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Zplisob vyroby novych avermektini, pfi némz se za podminek
a ve fermentaénim médiu vhodném pro produkci takovych
novych avermektini fermentuje Streptomyces avermitilis, u
ného? byla sniZena nebo odstranéna exprese komplexu

rozvétvena o-ketokyselina dehydrogenazy deleci, inaktivaci,
nahrazenim nebo jinou manipulaci genii zodpovédnych za

tuto expresi.
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Zplisob vyroby novych avermektini

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplusobu vyroby novych avermektinu

fermentaci.

Dosavadni stav techniky

Mikroorganismy produkuji getné farmaceutické pro-
dukty. Z téchto mikroorganismi byla podstatna pozornost
zaméfena na prislusniky rodu Streptomyces. Tato skupina
gram-pozitivnich zemnich bakterii poskytla az dosud vice nez
90 % terapeuticky uzitecnych antibiotik. Streptomycetes jsou
v ohnisku intenzivniho vyzkumu vyuzivajiciho technik klono-
vani rekombinantni DNA za ucelem izolace antibiotickych bio-
syntetickych genu, vytvoreni novych derivatl nebo hybridnich
sloucenin, izolace regulacnich genl a zkouméni regulacénich
mechanismi podilejicich se jak na primarnim, tak na sekun-

darnim metabolismu.

Streptomyces avermitilis produkuje osm rozdilnych,
ale pribuznych antiparazitickych polyketidovych sloucenin,
které jsou oznacovany nazvem avermektiny. Avermektinovy
komplex produkovany S. avermitilis obsahuje Ctyri hlavni
slozky: Ala, A2a, B2a a B2a a &tyfi vedlejsi slozky: Alb,
A2b, Blb a B2b. Struktura téchto ruznych slozek je znazor-

néna dale.



Avermektin
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Alb
A2a
A2b
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Bib
B2a
B2b
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‘sek-butyl
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sek-butyl
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sek-butyl
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sek-buty!
i;bpropyl

XL X I X

CH=CH
CH,-CH(OH)
CH,-CH(OH)
CH=CH
CH=CH
© CH,-CH(OH)
CH,-CH(OH)

Polyketidova struktura avermektinu je odvozena od

sedmi acetdtovych molekul, péti propiondtovych molekul a
jedné molekuly a-rozvétvené mastné kyseliny, kterou je bud

S(+)-2-methylmdselnd kyselina nebo iéoméselné kyselina.

oznadeni "A" se vztahuje k avermektinu, Vv némZ je 5-sub-

stituentem methoxyskupina a oznadeni "B" se vztahuje

k avermektinu, v némZ je 5-substituentem hydroxyskupina.

Oznadeni "1" se vztahuje k avermektinum, Vv nichz je dvojna

vazba pritomna v poloze 22-23 a oznacdeni "2" k avermektinim,

obsahujicim v poloze 22 vodik a v poloze 23 hydroxyskupinu.

Koneéné v poloze C-25 jsou moZné dva substituenty: v aver-



mektinech ze série "a" je pritomna sek.butylskupina (odvozena
od L—iéoleucinu) a v avermektinech ze série "b" je pritomna
1§opropylskup1na (odvozend od L-valinu). Prehled viz Fisher
M. H. a Mrozik H., 1984, "Macrolide Antibiotics", Academic
Press, kapitola 14.

Pod oznadenim "pfirodni avermektiny" se rozunéji
avermektiny produkované S. avermitilis, v nichz je substi-
tuentem v poloze 25, jak jiz bylo uvedeno, bud 1§opropylsku—
pina nebo sek.butylskupina. Avermektiny, které v poloze 25
obsahuji jinou skupinu nez 1§opropylskup1nu nebo sek. butyl-
skupinu, jsou v tomto popisu oznacovany nazvem "nové" nebo
"neprirozené" avermektiny.

Jedna metabolickd draha vedouci k témto a-rozvétve-
nym mastnym kyselinam ve forme CoA zahrnuje reakci s rozvét-
vena aminokyselina transamlnaSou, po an se provede reakce s
rozvétvend a-ketokyselina dehydrogenaSou (Alternativné mo-
hou vzniknout rozvétveny alifaticky acyl- -CoA-derivaty novou
syntézou z rozvétvenych a-ketokyselin.) Tyto metabolické

dridhy jsou zndzornény dale.
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Nedavno byl 1zolovan mutant S. avermitilis, ktery
nevykazuje Zadnou detegovatelnou aktivitu rozvétvena a-keto-
kyselina dehydrogenasy (BCKDH) v posledné uvedeném enzymu
(Hafner et al, 1988, Evropska patentova prihlaska ¢islo
podani 88300353.5 s publikac¢nim ¢islem 0284176). Tento mu-
tant byl izolovan po standardni chemické mutagenegi kmene S.
avermitilis ATCC 31 272 za pouziti screeningu na nepritom-
nost produkce 14CO2 z 14c-1 znadené 2—oxoiéokapronové kyse-
liny (analog leucinu), jako substratu. Tento mutant neni
schopen syntetizovat prirodni avermektiny, pokud se k médiu,
v némz je fermentovan neprida a-rozvétvend mastnad kyselina
nebo jeji prekursor nesouci 1sopropylovou nebo sek.butylovou
skupinu (v S-formé). Tento mutant je dale schopen produko-
vat nové &i neprirozené avermektiny pri fermentaci za vod-
nych aerobnich podminek v zivné pudé obsahujici prislusnou
alternativni karboxylovou kyselinu, jako cyklohexankarboxy-

lovou kyselinu (CHC) nebo jeji prekurgor.

Klonovani BCKDH z S. avermitilis je vysoce zaddouci.
Manipulace téchto geni pomoci technik s rekombinantni DNA by
méla umoZnit produkci prirodnich a novych avermektinu. U
nékterych kmenli by bylo moZno ocekavat zvy$eni titru prirod-
nich avermektin na zékladé zvySeni poctu kopii genu BCKDH.
Kromé toho, vytvoreni irevereéibilné blokovaného kmene bkd,
vykazujiciho permanentné vypusténou nebo modifikovanou akti-
vitu BCKDH prostfednictvim nahrazeni genu, by predstavovalo
zlepSenou alternativu k bézZnému mutantu bkd, ktery byl
ziskén, jak je uvedeno vyse, chemickou mutageneéi.

Multienzymové Komplexy a-ketokyselina dehydrogené—
Sy, tj. komplex rozvétvena a- ketokysellna dehydrogenaSa
(BCKDH) , komplex pyruvat dehydrogenaSa (PDH) a komplex a-
ketoglutarat dehydrogenaSa (KGDH), katalyzuji oxidacéni de-
karboxylace a-ketokyselin s rozvétvenym retézcem, pyruvatu a

a-ketoglutardtu, které jsou spojeny s uvolniovanim oxidu



uhli&itého a tvorbou odpovidajicich acyl-CoA a NADH (Perham,
R. N., 1991, Biochemistry 30: 8501 aZ 8512). Kazdy 2z téchto
komplexu sestava ze tfi ruznych katalytickych enzymu de~-
karboxylasy (E1), dihydrolipoamid acyltransferaSy transacy-
laSy (E2) a dihydrolipoamid dehydrogenasy (E3).

Rozvétvend a-ketokyselina dehydrogenéﬁa (BCKDH) Je
multienzymovym komplexem, ktery se sklada ze t¥i funkénich
sloZek: dekarboxylaéy (E1), transacylaSy (E2) a lipoamid
dehydrogenaSy (E3). Purifikované komplexy 2z Pseudomonas
putlda, Pseudomonas aeruglnosa a Bacillus subtilis se
skladajl ze &tyr polypeptidd. Také purifikované savdi kom-
plexy se skladaji ze &tyr polypeptldu, Ela, E18, E2 a E3.
Komplex a-ketokyselina dehydrogenaSy byl izolovan z Baci
llus subtilis vykazujlclho jak pyruvat, tak rozvétvena

a-ketokyselina dehydrogena90vou aktivitu. Tento komplex s
dvoji funkci oxiduje pyruvat a poskytuje mastné kyseliny s

rozvétvenym retézcem pro membranové fosfolipidy.

Klonovanl prokaryontnich rozvétvena a-ketokyseli-
na dehydrogenasovych gen bylo oznameno V pripadé Pseudo-
monas a Bacillus, ale nikoliv v pripadé Streptomyces.
Zzjistilo se, ze v téchto systémech vytvareji geny kédujici
BCKDH shluk v operonu. Geny komplexu BCKDH Pseudomonas
putida byly klonovany a byla stanovena nukleotidova sekven-
ce této oblasti (Sykes et al., 1987, J. Bacteriol. 169: 1619
aZ 1625 a Burns et al., 1988, Eur. J. Biochem., 176: 165 az
169 a 176: 311 aZ 317). Molekulovd hmotnost Ela je 45 289,
E1B 37 138, E2 45 134 a E3 48 164. Tyto &ty¥i geny Jjsou
spojeny do shluku o sekvenci Ela, E18, E2 a E3. Analyza
Northern blot ukazuje, Ze exprese téchto &tyf genu probihad z
jediné mRNA a Ze tyto geny tvori operon. Bezprostredné pred
poatkem Ela kédujici oblasti je zde pritomen typicky
prokaryontni konvencni (consensus) promotor, ktery umoZnuje
konstitutivni expresi genii Pseudomonas bkd. Inicidtorovy



kodon pro E1f kédujici oblast je umistén jen 40 nukleotidl
za koncem otevieného &teciho ramce (ORF) Ela. Naproti tomu
mezi ORF E1B a ORF E2 neexistuje z4dny intergenovy prostor,
ponévadz stop kodon ORF E1p predstavuje triplet bezprostred-
né predchazejici iniciatorovy kodon ORF E2. Intergenovy
prostor mezi ORF E2 a ORF E3 je redukovan pouze na dva
nukleotidy. Geny Pseudomonas bkd jsou tedy tésné spojeny.
Podobné byl klonovan operon ké6dujici dualni komplex Baci< -
\lus subtilis BCKDH/PDH (Hemila et al., 1990, J. Bacteriol.,
172: 5052 a 5063). Tento operon obsahuje &tyri otevrené
&teci ramce kédujici &tyri proteiny o velikosti 42, 36, 48 a
50 kilodalton (kDa), u nichZ byla prokadzana vysoka homologie
s podjednotkami Ela, E1B, E2 a E3 shluku Pseudomonas bkd.
Neddvno byly také klonovany a sekvenovany geny kédujici

a a B podjednotky slozky El1 dualniho multienzymoveého
komplexu BCKDH/PDH 2z Bacillus stearothermophilus (odhado-
vana molekulova hmotnost a podjednotky je priblizZné 41 000 a
B podjednotky priblizné 35 000) (Hawkins et al., 1990, Eur.
J. Biochem., 191: 337 aZ 346).

ar

g
Dale bylﬁ také publikovany sekvence &etnych euka-

ryontnich podjé%otek Ela a B BCKDH (huménniho, hovéziho a
krysiho puvodu). Nedavno bylo po¢itadovou analyzou provede-
no srovnani vsSech publikovanych sekvenci znamych pro Ela a
E1B sloZky komplexi PDH a BCKDH 2z nékolika druhu (Wexler et
al. 1991, FEBS Letters, 282: 209 az 213). Zjistila se zaji-
mava skuteénost, Ze nékolik identifikovanych oblasti a a B
podjednotek mad vysoce konzervovany charakter nejen ve vsSech
a? dosud popsanych PDH, nybrz i v jak prokaryontnich, tak
eukaryontnich komplexech BCKDH.

V tomto textu se popisuje klonovani rozvétvena a
ketokyselina dehydrogenagbvych geni ze Streptomyces aver-
mitilis. Tyto nové geny byly klonovéany za pouZiti kombinace
dvou technik molekuldrni genetiky, tj. tetézové reakce ka-
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talyzované DNA polymeragou (PCR) a zkouseni homologile

prébami (zkuSebnimi latkami), tj. prébovanim homologie
(homology probing). Prébovani homologie zahrnuje screening
cDNA nebo genomovych knihoven pomoci radioaktivné znacenych
syntetickych oligonukleotidovych proéb odpovidajicich amino-
kyselinovym sekvencim proteinu. Tato technika ma vsSak sva
omezeni, z nichZ jednim je dost pfisné omezeni, pokud se
tyce degenerace oligonukleotidu, kterého lze pouzit.
Screeningova hybridizace se kromé toho provadi za podminek
nizké stringence, takZe pocet faleSnych pozitivnich vysledku
je casto vysoky. Pro prekonani nékterych z téchto omezeni
hybridizace oligonukleotidu bylo nedavno vyvinuto variantni
probovan1 homologie, které zahrnuje fetézovou reakci s DNA
polymerasou (PCR) a které umoZnuje pouzit jako prob vysoce
degenerovanych nukleotidl. Tato metoda vyZaduje pouze zna-=
lost aminokyselinové sekvence dvou kratkych oblasti (pfi-
blizné v délce 7 aZ 10 aminokyselin) v kédovaném proteinu.
Jako primeru se pri této reakci pouziva dvou oligonukleoti-
dd odpovidajicich témto peptidovym sekvencim. Kazdého pri-
meru se miZe pouzit ve formé smési uplné degenerovanych
oligonukleotidu obsahujici vSechny mozné kodonové kombinace,
které by mohly kddovat znameé aminokyselinové sekvence. Jako
templatu pro amplifikaci se muze pouzit kteréhokoliv z né-
kolika zdroju DNA, vcCetné genomové DNA a superhelixovych
forem plaémidonch knihoven. Nékolik zpréav, které byly ne-
davno publikovany v literatufre, ukazuje u21tecnost kombl—
nace retézové reakce katalyzované polymeraéou s prébovanim

homologie pro identifikaci genu z nékolika druhu.

Technické terminy, kterych se pouziva v tomto popi-
su, jsou dobfe znamy odbornikim v oboru molekularni
genetiky. Definice téchto termint je mozno nalézt v mnoha
udebnicich a priruckédch, které se vénuji molekuldrni biolo-

gii, jako je "Genes", II. vydéani, dr. Benjamin Lewin, 1985,



John Wiley & Sons, Inc. New York, USA. Definice termini,

kterych se v tomto popisu casto pouzivd, jsou uvedeny dale.

Pod oznadenim "antibiotikum" se rozumi chemické cCi-
nidlo inhibujici rust bakteridlnich bunék. Antibiotik se
pouzivd pro selekci rekombinantnich bakterialnich bunék.

Pod oznacenim "gen registence viéi antibiotiku" se
rozumi sekvence DNA, kterad po zavedeni do hostitelské bunky,
jez je prirozené senéitivni vaéi uréitému antibiotiku,
udéluje burice registenci vacéi tomuto antibiotiku. Tento gen
byvad také oznacovan nazven "antibioticky marker"”. '

Pod oznadenim "bakteriofagy" se rozuméji viry infi-
kujici bakterie.

Pod oznadenim "CRNA" se rozumi jednoretézcova RNA,
kterad je komplementdrni vaci DNA a je z ni syntetizovéna
transkripci in vitro.

z
Pod oznacenim "chromo;om" se rozumi oddélena

jednotka genomu nesouci mnoho genu.

Pod oznadenim "klon" se rozumi velky pocet bunék

nebo molekul, které jsou identické s jednim predkem.

2 Pod pojmem "klonovaci vektor" se rozumi jakykoliv
plagmid, do kterého je moZno vlozit cizi DNA, jeZ md byt
klonovéna. Klonovaci vektor vnasi pri transformaci cizi DNA
do hostitelské bakterialni burnky.

Pod oznadenim "CoA" se rozumi koenzym A.

-
-

Pod oznadenim "kohegni (lepivé) koncova sekvence"
(Cos) se rozumi sekvence DNA pochézejici z bakteriofagu

lambda a umoznujici sbalovani in vitro.
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Pod oznacenim "kogmid" se rozumi plagmid, do néhoz

byla vlozZena bakteriofégova lambda cos mista. V duasledku
toho nize dojit ke sbaleni plasmldove DNA (nesouci cizi

ingerty DNA) in vitro ve fégovém povlaku.

Pod oznadenim "Dalton" se rozumi jednotka
hmotnosti, které se obvykle pouziva ve spojeni s rozméryb
molekul. Tato jednotka odpovida hmotnosti jednoho atomu
vodiku.

Pod oznadenim "ligace DNA" se rozumi tvorba
chemické vazby spojujici dva fragmenty DNA.

Pod oznadenim "eukaryontni bunky" se rozumé&ji bunky

vy$sich organismi, které obsahuji jadro obklopené membranou.

Pod oznaenim "shluk geni" (gene cluster) se rozumi
skupina gena, které se v chromogomu nachazeji ve fyzicke
blizkosti.

Pod oznadenim "genom" se rozumi cely soubor chromo-

éomﬁ, tj. cely soubor vSech genu jednotlivce.

Pod oznadenim "hybridizace" nebo "hybridizace
kolonii" se rozumi technika, které se pouziva pro identifi-
kaci bakteridlnich kolonii nesoucich chimérické vektory,
jejichz vloZena DNA se podobad urcité konkrétni sekvenci.

pod zkratkou "kb" se rozumi tisic bazovych para DNA
nebo RNA.

Pod oznadenim "NADH" se rozumi redukovany nikotin-
amid-adeninovy dinukleotid.
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Pod oznadenim "linker" se rozumi kratky syntéticky
duplexni oligodeoxynukleotid obsahujici cilové misto pro
jeden nebo vice restrikénich enzymi. Zavadi se do vektoru
pro vytvofeni nového polylinkeru nebo nékolikanasobného
klonovaciho mista (MCS).

Pod oznadenim "nukleotid" se rozumi stavebni kamen,

¢i monomerni jednotka, nukleovych kyselin.

Pod oznadenim "oligonukleotid" se rozumi kratky
fetézec nukleotidu. '

Pod oznadenim "operon" se rozumi Uplna jednotka
exprese a regulace bakteridlniho genu zahrnujici strukturni
geny, reguldtorové geny a kontrolni prvky v DNA rozpozna-
telné produktem nebo produkty regulatorového genu.

R S . . .
Pod oznadenim "plagmid" se rozumi autonomni extra-

chromogomdlni kruznicova DNA, kterd se sama replikuje.

2
Pod oznadenim "po&et plagmidovych kopii" se rozumi
pocet pla?midovﬁch molekul udrzovanych v bakterii pro kazdy
hostitelsky chromoéom.

Pod oznadenim "primer" se rozumi kratka sekvence
DNA nebo RNA, kterd vytvori pdr s jednim retézcem DNA a doda
volny 3'-OH konec, na némZ miZe DNA polymerééa zahdajit syn-
tézu deoxyribonukleotidového retézce.

Pod oznadenim "prokaryontni burka" se rozumi mala,
pomérné jednoduchd burika. Vétsina mikroorganismi zahrnuje
tyto bunky.

Pod oznadenim "promotor" se rozumi oblast DNA,
ktera je zodpovédnd za iniciaci nebo transkripci.
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Pod oznadenim "restrikéni enzym" se rozumi enzym,
ktery je schopen rozpoznat a rozstépit specifickou kratkou
sekvenci DNA.

Pod oznadenim "sekvence rozpozndvani a restrikce"
se rozumi sekvence DNA, kterd je specificky rozpozndna urci-
tym restrikénim enzymem. Rovnéz se oznaduje nazvem "ciloveé

misto".

Pod oznadenim "vektor shuttle" se rozumi bifunkéni
klonovaci vektor, ktery je schopen se replikovat v jednom
nebo vice alternativnich hostitelich (napriklad E. coli a
Streptomyces) .

Pod oznacenim "Southern Blotting" se rozumi postup
spo¢ivajici v prenesenl denaturované DNA z agarosového gelu
na nltroce1u1050vy filtr, kde miZe byt hybridizovana s kom-

plementdrni nukleokyselinovou prébou.

Pod oznadenim "subklonovani" se rozumi ptenaseni
klonovanych fragmentl DNA 2 jednoho typu vektoru do jiného,
napriklad z rekomblnantnlho koSmldu do plaémldu Novy re-
kombinantni plaSmld se potom tranformuje do vhodné hostitel-

ské buriky za vzniku subklonového kmene.

Pod oznadenim "transkripce" se rozumi syntéza RNA z
templatové DNA.

Pod oznadenim "transformace bakteridlnich bunék" se
rozumi ziskani novych genetickych markeru zavedenim pridavné
DNA.
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Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je zpusob vyroby nového avermek-
tinu, jehoZ podstata spo¢iva v tom, e se za podminek a ve
fermentaénim médiu vhodném pro produkci takového novéc_ho
avermektinu fermentuje Streptomyces avermitilis, u néhoz
byla sniZena nebo odstranena exprese komplexu rozvétvena
a-ketokyselina dehydrogenaSy, napriklad manipulaci, jako
deleci, inaktivaci nebo nahrazenim genu zodpovédnych za tuto

expresi.

Predmétem vyndlezu je dale zpisob vyroby nového
avermektinu, jehoZ podstata spo¢iva v tom, Ze se za podminek
a ve fermentadnim médiu vhodném pro produkci takového nového
avermektinu fermentuje Streptomyces avermitilis, v némZ byly
vypustény nebo inaktivovany geny zodpovédné za expresi

komplexu ozvétvend a- -ketokyselina dehydrogenagy



- 14 -

"y

Vo
Prehled obr‘jié vykresech

Na obr. 1 je zndzornéna nukleotidova sekvence
primerd pro Fetézovou reakci katalyzovanou polymeragou (PCR)
pouzitych pro klonovédni fragmentu genu S. avermitilis El-a
BCKDH. Dedukovana aminokyselinova sekvence kédovand kazdym
oligodeoxynukleotidem je zndzornéna nad odpovidajici sek-
venci DNA. Sipky ukazuji smés amplifikace. Na obr. 1A je

zndzornén pravosmérny primer a na obr. 1B levosmérny primer.

Na obr. 2 je uvedeno porovnani sekvenci rozvétvena
a-ketokyselina dehydrogenaSy Do vzadjemného zakrytu jsou zde
vyrovnany dedukované aminokyselinové sekvence PCR- -klonova-
ného genomového fragmentu CD503 pro Streptomyces avermitilis
(sa), Bacillus stearothermophilus (Bs), Pseudomonas putida
(Pp) a Homo sapiens (Hs). Vertikalni znacéky oznacuji totoz-
nost aminokyselin. Umisténi sekvenci odpovidajicich pravo-
smérnému a levosmérnému PCR primeru pouZitému pro klonovéani

je oznaceno nahofe nalevo a napravo.

Na obr. 3 je znadzornéna genomova restrikéni mapa,
umisténi genového shluku Streptomyces avermitilis bkd a
subklony pro tento shluk. Cerné obdélnic¢ky pod mapou ozna-
&uji umisténi a orientaci pocdtecéniho El-a-specifického
genomového fragmentu CD503 z S. avermitilis klonovaného za
pouziti PCR. Jsou zde oznaceny genomové subklony (derivaty
pGEM-3Z). Také je zde uvedeno unisténi a organizace stru-
kturnich gend bkd kédujicich podjednotky El-a (El1a), E1-8
(Elb) a E2 BCKDH. Polarita identifikovanych otevrenych
&tecich ramctd (ozna&enych obdélniéky) je zleva doprava.
Pouziva se téchto zkratek: B = BamHI, E = EcoRI, K = KpnI,
Bg = BglII a S = SphlI.

Na obr. 4A, 4B, 4C, 4D, 4E a 4F Jsou uvedeny

nukleotidové sekvence a dedukované transla¢ni produkty
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2 728bp genomového DNA fragmentu z S. avermitilis obsahu-
jici otevrené &teci ramce (ORF) El-a, El1-f a E2 (zcéasti)
bkd. El-a ORF lezi od polohy 403 do polohy 1548 této
sekvence, E1-8 ORF leZi od polohy 1622 do polohy 2 626 a E2
ORF zad&inad v poloze 2 626. Nukleotidy Jjsou ¢islovany nad
radky sekvence. Stop kodony jsou oznaceny hvézdic¢kou. Prav-
dépodobné Shine-Dalgarnovy ribosomalni vazebné sekvence jsou
podtrZeny. Sekvence rozpoznavané a Stépené restrikénim

enzymem BamHI jsou oramovany.

Na obr. 5 je uvedena nukleotidova sekvence a dedu-
kované translaéni produkty 0,8kb BglII-SphI genomového DNA
fragmentu z S. avermitilis (pCD539) obsahujiciho ¢ast E2 bkd
ORF. 251 bp bylo podrobeno sekvenaci, po¢inaje od mista
BglII (je oramovano). Nukleotidy jsou ¢islovany nad radky

sekvence.

Na obr. 6 je znazornéna nukleotidova sekvence PCR
mutagenniho (pravosmérného) a univeréélniho (levosmérného)
primeru pouzitého pro konstrukci pT7 derivatt pro heterolog-
ni expresi geni z S. avermitilis bkd v E. coli. PCR primeru
bylo pouZito pro zavedeni restrikéniho mista NdeI v misté
transladniho start kodonu otevieného ¢teciho rémce El-a nebo
E1-f S. avermitilis bkd (dvojice primeru 55 : 31 a 56 :

30). Dedukovand aminokyselinova sekvence kédovana kazdym
mutagennim oligodeoxynukleotidem je uvedena nad odpovidajici
sekvenci DNA. Jsou zde také uvedeny restrikéni a rozpozna-
telné sekvence. Sipkami je zndzornén smér amplifikace. Na
obr. 6A jsou znadzornény pravosmérné mutagenni primery a na

obr. 6B levosmérné mutagenni primery.

Nasleduje podrobny popis tohoto vynalezu.
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Nové postupy klonovéani genu S. avermitilis bkd a
stanoveni primarni struktury genu kédujicich multienzymovy
komplex S. avermitilis BCKDH jsou popsény dale.

Nejprve se zkonstruuji dva PCR primery oznacené
nazvy "pravosmérny" a "levosmérny" (viz obr. 1) nad konzer-
vovanymi oblastmi identifikovanymi ze sefazeni nékolika
dedukovanych sekvenci El-a BCKDH peptidu 2z raznych druht a
dostupnych z literatury. PCR produkt o délce priblizZné 0,2
kb se deteguje amplifikaci genomové DNA z S. avermitilis za
pouziti jak pravosmérného, tak levosmérného primeru. PCR-
amplifikovany fragment DNA se potom klonuje do E. coli
vektoru pGEM—BZ za vzniku rekombinantniho plaSmldu pCD503.
Potonm se plasmld pCD503 transformuje do E. coli DH5-a
kompetentnich bunék. Jeden z transformantd se oznac¢i jako
kmen CD503. Sekvenovani DNA klonovaného fragmentu DNA CD503
ukazuje existenci otevrieného &teciho ramce s dedukovanym
peptidem, ktery je vysoce homologicky vzhledem k El-a BCKDH
podjednotce (viz obr. 2). Klonovaného fragmentu genomové DNA
CD503 se potom pouZije jako proby pro screening chromogomové
knihovny S. avermitilis hybridizaci kolonii. Jsou identifi-
Kovany &tyfi kosmidové klony, toti# CD518, CD519, CD520 a CD
521. Restriéni analyza a analyza Southern Blot ukazuje, Ze
tyto ¢tyfi klony nesou prekryvajici se genomoveé fragmenty.
DNA sekvenovani hnizdovych deleci ze subklonovanych genomo-
vych DNA fragmentu (jak je to podrobné vysvétleno v pfikladu
8) ukazuji, Ze sekvence CD503 je soud¢dsti Uplného shluku
genl bkd. Klonované geny S. avermitilis bkd zahrnuji oblast
chromoéomu o délce priblizné 15 kb (viz obr. 3). Analyza
sekvence DNA ukazuje pritomnost pravdépodobnych transkripé-
nich promotorovych sekvenci a strukturnich geni BKD uspora-
danych do shluku, ktery je organizovan nasledujicim
zplisobem: promotorovd sekvence, ORF El-a, ORF E1-B a ORF E2
(viz obr. 4 a 5).
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Kone&né se uplny shluk genl S. avermitilis bkd
klonuje za silny promotor T7 z Escherichia coli pro expresi
v hostiteli E. coli. Podobné se také klonuji otevriené cteci
ramce pro El-a a E1-f, a to bud oddélené nebo dohromady za
promotor T7 a kazdy ze ziskanych konstruktl se zkousi na
expresi. Nové PCR mutagenni primery pouzité pro zavedeni
jediného restrikéniho mista NdeI na ATG translac¢nim startu
ORF El-a a ORF E1-B jsou podrobné popsany v prikladu 9 (viz
téz obr. 6). Studie s dudlnim plaémidov?m T7 expresnim
systémem ukazuje, Ze alespon dva otevrené &teci ramce shluku
geni (El-a a E1-B) z S. avermitilis bkd CD503 jsou plné
prelozitelné pri expresi v E. coli. Kromé toho enzymaticka
stanoveni zaméfena na specifickou analyzu sloZky El1 komplexu
BCKDH jednoznacéné potvrzuji, Ze dva z rekombinantnich klonua
E. coli (jeden, ktery nese cely shluk genu bkd, a druhy,
ktery nese spoledné& otevieny cteci ramec El-a a E1-8) ob-
sahuji BCKDH-specifickou enzymatickou aktivitu (viz tabulka
I).

V tomto popisu se uvadi izolace genu bkd z produ-
centu avermektinu, kterym je Streptomyces avermitilis. Genom
streptomyces je rozmérny (asi 104 kb), coZ je vice neZ dvoj-
néasobek ve srovnani s genomem Escherichia coli. Genom strep-
tomycetes se skldda z DNA s velmi vysokym celkovém obsahem
guanosinu a cytosinu (G + C), ktery ¢ini v prﬁbéhu az 73 % a
v nékterych oblastech vice neZ 90 %, coz je hodnota blizici
se horni mezi pozorované v pfirodé. Tyto vyrazné charakte-
ristiky vyZaduji vyvoj rekombinantni DNA techniky specificky
prizplsobené streptomycetes. Priklady takového usili je
moZno nalézt v patentové prihlédsce USA s poradovym cislem
08/048719, podané 16. dubna 1993 a v patentové pfrihlasce USA
s poradovym ¢islem 08/032925 podané 18. b¥ezna 1993. Uvedené
prihlasky jsou zde citovany ndhradou za preneseni jejich

celého obsahu do popisu tohoto vynalezu.
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Jiné techniky, které jsou specificky optimaliéovény
pro Ucely tohoto vyndlezu, jako je PCR, amplifikace genomové
DNA, tvorba hnizdovych deleci, sekvenovani DNA a heterolo-
gickad exprese genu S. avermitilis bkd v E. coli, jsou pod-

robné popsany v prikladové ¢asti tohoto popisu.

Uplny popis experimentadlnich stupnt provadénych pri
klonovéani genll S. avermitilis bkd a dosazené vysledky jsou

uvedeny dale:

(a) Identifikace konzervovanych oblasti v podjednotce
peptidu El-a BCKDH, které by mohly slouZit jako poten-—

cidlni mista pro navazani PCR primeru

&tyri peptidové sekvence El-a BCKDH, tj. z &lovéka
(Fisher et al., 1989, J. Biol. Chem. 264:3448-3453), krysy
(zhang et al., 1987.. J. Biol. Chem. 262: 15220-15224),
Pseudomonas putida (Sokatch et al., 1988, Eur. J. Biochem.
176: 311-317) a Bacillus stearothermophilus (Perham et al.,
1990, Eur. J. Biochem., 191: 337-346) se seradi do zakrytu,
aby bylo mozZno identifikovat konzervované oblasti, které by
mohly slouZit jako potencidlni sekvence pro konstrukci odpo-
vidajicich PCR primerii. PoitaCovd analyza pro identifikaci
oblasti podjednotky El-a, které jsou vysoce konzervovany jak
v prokaryontnich, tak eukaryontnich komplexech BCKDH, se
provédi za pouziti program@ LineUp a Pretty 2z baliku pfo—
gram@ pro analyzu GCG sekvence (Madison, WI, USA). Ze se-
Tazeni téchto &tyfr El-a BCKDH peptidl je zrejmé, Ze existu-
je nékolik oblasti s prodlouZenou homologii (Wexler, I. D.,
et al., 1991, FEBS Letters, 282: 209-213). Thiaminpyro-
fosfatovy vazebny motiv (Perham et al., 1989, FEBS Letters,
255: 77-82), umistény mezi humdnnimi El-a aminokyselinami 182
a? 229 a oblast zahrnujici fosforylaéni mista 1 a 2 V roz-
mezi aminokyselin 245 aZ 289 Jjsou pozoruhodné konzervovany
ve véech &tyfech analyzovanych peptidech El-a BCKDH. Také Jje
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zde pritomna jiZ drive popsanéd oblast s vysokou homologii,
kterd lezi v rozmezi aminoyseliny 291 aZ 307. Tato oblast se
zdd byt jedineénou pro a-ketokyselina dehydrogenégy, které
obsahuji jak a-, tak B-podjednotky a neni homologicka s
3adnou sekvenci v E. coli PDC El1 nebo ve sloZkdch El a-keto-
glutarat dehydrogenéﬁbv?ch komplext E. coli a kvasinek, cozZ
jsou dimery, které se skladaji pouze z jediného El
polypeptidu. 2z vys$e uvedenych duvodl se predpoklada, ze po-
sledné uvedena oblast homologie bude hrat roli pri inter-
akci podjednotky (Patel et al., 1991, FEBS Letters, 282: 209
az 213). Konzervované oblasti zvolené pro konstrukci PCR
primeru kéduji aminokyselinoveé zbytky 192 az 200 a 370 aZ
376 humanniho El-a BCKDH proteinu.

(b) Konstrukce novych oligonukleotidll vyrobenych na konzer-
vovanych oblastech El-a BCKDH, kterych ma byt pouZito

jako PCR primeru

Jak jiz bylo uvedeno vyse, pri studii serazenl ctyr
El-a BCKDH peptidovych sekvenci se zvoli dvé konzervované
oblasti. Pravosmérny PCR primer (obr. 1) se zkonstruuje na
oblasti zahrnujici aminokyseliny 192 az 200 z humdnni El-a
BCKDH podjednotky, které se pouZije jako reprezentativniho
modelu El-a BCKDH podjednotky. Tyto aminokyseliny jsou
umistény v thiaminpyrofosfatovém vazebném motivu. Levo-
smérny PCR primer (obr. 1) se zkonstruuje na oblasti '
zahrnujici aminokyseliny 370 aZ 376 El-a BCKDH podjednotky.
Posledné uvedend aminokyselinova sekvence je umisténa v
blizkosti C-terminalni oblasti peptidu. Pouziva se prira-
zeni kodonu genu Streptomyces (F. Wright a M. J. Bibb, 1992,
Gene, 113: 55 aZ 65). U 5' konce kaZdého primeru je umisténa
sekvence rozpoznavana restrikénim enzymem (EcoRI u pravo-
smérného primeru a XbaIl u levosmérného primeru), ktera
usnadnuje klonovani PCR produktu. Uplnd sekvence pravosmeér-
ného PCR primeru je
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5 ' -GAATTCGGCGACGGCGCCACCTCCGAGGGCGAC-3"'
a Uplna sekvence levosmérného PCR primeru Jje
5 ' -TCTAGACCGCAGGTGGTCCGGCATCTC-3".

Sekvence, které nejsou homologické vzhledem k El-~a
bkd genim, zavedené do primert pro ucely klonovani jsou
podtrZeny (viz obr. 1).

(c) PCR amplifikace fragmentu genomové DNA S. avermitilis

Genomova DNA S. avermitilis se eZnymaticky
amplifikuje za reakénich podminek vhodnych pro DNA s vyso-
kym obsahem GC, které umozrniuji uc¢innou a specifickou ampli-
fikaci DNA ze streptomycetes (viz priklad 2). PCR se prova-
di za pouziti kombinace primerl popsané vySe (pravosmérny
primer: 5 ' ~GAATTCGGCGACGGCGCCACCTCCGAGGGCGAC-3"' a levosmér-
ny primer: 5 ' -TCTAGACCGCAGGTGGTCCGGCATCTC-3"'). Amplifikacni
produkty se frakcionuji podle velikosti elektroforézou na
agarosovém gelu. Za PCR podminek popsanych vySe a za pouziti
vySe uvedené kombinace primerl se deteguje jediny pas DNA (o
délce priblizné 250 bazovych paru).

(d) Klonovéani amplifikovaného fragmentu genomové DNA do klo-
novaciho vektoru Escherichia coli a nasledujici transfor-
mace do hostitele E. coli

Jak jiz bylo uvedeno vyse, do pravosmérného PCR
primeru se pro usnadnéni klonovani zavede restrikéni misto
EcoRI, pricemz u 5' konce levosmérného primeru je pritom-
no restrikéni misto XbaI. Pokusy o klonovani 0,25 kb PCR
frggmentu za pouziti liga&niho postupu, pri némz se jak
inéert, tak klonovaci vektor &tépi EcoRI a XbaI, vSak nejsou



Uspésné. Proto se pro klonovani 0,25 kb PCR fragmentu
pokusné pouzije alternativniho postupu zahrnujiciho pouziti
fragmentu Klenow DNA polymerééy T za ucelem vytvoreni
tupych koncl ve fragmentu PCR. Po vlozeni fragmentu s tu-
pymi konci do Smal- linearizovaného E. coli vektoru s tupymi
konci (pGEM-3zZ[f+]) se 1zoluje jediny rekomblnantnl klon
tvoreny rekombinantnim plasmldem pCD503. PlaSmld pCD503 se
potom tranformaci zavede do E. coli DH5-a-kompetentnich
bunék. Zvoleny transformant se ozna¢i jako kmen CD503.
Potvrzujici restrikéni analyza ukazuje, Ze plaémid pCD503
izolovany z E. coli kmene CD503 skutedné obsahuje 0,25kb
ingert z S. avermitilis. .

(e) Subklonovéni 0,25kb PCR-amplifikovaného DNA inéertu do

bakteriofdgu M13, sekvenovani DNA klonovaného fragmentu

a identifikace bkd-specifickych sekvenci

:Z
0,25kb 1nsert pritomny v plasmldu pCD503 se subklo-

nuje do bakteriofdgu M13. Prji_tom se nejprve 1nSert uvolni z
E. coli vektoru Stépenim pCD503 pomoci EcoRI a Pstl, tj.
dvéma restrikénimi enzymy, jimiZz rozpoznatelné sekvence jsou
pfitomny v nékolikandsobném klonovac1m misté vektoru pGEM na
obou strandch klonovaného 1nSertu Tento specificky fragment
se potom klonuje do EcoRI a PstI zpracovanych vektoru M13
mpl8 a mpl9. Klonovani do obou vektoru zajlstuje moznost
produkovat jednoretézcovou DNA obou retézcl 1n§ertu DNA pro
sekvenovani. Jeden klon obsahujici specificky 1n§ert vybrany
z mpl8 transfekéniho experimentu se oznac¢i jako kmen CD505.
Jiny klon, ktery také obsahuje specificky inéert, ale vybra-
ny z mpl9 transfekéniho experimentu, se oznac¢i jako CD506.
Sekvenovani DNA se provadi metodou zahrnujici terminaci
dideoxynukleotidovych retézcl. Za pouziti jednoretézcového
DNA templatu a soupravy TagTrack kit (Promega) ve vsSech
pripadech se sekvenuji oba retézce DNA, tj. jeden ziskany z
klonu CD505 a komplementdrni fetézec ziskany z klonu CD506.



Kodonova preferenéni analyza (balik software programil GCG
Sequence Analysis, Madison, WI, USA) sekvenaénich dat ziska-
nych z kloni CD505 a CD506 ukazuje pritomnost otevieného
&teciho ramce vykazujiciho spravné pouziti v kodonu u genu

streptomycetes.

Potom se pravdépodobny otevreny ¢teci ramec
prelozi do aminokyselinové sekvence za pouziti programi Seq
and Translate, IntelliGenetics Suite software (Intelli-
Genetics Inc. Mountain View, California, USA). Nakonec se
provede zjistovani podobnosti zkoumané peptidové sekvence
pomoci databanky a programu FASTDB ze software IntelliGene-
tics. VSechny reserse v databance, at jiZ se prohledavaji
databanky DNA (GenBank a EMBL) nebo proteinové databanky
(PIR a Swiss-Prot) neomylné ukazuji, Ze sekvence ziskana z
klonu CD503 je vysoké homologické, ale nova a odlisnad od
véech ostatnich El-a BCKDH peptidl uvedenych v téchto data-
bankach, at jiZ se jednd o peptidy prokaryontniho nebo
eukaryontniho pivodu. Na obr. 2 jsou do vzajemného zakrytu
vyrovnany El-a BCKDH peptidové sekvence 2z ¢lovéka, krysy,
Pseudomonas putida a Bacillus stearothermophilus, a je zde
zndzornéna nova peptidova sekvence Streptomyces avermitilis
El-a BCKDH CD503. Z vy3e uvedenych dat je mozno ucinit
zavér, Ze 250 bp genomovy PCR produkt z S. avermitilis
klonovany v E. coli kmene CD503 skutecné predstavuje novy
El-a bkd genovy fragment. -

(f) Klonovani uplného genového shluku 2z S. avermitilis bkd,
restrikce a analyza Southern Blot a konstrukce chromo-
4
Somové mapy

P#ibliZné 0,25 kb dlouhy BamHI/EcoRI DNA fragment z
pCD503 nesouci El-a bkd specifickou sekvenci DNA z S.
avermitilis se pouZije jako radioaktivné znacené préby pro

. . Z . . . cysqs
screening genomové kosmidove knihovny S. avermitilis pro-
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stfednictvim hybridizace kolonii. Jsou identifikovany

a ziskany &tyri klony (CD518, CD519, CD520 a CD521). Analyza
restrikci a hybridizac® Southern Blot ukazuje, Ze tyto ctyri
klony obsahuji prekryvajici se sekvence pochdzejici ze stej-
né chromogomove oblasti. Stejné préby se pouzije za podmlnek
vysoké stringence proti Southern blotim Stépené chromogomove
DNA z S. avermitilis ATCC 31272. Posledné uvedena analyza
potvrzuje totoZnost téchto klonu ziskanych z genomové
knihovny. Restrikéni mapa genomové oblasti obsahujici

sekvenci S. avermitilis CD503 je zndzornéna na obr. 3.

(g) Subklonovani genomovych DNA fragmentu ziskanych z klonu
CD518 a CD521 a sekvenovani DNA z chromogomalni oblasti
z S. avermitilis nesouci bkd genovy shluk

Genomové fragmenty (o délce 1 az 2 kb) pokryvajici
celou oblast CD503 bkd chromoéomu S. avermitilis se subklo-
nuji z klond CD521 a CD518 z DNA knihovny do E. coli vek-
toru pGEM-3Z. Seznam subklonll zkonstruovanych béhem této
prace zahrnuje nasledujici kratky popis kazdého pla;mldu' 1.
plasmld pCD528 obsahuje 7kb BamHI fragment subklonovany z
pCDh518; 2. plaSmld pCD545 obsahuje 2,3kb SphI fragment sub-
klonovany z pCD528; RplaSmld pCD550 obsahuje 6kb SphI frag-
ment subklonovany z pCD521; 4. plasmid pCD559 obsahuje 7kb
BamHI fragment subklonovany z pCD521; 5. plaémid pCD574

bsahuje 4,2kb SphI-BglII fragment subklonovany z pCD550; a
plasmld pCD577 obsahuje priblizné 10,4kb 1nSert Tento
1nsert obsahuje dva znovu spojené sousednil genomové frag-
menty: 4,2kb SphI/BglII fragment subklonovany z pCD550
a 6,2kb BglII/BamHi fragment subklonovany z pCD559. TotozZ-
nost kazdého subklonu se potvrdi pomoci restrlkcnlho mapo-
vani, hybridizace Southern a analyzy PCR plaSmldu Pro
stanoveni nukleotidové sekvence se pouZije Sangerovy metody
terminace retézcli. K tomuto ucelu se genomové fragmenty S.
avermitilis subklonuji do bakteriofagl M13mpl8 a M13mpl9 za
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G&elem stanoveni sekvence obou retézcu DNA. Z pGEM-odvoze-~
nych klond uvedenych vy$e se izoluje nékolik DNA restrikc-
nich fragmenti a ty se liguji do M13mpl8 a M13mpl9, za
vzniku nasledujicich rekombinantnich fagu:

CD535: 0,40kb S.avermitilis DNA fragment klonovany
PCR za pouZiti pCD528 DNA jako templatu, specifického prime-
ru 29- PCR -EX (5'—aaGAATTCTCGAGCTGGCCCACAAGGCCGTCGGCTAC 3')
a unlversalnlho primeru 31-PCR-BP (viz priklad 9 a obr. 6).
Amplifikovany fragment se &tépi EcoRI a PstI a klonuje do
EcoRI/PstI linearizované M13mpl8 DNA.

CD536: podobny DNA fragment, jaky Jje popsan vyse,
klonovany do M13mpl9 DNA.

CcD537: 1,15kb Sall DNA fragment nesouci sekvenci
CD503 subklonovanou z pCD528 do M13mpl8.

CD538: 1,15kb Sall pCD528 DNA fragment (umistény
pred 1,15kb Sall fragmentem popsanym vyse) klonovany do
M13mplS8.

CD539: 1,5kb BamHI/BglII DNA fragment subklonovany
z pCD550 do M13mpl8.

CD540: podobny DNA fragment, jaky je popsan vyse,
ale klonovany do M13mpl8 s opacnou orientaci.

CD541: 0,35kb SalI/BamHI DNA fragment subklonovany
z pCD528 do M13mpl8.

CD542: 0,35kb Sall/BamHI DNA fragment subklonovany
z pCD528 do M13mpl9.
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CD553: 0,8kb BamHI/BglII DNA fragment subklonovany
z pCD550 do M13mpl8.

CD554: 1,1kb BamHI DNA fragment subklonovany z
pCES550 do Mi3mpl8.

CD555: podobny DNA fragment, jako je fragment

popsany vySe, ale klonovany do M13mpl8 s opaénou orientaci.

CD558: 0,8kb BamHI/HindIII DNA fragment subklono-
vany z pCD553 do M13mp19.'

CcD561: 1,15 kb Sall DNA fragment subklonovany 2z
pCD537 do M13mpl8 (opaénad orientace ve srovnani s orientaci
pritomnou v konstruktu CD537).

CD565: 1,15kb SalIl DNA fragment subklonovany 2z
pCD537 do Mi3mplo.

CD566: 1,15kb Sall DNA fragment subklonovany z
pCD537 do M13mpl9 (opadnd orientace neZ Jje pritomna v kon-
struktu CD565).

CcD567: 1,15kb SalIl DNA fragment subklonovany z
pCD538 do M13mplo.

CcD582: 0,8kb BamHI/BglII DNA fragment subklonovany
z pCD550 do M13mpl8 (opaéna orientace nez je pritomna v kon-
struktu CD553).

Z :
Genomové ingerty S. avermitilis nesené témito klony
se potom zkrati plisobenim enzymu Exonuclease III za vzniku
série subklont ("hnizdové delece", viz priklad 8).
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(h) Poditacova analyza dat ze sekvenovani DNA ziskanych pri
analyze klonovanych fragmentd DNA a identifikace otevre-

nych ¢tecich ramcu S. avermitilis El-a, E1-B a E2 bkd

Nukleotidova sekvence 2,7kb genomové oblasti S.
avermitilis obsahujici geny bkd je znazornéna na obr. 4.
Klouzava analyza sloZeni (sliding base composition analysis)
2,7kb genomové oblasti obsahujici oteviené &teci ramce (ORF)
S. avermitilis El-a, E1-B a E2 (zcasti) bkd se provede Ha
pouziti software "DNA Inspector". Tato analyza poskytuje
profil zahrnujici béZny prﬁmérny obsah (running average)
G+C za pouziti protaZené délky (stretch length) 30 bézf
a presahové hodnoty (offset value) 20. Celkovy obsah G+C
odpovidajici této oblasti chromogomu S. avermitilis je 72 %.
Nizkd& sedlova hodnota "valley" G+C (obsah G+C asi 50 %)
indikativni pro promotorovou oblast lezi bezprostred-

né pred otevrenymi ¢&tecimi ramci bkd.

Také se analyzuje obsah G+C Vv zavislosti na poloze
kodonu. Oteviené Cteci ramce se deteguji za pouziti programu
"codonPreference" (Genetics Computer Group, Madison, WI,
USA) a za pouziti tabulky "Streptomyces codon usage" pro 64
geni (F. Wright a M. J. Bibb, 1992, Gene, 113: 55 az 65).
Program CodonPreference je ramcové specificky hledac genu,
ktery se snazi rozpoznat kédujici sekvence proteinu na za-
kladé jejich podobnosti s tabulkou kodonovych frekvenci nebo
na zdkladé kompozi&ni tendence (obvykle GC) ve 3. poloze
kazdého kodonu. Oteviené &teci radmce jsou znazornény jako
¢tverecky pod grafem prisluénych &tecich réamcu. Také se
deteguji véechny start kodony (ATG) a stop kodony (verti-
kalni &arky). Pod kazdym grafem ORF Jsou také oznaceny
vzacné kodony nalezené v kazdém otevieném ¢tecim ramci.
Obsah G+C se vypo&itd za pouziti klouzavého okénka (sliding
window) 25 kodonl, takZe se oCekdva interval (lag) asi 25

kodonil pred kédujici oblasti proteinu. Ziskaji se nasle-



dujici t¥i profily: 1. prvni poloha v tripletu; 2. druha
poloha v tripletu a 3. treti poloha Vv tripletu. Na zakladé
této analyzy se lokalizuji trfi oteviené Cteci ramce bkd,
které odpovidaji ndsledujicim podjednotkam BCKDH: El-a,
El1-B, E2 (obr. 4 a 5).

(i) Konstrukce novych oligonukleotidu pro pouziti jako pri-

merd pri mistné orientované mutagene;1 na bazi PCR

Pro zavedeni restrik&niho mista NDE1 v pocatecnim
nisté translace (ATG) otevreného ctec1ho ramce El-a a El B
se pouzije mistné orientované mutagenege na bazi 11nkerove
nebo PCR techniky. Zkonstruuji se nasledujici nové oligo-
nukleotidy (viz priklad 9 a obr. 6):

-

Z .
Levosmérné universalni (vektorové) primery:

30-PCR-BP: 5'-AAGGATCCTGCAGCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGA-3'
31-PCR-BP: 5'-AAGGATCCTGCAGACAGCTATGACCATGATTACGCCA-3'

Pravosmérné mutagenni primery:

§5-PCR: 5'-AAGAGATCTCATATGACGGTCATGGAGCAGCGG-3'
56-PCR: 5'~-AAGAGATCTCATATGACCACCGTTGCCCTGAAG-3'
z i
() Mistné orientovand mutagenese genl S. avermitilis bkd
za uUcelem vytvofeni nového restrikéniho mista NDEI pred
otevienym ¢tecim ramcem

- Jako expresnich plaémidﬁ se pouzije derivatu
plaémidu pt7-7 (viz S. Tabor, 1990, Current Protocols in
Molecular Biology str. 16.2.1 aZ 16.2.11, Greene Publishing
and Wiley - Interscience, New York) nesoucich otevrené cteci
rémce El-a, E1-f nebo El-a + E1-B nebo Uplny shluk genu S.
avermitilis bkd. Restrikéni mista NdeI se vytvori mistné
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)
orientovanou mutageneéi na bazi PCR. Pro tuto studii se
zkonstruuje nasledujicich pét expresnich plagmidﬁ:
_¥¥)

Plagmid pCD670: derivat pt7-7 nesouci otevreny
&teci ramec S. avermitilis El-a bkd (ORFl). Do genu S.
avermitilis El-a bkd se zavede restrikéni misto NdeI u start
kodonu ATG amplifikaci a soucasnou mutagene%i za pouziti PCR

mutagenniho primeru 55-PCR (viz p¥iklad 9 a obr. 6).

Plasmid pCD666: derivat pt7-7 nesouci otevreny
&teci ramec S. avermitilis E1-B bkd (ORF2). Do genu S.
avermitilis E1-p bkd se zavede restrikéni misto NdeI u start
kodonu ATG amplifikaci a soucasnou mutagenesi za pouziti PCR
mutagenniho primeru 56-PCR (viz priklad 9 a obr. 6) pro
dosaZeni optimalni exprese tohoto otevieného ¢teciho ramce
se treti poloha kodonu 7 zméni z C na G za vzniku synonym-
niho kodonu podobajiciho se kodonu pouZitému v E. coli.

Sekvence peptidu E1-B neni touto zménou ovlivnéna.

Plasmid pCD736: derivat pt7-7 nesouci spolec¢né jak
otevreny &teci ramec El-a (ORF 1), tak E1-B (ORF 2),
kterézto ORF jsou pod kontrolou T7-promotoru.

Plasmid pCD705: tento plasmid se podoba plasmidu
pCD736, ale obsahuje 3' polovinu otevreného ¢teciho ramce
E1-B ve Spatné orientaci. Tohoto konstruktu se pouziva jako
negativni kontroly pfi experimentdlni expresi.

Plasmid pCD785: derivat pt7-7 nesouci uUplny shluk
genlt S. avermitilis bkd.

(k) Exprese otevienych &tecich ramci S. avermitilis bkd
v E. coli za pouziti dudlniho plasmidoveého expresniho
systému T7

7]
%) Dale v {extu -/2(!) ,',maa‘agen'ié X

. - . [p ".; o
*,\5} DQ’/( Y t’.iﬂ'?(:“ "’2‘4? it 161'32”“0{ *
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Exprese genl S. avermitilis bkd v E. coli se prove-
de za pouziti dudlniho plasmidového systému T7 RNA polymeré—
éa/promotor v podstaté, jak je popsédn v S. Tabor, 1990 v
current Protocols in Molecular Biology, str. 16.2.1 aZ
16.2.11, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York,
USA. Analyzuji se derivaty E. coli C600 (pGP-1) obsahujici
odligéné konstrukce pT7-7. Pro monitorovani exprese otevrie-
nych &tecich ramcu z S. avermitilis v hostiteli E. coli po
tepelné indukci se pouZije elektroforézy na polyakrylamido-
vém gelu za pouziti natriumdodecylsulfatu (SDS-PAGE).
Analyza metodou SDS-PAGE proteinového profilu po indukci
vykazuje nadexpresi indukovanych peptidl, které maji veii—
kost podobnou pfedvidané hodnoté (na zakladé dedukce 2z odpo-
vidajici sekvence DNA) pro otevreny cteci ramec El-a a E1-f:

Predvidana Pozorovana
velikost velikost
(Da) (Da)
ORF1 (El-a) 41 000 41 000
ORF2 (E1-B) 35 000 34 000

(1) Detekce aktivity E1 S. avermitilis BCKDH pomoci speci-
fického stanoveni v surovém extraktu rekombinantniho
klonu E. coli

Vysledky (priklad 11) jsou sumarizovany v tabulce
I. El-specificka stanoveni BCKDH provadéna na surovych
extraktech bunék E. coli nesoucich pCD736 vykazuji vyznam-
nou El-aktivitu po indukci promotoru T7. Podobna kultura
nesouci konstrukt, v némZ je cast ingertu umisténa ve Spat-
né orientaci (pCD705) vykazuje aktivitu, jejiz uroven odpo-
vidd pozadi.
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Kromé toho enzymatickd stanoveni ukazuji, Ze suro-
vé extrakty z kmene E. coli obsahujiciho plasmid pCD685 také
vykazuji vyznamnou aktivitu E1 BCKDH (vice nez desetinasob-
nou, vzhledem k dUrovni pozadi). Analyzuje se také neinduko-
vana kultura tohoto klonu, a zjisti se, Ze zdkladni turoven
aktivity je o dvojnasobek hodnoty pozadi vys$s§i neZz hodnota
pozadi. Tento vysledek je ocekavan, ponévadz o systému T7 je
znamo, Ze umoZiuje nizkou konstitutivni expresi klonovanych

gent i za neindukovanych podminek.

Klonovany shluk genlt Streptomyces avermitilis bkd
je uziteé&ny pri zlepSovani pfirozené produkce avermektinu
prostfednictvim zvyseni poctu kopii téchto genl nebo optima-
lizace jejich exprese v produk¢nich kmenech. Jeden z moZ-
nych pristupd pro dosaZeni G¢inné exprese klonovanych genl
bkd zahrnuje vloZeni téchto geni do mnohakopiového E. coli/
streptomycetes shuttle vektoru (napriklad plasmidu pCD262,
Denoya C. D., 1993, "Novel Baacterial Plasmids Shuttle
Vectors for Streptomycetes and Escherichia coli" US paten-
tova prihlaska &. 08/032,925, podana 18. brezna 1993) tak,
e jsou geny transkribovany ze silného promotoru. Tento
postup zajistuje uc¢innou transkripci genu. Kromé toho lze
navrhnout uréité strategie zaruéujici G¢innou expresi. Tyto
strategie zahrnuji nasledujici faktory: a) silu promotoru,
b) stabilitu mRNA, c) pritomnost nebo nepritomnost regulac-
nich faktorti, d) indukovatelnost a e) mistné orientovanou
mutagenesi pro zlepseni rozpozndni ribosomu a translace
signaltl iniciace. Expresi genu bkd by také bylo mozno opti-
malizovat nahrazenim promotoru divokého typu a regulacénich
oblasti odlisnymi promotory za pouziti technik vymény genu.
V literatufe je uvedeno mnoho prikladl uziteénych promoto-
rii, kterych by bylo moZno pouzit pro optimalizaci exprese
novych geni S. avermitilis bkd popsanych v tomto textu,
napriklad silny ermE promotor (Hopwood et al., 1985,
"Genetic Manipulation of Streptomyces: A Laboratory Manual",
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The John Innes Foundation, Norwich, Velkad Britéanie) a thio-
streptonem indukovatelny tipA promotor (Murakami et al.,
1989, J. Bacteriol, 171, 1459-1466). Kromeé toho inaktivaci
bkd genll s pruvodni absenci aktivity BCKDH, které se dosa-
huje vypusténim mistné orientované mutagenese za pouziti
technik vymény genli, se vyvinou zlep$ené nevratné blokované
kmeny Streptomyces avermitilis bkd, které jsou uzZitecné pri

produkci novych avermektind.
Vynalez je bliZe objasnén v ndsledujicich prikla-
dech provedeni. Tyto priklady maji vyhradné ilustrativni

charakter a rozsah vyndlezu v Z&dném sméru neomezuji.

Priklady provedeni vynalezu

Nasledujici pfiklady predstavuji podrobné pri-
klady experimentdlnich postupl pouZitych pro klonovani a
analYgu gent bkd z S. avermitilis, které jsou rovnéz ilustro-
vany gﬁpfiloéenYCh vykresech. Pfidavné podrobnosti standard-
nich technik, které jsou dobfe znamy odbornikim v oboru
molekuldrni biologie a oznadovani specifickych enzymi je
napriklad popséno v latoratorni priru¢ce "Molecular Cloning,

Maniatis et al. (Cold Spring Harbor Laboratory, 1989).
priklad 1
Priprava genomové DNA z S. avermitilis
Mycelium S. avermitilis ATCC 31272 se napéstuje v
podobé konfluentniho porostu na agarovém médiu YPD-2 Vv
pribéhu 7 dnl pri 29°C. Toto médium obsahuje:
kvasinkovy extrakt Difco 10 g

baktopepton Difco 10 g
dextrégh 549
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baktoagar Difco 20 g
octan sodny 2 g
MOPS ' 10 g

hodnota pH prizplusobena na 7,0
koneé¢ny objem: 1 litr
médium zpracovano v autoklavu 25 minut pri 12%EC

Narostlého mycélia se potom pouZije pro inokulaci
30 ml média AS-7 (viz Hafner et al., 1988, evropska paten-
tovd prihlaska &. 88300353.5, publikac¢ni &islo 0 284 176) ve
300ml barice s narazkami, ktera se trepe (230 min 1) pr1 2gkc
po dobu 24 hodin. Toto médium obsahuje:

modifikovany Skrob?t 20 g
Ardamin sz 549
Pharmamedia3 15 g
uhli¢itan vépenaty (CaCOj) 2 g

pH nastaveno hydroxidem sodnym na 7,2
koneény objem: 1 litr

médium zpracovdno v autokldvu 25 minut pri 121°C

<

1 vyrobl se hydrolyzou skrobu pusobenim a- amy1a$y z Bacillus
licheniformis do dextréSoveho ekvivalentu ptiblizZné 40 %

2 od firmy Yeast Products Inc., Clifton, NJ 07012, Usa

3 od firmy Traders Protein, Memphis, TN 38108, USA.

PribliZné 0,3 ml vySe uvedené kultury se pouZije
pro inokulaci dalsi 300ml banky s narazkami s obsahem 30 ml
modifikovaného kapalného média s kvasinkovym a sladovym
extraktem (Yeast Extract Malt Extract (YEME) medium) (Bibb,
M. J., Freeman, R. F. a D. A. Hopwood, 1977, Mol. Gen.
Genetics, 154: 155-166). Modifikované médium YEME obsahuje
v 1 litru
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kvasinkovy extrakt Difco 3 g
baktopepton Difco 549
sladovgvgxtrakt Ooxoid 349
sacharoga 300 g
glukééa 10 g

v

Médium se 40 minut zpracovavd v autoklavu pri 12%{C
a potom se k nému pridaji 2 ml 2,5M roztoku hexahydratu

chloridu horeénatého a vysledny objem se nastavi na 1 litr.

Kultury se nechaji rust 48 aZz 72 hodin pri ZQEC.
Mycelium se oddéli centrifugaci a genomova DNA se pripravi
podle protokolu "Isolation of Streptomyces Total DNA by
Cesium Chloride Gradient Centrifugation: Procedure 2", uve-
deného v prirucce "Genetic Manipulation of Streptomyces, A.
Laboratory Manual”, The John Innes Foundation, Norwich,
Velkd Britanie, 1985, autori Dr. D. A. Hopwood et al. Pelety
DNA se resuspenduji ve 3 ml pufru TE (10mM tris-HCl1l, pH 8,0,
1mM EDTA).

P¥riklad 2

Amplifikace genomové DNA z S. avermitilis retézovou
reakci za pouzZiti polymeragy

Genomova DNA z S. avermitilis se enzymaticky ampli-
fikuje za pouziti tepelného cyklovace Perkin-Elmer Cetus.
Reakce PCR se provadi za pouziti polymeragy Taq (Perkin-
Elmer Cetus) a pufru dodaného vyrobcem za pritomnosti 200
uM ANTP, 15% glycerolu, 0,5 uM kazdého z primertd, 50 ng
templatové DNA (v tomto pripadé genomové DNA z S. avermi-
tilis) a 2,5 jednotky enzymu v konec¢ném objemu 100 ul v
celkem 30 cyklech Tepelny profil prvniho cyklu je nasle-
dujici: 95 C po dobu 3 minut (denaturacni stupen), 5§[C po
dobu 2 mlnut (stupeni tepelné hybridizace) a 72:c po dobu 2
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minut (prodluZovaci stupen). Nasledujicich 29 cyklu mé'po-
dobny tepelny profil, pouze s tim rozdilem, Ze denaturacni
stupefi je zkracen na 1,5 minuty. DNA primery jsou dodany od
firmy Genosys Biotechnologies Inc. (Texas, USA). Pravosmér-

ny primer (viz obr. 1) mad sekvenci
5'-GAATTCGGCGACGGCGCCACCTCCGAGGGCGAC-3'
a Uplna sekvence levosmérného PCR primeru (obr. 1) je
5 ' ~TCTAGACCGCAGGTGGTCCGGCATCTC-3"'.

Amplifikaéni produkty se frakcionuji podle velikosti elekt-
roforézou na agarosovém gelu. Vzorek PCR se zpracovava
elektroforézou na horizondlnim 1,5% agarosovém gelu v 1X TBE
pufru (90mM Tris-HCl, pH 8,5, 90mM kyselina borita, 2,5mM
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)), 1,5 hodiny pri
100 V (viz vy$e uvedend citace Maniatis et al.). Oddélené
PCR DNA produkty se na gelu lokalizuji barvenim ethidium-
bromidem a vizualizuji jako fluorescentni pasy v ultrafia-
lovém svétle 365 nm. Za podminek PCR uvedenYch'VYée a za
pouziti vyse uvedené kombinace primeru se deteguje jediny
pas DNA (pfibliZné o délce 250 bp).

Priklad 3
Klonovani 0,25kb PCR-amplifikovaného fragmentu genomové DNA
2z S. avermitilis do vektoru E. coli a ndsledujici transfor-
mace do hostitele E. coli

A. Izolace 0,25kb PCR produktu

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, 0,25kb fragment DNA se
amplifikuje PCR za pouZiti genomové DNA z S. avermitilisy
jako templatu a vySe uvedené kombinace pravosmérného a levo-
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smérného primeru. Jak je z¥ejmé z obr. 1, pravosmérny primer
obsahuje misto rozpoznavané restrikénim enzymem EcoRI u 5'
konce a levosmérny primer obsahuje misto rozpoznavané
restrikénim enzymem Xbal u 5' konce. Pokusy klonovat 0,25kb
PCR fragment za pouziti ligadniho postupu, prfi némz se jak
ingert, tak klonovaci vektor &tépi EcoRI a XbaI, vSak nebyly
uspésné. Proto se vyzkoudi alternativni pokus klonovat
0,25kb PCR fragment za pouziti Klenowova fragmentu DNA poly-
merégy I za vzniku tupych koncu v PCR fragmentu. Po ampli-
fikaci, ktera se provadi zplsobem popsanym v prikladu 2 se
priblizné 80 pl PCR reakéni smési extrahuje dvakrat smési
fenolu a chloroformu, dvakrat etherem a potom se PCR DNA
produkt vysrdzi ethanolem, jak to bylo popséno vysSe. DNA se
resuspenduje v 18,5 pl vody, k suspenzi se pfida 2,5 pl 10x
translaéniho pufru "nick" (0,5M Tris-HCl, pH 7,2, 0,1M
siran horecénaty, 1mM dithiothreitol, 500 mg/ml hovézi séro-
vy albumin) (Maniatis et al., vySe uvedena citace z roku
1989) a 21 jednotek Klenowova fragmentu E. coli DNA poly-
merésy I (Boehringer Mannheim Biochemicals) a smés se 5
minut inkubuje pri Bifc. Potom se pfida 1 pl 2uM ANTP (2 mM
kazdého ze &tyr ANTP) a reakéni smés se dale inkubuje 15
minut pri teploté mistnosti. Opravnd reakce se zastavi pri-
davkem 1 pl 0,5M kyseliny ethylendiamintetraoctové o pH 8,0
a celd reakéni smés se nanese na 1,5% agarosovy gel, Kkde se
podrobi elektroforéze. 0,25kb DNA fragment se vizualizuje
zpusobem popsanym vySe a izoluje elektroeluci, ktera se
provadi takto: 0,25kb DNA pas se sejme holici ¢epelkou a DNA
se izoluje z agarosového gelu 35minutovou elektroeluci pri
80 V do jimky tvaru pismene V naplnéné 10M octanem amonnym
za pouZiti jednosmérného elektroelutoru (International Bio-
technology Inc. Néw Haven, CT, USA). Potom se DNA vysradii
ethanolem, peletizuje a nakonec znovu rozpusti ve 20 pl DNA
pufru (10mM Tris-HCl, 4mM chlorid sodny, 0,1mM EDTA, pH
7,5).



B. Stépeni Smal a defosforylace plasmidového vektoru pGEM-3Z

PribliZné 1 ug plasmidu pGEM-3Zf(+) (Promega Corp.
Madison, WI, USA) a 2 jednotky restrikéniho enzymu Smal
(véechny restrikéni enzymy byly zakoupeny od firmy Boehrin-
ger Mannheim Biochemicals) se 1nkubu]1 v pufru pro stanoveni
(specifikovaném dodavatelem) pri 25 C po dobu 3,5 hodiny v
celkovém reakénim objemu 40 pl. Tak se ziskaji linedrni mo-
lekuly s tupymi konci. Potom se SmaI-linearizovany vektor
defosforyluje za pouziti alkalické fosfatééy z teleciho
stFfeva (CIAP) (zakoupena od firmy Promega Corp. Madison, WI,
USA) podle instrukci dodavatele. Reakéni smés se 35 minut
inkubuje pri 3iFC a potom se DNA extrahuje dvakrat stejnym
objemem smési fenolu a chloroformu, dvakrat stejnym objemem
etheru a nakonec se DNA vysraZi pridavkem dvou objemi abso-
lutniho ethanolu. Vysrdzend DNA se izoluje lOminutovou
centrifugaci pri 10 000 x g a vysu$i se za vakua. Ziskana

peleta se znovu rozpusti ve 20 pl DNA-pufru.
C. Ligace za vzniku pCD503

PribliZzné 10 pl 0,25kb PCR DNA produktu zpracované-
ho Klenowovym fragmentem a asi 1 pl SmaI-linearizovaného
CIAP-defosforylovaného pGEM-3Zf(+) s tupymi konci se inkubu-
je pres noc s 1 jednotkou ligégy (New England BioLabs, IC,
Beverly, MA, USA) za podminek specifikovanych dodavatelem
pri 14 C v celkovém reakénim objemu 20 pl. Reakce se ukonc
tinm, ze se mikrozkumavka, ve které se stanoveni provadi,
vloZi do ledu. Ziskanych 15 pl reakéni smési se potom pouzi-
je pro transformaci kompetentnich bunék E. coli JM109 za
pouZiti standardniho postupu popsaného ve vySe uvedené cita-
ci?Maniatis et al. z roku 1989. Ziskéd se mnoho ampicilin-
registentnich transformanti. Plasmidovy vektor p-GEM-3Zf(+)
obsahuje segment DNA pochdzejici z lac operonu Escherlchla
coli, ktery kéduje aminotermindlni fragment B- galakt051da5y
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(Yanisch-Perron, C., Vieira, J. a J. Messing, 1985, Gené,
33, 103). Tento fragment, jehoZ syntézu je mozZno indukovat
1§opropylthlo B-D-galaktosidem (IPTG) Jje schopen 1ntra alle—
lové (a) komplementace s defektni formou B- galakt051dasy
kédovanou hostitelem. Bufiky E. coli po expozici indukénimu
IPTG syntetizuji oba fragmenty enzymu a na miskach s médiem
obsahujicim chromogenni substriat 5-brom-4-chlor-3-indolyl-
B-D-galaktosid (X-gal) vytvareji modré kolonie. Vlozeni cizi
DNA do polyklonovaciho mlsta plasmldu inaktivuje aminotermi-
nalni fragment B- galakt051dasy a rusi a-komplementaci.
Bakterie nesouci rekombinantni plasmidy proto vytvareji bilé
kolonie. Pri tomto transformadnim pokuse se izoluji cetné
bilé kolonie. Tyto kolonie by mély obsahovat plasmid pCD503.
Tato skutednost se potvrdi nésledujicim pokusem. Vybere se
jedna kolonie, ktera se oznac¢i jako kmen CD503, a podrobi se
dalsi analyze. Jedinad bakteridlni kolonie E. coli kmene
CD503 se inokuluje na kapalné médium Luria-Bertani (LB)

s obsahem 50 mg/ml ampicilinu za pouziti standardnich mikro-

biologickych postupli. Pouzité LB médium obsahuje:

baktotrypton 10 g
bakto-kvasinkovy extrakt 549
chlorid sodny 10 g

hodnota pH nastavena na 7,0 5N roztokem hydroxidu
sodného

koneény objem roztoku nastaven na 1 litr

médium sterilizovéno v autoklavu 20 minut pri 12%LC

Kultura se inkubuje pfes noc pri 3§EC. Ndsleduji-
ciho rana se bakteridlni bunky sklidi 5minu£ovou centrifu-
gaci pfi frekvenci otaceni 10 000 min~! a teploté 4-c.
Plasmidovy vektor se izoluje z Cerstvé sklizenych ﬁunék
Escherichia coli CD503 za pouziti modifikace Birnboimovy a
Dolyho metody (Nucleic Acids Res., 1979, 7: 1513); tato mo-
difikace je popsdna v Denoya et al., 1985, Microbios Lett.
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29: 87. Izolovanad plasmidova DNA se potom rozpusti v DNA
pufru (10mM Tris-HCl, 4mM chlorid sodny, 0,1lmM kyselina
ethylendiamintetraoctova, pH 7,5) na koncentraci priblizné 1
g pCD503 v 10 pl pufru. Potvrzujici restrikéni analyza za
pouziti restrikénich enzymi EcoRI a Pstl ukazuje, Ze podle
ocekédvani pCD503 nese 0,25kb inéert DNA.

Priklad 4
Priprava radioznad¢enych DNA a RNA prob
A. Priprava rovnomérné znadenych dvouretézcovych DNA proéb

Dvouretézcové DNA proby se pripravi translaci
"nick" (obecny postup této techniky je popsan v publikaci
Maniatis et al. z roku 1989 citované vysSe). Nejprve se
pripravi specificky fragment DNA nesouci cilovou sekvenci
vhodnym restrikénim Stépenim a tento fragment se purifikuje
elektroeluci v podstaté za podminek uvedenych v prikladu 1.
Priblizné 1 ug DNA se vidy oznadi za pouziti [a—32P]dCTP
([a—32P]—znaéené tetra(triethylamoniova) sul deoxycytidin-
5'-trifosfatu). zakoupené od firmy NEN-Dupont, a systému BRL
Nick Translation System (vyrobek zakoupen od firmy BRL Life
Technologies Inc.) podle instrukci ziskanych od dodavatele.
obvykle se tato reakce provadi v objemu 50 pl. Po pridani 5
ul Stop pufru (jak je to popséno v doporuc¢eném postupu od
firmy BRL) se znaCend DNA oddeli od neinkorporovanych
nukleotidi pomoci protladovaciho sloupce Stratagene zplUsoben

uvedenym v instrukénim manualu dodavatele. Témito postupy se

vidy rutinnim zpuisobem ziska 32p_znadend DNA se specifickou

108 cpm/pg.

N

aktivitou zarucené vyssSi ne
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B. Priprava znadenych jednofetézcovych RNA prob

32p_znadené RNA préby se pripravi in vitro trans-
kripci za pouziti transkripéniho systému Riboprobe Gemini
(Promega). Purifikovany fragment cilové DNA se klonuje do
transkripéniho vektoru pGEM-3Z za pouZiti standardnich
postupti. Priprava templéatové plasmidové DNA pro in vitro
transkripéni reakce se provadi zpusobem popsanym v prikladu
3, ale zahrnuje sraZeci stupen za pouziti polyethylengly-
kolu (PEG) za Ucelem selektivniho odstranéni malych nukleo-
tid, které by mohly kontaminovat tyto pripravky. Posledné
uvedeny stuperi se provadi takto: Po stupni srazeni ethaho—
lem se peleta resuspenduje v 520 pl vody. K suspenzi se
pridd 100 pl 5M roztoku chloridu sodného a 620 ul 13% poly-
ethylenglykolu o molekulové hmotnosti 6 000 az 8 000. Po
promichédni se zkumavka jednu hodinu inkubuje na ledu a DNA
se peletlzuje 15minutovym odstredovanim pri 10 000 x g a
teploty 4 Cc. Ziskana peleta se promyje jednou 500 pl 80%
chladného ethanolu a potom obvyklym zpusobem resuspenduje.
P#ibliZné 1 ug templatové plasmidové DNA se linearizuje za
pouziti restrikéniho enzymu SacI nebo HindIII a potom se
podrobi in vitro transkripci za pou21t1 SP6 nebo T7 bakte-
riofdgova DNA-dependentni RNA polymeraSy Pri této reakci se
pouzije [a-32P]-znadené tetra(triethylamoniové) soli cyti-
din-5'~-trifosfatu (CTP); zakoupené od firmy NEN-Dupont.
Pracuje se za reakénich podminek doporuc¢enych dodavatelem.
Po inkubaci se na reakéni smés pusobi jednou jednotkou
RQl—DNéé& (Promega), za uUcelem degradace DNA templéatu,
reakéni smés se extrahuje dvakrat smési fenolu a chloformu a
potom se produkt standardnimi technikami srazi ethanolem.
Peleta se vysu$i a resuspenduje ve 20 pl vody neobsahujici
RNégu (RNase-free Water, Promega). Maly alikvot znaceného
RNA transkriptu se analyzuje elektroforézou na polyakryl-
amid-agarosovém gelu zpusobem popsanym V Denoya et al.,
1987, J. Bacteriol, 169: 3857 az 3860. Za vySe uvedenych
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podminek je rutinnim zpisobem mozZno ziskat znacené trans-
kripty s dplnou délkou.

PFriklad 5

Analyza genomové DNA z S. avermitilis hybridizaci

Southern

Priblizné 10 pg purifikované genomové DNA z S.
avermitilis se Stépi 2 jednotkami restrikéniho enzymu
BamHI pri 3jfc nejméné po dobu 2 hodin. Na konci Stépeni se
fragmenty DNA oddéli elektroforézou na 1% agarosovém gelu
(viz pfiklad 1A) a pres noc se pfenesou na nylonovou
membranu o velikosti pdéru 0,45 pm (Schleicherovy a Schuell
Nytranovy membrany) za pouziti kapilarni prenosové metody
(Southern, E.M. 1975, J. Mol. Biol. 98: 503). Nasleduji-
ciho dne se nylonové membrany zabali do plastového obalu a
ta strana kaZdé membrany, ktera obshuje DNA, se exponuje
zdroji ultrafialového zareni (302 nm), aby se DNA fixovala k
membrané. Hybridizace radioznacenych RNA a DNA préb k DNA
imobilizované na nylonové membréné se provadi podle protoko-
lu popsaného ve vySe uvedené publikaci Maniatis et al. z
roku 1989. Prehybridizace a hybridizace se provadi pri 4éfc.
Hybridizaéni roztok obsahuje: 6x SSC (1x: 0,15M chlorid
sodny, 15mM citran sodny, pH 7,0), 10x Denhardtovo ¢inidlo
(1x: 0,02% ficoll, 0,02% polyvinylpyrrolidon, 0,02% hoveézi
sérovy albumin), 1% SDS (natriumdodecylsulféatu), 100 pg/ml
denaturovanou fragmentovanoﬁ DNA z lososiho sperma, 100
pg/ml E. coli tRNA a 50% formamid (Fluka). Hybridizace se
provadi pfes noc a potom se membrany oplachnou nasledujicim
zpusobem: dva oplachy 1 x SsC, 0,1% SDS pri teploté mist-
nosti po dobu 15 minut a 2 oplachy 0,1 x SSC, 0,1% SDS pri
4§fc po dobu 15 minut. P¥i nékterych pokusech se hybridi-
zace provadi pri 65}C za nepritomnosti formamidu a pouziva
se SSPE (1x: 0,18M chlorid sodny, 10mM fosforecnan sodny
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(NaPO,), pH 7,7, 1mM EDTA) misto SSC. Nakonec se membrany
exponuji na rentgenograficky film, by se ziskal autoradio-

graficky obraz.
Ppriklad 6

Klonovani 0,25kb genomového fragmentu CD503 2z S. avermitilis
do bakteriofdagu M13 a sekvenovani DNA

0,25kb fragment DNA CD503 z S. avermitilis se
klonuje do bakterifdgu M13mpl8 M13mpl9 za ucelem pripravy
jednoretézcovych rekombinantnich DNA pro pouZiti Jjako -
templatu p¥i Sangerové dideoxy-sekvenaéni metodé (Sanger et
al., 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463 az 5467). Asi
2 pg plasmidu pCD503 vyrobeného minipreparaénim postupem
popsanym vySe se S$tépi restrikénimi enzymy EcoRI a PstI za
ic¢elem uvolnéni 0,25kb genomového inéertu S. avermitilis.
Restrikéni analyza ukazuje, Ze pCD503 Stépeny samotnym
enzymem EcoRI nebo PstI je linearni. Tato analyza také
ukazuje, Ze 0,25kb 1nsert neobsahuje specificka mista pro
EcCoRI nebo PstI. Po Stépeni se smés podrobi elektroforéze na
1,2% agarosovém gelu a 0,25kb fragment se podrobi elektro-
eluci a vysrazi se vyse uvedenym zpusobem. Kromé toho se asi
1 pg kazdé purifikované dvouretézcové replikaéni formy (RF)
DNA z M13mpl8 a M13mpl® dVOJnasobne Stépi EcoRI a PstI,
defosforyluje alkalickou fosfataSou z teleciho streva (CIAP)
(enzym zakoupen od firmy Promega Corp., Madison, WI, USA)
a nakonec liguje k 0,25kb DNA fragmentu zpUsobem popsanym
vy$e. Purifikované klonovaci vektory RF M13 jsou zakoupeny
od firmy New England BiolLabs. Ligaénich smési se pouzije pro
transfekci kompetentnich bunék E. coli JM109. 7Z mpl8 a mplo
transfekce se vidy vybere jeden bily plak, podrobi se fago-
vému rustu a jednoretézcova DNA se pripravi zpusobem popsa-
nym ve vy$e uvedené citaci Maniatis et al. z roku 1989.
Sekvenovani DNA kaZdého jednofetézcového DNA templatu se
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provadi za pouziti Ml3-specifického -40 sekvenac¢niho pfimeru
(New England Biolabs, katalogové c¢islo 1212), deoxyadenosin-
5'—-(a-thio)trifosféatu, [35C](NEN-Dupont) a sekvenacéni sou-
pravy TagTrack (Promega) podle instrukci dodavatele, tj.
Promega. DNA sekvenacni data pCD503 S.avermitilis genomové-

ho fragmentu jsou uvedena na obr. 4.
priklad 7

Klonovani uplného shluku genu z S. avermitilis bkd a

sestrojeni chromosomalnl mapy

PribliZné 5 pg purifikovaného pCD503 se dvakrat
&tépi za pouziti restrikéniho enzymu BamHI a ECORI. Frag-
menty DNA se oddéli elektroforézou na 1,2% agarosovém gelu,
elektroeluci se ziska pfibliZné 0,25 kb dlouhy DNA fragment
nesouci sekvenci specifickou pro gen E-la z E. avermitilis
bkd a ten se znadi nick translaci v podstaté zpusobem popsa-
nym vySe. Ziskaného [32P]—znaéeného DNA fraggentu se potom
pouzije jako préby pro screening genomové koémidové knihovny
S.avermitilis. Podrobny obecny popis pripravy genomovych
knihoven je moZno nalézt v pfirucce Molecular Cloning, A
Laboratory Manual Maniatis et al., (1989). Uplny popis
pripravy chromoSomalnl knihovny streptomycetes je uveden Vv
priru¢ce Genetic Manipulation of Streptomyces - A Labora-
tory Manual, Hopwood et al. (1985). Popis k05m1doveho
vektoru je moZno nalézt v americké patentové prihlasce ¢.
08/048,719, podané 16. dubna 1993 o nazvu "Cosmid Vectors
for Streptomyces Genomic DNA Cloning" puvodce Denoya C. D.
Pri screeningu vice nez 2200 rekombinantnich klonu v kni-
hovné jsou identifikovany ¢tyri klony. Tyto ¢tyri hybri-
dizujici klony (ozna&ené jako klony E. coli CD518, CD519,
CD520 a CD521) se nechaji rust na LB médiu za ampicilino-
vého selekéniho tlaku. Z kaZdé kultury se vySe uvedenym
zpUsobem pripravi plasmid. Restrikéni analyza a hybridi-
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zaéni analyza Southern blot ukazuje, Ze tyto &tyri klony
jsou pribuzné a obsahuji prekryvajici se chromogomové
oblasti. Standardnimi postupy se také ziskd restrikéni mapa
genomu S. avermitilis pokryvajici celou chromogomovou oblast
véetné sekvence CD503 (tato restrikéni mapa je znazornéna na
obr. 3).

Priklad 8

Vytvoreni hnizdovych souboru deleénich mutantl pro oriento-
< - v Z . .
vané sekvenovani DNA oblasti chromogomu nesouci shluk genu
bkd z S. avermitilis

Hnizdové soubory deleénich mutantd, kterym chybi
postupné stdle vétsi poéet nukleotidl na jednom nebo druhém
konci cilové DNA z S. avermitilis bkd se vytvori za pouZiti
enzymu Exonuklease III v podstaté za pouziti postupl, které
se podobaji postupium popsanym S. Henikoffem (S. Henikoff,
1987, Methods Enzymol, 155:156). Pro vytvoreni jednosmér-
nych deleénich mutantl se dvoutretézcovd DNA kazdé rekombi-
nantni bakteriofdgové M13 replikac¢ni formy DNA Stépi dvéma
restrikénimi enzymy, pric¢emZ obé obsahuji mista Stépeni mezi
jednim koncem cilové DNA a vazebnym mistem primeru.
Restrikéni enzym, ktery &tépi ve vétsi blizkosti k cilové
sekvenci, vytvari tupy konec nebo "zahloubeny" 3' konec.
Zbyvajici enzym vytvari "vystupujici" 3' konec. Enzym Exo-
nuclease III katalyzuje postupné odstépovani 5' mononukleo-
tidd od zahloubeného nebo tupého 3' hydroxylového konce
dvouretézcové DNA. Vystupujici 3' konce jsou vSak vaci této
enzmatické aktivité uplné reéistentni. Vi¢i Exonuclease III
je tedy susceptibilni pouze jeden konec vysledné linedrni
DNA a S$tépeni probiha jednosmérné od mista Stépeni do cilo-
vych DNA sekvenci.
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Jako priklad je mozZno uvést popis pripravy hnizdo—
vych deleci pCD565. Plasmid pCD565 je M13mpl9 RF derivat
nesouci 1,15kb SalI fragment, ktery obsahuje cast otevre-
ného &teciho ramci El-a S. avermitilis bkd. Plamls pCD565 se
purifikuje rovnovaznou centrifugaci v gradientu chloridu
cesného a ethidiumbromidu zpusobem popsanym ve vySe uvedené
publikaci Maniatis et al. z roku 1989. Enzym Exonuclease
III je schopen iniciovat Stépeni od jednoretezcovych nicku,
takze je dllezité pouzit pripravku obsahujiciho méné nez 10
% relaxovanych kruzZnicovych molekul. Priblizné 10 pg
plasmidu pCD565 (viz cast zabyvajici se podrobnym popisem
tohoto vyndlezu) se dvakrat &tépi restrikénimi enzymy SacI a
Xbal pri 3i§c po dobu 4 hodin, vznikla smés se extrahuje
smési fenolu a chloroformu a etherem a potom se vyse
uvedenym zpusobem produkt srazi ethanolem. Vznikla peleta se
resuspenduje v 60 pl reakéniho pufru s Exonuclease III (10x
reakéni pufr s Exonuclease: 0,66M Tris-HCl, pH 8,0, 66mM
chlorid horec¢naty (MgClz)). Roztok DNA se potom pri 3L‘C
inkubuje za pritomnosti 300 jednotek Exonuclease III (Ambion
Inc.) a ve 30sekundovych intervalech se odebiraji 2, 5u1
alikvoty. Odebrané vzorky se potom inkubuji s nukleaSou S1 a
alikvot kazdého vzorku se analyzuje elektroforézou na agaro-
sovém gelu. Vzorky obsahujici fragmenty DNA pozadované délky
se spoji, DNA se opravi za pouziti Klenowova fragmentu DNA
polymerééy I, pres noc se provede ligace a potom ndsleduje
transfekce do kompetentnich bunék E. coli JM109. Velikost
inéertu v ziskanych klonech se analyzuje restrikci
EcoRI/HindIII a elektroforézou na agarosovém gelu. Pro
sekvenovani se vybere 5 klonu: 565-D19 (1,1 kb), 565-D7
(0,88 kb), 565-d24 (0,77 kb), 565-D1 (0, 51 kb) a 565-D16
(0,36 kb). Z kazdého z téchto klonu se pr1rav1 jednoreteéz-

covad DNA, kterad se vyse uvedenym zpusobem sekvenuje.
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Priklad 9

Sestrojeni plasmidl pCD670, pCD666, pCD736 a pCD685 pro

pouziti pfi expresi genu S. avermitilis bkd v E. coli

Exprese genl S. avermitilis bkd v E. coli se prove—
de za pouziti dudlniho plasmidového systému T7 RNA polymera-
§a/promotor v podstaté, jak je popsan v S. Tabor, 1990 Vv
current Protocols in Molecular Biology, str. 16.2.1 aZ
16.2.11, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York,
USA.

A. Sestrojeni pCD670 nesouciho otevreny &teci ramec S.
avermitilis El-a bkd

Postupem zaloZenym na PCR se do S. avermitilis bkd
El-a genu zavede restrikéni misto pro Ndel oddélujici ATG
start kodon. Templdtem pro PCR je plasmid pCD528, PGEM=-32
derivat nesouci 7kb S. avermitilis genomovy ingert .
obsahujici aminotermindlni polovinu otevreného ¢teciho rémc§
El-a. Jako primert se pri PCR reakci pouzije dvou oligo-

nukleotidd (viz obr. 6), kterymi jsou

1. levosmérny univeréélni (vektorovy ) primer
31-PCR-BP: 5'—AAGGATCCTGCAGACAGCTATGACCATGATTACGCCA-3'
ktery mapuje za mistem pro HindIII pGEM-3Z MCS (polohy 91 az
114). Na 5' konci tohoto primeru jsou dva zbytky As a dvé
restrikéni mista (BamHI a PstI) pro usnadnéni klonovani PCR
produkti;

2. mutagenni primer
55-PCR: 5 ' —=AAGAGATCTCATATGACGGTCATGGAGCAGCGG-3"',
na jehoZ 5' konci jsou dva zbytky As, jeden G a dvé restrikéni
mista (BglII a NdeI). Misto Ndel se prekryva s kodonem ATG
iniciatoru otevreného ¢teciho ramce El-a.
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Retézova reakce plusobenim polymeré;; se provédi
vySe popsanym zpUsobem. Reakéni produkty se analyzujijﬁi
elektroforézou na 0,8% agarosovém gelu. PCR-amplifikovany
DNA fragment o spravné velikosti (délka asi 1,1 kb) se
elektroeluuje, 5tépi restrikénimi enzymy NdeI a BamHI a
subklonuje do NdeI/BamHI-linearizovaného plasmidu pT7-7, 2z
néhoz se ligaci a transformaci do bunék E. coli DH-5-a ziska
plasmid pCD663. PribliZné 1 pg plasmidu pCD663 (ptipraveného
z bunék E. coli kmene CD663 za pouziti minipreparaéniho
postupu pro plasmid) se linearizuje pusobenim BamHI, defos-
foryluje a nakonec liguje za pritomnosti asi 0,5 pg elektro-
eluovaného purifikovaného 1,1kb BamHi fragmentu izolované-
ho z reakéni smési po Stépeni plasmidu pCD550 pusobenim
BamHI, ¢imZ se ziskd plasmid pCD670. Spravna orientace 1,1kb
BamHI fragmentu v posledné uvedeném konstruktu se urci
mapovanim mist Sall v ingertu. Nakonec se plasmid pCD670
zavede do E. coli kmene C600 nesouciho plasmid pGP1l-2
(plasmid obsahujici gen pro T7 RNA polymerééu) (viz Tabor,
vySe uvedena citace z roku 1990). Pro dalsi préaci se vybere

jeden transformant, ktery se oznac¢i jako CD676.

B. Sestrojeni pCD666 nesouciho otevreny &teci ramec S.
avermitilis E1-f bkd

Postupem zaloZenym na PCR se do S. avermitilis bkd
El1-f genu zavede restrikéni misto pro Ndel oddé&lujici ATG
start kodon. Templdtem pro PCR je plasmid pCD574, PGEM=-32
derivat nesouci 4,5kb S. avermitilis genomovy inéert
obsahujici otevieny cteci ramec El-a. Jako primeru se pri
PCR reakci pouzije dvou oligonukleotidi (viz obr. 6),
kterymi jsou

1. levosmérny univergélni (vektorovy ) primer
30-PCR-BP: 5'-AAGGATCCTGCAGCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGA-3',
ktery mapuje pred mistem pro EcoRI pGEM-3Z MCS (polohy 2689 az
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2712). Na 5' konci tohoto primeru jsou dva zbytky As a dvé
restrikéni mista (BamHI a PstI) pro usnadnéni klonovani PCR
produktu;

2. pravosmérny mutagenni primer
56-PCR: 5 ' ~AAGAGATCTCATATGACCACCGTTGCCCTGAAG-3"',
na jehoz 5' konci jsou dva zbytky As, jeden G a dvé restrikéni
mista (BglII a NdeI). Misto Ndel se prekryva s kodonem ATG

iniciatoru otevreného &teciho ramce E1-8.

Retézova reakce plsobenim polymeréé& se provédi
vy$e popsanym zpusobem. Reakéni produkty se analyzuji ha
elektroforézou na 0,8% agarosovém gelu. PCR-amplifikovany
DNA fragment o spravné velikosti (délka asi 1,9 kb) se
elektroeluuje, §tépi restrikénimi enzymy NdeI a EcoRI a
subklonuje do NdeI/EcoRI-linearizovaného plasmidu pT7-7, 2
néhoz se ligaci a transformaci do bunék E. coli DH-5-a ziské
plasmid pCD666. Nakonec se plasmid pCD666 zavede do E. coli
kmene C600 nesouciho plasmid pGP1-2 (plasmid obsahujici gen
pro T7 RNA polymerégu) (viz Tabor, vyse uvedena citace
z roku 1990). Pro dalsi praci se vybere Jjeden transformant,
ktery se ozna¢i jako CD673.

C. Sestrojeni pCD736 nesouciho oteviené &teci ramce S.
avermitilis El-a a 41-8 bkd

Priblizné 2 ug plasmidu pCD670 se linearizuji
Gasteénym Stépenim BamHI. Pro ziskéani linearni formy plas-
midu pCD670 se odebiraji alikvotni vzorky smési Stépené
BamHI po jedné, trech, péti, deseti a dvaceti minutéach.
Alikvoty se podrobi elektroforéze na 0,8% agarosovém gelu.
Linearni forma (o délce asi 4,3 kb) se izoluje elektro-
eluci a defosforyluje se plusobenim CIAP (viz vySe). Potom se
polovina defosforylované linedrni formy plasmidu pCD670
liguje s 0,8kb BamHI/BglII fragmentem izolovanym z plasmidu
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pCD577. Ligac¢ni smési se pouZije pro transformaci kompétent—
nich bunék E. coli DH5-a. Izoluje se deset klonu, které se
analyzuji restrikéni analyzou plasmidové DNA ziskané pri
ninipreparaénim postupu. Jeden klon oznaceny jako CD736
obsahuje spravné uspofadany plasmid pCD736. Nakonec se
plasmid pCD736 zavede do E. coli kmene C600 nesouciho
plasmid pGP1-2. Pro dalsi praci se zvoli jeden transfor-
mant, ktery se oznaci jako kmen cD737. Jiny klon oznaceny
jako kmen CE705 obsahuje plasmid pCE705 nesouci 0,8kb
BamHI/BglII fragment v nespravné orientaci. Konstruktu
pCD705 se pouZije jako negativni kontroly pfi pokusech o

expresi.
D. Sestrojeni pCD685 nesouciho shluk genl S. avermitilis bkd

zbyvajici polovina defosforylované linedrni formy
plasmidu pCD670 ziskanad vyse uvedenym zpusobem ¢astecnym
Stépenim pomoci restrikéniho enzymu BamHI se liguje s 7kb
BamHI fragmentem izolovanym z plasmidu pCD577. Ligacni smés
se pouzije pro transformaci k%%etentnich bunék E. coli
DHS5-a. Ziska se mnoho klond a 16 z nich se zvoli pro dalsi
analyzu. Extrahuje se plasmidovad DNA, a ta se anal?zuje
restrikéni analyzou. Jeden z klonu oznaceny Jjako kmen CD685
obsahuje spravné uspofadany plasmid pCD685. Nakonec se
plasmid pCD685 zavede do E. coli kmene C600 nesouciho
plasmid pCGl-2. Jeden transformant se vybere pro dalsi praci
a oznac¢i se jak kmen CD687. |

Priklad 10

Exprese genl z S. avermitilis pkd v Escherichia coli za

pouziti dudlniho plasmidového systému T7

Derivaty E. coli €600 (pGP-1) obsahujici razné
konstrukce pT7-7 (kmeny CD676, CD673, CD737 a CD687) se
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nechaji rist v 5 ml LB média obsahujiciho kanamy01n (60
ng/ml) a ampicilin (60 pg/ml) pres noc pri 30 C. Noéni
kultury se ztedi v poméru 1 : 40 (0,25 : 10, 00 ml) a pre-
vedou do kultivaéni zkumavky (25 x 150 mm) obsahujici
Gerstvé LB médium s ampicilinem a kanamycinem. Kultura se
nechd rist za provzdusnovani protfepavanim pri 30 C aZ do
namérené optlcke hustoty (OD590) priblizZné 0,4. Gen pro T7
RNA polymerasu se indukuje zvysSenim teploty na 42”C na dobu
30 minut, &imZz dojde k indukci genu, které jsou pod kontro-
lou T7 promotoru (jak to popisuje S. Tabor ve vyse uvedene
publikaci z roku 1990). Nakonec se teplota snizi na 3ZEC a
buriky se nechaji dal$ich 90 minut rast za protrepavanl.
Neindukované kontrolni kultury se vidy udrzuji pri 30 c.
Proteiny se analyzuji elektroforezou na polyakrylamidovém
gelu s natriumdodecylsulfétem (SDS) zpusobem popsanym Vv C.
D. Denoya et al., 1986, J. Bacteriol. 168: 1133 aZ 1141.
Enzymatickd uéinnost se analyzuje zpisobem popsanym Vv
prikladu 11.

Priklad 11

Stanoveni BCKDH aktivity E1 S.avermitilis v surovych

extraktech rekombinantnich kmenua E. coli
A. Priprava bunécného lygétu

Buiky (ziskané z 8ml kultur) se oddéli centrifuga-
ci (5 minut pfi 5 000 min~1, asi 3 000 x g, za pouziti
rotoru Sorvall SS-34 a chlazeni na iﬁc) a resuspenduji v 5
ml "rozbijeciho pufru" [0,05M pufr na bazi fosforecnanu
draselného o pH 7,0 obsahujici 3/ Tritonu X-100, 13/ gly-
cerolu, dithiothreitol (3mM) a tryp51novy inhibitor z
krutiho vajeéného bilku (1 mg/ml), EDTA (5mM) a TPP[thia-
minpyrofosfat] (0,04mM)]. Resuspendované buiiky se pfevedou
do francouzského lisu a rozbiji se jednim prichodem za tlaku
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34,3 MPa. Alikvot o objemu 1,5 ml produktu proslého liéem se
prevede do mikrocentrifugac¢ni zkumavky a ¢eri se 30sekundo-
vou centrifugaci pfi frekvenci otaceni 14 000 min~1.
Alikvotu kaZdého supernatantu (100 pl) se pouZije pro enzy-
matické stanoveni. Koncentrace proteinu se stanovi za
pouziti soupravy pro stanoveni proteinu Bio-Rad (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, California, USA), ktera je zalozZena
na Bratfordové postupu vazby barviva (Bratford, M., Anal.

Biochem. 72: 248, 1976).

B. Stanoveni E1 komponenty komplexu rozvétvena
2 :
a-ketokyselina dehydrogenésy (BCKDH) z S. avermitilis

Aktivita BCKDH E1 se stanovi modifikovanym postu-
pem radiochemického stanoveni popsaného vy$e (Chuang D. T.,
1988, Methods Enzymol., 166: 146-154 a Hafner E. W. et al.,
1995, J. Antibiotics 44: 349). Na dno 15ml sklenéné scinti-
laéni nadoby se prida 0,148 ml 0,25M pufru na bazi fosfo-
reénanu draselného o pH 6,5; 0,002 ml 0,1M ethylendiamin-
tetraoctové kyseliny (dvojsodné soli EDTA); 0,004 ml 0,1M
chloridu draselného (MgClz); 0,02 ml 3,7mM thiaminpyro-
fosfatu (TPP); 0,02 ml 37mM arsgenitanu sodného NaAsO,; 0,01
ml 37mM 2,6-dichlorfenolindofenolu (sodnd sul, Sigma
D-1878); 0,008 ml a-[1—14C]ketoigokaproétového zasobniho
roztoku (vyrobeného ddle popsanym zpusobem); 0,058 ml vody;
a 0,1 ml vyereného bezbunééného extraktu. Hrdlo lahvicky se
ihned zakryje papirem Whatman 4CHR (Whatman katalogové ¢islo
3004614), ktery je napustén prostrfedkem Solvable (tkanovy a
gelovy solubilizator zakoupeny od firmy NEN-Dupont). Lahvié-
ka se potom tésné uzavre plastovym uzavérem, pricemZz jak
uzavér, tak horni polovina lahvicky se obali parafilmem.
Inﬁubace za mirného protfepdvani se provadi 2 hodiny pri
BQfC. Po skon&eni inkubace se filtraéni papir prenese do 7ml

sklenéné scintilaéni kyvety obsahujici 4 ml kapalného scin-
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tilaédniho koktejlu "Ready Safe" (Beckman) za ucelem stano-
veni radioaktivity.

a-[1-14C]ketoi§okaproétovy zasobni roztok se vyrobi
tak, Ze se smichd 5,6 pl 20mM a—ketoigokaproétu (sodnéd sul,
Sigma, K-0629), 50 ul a-[1—14C]ketoi§okaproétu (50 mCi/mmol,
50 wCi/ml, Amersham)‘5 dostatednym mnoZstvim vody do celko-
vého objemu 1 ml.

Specificka aktivita El sloZky rozvétvena a-keto-
kysellna dehydrogenas& se uvadi v pmol oxidu uhlic¢itého

Z
uvoTeneho rna minutu na 1 mg proteinu (viz tabulka I).

Tabulka I
o i £
Aktivita rozvétvena a-ketokyselina dehydrogenasy z El

Streptomyces avermitilis v surovych extraktech rekombi-

nantnich bunék E. coli

Konstrukce Plasmid Kmen Indukce Specificka
aktivital'2
E1 BCKDH
et A s
Zadny insert  pT7-7 CD677 + 0,9
El-a pCD670 CD676 - 0,6
+ 0,8
El-b pCD666 CD673 - 0,5
+ 0,7
El-[a+b] pCD736 CD637 - 2,0
+ 13,7
El-[a+b]3 pCD705 cD705 - 0,9
+ 0,5
El-[a+b]- pCD685 CcD687 - 2,9
E2-E3 + 6,0
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1 Specificka gktivita slozky E1 rozvétvena a-ketokyselina
dehydrogenésy je vyjadfena v pmol oxidu uhlic¢itého uvol-

néného za minutu, vztaZeno na 1 mg proteinu.
Vysledky jsou st¥edni hodnoty ze dvou stanoveni.

Tento konstrukt nese C-termindlni &ast E1-B otevieného
dteciho ramce ve Spatné orientaci a pouziva se ho jako

negativni kontroly.
Popis sekvenci podle ¢isel

SEQ ID NO: 1 predstavuje sekvenci DNA kédujici El-a
podjednotku S. avermitilis BCKDH. Tato sekvence je také
znadzornéna na obr. 4 (baze 403 az 1548).

SEQ ID NO: 2 predstavuje sekvenci DNA kédujici E1-8
podjednotku S. avermitilis BCKDH. Tato sekvence je také

zndzornéna na obr. 4 (baze 1622 aZ 2626).

SEQ ID NO: 3 predstavuje sekvenci DNA, kteréa
zahajuje otevreny &teci rémec kédujici aminotermindlni
oblast E2 podjednotku S. avermitilis BCKDH. Tato sekvence je

také znazornéna na obr. 4 (baze 2626 az 2727).

SEQ ID NO: 4 predstavuje sekvenci DNA zahrnujici
baze 3 aZ 251 z pCD539. Jednd se o &astecnou vnit¥ni sek-
venci genu kédujiciho E2 podjednotku S. avermitilis BCKDH.

Tato sekvence je také zndzornéna na obr. 5.

SEQ ID NO: 5 predstavuje 2728 bp fragmentu genomo-
vé DNA S. avermitilis znézornéného na obr. 4 a zahrnuje
otevfené &teci ramce El-a, E1-f a E2 (&astedné) podjednotek
S. avermitilis BCKDH.
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SEQ ID NO: 6 predstavuje aminokyselinovou sekvenci
El-a podjednotky S. avermitilis BCKDH. Tato aminokyselinova

sekvence je kédovana sekvenci DNA SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 7 predstavuje aminokyselinovou sekvenci
E1-B podjednotky S. avermitilis BCKDH. Tato aminokyselinova
sekvence je kédovana sekvenci DNA SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 8 predstavuje aminokyselinovou sekvenci
aminoterminalni &asti E2 podjednotky S. avermitilis BCKDH.
Tato aminokyselinovad sekvence je kédovana sekvenci DNA SEQ

ID NO: 3.

SEQ ID NO: 9 predstavuje aminokyselinovou sekvenci
kédovanou sekvenci DNA reprezentovanou bazemi 3 az 251 z
pCD539 (SEQ ID NO: 4). Tato aminokyselinova sekvence pred-
stavuje vnit#ni peptidovy fragment E2 podjednotky S.
avermitilis BCKDH.



SEZNAM SEKVENCI

(1) OBECNE INFORMACE:
(i) PRIHLASOVATEL (pro vSechny designované staty

s vyjimkou USA):

(2)
(B)
(c)
(D)
(E)
(F)

JMENO:
ULICE:
MESTO:
STAT:
ZEME:
PSC:

Pfizer Inc.

235 East 42nd Street, 20th Floor
New York

New York

USA

10017-5755

(ii) PRIHLASOVATEL (pouze pro USA):

()
(B)
(c)
(D)
(E)
(F)

JMENO:
ULICE:
MESTO:
STAT:
ZEME:
pPsé:

(iii) NAZEV VYNALEZU:

Claudio D. Denoya

80 Spyglass Circle

Groton

Conecticut

usa

06340

Geny kédujici komplex rozvétvena
a-ketokyselina dehydrogenégy z

Streptomyces avermitilis

" (iv) ADRESA PRO KORESPONDENCI:

(A) ADRESAT:
(B) ULICE:

(C) MESTO:

(D) STAT:
(E) ZEME:
(F) pPsC:

Peter C. Richardson
Pfizer Inc., 235 East 42nd Street,

20th Floor

New York

New York

USA

10017-5755

(v) DATA vzTAHUJICcI SE K TETO PRIHLASCE:
(a) ¢isro PRIHLASKY: 08/100,518
(B) DATUM PODANI: 30. Cervence 1993
(C) ZATRIDENI:

(vi) DATA vzTAHUJIcf SE K DRIVEJSI PRIHLASCE:
(A) ¢fsLo PRIHLASKY: US 08/100,518



(B) DATUM PODANI: 30. &ervence 1993
(vii) INFORMACE O ZASTUPCI:
(A) JMENO: Sheyka, Robert F.
(B) GISLO LICENCE: 31,304
(C) SPISOVA ZNACKA: PC8346
(viii) INFORMACE O TELEKOMUNIKAGNIM SPOJENI
(A) TELEFON: (212)573-1189
(B) TELEFAX: (212)573-1939
(c) TELEX: N/A
(ix) POCET SEKVENCI: 9
(x) STROJNE CITELNA FORMA:
(A) TYP MéDIA: Disketa
(B) poCiTad¢: IBM PC kompatibilni
(c) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, verze #1.25

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1 146 bazovych paru
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) RETEZCOVOST: dvojitéa
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:1l:

ATGACGGTCA TGGAGCAGCG (';é&;CGCTTAC CGGCCCACAC ?GCCGCCCGC CTGGCAGCCC 60
CGCACCGACC CCGCGCCACT GCTGCCCGAC GCGCTGCCCC ACCGCGTCCT GGGCACCGAG 120
GCGGCCGCGG AGGCCGACCC GCTACTGCTG CGCCGCCTGT ACGCGGAGCT GGTGCGCGGC 180
CGCCGCTACA ACACGCAGGC CACGGCTCTC ACCARGCAGG GCCGGCTCGC CGTCTACCCG = 240
TCGAGCACGG GCCAGGAGGC CTGCGAGGTC GCCGCCGCGC TCGTGCTGGA GGAGCGCGAC 300
TGGCTCTTCC CCAGCTACCG GGACACCCTC GCCGCCGTCG CCCGCGGCCT CGATCCCGTC 360
CAGGCGCTCA CCCTCCTGCG CGGCGACTGG CACACCGGGT ACGACCCCCG TGA@CACCGC - 420
ATCGCGCCCC TGTGCACCCC TCTCGCGACC CAGCTCCCGC ACGCCGTCGG CCTCGCGCAC 480
GCCGCCCGCC TCARGGGCGA CGACGTGGTC GCGCTCGCCC TGGTCGGCGA CGGCGGCACC 540

AGCGAGGGCG ACTTCCACGA GGCACTGAAC TTCGCCGCCG TCTGGCAGGC GCCGGTCGTC 600



TTCCTCGTGC
CCGTCGCTIGG
GACGCGGCGG
GGGCCGACGC
GCGACGCGCT
CTCCTGGAGC

CGCGAGGACG

CTGGACCCCA TGGACCTGTT CGCCCATGTG

CAGGAAGCCC

CGATGA

56

AGAACAACGG CTTCGCCATC TCCGTCCCGC TCGCCAAGCA GACCGCCGCC

CCCACAAGGC CGTCGGCTAC GGGATGCCGG GCCGCCTGGT CGACGGCAAC
CCGTGCACGA GGTCCTCAGC GACGCCGTGG CCCACGCGCG CGCGGGAGGG
TCGTGGAGGC GGTGACCTAC CGCATCGACG CCCACACCAA CGCCGACGAC
ACCGGGGGGA CTCCGAGGTG GAGGCCTGGC GCGCGCACGA CCCGATCGCG
ACGAGTTéAC CGAACGCGGG CTGCTCGACG AGGACGGCAT CCGGGCCGCC
CCGAGGCGAT GGCCGCGGAC CTGCGCGCAC GCATGARACCA GGATCCGGCC
TATGCCGAGC CCACCCCCCA GCTGCGGGAG

AGTTGCGGGC CGAGCIGGCA.GCGGAGGCCG ACGGGCCCCA AGGAGTCGGC

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:2:

(1)

(ii)

(x1i)

ATGACCACCG
GACGCCATGG

GGGGTCTTICC

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 1 005 bazovych paru
(B) TYP: nukleova kyselina

(C) RETEZCOVOST: dvojita

(D) TOPOLOGIE: linedrni

TYP MOLEKULY: cDNA

POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:2:

CCGCCGACCC CGCCGTCCAC GTGATGGGCG AGGACGTCGG CACGCTCGGC

GGGTCACCGA CGGGCTCGCC ARGGAGTTCG GCGAGGACCG CTGCACGGAC

TTGCCCTCARA GCCGGCCACC ATGGCGCAGG CACTCACACG CGCGTTGCGT

ACGCCGCTCG
CGGCCGGTCG
AGCCATGTCG
CGTGTCCCCT
TACTACATGG
GQGCTGCTGC
CTGTACTGGT

CGCGCGGTGG

CCGAGGCAGG CATCCTCGGC ACGGCCGTCG GCATGGCGAT GTACGGGCIG
TCGAGATGCA GTTCGACGCG TTCGCGTACC CGGCGTTCGA GCAGCTCATC
CGCGGGATGC GCAACGCACC CGCGGGGCGA TGCCGCTGCC GATCACCATC
ACGGCGGCGG ARTCGGCGGA GTCGAACACC ACAGCGACTC CTCCGAGGCG
CGACTCCGGG GCTCCATGTC-G&CACGCCCG CCACGGTCGC CGACGCGTAC
GCGCCGCCAT CGCCTCCGAC GACCCGGTCG TCTTCCTGGA GCCCAAGCGG
CGAAGGACTC CTGGAACCCG GACGAGCCGG GGACCGTTGA ACCGATAGGC

TGCGGCGCTC GGGCCGGAGC GCCACGCTCA TCACGTACGG GCCITCCCTG

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1146

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



CCCGTCTGCC TGGAGGCGGC CGAGGCGGCC CGGGCCGAGG GCTGGGACCT CGAAGTCGTC
GATCTGCGC? CCCTGGTGCC CTTCGACGAC GAGACGGTTG TGCGCGTCGG TGCGCGGACC
GGACGCGCCG TCGTCGTGCA CGAGTCGGGT GGTTACGGCG GCCCGGGCGG GGAGATCGCC
GCGGGCATCA CCGAGCGCTG CTTCCACCAT CTGGAGGCGC CGGTGCTGCG CGTCGCCGGG
'TTCGACATCC CGTATCCGCC GCCGATGCTG GAGCGCCATC ATCTGCCCGG TGTCGACCGG

ATCCTGGACG CGGTGGGGCG GCTTCAGTGG GAGGCGGGGA GCTGA

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE: -

(A) DELKA: 102 bazovych paru
(B) TYP: nukleovd kyselina
(c) RETEZCOVOST: dvojita
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:3:

ATGGCCCAGG TGCTCGAGTT CARGCTCCCC GACCTCGGGG AGGGCCTGAC CGAGGCCGAG

ATCGTCCGCT GGCTGGTGCA GGTCGGCGAC GTCGTGGCGA TC

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:4:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 249 badzovych pari
(B) TYP: nukleova kyselina
(c) RETEZCOVOST: dvojita
(D) TOPOLOGIE: lineédrni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA ' .
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:4:

ATCTCCCTCA TCGCGCTGCT CGCCAGGATC TGCACCGCCG CACTGGCCCG CTTCCCCGAG
CTCAACTCCA CCGTCGACAT GGACGCCCGC GAGGTCGTAC GGCTCGACCA GGTGCACCTG
GGCTTCGCCG CGCAGACCGA ACGGGGGCTC GTCGTCCCGG TCGTGCGGGA CGCGCACGCG
CGGGACGCCG AGTCGCTCAG CGCCGAGTTC GCGCGGCTGA CCGAGGCCGé'CCGGACCGGC

ACCCTCACA

720
780
840
900
960

1008

60

102

60
120
leO
240 -

249
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(2) INFORMACE O SEQ ID NO:5:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 2 728 bazovych parl

(ii) TYP.

(B)
(c)
(D)

TYP: nukleové:kyselina
RETEZCOVOST: dvojita
TOPOLOGIE: linedrni

MOLEKULY: cDNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:5:

GTCGACGCGG
GTAGGCATTG
GTCCGCCTGG
CAGGGGTACC
CCTTACCATG
ACGGTGCCTG
CCCGTGGCGC
CGGGGCGCTT
CTGCTGCCCG
CCGCTACTGC
GCCACGGCTC
GCCTGCGAGG
CGGGACACCC
CGCGGCGACT
CCTCTCGCGA

GACGACGTGG

GCTCCGAAAC
GCACGCGACA
AGCATCTGGA
CCGGGCTCCG
GACGTAGTGC
TAGCCAARAT
GCCCAAAGCC
ACCGGCCCAC
ACGCGCTGéC
TGCGCCGCCT
TCACCAAGCA
TCGCCGCCGC
TCGCCGCCGT
GQCACACCGG
CCCAGCTCCC

TCGCGCTCGC

GAGGCACTGA ACTTCGCCGC
GGCTTCGCCA TCTCCGTCCC
GCCGTCGGCT ACGGGATGCC
GAGGTCCTCA GCGACGCCGT

GCGGTGACCT ACCGCATCGA

GACTCCGAGG TGGAGGCCTG

CGCGGATCAC
CGTGGGCGCG
GGATGTCCTG
CTCCCTCGGC
GTTCATTCCA
GTGCCGACGA
GCTCCCACGA
ACCGCCGCCC
CCACCGCGTC
GTACGCGGAG
GGGCCGGCTC
GCTCGTGCTG
CGCCCGCGGE
GTACGACCCC
GCACGCCGTC
CCTGGTCGGC
CGTCTGGCAG
GCTCGCCAAG
GGGCCGCCTG

GGCCCACGCG

GCCGTCGTCG ATGAGCCGGT TGATTCGCGC

CTCGGCCACG GACCGTATCG
ATCGATGGCG TCCAGCGGGC
CATTTGTTCA GGTGCCATGT
GGCTGTGGAG AACCGTTIGT
CCGRACAATC GGTAGGTGAG
GGAGGTGCCG TCATGACGGT
GCCTGGCAGC CCCGCACCGA
CTGGGCACCG AGGCGGCCGC
CTGGTGCGCG GCCGCCGCTA
GCCGTCTACC CGTCGAGCAC
GAGGAGCGCG ACTGGCTCTT
CTCGATCCCG TCCAGGCGCT
CGTGAGCACC GCATCGCGCC
GGCCTCGCGC ACGCCGCCCG
GACGGCGGCA CCAGCGAGGG
GCGCCGGTCG TCTTCCTCGT
CAGACCGCCG CCCCGTCGCT
GTCGACGGCA ACGACGCGGC

CGCGCGGGAG GGGGGCCGAC

60

AGGCGCGGCC ™ 120

GGGCGGGCGG
CCTCCGGCCT
CCACAGCCTG
GCGCCTCACA
CATGGAGCAG
CCCCGCGCCA
GGAGGCCGAC
CAACACGCAG
GGGCCAGGAG
CCCCAGCTAC
CACCCTCCTG
CCTGTGCACC
CCTCRAGGGC
CGACTTCCAC
GCAGARCAAC
GGCCCACAAG
GGCCGTGCAC

GCTCGTIGGAG

CGCCCACACC AACGCCGACG ACGCGACGCG CTACCGGGGG

GCGCGCGCAC GACCCGATCG CGCTCCTGGA GCACGAGTTG

ACCGAACGCG GGCTGCTCGA CGAGGACGGC ATCCGGGCCG CCCGCGAGGA CGCCGAGGCG

ATGGCCGCGG ACCTGCGCGC ACGCATGAAC CAGGATCCGG CCCTGGACCC CATGGACCTG

TTCGCCCATG TGTATGCCGA GCCCACCCCC CAGCTGCGGG AGCAGGAAGC CCAGTTGCGG

GCCGAGCTGG CAGCGGAGGC CGACGGGCCC CAAGGAGTCG GCCGATGAAG AGAGTTGACC

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
$60
1020
1080
1140
1200
1260

11320

1380

1440

"1500

1560



ATCGGGCCCC GAGAAGCGGG CCGATGACCT CCGTTGGCCT TTGGCCGGAA GGAGCCGGGC
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GATGACCACC GTTGCCCTCA AGCCGGCCAC CATGGCGCAG GCACTCACAC GCGCGTTGCG

TGACGCCATG GCCGCCGACC
CGGGGTCTTC CGGGTCACCG
CACGCCGCTC GCCGAGGCAG
GCGGCCGGTC GTCGAGATGC
CAGCCATGTC GCGCGGGATG
CCGTGTCCCC TACGGCGGCG
GTACTACATG GCGACTCCGG
CGGGCTGCTG CGCGCCGCCA
GCTGTACTGG TCGAAGGACT
CCGCGCGGTG GTGCGGCGCT
GCCCGTCTGC CTGGAGGCGG
CGATCTGCGC TCCCTGGTGC
CGGACGCGCC GTCGTCGTGC
CGCGGGCATC ACCGAGCGCT
GTTCGACATC CCGTATCCGC
GATCCTGGAC GCGGTGGGGC

GAGTTCAAGC TCCCCGACCT

CCGCCGTCCA CGTGATGGGC GAGGACGTCG

ACGGGCTCGC CAAGGAGTTC CGCGAGGACC GCTGCACGGA

GCATCCTCGG CACGGCCGTC GGCATGGCGA
AGTTCGACGC GTTCGCGTAC CCGGCGTTCG
CGCAACGCAC CCGCGGGGCG ATGCCGCTGC
GAATCGGCGG AGTCGAACAC CACAGCGACT
GGCTCCATGT CGTCACGCCC GCCACGGTCG
TCGCCTCCGA CGACCCGGTC GTCTTCCTGG
CCTGGRAACCC GGACGAGCCG GGGACCGTTG
CGGGCCGGAG CGCCACGCTC ATCACGTACG
CCGAGGCGGC CCGGGCCGAG GGCTGGGACC
CCTTCGACGA CGAGACGGTT GTGCGCGTCG
ACGAGTCGGG TGGTTACGGC GGCCCGGGCG
GCTTCCACCA TCTGGAGGCG CCGGTGCTGC
CGCCGATGCT GGAGCGCCAT CATCTGCCCG
GGCTTCAGTG GGAGGCGGGG AGCTGATGGC

CGGGGAGGGC CTGACCGAGG CCGAGATCGT

GTGCAGGTCG GCGACGTCGT GGCGATCG

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:6:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 381 aminokyselin

(B) TYP:

aminokyselina

(C) RETEZCOVOST: jednoducha .
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: peptid

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:6:

Met Thr Val Met Glu Gln Arg Gly Ala T

1

5 1

yr Arg Pro Thr Pro
o .

1620

1680

GCACGCTCGG 1740
. 1800
TGTACGGGCT 1860
AGCAGCTCAT 1920
CGATCACCAT  1980°
CCTCCGAGGC 2040
CCGACGCGTA 2100
AGCCCAAGCG _ 2160
AACCGATAGG 2220
GGCCTTCCCT 2280
TCGAAGTCGT 2340
GTGCGCGGAC 2400
GGGAGATCGC 2460
GCGTCGCCGG' 2520
GTGTCGACCG 2580
CCAGGTGCTC 2640
CCGCTGGCTG 2700
2728

Pro Pro

15



Ala

Pro

Leu

Thr

Ser

Glu

val

Asp

Cys

145

Ala

Asp

Ala

Ala

His

225

Asp

Asp
Glu
Glu
305
Arg

Gln

Glu

Leu

Trp
His
Leu
50

Gln
Ser
Glu
Ala
Trp
130
Thr
Ala
Gly
val
Ile
210
Lys
Ala
Ala
Ala
Val
290
Leu
Glu

Asp

Pro

Gln
Arg
Arg
Ala
Thr
Arg
Arg
118
His
Pro
Arg
Gly
Trp
195
Ser
Ala
Ala
Gly
His
275
Glu
Thr
Asp

Pro

Thr

385

Ala Ala

370

Pro
20

Val
Arg
Thr

Gly

Asp
100

Gly

Thr
Leu
Leu
Thr
180
Gln
val
val
Ala
Gly
260
Thr
Ala
Glu
Ala
Ala

340

Pro

Glu

Arg
Leu
Leu
Ala
Gln
Trp
Leu
Gly
Ala
Lys
165
Ser
Ala
Pro
Gly
val
245
Gly
Asn
Trp
Arg
Glu
325

Leu

Gln

Ala

Thr
Gly
Tyr
Leu
70

Glu
Leu
Asp
Tyr
Thr
150
Gly
Glu
Pro
Leu
Tyr
230
His
Pro
Ala
Arg
Gly
310
Ala

Asp

Leu

Asp

60

Asp Pro Ala Pro

Thr

Ala

55

Thr

Ala

Phe

Pro

Glu
40

Glu
Lys
Cys

Pro

val

120

Asp
135
Gln
Asp
Gly
val
Ala
215
Gly
Glu
Thr
Asp
Ala

295

Leu

Pro

Arg

Gly
375

Pro

Leu

Asp

Asp

val

200

Lys

Met

Val

Leu

Asp

280

His

Leu

Ala

Met

Glu
360

Pro

25

Ala
Leu
Gln
Glu
Ser
105
Gln
Arg
Pro
val
Phe
185
Phe
Gln
Pro
Leu
val
265
Ala
Asp
Asp

Ala

Asp
345

Gln

Gln

Ala
val
Gly
val
90

Tyr
Ala
Glu
His
val
170
His
Leu
Thr
Gly
Ser
250
Glu
Thr
Pro
Glu
Asp
330

Leu

Glu

Gly

Leu

Alé

Arg
Arg
75

Ala
Arg

Leu

His

Leu
Glu
Gly
60

Leu
Ala
Asp

Thr

Arg

140

Ala
155
Ala
Glu
val
Ala
Arg
235
Asp
Ala

Arg

Ile

Asp

315

Leu

Phe

Ala

val

val
Leu
Ala
Gln
Ala
220
'Leu
Ala
val
Tyr
Ala
300
Gly
Arg

Ala

Gln

Gly
380

Pro
Ala
45

Arg
Ala
Ala
Thr
Leu
125
Ile
Gly
Ala
Leu
Asn
205
Pro
val
val
Thr
Arg
285
Leu
Ile
Ala
His

Leu
365

Arg

Asp
30

Asp
Arg
val
Leu
Leu
110
Leu
Ala
Leu
Leu
Asn
190
Asn
Ser
Asp
Ala
Tyr
270
Gly
I au
Arg

Arg

val
350

Arg

Ala

Pro
Tyr
Tyr
val
95

Ala
Arg
Pro
Ala
val
175
Phe
Gly
Leu
Gly
His
255
Arg
Asp
Glu
Ala
Met
335

Tyr

Ala

Leh-
Leu
Asn
Pro
80

Leu
Ala
Gly
Leu
His
160
Gly
Ala
Phe
Ala
Asn
240
Ala
Ile
Ser
His
Ala
320
Asn

Ala

Glu



(2) INFORMACE O SEQ ID NO:7:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

Met

Arg

Gly

Leu

Glu

65

Glu

Ala

Gly

Thr

145

Gly

Glu

Pro

Arg

Glu
225

Asp

(A) DELKA: 334 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(c).RETEZCOVOST: jednoducha
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:7:

Thr
Ala
Glu
Ala
50

Ala
Pro
Gln
Met
Gly
130
Pro
Leu

Pro

Gly

Ser

210

Ala

Leu

Thr Val Ala Leu Lys Pro Ala Thr Met
Leu Arg Asp Ala Met Ala Ala Asp Pro
20 25

Asp Val Gly Thr Leu Gly Gly Val Phe
35 40

Lys Glu Phe Gly Glu Asp Arg Cys Thr
55

Gly Ile Leu Gly Thr Ala Val Gly Met
70 75

val Val Glu Met Gln Phe Asp Ala Phe
85 90

Leu Ile Ser His Val Ala Arg Asp Ala
100 105

Pro Leu Pro Ile Thr Ile Arg Val Pro
118 120

val Glu His His Ser Asp Ser Ser Glu
135

Gly Leu His val Val Thr Pro Ala Thr
150 155

Leu Arg Ala Ala Ile Ala Ser Asp Asp
165 170

Lys Arg Leu Tyr Trp Ser Lys Asp Ser
180 185

Thr Val Glu Pro Ile Gly Arg Ala Val
195 200

Ala Thr Leu Ile Thr Tyr Gly Pro Ser
215

Ala Glu Ala Ala Arg Ala Glu Gly Trp
230 . 238

Arg Ser Leu Val Pro Phe Asp Asp Glu
245 250

Ala

Ala

Arg

Asp

60

Ala

Ala

Gln

Tyr

Ala

140

val

Pro

Trp

val

Leu
220

Asp

Thr

Gln

Val

val

45

Thr

Met

Tyr

Arg

Gly
125

Tyr

Ala

val

Asn

Arg

205

Pro

Leu

val

Ala
His
30

Thr
Pro
Tyr
Pro
Thr
110
Gly
Tyr
Asp
val
Pro
190
Arg
val

Glu

val

Leu
15

val
Asp
Leu
Gly
Ala
85

Arg
Gly
Met
Ala

Phe

175

Asp

Ser

Cys

val

Arg
255

Thr
Met
Gly
Ala
Leu
80

Phe
Gly
Ile
Ala
Tyr
160
Leu
Glu
Gly

Leu

val
240

Val:



Gly
Gly
His
Tyr

305

Ile

Ala Arg

Gly Pro
275

His Leu
290

Pro Pro

Leu Asp

Thr
260
Gly
Glu

Pro

Ala

Gly

Gly

Ala

Met

val
328

Arg
Glu
Pré
Leu

310

Gly

Ala val
Ile Ala
280

Val Leu
295

Glu Arg

Arg Leu

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:8:

(i) CHARARTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 34 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(C) RETEZCOVOST: jednoducha

Val
265

Ala

Arg

His

Gln

(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:8:

Met Ala Gln Vval
1

5

val
Gly
val
His

Trp
330

His

Ile

Ala

Leu

315

Glu

Glu
Thr
Gly
300

Pro

Ala

Ser
Glu
285
Phe

Gly

Gly

Gly Gly Tyr
270

Arg Cys Phe
Asp Ile Pro
Val Asp Ar§

320

Ser

Leu Glu Phe Lys Leu Pro Asp Leu Gly Glu Gly Leu
10

15

Thr Glu Ala Glu Ile Val Arg Trp Leu Val Gln Val Gly Asp Val val
25

Ala

Ile

20

(2) INFORMACE O SEQ ID NO:9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 83 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETEZCOVOST: jednoduchd

30



Ile
Arg
val
Gly
Ser

65

Thr

Ser
Phe
Arg
Leu
S0

Leu

Leu

(D) TOPOLOGIE:
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:9:

Leu

Pro

Leu

35

val

Ser

‘Thr

Ile
Glu
20

Asp

val

Ala

Ala

5

Leu

Gln

Pro

Glu

Leu Leu

Asn Ser

val His

val val

55

Phe Ala
70

Ala Arg

Thr Val
25

Leu Gly
40

Arg Asp

Arg Leu

linearni

Ile
10

Asp
Phe

Ala

Thr

Cys

Het

Ala

His

Glu
75

Thr

Asp

Ala

Ala

Ala

Ala
Ala
Gln
45

Arg

Ala

Ala
Arg
30

Thr

Asp

Arg

Leu

15

Glu

Glu

Ala

Thr

Ma
val
Arg
Glu

Gly
80
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PATENTOVE NAROKY ™~
1. Zplusob vyroby novych avermektinu, Vyzna -

cujici se tim, Ze se za podminek a ve fermen-
taédnim médiu vhodném pro produkci takovych novych aver-
mektini fermentuje Streptomyces avermitilis, u néhoZ byla
sniZena nebo odstranéna exprese komplexu rozvétvend a-keto-
kyselina dehydrogenéé} deleci, inaktivaci, nahrazenim nebo

jinou manipulaci geni zodpovédnych za tuto expresi.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznadcujici
s e t i m , Ze geny, které jsou vypustény, inaktivovany,
nahrazeny nebo jinak manipulovény, jsou geny enhanceru,

inhibitoru, aktivatoru nebo represoru.

3. Zpusob vyroby novych avermektini podle naroku
1, vyznacujici s e t i m, Ze se za podminek
a ve fermentaénim médiu vhodném pro produkci takovych novych
avermektinli fermentuje Streptomyces avermitilis, v némz byly
vypustény nebo inaktivovéany geny zodpovédné za expresi
komplexujozvétvend a-ketokyselina dehydrogenaSy

Oltégafng—Ma
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