139 a G179;
aminokyselinova rezidua Q38, L136 a E238;
aminokyselinova rezidua F99, S138, A139 a G179;
aminokyselinova rezidua A139 a M228;
aminokyselinova rezidua G111 a P289; a

aminokyselinova rezidua A139, K154 a Q298.

V dalsi pfednostni form& vynalezu jsou specifické kombinace mutaci aveC alely uzite¢né pro
efektivni snizeni poméru tfidy 2:1 avermektind podle predkladaného vynélezu vybrany z jedné
nebo vice skupin obsahujicich:
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a) SI138T/A139T

b) SI138T/A139F

c) DA48E/ARIT;

d) SI138T/A139T/G179S;

e) Q38P/L136P/E238D;

f) F99S/S138T/A139T/G179S;
g) Al139T/M228T;

h) GI11V/P289L; a

i) AI139T/KI154E/Q298H.

Piedkladany vynalez dale poskytuje preparaty pro ptipravu novych kmend S. avermitilis, jejichz
buiiky obsahuji mutovanou aveC alelu, ktera vede k naruSeni produkce avermektini. Pfedkladany
vynalez napfiklad poskytuje rekombinantni vektory, které mohou byt pouzity k zacileni jakékoli
polynukleotidové molekuly obsahujici mutované nukleotidové sekvence, které jsou pfedmétem
piedkladaného vynalezu na misto aveC genu chromozému S. avermitilis bud’to k inzerci, nebo
k nahrazeni aveC ORF nebo jeho &asti pomoci homologni rekombinace. Podle predkladaného
vynalezu viak miZze polynukleotidova molekula obsahujici zde poskytnutou mutovanou nukleoti-
dovou sekvenci, ktera je pfedmétem predkladaného vynalezu, také modulovat biosyntézu aver-
mektind, je-li inzerovana do chromozému v misté jiném neZ je aveC gen, nebo je-li udrzovana
epizomalné v butikach S. avermitilis. Pfedkladany vynalez tedy také poskytuje vektory obsahujici
polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou sekvenci, kterd je pfedmétem
predkladaného vynélezu, pfi¢emZ tyto vektory mohou byt pouzity k inzerci polynukleotidové
molekuly na misto v chromozomu S. avermitilis jiné nez je aveC gen, nebo mohou byt udrzovany
epizomalné.

V prednostni formé poskytuje predkladany vynalez vektory pro ndhradu gend, které mohou byt
pouzity k inzerci mutované aveC alely nebo jeji degenerované varianty do bunék kmene S. aver-
mitilis, &imZ dochazi k tvorbé novych kmeni S. avermitilis, jejichZ butiky produkuji avermektiny
v naru$eném poméru téidy 2:1 ve srovnani s buiikami stejného kmene, ktery misto toho exprimu-
je pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni formé je pomér tiidy 2:1 avermektini produkova-
nych bufikami snizen. Takové vektory nahrazujici geny mohou byt konstruovadny za pouZziti
mutovanych polynukleotidovych molekul pfitomnych ve zde poskytnutych expresnich vektorech,
jako jsou naptiklad pSE188, pSE199 a pSE231, pfi¢emZ tyto expresni vektory jsou uvedeny
piikladem v Casti 8 nize.

V dal3i piednostni form& poskytuje piedkladany vynalez vektory, které mohou byt pouzity k
inzerci mutované aveC alely nebo jeji degenerované varianty do bunék kmene S. avermitilis
k tvorbé novych kmenti bunék, které produkuji avermektiny v naruSeném mnozstvi ve srovnani
s buiikami stejného kmene, ktery misto toho exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V pred-
nostni formé je mnoZstvi avermektini produkovanych buiikami zvySeno. Ve specifické, avSak
neomezujici formé vynalezu zahrnuje takovy vektor silny promotor, jak je znamy v oboru, jako je
napiiklad silny konstitutivni ermE promotor z Sacharopolysora erythraea, ktery je situovan ve
sméru nahoru od a v operaénim spojeni s aveC alelou. Takovym vektorem miZze byt pSE189,
popsany v prikladu provedeni vynalezu 11 niZe, nebo muze byt konstruovan za pouZiti mutované
aveC alely plazmidu pSE189.

- 26 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 304402 B6

V dalsi pfednostni formé poskytuje predkladany vynélez vektory pro nahradu gend, které jsou
uZite¢né pro inaktivaci aveC genu u divokého typu kmene S. avermitilis. V neomezujici formé
vynalezu mohou byt takové vektory nahrazujici gen zkonstruovany za pouziti mutované poly-
nukleotidové molekuly ptitomné v plazmidu pSE180 (ATCC 209605), ktera je uvedena
prikladem v €asti 8.1 niZe (obrazek 3). V dalsi pfednostni formé poskytuje predkladany vynalez
vektory pro nédhradu gen, které zahrnuji polynukleotidovou molekulu obsahujici nebo skladajici
se z nukleotidovych sekvenci, které pfirozené hrani¢i s aveC genem in situ v chromozému
S. avermitilis, a zahrnuji naptiklad hrani¢ici nukleotidové sekvence uvedené na obrazku 1 (SEQ
ID ¢. 1), pficemz tyto vektory mohou byt pouzity k deleci S. avermitilis aveC ORF.

Pfedkladany vynalez déle poskytuje zpiisoby pro pfipravu novych kment S. avermitilis zahrnuji-
cich buiiky, které exprimuji mutovanou aveC alelu, a které produkuji poruseny pomér a/nebo
mnoZzstvi avermektini ve srovnani s buiikami stejného kmene S. avermitilis, které exprimuji
pouze divoky typ aveC alely. V prednostni formé& poskytuje predkladany vynélez zpisob pro
pfipravu novych kmeni S.avermitilis zahrnujicich buiiky, které exprimuji mutovanou aveC
alelu, a které produkuji poruseny pomér t¥idy 2:1 avermektind ve srovnani s buitkami stejného
kmene S. avermitilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely, dale zahrnujici transformaci
bunck kmene S. avermitilis vektorem, ktery nese mutovanou aveC alelu kédujici genovy produkt,
ktery narusuje pomér tfidy 2:1 avermektind produkovanych buiikami kmene S. avermitilis
exprimujicimi mutovanou aveC alelu ve srovnani s buiikami stejného kmene S. avermitilis, které
exprimuji pouze divoky typ aveC alely, a vybrani transformovanych bunék, které produkuji
naruseny pomer tfidy 2:1 ve srovnani s pomérem tfidy 2:1 produkovanym burikami kmene, ktery
exprimuje pouze divoky typ aveC alely. V prednostn&jsi formé poskytuje predkladany vynalez
zplsob pro ptipravu nového kmene S. avermitilis zahrnujici transformaci bunék kmene S. aver-
mitilis vektorem schopnym vytvofit mutaci v aveC alele takovych bunék, kde mutace aveC alely
vede k substituci v kédovaném AveC genovém produktu riizného aminokyselinového rezidua
v jedné nebo vice aminokyselinovych pozicich odpovidajicich aminokyselinovym reziduim 38,
48, 55, 89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266, 275, 289, nebo 298 v sekvenci
SEQ ID ¢. 2, takZe buiiky kmene S. avermitilis, v kterych byla aveC alela mutovéna, produkuji
pomér tfidy 2:1, ktery je odlisny od poméru produkovaného buiikami stejného kmene S. avermi-
tilis, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V prednostni formé vynalezu je snizen pomér
tiidy 2:1 avermektind.

Jak je zde pouzivano, tam, kde aminokyselinové reziduum kédované aveC alelou v chromozému
S. avermitilis, nebo ve vektoru ¢i izolované polynukleotidové molekule, ktera je ptedmétem
pfedkladaného vynilezu, je oznadovano jako ,,odpovidajici“ konkrétnimu aminokyselinovému
reziduu v sekvenci SEQ ID ¢&. 2, nebo kde aminokyselinova substituce je oznaCovéana jako
vyskytujici se v konkrétni pozici ,,odpovidajici“ specifickému o¢islovanému aminokyselinovému
reziduu v sekvenci SEQ ID €. 2, tyka se aminokyselinové reziduum stejného relativniho umisténi
v AveC genovém produktu, ktery osoba znald oboru miize rychle uréit pomoci odkazu na amino-
kyselinovou sekvenci prezentovanou zde jako SEQ ID &. 2.

Predkladany vynalez dale poskytuje zpiisoby pro piipravu novych kmenii, kde specifické mutace
vaveC alele kédujici konkrétni mutace jsou uvadény jako zakladni zmény ve specifickych
nukleotidovych pozicich v aveC alele ,,odpovidajici* konkrétnim nukleotidovym pozicim, jak je
uvedeno v sekvenci SEQ ID ¢. 1. Jak je uvedeno vyse, s ohledem na odpovidajici aminokyseli-
nové pozice, kde nukleotidova pozice v aveC alele je uvadéna jako ,,odpovidajici“ konkrétni
nukleotidové pozici v sekvenci SEQ ID &. 1, tyk4 se nukleotid stejného relativniho umisténi
v aveC nukleotidové sekvenci, kterou miize osoba znald oboru rychle uréit pomoci odkazu na
nukleotidovou sekvenci prezentovanou zde jako sekvence SEQ ID ¢&. 1.

V dalsi prednostni form& poskytuje predkladany vynélez zpisob pro ptipravu novych kmenii
S. avermitilis zahrnujicich buriky, které produkuji porusend mnostvi avermektind, zahrnujici
transformaci builky kmene S. avermitilis vektorem, ktery nese mutovanou aveC alelu nebo
geneticky konstrukt obsahujici aveC alelu, jejiz exprese vede k narueni mnoZstvi avermektini

-27-



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 304402 B6

produkovanych buiikami kmene S.avermitilis exprimujicimi mutovanou aveC alelu nebo
geneticky konstrukt ve srovnani s buiikami stejného kmene, které exprimuji pouze divoky typ
aveC alely, a vybrani transformovanych bunék, které produkuji avermektiny v naruseném
mnoZzstvi ve srovnani s mnozstvim avermektint produkovanych buiikami kmene, ktery exprimuje
pouze divoky typ aveC alely. V prednostni formé vynalezu je zvySeno mnoZstvi avermektini
produkovanych transformovanymi butikami.

V dalsi prednostni formé poskytuje predkladany vynalez zpiisob pro pfipravu novych kmeni
S. avermitilis, jejichz buiiky obsahuji inaktivovanou aveC alelu, zahrnujici transformaci bunék
kmene S. avermitilis, které exprimuji jakoukoli aveC alelu vektorem, ktery inaktivuje aveC alelu,
a vybrani transformovanych bungk, v kterych byla aveC alela inaktivovana. V pfednostn&jsi,
aviak neomezujici formé vynalezu jsou buitky kmene S. avermitilis transformovany vektorem
nahrazujicim gen, ktery nese aveC alelu, ktera byla inaktivovdna mutaci nebo nahradou Casti
aveC alely heterologni genovou sekvenci, a jsou vybrany transformované buiiky, v kterych byla
jinak nativni aveC alela nahrazena inaktivovanou aveC alelou. Inaktivace aveC alely miZze byt
uréena HPLC analyzou fermenta¢nich produktii, jak je popsano nize. Ve specifické, avSak
neomezujici formé vynalezu popsané v Easti 8.1 nize byla aveC alela inaktivovana inzerci ermE
genu ze Sacharopolyspora erythraea do aveC ORF.

Predkladany vynalez dale poskytuje nové kmeny S.avermitilis zahrujici buiiky, které byly
transformovany jakymikoli polynukleotidovymi molekulami nebo vektory, které jsou pfedmétem
predkladaného vynélezu. V piednostni formé poskytuje predkladany vynalez nové kmeny
S. avermitilis zahrnujici buiiky, které exprimuji mutovanou aveC alelu, nebo jeji degenerovanou
variantu na misto nebo navic k divokému typu aveC alely, kde buiiky nového kmene produkuji
avermektiny v naru$eném poméru tfidy 2:1 ve srovnani s pomérem tfidy 2:1 avermektini produ-
kovanych butikami stejného kmene, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V pfednostni
formé vynalezu je sniZzen naruieny pomér téidy 2:1 avermektini produkovany novymi buiikami.
Takové nové kmeny jsou uZite¢né pro produkci komeréné Zzadoucich avermektind, jako je
napfiklad doramektin, ve velkém méfitku. V pfednostngjsi formé poskytuje predkladany vynélez
nové kmeny S. avermitilis zahrnujici jakoukoli z vy$e uvedenych mutaci nebo kombinaci mutaci
v aveC alele v nukleotidovych pozicich odpovidajicich pozicim prezentovanych vySe, nebo které
jinak kéduji jakoukoli z vySe uvedenych aminokyselinovych substituci AveC genového produk-
tu. Aékoli takové mutace mohou byt piitomny v takovych buiikach na extrachromozomalni Casti,
jako je napiiklad plazmid, je preferovano, Ze takové mutace jsou pfitomny v aveC alele lokalizo-
vané na chromozému S. avermitilis. V pfednostni formé poskytuje pfedkladany vynalez kmen
Streptomyces avermitilis zahrnujici buiiky majici mutaci v aveC alele, ktera koduje AveC genovy
produkt majici substituci v jedné nebo vice aminokyselinovych pozicich odpovidajicich amino-
kyselinovym reziduim 38, 48, 55, 89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266, 275,
289, nebo 298 v sekvenci SEQ ID ¢. 2, kde butiky produkuji pomér tfidy 2:1 avermektinii, ktery
je odli$ny od pomé&ru produkovaného buiikami stejného kmene S. avermitilis, ktery exprimuje

divoky typ aveC alely.

Primarnim cilem vyhledavacich analyz zde popsanych je identifikovat mutované alely aveC
genu, jejichZ exprese je v buiikach S. avermitilis narusena a konkrétnéji dochazi ke snizeni pome-
ru tfidy 2:1 avermektinti. V prednostni formé& vynalezu je pomér B2:B1 avermektind produkova-
nych buiikami nového kmene S. avermitilis, ktery je predmétem predkladaného vynalezu, a ktery
exprimuje mutovanou aveC alelu nebo jeji degenerovanou variantu, a ktery je pfedmétem pfed-
kladaného vynalezu, zhruba 1,6:1 nebo méng. V piednostnéjsi formé vynalezu je pomér 0,84:1
nebo méné. V prednostngj$i formé& vynalezu je pomér 0,80:1 nebo méné. V prednostnéjsi forme
vynalezu je pomér 0,75:1 nebo mén&. V pfednostngjsi form& vynalezu je pomér 0,73:1 nebo
méng. V piednostnéjsi formé vynalezu je pomér 0,68:1 nebo méné. V jesté prednostn€jsi formé
vynalezu je pomér 0,67:1 nebo méng. V prednostngjsi formé vynalezu je pomér 0,57:1 nebo
méné. V jesté prednostn&jsi formé vynalezu je pomér 0,53:1 nebo méng. V jest€ prednostnéjsi
form& vynalezu je pomér 0,42:1 nebo méné. V jesté piednostnéjsi form€ vynélezu je pomér
0,40:1 nebo méné.
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V specifické formé vynalezu popsané nize produkuji nové buiiky, které jsou ptedmétem vynale-
zu, cyklohexyl B2: cyklohexyl B1 avermektiny v poméru mensim nez 1,6:1 V odlisné specifické
formé vyndlezu popsané niZe produkuji nové buiiky, které jsou pfedmstem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl B1 avermektiny v poméru mensim nez 0,94:1. V dali odli§né specifické formé
vynalezu popsané nize produkuji nové buriky, které jsou ptedmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl Bl avermektiny v poméru mensim nez 0,88:1. V dal3i odliné specifické formé
vyndlezu popsané nize produkuji nové buiiky, které jsou predmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl Bl avermektiny v pom&ru mensim nez 0,84:1. V jesté daldi odlisné specifické
form& vynalezu popsané niZe produkuji nové buiiky, které jsou predmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl B1 avermektiny v pom&ru men3im nez 0,75:1. V jesté daldi odligné specifické
formé vynalezu popsané nize produkuji nové buiiky, které jsou pfedmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl Bl avermektiny v pom&ru mensim nez 0,73:1. V jedté dalsi odlidné specifické
form€ vynalezu popsané niZe produkuji nové bufiky, které jsou pfedmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl B1 avermektiny v pom&ru mensim nez 0,68:1. V jesté dal$i odligné specifické
forme vynalezu popsané nize produkuji nové buiiky, které jsou predmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl Bl avermektiny v poméru mensim nez 0,67:1. V jesté dal$i odlidné specifické
formé vynélezu popsané nize produkuji nové buriky, které jsou ptedmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl Bl avermektiny v pom&ru mensim nez 0,57:1. V jesté dalii odligné specifické
formé vynélezu popsané nize produkuji nové buiiky, které jsou ptedmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl Bl avermektiny v poméru mensim nez 0,53:1. V jesté dal$i odlidné specifické
form€ vynélezu popsané niZe produkuji nové buiiky, které jsou ptedmétem vynalezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl B1 avermektiny v poméru men3im nez 0,42:1. V jesté dalii odlidné specifické
form& vynalezu popsané nize produkuji nové buiiky, které jsou pfedmétem vynélezu, cyklohexyl
B2:cyklohexyl B1 avermektiny v poméru mensim nez 0,40:1.

V dalsi pfednostni formé poskytuje predkladany vynalez nové kmeny S. avermitilis zahrnujici
buiiky, které exprimuji mutovanou aveC alelu, nebo jeji degenerovanou variantu, nebo geneticky
konstrukt obsahujici aveC alelu nebo jeji degenerovanou variantu na misto nebo navic k divo-
kému typu alely, kde buiiky nového kmene produkuji naru$enid mnoZstvi avermektini ve
srovnani s bufikami stejného kmene, které exprimuji pouze divoky typ aveC alely. V prednostni
formé vynalezu produkuje novy kmen zvySend mnoZstvi avermektinii. V neomezujici formé
vynalezu zahrnuje geneticky konstrukt silny promotor, jako je naptiklad silny konstitutivni pro-
motor ermE ze Sacharopolyspora erythraea ve sméru nahoru a v operaénim spojeni s aveC ORF.

V dalsi pfednostni formé poskytuje predkladany vynalez nové kmeny S. avermitilis zahrnujici
buiiky, v kterych byl aveC gen inaktivovan. Takové kmeny jsou uZite&né pro rozliéné spektrum
avermektini, které produkuji ve srovnani s divokym typem kmene i pro komplementaci vyhleda-
vacich analyz, jak je zde popsano, aby se urgilo, zdali cilena nebo ndhodna mutageneze aveC
genu ovlivituje produkci avermektini. Ve specifické formé vynalezu popsané nize byly hostitel-
ské buiiky S. avermitilis geneticky upraveny, aby obsahovaly inaktivovany aveC gen. Naptiklad
kmen SE180-11 popsany v piikladech niZe byl generovéan za pouziti plazmidu pSE180 nahrazu-
Jiciho gen (ATCC 209605) (obrazek 3), ktery byl konstruovan, aby inaktivoval S. avermitilis
aveC gen inzerci genu ermE rezistence do aveC kédujici oblasti.

Predkladany vynalez dale poskytuje rekombinantné exprimované mutované S. avermitilis AveC
genové produkty kédované jakoukoli z vyse uvedenych polynukleotidovych molekul, které jsou
pfedmétem vynalezu a zpiisoby jejich p¥ipravy.

Pfedkladany vyndlez dale poskytuje postup produkce avermektinii zahrnujici kultivaci bungk
kmene S. avermitilis, pfi¢emz tyto buiiky exprimuji mutovanou aveC alelu, ktera koduje genovy
produkt, ktery naruSuje pomér téidy 2:1 avermektinii produkovanych buiikami S. avermitilis
exprimyjicich mutovanou aveC alelu ve srovnani s butikami stejného kmene, které exprimuji
pouze divoky typ aveC alely, v kultiva¢nim médiu za podminek, které umoZiuji nebo indukuji
produkci avermektinii z téchto bungk. V pfednostni formé vynalezu je snizen pomér tiidy 2:1
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avermektini produkovanych v kultufe buiikami exprimujicimi mutovanou aveC alelu. Tento zpii-
sob poskytuje zvy3enou Gi¢innost v produkei komeréné cennych avermektind, jako je napiiklad
doramektin.

Predkladany vynalez dale poskytuje postup produkce avermektinii zahrnujici kultivaci bunck
kmene S. avermitilis, pfi¢emz tyto buiiky exprimuji mutovanou aveC alelu nebo geneticky kons-
trukt obsahujici aveC alelu, ktera vede k produkei naruseného mnozstvi avermektind produkova-
nych buitkami kmene S. avermitilis exprimujicich mutovanou aveC alelu nebo geneticky kons-
trukt ve srovnani s buitkami stejného kmene, které neexprimuji mutovanou aveC alelu nebo
geneticky konstrukt, ale misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely, v kultivatnim médiu
za podminek, které umoztiuji nebo indukuji produkci avermektint z téchto bunék, a ziskani fece-
nych avermektini z kultury. V ptednostni form& vynalezu je zvySeno mnoZstvi avermektind
produkovanych v kultufe butikami exprimujicimi mutovanou aveC alelu, degenerovanou variantu
nebo geneticky konstrukt.

Predkladany vynalez dale poskytuje novy preparat avermektinii produkovanych kmenem S. aver-
mitilis exprimujicim mutovanou aveC alelu nebo jeji degenerovanou variantu, ktera koduje
genovy produkt, ktery snizuje pomér téidy 2:1 avermektinii produkovanych buiikami kmene
S. avermitilis exprimujicich mutovanou aveC alelu nebo jeji degenerovanou variantu ve srovnani
s burikami stejného kmene, které misto toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely, kde aver-
mektiny v novém preparatu jsou produkovany ve snizeném poméru tfidy 2:1 ve srovnani s pome-
rem t¥idy 2:1 avermektini produkovanych buikkami stejného kmene S. avermitilis, které misto
toho exprimuji pouze divoky typ aveC alely. Novy avermektinovy preparat mize byt pfitomen,
jak je produkovan ve vy&erpané fermentacni kultiva¢ni tekutin€, nebo z ni miize byt stazen. Novy
avermektinovy preparat miZe byt Gaste¢né nebo vyznamné purifikovan z kultivacni tekutiny
pomoci znamych biochemickych technik purifikace, jako jsou naptiklad precipitace siranem
amonnym dialyza, frakcionace podle velikosti, ionexova chromatografie, HPLC, atd.

5.4 Pouziti avermektint

Avermektiny jsou vysoce aktivni antiparazitarni latky majici obzvlastni vyuZiti jako antihelmin-
tika, ektoparaziticidy, insekticidy a akaricidy. Avermektinové slouceniny produkované podie
zplsobi predkladaného vynalezu jsou uzitené pro jakykoli ztéchto ucell. Avermektinové
slougeniny produkované podle pfedkladaného vynalezu jsou uzite¢né napiiklad k 1é¢bé rdznych
onemocnéni &i stavil Elovéka, obzvlasté t&ch, které jsou zpisobené parazitickymi infekcemi, jak
je znamo v oboru. Viz naptiklad lkeda a Omura, 1997, Chem. Rev. 97(7):2591-2609. Konkrét-
né&ji avermektinové sloueniny produkované podle predkladaného vynalezu jsou G¢inné v léCbé
celé fady onemocnéni nebo stavli zpisobenych endoparazity, jako jsou napfiklad paraziticka
nematoda, ktera mohou infikovat ¢lovéka, domaci zvifata, prasata, ovce, driibez, koné nebo
dobytek.

Specifi¢téji avermektinové sloudeniny produkované podle predkliddaného vynalezu jsou ucinné
proti nematodiim, ktera infikuji ¢lovéka, stejné tak jako nematoda, ktera infikuji rizné druhy
Zivodichl. Takova nematoda zahrnuji gastrointestinalni parazity, jako jsou napfiklad Ancylosto-
ma, Necatotor, Ascaris, Strongyloides, Trichinella, Trichuris, Enterobius, Dirofilaria a parazité,
které jsou nachazeni v krvi jinych tkani a organi, jako jsou napfiklad filaridlni Cervi a stievni
formy Strongyloides a Trichinella.

Avermektinové sloudeniny produkované podle predkladaného vynalezu jsou také u€inné v 16bé
ektoparazitickych infekci zahrnujicich naptiklad infestaci saveu a ptaki arthropody, zpiisobené
klistaty, roztodi, viemi, blechami, masafkami, bodavym hmyzem nebo migrujicimi larvami
dvouk¥idlého hmyzu, které mohou napadnout mezi jinymi dobytek a koné.

Avermektinové slouceniny produkované podle pfedkladaného vynalezu jsou také uZite¢né jako
insekticidy proti domacim $kidcim, jako jsou napiiklad mezi jinymi Svabi, moli, kobercovi
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brouci a doméci mouchy, stejné tak jako hmyz napadajici uskladnéné zrmi a zemédglské rostliny,
pfiemz tyto Skidci zahrnuji mezi jinymi roztoe, msice, housenky a hmyz z rodu Orthoptera,
Jako jsou naptiklad kobylky.

Zvitata, kterd mohou byt Ié¢ena avermektinovymi slou¢eninami produkovanymi podle vynalezu,
zahrnuji ovce, dobytek, jeleny, kozy, prasata, ptaky veetné dritbeZe a psi a kocky.

Avermektinova slou€enina produkovana podle pfedkladaného vynélezu je podavana v preparatu
vhodném pro specifické zamyslené pouziti, konkrétni druh hostitelského zvitete, které ma byt
IéCeno a parazita &i hmyzu, ktery je infekénim agens. Pro pouZiti jako paraziticidum miize byt
avermektinova sloucenina produkovana podle predkladaného vynilezu podavéna ve formé
kapsle, bolu, tablety nebo tekutého léku, nebo miize byt alternativné podéana jako forma polévaci,
injek¢ni nebo jako implantat. Takové formy jsou ptipraveny konvenénim zpiisobem ve shodé se
standardni veterinarni praxi. Kapsle, bolusy nebo tablety mohou byt tedy pfipraveny smiSenim
aktivni slozky s vhodnou piesné rozd&lenou fedici latkou nebo s nosicem, dale obsahujicim
dezintegracni latku a/nebo vazebnou latku, jako jsou naptiklad Skrob, laktéza, talek, magnézium
stearat, atd. Naméceci preparaty mohou byt pfipraveny disperzni aktivni slozky ve vodném roz-
toku spolu s naptiklad dispergujici nebo zvlhGujici latkou. Injekéni preparaty mohou byt pii-
praveny ve formé sterilntho roztoku, ktery mize obsahovat dalsi substance, jako jsou napiiklad
dostateCné soli a/nebo glukdza, aby mohl byt pfipraven roztok izotonicky s krvi.

Takové preparaty se lii vahou aktivni sloudeniny v zavislosti na pacientovi, druhu hostitelského
zvifete, které ma byt 1é€eno, zavaznosti a typu infekce a t&lesné vahy hostitele. Obecné je pro
perorélni podani dostate¢na davka aktivni slougeniny od zhruba 0,001 do 10 mg na kg t&lesné
vahy pacienta nebo zvifete podané jako jedna davka nebo rozdélené po dobu od 1 do 5 dni.
Mohou vsak nastat ptipady, kde je indikovano vys$si nebo nizsi davkovaci rozmezi, jak je uréeno
napfiklad lékafem nebo veterinafem podle klinickych piiznaki.

Jako alternativa miize byt avermektinova sloucenina produkovana podle ptedkladaného vynalezu
podéna v kombinaci s krmivem pro zvifata a pro tento ucel mize pfipraveno koncentrované
krmivové aditivum nebo premix pro smiSeni s normalnim krmivem pro zvifata.

Pro poutziti jako insekticidum a pro 1é&bu zem&d&lskych $kiidcti miize byt avermektinové slou-

¢enina produkovana podle ptedkliadaného vynélezu podan4 jako sprej, prasek, emulze a podobné
ve shod¢ se standardni zemédélskou praxi.

Priklady provedeni vynalezu

6. Fermentace Streptomyces avermitilis a analyza B2:B1 avermektinii

Kmeny postradajici aktivitu dehydrogenazy vétvenych 2—oxo kyselin i 5~O-methyltransferazy
neprodukuji zadné avermektiny, pokud fermentadni médium neni suplementovano mastnymi
kyselinami. Tento ptiklad demonstruje, Ze u takovych mutant mizZe byt ziskano 3iroké spektrum
pomerii B2:B1 avermektini, je-li fermentace zahajena v ptitomnosti riiznych mastnych kyselin.

6.1 Material a metodika

Buiiky Streptomyces avermitilis ATCC 53692 byly skladovany pfi teploté —70 °C jako plny
bujon pfipraveny v ofkovacim médiu slozeném z: Skrobu (Nadex, Laing National) — 20 g;
Pharmamedia (Trader’s Protein, Memphis, TN) — 15 g; Ardamin pH (Yeast Products Inc.) — 5 g
uhli¢itanu vépenatého — 1 g. Findlni objem byl upraven na 1 litr tekouci vodou, pH bylo upraveno
na 7,2 a médium bylo autoklavovano pi teploté 121 °C po dobu 25 minut.
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K inokulaci nadoby obsahujici stejné médium byly pouzity dva ml rozmrazené suspenze vySe
uvedeného preparatu. Po 48 hodinach inkubace pfi teploté 28 °C na rotacni tfepacce pii rychlosti
180 rpm, byly pouzity 2 ml bujonu k inokulaci nadoby obsahujici 50 ml produkéniho média
obsahujictho: $krob — 80 g; uhli¢itan vapenaty — 7 g; Pharmamedia — 5 g; hydrogen fosfat
draselny — 1g; siran hore¢naty — 1 g; kyselina glutamova — 0,6 g; heptahydrat siranu Zeleznatého
— 0,01 g; siran zine¢naty — 0,001 g; siran manganaty — 0,001 g. Finalni objem byl upraven do
1 litru tekouci vodou, pH bylo upraveno na 7,2 a médium bylo autoklavovano pfi teploté 121 °C
po dobu 25 minut.

Rozli¢né substraty karboxylové kyseliny (viz Tabulka 1) byly rozpustény v methanolu a pfidany
do fermenta&niho bujénu 24 hodin po inokulaci za vzniku finalni koncentrace 0,2 g/litr. Fermen-
ta¢ni bujén byl inkubovan 14 dnii pfi teplot& 28 °C, poté byl bujon zcentrifugovan (2500 rpm, po
dobu 2 minut) a supernatant byl odstranén. Mycéliova peleta byla extrahovana acetonem (15 ml),
poté dichlormethanem (30 ml) a organicka faze byla separovana, zfiltrovana a poté odparena do
sucha. Reziduum bylo extrahovano do methanolu (1 ml) a analyzovano pomoci HPLC pomoci
kapalinového chromatografu Hewlett—Packard 1090A vybaveném skenovacim diode—array
detektorem pii 240 nm. Byla pouzZita kolona Beckman Ultrasphere C-18, 5 pm, 4,6 mm x 25 cm,
teplota kolony byla udrzovana na 40 °C. Na kolonu bylo injikovano 25 pl nebo vyse uveden¢ho
methanolického roztoku. Eluce byla provedena linedrnim gradientem methanol-voda z poméru
80:20 do 95:5 po dobu 40 minut pii pritoku 0,85 mi/minutu. Ke kalibraci odpovédi detektoru
byly pouzity dvé standardni koncentrace cyklohexylu B1 a byla méfena plocha pod kiivkami B2
a B1 avermekting.

6.2 Vysledky

HPLC retenéni &asy pozorované pro B2 a Bl avermektiny a poméry 2.1 jsou uvedeny v
Tabulce 1

Tabulka 1

HPLC retenéni &as (min) Pomér
Substrait B2 B1l B2:B1
4-Tetrahydropyrankarboxylova kyselina 8,1 14,5 0,25
Kyselina izomédselni 10,8 18,9 0,5
Kyselina 3-furocova 7,6 14 6 0,62
Kyselina 8- (+)-2-metylmiselna 12,8 21,6 1,0
Kyselina cyklohexankarboxylavi 16,9 26,0 1,6
Kyselina 3-thiofenkarboxylova 8,8 16,0 1,8
Kyselina cyklopentankarboxylové 14,2 23,0 2,0
Kyselina 3-trifluoromethyimaseind 10,9 18,8 3,9
Ryselina 2-methylpentanova 14,5 24,9 @, 2
Kyselina cykloheptankarboxylova 18,6 29,0 15,0

Data prezentovana v Tabulce 1 demonstruji extrémné Siroké rozmezi poméri B2:B1 avermekti-
novych produktii, coz ukazuje na vyznamny rozdil ve vysledcich dehydrataéni konverze tfidy 2
sloudenin na téidu 1 sloudenin, v zavislosti na charakteru postranniho fetézce mastné kyseliny
dodévané jako inicia¢ni sloudenina. To ukazuje, Ze zmény v pomérech B2:B1, kter¢ jsou vysled-
kem alteraci AveC proteinu, mohou byt specifické konkrétnim substratim. Nasledné vyhledavani
mutant vykazujicich zmény v poméruB2:B1 ziskané skonkrétnim substritem musi byt
provadéno v piitomnosti tohoto substratu. Nésledné priklady popsané nize pouzivaji kyselinu
cyklohexankarboxylovou jako substrat pro vyhledavani mutant. Tento substrat je vSak pouzivan
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Cisté jako priklad potencialu a neni zamyslen jako omezujici pouzitelnost ptedkladaného Vyna-
lezu.

7. lzolace aveC genu

Tento ptiklad popisuje izolaci a charakterizaci oblasti chromozému Streptomyces avermitilis,
ktery koduje AveC genovy produkt. Jak je demonstrovano niZe, byl aveC gen identifikovan jako
schopny modifikovat pomér produkovanych cyklohexyl B2 avermektini na cyklohexyl Bl
avermektiny (B2:B1).

7.1. Material a metodika
7.1.1. Rist Streptomyces pro izolaci DNA

Pro rist Streptomyces byla pouzita nasledujici metoda. Jednotlivé kolonie S. avermitilis ATCC
31272 (izolat jednotlivé kolonie &. 2) byly izolovany na polovi¢ni pidé YPD—6 obsahujici: Difco
kvasni¢ny extrakt — 5 g; Difco Bactopepton — 5 g; dextréza — 2,5 g; MOPS — § g; Difco Bacto
agar — 5 g. Finalni objem byl upraven na 1 litr pomoci dH,0, pH bylo upraveno na 7,0 a médium
bylo autoklavovano pfi teplot& 121 °C po dobu 25 minut.

Mycélia vykultivovana na vySe uvedeném médiu byla pouzita k inokulaci 10 ml TSB média
(Difco Tryptic Soy Broth — 30 g, v 1 litru dH,O, autokldvovano pi teploté¢ 121 °C po dobu
25 minut) ve zkumavce o rozmérech 25 x 150 mm, ktera byla protfepavana (300 rpm) pfi teploté
28 °C po dobu 48 az 72 hodin.

7.1.2. Chromozomélni DNA izolace ze Streptomyces

Alikvéty (0,25 ml nebo 0,5 ml) mycélia vykultivovaného, jak bylo popséno vyse, byly umistény
v 1,5ml mikrocentrifuga¢nich zkumavkach a buiiky byly zakoncentrovany centrifugaci pfi
12 000 g po dobu 60 sekund. Supernatant byl odstranén a buiiky byly resuspendovany v 0,25 ml
TSE pufru (20 ml 1,5M sachardzy, 2,5ml 1M Tris—HCI, pH 8,0, 2,5ml IM EDTA, pH 8,0
a75 ml dH,0) obsahujicim 2 mg/ml lysozomu. Vzorky byly inkubovéany p¥i teploté 37 °C po
dobu 20 minut pfi protfepavani, vlozeny do automatizovaného zafizeni na izolaci nukleovych
kyselin AutoGen 540" (Integrated Separation systems, Natick, MA) a genomicka DNA byla
izolovéna za pouZiti Cycle 159 (software zafizeni) podle instrukci vyrobce.

Alternativné€ bylo 5 ml mycélia umisténo do zkumavky o rozmérech 17 x 100 mm, buriky byly
zakoncentrovany centrifugaci pfi 3000 rpm po dobu 5 minut a supernatant byl odstranén. Butiky
byly resuspendovany v 1 ml TSE pufru, zakoncentrovany centrifugaci pfi 3000 rpm po dobu
5 minut a supernatant byl odstranén. Buiiky byly resuspendovany v 1 ml TSE pufru obsahujicim
2 mg/ml lysozyma inkubovéany pfi teploté 37 °C pti protfepavani po dobu 30 az 60 minut. Po
inkubaci bylo pfidano 0,5 ml 10% dodecylsulfitu sodného (SDS) a buiiky byly inkubovany pfi
teplot€ 37 °C az do dokongeni lyzy. Lyzat byl inkubovan pii teplots 65 °C po dobu 10 minut,
ochlazen na pokojovou teplotu, rozdélen do dvou ependorfek a extrahovan 1x 0,5 ml fenol/-
chloroformem (50% fenol pfedem ekvilibrovany 0,5M Trisem, pH 8,0; 50% chloroform). Vodna
faze byla odstranéna a extrahovéna 2 az 5 x smési chloroform:izoamylalkohol (24:1). DNA byla
precipitovana pfidanim 1/10 objemu 3M octanu sodného, pH 4,8, inkubaci smési na ledu
10 minut, centrifugaci smési pti 15000 rpm pfi teplot& 5 °C po dobu 10 minut, a vyjmutim super-
natantu do Cisté zkumavky, do které byl pfidan 1 objem izopropanolu. Supernatant plus smés
izopropanolu byla poté inkubovana na ledu po dobu 20 minut p¥i 5 °C, supernatant byl odstranén
a DNA peleta byla promyta 1x 70% ethanolem. Po vysuseni pelety byla DNA resuspendovana
v TE pufru (10mM Tris, ImM EDTA, pH 8,0).
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7.1.3. Izolace plazmidové DNA ze Streptomyces

Alikvéta (1,0 ml) mycélia byla umisténa do 1,5ml mikrocentrifugacnich zkumavek a butiky byly
zakoncentrovany centrifugaci pi 12000 g po dobu 60 sekund. Supernatant byl odstranén, buiiky
byly resuspendovany v 1,0 ml 10,3% sacharézy a zakoncentrovany centrifugaci pfi 12000 g po
dobu 60 sekund a supernatant byl odstranén. Buiiky byly poté resuspendovany v 0,25 ml TSE
pufru obsahujici 2 mg/ml lysozymu a inkubovany pfi teploté¢ 37 °C po dobu 20 minut pfi
protiepavani a naneseny do automatizovaného zafizeni pro izolaci nukleovych kyselin AutoGen
540™. Plazmidova DNA byla izolovana za pouzZiti softwaru Cycle 106 podle instrukci vyrobce.

Alternativné bylo 1,5 ml mycélia umisténo do 1,5ml mikrocentrifugacnich zkumavek a bufiky
byly zakoncentrovany centrifugaci pfi 12000 g po dobu 60 sekund. Supernatant byl odstranén,
buiiky byly resuspendovany v 1,0 ml 10,3% sacharézy a zakoncentrovany centrifugaci pfi
12000 g po dobu 60 sekund a supernatant byl odstranén. Buiiky byly resuspendovany v 0,5 ml
TSE pufru obsahujici 2 mg/ml lysozymu a inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 15 az 30 minut.
Po inkubaci bylo pfidano 0,25 ml alkalického SS (0,3 N NaOH, 2% SDS) a buiiky byly
inkubovany pfi teploté 55 °C po dobu 15 az 30 minut, az byl roztok Cisty. K roztoku DNA byl
pfidan octan sodny (0,1 ml, 3M, pH 4,8) a roztok byl poté inkubovan na ledu po dobu 10 minut.
Vzorky DNA byly centrifugovany pii 14000 rpm po dobu 10 minut pfi teplot€ 5 °C. Supernatant
byl vyjmut do &isté zkumavky a bylo pfidano 0,2 ml smési fenol:chloroform (50% fenol:50%
chloroform) a smés byla jemné& promichavana. Roztok DNA byl centrifugovéan pii 14000 rpm po
dobu 10 minut pfi teploté 5 °C a vrchni vrstva byla vyjmuta do Cisté ependorfky. Byl pridan
izopropanol (0,75 ml) a roztok byl jemné promichavan a poté inkubovén pfi pokojové teploté po
dobu 20 minut. Roztok DNA byl centrifugovan pfi 14000 rpm po dobu 15 minut pfi teploté 5 °C,
supernatant byl odstranén a DNA peleta byla promyta 70% ethanolem, vysusena a resuspendo-
véana v TE pufru.

7.1.4. 1zolace plazmidovd DNA z E. coli

Jedina transformovana kolonie E. coli byla inokulovana do Sml Luria—Bertani (LB) média
(Bacto—Trypton — 10 g, Bacto—kvasni¢ny extrakt — S g a NaCl — 10 g v 1 litru dH,O, pH 7,0,
autoklavovano pii 121 °C po dobu 25 minut a suplementovano 100 pg/ml ampicilinu). Kultura
byla inkubovana pfes noc a 1ml alikvoty byly umistény do 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky.
Vzorky kultury byly naneseny na automatizované zafizeni pro izolaci nukleovych kyselin Auto-
Gen 540" a plazmidova DNA byla izolovana za pouziti softwaru Cycle 106 podle instrukci
vyrobce.

7.1.5. PFiprava a transformace protoplastii S. avermitilis

Jednotlivé kolonie S. avermitilis byly izolovany na 1/2 médiu YPD—6. Mycélia byla pouzita
k inokulaci 10 ml média TSB ve zkumavce o rozmérech 25 x 150 mm, které bylo poté inkubo-
vano pki protiepavani (300 rpm) pfi teploté 28 °C po dobu 48 hodin. Jeden ml mycélia byl pouzit
k inokulaci 50 ml YEME média. YEME médium obsahuje na jeden litr: Difco kvasni¢ny extrakt
— 3 g; Difco Bacto—pepton — 5 g; Difco Mat Extract — 3 g; sacharéza — 300 g. Po autoklavovani
pii teploté 121 °C po dobu 25 minut byly pfidany nasledujici substance: 2,5M MgCl,. 6 H,O
(separatné autoklavované pfi teploté 11 °C po dobu 25 minut) — 2 ml; a glycin (20%) (sterilizace
filtrem) — 25 ml.

Mycélia byla kultivovana pii teploté 30 °C po dobu 48 az 62 hodin a sbirany centrifugaci v 50ml
centrifugaéni zkumavce (Falcon) pfi 3000 rpm po dobu 20 minut. Supernatant byl odstranén
amycélia byla resuspendovana v P pufru, ktery obsahuje: sacharézu — 205 g; K,SO4 — 0,25 g;
MgCl, . 6 H,O - 2,02 g; H,0 — 600 ml; Kypo4 (0,55) — 10 ml; roztok stopovych prvki* — 20 ml;
CaCl, . 2H,0 (3,68%) — 100 ml; a MES pufr (1,0M, pH 6,5 — 10 ml. (* Roztok stopovych prvki
obsahuje na jeden litr: ZnCl, — 40 mg; FeCl; . 6H,0 — 200 mg; CuCl, . 2H,0 — 10 mg; MnCl, .
4H,0 — 10 mg; Na,B,0; . 10H,O — 10 mg; (NH4)s M0;0,4 . 4H,0 - 10 mg). PH bylo upraveno
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na 6,5, finlni objem byl upraven na 1 litr a médium bylo horké zfiltrovano ptes 0,45 mikronovy
filtr.

Mycélia byla zpeletovana pii 3000 rpm po dobu 20 minut, supernatant byl odstranén a mycélia
byla resuspendovana v 20 ml P pufru obsahujicim 2 mg/ml lysozymu. Mycélia byla inkubovéana
pfi teploté 35 °C po dobu 16 minut pfi protfepavani a kontrolovana mikroskopicky, aby se ur&il
rozsah tvorby protoplasti. KdyZz byla tvorba protoplastii dokon&ena, byly protoplasty centrifugo-
vany pti 8000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a protoplasty byly resuspendo-
vany v 10 ml P pufru. Protoplasty byly centrifugovany pfi 8000 rpm po dobu 10 minut, super-
natant byl odstranén, protoplasty byly resuspendovany ve 2 ml P pufru a p¥iblizné 1 x 10° proto-
plastd bylo distribuovano do 2,0ml kryogennich vialek (Nalgene).

Vialka obsahujici 1 x 10° protoplasti byla centrifugovana pfi 8000 rpm po dobu 10 minut, super-
natant byl odstranén a protoplasty byly resuspendovany v 0,1 ml P pufru. K protoplastim bylo
pfidano 2 az 5 pg transformujici DNA okamzit& nasledované ptidanim 0,5 ml pracovniho T puf-
ru. Zaklad T pufru obsahoval: PEG-1000 (Sigma) —25 g; sachar6zu-2,5 g; H,0-83 ml. pH bylo
upraveno na 8,8 pomoci 1IN NaOH (sterilizace filtraci) a zaklad T pufru byl sterilizovan filtraci a
uskladnén pti 4 °C. Pracovni T pufr pfipraveny ve stejny den, kdy byl pfipraven, se skladal ze
zdkladu T pufru-8,3 ml; K,PO, (4mM) —1,0 ml; CaCl,.2H,0 (5M) —0,2 ml; a TS (IM, pH 8) —
0,5 ml. Kazda slozka pracovniho T pufru byla individualné sterilizovéna filtraci.

Béhem 20 sekund pridavéani T pufru k protoplastim byl také pfidan 1,0 ml P pufru a protoplasty
byly centrifugovany pii 8000 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a protoplasty
byly resuspendovany v 0,1 ml P pufru. Protoplasty byly poté umistény do RM14 média, které
obsahuje: sacharézu-205 g; K,0,-0,25 g; MgClL.6H,0-10,12 g; extrakt-5 g; Difco Casamino
kyseliny—0,1 g; Difco kvasni¢ny extrakt—5 g; Difco Oatmeal Agar-3g; Difco Bacto Agar-22 g;
dH,0-800 ml. Roztok byl zautoklavovan pfi teploté 121 °C po dobu 25 minut. Po autoklavovani
byly pfidany sterilni zdsobni roztoky: K,PO, (0,5%)-10 ml; CaCl,. 2 H,O (SmM); L—prolin
(20%)-15 ml; MES pufr (1,0M, pH 6,5)-10 ml; roztok stopovych prvki (stejny jako je uvedeno
vyse)-2 ml; cykloheximidovy zasobni roztok (25 mg/ml-40 ml; a IN NaOH-2 ml. Dvacet pét mi
média RM14 bylo alikvotné naneseno na desticku a desticky byly vysouSeny 24 hodin pted
pouZzitim.

Protoplasty byly inkubovany v 95% vlhkosti pfi teploté 30 °C po dobu 20 az 24 hodin. Pro vybér
transformanti rezistentnich na thiostrepton byl rovnomérné rozptylen 1 ml prekryvného pufru
obsahujiciho 125 pg thiostreptonu na 1 ml na regeneratni desticky RM14. Piekryvny pufr
obsahoval na 100 ml: sacharézu-10,3 g; roztok stopovych prvkd (stejny jako je uvedeno
vySe}-0,2 ml; a MES (1M, pH 6,5)-1 ml. Protoplasty byly inkubovéany v 95% vlhkosti pfi teploté
30 °C po dobu 7 az 14 dnt do té doby, neZ se staly kolonie rezistentni na thiostrepton (Thio")
viditelné.

7.1.6. Transformace protoplastii Streptomyces lividans

V nekterych pripadech byla pouZita k transformacim S. lividans TK64 (poskytnuta John Innes
Institute, Norwich, Spojené kralovstvi). Zpiisoby a sloZeni k ristu, tvorbé protoplasti a transfor-
maci S. lividans jsou popsany v publikaci Hopowood et al., 1985, Genetic Manipulation of
Streptomyces, A Laboratory Manual, John Innes Foundation, Spojené kralovstvi, a provedené
podle postupii zde popsanych. Plazmidova DNA byla izolovana ze S. lividans, jak je popséno
v Césti 7.1.3. vyse.

7.1.7. Fermentacni analyza kmeni S. avermitilis
Mycélia S. avermitilis kultivovana na 1/2 YPD—6 po dobu 4 az 7 dni byla inokulovana do 1x6

palcovych zkumavek obsahujicich 8 ml preformovaného média a dvé 5Smm sklen&né kulicky.
Preformované médium obsahovalo: rozpustny $krob (bud’to malo povaieny $krob neboli KOSO,
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Japan Corn Starch Co., Nagoya) — 20 g/I; Pharmamedia—-15 g/l; Ardamin pH-5 g/l (Champlain
Ind. Clifton, NJ); CaCOs-2 g@/l; 2xbcfa (,befa* znamend mastné kyseliny s vétvenym fetézcem)
obsahujici finalni koncentraci v médiu 50 ppm 2—(+/-)-methylmaselné kyseliny, 60 ppm izo-
maselné kyseliny a 20 ppm kyseliny izovalerové. pH bylo upraveno na 7,2 a médium bylo zauto-
klavovano pfi teploté 121 °C po dobu 25 minut.

Zkumavka byla protfepavana v tthlu 17° pfi 215 rpm pfi teploté 29 °C po dobu 3 dnil. K inokula-
ci 300ml Erlenmeyerovy nadoby obsahujici 25 ml produkéniho média obsahujiciho: Skrob (bud’to
mélo povafeny $krob neboli KOSO) — 160 g/I; Nutrisoy (Archer Daniels Midland, Decatur, IL)
- 10 g/l; Ardamin pH-10 g/l; K,HPO,~2 g/l; MgS04.4H,0-2 g/l; FeS0,.7H,0-0,02 g/l;
MnC1L—0,002 g/l; ZnSO,.7H,0-0,002 g/l; CaCos—14 g/l; 2xbefa (jako vyse); a cyklohexan-
karboxylovou kyselinu (CHC) vytvofenou jako 20% roztok pfi pH 7,0) — 800 ppm byla pouzita
2ml alikvota inokulaéni kultury. pH bylo upraveno na 6,9 a médium bylo zautoklavovéano pfi
teploté 121 °C po dobu 25 minut.

Po inokulaci byla nadoba inkubovana pfi teploté 29 °C po dobu 12 dnl s protfepavanim pfi
200 rpm. Po inkubaci byly 2 ml vzorku odebrany z nadoby, nafedény 8 ml methanolu, smiSeny
a smés byla centrifugovana pfi 1250 g po dobu 10 minut, aby doslo k peletizaci zbytki. Super-
natant byl poté analyzovan pomoci HPLC za pouziti kolony Beckman Ultrasphere ODS (25 cm x
4,6 mm vnitini primér) s pritokem 0,75 ml/min a s detekci pomoci absorbance pfi 240 nm.
Mobilni faze byla 86/8,9/5,1 methanol/voda/acetonitril.

7.1.8. Izolace genu S. avermitilis

Kosmidova knihovna S. avermitilis (ATCC 31272, SC-2) chromozomalni DNA byla pfipravena
a hybridizovana s ketosynthdzovou prébou pfipravenou z fragmentu genu pro polyketid synthazu
(PKS) ze Saccharopolyspora erythraea. Detailni popis ptipravy kosmidovych knihoven mize byt
nalezen v publikaci Sambrook et al., 1989, vyse. Detailni popis piipravy chromozomalnich DNA
knihoven Streptomyces je uveden v publikaci Hopwood et al., 1985, vySe. Kosmidové klony
obsahujici ketosynthdzu hybridizujici oblasti byly identifikovany hybridizaci s2,7 kB
Nde/Eco471II fragmentem z pEX26 (laskavé poskytnutym dr. P. Leadlay, Cambridge, Spojené
kralovstvi). Pfiblizné 5 ng pEX26 bylo natraveno pomoci Ndel a Eco47IIl. Reakéni smés byla
nanesena na 0,8% agarozovy gel SeaPlaque GTG (FMC BioProducts, Rockland, ME) Po elektro-
foréze byl vyfiznut z gelu 2,7 kB Ndel/Eco4 711l fragment a DNA byla ziskana z gelu za pouZiti
GELase " od Epicentre Technologies za pouziti Fst Protocol. 2,7 kB Ndel/Eco471II fragment byl
oznalen [o—"2]dCTP (deoxycytidin-5'—trifosfat, tetra(triethylamonium) sil, [a—"P]-) (NEN-
Dupont, Boston, MA) za pouziti systému BRL Nick Translation Systém (BRL Life Techno-
logies, Inc., Gaithersburg, MD), podle instrukci dodavatele. Typicka reakce byla provedena
v objemu 0,05 ml. Po pfidani 5 ul zastavovaciho pufru byla oznacena DNA oddélena od neinkor-
porovanych nukleotidl za pouziti G-25 Sephadex Quick Spin" kolon (Boehringer Mannheim)
podle instrukci dodavatele.

P¥iblizné 1800 kosmidovych klonG bylo prohliZzeno hybridizaci kolonii. Deset klond bylo identi-
fikovano jako silné hybridizujicich s Sacc. erythraea KS probou. Kolonie E. coli obsahujici
kosmidovou DNA byly kultivovany v LB tekutém médiu a kosmidovda DNA byla 1zolovana
z kazdé kultury v automatizovaném zafizeni na izolaci nukleovych Kyselin AutoGen 540™
pouziti programu Cycle 3 (software zafizeni) podle instrukci vyrobce. Mapovani restrlkcm
endonukleazou a analyzy Southern blot odhalily, ze pét zkloni obsahovalo prekryvajici se
chromozomalni oblasti. Genomickd BamHI restrikéni mapa S. avermitilis péti kosmidd
(tj. pSE65, pSE66, pSE67, pSE68, pSE69) byla zkonstruovana analyzou piekryvajicich se
kosmidi a hybridizaci (obrazek 4).
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7.1.9. Identifikace DNA, ktera moduluje poméry Avermektinti B2:B1 a identifikace aveC ORF

K testovani subklonovanych fragmentii odvozenych od pSE66 kosmidového klonu byly pouzity
u AveC mutant nésledujici metody na zjisténi schopnosti modulace pomért avermektinti B2:B1.
PSE66 (5 pg) byl natrdven pomoci Sacl a BamHI. Reakéni smés byla nanesena na 0,8%
agarozovy gel SeaPlaque GTG (FMC BioProducts, Rockland, ME), po elektroforéze byl vyfiznut
z gelu 2,9 kB Sacl/BamHI fragment a DNA byla ziskana z gelu za pouZiti GELase " (Epicentre
Technologies) za pouziti Fast Protocol. Pfiblizné S ug transportniho vektoru pWHM3 (Vara
etal.,, 1989, J Bacteriol 171:5872-5881) bylo natriveno pomoci Sacl a BamHI. Okolo 0,5 He
2,9kB inzertu a 0,5 ug natraveného pWHM3 bylo spolu smiSeno a inkubovano pfes noc
s 1 jednotkou ligdzy (New England Biolabs, Inc, Beverly, MA) pii teplots 15 °C v celkovém
objemu 20 ul podle instrukci dodavatele. Po inkubaci bylo 5 pg ligadni smési inkubovano pfi
teploté 70 °C po dobu 10 minut, smés byla ochlazena na pokojovou teplotu a pouzita k transfor-
maci kompetentnich E. coli DH5a bungk (BRL) podle instrukei dodavatele. Plazmidova DNA
byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformantii a ptitomnost 2,9 kB Sac/BamHI inzertu
byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid byl ozna&en jako pSE119.

Protoplasty kmene S. avermitilis 1100-SC38 (kmen od spole&nosti Pfizer) byly pFipraveny
a transformovény pomoci pSE119, jak je popsano v Casti 7.1.5 vySe. Kmen 1100-SC38 je
mutant, ktery produkuje vyznamné vice cyklohexyl-B2 formy avermektinu ve srovnéni s cyklo-
hexyl-B1 formou avermektinu, je-li suplementovan cyklohexankarboxylovou kyselinou (B2:B1
Je zhruba 30:1). PSE119 pouzity k transformaci protoplastii S. avermitilis byl izolovan budto
zkmene E. coli GM2163 (ziskany od dr. BJ Bachmanna, spravce, E. coli Genetic Stock Center,
Yale University), kmene E. coli DM1 (BRL), nebo zkmene S. lividans TK64. Thiostrepton
rezistentni transformanty kmene 1100-SC38 byly izolovany a analyzovany HPLC analyzou
fermentaénich produkti. Transformanty kmene S. avermitilis 1100-SC38 obsahujici pSE119
vedly k naruSenému poméru cyklohexyl-B2:cyklohexyl-B1 avermektint, ktery byl zhruba 3,7:1
(tabulka 2).

Po zjisténi, ze pSE119 je schopny modulovat poméry B2:B1 avermektinii u AveC mutant byla
sekvenovana inzerovana DNA. Pfiblizn€ 10 ug pSE119 bylo izolovano za pomoci izolaniho kitu
na plazmidovou DNA (Qiagen, Valencia, CA) podle instrukci vyrobce, a sekvenovéno za pouziti
automatizovaného sekvena¢niho zafizeni ABI 373A Automated DNA Sequencer (Perkin Elmer,
Foster City, CA). Sekvena¢ni udaje byly sefazeny a editovany za pouZiti programii Genetic
Computer Group (GCG, Madison, WI). DNA sekvence a aveC ORF jsou prezentovany na
Obrazku 1 (SEQID ¢&. 1).

Novy plazmid, oznaceny jako pSE118, byl zkonstruovan nasledujicim zplisobem. Pfiblizné 5 pg
pSE66 bylo natraveno pomoci Sphl a BamHI. Reakéni smés byla nanesena na 0,8% agarozovy
gel SeaPlaque GTG (FMC BioProducts), po elektroforéze byl vyfiznut z gelu 2,8kB
Sphl/BamHI fragment a DNA byla ziskana z gelu za pouziti GELase™ (Epicentre Technologies)
za pouziti Fast Protocol. P¥iblizng 5 ug transportniho vektoru pWHM3 bylo natréveno pomoci
Sphl a BamHI. Okolo 0,5 pg 2,8 Kb inzertu a 0,5 pg natraveného pWHM3 bylo spolu smiseno
a inkubovéno pfes noc s 1 jednotkou ligdzy (New England Biolabs) pfi teplot 15 °C v celkovém
objemu 20 pl podle instrukci dodavatele. Po inkubaci bylo 5 ul liga¢ni smési inkubovano pii
teploté 70 °C po dobu 10 minut, smés byla ochlazena na pokojovou teplotu a pouzita k transfor-
maci kompetentnich E. coli DH5a bunék (BRL) podle instrukei dodavatele. Plazmidova DNA
byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformantt a pfitomnost 2,8 kB Sph/BamHI inzertu
byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid byl oznagen jako pSE118. Inzerovana DNA v
pSE118 a pSE119 se piekryvaly pfiblizn€ 838 nukleotidy (obrazek 4).

Protoplasty kmene S. avermitilis 1100-SC38 byly transformovany pomoci pSE118, jak je

uvedeno vySe. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene 1100-SC38 byly izolovany a analy-
zovany HPLC analyzou fermenta&nich produktd. Transformanty kmene S.avermitilis 1100—
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SC38 obsahujici pSE118 vedly k naruSeni poméri cyklohexyl-B2:cyklohexyl-B1 avermektini
ve srovnani s kmenem 1100-SC38 (tabulka 2).

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

Zhruba 1,2 Kb fragment obsahujici aveC ORF byl izolovan z chromozomalni DNA pomoci PCR
amplifikace za pouziti primerti oznatenych na zaklad€ aveC nukleotidové sekvence ziskané vyse.
PCR primery byly dodané spole¢nosti Genosys Biotechnologies Inc. (Texas). Pravostranny
primer byl: 5~-TCACGAAACCGGACACAC-3" (SEQ ID ¢:6) a levostranny primer byl:
5'_-CATGATCGCTGAACCGAG-3' (SEQ ID ¢&:7). PCR reakce byla provedena polymerazou
Deep Vent (New England Biolabs) v pufru poskytnutém vyrobcem a v piitomnosti 300pM
dNTP, 10% glycerolu, 200 pmol kazdého primeru, 0,1 ug templéatu a 2,5 jednotek enzymu ve
finalnim objemu 100 pl za pouziti termocykléru Perkin-Elmer Cetus. Termalni profil prvniho
cyklu byl 95 °C po dobu 5 minut (denatura¢ni krok), 60 °C po dobu 2 minut (chladici krok)
a72°C po dobu 2 minut (roz3ifovaci krok). Naslednych 24 cykli mélo stejny termélni profil
s vyjimkou toho, Ze denaturagni krok byl zkracen na 45 sekund a chladici krok byl zkracen na
1 minutu.

PCR produkt byl podroben elektroforéze na 1% agarézovém gelu a byl detekovan jeden DNA
prouzek o velikosti 1,2 Kb. Tato DNA byla purifikovana z gelu a ligovana s 25 ng linearizo-
vaného, hrubého pCR-Blunt vektoru (Invitrogen) v 1:10 molarnim Vektor/mzert poméru podle
instrukei vyrobee. Ligadni smés byla pouzita k transformaci One Shot™ Competent E. coli bungk
(Invitrogen) podle instrukci vyrobce. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich
transformantil a p¥itomnost inzertu o velikosti zhruba 1,2 Kb byla potvrzena restrikéni analyzou.
Plazmid byl ozna¢en jako pSE179.

DNA inzertu z pSE179 byla izolovéna natravenim pomoci BamHI/Xbal, separovana elektrofore-
zou, purifikovéna z gelu a ligovéana s transportnim vektorem pWHM3, ktery byl natraven pomoci
BamHI/Xbal v celkové koncentraci DNA 1 pg v 1:5 molarnim vektor/inzert poméru Ligacni
smés byla pouzita k transformaci kompetentnich E. coli DHS5a bun€k (BRL) podle instrukei
dodavatele. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti a pfito-
mnost zhruba 1,2 kB inzertu byla potvrzena restrik&ni analyzou. Plazmid, ktery byl oznacen jako
pSE186 (obrazek 2, ATCC 209604), byl transformovan do E. coli DMI a plazmidova DNA byla
izolovéana z ampicilin rezistentnich transformant.

7.2. Vysledky

2,9 kB Sacl/BamHI z pSE119 byl identifikovén tak, Ze po transformaci do kmene S. avermitilis
1100-SC38 vyznamné narusil pomér B2:B1 avermektinové produkce. Kmen S.avermitilis
1100—SC38 ma normalni pomér B2:B1 zhruba 30:1, ale je-li transformovéan vektorem obsahuji-
cim 2,9 Kb Sacl/BamHI fragment, pomér B2:B1 avermektini se snizil na zhruba 3,7:1. Post-
fermentadni analyza kultur transformantti potvrdila pfitomnost transformujici DNA.

2,9 Kb pSE119 fragment byl sekvenovan a byl identifikovan zhruba 0,9 Kb ORF (obrazek 1)
SEQ ID &:1), ktery zahrnuje Pst/Sphl fragment, ktery byl pfedtim jinde mutovén, aby produkoval
pouze B2 produkty (Ikeda et al., 1995, vy3e). Srovnani tohoto ORF, nebo jeho odpovidajiciho
odvozeného polypeptidu proti zndmym databazim (GenEMBL, SWIS-PROT) neprokazal silnou
homologii se znamou DNA nebo proteinovou sekvenci.

Tabulka 2 uvadi fermenta&ni analyzu kmene S. avermitilis 1100-SC38 transformované riiznymi
plazmidy.
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Tabulka 2
Kmen S. avermitilis Polet testovanych |Primé&rny pomér
(transformujici plazmid |transformantd B2:B1
1100~SC38 ( z&dny) 9 30,66
1100-5C38 (pWHM3) 21 31,3
1100-SC38 (psSE11l9) 12 3,7
1100-SC38 (pSE118) 12 30,4
1100-SC38 (pSEL185) 14 27,9

8. Priklad: Konstrukce mutant AveC S. avermitilis

Tento ptiklad popisuje konstrukci nékolika riznych mutant AveC S. avermitilis za pouziti
preparati a metod zde popsanych. Obecny popis technik pro zavedeni mutaci do genu Strepto-
myces je popsan Kieserem a Hopwoodem, 1991, Meth Enzym 204:430-458. Detailn&jsi popis je
poskytnut Anzaiem et al 1988, J Antibiot XLI(2):226-233 a Stutzman—Engwallem et al., 1992,
J. Bacteriol. 174(1):144-154. Tyto reference jsou timto za¢lenény v celém svém rozsahu.

8.1 Inaktivace genu aveC S. avermitilis

AveC mutanty obsahujici inaktivované aveC geny byly zkonstruovany za pouziti nékolika metod,
jak je detailn& uvedeno nize.

V prvni metod€ byl 640 bp Sph/Pstl fragment z aveC genu v pSE119 (plazmid popsany v Casti
7.1.9 vySe) nahrazen genem ermE (pro rezistenci na erythromycin) ze Sacc. Eryhraea. Gen ermE
byl izolovan z pIJ4026 (poskytnuty ustavem John Innes Institute, Norwich, Spojené kralovstvi,
viz také Bibb et al., 1985, Gene 41:357-368) natravenim restrik&nim enzymem pomoci Bgl/I1
a EcoRI s naslednou elektroforézou a poté byl z gelu purifikovan. Tento zhruba 1,7 Kb fragment
byl ligovan do pGEM72f (Promega), ktery byl natrdven pomoci BamHI a EcoRI a liga¢ni smés
byla transformovéna do kompetentnich E. coli DH5a: bunék podle instrukei vyrobce. Plazmidova
DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti a p¥itomnost zhruba 1,7 Kb inzertu
byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid byl oznaden jako pSE27.

PSE118 (popsany v Casti 7.1.9. vySe) byl natraven pomoci Sphl a BamHI, natriveny produkt byl
podroben elektroforéze a zhruba 2,8 Kb Sphl/BamHI inzert byl purifikovéan z gelu. PSE119 byl
natraven pomoci Pstl a EcoRl, natraveny produkt byl podroben elektroforéze a zhruba 1,5 Kb
Pstl/EcoRI inzert byl purifikovan z gelu. Transportni vektor pWHM3 byl natraven pomoci
BamHI a EcoRI. PSE27 byl natraven pomoci Pstl a Sphl, natraveny produkt byl podroben elekt-
roforéze a zhruba 1,7 Kb Pstl/Sphl inzert byl purifikovan z gelu. Viechny &tyi fragmenty (tj.
zhruba 2,8 Kb, zhruba 1,5 Kb, zhruba 7,2 Kb, zhruba 1,7 Kb) byly spolu ligovany v &tyfcestné
ligaci. Liga¢ni smés byla transformovana do kompetentnich E.coli DH5c bunék podle instrukci
vyrobce. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti a pfitomnost
spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid byl oznagen jako pSE180 (obrazek
3; ATCC 209605).

PSE180 byl transformovén do S. lividans TK64 a transformované kolonie byly identifikovany
pomoci rezistence k thiostreptonu a erytromycinu. PSE180 byl izolovan ze S. lividans a pouzit
k transformaci protoplastii S. avermitilis. Byly identifikovany Ctyfi transformanty rezistentni na
thiostrepton a protoplasty byly pfipraveny a umistény za neselektivnich podminek do RM14
média. Po regeneraci protoplastii byly jednotlivé kolonie prohlizeny na pfitomnost rezistence
k erytromycinu a nepfitomnost rezistence na thiostrepton, coz ukazuje na chromozomalni integra-
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ci inaktivovaného aveC genu a ztratu volného replikonu. Jeden Erm’ Thio® transformant byl
identifikovan a oznaden jako kmen SE180-11, natraven restrikénimi enzymy BamHI, HindlII,
Pstl, nebo Sphl, podroben elektroforéze na 0,8% agar6zovém gelu, prenesen na nylonové mem-
brany a hybridizovan s ermE probou. Tyto analyzy prokazaly, Zze chromozomalni integrace genu
ermE rezistence a konkomitantni delece 640 bp Pstl/Sphl fragmentu se vyskytla v disledku
dvojitého crossoveru. HPLC analyza fermentaénich produkti kmene SE180-11 prokazala, Ze
normalni avermektiny jiz nebyly produkovany (obrazek 5A).

V druhé metod¢ inaktivace aveC genu byl 1,7 Kb erm gen odstranén z chromozému kmene
S. avermitilis SE180-11 zanechavajice 640 bp Pstl/Sphl deleci v aveC genu. Plazmid pro
nahradu genu byl zkonstruovéan nasledujicim zpiisobem: pSE180 byl ¢aste¢né natraven pomoci
Xbal a zhruba 11,4 Kb fragment byl purifikovan z gelu. Prouzek o velikosti zhruba 11,4 Kb
postrada 1,7 Kb gen pro ermE rezistenci. DNA byla poté ligovana a transformovana do E. coli
DH5a bunék. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti a prito-
mnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid, ktery byl oznaCen jako
pSE184, byl transformovén do E. coli DM1 a plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezis-
tentnich transformanti. Tento plazmid byl pouzit k transformaci protoplastii kmene S. avermitilis
SE180-11. Protoplasty byly piipraveny z transformanti kmene SE180-11 rezistentnich na
thiostrepton a byly umistény jako jednotlivé kolonie do RM14. Po zregenerovani protoplasti
byly jednotlivé kolonie prohlizeny na nepfitomnost rezistence na erythromycin i thiostrepton, coz
ukazuje na chromozomalni integraci inaktivovaného aveC genu a ztratu volného replikonu
obsahujiciho ermE gen. Jeden Erm’® Thio® transformant byl identifikovan a oznacen jako SE184—
1-13. Fermenta¢ni analyza SE184-1-13 prokazala, Zze normalni avermektiny jiz nebyly
produkovany, a Ze SE184—1-13 m¢él stejny fermentacni profil jako SE180-11.

V tfetim zpiisobu inaktivace aveC genu byl do chromozomalniho aveC genu zaClenén posun
ramce pfidanim dvou bazi G po C v nt pozici 471 za pouziti PCR, ¢imZ doslo k vytvofeni mista
BspEl. Piitomnost vytvofeného mista BspE1 byla uzite¢na pro detekci ndhrady genu. PCR pro-
dukty byly navrzeny tak, aby do$lo k za&lenéni frameshift mutace do aveC genu a tyto primery
byly dodavany spole¢nosti Genosys Biotechnologies, Inc. Pravostranny primer mél sekvenci: 5'—
GGTTCCGGATGCCGTTCTCG-3" (SEQ ID ¢:8) a levostranny primer mél sekvenci: 5'-
AACTCCGGTCGACTCCCCTTC-3 (SEQ ID ¢:9). Podminky PCR byly stejné, jako je popsano
v &asti 7.1.10. vyse. 666 bp PCR produkt byl natraven pomoci Sphl za vzniku dvou fragmenti o
velikosti 278 bp a 388. Fragment o velikosti 388 bp byl purifikovan z gelu.

Plazmid pro nahradu genu byl zkonstruovan nasledujicim zplsobem transportni vektor pWHM3
byl natriven pomoci EcoRi a BamHI. pSE119 byl natraven pomoci BamHI a Sphl, natravena
smés byla podrobena elektroforéze a zhruba 840 bp fragment byl purifikovan z gelu. PSE119 byl
natraven pomoci EcoRI a Xmnl, natravena smés byla podrobena elektroforéze a fragment o veli-
kosti zhruba 1,7 Kb byl purifikovan z gelu. VSechny &tyfi fragmenty (tj. zhruba 7,2 Kb, zhruba
840 bp, zhruba 1,7 Kb a zhruba 388 bp) byly spolu lisovany v ¢tyfcestné ligaci. Ligacni smées
byla transformovana do kompetentnich E.coli DH5a bunék. Plazmidova DNA byla izolovana
z ampicilin rezistentnich transformantt a p¥itomnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni
analyzou a DNA analyzou. Plazmid, ktery byl oznacen jako pSE185, byl transformovan do E.
coli DM1 a plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti. Tento
plazmid byl pouZit k transformaci protoplasti kmene S. avermitilis 1100-S38. Thiostrepton
rezistentni transformanty kmene 1100-SC38 byly izolovany a analyzovany HPLC analyzou
fermenta¢nich produktii. PSE185 nenaru$oval vyznamné poméry B2:B1 avermektinii po transfor-
maci do kmene S. avermitilis 1100-SC38 (tabulka 2).

PSE185 byl poutzit k transformaci protoplasti S. avermitilis pro tvorbu frameshift mutace v chro-
mozomalnim aveC genu. Protoplasty byly pfipraveny z thiostrepton rezistentnich transformantii a
umistény jako jednotlivé kolonie do RM14. Po regeneraci protoplasti byly jednotlivé protoplasty
prohlizeny na rezistenci k thiostreptonu. Z thiostrepton senzitivnich kolonii byla izolovana chro-
mozomalni DNA, ktera byla prohlizena pomoci PCR na frameshift mutace integrované do
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chromozému. PCR primery byly navrzeny na zakladé avC nukleotidové sekvence a byly dodany
spoleCnosti Genosys Biotechnologies, Inc. (Texas). Pravostranny primer mé&l sekvenci: 5'—
GCAAGGATACGGGGACTAC-3' (SEQ ID &:10) a levostranny primer m&l sekvenci: 5'—
GAACCGACCGCCTGATAC-3' (SEQ ID ¢&:11). Podminky PCR byly stejné, jako je popsano
v Césti 7.1.10. vyse. Ziskany PCR produkt m&l 543 bp, po natrdveni pomoci Bsp byly pozoro-
vany tfi fragmenty o velikosti 368 bp, 96 bp a 79 bp, coz ukazuje na chromozomalni integraci
inaktivovaného aveC genu a ztratu volného replikonu.

Fermenta¢ni analyza mutant S. avermitilis obsahujicich frameshift mutaci v aveC genu prokaza-
la, Ze normalni avermektiny jiz nebyly produkovany, a e tyto mutanty mély stejny fermenta&ni
HPLC profil jako kmeny SE180-11 a SE184—1—13. Jeden Thio® transformant byl identifikovan a
oznacen jako kmen SE185-5a.

Navic doslo k tvorbé mutace v aveC genu, kterd méni nt pozici 520 z G na A, ktera vede k zdmg-
né¢ kodénu kédujiciho tryptofan (W) v pozici 116 za terminacni kodén. Kmen S. avermitilis
s touto mutaci neprodukoval normalni avermektiny a mél stejny fermentaéni profil jako kmeny
SE180-11, SE184-1-13 a SE185-5a.

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

Mutované kmeny S. avermitilis SE180-11, SE184-1-13, SE185-5a a dalsi zde poskytnuté
s inaktivaci aveC, poskytuji vyhledavaci nastroj k posouzeni dopadu jinych mutaci aveC genu.
PSE186, ktery obsahuje divokou kopii aveC genu, byl transformovan do E.coli DMI
a plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti. Tato pSE186 DNA
byla pouZita k transformaci protoplastii kmene S. avermitilis SE180-11. Thiostrepton rezistentni
transformanty kmene SE180-11 byly izolovény a byla uréena ptitomnost rezistence k erytromy-
cinu, a Thio" Erm" transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermenta¢nich produktii. P¥i-
tomnost funkéniho aveC genu in trans byla schopna restaurovat normalni produkci avermektinii
v kmeni SE180-11 (obrazek 5B).

8.2. Analyza mutaci v aveC genu, které narusuji poméry t¥id B2:B1.

Jak je popsano vyse, byl kmen S. avermitilis SE180-11 obsahujici neaktivni aveC gen komple-
mentovan transformaci s plazmidem obsahujicim funk&ni aveC gen (pSE186). Kmen SE180—11
byl také vyuZit jako hostitelsky kmen k charakterizaci daldich mutaci aveC genu, jak je popsano
nize.

Chromozomélni DNA byla izolovéna z kmene 1100-SC38 a pouZita jako templat pro PCR
amplifikaci aveC genu. ORF o velikosti 1,2 Kb byl izolovan PCR amplifikaci za pouZiti primert
navrZenych na zdklad€ aveC nukleotidové sekvence. Pravostranny primer mél sekvenci SEQ ID
¢:6 a levostranny primer m&l sekvenci SEQ ID &:7 (viz Cast 7.1.10 vyse). Podminky PCR
a subklonovani byly stejné, jako je popsano v &asti 7.1.10. Anal)’/za DNA sekvence ORF
o velikosti 1,2 Kb prokazala mutaci v aveC genu, ktera méni nt pozici 337 zC na T, co? méni
aminokyselinu v pozici 55 ze serinu (S) na fenylalanin (F). AveC gen obsahujici mutaci S55F byl
subklonovén do pWHM3 za vzniku plazmidu, ktery byl oznagen jako pSE187, a ktery byl pouzit
k transformaci protoplasti kmene S.avermitilis SE180-11. Thiostrepton rezistentni trans-
formanty kmene SE180-11 byly izolovany, byla uréena piitomnost rezistence k erytromycinu
aThio" Erm' transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermenta¢nich produkti.
Pfitomnost aveC genu kédujiciho zim&nu v aminokyselinovém reziduu 55 (S55F) byla schopna
restaurovat u kmene SE180-11 normalni produkci avemektinii (obr. 5C); aviak cyklohexyl B2:
cyklohexyl Bl pomér byl zhruba 26:1 ve srovnani s kmenem SE180-11 transformovaném
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pomoci pSE186, ktery mél pomér B2:B1 zhruba 1,6:1 (tabulka 3), coz ukazuje, Ze jedind mutace
(S55F) moduluje mnoZstvi produkovaného cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-B1.

Dalsi mutace v aveC genu byla identifikovana, Ze méni nt pozici 862 z G na A, coz vede k zamé-
né aminokyseliny v pozici 230 z glycinu (G) na aspartat (D). Kmen S. avermitilis majici tuto
mutaci (G230D) produkuje avermektiny v poméru B2:B1 zhruba 30:1.

8.3. Mutace, které redukuji B2:B1 pomér

Nékteré mutace byly konstruovany, ze snizuji mnozstvi cyklohexyl-B2 vzhledem k cyklohexyl-
B1 nasledujicim zpisobem.

Mutace v aveC byla identifikovana, Ze méni nt pozici 588 z G na A, coz vede k zaméné amino-
kyseliny v pozici 139 z alaninu (A) na threonin (T). aveC gen obsahujici A139T mutaci byl sub-
klonovan do pWHM3 za vzniku plazmidu, ktery byl oznacen pSE188, a ktery byl pouZit k trans-
formaci protoplastd kmene S. avermitilis SE180—11. Thiostrepton rezistentni transformanty
kmene SE180—11 byly izolovany, byla uréena ptitomnost rezistence k erytromycinu a Thio" Erm’
transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermenta¢nich produkti. Pfitomnost mutova-
ného aveC genu kodujictho zdménu v aminokyselinovém reziduu 139 (A139T) byla schopna
restaurovat u kmene SE180-11 normalni produkci avermektind (obr. 5D); avSak B2:B1 pomeér
byl zhruba 0,94:1, coZ ukazuje, Ze tato mutace snizuje mnozstvi produkovaného cyklohexyl-B2
k cyklohexyl-B1. Tento vysledek byl neotekavany, protoze publikované vysledky, stejné tak
jako vysledky mutaci popsanych vyse, pouze demonstrovaly budto inaktivaci aveC genu nebo
zvySenou produkci B2 formy avermektini ve vztahu k B1 form¢ (tabulka 3).

vvvvvv

mutace, ktera kddovala threonin misto serinu v aminokyselinové pozici 138. PSE186 byl tedy
natraven pomoci EcoRI a klonovan do pGEMSZf (Promega), ktery byl natraven pomoci EcoRI.
Plazmid, ktery byl oznaen jako pSE186a, byl natraven pomoci Apal a Kpnl, DNA fragmenty
byly separovéany na agar6zovém gelu a dva fragmenty o velikosti zhruba 3,8 a 0,4 Kb byly purifi-
kovany z gelu. DNA inzert o velikosti zhruba 1,2 Kb z pSE186 byl pouzit jako PCR templat
k zaloZeni zamény jediné baze v nt pozici 585. Byly navrzeny PCR primery k zaloZeni mutace
v nt pozici 585, které byly dodany spolecnosti Genosys Biotechnologies, Inc. (Texas). Pravo-
stranny  primer mél sekvenci: 5'-GGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATG-
CCCCTGGCGACG-3' (SEQ ID ¢&:12); a levostranny primer mél sekvenci: 5'-GGAACCG-
ACCGCCGCCTGATACA-3' (SEQ ID ¢&:13). PCR reakce byla provedena za pouziti geno-
mického PCR kitu Advantage GC (Clonetech Laboratories, Palo Alto, CA) v pufru poskytnutém
vyrobcem, v pfitomnosti 200uM dNTP, 200 pmol kazdého primeru, 50 ng templatové DNA,
1,0M GC—Melt a 1 jednotky KlenTaq Polymerase mix ve finalnim objemu 50ul. Termdini profil
prvniho cyklu byl 94 °C po dobu 1 minuty, nasledovany 25 cykly pti teplot¢ 94 °C po dobu
30 sekund a 68 °C po dobu 2 minut, a 1 cyklem pfi teploté 68 °C po dobu 3 minut. PCR produkt
o velikosti 295 bp byl natraven pomoci Apal a Kpnl, aby doslo k uvolnéni 254 bp fragmentu,
ktery byl podroben elektroforéze a purifikovan z gelu. VSechny 3 fragmenty (zhruba 3,8 Kb,
0,4 Kb a 254 bp) byly spolu ligovany v trojcestné ligaci. Ligatni smés byla transformovana do
kompetentnich E.coli DH5a bunék. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich
transformantii a pritomnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid byl
oznacen jako pSE198.

PSE198 byl natraven pomoci EcoRlI, klonovan do pWHMS3, ktery byl natraven pomoci EcoRI
a transformovén do E.coli DH5a bunék. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistent-
nich transformanti a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou a analyzou
sekvence DNA. Plazmidovd DNA byla transformovana do E.coli DM1, plazmidova DNA byla
izolovana z ampicilin rezistentnich transformantii a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrikéni analyzou. Plazmid, ktery byl oznaden jako pSE190, byl pouzit k transformaci proto-
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plast kmene S. avermitilis SE180-11. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene SE180—11
byly izolovany, byla uréena piitomnost rezistence k erytromycinu a Tho' Erm" transformanty byly
analyzovany HPLC analyzou fermenta¢nich produktd. Pfitomnost mutovaného aveC genu kédu-
Jiciho zdménu v aminokyselinovém reziduu 138 (S138T) byla schopna restaurovat u kmene
SE180-11 normélni produkci avermektini; av§ak B2:B1 pomér byl zhruba 0,88:1, coz ukazuje,
Ze tato mutace snizuje mnozstvi produkovaného cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-B1 (tabulka 3).
Tento pomér B2:B1 je dokonce nizsi nez pomér 0,94:1 pozorovany u mutace A139T produko-
vané transformaci kmene SE180-11 pomoci pSE188, jak je popsano vyse.

Dalsi mutace byla zkonstruovana za li¢elem zaclenéni threnoninu do aminokyselinovych pozic
138 i 139. DNA inzert o velikosti zhruba 1,2 Kb z pSE186 byl pouZit jako PCR templat. Byly
navrzeny PCR primery k zaloZeni mutaci v nt pozicich 585 a 588, které byly dodany spole¢nosti
Genosys Biotechnologies, Inc. (Texas). Pravostranny primer mél sekvenci: 5'-GGGGGCGG-
GCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGACC-3' (SEQ ID ¢&:14); a levo-
stranny primer mél sekvenci: 5-GGAACATCACGGCATTCACC-3' (SEQ ID ¢:15). PCR
reakce byla provedena za pouZiti podminek popsanych vyse v této Casti. PCR produkt o velikosti
449 bp byl natraven pomoci Apal a Kpnl, aby do$lo k uvolnéni 254 bp fragmentu, ktery byl
podroben elektroforéze a purifikovan z gelu. PSE186a byl natraven pomoci Apal a Kpnl, DNA
fragmenty byly separovany na agar6zovém gelu a dva fragmenty o velikosti zhruba 3,8 Kb a
0,4 Kb byly purifikovany z gelu. VSechny 3 fragmenty (zhruba 3,8 Kb, 0,4 Kb a 254 bp) byly
spolu ligovany v trojcestné ligaci. Ligacni smés byla transformovana do kompetentnich E.coli
DH50 bunék. Plazmidovd DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformantt a pito-
mnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid byl oznagen jako pSE230.

PSE230 byl natrdven pomoci EcoRI, naklonovan do pWHM3, ktery byl natrdven pomoci EcoRI
a transformovén do E.coli DH5a bun&k. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistent-
nich transformanti a ptitomnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou a analyzou
sekvence DNA. Plazmidova DNA byla transformovana do E.coli DMI, plazmidovd DNA byla
izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrikéni analyzou. Plazmid, ktery byl oznaden jako pSE231, byl pouzit k transformaci proto-
plasti kmene S. avermitilis SE180-11. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene SE180—11
byly izolovany, byla uréena ptitomnost rezistence k erytromycinu a Thio” Erm" transformanty
byly analyzovany HPLC analyzou fermenta¢nich produkti. Pfitomnost mutovaného aveC genu
kodujictho S138T/A139T byla schopna restaurovat u kmene SE180-11 normélni produkci
avermektini; avSak B2:B1 pomér byl zhruba 0,84:1, coz ukazuje, Ze tato mutace dale sniZuje
mnoZzstvi produkovaného cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-B1 (tabulka 3) ve srovnani se snizenim
dosazenym transformaci kmene SE180-11 pomoci pSE188 nebo pSE199, jak je popsano vyse.

Dal§i mutace byla zkonstruovana za G&elem dalgiho snizeni mnoZstvi produkované cyklohexyl
sméru, byla zkonstruovina mutace za icelem zaclenéni threoninu v aminokyselinové pozici 138
a fenylalaninu v aminokyselinové pozici 139. DNA inzert o velikosti zhruba 1,2 Kb z pSE186
byl pouzit jako PCR templat. Byly navrzeny PCR primery k zaloZeni mutaci v nt pozici 585
(zameéna T za A), 588 (zaména G za T) a 589 (zaména C za T), které byly dodény spolenosti
Genosys Biotechnologies, Inc. (Texas). Pravostranny primer mél sekvenci: 5'~-GGGGGCGGGC-
CCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGTTC-3' (SEQ ID ¢&:25); a levostranny
primer mél sekvenci: 5~-GGAACATCACGGCATTCACC-3' (SEQ ID &:15). PCR reakce byla
provedena za pouziti genomického PCR kitu Advantage GC (Clonetech Laboratories, Palo Alto,
CA) v pufru poskytnutém vyrobcem, v pfitomnosti 200 uM dNTP, 200 pmol kazdého primeru,
50 ng templatové DNA, 1,0M GC-Melt a 1 jednotky Tth DNA Polymerace ve finlnim objemu
50 pl. Termélni profil prvniho cyklu pii 94 °C po dobu 1 minuty, nasledovany 25 cykly pfi
teplot€ 94 °C po dobu 30 sekund a 68 °C po dobu 2 minut, a 1 cyklem pfi teploté 68 °C po dobu
3 minut. PCR produkt o velikosti 449 bp byl natraven pomoci Apal a Kpnl, aby doslo k uvoln&ni
254 bp fragmentu, ktery byl podroben elektroforéze a purifikovan z gelu. VSechny 3 fragmenty
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(zhruba 3,8 Kb, 0,4 Kb a 254 bp) byly spolu ligovany v trojcestné ligaci. Ligatni smés byla
transformovéna do kompetentnich E.coli DH5a bunék. Plazmidova DNA byla izolovéana z ampi-
cilin rezistentnich transformantii a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analy-
zou. Plazmid byl oznacen jako pSE238.

PSE238 byl natraven pomoci EcoRl, naklonovan do pWHMS3, ktery byl natraven pomoci EcoRI
a transformovan do E.coli DHSa bun&k. Plazmidovd DNA byla izolovana z ampicilin rezis-
tentnich transformanti a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou
a analyzou sekvence DNA. Plazmidova DNA byla transformovéana do E.coli DMI, plazmidova
DNA byla izolovéna z ampicilin rezistentnich transformantii a pfitomnost spravného inzertu byla
potvrzena restrikéni analyzou. Plazmid, ktery byl oznacen jako pSE239, byl pouzit k trans-
formaci protoplasti kmene S.avermitilis SE180-11. Thiostrepton rezistentni transformanty
kmene SE180-11 byly izolovény, byla ur&ena pritomnost rezistence k erytromycinu a Thio" Erm’
transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermentagnich produktii. Pfitomnost dvojité
mutovaného aveC genu kodujiciho S138T/A139F byla schopna restaurovat u kmene SE180-11
normalni produkei avermektinii; aviak B2:B1 pomér byl zhruba 0,75:1, coz ukazuje, Ze tato
mutace dale snizuje mnoZstvi produkovaného cyklohexyl-B2 k cyklohexyl-B1 (tabulka 3) ve
srovnani se snizenim dosazenym transformaci kmene SE180-11 pomoci pSE188, pSE199, nebo
pSE231, jak je popsano vyse.

Tabulka 3
Kmen S. n testovanych| Relativni c Relativni ¢ [Primérny pomér
avermitilis transformanth B2 Bl B2:Bl
{transformujici
plazmid)
SE180-11 (Z4adny) 30 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 30 0 0 0
SE180-11 (pSE1§€6) 26 222 140 1,59
SE180-11 (pSE187) 12 283 11 26,3
SE180-11 (pSE188) 24 193 206 0,94
SE180-11 (pSE199) 18 155 171 0,88
SE180-11 (pSE231) 6 259 309 0,84
SE180-11 (pSE239) 20 184 242 0,75

Dal$i mutace byly zkonstruovany za u&elem dalsiho sniZzeni mnozstvi produkovaného cyklohexyl
B2 k cyklohexyl Bl za pouziti techniky DNA pfesouvani, jak je popsano v publikaci Stemmer,
1994, Nature 370:389-391; a Stemmer, 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91:10747-10751, a dale
v patentech US 5 605 793, US 5 811 238, US 5 830 721 a US 5 837 458.

DNA piesouvaci plazmidy obsahujici mutované aveC geny byly transformovany do kompetent-
nich dam dem E.coli bun&k. Plazmidova DNA byla izolovéana z ampicilin rezistentnich transfor-
manti a pouZita k transformaci protoplasti kmene SE180—11. Thiostrepton rezistentni transfor-
manty kmene SE180-11 byly izolovany a analyzovany na produkci avermektinii s pomérem
cyklohexyl-B2: cyklohexyl-B1 1:1 nebo méné. Byla uréena DNA sekvence plazmidové DNA
z SE180-11 transformantii produkujicich avermektiny s pomérem B2:B1 1:1 nebo méné.

Bylo identifikovano osm transformantii produkujicich snizena mnozstvi cyklohexyl-B2 k cyklo-

vwvr

Plazmidova DNA byla izolovana z kazdého z osmi transformantli a byla ur¢ena DNA sekvence
za ucelem identifikace mutaci v aveC genu. Mutace jsou nasledujici.

PSE290 obsahuje 4 nukleotidové mutace v nt pozici 317 z T na A, v nt pozici 353 zC na A, v nt

pozici 438 zG na A a v nt pozici 1155 z T na A. Nukleotidova zdména v nt pozici 317 vede k
zaméné aminokyseliny v pozici 48 zD na E a nukleotidovad zdména v nt pozici 438 vede
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k zdméné¢ aminokyseliny v pozici 89 z A na T. Pomér B2:B1] produkovany buiikami nesoucimi
tento plazmid byl 0,42:1 (tabulka 4).

PSE291 obsahuje 4 nukleotidové mutace v nt pozici 272 zG na A, v nt pozici 585 z T na A, v nt
pozici 588 zG na A a vnt pozici 708 zG na A. Nukleotidovd zaména v nt pozici 585 vede
k ziméné aminokyseliny v pozici 138 z S na T, nukleotidovd zaména v nt pozici 588 vede
k zdméné aminokyseliny v pozici 139 z A na T a nukleotidovd zdména v nt pozici 708 vede
k zaméné aminokyseliny v pozici 179 z G na S. Pomér B2:B1 produkovany buiikami nesoucimi
tento plazmid byl 0,57:1 (tabulka 4).

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

PSE293 obsahuje 6 nukleotidovych mutaci v nt pozici 24 z A na G, v nt pozici 286 z A na C,
v nt pozici 497 zT na C, v nt pozici 554 zC na T, v nt pozici 580 z T na C a v nt pozici 886
z A na T. Nukleotidova zdména v nt pozici 286 vede k zim&né aminokyseliny v pozici 38 z Q na
P, nukleotidova zdména v nt pozici 580 vede k zim&n& aminokyseliny v pozici 136 zL na
P a nukleotidovd zdména v nt pozici 886 vede k ziméné aminokyseliny v pozici 238 zE na D.
Pomér B2:B1 produkovany buitkami nesoucimi tento plazmid byl 0,68:1 (tabulka 4).

PSE294 obsahuje 6 nukleotidovych mutaci v nt pozici 469 z T na C, v nt pozici 585 z T na A,
v nt pozici 588 zG na A, v nt pozici 708 z G na A, v nt pozici 833 zC na T a v nt pozici 1184
z G na A. Navic jsou nukleotidy v pozicich 173, 174 a 175 deletovany. Nukleotidova zaména v nt
pozici 469 vede k zaméné aminokyseliny v pozici 99 z F na S, nukleotidova zaména v nt pozici
585 vede k zamén€ aminokyseliny v pozici 138 z S na T, nukleotidova zaména v nt pozici 588
vede k zdmén& aminokyseliny v pozici 139 z A na T a nukleotidova zaména v nt pozici 708 vede
k zdmén& aminokyseliny v pozici 179 z G na S. Pomér B2:B1 produkovany buiikami nesoucimi
tento plazmid byl 0,53:1 (tabulka 4).

PSE295 obsahuje 2 nukleotidové mutace v nt pozici 588 zG na A, v nt pozici 856 z T na C.
Nukleotidovd zaména v nt pozici 588 vede k zamén& aminokyseliny v pozici 139 zA na
T a nukleotidova zdména v nt pozici 856 vede k zaméné aminokyseliny v pozici 228 zM na
T. Pomér B2:B1 produkovany buitkami nesoucimi tento plazmid byl 0,80:1 (tabulka 4).

PSE296 obsahuje 5 nukleotidovych mutaci v nt pozici 155 zT na C, v nt pozici 505 zG na T,
vt pozici 1039 zC na T, v nt pozici 1202 zC na T a v nt pozici 1210 z T na C. Nukleotidova
zameéna v nt pozici 505 vede k zamé&n& aminokyseliny v pozici 111 zG na V a nukleotidova
zaména v nt pozici 1039 vede k zamé&né aminokyseliny v pozici 289 zP na L. Pomér B2:B1
produkovany bufikami nesoucimi tento plazmid byl 0,73:1 (tabulka 4).

PSE297 obsahuje 4 nukleotidové mutace v nt pozici 377 z G na T, v nt pozici 588 z G na A, v nt
pozici 633 zA na G a vnt pozici 1067 z A na T. Nukleotidova zdmé&na v nt pozici 588 vede
k zaméné aminokyseliny v pozici 139 z A na T, nukleotidovd zdména v nt pozici 633 vede
k zdméné€ aminokyseliny v pozici 154 zK na E, nukleotidova zaména v nt pozici 1067 vede
k zdmén& aminokyseliny v pozici 298 z Q na H. Pomér B2:B1 produkovany buiikami nesoucimi
tento plazmid byl 0,67:1 (tabulka 4).
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Tabulka 4
Kmen S. n testovanych| Relativni ¢ Relativni ¢ |Primérny pomér
avermitilis transformantd B2 B1 B2:B1l
{transformujici
plazmid)
SE180-11 ( Zadny) 4 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 4 0 0 0
SE180-11 (pSE290) 4 87 208 0,42
SE180-11 (pSE291) 4 106 185 0,57
SE180-11 (pSE292) 4 91 231 0,40
SE180-11 (pSE293) 4 123 180 0,68
SE180-11 (pSE294) 4 68 129 0,53
SE180-11 (pSE295) 4 217 271 0,80
SE180-11 (pSE296) L 135 186 0,73
SE180-11 (pSE297) 1 148 221 0,67

9. Konstrukce 5' dele¢nich mutant

Jak je vysvétleno v &asti 5.1 vyse, obsahuje nukleotidova sekvence S. avermitilis uvedena na
obrazku 1 (SEQ ID &:1) &tyfi rizné GTG kodény v bp pozicich 42, 174, 177 a 180, které jsou
potencialnimi startovacimi misty. Tato ¢ast popisuje konstrukci mnohodetnych deleci 5' oblasti
aveC ORF (obrazek 1; SEQ ID &:1), aby se definovalo, ktery z téchto kodonti mize ucinkovat
jako startovaci misto v aveC ORF pro expresi proteinu.

Fragmenty aveC genu rizné deletované na 5’ konci byly izolovany z chromozomalni DNA
S. avermitilis pomoci PCR amplifikace. PCR primery byly navrzeny na zakladé aveC DNA
sekvence a byly dodany spole¢nosti Genosys Biotechnologies, Inc. Pravostranné primery mély
sekvenci: 5'~AACCCATCCGAGCCGCTC-3' (SEQ ID ¢:16), (D1F1): 5'-TCGGCCTGCCA-
ACGAAC-3' (SEQ ID ¢:17) (DI1F2); 5'-CCAACGAACGTGTAGTAG-3' (SEQ ID ¢:18)
(D1F3); a S'-TGCAGGCGTACGTGTTCAGC-3' (SEQ ID ¢:19) (D2F2). Levostranné primery
mély sekvenci: S~CATGATCGCTGAACCGA-3' (SEQ ID ¢&:20); 5" CATGATCGCTGAACC-
GAGGA-3’ (SEQ ID ¢:21); a 5-AGGAGTGTGGTGCGTCTGGA-3" (SEQ ID ¢:22). PCR
reakce byla provedena, jak je popsano v ¢asti 8,3 vyse.

PCR produkty byly separovany elektroforeticky na 1% agarézovém gelu a byly detekovany
jednotlivé DNA bandy o velikosti bud’to zhruba 1,0 Kb nebo 1,1 Kb. PCR produkty byly purifi-
kovéany z gelu a ligovany s 25 ng linearizovaného pCR2.1 vektoru (Invitrogen) v 1:10 molarnim
vektor/inzert poméru podle instrukci vyrobce. Ligaéni smési byly pouzity k transformaci One
Shot™ kompetentnich E. coli bungk (Invitrogen) podle instrukci vyrobce. Plazmidova DNA byla
izolovana z ampicilin rezistentnich transformantl a pfitomnost inzertu byla potvrzena restrikéni
analyzou a analyzou sekvence DNA. Tyto plazmidy byly oznaceny jako pSE190 (ziskéan s prime-
rem DI1F1), pSE191 (ziskan s primerem D1F2), pSE192 (ziskan s primerem D1F3) a pSE193
(ziskan s primerem D2F2).

DNA inzerty byly natraveny pomoci BamHI/Xbal, separovany elektroforeticky na 1% aga-
rézovém gelu, a oddélené ligovany s transportnim vektorem pWHMS3, ktery byl natraven pomoci
BamHI/Xbal v celkové DNA koncentraci 1 pg v 1:5 molarnim vektor/inzert poméru. Ligacni
smési byly pouzity k transformaci kompetentnich E. coli DH5a buné€k. Plazmidova DNA byla
izolovana z ampicilin rezistentnich transformantt a pfitomnost inzertu byla potvrzena restrik¢ni
analyzou. Tyto plazmidy, které byly oznaeny jako pSE194 (D1F1), pSE195 (D1F2), pSE196
(D1F3) a pSE197 (D2F2) byly kazdy oddélené transformovany do kmene E. coli DM1, plazmi-
dovd DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti a pfitomnost inzertu byla
potvrzena restrikéni analyzou. Tato DNA byla pouzita k transformaci protoplastii kmene S. aver-
mitilis SE180-11. Thiostrepton rezistentni transformanty kmene SE180-11 byly izolovéany, byla
uréena pfitomnost rezistence k erytromycinu, a Thio" Erm' transformanty byly analyzovany
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HPLC analyzou fermentacnich produkti za tcelem uréeni, kterda GTG mista byla nezbytna pro
aveC expresi. Vysledky ukazuji, ze GTG kodoén v pozici 42 miZe byt eliminovan bez ovlivnéni
aveC exprese, protoze pSE194, pSE195 a pSE196, z nichz kazdy postradd GTG misto v pozici
42, ale kazdy obsahuje tfi GTG mista v pozicich 174, 177 a 180, byly v8echny schopny restauro-
vat normalni produkci avermektinit po transformaci do SE180—11. Normalni produkce avermek-
tinl nebyla restaurovana transformaci kmene SE180-11 pomoci pSE197, ktery postrada vSechny
¢tyti GTG mista (tabulka 5).

Tabulka 5
Kmen S. n testovanych| Relativni c Relativni ¢ |Prumérny pomér
avermitilis transformantl B2 Bl B2:B1
(transformujici :
plazmid)
SE180-11 { Z&dny) 3 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) [3 0 0 0
SE180-11 (pSE186) [ 241 152 1,58
SE180-11 (pSE1S4) 6 35 15 2,43
SE180-11 (pSE195) 6 74 38 1,87
$E180-11 (pSE196) 6 328 | 208 1,58
SE180-11 (pSE197) 6 0 0 | 0

10. Klonovani aveC homologu ze S. hygroscopicus a S. griseochromogenes

Predkladany vynalez umoziiuje identifikovat a klonovat aveC homologni geny z jinych avermek-
tin nebo milbemycin produkujicich druhli Streptomyces. Naptiklad byla hybridizovana s 1,2 Kb
aveC probou ze S. avermitilis kosmidova knihovna genomické DNA ze S. hygroscopicus (FERM
BP-1901), jak je popsano vySe. Bylo identifikovano nékolik kosmidovych klond, které silné
hybridizuji. Chromozomalni DNA byla izolovana z téchto kosmidu a byl identifikovan 4,9 Kb
Kpnl fragment, ktery hybridizoval s aveC prébou. Tato DNA byla sekvenovana a byl identifiko-
van ORF (SEQ ID ¢:3) majici vyznamnou homologii s aveC ORF S. avermitilis. Aminokyselino-
va sekvence (SEQ ID ¢:4) odvozena z aveC homologniho ORF S. hygroscopicus je uvedena na
obrazku 6.

Navic byla hybridizovéana s 1,2 Kb aveC prébou ze S. avermitilis kosmidova knihovna genomic-
ké DNA ze S. griseochromogenes, jak je popsano vyse. Bylo identifikovano nékolik kosmido-
vych klond, které siln€ hybridizuji. Chromozomalni DNA byla izolovana z téchto kosmidi a byl
identifikovan 5,4 Kb Pstl fragment, ktery hybridizoval s aveC probou. Tato DNA byla sekveno-
vana a byl identifikovan avec homologni ¢aste€ny ORF majici vyznamnou homologii s aveC
ORF 8. avermitilis. Odvozena ¢astecna aminokyselinova sekvence (SEQ ID ¢&:5) je uvedena na
obrazku 6.

DNA a aminokyselinova sekven¢ni analyza aveC homologu ze S. hygroscopicus a S. griseo-
chromogenes ukazuji, Ze tyto oblasti sdileji vyznamnou homologii (zhruba 50% sekvenéni
identita na aminokyselinové Grovni), jak vii¢i sobé tak i s genovymi produkty aveC ORF S. aver-
mitilis a AveC (obrazek 6).

11. Konstrukce plazmidu s aveC genem za ermE promotorem

1,2 Kb aveC ORF z pSE186 byl subklonovan v pSE34, coZ je transportni vektor pWHM3 majici
300 bp ermE promotor inzerovany jako Kpnl/BamHI fragment v Kpnl/BamHI mist¢ pWHM3
(viz Ward et al., 1986, Mol Gen Genet 203:468-478). PSE186 byl natraven pomoci BamHI
a HindlIII, natrdvena smés byla podrobena elektroforéze a 1,2 Kb fragment byl izolovan z agaro-
zového gelu a ligovan s pSE34, ktery byl natrdven pomoci BamHI a HindIII. Liga¢ni smés byla
transformovéna do kompetentnich E. coli DH5a bunék podle instrukci vyrobce. Plazmidova
DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformanti a p¥itomnost 1,2 Kb inzertu byla

47 -



15

20

25

30

35

40

CZ 304402 B6

potvrzena restrikéni analyzou. Tento plazmid, ktery byl oznagen jako pSE189 byl transformovén
do kmene E. coli DMI1 a plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transfor-
mantii. Protoplasty kmene S. avermitilis 1100-SC38 byly transformovany pomoci pSE189. Thio-
strepton rezistentni transformanty kmene 1100-SC38 byly izolovany a analyzovany HPLC ana-
lyzou fermentaénich produkti.

Transformanty kmene 1100-SC38 obsahujici pSE189 mély naruSené poméry produkovanych
avermektin cyklohexyl-B2:avermektin-B1 (zhruba 3:1) ve srovnani s kmenem 1100-SC38
(zhruba 34:1) a celkové produkce avermektinii se zvysila pfiblizné 2,4 krat ve srovnani s kme-
nem 1100-SC38 transformovanym pomoci pSE119 (tabulka 6).

PSE189 byla také transformovana do protoplasti divokého typu kmene S. avermitilis. Thiostrep-
ton rezistentni transformanty byly izolovany a analyzovany HPLC analyzou fermentaCnich
produkti. Celkové avermektiny produkované divokym typem S. avermitilis transformovanym
pomoci pSE189 se zvysily pfiblizné 2,2 krat ve srovnani s divokym kmenem S. avermitilis trans-
formovanym pomoci pSE119 (tabulka 6).

Tabulka 6
Kmen S, n testovanych | Relativni | Relativni | Relativni | Primérny
avermitilis transformantt B2 B1 celkové pomér
(transformujici avermektiny B2:B1
plazmid)
1100-SC38 6 155 4,8 176 33,9
1100-SC38 9 239 50,3 357 4,7
(pSE119)
1100-5C38 16 546 166 849 3,3
(pSE189)
Divoky typ 6 59 42 113 1,41
Divoky typ 6 248 151 481 1,64
(pSE119)
Divoky typ 5 545 345 1,071 1,58
(pSEL189)

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

Hybridni plazmid oznageny jako pSE350 byl zkonstruovéan, aby obsahoval 564 bp Cast aveC
homolog S. hygroscopicus nahrazujici 564 homologni ¢ast aveC ORF S. avermitilis (obrazek 7)
nasledujicim zptisobem. PSE350 byl zkonstruovéan za pouziti BsaAl restrikéniho mista, které je
konzervovano v obou sekvencich (aveC pozice 225) a Kpnl restrikénim mist€, které je piitomno
vaveC genu S. avermitilis (aveC pozice 810). Kpnl misto bylo za¢lenéno do DNA S. hygro-
scopicus pomoci PCR za pouziti pravostranného primeru 5'-CTTCAGGTGTACGTGTTCG-3'
(SEQ ID ¢&:23) a levostranného primeru 5'-GAATCTGGTACCAGTGCCC-3' (SEQ ID ¢:24)
(dodané spoleénosti Genosys Biotechnologies) za pouziti PCR podminek popsanych v Casti
7.1.10 vyse. PCR produkt byl natraven pomoci BsaAl a Kpnl, fragmenty byly separovany na
1% agarézovém gelu a 564 bp BsaAl/Kpnl fragment byl izolovan z gelu. pSE179 (popsany
v Casti 7.1.10 vyse) byl natraven pomoci Kpnl a Hindlll, fragmenty byly separovéany elektro-
foreticky na 1% agarézovém gelu a fragment o velikosti zhruba 4,5 Kb byl izolovan z gelu.
pSE179 byl natrdven pomoci HindIIl a BsaAl, fragmenty byly separovany elektroforeticky na
1% agarézovém gelu a BsaAl/HindIII fragment o velikosti zhruba 0,2 Kb byl izolovan z gelu
HindIT/Kpnl fragment o velikosti zhruba 4,5 Kb, BsaAl/HindIIl fragment o velikosti zhruba
0,2 Kb a BsaAl/Kpnl fragment o velikosti zhruba 564 bp ze S. hygroscopicus byly spolu
ligovany v trojcestné ligaci a ligatni smé&s byla transformovana do kompetentnich E.coli DH5a
bunék. Plazmidova DNA byla izolovana z ampicilin rezistentnich transformantl a pfitomnost
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spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou za pouziti Kpnl a Aval. Plazmid byl
natraven pomoci HindIII a Xbal, aby doslo k uvolnéni inzertu o velikosti 1,2 Kb, ktery byl poté
ligovan s pWHMS3, ktery byl natraven pomoci HindIII a Xbal. Ligacni smés byla transformovana
do kompetentnich E.coli DH5c. bungk. Plazmidova DNA byla izolovéna z ampicilin rezistentnich
transformanti a pfitomnost spravného inzertu byla potvrzena restrikéni analyzou za pouziti
HindIIl a Aval. Plazmidova DNA byla transformovana do E.coli DM, plazmidova DNA byla
izolovéna z ampicilin rezistentnich transformanti a p¥itomnost spravného inzertu byla potvrzena
restrikéni analyzou a analyzou sekvence DNA. Plazmid byl oznacen jako pSE350 a pouzit
k transformaci protoplastti kmene SE180-11 S. avermitilis. Thiostrepton rezistentni transfor-
manty kmene SE180-11 byly izolovany, byla urena pfitomnost rezistence k erytromycinu,
a Thio" Erm' transformanty byly analyzovany HPLC analyzou fermenta¢nich produktd. Vysledky
ukazuji, Ze transformanty obsahujici S. avermitilis/S. hygroscopicus hybridni plazmid maji
primérny B2:B1 pomér zhruba 109:1 (Tabulka 7).

Tabulka 7
Kmen S. n testovanych| Relativni c¢ Relativni ¢ |Primdrny pomér
avermitilis transformantd B2 Bl B2:B1
(transformujici
plazmid)
SE180-11 (Z&dny) 8 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 8 0 0 0
SE180-11 (pSE350) 16 233 2 109

UloZeni biologického materialu

Nasledujici biologicky material byl uloZen v Americké sbirce typovych kultur (ATCC), Parklawn
Drive, Rockville, MD, 20852, USA, 29. ledna 1998 a byla mu pfifazeny nasledujici pfistupova
Cisla:

Plazmid Pristupové &islo
Plazmid pSE180 209605
Plazmid pSE186 209604

Vsechny patenty, patentové piihlasky a publikace vyse citované jsou timto zallenény jako refe-
rence v celé své §ifi.

Pfedkladany vynalez neni omezen rozsahem specifickych forem vynalezu zde popsanych, které
Jsou zamySleny jako jednotlivé ilustrace jednotlivych aspektii vynalezu a funkén& ekvivalentni
metody a komponenty jsou v rozsahu vynalezu. Rizné modifikace vynalezu, navic k tém, které
byly uvedeny a popsany, budou skute¢né zjevné osobam znalym oboru z pfedchoziho popisu
a doprovodnych obrazkii. Takové modifikace jsou povazovény za patfici do rozsahu ptilozenych
patentovych naroku.

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovand polynukleotidova molekula obsahujici nukleotidovou sekvenci, ktera je stejna
Jako SEQ ID ¢&.1, nebo jeji degenerovana varianta, s vyjimkou rozdilu sestavajictho z mutaci
kodujicich alespoti jednu kombinaci substituci aminokyselin v sekvenci SEQ ID &. 2, zvolenou z

a) DA48E/A89T;
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b) SI38T/A139T/G179S;

¢) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S/S138T/A139T/G179S;
e) Al139T/M228T;

f) G111V/P289L;a

g) A139T/K154E/Q298H,

takze butiky kmene S. avermitilis ATCC 53692, ve kterych byla aveC alela divokého typu inakti-
vovana, a které exprimuji polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou
sekvenci, produkuji pomér cyklohexyl B2 avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu
tiidy 1, ktery je nizsi nez pomér produkovany butikami kmene S. avermitilis ATCC 53692, které
namisto toho exprimuji jen divoky typ aveC alely.

2. Polynukleotidova molekula podle naroku 1, kde pomér cyklohexyl B2 avermektinu tfidy 2
k cyklohexyl B1 avermektinu tiidy 1 je 0,8:1 nebo niZsi.

3. Polynukleotidova molekula podle naroku 2, kde pomér tiid 2:1 avermektinii je 0,68:1 nebo
nizsi.

4. Polynukleotidova molekula podle naroku 3, kde pomér tiid 2:1 avermektint je 0,53:1 nebo
nizsi.

5. Polynukleotidova molekula podle naroku 4, kde pomér tfid 2:1 avermektinii je 0,42:1 nebo
nizsi.

6. Polynukleotidova molekula podle naroku 5, kde pomér tiid 2:1 avermektind je 0,40:1.

7. Polynukleotidovd molekula podle naroku 1, kde mutace vaveC sekvenci kodujici
D48E/A89T zahrnuji zaménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 317 SEQ ID &:1, a zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 438 SEQ ID ¢&:1.

8. Polynukleotidova molekula podle naroku 7 dale zahrnujici zaménu baze z C na A v nukleo-
tidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 353 SEQ ID ¢.1, a zaménu baze zT na Av
nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1155 SEQ ID ¢:1.

9. Polynukleotidovd molekula podle naroku 1, kde mutace vaveC sekvenci kodujici
S138T/A139T/G179S zahrnuji zdménu baze zT na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 585 SEQ ID &:1, zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, a zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 708 SEQ ID ¢&:1.

10. Polynukleotidova molekula podle naroku 9 dale zahrnujici zzménu baze z G na A v nukleo-
tidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 272 SEQ ID ¢:1.

11. Polynukleotidova molekula podle naroku 1, kde mutace v aveC sekvenci kédujici Q38P/-

L136P/E238D zahrnuji zaménu baze z A na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 286 SEQ ID ¢&:1, zdménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
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pozici 580 SEQ ID ¢:1, a ziménu baze z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 886 SEQ ID ¢&:1.

12. Polynukleotidova molekula podle naroku 11 dile zahrnujici ziménu baze z A na Gv
nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 24 SEQ ID &:1, zaménu baze z T na C v
nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 497 SEQ ID &:1, a ziménu béze zC na T
v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 554 SEQ ID &:1.

13. Polynukleotidova molekula podle naroku 1, kde mutace v aveC sekvenci kédujici F99S/-
S138T/G179S zahrnuji deleci 3 part bazi v nukleotidovych pozicich odpovidajicich nukleotidiim
173, 174 a 175 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze zT na C v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 469 SEQ ID ¢:1, zaménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 585 SEQ ID ¢:1, zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 588 SEQ ID ¢:1, a zimé&nu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 708 SEQ ID &:1.

14. Polynukleotidovd molekula podle naroku 13 dale zahrnujici zidménu béze zC na
T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 833 SEQ ID &:1, zdménu baze z G na
A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1184 SEQ ID &:1.

1S. Polynukleotidovd molekula podle niroku 1, kde mutace vaveC sekvenci kodujici
A139T/M228T zahrnuji zdménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 588 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 856 SEQ ID ¢:1.

16. Polynukleotidova molekula podle naroku 1, kde mutace v aveC sekvenci kodujici G111V/-
P289L zahrnuji zaménu baze z G na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici
505 SEQ ID ¢:1, a zzménu baze z C na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici
1039 SEQ ID ¢:1.

17. Polynukleotidova molekula podle naroku 16 dale zahrnujici ziménu baze z T na C v nukleo-
tidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 155 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z C na T v nukleo-
tidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1202 SEQ ID &:1, a zdménu baze zTna C
v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1210 SEQ ID ¢&:1.

18. Polynukleotidovad molekula podle naroku 1, kde mutace v aveC sekvenci kodujici A139T/-
K154E/Q298H zahrnuji zim&énu béaze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 588 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z A na G v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 633 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové
pozici 1067 SEQ ID ¢&:1.

19. Polynukleotidova molekula podle naroku 18 dale zahrnujici zAménu baze z G na T v nukleo-
tidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 377 SEQ ID &:1.

20. Rekombinantni vektor obsahujici polynukleotidovou molekulu podle naroku 1.

21. Hostitelska butika obsahujici polynukleotidovou molekulu podle naroku 1 nebo rekombi-
nantni vektor podle naroku 20.

22. Hostitelské burika podle naroku 21, kterou je buiika Strepromyces.
23. Zpisob pripravy nového kmene S. avermitilis, vyzna&ujici se tim, Ze zahrnuje

mutaci aveC alely v butikich kmene S. avermitilis vedouci k substituci v AveC genovém produk-
tu, kterou je alespoti jedna kombinace substituci aminokyselin v sekvenci SEQ ID ¢&. 2, zvolena z
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a) DA48E/A89T;

b) SI138T/A139T/G179S;

c) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S/S138T/A139T/G179S;
e) AI139T/M228T;

f) GI111V/P289L; a

g) AI139T/K154E/Q298H

takze buiiky kmene S. avermitilis ATCC 53692, ve kterych byla aveC alela divokého typu inakti-
vovana, a které exprimuji polynukleotidovou molekulu obsahujici mutovanou nukleotidovou
sekvenci, produkuji pomér cyklohexyl B2 avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu
ttidy 1, ktery je niz§i nez pomér produkovany buitkami kmene S. avermitilis ATCC 53692, které
namisto toho exprimuji jen divoky typ aveC alely.

24. Zptsob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze pomér tiid 2 : 1 avermektini
produkovany butikami kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovéna, je 0,8:1 nebo
nizsi.

25. Zpisob podle naroku 23, vyznacdujici se tim, Ze pomér tfid 2 : 1 avermektind
produkovany buiikami kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovéna, je 0,68:1 nebo
nizsi.

26. Zphsob podle naroku 23, vyznaédujici se tim, Ze pomér tfid 2 : 1 avermektinii
produkovany butikami kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovana, je 0,53:1 nebo
nizsi.

27. Zpusob podle naroku 23, vyznacdujici se tim, Ze pomér tfid 2 : 1 avermektini
produkovany buiikami kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovana, je 0,42:1 nebo
nizsi.

28. Zpisob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze pomér tfid 2 : 1 avermektini
produkovany buitkami kmene S. avermitilis, ve kterém byla aveC alela mutovana, je 0,40:1.

29. Zpisob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze mutace vaveC sekvenci
kodujici D48E/A89T zahrnuji zaménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleo-
tidové pozici 317 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze zG na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 438 SEQ ID ¢&:1.

30. Zpusob podle naroku 29, vyznadujici se tim, Ze dile zahruje zaménu baze zC
na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 353 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z T
na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1155 SEQ ID ¢&:1.

31. Zpiisob podle naroku 23, vyznaéujici se tim, Ze mutace aveC sekvenci kodujici
S138T/A139T/G179S zahrnuji ziménu béaze z T na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukieo-
tidové pozici 585 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleo-
tidové pozici 588 SEQ ID &:1, a ziménu baze zG na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 708 SEQ ID ¢:1.
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32. Zpisob podle naroku 31, vyznadujici se tim, Ze dale zahrnuje zaAmé&nu baze z G
na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 272 SEQ ID &:1.

33. Zpisob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze mutace v aveC sekvenci koduji-
ci Q38P/L136P/E238D zahrnuji zdménu baze zA na C v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 286 SEQ ID ¢:1, zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 580 SEQ ID &:1, a zim&nu béaze z A na T v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 886 SEQ ID ¢&:1.

34. Zpilsob podle naroku 33, vyznadujici se tim, Ze dile zahrnuje ziménu baze z A
na G v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 24 SEQ ID &:1, zdménu baze z T na
C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 497 SEQ ID ¢&:1, a zAménu baze z C na
T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 554 SEQ ID &:1.

35. Zpisob podle naroku 23, vyznacujici se tim, Ze mutace v aveC sekvenci koduji-
ci F99S/S138T/A139T/G179S zahrnuji deleci 3 part bazi v nukleotidovych pozicich odpovidaji-
cich nukleotidiim 173, 174 a 175 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpo-
vidajici nukleotidové pozici 469 SEQ ID ¢:1, zaménu baze z T na A v nukleotidové pozici odpo-
vidajici nukleotidové pozici 585 SEQ ID ¢&:1, zAménu baze z G na A v nukleotidové pozici odpo-
vidajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID ¢&:1, a zam&nu baze zG na A v nukleotidové pozici
odpovidajici nukleotidové pozici 708 SEQ ID ¢&:1.

36. Zpisob podle naroku 35, vyznacdujici se tim, Ze dale zahrnuje zaménu baze z C
na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 833 SEQ ID &:1, a zaménu baze z G
na A v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1184 SEQ ID &:1.

37. Zpisob podle naroku 23, vyzmadujici se tim, Ze mutace vaveC sekvenci
kodujici A139T/M228T zahrnuji zdménu béaze zG na A v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 588 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici
nukleotidové pozici 856 SEQ ID ¢:1.

38. Zpiisob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze mutace v aveC sekvenci kdduji-
ci G111V/P289L zahrnuji zdménu baze z G na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotido-
vé pozici 505 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z C na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleoti-
dové pozici 1039 SEQ ID ¢:1.

39. Zpisob podle naroku 38, vyznacujici se tim, Ze dile zahrnuje zam&nu baze z T
na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 155 SEQ ID ¢&:1, zaménu béaze z C
na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1202 SEQ ID &:1, a zaménu baze
z T na C v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 1210 SEQ ID ¢&:1.

40. Zpisob podle naroku 23, vyzmnadujici se tim, Ze mutace vaveC sekvenci
kédujici A139T/K154E/Q298H zahrnuji zdménu baze zG na A v nukleotidové pozici
odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, zimé&nu baze z A na G v nukleotidové pozici
odpovidajici nukleotidové pozici 633 SEQ ID ¢&:1, a ziménu baze z A na T v nukleotidové pozici
odpovidajici nukleotidové pozici 1067 SEQ ID &:1.

41. Zplsob podle naroku 40, vyznaéujici se tim, Ze dale zahruje zAménu baze z G
na T v nukleotidové pozici odpovidajici nukleotidové pozici 377 SEQ ID &:1.

42. Buiika Streptomyces avermitilis obsahujici mutovanou aveC alelu, ktera koduje aveC geno-

vy produkt majici v sekvenci SEQ ID ¢. 2 alespoii jednu kombinaci substituci aminokyselin zvo-
lenou z

a) DA48E/A89T;
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b) SI38T/A139T/G179S;

¢) Q38P/L136P/E238D;

d) F99S/S138T/A139T/G179S;
e) Al139T/M228T;

f) G111V/P289L; a

g) AI139T/K154E/Q298H

takze tyto buiiky produkuji pomér cyklohexyl B2 avermektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermek-
tinu t¥idy 1, ktery je niz8i nez pomér produkovany buiikami kmene S. avermitilis ATCC 53692,
které namisto toho exprimuji jen divoky typ aveC alely.

43. Buiika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, produkujici pomér cyklohexyl B2 aver-
mektinu t¥idy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tfidy 1 0,8:1 nebo nizsi.

44. Butika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, produkujici pomér cyklohexyl B2 aver-
mektinu téidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tfidy 1 0,68:1 nebo nizsi.

45. Butika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, produkujici pomér cyklohexyl B2 aver-
mektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu t¥idy 1 0,53:1 nebo niZsi.

46. Butika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, produkujici pomér cyklohexyl B2 aver-
mektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tfidy 1 0,42:1 nebo nizsi.

47. Buiika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, produkujici pomér cyklohexyl B2 aver-
mektinu tfidy 2 k cyklohexyl B1 avermektinu tfidy 1 0,40:1.

48. Burika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, kde mutace vaveC alele kodujici
D48E/A89T zahrnuji zdménu baze zT na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 317 SEQ ID &:1, a zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 438 SEQ ID ¢:1.

49. Buika Streptomyces avermitilis podle naroku 48 dale zahrnujici ziménu baze zC na A v
nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 353 SEQ ID ¢:1, a zaménu béze
z T na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1155 SEQ ID ¢&:1.

50. Burika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, kde mutace v aveC alele kodujici S138T/-
A139T/G179S zahrnuji zdménu baze z T na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 585 SEQ ID &:1, zdménu baze z G na A v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, a zaménu baze z G na A v nukleotidové pozici
aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 708 SEQ ID ¢:1.

51. Buika Streptomyces avermitilis podle naroku 50, dale zahrnujici ziménu baze zG na Av
nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 272 SEQ ID &:1.

52. Burika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, kde mutace v aveC alele kodujici Q38P/-
L136P/E238D zahrnuji zaménu baze z A na C v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 286 SEQ ID &:1, zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 580 SEQ ID ¢&:1, a zam&nu baze z A na T v nukleotidové pozici
aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 886 SEQ ID ¢&:1.
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53. Buika Streptomyces avermitilis podle naroku 52, dale zahrnujici zdmé&énu baze z A na
G v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 24 SEQ ID &:1, zdménu
baze zT na C v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 497 SEQ ID
¢:1, a zaménu baze z C na T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici
554 SEQID ¢:1.

54. Buiika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, kde mutace vaveC alele kodujici
F99S/S138T/A139T/G179S zahrnuji deleci 3 pari bazi v nukleotidovych pozicich odpovidajicich
nukleotidim 173, 174 a 175 SEQ ID &:1, ziménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 469 SEQ ID &:1, zaménu baze z T na A v nukleotidové pozici
aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 585 SEQ ID &:1, zaménu baze z G na A v nukleo-
tidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 588 SEQ ID &:1, a zaménu béaze z G na
A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 708 SEQ ID &:1.

55. Burnka Streptomyces avermitilis podle naroku 54 dale zahrnujici ziménu baze zC na Tv
nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 833 SEQ ID &:1, a zaménu béaze
z G na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1184 SEQ ID ¢&:1.

56. Buiika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, kde mutace v aveC alele kédujici A139T/-
M228T zahrnuji ziménu béze z G na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleoti-
dové pozici 588 SEQ ID ¢:1, a ziménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely odpovida-
Jici nukleotidové pozici 856 SEQ ID ¢&:1.

$7. Builka Streptonyces avermitilis podle naroku 42, kde mutace v aveC alele kédujici G111V/-
P289L zahrnuji ziménu baze z G na T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotido-
vé pozici 505 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z C na T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 1039 SEQ ID &:1.

$8. Burika Streptomyces avermitilis podle naroku 57 dale zahrnujici zaménu baze z T na Cv
nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 155 SEQ ID ¢&:1, zaménu baze z
C na T v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1202 SEQ ID &:1, a
zaménu baze z T na C v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1210
SEQ ID ¢:1.

59. Burika Streptomyces avermitilis podle naroku 42, kde mutace v aveC alele kédujici A139T/-
K154E/Q298H zahrnuji zdménu baze zG na A v nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici
nukleotidové pozici 588 SEQ ID ¢&:1, a zaménu baze z A na G v nukleotidové pozici aveC alely
odpovidajici nukleotidové pozici 663 SEQ ID ¢:1, a zaménu baze z A na T v nukleotidové pozici
aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 1067 SEQ ID &:1.

60. Buika Streptomyces avermitilis podle naroku 59 dale zahrnujici zaménu baze zG na T v
nukleotidové pozici aveC alely odpovidajici nukleotidové pozici 377 SEQ ID &:1.

61. Zpisob produkce avermektini, vyzna€ujici se tim, Ze se kultivuji buiiky podle
naroku 42 v kultivatnim médiu za podminek umoZiujicich indukci produkce avermektinii a
potom se avermektiny z kultury oddéli.

7 vykrest
+
12 sekvenci
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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
5. hyg
Cons

8. ave
S. gri
S. hyg
Cons

S. ave
S. gri

S. hyg
Cons

S. ave
S. gri
S. hyg
Cons
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Obr. 6

-----

1 50
VVVWAGVGLL FLALQAYVFS RWAADGGYRL IETAGQGQGG SKDTGTIDVV
VIGWAALGAV FLVLQVYVFA RWTADGGYHL ADVSGPDGRE PGHRRIIDVL
VILWACVGAL VLGLQVYVFA AWLADSGYR. IEKASPARGG GDSERIADVL
V--WA-vGal fL-LQvYVFa rW-ADgGYrl ie-agp~--gg ~---r--DV1

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

101 150
SVLVSNASVW GAVGSWGPYV PGWQGAGPGA EAEMPLASAS VCMSALIVTV
PVLMANTHVW GAVGSWGPYV PGWRGLPPGK EAELPLVIFS LGSTVLLGVL
PVLASNVNVF GAVASWGPYV PGWOGAGAHQ EAELPLATLS ICMTAMMAAV
DVL-sN--Vw GAVgSWGPYV PGWqGagpg- EAE1PLat-S -cmtal---v

151 200
LCSKALGWIK ARRPAWRTWR LVLAVFFIGI VLGLSEPLPS ASGISVWARA
GCCQVMSRVR ERWPGVRPWQ LVGLAFLTAV AFDLSEPFIS FAGVSVWARA
ACGKGMGLAA ARWPRLGPLR LIALGFLLVV LLDIAEPLVS FAGVSVWTRA
-C-k-mg~--- aRwP--rpwr Lv-1-Fl--v -1d1sEP1-S faGvSVWaRA

201 250
LPEVTLWSGE WYQFPVYQAV GSGLVCCMLG SLRFFRDERD ESWVERGAWR

LPTVTLWRGA WYRAR:
VPELTIWSGH WYQFPLYQMV ASALFGASLG AARHFRNRRG ETCLESGAAL
1PevTlWsG- WYqfp-yq-v -s-l----1g --r-fr--r- e---e-ga--

251 300
LPQRAANWAR FLAVVGGVNA VMFLYT,..C FHILLSLVGG QPPDQLPDSF

LPEGPRPWVR LLAVVGGANI SIALYTGAHG AHILFSLMDG APPDRLPEFF
1p-~ee= w-r -lavvgg-n- ---lyt---- -hil-sl--g -ppd-1lp--f

301
QAPAAY*

s ot ot gt s i oo

RPAAGY*
-—=a-y
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Sekvence

<110> PFIZER PRODUCTS INC.

2o Gen Streptomyces avermitilis fidici pomér B2: Bl avermektind

<130> PCl0650A

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

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

<1l60> 25
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 1229

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

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

<400> 1
tcacgaaacc ggacacacca cacacacgaa ggtgagacag cgtgaaccea tcecgagecge 60

tcggectgee caacgaacgc gtagtagaca cccgaccgtc cgatgecacg ctctcacceyg 120

aggceggect gaacaggtca ggagegetge ccegtgaact getgtegttg ceg gtg 176
Val
1

gtg gtg tgg gcc ggg gte gge ctg ctyg ttt ctyg gec ctyg cag gcg tac 224
Val val Trp Ala Gly Val Gly Leu Leu Phe Leu Ala Leu Gln Ala Tyr
5 10 15

gtg ttc agc cgc tgg gog gee gac ggt ggc tac cgg ctg atce gag acg 272
Val Phe Ser Arg Trp Ala Ala Asp Gly Gly Tyr Arg Leu Ile Giu Thr
20 25 30

gcg ggc cag ggt cag ggc ggc agc aag gat acg ggg act acc gat gtg 320
Ala Gly Gln Gly Gln Gly Gly Ser Lys Asp Thr Gly Thr Thr Asp Val
35 40 45
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gte
Val
50

ctc

Leu

cte
Leu

tgg
Trp

ggt
Gly
gcg
130
ctg

Leu

cge

atce
Ile

atc
Tle

gag
Glu
210

tgc
Cys

tat
Tyxr

ttc
Phe

tte
Phe

tte
Phe

tec
Ser
115

gag
Glu

atc
Ile

cgg
Arg

gge
Gly

age
Ser
195

tgg
Trp

tgc
Cys

cece
Pro

cgg
Arg

cte
Leu

cat
His
100

tag
Trp

gcg
Ala

gte
val

ccyg
Pro

atc
lle
180

gta

val

tac
Tyr

atg
Met

gtg
val

agy
Arg

999
Gly

85

tece
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

ace
Thr

gca
Ala
165

gty
Val

tgg
Trp

cag
Gln

ctg
Leu

ate
Ile

tge
Cys
70

ctg
Leu

att
Val

ceg
Pro

atyg
Met

gtg
val
150

tagg
Trp

cte
Leu

gec
Ala

ttc
Phe

gge
Gly
230

tcec
Sex
55

cgt
Arg

ctg
Leu

cte
Leu

tat
Tvr

ccy
Pro
135

ctyg
Leu

cgg
Arg

ggt
Gly

aga
Arg

ceo
Pro
215

teg
Ser

gtc
val

gtc
Val

ttc
Phe

gtc
vVal

gtg
val
120

ctg
Leu

tgc
cys

acc
Thr

ctg
Leu

gcyg
Ala
200

gty
val

ctg
Leu

CZ 304402 B6

gtc
Val

gaa
Glu

gcg
Ala

tce
Serx
105

cce
Pro

gcg
Ala

age
Ser

tgg
Trp

tce
Sex
185

ctg

Leu

tat
Tyr

cge
Arg

tgc
Cys

cga
Arg

agc
Ser
90

aac
Asn

ggc
Gly

tcg
Ser

aag
Lys

cgyg
Arg
170

gag
Glu

cce
Pro

cag
Gln

tte
Phe

-64 -

atc
Ile

cgg
Arg
75

tgg
Trp

gcg
Ala

tag
Trp

gce
Ala

gea
Ala
185

cty
Leu

ceg
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

tte
Phe
235

acc
Thr
60

ctg
Leu

cag
Gln

agt
Ser

cag
Eln

tce
Ser
140

ctyg
Leu

gtc
Val

ctg
Leu

gtg
val

gtc
Val
220

cge
Rrg

gee
Ala

ctg
Leu

agc
Ser

gtg
Val

999
Gly
125

gtc
vVal

999
Gly

ctg
Leu

ceg
Pro

acc
Thr
205

ggt
Gly

gac
Asp

gcg
Ala

tte
Phe

ccg
Pro

tgg
Trp
110

gcg
Ala

tgc
Cys

tgg
Trp

gecc
Ala

tce
Serxr
190
ttg

Leu

tcc
Ser

gaa
Glu

gcg
Ala

gac
Asp

cte
Leu
55

ggc
Gly

gge
Gly

atg
Met

atc
Ile

gtg
Val
175

gcc

Ala

tgg
Trp

ggc’

Gly

cgc
Arg

gcg
Ala

gce
Ala
80

atg
Met

gcg
Rla

ccg
Pro

teg
Ser

aag
Lys
160

tte
Phe

tee
Serx

agt
Seyr

ctg
Leu

gat
Asp
240

tgg
Trp
65

ctt
Leu

aac
Asn

gtg
Val

ggt
Gly

gct
Ala
145

gce
Ala

tte
Phe

g99

GLy

gge
Gly

gte
val
225

gag
Glu

368

416

464

512

560

608

656

704

752

800

848

896



tcg
Ser

tgg
Trp

ctc
Leu

cce
Pro
290

tgg
Trp

gcg
Ala

tac
TYr
275

gac
Asp

gtg
Val

cgt
Arg
260

ace
Thr

caa
Gln

gaa
Glu
245

ttc

Phe

tgt
Cys

ctyg
Leu

cyg
Arg

cte
Leu

ttc
Phe

ccg
Pro

gga

gee

Gly Ala

gce
Ala

cat
His

gac
Asp
285

gtg
val

atc
Ile
280

tce
Ser

CZ 304402 Bé

tgg
Trp

gtc
val
265

cte
Leu

tte
Phe

cgg
Arg
250

ggt
Gly

ctg
Leun

caa
Gln

ttg
Leu

999
Gly

tee
Ser

gcg
Ala

ccqg
Pro

gtg
val

cte
Leu

ccg
Pro
300

gttcagggca ggteggagga gacggagaag gggaggegac

ctttgtgeat gggtggacgg ggatcacget ceccatggegg

acactcctcg gttcagegat catg

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2

val

1
Tyx
Thr

val

Trp

€5
Leu
Asn

Val

Gly

val
val
Ala
Val

50
Leu

Txp
Gly

Ala
130

303
PRT
Streptomyces avermitilis

val
Phe
Gly

35
TYyx
Phe
Phe
Phe
Ser

115
Glu

Trp Ala

Ser

20
Gln
Pro
Arg
Leu
His
100
Trp

Ala

5
Arg

Gly
vVal
Arg
Gly

85
Ser

Gly

Glu

Gly
Trp
Gln
Ile
Cys

70
Leu
Val

Pro

Met

val-

Ala
Gly
Sex

55
Arg
Leu
Leu

Tyr

Pro
135

Gly
Ala
Gly

40
Val
vVal
Fhe
Val
Val

120
Leu

Leu
Asp

25
Sexr
val
Glu
Ala
Ser

195
Pro

Ala

=65 -

Leu

10
Gly
Lys
Cys
Arg
Ser

30
Asn

Gly

Ser

Fhe

Gly

Asp

Ile

Arg

75
Txp

Ala

Trp

Ala

caa
Gln

aat
Asn

gtc
val
285

gce
Ala

cgg
Arg

gce
Ala
270

ggt
Gly

gect
Ala

gca
Ala
255

gtg

val

gga
Gly

tac
Tyxr

gcg aac
Ala Asn

atg tte
Met Phe

cag ccg
Gln Pro

tga

944

862

1040

1085

cggagttecyg gtcaccteece 114$5

cgggetccte cagacgcacce 1205

Leu
Tyxr
Thr
Thr

60
Leu
Gln
Sex

Gln

Ser
140

Ala
Arg
Gly

45
Ala
Leu
Ser
Val
Gly

125
Val

Leu
Leu

30
TL.r
Ala

Phe

Pro
Trp
110
Ala

cys

Gln pPia
18
Ile Glu

Thr Asp
Ala Ala
Asp Ala

80
Leu Met

95

Gly Ala
Gly Pro

Met Ser

1229



145
Ala

Phe
Gly
Gly
Val
225
Glu
Asn

Phe

Pro

Leu

Arg

Ile

Ile

Glu

210

cys

Ser

Trp

Leu

Pro
290

<210> 3

<211>
<212>
<213>

<220>

£221>
<222>

<400> 3
gtcgacgaag accggecgga ggeegtegge cgggecgata

gtg
val
1

ctg
Leu

tac

tte
Phe

gga
Gly

cgc

Tyr Arg

cgg

atc

Ile
Arg
Gly
Ser
185
Trp
cys
Trp
Ala
Tyr

275
Asp

1150
DNA
Streptomyces hygroscopicus

CcDSs
(58)..{950)

ace
Thr

ctt
Leu

atc
Ile
35

gce

Val
Pro
Ile
180
Val
Tyr
Met
val
Arg
260

Thr

Gln

ctt
Leu

cag
Gln
20

gag
Glu

gat

Thx val
150

Trp

Leu

Ala
165
Val

Arg

Leu Gly

Trp Ala Arg

Gln Phe Pro
215

Len Ser

Gly
230
Glu Arg
245

Phe

Gly

Leu Ala

Cys Phe His

Leu Pro Asp

295

cce gta aca
Pro Val Thr
S5

gtg tac gtg

val Tyr Val

aag gcg tcc
Lys Ala Ser

gtg ctg atc

Pro

CZ 304402 B6

Cys Ser Lys

Thr Trp Arg
170
Ser Glu
185

Leu

Leu

nla
200
val

Pro

Tyr Gln

Leu Arg Phe

Ala Trp Arg

250

val val Gly
265

Ile Leu

280

Ser

Leu

Phe Gln

ctg tgg geg

Leu Trp Ala
10

ttec
Phe

gcc gcc
Ala Ala
25

ccg gcc agg
Ala Arg

40

ccg ctg ctg

- 66 -

Ala
155
Leu
Pro
Glu
Ala
Phe
235
Leu
Gly

Ser

Ala

tgt
Cys

tgg
Trp

gge
Gly

tce

Leu Gly Trp

Val Leu Ala

Leu Ser
130
Leu

Pro
val Thr
205
Val Gly
220

Arg

Ser

Asp Glu

Pro Gln Arg

Val Ala

270

Leu Val Gly
285

Pre Ala

300

Ala

Ile Lys
160
val Phe
175
Rla Ser

Trp Ser

Gly Leu

Arg Asp
240
Ala Ala
255
Val Met

Gly Gln

Tyr

ccgtacgegg cetgeqy

gtc ggc gcg
val Gly Ala

ctc gee gac
Leu Ala Asp
30

ggt ggg gac

Gly Gly Asp
45

gtg gtg gga

ctg gtg
Leu Val
15

age
Serx

gge
Gly

tcg
Ser

gag
Glu

geg gtg

57

105

153

201

249



gtc
Val
€5

acqg
Thr

agt
Serx

gtg
val

999
Gly

atc
Ile
145

ggt

Gly

gcg
Ala

gtg
val

ace
Thr

gct
Ala
225

aac

Ile Ala
50

ctc gca
Leu Ala

ttec gac
Phe Asp

cce ttg
Pro Leu

ttec gga
Phe Gly
115

gcg 994
Ala Gly

130

tgt atg
Cys Met

ctt gcc
Leu Ala

ctc ggc
Leu Gly

tee tte
Ser Phe
195

atc tgg

Ile Trp
210

tcg ch
Ser Ala

€gg cge

Asp

gty
Val

gcg
Ala

atg
Met
100

gcg

Ala

gcg
Ala

acg
Thr

gce
Ala

ttt
Phe
180

gcg
Ala

agt
Ser

cte
Leu

ggc

Val

tgt
Cys

teg
Ser
85

aac

Asn

gtg
Val

cac
His

gece
Ala

gce
Ala
165

ctg
Leu

ggc
Gly

ggg
Gly

tte
Phe

gaa

Leu

ctg
70

cte

tgg
Trp

gee
Ala

cag
Gln

atg
Met
150

cgg
Arg

cte
Leu

gte
val

cac
His

ggc
Gly
230

acg

Ile
55

tac
Tyr

tte
Phe

ate
Ile

tecg
Serx

gag
Glu
135

atg

Met

tgg
Trp

gte
val

tce
Ser

tgy
Trp
215

gce
Ala

tgt

CZ 304402 B6

Pro

cgg
Arg

atc
Ile

aat
Asn

tgg
Trp
120

gcc

Ala

gcc
Ala

ccg
Pro

gtg
val

gtg
val
200

tat
Tyr

tct
Ser

ctyg

Leu

agyg
Arg

g99
Gly

ccg
Pro
105

gg9g
Gly

gag
Glu

gece
Ala

cgg
Axg

ctc
Leu
185

tgg
Trp

cag
Gln

ttg
Leu

gag

-67-

Leu

tgt
Cys

ctyg
Leu
90

gtg
val

ceg
Pro

ctg
Leu

gtg
Val

ctyg
Leu
170

ctec
Leu

acg
Thr

ttc
Phe

a99

Gly

tece

Ser

<cgg
Axg
75

ctg
Leu

cte
Leu

tat
Ty

ceg
Pro

gec
Ala
155

agg
Gly

gac
Asp

cgy
Arg

ceg
Pro

gce
Ala
235

999

Val
60

gece

Ala

teg
Sex

gcg
Ala

gtg
Val

ctg
140
tge

Cys

cecqg
Pro

ate
Ile

gca
Ala

ctg
220

gcg
Ala

gcg

val

agg
Arg

gce
Ala

tca
Ser

cce
Pro
125

gcg
Ala

ggc
Gly

cte
Leu

gce
Ala

gtg
val
205

tat
Tyr

cge
Arg

gce

Gly

agg
Arg

agt
Ser

aac
Asn
110

ggt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

cgg
Arg

gag
Glu
180

cee
Pro

cag
Gln

cac
His

ctc

Ala

<cqg
Arg

tgg
Trp
95

gtc

Vval

tgg
Trp

ctg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu
175

ccg
Pro

gag
Glu

atg
Met

ttt
Phe

cta

val

ctg
Leu
80

cag

Gln

aat
Asn

cag
Gln

age
Sex

atg
Met
160

ate

Ile

ctg
Leu

ctyg

gty
Val

cge
Arg
240

ccy

297

345

393

441

489

537

585

633

681

729

777

825



Asn

gag
Glu

aac

tte
Phe

cgt
Arg
305

Arg

ggc
Gly

atc
Ile

tcg
Ser
2580

ccg
Pro

Arg

ceg
Pro

age
Ser
275

ctg

Leu

gcg
Ala

Gly

agg
Arg
260

ate
Ile

atg
Met

gce
Ala

Glu
245

ceca
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

gge
Gly

Thr

tgg
Trp

cte
Leu

gge
Gly

tac
Tyr
310

Cys

gtc
Val

tac
Tyr

gct
Ala
295

tga
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Leu

cgg
Arg

ace
Thx
280

cce
Pro

Glu Ser
250

ctg ctg
Leu Leu
265

ggc gea
Gly Ala

ceg gac
Pro Asp

Gly Ala

gcg gtg
Ala Val

cac ggc
His Gly

cgg ctc
Arg Leu
300

Ala

gtg
val

gca
Ala
285

cce
Pro

Leu

gg¢
Gly
270

cac

gaa
Glu

Leu
255

gg9g
Gly

ate

dle

tte
Phe

Pro

gece
Ala

ctg
Leu

ttc
Phe

gaccgeccgge accaceccacg tacccgdatgt

873

921

969

1020

gegcgatgtyg cctgatgege ctgatgtace cggggtgtea teggetcace tgtggegect 1080

catgcggtga gecgectcecgce tagtcocttgt tccggotect gggctccacg accatacgga 1140

geggecgggyg

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

<400> 4

Val
1
Leu

TyL
Axg
val

65
Thr

Ser

val

Phe
Gly
Arg
Ile

50
Leu
Phe

Pro

Phe

Leu
Ile

35
Ala
Ala

Asp

Leu

-Gly

145

Leu
Gln

20
Glu
Asp
val

Ala

Met
100
Ala

Pro
val
Lys
val
Cys
Ser

85

Asn

val

vVal
Tvr
Ala
Leu
Leu

70
Leu

Trp

Ala

Thr
val
Ser
Ile

55
Tyr
Phe

Ile

Ser

Leu

Phe
Bro

40
Pro
Arg

Ile

Asn

Trp
120

Trp Ala

10

Ala Ala
25

ARla Arg

Leu Leu
Arg Cys
Gly Leu

90
Pro Val

105
Gly Pro

- 68 -

Cys Val
Trp Leu
Gly Gly
Ser Val

60
Arg Ala

75
Leu Serx

Leu Ala

Tyr val

Gly
Ala
Gly

45
Val
Arg
Ala

Ser

Pro
125

Ala
Asp

30
Asp
Gly
Arg
Ser
Asn

110
Gly

15
Ser

Sexr
Ala
Arg
Trp

85
Vval

Trp

Val
Glv
Glu
Val
Leu

80
Gln

Asn

Gln

1150



Gly Ala Gly
130
Ile Cys Met

145

Gly Leu Ala

"Ala Leu Gly

Val Ser Phe

185

Thr Ile Trp
210
Ala Ser Ala

225

Asn Arg Arg

Glu Gly Pro

Asn Ile Ser

275

Phe Ser Leu
290
Arg Pro Ala

305

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

<400>

5
215
PRT

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

Met

Ala

His Gln

Ala Met
150

Ala Arg

165

Leu Leu

Gly Val
Gly His
Phe Gly
230
Glu Thr
245
Pxro Trp
Ala Leu

Asp Gly

Gly Tyr
310

CZ 304402

Glu
135
Met
Trp

val

Ser

Trp
215
Ala
Cys
val

Tyr

Ala
295

Ala Glu
Ala RAla
Pro Arg

Val Leu
185

Val Trp

200

Tyr Gln

Ser Leu
Leu Glu

Arg Leu
265

Thr Gly

280

Pro Pro

val
Leu
170
Leu
Thr
Phe
Gly
Ser
250
Leu

Ala

Asp

Streptomyces griseochromogenes

5

Val Ile Gly Trp Ala Ala Leu Gly Ala

1

Tyr Val Phe Rla

Val Ser Gly

35

Val Leu lLeu

50

Trp Leu Val

65

20

Pro

Pro

Arg

5

Arg Trp Thr Ala Asp

25

Asp Gly Arg Glu Pro

40

Ala Leu Ser Met Ala

58

Arg Trp Arg Ala Glu

70

=69 -

val

Gly

Gly

Gly

Arg

Pro leu
140
Ala Cys
155
Gly Pro
Asp Ile
Arg Ala
Pro Leu
220
Ala Ala
235
Gly Ala
Ala Val

His Gly

Arg Leu
300

Phe Leu

Gly Tyr

His Arg

Val val
60

Arg Leu
75

Ala
Gly
Leu
Ala
val
205
Tyr
Arg
Ala
Val
Ala

285
Pro

Val

His

45

Gly

Ser

Thr
Lys
Arg
Glu
190
Pro
Gin
His
Leu
Gly
270
His

Glu

Ile

Leu

Phe

Leu Ser
Gly Met
160
Leu Ile
175
Pro Leu
Glu Leu
Met val
Phe Arg
240
Leu Pro
255
Gly Ala
Ile Leu

Phe Phe

Gln Val
15

Ala Asp
Ile Asp

Ala Phe

Asp Ala
80
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Leu Leu Phe Thr Gly Val Leu Phe Ala
85

Gly
90

Asn Trp Phe His Pro Val Leu Met Ala Asn

100 105

Val Gly Ser Trp Gly Pro Tyr Val Pro
115 120

Gly Lys Glu Ala Glu Leu Pro Leu Val
130 135

Vval Leu lLeu Gly Val Leu Gly Cys Cys
145 150

Glu Arg Trp Pro Gly Val Arg Pro Trp
165

Leu Thr Ala Val Ala Phe Asp Leu Ser
180 . 185

Gly Val Ser Val Trp Ala Arg Ala Leu
195 200

Gly Rla Trp Tyr Arg Ala Arg
210 215

<210> 6

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> B
tcacgaaacc ggacacac

<210> 7

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 7
catgatcgect gaaccgag

<210> 8
<211> 20

-70 -

Gly

Thr

Gln

Gln

170

Glu

Bro

Trp

Thr

Trp

Phe

vVal

155

Leu

Pro

Thr

Leun

His

Arg

Ser

140

Met

val

Phe

val

Ser

val

Gly

125

Leu

Ser

Gly

Ile

Thr
205

Pro

Trp
110

Leu

Gly

Arg

Leu

Ser

190

Leu

Leu Met
95

Gly Ala

Pro Pro

Ser Thr

Val Arg

160

Ala Phe
175

Phe Ala

Trp Arg

ig

18
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<212> DNA
<213> Streptomyces avermitilis

<400> 8
ggttccggat geccgtteteg

<210> 9

<211> 21

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 9
aactccggtc gactcecett ¢

<210> io

<211> 19

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 10
gcaaggatac ggggactac

<210> 11

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 11
gaaccgaceg cctgatace

<210> 12

<211> 43

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 12
g999gceggge cegggtgegg aggeggaaat gcecctggeg acg

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

-71-

20

21

19

18

43
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<400> 13
ggaaccgacc gcectgataca

<210> 14

<211> 46

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 14
gggggegggc ccgggtgcgg aggcggaaat gecgetggeg acgace

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 15
ggaacatcac ggcattcacc

<210> 16

<211> 18

<212> DNA.

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 16
aacccatecg agcecgete

<210> 17

<211> 17

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 17
tcggectgec aacgaac

<210> 18

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 18
ccaacgaacyg tgtagtag

-T2 -

20

46

20

18

17

18
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<210> 19

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 19
tgcaggegta cgtgtteage

<210> 20

<211> 17

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 20
catgatcget gaaccga

<210> 21

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 21
catgatcget gaaccgagga

<210> 22

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 22
aggagtgtgg tgcgtctgga

<210> 23

<211> 19

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<4900> 23
cttcaggtgt acgtgtteg

<210> 24
<211> 18

-73 -

20

17

20

20

19
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<212> DNA
<213> Streptomyces avermitilis

<400> 24
gaactggtac cagtgccc

<210> 25

<211> 46

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 25
gggggeggge ccgggtgcgg aggecggaaat gecgetggeg acgtte

Konec dokumentu

-74 -
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