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‘ ““DA1U> e SOLICITANTE

| (71) Nombres y Apellidos o Razon Social PFIZER PRODUCTS INC

‘ No de Identificacion

Representante Legal ( Persona Junidica)

‘ Pais de Domicilio ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
| Departamento o Estado ESTADO DE CONNECTICUT
| Direccion EASTERN POINT ROAD, GROTON, CONNECTICUT 06340
|
1 Ciudad Teléfono
14
(18 DATOS DEL APODERADO

Nombre CARLOS R OLARTE

Direccion CALLE 35 No 7-25P1so 4

Ciudad SANTAFE DE BOGOTA Telefono 28> 14 00/570-0010

DATOS DEL INVENTOR
(72) Nombre del Inventor {es) KIM JONELLE STUTZMAN-ENGWALL

[
)

Identificacion
"1 Direcci6n
/ i Cuudad Teléfono
|

DATOS DE LA PATENTE DE INVENCION

(54) Titulo de la Invencién  GEN DE STREPTOMYCES AVERMITILIS QUE DIRIGE LA RELACION DE

AVERMECTINAS B2 Bl
' PRIORIDAD REIVINDICADA SI NO [ TIPO DE PRIORIDAD ANDINA [ UNIONISTA [X
!
| (33) Pais US (32) Fecha Agosto 12 1999 31y No Solicitud 09/372,934
I Para Publicar a los (7] 6 meses (312 muses [ 18 meses a partir de la fecha de la presente solicitud
i (51) CLASIFICACION INTERNACIONAL C 12 I\] 15 [ =)
|




RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

ANEXOS DE LA SOLICITUD

Certificado de Existencia y Representacion Legal cuando el solicitante sea Persona Jundica

X

X

‘.a poderes debidamente otorgados, 0 mencidn de su protocohizacion ante la SIC P\ch\\fdb
Recibo de la tasa respectiva
Recibo de la tasa por concepto de excedente de palabras de la publicacién
S1 se rervindica pnondad Andina
Copia de la pnmera solicitud
Traduccién oficial

81 se rervindica pnondad Unionista

X 00 0OKX

Copia certificada de la primera solicitud
Nota Debe presentarse dentro de los tres (3) meses, contados a partir de la fecha de radicacion de la sohcitud postenor
Traduccién simple
pitulo descriptivo
Dibujos, planos necesarios
| Capitulo reivindicatorio
Tarjeta archivo propietanos segun formato
Tarjeta archivo temdtico segun formato
Extracto para publicacion segun formato

Arte final 12x 12y 6 x 6 cms

ODUOXXKXXUOXK

|
‘ Otros Documentos
\

| SOLICITO LA CONCESION DE LA PATENTE DE INVENCION Y DECLARO
'\ QUE LA INVENCION ES NUEVA Y DE MI PROPIEDAD

[
J FIRMA
NOMBRE CARLOSR OLARTE CC 79782747 de Bogota TPNo 74295
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-D Raisbeck, Lara, Rodriguez
\‘ Miembros de la Firma
BAKER & McKENZIE
Abogados
Apartado Aereo 3746
Telefono 285-1400
Santa fe de Bogota, D C
Colomhia

PODER

-

La abajo firmante PFIZER PRODUCTS INC , una sociedad
constituida bajo las leyes del Estado de Connecticut, Estados
Unidos de America, domiciliada en Eastern Point Road, Groton
Connecticut 06340, Estados Unidos de America, declara po:r el
presente otorgar a ALVARO CORREA ORDONEZ y/o JAMES W F
RAISBECK y/o LUZ HELENA VILLAMIL y/o CARLOS R OLARTE poder
especial amplio y bastante para recabar de las oficinas y
autoridades nacionales qgue correspondan, la obtencion de
Registro de marcas, renovaciones, fusaiones, cambios de
nombreae, traspascs, presentacion y tramitacion de oposiciones,
depositos de nombres comerciales, cambios de direccion
registro de patentes de invencion, fusiones, cambios de
nombre, traspasos, presentacion y tramitacion de oposiciones,
cambios de direccion, a cuyo efecto los faculta para dar ante
dichas autoridades, todos los pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicitudes, formular descripciones,
protestas, declaraciones, apelaciones y reclamos, oblar
impuestos, solicitar testimonios, recibair documentos y
valores, desistir y percibar Se concede a los expresados
mandatarios poder bastante par recibir notificaciones a
nombre de la compafiria, otorgar poderes a quien vayan a
representar a la compafiia judicial y estrajudicialmente,
responder en juicio a todas las reclamaciones o demandas que
por motivo de las marcas se presentaren y hacer cuanto fueie
necesario, ante las autoridades administrativas o judiciales
de cualquier orden, dandoles asimismo facultad para sustituir
el presente y en caso necesario revocar dichas sustituciones

Dado y firmado en Nueva York, Estado de New York, Es{g
Unados de America -
A los 8 dias del mes de Octubre de 1997 :
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PFIZER PRODUCTS INC \’\
(Firma 1legible) t
ALLEN J SPIEGEL

Vicepresidente

Estado de nueva York)
Condado de nueva York)

SUSCRITO Y JURADO ante mi1i a los 8 dias del mes de octubre de
1997

Firmado John {i1legible)

JOHN ALPHONSO

Notario Publico, Estado de Nueva York

No 30-4859888

Calificado en el Condado de Nassau

Certificado Registrado en el Condado de Nueva York

Comision expira el 19 de mayo de 1998




Raisbeck, Lara, Rodriguez
Miembros de la Firma
BAKER & McKENZIE
Abogados
Apartado Aereo 3746
Telefono 285-1400
Santa fe de Bogota, D C
Colombia

CERTIFICADO NOTARIAL

A los B dias del mes de Octubre de 1997, el suscrito Notario
DA FE

1 Que ALLEN J SPIEGEL, mayor y domiciliado en Nueva York,
Estado da New York, Estados Unidos de America, suscribié
de su pufic y letra el siguiente documento que antecede

2 Que conozco al otorgante y que este tiene capacidad
legal para el otorgamiento

3 Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su
cardcter de Vaicepresidente de la persona juridica PFIZER
PRODUCTS INC

4 Que la persona juridica PFIZER PRODUCTS INC con sede en
Eastern Poaint Road, Groton, Connectacut 06340, Estados
Unidos de America esta leqgalmente constituida, que
tiene existencia legal actual y que el acto para el cual
se ha otorgado el poder esta comprendido entre los que
constituyen su objeto social

5 Que el otorgante efectivamente tiene la representacion
que ostenta y que esta es legitima

6 Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 apferid
los siguientes documentos autenticos que quf“;
exhibieron y que menciono espBC1f1camen_iJ¥n[Za

TEWDD A Ln \PSTH

AY 2000

Resolucaion de Pfizer Products Inc de“EcH
febrero de 1997
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Firmado Jchn (1legible}

JOHN ALPHONSO

El Notarioc Publico

Notario Publico, BEstado de Nueva York

No 30-4855888

Calificado en el Condado de Nassau

Certificado Registrado en el Condadoc de Nueva York
Comision expira el 19 de mayo de 1998-08-13

Estado de Nueva York)
)b 3
Condado de Nueva York) No 21320

Yo, NORMAN GOODMAN, Funcionario del Condado y Funcionarioc de
la Corte Suprema del Estado de Nueva York, en y para el
Condado de Nueva York, una Corte de Registro, poseedor, por
ley, un sello, CERTIFICO POR EL PRESENTE que

JOHN ALPHONSO

A traves de quien se ejecuto el anterior reconocimiento de
prueba, y cuyo nombre esta suscrito en el mismo, era en el
momento de ejecutar dicha prueba, un NOTARIO PUBLICO
residente en el Estado de Nueva York, debidamente comisionada
juramentada y autorizada por las leyes de dicho Estado, para
tomar tales reconocimiento de prueba de escrituras y de otros
instrumentos por escrito para ser registrados en dicho
estado, ¥y para tomar juramentos o afirmaciones en dicho
Condado, que he comparado la firma de dicho NOTARIC PUBLICO
con el ejemplar de su firma del archivo de mi oficina y creo
firmemente que la firma del anterior certificado original es
genuina

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, fijo mi firma y sello este 14 de
octubre de 1997

Firma 1legible

Funcionario del Condado
Funcionario de la Corte Suprema,
Condado de Nueva York CoMO

ey of RN Tt C TR AT,
‘ F DE ESTE CIAFLLO
AR OVE ESTA FOTOCOMA

)
E CON EL ORIGWAL Ouc hE

60C -

b

\SOGOTA D COLOAE A
Py ANNARAO g BAUTIGTA ,
tunnustiédnl?




Legalizacion No 148381 del Consulado de Colombia en Nueva
York de la firma de Norman Goodman como Funcicnario del

Condado de Nueva York Julio 31 de 1997

Firma 1legible

Federico Mejia Mejia
Cénsul de Colombia
065918 del Ministerio de Relaciones

Legalizacion No
Exteriores de Colombia de la firma de Federico Mejia como
Estados Unidos de America

Consul de Colombia en Nueva York,
Santa fe de Bogota, agosto 13 de 1998

Firma 1legible
Jefe de Legalizaciones

Traduccion Oficial, de un texto del i1dioma ingles
Traduccion Oficial realizada por ROBERTO M OLARTE GARCIA,

Traductor e interprete oficial juramentado segun Resolucion
Santa fe de Bogotia,

0041 del Ministerioc de Justicia 1996

agosto 13, 1998
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
10 EAST 46TH STREET NUEVA YORK, NY 10017
TEL (212) 370-0004 FAX (212) 972-1725

EL SUSCRITO CONSUL DE COLOMBIA
VISTOS LOS DOCUMENTOS PRESENTADOS POR LOS INTERESADOS

CERTIFICA

Que el (la) Sr(a) NORMAN GOODMAN, Clerk del Condado de New York
Estados Unidos de America, certifica que JOHN ALPHONSO es Notario Publico
del Estado de New York y que ejercia en la fecha las funciones alli expresadas
y que la firma y sellos que en el documento aparecen como suyos son los que
usa y acostumbra en sus actos oficiales

Que el notano citado autentico el documento adjunto firmado.por ALLEN J
SPIEGEL en su calidad de VICEPRESIDENTE de la firma PFIZER PRODUCTS

INC , compania legalmente constituida y existente de acuerdo contlas Ieyes cL _3
su pais y cumple con su objeto social de acuerdo con las mismas ; =%
= =4

Que ha tenido a la vistalos documentos probatorios de los hechos C|1ados=y-
constatados por el Notario Publico y el County Clerk de New york, losjcuales

forman parte integral del presente documento W ;_-_- = ﬁ
- &

Se expide esta certificacion en concordancia con el articulo 259 del Codigo de
Procedimento Civil y 480 del Codigo de Comercio a solicitud del interesado a
los 31 dias del mes de Julio de 1998

NO SE ASUME RESPONSABILIDAD POR EL CONTENIDO DE_  LOS

DOCUMENTOS ADJUNTOS -— =
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Srate of New York 1
County of New York,
1, NORMAN GOODMAN

New York in and for the County of Ne
DO HEREBY CERTIFY p

T

n;atgi{i‘r‘ﬂ"&! Clesk of the Supreme_Court of the State of
t

a Court of Record having by law a seel,
Executlve Law of the Seate of New York, that

. { Chead .

r. name {s subscribed to the anne affidavit deposition cewflficate of scknowledgment or procf was at the

dme of taking the same a NOTARY PUBLIC in and for the State of New York duly commlssioned, sworn end

quallfied to act as such; that pucsuant to law 1 commision or a certificate of his official character with his

autograph signature has been filed in my office; thyt at the tme of taking such prool scknowledgment or onth he

wus c'!nh authorized to take the same; that | am well acquainted with the handwrting of such NOTARY PUBLIC

or have compated the signature on the annexed instrument with his sutograph siynature deposited in my ofice and
belicve that such sigoature is genuine

IN WITNESS WHEREOF [ have hereunto ser my hand affixed my official seal this

0CT 11 wg, | .

- eart v

- o P R il

.
FEE PAID $3.00
L

Cownty Clerk ond Clrk of f. Supreme Court, New York County

ol ]
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Rarseeck Lara Ropricuez & Rurpa
Members of the Firm

BAKER & McKENZIE

ATTORNEYS AT LAW
APARTADO AEREO 3748
TELEFONO 248 1400
SANTAFE OF BOGOTA D C
COLOMBIA

POWER OF ATTORNEY

The undersigned, PFIZER PRODUCTS INC,

a corporation organized under the laws of

the State of Connecticut, United States of
America, located in Easterm Point Road,
Connecticnt 06340, United States of Amenca,
declares that 1t hereby graats to

ALVARO CORREA ORDONEZ and/or
JAMES WF RAISBECK and/or

LUZ HELENA VILLAMIL and/or
CARLOS R OLARTE

a full and sufficient power of attorney to apply to
the proper national officers and authonties for
the 1ssue of

Trademark registrations, renewals, mergers,
changes of name, assignments, flling and
prosecution of oppositions, deposit of commercial
names, changes of address

Letters Patent, mergers, chanpes of name,
assignments, fillng and prosecution of
oppositions, changes of address,

to which end 1t empowers them to take all steps
necessary before said authonties for the obects
stated, 10 file pentions, prepare descriptions,
make protests, declarations, appeals and
objections, pay imposis, apply for certifications
receive documents and securniies, abandon
applications and collect refunds To the said
mandatones sufficient power 1s granted hereby to
recerve nouficauons for and on behalf of the
Company, to confer powers on those who are to
represent  the company judicially and
extrajudicially, to answer 1 court i the matter
of all claims and demands that may be presented

in connection with the marks, and 10 U0 =

everything that may be required,
admustrauve or judicial officers of a
gving them likewise power to substitu
presents and revoke such subsututions if
necessary

Done and subscribed in _New York, New York, USA

Dated 08 October 1997

PFIZER PRODUCTS INC \

be
yfclass:ouNwmu
these 1 rgp dichas Sustitucones

La abajo firmada

PFIZI'R PROPUCTS TINC
Groton

domicilada en
Eastern Point Road, Groton

Connecticut 06340,
Estados Unidos de América

declara por ¢l presente otrogar a
ALVARO CORREA ORDONFZ y/o

JAMFS W F RAISBFCK y/o
LUZ HFLENA VILLAMIL y/o
CARLOS R OLARTF

poder especial ampho y bastanie para recabar de

las oficinas y autondades nacionales que
correspondan, la obtencién de Registro de marcts
renovaciones, fusiones, cambios de nombre,
traspasos, presentacidn y tramitacidn de

posiciones, deposirtos de nombres comercia-

izﬁéu%“é e o B ""par%"di%“é'ﬁté U
autondades, todos fos pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicitudes formular
descripciones, protestas, declaraciones,
apelaciones y reclamos, oblar impuestos, solicitar
testimomos, recibir documentos y valores,

desistir y percibir Se concede a los expresados
mandatarios poder bastante para recbir
notificaciones a nombre de la compatfila, otrogar

poderes a quienes vayan a representar & la
compafila judicial y extrajudicialmente, responder

en juicio a todas las reclamaciones o demandas

que por motivo de las marcas s¢ presentaren y

hacer cuanto fuere necesano, ante las

es administrativas o judiciales de
uier orden, dandoles asimismgfag :

Dado y firmado en

a los B dias del mes de

g
State of New York ) L' '
County of New York)

SUBSCRIBED AND SWORN to before me this

e

VICE PRESI

8th day of Octob 2 1997
Blre T

JOHN ALPHONSO >
Notary Public Statc of New Yurk
No 30 4859888
Qualificd in Nassau County
Ceruficate filed in New York Counte
Commission Fxpirce M 14 10gg

//



4 Continuacidn

Registro de Patentes de Invencibn,
fusiones, cambios de nombre,
traspasos, presentacidn y
tramitacion de oposiciones,
cambiros de direccion
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Rarspeck Lara Robpricuez & Ruepa
Members of the Firm
BAKER & McKENZIE

ATTORNEYS AT LAW
APARTADO AEREC 3748

/2

TELEFONO 205 1400
SANTAFE DE BOGDTA D C

COLOMBIA

O Cc CATI
On this Bth dayof October
1997 the undersigned Notary
CERTIFIES
1 ALLEN J SPIEGEL

of legal age and domicled n  New York, New York,
United States of America,

se! his hand on the foregoing document

2 That the grantor 18 to me personally know and that he/she has
legal capacity to execute tha instrument

3 That the grantor has exacuted the foregoing docuemnt
as

VICE PRESIDENT

of the jundical person

.LER PRODUCTS INC

4 That the Juridical person
PFIZER PRODUCTS INC

itern Poilnt Road, Groton,
1ited States of America,

having its home office in E
Connecticut 06340,

eustence and that the purposes for

15 duly organized has present
withen the scope of 1ts corporate

which the power of attomey s ¢
purposes

5 That the grantor ha mfact the referred to authonty and that isther
representation 1s legal

6 Thal | have based certifications 3 4 and 5 above on the foliowing authentic
documents for such purpose exhibited to me and which { mention
specifically giving thewr dates and therr ongin or source

Resolurion of Pfizer Products Inc dated

24 February 1997

e ftrin

N JOHN ALPH%I’;_ISNQ
olary Lc w York
'fw?a 59888

Qualificd 1n Nassau County
Certificate filed m New York Coun
Cammission Exnne M 19 199

CERTIFIC N 1A
Alos 8 dias del mes de Octubre
de 19 97 el suscrnito Notario
DA FE
1 aue ALLFN J SPIFCTL

domiciliad
ﬁng&m o:q ?Ila:'s':tegdo de New lork,

Estados Unidos de América
suscrbio de su pufio y letra el documente que antecede

2 Qua conozco al olorgante y que éste Liene capacidad legal
para el otorgamiento

3 Que el otorgante ha suscnto e refendo documento en su
caracte de

Vice-presidente

de la persona jundica

PFIZLR PRODUCTS INC

4 Que la persona juridica

PFIZER PRODUCTS TINC

con sede en
Eastern Poant Road, Groton,

Connecticut 06340, Fstados Unldos de Americia

siguienles documentos ad
gue menciono especificarg
ongen o procedencta

Resclucidn de PFrzer-Prodiuci< Inc, e
fecha 24 de fcbrero dAe 1997

El Notario Publico
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A QUIENES LES SEAN PRESENTADOS ESTOS DOCUMENTOS
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

La Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos

11 abril 2000

POR LA PRESENTE CERTIFICO QUE EL DOCUMENTO ADJUNTO ES COPIA
FIEL DEL ORIGINAL DE LA SOLICITUD DE PATENTE IDENTIFICADA MAS
ADELANTE, A LA QUE LE FUE OTORGADA FECHA DE PRESENTACION
AL CUMPLIR LOS REQUISITOS ESTABLECIDOS EN EL ARTICULO 111
TITULO 35 DEL CODPIGO DE LOS ESTADOS UNIDOS, Y QUE OBRA EN
EL REGISTRO DE LA OFICINA DE PATENTES Y MARCAS

NUMERO DE SOLICITUD 09/372,934

FECHA DE PRESENTACION 12 agosto 1939 }

Por delegaciédn del

COMISIONADO DE PATENTES Y MARCAS

T LAWRENCE

Oficial de certificaciones

]}
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PTO/SB/05 (2/98)
Aprobado su uso por OMB 0651-0032 30 septiembre 2000
Oficina de Patentes y Marcas Departamente de comercio de los Estados Umdos

TRANSMISION DE SOLICITUD DE PATENTE DE UTILIDAD

N° de registro del abogado PC10649

Inventor nombrado en primer lugar o identificador de la solicitud

Kim J Stutzman-Engwall

Titulo

Uso de Streptomyces Avermutihs que dirige la relacién de Avermectinas B2 Bl
Eniqueta de correo urgente n® EL162814127US

ELEMENTOS DE LA SOLICITUD
Vease el capitulo 600 del MPEP relativo al contemido de las solicitudes de patente de
uttlidad

Dingido al Vicecomsario de Patentes, Apartado de Correos Solicitudes de Patentes
Washington DC 20231

1 X Impreso Tasa de Presentacion (p g PTQ/SB/17)
(Enviar original y copia para procesamiento de la tasa)

2 X Memona [Total paginas] 74
(Disposicion preferida a continuacién)

- titulo descriptive de la invencién

- referencias cruzadas a solicitudes relacionadas
- declaracion referente a tasas subvencionadas [+D
- referencia en apéndice de microficha

- antecedentes de la invencién

- breve resumen de la mmvencién

- breve descripcion de los dibujos (s1 hubiera)

- descripcién detallada

- rewvindicaciones

- resumen de la invencion

3 X Dibujos (35 USC 11 3) [Total paginas] 7
4 __ Declaracién jurada [Total péginas] 7

a __ Ortorgada nuevamente (copia u original)
b _ Copia de una solicitud anterior (37 CFR 1 63 (d))
(para contmuacién/divisional con casilla 17 completa)

[ver casilla nota § a continuacion]

1_ SUPRESION DE INVENTOR/ES
Declaracion firmada adjunta suprimiendo al mventor o inventores
mencionados en la solicitud previa, véase 37 CFR 1 63(d)(2) y 1 33(b)

/Y
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2 aci6n Por Referencia (utilizable s1 se ha marcado la casilla 5b)

La divulgacién completa de la sohcitud previa, de la cual se facilita una copia
del juramento o declaraci6n dentro de la casilla 4b es considerada como parte
de la divulgacién de la solicitud acompaiiante y queda por la presente
incorporada al presente documento por referencia

Programa de ordenador microficha (apéndice)
Aportaci6n de nucledtidos y secuencia de aminoicido
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GEN DE STREPTOMYCES AVERMITILIS QUE DIRIGE LA RELACION DE

AVERMECTINAS B2 Bl
1 CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones y
procedimientos para producir avermectinas Y.
principalmente, se refiere al campo de la salud animal Mas
particularmente, la presente invencidn se refiere a
moléculas polinucleotidicas que comprenden secuencias de
nucledtidos que codifican un producto génico AveC, que
puede usarse para modular la relacidn de avermectinas de
clases 2 1 producidas por la fermentacibdn de cultivos de
Streptomyces avermitilas, Y a ComposlCcilones Y
procedimientos para seleccionar tales moléculas
polinucleotidicas La presente invencidn ademas se refiere
a vectores, células huésped transformadas ¥y nuevas cepas
mutantes de S avermitilis en las gque el gen aveC se ha
mutade para modular la relacibébn de avermectinas de clase
2 1 producidas

2 ANTECEDENTES DE LA INVENCION
2 1 Avermectinas

Las especies de Streptomyces producen una amplia
diversidad de metabolitos secundarios, 1incluyendo las
avermectinas, gque comprenden una serie de ocho lactonas
macrociclicas de diecisélis miembros relacionadas que tienen

una potente actividad antihelmintica e insecticida Los

¥
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ocho compuestos distintos perc muy relacionados se
denominan Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a y B2b La serie
"a" de compuestos se refiere a la avermectina natural en la
que el sustituyente en la posicién C25 es (S)-sec-butilo y
la serie "b" se refiere a los compuestos en los que el
sustituyente en la posicidén C25 es 1isopropilo Las
denominaciones "A" y "B" ge refieren a avermectinas en las
que el sustituyente en la posicidn C5 es metoxi e hidroxi,
respectivamente El namero "1" se refiere a avermectinas en
las que esté presente un doble enlace en la posicidn C22,23
Yy el nimero "2" se refiere a avermectinas que tienen un
hidrégenoc en la posicién C22 y un hidroxi en la posicifn
C23 Entre las avermectinas relacionadas, el tipo Bl de
avermectinas se reconoce como el que tiene la actividad
antiparasitaria y pesticida mas eficaz y, por lo tanto, es
la avermectina méds deseable desde el éunto de wvista
comercial

En las Patentes de Estados Unidos 4 310 519 y
4 429 042 se describen las avermectinas y su produccibn
mediante fermentacién aerobia de cepas de § avermitilas
Se cree que la biosintesis de las avermectinas naturales se
inicia endégenamente a partir de los andlogos del tioéster
de CoA del &cido isobutirico y del &dcidoc S-{+)-2-metil
butirico

Una combinacién de la mejora de cepas mediante

14
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mutagénesis aleatoria y el uso de &acidos dgrasos
suministrados exdgenamente, ha conducido a la produccidn
eficaz de andlogos de avermectina Los mutantes de S

avermitilis que son deficientes en la 2-oxo &cado
deshidrogenasa de cadena ramificada (mutantes deficientes
en bkd), 86lo puede producir avermectinas cuando las
fermentaciones se suplementan con dcidos grasos En la
Patente europea (EP) 276103, se describe la seleccibn y
aislamiento de mutantes deficientes en la actaivaidad de
deshidrogenasa de cadena ramificada (por ejemplo, §

avermitilis, ATCC 53567) La fermentacidn de tales mutantes
en presencia de dcidos grasos suministrados exdgenamente,
da como resultado la produccidn de s6lo las cuatro
avermectinas que corresponden al &cido graso empleado Asi
pues, la suplementacién de 1las fermentaciones de S

avermitilis (ATCC 53567) con 4cido S-({+)-2-metilbutiraico,
da como resultado la produccién de 1las avermectinas
naturales Ala, A2a, Bla y B2a, la suplementacién de las
fermentaciones con dcido isobutirico, da como resultado la
produccidén de las avermectinas naturales Alb, A2b, Blb y
B2b, y la suplementacién de las fermentaciones con &acido
ciclopentanocarboxilico da como resultado la produccaidn de
las cuatro nuevas ciclopentilavermectinas Al, A2, Bl y B2

S1 se suplementa con otros acidos grasos, se producen

nuevas avermectinas Mediante la selecciédn entre mias de 800

[9
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precursores potenciales, se han 1identificado mas de 60
nuevas avermectinas distintas (Véase, por ejemplo, Dutton
y col , 1991, J Antabiot 44 357-365, y Banks y col ,
1994, Roy Soc Chem 147 16-26) Ademds, los mutantes de
S avermitilais deficientes en la actividad de 5-0-
metiltransferasa producen esencialmente sblo las
avermectinas del andlogo B Por consiquiente, los mutantes
de § avermitilis que carecen de las actividades de 2-oxo
4dcido deshidrogenasa de cadena ramificada y 5-0O-metil-
transferasa producen sb6lo 1las avermectinas B Qque
corresponden al &acido graso empleado para suplementar la
fermentacidn Asi pues, cuando se suplementan tales dobles
mutantes con el &cido S-(+)-2-metilbutirico, se obtiene la
produccién s6lo de las avermectinas naturales Bla y B2a,
mientras que la suplementacaién con el &cido isobutirico o
el &cido ciclopentanocarboxilico da com:) resultado 1la
produccién de las avermectinas naturales Blb o B2b o las
nuevas ciclopentil avermectinas Bl y B2, respectivamente
La suplementacién de la cepa mutante doble con &cado
ciclohexano carboxilico es un procedimiento preferido para
producir la nueva avermectina importante desde el punto de
vista comercial, ciclohexilavermectina Bl (doramectina) En
el documento EP 276103 se describe el aislamiento y las

caracteristicas de tales dobles mutantes, por ejemplo, S

avermitilis (ATCC B3692)
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2 2 (Genesg Implicados en la Biosintesis de Avermectinas

En muchos casos, los genes implicados en la produccién
de metabolitos secundarios y los genes que codifican un
antibibético particular, se encuentran agrupados en el
cromosoma Tal es8 el caso, por ejemplo, del grupo de genes
de la policeturo sintasa (PKS) de Streptomyces (véase
Hopwood y Sherman, 1990, Ann Rev Genet 24 37-66) Asi
pues, una estrategia para clonar genes en una ruta
birosintética ha sido aislar un gen de resistencia a
firmacos y después ensayar las regiones adyacentes del
cromosoma con respecto a otros genes relacionados con la
biosintesis de ese antibidtico particular Otra estrategia
para la clonacién de genes implicados en la bioeintesis de
metabolitos importantes ha sido la complementacidn de
mutantes Por ejemplo, se introducen porciones de una
biblioteca de ADN procedente de un orge;n::.smo capaz de
producir un metabolitc particular, en un mutante no
productor y se seleccionan los transformantes con respecto
a la produccidn del metabolito Ademas, se ha usado la
hibridacién de una biblioteca usando sondas derivadas de
otras especies de Streptomyces para 1dentificar y clonar
genes en rutas biosintéticas

Los genes 1mplicados en la biosintesis de avermectinas
(genes ave), de la misma forma que los genes necesarics

para la biosintesis de otros metabolitos secundarios de

]
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Streptomyces (por ejemplo, PKS), se encuentran agrupados en
el cromosoma Se han clonado satisfactoriamente varios
genes ave usando vectores para complementar mutantes de S
avermitilis blogqueados en la biosintesis de avermectinas
La clonacién de tales genes se describe en la Patente de
Estados Unidos 5 252 474 Ademds, Ikeda y col , 1995, J
Antibiot 48 532-534, describe la localizacifén de una
regifn cromosdémica que 1mplica la etapa de deshidratacién
C22,23 (aveC) en un fragmento BamHI de 4,82 Kb de S
avermitilis, asi como mutaciones en el gen aveC que dan
como resultado la produccién de un productor de B2a de un
solo componente Como la i1vermectina, un potente compuesto
antihelmintico, puede producirse quimicamente a partir de
la avermectina B2a, tal productor de un solo componente de
avermectina B2a se considera particularmente ttil para la
produccidén comercial de i1vermectina

La 1dentificacién de mutaciones en el gen aveC que
minimizan la complejidad de la produccidén de avermectinas,
tales como, por ejemplo, mutaciones que reducen la relacidn
B2 Bl de avermectinas, simplificaria 1la produccién vy
purificacidn de las avermectinas i1mportantes desde el punto
de vista comercial

3 RE DE LA I I
La presente 1invencifn proporcicna una molécula

polinucleotidica aislada que comprende la ORF completa de

L2
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aveC de § avermitilis o una porcibén sustancial de la
misma, molécula polinucleotidica aislada que carece de la
siguiente ORF completa que se localiza cadena abajo de la
ORF de avel 1in situ en el cromosoma de § avermitilis La
molécula polinuclectidica arslada de la presente invencidn
preferiblemente comprende una secuencia de nuclebtidos que
es 1gual que la secuencia que codifica el producto génico
AveC de § avermitilis del plasmido pSEL86 (ATCC 209604),
0 es la misma que la secuencia de nucledStidos de la ORF de
aveC de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una porcidén sustancial
de la misma La presente invencidn proporciona ademas una
molécula polinucleotidica aislada que comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO 1 o una variante
degenerada de la misma

La presente invencién proporciona ademds una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nucleétidos que
es homéloga a la secuencia codificante del producto génico
AveC de § avermitilis del pladsmido pSE186 (ATCC 209604},
a la secuencia de nucledtidos de la ORF de aveC presentada
en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o a una porcibn sustancial de
la misma

La presente invencifn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene una

secuencia de aminodcidos que es hombloga a la secuencia de

2]
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aminodcidos codificada por la secuencia que codifica el
producto génico AveC del plasmido pSE186 (ATCC 209604), la
secuencia de aminodcidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2) o una
porcidn sustancial de la misma

La presente invencidn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una Secuencia de
nucleétidos que codifica un producto génico hombSloge a
AveC En una realizacién preferaida, la molécula
polinucleotidica aislada comprende una secuencia de
nuclebdtidos que codifica el producto génico homblogo a AveC
de S hygroscopicus, producto génico homélogoc que comprende
la secuencia de aminoidcidos de la SEC ID NO 4 o una porcidn
sustancial de la misma En una realizacidén preferida, la
molécula polinucleotidica aislada de la presente invencién
que codifica el producto génico homSlogoc a AveC de S
hygroscopicus, comprende la secuencia de nuclebdtidos de la
SEC ID NO 3 o una porcidn sustancial de la misma

La presente invencifn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que es homdloga a la secuencia de nucledtidos
de S  hygroscopicus de la SEC ID NO 3 La presente
invencifn proporciona ademds una molécula polinucleotidica
aislada que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica un polipéptido que es homélogo al producto génico

homélogo a AveC de § hygroscopicus que tiene la secuencia

LY
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de aminodcidos de la SEC ID NO 4

La presente invencién proporciona ademds
oligonucledtidos que hibridan con una molécula
polinuclectidica que tiene la secuencia de nucledtidos de
la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o SEC ID NO 3, 0 con una
molécula polinucleotidica que tiene una secuencia de
nuclebtidos que es el complemento de la secuencia de
nucleb6tidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o SEC ID NO 3

La presente invencidn proporciona ademis vectores de
clonacidén y vectores de expresidn recombinantes gque sSon
litiles en la clonacidn o expresién de un polinucleétido de
la presente invencidn, incluyendo moléculas
polinucleotidicas que comprenden la ORF de aveC de S
avermitilis © una ORF homdloga de aveC En una realizacibn
no limitante, la presente invencién proporciona el plidsmido
pSE186 (ATCC 209604), que comprende la ORé'entera del gen
aveC de § avermitilis La presente invencidn proporciona
ademds células huésped transformadas que comprenden una
molécula polinucleotidica o un vector recombinante de la
invencidn, y nuevas cepats o0 lineas celulares derivadas de
las mismas

La presente invencidn proporciocna ademds un producto
génico Avel expresado de forma recombinante, un producto
génico homdélogo a AveC o una porcidn sustancial de los

miemog, gque se ha purificado o aislado sustancialmente, asi
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como homélogos de los mismos La presente ainvencién
proporciona ademds un procedimiento para producir un
producto génico AveC recombinante, que comprende cultivar
una célula huésped transformada con un vector de expresién
recombinante, comprendiendo dicho vector de expresidn
recombinante una molécula polinucleotidica que tiene una
secuencia de nucledtidos que codifica un producto génico
AveC o un producto génico homélogo a AveC, molécula
polinucleotidica que estd en asociacifn operativa con unoc
0 mids elementos reguladores que controlan la expresibn de
la molécula polanucleotidica en la célula huésped, en
condiciones qque conducen a la producciédn del producto
génico AveC recombinante o el producto génico homdlogo a
AveC, y recuperar el producto génico AveC o el producto
génico homSlogo a AveC del cultivo de células

La presente invencifn proporciona adet;lés una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nuclebtidos
que por lo demis es 1i1gual a la del alelo AveC de S
avermitilis, o la secuencia que codifica el producto génico
AveC del plasmido pSE186 (ATCC 209604) o una variante
degenerada de la misma, o la secuencia de nuclebtidos de la
ORF de aveC de § avermitilis como se presenta en la FIGURA
1 (SEC ID NO 1) o una variante degenerada de la misma, pero
que comprende ademds una o mads mutaciones, de forma que las

células de la cepa ATCC 53692 de S avermitilis en las que

16
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el alelo aveC de tipo silvestre se ha inactivado y expresa
la molécula polinucleotidica que comprende la secuencia de
nucledtidos mutada, producen una relacién o cantidad
diferente de avermectinas que la producida por células de
la cepa ATCC 53692 de S§ avermitilis que en su lugar
expresan s6lo el alelo aveC de tipo silvestre De acuerdo
con la presente invencidn, tales moléculas
polinuclectidicas pueden usarge para producir nuevas cepas
de S avermitilis que presentan un cambio detectable en la
produccidén de avermectinas en comparacifn con la misma cepa
gque en Bu lugar expresa 86lo el alelo avel de tipo
silvestre En una realizacibn preferida, tales moléculas
polinucleotidicas son {itiles para producir nuevas cepas de
S5 avermitilis que producen avermectinas en una relacidn
reducida de clases 2 1 en comparacién con la de la misma
cepa que en su lugar expresa s6lo el aleio aveC de tipo
si1lvestre En otra realizacibdn preferida, tales molé&culas
polinucleotidicas son Gtiles para producir nuevas cepas de
S avermitilis que producen mayores niveles de avermectinas
en comparacifn con la misma cepa que en su lugar expresa
s8lo el alelo aveC de tipo silvestre En otra realizacibn
preferida, tales moléculas polinucleotfidicas son {tiles
para producir nuevas cepas de S§ avermitilis en las que se
ha i1nactivado el gen aveC

La presente invencién proporciona procedimientos para
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identaificar mutaciones de la ORF de aveC de S avermitilis
capaces de alterar la relacién y/o cantidad de avermectinas
producidas En una realizacidn preferida, la presente
invencidn proporciona un procedimiento para identaficar
mutaciones de la ORF de aveC capaces de alterar la relacibn
de avermectinas de clases 2 1 producidas, que comprende

(a) determinar la relacibén de avermectinas de clases 2 1
producidas por células de una cepa de § avermitilis en las
que se ha inactivado el alelo de aveC nativo, y dentro de
las cuales se ha 1introducido y se esta expresando una
molécula polinucleotidica que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un producto génico AveC mutado,
(b) determinar la relacidén de avermectinas de clases 2 1
producidas por células de la misma cepa de S avermitilis
que en la etapa (a} pero que en su lugar expresan s&lo el
alelo de aveC de tipo silvestre, la ORF de la FIGURA 1 (SEC
ID NO 1) o una secuencia de nucledtidos que es hombloga a
la masma, y (c) comparar la relacibdn de avermectinas de
clases 2 1 producidas por las células de § avermitilis de
la etapa (a) con la relacidén de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de S avermitilis de la etapa
(b), de tal forma que 81 la relacidén de avermectinas de
clases 2 1 producidas por las células de § avermitilis de
la etapa (a) es diferente de la relacidn de avermectinas de

clases 2 1 producidas por las células de § avermitilis de
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la etapa (b), entonces se ha identificado una mutacibn de
la ORF de aveC capaz de alterar la relacidn de avermectinas
de clases 2 1 En una realizacibn preferida, la relacifn de
avermectinas de clases 2 1 se reduce por la mutacidn

En otra realizacién preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para identificar mutaciones de
la ORF de aveC o construcciones genéticas gque comprenden la
ORF de avelC, capaces de alterar la cantidad de avermectinas
producidas, que comprende (a) determinar la cantidad de
avermectinas producidas por las células de una cepa de S
avermitilis en la que se ha 1nactaivado el alelo aveC
nativo, y dentro de la cual se ha introducido y se esté
expresando una molécula polinucleotidica que comprende una
secuencia de nuclebdtidos que codifica un producto génico
AveC mutadc o que comprende una construccidédn genética que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
productc génico Avel, (b) determinar 1la cantidad de
avermectinas producidas por las células de la misma cepa de
S avermitilis que en la etapa (a) pero que en su lugar
expresan sflo un alelo de aveC gque tiene la secuencia de
nucledtidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una
secuencia de nuclebdtidos que es homéloga a la misma, y {(c)
comparar la cantidad de avermectinas producidas por las
células de § avermitilis de la etapa (a) con la cantidad

de avermectinas producidas por las células de S

)%
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avermitilis de la etapa (b), de tal forma que si1 la
cantidad de avermectinas producidas por las cé&lulas de S
avermitilis de la etapa {(a) es diferente de la cantidad de
avermectinas producidas por las células de S avermitilis
de la etapa (b), entonces se ha identificado una mutacidn
de la ORF de aveC o una construccién genética capaz de
alterar la cantidad de avermectinas En una realizacibn
preferida, 1la cantidad de avermectinas producidas se
aumenta por la mutacién

La presente invencién proporciona ademds vectores
recombinantes que son Gtiles para fabricar nuevas cepas de
S avermitilis que tienen alterada la produccién de
avermectinas Por ejemplo, la presente invencidn
proporciocna vectores que pueden usarse para dirigir
cualquiera de las moléculas polinucleotidicas que
comprenden las secuencias de nucleétldo;-mutadas de la
presente invencién, al sitio del gen aveC del cromosoma de
S avermitilis, para insertar o reemplazar el alelo de
aveC, la ORF o0 una porcidén de 1la misma mediante
recombinacién hombéloga Sin embargo, de acuerdo con la
presente invencibn, una molécula polinucleotidica que
comprende una secuencia de nuclebtidos mutada de 1la
presente invencibdn proporcionada por la misma también puede
actuar modulando la biosintesis de avermectina cuandc se

inserta en el cromosoma de S avermitilis en un sitio
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distinto del gen avel, o cuando se mantiene episomalmente
en las células de S avermitilis Asi pues, la presente
invencidén también proporc¢iona vectores que comprenden una
molécula polinucleotidica que comprende una secuencia de
nucleétidos mutada de la presente invencidn, vectores que
pueden usarse para insertar la molécula polinucleotidica en
un B1t10o en el cromosoma de § avermitilis distinto del gen
aveC o para Qque se mantenga episomalmente En una
realizacidn preferida, la presente invencifn proporcicna
vectores de reemplazo génico que pueden usarse para
insertar un alelo de aveC mutado en el cromosoma de S
avermitilis para generar nuevas cepas de células que
producen avermectinas en una relacién reducida de clase 2 1
en comparacifén con las células de la misma cepa que en Su
lugar expresan s6lo el alelo aveC de tipo silvestre

La presente invencaién propoéﬁlona ademas
procedimientos para obtener nuevas cepas de § avermitilis
que comprenden células que expresan un alelo de aveC mutadoc
Y que producen relaciones y/o cantidades alteradas de
avermectinas en comparacifn con las células de la misma
cepa de § avermitilis que en su lugar expresan s6lo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacién
preferida, la presente invencidn proporc¢iona un
procedimiento para fabricar nuevas cepas de § avermitilais

que comprenden célulag que expresan un alelo aveC mutado y
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que producen una relacidn alterada de avermectinas de
clases 2 1 en comparacién con las células de la misma cepa
de § avermitilis que en su lugar expresan s6lo un alelo de
aveC de tipo silvestre, que comprende transformar las
células de una cepa de § avermitilis con un vector que
lleva un alelo de aveC mutado y que codifica un producto
génico que altera la relacidn de avermectinasgs de clases 2 1
producidas por células de una cepa de § avermitilis que
expresan el alelo mutado en comparacidén con las células de
la misma cepa que en su lugar expresan sdlo el alelo de
aveC de tipo silvestre, y seleccionar las células
transformadas que producen avermectinas en una relacidn
alterada de clases 2 1 en comparacidn con la relacidn de
clases 2 1 producida por las células de la cepa que en su
lugar expresan el alelo de aveC de tipo silvestre En una
realizacién preferida, la relacidn de ;vermectlnas de
clases 2 1 producidas se reduce en las c¢élulas de la nueva
cepa

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para fabricar nuevas cepas de
S avermitilis que comprenden células que producen
cantidades alteradas de avermectina, que comprende
transformar células de una cepa de § avermitilis con un
vector que lleva un alelo de aveC mutado o una construccidn

genética que comprende el alelo de aveC, cuya expresifn da
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come resultado una cantidad alterada de avermectinas
producidas por las c¢é&lulas de una cepa de S avermitilis
que expresan el alelo de aveC mutado o la construccidén
genética en comparacifn con las células de la misma cepa
que en su lugar expresan s806lo el alelo de avel de tipo
Blilvestre, y seleccionar las células transformadas que
producen avermectinas en una cantidad alterada en
comparacidn con la cantidad de avermectinas producidas por
las células de la cepa que en su lugar expresan s6lo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacidn
preferida, 1la cantidad de avermectinas producidas se
aumenta en las células de la nueva cepa

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para obtener nuevas cepas de
5 avermitilis, cuyas células comprenden un alelo de aveC
inactivado, que comprende transformar células de una cepa
de § avermitilis que expresan cualquier alelo de aveC con
un vector que inactiva el alelo de aveC, y seleccionar las
células transformadas en las que se ha inactivado el alelo
de aveC

La presente invencién proporciona ademids nuevas cepas
de S§ avermitilis que comprenden células que se han
transformado con cualquiera de las molé&culas
polinucleotidicas © vectores que comprenden una secuencia

de nucledtidos mutada de la presente invencidé4n En una
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realizacidn preferida, la presente 1nvencién proporciona
nuevas cepas de § avermitilis que comprenden cé€lulas que
expresan un alelo de aveC mutado en lugar de o ademis del
alelo de aveC de tipo silvestre, donde las células de la
nueva cepa producen avermectinas en una relacifén alterada
de clases 2 1 en comparacidn con las células de la misma
cepa que en su lugar expresan s6lo el alelo aveC de tipo
s1lvestre En una realizacidén mas preferida, las células de
la nueva cepa producen avermectinas en una relacibn
reducida de clases 2 1 en comparacién con las c¢élulas de la
misma cepa que en su lugar expresan sb6lo el alelo de avel
de tipo silvestre Tales nuevas cepas son (tiles en la
produccibén a gran escala de avermectinas deseables desde el
punto de vista comercial, tales como la doramectina

En otra realizacién preferida, la presente invencién
proporciona nuevas cepas de S avermltlllé-que comprenden
células que expresan una alelo de aveC mutadeo, © una
construccidn genética que comprende el alelo de aveC, en
lugar de o ademéds del alelo de aveC nativo, que da como
resultado la produccién por las células de una cantidad
alterada de avermectinas en comparacidn con la cantidad de
avermectinas producidas por las células de la misma cepa
que en su lugar expresan 86lo el alelo aveC de tipo

silvestre En una realizacién preferida, las nuevas células

producen una mayor cantidad de avermectinas
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En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona nuevas cepas de § avermitilis que comprenden
células en las que se ha inactivado el gen aveC Tales
cepas son (itiles para el diferente espectro de avermectinas
que producen en comparacidén con la cepa de tipo silvestre,
y en ensayos de seleccién de complementacién como los
descritos en este documento, para determinar si1 la
mutagénesis dirigida o aleatoria del gen aveC afecta a la
produccibén de avermectinas

La presente 1nvencifn proporciona ademids un
procedimiento para producir avermectinas, que comprende
cultivar células de una cepa de § avermitilis, células que
expresan un alelo de aveC mutado que codifica un producto
génico que altera la relacidn de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de una cepa de S avermitilig
que expresan el alelo de aveC mutado en comparacidn con las
células de la misma cepa que no expresan el alelo de aveC
mutado sino que en su lugar expresan s6lo el alelo aveC de
tipo silvestre, en un medio de cultivo en condiciones que
permiten o0 1inducen la produccién de avermectinas, Yy
recuperar dichas avermectinas del cultivo En una
realizacidén preferaida, se reduce 1la relacién de
avermectinas de clases 2 1 producidas por células que
expresan la mutacién BEste procedimiento proporciona una

mayor eficacia en la produccidn de avermectinas valiosas
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desde el punto de vista comercial, tales como 1la
doramectina

La presente invencién proporciona ademis un
procedimiento para producir avermectinas, que comprende
cultivar células de una cepa de § avermitilis, células que
expresan un alelo de aveC mutado o una construccitn
genética que comprende un alelo de aveC dque da como
resultado la precduccadén de una cantidad alterada de
avermectinas producidas por las células de una cepa de S
avermitilas que expresan el alelo de aveC mutado o una
construccidn genética, en comparacién con las células de la
misma cepa que no expresan el alelo de aveC mutado o la
construccién genética s1no que en su lugar expresan s6lo el
alelo de aveC de tipo silvestre, en un medio de cultivo en
condiciones que permiten o 1inducen 1la produccién de
avermectinas, y recuperar dichas avermectinas del cultivo
En una realizacién preferida, se aumenta la cantidad de
avermectinas producidas por las células que expresan la
mutacién ¢ la construccidn genética

La presente invencién proporciona ademds una nueva
composicidn de avermectinas producidas por una cepa de S
avermitilis que expresa un aleloc de aveC mutado de la
presente invencién, donde las avermectinas se producen en
una relacidén reducida de clases 2 1 en comparacidn con la

relacién de avermectinas de clases 2 1 producidas por
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células de la misma cepa de S avermitilis gQue no expresan
el alelo de aveC mutado 81ino que en su lugar expresan sdlo
el alelo de aveC de tipo silvestre La nueva composicidén de
avermectinas puede estar presente segiin se produce en el
fluido de cultavo de fermentacién o puede recogerse a
partir de dicho fluido y puede purificarse parcial o
sustancialmente a partir del maismo
4 BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1 Secuencia de ADN (SEC ID NO 1) que
comprende la ORF de aveC de S avermitilis y la secuencia
de aminodcidos deducida (SEC ID NO 2)

FIGURA 2 Vector plasmidico pSE186 (ATCC 209604) que
comprende la ORF entera del gen aveC de § avermitilas

FIGURA 3 Vector de reemplazo génico pSE180 (ATCC
209605) que comprende el gen ermE de Sacc erythraea
insertado en la ORF de aveC de S averm;t;ils

FIGURA 4 Mapa de restricci6n BamHI del grupo de genes
de la policeturo sintasa de avermectina de § avermitilas
con cinco clones de cbsmidos solapantes identificados (es
decir, pSE65, pSE66, pSE67, pSE68 y pSE69) También se
indica la relacidn de pSEl11l8 y pSEl1l9

FIGURA 5 Andlisis de HPLC de los productos de
fermentacién producidos por las cepas de § avermitilis La

cuantificacién de los picos se realizd por comparacidn con

cantidades patrén de ciclohexil Bl El tiempo de retencidn
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de caiclohexil B2 fue de 7,4-7,7 minutos, el tiempo de
retencién de ciclohexil Bl fue de 11,5-12,3 min FIG 5A
Cepa SE180-11 de § avermitilis con una ORF de ave(C
inactivada FIG 5B Cepa SE180-11 de S avermitilis
transformada con pSE186 (ATCC 209604) FIG 5C Cepa
SE180-11 de S avermitilis transformada con pSE187 FIG
5D Cepa SE180-11 de S avermitilis transformada con
pSE188

FIGURA 6 Comparacién de las secuencias de aminodcidos
deducidas codificadas por la ORF de aveC de § avermitilis
(SEC ID NO 2), una ORF parcial homéloga a aveC de S
griseochromogenes (SEC ID NO 5) y la ORF homdloga a aveC
de S hygroscopicus (SEC ID NO 4) El resto de valina en
negritas es el supuesto sitio de 1iniciacidn para la
proteina Los restos conservados se muestran en letras
maylsculas para mostrar la homologia en las tres secuencias
y en letras minisculas para mostrar la homologia en 2 de
las 3 secuencias Las secuencias de aminodcidos contienen
aproximadamente un 50% de i1dentidad de secuencia

FIGURA 7 Construccidén de un plismido hibrido que
contiene un fragmento BsaAl/Kpnl de 564 pb del gen homb6logo
de aveC de S hygroscopicus 1insertado en el sitio
BsaAI/Kpnl en la ORF de aveC de § avermitilis

5 DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente i1nvencibn se refiere a la identificacién

74
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y caracterizacidn de moléculas polinucleotidicas que tienen
secuencias de nuclebdtidos que codifican el producto génicoe
AveC de Streptomyces avermitilis, a la construccibn de
nuevas cepas de S avermitilis que pueden usargse para
seleccionar los productos génicos AveC mutados con respecto
a su efecto sobre la produccién de avermectinas, y al
descubrimiento de que ciertos producto génicos AveC mutados
pueden reducir la relacién de avermectinas B2 Bl producidas
por § avermitilis A modo de ejemplo, la invencidn se
describe en las secciones mostradas mis adelante en
relacidén con una molécula polinucleotidica gue tiene una
secuencia de nucleétidos que es 1gual a la secuencia que
codifica el producto génico AveC de S avermitilis del
pldsmido pSE186 (ATCC 209604), o 1la secuencia de
nucledtidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1), y en
relacién con moléculas pollnucleotidlc;s que tienen
secuencias de nucledtidos mutadas derivadas de las mismas
y variantes degeneradas de las mismas Sin embargo, los
prancipics 1indicados en la presente invencifén pueden
aplicarse andlogamente a otras moléculas polinucleotidzicas,
incluyendo genes hombélogos a aveC de otras especies de
Streptomyces que incluyen, por ejemplo, S hygroscopicus y

S griseochromogenes, entre otros

51 Moléculag Polinucleotidicas que Codifican el
Producto Génico AveC de S. avermatilis
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La presente invencién proporciona una molécula
polinucleotidica aislada que comprende la ORF de aveC
completa de S avermitilis o una porcidén sustancial de la
misma, molécula polinucleotidica aislada que carece de la
siguiente ORF completa que estd localizada cadena abajo de
la ORF de aveC in situ en el cromosoma de 5§ avermitilis

La molécula polinucleotidica aislada de la presente
invencién preferiblemente comprende una secuencia de
nuclebtidos que es 1gual gue la secuencia que codifica el
producto génico AveC de § avermitilis del plasmido pSE186
(ATCC 209604), o0 que es la misma que la secuencia de
nucleétidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una
porcidén sustancial de la misma Como 8Se usa en este
documento, wuna "porcién sustancial” de una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nuclebétidos que codifica el producto géﬁ;co AveC de S
avermitiligs significa una molécula polinucleotidica aislada
que comprende al menos aproximadamente un 70% de la
secuencia completa de la ORF de avel mostrada en la FIGURA
1 (SEC ID NO 1), y que codifica un producto génico AveC
funcionalmente equivalente A este respecto, un producto
génico AveC "funcionalmente equivalente” se define como un
producto génico que, cuando se expresa en la cepa ATCC

53692 de § avermitilis en la que se ha inactivado el alelo

de aveC nativo, produce sustancialmente la misma relacién
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y cantidad de avermectinas que las producidas por la cepa
ATCC 53692 de § avermitilis que en su lugar expresa s6lo
el alelo de aveC funciocnal de tipo silvestre natavo para la
cepa ATCC 53692 de § avermitilas

Ademéds de la secuencia de nucledtidos de la ORF de
aveC, la molécula polinucleotidica aislada de la presente
invencién puede comprender adicionalmente secuencias de
nuclebtrdos que flanquean de forma natural el gen aveC 1n
situ en § avermitailis, tales como las que flanquean las
secuencias de nuclebtidos mostradas en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 1)

La presente invencidn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica aislada que comprende la secuencia de
nuclebdtidos de la SEC ID NO 1 ¢ una variante degenerada de
la misma

Como se usa en este documento, los tégﬁlnos "molécula
polinucleotidica", "secuenciapolinucleotidica”, "secuencia
codificante", "fase de lectura abierta” y "ORF", pretenden
hacer referencia tanto a las mol&culas de ADN como a las
moléculas de ARN, que pueden ser de una sola cadena o de
doble cadena y que pueden transcribirse y traducirse (ADN)
o traducirse (ARN) en un producto génico AveC o, como se
describe mds adelante, en un producto génico homélogo a

AveC, o en un polipéptido que es homblogo a un producto

génico AveC o un producto génicco homdlogo a AveC, en un

Yy
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se ponen bajo el controcl de los elementos reguladores
apropiados Una secuencia codificante puede incluir, pero
sin limitacidn, secuencias procariotas, secuencias de ADNcC,
secuencias de ADN genfmico y secuencias de ADN y ARN
sintetizadas quimicamente

La secuencia de nucledtidos mostrada en la FIGURA 1
(SEC ID NC 1) comprende cuatro codones GTG diferentes en
las posiciones de pb 42, 174, 177 y 180 Como se describe
en la Seccibn 9 mostrada mas adelante, se construyeron
deleciones miltiples de la regaidn 5’ de la ORF de aveC
(FIGURA 1, SEC ID NO 1) para ayudar a definir cudles de
estos codones podian funcionar en la ORF de aveC como
sitios de 1niciacién para la expresién de la proteina La
delecidn del primer sitio GTG en el pb 42 no elimind la
actividad de AveC Una delecibn adlc:l.onaEI. de todos los
codones GTG en las posiciones de pb 174, 177 y 180 elimind
totalmente la actividad de AveC, indicando que esta regidn
es necesaria para la expresitn de la proteina Por 1lo
tanto, la presente i1nvencién abarca ORF de aveC de longitud
variable

La presente invencidn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nucledtidos que
es hombloga a la secuencia codificante del producto génico

AveC de § avermitilis del plasmido pSE1B6 (ATCC 209604},

Yy
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o0 a la secuencia de nucle6Stidos de la ORF de aveC
presentada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una porcidn
sustancial de la misma El término "hombélogo", cuando se
usa para hacer referencia a una molécula polinucleotidica
gque es homb6loga a una secuencia codificante del producto
génico AveC de S avermitilis, significa una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nucledtidos

(a) que codifica el mismo producto génico AveC que la
secuencia codificante del producto génico AveC de S

avermitilis del pléasmido pSE186 (ATCC 209604), o© que
codifica el mismo producto génico Avel que la secuencia de
nuclebtidos de la ORF de aveC presentada en la FIGURA 1
(SEC ID NO 1), pero que incluye unc o mas camblos
silenciosos en la secuencia de nucledtidos de acuerdo con
la degeneracidn del coédigo genético (es decir, una variante
degenerada), o (b) que hibrida con el comblemento de una
molécula polinucleotidica que tiene una secuencia de
nucledtidos que codifica la secuencia de aminodcidos
codificada por la secuencia que codifica el producto génico
AveC del plasmido pSE186 (ATCC 209604), o que codifica la
secuencia de aminodcidos mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 2), en condiciones moderadamente rigurosas, es decair,
hibridaci6én con ADN unido a filtro en NaHPQ, 0,5 M, dodecal
sulfato sddico (SDS) al 7%, EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en

0,2 x SSC/SDS al 0,1% a 42°C (véase Ausubel y col , (eds },
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1989, Current Prot 1s 1n Molecular Biology, Vol I, Green

Publishing Associates, Inc , and John Wiley & Sons, Inc ,
Nueva York, en la pdg 2 10 3), y codifica un producto
génico AveC funcionalmente equivalente como se ha definido
anteriormente En una realizacibén preferida, la molécula
polinucleotidica homéloga hibrida con el complemento de la
secuencia de nuclebttidos que codifica el producto génico
AveC del pl&dsmido pSE186 (ATCC 209604), o con el
complementoc de la secuencia de nucledtidos de la ORF de
aveC mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una porcifn
sustancial de la misma, en condiciones muy rigurosas, es
decar, hibradaciédn con ADN unido a un filtro en NaHPO, 0,5
M, SDS al 7%, EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en 0,1 x SSC/SDS
al 0,1% a 68°C (Ausubel y col , 1989, mencionado
anteriormente), y c¢odifica wun producto génico AveC
funcionalmente equivalente como se ) ha definido
anteriormente

La actividad de un producto génico AveC y los
equivalentes funcionales potenciales del mismo pueden
determinarse mediante el andlisis de HPLC de los productos
de fermentacién, comc se describe en los ejemplos de més
adelante Las moléculas polinucleotidicas que tienen
secuenciage de nucledStidos que codifican equivalentes
funcionales del producto génico AveC de S avermitilis

incluyen genes aveC que se producen de forma natural
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presentes en otras cepas de § avermitilis, genes homSlogos
a aveC presentes en otras especies de Streptomyces y alelos
de aveC mutados, se produzcan de forma natural o se
obtengan por ingenieria genética

La presente anvencifn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
que codifica un polipéptido gue tiene una secuencia de
aminodcidos que es hombloga a la secuencia de aminodcidos
codificada por la secuencia codificante del producto génico
AveC del plédsmido pSE186 (ATCC 209604), o la secuencila de
aminodcidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2) o una porcibén
sustancial de la misma Como se usa en este documento, una
"porcidn sustancial®” de la secuencia de aminoacidos de la
FIGURA 1 (SEC ID NO 2) significa un polipéptido que
comprende al menos aproximadamente un 70%_§e la secuencia
de aminodcidos mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 2), y
que constituye un producto génico AveC funcionalmente
equivalente como se ha definido anteriormente

Como se usa en este documento para hacer referencia a
secuencias de aminodcidos que son homélogas a la secuencia
de aminodcidos de un producto génico AveC de S
avermitilis, el términc "hombGlogo" se refiere a un
polipéptido que por lo demds tiene la secuencia de
aminodcidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2), pero en el que

unoc o mas restos de aminodcidos se han sustituido de forma
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conservativa con un resto de aminodcido diferente, donde
dicha secuencia de aminodcidos tiene una 1i1dentidad de
secuencia de al menos un 70%, mas preferiblemente de al
menos aproximadamente un 80% y, aln mids preferiblemente, de
al menos aproximadamente un 90% con el polapéptido
codificado por la secuencia codificante del producto génico
AveC del plasmido pSE186 (ATCC 209604), o la secuencia de
aminodcidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2), determinada por
cualquier algoritmo convencional de identidad de secuencias
de amino&cados, tal como el algoritmo BLASTP (GENBANK,
NCBI), y donde tal sustitucifén conservativa da lugar a un
producto génico funcionalmente equivalente, como se ha
definido antericrmente Las sustituciones de aminodcidos
conservativas son b:ien conocidas en la técnica Las reglas
para obtener tales sustituciones incluyen las descritas por
Dayhof, M D , 1978, Nat Biomed Res Fouﬂa , Washaington,
DC, Vol 5, Sup 3, entre otras Mas especificamente, las
sustituciones de amino&cidos conservativas son las que
generalmente se producen dentro de una familia de
aminoidcidos que estén relacionados en acidez o polaridad
Los aminoicidos codificados genéticamente generalmente se
dividen en cuatro grupos (1) Acaidos = aspartato y
glutamato, (2) basicos = lisina, arginina e histidina, (3)
no polares = alanina, valina, leucina, i1soleucina, prolina,

fenilalanina, metionina y traiptdfano, y {(4) polares sin
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carga = glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina y tirosina La fenilalanina, el triptéfanoc y la
tirosina también 8Be clasifican conjuntamente como
aminodcidos aromaticos Uno o mis reemplazos dentro de
cualquier grupo particular, por ejemplo, de una leucina por
una i1scleucina o valina, de un aspartato por un glutamato,
de una treonina por una serina, © de cualquier otro resto
de aminodcido por un resto de amino8cido estructuralmente
relacionado, por ejemplo, un resto de aminodcido con una
acidez o polaridad similar o con analogias en alguna
combinacidén de los mismos, generalmente tendria un efecto
insignificante sobre la funcién del peolipéptido

La presente invencién proporciona ademds una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un producto génico homSlogo a
AveC Comc se usa en este documento, un "-producto génico
homélogo a AveC" se define como un producto génico que
tiene una identidad de secuencia de aminbacidos de al menos
el 50% con un producto génico AveC de § avermitilis que
comprende la secuencia de aminoacidos codificada por la
secuencia que codifica el producto génico AveC del plasmido
pSE186 (ATCC 209604), o 1la secuencia de aminodcidos
mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 2), determinada por
cualguier algoritmo convencional de 1dentidad de secuencias

de aminodcidos, tal como el algoritmo BLASTP (GENBANK,
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NCBI) En una realizacidn no limitante, el producto génico
homélogo a AveC procede de § hygroscopicus (descrito en la
solicitud de patente EP 0298423, depésito FERM BP-1901) y
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO 4 ©
una porcidén sustancial de la misma Una "porcaibn
sustancial" de la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO

4 significa un polipéptido gque comprende al menos
aproximadamente un 70% de la secuencia de aminodcidos de la
SEC ID NO 4 y que constituye un producto génico homblogo a
AveC funcionalmente equivalente Un producto génico
homélogo a AveC "funcionalmente equivalente" se define como
un producto génico que, cuando se expresa en la cepa FERM
BP-1901 de S hygroscopicus en la que se ha 1nactivado el
alelo homdélogo a aveC nativo, produce sustancialmente la
misma relacién y cantidad de milbemicinas que 1las
producidas por la cepa FERM BP-1901 de S h;groscqplcus que
expresa en su lugar s6lo el aleloe homdlogo a avel
funcional, de tipo silvestre, nativo en la cepa FERM BP-
1901 de S hygroscopicus En una realizacidn no limitante,
la molécula polinucleotidica aislada de 1la presente
invencién que codifica el producto génico homSlogo a AveC
de S§ hygroscopicus comprende la secuencia de nucleftidos
de la SEC ID NO 3 o una porcidn sustancial de la misma A

este respecto, una '"porcidn sustancial"™ de la molécula

polinucleotidica aislada que comprende la secuencia de
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pelinucleotidica aislada que comprende al menos
aproximadamente un 70% de la secuencia de nucledtidos de la
SEC ID NO 3 y que codifica un productc génico homélogo a
AveC funcionalmente equivalente, como se acaba de definir

La presente invencidn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nuclebdtidos
que es homélocga a 1la secuencia de nucledtaidos de S
hygroscopicus de la SEC ID NO 3 El término "homSlogo",
cuando se usa para hacer referencia a una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
que es homdloga a la secuencia codificante del producto
génico homblogo a AveC de S hygroscopicus de la SEC ID NO
32, saignifica una molécula polinucleotidica que tiene una
secuencia de nuclebtidos (a) que codifica el mismo
producto génico que la secuencia de nucleéildos de la SEC
ID NO 3, pero que incluye uno o mis cambios silenciosos en
la secuencia de nuclebtidos de acuerdo con la degeneracidn
del ¢6digo genético (es decir, una variante degenerada), o
(b) que hibrida con el complemento de una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nuclebtidos que
codifica la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO 4, en
condiciones moderadamente rigurosas, es decir, hibridacién

con ADN unido a un filtro en NaHPO, 0,5 M, SDS al 7%, EDTA

1 mM a 65°C y lavado en 0,2 x SSC/0,1% SDS a 42°C (véase
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Ausubel y col , mencionadc anteriormente), y codifica un
producto génico homélogo a AveC funcionalmente equivalente
como se ha definido anteriormente En una realizacibn
preferida, la molécula polinucleotidica homéloga hibraida
con el complemento de la secuencia de nuclebtidos
codificante del producto génico homSlogo a AveC de la SEC
ID NO 3 en condiciones mwmuy raigurosas, es decar,
hibridaci6én con ADN unido al filtro en NaHPO, 0,5 M, SDS al
7%, EDTA 1 mM a 65°C y lavado en 0,1 x SSC/SDS al 0,1% a
68°C (Ausubel y col , 1989, mencionado anteriormente), y
codifica un producto génico homélogo a AveC funcionalmente
equivalente como se ha definido anteriormente

La presente invencién proporciona ademds una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nuclebtidos
que codifica un polipéptido que es homélggo al producto
génico homSlogo a AveC de S Hygroscopicus Comoc se usa en
este documento para hacer referencia a polipéptidos que son
homélogos al producto génico hombélogo a AveC de la SEC ID
NO 4 procedente de S Hygroscopicus, el término "homdSlogo"
significa un polipéptido que, por lo demads, tiene la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO 4, pero en la que
se han sustituido conservativamente uno © mis restos de
aminodcidos por un resto de aminodcido diferente, como se
ha definido anteriormente, donde dicha secuencia de

aminoacidos tiene una identidad de secuencia de aminodcidos
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de al menos aproximadamente un 70%, mas preferiblemente de
al menos aproximadamente un B0% y, alin mds preferaiblemente,
de al menos aproximadamente un 90%, con el polipéptido de
la SEC ID NO 4, determinada por cualquier algoritmo
convencional de 1dentidad de secuencias de aminodcidos, tal
como el algoritmo BLASTP (GENBANK, NCBI), y donde tal
sustitucidn conservativa produce un producto génico
hom6logo a AveC funcionalmente equivalente, como se ha
definido anteriormente

La presente ianvencidn proporciona ademas
oligonucledtidos que haibridan con una molécula
polinucleotidica que tiene la secuencia de nucledtidos de
la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o la SEC ID NO 3, o con una
molécula polinucleotidica que tiene una secuencia de
nucledétidos que es el complemento de ;? secuencia de
nucledtidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o la SEC ID NO
3 Tales oligonucleétidos tienen una longitud de al menos
aproximadamente 10 nucledtidos y preferiblemente una
longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 30
nucledtidos, e hibridan con una de las moléculas
polinucleotidicas mencionadas anteriormente en condiciones
muy raigurosas, es decir, lavado en 6 x SSC/pirofosfato
sbdico al 0,5% a ~37°C para 1los oligos de ~ 14 bases, a
~48°C para los ocligos de ~17 bases, a ~55°C para los oligos

de ~20 bases y a ~60°C para los oligos de ~23 bases En una
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realizacidn preferaida, los oligonucleédtidos son
complementarios a una porcién de una de las moléculas
polinucleotidicas mencionadas anteriormente Estos
oligonucledtidos son litiles para una diversidad de fines
incluyendo para codificar o actuar como moléculas
antisentido (itiles en la regulacidn génica o como cebadores
en la amplificacibén de wmoléculas polinucleotidicas que
codifican aveC u hombélogos de aveC

Usando las moléculas polinucleotidicas o 1los
oligonucledétidos descritos en este documento junto con
técnicas conocidas, pueden 1identificarse otros genes
homélogos de aveC en otras especies © cepas de
Streptomyces Por ejemplo, una molécula oligonucleotidica
que comprende una porcién de la secuencia de nucledtidos de
S avermitilis de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una porcibn
de la secuencia de nucledtidos de S hygroscopicus de la
SEC ID NO 3, puede marcarse de forma detectable y usarse
para rastrear una biblioteca gendmica construida a partar
del ADN derivado del organismo de interés La rigurosidad
de las condiciones de hibridacién se selecciona basindose
en la relacién del organismo de referencia, en este ejemplo
§ avermitilis o S§ Ahygroscopicus, con el organismo de
anterés Los requisaitos para las diferentes condiciones de
rigurosidad son bien conocidos para los especialistas en la

técnica y tales condiciones variaran predeciblemente
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dependiendo de 1los organismos especificos de los que
proceden la bablioteca y las secuencias marcadas
Preferiblemente, tales oligonucledtidos tienen una longitud
de al menos aproximadamente 15 nuclebdtidos e incluyen, por
ejemplo, los descritog en los ejemplos mostrados mas
adelante La amplaificacién de los genes homdlogos puede
realizarse usando estos y otros oligonuclebtidos Yy
aplicando técnicas convencionales tales como la reaccidn en
cadena con polimerasa {(PCR), aunque también pueden usarse
otras técnicas de amplificacibén conoccidas en la técnaca,
por ejemplo, la reaccién en cadena con ligasa

Los clones identificados como clones que contienen
secuencias de nuclebétidos homblogas a aveC, pueden
ensayarse con respecto a su capacidad de codificar un
producto génico homéSlogo a AveC funC1ona1._Para este fin,
los clones pueden someterse a andlisis de secuencia para
identaificar una fase de lectura adecuada, asi como sefiales
de 1iniciacibn y terminacidn Como alternativa o
adicionalmente, la secuencia de ADN c¢lonada puede
insertarse en un vector de expresibn apropiado, es decir,
un vector que contiene los elementos necesarios para la
transcripecidn y traduccidn de la secuencia codificante de
la proteina insertada Puede usarse cualquiera de una
diversidad de sistemas de huésped/vector como se ha

descrito m&s adelante, 1incluyendo, pero sin lamitacidn,
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sistemas bacterianos tales como vectores de expresibn
pladsmidos, bacteribéfagos o cbdsmidos Las células huésped
apropiadas transformadas con tales vectores que comprenden
secuencias codificantes hombélogas a aveC potenciales
después pueden analizarse con respecto a la actividad de
tipo AveC usando procedimientos tales como andlisis de HPLC
de los productos de fermentacibn, como se describe, por
ejemplo, en la Seccidn 7 mostrada mds adelante

La produccién y manipulacién de las molé&culas
polinucleotidicas descritas en este documento estan dentro
de la experiencia en la técnica y pueden realizarse de
acuerdo con técnicas recombinantes descritas, por ejemplo,
en Maniatis, y col , 1989, Molecular Clconang, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, Ausubel, y col , 1989, Current Protocols In
Molecular Biology, Greene Publishing Associates & Wiley
Interscience, NY, Sambrook, y col , 1989, Molecular

Cloning, A TLaboratory Manual, 2* ed , Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spraing Harbor, NY, Innis y col

(eds ), 1995, PCR Strateqgies, Academic Press, Inc , San
Diego, y Brlaich (ed), 1992, PCR Technology, Oxforad

University Press, Nueva York, todos 1los cuales se
incorporan aqui por referencia Los clones
polinucleotidicos que codifican productos génicos AveC o

productos génicos hombélogos a AveC pueden identificarse
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usando cualquier procedimiento conocido en la técnica
incluyendo, perc sin limitacibén, los procedimientos
indicados en la Seccibén 7 mostrada mas adelante Pueden
rastrearse bibliotecas de ADN genfmico con regpecto a las
secuencias codificantes aveC y homdlogas a aveC usando
técnicas tales como los procedimientos indicados en Benton
y Davis, 1977, Science 156 180, para bibliotecas de
bacteriffagos, y en Grunstein y Hogness, 1975, Proc Natl
Acad Sca USA, 72 3961-3965, para bibliotecas de
pldsmidos Las moléculas polinucleotidicas que tienen
secuencias de nuclebtidos que se sabe que incluyen la ORF
de aveC, como la presente, por ejemplo, en el plasmido
pPSE186 (ATCC 209604), o en el plasmido pSE199 (descrito en
la Seccidén 7, mostrada mis adelante), pueden usarse como
sondas en estos experimentos de sglecc16n Como
alternativa, pueden sintetizarse sondas oligonucleotidicas
que corresponden a las secuencias de nucledtidos deducidas
a partir de las secuencias de aminodcidos parciales o
completas del producto génico homélogo a AveC purificado

5 2 Sistemas Recombinantes
521 Vectores de Clonacidn y Expresidn

La presente invencidn proporciocna ademas vectores de
tlonacidén y vectores de expresidn recombinantes que son
(itiles en 1la clonacibn o expresién de moléculas

polainucleotidicas de la presente invencidn que comprenden,
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por ejemplo, la ORF de aveC de § avermitilis o cualquier
ORF hombéloga a aveC En una realizacidn no limitante, la
presente invencién proporciona el plasmido pSE186 (ATCC
209604), que comprende la ORF completa del gen aveC de S
avermitilis

Toda la siguiente descripcidn relacionada con la ORF
de aveC de § avermitilis, una molécula polinucleotidica
que comprende la ORF de aveC de S avermitilis O una
porcién de la misma, o un producto génico AveC de S
avermitilis, también se refiere a homblogcs de aveC y a
productos génicos homblogos a AveC, a menos que se indigque
explicitamente o por el contexto

Se ha creado una diversidad de vectores diferentes
para uso especifico en Streptomyces, incluyendo fagos,
plasmidos de alto niimero de copias, plasmidos de bajo
nimero de copias y vectores 1anzadera‘~de E colax -
Streptomyces, entre otros, y cualquiera de é&stos puede
usarse para poner en prédctica la presente invencidn
También se han clonado varios genes de resistencia a
farmacos de Streptomyces, y varios de estos genes se han
incorporado en vectores como marcadores selectivos Se
presentan ejemplos de vectores actuales para uso en
Streptomyces, entre otros sitios, en Hutchinson, 1980,
Applied Biochem Biotech 16 169-150

Los vectores recombinantes de la presente invencién,
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particularmente los vectores de expresidn, preferiblemente
se construyen de forma que la secuencia codificante para la
molécula polinucleotidica de la 1invencidén esté en
asociacién operativa con uno o mds elementos reguladores
necegarios para la transcripcién y traduccién de la
secuencia codificante para producir un polipéptido Como se
usa en este documento, el término "elemento regulador"
incluye, pero sin limitacién, secuencias de nucleétidos que
codifican promotores inducibles y no 1inducibles,
intensificadores, operadores y otros elementos conocidos en
la técnica que sirven para dirigir y/o regular la expresidn
de secuencias que codifican polinucledStidos Ademds, como
se usa en este documento, la secuencia codificante estd en
"asociacidn operativa" con uno o mas elementos reguladores,
donde 1los elementos reguladores regulan eficazmente Yy
permiten la transcripcibén de la secuencia codificante, la
traduccidn de su ARNm o ambas cosas

Los vectores plasmidicos tipicos que pueden
modificarse por ingenieria genética para que contengan una
molécula polinucleotidica de la presente invencidn,
incluyen pCR-Blunt, pCR2 1 (Invitrogen), pGEM3Zf (Promega)
y el vector lanzadera pWHM3 (Vara y col , 1989, J Bact
171 5872-5881), entre otros muchos

En la técnica, son bien conocidos procedimientos para

construir vectores recombinantes que contienen secuenclas
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codificantes particulares en asociacid4n operativa con
elementos reguladores aproplrados, Yy éstos pueden usarse
para poner en practica la presente invencién Estos
procedimientos 1incluyen técnicas recombinantes 1in vitro,
técnicas sintétrcas y recombinacidébn genética inm vivo
Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis y
col , 1989, mencicnado anteriormente, Ausubel y col , 1989,
mencionado anteriormente, Sambrook y col , 1989, mencionado
anteriormente, Innais Y col , 1995, mencionado
anteriormente, y Erlich, 1992, mencionado anteriormente
Los elementos reguladores de estos vectores pueden
variar en resistencia y especificidades Dependiendo del
si1stema huésped/vector utilizado, puede usarse cualquiera
de varios elementos adecuados para la transcripcibén y la
traduccién Los ejemplos no laimitantes de las regaones
reguladoras de la transcripcadén o promotores para bacterias
incluyen el promotor f-gal, el promotor T7, el promotor
TAC, los promotores A i1zquierdo y derecho, promotores trp
Yy lac, promotores de fusibn trp-lac y, mads especificamente
para Streptomyces, los promotores ermE, meIC, tipA, etc En
una realizacién especifica descrita en la Seccibn 11
mostrada mis adelante, se generd un vector de expresidn que
contenia la ORF de aveC clonada adyacente al promotor ermk

fuerte constitutivo de Saccharopolyspora erythraea El

vector se utiliz6 para transformar S avermitilis y el
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posterior andlasis de HPLC de los productos de fermentacién
indicé una maycr concentracidn de avermectinas producidas
en comparacifn con la produccidn por la misma cepa pero que
en su lugar expresaba el alelo de aveC de tipo silvestre

Pueden usarse vectores de expresidn de proteinas de
fusidén para expresar una proteina de fusibén del producto
génico AveC La proteina de fusién purificada puede usarse
para actavar antisuero contra el producto génico AveC, para
estudiar las propiedades bioquimicas del producto génico
AveC, para obtener por ingenieria genética proteinas de
fusi6én de AveC con diferentes actividades biroquimicas o
para ayudar a la i1dentificaciédn o purificacibn del producto
génico AveC expresado Los posibles vectores de expresién
de proteinas de fusi6én incluyen, perc sin lamitacidn,
vectores que 1ncorporan secuencias que codifican fusiones
de B-galactosidasa y trpE, fusiones de pré£einas de unidn
a maltosa, fusiones de glutatibén-S-transferasa y fusiones
de polihigtidina (regiones portadoras) En una realizacibn
alternativa, puede fusionarse un producto génaico AveC o una
porcifén del mismo con un producto génico homSlogo a AveC o
a una porcidn del mismo, procedente de otra especie o cepa
de Streptomyces, tal como, por ejemplo, S hygroscopicus o
S griseochromogenes En una realaizacidén particular
descraita en 1la Seccidn 12, mostrada wmas adelante y

representada en la FIGURA 7, se construyd un plasmido
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quimérico que contenfia una regién de 564 pb de la ORF
homéloga a aveC de § hygroscopicus que reemplazaba a una
regién de 564 pb homéloga de la ORF de aveC de S
avermitilis Tales vectores hibridos pueden utilizarse para
transformar células de S§ avermitilis y ensayarse para
determinar su efecto, por ejemplo, sobre la relacibn de
avermectinas de clases 2 1 producidas

Las proteinas de fusidén de AveC pueden modificarse por
ingenieria genética para que comprendan una regidn Gtal
para la purificacién Por ejemplo, las proteinas de fusién
AveC-proteina de unidn a maltosa pueden purificarse usando
resina de amilosa, las fusiones AveC-proteinas de fusidn de
glutatidén-S-transferasa pueden purificarse usando perlas de
glutatibn-agarosa, y las fusiones de AveC-polihistidina
pueden purificarse usando una resina de niquel divalente
Como alternativa, pueden usarse anticuerpos contra una
proteina o péptido portador para realizar la purificacibn
por cromatografia de afinidad de la proteina de fusién Por
ejemplo, puede introducirse por ingenieria genética una
secuencia de nucledtidos que codifica para el epitopo diana
de un anticuerpo monoclonal, en el vector de expresibn, en
asociacifn operativa con los elementos reguladores, ¥y
situarse de forma que el epitopo expresado se fusicne con
el polipéptidoc AveC Por ejemplo, puede insertarse por

técnicas convencionales una secuencia de nucledtidos que
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codifica para la marca de epitopo FLAG™ (International
Biotechnologies Inc ), que es un péptido marcador
hidré6filo, en el vector de expresién en un punto
correspondiente, por ejemplo, al extremo carboxilo terminal
del polipéptido AveC El producto de fusidn polipéptido
AveC-epitopo FLAG™ después puede detectarse y purificarse
por afinidad usando anticuerpos anti-FLAG™ adquiribles en
el mercado

El vector de expresidn que codifica la proteina de
fugién AveC también puede wmodificarse por ingenieria
genética para que contenga secuencias de poliengarce que
codifican sitios de escisidbn especificos de proteasas, de
forma que el polipéptido AveC expresadc pueda liberarse de
la regidn portadora © de la molécula de fusidn por
tratamiento con una proteasa especifica Por ejemplo, el
vector de la proteina de fusidn puede incluir secuencias de
ADN que codifican sitios de escisién por trombina o por el
factor Xa, entre otros

Mediante ingenieria genética también puede
introducirse una secuencia seflal cadena arriba y en la
misma fase de lectura que la ORF de aveC, en el vector de
expresidn, por procedimientos conocidos, para dirigir el
trdfico y la secrecién del producto génico expresado Los
ejemplos no limitantes de las secuencias sefial incluyen los

que proceden del factor ¢, inmunoglobulinas, proteinas de

b/



P e

e, G H)
S i1 41
NG Ny \:5"0
T c - r[-‘r) “ ]!
% elér 51 2

P

by ADR
‘_ ‘D
"—.""‘_“-\-

10

15

20

25

46
la membrana externa, penicilinasa y receptores de células
T, entre otros

Para ayudar en la seleccifén de las células huésped
transformadas o trangfectadas con los vectores de clonacién
0 expresidn de la presente ainvencidn, el vector puede
modaificarse por ingenieria genética para que comprenda
ademids una secuencia codificante para un producto génico
reportero u otro marcador selectivo Tal Bsecuencia
codificante preferiblemente estd en asociacidn operativa
con las secuencias que codifican los elementos reguladores,
como se ha descrito anteriormente Los genes reporteros que
son Gtiles en la invencidén son bien conocidos en la técnica
e 1incluyen 1los que codifican la proteina fluorescente
verde, luciferasa, xylE y tirosinasa, entre otras Las
secuencias de nucledtidos que codifican marcadores
selectivos son bien conocidas en la técnlc; e 1ncluyen las
que codifican productos génicos que confieren resistencia
a antibidticos o anti-metabolitos, © que proporcionan un
requisito auxotréfico Los ejemplos de tales secuencias
incluyen las que codifican resistencia a eritromicina,
tiostrepton o kanamicina, entre otras muchas

5 5 2 TIransformacidén de Células Huésped

La presente invencidn proporciona ademds células

huésped transformadas que comprenden una molécula

pelinucleotidica o vector recombinante de la invencibn, y
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nuevas cepas o0 lineas celulares derivadas de las mismas
Las células huégped (tiles en la practica de la invencidn
son preferiblemente células de Streptomyces, aunque también
pueden usarse otras células procariotas o eucariotas Tales
células huésped transformadas tipicamente incluyen, pero
sin lamitacibén, microorganismos tales como bacterias
transformadas con ADN recombinante de bacteribéfago, ADN
plasmidico o ADN de cbHsmido, o levaduras transformadas con
vectores recombinantes, entre otras

Las moléculas polinuclectidicas de la presente
invencién est&n destinadas a actuar en células de
Streptomyces, pero también pueden transformar a otras
células bacterianas o eucariotas, por ejemplo, con fines de
clonacifn o expresidn Tipicamente, puede usarse una cepa
de E coli, tal como, por ejemplo, la cepa DHS5a, adquirable
de la American Type Culture Collection (ATCC), Rockville,
MD, USA (No de Acceso 31343), y de fuentes comerciales
(Stratagene) Las c¢&lulas huésped eucariotas preferidas
incluyen c¢élulas de levadura, aunque también pueden
utilizarse eficazmente células de mamifero o células de
insectos

El vector de expresibn recombinante de la ainvencidn
preferiblemente transforma o transfecta a una o mis células
huésped de un cultivo sustancialmente homogénec de células

El vector de expresifn generalmente se introduce en las
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células huésped de acuerdo con técnicas conocidas tales
como, por ejemplo, transformacién de protoplastos,
precaipitacidén con fosfato cdlcico, tratamiento con cloruro
cdlcico, microinyeccidn, electroporacibn, transfeccidn por
contacto con un virus recombinado, transfeccidn mediada por
liposomas, transfeccidédn con DEAE-dextrano, transduccibén,
conjugacibén o bombardeo con microproyectiles La seleccibn
de los transformantes puede realizarse mediante
procedimientos convencionales, tales como mediante la
seleccidn de células que expresan un marcador selectivo,
por ejemplo, resistencia a antibiéticos, asociado con el
vector recombinante, como se ha descrito anteriormente

Una vez introducido el vector de expresidn en la
¢élula huésped, la integracidén y mantenimiento de 1la
secuencia codificante aveC en el cromosoma de la célula
huésped © episomalmente puede confirmarse por técnicas
convencionales, por ejemplo, mediante anilisis de
hibridacién de Southern, anélisis de enzimas de
restriccibdn, andlisis de PCR, incluyendo PCR con
transcriptasa inversa (xt-PCR}, o mediante ensayo
inmunolégico para detectar el producto génico esperado Las
células huésped que contienen y/o expresan la Ssecuencia
codrficante aveC recombinante pueden identificarse por
cualquiera de al menos cuatro procedimientos generales que

son bien conocidos en la técnica, 1incluyendo (1)
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habridacién ADN-ADN, ADN-ARN o ARN-ARN antisentido, (11)
deteccién de 1la presencia de funciones de genes
"marcadores", (111) evaluacién del nivel de transcripcibn
medido por la expresidn de transcritos de ARNm especifico
de aveC en la célula huésped, y {iv) deteccidn de la
presencia del producto polipeptidico maduro medido, por
ejemplo, por inmunoensayo © por la presencia de la
actividad biolégica de AveC (por ejemplo, la produccidn de
relaciones Yy cantidades especificas de avermectinas
indicativas de la actividad de AveC en, por ejemplo,
células huésped de § avermitilis)

5 2 3 Expresidén y Caracterizacidém de un Producto

Génico AveC Recombinante

Una vez que la secuencia codificante aveC se ha
introducido de forma estable en wuna célula huésped
apropiada, la célula huésped transformada‘se propaga por
¢lonacidén y las células resultantes pueden cultivarse en
condiciones que conducen a la produccién maxima del
producto génico AveC Tales condiciones tipicamente
incluyen cultavar las células hasta que se obtenga una alta
densidad Cuando el vector de expresidn comprende un
promotor 1inducible, se emplean condiciocnes de 1induccidn
apropiadas tales como, por ejemplo, el cambio de la
temperatura, el agotamiento de nutrientes, la adicién de

inductores  innecesarios (por ejemplo, andlogos de
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carbohidratos, tales como isopropil-8-D-
tiogalactopiranésido (IPTG)), la acumulacién de
subproductos metabblicos en exceso, © similares, cuando sea
necesarioc, para inducir la expresidén

Cuando el producto génico AveC expresado queda
retenido dentrc de las células huésped, las células se
recogen y se lisan y el producto se aisla y purifica del
lisado en condiciones de extraccidn conocidas en la técnica
para reducir la degradaciédn de proteinas, tales como, por
ejemplo, una temperatura de 4°C, en presencia de
inhibidores de proteasas, o ambas cosas Cuando el preducto
génico AveC expresado se secreta por las células huésped,
simplemente puede recogerse el medio nutriente agotado y el
producto aislarse del mismo

El producto génico AveC expresado puede aislarse o
purificarse sustancialmente de los lisados celulares o del
medic de cultivo, segtin sea apropiado, usando
procedimientos convencionales que 1incluyen, pero sin
limitacidn, cualguier combinacién de los siguientes
procedimientos precipitacibn con sulfato aménico,
fraccionamiento por tamafios, cromatografia de intercambio
16nico, HPLC, centrifugaciédn de densidad y cromatografia de
afinidad Cuando el producto génico AveC expresado presenta
actividad biolbégica, puede controlarse el aumento de pureza

de la preparacidén en cada etapa del procedimiento de
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purificacién mediante el uso de un ensayo apropiado
Presente o no actividad biolégica el producto génico AveC
expresado, puede detectarse baséndose, por ejemplo, en el
tamafio o en la reactividad con un anticuerpo por lo demas
especifico para AveC, o por la presencia de una marca de
fusi6n Como se usa en este documento, un producto génico
AveC esta "purificado sustancialmente"” cuando el producto
constituye mds de aproximadamente un 20% en peso de la
proteina en una preparacidn particular Ademds, como se usa
en este documento, un producto génico AveC estd "aislado"
cuando el producto constituye al menos aproximadamente un
80% en peso de la proteina en una preparacidn particular

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un
producto génico AveC de § avermitilis expresado de forma
recombinante, aislado o purificado susta9c1a1mente, que
comprende la secuencia de aminodcidos codificada por la
secuencia codificante del productc génico AveC del plasmido
pSE186 (ATCC 209604), o la secuencia de aminodcidos de la
FIGURA 1 (SEC ID NO 2) o una porcidn sustancial de la
misma, y hom6logos del mismo

La presente invencidn proporciona ademds un producto
génico homélogo a AveC de S hygroscopicus expresado de
forma recombinante, aislado o purificado sustancialmente,
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO

4 o0 una porcibén sustancial de la misma, y hombélogos del
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La presente 1invencifn propeorciona ademids un
procedimiento para producir un producto génico AveC, que
comprende cultivar una célula huésped transformada con una
vector de expresidén recombinante, comprendiendo dicho
vector una molécula polinucleotidica que tiene una
secuencia de nucledtidos que codifica un producto génico
AveC, molécula polinucleotidica que estd en asociacibn
operativa con uno o mis elementos reguladores que controlan
la expresidén de la molécula polinucleotidica en la célula
huésped, en condiciones que conducen a la produccidn del
producto génico AveC recombinante, y recuperar el producto
génico AveC del cultivo de células

El producto génico AveC de § avermitilis expresado de
forma recombinante es (Gtil para una diversidad de fines,
incluyendo la seleccién de compuestos &ue alteran la
funcibén del producto génico AveC y, por lo tanto, modulan
la biosintesis de avermectinas, y para la activacibén de
anticuerpos dirigados contra el producto génicce Avel

Una vez que se ha obtenido un producto génico AveC de
suficiente pureza, puede caracterizarse por procedimientos
convencionales, incluyendo SDS-PAGE, cromatografia de
exclusiédn molecular, andlisis de la secuencia de

aminodcidos, actividad biolégica en la produccidn de los

productos apropiados en la ruta biosintética de las
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avermectinas, etc Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos
del producto génico Avel puede determinarse usando técnicas
convencionales de secuenciacién de péptidos El producto
génico AveC puede caracterizarse adicionalmente usando
andlisis de hidrofilia (véase, por ejemplo, Hopp y Woods,
1581, Proc Natl Acad Sca USA 78 3824), o algoritmos de
software andlogos, para identificar las regiones hidréfobas
e hidr6filas del producto génico AveC El anélisas
estructural puede realizarse para identificar regiones del
producte génico AveC que asumen estructuras secundarias
especificas Pueden usarse procedimientos biofisicos tales
como cristalografia de rayos X (Engstrom, 1974, Biochem
Exp Biol 11 7-13), creacitn de modelos por ordenador
(Fletterick y  Zoller (eds), 1986, en Current
Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spraing Harbor, NY) y resonancia magnética
nuclear (RMN), para localizar y estudiar los sitios de
interaccidén entre el producto génico AveC y su sustrato ILa
informacién obtenida de estos estudios puede usarse para
seleccionar nuevos sitios para la mutaciébn en la ORF de
aveC para ayudar a crear nuevag cepas de S avermitilis que
tengan caracteristicas de produccibn de avermectinas mas
deseables

5 3 Congtruccién y Uso de Mutantes de AveC

La presente invencidn proporciona una molécula

69
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polinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
que por lo demis es 1igual que el alelo aveC de S
avermitilis o una variante degenerada del mismo, a la
secuencia codificante del producto génico AveC del plasmido
pPSE186 (ATCC 209604) o una variante degenerada de la misma,
0o a la secuencia de nucledtidos de la ORF de aveC de S
avermitilis como se presenta en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1)
o una variante degenerada de la misma, pero que ademis
comprende una o mis mutaciones, de forma que las células de
la cepa ATCC 53692 de S averm:tilis en las que se ha
inactivado el alelo aveC de tipo silvestre y que expresan
la molécula polainucleotidica que comprende la secuencia de
nucleétidos mutada o la variante degenerada de la maisma,
producen una relacidn o cantidad diferente de avermectinas
que la producida por las células de la cepa ATCC 53692 de
S avermitilis que en su lugar expresan s85lo el alelo de
aveC de tipo silvestre

De acuerdo con la presente invencidn, tales moléculas
polinucleotidicas pueden usarse para producir nuevas cepas
de § avermitilis que presentan un cambio detectable en la
produccién de avermectinas en comparacidén con la misma cepa
que en su lugar expresa s86lo el alelo de aveC de tipo
silvestre En una realizacidn preferida, tales moléculas
polinucleotidicas son {itiles para producir nuevas cepas de

S avermitilis que producen avermectinas en una relacidn
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reducida de clases 2 1 en comparacidn con la misma cepa que
en su lugar expresa sb6lo el alelo de aveC de tipo
silvestre En otra realizacidén preferida, tales moléculas
polinucleotidicas son {itiles para producir nuevasg cepas de
S avermitilis que producen mayores niveles de avermectinas
en comparacidn con la misma cepa que en su lugar expresa
s6lo el alelo de aveC de taipo silvestre En otra
realizacib6n preferida, tales moléculas polinucleotidicas
son (tiles para producir nuevas cepas de § avermitilis en
las que se ha i1nactivado el gen aveC

Las mutaciones en el alelo ¢ en 1la secuencilia
codificante de aveC aincluyen cualquier mutacidn gue
introduzca una o mas deleciones, adiciones o sustituciones
de aminodcidos en el productc génico AveC, que produzca el
truncamiento del producto génico AveC, o cualquier
combinacién de las mismas, y que produzéa el resultado
deseadc Se pretende que tales secuencias de alelos de aveC
mutados incluyan cualquier variante degenerada de 1las
mismas Por ejemplo, la presente 1invencién proporciona
moléculas polinucleotidicas que comprenden la secuencia de
nuclebétidos del alelo de aveC o una variante degenerada de
la misma, la secuencia codificante del producto génico AveC
del plasmido pSE186 (ATCC 209604) o una variante degenerada
de la misma, 0 la secuencia de nucledtidos de la ORF de

aveC de § avermitilis como se presenta en la FIGURA 1 (SEC

7/
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ID NO 1) o una variante degenerada de la misma, pero que
ademids comprenden una o mis mutaciones que codifaican la
sustitucién de un resto aminodcido por un resto aminodcido
diferente en las posiciones seleccionadas en el producto
génico AveC En varias realizaciones no limitantes, de las
gque varias se e)emplaifican mds adelante, tales
sustituciones pueden realizarse en cualquiera de las
posiciones de aminodcidos del producto génico AveC que
correspondan a las posiciones de aminodcidos 38, 48, 55,
89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266,
275, 289 6 298 de la SEC ID NO 2, o alguna combinacidn de
las mismas

Las mutaciones de la secuencia codificante avel se
realizan por cualquiera de una diversidad de procedimientos
conocidos, incluyendo el uso de una PCR propensa a error o
de mutagénesis de cassette Por ejemplo, puede emplearse
mutagénesis dirigida a oligonucledtidos para alterar la
secuencia del alelo o de la ORF de aveC de una forma
definida, tal como, por ejemplo, para introducir uno o mas
s1ti08 de restriccidén, o un coddn de terminaciédn, en
regiones especificas dentro del alelo o la ORF de aveC
También pueden usarse procedimientos tales como los
descritos en la Patente de Estados Unidos 5 605 793, en la
Patente de Estados Unidos 5 830 721 y en la Patente de

Estados Unidos 5 837 458, que 2implican fragmentacifn
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aleatoria, ciclos repetidos de mutagénesis y redistribucién
de nucledtidos, para generar grandes baibliotecas de
polinucleétidos que tienen secuencias de nucledtidos que
codifican mutaciones de aveC

Las mutaciones deseadas pueden ser  f(tiles,
particularmente cuando sirven para alterar unc o mis restos
amainodcidos conservados en el producto génico AveC Por
ejemplo, una comparacidén de las secuencias de aminodcidos
deducidas de los productos génicos AveC y los productos
génicos homdlogos a AveC de § avermitilas (SEC ID NO 2),
§ griseochromogenes (SEC ID NO 5) y § hygroscopicus (SEC
ID NO 4), como se presenta en la FIGURA 6, indica sitios
de conservacién saignificativa de restos aminodcidos entre
estas especies La mutagénesis deseada que conduce a un
cambio en uno o mids de estos restoB aminodcidos conservados
puede ser particularmente eficaz para.produalr nuevas cepas
mutantes gque presentan alteraciones deseables en la
produccién de avermectinas

La mutagénesis aleatoria también puede ser uUtil y
puede realizarse por exposicidén de las células de S
avermitilis a la radiacaidn ultravioleta o a rayos X, 0 a
mutdgenos quimicos tales como N-metil-N’-nitrosoguanidina,
eti1l metano sulfonato, Acido nitrose © mostazas
nitrogenadas Véase, por ejemplo, Ausubel, 1989, mencionado

anteriocrmente, para una revisién de las técnicas de

1)
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mutagénesis

Una vez generadas las moléculas polinucleotidicas
mutadas, se analizan para determinar si pueden modular la
biosinteslis de avermectinas en S avermatilis En una
realizacié$n preferida, una molécula polinucleotidica que
tiene una secuencia de nuclebétidos mutada se ensaya
mediante complementacibén de una cepa de S avermitilis en
la que el gen aveC se ha i1nactivado para dar un efecto de
fondo negativo a aveC (aveC) En un procedimientoc no
limitante, la molécula polinucleotidica mutada se ajusta a
un plasmido de expresién en asociacifn cperativa con uno o
mis elementos reguladores, plasmido que también comprende
preferiblemente uno o mids genes de resistencia a farmacos
para permitir la seleccidn de las células transformadas
Después, este vector se utiliza para transformar células
huésped aveC usando técnicas conocidas y 1las células
transformadas se seleccionan y cultaivan en un medio de
fermentacibén apropiado en condiciones gque permiten o
inducen la produccifn de avermectinas Después, los
productos de fermentacién se analizan por HPLC para
determinar la capacidad de la molécula polinucleotidica
mutada para complementar la célula huésped En la Seccidn
8 3, mostrada méds adelante, se 1lustran varios vectores que
llevan moléculas polinucleotidicas mutadas capaces de

reducir la relaciébn de avermectinas B2 Bl, 1incluyendo
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pSE188, pSE199, pSE231, pSE239 y pSE290 a pSE297

La presente invencidén proporciona procedimientos para
1dentificar mutaciones de la ORF de aveC de S avermitilis
capaces de alterar la relacién y/o cantidad de avermectinas
producidas En una realaizacidn preferida, la presente
invencidn proporciona un procedimiento para identificar
mutaciones de la ORF de aveC capaces de alterar la relacibn
de avermectinas de clases 2 1 producidas, que comprende
(a) determinar la relacidén de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de una cepa de § avermitilis en
la que se ha 1nactivado el alelo de aveC nativo, y en la
que se ha introducido y se esti expresando una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nuclebétidos
que codifica un producto génico AveC mutado, (b) determinar
la relacidn de avermectinas de clases 2 1_produC1das por
las células de la misma cepa de S avermitilis que en la
etapa (a), pero que en su lugar expresan s6lo un alelo de
aveC de tipo silvestre o un alelo de aveC que taiene la
secuencia de nucledtidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC ID
NO 1) o una secuencia de nucleétidos que es homdloga a la
misma, Y (c) comparar la relacidn de avermectinas de clases
2 1 preducidas por las células de S§ avermitilis de la
etapa (a) con la relacibén de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de S avermitilis de la etapa

(b), de tal forma que s1 la relacibn de avermectinas de las

28
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clases 2 1 producidas por las cé€lulas de S avermitilis de
la etapa {a) es diferente de la relacibn de avermectinas de
clases 2 1 producidas por las células de S avermitilis de
la etapa (b), entonces se ha identificado una mutacidén de
la ORF de aveC capaz de alterar la relacidén de avermectinas
de clases 2 1 En una realizacibén preferida, la relacidn de
avermectinas de clases 2 1 se reduce por la mutacibn

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para identificar mutaciones de
la ORF de aveC o construcciones genéticas que comprenden la
ORF de aveC capaces de alterar la cantidad de avermectinas
producidas, que comprende (a) determinar la cantidad de
avermectinas producidas por células de una cepa de S
avermitilis en la que se ha 1inactivado el alelo de aveC
nativo, y en la gque se ha introducido y se _est& expresando
una molécula polinucleotidica que comprende una secuencia
de nucledétidos que codifica un producto génico AveC mutado
© que comprende una construccidn genética que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un producto génico
AveC, (b) determinar la cantidad de avermectinas producidas
por las células de la misma cepa de S avermitilis que en
la etapa (a), pero que en su lugar expresan sd8lo un alelo
de aveC de tipo silvestre o una secuencia de nucledtidos
que es hombélocga al mismo, y (c) comparar la cantidad de

avermectinas producidas por las cé&lulas de S avermitilis
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de la etapa (a) con la cantidad de avermectinas producidas
por las células de S avermitilis de la etapa (b), de tal
forma que s1 la cantidad de avermectinas producidas por las
células de § avermitilis de la etapa (a) es diferente de
la cantidad de avermectinas producidas por las células de
S avermitilis de la etapa (b}, entonces se ha i1dentificado
una mutacién de la ORF de aveC o una construccibdn genética
capaz de alterar la cantidad de avermectinag En una
realizacidn preferida, la cantidad de avermectinas
producidas se aumenta por la mutacibn

Cualquiera de los procedimientos mencionados
anteriormente para identificar mutaciones se realiza usando
un medio de cultivo de fermentaci6n, preferiblemente
suplementado con &cido ciclohexano carboxilico, aunque
también pueden usarse otros precursores de acidos grasos
apropiados, tales como uno cualquiera de los precursores de
dcidos grasos presentados en la TABLA 1

Una vez que se ha 1i1dentificado una molécula
polinucleotidica mutada que wmodula la produccién de
avermectinas en una direccidn deseable, puede determinarse
la localizaci6tn de la mutacién en la secuencia de
nuclebtidos Por ejemplo, una molécula polinucleotidica que
tiene una secuencia de nuclebtidos que codifica un producto
génico AveC mutado, puede aislarse por PCR y someterse a un

andlisis de la secuencia de ADN usando procedimientos
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conocidos Comparando la secuencia de ADN del alelo de avel
mutado con la del alelo de aveC de tipo silvestre, pueden
determinarse las mutacicnes responsables de la alteracidn
de la produccibén de avermectinas En realizaciones
especificas, aungue no liamitantes de la presente invencidn,
los productos génicos AveC de S avermitilis que
comprendian sustituciones de un solo aminoédcido en
cualquiera de los restos 55 (S55F), 138 (S138T), 139
(A139T) o 230 (G230D), o sustituciones dobles en las
posiciones 138 {S138T) y 139 (Al139T o Al39F), produjeron
cambios en la funcibén del producto génico AveC, de tal
forma que se alterd la relacibn de avermectinas de clases
2 1 producidas (véase la Seccién 8, mostrada mds adelante),
correspondiendc las posiciones de aminodcidos mencionadas
a las presentadas en la FIGURA 1 (SEC ID NO 2) Ademés, se
ha demostrado que cada una de las siguiente siete
combinaciones de mutaciones reduce eficazmente la relacidn
de avermectinas de clases 2 1 (1) DA4BE/ABIT, (2)
S138T/A139T/G1798S, (3) Q38P/L136P/RB238D, (4)
F995/S138T/A139T/G179S, (5) Al139T/M228T, {(6) G111iV/P289L,
(7) A139T/K154E/Q298H Como se usa en este documento, las
designaciones mencionadas anteriormente, tales como Al39T,
indican el resto de aminoidcido original mediante una sola
letra, que en este ejemplo es la alanina (A), en la

posicidén indicada, que en este ejemplo es la posicadn 139
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(haciendo referencia a la SEC ID NO 2) del polipéptido,
seguido del resto de aminodcidoc que reemplaza al resto de
aminodcido oraiginal, que en este ejemplo es la treonina
(T) Por consigulente, la presente invencidn incluye las
moléculas polinucleotidicas gque tienen secuencias de
nucleétidos que codifican los productos génicos AveC de S
avermitilis wmutados gque comprenden sustituciones o
deleciones de aminodcidos en una o mas de las posiciones de
aminodcidos 38, 48, 55, 8%, 99, 111, 136, 138, 139, 154,
179, 228, 230, 238, 266, 275, 289 o 298 (véase la FIGURA
1), o cualquier combinacién de las mismag

En wuna realizacién preferida, tales mutaciones
codifican sustituciones de aminodcidos seleccionadas entre
una o mas del grupo compuesto por

{(a) el resto de aminodcido Q¢ en la posicidn 38
reemplazado por P o por un aminodcido que es una
sustitucidn conservativa para P,

(b) el resto de aminodcido D en la posicidn 48
reemplazado por E 0 por un aminodcidoc que es una
sustitucidn conservativa para E,

(c) el resto de aminodcido A en la posicidbn B89
reemplazado por T 0 por un aminodcido que es una
sustitucién conservativa para T,

(d) el resto de aminodcido F en la posicaibn 99

reemplazado por S o por un aminodcido que es una

79
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sustitucidn conservativa para S,

el resto de aminodcido G en la posicibn 111
reemplazado por V 0 por un aminodcido que es una
sustitucidn conservativa para V,

el resto de aminodcido L en la posicidn 136
reemplazado por P o por un aminodcido que eg una
sustitucidn conservativa para P,

el resto de aminodcido S en la posicidn 138
reemplazado por T o por un aminoidcido que es una
sustitucibébn conservativa para T,

el resto de aminodcido A en la posicibn 139
reemplazado por T o F o por un aminodcido que es
una sustitucidbn conservativa para T o F,

el resto de aminodcidoe K en la posicidn 154
reemplazado por E o por un aminodcido que es una
sustitucién conservativa para E,_

el resto de aminodcido G en la posicidén 179
reemplazado por S © por un aminodcido que es una
sustaitucibn conservativa para S,

el resto de aminodcido M en la posicibn 228
reemplazado por T o por un aminodcido que es una
sustitucidn conservativa para T,

el resto de aminoacido E en la posaicibn 238
reemplazado por D ¢ por un aminodcido que es una

sustitucibn conservativa para D,

V@
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{m) el resto de aminodcidec P en la posicibn 289

reemplazado por L o por un aminodcido que es una

sustitucién conservativa para L,

(n) el resto de aminodcido Q en la posicidn 298

reemplazado por H 0 por un aminodcido que es una

sustitucidn conservatava para H,

ituciones de aminodcidos conservativas como

se han definido anteriormente en la Seccifn 5 1

realizacidn preferida, tales mutaciones

ombinacién de sustituciones de aminodcidos,

seleccionindose la combinacidn de restos de aminoicidos

sustituidos entre el grupo compuesto por

los restos de aminodcidos S138 y Al39,

los restos de aminoAcidos D48 y A89,

los restos de aminodcidos S138, Al39 y G179,
los restos de aminoacidos QiB, 1136 y E238,

los restos de amincdcidos F99, S138, Al39 y

los restos de aminodcidos Al39 y M228,

los restos de aminodcidos G111 y P289, y
los restos de aminodcidos Al39, K154 y Q298
realizacidn preferida, las combinaciones

mutaciones en el alelo de aveC itiles para

reducir eficazmente la relacidn de avermectinas de clases

grid ! '
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G179,
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En otra
especificas de
25 2 1 de acuerdo

con la presente invencidn se seleccionan
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entre una o mids del grupo compuesto por

(a} S138T/A139T,

(b} S138T/Al139F,

(c) D4BE/AS8S9T,

(d) S138T/A139T/G179S,

(e} 0Q38P/L136P/E238D,

(£} F99S/S138T/Al139T/G179S,

(g) A139T/M228T,

(h) G111/P289L, y

(1) Al39T/K154E/Q298H

La presente i1nvencién proporciona ademiés composicliones

para obtener nuevas cepas de § avermitilis, cuyas células
contienen un alelo de aveC mutado que da como resultado la
alteracidén de la produccitn de avermectinas Por ejempilo,
la presente invencidn proporciona vectores recombinantes
que pueden usarse para dirigir cualquiera &é las moléculas
polinucleotidicas que comprenden secuencias de nuclebdtidos
mutadas de la presente invencidn, al sitio del gen aveC del
cromosoma de § avermitilis para insertar o reemplazar la
ORF de aveC o0 una porcidn de 1la misma mediante
recombinacién homdloga De acuerdo con 1la presente
invencibén, sin embargo, una molécula polinucleotidica gque
comprende una secuencia de nuclebtidos mutada de la
presente invencidn proporcionada aqui, también puede

funcionar modulandeo la biosintesis de avermectinas cuando

)
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se 1nserta en el cromosoma de S§ avermitilis en un sitio
distinto del gen aveC o cuando se mantiene episomalmente en
lag células de & avermitilis Asi pues, la presente
invencidn también proporciona vectores que comprenden una
molécula polinucleotidica que comprende una secuencia de
nucle6tidos mutada de la presente invencidn, vectores que
pueden usarse para insertar la molécula polinucleotidica en
un sitio del cromosoma de S avermitilis distinto del gen
aveC o para mantenerse episomalmente

En una realaizacidn preferida, la presente invencién
proporciona vectores de reemplazo génico que pueden usarse
para insertar un alelo de aveC mutado © una variante
degenerada del mismo en células de una cepa de S
avermatilis, con lo que Ee generan nuevas cepas de S
avermitilis, cuyas células producen avermectinas en una
relaci6n alterada de clases 2 1 en compa:racn.én con las
células de la misma cepa que en su lugar expresan sflo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacifn
preferida, se reduce la relacidn de avermectinas de clases
2 1 producidas por las células Tales vectores de reemplazo
génico pueden construirse usando moléculas
polinucleotidicas mutadas presentes en vectores de
expresibn proporciocnados aqui, tales como, por ejemplo,
PSE188, pSE199 y pSE231, vectores de expresidn gque se

ejemplafican en la Seccién B mostrada mads adelante
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En otra realizacién preferida, la presente invencibn
proporciona vectores que pueden usarse para 1lnsertar un
alelo de aveC mutado o una variante degenerada del mismo en
células de una cepa de § avermitilis para generar nuevas
cepas de células que producen cantidades alteradas de
avermectinas en comparacidén con las células de la misma
cepa que en su lugar expresan s88lo el alelo de aveC de tipo
silvestre En una realizacifn preferida, se aumenta la
cantidad de avermectinas producidas por las cé&lulas En una
realizacidn especifica, aunque no limitante, tal vector
comprende ademds un promotor fuerte como se conoce en la
técnica, tal como, por ejemplo, el promotor ermE fuerte
constitutivo de Saccharopolyspora erythraea, que se sitda
cadena arriba y en asociacién operativa con el alelo de
aveC Tal vector puede ser el plasmido pSE189, descrito en
el Ejemplo 11 mostrado mas adelante, o pﬁ;de construirse
mediante el uso del alelo de aveC mutado del pléasmaido
pPSE18%

En otra realizacibdn preferida, la presente invencién
proporciona vectores de reemplazo génico que son f(tiles
para i1nactivar el gen aveC en una cepa de tipo silvestre de
S5 avermitilis En una realizaciétn no limitante, tales
vectores de reemplazo génico pueden construirse usando la
molécula polinucleotidica mutada presente en el plésmido

PSE180 (ATCC 209605), que se ejemplifica en la Seccidn 8 1

Y
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mostrada mis adelante (FIGURA 3) La presente invencidn
proporciona ademds vectores de reemplazo génico que
comprenden una molécula polinucleotidica que comprencde o
consta de secuencias de nuclebtidos que flanquean de forma
natural al gen aveC in situ en el cromosoma de S
avermitilis, incluyendo, por ejemplo, las que flanquean las
secuencias de nuclebtidos mostradas en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 1), vectores que pueden usarse para delecionar la ORF de
aveC de S avermitilis

La presente invencién proporciona ademis
procedimientos para obtener nuevas cepas de S avermitilis
que comprenden células que expresan un alelo de aveC mutado
Yy que producen una relacidén y/o cantidad de avermectinas
alterada en comparacibén con las células de la misma cepa de
S avermitilis que en su lugar expresan s6lo el alelo de
aveC de tipo silvestre En una reallzaC16h preferida, la
presente invencién proporciona un procedimiento para
obtener nuevas cepas de S avermitilis que comprenden
células que expresan un alelo de aveC mutado y que producen
una relacidén alterada de avermectinas de clases 2 1 en
comparacién con las células de la misma cepa de S
avermitilis que en su lugar expresan s6lo un alelo de aveC
de tipo silvestre, que comprende transformar células de una
cepa de § avermitilis con un vector que lleva un alelo de

aveC mutado que codifica un producto génico que altera la

o)
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relacidn de avermectinas de clases 2 1 producidas por las
células de una cepa de § avermitilis que expresan el alelo
de aveC mutado en comparacién con las células de la misma
cepa que en su lugar expresan s6lo un alelo de ave(C de tipo
silvestre, y seleccionar las células transformadas que
producen avermectinas en una relacién de clases 2 1
alterada en comparacién con la relacién de c¢lases 2 1
producida por células de la cepa gue en 5u lugar expresan
s6lo el alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacién
mids preferida, 1la presente invencidn proporciona un
procedimiento para fabricar wuna nueva cepa de S
avermitilis, que comprende transformar células de una cepa
de § avermitilis con un vector capaz de introducir una
mutacidédn en el alelo de aveC de tales células, donde la
mutacidén del alelo de aveC ocasiona la sustitucién en el
producto génico AveC codificado de un resto de amanoacido
diferente en una o mis posiciones de aminodcidos gque
corresponden a los restos de aminodcidos 38, 48, 55, 89,
%9, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266, 275,
289 6 298 de la SEC ID NO 2, de tal forma que las células
de la cepa de § avermitilis en las que el alelo de aveC se
ha mutado de esta forma producen una relacidn de
avermectinas de clases 2 1 que es diferente de la relacién

producida por las células de la msma cepa 4de S

avermitilis que en su lugar expresan s6lo el alelo de aveC

§4
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de tipo Bilvestre En una realizacidn preferida, 1la
relacién alterada de avermectinas de clases 2 1 se reduce

Como se usa en este documento, cuando se dice que un
resto de aminodcido codificado por un alelo de aveC en el
cromoscma de S avermitilis, o en un vector o molécula de
polinucledtaido aiglada de la presente invencabn,
"corresponde" a un resto de aminodcido particular de la SEC
ID NO 2, o cuando se dice gque una sustitucidn de
aminodcidos se produce en una posicidn particular "que
corresponde” a la de un resto de aminodcido numerado
especifico de la SEC ID NO 2, se pretende hacer referencia
al resto de aminodcido en la misma localizacidn relativa en
el producto génico AveC, la cual puede determinarse
rdpidamente por el especialista en la técnica mediante
referencia a la secuencia de aminodcidos presentada en este
documento como SEC ID NO 2 )

La presente invencaién proporciona ademis
procedimientos para Oobtener nuevas cepas en las que las
mutaciones especificas en el alelo de aveC que codifican
mutaciones particulares se mencionan c¢omo cambios de bases
en posiciones de nucledtidos especificas en el alelo de
aveC "que corresponden" a posiciones de nucleStidos
particulares como se muestran en la SEC ID NO 1 Como se

ha i1ndicado anteriormente con respecto a las posiciones de

aminodcidos correspondientes, cuando se dice que una
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posicidn de nucledtido en el alelo de aveC "corresponde" a
una posicidn de nuclebtido particular de la SEC ID NO 1,
se pretende hacer referencia al nucledtido en la misma
localizacidén relativa en la secuencia de nuclebtidos aveC,
la cual puede determinarse ripidamente por el especialista
en la técnica mediante referencia a la secuencia de
nuclebtidos presentada en este documento como SEC ID NO 1

En otra realizacidén preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para obtener nuevas cepas de
S avermitilis que comprenden células que producen
cantidades alteradas de avermectinas, que comprende
transformar las células de una cepa de § avermitilis con
un vector que 1lleva un alelo de aveC mutado © una
construccidn genética que comprende el alelo de aveC, cuya
expresi6n da como resultado una alteracién de la cantidad
de avermectinas producidas por las célulaé-de una cepa de
S avermitilis que expresan el alelo de aveC mutado o una
construccifn genética en comparacibdn con las cé€lulas de la
misma cepa que en su lugar expresan s61o el alelo de aveC
de tipo silvestre, y seleccionar las células transformadas
que producen avermectinas en una cantidad alterada en
comparacifn con la cantidad de avermectinas producidas por
las células de la cepa que en su lugar expresan sblo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacidn

preferida, se aumenta la cantidad de avermectinas



10

15

20

25

73
producidas en las células transformadas

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para obtener nuevas cepas de
S avermitilis, cuyas células comprenden un alelo de aveC
inactivado, que comprende transformar células de una cepa
de S avermitilis que expresan cualquier alelo de aveC con
un vector que inactiva el alelo de aveC, y seleccionar las
células transformadas en las que el alelo de aveC se ha
inactivado En una realizacidn preferida, aunque no
limitante, se transforman las c¢élulas de una cepa de S
avermitilis con un vector de reemplazo génico que lleva un
alelo de aveC que se i1nactivado por mutacidn o reemplazo de
una porcidén del alelo de aveC con una secuencia génica
heterfloga, y se seleccionan las células transformadas en
las que el alelo de aveC nativo se ha reemplazado por el
alelo de aveC inactivado La inactavacidn del alelo de aveC
puede determinarse por andlisis de HPLC de los productos de
fermentacién como se describe wmds adelante En una
realizacidn especifica, aunque no limitante, descrita en la
Seccifn 8 1 mostrada mas adelante, el alelo de aveC se
i1nactiva mediante insercién del gen ermE de
Saccharopolyspora erythraea en la ORF de aveC

La presente invencién proporciona ademis nuevas cepas
de S avermitilis que comprenden células que se han

transformado con cualquiera de las moléculas

yy
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polinucleotidicas o vectores de la presente invencién En
una realizacién preferida, la presente invencidn
proporciona nuevas cepas de § avermitilis que comprenden
células que expresan un alelo de aveC mutado o una variante
degenerada del mismo en lugar de o ademds del alelo de aveC
de tipo silvestre, donde las células de la nueva cepa
producen avermectinas en una relacidédn alterada de clases
2 1 en comparacifn con la relacién de avermectinas de
clases 2 1 producida por las células de la misma cepa que
en su lugar expresan s6lo el aleloc de aveC de tipo
s1lvestre En una realizacién preferida, la relacibn
alterada de clases 2 1 producida por las nuevas células se
reduce Tales nuevas cepas son (tiles en la produccidn a
gran escala de avermectinas deseables desde el punto de
vista comercial, tales como doramectina En una realizacidn
mis preferida, la presente invencidn proporciona células de
S avermitilis que comprenden cualquiera de las mutaciones
o combinaciones de mutaciones mencionadas anteriormente en
el alelo de aveC en 1las posiciones de nucledtidos
correspondientes a las presentadas anteriormente o bien que
codifican cualquiera de las sustituciones de aminoédcidos
mencionadas anteriormente en el producto génico AveC

Aunque tales mutaciones pueden estar presentes en tales
células en un elementc extracromosémico, tal como un

pldsmido, se prefiere que tales mutaciones estén presentes

o
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en el alelo de aveC localizado en el cromosoma de S
avermitilis En una realizacidn preferida, la presente
invencidén proporciona una cepa de Streptomyces avermitilis
que comprende células que tienen una mutacidn en el alelo
de aveC que codifica un producto génico AveC que tiene una
sustitucién en una © mis posiciones de aminodcidos
correspondientes a los restos de aminodcidos 38, 48, 55,
89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266,
275, 289 o 298 de la SEC ID NO 2, donde la célula produce
una relacidn de avermectinas de clases 2 1 que es diferente
de la relacibn producida por una célula de la misma cepa de
S avermitilis que expresa el alelo de aveC de tipo
silvestre

Es un objetivo principal de los ensayos de seleccidn
descritos en este documento, i1dentificar alelos mutados del
gen aveC cuya expresién, en células de .-S avermitilas,
altere y, wmds particularmente, reduzca la relacidn de
avermectinas de clases 2 1 producidas En una realizacibn
preferida, la relacidén de avermectinas B2 Bl producidas por
las células de una nueva cepa de S avermitilis de la
presente invencifn que expresa un alelo de aveC mutado, o
una variante degenerada del mismo, de la presente invencidn
es aproximadamente 1,6 1 ¢ menor En una realizacidn mas
preferida, la relacién es aproximadamente 1 1 o menor En

una realizacadédn mas preferada, la relacién es

I
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aproximadamente 0,84 1 o menor En una realizacifn més
preferida, la relacibn es aproximadamente 0,80 1 o menor
En una realizacién mis preferida, 1la relacidn es
aproximadamente 0,75 1 o menor En una realizacifn mas
preferida, la relacib6n es aproximadamente 0,73 1 o menor
En una realizacidén mé4s preferida, 1la relacibn es
aproximadamente 0,68 1 o menor En una realizacifn alin mas
preferida, la relacibn es aproximadamente 0,67 1 o menor
En una realizacién més preferida, 1la relacibn es
aproximadamente 0,57 1 o menor En una realizacibn ain mis
preferida, la relacidén es aproximadamente 0,53 1 o menor
En una realizacién alin mias preferida, la relacibn es
aproximadamente 0,42 1 o menor En una realizacifn ain mas
preferida, la relaci6n es aproximadamente 0,40 1 o menor

En una realizacién especifica descrita mas adelante,
las nuevas células de la presente invencidn producen
ciclohexil B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relacién
menor de 1,6 1 En una realizacién especifica diferente
descrita més adelante, las nuevas células de la presente
invencién producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl avermectinas
en una relacién de aproximadamente 0,594 1 En otra
realizacifn especifica diferente descrita mis adelante, las
nuevas células de la presente invencidn producen ciclohexil
B2 ciclochexil Bl avermectinas en una relacibn de

aproximadamente 0,88 1 En otra realizacibén especifica
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diferente descrita mis adelante, las nuevas células de la
presente invencidn producen cic¢lohexil B2 ciclochexal Bl
avermectinas en una relacién de aproximadamente 0,84 1 En
otra realizacidn especifica diferente descrita més
adelante, las nuevas células de la presente 1invencidn
producen ciclochexil B2 ciclohexil Bl avermectinas en una
relacién de aproximadamente 0,75 1 En otra realizacidn
especifica diferente descrita mas adelante, las nuevas
células de 1la presente 1invencidn producen ciclohexil
B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relacidn de
aproximadamente 0,73 1 En otra realaizacién especifica
diferente descrita mids adelante, las nuevas células de la
presente invencién producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl
avermectinas en una relacién de aproximadamente 0,68 1 En
otra realizacibén especifica diferente descrita méas
adelante, las nuevas células de la pre;ente invencién
producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl avermectinas en una
relacidn de aproximadamente 0,67 1 En otra realizacidn
egpecifica diferente descrita mis adelante, lag nuevas
células de 1la presente invencidn producen ciclohexil
B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relacién de
aproximadamente 0,57 1 En otra realizacibn especifica
diferente descrita mas adelante, las nuevas células de la

presente invencidén producen ciclchexil B2 ciclohexil Bl

avermectinas en una relacadén de aproximadamente 0,53 1 En

3
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otra realizacidn especifica diferente descrita més
adelante, las nuevas células de la presente invencidn
producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl avermectinas en una
relacién de aproximadamente 0,42 1 En otra realizacidn
especifica diferente descrita mis adelante, las nuevas
células de 1la presente invencidén producen ciclohexil
B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relacién de
aproximadamente 0,40 1

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporcicna nuevas cepas de S avermitilis que comprenden
células que expresan un alelo de aveC mutado o una variante
degenerada del mismo, o una construccidn genética que
comprende un alelo de aveC ¢ una variante degenerada del
mismo, en lugar de o ademds del alelo de aveC de tipo
silvestre, donde las células de la nueva cepa producen una
cantidad alterada de avermectinas en compéracnén con las
células de la misma cepa que en su lugar expresan sélo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacaidn
preferida, la nueva cepa produce una mayor cantidad de
avermectinas En una realizacifn no laimitante, la
construccidén genética comprende ademéds un promotor fuerte,
tal comoc el promotor ermE fuerte constitutivo de
Saccharopolyspora erythraea, cadena arriba y en asociacién
operativa con la ORF de aveC

En otra realizacidén preferida, la presente invencidn
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proporciona nuevas cepas de § avermitilis que comprenden
células en las que se ha 1nactivado el gen aveC Tales
cepas son (Gtiles para el espectro diferente de avermectinas
que producen en comparaciddn con la cepa de tipo silvestre,
y en ensayos de seleccidn de complementacién como se
describen en este documento, para determinar s1 la
mutagénesis dirigida o aleatoria del gen aveC afecta a la
produccién de avermectinas En una realizacidn especifica
descrita mds adelante, se modificaron por ingenieria
genética células huésped de S avermitilis para gue
contuvieran un gen aveC inactivado Por ejemplc, se generd
la cepa SE180-11 descrita en los ejemplos mostrados més
adelante, usando el plasmido de reemplazo génico pSE180
(ATCC 209605) (FIGURA 3), que se construyd para inactivar
el gen aveC de S§ avermitilis por 1nserq}6n del gen de
resistencia ermkE en la regifn codificante de aveC

La presente invencidn proporciona ademds productos
génicos AveC de S avermitilis mutados, expresados de forma
recombinante, codificados por cualquiera de las moléculas
polinucleotidicas mencionadas anteriormente de la
invencidn, y procedimientos para prepararlos

La presente 1nvencifn proporciona ademids un
procedimiento para produclir avermectinas, que comprende
cultivar células de una cepa de § avermitilis, células gque

expresan un alelo de aveC mutado que codifica un producto
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génico que altera la relacién de avermectinas de clases 2 1
procducidas por las células de una cepa de S avermitilis
que expresa el alelo de aveC mutado en comparacidn con las
células de la misma cepa que en su lugar expresan s6lo el
5 alelo de aveC de tipo silvestre, en un medio de cultivo en
condiciones que permiten o 1inducen 1la produccién de
avermectinas, y recuperar dichas avermectinas del cultivo

En una realizacidn preferida, la relacidédn de avermectinas

de clases 2 1 producidas en el cultaivo por las células que

10 expresan el alelo de aveC mutado se reduce Este
procedimiento proporcicna una mayor eficacia en la
produccién de avermectinas valiosas desde el punto de vasta

comercial, tales como la doramectina

La presente invencidn proporcaiona ademis un

15 procedimiento para producir avermectinas, que comprende
cultivar las células de una cepa de S avermitilis, células
que expresan un alelo de aveC mutado o una construccién
genética gque comprende un alelo de aveC que da como
resultado la produccién de una cantidad alterada de

20 avermectinas producidas por las células de una cepa de S
avermitilis que expresan el alelo de aveC mutado o una
construccién genética, en comparacifn con las células de la
misma cepa que no expresan el alelo de aveC mutado o la
construcciédn genética, s8ino que en su lugar expresan sdlo

25 el alelo de aveC de tipo silvestre, en un medio de cultivo

74
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en condiciones que permiten © inducen la produccién de
avermectinas, y recuperar dichas avermectinas del cultivo
En una realizacidén preferida, aumenta 1la cantidad de
avermectinas producidas en el cultivo por las cé&lulas que
expresan el alelo de aveC mutado, la variante degenerada o
la construccifén genética

La presente invencién proporciona ademis una nueva
composicidn de avermectinas producidas por una cepa de S
avermitilis que expresa un alelo de aveC mutado o una
variante degenerada del mismo, que codifica un producto
génico que reduce la relacibn de avermectinas de clases 2 1
producidas por células de una cepa de S avermitilis que
expresan el alelo de avel mutado o la variante degenerada
en comparacidén con las células de la misma cepa que en su
lugar expresan s6lo el alelo de aveC de tipo silvestre,
donde las avermectinas de la nueva composicaén se producen
en una relacién reducida de clases 2 1 en comparacién con
la relacidn de avermectinas de clases 2 1 producidas por
las células de la misma cepa de § avermitilis que en su
lugar expresan s6lo el alelo de aveC de tipo silvestre La
nueva composicifn de avermectinas puede estar presente
segin se produce en el fluido de cultivo de fermentacibn
agotado o puede recogerse del mismo La nueva composicidn
de avermectinas puede purificarse parcial o sustancialmente

del fluido de cultaivo por técnicas bioguimicas conocidas de
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purificacibén, tales como precipitacién con sulfato amdnico,
di&lisis, fraccionamiento por tamafios, cromatografia de
intercambio 16nico, HPLC, etc
5 4 Us las Avermectan
5 Las avermectinas son agentes antiparasitarios muy
activos que tienen utilidad particular como
antihelminticos, ectoparasiticidas, insecticidas Y

acaricidas Los compuestos de avermectina producidos de
acuerdo con los procedimientos de la presente invencidén son
10 dGtiles para cualquiera de estos fines Por ejemplo, los
compuestos de avermectina producidos de acuerdo con la
presente 1invencién son Utiles para tratar diversas
enfermedades o afecciones en los seres humanos,
particularmente cuando estas enfermedades o afecciones
15 estédn provocadas por infecciones de parasitos, como se sabe
en la técnica Véase, por ejemplo, Ikeda y Omura, 1997,
Chem Rev 97(7) 2591-2609 MAas particularmente, los
compuestos de avermectina producidos de acuerdo con la
presente invencifn son eficaces en el tratamiento de una
20 daiversidad de enfermedades o afecciones provocadas por
endopardsitos, tales como nematodos parésitos, que pueden
infectar a los seres humanos, animales domésticos, cerdos,
ovejas, aveg de corral, caballos o vacas
Mids especificamente, los compuestos de avermectina

25 producidos de acuerdc con la presente invencibn, son

o
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eficaces contra nematodos que infectan a los seres humanos,
asi como contra los que infectan diversas especies de
animales Tales nematodos incluyen pardsitos
gastrointestinales tales como Ancylostoma, Necator,
Ascaris, Strongyloides, Trichinella, Capillaria, Trichuris,
Enterobius, Dirofilaria y pardsitos que se encuentran en la
sangre o en otros tejidos u &6rganos, tales como gusanos
filéricos y los estados 1intestinales extractos de
Strongyloides y Trichinella

Los compuestos de avermectina producidos de acuerdo
con la presente invencién también son Gtiles en el
tratamiento de infecciones por ectoparasitos, incluyendo,
por ejemplo, infestaciones de mamiferos y aves provocadas
por artrdpodos, originadas por garrapatas, &caros, pi1ojos,
pulgas, moscardas, i1nsectos mordedores o larvas de dipteros
migrator:ias que pueden afectar a las ;acas Yy a les
caballos, entre otros

Los compuestos de avermectina producidos de acuerdo
con la presente invencidén también son fitiles como
insectacidas contra plagas domésticas tales como, por
ejemplo, cucarachas, polillas, derméstidos de las alfombras
y mosca doméstica, entre otras, asi como plagas de insectos
del grano almacenado y de\plantas agricolas, plagas que

iancluyen la arafia roja, afidos, orugas y ortSpteros tales

comeo langostas, entre otros

7Y
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Los animales que pueden tratarse con los compuestos de
avermectina producidos de acuerdo con la presente invencidn
incluyen ovejas, vacas, caballos, ciervos, cabras, cerdos,
aves, 1ncluyendo aves de corral, perros y gatos

Un compuesto de avermectina producido de acuerdo con
la presente invencitn se administra en una formulacitn
apropiada para el usc especifico pretendido, la especie
particular de animal huésped a tratar y el parédsito o
insecto implicado Para uso como un parasiticida, un
compuesto de avermectina producido de acuerdo con 1la
presente invencidén puede administrase por via oral en forma
de una cépsula, bolo, comprimido © pocidn ligquida o, como
alternativa, puede administrarse en forma de wuna
composiciébn de vertido, de inyeccidn o como un implante
Tales formulaciones se preparan de una forma convencional
de acuerdo con la préictica veterinaria estdndar Asi pues,
las cé&psulas, bolos o comprimidos pueden prepararse
mezclando el ingrediente activo con un diluyente © vehiculo
finamente dividido adecuado que contiene ademds un agente
disgregante y/o aglutinante, tal como almiddén, lactosa,
talco, estearatoc de magnesio, etc Una formulacién de
pocidn puede prepararse dispersandc el ingrediente activo
en una solucidén acuosa junto con un agente de dispersibn o
humectante, etc Las formulaciones inyectables pueden

prepararse en forma de una solucifn estéril gque puede

O
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contener otras sustancias, tales como, por ejemplo,
suficientes sales y/o glucosa como para hacer la solucidn
i1sotbénica con la sangre

Tales formulaciones variarén con respecto al peso del
compuesto activo dependiendo del paciente o especie de
animal huésped a tratar, de la gravedad y tipo de infeccifn
y del peso corporal del huésped Generalmente, para la
administracidn oral es satisfactoria una dosis de compuesto
activo de aproximadamente 0,001 a 10 mg por kg de peso
corporal del paciente o del animal, administrada en forma
de una sola dosis o en dosis divididas, durante un periodo
de 1 a 5 dias Sin embargo, puede haber casos en los que
estén indicadas dosis supericres o inferiores, lo que
determinarid, por ejemplo, un médico o veterinario,
basindose en los sintomas clinicos

Como alternativa, un compuesto Ae avermectina
producidec de acuerdo con la presente invencidn puede
administrarse junto con el pienso del animal y, para este
fin, puede prepararse un aditivo alimentario concentrado ©
premezcla para mezclar con el pienso normal del animal

Para el uso como un insecticida y para el tratamiento
de plagas agricolas, un compuesto de avermectina producido
de acuerdo con la presente invencidédn puede aplicarse en
forma de una pulverizacidn, polvo fino, emulsidn y similar,

de acuerdo con la practica agricola convencional

0/
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6 EJEMPLO FERMENTACION DE STREPTOMYCES AVERMITILIS Y
ANALISIS DE AVERMECTINAS B2 Bl
Las cepas que carecen de las actividades de 2-0x0
5 @&cido deshidrogenasa de cadena ramificada y 5-0-
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25

metiltransferasa no producen avermectinas si el medio de
fermentacién no se suplementa con &cidos grasos Este
ejemplo demuestra que en tales mutantes, puede obtenerse un
amplio intervalo de relaciones B2 Bl de avermectinas cuando
la biosintesis se i1nicia en presencia de diferentes &cidos
grasos
6 1 Materiales y Procedimientos

Se almacend Streptomyces avermitiligs ATCC 53692 a -
70°C como un caldo entero preparado en medio de siembra que
constaba de Almidén (Nadex, Laing Naticnal)}) - 20 g,
Pharmamedia (Trader’s Protein, Memphis, TN) - 15 g,
Ardamine pH (Yeast Products Inc) - 5 g, carbonato cdlcico -
1 g El1 volumen final se ajustd a 1 litro con agua
corriente, el pH se ajusté a 7,2 y el medio se esterilizb
en un autoclave a 121°C durante 25 minutos

Se usaron 2 ml de una suspensifn descongelada de la
preparacién anterior para inocular un matraz que contenia
50 ml del mismo medio Después de 48 horas de incubacibn a
28°C en un agitador rotatorio a 180 rpm, se usaron 2 ml del

caldc para inocular un matraz que contenia 50 ml de un
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medio de produccién gue constaba de Almadén - 80 g,
carbonato cdlcico - 7 g, Pharmamedia - 5 g, fosfato &cido
dipotdsico - 1 g, sulfato de magnesio - 1 g, &ciado
glutdmico - 0,6 g, sulfato ferroso heptahidratade - 0,01 g,
sulfato de cinc¢ - 0,001 g, y sulfato manganoso - 0,001 g
El volumen final se ajustd a 1 laitro con agua corriente, el
pPH se ajustd a 7,2 y el medic se esterilizd en autoclave a
121°C durante 25 minutos

Se disolvieron diversos dcidos carboxilicos sustratos
(véase la TABLA 1) en metancl y se afiadieron al caldo de
fermentacidén 24 horas después de la inoculacidn para dar
una concentracién final de 0,2 g/litro El caldo de
fermentacién se i1ncubd durante 14 dias a 28°C, después se
centrifugé (2 500 rpm durante 2 minutos) y se desechd el
sobrenadante El sedimento miceliano se extrajo con acetona
(15 ml}) y después con diaclorometano (30-m1) y la fase
orgénica se separd, se filtrd y después se evapord a
sequedad El1 residuo se recogid en metanol (1 ml) y se
analizé por HPLC con un cromatédgrafo liquido Hewlett-
Packard 1090A equipado con un detector de exploracidn de
ordenacidén de diodos fijado a 240 nm La columna usada fue
una columna de 4,6 mm x 25 cm, 5 um, C-18 de Beckman
Ultrasphere, mantenida a 40°C Se inyectaron 25 pl de la
solucidn de metanol anterior en la columna La elucién se

realizd con un gradiente lineal de metanol-agua de 80 20 a

8%
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95 5 durante 40 minutos a 0,85 ml/min Se usaron dos
concentraciones patrdn de ciclohexil Bl para calibrar la
respuesta del detector y se midieron las &reas bajo las

curvas para las avermectinas B2 y Bl

5 6 2 Repultados
Los tiempos de retencidn de HPLC observados para
las avermectinas B2 y Bl y las relacaiones 2 1 se muestran

en la TABLA 1
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TABLA 1
Tiempo de Relacién
Retencidn de
HPLC {(min)
Sustrato B2 Bl B2 Bl
Acaido 4-tetrahidropiran 8,1 14,5 0,25
5 carboxilico
Acido isobutirico 10,8 18,9 0,5
Acaido 3-furoico 7,6 14,6 0,62
Acido S-{+)-2-metilbutirico 12,8 21,6 1,0
Acido 16,9 26,0 1,6
10 ciclohexanocarboxilico
Acido 3-tiofenccarboxilaco 8,8 16,0 1,8
Acaido 14,2 23,0 2,0
ciclopentanocarboxilico
Acido 3- 10,9 18,8 3,9
15 trifluorometailbutirico
Acido 2-metilpentanoico 14,5 24,9 4,2
Acido 18,6 29,0 15,0
cicloheptanocarboxilico

0
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Los datos presentados en la TABLA 1 demuestran un
intervalo extremadamente amplio de relaciones de productos
de avermectinas B2 Bl, lo que indica una diferencia
considerable en los resultados de la conversién
deshidratante de los compuestos de clase 2 en compuestos de
clase 1, dependiendo de la naturaleza de la cadena lateral
de dcido graso de la unidad iniciadora suministrada Esto
indica que los cambios en las relaciones de B2 Bl que
resultan de las alteraciones en la proteina AveC, pueden
ser especificos para sustratos  particulares Por
consiguiente, la seleccidén de mutantes que presentan
cambios en la relacién B2 Bl obtenida con un sustrato
particular necesita realizarse en presencia de ese
sustrato Los ejemplos descritos mas delante usan &acado
ciclohexanocarboxilico como sustrato de seleccidn Sin
embargo, este sustrato se usa simplemente para i1lustrar el
potencial y no pretende limitar la aplicabilidad de 1la
presente invencidn

7 EJEMPLOC, AISLAMI 0 DEL aveC

Este ejemplo describe el aislamiento y caracterizacibén
de una regibén del cromosoma de Streptomyces avermitilis que
codifica el producto génico AveC Como se demuestra més
adelante, el gen aveC se i1dentificé como un gen capaz de

modificar la relacién entre las ciclohexi1-B2 y las

ciclohexil-Bl (B2 Bl) avermectinas producidas

g
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711 Crecimien de Streptomyces r 1 1 Aiglamiento
del ADN

Se siguibé el siguiente procedimiento para cultivar
Streptomyces Se aislaron colonias individuales de S
avermitilis ATCC 31272 (aislado n° 2 de colonias
individuales) en YDP-6 de concentracifén media que contenia
Extracto de Levadura de Difco - 5 g, Bacto-peptona de Difco
- 5 g, dextrosa - 2,5 g, MOPS - 5 g, y Bacto agar de Difco
- 15 g El volumen final se ajustd a 1 litro con H,0
destilada, el pH se ajusté a 7,0 y el medio se esterilizd
en un autoclave a 121°C durante 25 minutos

Los micelios desarrollados en el medio anterior se
usaron para inocular 10 ml de medio TSB (Difco Tryptic Soy
Broth - 30 g, en 1 laitro de H,0 destilada, esterilizado en
autoclave a 121°C durante 25 minutos) en un tubo de 25 mm
X 150 mm que se mantuvo con agitacidn (300 rpm) a 28°C
durante 48-72 horas
712 Aiglamiento d Cromosémi treptom

Se pusieron alicuotas (de 0,25 ml a 0,5 ml) de los
micelios desarrollados como se ha descrito anteriormente en
tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y las células se
concentraron por centrifugacién a 12 000 x g durante 60
seg El sobrenadante se desech6 y 1las células se

resuspendieron en 0,25 ml de tampén TSE (20 ml de sacarosa

[0F
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1,5 M, 2,5 ml de Tris-HCl1 1 M, pH 8,0, 2,5 ml de EDTA 1 M,
pH 8,0 y 75 ml de H,0 destilada) que contenia 2 mg/ml de
lisozima Las muestras se incubaron a 37°C durante 20
minutos c¢on agitacién, se cargaron en un instrumento
automitico de aislamiento de &cidos nucleicos AutoGen 540™
(Integrated Separation Systems, Natick, MA) y se aislf el
ADN genfmico usando Cycle 159 (software del equipo) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante

Como alternativa, se pusieron 5 ml de micelio en un
tubo de 17 mm x 100 mm, las células se concentraron por
centrifugacidn a 3 000 rpm durante 5 minutos y se retaird el
sobrenadante Las células se resuspendieron en 1 ml de
tampédn TSE, se concentraron por centrifugacién a 3 000 rpm
durante 5 minutos y se retird el sobrenadante Las cé&lulas
se resuspendieron en 1 ml de tampén TSE que contenia 2
mg/ml de lisozima y se 1incubaron a 37°6 con agitacién
durante 30-60 minutos Después de 1la incubacibn, se
afiadieron 0,5 ml dodecil sulfato s6dico (SDS) al 10% y las
células se incubaron a 37°C hasta que se completd la laisas
El lisado se incubd a 65°C durante 10 minutos, se enfrib a
temperatura ambiente, se dividid en dos tubos Eppendorf de
1,5 ml y se extrajo 1 vez con 0,5 ml de fenol/cloroformo
(50% de fenol previamente equilibrado con Tris 0,5 M, pH
8,0, 50% de cloroformo) La fase acuosa se retird y se

extrajo de 2 a 5 veces con cloroformo alcohol iscamilico

0y
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(24 1) El1 ADN se precipitd mediante la adicién de 1/10
volimenes de acetato s6dico 3 M, pH 4,8, incubacién de la
mezcla en hielo durante 10 minutos, centrifugacién de la
mezcla a 15 000 rpm a 5°C durante 10 minutos y separacidn
del sobrenadante poniéndoloc en un tubo limpio al gue se
afladir6 1 volumen de 1sopropanocl La mezcla de scbrenadante
mids 1isopropanol después se incubd en hielo durante 20
minutos, se centrifugé a 15 000 rpm durante 20 minutos a
5°C, el sobrenadante se retird y el sedimento de ADN se
lavé una vez con etanol al 70% Después de secar el
sedimento, el ADN se resuspendid en tamp6én TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0)
713 Aislamiento del ADN Plasmidico de Streptomyces
Se puso una alicuota (1,0 m) de micelio en tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml y las células se concentraron por
centrifugacién a 12 000 x g durante 66 sequndos El
sobrenadante se desechd, las células se resuspendieron en
1,0 ml de sacarosa al 10,3%, se concentraron por
centrifugacidén a 12 000 x g durante 60 sequndos y el
sobrenadante se desechb Las c¢élulas después se
resuspendieron en 0,25 ml de tampdn TSE que contenia 2
mg/ml de lisozima, se incubaron a 37°C durante 20 minutos
con agitacidn y se cargaron en el instrumento automitico de
aislamiento de &acido nucleico AutoGen 540™ E1 ADN

plasmidico se ai1sld usando Cycle 106 (software del equipo)

[0y
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de acuerdo con las instrucciones del fabricante

Como alternataiva, se pusieron 1,5 ml de micelio en
tubog de microcentrifuga de 1,5 ml y las células se
concentraron por centrifugacién a 12 000 x g durante 60
segqundos El sobrenadante se desechS6, las células se
resuspendieron en 1,0 ml de sacarosa al 10,3% y se
concentraron por centrifugacién a 12 000 x g durante 60
segundos y el sobrenadante se desechd Las cé&lulas se
resuspendieron en 0,5 ml de tampén TSE que contenia 2 mg/ml
de lisozima y se incubarcn a 37°C durante 15-30 minutos
Después de la incubacién, se afladieron 0,25 ml de SDS
alcalino (NaOH 0,3 N, SDS al 2%) y las células se incubaron
a 55°C durante 15-30 mainutos o hasta que la solucién fue
transparente Se afiadié acetato sédico (0,1 ml, 3 M, pE
4,8) a la solucién de ADN, la cual despu?s se incubd en
hielo durante 10 minutos Las muestras de ADN se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 10 minutos a 5°C El
sobrenadante se retirdé a un tubo limpio, se afiadieron 0,2
ml de fenol cloroformo (50% de fenol 50% de cloroformo) y
se mezclaron suavemente La solucién de ADN se centrifugd
a 14 000 rpm durante 10 manutos a 5°C y la capa superior se
retird en un tubo Eppendorf limpio Se afladié i1sopropanol
(0,75 ml), la solucidn se mezcld suavemente y después se
incubé a temperatura ambiente durante 20 manutos La

solucidn de ADN se centrifugé a 14 000 rpm durante 15

1,
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minutos a 5°C, el sobrenadante se retird y el sedimento de
ADN se lavd con etanol al 70%, se secd y se resuspendid en
tampén TE
714 Aislamiento de ADN Plasmidico de E, coli

Se 1inoculdé una colonia de E <col:r transformada
individual en 5 ml de medio Luria-Bertani (LB) (Bacto-
Traptona - 10 g, Extracto de Bacto levadura - 5§ g, y NaCl -
10 g en 1 laitro de H,0 destilada, pH 7,0, esterilizado en
autoclave a 121°C durante 25 minutos y suplementado con 100
ug/ml de ampicilina) E1 cultivo se incubd durante una
noche y se puso una alicuota de 1 ml en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml Las muestras de cultivo se
cargaron en el instrumento automatico de axsglamiento de
dcidos nucleicos AutoGen 540™ y se aislé el ADN plasmidico
usando el Cycle 3 (software del equipo) de ‘acuerdo con las
anstrucciones del fabricante
715 Preparacifno y Transfo cadén de Protoplastos de

S, avermaitilig

Se aislaron colonias individuales de S avermitilis en
YPD-6 de concentracién media Los micelios se usaron para
inocular 10 ml de medio TSB en un tubo de 25 mm x 150 mm
que degpués se incubd con agitacaibn (300 rpm) a 28°C
durante 48 horas Se usé 1 ml de micelio para inocular 50
ml de medio YEME El medio YEME contiene, por latro

Extracto de Levadura de Difco - 3 g, Bacto-peptona de Difco

]
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- 5 g, Extracto de Malta de Difco - 3 g, Sacarosa - 300 g
Después de la esterilizacidén en autoclave a 121°C durante
25 minutos, se afiadié lo siguiente MgCl, 6 HO 2,5 M
(esterilizado por separado en un autoclave a 121°C durante
25 mn) - 2 ml, y glacina (20%) (esterilizado por
filtracién) - 25 ml
Los micelios se desarrollaron a 30°C durante 48-72
horas y se recogieron por centrifugacién en un tubo de
centrifuga de 50 ml (Falcon) a 3 000 rpm durante 20
minutos El sobrenadante se desech® y los micelios se
reguspendieron en tampén P, que contiene sacarosa - 205 g,
K,S0, - 0,25 g, MgCl, 6H,0 - 2,02 g, H,0 - 600 ml, K,PO,
(0,5%) - 10 ml, solucién de oligoelementos* - 20 ml, CaCl,
2H,0 (3,68%) - 100 ml, y tamp6n MES (1,0 M, pH 6,5) - 10
ml (* La solucidén de oligoelementos contiene por litro
ZnCl, - 40 mg, FeCl, 6H,0 -~ 200 mg, CuCl, 2H,0 - 10 mg,
MnCl, 4 H,O - 10 mg, Na,B0, 10H,0 - 10 mg, (NH,), MO,0,,
4H,0 - 10 mg) El pH se ajustd a 6,5, el volumen final se
ajustd a 1 litro y el medio se £i1ltr6 en caliente a través
de un filtro de 0,45 micrémetros
Los micelios se reunieron a 3 000 rpm durante 20 main ,
el sobrenadante se desech6 y los micelios se resuspendieron
en 20 ml de tampén P que contenia 2 mg/ml de lisozima Los
micelios se 1incubaron a 35°C durante 15 manutos con

agitacién y se comprobaron microscédpicamente para

12
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determinar el grado de formacién de protoplastos Cuando se
completd la formacién de protoplastos, los protoplastos se
centrifugaron a 8 000 rpm durante 10 minutos El
sobrenadante se retird y los protoplastos se resuspendieron
en 10 ml de tampén P Los protoplastos gse centrifugaron a
8 000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se retiréd,
los protoplastos se resuspendieron en 2 ml de tamp6n P y se
distribuyeron aproxaimadamente 1 x 10° protoplastos en
viales criogénicos de 2,0 ml (Nalgene)

Un wvial que contenia 1 x 10° protoplastos se
centrifugd a 8 000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante
se retird y los protoplastos se resuspendieron en 0,1 ml de
tampdén P Se afiadieron de 2 a 5 ug de ADN transformante a
los protoplastos, seguido inmediatamente por la adicidn de
0,5 ml de tampdn T de trabajo La base de tampdn T
contiene PEG-1000 (Sigma) - 25 g, sacaros; - 2,5 g, HO -
83 ml El pH se ajustdé a 8,8 con NaOH 1 N (esterilazado por
filtracitn) y la base de tampén T se esterilizd por
filtracibén y se almacend a 4°C El tampén T de trabajo,
hecho el mismo dia del uso, era base de tampén T - 8,3 ml,
K,PO, (4 mM) - 1,0 ml, CaCl, 2H0 (5 M) - 0,2 ml, y TES
(1M, pH 8) - 0,5 ml Cada componente del tampSn T de
trabajo se esterilizd por filtracién individualmente

Dentro de un pericdc de 20 segundos desde la adicifn

del tampdn T a los protoplastos, también se afiadid 1 ml de

2
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tampén P y los protoplastos se centraifugaron a B 000 rpm
durante 10 minutos El sobrenadante se deseché y los
protoplastos se resuspendieron en 0,1 ml de tampén P Los
protoplastos después se aplicaron en placas en medio RM14
que contiene sacarecsa - 205 g, K,80, - 0,25 g, MgCl, 6H,0
- 10,12 g, glucosa - 10 g, Casaminodcidos de Difco - 0,1 g,
Extracto de Levadura de Difco - 5 g, Agar de Harina de
Avena de Difco - 3 g, Bacto Agar de Difco - 22 g, H,0
destilada - 800 ml La solucibdn se esterilizé en un
autoclave a 121°C durante 25 min Después del tratamiento
en autoclave, se afladieron soluciones wadre estérailes de lo
siguiente K,PO, (0,5 %) - 10 ml, CaCl, 2H,0 (5 M) - 5 ml,
L-prolina (20%) - 15 ml, tampSnm MES (1,0 M, pH 6,5) - 10
ml, soclucidn de oligoelementos (la misma que se ha descraito
anteriormente) - 2 ml, solucidn madre de cicloheximida (25
mg/ml) - 40 ml, y NaCH 1IN - 2 ml Se aplicaron alicuotas de
25 ml de medio RM1l4 por placa y las placas se secaron
durante 24 horas antes del uso

Los protoplastos se incubaron con una humedad del 95%
a 30°C durante 20-24 horas Para seleccionar 1los
transformantes resistentes a tiostrepton, se extendid
uniformemente 1 ml de tampdn de recubrimiento que contenia
125 ug x ml de tiostrepton scbre las placas de regeneracidn
de RM14 Los tampones de recubrimiento contienen por 100

ml sacarosa - 10,3 g, solucibdn de ocligoelementos (la misma

Y
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que se ha descrito anteriormente) - 0,2 ml, y MES (1 M, pH
€,5) - 1ml Los protoplastos se incubaron con una humedad
del 95% a 30°C durante 7-14 dias hasta que fueron visibles

las colonias resistentes a tiostrepton (Thio")

7 1 6 TransformaciSn de Protoplastog de Streptomyces
lividansg
En alguncos casos, se usd S lividans TKé64

(proporcionado por John Innes Institute, Norwich, Reano
Unido ) para las transformaciones Los procedimientos y
composiciones para el desarrollo, la obtencién de

protoplastos y 1la transformaciém de S livaidans se

describen en Hopwood y col , 1985, Genetic Manipulation_of
Streptomyces, A Laboratory Manual, John Innes Foundation,

Norwich, Reino Unido y se realizaron como se describe en
este documento El ADN plasmidico se aisld a partir de
transformantes de S 1lividans como se .éescrlbe en la
Seccidn 7 1 3 anterior

7 1 7 Andlisis de Fermentacibdn de Cepas de S.

avermitilis

Se 1nocularon micelios de S avermitilis desarrollados
en YPD-6 de concentracibdn media durante 4-7 dias en tubos
de 2,54 x 15,24 cm que contenian 8 ml de medio de
preformacién y dos perlas de viaidrio de 5 mm El medio de

preformacién contiene almidén soluble (almidén hervado

fino o KOSO, Japan Corn Starch Co , Nagoya) - 20 g/1,

I
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Pharmamedia - 15 g/l, Ardamine pH - 5 g/1 (Champlain Ind ,
Clifton, NJ), CaCO, - 2 g/l, 2 x bcfa ("bcfa" se refiere a
dcidos grasos de cadena ramificada) que contiene una
concentracidén final en el medio de 50 ppm de dcido 2-(+/-)-
5 metil butirico, 60 ppm de Acidc iscbutirico y 20 ppm de
&cido aisovalérico El pH se ajust6 a 7,2 y el medic se

trat6 en un autoclave a 121°C durante 25 min
El tubo se agité con un &ngulo de 17° a 215 rpm a 29°C
durante 3 dfas Se usd una alicuota de 2 ml del cultivo ge
10 siembra para inocular un matraz Erlenmeyer de 300 ml que
contenia 25 ml de medio de produccién que contiene almiddn
(almidén hervaido fino o KOSO) - 160 g/l, Nutrisoy (Archer
Daniels Midland, Decatur, IL) - 10 g/l, Ardamaine pH - 10
g/l, K,pPO, - 2 g/1, MgsSO, 4 HO - 2 g/l, FeSO, 7TH,O -
15 0,02 g/1, MnCl, - 0,002 g/1, 2nSO, 7H,0 - 0,002 g/1, CacCo,
- 14 g/l, 2x bcfa (como se ha indicado anteriormente), y
dcido ciclohexano carboxflico (CHC) (preparado como una
solucidn al 20% a pH 7,0) - 800 ppm El pH se ajustd a 6,9
Yy el medio se esterilizd en un autoclave a 121°C durante 25

20 minutos

Después de la inoculacidn, el matraz se incubd a 29°C
durante 12 dias con agitacibébn a 200 rpm Después de la
incubacién, se extrajo una muestra de 2 ml del matraz, se
diluyé con 8 ml de metanol, se mezcld y la mezcla se

25 centrifugd a 1 250 x g durante 10 minutos para sedimentar

Il
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los residuos Después, el sobrenadante se ensayd por HPLC
usando una columna ODS Beckman Ultrasphere (25 cm x 4,6 mm
DI) con un caudal de 0,75 wml/min y deteccidén por
absorbancia a 240 nm La fase mévil fue

metanol /agua/acetonitrilo 86/8,9/5,1
718 Aislamiento de Genes PKS de & avermitilis

Se preparS una biblioteca de c6smidos del ADN
cromosémico de S§ avermitilis (ATCC 31272, SC-2) y se
hibridé con una sonda de cetosintasa (XKS) obtenida a partir
de un fragmento del gen de la policeturo sintasa (PKS) de
Saccharopolyspora erythraea Puede encontrarse una
descripcidn detallada de la preparaciédn de bibliotecas de
cbsmidos en Sambrook y col , 1989, mencionado
anteriormente En Hopwood y col , 1985, indicado
anteriormente, se presenta una descripcién detallada de la
preparacién de Dbaibliotecas de ADN c—:romosém:.co de
Streptomyces Los clones de los c6smidos que contenian
regiones que hibridaban con la cetosintasa se identificaron
por hibridacién con un fragmento NdeI/Eco47III de 2,7 kb
procedente de pEX26 (suministrado amablemente por el Dr P
Leadlay, Cambridge, Reino Unaido) Se digairieron
aproximadamente 5 ng de pEX26 usando Ndel y Eco471I1 La
mezcla de reaccidn se cargd en un gel de agarosa GTG
SeaPlaque al 0,8% (FMC BioProducts, Rockland, ME) El

fragmento Ndel/Eco47II1 de 2,7 kb se escindié del gel
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después de la electroforesis y el ADN se recuperd del gel
usando GELase™ de Epicentre Technologies, usando el
Protocolo Ripido El fragmento Ndel/Eco47III de 2,7 kb se
marcd con [a-*?P]1dCTP (desoxicitidina 5’-trifosfato, sal de
tetra{trietilamonio), [alfa-*?P]-)} (NEN-Dupont, Boston, MA)
usando el Sistema de Traduccién con Mella BRL (BRL Life
Technologies, 1Inc , Gaithersburg, MD) siguiendo las
instrucciones del proveedor Se realizé una reaccidn tipica
en un volumen de 0,05 ml Después de la adicién de 5 ul de
tampén de detencién, el ADN marcado se separd de 1los
nucledtidos no 1incorporados usando una columna G-25
Sephadex Quick Spain™ (Boehringer Mannheim) siguiendo las
instrucciones del proveedor

Se seleccionaron aproximadamente 1 800 clones de
cdsmidos por haibridacidn de colonias Se identificaron 10
clones que hibraidaban fuertemente con la sanda KS de Sacc
erythraea Las colonias de E coli que contenian el ADN del
c6smido se degarrollaron en medio liquido LB y el ADN del
césmido se aislé de cada cultivo en el instrumento
automitico de aislamiento de &cidos nucleicos AutoGen 540™
usando el Cycle 3 (software del equipo) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante El mapeo con endonucleasas de
restriccién y los andlisis de hibridacién con transferencia
de Southern revelaron que cinco de los clones contenian

regiones cromosémicas solapantes Se construyd un mapa Ge
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restriccibn BamHI del genoma de § avermitilis de los cinco
césmidos (es decar, pSE65, pSE66, pPSE67, pPSE6EB y pPSE69)
mediante anilisas de los cdsmidos solapantes e
hibridaciones (FIGURA 4)
7159 Identificacién de ADN que Modula las Relaciones
de Avermectinas B2,Bl e Identificacidn o) ve
Se usaron los siguientes procedimientos para ensayar
fragmentos subclonados derivados del clon cosmidico pSEé66
con respecto a su capacidad de modular las relaciones de
avermect::.?as B2 Bl en los mutantes AveC pSE66 (5 ug) Se
digirib con Sacl y BamHI La mezcla de reaccibn se cargd en
un gel de agarosa SeaPlaque™ GTG al 0,8% (FMC BioProducts},
se escindid un fragmento Sacl/BamHI de 2,9 kb del gel
después de la electroforesis y el ADN se recuperd del gel
usando GELase™ (Epicentre Technologies) usando el Protocolo
Riapido Se digirieron aproximadamente 5- ug del wvector
lanzadera pWHM3 (Vara y col , 1989, J Bacteriol 171 5872-
5881) con Sacl y BamHI Se mezclaron aproximadamente 0,5 ug
del inserto de 2,5 kb y 0,5 ug del pWHM3 digeride y se
incubaron durante una noche con una unidad de ligasa {New
England Biolabs, Inc , Beverly, MA) a 15°C, en un volumen
total de 20 ul, de acuerdo con las instrucciones del
proveedor Después de la incubacifn, se incubaron 5 ul de

la mezcla de ligacién a 70°C durante 10 minutos, se

enfriaron a temperatura ambliente y se usaron para
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transformar células DH5a de E col: competentee (BRL) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante El1 ADN
plasmidico se aisldé de los transformantes resistentes a
ampicilina y se confirmé la presencia del inserto
SacI/BamHI de 2,9 kb por andlieis de restriccién BEste
plismido se denomind pSE119

Se prepararon los protoplastos de la cepa 1100-5SC38 de
S avermitilis {(cepa interna de Pfizer) y se transformaron
con pSEl1l19 como se ha descrito en la seccibn 7 1 5
anterior La cepa 1100-SC38 es un mutante gque produce
significativamente mis de la forma de ciclohexal
avermectina B2 que de la forma ciclchexil avermectina-Bl
cuando se suplementa con &cido ciclohexano carboxilico
(B2 Bl de aproximadamente 30 1) Se aisl6 pSEl119 usado para
transformar protoplastos de § avermitilis _c'le la cepa de E
coli GM2163 (Cbtenida de Dr B J Bachmann, Curator, E
coli Genetic Stock Center, Yale Universaity), la cepa DM1 de
E cola (BRL), o la cepa TK64 de § 1lavidans Se aislaron
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa 1100-
SC38 y se analizaron por andlisig de HPLC de los productos
de fermentacién Los transformantes de la cepa 1100-SC38 de
S avermitilis que contenian pSE119 produjeron una relacidn
alterada de ciclohexal avermectaina-B2 ciclohexil
avermectina-Bl de aproximadamente 3,7 1 (TABLA 2)

Habiendo establecido que pSEl119 era capaz de modular

[0
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las relaciones de avermectinas B2 Bl en un mutante de AveC,
se secuencid el inserto de ADN Se aislaron aproximadamente
10 ug de pSE119 usando el equipo de aislamiento de ADN
plasmidico (Qragen, Valencia, CA) siguiendo las
instrucciones del fabricante y se secuencif6 usando un
secuenciador de ADN automitico ABI 373A (Perkin Elmer,
Foster City, CA) Los datos de la secuencia se recopilaron
y editaron usando programas Genetic Computer Group (GCG,
Madison, WI) La secuencia de ADN y la ORF de aveC se
presentan en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1)

Se construyd un nuevo pliasmido, denominado pSE118§,
como se indica a continuacidn Se digirieron
aproximadamente 5 pg de pSE66 con Sphl y BamHI La mezcla
de reaccitn se cargd en un gel de agarosa SeaPlaque GTG al
0,8% (FMC BioProducts), se escindid un fragmento SphI/BamHI
de 2,8 kb del gel después de la electroforesis y el ADN se
recuperd del gel usando GELase™ (Epicentre Technologies)
usando el Protocolo Rapido Se digirieron aproximadamente
5 ug del vector lanzadera pwWHM3 con Sphl y BamHI Se
mezclaron aproximadamente 0,5 ug del inserto de 2,8 kb y
0,5 ug de pWHM3 diger:ido y se incubaron durante una noche
con una unidad de ligasa (New England Biolabs) a 15°C en un
volumen total de 20 ul de acuerdo con las instrucciones del
proveedor Después de la incubacidn, se incubaron 5 ul de

la mezcla de ligacaibn a 70°C durante 10 minutos, se

[2/
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enfriaron a temperatura ambiente y se usaron para
transformar células DHS« de E coli competentes de acuerdo
con las instrucciones del fabricante El1 ADN plasmidico se
a18l6 de los transformantes resistentes a ampicilina y se
confirmd la presencia del inserto SphlI/BamHI de 2,8 kb por
andlisis de restriccibén Este plasmido se denomind pSE118
El ADN del inserto en pSE1l8 y pSEll9 solapa en
aproximadamente 838 nuclebtidos (FIGURA 4)

Los protoplastos de 1la cepa 1100-SC38 de S
avermitilis se transformaron con pSE118 como se ha indicado
anteriormente Los transformantes resistentes a tiostrepton
de la cepa 1100-SC38 se aislaron y analizaron por andlisis
de HPLC de los productos de fermentacién Los
transformantes de la cepa 1100-SC38 de S avermitilis que
contenian pSEl118 no se alteraron en 1as_ relaciones de
ciclohexil avermectina-B2 ciclohexil avermectina-Bl en
comparacidn con la cepa 1100-SC38 (TABLA 2)

7110 Amplificaciébn por PCR del Gen aveC a partir
del ADN C ico de S avermitild

Se aisld un fragmento de ~ 1,2 kb que contenia la ORF
de aveC del ADN cromosdmico de S avermitilis por
amplificacién por PCR, usando cebadores diseflados basédndose
en la secuencia de nucledtidos de aveC obtenida
anteriormente Los cebadores de PCR se suministraron por

Genosys Biotechnologies, Inc (Texas) El cebador hacia la

/71
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derecha fue 5’-TCACGAAACCGGACACAC-3’ (SEC ID NO 6), y el
cebador hacia la 1zquierda fue 5‘-CATGATCGCTGAACCGAG-3’
(SEC ID NO 7) La reaccién por PCR se realizf con
polimerasa Deep Vent™ (New England Biolabs) en tampdn
proporcionado por el fabricante y en presencia de ANTP 300
UM, glicerol al 10%, 200 pmoles de cada cebador, 0,1 ug de
molde y 2,5 unidades de enzima en un volumen final de 100
yl, usando un aparato de ciclos térmicos Perkin-Elmer
Cetus El perfil térmico del primer ciclo fue de 95°C
durante 5 minutos (etapa de desnaturalizacabén)}, 60°C
durante 2 minutos {(etapa de reasociacibn) y 72°C durante 2
minutos (etapa de extensibén) Los 24 ciclos posteriores
tuvieron un perfil térmico similar con la excepcidn de gque
la etapa de desnaturalizacidn se acortd a 45 segundos y la
etapa de reasociacién se acortd a 1 minuto

El producto de PCR se sometid a electroforesis en un
gel de agarosa al 1% y se detect6 una sola banda de ADN de
~ 1,2 kb Este ADN se purificé del gel y se 1l1gd a 25 ng de
vector romo pCR-Blunt linealizado (Invitrogen) en una
relacidén de vector a inserto 1 10 molar, siguiendo las
instrucciones del fabricante La mezcla de ligacién se usb
para transformar células E coli competentes One Shot™
{Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante El
ADN plasmidico se aisld de los transformantes resistentes

a ampicilina y se confirmé la presencia del inserto de ~

|2/
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1,2 kb mediante andlisie de restriccifn Este pladsmido se
denocminé pSE179

El ADN del inserto de pSEl179 se aisld mediante
digest1ién con BamHI/Xbal, se separ6 por electroforesis, se
purificd del gel y se ligé al vector lanzadera pWHM3, que
también se habfa digerido con BamHI/Xbal, en una
concentracién total de ADN de 1 ug en una relacibn de
vector a inserto de 1 5 molar La mezcla de ligacaén se usd
para transformar células DHSax de E coli competentes de
acuerdo con las instrucciones del fabricante El ADN
plasmidico se aisld de los transformantes resistentes a
ampicilina y se confirmbé la presencia del inserto de ~ 1,2
kb mediante andlisis de restriccién Este plismido, que se
denomind pSE186 (FIGURA 2, ATCC 209604) se utilizé para
transformar DM1 de E coli, y el ADN plasmidico se aislé de

los transformantes resistentes a ampicilina
7 2 Regultadopg

Se 1dentificé un fragmento Sacl/BamHI de 2,9 kb de
PSE119 que, cuando se utilizaba para transformar a la cepa
1100-SC38 de S avermitilis, alteraba significativamente la
relacidén de produccién de avermectinas B2 Bl La cepa 1100-
8C38 de § avermitilis normalmente tiene una relacibén B2 Bl
de aproximadamente 30 1, pero cuando se transforma con un
vector que comprende el fragmento Sacl/BamHI de 2,9 kb, la

relacidn de avermectinas B2 Bl se reduce a aproximadamente

/21



| Trisih Halll WORERD
PANGLLS Y ALLMAN
¢/ Carlagens, 113

Tel

& 100940 - MADRID

10

15

20

109

3,71 El1 analisis de los cultivos de transformantes
después de la fermentacién verificd la presencia del ADN
transformante

Se secuencib6 el fragmento pSE119 de 2,9 kb y se
1dentificd una ORF de ~ 0,9 kb (FIGURA 1} (SEC ID NO 1)
que incluye un fragmento Pstl/Sphl que previamente se habia
mutado para producir sdlo productos B2 (Ikeda y col , 1995,
mencionado anteriormente) Una comparacién de esta ORF o su
correspondiente polipéptido deducido, con bases de datos
conocidas (GenEMBL, SWISS-PROT) no mostr6 ninguna homologia
fuerte con el ADN o las secuencias proteicas conocidas

La TABLA 2 presenta el andlisis de fermentacibn de la
cepa 1100-SC38 de § avermitilis transformada con diversos
plasmidos

TABLA 2

Cepa de S avermitilis No de Relacién

(plasmido transformante) Transformantes Media de

Ensayados B2 Bl

1100-SC38 (ninguno) 9 30,66
1100-SC38 (pWHM3) 21 31,3
1100-8SC38 (pSE1l9) 12 3,7
1100-SC38 (pSE11l8) 12 30,4

1100-SC38 (pSE185} 14 27,9

oy
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8 EJEMPLO CONSTRUCCION DE MUTANTES DE
AveC DE S. A ITILT

Este ejemplo describe la construccién de varios
mutantes diferentes de AveC de § avermitilis usando las
composiciones y procedimientos descritos anteriormente
Kieser y Hopwood, 1991, Meth Enzym 204 430-458 exponen
una descripcidn general de técnicas para introducir
mutaciones en un gen de Streptomyces Anzal y col , 1588,
J Antaibiot XLI(2) 226-233 y Stutzman-Engwall y col ,
1992, J Bacteriol 174 (1) 144-154 proporcionan una
descripcibén mas detallada Estas referencias se 1ncorporan
agqui por referencia en su totalidad

81 I ivaci6én del Gen avel vermitili

Se construyeron mutantes de AveC que contenian genes
aveC inactivados, usando variog procedimientos, como se
detalla a continuacién

En el primer procedimiento se reemplazdé un fragmento
Sphl/Pstl de 640 pb interno al gen aveC en pSE119 (plésmido
descraito en la seccidn 7 1 9, anterior) por el gen ermE
(para resistencia a eritromicina) de Sacc erythraea El
gen ermE se aisld de pIJ4026 (proporcionado por John Innes
Institute, Norwich, Reino Unido, véase también Baibb y col ,
1985, Gene 41 357-368) mediante digestidén con enzimas de

restriccidn, con Bglll y EcoRI, seguido por electroforesas,
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y se purificé del gel Este fragmento de ~ 1,7 kb se 1l1gd
a pGEM7Zf (Promega) que se habia digerido con BamHI y EcoRI
y la mezcla de ligacifn se utilizé para transformar células
DHS5x de E coli competentes siquiendo las instrucciones del
fabricante El ADN plasmidico se aislé de 1los
transformantes resistentes a ampicilina y la presencia del
inserto de ~ 1,7 kb se confirm6é por andlisis de
restriccidbn Este plasmido se denomind pSE27

pPSE118 (descrito en la Seccién 7 1 9 anterior) se
digirid con Sphl y BamHI, el producto de digestibn se
somet16 a electroforesis y el inserto SphlI/BamHI de ~ 2,8
kb se purificd del gel pSE119 se digiri6 con Pstl y EcoRI,
el producto de digestibén se sometid a electroforesis y el
inserto PstI/EcoRI de ~ 1,5 kb se purificéd del gel El
vector lanzadera pWHM3 se digirid con BamHE Yy EcoRI pSE27
se digiridé con PstI y Sphl, el producto de digestibn se
somet1d a electroforesis y el inserto PstI/Sphl de ~ 1,7 kb
se purificd del gel Los cuatro fragmentos (es decir, de ~
2,8kb, ~1,5kb, ~7,2kby ~ 1,7 kb) se ligaron entre si
en una ligacibén de cuatro vias La mezcla de ligacibn se
utilizdé para transtormar células DHSa de E coli
competentes siguiendo las instrucciones del fabricante El
ADN plasmidico se aisl6é de los transformantes resistentes
a ampicilina y la presencia del inserto correcto se

confirm6é por andlisis de restriccibn Este plasmido se

)27
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denominé pSE180 (FIGURA 3, ATCC 209605)

pSE180 se utiliz6 para transformar TKé4 de S lividans
Yy 1las colonias transformadas se 1dentificaron por
resistencia a tiostrepton y eritromicina pSE180 se aisld
de § laividans y se usé para transformar protoplastos de S
avermitilis Se i1dentificaron cuatro transformantes de S
avermitilis resistentes a tiostrepton y los protoplastos se
prepararon y cultivaron en placas en condiciones no
selectivas en medioc RM14 Después de regenerar los
protoplastos, se seleccionaron colonias individuales con
respecto a la presencia de resistencia a eritromicina y la
ausencia de resastencia a tiostrepton, indicando 1la
integracién cromosémica del gen aveC 1inactivade y la
pérdida del replicodn libre Se identificd un transformante
Erm® Thio® y se denomindé cepa SE180-11 El.funﬂ cromosémico
total se aisl6é de la cepa SE180-11, se digirié con las
enzamas de restraiccidn BamHI, HindII, Pstl ¢ Sphl, se
resolvid por electroforesis en un gel de agarosa al 0, 8%,
se transfiri6 a membranas de nailon y se hibridé con la
sonda ermE Estos andlisis demostraron que la integracidn
cromosémica del gen de resistencia ermE y la delecién
conjunta del fragmento PstI/Sphl de 640 pb se habia
producido por un acontecimiento cruzado doble El andlisas
de HPLC de los productos de fermentacitn de la cepa SE180-

11, demostrd que ya no se producian avermectinas normales
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(FIGURA 5A)

En un segqundo procedimiento para 1nactivar el gen
aveC, el gen ermE de 1,7 kb se retird del cromosoma de la
cepa SE180-11 de § avermitilis, dejando una delecién
PstI/Sphl de 640 pb en el gen aveC Se construyS un
plidsmido de reemplazo génico como se indica a continuacién
ge digirid parcialmente pSEi1B80 con Xbal y se purificé un
fragmento de ~ 11,4 kb del gel La banda de ~ 11,4 kb
carece del gen de resistencia ermE de 1,7 kb Después, el
ADN se 1lig6 y transformd a células DH5a de E coli El ADN
plasmidico se aisld de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto correcto se confirmd
mediante andlisis de restriccibén Este plismideo, que se
denominé pSE184, se utilizd para transformar DM1 de E coli
y el ADN plasmidico se ai1sld a partir de los transformantes
resistentes a ampicilina Este plésm:.dc: se usbd para
transformar protoplastos de la cepa SE180-11 de S
avermitilas Los protoplastos se prepararon a partir de 1o0s
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-
11 y se cultivaron en placas como colonias individuales en
RM14 Después de regenerar 1los ©protoplastos, se
seleccionaron colonias 1individuales con respecto a la
ausencia de resistencia a eritromicina y resistencia a
tiostrepton, indicando integracidn cromosdmica del gen aveC

inactivado y pérdida del replicén libre gue contenfia el gen

179
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ermE Se 1identific6 un transformante Erm* Thio®* y se
denominé SE184-1-13 El anilisis de fermentacidn de SE184-
1-13 demostrd que no se producian avermectinas normales y
que SE184-1-13 tenia el mismo perfil de fermentacidn que
SE180-11

En un tercer procedimiento para inactivar el gen avecC,
gse 1introdujo un desplazamiento de fase en el gen aveC
cromosfmico afladiendo dos G después de la C en la posicidn
de nuclebtido 471 usando PCR, con lo gque se creaba un sitio
BspEl La presencia del sitio BspEl, obtenido por
ingenieria genética, era Gtil ©para detectar el
acontecimiento del reemplazo génico Los cebadores de PCR
se diseflaron para introducir una mutaciédn de desplazamiento
de fase en el gen aveC y se suministraron por Genosys
Biotechnologies, Inc El cebador hacia la derecha fue 5’-
GGTTCCGGATGCCGTTCTCG-3’ (SEC ID NO 8) y el cebador hacia
la i1zquierda fue 5’'-AACTCCGGTCGACTCCCCTTC-3‘ (SEC ID NO
9) Las condiciones de PCR fueron como se describe en la
Seccidn 7 1 10 anterior El producto de PCR de 666 pb se
digirié con Sphl para dar dos fragmentos de 278 pb y 388
pb, respectivamente El fragmento de 388 pb se purificé del
gel

El pl&smido de reemplazo génico se construyd como se
indica a continuacién se digirib el vector lanzadera pWHM3

con EcoRI y BamHI pSE119 se digirid con BamHI y Sphl, el

[7¢
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producto de digestidén se sometid a electroforesis y se
purificéd un fragmento de ~ 840 pb del gel pSE119 se
digiri6 con EcoRI y Xmnl, el producto de digestién se
resolvid por electroforesis y se purificd un fragmento de
~ 1,7 kb del gel Los cuatro fragmentog (es decir, ~ 7,2
kb, ~ 840 pb, ~ 1,7 kb y 388 pb) se ligaron entre si en una
ligacién de cuatro vias La mezcla de ligacidén se utilizd
para transformar células DHSo de E colz: competentes El
ADN plasmidico se aisld de los transformantes resistentes
a ampicilina y se confirmé la presencia del ainserto
correcto mediante andlisis de restriccibn y andlasis de la
secuencia de ADN Este plasmido, que se denomind pSE185, se
uti1lizd para transformar DM1 de E col: y se aisld el ADN
plasmidico a partir de los transformantes resistentes a
ampicilina Este plasmido se usé para transformar
protoplastos de la cepa 1100-SC38 de S é;ermltllls Los
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa 1100-
SC38 se aislaron y analizaron por anidlasis de HPLC de los
productos de fermentacifn pPSE185 no alteraba
significativamente las relaciones de avermectinas B2 Bl
cuando se utilizaba para transformar la cepa 1100-SC38 de
S avermitilis (TABLA 2)

PSE185 se usé para transformar protoplastos de S
avermitilis para generar una mutacibdn de desplazamiento de

fase en el gen aveC cromosémico Se prepararon protoplastos

/7/
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a partir de transformantes resistentes a tiostrepton y se
cultivaron en placas como colonias individuales en RM1l4
Después de regenerar los protoplastos, se seleccionaron las
colonias indivaduales con respecto a la ausencia de
resistencia a tiostrepton Se aislé el ADN cromesfmico a
partir de las colonias sensibles a tiostrepton y se
selecciond por PCR con respecto a la presencia de mutacaidn
de desplazamiento de fase integrada en el cromosoma Los
cebadores de PCR se digefiaron basidndose en la secuencia de
nucleétidos de aveC y se suminigtraron por Genosys
Biotechnologies, Inc (Texas) El cebador de PCR hacia la
derecha fue 5’'-GCAAGGATACGGGGACTAC-3’ (SEC ID NO 10) y el
cebador de PCR hacia la lzgquierda fue 57-
GARACCGACCGCCTGATAC-3’ (SEC ID NO 11) y las condiciones de
PCR fueron como se han descrito anteriormente en la Seccidn
7 1 10 El producto de PCR obtenido tenia 543 pb y, cuando
se digirid con BspEl, se cobservaron tres fragmentos de 368
pb, %6 pb y 79 pb, aindicandc integracién cromostSmica del
gen aveC i1nactivado y pérdida del replicdn libre
El andlisis de fermentacién de los mutantes de S

avermitilis que contenian la mutaciédn de desplazamiento de
fase en el gen de aveC demostr6 que ya no se producian
avermectinas normales, y que estos mutantes tenian el masmo
perfil de fermentacién de HPLC que las cepas SE180-11 y

SE184-1-13 Se 1identificé un transformante Thio* y se

)72
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denomindé cepa SE185-5a

Ademds, se produjo una mutacidén en el gen aveC que
cambia el nuclebtido en posicibn 520 de G a A, lo cual
ocasiocna un cambic del codén que codifica un triptdfano (W)
en la posicidén 116 a un codén de terminacién Una cepa de
S avermitilis con esta mutacidn no producia avermectinas
normales y tenia el mismo perfil de fermentaciédn que las
cepas SE180-11, SE184-1-13 y SEl185-5a

Ademdas, se produjeron mutaciones en el gen aveC que
cambaan (1) el nucleétido en posicibn 970 de G a A, que
cambia el aminodcido en posicidn 256 de una glicina (G) a
un aspartato (D) y (11) el nuclebtido en posicidn 996 de T
a C, que cambia el aminodcido en posicidn 275 de tirosina
(Y) a histidina (H) Una cepa de § avermitilis con estas
mutaciones (G256D/Y275H) no producia avermectinas normales
Yy tenia el mismo perfil de fermentac165-que las cepas
SE180-11, SE184-1-13 y SE185-5a

Lag cepas mutantes de inactivacibén de § avermitilis
SE180-11, SE184-1-13, SE185-5a y otras proporcionadas en
este documento, proporcionan herramientas de seleccaidn para
evaluar el impacto de otras mutacicnes en el gen aveC
PSE186, que contiene una copia de tipo silvestre del gen
aveC, se utilizd para transformar DMl de E colix y el ADN
plasmidico se aislé de los transformantes resistentes a

ampicilina Este ADN de pSE186 se usd para transformar

Y,
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protoplastos de la cepa SE180-11 de S avermitilis Se
aislaron los transformantes resistentes a tiostrepton de la
cepa SE180-11, se determiné la presenc:a de resistencila a
eritromicina y se analizaron los transformantes Thio* Erm*
por andlisis de HPLC de los productos de fermentacidén La
presencia del gen aveC funcional en trans pudo restaurar la
produccién normal de avermectinas en la cepa SE180-11
(FIGURA 5B)
8 2 Anflisis de Mutaciones en el Gen aveC que Alteran
las Relaciones de Clases B2.Bl

Como se ha descrito anteriormente, la cepa SE180-11 de
S avermitilis que contenia un gen aveC 1inactavo se
complementé mediante transformacién con un plésmido que
contenia un gen aveC funcional (pSE186) La cepa SE180-11
también se utilizé como cepa huésped para caracterizar
otras mutaciones en el gen aveC como se describe més
adelante

Se aisgld ADN cromosfmico de la cepa 1100-SC38 y se usd
como molde para la amplificacidédn por PCR del gen aveC La
ORF de 1,2 kb se aisldé por amplificacibébn por PCR usando
cebadores diseflados basdndose en 1la secuencia de
nuclebtidos de aveC El cebador hacia la derecha fue la SEC
ID NO 6 y el cebador hacia la izquierda fue la SEC ID NO
7 {(véase la Seccidn 7 1 10 , anterior) Las condiciones de

PCR y de subclonacién fueron las descritas en la seccibn

/Y
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7 1 10 El anilisis de la secuencia de ADN de la ORF de 1,2
kb muestra una mutacidn en el gen aveC que cambia el
nucleétido en posicién 337 de C a T, que cambia el
aminocdcido en la posicibén 55 de serina (S} a fenilalanina
(F) El gen aveC que contiene la mutacidn S55F se subclond
en pWHM3 para producir un plasmido que se denomind pSE187
Yy que se us6 para transformar protoplastos de la cepa
SE180-11 de 5§ avermitilis Se aislaron los transformantes
resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-11, se determind
la presencia de resistencia a eritromicina y se analizaron
los transformantes Thio® Erm® por andlisis de HPLC de los
productos de fermentacifén La presencia del gen aveC que
codificaba un cambio en el resto aminodcido 55 {(S55F) pudo
restaurar la produccién normal de avermectinasS en la cepa
SE180-11 (FIG 5C), sin embargo, la relacién de ciclchexal
B2 caclohexil Bl fue de aproxlmadaméhte 26 1, en
comparacidn ¢on la cepa SE180-11 transformada con pSE186,
que tenia una relacidén de B2 Bl de aproximadamente 1,6 1
(TABLA 3), lo que indica que la mutacidn sencilla (S55F)
modula la cantidad de ciclohexil B2 producida con respecto
a ciclohexil Bl

Se 1dentificd otra mutacidn en el gen aveC que cambia
el nuclebdtido en posicidén 862 de G a A, que cambia el
aminodcido en posicibn 230 de glicina (G) a aspartato (D)

Una cepa de § avermitilis que tiene esta mutacidn (G230D)

2
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produce avermectinas en una relacién B2 Bl de
aproximadamente 30 1

B8 3 Mutaciocnes gue Reducen la Relacién B2 Bl

Se construyeron varias mutaciones gue reducian la
cantadad de ciclohexil-B2 producida con respecto a
ciclchexil-Bl, como se indica a continuacidn

Se i1dentificéd una mutacidn en el gen aveC gue cambia
el nucleb6tido en posicién 588 de G a A, que cambia el
aminoadcido en posicitn 139 de alanina (A) a treonina (T)
El gen aveC que contenia la mutacién Al39T se subcloné en
PWHM3 para producir un plasmido que se denominé pSE188 y
que se usd para transformar protoplastos de la cepa SE180-
11 de S avermitilas Se aislaron transformantes
registentes a tiostrepton de la cepa SE180-11, se determiné
la presencia de resaistencia a eritromicina y 1los
transformantes Thio® Erm* se analizaron por andlisis de HPLC
de los productos de fermentacidén La presencia del gen aveC
mutado que codificaba un cambioc en el resto aminodcido 139
(A139T) pudo restaurar la produccidn de avermectinas en la
cepa SE180-11 (FIGURA 5D), sin embargo, la relacién B2 Bl
fue de aproximadamente 0,94 1, indicando que esta mutacibn
reduce la cantidad de cic¢lohexil-B2 producida ¢on respecto
a ciclohexil1-Bl Este resultado era inesperado porque los
resultados publicados, asi como log resultados de las

mutaciones descritas anteriormente, sclo han demostrado

/54
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inactivacién del gen aveC o un aumento de la produccifn de
la forma B2 de la avermectina con respecto a la forma Bl
(TABLA 3)

Como la mutacién Al39T alteraba las relaciones B2 Bl
en la direccién Bl mds favorable, se construyd una mutacibn
que codificaba una treonina en lugar de una serina en el
aminodcido en posicién 138 Asi pues, pSE186 se digirid con
EcoRI y se clon6 en pGEM3Zf (Promega) que se habia digerido
con EcoRI Este plidsmido, que se denomind pSEl86a, se
digiraib con Apal y Kpnl, los fragmentos de ADN se separaron
en un gel de agarcosa, y se purificaron del gel dos
fragmentos de ~ 3,8 kby ~ 0,4 kb El ADN del inserto de ~
1,2 kb procedente de pSE186 se usd como molde de PCR para
introducir un cambio de una sola base en el nucledtido en
posicién 585 Los cebadores de PCR se diseflaron para
introducir una mutacién en el nuclebdtado e;x posicidn 585 y
se suministraron por Genosys Biotechnologies, Inc (Texas)
El cebador de PCR hacia 1la derecha fue 5/-
GGGGGCGGEGCCCGEGTECCGGAGGCCGGAAATGCCCCTGGCGACG-3’ (SEC ID NO
12), y el cebador de PCR hacia la izquierda fue 5'-
GGAACCGACCGCCTGATACA-3’ (SEC ID NO 13) La reaccidédn de PCR
se realizdé usando un equipo de PCR genfémico Advantage GC
(Clonetech Laboratories, Palo Altc, CA) en tampén
proporcionado por el fabricante en presencia de GNTP 200

gM, 200 pmol de cada cebador, 50 ng de ADN molde, GC-Melt
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1,0 M y una unidad de Klen Taq Polymerase Mix en un voclumen
final de 50 ul El perfil térmico del primer ciclo fue de
94°C durante 1 min , seguido por 25 ciclos de 94°C durante
30 segundos y 68°C durante 2 minutos, y 1 ciclo a 68B°C
durante 3 minutos Se digirié un producto PCR de 295 pb con
Apal y Kpnl para liberar un fragmentc de 254 pb que se
resolvad por electroforesis y se purificd del gel Los tres
fragmentos (~3,8 kb, ~ 0,4 kb y 254 pb) se ligaron entre si
de una forma de tres vias La mezcla de ligacidn se utilizd
para transformar células DH5a de E coli competentes El
ADN plasmidico se aisld de los transformantes resistentes
a ampicilina y se confirmé6 la presencia del inserto
correcto mediante andlisis de restriccién Este pldsmido se
denominé pSE198

PSE198 se digirib con EcoRI, se clondé en pWHM3 que se
habia digerido con EcoRI y se utilizé p;ra transformar
células DHSa de E cola El1 ADN plasmidico se aisld de los
transformantes resistentes a ampicilina y se confirmd la
presencia del 1inserto correcto mediante andlisis de
restricciédn y andlisis de la secuencia de ADN Este ADN
plasmidico se utilizd para transformar DM1 de E coli, el
ADN plasmidico se aisl6 de los transformantes resistentes
a ampaicilina y se confirmdé la presencia del inserto
c¢orrecto por andlisis de restriccién Este plasmido, que se

denomino pSE199, se usd para transformar protoplastos de la

13y



PATRICIA HOCH HOREHD
INGLES Y ALLMAN
¢ Cartagena, 113
Teidf b1930 0+ nDRID |

10

15

20

25

123

cepa SE180-11 de S avermitilas Se aislaron 1los
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-
11, se determind la presencia de resistencia a eritromicina
y los transformantes Thio” Erm* se analizaron por andlisis
de HPLC de los productos de fermentacitn La presencia del
gen aveC mutado que codificaba un cambio en el resto
aminodcido 138 (S138T) pudo restaurar la produccifn normal
de avermectinas de la cepa SE180-11, sin embargo, la
relacién B2 Bl era de 0,88 1, lo que indica que esta
mutacidn reduce la cantidad de caiclohexil-B2 producida con
respecto a ciclchexil-Bl (TABLA 3) Esta relacidn de B2 Bl
es 1ncluso menor que la relacién de 0,94 1 observada con la
mutacién Al139T producida por la transformacién de la cepa
SE180-11 con pSE188, como se ha descrito anteriormente

Se construyd otra mutacién para __:mtroduc:l.r una
treonina en las posiciones de aminodcidos 138 y 139 Se usd
ADN del ainserto de ~ 1,2 kb de pSE186 como molde de PCR
Los cebadores de PCR se diseflaron para introducar
mutaciones en los nucledtidos en las posiciones 585 y 588
Yy se suministraron por Genosys Biotechnologies, Inc
(Texas) El cebador de PCR hacia la derecha fue 5'-
GGGGGCGGGCCCGGETGCGGAGEGCGGAAATGCCGCTGGCGACGACC-3Y (SEC ID
NO 14), y el cebador de PCR hacia la izquierda fue 5’-
GGAACATCACGGCATTCACC-3’ (SEC ID NO 15) La reaccién de PCR

se realizé usando las condiciones que se acaban de

177
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describair en esta Secci6én Un producto PCR de 4495 pb se
digirid con Apal y Kpnl para liberar un fragmento de 254 pb
que se resolvid por electroforesis y se purificd del gel
pSE186a se digairid con Apal y Kpnl, los fragmentos de ADN
se separaron del gel de agarosa y se purificaron dos
fragmentos de ~ 3,8 kb y ~ 0,4 kb del gel Los tres
fragmentos (~3,8 kb, ~0,4 kb y 254 pb) se ligaron entre si
en una ligacién de tres vias y la mezcla de ligacidn se
utilizd para transformar c¢élulas de DHSe E coli
competentes El ADN plasmidico se aislé de los
transformantes resistentes a ampicilina y se confirmd la
presencia del 1inserto correcto mediante andlisis de
restricciédn El plasmido se denomind pSE230

PSE230 se digirid con EcoRI, se clondé en pWHM3 gue se
habia digerido con EcoRI y se utilizd para transformar
células DHSa de £ coli El ADN plasmidico se aisld de los
transformantes resistentes a ampicilina y se confirmé la
presencia del inserto correcto mediante analisis de
restriccién y andlisis de la secuencia de ADN Este ADN
plasmidico se utilizd para transformar DM1 de E coli, el
ADN plasmidico se aigld de los transformantes resistentes
a ampicilina y se confirmé la presencia del ainserto
correcto por andligis de restriccibén Este plasmido, que se
denomind pSE231, se usd para transformar protoplastos de la

cepa SE180-11 de S avermitilis Se aislaron los

I,
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transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-
11, se determind la presencia de resistencia a eritromicina
Yy los transformantes Thio® Erm® se analizaron por
fermentacién La presencia del gen aveC mutado doble que
codificaba S138T/A139T pudo restaurar la produccién normal
de avermectinas en la cepa SE180-11, sin embargo, la
relacién B2 Bl era de 0,84 1, lo que demuestra que esta
mutacidn reduce adicionalmente la cantidad de ciclohexil-B2
producida con respecto a ciclohexil-Bl (TABLA 3), con
respecto a las reducciones proporcionadas por 1la
transformacién de la cepa SE180-11 con pSE188 o pSEl199,
como se ha descrito anteriormente

Se congtruyd otra mutacibdn para reducir adicionalmente
la cantidad de caiclohexil-B2 producida con respecto a
ciclohexil-Bl Como las mutaciones S138T/Al139T alteraban
las relaciones B2 Bl en la direccifn mis fa;rorable a Bl1, se
construyd una mutaciédn para introducir una treonina en la
posicidén de aminodcide 138 y una fenilalanina en la
posicibén de aminodcido 139 E1 ADN del inserto de ~1,2 kb
de pSE186 se usd como molde de PCR Los cebadores de PCR se
diseflaron para introducir mutaciones en las posiciones de
nuclebébtido 585 {(cambiando una T por A), 588 (cambiando una
G por T) y 589 (cambiando una C por T), y se suminastraron
por Genosys Biotechnologies, Inc (Texas) El1 cebador de

PCR hacia la derecha fue 5’ -

1Y)
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GGGGGCGGGCCCBGETGCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGTTC-3/ (SEC 1D
NO 25), y el cebador de PCR hacia la izquierda fue 5’-
GGAACATCACGGCATTCACC-3’ (SEC ID NO 15) La reaccidn de PCR
se realizd usando un equipc de PCR genbmico Advantage GC
(Clonetech Laboratoraies, Palo Alto, CA) en tampbdn
proporcionado por el fabricante en presencia de ANTP 200
uM, 200 pmoles de cada cebador, 50 ng de ADN molde, acetato
de Mg 1,1 mM, GC-Melt 1,0 M y 1 unidad de ADN Polimerasa
Tth en un volumen final de 50 gl El perfil térmico del
pramer ciclo fue de 94°C durante 1 minuto, seguido por 25
ciclos de 94°C durante 30 segundos y 68°C durante 2
minutos, y 1 ciclo a 68°C durante 3 minutos Un producto de
PCR de 449 pb se digiri6 con Apal y Kpnl para liberar un
fragmento de 254 pb, que se resolvid por electroforesis y
se purificd del gel Los tres fragmentos {(~3,8 kb, ~0,4 kb
Yy 254 pb) se ligaron entre si en una form; de 3 vias La
mezcla de ligacidn se utilizd para transformar células DHS5q
de E coli competentes Se aisld ADN plasmidico a partir de
los transformantes resistentes a ampicilina y la presencia
del 1inserto correcto se confirmé por andlisis de
restricciédn Este plasmido se denomindé pSE238

pSE238 se digirid con EcoRI, se cloné en pWHM3, que se
habia digerido con EcoRI, y se utilizdé para transformar
células DH5a de E coli El ADN plasmidico se aislé de los

transformantes resistentes a ampicllina y la presencia del

)



ey iy n,

C

Telét 51,4390 - MADRID

—

TV Y RRO

~

VLo AN
wy-n1, 113

127

10

15

20

inserto correcto se confirmé por andlisis de restriccibn y
andlisis de la secuencia de ADN Este ADN plasmidico se
uti1lizé para transformar DM1 de E coli, el ADN plasmidico
ge aisl6é de los transformantes resistentes a ampicilina y
la presencia del inserto correcto se confirmé por andlisis
de restriccibn Este plésmido, que se denomind pSE239, Be
usd para transformar protoplastos de la cepa SE180-11 de S
avermitilis Se aislaron los transformantes resistentes a
tiostrepton de la cepa SE180-11, se determiné la presencia
de resistencia a eritromicina y los transformantes Thio®
Erm* se analizaron por andlisis de HPLC de los productos de
fermentacidén La presencia del gen aveC doble mutado que
codificaba S138T/A139F pudo restaurar la produccidn normal
de avermectina en la cepa SE180-11, sin embargo, la
relacién B2 Bl era de 0,75 1, demostrando que esta mutacién
reducia adicionalmente la cantadad dé- ciclohexil-B2
producida con respecto a ciclohexil-Bl (TABLA 3) con
respecto a las reducciones proporcicnadas por 1la
transformacidén de la cepa SE180-11 con pSE188, pSE199 o

PSE231 como se ha descrito anteriormente
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TABLA 3
Cepa do § avermitilis Ho da Cona Cono Relaciéa
(plismido traneformante) transformantes Ralativa Relativa madia B2:B1
eneayadoa ds B2 de B1

SE180-11 (ninguno) 30 [ o 1]
88180 11 (pWHMI) ao ] ] ]
SE180-11 (pSEles) 2é 212 140 159
8B180-11 (pSE187) 12 283 11 a5 3
SR180 11 (pBBE188) 24 193 208 0 94
8SE180 11 (pSB199) 10 158 171 0 ae
8E180 11 (pSE131) [ 259 309 0 a4
88180-11 (pSE239) a0 184 242 075

Se construyeron otras mutaciones para reduclir
adicionalmente la cantidad de ciclohexil-B2 producida con
respecto a ciclohexil-Bl usando la técnica de
redistribucién de ADN como se describe en- Stemmer, 1994,
Nature 370 38%-391, y Stemmer, 1994, Proc Natl Acad Sca
USA 91 10747-10751, y como se describe adicionalmente en
las Patentes de Estados Unidos 5605793, 5811238, 5830721 y
5837458

Se utilizaron plasmidos con ADN redistribuido que
contenian genes aveC mutados para transformar células E
coli dam dcm competentes El1 ADN plasmidico se aisld a
partir de transformantes resistentes a ampicilina y se usb

para transformar protoplastos de la cepa SE180-11 de S
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avermitilis SE aislaron los transformantes resistentes a
tiostrepton de la cepa SE180-11 y se seleccionaron con
respecto a la produccién de avermectinas con una relacién
de ciclohexil-B2 ciclohexil-Bl de 1 1 o menor Se determind
la secuencia de ADN del ADN plasmidico de los
transformantes SE180-11 que producian avermectinas con una
relacién B2 Bl de 1 1 o menor

Se 1identificaron ocho transformantes que producian
cantidades reducidas de ciclohexil-B2 con respecto a
ciclohexil-Bl La menor relacifdn B2 Bl conseguida entre
estos transformantes fue de 04 1 (TABLA 4) El ADN
plasmidico se aisld de cada uno de los ocho transformantes
y la secuencia de ADN se determindé para identificar las
mutaciones en el gen aveC Las mutaciones son las
siguientes _

PSE290 contiene 4 mutaciones de nucledtidos en la
posicitn de nucleé6tido 317 de T a A, en la posicibn de
nucledtido 353 de C a A, en la posicibén de nuclebtido 438
de G a Ay en la posicibtn de nucledtido 1155 de T a A El
cambio de nucle6tido en la posicién de nucledtido 317
cambia el aminodcido en la posicién AA 48 de D a E y el
cambio de nucledétido en la posicidén de nuclebdbtido 438
cambia el aminodcido en la posicién AR 89 de A a T La

relacidén de B2 Bl producidas por las células que llevaban

este plasmido fue de 0,42 1 (TABLA 4)

Vs
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pSE291 contiene 4 mutaciones de nuclebftidos en la
posicibén de nucledtido 272 de G a A, en la posicibn de
nucledtido 585 de T a A, en la posicidn de nuclebdtido 588
de G a A, y en la posicibén de nucledtido 708 de G a A El
cambio de nuclebtido en la posicién de nuclebtido 585
cambia el aminodcido en la posicibn AA 138 de S a T, el
cambio del nucle6tido en la posicidbn de nuclebtaido 588
cambia el amino&cido en la posicidn AA 139 de A a T, y el
cambio de nucleStido en la posicitn de nucledtido 708
cambia el aminodcido en la posicién AA 179 de G a S La
relacibén de B2 Bl producidas por las células que llevaban
este plasmido fue de 0,57 1 (TABLA 4)

pSE292 contiene las mismas cuatro mutaciones de
nucledtidos que pSE290 La relacaidon de B2 Bl producadas por
las células que llevaban este plasmaido fue__de 0,4 1 (TABLA
1)

pPSE293 contiene 6 mutaciones de nuclettidos en el
nucledtido 24 de A a G, en la posicidn de nuclebdtido 286 de
A a C, en la posicidn de nucledtido 497 de T a C, en la
posicién de nuclebtido 554 de C a T, en la posicidn de
nucleétido 580 de T a C y en la posicidn de nuclebtido 886
de A a T El cambio de nucledtidos en la posicidn de
nucledtido 286 cambia el aminocdcido en la posicidn AA 38 de
Q a P, el cambio de nuclebtido en la posicitén de nuclebdtido

580 cambia el aminodcido en la posicién AA 136 de L a P y

1Y)
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el cambio de nucleb6tido en la posicién de nuclebdStido 886
cambia el aminodcido en la posicidn AA 238 de E a D La
relacidén de B2 Bl producidas por las células que llevaban
egte pladsmido fue de 0,68 1 (TABLA 4)

pSE254 contiene 6 mutaciones de nuclebtidos en
nucledtido 469 de T a C, en la posicidn de nuclebtido 585
de T a A, en la posicibén de nuclebtido 588 de G a A, en la
posiciédn de nuclebtido 708 de G a A, en la posicibn de
nucledtido 833 de C a T y en la posicidn de nucledtido 1184
de G a A Ademis, los nuclebdtidos en la posiciones 173, 174
Y 175 estédn delecionados El cambio de nucledtaido en la
posicidén de nuclebdtido 469 cambia el aminodcido en la
posicidn AR 99 de F a S, el cambio de nucle6tido en la
posicién de nucledétido 585 cambia el aminodcido en la
posicidn AA 138 de S a T, el cambio de nuclebtido en la
posicién de nuclebtido 588 cambia el aminodcido en la
posicidén AA 139 de A a T y el cambio de nuclebdtido en la
posicién de nuclebtido 708 cambia el aminodcido de la
posi¢idén AA 179 de G a S La relacidén de B2 Bl producidas
por las células que llevaban este plasmido fue de 0,53
(TABLA 4)

PSE295 contiene 2 mutaciones de nuclebdtidos en el
nucledtido 588 de G a A y en el nucleftido 856 de Ta C El
cambio de nucledtido en la posicidn de nucledtido 588

cambia el aminoAcido en la posicibn BAA 139 de A a T y el

Noa
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cambio de nuclebétido en la posicidén de nuclebtido 856
cambia el aminodcido en la posicidén AA 228 de M a T La
relacién de B2 Bl producidas por las células gque llevaban
este pldsmido fue de 0,80 1 (TABLA 4)

pSE296 contiene 5 mutaciones de nucleStidos en la
posicién de nuclebtido 155 de T a C, en la posicibn de
nucleétido 505 de G a T, en la posicién de nuclebStido 1038
de C a T, en la posicibn de nucledtado 1202 de C a T y en
la posicién de nuclebdtido 1210 de T a C El cambio de
mucledtido en la posicién de nucledtido 505 cambia el
aminodcido en la posicidén AA 111 de G a V y el cambio del
nucle6tido en la posicidén de nucledtido 1039 cambia el
aminodcido en la posicidn AA 289 de P a L. La relacidn de
B2 Bl producidas por las c€lulas que llevaban este plasmido
fue de 0,73 1 (TABLA 4)

pSE297 contiene 4 mutaciones de nucieétldos en la
posicidn de nucle6étido 377 de G a T, en la posicién de
nuclebtido 588 de G a A, en la posicibn de nucledtido 633
de A a G y en la posici6n de nuclebétido 1067 de A a T El
cambio de nuclebétido en la posicién de nuclebétido 588
cambia el aminodcidc en la posicidn AA 139 de A a T, el
cambio de nucledtido en la posicién de nuclebtido 633
cambia el aminodcado en la posicién RA 154 de K a E y el
cambio de nucledtido en la posicidn de nuclebtido 1067

cambia el aminodcido en la posicidn AA 298 de Q a H La
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relacibén de B2 Bl producidas por las células que llevaban

este plasmido fue de 0,67 1 (TABLA 4)

TABLA 4
Ceps da § avermitilis No de Cona Cona Relaoién
(plismido transformantas) Transformantap Relativa 4ds Relativa de Media de
Enssysdos B2 Bl BaI1Bl
BE180 11 (ninguno) 4 0 ] +}
58180 11 {pWHMe) 4 [} [} [}
§E180 11 {p3SE190) 4 e7 208 0 42
8BE180 11 {(pSR291) 4 106 by -1 o 57
8B180-11 (pBR231) 4 L 39 231 o 40
§E180 11 (p3E293) 4 123 180 0 &8
88180 11 (pSE294) 4 1] 118 0 53
BE180 11 (pSE295) 4 217 2T 0 80
8E180-11 (pBE29€) 1 135 186 o073
5R180 11 (pSBE297) 1 148 221 o &7

9, EJEMPLO CONSTRUCCION DE MUTANTES DE DELECION 5

Como se ha explicado en la Seccidn 5 1 anterior, la
secuencia de nucledtidos de § avermitilis mostrada en la
FIGURA 1 (SEC ID NO 1) comprende cuatro cocdones GTG
diferentes en las posiciones de pb 42, 174, 177 y 180, que
son sitios de 1niciacidn potenciales Esta seccidn describe
la construccién de miiltiples delecaiones de la regibn 5’ de
la ORF de aveC (FIGURA 1, SEC ID NO 1) para ayudar a
definixr cudles de estos codones podrian funcionar como

sitios de iniciacidén en la ORF de aveC para la expresibn

1Yy
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proteica

Se aislaron fragmentos del gen aveC delecionados de
diversas formas en el extremo 5’ y se aislaron del ADN
cromosémico de § avermitilis por amplificacidn por PCR
Los cebadores se PCR se disefiaron basindose en la secuencia
de ADN de aveC y se suministraron por Genosys
Biotechnologies, Inc Los cebadores hacia la derecha fueron
5’ -AACCCATCCGAGCCGCTC~-3* (SEC ID NO 16) (D1Fl1), 5’-
TCGGCCTGCCAACGAAC-3' (SEC ID NO 17) (DIF2)}, 5f~
CCAACGAACGTGTAGTAG-3' (SEC ID NO 18} (D1F3), y 5'-
TGCAGGCGTACGTGTTCAGC-3! (SEC ID NO 19) (D2F2) Los
cebadores hacia la 1zquierda fueron 5’ -CATGATCGCTGAACCGA-3'
(SEC ID NO 20), 5’-CATGATCGCTGAACCGAGGA-3’ (SEC ID NO
21), Y 5’-AGGAGTGTGGTGCGTCTGGA-3’' (SEC ID NO 22) La
reaccién de PCR se realizéd como se ha descrito
anteriormente en la Seccidn 8 3 )

Los productos de PCR se separaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1% y se detectaron bandas de ADN
individuales de ~ 1,0 kb o ~ 1,1 kb Los productos de PCR
se purificaron del gel y se ligaron a 25 ng del vector
PCR2 1 lanealizado (Invaitrogen) en una relacibén de vector
a ingserto de 1 10 molar siguiendo las instrucciones del
fabricante Las mezclas de ligacién se usaron para
transformar células E coli competentes One Shot™

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante El
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ADN plasmidico se aisld de los transformantes resistentes
a ampacilina y la presencia del inserto se confirmé
mediante andlisis de restriccién y andlisis de la secuencia
de ADN Estos plasmidos se denominaron pSE150 {obtenido con
el cebador D1F1l), pSE191 (obtenido con el cebador D1F2),
pSE192 (obtenido con el cebador D1F3) y pSE193 (obtenado
con el cebador D2F2)

Cada ADN del inserto se digiri6 con BamHI/Xbal, se
separd por electroforesis, se purificd del gel y se ligb
por separado al vector lanzadera pWHM3, que se habia
digerido con BamHI/Xbal, en una concentracién total de ADN
de 1 ug y en una relacidn de vector a inserto de 1 5 molar
Las mezclas de ligacidn se usaron para transformar células
DHSo de E coli competentes El1 ADN plasmidico se aisléd de
los transformantes resistentes a ampicilina y la presencia
del inserto se confirmdé mediante anéllsls‘he restriccibn
Estos pldsmidos, que se denominaron pSE194 (D1iF1l), pSE195
(D1F2), pSE196 (D1F3) y pSE197 (D2F2), se utilizaron por
separado para transformar la cepa DM1 de E coli, el ADN
plasmidico se aigld de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto correcto se confirmé
por andlisis de restriccibn Este ADN se usd para
transformar protoplastos de 1la cepa SE180-11 de S
avermitilis Se aislaron los transformantes resistentes a

tiostrepton de la cepa SE180-11, se determind la presencia

5/
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de resistencia a eritromicina y 8e analizaron los

transformantes Thio* Erm* por andlisis de HPLC de los
productos de fermentacién para determinar los sitios GTIG
gue eran necesarlos para la expresifn de aveC Los
resultados indican que el codfn GTG en la posicidn 42 puede
eliminarse sin afectar a la expresién de aveC, ya que
pSE194, pSE1S85 y pSEl196, careciendo del sitio GTG en la
posicibn 42, pero conteniendo los tres sitios GTG en las
posiciones 174, 177 y 180, podian restaurar la produccién
normal de avermectinas cuando se utilizaban para
transformar SE180-11 La produccidén normal de avermectinas
no se restauraba cuando la cepa SE180-11 se transformaba

con pSE197, que carece de los cuatro sitios GTG (TABLA 5}

TABLA 5
Copa de § avermitilis Ho de Transformantas Conc Conc Relaoién
{(plésmido transformante) Insayados Relativa de ;cllb.lvl de Nedia ds
Bl Bl B2cBY
SE180 11 {ninguno} 6 0 6 0
SE180 11 (pWHNI) € 0 0 [}
8B180 11 (pSB186) 3 241 1562 158
SE180-11 (poE194) € 35 15 243
BE180-11 (p5B195) 6 74 38 197
SE1680-11 (pSH19§) 6 328 208 158
SE180-11 (pSE197) 12 0 0 [

10 EJEMPLO CLONACION DE HOMOLOGOS aveC DE S

/ST
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HYGROSCOPICUS Y S, GRISEOCHROMOGENES

La presente invencién permite identificar y clonar
genes homblogos de aveC de otras especies que producen
avermectinas o milbemicina de Streptomyces Por ejemplo, se
hibradé una bibliocteca de cbsmidos de ADN genbmico de S
hygroscopicus {FERM BP-1901) con la sonda de aveC de 1,2 kb
de § avermitilis, descrita anteriormente Se i1dentificaron
variog clones de césmidos que hibridaron fuertemente Se
a1s8l6 el ADN cromosémico de estos coHsmidos y se 1dentificéd
un fragmento Kpnl de 4,9 kb que hibridaba con la sonda de
aveC Este ADN se secuencid y se i1dentificd una ORF (SEC ID
NO 3) que tenia una homologia significativa con la ORF de
aveC de S§ avermitilais En la FIGURA 6 se presenta una
secuencia de aminodcidos (SEC ID NO 4) deducida de la ORF
homéloga a aveC de § hygroscopicus

Ademds, se hibridd una bablioteca de gésmldos del ADN
genémico de § griseochromogenes con la sonda de aveC de
1,2 kb anterior de S avermitilis descrita anteriormente
Se 1dentificaron varioeg clones cosmidicos que hibridaban
fuertemente Se aisld el ADN cromosdémico de estos cOsmidos
y se 1dentificd un fragmento PstI de 5,4 kb que hibridaba
con la sonda de aveC Este ADN se secuencid y se i1dentaificd
una ORF parcial homfloga a aveC que tenia una homologia

significativa con la ORF de aveC de § avermitilis En la

FIGURA 6 se presenta una secuencia de aminodcidos parcial

/5
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deducida (SEC ID NO 5)
El andlisis del ADN y de la secuencia de aminodcidos
de los homélogos de aveC de S hygroscopicus y de S
griseochromogenes indica que estas regiones comparten una
S5 homologia significativa (1dentidad de secuencia a nivel de
los aminodcidos ~50%) tanto entre si como con la ORF de
aveC de S avermitilais y con el producto génico AveC
{FIGURA 6)
11 EJEMPLO CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO CON EL GEN aveC
10 DETRAS DEL PROMOTOR ermE
Se subclond la ORF de aveC de 1,2 kb procedente de
PSE186 en pSE34, gque es el vector lanzadera pWHM3 que tiene
el promotor ermE de 300 pb insertado como un fragmento
KpnI/BamHI en el sitio Kpnl/BamHI de pWHM3 (véase Ward y
15 col , 1986, Mol Gen Genet 203 468-478) pPSE186 se
digirib con BamHI e HindIII, el producto :ie digestibn se
resolvid por electroforesis y el fragmento de 1,2 kb se
aisl6é del gel de agarosa y se 1ligd a pSE34, que se habia
digerido con BamHI e HindIII La mezcla de ligacién se usé
20 para transformar células DHSax de E col: competentes de
acuerdo con las 1instrucciones del fabricante El ADN
plasmidico se aisld de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto de 1,2 kb se confirméb
mediante andlisis de restraiccién Este plasmido, que se

25 denomindé pSE189, se utilizé para transformar a DMl de E

/5l



I

§ Ry

i

[3

1\1(‘) tS 3 AL
n-nben_.

Teltt 519 %

10

15

20

25

fatll t NFHO
naN

"13
. mADRID

139

coll y el ADN plasmidico se aisld de log transformantes
resistentes a ampicilina Los protoplastos de la cepa 1100-
SC38 de § avermitilis se transformaron con pSEl89 Los
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa 1100-
SC38 se aislaron y analizaron por andlisis de HPLC de los
productos de fermentacibn

Los transformantes de 1la cepa 1100-SC38 de S
avermitilis que contenian pSE18%9 se habian alterado en las
relaciones de ciclohexil-B2 avermectina ciclohexil-Bl
avermectina producida {aproximadamente 3 1) en comparacidn
con la cepa 1100-SC38 (aproximadamente 34 1), y 1la
produccidn total de avermectinas aumentd aproximadamente
2,4 veces en comparacidtn con la cepa 1100-SC38 transformada
con pSEl119 (TABLA 6)

pPSE189 también se utilaizéd para transformar
protoplastos de una cepa de S averm;tllls de taipo
silvestre Los transformantes resistentes a tiostrepton se
aislaron y analizaron por andlisis de HPLC de los productos
de fermentacaibén Las avermectinas totales producidas por el
tipo silvestre de S§ avermitilis transformado con pSE189
aumentaron aproximadamente 2,2 veces en comparacidn con S
avermitilis de tipo silvestre transformado con pSEl11l9

(TABLA 6)

/S)
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TABLA
Capn da & ¥o ds [8a] [B1) Avernsatinas kelacién Media
avermitilis Transformantes Relativae Relativa totales de B2 B1
(plésmide Ensaysndos Ralativas
transformantae)
1100 538 [ 1558 4 8 176 33 5
1100 8C38 9 239 50 3 357 47
(pSB119)
1100 338 16 546 166 a4 - ]
(pSE289}
tipo oilvestre 6 59 42 113 1 41
tipo silvestre 6 248 151 481 1 64
(pSE119)
tipo silvestre B 545 145 1071 1 58
(p8E189)

12 EJEMPLO PLASMIDO QUIMERICO QUE CONTIENE SECUENCIAS
DE LA ORF DE aveC § AVERMITILIS Y
EL_EOMOLOGO DE aveC DE S, HYGROSCOPICUS

Se construyé un plasmido hibrido denominado pSE35C¢ que
contiene una porcidn de 564 pb del homSlogo de aveC de S
hygroscopicus reemplazando a una porcién homéloga de 564 pb
de la ORF de aveC de S avermitilis (FIGURA 7) como se
indica a continuacién Se construyd pSE350 usando un sitio
de restriccibén BsaAl que se conserva en las dos secuencias
(aveC posicifén 225) y un sitio de restraiccidn KpnI que estéd
presente en el gen aveC de § avermitilis (aveC posicidn

810) El sitio KpnIl se introdujo en el ADN de S



el

10

15

20

25

“rn MOREYO

3AM

e DRID
masn——

g,‘JQU' WA
-l

141

hygroscopicus por PCR usando el cebador hacia la derecha
5’ -CTTCAGGTGTACGTGTTCG-3’ (SEC ID NO 23) y el cebador
hacia la i1zquierda 5’ -GAACTGGTACCAGTGCCC-3’ (SEC ID NO 24)
(suministrado por Genosys Biotechnologieg), usando las
condiciones de PCR descritas en la Secciédn 7 1 10 anterior

El producto de PCR se digiri6 con BsaAl y KpnI, los
fragmentos se separaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y el fragmento de BsaAl/KpnI de 564 pb se
a1sldé del gel pSE179 (descrito en la Seccidn 7 1 10
anterior) se digirid con KpnI e HindII1I, los fragmentos se
separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y
se aisldé un fragmento de ~ 4,5 kb del gel pSEl1l79 se
digiridé con HindIII y BsaAI, los fragmentos se separaron
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se aisld
del gel un fragmento de BsaAI/HindIII de ~ 0,2 kb El
fragmento HindIII/KpnI de ~ 4,5 kb,- el fragmento
BsaAI/HindIII de ~0,2 kb y el fragmento BsaAI/KpnIl de 564
pb de § hygroscopicus se ligaron entre si en una ligacidn
de 3 wvias y la mezcla de 1ligacién se utilizé para
transformar células DHS5a de E coliri competentes El1 ADN
plasmidico se aislé de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto correcto se confirméb
mediante andlisis de restriccibn usando Kpnl y Aval Este

plasmido se digairidé con HindIII y Xbal para liberar el

inserto de 1,2 kb, que después se unibé con pWHM3 que se

Y
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habia digerido con HindIII y Xbal La mezcla de ligacibn se
usbé para transformar células DH5a de E coli competentes,
el ADN plasmidico se aisld de 1los transformantes
resistentes a ampicilina y la presencia del inserto
correcto se confirmé mediante andlisis de restraccibn
usando HindIII y Aval Este ADN plasmidico se utailiz6 para
transformar DM1 de E coli, el ADN plasmidico se aisgslf de
los transformantes resistentes a ampicilina y la presencia
del 1inserto correcto se confirmé mediante andlisis de
restriccién y andlisis de la secuencia de ADN Este
plasmido se denocmind pSE350 y se us6 para transformar
protoplastos de la cepa SE180-11 de S§ avermitilis Se
aislaron los transformantes resistentes a tiostrepton de la
cepa SE180-11, se determiné la presencia de eritromicina y
se analizaron los transformantes Thio* Erm® mediante
andlisis de HPLC de los productos de fe;:mentac16n Los
resultados muestran que los trangformantes que contienen el
pldsmido hibrado de § avermitilis/S hygroscopicus, tienen
una relacibdn media B2 Bl de aproximadamente 109 1 (TABLA

7)

v
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TABLA

Capu 40 § avermitilis Fo d» Cona Cona Relacisn
{plismido transformante) transformantes Relative Relativa wsadia
snssyados de B2 ds Bl B2:B1

8E180-11 (ninguno} 8 [ ] 0

8E120-11 (pWHM3) 2 0 o 0

8Bi1e0 11 (pSEISQ) 16 233 2 109

DEPOSITO DE MATERIALES BIOLOGICOS

Bl siguiente material bioldgico se deposité en la
Ameraican Type Culture Collection (ATCC) en 12301 Parklawn
Drive, Rockville, MD, 20852, USA, el 29 de Enero de 1998,
y recibié los siguientes nGmeros de acceso

Plasmido N Ac
plasmido pSE180 209605
plasmido pSE186 209604

Todas las patentes, scolicitudes de patente vy
publicaciones citadas anteriormente, se incorporan aqui por
referencia en su totalidad

La presente invencidn no se limita en alcance por las
realizaciones especificas descritas en este documento, que
deben considerarse simples 1lustraciones de aspectos
individuales de la invencidn, y estén dentro del alcance de
la invencién procedimientos y componentes funcionalmente

equivalentes De hecho, diversas modificaciones de la

invencidn, ademds de las mostradas y descritas en este

R4
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documento, serdn evidentes para los especialistas en la
técnaica a partir de la descripcidn anterior y los dibujos
adjuntos Tales modificaciones pretenden incluirse dentro

del alcance de las reivindicaciones adjuntas
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REIVINDICACIONES
1 Una wmolécula polinucleotidica aislada que
comprende la ORF completa de aveC de § avermitilis 0 una
porcién sustancial de la misma, molécula polinucleotidica
5 aislada que carece de la siguiente ORF completa que esta
localizada cadena abajo de la ORF de aveC in situ en el
cromosoma de S avermitilis
2 La molécula polinucleotidica aislada de 1la
10 reivindicacidn 1, gque comprende una Ssecuencia de
nucledtidos que es la misma que la secuencia que codifica
el producto génico AveC de & avermitilis del plasmido
PSE186 (ATCC 209604}, o que es la misma que la secuencia de
nucleétidos de la ORF de aveC de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1)
15 o una porcidén sustancial de la misma
3 La molécula polinucleotidica -auslada de 1la
reivindicacién 2, gue comprende ademds secuencias de
nucledtidos que flanquean de forma natural el gen aveC in
situ en § avermitilis
20 4 Una molécula polinucleotidica aislada, que
comprende la secuencia de nuclebdtidos de la SEC ID NO 1,
0 una variante degenerada de la misma
5 Una molécula polinucleotidica aislada, gque
comprende una secuencia de nuclebtidos que es hombloga a la
25 secuencia codificante del producto génico AveC de S

[bf
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avermitilis del plasmido pSE186 (ATCC 209604), o a 1la
secuencia de nuclebtidos de la ORF de aveC presentada en la
FIGURA 1 (SEC ID NO 1)

6 Una molécula polinucleotidica aislada que consta
de una secuencia de nucledtidos gque es una porcidn
sustancial de (a) una molécula polinucleotidica que
comprende una secuencia de nucledtidos que es i1gual que la
secuencia codificante del producto génico AveC de S
avermitilis del plasmido pSE186 (ATCC 209604), o que es
igual que la secuencia de nucledStidos de la ORF de aveC de
la FIGURA 1 (SEC ID NO 1), o (b)) wuna molécula
pelinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
gque es hombloga a la secuencia codificante del producto
génico AveC de S avermitilis del pldsmido pSE186 (ATCC
209604), o a la secuencia de nucledtidos de la ORF de aveC
presentada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) )

7 Una molécula polinucleotidica aislada dque
comprende la secuencia de nucledétidos de la SEC ID NO 3 ¢
una secuencia de nuclebtidos que es homdloga a la secuencia
de nucledtidos de la SEC ID NO 3

8 Una molécula polinucleotidica aislada que consta
de una secuencia de nucleStidos que es una porcibn
sustancial de la secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO

3 o una secuencia de nucleb6tidos que es homdloga a la

secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO 3

[t
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9 Una molécula de oligonuclebStido que habrida en
condiciones muy rigurosas con una molécula de
polinucledtido que tiene la secuencia de nuclebdtidos de la
FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o la SEC ID NO 3, o con una
molécula de polinuclefStido que tiene una secuencia de
nucledtidos que es el complemento de la secuencia de
nucledtidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o de la SEC ID
NO 3
10 La melécula de oligonuclebtido de la
reavaindicacidén 9, que es complementaria a la secuencia de
nucledtidos de la Figura 1 (SEC ID NO 1) o a la SEC ID NO
3, o a una molécula polinucleotidica que tiene una
secuencia de nuclebtidos que es el complemento de la
secuencia de nuclebdtidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o de
la SEC ID NO 3
11 Un vector recombinante que compre-z;de una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nuclebStaidos
seleccionada entre el grupo compuesto por
{a}) una secuencia de nuclebdtidos que es 1igual a la
secuencia codificante del producto génico AveC
de S avermitilis del plasmido pSE186 (ATCC
209604) © que es 1gual a 1la secuencia de
nuclebtidos de la ORF de aveC de la FIGURA 1
(SEC ID NO 1),

(b) una secuencia de nuclebtidos que es homéloga a

/67
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la secuencia codificante del productc génico

AveC de § avermitilis del pldsmido pSE186 (ATCC

209604) o que es homdloga a la secuencia de

nucle6tidos de la ORF de aveC de la FIGURA 1

(SEC ID NO 1), Yy
{c) la secuencira de nuclebdtidos de la SEC ID NO 3, ©

una secuencia de nucledtidos que es hombfloga a

la secuencia de nuclebdtidos de la SEC ID NO 3
12 El vector de la reivaindicacibén 11, que comprende
ademids una secuencia de nucleb6tidos que codifica uno o mas
elementos regquladores, en asociacibdn operativa con la
secuencia codificante del vector de la reivindicacidn 1l

13 El vector de la reivindicacidn 12, que comprende
ademds una secuencia de nucledtidos que codifica un
marcador selectivo

14 El vector de la re1v1nd1cac16n- 13, que es el
plasmideo pSE186 (ATCC 209604)

15 Una célula huésped que comprende el vector de la
reivaindicacién 11

16 La célula huésped de la reivaindicacidn 15, que es
Streptomyces avermitilis o Streptomyces hygroscopicus

17 Un producto génico AveC aislado de § avermitilis
que tiene la secuencia de aminoacidos codificada por la

secuencia de nuclebtidos que codifica el producto génico

AveC de § avermitilis del plésmido pSE186 (ATCC 209604),

/6Y
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o codificada por la secuencia de nuclebétidos de la SEC ID
NO 1, o que tiene la secuencia de aminodcidos de la SEC ID
NO 2

18 Un producto génico AveC aislado de S
hygroscopicus que tiene la secuencia de aminocdcidos de la
SEC ID NO 4

18 Un procedimiento para producir un producto génico
AveC recombinante u homdlogo de AveC, que comprende
cultivar la célula huésped de la reivindicacibén 15 en
condiciones que conducen a la produccidn del producto
génico AveC recombinante u homSlogo de AveC, y recuperar el
producto génico AveC recombinante u homélogo de AveC del
cultivo celular

20 Una molécula polinucleotidica aislada que
comprende una secuencia de nucledtidos que por lo demds es
igual al alelo de aveC de § avermitilis a.a la secuencia
codificante del producto génico AveC de § avermitilis del
plasmido pSE186 (ATCC 209604) o a la secuencia de
nucle6tidos de la ORF de aveC de § avermitilis como se
presenta en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1), pero que es una
secuencia de nuclebdtidos que ademds comprende una © mis
mutaciones, de forma que las células de la cepa ATCC 53692
de § avermitilis en las que se ha i1nactivado el alelo de
aveC de tipo silvestre y gque expresan la molécula

polinucleotidica que comprende la secuencia de nuclebtados

6J”
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mutada, produce una relacién o cantidad diferente de
avermectinas que las producidas por las células de la cepa
ATCC 53692 de § avermitilis que en su lugar expresan sblo
el alelo de aveC de tipo silvestre

21 Una molécula polinucleotidica aislada que
comprende una secuencia de nuclebtidos que por lo deméis es
1gual que una variante degenerada del alelo de aveC de S
avermitilis o de la secuencia codificante del producto
génico AveC de S avermitilis del pldsmido pSE186 (ATCC
209604) o a la secuencia de nuclebtidos de la ORF de aveC
de § avermitilis como se presenta en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 1), pero que es una secuencia de nucledtidos que ademés
comprende una o mds mutacioneg, de forma que las cé&lulas de
la cepa ATCC 53692 de § avermitilis en las que se ha
inactivado el alelo de aveC de tipo gilvestre y dque
expresan la molécula polinucleotidica qu_e comprende la
secuencia de nucledtidos mutada, produce una relacibn o
cantidad diferente de avermectinas que las producidas por
las cé&lulas de la cepa ATCC 53692 de § avermitilis que en
su lugar expresan sdlo el alelo de aveC de tipo silvestre

22 La molécula polinucleotidica de la reivindicacidn
20, que modula la produccidn de avermectinas de tal forma
que las cé&lulas de la cepa ATCC 53692 de § avermitilis en
las que se ha i1nactivado el alelo de aveC de tipo silvestre

y que expresan la molécula polinucleotidica, producen

e
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<110> Stutzman-Engwall, Kim J
McArthur, Hamish
Katoh, Yoshihiro

<120> GEN DE STREPTOMYCES AVERMITILIS QUE DIRIGE LA
RELACION DE AVERMECTINAS B2 Bl

<130> PC10649

<140> PC10649

<141> 19959-08-12

<150> 60/074 636

<151> 1988-02-13

<150> PCT/IB99/00130

<151> 1999-01-25

<l60> 25

<170> PatentIn Ver 2 0

<210> 1

<211> 1229

<212> ADN

<213> Streptomyces avermitilas

<220>

<221> CDS

<2225 (174) (1085)

<400> 1
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tcacgaaactc ggACACACCA cacacacgaa ggtgagacag cgtgaaccca tccgagecge 60
teggcctgec caacgaacgt gtagtagaca cccgaccgtc cgatgocracg ctctcacceg 120
aggecggect gaacaggtces ggagegetge cccgtgaact getgtogtig cog gty 176

Val
1l

gtg qQtg tgg gec ggg gtc ggc ctg ctyg ttt ctg gec ctg cag gcg tac 224
Val Val Trp Ala Gly Val Gly Leu Leu Phe Leu Ala Leu Gln Ala Tyr
$ 19 15

gtg ttc age cge tgg gog goe gac ggt gge tac cgg ctg atc gag acg 272
Val Phe Ser Arg Trp Ala Ala Asp Gly Gly Tyr Arg Leu Ile Glu Thr

/67



gcg
Ala

gte
val
50

cte

Leu

tgg
Trp

ggt
Gly

«geg
Rla

136

ate
Ile

ate
Ile

gag
Glu

ggc
Gly
a5

tat
Tyr

tte

tte
Phe

tte
Phe

tee
Ser
115

gag
Glu

atc
Ile

cgg
Arg

ggc
Gly

agc
Serx
195

tgg
Trp

cay
Gln

cee
Pro

cgg
Arg

cte
Lau

cat
His
100

tgg
Trp

geg
Ala

gte
val

ceyg
Pro

ate
Ile
180

gta
Val

tac
Tyr

qgt
Gly

gtg
Yal

agg
Arg

999
Gly
as

tce
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala
165

gtg
Val

tgg
Trp

cag
Gln

cag
Gln

att
Ile

tge
Cys
70

ctg
Leu

gtt
Val

ccg
Pro

atg
Mat

gtq
val
150

tgg
Irp

cte
Leu

gcec
Ala

tte
Ffhe

gge
Gly

tcL
Ser
55

cgt

Arg

ctg
Lsu

[ <o
Lau

tat
Tyr

Preo
135

ctyg

Leu

cgg
Arg

g9t
Gly

aga
Arg

ccoc
Pro

gge
Gly
40

gte
Val

gte
Val

tte
Pha

gte
Val

gtg
Val
120

ctg
Leu

tgc
Cys

ace
Thr

ctg
Leu

gcqg
Ala

200

gtg
val

25

agc
Ser

gtc
Val

gaa
Giu

9cg
Ala

tee
Ser
105

cce
Pro

gcg
Ala

agzs
Seax

tag
Trp

tec
Ser
185

ctg
Leu

tat
Tyr

aag
Lya

tgc
Cys

cga
Arg

age
Ser
90

aac
Asn

ggc
Gly

teq
Ser

aag
Lysz

cgqg
Arg
170

gag
Glu

[/~
Pro

cag
Gin

gat
Asp

atc
Ile

<99
Axg
75

tgg
Trp

gcg
Ala

tgg
Trp

gee
Ala

gca
Ala
155

ctg

Leu

ccy
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

acg
Thr

ace
Thr
60

ctg
Leu

cag
Gln

agt
Ser

cag
Gln

tec
Ser
140

ctg

Leu

gte
Val

ctg
Lau

gty
Val

gte
Val

994
Gly
45

gcc
Ala

ctg
Leu

agc
Serx

gtg
val

999

30
act acc

Thr Thr

gcg gcg
Ala Ala

tte gac

ceg cte
Pro Leu
95

tgg ggc
Trp Gly
110

gcg ggc

Gly Ala Gly

125

gto
val

q9q
Gly

ctg
Lau

[~ - |
Pro

acc
Thr
205

g9t
Gly

tge atg
Cys-Mat

tgg atec
Trp Ile

goce gty
Ala Val
175

tece geco
Sear Ala
190

trg tgg
Leu Trp

tee gge
Ser Gly

gat
Asp

gcy
Ala

gcec
Ala
80

atg
Mat

gcg
Ala

ceg
Pro

tcg
Sexr

aag
Lys
160

tte

Phe

tec
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

gtg
Val

o9
Trp
65

ctt

aac
Asn

gtg
Val

Gly

gct
Ala
145

gec

Ala

tte
Phe

999
Gly

ggc
Gly

gte
Val

320

368

416

464

512

560

609

656

704

752

800

848

/69



210
tgc

Cys

tcg
Ser

tgg
Trp

Leu

cec
Pro
290

tge
Cys

tgy
Trp

gcqg
Ala

tac
Tyr
275

gac
Asp

atg
Mat

9tg
Val

cgt
Azg
260

acc
Thr

caa
Gln

ggc
Gly
230

cgg
Arg

ctc
Leu

ttc
Phe

ccg
Pro

215

tog
Sar

992

Gly

gee
Ala

cat
Haim

gac
Asp
295

ctg
Leu

gce
Ala

gtg
Val

ate
Ile
280

tee
Ser

ege
Arg

tgg
Trp

gtc
Val
265

cte
Leu

ttc

tte

cg9g
Arg
250

ggt
Gly

ceg
Leu

Pha Gln

tte
Phe
235

ttg
Leu

g99
Gly

tcc
Ser

gcy

Ala

220

cge
Arg

ccg
Pro

oty
Val

cte
Leu

ccyg
Pra
300

gttcagggca ggroggagga gacggagaag gggaggogac

ctttgtgeat gggtggacgg gyatcacgct cccatggcegy

,acactccteg gttcagcogat catg

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

<400>

2

303

PRT

Streptomyces avermitilis

2

225

gac gaa cgc gat gag 896
Asp Glu Arg Asp Glu
240

caa cgg gca gog aac 944
Gln Arg Ala Ala Asn
255

aat gcc gtg atg tto 992
Asn Alas Val Met Phe

210
gtc ggt gga cag ccqg 1040
Val Gly Gly Gln Pro
285
gce goct tac tga 1085
Als Ala Tyr
cggagttccg gtocacctece 1145

cgggetcete cagacgoace 1205

1229

[FO



Val Val Val
1

Tyr Val Phe
Thr Ala Gly
as

Val val Tyr
50

Trp Leu Phe

5

Tzp Ala Gly Val Gly Leu Leu Phe Leu Alz Leu Gln Ala
5 10 15

Ser Arg Txp Ala Ala Asp Gly Gly Tyr Arg Leu Ila Glu
20 25 30

Gln Gly Gln Gly Gly Ser Lys Asp Thr Gly Thr Thr Asp
40 45

Fro Val Ila Ser Val Val Cya Ile Thr Ala Ala Ala Ala
55 60

Arg Arg Cys Arg Val Glu Arg Arg Leu lLeu Phe Asp Ala
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<210>

Leu

Asn

Val

Gly

Phea

Gly

Gly

Val

225

Glu

Asn

Phe

Pro

3

Leu

Trp

Gly

Ala

130

Leu

Axg

Ile

Ile

Glu
210

Cys

Ser

Tzp

Lau

Pro
290

Phe

Ser

113

Glu

Ile

Arg

Gly

Ser
195

Trp

Cys

Txp

Ala

Tyr
275

Leu

Bas
100

Trp

Ala

Val

Pro

1le

180

val

Tyr

Met

Val

Arg

260

Thr

Asp Gln

Gly

85

Serx

Gly

Glu

Thr

Ala

165

Val

Trp

Gln

Leu

Glu

245

Cys

Leu

70

Leu

Val

Pro

Het

val
150

Top

Leu

Ala

Pha

Gly

230

Arg

Phe

Pro

Leu

Leu

Tyr

Pro

135

Lau

Arg

Gly

Arg

Pro

215

Ser

Gly

Ala

Ris

Asp
285

Phe

Val

Val

120

Leu

Cys

Thr

Leu

Ala

200

val

Leu

Ala

Val

Ilea

280

Ser

Ala

Ser

105

Pro

Ala

Ser

Trp

Ser

185

Leu

Tyr

Arq

rp

val

265

Leu

Phe

Ser

90

Aan

Gly

Ser

Lya

Arg

170

Gln

Pro

Gln

Phe

Arg

250

Gly

Leau

Gln

75

Trp

Ala

Trp

Ala

Ala

155

Lau

Pre

Gln

Ala

Phe

235

Leu

Gly

Ser

Ala

Gln

Serx

Gln

Ser

140

Lau

val

Leu

val

Val

220

Arg

Pxo

Val

Leu

Pro
300

Ser

val

Gly

125

val

Gly

Leu

Pro

Thr

205

Gly

Asp

Gln

Asn

Val

285

Ala

Pre
Trp
110

Ala

Cys

Tep

Ala

Ser

150

Leun

Ser

Glu

Arg

Ala

2170

Gly

Ala

Leu

95

Gly

Gly

Met

Ile

val

175

Ala

Trp

Gly

Arg

Ala

255

Val

Gly

Tyr

80

Met

Ala

Pro

Sexr

Lys

160

Phe

Ser

Ser

Leu

Asp

240

Ala

Meat

Gln

72
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Streptomyces hygroscopicus
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{58)
3
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8

gtcgacgsag aceqggccgga gygcoglcgyge cgggcecgata

gtg
Val
1l

ctg
Leu

tac
Tyr

acy
Thr

agt
Ser

gtg
Val

999
Gly

ate
Ile
145

ttoe
Phe

gga
Gly

cgc

atc
Ile
50

cte
Leu

tte
Phe

ccc
Pro

tte
Phe

gcg
Aln
130

tgt
Cys

ace
Thr

ctt
Leu

atc
Ile
35

gcc

Ala

gea
Ala

gac

ttg
Lau

gga
Gly
115

999
Gly

atg
Met

¢ttt coc gta aca
Leu Pro Val Thr

cag
Gln
20

gag
Glu

gat
Asp

gtg
Val

gcg
Ala

atg
Met
100

qJcg

Ala

gco
Ala

acg
Thr

5

gtg
Val

aag
Lys

gtqg
Val

tgt
Cys

teg
Ser
B85

aac
Asn

gtg
Val

cac
His

gece
Ala

tac
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

ctg
Lau
70

cte
leu

tgg
Trp

gce
Ala

cag
Gln

atgq
Met
150

gtg
val

tec
Sex

atc
Tle
55

tac
Tyr

tte
Phe

atc
Ile

tcg
Ser

gag
Glu
135

atg
Met

ctg
Levu

tte
Phe

ccg
Pro
40

ccg
Pro

cgg
Arg

atec
Ile

aat
Asn

tgg
Trp
120

gce
Ala

geo
Ala

tyg
Trp

gcc
Ala
25

gce
Ala

ctg
Leu

agg
Arg

999
Gly

ceg
Pro
105

999
Gly

gag
Glu

gee
Ala

gcg
Ala
10

gce
Ala

ag9g
Arg

ctg
Leu

tgt
Cys

ctg
Leu
90

gtg
Val

ccg
Pro

ctg
Leu

gtg
val

tgt
Cys

tgg
Trp

ggc
Gly

tee
Ser

cg9
Axrg
75

ctg

cte
Lau

tat
Tyr

ccy
Pro

gee
Alz
155

ccgtacgegg cctgeqqg

gtec
Val

cte
Leu

ggt
Gly

gtg
Val

60

gce
Ala

teg
Ser

gcg
Ala

gtg
Val

ctg
Leu
140

tge
Cys

g99c
Gly

gcc
Ala

999
Gly
45

gtg
Val

gec
Ala

teca
Ser

acc
Pro
125

q9cy
Ala

gge
Gly

gcg
Ala

gac
Asp
3o

gac
Asp

gga
Gly

agg
Arg

agt
Ser

pac
Asn
110

g9t
Gly

ace
Thr

aag
Lys

ctg
Leu
15

agc
Ser

tcg
Ser

Sc9
Ala

<99
Arg

tgg
Tep
95

gtc

Val

tgg
Trp

ctg
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

ggc
Gly

Jag
Glu

gtg
val

ctg
Leu
80

cag
Gln

aat
Asn

cag
Gln

age
Ser

atg
Met
160

57

105

153

201

249

297

345

393

441

537
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ggt
Gly

gcg

gty
Val

ace
Thr

gct
225
sac

Asn

gag
Glu

aac

ttc
Phe

eqt
Arg
305

gcgecgatgtg coctgatgege ctgatgtace cggygtgtcas tcggetcace tgtggogect

catgcggtga gegetecgec togtecttgt toccggetcct gggctocacg accatacgga

ctt
Leu

cte
Leu

tce
Ser

atc
Ile
210

tcg

Ser

<99

gge
Gly

ate
Ile

tey
Sex
290

cecg
Pro

gce
Ala

ggc
Gly

tte
Fhe
195

tgg
Tzp

gcg
Ala

BgC
hrg

ccg
Pro

age
Ser
275

ctg
Leu

gcqg

gcc
Ala

tct
Phe
180

]

Ala

agt
Ser

ete
Leau

ggc
Gly

aAgg
Arg
260

atc
Ile

atyg
Meat

gcc

Ala Alas

9e69CC999g

gec
Ala
165

ctg

Leu

ggc
Gly

999
Gly

ttec
Pha

gaa
Glu
245

cca
Pro

gee
Als

gac

ggc

cqq
Arg

cte
Lou

gte
Val

cac
Bis

gac
Gly
230

acg
Thx

tgg
Trp

cte
Leu

ggc
Gly

tac

Gly Tyr

310

tgg
Trp

gte
Val

tce
Ser

tgqg
Tzp
215

* [~

tgt
Cys

gte
val

tac

Tyr

gct
Ala
2395

toa

ccg
Pro

gty
val

gtg
val

200

tat
Tyr

tct
Ser

ctg
Lau

coy

ace
Thr
280

Pro

cgq
Arg

ete
Lau
1835

toy
Tzp

cag
Gln

ttyg
Leu

Glu

ctg
Lau
265

ggc
Gly

ccg

ctyg
Leu
170

ctc

Leu

acqg
Thr

tte
Phe

999
Gly

tee
Sar
250

ctg
Leu

gea
Ala

gac

999
Gly

gac

cgg
Arg

ceg
Pro

gcc
Alm
235

999
Gly

gcg
Ala

cac
His

cgy

Pro Asp Arg

ccg
Pro

atc
Ile

gca
Ala

ctg
Leu
220

gcg
Ala

gcy
Ale

gty
Val

ggec
Gly

cte
Leu
300

ctc
Leu

gce
Ala

gty
Val
205

tat
Tyr

age
Arg

goc
Alm

gty
Val

gca
Ala
285

ccc
Pro

c€gg
Arg

gag9
Glu
190

cce
Pro

cag
Gln

cac
Hls

cte
Lsu

g9¢c
Gly
270

cac

His

gas
Glu

ctg
Lau
175

ccg
Pro

gag
Glu

atg
Mat

ttt
Fhe

cta
Len
255

989
Gly

atc
Ile

tte
Phe

ate
Ile

ctg
Leu

ctg
Leun

gtg
val

cge
Arg
240

ccyg

Pxro

gece
Ala

ctg
Leu

tre
Phe

gaccgecgge accacccacg tacccgatgt

585

633

681

729

M

825

873

921

969

1020

1080

1140

1150
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Val

Leu

Tyr

Val

63

Thr

Sar

Val

Gly

Ile

145

Gly

Val

Thr

Phe

Gly

Ile

50

Leu

Phe

Pro

Ala

130

Cys

Lau

L=u

Ser

Ile
210

Thrx

Leu

1le

35

Ala

Ala

Asp

Gly

115

Gly

Mat

Ala

Gly

Pha

195

Trp

Leu

Gln

20

Glu

Asp

Val

Rla

Mat

100

Ala

Rla

Thr

Ala

Pha

180

Ala

Ser

Pro

Vel

Lys

Val

Cys

Sarx

85

Aan

Val

His

Ala

Ala

165

Lau

Gly

Gly

Val

Tyr

Leu

Leu

T0

Trp

Ala

Gln

Net

150

Leu

Val

His

Thr

Val

Ser

Ile
55

Tyr

Phe

Ile

Sex

Glu

13s

Met

Trp

val

Ser

Irp
215

11

Leu Trp

Phe RAla

25

Pro Ala
40

Pro Lau

Axrg Arq

Ila Gly

Aan Pro
105

Trp Gly
120

Ala Glu

Ala Ala

Pro Axrg

Val Leu
185

Val Trp
200

Tyr Gln

Ala

10

Ala

Arg

Leu

Cys

Leu

90

val

Pro

Lay

Val

Leu

170

Leu

Thr

Phe

Cys

TZp

Gly

Ser

Arg

75

Lsu

Leu

TyT

Pro

Ala

155

Gly

Asp

Axg

Pro

val

Len

Gly

val

60

Als

Sex

Ala

Val

Leu

140

Cys

Pro

1le

Ala

Leu
220

Gly

Ala

Gly

45

Val

AMea

Sar

Pro

125

Ala

Gly

Leu

Ala

Val

205

Tye

Ala Leu
15

Asp Sar
ao

Asp Ser

Gly Ala

Arg Arg

Ser Trp
95

Asn Val
110

Gly Txp

Thr Leu

Lys Gly

Arg Leu

175

Glu Pro
190

Pro Glu

Gln Met

Val

Gly

Glu

val

Lsu

80

Gln

Asn

Gln

Ser

Met

160

Ile

Leu

Leu

Val
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<210>
<21l>
<212>
<213>

<400>

Ala Ser Ala
225

AsSh Arqg Arg

Glu Gly Pro

Asn Ile Ser

275

Phe Ser Leu
290

Axrg Pro Ala
305

5
215

PRT

Lau

Gly

Arg

260

Ile

Met

Ala

Phe

Glu

245

Pro

Ala

Asp

Gly

12

Cly Ala Ser Leu Gly Ala Rla Arg His Pha

230

235

Thr Cys Leu Glu Ser Gly Ala Ala Leu Leu

250

255

Arg
240

Pro

Trp Val Arg Leu Leu Ala Val Val Gly Gly Ala

265

270

Leu Tyr Thr Gly Ala Bis Gly Ala His Ile Leu

280

285

Gly Ala Pro Pro Asp Axg Leu Pro Glu Phe Phe

Tyr
310

295

Streptomyces griseochromogenes

5

300

17}
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15

Val Ile

Tyr Val

Val Ser

Val Leu

Trp Leu
€5

Asn Trp

val Gly

Gly

Phe

Gly

s

Val

Phe

Phe

Ser
115

Trp

Ala

20

Pro

Pro

Arg

Thr

His
100

Trp

13

Ala Ala Leu Gly
5

Arg Trp Thr RAla
Asp Gly Arg Glu
40

Ala Leu Ser Met
55

Arg Trp Arg Ala
70

Gly Val Leu Phe
as

Pro VYal Leu Met

Gly Pre Tyr Val
120

Ala

hop

25

Pro

Als

Glu

Ala

Ala

105

Pro

Val Phe Leu Val
10

Gly Gly Tyr His
Gly Eis Arq Arg
45

Gly Val Val Gly
60

Arg Arg Leu Ser
75

Gly Trp leu Ser
90

Asn Thr His Val

Gly Trp Arg Gly
125

Leu Gln Val
15

Leu Ala Asp
30

Ile Ile Asp

Lou Ala Phe

Phe Asp Ala
B0

Pro Leu Met
95

Tep Gly Ala
110

Leu Pro Pro

|77
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Gly Lys Glu Ala Glu Leu Pro Leu Val Thr Phe Sax Leu Gly Ser Thr

140

Val Lgu Leu Gly Val Leu Gly Cys Cys Gln Val Met Ser Arg Val Arg

155

160

Glu Arg Trp Pro Gly Val Arg Pro Trp Gln Leu Val Gly Leu Ala Phe

170

175

Leu Thr Ala Val Ala Phe Asp lLeu Ser Glu Pro Phe Ile Ser Phe Ala

150

Gly Val Ser Val Trp Ala Azrg Ala Len Pro Thr Val Thx Leu Trp Arg

"""T(':\,F AN

‘! t“\ L

W Kﬂ

g, 113

. ¢ 0T o DFWD
N 3v 14

J-Jv

130 135
145 150
165
180 185
195 200
Gly Ala Trp Tyr Arg Rla Arg
210 215

<210> 6

<211l> 18

<212> ADN

«213> Streptomyces avermitilis
<400> 6

tcacgaaacc ggacacac

<210> 7

<211> 18

<212> ADN

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 7

catgatcgct gaaccgag
<210> 8
<211> 20

205

18

1

fC
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15

20

i5
<212> ADN
<213> Streptomyces avermitilis
<400> 8
ggttccggat gecgttcteg
<210> 9
<211> 21
<212> ADN
<213> Streptomyces avermitilis
<400> 9
aactccggtc gactcccclt c
<210> 10
<211> 19
<212> ADN
<213> Streptomyces avermitilis
<400> 10
geaaggatac ggggactac
<210> 11
<211l> 18
<212> ADN
<213> Streptomyces avermitilis
<400> 11

gaaccgaccg cctgatac

<210> 12

<211> 43

<212> ADN

20

21

19

18

W/



pht

10

15

20

NG

<213>

<400>
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Streptomyces avermitilis

12

gggggcgggc ccgggtgcgy aggeggaaat geccctggeg acg

<210
<211>
<212>
<213>

<400>

13

20

ADN

Streptomyces avermitilas

13

ggaaccgacc gcctgataca

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

<400>

gggygcygggc ccgggtgcgg aggcggaaat gecgolggeg acgacc

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

<400>

14

46

ADN

Streptomyces avermitilas

14

15

20

ADN

Streptomyces avermitilis

15

ggaacatcac ggcattcacc

<210>
<211
<212>
«<213>

<400>»

16

18

ADN

Streptomyces avermitilis

16

43

20

16

20

iy



'W 17

aacgcatecy ageegetce

<210> 17

<211> 17

<212> ADN

<213> Streptomyces avermitilais
5 <400> 17

15

20

teggcetgee aacgaac

<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> Streptomyces avermitilis
<400> 18

ccaacgaacg tgtagtag

«210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Streptomyces avermitilais
<400> 19

tgcaggcgta cgtgttcage

<210> 20

<211> 17

<212> ADN

<213> Streptomyces avermitilas
<400> 20

catgatcgct gaaccga

<210> 21

18

17

18

20

17
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15

20

<211>
<212>
<213>

<400>

18

Streptomyces avermitilis

21

catgatcget gaacegagga

<210>
<211>
<212>
«213>

<400>

22

20

ADN

Streptomyces avermitilis

22

aggagtgtgg tgecgtctgga

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

<400>

23

1%

ADN

Streptomyces avermitilis

23

cttcaggtgt acgtgttcg

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

<400>

<210>
<211>

<212>

24

18

ADN

Streptomyces avermitilis
24

gaactggtac cagtgcec
25
46

ADN

20

20

19

i

14V
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)\U :\_}V 19

s
<213> Streptomyces avermitilis
<4Q0> 25

g9999cgggc ccgggtgogyg aggcggaaat gecegetggeg acgttce

46
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1 80
VVWNAGVWGLL FLALQAYVFS FWAADGGYRL IETAGQGOGGE SKOTGTIINY
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51 100
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10 150
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151 200
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201 250
LPEVILWSGE WYQFPVYQAV GSGLVOCMIG SLRFFRDERD ESWVERGAWR

LPIVTIMRGA WIRAR
VPELTIWSGE WYQFPLYQMY ASALPGASLG AARMFENRRG ETCLESGAAL
1PevTl¥isG- WYqfp-yq-v -s-1----1g --r-fr--r- e---e-ga--

251 300
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STREPTOMYCES AVERMITILIS GENE
DIRECTING THE RATIO OF B2 B1 AVERMECTINS

This application is a contmuabon in-part of PCT/IB99/00130 filed January 25 1999

which claims pnonty from U S provisional applicaton 60/074 636 filed February 13 1998
1 FIELD OF THE INVENTION

The present nventon 1s directed to composiions and methods for producing
avermectins and 15 pnmanly in the field of animal health More particularly the present
invention relates to polynucleotide molecules compnsing nuclechde sequences encoding an
AveC gene product, which can be used to modulate the rabo of class 2 1 avermectins
produced by fermentation of cultures of Strepfomyces avernitiis, and to compaositions and
methods for screeming for such polynuclectde molecules The present invention further
relates to vectors transformed host cells and novel mutant sirains of S avermiliis in which

the aveC gene has been mutated so as to modulate the rato of class 2 1 avermectins
produced

2 BACKGROUND OF THE INVENTION
21 Avermsctins

Streptomycas species produce a wide variety of secondary metabohtes including the
avermectns which compnse a senes of eight related spdeen-membered macrocyclic lactones
having potent anthelminbc and insecticidal activity The eight dsbnct but closely ralated
compounds are referred to as Ata A1b A2a A2b B1a B1b B2aand B2b The a' series of
cormpounds refers o the natural avermechn where the substituent at the C25 posibon 1s (S)-
sec-butyl and the "b" senes refers to those compounds where the substtuent at the C25
position 1s isopropyl The designations "A" and "B” refer to avermectins where the substrtuent
at the C5 posbon 18 methoxy and hydroxy respectively The numeral "1° refers to
avermectns where a double bond ts presant at tha €22 23 posibon and the numeral “2"
refers to avermechns having a hydrogen at the C22 position and a hydroxy at the €23
postion Among the related avermecting, the B1 type of avermectin ks recognized as having
the most effective antiparasiic and pesticidal achvity and Is therefore the most commercally
desirable avermectin

The avermectins and their production by aerohic fermentaton of strains of S.
avermitihs ara descnbed in United States Patents 4 310 519 and 4 429 042 The biosynthesis
of natural avermectns is believed to be intbated endogenously from the CoA thioester analogs
of isobutyric acwd and S-(+)-2-methyl butync acld

A combinabon of both strain improvement through random mutagenesis and the use
of exogenously suppled fatty acids has led to the efficient production of avermectin analogs

BPResS N, EL |b-19’l'—“9-’f‘ Ps

/‘!6%



EHaTB0 " hEodLEnd

10

156

20

25

30

Mutants of S avermililis that are defictent In branched-chamn 2 ox¢ acid dehydrogenase {bkd
deficient mutants) can only produce avermecbns when fermentations are supplemented with
fatty acids Screenng and isolaton of mutants deficient in branched chain dehydrogenase
activity (eg S avenmriis, ATCC 53567) are descnbed in European Patent (EP) 276103
Fermentation of such muiants in the presence of exogenously supphied fatly acids results In
production of only the four avermectins comesponding to the fatty acid employed Thus
supplementing fermentatons of § avermilis (ATCC 53567) with S-(+) 2-methylbutync acd
results in production of the natural avermectins Ala AZa Bia and B2a supplementing
fermentations with isabutync acid results in praduchon of the natural avermecting A1b A2b
B1b and B2b and supplementing fermentations with cyclopentanecarboxylic acid results m
the production of the four novel cyclopentylavermectins A1 A2, B1 and B2

If supplemented with other falty acids novel avermectins are produced By screening
aver 800 potenhal precursors mare than 60 other novel avermectins have been dentrfied
(See eg Dution ot &/ 1861 J Anbbiot 44 357-365 and Banks ef af 1994 Roy Soc
Chem 147 16-2€) In additon mutants of S. avermitrs deficient in 5-O-methyltransferase
activity produce essentally only the B analog avermectins. Consequently S. avermitiis
mutants iacking bath branched-chain 2-oxo acd dehydrogenase and 5-O-methyltransferase
actwity produce only the B avenmectins comesponding fp the falty acd employed to
supplement the farmentahon Thus supplementing such double mutants with $-(+)-2-
methyibutync acd results in production of only the natural avermecbns Bla and B2a while
supplementing with 1sobutync acd or cyclopentanecarboxylic acd results in production of the
natural avermectins Bib and B2b or the novel cyclopeniyl B4 and B2 avermectns
respectively Supplementation of the double mutant strain with cyclochexane carboxylic acid Is
a preferad method for producing the commercially mportant novel avermectin
cyclohexylavermectin B1 (doramecbn) The isolation and charactenstics of such double
mutants e g S. avermitils (ATCC 53692) is descnbed in EP 276103

22 Genes Involved In Avermectin Blosynthesis

In many cases genes involved in producton of secandary metabolites and genes
encoding a particular antiblobe are found clustered together on the chromosome  Such is the
case ag with the Sireplomyces polyketide synthase gene cluster (PKS) (see Hopwood and
Sherman 1680 Ann Rev Genet 24 37-68) Thus, one strategy for cloning genes n a
blosynthetic pathway has been to Isolate a drug resistance gene and then test adiacent
regions of the chromosome for other genes related to the biosynthesis of that parhcular
antbiotc  Another strategy for cloning genes involved in the hiosynthesis of important

2
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metabolites has been complementation of mutants For example portions of a DNA library
from an orgarwsm capable of producing a parhcular metabolite are introduced into a non
praducing mutant and transformants screened for producbon of the metabolite  Additionally
hybndization of a lbrary using probes denved from other Sfreplomyces species has been
used to ddentfy and clone genes in biosynthetic pathways

Genes involved n avermechn biosynthesis (ave genes) like the genes required for
biosynthesis of other Streptomyces secondary metabahtes (e ¢ PKS) are found clustered on
the chromosome A number of ave genes have been successfully cloned using vectors o
complement S avermddiis mutants blocked in avermectin biosynthesis The cloning of such
genes is described in US Patent 5252474 In addtion lkeda ef a! 1995 J Antibiot
48 532-534 describes the Iocalizaton of a chromosomal region involving the C2223
dehydration step (aveC) to a 4 82 Kb BamHl fragment of S avermitiis as well as mutatons in
the aveC gene that result in the production of a single component B2a producer Since
wermectin a potent anthelmintic compound can be produced chemically from avermectin
B2a such a single component producer of avermectin B2a is considered particularly useful
for commercial production of ivermectmn

Identfication of mutatons in the aveC gene that minmze the complexity of
avermectin producton such as e g mutabons that decrease the B2 B1 abo of avermecting
would simplify production and punficaton of commercially Important avermectins

3 SUMMARY OF THE INVENTION

The present inventon provides an isolated polynucleotde molecule comprising the
complete aveC ORF of S. avermiiis or a substanhal porbon thereof which 1solated
polynucleotide melecule lacks the next complete ORF that is located downstream from the
aveC ORF m situ In the S avermitiis chromosome The solated polynucieohide molecule of
the present invention preferably compnses a nucleotde sequence that is the same as the S
avermitiis AveC gene product-encoding sequence of plasmid pSE185 (ATCC 209604) or that
is the same as the nucleotide sequence of the aveC ORF of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or
substantial porbon thereof The present invenbon further provides an Ilsolated polynuciectide
molecule compnsing the nucleotide sequence of SEQ ID NO 1 or a degenerate varant
thereof

The present invention further provides an isolated polynucleotide moleculs having a
nuclectide sequence that is homologaus to the S avermitiils AveC gene product-encoding
sequence of plasmid pSE186 (ATCC 209604), or to the nuciechde sequence of the aveC
ORF presented in FIGURE 1 {(SEQ 1D NO 1) or substantal porton thereof

3
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The present invention further provides an isolated polynuclechde molecule compnsing
a nucleotide sequence that encodes a polypeptde having an amino ack sequence that is
homologous to the amino acid sequence encoded by the AveC gens product-encoding
sequence of plasmud pSE188 (ATCC 208604) or the amino acid sequence of FIGURE 1
(SEQ ID NO 2) or substantal porhon thereof

The present invention further provides an isolated polynucleatide molecule comprising
a nucleobde sequence encoding an AveC homolog gene product In a preferred embodiment,
the isolated polynucleotide molecule compnses a nucleobde sequence encoding the AveC
homolog gene product from $ hygroscopicus which homolog gene product compnses the
amino acd sequence of SEQ ID NO 4 or a substantial portion thereof In a prefemed
embodiment, the isolated polynucleotide molecule of the present invention that encodes the S
hygroscoplcus AveC homolog gene praduct comprises the nucleotde sequence of SEQ ID
NO 3 or a substantial portion thereof

The present Invention further provides an isolated polynucleotide molecule compnsing
a nucleotide sequence that 15 homologous to the S. hygroscopreus nucleotide sequence of
SEQ ID NO3 The present mventon further provides an lsolated polynucieotide molecule
compnsing & nuclechde sequenca that encodas a polypeptide that Is homologous to the S.
hygroscopicus AveC homolog gene product having the amino acid sequence of SEQ ID NO 4

The present invention further provides oligonucieotides that hybridze to a
polynucleotde molecule having the nucleotide sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or SEQ
1D NO3 or to a polynuclectide molecule having a nuclectide sequence which i the
complement of the nucleotide sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or SEQID NO 3

The presant nvention further provides recombinant cloning vectors and expression
vectars that are useful in cloning or expressing a polynucleotide of the present Invention
including polynucieotide molecules compnsing the aveC ORF of § avermitllis or an aveC
homolog ORF  In a nonHimiting embodiment, the present invention provides plasmid pSE188
(ATCC 209604) which comprises the entire ORF of the aveC gene of S avermitiis The
present inventon further provides transformed host cells compnsing a polynudeotide
molecule or recombnant vector of the mventon and novel strains or call lines derved
therefrom

The prasent invention further provides a recombinantly expressed AveC gene product
or AveC homeolog gene product, or a substantal portion thereo! that has been substantally
purified or isolated as well as homologs thereof The present nvention further provides a
method for producing a recombinant AveC gene product compnsing culiunng a host ceit

4
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transformed with a recombinant expression vector sad recombinant expression vector
compnsing a polynucleotde molecule having a nuclectids sequence encoding an AveC gene
product or AveC hormolog gene product which polynuclectide molecule 18 in operative
association with one or more regulatory elements that control expression of the polynuclectide
molecule in the host cell under conditions conducve o the producton of the recombinant
AvaC gene product or AveC hormnolog gene product and recovenng the AveC gene product or
AveC homolog gene product fromn the cell cutture

The present invention further provides a polynucleotide molecule comprising a
nucleotide sequence that is otherwise the same as the S avermitiis AveC allele or the AveC
gene product-encoding sequence of plasmid pSE186 (ATCC 209604) or a degenerate vanant
thereof or the nucleobde sequence of the aveC ORF of S avermitilis as presented m
FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or a degenerate variant thereof but that further compnses ane or
more mutahons, so that celis of S. avemutilis strain ATCC 53882 In which the wild-type aveC
allela has been nactivated and that express the polynucleotide molecule compnsing the
mutated nucleotde sequence produce a different rabo or amount of avermectins than are
produced by cells of S. avermftilis strain ATCC 53892 that instead express only the wild-type
aveC allele According to the present inventon such polynucleotide molecules can be used
to produce novel strains of $ avermsiis that exhibit a detectable change n avermectn
production compared to the same strain that instead expresses only the wild-type avsC allelo
In a preferred embodiment, such polynucieotide molecules are useful to produce novel strains
of § avermitiis that produce avermechns In a reduced class 2 1 rabo compared to that from
the same strain that instead exprosses only the wild-type aveC allele In a further prefemred
embodiment such polynucieobde molecules are useful to produce novel strains of S
avermriilis that produce increased levels of avermectins compared to the same sfrain that
instead expresses only a single wild-type aveC allele. (n a further preferred embodiment,
such polynucieotide malecules are useful to produce novel strans of S. evermitiis m which
the aveC gene has been inactvated

The present inventon provides methods for identifying mutations of the aveC ORF of
S. avermitiis capable of altenng the rato and/or amount of avermectine produced In a
preferred embodiment, the present invention provides a method for identifying mutations of
the aveC ORF capable of altering the class 2 1 rato of avermectins produced compnsing (a)
determining the class 2 1 rabio of avermectins produced by cells of a straln of S. avermitilis in
which the aveC allele native thereto has been inactvated and into wiich a polynucieotide
malecule compnsing a nucleohde saquence encoding a mutated AveC gene product has been
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infroduced and s being expressed (b) determwung the class 21 rato of avermectins
produced by ceills of the same strain of S avermililts as i step (a) but which instead express
only the wild-type aveC allele or the ORF cf FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or a nucleotde
sequence that s homologous therelo and {¢) comparing the class 2 1 ratio of avermectins
produced by the S avermitiis cells of step (a) to the class 2 1 rato of avermectins produced
by the S avermitilis celis of step (b) such that if the class 2 1 rato of avermectns produced
by the S avermitiis cells of step (a) is different from the class 2 1 ratio of avermectins
produced by the 8 avermiiis cells of step (b) then a mutation of the aveC ORF capable of
altering the class 2 1 ratio of avermectns has been identified In a preferred embodiment, the
class 2 1 rabo of avermectins i1s reduced by the mutation

in a further preferred embodiment, the present invention prowvides a method for
identfying mutations of the aveC ORF or genehc constructs compnsing the aveC ORF
capable of altenng the amount of avermechns produced compnemg (a) determining the
amount of avermectins produced by cells of a strain of S avermitirs in which the aveC allele
natve thersto has been Inactivated and into which a potynucieotide molecule compnsmg a
nuclectde sequence encoding a mutated AveC gene product or compnsing a genebc
construct compnsing a nucleahde sequence encoding an AveC gene product has been
infroduced and 15 being expressed (b) determining the amount of avermectins produced by
cells of the same strain of S avermitilis as In stap (a) but which instead axpress onfy a single
avaC allele having the nuclectide sequence of the ORF of FIGURE 1 (SEQ ID NO1) ora
nucleotde sequence that is homologous thereto and (c) companng the amount of
avermectns produced by the S. avermibiis cells of step (a) to the amount of avermectins
produced by the $ avermilis cells of step (b) such that if the amount of avermechns
produced by the S avermdils cells of step (a) is different from the amount of avermectng
produced by the S avanmitilis cells of step (b) then a mirtation of the aveC ORF or a genetic
construct capable of altening the amount of avermectma has been identfied In a preferred
embodiment, the amount of avermectins produced 15 increased by the mutation

The present inventon further provides recombinant vectors that are useful for making
novel strains of S. avermitilis having altered avermectin production For example the present
fnvenbon prowides vectors that can be used fo target any of the polynucieoide molecules
comprising the mutated nuclectide sequences of the present invenbon to the site of the aveC
gene of the S. avermitilis chromosome to either insert into or replace the aveC allele or ORF
or a porton thereof by homologous recombination According to the present invention
however a polynucleotide molecule comprising a mutated nucisotide sequence of the present

6
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invention provided herewith can also function to modulate avermectin biosynthesis when
inserted into the S avermitiis chromosome at a site other than at the aveC gene or when
maintained episomally in S. avermiliis celis Thus the present mvention also provides
vectors compnsing a polynuclechde molecule compnsing a mutated nucleotkle sequence of
the present invention which vectors can be used to insert the polynucleobde motecule at a
site in the S avermuliis chromosome other than at the aveC gene or to be mantained
epsomally In a preferred embodiment, the present mvention provides gene replacement
vectors that can be used to insert a mutated aveC aliele into the S. avermidiiis chromosome to
generate novel strains of cells that produce avermechins i a reduced class 2.1 raho
compared to the calls of the samae strain which instead express only the wiid-type aveC allele

The present invention further provides methods for making novel strams of S,
avermitiis comprising cells that express a mutated aveC allele and that produce aitered ratios
and/or amounts of avermectins compared to cells of the same straln of S. avenmitlis that
instead express only the wild-type aveC allele. In a preferred embodiment, the present
mvention provides a method for making nove! strains of S avenmidilis comprising cells that
express a mutated aveC allele and that produce an altered class 2.1 rato of avermectns
compared o cells of the same strain of § averrmitis that instead express only a wild-type
aveC allele compnising transformung cells of a strain of S. avermitirs with a vector that cames
a mutated aveC allele that encodes a gene product that alters the class 21 rato of
avermectins produced by cells of a strain of S. avemuiilis expressing the mutated allele
compared to cells of the same strain that Instead express only the wild-type aveC allele and
selecting transformed cells that produce avermectins in an altered class 2.1 ratio compared to
the class 2 1 rato produced by calls of the strain that instead express the wild-type aveC
allele in a preferred embodiment, the class 2 1 ratio of avermechns produced is reduced In
cells of the novel straln

In a further preferred embodiment, the present inventon provides a method for
making novel strains of S avermitils compnsing cells that produce altered amounts of
avermectin comprising transforming cells of a strain of S. avermitilis with a vector that camies
a mutated aveC allele or a genetic construct compnsing the aveC allele, the expression of
which results in an altered amount of avermectms produced by cells of a stran of S
avermitihs exprassing the mutated aveC allele or genetic construct as compared to cells of the
same strain that instead express only the wild-type aveC allele and selecting transformed
cells that produce avermectins in an aftered amount compared to the amount of avermectns
produced by cells of the strain that instead express only the wild-type aveC allele In a
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preferred embodiment, the amount of avermectns produced 1s increased 1n cells of the novel
strain

in a further preferred embodiment the present invention provides a method for
making novel strains of S avermitiis the cells of which compnise an inactivated avaC allele
compnsing transforming cells of a stram of S avermitilis that express any aveC allele with a
vector that nactivates the aveC allele and selectng transformed cells in which the aveC
allele has been inactivated

The present invention further provides novel strains of S. avermitilis compnsing cells
that have been transformed with any of the polynucleotide molecules or vectors compnsing a
mutated nucleotide sequence of the present mventon In a preferred embodiment the
present invention provides novel strains of S. avermilifis comprising cells which express a
mutated aveC allele in place of or in additon to the wild-type aveC allale wherein the cells of
the novel strain produce avermechns in an altered class 2 1 ralio compared to cells of the
same stram that instead express only the wid-type aveC allela In a more preferred
embodiment the cells of the novel strain produce avermechns in a reduced class 2 1 ratio
compared to cells of the same strain that mstead express only the wild-type aveC allele Such
novel strains are useful in the large-scale produchon of commercially desirable avermechns
such as doramechn

In a further preferred embodiment, the present invenbon provides novel strains of &.
avermitihs compnsmg cells whwch express a mutated aveC allele or a genetic construct
compnsing the aveC allele n place of or in addition to the aveC aflele natve thereto which
rasults in the produchon by the cells of an altered amount of avermectins compared to the
amount of avermectins produced by cells of the same sirain that instead express only the
wild-type aveC allele In a prefemred embodiment, the novel cells produce an Increased
amount of avermechns.

In a further preferred embodiment, the present invenbon prowides novel sirains of S.
avermitiiis compnsing celis in which the aveC gene has been inactvated Such strains are
useful both for the different spectrum of avermectns that they produce compared to the wild-
type strain and in complementation screening assays as descnbed hereln to determme
whether targeted or random mutagenes:s of the aveC gene affects avermectin production

The present mvention further provides a process for producing avermectns
comprising culturing cells of a strain of S avermitirs, which cells express a mutated aveC
altele that encodes a gena product that aiters the class 2 1 ratic of avermectins produced by
cells of a strain of S. avermitills expressing the mutated aveC allele compared to cells of the
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same sframn which do not express the mutated aveC allete but instead express anly the wild-
type aveC allele in culture media under condons that permit or induce the production of
avermactns therefrom and recovenng said avermectns from the cullure In a preferred
embodiment, the class 2 1 ratio of avermechns produced by cells expressing the mutahon s
reduced This process prowdes increased efficiency in the produchon of commercially
valuable avermectins such as doramectin

The present invenbon further provides a process for producing avermectins
compnsing culturing cells of a strain of S. avermitiis which cells express a mutated aveC
allele or a genehc construct campnsing an aveC allele that results in the production of an
altered amount of avermectins produced by cells of a strain of S avermutilis expressing the
mutated aveC allele or genetic construct compared to celis of the same strain which do not
express the mutated aveC allele or genetic construct but instead exprass only the wikd-type
aveC allele in culture media under conditions that permt or induce the production of
avermectns therefrom and recovenng said avermectins from the culture In a prefemed
embodiment, the amount of avermechns produced by cells expressing the mutation or genetc
construct is increased

The present invention further provides a novel composrtion of avermecting produced
by a strain of S avermitirs expressing a mutated aveC allele of the present invention wherain
the avermectins am produced m a reduced class 2 1 rato as compared to the class 2 1 matio
of avermectins produced by cells of the same strain of S. avermitlis that do not exprass the
mutated aveC allele bul Instead express only the wild-type aveC allela  The novel avermectin
composition can be present as producad in fermentation culture fiud or can be harvested
therefrom and can be partially or substantally punfled therafrom

4. BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

FIGURE 1 DNA sequence (SEQ 10 NO 1) comprising the S avermitilis aveC ORF
and deduced amino acid sequence (SEQ ID NO 2)

FIGURE 2 Plasmd vector pSE188 (ATCC 209604) comprising the entire ORF of the
avaC gene of S, avermitilis

FIGURE 3 Gene replacement vector pSE180 (ATCC 209605) compnsing tha armE
gene of Sacc. ernythraea inserted into the aveC ORF of S. avermithis

FIGURE 4 BamHI restnction map of the avermectn polyketide synthase gene
cluster from S avermitilis with five overiapping cosmid clones identfied (re. pSESS pSEG6
pSE67 pSEGS pSE6R) The relationship of pSE118 and pSE1 19 18 also Indicated
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FIGURE 5§ HPLC analysis of fermentation products praduced by S avermitilis
strains Peak quantitation was performed by companson to standard quantihes of cyciohexyl
B1 Cyclohexyl B2 retenbon time was 7 4-7 7 min cyclohexyi B1 retention time was 11 9-123
min FIG 5A § avermilits strain SE180-11 wath an nactivated aveC ORF FIG 5B S
avermitihis stram SE180-11 transformed with pSE186 (ATCC 209604) FIG 5C S avermitilts
strain SE180-11 transformed with pSE187 FIG 5D S avermitiis stran SE180 11
transformed with pSE188

FIGURE 6 Companson of deduced amino acid sequences encoded by the aveC
ORF of S avermifibs (SEQ 1D NO2) an aveC homolog partial ORF from S
grseochromogenes (SEQ ID NO'5) and the aveC homolog ORF from S. hygroscopeeus
(SEQ ID NO 4) The valine residue in bold 1s the putalive start site for the protein  Conserved
residues are shown in capdal letters for homology in all three sequences and In lower case
letters for homology in 2 of the 3 sequences The amno acd sequences coatain
approxamately 50% sequence identty

FIGURE 7 Hybrd plasmud construct containing a 584 bp BsaAliKpnl fragment from
the S hygroscopicus aveC homolog gene Inserted wnto the BsaAl/Kpnl sie in the S
avermitis aveC ORF

5 DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention relates fo the Identrficabon and charactenzabton of
polynuciectide molecules having nuclechde sequences that encoda the AveC gena product
from Streptomyces avermiilis the construction of novel strans ot S. avermitilis that can be
used to screen mutated AveC gene products for their effect on avermechn produchon and the
discovery that certain mutated AveC gene products can reduce the ratio of 82 B1 avermectins
produced by S avermitiis By way of exampla the mventon 15 descnbed n the sechons
below for a polynucieotide moleculs having elther a nuclectide sequence that s the same as
the S. averritiiis AveC gene product-encoding sequence of plasrmid pSE186 (ATCC 209604)
or the nucleotikle sequenca of the ORF of FIGURE 1 (SEQ D NO 1) and for polynucleotdes
molecules having mutated nuclectide sequences derived therefrom and degenerate vanants
thereof However the principles set forth m the present invention can be analogously applied
to other polynucieahde molecules including aveC homoleg genes from cther Streplomyces
species including e g S. hygroscopficus and S gnseochromogenes among others

51 Polynucleotide Molocules Encoding
The S avermlitills AveC Geno Product
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The present invention provides an isolated poilynuciechde molecule compnsing the
complete aveC ORF of § avermiis or a substanhal porbon thereof which isofated
polynucleobde molecule lacks the next complete ORF that is located downstream from the
aveC ORF m sitiyin the S avermilibs chromosome

The isolated polynucieohde molecule of the present invenbon preferably compnses a
nuclechde sequence that is the same as the S avermitiis AveC gene product-encoding
sequence of plasmid pSE186 (ATCC 209504) or that Is the same as the nucleote sequence
of the ORF of FIGURE 1 (SEQ 1D NO 1) or substantal porhion thereof As used heren a

substantal porton of an isolated polynucleotide molecule comprising @ nucleotde sequence

encoding the S avermitilis AveC gene producl means an isolated potynucleotida molecule
compnising at least about 70% of the complete aveC ORF sequence shown :n FIGURE 1
(SEQ 1D NO 1) and that encodes a functonally equivalent AveC gene product In this regard
a funchonally equivalent” AveC gene product 15 defined as a gene product that when
expressed in S avenmitilis strain ATCC 53682 i which the natve aveC aliele has been
inactrvated results 1 the producton of substanbally the same rato and amount of
avermectins as produced by S avennitills strain ATCC 53692 which instead expresses only
the wild-type functional aveC allele native to S. avermidiis straln ATCC 53692

In addiion to the nucleobde sequence of the aveC ORF the isolated polynucleohde
molecule of the present inventon can further compnise nucleotide sequences that naturally
flank the aveC gene in sitv in S avermitils such as those flanking nuclectde sequences
shown in FIGURE 1 (SEQ ID NO 1)

‘The present inventon further prowvides an 1solated palynucisotide molecule compnsing
the nuciectde saquence of SEQ ID NO 1 or a degenerate vanant thereof

As used hereln the terms polynuciectide molecule polynucleohde sequence

coding sequence oper-reading frame ® and ORF are intended to refer to both CNA and
RNA molecules which can ether be single-stranded or double-stranded and that can be
transcribed and translated (DNA)} or translated (RNA) into an AveC gene product or as
descnbed below mto an AveC homolog gene product, of mio a polypephde that Is
homologous to an AveC gene product or AveC homolog gene product in an appropnate host
cell axpression system when placed under the control of appropriate regulatory elements A
coding sequence ¢an inciude but is not imsted to prokaryohe sequences cDMNA sequences
genomic DNA sequences and chemically synthesized DNA and RNA sequences

The nucleatde sequence shown in FIGURE 1 (SEQ D NO 1) compnses four different
GTG codons at bp positions 42 174 177 and 180 As descnbed in Section 9 below mulbple

1
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deletions of the 5 region of the aveC ORF (FIGURE 1 SEQ ID NO 1) were constructed to
help define which of these codons could funchon m the aveC ORF as starl sites for protein
expression Deleton of the first GTG site at bp 42 did not ekminate AveC actvity Addhonal
deletion of all of the GTG codons at bp positions 174 177 and 180 together eliminated AveC
actwity indicating that this region I1s necessary for proten expression The present nvephon
thus encompasses vanable length aveC ORFs

The present invenbon further provides a polynucleotide molecule having a nuciectide
sequence that s homologous to the S avermitiis AveG gene product-encoding sequence of
plasmid pSE188 (ATCC 209604) or to the nucleotide sequence of the aveC ORF presented
in FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or substantial portion thereof The term “homologous when
used to refer {o a polynucleotde molecule that 1s homologous to an S. avermitiis AveC gene
proeduct-encoding sequence means a polynucieohde molecule having a nuclechde sequence
{(a) that encodes the same AveC gene product as the S avennilits AveC gene product-
encoding sequence of plasrud pSE188 (ATCC 209604) or that encodes the same AveC gene
product as the nucleotde sequence of the aveC ORF presented in FIGURE 1 (SEQ ID NQ 1)
but that wmcludes one or more silent changes fo the nucleobde sequence according to the
degeneracy of the genetc code (/e a degenerate vanant) or {(b) that hybndzes to the
complement of a polynucleobde molecule having a nuclechde sequence that encodes the
amino acd sequence encoded by the AveC gens product-encoding sequence of plasmid
PSE188 (ATCC 209604) or that encodes the amino acd sequence shown in FIGURE 1 (SEQ
ID NO 2) under moderately sinngent condltans /e hybndzation to filtter-bound DNAIn 0 5 M
NaHPO, 7% sodlum dodecyl sulfate (SOS}) 1 mM EDTA at 65°C and washing in
0 2xSSC/0 1% SDS at 42°C (see Ausubel of af (eds) 1889 Current Protocols in Molecular
Biology, Vol | Green Publishing Assoczates Inc. and John Wiley & Sons Inc  New York, at
P 2103) and encodes a functionally equivalent AveC gene product as defined above ina
preferred embodiment, the homologous polynucleotide molecule hybridzes to the
complement of the AveC gene praduct-encoding nuclechde sequence of plasmmd pSE1868
(ATCC 2096804} or to the complement of the nucleotide sequence of the aveC ORF presented
in FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or substantlal portion thereof under inghly stnngent conditions
/e hybndization to filter-bound DNA in 0 5 M NaHPO,, 7% SDS 1 mM EDTA at 65°C and
washing in 0 1xSSC/0 1% SDS at 68°C {(Ausubel ef a/ 19889 above) and encodes a
funchonally equivalant AveC gene product as defined above

The actvity of an AveC gene praduct and potenbal functranal equivalents thereof can
be determined through HPLC analysss of fermentation products, as descnbed in the examples

12
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below Polynucleotide molecules having nucleobde sequences that encode funchonal
equivalents of the S avermilis AveC gene product include naturally occurnng avaC genes
present in other strains of S avermmiis aveC homolog genes present in other species of
Streptomyeces and mutated aveC alleles whether naturally occumng or engineered

The present invention further provides a polynuclecshde molecule comprising a
nucieotide sequence that encodes a polypepbde having an amino acd sequence that 1s
homologous to the amino acd sequence encoded by the AveC gene product-encoding
sequence of plasmid pSE186 (ATCC 205604) or the amino acd sequence of FIGURE 1
(SEQ ID NO 2) or substantal portion thereof As used herein a substantal porbon of the
aming acid sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 2) means a polypeptide compnsing at least
about 70% of the amino acid sequence shown In FIGURE 1 (SEQ 1D NO2) and that
constitutes a functonally equivalent AveC gene pruduct, as defined abave

As used heren to refer to amine acd sequences that are homologous to the amino
acid sequence of an AveC gene product from S. avermitiis the termm  homologous refers to a
polypeptide which otherwise has the amino acid sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 2) but
In which one or more amino acid residues has been conservatively substtuted with a different
amino acd residue wherein said amino acd sequence has at least about 70% more
preferably at least about 80% and most preferably at least about 90% amino acid sequence
lentity to the polypeptide encoded by the AveC gene product-encoding sequence of plasmid
pSE1868 (ATCC 200604) or the amino acid sequence of Figure 1 (SEQ ID NO2) as
determuned by any standard ammno acid sequence kientity algonthm, such as the BLASTP
algorthm (GENBANK, NCBI) and where such conservabve substtuton results in a
functionally equivalent gene product, as defined above  Conservative amino acid
substitutions are well known in the art.  Rules for malkang such substitutions include those
described by Dayhof MD 1978 Nat Biomed Res Found. Washington DC Vol 5 Sup
3 among others. More specifically conservabve ammo acd substiutions are those that
generally take place withm a family of amino acids that ame related in the acidity or polanty
Genetically encoded amino aclds are generally dwided Into four groups (1) acidic =
aspartate glutamate (2) baskc = lysine, argimine histdine (3) non-polar = alamne valine
leucine isoleucine proline phenylalanme methionine, tryptophan and (4) uncharged polar =
glycine asparagine glutemine cysteine senne threonme tyrosine  Phenylalanine
tryptophan and tyrosine are also jointly classified as aromatc amino acids One or more
reptacements within any particular group e g of a leucine with an isoleucine or valine or of
an aspartate with a glutamate or of a threonine with a serine or of any other aminc acd
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residue with a structurally refated arino acid residue e g an amuno acid residue with simiar
acdity or polarity or with simitanty in some combination thereof will generally have an
nsignificant effect on the funchon of the polypeptide

The present inventon further provides an 1solated polynucieohde molecule compnsing
a nucleobde sequence encaoding an AveC homolog gene product As used herein an AveC
homolog gene product I1s defined as a gene product having at feast about 50% amino acd
sequence wently to an AveC gene product of S. avernmuliis compnsing the amino acid
sequence encoded by the AveC gene product-encoding sequence of plasmid pSE186 (ATCC
209604) or the amino acid sequence shown in FIGURE 1 (SEQ ID NO 2} as determined by
any standard amino acid sequence idenbly algonthm such as the BLASTP algonthm
{GENBANK, NCBI) In a non-limiting embodiment the AveC homolog gene product ia from $
hygroscopicus, (descnbed m EP applicabon 0298423 deposit FERM BP-1301) and
compnses the ammno acd sequence of SEQ ID NO 4 or a substantal portion thereof A
"substantial porhon of the ammo acikd sequence of SEQ 1D NO 4 means a polypeptide
comprising at least about 70% of the amino acid sequence of SEQ ID NO4 and that
constitutes a functionally equivalent AveC homolog gene product A “funchonally equivatent”
AveC homolog gene product 1s defined as a gene product that, when expressed in S
hygroscopicus strain FERM BP-1801 in which the native aveC homolog allele has been
inachvated results i the production of substantially the same rabo and amount of
milbemycins as produced by S. hygmscopicus strain FERM BP-1801 expressing Instead only
the wiki-type functional aveC homolog aliele native to S hygroscopicus strain FERM 8P-
1901  In a non Iimbing embodiment, the solated polynucleobde molecule of the present
nventon that encodes the S. hyproscopreus AveC homolog gena product comprises the
nucleotide sequence of SEQ ID NO 3 or a substantial portion thaereof (n this regard a
substantal portion of the molated polynucieotde molecule compnsing the nucleotde
sequence of SEQ ID NO 3 means an tsolated polynuclectide molecule compnsing at least
about 70% of the nucleobde sequence of SEQ ID NO 3 and that encodes a functonally
equivalent AveC hamolog gene product, as defined immediataly above

The present invention further provides a polynuciectide molecule compnsing a
nucleobde sequence that Is homologous to the S. hygroscopicus nuclectide sequence of SEQ
IDNO3 The tenn homologous" when used to refer to 2 polynucleotide molecule compnsing
a nucleotide sequence that Is homologous to the S hygroscopicus AveC homolog gene
product-encoding sequence of SEQ ID NO 3 means a polynucieotide molecule having a
nucleotide sequence (a) that encodes the same gene product as the nucleotide sequencs of
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SEQ ID NO3 but that mcludes one or more silent changes to the nuclectde sequence
according to the degeneracy of the genelkc code (8 a depenerate vanant) or {b) that
hybridizes to the complement of a polynucieocbde molecule having a nucleotide sequenca that
encodes the amino acid sequence of SEQ ID NO 4 under moderately stnngent conditions
i & hybndzation to fiter-bound DNA In 0 5 M NaHPO, 7% SDS 1 mM EDTA at 65°C and
washing i 0 2xSSC/0 1% SDS at 42°C (see Ausubel sf al above) and encodes a
funchonally equivalent AveC homolog gene product as defined above In a preferred
embodiment, the homologous polynuclechde molecule hybndizes to the complement of the
AveC homolog gene product-encoding nucieotde sequence of SEQ ID NO 3 under highly
stnngent conditions /2 hybndization to fitter-bound DNA in 0 5 M NaHPO, 7% SDS 1 mM
EDTA at 65°C and washing in 0 1xSSC/0 1% SDS at 68°C (Ausubel at al 1989 above) and
ancodes a functonally equivalent AveC homolog gene product as defined ahove

The present invention further provides a polynucleobde molecule compnsing a
nucieobde sequence that encodes a polypephde that is homologous to the S. hygroscopicus
AveC homolog gene product.  As used herein to refer to polypeptdes that are homologous to
the AveC homolog gene product of SEQ ID NO4 from S hygroscopreus the term
homologous”® refers to a polypeptide which otherwise has the amino acld sequence of SEQ
ID NO 4 but in which one or more amino acid residues haa been conservatively substituted
with a different amino acd residue as defined above wherein said amino acid sequence has
at least about 70% more preferably at least about 80% and most preferably at teast about
80% amino acid sequence dentity to the polypeptide of SEQ ID NO 4 as determined by any
standard amino acid sequence identity algonthm such as the BLASTP algonthm {(GENBANK,
NCBI) and where such conservative substtution results in a funchonally equivalent AveC
homolog gene product, as defined above

The present Iknvention further provides oligonuclectides that hybndze to a
polynucieobde molecule having the nucleobde sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or SEQ
ID NO3 or to a polynuclectle molecule having a nucleobde sequence which is the
complement of the nucleobde sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or SEQID NO3 Such
oligonuclectides are at least about 10 nuclaotiies in length and preferably from about 15 to
about 30 nuclectides In length and hybridze to one of the aforemenboned polynucleotde
moleculas under highly stnngent conditons /e washing in 6xSSC/0 5% sodlum
pyrophosphate at ~37°C for ~14-base oligos at ~48°C for ~17-base oligos at ~55°C for ~20-
base oligos, end at ~60°C for ~23-base oligos In a prefemed embodiment, the
olgonucleotides are complementary to a porbon of ane of the aforementioned polynucieotde
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molecules Thesa oligonucleotdes are useful for a vanety of purposes including to encode or
act as antisense molecules useful in gene regulation or as pnmers it amplification of avaC-
or avaC homolog-encoding polynucleotde molecules

Additional aveC homolog genes can be identfied in other species or strains of
Streptomyces using the polynucleotide molecules or oligonucieotides disclosed herein in
conjunchon with known techniques For example an oligonucleotide molecule compnsing a
portion of the S. avermitis nucleotide sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or a portion of
the S hygroscapicus nucleohde sequence of SEQ 1D NO 3 can be detectably labeled and
used to screen a genomic library constructed from DNA denved from the crganism of interest.
The stnngency of the hybndizahon conditions 18 selectad based on the relationship of the
reference organism in this example S avermiltis or S hygroscopicus to the organism of
interest. Requirements for different stnngency condibons are well known to those of skill in
the art and such condhions will vary predictably depending on the specific organisms from
which the library and the labeled sequences are denved Such oligonucieohdes are
preferably at ieast about 15 nucleotides in length and include eg those described in the
examples below Amplficabon of homolog genes can be camed out using these and other
oligonuclectides by applying standard tachniques such as the polymerase chain reaction
{PCR) although other amplification techniques known in the art, eg the ligase chain
reacbon can also be used

Clones identified as containing aveC homolog nucleabde sequences can be tested for
their abliity to encode a funcional AveC homolog gene product. For this purpose the clones
can be subjected to sequence analysis in order fo identfy a suitable readng frame as well as
initiation and termination signals  Alternatively or addibonally, the cloned DNA sequence can
be inserted into an appropnale expressian vector e a vector that contains the necessary
elements for the ranscnption and transiation of the inserted protein-coding sequence Any of
a vanety of host/vector systems can be used as described balow Includmg but not imited to
bactenal systems such as plasmkl bactenophage or cosmid expression vectors Appropriate
host cells transformed wath such vectors comprising potential aveC homolog coding
sequences can then be analyzed for AveC-lype actwily using methods such as HPLC
analysis of fermentatton products as descnbed e g n Secton 7 below

Production and manipulation of the polynucleobds molecutes disclosed heren are
within the skill in the art and can be camed out according to recombinant techniques
descnbed eg inManlatis eta/ 1989 Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spnng

Harbor Laboratory Press Cold Spnng Harbor NY Ausubel etal 18889 Cument Protocols In

16

2|



BEREATEN" hEHPLE00

10

15

25

20

Molecular Biology Greene Publhishing Associates & Wiley Interscence NY Sambrook ef af

1989 Molecular Cloning A Laboratory Manual 2d ed Cold Spnng Harbor Laboratory Press

Cold Spnng Harbor NY Innis et a/ (eds} 1995 PCR Strategies Academic Press, Inc. San
Diego and Erlich (ed) 1992 PCR Technology Oxford University Press New York all of
which are incerporated heren by reference Polynucleotde clones encoding AveC gene
products or AveC homolog gene products can be identified using any method known i the
art, including but not bmited to the methods set forth n Sechon 7 below Genomic DNA
libranes can be screened for aveC and aveC homolog coding sequences using techniques
such as the methods set forth in Banton and Davis 1977 Science 196 180 for bactenophage
ibranes and in Grunstein and Hogness 1975 Proc. Nal Acad Sci USA 72 3961-3965 for
plasmid libranes. Polynucleotide molecules having nucleotide sequences known to include
the aveC ORF as present, e g in plasrd pSE186 (ATCC 209604) or in plasmed pSE119
(descnbed in Sechon 7 below) can be used as probes in these screening expenments
Alternatively oligonuclechde probes can be synthesized that correspond to nuclechde
sequences deduced from partial or complete amino acld sequences of the punfied AveC
homolog gene product.

5 2. Recombinant Systems
621 Cloning And Expression Vectors

The present mvention further provides recombinant cloning vectors and expression
vectors which are useful in cloning or expressmg polynuclectide molecules of the present
inventon compnsing e g the avel ORF of S. avermtdilrs or any aveC homolog ORFs Ina
non-imiting embodiment, the present inventon provides plasmid pSE186 (ATCC 208604)
which compnses the complete ORF of the aveC gene of S avermitiiis

All of the following description regarding the aveC ORF from S avermiirs or
polynucleatide molecule compnsing the aveC ORF from S. avermitilis or porbon thereof or an
S avermiiis AveC gene product, also refers to aveC homologs and AveC homoiog gene
products unless indicated explictly or by context.

A vanety of different vectors have been developed for specific use in Strepiomyces
including phage high copy number plasmids low copy number plasmids and E col-
Streptomyves shutfle vectors among others and any of these can be ussd to practice the
present inventon A number of drug resistance genes have also been cloned from
Streptomyces and several of these genes have been Incorporated into vectors as selectable
markers. Examples of current vectors for use in Strepfomycss are presented among other
places in Hutchinson 1980 Applied Biochem Biotech 16 169-190
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Recombinant vectors of the present invention particularly expression vectors are
preferably constructed so that the coding sequence for the polynucleohde molecule of the
nvention 15 In operative associaion with cne or mere reguiatory elements necessary for
transcnphon and translabon of the coding sequence lo produce a polypeptide As used
heren the term regulatory element” includes but is not imited to nucleotide sequences that
encode inducible and non-<nducible promoters enhancers operators and other elements
known n the art that serve to dnve and/or regulate expression of polynucleotde coding
sequences. Also as used herem the coding sequence s In opevative assocsabon” with one
or more regulatory elements where the regulatory elements effectively regulate and allow for
the transcnption of the coding sequence or the translaton of its mMRNA or both

Typical plasmid vectors that can be engineered to contain a polynucleobde molecule
of the present invenbon Include pCR-Blunt pCR2 1 (invitrogen) pGEM3ZE (Promega) and
the shuttie vector pWHM3 (Vara et af 1988 J Bact, 171 5872-5881) among many others

Methods are well-known in the art for constructing recombinant vectors containing
particular coding sequences In operative associaton with appropnate regulatory slements
and these can be used o prachce the present invention These methods include mn wifro
recombinant techniques synthebc techmques and i vivo genetic recombinabon See eg
the techniques descnbed in Mamahs eof &/ 1989 above Ausubel of @/ 1989 above
Sambrook ef a! 1989 above Innis etal 1995 above and Erich 1992 above.

The regulatory elements of these vectors can vary in ther strength and speaficies
Depending on the hosthvector system ublzed any of a number of suitable transcnphon and
transtabon elements can be used Non-imiing examples of franscnpbonal regulatory regions
or promaters for bactena mciude the p-gal promoter the T7 promoter the TAC promoter A
left and right promotars, trp and lac promaters, trp-ac fusion promoters and, more specifically
for Streptomyces, the promoters annE meiC and tpA, elc. In a specific embodiment
described in Section 11 below an expression vector was generated that conteined the aveC
ORF cloned adjacent to the strong constitive ermE promoter from Saccharcpolyspora
erythrasa The vector was transformed into $ avermitilis and subsequent HPLC analysis of
fermentation products indicated an (ncreased titer of avermectins produced compared to
production by the same strain but which Instead expresses the wiki-type aveC allele.

Fuslon protein expression vectors can be used to axpress an AveC gene product-
fusion protein The purfied fusion protein can be used to raise antsera agamst the AveC
gene product, to study the blochemical properties of the AveC gene product, to engineer
AveC fusion proteins with different biochemical actvities or to aid w the identification or
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pucfication of the expressed AveC gene product. Possible fusion protem expression vectors
include but are not imited to vactors incorporabng sequences that encode fi-galactoswdase
and trpE fusions maliose-binding protein fusions glutathione-S-transferase fusions and
polyhishdine fusions (camer regions) In an altemative embodiment, an AveC gene product
or a porhon thereof can be fused to an AveC homolog gene product, or portion thereof
derwved from another species or strain of Strepfomyces suchas eg S hygroscopicus of 3
griseochromogenes In a partcular embodiment descnibed in Section 12 below and depicted
in FIGURE 7 a chimenc plasmid was constructed that contans a 564 bp regon of the S
hygroscopicus aveC homolog ORF replacing a homolegous 554 bp region of the S avermitiis
aveC ORF Such hybnd vectors can be transformed into S avermitilis cells and teated to
determine their effect 2 g on the rabio of class 2 1 avermectin produced

AveC fusion proteins can be engmeerad to compnse a region useful for punfication
For example AveC-mattose-bmding protein fusions can be punfled using amylose resin
AveC-glutathione-S-ransferase fusion proteins can be punfied usmg glutathione-agarose
beads and AveC-polyhistidine fumions can be purified using dwvalemt nickel resin
Altematively antbodies against a camer protein or pepbde can be used for affinty
chromatography punfication of tha fusion protein For example, a nuclectide sequence coding
for the target apitope of 2 monocional anbbody can be engingered mto the expression vector
in operative assoclaton with the regulatory elements and situated so that the expressed
eprtope I1s fused to the AveC polypeptide For example a nucleohde sequence coding for the
FLAG™ apiope tag (Internahonal Biotechnologies Inc) which 13 a hydrophihc marker
pephde <an be inserted by standard techniques Into the expression vector at a pomnt
corresponding e g o the carbaxyl terminus of the AveC polypeptide The expressed AveC
polypeptde-FLAG™ epitope fusion product can then be detected and affinuty-purtfied using
commarcrlly availtable ant-FLAG™ antbodies

The expression vector encoding the AveG fusion protein can also be enginesrad fo
contam polylinker sequences that encode specific protease cleavage sites so that the
expressed AveC polypepude can be relsased from the camer region or fusion pariner by
treatment with a specific protease  For example the fuston protein vector can include DNA
sequences encoding thrombin or facior Xa cleavage sites among athers

A signal sequence upstream from, and in reading frame with the aveC ORF can be
engineered Into the axpression vector by known methods to dwect the trafficking and secretion
of the expressed gene product. Nondimitng examples of signal sequences include those
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from a facter immunoglobulins outer membrane proteins penicilinase and T-cell receptors
among others

To ad in the selecton of host cells transformed or transfected with cloning or
expression vactors of the present invention the vector can be engineered to further compnse
a coding sequence for a reporter gene product or other selectable marker Such a coding
sequence I1s preferably m operative associaton with the regulatory element coding
sequences as descnbed above Reporter genes that are useful in the invention are well-
known in the art and include those encoding green fluorescent protein lucidarase xy/E and
tyrasinase among others Nucleotde sequences encoding selectable markers are well
known in the art and include those that encode gene products confemng resistance to
antibiotics or ant-metabolites or that supply an auxcfrophic requirement. Examples of such
sequences include those that encode resistance to erythromycin thiostrepton or kanamycain
among many others

522 Transformation Of Host Cells

The present invention further prowides transformed host cells comprising a
polynucleotde molecule or recombinant vector of the invention and novel strains or cell hnes
denved therefrom  Host cefis useful in the prachce of the invenbon are preferably
Streptomyces cells although other prokaryotic cells or eukaryotic cells can also be used
Such transformed host cells typically inciuda but are not fimited to microorganisms such as
bacterla transformed with recombinant bacteriophage DNA, plasmud DNA or cosmud DNA
vectors or yeast transformed with recombinant vectors among others

The polynucleotide molecules of the present nvention are intended to functon n
Streptomyces cells but can also be transformed into other bactenal or eukaryotic cells eg
for cloning or expression purposes A stramn of E colf can typically be used suchas eg
the DHS5a strain available from the American Type Culture Collection (ATCC) Rockville MD
USA (Accession No 31343) and from commercal sources (Stratagene) Preferred
euicaryobc host cells include yeast calls, aithough mammalian cells or insect cells can also be
utilized effectively

The recombinant expression vector of the invention is preferably transformed or
transfected nto one or more host cells of a substanhally homogeneous culture of cells The
expression vector is generally introduced into host cells in accordance with known techmques
such as eg by protoplast transformabon calcum phosphate precipitatton, calcum chionde
treatment, microlnjechon elactroporation transfecton by contact with a recombined virus
liposome-mediated transfechon DEAE-dextran transfecton transduction conjugation or
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microprojectile bombardment Selecton of transformants can be conducted by standard
proceduras such as by selecting for cells expressing a selectable marker e g antibwotc
resistance associated with the recombinant vector as descnbed above

Once the expression vector 1s mtroduced into the host cell the integration and
mamntenance of the aveC coding sequence erther in the host cell chromosome or episomally
can be confirmed by standard tachniques 8 g by Southem hybndization analysis restnchon
enzyme analysis PCR analysis ingluding reverse transcnptase PCR (it-PCR} or by
immunological assay to detect the expected gene product Host cells containing and/or
expressing the recombinant aveC coding sequence can be dentfied by any of at least four
general approaches which are well known in the ant, including (i) DNA-DNA, DNA-RNA or
RNA-antisense RNA hybndeaton (n) detecting the presence of marker” gene functions {ill)
assessing the leve! of transcnption as meastured by the expression of aveC-specific mRNA
transcnpts in the host cell and (v) detecting the presence of mature polypeptide product as
measured eg by mmunoassay or by the prasence of AveC biokgical activity (s g  the
preducton of specific rahos and amounts of avermectins indicative of AveC activity in eg S
avermiilis host cells)

§23 Expression And Characternzation
Of A Recombinant Ave(: Gene Product

Once the aveC coding sequence has bean stably ntroduced into an appropnate host
cell the transformed host cell s clonally propagated and the resutting cells can be grown
under conditions conducive to the maximum production of the AveC gene product.  Such
conditons typically include growing cells to high density Where the expression vector
compnses an Inducible promoter appropnate induction condiions such as e g temperature
shift, exhauston of nutnents addibon of gratistous inducers (e g analogs of carbohydrates
such as isopropylfi-D-thiogalactopyranosie (\/PTG)) accumulation of excess metabolic by-
products, or the hke are employed as needed to induce expression

Where the expressed AveC gene product 15 retained mside the host cells the cells
are harvested and lysed and the product Isolated and punfied from the lysate under
extraction conditions known In the art to minimize proteln degradation such as, eg at4°C, or
in the presence of protease mhibiors, or both Where the expressed AveC gene product is
secreted from the host cells, the exhausted nutrient medium can simply be collected and the
product Isolated therefrom

The expressed AveC gene product can be isolated ar substantally purified from cell
lysates or culture medium as appropriate using standard methods, including but not imited
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to any combination of the following methods ammonium sulfate precipitation sze
fractonaton n exchange chromatography HPLC densiy centrifugaton and affinity
chromatography Where the expressed AveC gene product exhibits biological actvity
increasing purty of the preparabon can be monitored at each step of the purfication
procedure by use of an appropnate assay Whether or not the expressed AveC gene product
axhibits biciogical actvity it can be detected as based @g on sze or reactvity with an
antibedy otherwise specific for AveC or by the presence of a fusion tag As used herein an
AveC gene product 1s substantally punfied where the product constitutes more than about
20 wt% of the protein n a particular preparation Also as used hereln an AveC gene product
1s isolated whare the product constiutes at least about 80 wt% of the protemn in a particular
preparation

The present inventon thus provides a recombinantly-expressed isolated or
substanbally punfied S avermiliirs AveC gene product comprising the amino acid sequence
encodad by the AveC gene product-encoding sequence of plasmid pSE186 (ATCC 209604)
or the amino acd sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 2) or a substantial portion thereof and
homologs thereof

The present inventon further prownides recombinantly-expressed isolated or
substantially punfied S hygroscopicus AveC homolog gene product compnsing the amino
acid sequence of SEQ ID NO-4 or a substantial portion thereof and homologs thereof

The present invenbon further provides a method for producing an AveC gena product,
compnising cutturing a host cell tansformed with a recombinant expression vector sald vector
compnsing a polynuclecthde molecule having a nucleotide sequence encoding the AveC gene
product which polynuclechde molecule is in operative assocation with one or more regulatory
alements that control expression of the polynucleotde molecule in the host cell under
conditions conducive to the production of the recombinant AveC gene product, and recovenng
the AveC gene product from the cell cutture

The recombinantly expressed S avermitiis AveC gene product is useful for a variety
of purposes Including for screenmg compounds that alter AveC gene product function and
thereby modulate avermectin biosynthesis, and for raising anbbodies directed against the
AveC gene product

Once an AveC gene product of sufficient purity has been obtained tt can be
characterized by standard methods Including by SDS-PAGE stze axclusion chromatography
amino acxi sequence analysis biological achvity in producing appropriate products in the
avermectin biosynthetic patway efc For example the amino ackd sequence of the AveC
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gene product can be determined using standard peplide sequencing techniques The AveC
gene product can be further charactenzed using hydrophicity analysts (see o g Hopp and
Woods 1881 Proc Natl Acad Sa USA 78 3824) or analogous sofiware algonthms, to
identfy hydrophobic and hydrophilic regions of the AveC gene product Structural analysis
can be camed out to wdentfy regions of the AveC gena product that assume specific
secondary structures Biophysical methods such as X-ray crystallography (Engstrom 1974
Biochem Exp Biol 11 7-13) computer modelling (Flettenck and Zoller {(eds) 1986 in
Current Communications in Molecular Biology, Cold Spnng Harbor Laboratory Cold Spning
Harbor NY) and nuclear magnebc resonance (NMR) can be used to map and study sites of
interactton batween the AveC gene product and its substrate Information obtaned from
these studies can be used fo select new sites for mutation in the aveC ORF to help develap
new strans of § avermdilis having more desirable avermectn praduchon charactenstcs
53 Construction And Use Of AveC Mutanis

The present mvention prowides a polynucleohde molecule compnsing a nuclectde
sequence that 1s otherwise the same as the S avermitliis aveC allele or a degenerate vanant
thereof or the AveC gene product encoding sequence of plasrmd pSE185 (ATCC 209604) or
a degenerate vanant thereof or the nucleotde sequence of the aveC ORF of S. avermitilis as
presented In FIGURE 1 (SEQ 1D NO 1) or a degenerate vanant thereof but that further
compnses one or more mutabons so that cells of § avermilis strain ATCC 53692 in which
the wild-type aveC allele has been inactivated and that express the polynuclechde molecule
compriging the mutated nucleotde sequence or the degenerate vanant thereof produce a
drffarant ratio or amount of avermecting than are produced by cells of S. avermitilis strain
ATCC 53892 that Instead express only the wild-type avaC allele

Accarding to the present inventon such polynucleobde molecules can be used to
produce novel strains of S. avermitiis that exhibit a detectable change in avermectn
produchon compared to the same strain which mstead expresses only the wid-type aveC
allels. In a preferred embodiment, such polynucleotde molecules are useful to produce novel
stramns of S. avermitilis that produce avermecting in a reduced class 2 1 ratio compared to the
same strain which instead expresses only the wild-type aveC allele in a further preferred
embodiment, such polynucieotide molecules are useful to produce novel strains of S.
avermitilis that produce increased levels of avermectns compared to the same strain which
mstead expresses only a single wildtype aveC aliele In a further preferred embodiment,
such polynuclectide molecules are useful to produce novel strains of S. avermitilis in which
the aveC gene has been inactivated
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Mutations to the aveC allele or coding sequence include any mutahons that introduce
one or more amino acid delebons additions or substtutions into the AveC gene product, or
that result in truncation of the AveC gene product, or any comtwnation thereof and that
produce the desirad result Such mutated aveC allele sequences are also intended to mclude
any degenerate vanants thereof For example, the prasent invention provides polynucleatide
molecules compnsing the nucleohde sequence of the aveC allele or a degenerate vanant
thereof or the AveC gene praduct-encoding sequence of plasmid pSE186 (ATCC 206604) or
a degenerate vanant thereof or the nuclechide sequence of the aveC ORF of S. avermiilis as
present in FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or a degenerate vanant thereof but that further compnse
one or more mutabons that encode the substitution of an amino acid residue with a different
amino acid resdus at selected positions in the AveC gene product. In several nondimiting
embodiments, several of which are exemplified below such substitutons can be carried out at
any aminc acld positions of the AveC gene product which comrespond to amino acld positions
38 48 55 89 89 111 136 138 139 154 179 228 230 238 266 275 289 or 208 of SEQ
ID NO 2 or sorne combination thereof

Mutations to the aveC codng sequence are camed out by any of a vanety of known
methods, ncluding by use of emor-prons PCR or by cassette mutagenesis  For example
chgonucieotde-directed mutagenesis can be employed to alter the sequence of the aveC
aliele or ORF n a defined way such as eg to ntraduce one or more restrichon sites or g
termination codon Into specific reglons within the aveC allele or ORF Methods such as
those described in US Patent 5605793 US Patent 5830721 and U S Patent 5 837 458
which mvolve random fragmentaton repeated cycles of mutagenesis, and nucleobde
shuffing can aiso be used to generate large libranes of polynucleotides having nuclaotide
sequences encoding aveC mutations

Targeted mutations can be useful particularly where they serve bo after one or more
conserved ammo acid residues in the AveC gene product. For example a comparison of
deduced aminc acid sequences of AveC gene products and AveC homolog gene products
from S avermiiis (SEQ 1D NO.2) S griseochromogenes (SEQ ID NOS) and S
hygrascopicus (SEQ ID NO 4} as presented in FIGURE 6 indicates sites of significant
conservation of amino acid residues between these specles Tameted mutagenesis that
leads to a change In one or more of these conserved amino acd residues can be particularly
effective in producing novel mutant strains that exhibit desimble afterations [n avermectn
producton
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Random mutagenesis can also be useful and can be camed out by exposing cells of
S avermitiis to ultraviolet radiaton or x rays or to chemical mutagens such as N-methyl-N -
nirosoguanidine ethyl methane sulfonate nitrous acid or nirogen mustards See o g
Ausubel 1589 above for a review of mutagenesis techniques.

Once mutated polynucleobde molecules are generated they are screened to
determine whether they can modulate avermectin blosynthesis in $§ avermitiis In a prefemred
embediment, a polynucleotide molecule having a mutated nucleotide sequence 18 tested by
complementing a strain of S. avermitilis in which the aveC gene has been Inachvated to give
an aveC negative (aveC’) background (n a nondimitng method the mutmted polynucleotide
molecule s sphiced into an expression plasmid In operatve association with one or more
regulatory elements which plasmid also preferably compnses one or mora drug resistance
genes to allow for selechon of transformed cells This vector Is then transformed into aveC-
host cells using known techniques and transformed cells are selected and cultured m
appropnate fermentaton media under condrions that permit or induce avermactin production
Fermentation products are then analyzed by HPLC to determine the abliity of the mutated
polynuclecbde molecule to complement the host coll Several vectors beanng mutated
poiynucleobde molecules capable of reducing the B2 B1 rato of avermectins including
pPSE188 pSE198 pSE231 pSE239 and pSE290 through pSE287 are exempiified in Section
83 below

The present inventon provides methods for Identfying mutations of the S. avernuins
aveC ORF capable of altermg the rabo andfor amount of avermectins produced I[n a
preferred embodiment, the present invention provides a method for identfying mutations of
the aveC ORF capable of altering the dass 2 1 rato of avermectins produced comprising (a)
determining the class 2 1 rabo of avermectins produced by cefls of a strain of S avermitills in
which the aveC allele native thereto has been Inactivated and into which a polynucleotide
molecule compnsing a nucieotide sequence encoding a mutated AveC gene product has been
introduced and Is being expressed (b) determining the class 21 ratic of avermectins
produced by cells of the same strain of S. avermitils as in step (a) but which instead express
only a wild-type aveC allele or an aveC allele having the nucleotde sequence of the ORF of
FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or a nuclechde sequence that 15 homologous thereto and (c)
companng the class 2.1 ratio of avarmectins produced by the § avermitilis cells of step (a) to
the class 2 1 ratio of avermectins produced by the S. avermitils cells of step (b) such that of
the class 2 1 ratio of avermactns produced by the S. avermitiis cells of step (a) 1s diferent
from the class 2 1 ratio of avermectins produced by the S. avermitirs cells of step (b) then a
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mutation of the aveC ORF capable of altenng the class 2 1 raho of avermectins has been
identified In a prefermred embodiment the class 2 1 ratio of avermectins 1s reduced by the
mutation

in a further preferred embodiment, the present invention provides a method for
dentdying mutabons of the aveC ORF or genebc constructs compnsing the aveC ORF
capable of altering the amount of avermectins produced compnsing (a) determining the
amount of avermectins produced by cells of a strain of S avermitilis n which the aveC allele
native thereto has been inactvated and into which a polynucleotide molecule compnsing a
nucleotide sequence encoding a mutated AveC gene product or compnsing a genetc
construct compnsing a nuclechde sequence encoding an AveC gene product has been
infroducad and s being expressed (b) determining the amount of avermectins produced by
cells of the same strain of S. avermitilis as in step (a) but which instead express only a wiki-
type avsC allele or a nucieotide sequence that 1s homologous thereto and (c) companng the
amount of avermectns produced by the S. avermitiis cells of step (a) to the amount of
avermectins produced by the S. avemuiiis cells of step (b) such that if the amount of
avermectins produced by the S avermitiis cells of step (a) 1s different from the amount of
avermecting produced by the S avenmitiiis cells of step (b) then a mutation of the aveC ORF
or a genetic construct capable of altening the amount of avermecting has been identified Ina
prefarred embodiment, the amount of avermectins produced is increased by the mutation

Any of the aforementioned methods for identifying mutations are be carned out using
fermentation culture media preferably supplemented with cyclohexane carboxylic acd
although other appropnate fatty acxd precursors such as any one of the fatty acid precursors
listed n TABLE 1 can also used

Once a mutated polynucieotide molecule that modulates avermectin production m a
desirable directon has been Wentified the location of the mutation in the nucleotide sequence
can be determined For example a polynuciectide moleculs having a nucleotide sequence
encodng & mutated AveC gene product can be isolated by PCR and subjectad to DNA
saquence analysis using known methods. By companng the DNA sequence of the mutated
aveC allele to that of the wild-type aveC allele ths mulation(s) responsible for the alteraton in
avermechn production can be determuned In speafic though non-imibng embodiments of the
present invention S avermitllis AveC gene products compnsing esther single amino acd
substitutions at any of residues 55 (S55F) 138 (5138T) 139 (A138T) or 230 (G230D) or
double substitutions at positions 138 (S138T) and 138 (A139T or A138F) ylelded changes in
AveC gene product function such that the ratio of class 2 1 avermectins produced was altered
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{see Secton 8 below) wherein the recited amino acid positbons comespond to those
presented n FIGURE 1 (SEQ ID NO 2) In additon the following seven combinatons of
mutattions have each been shown to effectively reduce the class 2 1 ratio of avermectns (1)
DABE/AB9T (2) S$138T/A138T/G1795 {3) Q38P/L136P/E238D {4)
F99S/S13B8T/A139T/IG179S (5) A130T/ M228T (B8) G111V/P283L (7) A139T/K154E/Q298H
As used herein the aforementioned designations such as A139T indicate the onginal amino
acid resdue by single letter designaton which in this axample 1s alanine {(A) at the indicated
postion which in this example is posthon 139 (referring to SEQ ID NO 2) of the polypepixde,
followed by the amino acid residue which replaces the original armino acid residue which i
this example 15 threonine (T) Accondingly polynucleobde molecules having nucleotde
sequences that encode mutated S. avermitits AveC gene products compnsing amino acd
substitutions or deletions at one or more of amino acid positions 38 48 55 89 99 111 136
138 139 154 179 228 230 238 266 275 289 or 288 (ses FIGURE 1) or any combination
theraof are encompassed by the present mvention
In & preferred embodiment, such mutatons encode amino acid substitutions selected
from one or mare of the group consisting of
{a) amino acd residue Q at posiion 38 replaced by P or by an amino acid that 1s a
conservative substitution for P
(b) amino acid residue D at positon 48 replaced by E or by an amino acid that s a
conservative substitution for E
{c) amino acid residue A at posiion 89 replaced by T or by an amino acid that Is a
conservative substitution for T
{d) amino acid residue F at posiion 89 replaced by S or by an amino acid thatis a
conservative substihution for S
(e) ammo acid residus G at posiion 111 replaced by V or by an amino acld that s a
consasvative substitubon for V
(A amino acid residue L at posibon 136 repleced by P or by an amino acud that Is a
conservatve subshtubon for P
(g) amino acd residue S at position 138 replaced by T or by an amino acd that is a
conservative subshtubon for T
(h) amino acid residue A at positron 139 replaced by T or F or by an amino acid that
is a conservative substitution for T or F
() ammno acd residue K at position 154 replaced by E or by an amino acid thatis a
conservative substitution for E
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() amino acid residus G at postion 179 replaced by S or by an amino acid that 15 a
conservative substitution for S
(k) amno acd residue M at posiiion 228 replacad by T or by an amino acid that
1S a conservative subshtufion for T
5 () amine acid residue E at position 238 replaced by D or by an amino acid thatis a
conservative substitubon for D
(m) amino acid residue P at posiion 289 replaced by L or by an amino acd that is a
conservative substitution for L and
{n) amuno acid residue Q at positon 298 replaced by H or by an amuno acid that s a
10 conservative substitution for H
wherein conservative amino acid substtutions are as defined abave i Section 5 1
In a further preferred embodiment such mutations encode a combination of amina
acid substiubons wherein the combination of amino acid residues subshtuted 1s selected
from the group consisting of
15 (a) amino acd residues S138 and A139
(b} amino acd residues D48 and ABS
(c) amuno ac« residues S138 A136 and G179
(d) amino acud residues Q38 L136 and E238
(e) amino acid residues F99 S138 A139 and G179
20 () amuno acid residues A139 and M228
{g) amuno acid residues G111 and P289 and
(h) amno acid residues A139, K154 and Q298
In a further preferred embodiment, specific combmations of mutatons in the aveC
allele useful in effecbvely reducing the class 2 1 ratio of avermectins according to the present
25 Invention are selected from one or more of the group consiating of
(a) S138T/A139T
(b) S138T/A138F
{c) D4BE/ABOT
(d) S138T/A139T/G1795
30 (e) Q3BP/L136P/E238D
(N F99S/S138T/A138T/G179S
(o) A139T/M228T
(h) G111v/P289L and
{ A139T/K154E/Q298H
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The present invention further provides compositions for making novel strains of S
everrmitiis the cells of which contain a mutated aveC allele that results in the alterabon of
avermectin production For example the present nvention provides recombinant vectors that
can be used to target any of the polynucleobide molecules compnising mutated nucleobde
sequences of the prasent invention to the site of the aveC gene of the S avermitils
chromosome to either insert into or replace the aveC ORF or a portion thereof by homologous
recombination According to the present invention however a polynucleotide molecule
compnsing a mutated nucleotide sequence of the present inventon provided herewth can
also functon to modulate avermectn biosynthesls when inserted into the S avermiliis
chromosome at a site other than at the aveC gene or when maintamed episomally in S
avermutths cells. Thus, the present nvention also provides vectors compnsing @
polynucleotide molecule compnsing a mutated nucleotide sequence of the present invenbon,
which vectors can be used to Insert the polynucleohde molecute at a site in the S. avermitiiis
chromosome ather than at the aveC gene or to be maintained episomally

In a preferred embodiment, the present invention provides gene replacement vectors
that can be used to insert a mutated aveC allele or degenerate variant thereof into cells of a
strain of S avermitiis thereby generabng novel strains of S. avermitiis the cells of which
produce avermectins in an altered class 2.1 rato compared to cells of the same stran which
instead express only the wild-type aveC allele In a preferred embodiment, the class 2 1 ratio
of avermectins produced by the cells is reduced Such gene replacemant vectors can be
constructed using mutated polynuciectide molecules present in expression vectors provided
herewith such as eg pSE188 pSE199 and pSE231 which expression vectors are
axemplfied in Sechon 8 below

In a further preferred embodiment, the present mvention provides vectors that can be
used to Insert @ mutated aveC allele or degenerate varlant thereof into cells of a strain of S.
avermitilis to generate novel strains of cells that produce attered amounts of avermectns
compared to cells of the same straln which instead express only the wild-type aveC allele In
a preferred embodiment, the amount of avermectins produced by the cells 1s increased Ina
specific though non-liming embodiment, such a vector further comprisas a strong promoter
as known in the art, such as eg the sbtong constiutve ermE promoter from
Saccharopolyspora erythraea that Is siluated upstream from, and in operative associabon
with the aveC aliele Such a vector can be plasmid pSE189 descnbed m Example 11 below
or can be constructed using the mutated aveC allele of plasnud pSE189

29



10

15

20

25

In a further prefermed embodiment, the present mvention provides gene replacement
vectors that are useful to inactvate the aveC gene in a wildype strain of S avermuliis In a
non-imiting embodiment, such gene replacement vectors can be constructed using the
mutated polynucleobde molecule present wm plasmid pSE180 (ATCC 209605) which s
exemplified n Section 8 1 below (FIGURE 3) The present inventon further provides gene
raptacement vectors that compnse a polynucieotide molecule compnsing or consisting of
nucleohde sequences that naturally flank the aveC gene in sfu mn the S. avermitils
chromosome including eg those flanking nucleotide sequences shown in FIGURE 1 (SEQ
ID NO 1) which vectors can be used to delete the S. avermitilis aveC ORF

The present invenbon further provides methods for making novel stains of S
avermitlis compnsing cells that express a mutated aveC allele and that produce an aftered
ratio and/or amount of avermectns compared to cells of the sama strain of § avermitilis that
instead express only the wild-type aveC aliele In a preferred embodiment, the present
invention provides a method for malong novel strains of S. avermitiis compnsing cells that
express a mutated aveC allele and that produce an altered class 2 1 ratio of avermachns
campared to cells of the same stran of S avermitilis that instead express only a wid-type
aveC allele compnsing transforming cells of a strain of S avermutilis with a vector that cames
a mutated aveC allele that encodes a gene product that alters the class 21 rabo of
avermechns produced by cells of a strain of § avermitiis expressing the mutated ave( allele
thereof compared to cells of the same strain that instead express only a wild-type aveC allele
and selectng transformed cells that produce avermecins in an altered class 2.1 ratio
compared tn the class 2.1 ratio produced by cells of the strain that instead expreas only the
wild-type aveC allele in a more preferred embodiment, the present invention provides a
method for making a novel stram of § avermdiis, compnsing transformsng cells of a strain of
S. avermitilss with a vector capable of introducing a mutation into the aveC allele of such cells
wherein the mutation to the aveC allele resuits in the substitution 1n the encoded AveC gene
product of a different amino acid resldue at one or more amino acd posrions corresponding
o ammo acd residues 38 48 55 BS 99 111 136 138 139 154 179 228 230 238 266
275 289 or 208 of SEQ ID NO-2 such that cells of the S avarmitiis stram in which the aveC
allele has been so mutated produce a ciass 2 1 raho of avermecting that 1s different from the
ratio produced by cells of the same S avermitits strain that instead express only the wild-type
aveC allele In a praferred embodiment, the altered class 2 1 ratio of avermectns Is raduced

As used herein where an amino acid residue encoded by an aveC allele in the S
evermiths chromosome or in a vector or isolated polynuciechde molecule of the presaent
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mvention 1s referred to as comesponding o a particular aming acid residue of SEQ ID NO 2
or where an amino ackd subshtutaon 1s referred to as occurrng at a parbicular posthon
corresponding to that of a specific numbered amino acid residue of SEQ ID NO 2 this s
intended to refer to the amino acd residue at the same relative locaton n the AveC gene
product, which the skilled artisan can quickly determune by reference to the amino acd
sequence presented herein as SEQ 1D NO 2

The presant inventon further provides methods of making novel strains wherein
specific mutations in the aveC aliele encoding pafbcutar mutations are recited as base
changes at specific nucleotde posions in the aveC allele “corresponding to particular
nucleotide positfons as shownin SEQ ID NO 1 As above with regard to corresponding amino
acd positions where a nuclecbde posiion in the aveC allele 1s referred to as comespanding
to a particular nuclectda postion in SEQ ID NO 1  this 1s mtended to rafer to the nucleatide
at the same relative location in the aveC nucleobde sequence winch the skilled arisan can
quickly deterrmine by referance to the nuclechde sequence presented here:n as SEQ ID NO"1

In a further preferred embodiment, the present mventon provides a method for
making novel strans of S. avermitits comprising cells that produce altered amounts of
avermectin compnsing transforming cells of a strain of S avermibirss with a vector that cames
a mutated avsC allele or a genetic construct comprising the aveC allele the expression of
which results in an alterabon in the amount of avermecting produced by cells of a strain of S
avermitilis expressing the mutated sveC allele or genetic construct as compared to cells of the
same stran that instead express only a single wid-typa aveC allale and selechng
transformed cells that produce avermectns [n an altered amount compared to the amount of
avermechins produced by cells of the strain that instead express only the smgle wild-type
aveC allels In a preferred embodiment, the amaunt of avermectins produced in the
transformed cslis is Increased

In a further preferred embodment, the present invention provides a method for
making novel strains of S avermitiis, the cells of which compnse an inactivated aveC allele
comprising transforming cells of a stram of S. evermvtiis that exprass any aveC allele with a
vactor that inactivates the aveC gllsle. and selecting transformed cells in which the aveC
allele has been inactivated In a preferred though non-imiting embodiment, cells of a strain of
S avermitihs are transformed with a gene replacement vector that carries an aveC allsle that
has been inactivated by mutation or by replacement of a portion of the aveC allele with a
heterologous gene sequence and transformed cells are selected In which the aveC allele
otherwise native thereto has been replaced with the inactivated aveC allsle Inactivation of
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the aveC allele can be determined by HPLC analyais of fermentaton products as descnbed
below In a specific though non-imibng embodiment descnbed in Sechon 8 1 below the aveC
allele 1s mactivated by nserbon of the enmE gene from Saccharopolyspora erythraea into the
aveC ORF

The present invention further provides novel strains of S. avermitilis compnsing cells
that have been transformed with any cf the polynucleotide molecules or vectors of the prasent
mvention In a preferred embodiment, the present invention provides novel strains of S
avemitiis compnsing cells which express a mutated aveC allele or degenerate vanant theraof
in place of or in addibon to the wild-type aveC allela wherein the cells of the novel strain
produce avermectins in an altered class 21 ratio compared to the class 21 rabo of
avermechns produced by cells of the same stram that instead express only the wild-type aveC
allele In a preferred embodiment, the altered class 2 1 ratio produced by the novel cells 1s
reduced Such novel strans are useful in the large-scale producton of commercially
desirable avermectins such as doramechin In a more prefermred embodiment, the present
invention provides cells of S avermitilrs comprising any of the aforementioned mutations or
combinabions of mutations in the aveC allele at nucleohde posrions corrasponding to those
presented hereinabove or which otherwise encode any of the aforementoned amino acid
substitutions in the AveC gene product Although such mutations can be present in such cells
on an extrachromosomal element such as a plasmid 1t 18 preferred that such mutations are
present In the aveC allele located on the S avermwtiis chromosome in a prefered
embodiment, the present invention provides a stran of Streplomyces avermibiss compnsing
cells having a mutation In the aveC allele that encodes an AveC gene product having a
substitubion at one or mare amino acld positons comespanding td amino acld residues 38 48
55 88 99 111 136 138 139 154 179 220 230 238 266 275 289 or 298 of SEQ 1D
NO 2 wherein the cefl produces a ciass 2.1 ratio of avermectins that 1s diffarent from the rato
produced by a cell of the same S. avermitits strain which express the wild-type aveC ailele

It Is a pnmary objective of the screaning assays descnbed herein to identify mutated
alleles of the aveC gene the expression of which In § avermiilis cells alters and more
parhcularly reduces the ratio of class 2 1 avermectins produced In a praferred embodiment,
the ratio of B2 B1 avermectins produced by cells of a novel S avermiliis strain of the prasent
invention expressing a mutated aveC allele or degenerate variant thereof of the present
inventon Is about 16 1 or less In a more preferred embodiment, the rato 1s about 11 or
lass In a more preferred embodiment, the ratio 1s about 0 84 1 or less. In a more preferred
embodiment, the ratio 18 about 080 1 or less. In a more preferred embodiment, the ratio
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about 0 75 1 orless In a more preferred embodiment the ratio 1s about 073 1 orless Ina
more preferred embodiment, the ratlo «s about 068 1 or less In an even more preferred
embodiment, the ratio is about 067 1 or less In a more prefemed embodiment, the rato 1s
about 0 57 1 or less In an aven more prefermed embodiment the ratio is about 0 53 1 or less.
In an even more preferred embodiment, the ratio Is about 0 42 1 or less In an even more
preferred embodiment, the ratio 1s about 0 40 1 or less

In a specffic embodiment descnbed below novel cells of the present invention
produce cyclohexyl B2 cyclohexyl 81 avermecting 1n a ratio of less than 16 1  In a different
specific embodiment described below novel cells of the present invention produce cyclohexyl
82 cyclohexyl B1 avermechins in a ratio of about 0941 In a further different specffic
embodiment deecribed below novel cells of the present inventon produce cyclohexyl
B2 cyclohexyl Bt avermectins m a rato of about 0881 In a further different specific
embodimaent descnbed below novel cells of the present nvention produce cyclohexyl
2 cyciohexyl B1 avermectns m a rato of about 0841 In a still further different specific
embodiment described below novel calls of the present invention produce cyclohexyl
2 cyclohexyl B1 avermectns in a ratico of about 0751 In a stll further different specific
embodiment descnbed below novel cella of the present invenbon produca cyclohexyl
2 cyclohexyl B1 avermectns in a rabo of about 0731 In a shll further different specific
embodiment descnbed below novel celis of the presemt mvenbon produce cyclohexyl
2 cyciohexyl B1 avermectins in a rato of about 068 1 In a stll further different spectfic
embodiment described balow novel celis of the present inventlon produce cyclohexyl
2 cyclohexyl B1 avermactns in a rato of about 067 1 In a stll further different specific
embodiment descnbed below novel cells of the present invention produce cyciohexy!
2 cyclohexyl BY avermectins in a rato of about 0 67 1 In a stll further different specific
embodiment described befow, novel cells of the present :nventon produce cyciohexyl
2 cyclohexyl B1 avermectins in a ratio of about 0531 In a stll further different speafic
embodiment descnbed below navel cells of the present inventon produce cyclohexyl
2 cyclohexyl B1 avermectns in a ratio of about 0421 In yet a further different spectic
embodiment descnbed below novel cefls of the present mvenbon produce cyciohexyl
2 cyciohexyl B1 avermectins in a rabo of about 0 40 1

In a further prefarred embodiment, the present inventon provdes novel strans of S.
avermitilis compnsing calls which express a mutated aveC allale or a degenerate variant
thereof or a genetic construct compnsing an aveC allele or a degenerate vanant thereof m
place of or m addibon to the wid-type aveC allele wherein the cefls of tha navel strain
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produce an altered amount of avermectins compared to cells of the same stran that Instead
express only the wild type aveC allele In a preferred embodiment, the novel stran produces
an increased amount of avermectns In a nonimmng embodiment, the genetic construct
further compnses a strong promoter such as the strong conshtutive armmE promoter from
Saccharopolyspora erythraea upstream from and in operative associabon with the aveC
ORF

In a further preferred embodiment, the present invention provides novel strains of S
avermitiis compnsing cells in whech the aveC gene has been inachvated Such strams are
useful both for the different spectrum of avermectns that they produce compared to the wild-
type stran and in complementation screening assays as described herein to determine
whether targeted or random mutagenes)s of the aveC gene affects avermectin production In
a specific embodiment descnbed below S. avermitilis host cells were genetically englneered
to contan an inactvated aveC gens For example stran SE180-11 described in the
examples below was genemted using the gene replacement plasmid pSE180 {ATCC
209505) {(FIGURE 3) which was constructed to inactivate the S avermitiiis aveC gene by
insertion of the ermE resistance gene into the aveC coding region

The present nventon further provides recomblnantly expressed mutated 8.
avarmmiis AveC gene products encoded by any of the aforementoned polynucieotide
molecules of the invention and methods of prepanng the same

The present invention further provides a process for producing avermectins,
comprising culturing cells of a atrain of S avermitilis which celis express a mutated aveC
allale that ancodes a gene product that alters the class 2 1 ratio of avermechns produced by
cells of a strain of S. avermitilis expressing the mutated aveC allele compared o celis of the
same strain that Instead express only the wildtype aveC allele in cultwe media under
conditions that permat or induce the produchon of avermectins therefrom, and recovering sald
svermecting from the culture In a preferred embodiment, the class 2:1 rabo of avermechns
produced in the culture by cells expressing the mutated aveC allele 1s reduced This process
provides Increased efficiency In the producton of commercially valuable avenmecbns such as
doramectin

The present nvention further prowdes a process for producing avermectns
compnsing culturing cells of a strain of S. avermitiis which cells express a mutated aveC
allels or a genetc construct compnsing an aveC allele that results in the production of an
altered amount of avermectins produced by calls of a strain of S. avermitilis expressing the
mutated aveC allele or genetc construct compared to cells of the same stram winch do not
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express the mutated aveC allele or genebic construct but instead express only the wild type
aveC allele m culture media under conditions that permt or nduce the production of
avermectins thesefrom and recovenng said avermecins from the culture In a preferred
embodiment, the amount of avermecbns produced m culture by cells expressing the mutated
aveC allele degenerate vanant or genetic construct 1s increased

The present invention further provides a novel composiion of avermechns produced
by a stran of S. avermiiilis expressing a mutated aveC allele or degenerate vanant theraof
that encodes a gene product that reduces the class 2 1 ratio of avermectins produced by cells
of a stran of 5 avermiliis expressing the mutated aveC allele or degenerate vanant
compared ta cells of the same stran that instead express only the wild-type aveC allele
wherein the avermecting in the novel composition are produced in a reduced class 2 1 mto as
compared to the class 2 1 ratio of avermectins produced by cells of the same strain of S
avermilis that instead express only the wid-type aveC allele. The novel avermectin
composition can be present as produced In exhausted fermentaton culiure fludd or can be
harvested therefrom The novel avermectn composibon can be partally or substantally
purfied from the culture flid by known biochemical techniques of purificaton such as by
ammonium sulfate precipitation dialysis sze fractionabon 1on exchange chromatography
HPLC efc

5.4 Uses Of Avarmectina

Avermectins are highly active antiparastic agents having particular utiiity as
anthelmntics ectoparasiticides insecticndes and acancides  Avermactn compounds
produced according to the methods of the presant invention are useful for any of these
purposes For example avermectin compounds produced according to the present invention
are useful to treat various diseases or condiions in humans partculady wherae those
diseasas or condtions are caused by parastic mfections, as known in the art See eg
lkeda and Omura 1997 Chem Rev 97(7) 2591-2609 More partcularly =avermectn
compounds produced according to the present invenhon are effechve m treating a variety of
diseases or condibons caused by endoparasites such as parastic nematodes which can
infect humans domestc animals swine sheep poultry horses or cattie

More spectfically avermechn compounds produced according to the present inventon
are effsctive against nematodes that mfect humans as well as those that nfect various
species of animals Such nematodes include gastrointestinal parasites such as Ancylostome
Necator Ascans Strongyloides Trichinela Capifana Trichuns Enferoblus Dwofifarma and
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parasites that are found in the blood or other tissues or organs such as filanal worms and the
extract intestinal states of Strongyloides and Trichinella

The avermectn compounds produced according to the present mventon are also
useful in treating ecloparasic infechons including & g arthropod infestations of mammals
and bids caused by ticks mites, lice fleas blowfies bding insects or migrating dipterous
larvae that can affect cattie and horses among others

The avermectin compounds produced according to the present mventon are also
useful as insecticides agamst household pests such as, @ g the cockroach clothes moth
carpet beetie and the housefly among others as well as insect pests of stored gran and of
agricultural plants which pests include spider mites aphids caterpilars and orthopterans
such as locusts among others

Animals that can be treated with the avermectin compounds produced according to
the present invention include sheep caitle horses deer, goats swine birds including poultry
and dogs and cats

An avemmectin compound produced according to the present inventon Is
administered In a formulaton appropnate to the specific intended use the particular species
of host animal being treated and the parasite or Insect Involved For use as a parasihade an
avermechn compound produced according to the present invention can be administered orally
in the form of a capsule bolus tablet or liquld drench or altematively can be admuustered as
a pour-on or by injection or &s an implant. Such formulabons are prepared iIn a conventional
manner In accordance with standard vetennary practice Thus capsules boluses or tablets
can be prepared by mixing the active ingredient with a suitable finely divided dituent or camer
additionally containing a disintegrabng agent and/or binder such as starch lactose talc,
magnesium stearate efc A drench formulaton can be prepared by dispersing the active
mgredient In an aqueous solution together with a dispersng or wetting agent, sfc. Injectable
formulations can be prepared In the form of a sterdle solution which can comtain other
substances such as e g, sufficient salts and/or glucose to make the solution isolonic with
blood

Such formulatons will vary with regard to the welght of active compound depending
on the patient, or specles of host animal to be treated the severily and type of infecton and
the body weight of the host. Generally for oral administratlon a dose of active compound of
from about ¢ 001 to 10 mg per kg of patent or animal body weight given as a single dose or in
dwvided doses for a penod of from 1 to § days will be satisfactory However there can be
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instances where higher or lower dosage ranges are ndicated as determmed eg by a
physician or veterinanan as based on chnical symptoms

As an alternative an avermectn compound produced according to the present
invention can be admmistered in combination with animal feedstuff and for this purpose a
concentrated feed additive or premix can be prepared for mbang with the normal ammal feed

For use as an insecticide and for treatmg agricultural pests an avermectin compound
produced according to the present invention can be applied as a spray dust, emulsion and
the like in accordances with standard agricultural prachce

6 EXAMPLE FERMENTATION OF STREPTOMYCES
AVERMITILIS AND B2.B1 AVERMECTIN ANALYSIS

Strains lacking both branched-chain 2-0xo acd dehydrogenase and S5-O-
methyltransferase actvibes produce no avermectns f the fermentation medium i not
supplemented with fatty acids This example demonstrates that in such mutants a wide range
of B2 B1 rahos of avermectns can be obtaned when biosynthesis is initiated in the presence
of different fatty acids

€1 Materials And Methods

Strepfomyces avermuitis ATCC 53602 was stored at -70°C as a whole broth prepared
in seed medium consisting of Starch (Nadex, Laing National) - 20g Pharmamedia (Trader's
Protein Memphrs TN) - 15 g Ardamine pH (Yeast Products inc.) - 5§ g calcium carbonate - 1
g Final volume was adjusted to 1 Iiter with tap water pH was adjusted to 72, and the
medium was autoclaved st 121°C for 25 min

Two ml of a thawed suspension of the above preparation was used to inoculate a
flask containing 50 mi of the same medium. After 48 hrs Incubation at 28°C on a rotary
shaker at 180 rpm 2 mi of the broth was used to noculate a flask contaung 50 ml of a
production medium consisting of Starch - 80 g calctum carbonate - 7 g Pharmamedia -5 g
dipotassium hydrogen phosphate - 1 § magnesium sulfate - 19" glutamic acid - 06 g fermous
sulfate heptahydrate - 001 g zinc sulfate - 0001 ¢ manganous sulfate - 0001 g Final
volume was adjusted to 1 Iter with tap water pH was adjusted to 72 and the medum was
autoctaved at 121°C for 25 min

Vanous carboxylic acid substrates (see TABLE 1) were dissolved in methanol and
added to the farmentation broth 24 hrs after inoculaton to give a final concentration of 0 2
g/iter The fermentaton broth was incubated for 14 days at 28°C then the broth was
cenirifuged (2 500 rpm for 2 min) and the supernatant discarded The mycelial pellet was
extracted with acetone (15 ml) then with dichloromethane (30 ml) and the organic phase
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separated filtered then evaporated to dryness The residue was taken up in methanol (1 mi)
and analyzed by HPLC with a Hewlett Packard 1080A hiquid chromatograph equipped with a
scanning diode-array detector set at 240 nm The column used was a Beckman Uitrasphere
C18 5 pm 46 mm x 25 om column mantained at 40°C  Twenty-five ul of the above
methanaol solutton was injected onto the column Eluton was performed with a linear gradient
of methanol-water from 8020 to 955 over 40 mmn at 085%m! min Two standard
concentrations of cyclohexyl B1 were used to calibrate the detector response and the area
under the curves for B2 and B1 avermectins was measured
62 Resulis

The HPLC retenton tmes observed for the B2 and B1 avermectins, and the 21

ratios are shown in TABLE 1

JABLE 1
" HPLC Retention Ratio
Time (min)

Substrate B2 B1 B2 B1
4-Tetrahydropyran carboxylic acxd 81 145 025
Isobutync acid 108 189 05
3-Furoic acld 76 146 062
S<{+)-2-methylbutyric acid 128 216 10
Cyclohexanecarboxylic acid 169 260 16
3-Thiophenecarboxylic acld 88 160 18
Cyclopentanecarboxylic acid 142 230 20
3-Tnfluoromethylbutyric acid 109 188 39
2-Methylpentanolc acld 145 249 42
Cycioheptanecarbaxylic acid 188 290 150

The data presented in TABLE 1 demonstrates an extremely wide range of B2 B1
avermectin product ratios, indicattng a considerable difference i the results of dehydrative
conversion of class 2 compounds 1o class 1 compourds depending on the nature of the fatly
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acd side chain starter unit supplied This ndicates that changes in B2 B1 ratios resutting
from alteratons to the AveC protein may be spectfic to particular substrates Consequently
screening for mutants exhibbng changes in the B2 B1 rabo obtaned with a partcular
substrate needs to be done in the presence of that substrate The subsequent examples
descnbed below use cyclohexanecarboxylic acd as the screening substrate However this
substrate 1s used merely to exempliy the potental and 15 not wtended to imit the
applicabiity of the present invention
7 EXAMPLE ISOLATION OF THE aveC GENE

Thrs example descnbes the wolabton and chamactenzaton of a region of the
Streptomyces avermitils chromosome that encodes the AveC gene product As
demonstrated below the aveC gene was identfied as capable of modifying the rato of
cyclohexyl-B2 to cyclohexyl-81 (B2.B1) avermectins produced

71 Matenais And Methods
711 Growth Of Streptomyces For DNA Isolation

The following method was followed for growing Streplomyces. Single colonies of S
avermitiis ATCC 31272 (single colony Isolate #2) were Isolated on 1/2 strength YPD-8
containing Difco Yeast Extract-5g Difco Bacto-peptone -5 g dextose-25g MOPS-5g
Difco Bacto agar- 15 g Final volume was adjusted to 1 fiter with dH,0 pH was adjusted to
70 and the medum was autoclaved at 121°C for 25 min

The mycelia grown m the above medium wems used to moculate 10 ml of TSB
medium (Drfco Tryptic Soy Broth - 30 g In 1 liter dH,O autoclaved at 121°C for 25 min) in a
25 mm x 150 mm tube which was mamtaned with shaking (300 rprn) at 28°C far 48-72 fwrs

71.2 Chromosomal DNA lsolation From Streptontyces

Allquots (025 mi or 0 5 mi) of mycelia grown as descnbed above were placedin 15
mi microcentnfuge tubes and the cells concentrated by centnfugation at 12 000 x g for 60 sec.
The supematant was discarded and the ¢ells were resuspended in 0 25 ml TSE buffer (20 m!
15Msucrose 25 ml 1 M Tris-HCl pH 80 25 mi 1 M EDTA pH 80 and 75 ml dH,Q)
containing 2 mg/ml lysozyme The samples wera incubated at 37°C for 20 min with shakng
loaded nto an AutoGen 540™ automated nucleic acid I1solabon instrument (Integrated
Separation Systems Natick, MA) and genomic DNA isolated using Cycle 159 (equipment
software) acconding to manufacturer's nstruchons

Altematively 5 ml of mycelia were placed in a 17 mm x 100 mm tube the cells
concentrated by centnfugaton at 3 000 rpm for 5 mm and the supematant removed Cells
were resuspended in 1 ml TSE buffer concentrated by centnfugation at 3 000 rpm for § min
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and the supernatant removed Cells were resuspended in 1 ml TSE buffer containing 2 mg/mi
lysozyme and incubated at 37°C with shaking for 30-60 run  After incubation 05 ml 10%
sodum dodecyl sulfate (SDS) was added and the cells mcubated at 37¢C untl lysis was
complete The lysate was incubated at 65°C for 10 min cooled to rm temp splitintotwo 15
ml Eppendorf tubes and extracted 1x with 0 5 ml phenol/chloroform (50% phenol previously
equitbrated with 0 5 M Tns pH 8 0 50% chioroformn) The aqueous phase was removed and
extracted 2 to 5x with chlorcform isoanwl alcohol (24 1) The DNA was precipitated by adding
110 volume 3M sodium acetate pH 4 8 incubating the mixture on ice for 10 min centrfuging
the mxxture at 16 000 rpm at 5°C for 10 min and removing the supematant to a clean tube to
which 1 volume of 1sopropanol was added The supematant plus 1sopropanol mixture was
then incubated on ice for 20 min centnfuged at 15 000 rpm for 20 min at 5°C the supematant
removed and the DNA pellet washed 1x with 70% ethanol After the pellet was dry the DNA
was resuspended in TE buffer (10 mM Tns 1 mM EDTA, pH 8 0)
7 1.3 Plasmid DNA Isolation From Streptomyces

An aliquot {1 0 ml) of mycelia was placed in 1 5 ml microcentnfuge tubes and the cells
concentrated by centnfugaton at 12 000 x g for 60 sec. The supematant was discarded the
cells were resuspended in 1 0 mi 10 3% sucrose and concentrated by centnfugation at 12 000
x g for 60 sec and the supematant discarded The cells were then resuspended in 0 25 mi
TSE buffer containing 2 mg/ml lysozyme and incubated at 37°C for 20 min with shaking and
loaded into the AutoGen 540™ automated nuclelc acid isolaton instrument. Plasmid DNA
was solated using Cycle 106 (equipment sofiware) according to manufacturer's nstructons

Altematively 15 ml of mycela were placad in 1 5 ml microcentnfugs tubes and the
cells concentrated by centnfugabon at 12 000 x g for 60 sec  The supematant was discarded
the cells were resuspended in 10 mi 10 3% sucrose and concentrated by ceninfugation at
12 000 x g for 60 sec, and the supematant discarded The cefls were resuspended in 0 5 ml
TSE buffer contaimng 2 mg/ml lysozyme and mcubated at 37°C for 15-30 min  After
ncubation, 0 25 mi alialine SDS (0 3N NaOH 2% SDS) was added and the cells incubated at
§5°C for 15-30 mun or until the solution was clear Sodium acetste (0 1 ml 3M pH 4 8) was
added to the DNA solution which was then incubated on ice for 10 min  The DNA samples
were ceninfuged at 14 000 rpm for 10 min at 5°C  The supematant was removed to a clean
tube and 02 ml phenolchioroform (50% phenol 50% chioroform) was added and gently
med Tha DNA soluion was centrifuged at 14 000 rpm for 10 min at 5°C and the upper
layer removed to a clean Eppendorf tube Isopropanol (0 75 mi) was added and the soluton
was gently mxed and then Incubated at m temp for 20 min = The DNA solubon was
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centrifuged at 14 000 rpm for 15 pun at 5°C the supernatant removed and the DNA pellet
was washed with 70% athanol dned and resuspended in TE buffer
7 1.4. Plasmnd DNA Isolation From E _colf

A single transformed E ool colony was inoculated into 5 ml Luna-Bertaru (LB)
medium (Bacto-Tryptone - 10 g Bacto-yeast extract - 5 g and NaCl - 10 g n 1 Iter dH,0 pH
70 awtoclaved at 121°C for 25 min and supplemented with 100 pg/ml ampiciim)} The
culture was ncubated overnight, and a 1 mi aliquot placed In a 15 mi microcentnfuge tube
The culture samples were loaded mto the AutoGen 540™ automated nucleic acd isolabon

instrument and plasmid DNA was Isolated using Cycle 3 (equipment software) according to
manufacturer's instructions

715 Preparation And Transformation
Of S avermitiis Protoplasts

Singla colonies of S avermitiiis were 1sclated on 1/2 strength YPD-6 The mycelia
were usad fo noculate 10 mi of TSB medum in a 25 mm x 150 mm fube which was then
incubated with shaking (300 rpm) at 28°C for 48 hrs One m of mycelia was usad to inoculate
50 ml YEME medium YEME medium containg per iter Difco Yeast Extract - 3 g Difco
Bacto-peptone - 5 g Difen Malt Extract - 3 g Sucrose - 300 g  After autoclaving at 121°C for
25 min the following were added 2 5 M MgCl, 8H,0 (separately autoctaved at 121°C for 25
min)-2ml and glycine (20%) (filter-sterliized)- 25 mi

The mycelia were grown at 30°C for 48-72 hrs and harvested by centnfugation in a 50
mi centrifuge tube (Falcon) at 3 000 rpm for 20 min  The supematant was discarded and the
mycelia were resuspended in P buffer which contains. sucrose - 205 g K,SO, - 025 g
MgCl, 6H,0-202 g H,0-600 ml K,PO, (05%) - 10 ml trace element soluton - 20 mi
CaCl, 2H,0 (368%) - 100 mi and MES tuffer (10 M pH 65) - 10 ml  (*Trace element
solutron contains per itec ZnCl, - 40 mg FeCl, 6H,0-200mg CuCl, 2H,D-10mg MnCl,

4H,0 - 10 mg Na,B,0, 10HD0 - 10 mg (NH,)s Mo,0,, 4H,0 - 10 mg) The pH was
adjusted v 6 5 final volume was adjusted to 1 fiter and the medium was filtered hot through a
0 45 micron filter

The mycelia were pelleted at 3 000 rpm for 20 min the supematant was discarded
and the mycella were resuspended in 20 mi P buffer containing 2 mg/mi lysozyme. The
mycelia were Incubated at 35°C for 15 min with shaking and checked mucroscopically to
determine extont of protoplast formaton When protoplast formation was complete the
protoplasts were centrifuged at 8 000 rpm for 10 min  The supematant was removed and the
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protoplasts were resuspended in 10 ml P buffer The protoplasts were centnfuged at 8 000
rpm for 10 min the supematant was removed the proloplasts were resuspended in 2 ml P
buffer and approximately 1 x 10° protoplasts were distnbuted to 20 ml cryogenic wvials
{Nalgene}

A vial contaming 1 x 10° protoplasts was centnfuged at 8 000 rpm for 10 min the
supematant was removed and the protoplasts were resuspended in 0 1 mi P buffer Twoto 5
pg of transforrmung DNA were added to the protoplasts immediately followed by the addibon of
0 5 ml working T buffer T buffer base contains PEG-1000 (Sgma) -25¢g sucrose-25 g
H, O - 83 ml The pH was adjusted to 8 8 with 1 N NaOH ({filter sterilized) and the T buffer
base was filter-stenized and stored at 4°C Working T buffer made the same day used was
T buffer base - 8 3 ml K,PO, {4 mM)-10ml CaCl, 2H,0 (8§ M}-02 m! and TES (1M pH
8)-05ml Each component of the working T buffer was individually fitter-stenized

Within 20 sec of adding T bufler to the protoplasts 1 0 m! P buffer was also added
and the protoplasts were centnfuged at 8 000 rpm for 10 min  The supematant was discarded
and the protoplasts were resuspended in 0 1 mi P buffer  The protoplasts were then plated on
RM14 media which contains. sucrose-205g K.50, -025g MgCL, 6H0 - 1012 g
glucose - 10 g Difco Casamino Acids - 01 g Drdco Yeast Extract- 5 g Difco Oatmeal Agar

3 g Difco Bacto Agar-22 g dH,0 800 ml The solution was autociaved at 121°C for 25
min After autoclaving stenle stocks of the followng were added  K,PO, (0 5%) - 10 mi
CaCl, 2H.0 (5M)-5ml L-proline {20%) - 15 ml, MES buffer (10 M pH85)- 10 m trace
element soluton (same as above) - 2 ml cycloheximide stock (25 mg/mi) - 40 ml and 1N
NaOH -2 ml. Twenty-five ml of RM14 medium were aliquoted per plate and plates dned for
24 hr before use

The protoplasts were incubated In 95% humdity at 30°C for 20-24 hrs  To select
thiostrepton resistant transformants 1 ml of overlay buffer contamning 125 pg per mi
thiostrepton was spread evenly over the RM14 regeneration plates Overlay buffer contains
per 100 mi sucrose - 103 g trace element solution (same as above) - 0.2 m! and MES (1 M
pH68) - 1 ml The protoplasts were incubated in 95% humidity at 30°C for 7-14 days until
thostrepton resistant (Thio") colonies were visibla

716 Transformation Of Streptomyces lividans Protoplasts

S. Inmdans TKB4 (provided by the John Innes Institute Norwich U K) was used for
transfonmations 1n some cases Methods and composiions for growing protoplasting and
transformung S. lividens are descnibed in Hopwood ef a/ 1885 Genetic Manipulation of
Sireptomnyces, A Laboratory Manual John Innes Foundaton Nomwich U KX and performed
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as descnbed therein Plasmid DNA was [solated from S /mdans transformants as descnbed
in Secton 7 13 above
717 Fermentation Analysis Of S avermitills Strang

S. avermitills mycelia grown on 1/2 strength YPD-6 for 4-7 days were Incculated Into
1 x 6 inch tubes contaming 8 ml of preform medium and two 5 mm glass beads. Preform
medium contains  soluble starch (erther thm boiled starch or KGOSO Japan Com Starch Co
Nagoya) - 20 g. Pharmamedia - 15 g/, Ardamne pH - 5§ g/L (Champiain ind Cifton NJ)
CaCO, - 2 gL 2x becfa ( befa refers o bmanched chain fatty aceds) contaming a final
concentrabon 1n the madivm of 50 ppm 2-{+/-}-methy! butync acid 60 ppm sobutyric acid
and 20 ppm isovaleric acid The pH was adjusted to 7 2 and the medium was autoclaved at
121°C for 25 min

The tube was shaken at a 17° angle at 215 rpm at 29°C for 3 days. A 2-ml aliquot of
the seed culture was used to Inoculate a 300 ml Edenmeyer flask contalning 25 ml of
production medium which contains starch (ether thin boiled starch or KOSQ) - 160 gL
Nutrsoy (Archer Danlels Midland Decatur IL) - 10 g/L, Ardamne pH - 10 gl. KHPO, -2 gL
MgSO, 4H,0 - 2 g FeSO,.7H,0 - 002 g/, MnCl, - 0002 g, ZnSO, 7H,O - 0 002 gL
CaCoO, - 14 glt. 2x befa (as above) and cyclohexane carboxylic acid (CHC) (made up as a
20% soluton at pH 7 0) - 800 ppm The pH was adjusted to 69 and the madium was
autoclaved at 121°C for 25 min

Afer inoculaton the flask was incubated at 28°C for 12 days with shaking at 200
rpm  After incubaton a 2 ml sample was withdrawn from the flask, diuted with 8 ml of
methanoi mixed and the madure ceninfuged at 1 250 x g for 10 min to pellet debris The
supematant was then assayed by HPLC using a Beckman Ultrasphera ODS column (25 cm x
4 6 mm ID) with a flow rate of 0 75 mi/min and detecion by absorbance at 240 nm. The
mobile phase was 86/8 9/5 1 methanol/water/ acetonitrile

718 Isolation Of S avermitiils PKS Genes

A cosmid library of S. avermitiiis (ATCC 31272 SC-2) chromosomal DNA was
prepared and hybrided with a keiosynthase (KS) probe made from a fragment of the
Saccharopolyspora erythraea polyketide synthase (PKS) gene A detalied descniption of the
preparabion of cosmid [branes can be found In Sambrook ef a/ 1889, above A detailed
descnphon of the preparation of Streptomyces chromosomal DNA libraries Is presented in
Hopwood ef af 1985 above Cosmid ciones containing ketosynthase-hybndizing regons
were wdentfied by hybridzation to a 27 Kb Ndel/Ecod7Iil fragment from pEX26 (kndly
suppfied by Dr P Leadlay Cambrdge UK) Approximately 5 ng of pEX26 were digested
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using Ndei and Ecod47ll The reacton mixture was loaded on a 0 8% SeaPlague GTG
agarose gel (FMC BioProducts Rockland ME)}) The 2 7 Kb Ndel/Ecod7lll fragmant was
excised from the gel after electrophoress and the DNA recovered from the gel using
GELase™ from Epicentre Technologies using the Fast Protocol The 2 7 Kb Ndel/Eco47lll
fragment was (abeled with {a-*PldCTP (deoxycytidine S-nphosphate tetra
(tnethylammonium) salt, [alpha-*P}) (NEN-Dupont Boston MA) using the BRL Nick
Translation System (BRL Life Technalogies Inc. Gathersburg MD) following the supplier's
instructions A typical reacion was performed in 0 05 mi volume After addition of 5 ul Stop
buffer the labeled DNA was separated from unincorporated nucleotdes usmg a G-25
Sephadex Quick Spin™ Column (Boehringer Mannhelm) foflowing supplier’s instructons

Approximately 1 800 cosmud clones were screened by colony hybndlzabon Ten
clones were identified that hybndzed strongly to the Sacc erythrasa KS probe £ calr
caolonles containing cosmid DNA. were grown in LB liqguid medium and cosmid DNA was
solated from each culture in the AutoGen 540™ automated nucleic acwd isolabon instrument
using Cycle 3 (equipment software) according to manufacturet’s instructons Restriction
endonuciease mapping and Southem blot hybndzation analyses revealed that five of the
clones contained overdapping chromosomal regions An S avennitlis genomic SamHi
restncion map of the five cosmids (re. pSEGS pSEG6 pSEG7 pSEBB pSESD) was
constructad by analysis of averlapping cosmids and hybridizations (FIGURE 4)

718 identification Of DNA That Modulates
Avermectin B2 B1 Ratios And
identification Of An aveC ORF

The foliowing methods were used to test subcloned fragments denved from the
pSEGS cosmid clone for their abildy o modulate avermectin B2 B1 rabos in AveC mutants
pSE6B (5 pg) was digested with Saci and BamHl  The reaction mixture was loaded on a
0 8% SeaPlaque™ GTG agarose gel (FMC BioProducts), a 2 9 Kb Sacl/BamHI fragment was
excised from the gel after electrophoresis and the DNA was recovered from the gel using
GELase™ (Epicentre Technologies) using the Fast Protocol Approximately 5 pg of the
shuttle vector pWHM3 (Vara et al 1988 J Bactanol 171 5872-5881) was digested with Sacl
and BamHl About 05 pg of the 29 Kb insert and 0 5 pg of digested pWHM3 were mibxed
together and incubated overnight with 1 unit of lgase (New England Biolabs inc Beverly
MA) at 15°C in a total volume of 20 Wl accordmg to supplier's Instructions. After incubation 5
pl of the ligabon nuxture was incubated at 70°C for 10 min cooled to rm temp and used to
transforrn competent E. colf DH5a cells (BRL) according to manufacturer's Instructons.
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Plasmid DNA was 1solated from ampicidiin resistant transformants and the presence of the 2 9
Kb Sacl/BamHI insert was confirmed by resinction analysis This plasmud was designated as
pSE119

Protoplasts of S avermdilis strain 1100-SC38 (Phizer in house strain) were prepared
and fransformed with pSE119 as described in Sechon 7 15 above Strain 1100-SC38 15 a
mutant that produces significantly more of the avermechn cyclohexyl-B2 form compared to
avermechn cyclohexyl-B1 form when supplemanted with cyclohexane carboxylic acid (B2 B1
of about 30 1) pSE119 used to transform S avermitiis protoplasts was Isolated from etther
E coft stran GM2163 (obtained from Or B8 J Bachmann Curator E coll Genetic Stock
Center Yale Universtly) E colr strain DM1 (BRL} or 5. /ndans strain TK64 Thiostrepton
resistant transformants of strain 1100-SC38 were isolated and analyzed by HPLC analysis of
fermentation products  Transformants of S avermitilis strain 1100-SC38 containing pSE118
produced an altered ratio of avermectin cyciohexylB2 cyciohexyl B1 of about 3 7 1 (TABLE
2)

Having established that pSE119 was able to modulate avermechn B2 B1 ratios In an
AveC mutant, the insert DNA was sequenced Approximately 10 ug of pSE118 were 15olated
using a plasmid DNA isolasbon kit (Qiagen Valencia CA) following manufacturer's
instruchons and sequenced using en ABI 373A Automated DNA Sequencer (Perkin Eimer
Foster City CA) Sequence data was assembled and edited using Genetic Computer Group
programs (GCG Madison WI) The DNA sequence and the aveC ORF are presented in
FIGURE 1 (SEQ 1D NO1)

A naw plasmd designated as pSE118 was constructed as follows. Approximately 5
ng of pSEGE was digested with Sphl and BamHl  The reaction mixture was loaded on a 0 8%
SeaPlaque GTG agarose gel (FMC BioProducts) a 2 8 Kb Sphl/BamHi fragment was excised
from the gel after efectrophoresis and the DNA was recovered from the gel using GELase™
({Epicentre Technologies) using the Fast Protocol Approximately § ug of the shuttie vector
pWHM3 was digested with Sphl and BamHl About 0 5 pg of the 2.8 Kb insert and 0 5 pg of
digested pWHM3 were mixed together and Incubated overnight with 1 untt of ligase {(New
England Biclabs) at 16°C in a fotal volume of 20 pl according to supplier's instructons  Aftar
mcubabon 5 i of the ligation mixture was incubated at 70°C for 10 min cooled to rm temp
and used to transform competent E colf DH5a cells according o manufacturer's instructhons
Plasmid DNA was isolated from ampicilhin resistant transformants and the presence of the 2 8
Kb Sphi/BamHi insert was confirmed by restncion analysls This plasmid was dasignated as
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pSE118 The mnsert DNA in pSE118 and pSE119 overlap by approxumately 838 nucleobdes
(FIGURE 4)

Protoplasts of S avermutiis strain 1100-SC38 were transformed with pSE118 as
above Thiostrepton resistant transformants of strain 1100-SC38 were 1solated and analyzed
by HPLC analysis of fermentation products Transformants of S avermulills stran 1100-SC38
contaming pSE118 were not altered In the ratios of avermectin cyclohexyl-B2 avermectn
cyclohexyl-B1 compared fo strain 1100-SC38 (TABLE 2)

7110 PCR Amplification Of The aveC Gene
From S avermitilis Chromaosomal DNA

A ~12 Kb fragment cortaining the aveC ORF was wolated from S avermitiis
chromosomal DNA by PCR amplification using primers designed on the basis of the aveC
nucleotide sequence obtamed above The PCR pnmars were supphed by Genosys
Biotechnologies Inc. (Texas) The nghtward primer was B5-TCACGAAACCGGACACAC-3
(SEQ ID NO 6) and the leftward primer was. 5- CATGATCGCTGAACCGAG-3 (SEQ ID
NO7) The PCR reacton was camed out with Deep Vent™ poiymerase (New Engtand
Blolabs) in buffer provided by the manufacturer and n the presence of 300 uM dNTP 10%
glycerol 200 pmol of each pnmer 01 pg template and 2 5 units enzyme in a final volume of
100 ui using a Perkin-Elmer Cetus thermal cycler The thermal profile of the first cycle was
95°C for 5 min (denaturation step} 60°C for 2 min (annealng step) and 72°C for 2 min
{extension step) The subsequent 24 cycles had a similar thermal profile except that the
denaturation step was shortened to 45 sec and the annealing step was shortened to 1 min

The PCR product was electrophoresed In a 1% agarose gel and a single DNA band of
~12 Kb was detected This DNA was purified from the gel and ligated with 25 ng of
inearzed blunt pCR-Blunt vector (Inwtrogen) in a 1 10 molar vector-to-insert ratio following
manufacturer’s instructions The lgaton mixture was used to transform One Shot™
Competent E coli cells (Invitrogen) following manufacturer's mstructions  Plasmid DNA was
isolated from ampicilin resistant transformants and the presence of the ~1 2 Kb insert was
confirmed by restnction analysis Thes plasmid was designated as pSE179

The mnsert DNA from pSE179 was wolated by digestion with BamHU/Xbal separated
by electrophoresis punfied from the gel and ligated with shuttle vector pWHM3, which had
also been digested with BamHi/Xbal In a total DNA concentration of 1 pg In 8 1 5 molar
vector-to-insert raho  The ligaton modure was used to transform competent £ coff DH5a
¢ells according to manufacturers Instructions Plasmid DNA was isolated from ampicilin
resistant transformants and the presence of the ~1 2 Kb Insert was confimed by restriction
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analysis This plasmd which was designated as pSE186 (FIGURE 2 ATCC 209604} was
ransformed into £ coll DM1 and plasmud DNA was rsolated from ampicdiin resistant

transformants

T2 Results

A 29 Kb Sacl/BamH) fragment from pSE119 was dentfied that, when transformed
into S. avermitits strain 1100-SC38 significantly altered the ratio of B2 B1 avermectin
produchon S avermibiis stran 1100-SC38 nomally has a B2 B1 ratio of about 301 but
when transformed with a vector compnsing the 29 Kb SacUBamH| fragment, the ratio of

B2 B1 avermechn decreased to about 37 1

cultures venfied the presence of the transforming DNA.
The 29 Kb pSE119 fragment was sequenced and a ~0 8 Kb ORF was dentified
(FIGURE 1) (SEQ 1D NO 1) which encompasses a Psfi/Sphl fragment that had previously

been mutated elsewhera to produce B2 preducts only (lkeda of al

1995, above)

Post-fermentaton analysis of transformant

A

companson of this ORF or s corresponding deduced polypeptide against known databases
(GenEMBL SWISS PROT) did not show any strong homology with known DNA or protein

sequences
TABLE 2 presents the fermentaton analysis of S svermilifis stran 1100-SC38
transformed with various plasmids
TABLE 2
S avermitis strain No Transformants Avg
(transforming plasmid) Tested B2 81
Ratlo
1100-SC38 (none) '] 3066
1100-SC38 (pWHM3) 21 313
1100-SC38 (pSE119) 12 37
1100-SC38 (pSE118) 12 304
1100-SC38 (pSE185) 14 279
8 EXAMPLE CONSTRUCTION OF

S AVERMITILIS AveGC MIUTANTS

W

z

This example describes the construction of several different S avermitllis AveC
mutants using the compositions and methods described above A general description of
techniques for introducing mutations into a gene In Streplomyces is descnbed by Kieser and
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Hopwood 1991 Meth Enzym 204 430-458 A more detalled descnphton is provided by
Anzai ef al 1988 J Antiblot XLI(2) 226 233 and by Stutzman-Engwall ef &/ 1992 J
Bactenol 174(1) 144 154 These references are mcorporated heren by reference in thesr
entirety

81 Inactivation Of The § avermitiiis aveC Gene

AveC mutanits containing inactvated sveC genes were constructed using several
methods as detalled below

In the first method a 840 bp Sphl/Pstl fragment internal to the aveC gene in pSE119
{plasmid descnbed n Section 718 above) was replaced with the ermE gene (for
erythromycin resistance) from Sace. erythreea The ermE gene was solated from phJ4026
(provided by the John Innes Insbtute Norwich U K see also Bibb et a/ 1985 Gene 41 357-
368) by restnction enzyme digestion with Bglll and EcoRl followed by electrophoresis, and
was punfied from the gel This ~1 7 Kb fragment was ligated into pGEM7Zf (Promega) which
had been digested with BamHI and EcoRl and the ligaton modure transformed into
competent £ colt DH5a celis following manufacturer's instructions Plasmid DNA was
isolated from ampkifiin resistant transformants and the presence of the ~1 7 Kb insert was
confirmed by restrichon analysis  This plasmud was desgnated as pSE27

pSE118 (descnbed in Sechon 7 19 above) was digested with Sphl and BamH] the
digest electrophoresed and the ~2 8 Kb Sphl/BamH| insert punfied from the gel pSE118
was digested with Psti and EcoR| the digest electrophoresed, and the ~1 5 Kb Psii/EcoRl|
msert punfied from the gel Shuifle vector pWHM3 was digested with Bamil and EcoRl
pSE27 was digested with Pstl and Sphl the digest electrophoresed and the ~17 Kb
Psii/Sphl nsert punfied from the gel All four fragments (e -28Kb ~15Kb ~72Kb ~1 7
Kb} were hgated together In & 4-way ligation The ligation mixture was transformed mto
competent £E coffl DH5a cells following manufacturers mstructons. Plasmid DNA was
isolated from ampicilin resistant transformants, and the presence of the comect insert was
confirmed by restriction analysis This plasmid was designated as pSE180 (FIGURE 3 ATCC
209605)

PSE180 was transformed into S. lividans TK84 and transformed colonles identified by
resistance to thiostrepton and erythromycin  pSE180 was Isolated from S invadans and used
fo tansform S avermitilis protoplasts. Four thiostrepton resistant S. avermiliis transformants
were dentfied and protoplasts were prepared and plated under non-selective conditions on
RM14 medla Afer the protoplasts had regenerated single colonies were screened for the
presance of erythromycin resistance and the absence of thiostrepton resistance, indicating
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chromosomal integration of the inachvated aveC gene and loss of the free replicon One Erm
Thio® transformant was identified and designated as strain SE180 11 Total chromosomal
DNA was 1solated from stramn SE180-11 digested with restnction enzymes BamHl Hindlll
Psii or Sph resolved by electrophoresis on a D 8% agarose gel transferred to nylon
membranes and hybndzed to the ermE probe These analyses showed that chramosomal
integraton of the ermE resistance gene and concomitant deletion of the 640 bp Fsti/Sphl
fragment had occurred by a double crossover event HPLC analysis of fermentation products
of strain SE180-11 showed that normal avermectins were na longer produced (FIGURE 5A)

In a second method for inachvatng the aveC gena the 17 Kb e/mE gene was
removed from the chromosome of S avermitiis stran SE180-11 leaving a 640 bp Psti/Sphl
deleton n the aveC gene A gene replacement plasmid was constructed as follows pSE180
was partally digested with Xbal and an ~11 4 Kb fragment punfied from the gel The ~114
Kb band lacks the 1 7 Kb ermE resistance gene The DNA was then ligated and transformad
inte E colt DH5a cells. Plasmid DNA was isolated from ampicillin resistant transformants and
the presence of the comect insert was confirmed by restricton analyers This plasmid which
was designated as pSE184 was fransformed into £ colf DM1 and plasmid DNA solated
from amplciilin resistant transformants This plasmd was used to transform protoplasts of S
avammitihs strain  SE180-11 Protoplasts were prepared from thiostrepton resistant
transformants of strain SE180-11 and were plated as single colonies on RM14  After the
protoplasts had regenerated single colomes were screened for the absence of both
erythromycn resistance and thiosirepton resistance indicating chromosomal integration of the
inaciivated aveC gene and loss of the free replicon containing the ermE gene  One Enm*
Thio* fransformant was |dentified and designated as SE184-1-13 Fermentation analysis of
SE184-1-13 showed that normal avermectins were not produced and that SE184-1-13 had the
same fermentaton profile as SE180-11

In a third method for inactivabng the aveC gene a frameshift was introduced into the
chromosomal aveC gene by adding two G s after the C at nt position 471 using PCR thereby
creating a BspE1 site  The presaence of the engineered AspE1 site was useful m detecting the
gene replacement event. The PCR primers wera designed to introduce a framestift mutation
into the aveC gene and were supplied by Genosys Biotechnologies inc The rightward
primer was 5-GGTTCCGGATGCCGTTCTCG-3' (SEQ ID NO 8) and the leftiward primer
was 5-AACTCCGGTCGACTCCCCTTC-3 (SEQ ID NOS) The PCR condrions were as
descnbed in Section 7 1 10 above The 666 bp PCR product was digested with Sphl to give
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two fragments of 278 bp and 388 bp respectively The 388 bp fragment was punfied from the
gel

The gene replacement plasmid was constructed as follows shuttle vector pWHM3
was digested with EcoRl and BamHt pSE119 was digeated with BamHl and Sphl the digest
electrophoresed and a ~840 bp fragment was punfied from the gel pSE118 was digested
with EcoRt and Xmnl the digest was resolved by electrophoresis and a ~1 7 Kb fragment
was punfied from the gel Al four fragments (ré ~7 2 Kb ~840 bp ~17 Kb and 388 bp)
were ligated together in a 4-way ligaton The ligation muxture was transformed into
competent E colt DHSa cells Plasmid DNA was [solated from ampiclm resistant
transformants and the presence of the comact insert was confirmed by restricton analysls and
DNA sequence analysis This plasmid which was designated as pSE{185 was transformed
into E colt DM1 and plasmud DNA isolated from ampicillin resistant transformants This
plasmid was used to transform protoplasts of S. avermitilis strain 1100-SC38 Thiostrepton
resistant transformants of strain 1100-SC38 were Isolated and analyzed by HPLC analysis of
fermentation products. pSE185 did not ssgmificantly alter the B2 B1 avermechn ratios when
transformed into S avermitiis strain 1100-SC38 (TABLE 2)

pSE185 was used to transform protoplasts of S avermibiis to generate a frameshift
mutation in the chromosomal aveC gene Protoplasts were prepared from thiostrepton
resistant transformants and plated as single colonies on RM14  After the protoplasts had
regenerated smgle colonles were screened for the absence of thiostrepton reswstance
Chromosomal DNA from thiostrepton sensitive colonies was Isolated and screened by PCR
for the presance of the frameshift mutation integrated into the chromosome The PCR primers
were designed based on the aveC nucleotide sequence and were supplied by Genosys
Biotechnologies [nc. (Texas) The rghtward PCR pramer was 5-
GCAAGGATACGGGGACTAC-3 (SEQ ID NO 10) and the lefiward PCR primer was &§-
GAACCGACCGCCTGATAC-3 {SEQ ID NO 11) and the PCR condibons were as described
in Secton 71 10 above The PCR product obtamed was 543 bp and when digested with
OspE1 three fragments of 368 bp 96 bp and 79 bp were observed indicating chromosomal
integration of the inactivated aveC gene and loss of the free rephcon

Fermentation analysis of S avermiliis mutants containing the frameshift mutabon in
the aveC gene showed that normal avermecting were no longer produced and that these
mutants had the same fermentation HPLC profile as strans SE180-11 and SE184-1-13 One
Thio* transformant was identified and designated as strain SE185-5a.
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Additianally a mutation in the aveC gene that changes nt posibon 520 fram G 1o A
which results i changing the codon encoding a tryptophan (W) at postion 116 to a
terminatron codon was produced An S. avermitilis strain with this mutation did not produce
normal avermectins and had the same fermentation profile as strains SE180-11 SE184-1-13
and SE185-5a

Additionally mutatons in the aveC gene that change both (1) nt position 970 from G
to A, which changes the amino acid at position 266 from a glyaine (G) to an aspartate (D) and
(n) nt position 996 from T to C which changes the amino acid at possbon 275 from tyrosine (Y)
to hisbdine (H) were produced An S svermililis strain with these mutations {(G256D/Y275H)
did not produce nommal avermectins and had the same fermentation profile as stramns SE180-
11 SE184-1-13 and SE185-5a

The S avermitilis aveC mactvaton mutant strains SE180-11 SE184-1-13 SE185-
5a and others provided herewith provide screenmg tools to assess the impact of cother
mutatans i the avaC gene pSE186 which cantains a wild-type copy of the aveC gene was
transformed into £ colr DM1 and plasmid DNA was isolated from ampicilin resistant
transformants This pSE186 DNA was used to transform protoplasts of S avermitiis strain
SE180-11 Thiostrepton resistant transformants of stran SE180-11 were isolated the
presence of erythiomyan resistance was determined and Thio” Emn’ transformants were
analyzed by HPLC analysts of fermentation products The presence of the functonal aveC
gene in brans was able to restore normal avermectn production to stram SE180-11 (FIGURE
5B)

8.2. Analysis Of Mutations In The aveC
Gene That Alter Class B2 B1 Ratros

AS degcnbed above S avermitiis strain SE180-11 containing an inactve aveC gene
was complemented by transformation with a plasmid containing a funchonal aveC gene
(pSE186) Strain SE180-11 was also ublized as a host siran to characterize other mutations
in the aveC gene as described below

Chromosomal DNA was isolated from strain 1100-SC38 and used as a template for
PCR ampiification of the aveC gene The 12 Kb ORF was isclated by PCR amplification
using primers designed on the basis of the avaC nucleotide sequence The nghtward primer
was SEQ ID NO & and the leftward pnmer was SEQ ID NO 7 (see Secbon 7 1 10 above)
The PCR and subcloning conditions were as descnbed in Section 7110 DNA sequence
analysis of the 12 Kb ORF shows a mutation In the aveC gene that changes nt position 337
from C o T which changes the amino acid at posiion 55 from serine (S) to phenylalanine (F)
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The aveC gene containing the S55F mutation was subcioned into pWHM3 to produce a
plasmud whuch was designated as pSE187 and which was used to transform protoplasts of S
averrmtiis strain SE180-11 Thiostrepton resistant fransformants of strain SE180 11 wemre
isolated the presence of erythromycin resistance was determined and Thio Emn'
transformants were analyzed by HPLC analysis of fermentation products The presence of
the aveC gene enceding a change at amino acd residue 55 (S55F) was able to restore
normal avermechn production to stran SE180-11 (Fig 5C) however the cyclohexyl
B2 cyciohexy! B1 ratio was about 26 1 as compared to stran SE180 11 transformed with
pSE186 which had a ratio of B2 B1 of about 16 1 (TABLE 3) tndicating that the single
mutaton (S55F) modulates the amount of cyclohexyl-B2 produced refative to cyclohexyl-B1

Another mutation in the aveC gene was idenbfied that changes nt poston 862 from G
to A, which changes the amino acld at position 230 from glyeme (G) to aspartate (D) An $
avermililis strain having this mutation (G230D) produces avermectns at a B2 B9 ratio of about
301

83 Mutations That Reduce The B2 B1 Ratlo

Several mutations were constructed that reduce the amount of cyclohexyl-B2
produced relative to cyclohexyl-B1 as follows

A mutabon m the aveC gene was identifled that changes nt postion 588 from G to A,
which changes the amino acid at positon 139 from alamine (A) to threonine (T) The aveC
gene contaimng the A139T mutation was subcloned Into pWHMS3 to produce a ptasmid which
was designated pSE188 and which was used (o transform protoplasts of S avermitiis strain
SE180-11 Thiostrepion resistant transformants of strain SE180-11 wers solated the
presence of erythromycin resistance was determined and Thio' Emn™ transformants were
analyzed by HPLC analysis of fermentaton products. The presence of the mutated aveC
gene encoding a change at amino acxd reskiue 139 (A139T) was able to restore avermectin
production to strain SE180-11 (FIGURE 5D) however the B2 B1 rato was sbout 0 84 1
indicatng that this mutation reduces the amount of cyciohexyl82 produced relative to
cyciohexy-B1 This result was unexpected because published results, as well as the results
of mutations descnbed above have only demonstrated esther Inactivation of the aveC gene or
increased production of the B2 form of avermectm relative to the B1 form (TABLE 3)

Because the A138T mutation altered the B2.B1 ratios in the more favorable B1
direction, a mutation was constructed that encoded a threonine instead of a serine at amino
acd postion 138 Thus, pSE186 was digested with FcoRi and cloned into pGEM3Zf
(Promega)} which had been digesied with EcoRl This plasrmid which was designated as
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pSE186a was digested with Apal and Kpnl the DNA fragments separated on an agarose gel
and two fragments of ~3 8 Kb and ~0 4 Kb were punfied from the gel The ~12 Kb insert
DNA from pSE186 was used as e PCR tempiate 1o introduce a single base change at nt
position 585 The PCR pnmers were designed to introduce a mutabion at nt positon 585 and
were supplied by Genosys Biotechnologies Inc. (Texas) The nghtward PCR pnmerwas 5-
GGGGGEGGGCCCEGGTGCEGCGAGGCGGAAATGCCCCTGGCGACG-3 (SEQ ID NO 12)
and the leftward PCR pnmer was 5-GGAACCGACCGCCTGATACA-3 (SEQ ID NO 13)
The PCR reacton was camed out using an Advantage GC genamic PCR kit (Clonetech
Laboratones Palo Atn CA} in buffer provided by the manufacturer in tha presence of 200 uM
dNTPs 200 pmol of each pnmer 50 ng template DNA 10 M GC-Melt and 1 umt KlenTagq
Polymerase M in a final volume of 50 ut  The thermal profile of the first cycle was 94°C for 1
min followed by 25 cycles of 84°C for 30 sec and 68°C for 2 mn and 1 cycle at 68°C for 3
min A PCR product of 285 bp was digested with Apal and Kpnl to release a 254 bp fragment,
which was resolved by selectrophoresis and punfiad from the gel All three fragments {(~3 8
Kb -0 4 Kb and 254 bp) were ligated together in a 3-way ligaton The ligation mixiure was
transformed into competent £ coll DHSa cells  Plasmid DNA was isolated from ampicillin
resistant transformants and the presence of the correct Insert was confirmed by restnction
analysis This plasmid was designated as pSE198

pSE198 was digested with FcoRl cloned Into pWHM3 which had been digested with
EcoRI and transformed nto £ colf DHSx cells Plasmid DNA was solated from ampicilim
resistant transformants and the presence of the comrect Insert was confirned by restriction
analysis and DNA sequence analysis This plasmid DNA was transformed nto E. cofl DM1
plasmid DNA was Isolated from ampicilin msistant transformants and the presence of the
correct insert was confirmed by restnchon analysis This plasmmd  which was designated as
pSE199 was used 1o transform protoplasts of $ avermiitilis strain SE160-11  Thiostrepton
resistant transformants of stan SE180-11 were msolated the presence of erythromycin
resistance was determined and Thio' Erm' transformants were analyzed by HPLC analysis of
fermentaton products The presence of the mutated aveC gene encoding a change at amino
acid residue 138 (S138T) was able to restore normal avermectin producton to straln SE18D-
11 however the B2 B1 rabo was 0 88 1 indicating that this mutabon reduces the amount of
cyclohexyl-B2 produced refative fo cyclohexyl-B1 (TABLE 3} This B2 B1 ratio is even lower
than the 0 94 1 rato observed with the A139T mutation produced by transformation of atrain
SE180-11 with pSE188 as descnbed abave
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Another mutaton was constructed to wtroduce a threomine at both amino acd
posihons 138 and 139 The ~1 2 Kb insert DNA from pSE186 was used as a PCR template
The PCR pnmers were designed to introduce mutatons at nt posibions 585 and 588 and were
supplied by Genosys Biotechnologies Inc (Texas) The nghtward PCR pnmer was 5-
GGGGGCGGGCCCGGGTGCEGGAGGCGBAAATGCCGCTGGCGACGACC-A (SEQ D
NO 14) and the leftward PCR pnmer was 5-GGAACATCACGGCATTCACC 3 (SEQ ID
NO 15) The PCR reaction was performed using the conditions descnbed immediately above
in this Section A PCR product of 448 bp was digestad with Apal and Kpnl to release a 254
bp fragment which was resolved by electrophoresis and purified from the gel pSE186a was
digested with Apal and Kpnl the DNA fragments separated on an agarose gel and two
fragments of ~3 8 Kb and ~0 4 Kb were punfied from the gel All three fragments (~3 8 Kb
~0 4 Kb and 254 bp) were ligated together m a 3-way fligatton and the ligation mixture was
transformed into competent E. colf DH5a cells Plasimd DNA was isolated from ampicilin
resistant transformants and the presence of the comect insart was confirmed by restncbon
analysis. This plasmxd was designated as pSE230

pSE230 was digested with EcoR| cloned mto pWWHM3 which had been digesied with
EcoRl and transformed into £ colt DH5a cells Plasmid DNA was solated from ampicillin
resistant transformants and the presence of the comect insert was confirmed by restncton
analysis and DNA sequence analysis This plasmid DNA was transformed ito £ colt DM1
plasmid DNA isolated from ampiaillin resistant transformants and the presence of the comect
insert was confirmed by restriction analysis. This plasmid which was designated as pSE231
was used to transform protoplasts of S avermitils strain SE180-11 Thiostrepton resistant
transformants of SE180-11 were Isolated the presence of erythromycin resistance was
determined and Thio" EmYf transformants were analyzed by fermentabon The presence of
the double mutated aveC gene encoding S138T/A138T was able to restore normal
avemectin produchon to strain SE180-11 however the B2 B1 rabo was 0 84 1 showing that
this mutahon further reduces the amount of cyclohexyl-B2 produced relative to cyciohexyl-B1
(TABLE 3) over the reductions provided by transformation of strain SE180-11 with pSE188 or
pSE198 as descnbad above

Another mutation was constructed to further reduce the amount of cyclohexyl-B2
produced relative to cyciohexyl-B1 Because the S138T/A139T mutatons altered the B2 B1
ratios in the more favorable 81 direction a mutabon was constructed fo introduce a threonine
at aminc acld poston 138 and a phenylalanme at amino acid position 139 The ~12 Kb
insert DNA from pSE186 was used as a PCR template The PCR pnmers were designed to
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introduce mutations at nt postions 585 (changing a T to A) 588 (changing a G to T) and 589
{changing a C to T) and were supplied by Genosys Biotechnologies inc (Texas) The
nghtward PCR pnmer was 5-GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAMMTGCCGC
TGGCGACGTTC-3 (SEQ ID NO25) and the Iefiward PCR pnmer was 5
GGAACATCACGGCATTCACC-3 (SEQ ID NO 15) The PCR reaction was camed out using
an Advantage GC genomic PCR kit {Clonetech Laboratones Palo Alto CA) in buffer provided
by the manufacturer 1n the presence of 200 uM dNTPs 200 pmol of each pnmer 50 ng
template DNA, 1 1 mM Mg acetate 1 0 M GC-Melt and 1 unit Tth DNA Polymerase in a final
volume of 50 ul  The thermal profile of the first cycle was 94°C for 1 min followed by 25
cycles of 94°C for 30 sec and 68°C for 2 min and 1 cycle at 68°C for 3 min A PCR product
of 449 bp was digested with Apal and Kpnl to release a 254 bp fragment, which was resolved
by electrophoresis and punfied from the gel. All three fragments (~3 8 Kb ~0 4 Kb and 254
bp) were ligated together in @ 3-way lgaton The ligabon muxture was transformed mto
competent £ coll DHSx cells Plasmid DNA was Isolated from ampxillin resistant
transformants and the presence of the correct insert was confirmed by restnchon analysis
This plasmid was designated as pSE238

PSE238 was digested with EcoRlI cloned wnto pWHM3 which had been digested with
EcoR| and transformed into £ colt DH5a cells Plasmid DNA was 1solated from ampicilin
resistant transformants and the presence of the comact msert was confirmed by restnction
analysis and DNA sequence analysis This plasmid DNA was transformed into £ colf DM1
plasmid DNA was isolated from ampictlin resistant transformants and the presence of the
carmrect insert was confirmed by restnction analysis. This plasmid which was designated as
pSE239 was used to transform protoplasts of S. avermdilis strain SE180-11  Thiostrepton
resistant transformants of strain SE180-11 were isolated the presence of erythromyen
resistance was determined and Thio” Ermf transformants were analyzed by HPLC analyss of
farmentation products The presence of the double mufaled aveC gene encodmg
S138T/A139F was able to restore nommal avermectn produchon to strain SE180-11 however
the B2 B1 rato was 0751 showing that this mutation further reduced the amount of
cyciohexyl-82 produced relative to cyclohexyl-B1 (TABLE 3) over the reductions provided by
transformation of strain SE180-11 with pSE188 pSE199 or pSE231 as descnbed above
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TABLE 3
§ avermutilis strain No Relative Relative Avg
{transforming plasmid) Transformants B2 Conc B1Conc | B2B1
Tested Ratlo
[SE180 11 (none) 30 0 0 0
SE180-11 (pWHM3) 30 0 0 0
SE180-11 (pSE186) 26 222 140 159
'SE180-11 (pSE187) 12 283 1 263
SE180-11 (pSE188) 24 193 206 094
SE180 11 (pSE199) 18 155 171 088
SE180 11 (pSE231) 6 259 309 064
[SE180-11 (pSE239) 20 184 242 076

Addional mutations were canstructed to further reduce the amount of cyclohexyl-B2
produced relative to cyclohexyl B1 using the technique of DNA shuffing as descnbed in
Stemmer 1984 Nature 370 389-391 and Stemmer 1994 Proc. Nat Acad Sa USA
91 10747-10751 and further descnbed n United States Patents 5605793 5811238 5830721
and 5837458

DNA shuffled plasmids contatning mutated aveC genes were transformed Into
competent dam dem E colt cells Plasmid DNA was wolated from ampicillin resistant
transformants and used to transform protoplasts of S severmilils straln SE180-11
Thiostrepton resistant transformants of stran SE180-11 were Isolated and screened for the
production of avermectins with a cyclchexyl-B2 cyclohexyl-B4 ratio of 1 1 or less The DNA
sequence of plasmid DNA from SE180-11 transformants producing avermectins with a B2 B1
ratio of 1 1 or less was determined

Eight transformants were identfied that produced reduced amounts of cyclohexyl-B2
relative to cyclohexyl-B1 The lowest B2 B1 matio achweved among these transformants was
04 1 (TABLE 4) Plasmid DNA was Isolated from each of the exght transformants and the
DNA sequence deterrruned to identfy the mutatens in the aveC gene The mutabons are as
followe

pSE290 contams 4 nucleotide mutations at nt position 317 from T to A, at nt positon
353 from C to A, at nt posibon 438 from G to A, and at nt postion 1155 rom T to A. The
nucleotide change at nt positton 317 changes the amino acld at AA posiion 48 from D to E
and the nucleotide change at nt positon 438 changes the amino acid at AA posltion B9 from A
fo T The B2 B1 rato produced by cells camying this plasmud was 0 42 1 (TABLE 4)
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pSE291 contamns 4 nucleobde mutatons at nt position 272 from G to A, at nt posiuon
585 from T to A at nt posibon 588 from G to A and at nt position 708 from G to A The
nucleotide change at nt position 585 changes the amino acid at AA position 138 from Sto T
the nuclectde change at nt posibon 588 changes the amino acid at AA posihon 139 from A to
T and the nucleotide change at nt positon 708 changes the ammno acid at AA postton 179
fromGto S The B2 B1 rato produced by cells carrying this plasmid was 0 57 1 (TABLE 4)

pSE292 contains the same four nucleotide mutabons as pSE290 The B2 B1 rabo
praduced by cells carrying this plasmid was 0 40 1 (TABLE 4)

pSE233 contains 6 nucleotide mutatons at nt 24 from A to G at nt position 288 from
Ato C atnt positon 497 from T to C at nt posrtion 554 from C o T at nt posihon 580 from T
to C and at nt position 888 from Ato T The nucleotide change at nt posiion 288 changes the
amuno acd at AA pasiion 38 from Q to P the nucleotide change at nt pasition 580 changes
the amino acid at AA position 136 from L io P and the nucleohde change at nt posibon 886
changes the amino acld at AA posiion 238 from E to D The B2 B1 rato produced by cells
canying this plasmid was 0 68 1 (TABLE 4)

pSEZ294 contains 6§ nucleotde mutahons at nt 469 from T to C at nt position 585 from
T to A, at nt position 588 from G to A, at nt positon 708 from G to A, at nt posiion 833 from C
to T and at nt positon 1184 from G to A In addiion nis at posibons 173 174 and 175 are
deleted The nucleotide change at nt posihon 469 changes the amino acid at AA position 99
from F to S the nuclectide change at nt positon 585 changes the amno acid at AA posrtion
138 from S to T the nucleotide change at nt posibon 588 changes the amino acd at AA
position 139 from Ato T and the nucleotide change at nt position 708 changes the amino acid
from AA positon 178 from G to S. The B2 B1 ratio produced by cells camying this plagmd
was 0 53 1 (TABLE 4)

pSE295 contains 2 mucleotide mutations at nt 588 fromGto Aand atnt 856 from T to
C The nudeotde change at nt position 588 changes the amino acid at AA posrtion 139 from
A to T and the nuclechds change at nt position 856 changes the amino acid at AA posibon
228 imm M io T The B2 B1 ratio produced by cells camying this plasmid was 0 80 1 (TABLE
4)

pSE296 contans 5 nucleohde mutations at nt position 1556 from T to C at nt posihon
505 from G to T at nt pesttion 1039 from C to T at nt posibon 1202 from C to T and at nt
posiion 1210 from T to C The nudlectide change at nt position 505 changes the amino acid
at AA positon 111 from G to V and the nucleotide change at nt postbon 1039 changes the
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amino acid at AA posithon 289 from P to L The B2 B1 ratio produced by cells camying this
plasmid was 0 73 1 (TABLE 4)

pSE297 contains 4 nucleotde mutations at nt postion 377 fram G to T at nt positon
588 from G to A at nt posrthon 633 from A to G and at nt position 1067 from Ato T The
nucleotide change at nt position 588 changes the amino acid at AA positon 139 fom Ato T
the nucleobde change at nt position 633 changes the amino acid at AA posrtion 154 from K to
E and the nuclectide change at nt posiion 1067 changes the amino acid at AA positon 298
frmQtoH The B2 B1 ratio produced by cells carrying this plasmid was 0 67 1 {TABLE 4)

TABLE 4
S avermitihis straln No Relative Relative Avg

(transforming plasmd) Transformants B2 Conc. B1Conc | B2B1
Tested Ratio

"SE180-17 (none) 4 0 0 0

' SE180-11 (pWHM3) 4 0 0 0
SE180-11 (pSE290) 4 87 208 042
SE180-11 (pSE297) 4 106 185 067
[SE180-11 (pSE292) 4 91 231 040
SE180-11 (pSE299) 4 123 180 oes
SE180-11 (pSE294) 4 68 129 053
"SE180-11 (pSE295) r 217 271 0 80
SE180-11 (pSE296) 1 135 188 073
SE180-11 (pSE297) 1 148 221 067

9 EXAMPLE CONSTRUCTION OF §' DELETION MUTANTS
As explained In Section 5 1 above the S. avermitilis nucleotide sequence shown in
FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) compnses four different GTG codons at bp postions 42 174 177
and 180 which are potential start sitas This sechon describes the construchon of muttiple
deletions of the 5' region of the aveC ORF (FIGURE 1 SEQ ID NO 1) to help define which of
these codons could function as start siies In the aveC ORF for protein expression
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Fragments of the aveC gene vanously deleted at the 5 end were 1solated from S
avermitdrs chromosomal DNA by PCR amplificabton The PCR pnmers were desighed based
on the aveC DNA sequence and were supplled by Genosys Biotechnologies Inc  The
nghtward pnmers were 5-AACCCATCCGAGCCGCTC 3 (SEQ ID NO16) (D1F1) 5
TCGGCCTGCCAACGAAC-3 (SEQ ID NC 17) (D1F2) 5-CCAACGAACGTGTAGTAG-3
(SEQ ID NO 18) (D1F3) and 5-TGCAGGCGTACGTGTICAGC-3 (SEQ ID NO 19) (D2F2)
The leftward pnmers were 5-CATGATCGCTGAACCGA-3 (SEQ D NO20) 5-CATGAT
CGCTGAACCGAGGA-3 (SEQ ID NO 21) and §-AGGAGTGTGGTGCGTCTGGA-3 (SEQ
ID NO 22) The PCR reaction was camed out as described m Sechon 8 3 above

The PCR products were separated by electrophoresis in a 1% agarose gel and single
DNA bands of etther ~t 0 Kb or ~1 1 Kb were detected The PCR products were punfied from
the gel and figated with 25 ng of lineanzed pCR2 1 vectar (Invitrogen) in a 1 10 molar vector-
to-insert rato following the manufacturer's instructions  The higaton mixtures were used to
transform One Shot™ Competent E colf celis (Invitogen) following manufacturer's
instructons  Plasmid DNA was 1solated from empiciliin resistant transformants and the
presence of the nsert was confirmed by restnchion analyms and DNA sequence analysis
These plasmids were designated as pSE190 {obtained with primer D1F1) pSE191 (obtained
with pnmer D1F2) pSE192 (obtained with pnmer D1F3) and pSE193 (obtained with primer
D2F2)

The insert DNAs were each digested with BamHI/Xbal separated by electrophoresis
purfied from the ge! and separately ligated with shutle vector p(WHM3 which had been
digested with BamHUXbal n a total DNA concentration of 1 pg in a 1 5 molar vector-to-insert
rato The hgaton mixtures were used to transforrn competent E coli DH5a cells. Plasmid
DNA was Isolated from ampcilin resistant transformants and the presence of the insert was
confirmed by restricion analysis. These plasmids which were designated as pSE194
(D1F1) pSE185 (D1F2) pSE196 (D1F3) and pSE187 (D2F2) were each separately
transformed into E coff stran DM1 plasmid DNA isolated from ampicliiin resistant
transformants, and the presence of the comect insert confirmed by resinction analysis. Tihs
DNA was used to transform protoplasts of S. avermitfis stram SE180-11  Thiostrepton
resistant transformants of strain SE180-11 were isolated the presence of erythromycn
resistance was determined and Thio” Em’ transformants were analyzed by HPLC anaiysis of
fermentation products to determine which GTG sites were necessary for aveC expression
The results indicate that the GTG codon at position 42 can be elinunated without affectng
aveC expression, since pSE184 pSE185 and pSE198 each of which lack the GTG site at
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posihon 42 but which all contain the three GTG sites at postbons 174 177 and 180 were
each able to reslore nomal avermectin producton when transformed wito SE180-11 Nomal
avermectin production was not restored when strain SE180-11 was fransformed with pSE197
which lacks al four of the GTG sites (TABLE 5)

TABLE 5
S avermitihis strain No transformants | Relative | Relative Avg
{transforming plasmid) tested B2 Cone | B1 Conc B2 B1
Ratio
SE180 11 (none) 6 0 0 0

SE180 11 {(pWHM3)

SE180 11 (pSE186) 6 241 152 158

=]
[=]
[=]
o

SE180-11 (pSE194) 6 35 15 243
SE180-11 (pSE195) 6 74 38 197
SE180-11 (pSE196} 6 328 208 158
SE180-11 (pSE197) 12 0 0 0

10 EXAMPLE CLONING OF aveC HOMOLOGS FROM
S _HYGROSCOPICUS AND § GRISEOCHROMOGENES

The present invention allows aveC homolog genes from other avermectin- or
rmilbermycin-producing species of Streplomyces to ba dentified and cloned For example a
cosmid library of S. hygroscopicus (FERM BP-1901) genomic DNA was hybndized with the
12 Kb aveC probe from S avermitis described above Several cosmid clones were
identffied that hybndzed strongly Chromosomal DNA was Isolated from these cosmids and
a 4 § Kb Kpnl fragment was identified that hybridized with the aveC probe Thus DNA was
sequenced and an ORF (SEQ 1D NO 3) was idenbfed having significant homaology to the
aveC ORF of 8 avermitilis An amino acid sequence (SEQ ID NO 4) deduced from the §
hygroscopreus avaC homolog ORF is presented in FIGURE 8

In addion a cosmid kibrary of S. gnseochromogenes genomic DNA was hybndzed
with the 1 2 Kb aveC probe from S. avermitilis described above Several cosmid clones were
«entfied that hybndzed strongly Chromosomal DNA was isolated from these cosmuds, and
a 54 Kb Psil fragment was Identified that hybndized with the aveC probe This DNA was
sequenced and an aveC homolog partial ORF was dentified having signdficant homology to
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the aveC ORF of S avermiihs A deduced partial amino acid sequence (SEQ ID NO 5) is
presented in FIGURE 6

DNA and amino acd sequence analysis of the aveC homologs from S hygroscopicus
ad S gnseochromogenes indicates that these regions share signrficant homology (~50%
sequence identity at the amino acid levet) both to each cther and to the S avermibirs aveC
ORF and AveC gene product (FIGURE 6)

11 EXAMPLE CONSTRUCTION OF A PLASMID WITH
THE aveC GENE BEHIND THE ermE PROMOTER

The 12 Kb aveC ORF from pSE186 was subcloned in pSE34 which Is the shuttle
vector pWHM3 having the 300 bp ermE promoter inserted as a Kpnl/BamH) fragment m the
KpnirBamH| swte of pWHM3 (see Ward ef af 1986 Mol Gen Genet 203 468-478) pSE186
was digested with BamHl and Hindlll the digest resolved by electrophoresis and the 12 Kb
fragment was isolated from the agarose gel and hgated with pSE34 which had been digested
with BamHl and Hindili The ligation mixture was transformed Into competent E coli DH5a
cells according to manufacturer's instructions Plasmid DNA was solated from ampiclilin
resistant transformants, and the presence of the 1 2 Kb insert was confirmed by restnction
analysis This plasmid which was designated as pSE189 was transformed into E colr OM1
and plasmid DNA isolated from amplcilin resistant transformants  Protoplasts of S avermitiis
strain 1100-SC38 were transformed with pSE189 Thiostrepton resistant transformants of
stratn 1100-SC38 were Isolated and analyzed by HPLC analysis of fermentation products.

S avermitiis stran 1100-SC38 transfonmants containing pSE189 were altered n the
ratios of avermectn cyclohexyl-B2 avermectin cyciohexyl-B81 produced {about 3 1) compared
to stran 1100-SC38 (about 341) and total avermectin producton was Increased
approximately 2 4-fold compared to strain 1100-SC38 transformed with pSE119 (TABLE 6)

pSE189 was also transformed mto protoplasts of a wild-lype S. avermiiks strain
Thiostrepton resistant transformants were 1solated and analyzed by HPLC analysis of
fermentation products Tetal avermectins produced by S avermitlis wild-type transformed
with pSE189 were increased approximately 2 2-fold compared to wildtype S avermitils
transformed with pSE119 (TABLE 6)

TABLE 6
S avernitills
strain ':: Tﬂn':- Relative | Relative 'iﬂlatlv':uoﬂl Ekzvg1
tranmmln mal vermectuns
( plasmid) 9 Tested ©2 181 Ratio
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S avermitiis
strain NO T'am' Relaﬂvo Relative Reiat've Total Avg
{transforming formants B2] Avermectins B2 B1
plasmid) Tested [B1) Ratio
1100-SC38 € 155 48 176 339
1100-SC38 9 239 503 357 47
(PSE119)
1100-5C38 16 546 166 849 33
{pSE189)
wild type 6 59 42 113 141
wild type 6 248 151 481 164
(pSE119)
wid type 5 545 345 1071 158
(pSE189)

12. EXAMPLE CHIMERIC PLASMID CONTAINING
SEQUENCES FROM BOTH § AVERMITILIS aveC
ORF AND S HYGROSCOPICUS aveC HOMOLOG

A hybnd plasmid designated as pSE350 was constructed that contains a 564 bp
portion of the $ hygroscopicus aveC homolog replacing a 564 bp homologous portion of the
$ svermitis aveC ORF (FIGURE 7) as follows pSE350 was constructed using a BsaAl
restnchon site that is consarved in both sequences (aveC postion 225) and a Kpnl restnction
slte that 15 present in the S. svermitilis eveC gene (aveC positon 810) The Kpnl site was
ntreduced into the S. hygroscoprcus DNA by PCR using the nghiward pnmer 5-
CTTCAGGTGTACGTGTICG-3 (SEQ ID NO23) and the leftward pnmer 5-
GAACTGGTACCAGTGCCC-3 (SEQ 1D NO24) (supplied by Genosys Biotachnologies)
using PCR condibons described In Section 71 10 above The PCR product was digested
with BsaAl and Kpnl the fragmenis were separated by electrophores!s in a 1% agarose gel
and the 584 bp BsaAl/Kpni fragment was isolated from the gel pSE179 (described in Section
7110 above) was digested with Kpnl and Hindlll the fragments separated by
electrophoresis in a 1% agarose gel and a fragment of ~4 5 Kb was molated from the gel
pSE179 was digested with Hindlll and BsaAl, the fragments separated by electrophoresia in a
1% agarose gel and a ~0 2 Kb BsaAl/Hindil! fragment Isolated from the gel The ~4 5 Kb
HindWKpnl fragment, the ~02 Kb BsaAl/Hindlll fragment, and the 564 bp BsaAl/Kpnl
fragment from S. hygroscopicus were ligated together in a 3-way hgation and the ligation
mixture transformed into competent £ colf DH5x cells Plasmud DNA was isolated from
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ampicillin resistant transformants and the presence of the comect insert was confirmed by
resinchon analysts using Kpni and Aval This plasrmd was digested with Hindiil and Xbsl to
release the 12 Kb insert which was then hgated with pWHM3 which had been digested with
Hindill and Xbal The gaton mixture was transformed into competent E colf DH5a cells,
plasmud DNA was 1solated from ampicillin resistant transformants and the presence of the
correct insert was confirmed by restnction analysis using Hindlll and Aval Thus plasrmd DNA
was transformed nto E colr DM1 plasmid DNA was isolated from ampicilin resistant
transformants and the presence of the comect insert was confirmed by restnction analysis
and DNA sequence analysis This plasmid was designated as pSE350 and used to transform
protoplasts of 5 avermitiis stran SE180-11  Thiostrepton resistant transformants of strain
SE180-11 were solaled the presence of erythromycin resistance was determined and Thig'
Erm transformants were analyzed by HPLC analysis of fermentation products Results show
that transformants containing the S avermnitiis/S hygroscopicus hybrid plasmud have an
average B2 B1 ratio of about 109 1 (TABLE 7)

TABLE?7
$ avermitilis straln No transformants | Relative | Relative Avg
(transforming plasmid) tested B2Conc | B1 Conc. | B2 B1
Ratio
SE180-11 (none) 8 1) 0 0
SE180-11 (pWHM3) 8 o 0 0
SE180-11 (pSE350) 16 233 2 109
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DEPOSIT OF BIOLOGICAL MATERIALS
The following biological matenal was deposited with the Amencan Type Culture
Collecton (ATCC) at 12301 Parklawn Drve Rockville MD 20852 USA on January 29
1998 and was assigned the following accession numbers

Plasmid Accesson No
plasmud pSE180 209605
plasmid pSE186 209604

All patents patent applications and pubhcations cited above are incorporated herein
by reference in their entirety

The present invention is not to be limited m scope by the spacific embodiment
descnbed herein which are intended as single illustratons of Individual aspects of the
inventon and funchonally equivalent methods and components are within the scope of the
inventon Indeed vanous modifications of the inventon in additon to those shown and
descnbed herein will become apparent to those skiled in the art from the foregoing
descnption and accompanying drawings. Such modifications are intended to fall within the
scope of the appended claims
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WHAT IS CLAIMED IS

1 An isolated polynuciectide molecule compnsing the complete aveC ORF of S
averrmitilis which isolated polynuclechde molecule lacks the next complete ORF that is
located downstream from the aveC ORF i situin the S avermtilis chromosome

2 The 1solated palynucleotda molecule of claym 1 comprising a nucleotde sequence
that 1s the same as the S avermiiiis AveC gene produci-encoding sequence of piasmid
pSE186 (ATCC 209604) or that s the same as the nucleotde sequence of the aveC ORF of
FIGURE 1 (SEQ ID NO 1)

3 The 1solated poelynuclectde molecule of cdam 2 further compnsing nucleotide
sequences that naturally flank the aveC gene i sdu in S avermitilis

4 An solated polynuclectide molecule compnsing the nucleotde seguence of SEQ
ID NO 1 or a degenerate vanant thereof

5 An solated polynucieohde molectle compnsing a nucleotide sequence that Is
homologous to the S avermitiis AveC gene product-encoding sequence of plasrmd pSE186
(ATCC 205604) or to the nucleobde sequence of the aveC ORF presented in FIGURE 1
(SEQ ID NO 1)

6 An isolated polynucleabde malecule consishng of a nuclechde sequence that is a
substantial portion of (a) a polynuclectide molecule compnsing a nucieotide sequence that s
the same as the S avemmiiis AveC gene product-encoding sequence of plasmid pSE188
(ATCC 209604) or that Is the same as the nucleobde sequence of the aveC ORF of FIGURE
1 (SEQ ID NO 1} or (b) a polynucleobde molecule comprising a nuclechde sequence that i1s
homologous to the S aevenmitiis AveC gene product-encoding sequence of plasmid pSE186
(ATCC 209604) or to the nucleobde sequerice of the aveC CRF presented in FIGURE 1 (SEQ
IDNO 1)

7 An isolated polynuclechde molecule compnsing the nuclectde sequence of SEQ
ID NO 3 or a nuciectde sequence that 1s homologous to the nucleotde sequence of SEQ 1D
NO3

8 An isolated polynucieohde molecule consisting of a nucieotide sequence thatis a
substantial porbon of the nucieotxie sequence of SEQ 1D NO 3 or a nucleotide sequence that
1s homologous to the nucleotide sequence of SEQ ID NO 3

9 An olgonucieotde molecule that hybndzes under highly stnngent condions to a
polynuciechde molecule having the nucleotde sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or SEQ

ID NO3 or to a polynucleohde molecule having a nucleolide sequence that 1 the
complement of the nucleottde sequence of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) or SEQIDNO 3
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10 The ohgonuclectde molecule of clam $ which 1s complementary to the
nucleohde sequence of FIGURE 1 (SEQ 1D NO 1) or SEQ ID NO 3 or {o a polynucleothde
molecule having a nuciechde sequence that 1s the complement of the nuclaotde sequence of
FIGURE 1 {SEQID NO 1) or SEQIDNO 3

11 A recombinant vector comprising a polynucleohde molectle compnsing a
nucleotide sequence selected from the group consisting of

(a) a nucleohde sequence that 1s the same as the S averrmitiis
AveC gene product-encoding sequence of plasmid pSE186
(ATCC 209604) or that 1s the same as the nucleohde
sequence of the aveC ORF of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1)

{b) a nucleolide sequence that is hamologous to the S avermitilis
AveC gene product-encoding sequence of ptasmid pSE186
{ATCC 209604} or that Is homologous to the nucleotide
sequence of the aveC ORF of FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) and

fc) the nucleotide sequence of SEQ ID NO 3 or a nuclectida
sequence that is homologous o the nucleohde sequence of
SEQIDNO 3

12 The vector of clam 11 further compnsing a nucleobde sequence encoding one
of more regulatory elements in operative associaton with the coding sequence of the vector
of claim 11

13 The vector of claim 12 further compnsing a nucleotide sequence encoding a
selectable marker

14 The vector of claim 13 which is plasmud pSE186 (ATCC 209604)

15 A host cell compnsing the vector of claim 11

16 The host cell of clam 15 which 1s Streptomyces avermitiis or Streplomyces
hygroscopicus

17 An isolated S avermitiis AveC gene product having an amino acid sequence
encoded by the S avermititls AveC gene product-encoding nucleotide sequence of plasmid
pSE186 (ATCC 209604) or encodad by the nucleohde sequence of SEQ ID NO 1 or having
the ammo acid sequence of SEQ 1D NO 2

18 Anisolated S hygroscopicus AveC-homolog gene product having the amino acid
sequence of SEQ ID NO 4

18 A method for producing a recombinant AveC or AveC-homolog gene product,
comprising cultunng the host call of claim 15 under conddions conducive to the production of
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the recombinant AveC or AveC-homolog gene product, and recovering the AveC or AveC-
homolog gene praduct from the cell culture

20 An isclated polynuclechde molecule compnsing a nucleolide sequence that 1s
otherwise the same as the S averritibs aveC allele or the AveC gene product-encoding
sequence of plasmid pSE186 (ATCC 205604) or the nuclechde sequence of the aveC ORF of
S avermithis as presented in FIGURE 1 (SEQ ID NO 1) but which nucleotide sequence
further comprises one or more mutations such that cells of S averrmitiis strain ATCC 53692 in
which the wild-type aveC allele has been inachvated and that express the polynuclectde
molacule compnsing the mutated nucleotide sequence prodiuce a different ratic or amount of
avarmectins than are produced by cells of S avermitiis stran ATCC 53682 that instead
express only the wild-type aveC allete.

21 An isolated polynuclechde molecule comprising a nudeotide sequence that is
otherwise the same as a degenerate vanant of the S avermiiiis aveC allele or the AveC gene
product-encoding sequence of plasmid pSE186 (ATCC 209604) or the nucleotide sequence
of the aveC ORF of S. avermutiis as presented in FIGURE 1 (SEQ ID NO 1} but which
nucleobde sequenca further comprises one or more mutatons such that cells of S avermitilrs
stram ATCC 53802 in which the wildtype aveC allele has been mnactivatad and that axpress
the polynuclectide molecule comprising the mutated nucleobde sequence produce a different
ratio or amount of avermectins than are produced by cells of S. avermitilss strain ATCC 53802
that instead express only the wild-type aveC allele

22, The polynucleatide molecule of claim 20 which modulates avermectn production
such that cells of § evermililis strain ATCC 53692 in which the wild-type aveC allele has been
inactivated and that express the polynuciechde molecule produce avermectns In a reduced
class 2 1 ratio compared to cells of S avermitilis strain ATCC 53682 that nstead express only
tha wild type aveC alicle

23 The polynucleotide molecule of clm 20 wherein the mutation to the S
avermitilis aveC ORF encodes a substitution at one or more amino acwd residues of the AveC
gene product corresponding to amino acld positons in SEQ ID NO 2 selected from the group
conslisting of amino acid residues 55 138 139 230 266 and 275

24 The palynuclactide molecule of claim 22 whereln the class 2 1 avermechns are
cyclohaxyl B2 cyclohexyl B1 avermecting

25 The polynucleotde molecule of claim 24 wherein the reduced rabo of cyclohexyl
B2 cyclohexyl B1 is a raho selected from the group consisbng of less than 161 about
0841 about0881 and about 084 1
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28 The polynucieotide molecule of claam 20 wherein the mutation to the S
avermiiis aveC ORF encodes one or more of the following amno acid substtubons at one or
more posttons corresponding to the following posibons of the AveC gene product of SEQ 1D
NO 2

(a) at residue 139 from alanine to threonine

(b} at residue 138 from senne to threonine

{c) atresidue 138 from senne to threonine and at residue 139 from alanine to
threonine

{d) atresidue 55 from senne to phenylalanine

(e) atresidue 230 from glycine to aspartate

(h atresidua 266 from glycine to aspartate and at residue 275 from tyrosine
to histidine

27 The polynucleotide molecule of claim 24 wherem the reduced ratio of cyciohexyl
B2 cyclohexy! B1 is a ratio of about 0 75 1

28 The polynucleotide molecule of clam 20 wherein the mutaton to the $
avermitiiis aveC ORF encodes amno acid substhubons at residue 138 from serine to
threonine and at residue 139 from afanine to phenylatanine comesponding to the amino acld
positions of the AveC gene product of SEQ ID NO.2

29 The polynucleotide molecule of claim 20 comprising an aveC allele that has
been Inactivated by inserbon Into said nucleohde sequence of a heterologous nuclectde
sequence

30 The polynuclechde molecule of claim 20 comprising an aveC allele that has
been inactivated by deleting a 840 bp Psii/Sphl fragment from the aveC ORF as shown n
FIGURE 1 {(SEQID NO 1)

31 The polynucleotide molecule of claim 20 compnsing an aveC allele that has
been Ihactvated by introducing a frameshift mutation theren

32 The polynuclechde molecule of claim 20 compilsing an aveC allele that has
been inactvated by intraducing a termmnaton codon into the ORF

33 The polynuclachde molecute of clam 20 compnsing a strong promoter i
operative association with the S. avermitiiis aveC allele

34 The polynucieobde molecule of claim 33 wherein the strong promoter s the

ermE promoter from Saccharopolyspora erythraca
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35 A gene replacement vector compnsing a polynuclechde molecule compnsing one
or more nucleobde sequences which flank the aveC ORF m situ n the S avermidilis
chromosome

36 A recombinant vector compnsing the polynucleotide molecule of 20

37 The recombinant vector of dlam 36 which vectoris pSE180 (ATCC 209805)

38 A host Sfreplomyces cell compnsing the recombmant vector of claim 37

39 A method for identfying mutations of the aveC ORF capable of altenng the class
2 1 ratio of avermectns produced by cells of S avermitii's compnsing (a) deterrmining the
class 2 1 raho of avermectns produced by cells of a strain of S avermiblis in which the aveC
allele native thereto has been Inactvated and into which a polynucleotde molecule
compnsing a nuclechde sequence encoding a mutated AveC gene product has been
introduced and s being expressed (b) determuning the class 21 rato of avermectns
produced by cells of the same straln of S avermiiilis as m stap (a) but which instead express
only a wild-type aveC allele or a nuclecbde sequence that 15 homologous thereto and (c)
comparing the class 2 1 ratio of avermectins prodiiced by the S. avermitifis cells of step (a) to
the class 2 1 ratio of avermecting produced by the S. avarmitilis cells of step (b) such that o
the class 2 1 ratio of averrnectins produced by the S. avermils cells of step (a) is different
from the class 2 1 ratio of avermectina produced by the S avermitiis celis of step (b) then a
mutaton of the aveC ORF capable of altenng the class 2 1 ratlo of avermechns has been
identifled

40 The method of claim 39 wherein tha class 2 1 rabo of avermectins Is reduced by
the mutation

41 A method for wdentifying mutatons of the aveC ORF or genetic constructs
compnsing the aveC ORF capable of altenng the amount of avermechns produced by cells of
S avermithis compnsing (a) determining the amount of avermectins produced by cells of a
stram of S gvermitlis in which the aveC allele native thereto has been inactivated and into
which a polvnucleotide molecule compnsing a nuclechde sequence encodmg a mutated AveC
gene product or compnsing & genebc construct compnsing a nucieotde sequence encoding
an AveC gene product has been introduced and 15 being expressed (b) determunmg the
amount of avermectins produced by cells of the same strain of S avermitiiis as in step {a) but
which instead express only a wid-lype aveC allele or a nucleotde sequence that
homologous thereto and (¢} companng the amount of avermectns produced by the §
avermitihs cells of step (a) to the amount of avermectins produced by the S avermitilis cells of
step (b) such that ff the amount of avermectins produced by the 5 avermililis cells of step (a)
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is different from the amount of avenmectins produced by the S avermitilis cells of step (b)
then a mutabon of the aveC ORF ar a genetic construct capable of altenng the amount of
avermechns has been ientified
42 The method of ctam 41 wherein the amount of avermectins produced s
increased by the mutabon
43 A method for making novel strains of 8. avermitilis compnsing cells that express
a mutated avaC allele and that produce an altered class 2 1 raho of avermechins compared to
cells of the same strain of S avermibis that nstead express only a wild type aveC allele,
compnsing
{a) transforming cells of a strain of S avermitiiis with a polynucieobde molecule
that carries a mutated aveC allele that encodes a gene product that alters the
class 2 1 mfic of avermectina produced by cells of a strain of S avermiillis
expressing the mutated aveC allele compared to cells of the same stram that
instead express only the wild-type aveC allels, and selecting transformed
cells that produce avermechns in an altered class 2 1 rato compared to the
class 2 1 ratio produced by cells of the stran that instead express only the
wild-type aveC allele or
(b) transforming cells of a strain of S avermithis with a polynucleotde molecule
capable of introducing a mutaton into the aveC allela of such cells whereln
the mutated aveC allele encodes a gene product that alters the class 2 1 ratio
of avermectins produced by cells of a strain of S avermulidis expressing the
mutated aveC allele compared to cells of the same strain that mstead express
only the wild-type aveC allele and selecting transformed cells that produce
avermechns in an altered class 2.1 ratio compared to the class 2 1 rabto
produced by cells of the strain that instead axpress only the wild-type aveC
allele
44 The method of claim 43 in which celis of the novel strain produce avermacting in
a reduced class 2 1 rato compared to cells of the same S avermiiis strain that instead
express only the wild type aveC allele
45 The method of claim 43 wheren the class 21 avermectns are cycichexyl
B2 cyclohexyl B1 avermectins
46 The method of claim 45 wherein the reduced ratio of cyclohexyl B2 cyclohexyl
B1 Is a rabo selected from the group consisting of less than 16 1 about 084 1 about 0 88 1
and about 0 84 1
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47 The method of clam 43 wherein the mutation to the § averrliis aveC ORF
encodes an amino acd substihuhon at one or more posiions comresponding to the following
positions of the AveC gene product of SEQ 1D NO 2 residue 139 residue 138 residue 55
residue 230 resxiue 286 or resxue 275

48 The method of claim 43 wherein the mutation to the § avermitiis aveC ORF
encodes one or more of the following amino acid subshtutions at one or more posibons
corresponding to the following positons of tha AveC gene product of SEQ 1D NO 2

{a) at residue 139 from alanine to threonine

{b) atresidue 138 from senne to threonme

{c} atresidue 138 from senne to threonine and at residue 139 from alanine to
threonmne

(d) at residue 55 from senne to phenylalanine

{e} at resldue 230 from glycine to aspartate or

(f at residue 266 from glycine to aspartate and at residue 275 from tyrosine
to histdine

49 The method of claim 45 wherein the reduced rato of cyclohexyl B2 cyclahexyl
B11s aboutQ 751

50 The method of claim 43 wherein the mutation to the S. avermitilis aveC ORF
encodes amino acd substitutions at residue 138 from serine to threonine and at residue 139
from alanine to phenylalanine comasponding fo the aminc acid postions of the AveC gene
product of SEQ ID NO 2

51 A strain of Streptomyces avermiiilis compnsing cells which compnse a mutated
aveC aflele which cells produce a different rabo or amount of avermecting than that produced
by ceils of the same S. avarmitilis strain which only compnsa the wild-type aveC allele

52 The strain of claim 51 the cells of which produce a reduced class 2 1 ratio of
avermectins compared to cells of the eame stran that instead compnse only the wikl-type
aveC allele

53 The sban of claim 51 wherein the mutated aveC allele encodes a substhusbon at
one or mare amino acid residues of the AveC gene product corresponding to ammo acwd
positions in SEQ ID NO 2 selected from the group consisting of amino acld residues 55 138
139 230 268 and 275

54 The stran of claim 52 wherain the class 21 avermectns are cyclohexyl
B2 cyclohexyl B1 avermectins.
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55 The strain of clam 54 wheren the reduced ratio of cyclohexyl B2 cyclohexyl B1
15 a raho selected from the group consisting of less than 161 about 0841 about 088 1
and about 0 84 1{
56 The stran of claim 51 wherein the mutation fo the 8 avermliis aveC ORF
encodes one or more of the following amino acid substtutions at one or more postions
corresponding to the following positions of the AveC gene product of SEQ 1D NO 2
(a) at residue 133 from alanine to threonine
{b) atresidue 138 from senne to threonne
{c) atresdue 138 from senne to threonine and at residue 139 from aknine to
threonine
{(d) at residue 55 from senne to phenylalanine
(o) at residue 230 from glycine to aspartate or
{f) at residue 266 from glycine to aspartate and at residue 275 from tyrosine
to histdine
57 The strain of claim 54 wheremn the reduced ratio of cyclohexyl B2 cyclohexyl B1
Is about 0 75 1
58 The strain of claim 51 wherein the mutation to the § avermitiis aveC ORF
encodes amino acid substtutions at residue 138 from serine to thregrine and at residue 138
from alanne to phenylalenine comesponding to the amino acid posiions of the AveC gene
product of SEQID NO 2
59 The stram of claim 51 the cells of which compnse an aveC allele that has been
mactivated by tnserbon Into sad nucleotde sequence of a hetarologous nucleotide sequence
60 The stramn of claim 51 the cells of which compnse an aveC allele that has been
inactvated by deleting a 640 bp Psfi/Sphi fragment from the aveC ORF of FIGURE 1 (SEQ ID
NO 1)

61 The strain of clazm 51 the cells of which compnsae an aveC allele that has been
inactivated by introduang therein a frameshift mutation

62 The strain of ciaim 51 the cells of which comprise an aveC allele that has been
inactivated by introducing a terminabion codon within the ORF

63 The straln of claim 51 the cells of which compnse a strong promoter in operative
association with the S avermitilts aveC ORF

64 Tha sirain of clalm 63 wheremn the strong promoter is the eszmE promoter from

Saccharapolyspora erythraea
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65 A process for producing avermectins campnsing culturmg cells of a strain of S
averrmitilis which cells express a mutated aveC allele that encodes a gene product that alters
the class 2 1 ratio of avermectns produced by cells of a sirain of § avermililis expressing the
mutated aveC allele compared to cells of the same stran which do not express the mutated
avaeC aflele but instead express only the wild-type aveC allele in culture media under
conditions that permit or induce the producton of avermectins therafrom and recovenng said
avermectms from the culture

88 The process of claim 65 wherein the class 2.1 ratio 1s reduced by the mutation

67 A procass for producing avermechns comprising culturing cells of a strain of S
avermitiis which cells express a mutated aveC allsle or a genetic construct comprising an
aveC aflele that results in the production of an allered amount of avermectins produced by
celis of a stram of S avermiliis expressing the mutated aveC aflele or genebc construct
compared to calls of the same strain which do not express the mutated aveC allale or genetic
construct but nstead express only a wild-type aveC allale in cutture media under conditions
that permit or induce the produchon of avermectns therefrom, and recovenng sawd
avermectns from the culture

88 The process of clam 87 wherein the amount of avermeciing produced Is
increased by expression of the mutated aveC allele or genetic construct

68 A composliion of avermectins produced by cells of a strain of S. avermitilis, which
cells express a mutated eveC allele that encodes a gene product that reduces the class 2 1
ratio of avermectins produced by the cells compared to cells of the same strain which do not
express the mutated aveC allele but instead express only the wild-type aveC allele wherein
the avermectins are produced in such a reduced class 2 1 rabo
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ABSTRACT
The present invention relates to polynuclechde molecules compnsing nucleotde
sequences encoding an aveC gene product, which polynucieoide molecules can be used to
alter the ratie or amount of class 2 1 avermectns produced in fermentation cultures of §
avermitiis The present invention further relates to vectors host calls and mutant strains of
S avermitiis in which the aveC gene has been inactivated or mutated o as to change the
ratio or amount of class 2 1 avermectins produced
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SEQUENCE LISTING

<110> Stutzman~Engwall Kim J
McArthur BRamish
Katoh, Yoshihiro

<120> STREPTOMYCES AVERMITILIS GENE DIRECTING THE RATIO OF

B2 Bl AVERMECTINS

<130> PC10649

<140> PC10649
<141> 1959-08-12

<150> 60/074,636
<151> 1998-02-13

<150> PCT/IB99/00130
<151> 1998-01-25

<160> 25

<170> PatentIn Ver 2 0

<210> 1
<211> 1229

.<212> DNA

<213> Streptomyces avermit:ilas

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

<400> 1
tcacgaaacc ggacacacca cacacacgaa ggtgagacag

tcggectgee caacgaacgt gtagtagaca cccgaccgtce

aggccggect gaacaggtca ggagegetge cccgtgaact

gtg gtg tgg gecec ggg gtc gge ¢tg ctg ttt ctg
Val Val Txp Ala Gly Val Gly Leu Leu Phe Leu
5 10

gtg ttc agc cgec tgg gocg gocc gac ggt ggc tac
Val Phe Ser Arg Trp Ala Ala Asp Gly Gly Tyr

cgtgaaccca tccgagecge 60

cgatgcoccacg ctctcaceeg 120

gctgtcgttg ccg gtg
Val
1

gce ctg cag geg tac
Ala Leu Gln Ala Tyr
15

cgg ctg atc gag acg
Arg Leu Ile Glu Thr

176

224

272
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gcg
Ala

gtc
Val
50

ctc

ctec
Leu

tgg
Trp

ggt
Gly

«gcg
Ala
130

atc
Ile

ate
Ile

gag
Glu

ggc
Gly
35

tat
Tyr

tte
Phe

tte
Phe

ttc
Phe

tece
Ser
115

gag
Glu

atc
Ile

<9y
Arg

ggc
Gly

age
Ser
195

tgg
Trp

20

cag
Gln

ccc
Pro

cgg
Axg

cte
Leu

cat
His
100

tgg
Trp

gcg
Ala

gtc
Val

ccyg
Pro

atc
Ile
180

gta

Val

tac
Tyr

agt
Gly

atg
Val

agg
Arg

999
Gly
85

tce
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala
165

gty
val

tagg
Trp

cag
Gln

cag
Gln

att
Ile

tge
Cys
70

ctg
Leu

gtt
val

ccg
Pro

atg
Met

gtg
Val
150

tgg
Trp

cte
Leu

gce
Ala

ttec
Phe

ggc
Gly

tce
Ser
55

eqt
Arg

ctg
Leu

cte
Leu

tat
Tyr

ccg
Pro
135

ctg

Leu

cqg
Axg

ggt
Gly

aga
Arg

cce
Pro

ggc
Gly
40

gtc
Val

gtec
Val

tte
Phe

gtc
Val

gtg
Val
120

ctg
Leu

tgc
Cys

ace
Thr

ctg
Leu

gcg
Ala
200

gtg
val

25

agce
Ser

gtc
Val

gaa
Glu

gcg
Ala

tce
Ser
105

cco
Pro

gcg
Ala

age
Ser

tagg
Trp

tce
Ser
185

cktg
Leu

tat
Tyr

aag
Lys

tgc
Cys

cga
Arg

agc
Ser
20

aac
Asn

ggc
Gly

tcg
Ser

aaqg
Lys

cq99
Arg
170

gag
Glu

ccc
Pro

cag
Gln

gat
Asp

atc
Ile

cgd
Arg
15

tgg
Trp

gcg
Ala

tgg
Txrp

gcc
Ala

gca
Ala
155

ctg
Leu

ccg
Pro

gag
Glu

gcg
Ala

acyg
Thr

ace
Thr
60

ctg
Leu

cag
Gln

agt
Ser

cag
Gln

tce
Ser
140

ctg

Leu

gtc
val

ctyg
Leu

gtg
val

gtc
Val

ggd
Gly
45

gece
Ala

ctg
Leu

age
Ser

gtg
Val

ggg
Gly
125

gtc
Val

999
Gly

ctg
Leu

ccg
Pro

acc
Thr
205

ggt
Gly

30

act
Thr

gcg
Ala

ttc
Phe

ceqg
Pro

tgg
Trp
110

gcg
Ala

tgc
Cys

tag
Trp

gce
Ala

tce
Ser
190

ttg

Len

tecc
Ser

acc
Thr

gcg
Ala

gac
Asp

ctc
Leu
95

ggc
Gly

ggc
Gly

atg
Met

ate
Ile

gtg
Val
175

gcc

Ala

tgg
Trp

ggc
Gly

gat
Asp

gqcg
Ala

gce
Ala
80

atg
Met

gcyg
Ala

ccy
Pro

tcg
Ser

aag
Lys
160

ttc
Phe

tece
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

gtg
Val

tgg
Trp
65

ctt
Leu

aac
Asn

gtg
Val

ggt
Gly

gct
Ala
145

gee

Ala

ttc
Phe

999
Gly

ggc
Gly

gte
Val

320

368

416

464

512

560

608

656

T04

752

800

848
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210 215

tgc tgc atg ctg ggc tcg ctg cge ttc
Cys Cys Met Leu Gly Ser Leu Arg Phe
230

tecg tgg gtg gaa cgg gga gcc tgg cgg
Ser Trp Val Glu Arg Gly Ala Trp Arg
245 250

tgyg gcg cgt tte ctc gec gtg gtc ggt
Trp Ala Arg Phe Leu Ala Val Val Gly
260 265

ctc tac acc tgt tte cat ate ctc ctg
Leu Tyr Thr Cys Phe His Ile Leu Leu
275 280

ccc gac caa ctg ccg gac tcc tte caa
Pro Asp Gln Leu Pro Asp Ser Phe Gln
2907 293

tre
Phe
235

ttg

Leu

999
Gly

tce
Ser

gcg
Ala

220

cgc
Arg

ccg
Pro

gtg
Val

cte
Leu

cecg
Pro
300

gttcagggca ggtcggagga gacggagaag gggaggcgac

ctttgtgcat gggtggacgg ggatcacget cccatggegg

acactccteqg gttcagcgat catg

<210> 2

<211> 303

<212> PRT

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 2
Val Val Val Trp Ala Gly Val Gly Leu
1 5

Tyr Val Phe Ser Arg Trp Ala Ala Asp
20 25

Thr Ala Gly Gln Gly Gln Gly Gly Ser
35 40

Val Val Tyr Pro Val Ile Ser Val Val
50 55

Trp Leu Phe Arg Arg Cys Arg Val Glu

3

Leu

10

Gly

Lys

Cys

Arg

Phe

Gly

Asp

Ile

Arg

gac gaa
Asp Glu

caa cgg
Gln Arg

aat gcc
Asn Ala
270

gtc ggt
val Gly
2B5

gee get
Ala Ala

cgc
Arg

gca
Ala
255

gtg
Val

gga
Gly

tac
Tyr

gat
Asp
240

ccqg
Ala

atg
Met

cag
Gln

tga

225

gag
Glu

aac
Asn

ttc
Phe

ccg
Pro

896

944

992

1040

1085

cggagttceg gtcacctece 1145

cgggctcecte cagacgcacce 1205

Leu Ala Leu Gln

Tyr Arg Leu Ile

Thr Gly Thr Thr

45

30

15

Thr Ala Ala Aia

60

Leu Leu Phe Asp

Ala

Glu

Asp

Ala

Ala

1229

27

277



BEZTE0" HELHILEGD

65

Leu

Asn

val

Gly

Ala

145

Ala

Phe

Gly

JGly

val
225

Glu

Phe

Pro

Leu

Trp

Gly

Ala

130

Leu

Arg

Ile

Ile

Glu

210

Cys

Ser

Tzp

Leu

Pro
290

<210> 3
<211> 1150
<212> DNA

Phe

Phe

Ser

115

Glu

Ile

Arg

Gly

Ser

195

Trp

Cys

Trp

Ala

Tyr

275

Asp

Leu

His

100

Trp

Ala

Val

Pro

Ile

180

Val

Tyr

Met

val

Arg

260

Thr

Gln

Gly

85

Ser

Gly

Glu

Thx

165

Val

Trp

Gln

Glu

245

Phe

Cys

Leu

70

Leu

val

Pro

Met

Val
150

Trp

Leu

Ala

Phe

Gly

230

Arg

Phe

Pro

Leu

Leu

Tyr

Pro

135

Leu

Arg

Gly

Azg

Pro

215

Ser

Gly

Ala

His

Asp
295

Phe

val

Val

120

Leu

Cys

Thr

Leu

Ala

200

Val

Leu

Ala

Val

Ile

280

Ser

Ala

Ser

105

Pro

Ala

Ser

Trp

Ser

185

Leu

Tyr

Arg

Trp

Val

265

Leu

Phe

Ser

90

Asn

Gly

Ser

Lys

hrg

170

Glu

Pro

Gln

Phe

Arg

250

Gly

Leu

Gln

15

Trp

Ala

Trp

Ala

Ala

155

Leu

Pro

Glu

Ala

Phe

235

Gly

Ser

Ala

Gln

Ser

Gln

Ser

140

Leu

Val

Leu

val

val

220

Arg

Pro

Val

Leu

Pro
300

Ser

val

Gly

125

val

Gly

Leu

Pro

Thr

205

Gly

Asp

Gln

Asn

Val

285

Ala

Pro

Trp

110

Ala

Cys

Trp

Ala

Ser

190

Leu

Ser

Glu

Arg

Ala

270

Gly

Ala

Leu

95

Gly

Gly

Met

Ile

vVal

175

Ala

Trp

Gly

Arg

Ala

255

Val

Gly

Tyr

80

Met

Ala

Pro

Ser

Lys

160

Phe

Ser

Ser

Leu

Asp

240

Ala

Met

Gln
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<213> Streptomyces hygroscopicus

€220>
<221> CD§
<222> {58)

<400> 3
gtcgacgaag accggccgga ggccgtcgge cgggccgata

{990)

gtg ttc acc ctt

Val
1

ctg
Leu

tac
Tyx

<99
Arg

gte
val
65

acg
Thr

agt
Ser

gtg
Val

999
Gly

atc
Ile
145

Phe

gga
Gly

cgc
Arg

atc
Ile
SO

cte
Leu

ttc
Phe

cce
Pro

ttc
Phe

gcg
Ala
130

tgt
Cys

Thr

ctt
Leu

ate
Ile
35

gcc
Ala

gca
Ala

gac
Asp

ttg
Leu

gga
Gly
115

999
Gly

atg
Met

Leu

cag
Gln
20

gag
Glu

gat
Asp

gtg
Val

gcg
Ala

atg
Met
100

gcg
Ala

gcg
Ala

acg
Thr

ccc
Pro

gtg
vVal

aag
Lys

gtg
Val

tgt
Cys

tcg
Ser
85

aac

Asn

gtg
Val

cac
His

gce
Ala

gta
Val

tac
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu
70

cte
Leu

tag
Trp

gce
Ala

cag
Gln

atg
Met
150

aca
Thr

gtg
val

tce
Ser

atc
Ile
55

tac
Tyr

tte
Phe

atc
Ile

tcg
Ser

gaq
Glu
135

atg
Met

ctg tgg gcg
Leu Trp Ala

ttc
Phe

ccg
Pro
40

ccg
Pro

cag
Arg

atc
Ile

aat
Asn

tagg
Trp
120

gee

Ala

gee
Ala

gce
Ala
25

gce
Ala

ctg
Leu

agg
Arg

g99
Gly

ccg
Pra
105

gag
Gly

gag
Glu

gce
Ala

10

gec
Ala

agg
Arg

ctg
Leu

tgt
Cys

ctg
Leu
50

gtg
Val

ceg
Pro

ctg
Leu

gtg
Val

tgt
Cys

tgg
Trp

ggec
Gly

tce
Ser

cgg
Arg
75

ctg
Leu

cte
Leu

tat
Tyr

ccg
Pro

gce
Ala
155

ccgtacgegg cctgegg

gtc
Val

ctc

ggt
Gly

gtg
Val
60

gece
Ala

teg
Ser

gcg
Ala

gtg
Val

ckg
Leu
140

tgc
Cys

ggc
Gly

gcc
Ala

999
Gly
45

gtg
Val

agg
Arg

gcc
Ala

tca
Ser

cce
Pro
125

gcg

Ala

ggc
Gly

gcg
Ala

gac
Asp
30

gac
Asp

gga
Gly

agg
Arg

agt
Ser

aac
Asn
110

qgt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

ctg
Leu
15

agc
Ser

tcg
Ser

gcg
Ala

cgg
Arg

tgg
Trp
95

gtc

val

tgg
Trp

ctg
Leu

ggc
Gly

gtg
Val

ggc
Gly

gag
Glu

gtg
Val

ctg
Leu
80

cag
Gln

aat
Asn

cag
Gln

agce
Ser

atg
Met
160

57

105

153

201

249

297

345

393

441

489

537



LHSTBO " hERILLED

ggt
Gly

geg
Ala

gtg
Val

acec
Thr

get
Ala
225

aac

gag
Glu

aac

ttc
Phe

cgt
Arg
305

gegegatgtg cctgatgege ctgatgtace cggggtgteca teggectcacce tgtggegect

catgcggtga gcgetecgec togtecttgt teeggetcet gggetccacg accatacgga

ctt

Leu

cte
Leu

tcc
Ser

atc
Ile
210

teg
Ser

cgg
Arg

ggc
Gly

atc
Tle

teg
Ser
290

ceg
Pro

geeo
Ala

ggc
Gly

tte
Phe
195

tgg
Trp

gcg
Ala

cgc
aArg

ccg
Pro

agc
Ser
275

ctg

Leu

gcg
Ala

gcggecggag

gce
Ala

ttt
Phe
180

gcg
Ala

agt
Ser

cte
Leu

ggc
Gly

agg
Arg
260

atc
Ile

atg
Met

gcc
Ala

gcc
Ala
165

ctg
Leu

ggc
Gly

999
Gly

tte
Phe

gaa
Glu
245

cca

Pro

gce
Ala

gac
Asp

ggc
Gly

c9g
Arg

ctc
Leu

gtc
Val

cac
His

ggc
Gly
230

acqg
Thr

tag
Trp

cte
Leu

ggc
Gly

tac
Tyr
310

tag
Trp

gtec
Val

tee
Ser

tgg
Trp
215

gcc

Ala

tgt
Cys

gtc
Val

tac
Tyr

gct
Ala
295

tga

ceg
Pro

gtg
Val

gtg
val
200

tat
Tyr

tct
Ser

ctg
Leu

cgy
Arg

acc
Thr
280

cce
Pro

cgq
Arg

cte
Leu
185

tgg
Trp

cag
Gln

ttg
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
265

ggc
Gly

ceg
Pro

ctq
Leu
170

ctc
Leu

acg
Thr

ttec
Phe

999
Gly

tcc
Ser
250

ctg

Lau

gca
Ala

gac
Asp

gag
Gly

gac
Asp

cgy
Arg

ccg
Pro

gcc
Ala
235

999
Gly

gcg
Ala

cac
His

cgg
Arg

ccqg
Fro

atc
Ile

gca
Ala

ctg
Leu
220

gcg
Ala

gcg
Ala

gtg
val

ggc
Gly

cte
Leu
300

cte
Leu

gce
Ala

gtg
val
2058

tat
Tyx

cge
Arg

gce
Ala

gty
Val

gca
Ala
285

cce
Pro

cgg
Arg

gag
Glu
190

cee
Pro

cag
Gln

cac
His

ctc
Leu

ggc
Gly

270

Cac
His

gaa
Glu

cktg
Leu
175

ccg
Pro

gag
Glu

atg
Met

ttt
Phe

cta
Leu
255

999
Gly

atc
Ile

tce
FPhe

atc
Ile

ctg
Leu

ctyg
Leun

gtg
val

cgc
Arg
240

cecqg
Pro

gcc
Ala

cty
Leu

ttec
Phe

gaccgeocegge accacccacg tacccgatgt

585

633

6681

729

7

825

873

g21

969

1020

1080

1140

1150
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<210> 4

<211>
<212>
<213>

<400> ¢
val Phe Thr

1

Leu

Tyr

Arg

Val

65

Thr

Sex

Val

Gly

Ile

145

Gly

Ala

Val

Thr

Gly

Arg

Ile

50

Lau

Phe

Pro

Phe

Ala

130

Cys

Leu

Leu

Ser

Ile
210

310
PRT
Streptomyces hygroscopicus

Leu

Ile

35

Ala

Ala

Asp

Gly

115

Gly

Met

Ala

Gly

Phe
195

Trp

Leu

Gln

20

Glu

Asp

Val

Ala

Met

100

Ala

Ala

Thr

Ala

Phe

180

Ala

Ser

Pro

Val

Lys

val

Cys

Ser

85

Asn

Val

His

Ala

Ala

165

Leu

Gly

Gly

Val

Tyr

Ala

Leu

Leu

70

Len

Trp

Ala

Gln

Met

150

Arg

Leu

val

His

Thr

Val

Ser

Ile

58

Tyr

Phe

Ile

Ser

Glu

135

Met

Trp

Val

Ser

Trp
215

Leu

Phe

Pro

40

Pro

Arg

Ile

Ran

Trp

120

Ala

Ala

Pro

val

val

200

Tyr

Trp

Ala

25

Ala

Leu

Arg

Gly

Pro

105

Gly

Glu

Ala

Arg

Leu
185

Trp

Gln

Ala

10

Ala

Azq

Leu

Cys

Len

0

Val

Pro

Leu

Val

Leu

170

Leu

Thr

Phe

Cys

Trp

Gly

Ser

Arg

75

Leu

Leu

Tyr

Pro

Ala

155

Gly

Asp

Arg

Pro

val

Leu

Gly

Val

€0

Ala

Ser

Ala

Val

Leu

140

Cys

Pro

Ile

Ala

Leu
220

Gly

Ala

Gly

45

val

Arg

Ala

Ser

Pro

125

Ala

Gly

Leu

Ala

val

205

Tyr

Ala

Asp

30

Asp

Gly

Arg

Ser

Asn

110

Gly

Thr

Lys

Arg

Glu

199

Pro

Gln

Leu

15

Ser

Ser

Ala

Arg

Trp

95

Val

Trp

Lau

Gly

Leu

175

Pro

Glu

Met

Val

Gly

Glu

val

Leu

80

Gln

Aan

Gln

Ser

Met

160

Ile

Len

Leu

val

'7,96
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Ala
225

Glu

Fhe

Arg
305

Ser

Arg

Gly

Ile

Ser

290

Pro

<210> 5
<211> 215
<212> PRT
<213> Streptomyces grisecchromogenes

<400> 5

Val
1

Tyr

Val

Val

Trp

65

Leu

Asn

Val

Ile

Val

Ser

Leu
50

Tep

Gly

Ala Leu Phe Gly Ala

Arg Gly Glu
245

Pro Arg Pro
260

Ser Ile Ala
275

Leu Met Asp

Ala Ala Gly

Gly Trp Ala
5

Phe Ala Arg
20

Gly Pro Asp

35

Leu Pro Ala

Val Arg Arg

Ph

Thr Gly
85

Phe His Pro
100

Ser Trp Gly
115

230

Thr Cys

Trp Val

Leu Tyr

Gly Ala

295

Tyr
310

Ala Leu

Trp Thr

Gly Arg

Leu Ser

55

Trp Arg
70

Val Leu

Val Leu

Ser Leu Gly

Leu Glu Ser

250

Arg Leu Leu

265

Thr Gly Ala

280

Pro Pro Asp

Gly

Ala

Glu

40

Met

Ala

Phe

Met

°ro Tyr Val

120

Ala

Asp

25

Pro

Ala

Glu

Ala

Ala

105

Pro

Val

10

Gly

Gly

Gly

Arg

Gly

80

Asn

Gly

Ala

235

Gly

Ala

His

Arg

Phe

Gly

His

Val

Arg

15

Trp

Thx

Trp

Ala Arg

Ala Ala

val val

Gly Ala

285

Leu Pro
300

Leu Val

Tyr His

Arg Arg

45

Val Gly

60

Leu Ser

Leu Ser

His Val

Arg Gly
125

His Phe Arg
240

Leu Leu Pro
255

Gly Gly Ala
270

His Ile Leu

Glu Phe Phe

Leu Gln Val
15

Leu Ala Asp
30

Ile Ile Asp

Leu Ala Phe

Phe Asp Ala

80

Pro Leu Met
95

Trp Gly Ala
110

YLeu Pro Pro



BHZTED hERISLERD

Gly Lys Glu Ala Glu Leu Pro Leu Val Thr FPhe

130 135

Val Leu Leu Gly Val Leu Gly Cys Cys Gln Val

145 150

155

Glu Arg Trp Pro Gly Val Axg Pro Trp GIn Leu

165

Leu Thr Ala Val Ala Phe Asp Leu Ser Glu Pro

180

Gly Val Ser Val Trp Ala Arg Ala Leu Pro Thr

195 200

Gly Ala Trp Tyr Arg Ala Arg
210 215

<210> 6

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 6
tcacgaaacc ggacacac

<210> 7

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermatilis

<400> 7
catgatcget gaaccgag

<210> 8

<211> 29

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 8
ggttceggat goecgttcteg

<210> 9

18s

170

Ser

140

Met

Val

Phe

Val

Leu Gly Ser Thr

Ser Arg Val Arg

160

Gly Leu Ala Phe
175

Ile Ser Pne Ala
150

Thr Leu Trp Arg
205

18

18

20

273
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<211> 21
<212> DNA
<213> Streptomyces avermitil:is

<400> 9
aactccggte gactccocctt ¢

<210> 10

<211> 19

<212> DNA

<213> Streptonyces avermitilis

<400> 10
gcaaggatac ggggactac

<210> 1l

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilas

<400> 11
gaaccgaccg cctgatac

<210> 12

<211> 43

<212> DNA

«213> Streptomyces avermitilais

<400> 12
gg9gggcggge ccgggtgcgy aggcggaaat gocccctggeg acg

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 13
ggaaccgace gectgataca

<210> 14

<211> 46

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

10

2791

21

19

18

43

20



GL2TEN" hEHD

<400> 14
gggggcggge ccgggtgcgg aggeggaaat gccgectggeg acgacc

<210> 15

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 15
ggaacatcac ggcattcacc

<210> 16

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 16
aacccatccg agcegetce

<210> 17

<211> 17

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 17
tecggectgeoe aacgaac

<210> 18

<211> 18

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 18
ccaacgaacg tgtagtag

<210> 19

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 19
tgcaggegta cgtgttcage

11

46

20

18

17

18

20

280
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<210> 20

<211> 17

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 20
catgatcgct gaaccga

<210> 21

<211> 20

<212> CHA

<213> Streptomyces avermuitilas

<e00> 21
catgatcgct gaaccgagga

<210> 22

<211> 20

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 22
aggagtgtgg tgegtctgga

<210> 23

<211> 19

<212> DNA

<213> Streptomyces avermitilis

<400> 23
cttcaggtgt acgtgttcg

<210> 24

<211> 18

<212> DNA

213> Streptomyces avermitilis

<400> 24
gaactggtac cagtgecee

<210> 25

12

28|

17

20

20

19

18




BERIAFEN"hEBSBLEG60

<211> 48
<212> DNA
<213> Streptomyces avermitil:s

<400> 25

ggg9gcggyc ccggygtgcgg aggeggaaat gecgetggeg acgttc

13

46

282
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1 50
VVVWAGVGLL FLALQAYVFS RWAADGGYRL IETAGQGQGG SKDTCTTDVV
VIGWAALGAV FLVLQVYVFA KWTADGGYHL ADVSGPDGRE PGHRRIIDVL
VTLWACVGAL VLGLOVYVFA AWLADSGYR IEKASPARGG GDSERIADVI,
V--WA-vBal fL-LQvYVFa rW-ADgGYrl ie-agp--gg ----r—-IW1

51 100
YPVISVVCIT AAAAWLFRRC RVERRLLFDA LLFLGLLFAS WOSPLMNWFH
LPALSMAGYV GLAFWLVRRW RAERRLSFDA LLFTGVLFAG WLSPLMNWFH
IPLLSVVGAV VLAVCLYRRC RARRRLTFDA SLFIGLLSAS WQSPLMNWIN
-P-15vvg~-v -1A-wL-RRc RaeRRL-FDA 1LF-GlLfAs WQSPLMNWfh

101 150
SVLVSHASVW GAVGSWGPYV POWQGAGPGA EAEMPLASAS VCMSALIVIV
PVLMANTHVW GAVGSWGPYV PGWRGLPPGK EAELPLVTFS LGSTVLLGVL
PVLASNVNVF GAVASWGFYV PGWOGAGAHQ EAELPLATLS ICMTAMMAAV
PVL-8N--W GAVGSWGPYV FGWqGagpg- EAB1PLat-S -cmtal---v

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

201 250
LPEVTLWSGE WYQFFVYQAV GSGLVCCMLG SLRFFRDERD ESWVERGAWR

LPIVTLWRGA WYRAR:
VEPELTIWSGH WYQFPLYQMV ASALPGASIG AARAFRNRRG ETCLESGAAL
1PevTiWsG- WYgfp-yqg-v -8-l----1g --r-fr--r- e---e-ga--

251 300
LPQRAANWAR FLAVVGGVNA VMFLYT C FHILLSLVGG QPPDQLPDSF

LPEGPRPWVR LLAVVGGANI SIALYTGAHG AHILFSLMDG APPDRLPEFF
lp-~-~-w-r -lavvgg-p- ---lyt---- -hl-gl--g -ppd-lp--f
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GEN_DE STREPTOMYCES AVERMITILIS QUE DIRIGE LA RELACION DE

AVERMECTINAS B2 Bl

1 CAMPO DE LA INVENCION

La presente 1invencidédn se refiere a composiciones y
procedimientos para producair avermectinas Y.,
principalmente, se refiere al campo de la salud animal Mas
particularmente, la presente invencidén se refiere a
moléculas polinucleotidicas gue comprenden secuencias de
nucledtidos que codifican un producto génico AveC, gque
puede usarse para modular la relacién de avermectanas de
clases 2 1 producidas por la fermentacidn de cultivosg de
Streptomyces avermitilis, Y a composiciones Y
procedimientos para seleccionar tales moléculas
polinucleotidicas La presente invencidn ademds se refiere
a vectores, células huésped transformadas y nuevas cepas
mutantes de § avermitilis en las que el gen aveC se ha
mutado para modular la relacidén de avermectinas de clase
2 1 producaidas

2 ANTECEDENTES DE LA INVENCION
2 1 Avermectinas

Las especies de Streptomyces producen una amplia
diversidad de metabolitos secundarios, 1incluyendo las
avermectinas, que comprenden una serie de ocho lactonas
macrociclicas de dieciséis miembros relacionadas que tienen

una potente actaividad antihelmintica e insecticida Los
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ocho compuestos distintos pero wuy relacionados se
denominan Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a y B2b La serie
"a" de compuestos se refiere a la avermectina natural en la
que el sustituyente en la posicidn C25 es {S)-sec-butilo y
la serie "b" ge refiere a los compuestos en los que el
sustituyente en la posicidn C25 es 1isopropilo Las
denominaciones "A" y "B" se refieren a avermectinas en las
que el sustituyente en la posicibn C5 es metoxi e hadroxi,
respectivamente El nlimero "1" se refiere a avermectinas en
las que estéd presente un doble enlace en la posicién C22,23
Y el nimero "2" se refiere a avermectinas que tienen un
hidrégeno en la posicién C22 y un hadroxi en la posicidn
C23 Entre las avermectinas relacionadas, el tipo Bl de
avermectinas Se reconoce como el gue tiene la actividad
antiparasitaria y pesticida mas eficaz y, por lo tanto, es
la avermectina mas deseable desde el punto de wvasta
comercial

En las Patentes de Estados Unidos 4 310 519 vy
4 429 042 se describen las avermectinas y su produccibn
mediante fermentacidn aercbia de cepas de S avermitilis
Se c¢cree que la biosintesis de las avermectinas naturales se
inicia enddgenamente a partir de los andlogos del tioéster
de CoA del A&cado isobutirico y del &cido S-(+)-2-metil
butirico

Una combinacién de la wmejora de cepas mediante

4

4]



10

15

20

25

3

mutagénesis aleatoria y el uso de &cados grasos
suministrados exégenamente, ha conducido a la produccibn
eficaz de anfdlogos de avermectina Los mutantes de S
avermitilis que son deficientes en 1la 2-oxo acido
deshidrogenasa de cadena ramificada (mutantes deficientes
en bkd), s6lo puede producir avermectinas cuando las
fermentaciones se suplementan con &cidos grasos En la
Patente europea (EP) 276103, se describe la seleccidn y
aislamiento de mutantes deficientes en la actividad de
deshidrogenasa de cadena ramificada (por ejemplo, S
avermitilis, ATCC 53567) La fermentacibdn de tales mutantes
en presencia de &cidos grasos suministrados exdgenamente,
da como resultado la produccidn de s6lo las cuatro
avermectinas que corresponden al dcido graso empleado Asi
pues, la suplementacién de las fermentaciones de S
avermitilis (ATCC 53567) con &cido S-(+)-2-metilbutirico,
da como resultade la produccién de 1las avermectinas
naturales Ala, A2a, Bla y B2a, la suplementacidn de las
fermentaciones con &cido isobutirico, da como resultado la
produccidén de las avermectinas naturales Alb, A2b, Blb y
B2b, y la suplementacidén de las fermentaciones con &cido
ciclopentanocarboxilico da como resultado la produccién de
las cuatroc nuevas ciclopentilavermectinas Al, A2, Bl y B2

S1 se suplementa con otros acidos grasos, se producen

nuevas avermectinas Mediante la selecciédn entre mias de 800

[P
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precursores potenciales, se han identificado més de 60
nuevag avermectinas distintas (Véase, por ejemplo, Dutton
y col , 1991, J Antibiot 44 357-365, y Banks y col ,
1994, Roy Soc Chem 147 16-26) Ademds, los mutantes de
s avermitilis deficientes en la actividad de 5-0-
metiltransferasa producen esenclialmente s6lo las
avermectinas del andlogo B Por consiguiente, los mutantes
de § avermitilis que carecen de las actividades de 2-oxo
dcido deshidrogenasa de cadena ramificada y 5-O-metil-
transferasa producen s6lo las avermectinas B que
corresponden al acido graso empleado para suplementar la
fermentaci6é6n Asi pues, cuandco se suplementan tales dobles
mutantes con el &cido S-(+)-2-metilbutirico, se cbtiene la
produccidn sdlo de las avermectinas naturales Bla y B2a,
mientras gque la suplementacidn con el dcido iscbutirico o
el &cado ciclopentanocarboxilico da como resultado la
produccidén de las avermectinas naturales Blb o B2b o las
nuevas ciclopentil avermectinas Bl y B2, respectivamente

La suplementacién de la cepa mutante doble con 4&cido
ciclcochexano carboxilico es un procedimiento preferido para
producir la nueva avermectina importante desde el punto de
vista comercial, ciclohexilavermectina Bl (doramectina) En
el documento EP 276103 se describe el aislamiento y las
caracteristicas de tales dobles mutantes, por ejemplo, S

avermitilis {(ATCC 53692)
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2 2 Genes Implicados en la Biosintesis de Avermectinas

En muchos casos, los genes implicados en la produccién
de metabolitos secundarios y los genes que codifican un
antibibético particular, se encuentran agrupados en el
cromosoma Tal es el caso, por ejemplo, del grupo de genes
de la policeturo sintasa (PKS) de Streptomyces (véase
Hopwood y Sherman, 1990, Ann Rev Genet 24 37-66) Asi
pues, una estrategia para clonar genes en una ruta
biosintética ha sido aislar un gen de resistencia a
farmacos y después ensayar las regiones adyacentes del
cromosoma con respecto a otros genes relacionados con la
biosintesis de ese antibiético particular Otra estrategia
para la clonacién de genes implicados en la biosintesis de
metabolitos importantes ha sido la complementacidn de
mutantes Por ejemplo, se introducen porciones de una
biblioteca de ADN procedente de un organismo capaz de
producir un metabolito particular, en un mutante no
productor y se seleccionan los transformantes con respecto
a la produccién del metabolito Ademids, se ha usado la
hibridacién de una biblioteca usando sondas derivadas de
otras especies de Streptomyces para identificar y clonar
genes en rutas biosintéticas

Los genes 1mplicados en la biosintesis de avermectinas
(genes ave), de la misma forma que los genes necesarios

para la biosintesis de otros metabolitos secundarios de
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Strepteomyces {por ejemplo, PKS), se encuentran agrupados en
el c¢romosoma Se han c¢lonado satisfactoriamente varios
genes ave usando vectores para complementar mutantes de S
avermitilis bloqueados en la biosintesis de avermectinas
La clonacaién de tales genes se describe en la Patente de
Estados Unidos 5 252 474 Ademas, Ikeda y col , 1995, J
Antibiot 48 532-534, describe la localizacidn de una
regién cromosémica que implica la etapa de deshidratacidn
C22,23 (aveC) en un fragmento BamHI de 4,82 Kb de S
avermitilis, asi como mutaciones en el gen aveC que dan
como resultado la produccién de un productor de B2a de un
solo componente Como la ivermectina, un potente compuesto
antihelmintico, puede producirse guimicamente a partir de
la avermectaina B2a, tal productor de un solo componente de
avermectina B2a se considera particularmente Util para la
produccién comercial de ivermectina

La identificacién de mutaciones en el gen aveC que
minimizan la complejidad de la produccidn de avermectainas,
tales como, por ejemplo, mutaciones que reducen la relacidn
B2 Bl de avermectinasg, simplafaicaria 1la producciédn y
purificacidn de las avermectinas importantes desde el punto
de vista comercial

3 RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencidén proporciona una molécula

polinucleotidica aislada que comprende la ORF completa de

29
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aveC de § avermitilis o una porcidén sustancial de la
misma, molécula polinucleotidica aislada que carece de la
siquiente ORF completa que se localiza cadena abajo de la
ORF de aveC 1in situ en el cromogoma de S avermitilis La
molécula polinucleotidica aislada de la presente invencidn
preferiblemente comprende una secuencia de nucledtidos que
es 1gual que la gecuencia que codifica el producto génico
AveC de S avermitilis del plasmido pSE186 (ATCC 209604),
0 es la misma que la secuencia de nuclebtidos de la CRF de
aveC de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una peorcibdn sustancial
de la misma La presente invencidn proporciona ademas una
molécula polinucleotidica aislada que comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO 1 o una variante
degenerada de la misma

La presente invencién proporciona ademas una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nucledtidos que
es hombéloga a la secuencia codificante del productc génico
AveC de S avermitilis del plasmido pSE186 (ATCC 209604),
a la secuencia de nucledtidos de la ORF de ave( presentada
en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o a una porcibn sustancial de
la misma

La presente invencibdn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que ceodifica un polipéptido que tiene una

secuencia de aminodcidos que es homdloga a la secuencia de
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aminodcidos codificada por la secuencia que codifica el
producto génico AveC del pldsmido pSE186 (ATCC 209604), la
secuencia de aminodcidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2) o una
porcidn sustancial de la misma

La presente invencidn proporciona ademis una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un producto génico homSlogo a
AveC En una realizacién preferida, la molécula
polinucleotidica aislada comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica el producto génico homSlogo a AveC
de § hygroscopicus, producto génico hombSlcgo que comprende
la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO 4 o una porcibn
sustancial de la misma En una realizacibn preferida, la
molécula polinucleotidica aislada de la presente invencibn
gque codifica el producto génico homdlogo a AveC de S
hygroscopicus, comprende la secuencia de nuclebtidos de la
SEC ID NO 3 o una porcifn sustancial de la misma

La presente invencidn proporciona ademds una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nuclebétidos que es homdloga a la secuencia de nuclebtidos
de S  hygroscopicus de la SEC ID NO 3 La presente
invencién proporciona ademids una molécula polinucleotidica
aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que es homblogo al producto génico

homblogo a AveC de S hygroscopicus que tiene la secuencia
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de aminodcidos de la SEC ID NO 4

La presente invencidn proporciona ademés
oligonucledtidos que hibridan con una molécula
polinucleotidica que tiene la secuencia de nucledtidos de
la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o SEC ID NO 3, o con una
molécula polinucleotidica que tiene una secuencia de
nucledtidos que es el complemento de la secuencia de
nucledtidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o SEC ID NO 3

La presente invencidn proporciona ademis vectores de
clonacién y vectores de expresidédn recombinantes gque son
Gitiles en la clonacidn o expresidén de un polinucleétido de
la presente invencibn, incluyendo moléculas
polinucleotidicas que comprenden la ORF de aveC de S
avermitilis o una ORF homblcga de aveC En una realizacibn
no limaitante, la presente invencién proporciona el plasmido
pPSE186 (ATCC 209604), que comprende la ORF entera del gen
aveC de § avermitilis La presente invencidn proporciona
ademds células huésped transformadas que comprenden una
molécula polinucleotidica o un vector recombinante de la
invencifn, y nuevas cepas © lineas celulares derivadas de
las mismas

La presente 1invencién proporciona ademds un producto
génico AveC expresado de forma recombinante, un producto
génico homélogo a AveC o una porcidn sustancial de los

mismos, que se ha purificado o aislado sustancialmente, asi

29%
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como homdlogos de los mismos La presente invencidédn
proporciona ademids un procedimiento para producir un
producto génico AveC recombinante, que comprende cultivar
una célula huésped transformada con un vector de expresidn
recombinante, comprendiendo dicho vector de expresibn
recombinante una molécula polinucleotidica gque tiene una
secuencia de nucleétidos que codifica un producto génico
AveC o un producto génico homélogo a AveC, molécula
polinucleotidica que estd en asociacidn operativa con uno
o mis elementos requladores que controlan la expresidn de
la molécula polinucleotidica en la célula huésped, en
condiciones que conducen a la produccidn del producto
génico AveC recombinante o el producto génico hombdlogo a
AveC, y recuperar el producto génico AveC o el producto
génico homSlogo a AveC del cultivo de células

La presente invencifn proporciona ademids una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
que por lo demds es 1gual a la del alelo AveC de S
avermitilis, o la secuencia que codifica el producto génico
AveC del plasmido pSE186 (ATCC 209604) o una variante
degenerada de la misma, o la secuencia de nucledtidos de la
ORF de aveC de § avermitilis como se presenta en la FIGURA
1 (SEC ID NO 1) o una variante degenerada de la misma, pero
gque comprende ademis una o mis mutaciones, de forma que las

células de la cepa ATCC 53692 de § avermitilis en las que

lall
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el alelo aveC de tipo silvestre se ha 1nactivado y expresa
la molécula polinucleotidica que comprende la secuencia de
nucledtidos wmutada, producen una relacién o cantidad
diferente de avermectinas que la producida por células de
la cepa ATCC 53692 de S avermitilais gue en su lugar
expresan sdlo el alelo aveC de tipo silvestre De acuerdo
con la presente invencidn, tales moléculas
polinucleotidicas pueden usarse para producir nuevas cepas
de § avermitilis que presentan un cambio detectable en la
produccién de avermectinas en comparacidn con la misma cepa
gue en su lugar expresa 86lc el alelo aveC de tipo
silvestre En una realizacibén preferida, tales moléculas
polinucleotidicas son fitiles para producir nuevas cepas de
S avermatilis que producen avermectinas en una relacidn
reducida de clases 2 1 en comparacién con la de la misma
cepa que en su lugar expresa sblo el alelo aveC de tipo
silvestre En otra realizacidn preferida, tales moléculas
polinucleotidicas son Gtiles para producir nuevas cepas de
S avermitilis que producen mayores niveles de avermectinas
en comparacifn con la misma cepa que en su lugar expresa
g6lo el alelo aveC de tipo silvestre En otra realizacibdn
preferida, tales moléculas polinucleotidicas son ttiles
para producir nuevas cepas de S avermitilis en las que se
ha i1nactivado el gen aveC

La presente invencién proporcicna procedimientos para

300
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1dentificar mutaciones de la ORF de aveC de § avermitilis
capaces de alterar la relacifn y/o cantidad de avermectinas
producidas En una realizacidn preferida, la presente
invencién proporcicna un procedimiento para identificar
mutaciones de la ORF de aveC capaces de alterar la relacidn
de avermectinas de clases 2 1 producidas, gque comprende

(a) determinar la relacidn de avermectinas de clases 2 1
producidas por células de una é;pa de S avermitilis en las
que se ha inactivado el alelo de aveC nativo, y dentro de
las cuales se ha aintroducido y se esti expresando una
molécula polinuclectidica que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un producte génico AveC mutado,
(b) determinar la relacidén de avermectinas de clases 2 1
producidas por células de la misma cepa de § avermitilis
que en la etapa (a) pero que en su lugar expresan sélo el
alelo de aveC de tipo silvestre, la ORF de la FIGURA 1 (SEC
ID NO 1) o una secuencia de nucledtidos que es homdloga a
la misma, y (c) comparar la relacidn de avermectinas de
clases 2 1 producidas por las células de § avermitilis de
la etapa (a) con la relacibén de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de § avermitilis de la etapa
{b), de tal forma qgue s1 la relacidn de avermectinas de
clases 2 1 producidas por las células de § avermitilis de
la etapa (a) es diferente de la relacibn de avermectinas de

clases 2 1 producidas por las células de § avermitilas de
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la etapa (b), entonces se ha identaificado una mutacibn de
la ORF de aveC capaz de alterar la relacidn de avermectinas
de clases 2 1 En una realizacifn preferida, la relacién de
avermectinag de clases 2 1 se reduce por la mutacidn

En otra realizacién preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para identificar mutaciones de
la ORF de aveC o construcciones genéticas que comprenden la
ORF de ave(C, capaces de alterar la cantidad de avermectinas
produciadas, que comprende (a) determinar la cantidad de
avermectinas producidas por las células de una cepa de S
avermitilis en la que se ha 1inactivado el alelo aveC
nativo, y dentro de la cual se ha introducido y se esté
expresando una molécula polinucleotidica que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un producto génico
AveC mutado o que comprende una construccidn genética que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
producto génico AveC, (b) determinar la cantidad de
avermectinas producidas por las células de la misma cepa de
S avermitilis que en la etapa (a) pero que en su lugar
expresan s6lo un alelo de aveC que tiene la secuencia de
nuclebétidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una
secuencia de nucledtidos que es hombloga a la misma, y {c)
comparar la cantidad de avermectinas producidas por las
células de § avermitilis de la etapa (a) con la cantidad

de avermectinas producidas por las células de S
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avermitilis de la etapa (b), de tal forma que s1 la
cantidad de avermectinas producidas por las células de S
avermitilis de la etapa (a) es diferente de la cantidad de
avermectinas producidas por las células de S avermitilis
de la etapa (b), entonces se ha identificado una mutacidén
de la ORF de aveC o una construccidén genética capaz de
alterar la cantidad de avermectinas En una realizacidén
preferida, la cantidad de avermectinas producidas se
aumenta por la mutacibn

La presente invencidn proporciona ademds vectores
recombinantes que son (tiles para fabricar nuevas cepas de
§ avermitilis que tienen alterada la produccidén de
avermectinas Por ejemplo, la presente 2anvencidn
proporciona vectores gque pueden usarse para dirigir
cualquiera de 1las moléculas polinucleotidicas que
comprenden las secuencias de nucledtidos mutadas de la
presente invencidn, al sitio del gen aveC del cromosoma de
S avermitilis, para insertar o reemplazar el alelo de
aveC, la ORF o una porcibn de la misma wmediante
recombinacién homéloga Sin embargo, de acuerdo c¢on 1la
presente invencién, una molécula polinucleotidica gque
comprende una secuencia de nuclebStidos mutada de 1la
presente invencidn proporcionada por la misma también puede
actuar modulando la biosintesis de avermectina cuando se

inserta en el cromesoma de S avermitilis en un sitio
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distinto del gen aveC, o cuando se mantiene eplsomalmente
en las células de § avermitilis Asi pues, la presente
invencidn también proporciona vectores que comprenden una
molécula polinucleotidica que comprende una secuencia de
nuclebétidos mutada de la presente invencidn, vectores que
pueden usarse para insertar la molécula polinucleotidica en
un sitio en el cromosoma de § avermitilig distainto del gen
aveC o0 para que sSe mantenga episomalmente En una
realizacidn preferida, la presente invencién proporciona
vectores de reemplazo génico que pueden usarse para
insertar un alelo de avelC mutado en el cromosoma de S
avermitilis para generar nuevas cepas de células que
producen avermectinas en una relacién reducida de clase 2 1
en comparacidén con las células de la misma cepa que en su
lugar expresan s6lo el alelo aveC de tipo silvestre

La presente invencaén proporciona ademas
procedimientos para obtener nuevas cepas de § avermitilis
que comprenden células que expresan un alelo de aveC mutado
y que producen relaciones y/o cantidades alteradas de
avermectinas en comparacidn con las células de la misma
cepa de S avermitilis que en su lugar expresan s6lo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacidn
preferida, la presente invencidén proporciona un
procedimiento para fabricar nuevas cepas de S avermitilis

que comprenden células que expresan un alelo aveC mutado y
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que producen una relacién alterada de avermectinas de
clases 2 1 en comparacién con las células de la misma cepa
de S avermitilis que en su lugar expresan sdlo un alelo de
aveC de tipo silvestre, que comprende transformar las
células de una cepa de § avermitilis con un vector que
lleva un alelo de aveC mutado y que codifica un producto
génico que altera la relacibén de avermectinas de clases 2 1
producidas por células de una cepa de § avermitilis que
expresan el alelo mutado en comparacifn con las cé&lulas de
la misma cepa que en su lugar expresan s8lo el alelo de
aveC de tipo silvestre, y seleccionar 1las c¢élulas
transformadas que producen avermectinas en una relacidn
alterada de clases 2 1 en comparacidn con la relacién de
clases 2 1 producida por las células de la cepa Qque en su
lugar expresan el alelo de aveC de tipo silvestre En una
realizacidén preferida, la relacién de avermectinas de
clases 2 1 producidas se reduce en las células de la nueva
cepa

En otra realizacibn preferaida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para fabricar nuevas cepas de
S avermitilis que comprenden c¢élulas gque producen
cantidades alteradase de avermectina, gque comprende
transformar células de una cepa de S avermitilis con un
vector que lleva un alelo de aveC mutado o una construccidén

genética que comprende el alelo de avel, cuya expresién da
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como resultado una cantidad alterada de avermectinas
producidas por las células de una cepa de S avermitilas
que expresan el alelo de aveC mutado o la construccibn
genética en comparacién con las células de la misma cepa
que en su lugar expresan s86lo el alelo de aveC de tipo
s1lvestre, y seleccionar las células transformadas gque
producen avermectinas en una cantidad alterada en
comparacidn con la cantidad de avermectinas producidas por
las células de la cepa que en su lugar expresan sdlo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacibn
preferida, la cantidad de avermectinas producidas se
aumenta en las células de la nueva cepa

En otra realizacidén preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para obtener nuevas cepas de
S avermitilis, cuyas células comprenden un alelo de aveC
inactivado, que comprende transformar células de una cepa
de § avermitilis que expresan cualquier alelec de aveC con
un vector que inactaiva el alelo de aveC, y seleccionar las
células transformadas en las que se ha inactivado el alelo
de avel

La presente invencién proporciona ademids nuevas cepas
de S avermitilis que comprenden células que se han
transformado con cualquiera de las moléculas
polinucleotidicas o vectores que comprenden una secuencia

de nucle6tidos mutada de la presente ainvencién En una
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realizacibn preferida, la presente invencidn proporciona
nuevas cepas de § avermitilis que comprenden células que
expresan un alelo de aveC mutado en lugar de o ademis del
alelo de aveC de tipo silvestre, donde las células de la
nueva cepa producen avermectinas en una relacidn alterada
de clases 2 1 en comparacibn con las células de la misma
cepa que en su lugar expresan s6lo el alelo aveC de tipo
s1lvestre En una realizacibén mis preferida, las células de
la nueva cepa producen avermectinas en una relacién
reducida de clases 2 1 en comparaclfén con las células de la
misma cepa qgue en su lugar expresan sdlo el alelo de aveC
de tipo silvestre Tales nuevas c¢epas son Gtiles en 1la
produccidn a gran escala de avermectinas deseables desde el
punto de vista comercial, tales como la doramectina

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona nuevas cepas de § avermitilis que comprenden
células que expresan una alelo de aveC mutado, o una
construccidn genética que comprende el alelo de avel, en
lugar de o ademds del alelo de aveC nativo, que da como
regultado la produccidn por las células de una cantidad
alterada de avermectinas en comparacién con la cantidad de
avermectinas producidag por las células de la misma cepa
que en su lugar expresan sdlo el alelo aveC de tipo
silvestre En una realizacidén preferida, las nuevas células

producen una mayor cantidad de avermectinas
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En otra realizacién preferida, la presente invencidn
proporciona nuevas cepas de S avermitilis que comprenden
células en las que se ha 1inactivado el gen aveC Tales
cepas son itiles para el diferente espectro de avermectinas
que producen en comparacibn con la cepa de tipo silvestre,
y en ensayos de selecciédn de complementacidn como los
descritos en este documento, para determinar 81 1la
mutagénesis dirigida o aleatoria del gen aveC afecta a la
produccién de avermectinas

La presente invencidn proporciona ademds un
procedimientc para producir avermectinas, que comprende
cultivar células de una cepa de S avermitilis, células que
expresan un alelo de aveC mutadoc que codifica un producto
génico que altera la relacidn de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de una cepa de § avermitilas
gue expresan el alelo de aveC mutado en comparacidn con las
células de la misma cepa que no expresan el alelo de aveC
mutado sinc que en su lugar expresan s86lo el aleleo aveC de
tipo silvestre, en un medio de cultivo en condiciones gue
permiten © 1inducen la produccidén de avermectinas, y
recuperar dichas avermectinas del cultivo En una
realizacidén preferida, se reduce la relacibn de
avermectinas de clases 2 1 producidas por c¢células que
expresan la mutacién Este procedimiento proporciona una

mayor eficacia en la produccién de avermectinas valiosas
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desde el punto de vista comercial, tales como la
doramectina

La presente invencién proporciona ademds un
procedimiento para producir avermectinas, que comprende
cultivar células de una cepa de § avermitilis, células que
expresan un alele de aveC mutado © una construccidn
genética que comprende un alelo de aveC que da como
resultado la produccién de una cantidad alterada de
avermectinas producidas por las células de una cepa de S
avermitilis que expresan el alelo de aveC mutado o una
construccaidn genética, en comparacibn con las células de la
misma cepa que no expresan el alelo de aveC mutado o la
construccidén genética sino que en su lugar expresan sblo el
alelo de aveC de tipo silvestre, en un medio de cultivo en
condiciones que permiten o© inducen la produccidn de
avermectinas, y recuperar dichas avermectinas del cultivo
En una realizacib6n preferida, se aumenta la cantidad de
avermectinas producidas por las c¢élulas que expresan la
mutacidén o la construccidén gendtica

La presente invencidn proporciona ademfs una nueva
composicidn de avermectinas producidae por una cepa de S
avermitilis que expresa un alelo de aveC mutado de la
presente invencién, donde las avermectinas se producen en
una relacidén reducida de clases 2 1 en comparacidn con la

relaciédn de avermectinas de clases 2 1 producidas por
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células de la misma cepa de S avermitilis que noc expresan
el alelo de aveC mutado sino gque en su lugar expresan sélo
el alelo de aveC de tipo silvestre La nueva composicién de
avermectinas puede estar presente seglin se produce en el
fluido de cultivo de fermentacién o puede recogerse a
partir de dicho fluido y puede purificarse parcial o
sustancialmente a partir del mismo
4 BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1 Secuencia de ADN (SEC ID NO 1) que
comprende la ORF de aveC de § avermitilis y la secuencia
de aminodcados deducida (SEC ID NO 2)

FIGURA 2 Vector plasmidico pSE186 (ATCC 209604) que
comprende la ORF entera del gen aveC de S§ avermitilis

FIGURA 3 Vector de reemplazo génico pSE180 (ATCC
209605) que comprende el gen ermE de Sacc erythraea
insertado en la ORF de aveC de S§ avermitilis

PIGURA 4 Mapa de restriccién BamHI del grupo de genes
de la policeturo sintasa de avermectina de S avermitilis
con cinco clones de cobsmidos solapantes identificados (es
decir, pSE65, pSE66, pSE67, pSE68 y pSE69) También se
indica la relaciédn de pSEl11l8 y pSE119

FIGURA 5 Andlisis de HPLC de 1los productos de
fermentacidn producidos por las cepas de § avermitilis La
cuantificacién de los picos se realizd por comparacibn con

cantidades patrén de ciclohexil Bl El tiempo de retencidn
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de caiclohexil B2 fue de 7,4-7,7 minutos, el tiempo de
retencién de ciclohexil Bl fue de 11,9-12,3 min FIG B5A
Cepa SE180-11 de S avermitilis con una ORF de aveC
inactivada FIG 5B Cepa SE180-11 de S avermitilas
transformada con pSE186 (ATCC 209604) FIG 5C Cepa
SE180-11 de §&§ averm:tilis transformada con pSEl187 FIG
5D Cepa SE180-11 de S avermitilis transformada con
pSE188

FIGURA 6 Comparacién de las secuencias de aminodcidos
deducidas codificadas por la ORF de aveC de S avermitilis
(SEC ID NO 2), una ORF parcial homSloga a aveC de S
griseochromogenes (SEC ID NO 5) y la ORF hombdloga a aveC
de § hygroscopicus (SEC ID NO 4) El resto de valina en
negritas es el supuesto sitio de 1iniciacibébn para la
proteina Los restos conservados se muestran en letras
maylisculas para mostrar la homologia en las tres secuencias
y en letras minisculas para mostrar la homologia en 2 de
las 3 secuencias Las secuencias de aminoacidos contienen
aproximadamente un 50% de i1dentidad de secuencia

FIGURA 7 Construccién de un plédsmido hibrido que
contiene un fragmento BsaAl/Kpnl de 564 pb del gen homélogo
de aveC de S hygroscopicus 1insertado en el Bitio
BsaAI/Kpnl en la ORF de aveC de S avermitilis

S DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a la i1dentificacadn
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y caracterazacidn de moléculas polinucleotidicas que tienen
secuencias de nucle6tidos que codifican el preoducto génico
AveC de Streptomyces avermitilis, a la construccidn de
nuevas cepas de S avermitilis que pueden usarse para
seleccicnar los productos génicos AveC mutados con respecto
a su efecto sobre la produccién de avermectinas, y al
descubrimiento de que ciertos producto génicos AveC mutados
pueden reducir la relacidn de avermectinas B2 Bl producidas
por S§ avermitilis A modo de ejemplo, la invencidn se
describe en las secciones mostradas mds adelante en
relacidén con una molécula polinucleotidica que tiene una
secuencia de nucleStidos que es 1gual a la secuencia que
codifica el producto génico AveC de § avermitilas del
pldsmido pSE186 (ATCC 209604), o 1la secuencia de
nucleb6tidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1)}, y en
relacién con moléculas polinucleotidicas que tienen
secuencias de nucledStidos mutadas derivadas de las mismas
y variantes degeneradas de las mismas Sin embargo, los
praincipios indicados en la presente invencidn pueden
aplicarse andlogamente a otras moléculas polinucleotidicas,
incluyendo genes hombélogos a aveC de otras especies de
Streptomyces que incluyen, por ejemplo, § hygroscopicus y
S griseochromogenes, entre otros

5 1 Moléculas Polinucleotidica e Codifican el

Producto Génico AveC de S, avermitilis
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La presente invencién proporciona una molécula
polinucleotidica aislada que comprende la ORF de aveC
completa de § avermitilis o una porcifn sustancial de la
misma, molécula polinucleotidica aislada que carece de la
siguiente ORF completa que estd localizada cadena abajo de
la ORF de aveC in situ en el cromosoma de S avermitilis

La molécula polinucleotidica aislada de la presente
anvencidn preferiblemente comprende una secuencia de
nucleétidos que es igual que la secuencia que codifica el
producto génico AveC de § avermitilis del plidsmido pSE186
(ATCC 209604), o que es la misma que la secuencia de
nucleétidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una
porcidén sustancial de la misma Como se usa en este
documento, wuna “porcibén susgtancial" de una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de
nucledtados que codifica el producto génico AveC de S
avermitilis significa una molécula polinucleotidica aislada
que comprende al menos aproximadamente un 70% de 1la
secuencia completa de la ORF de aveC mostrada en la FIGURA
1 (SEC ID NO 1), y que codifica un producto génico AveC
funcionalmente equivalente A este respecto, un producto
génico AveC "funciocnalmente equivalente" se define como un
producto génico que, cuando se expresa en la cepa ATCC
53692 de S avermitilis en la que se ha inactivado el alelo

de aveC nataivo, produce sustancialmente la misma relaciftn
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y cantidad de avermectinas que las producidas por la cepa
ATCC 53692 de S avermitilis que en su lugar expresa s6lo
el alelo de aveC funcional de tipo silvestre nativo para la
cepa ATCC 53692 de S avermitilis

Ademis de la secuencia de nuclebtidos de la ORF de
aveC, la molécula polinucleotidica aislada de la presente
invencidén puede comprender adicionalmente secuencias de
nucleétidos que flangquean de forma natural el gen aveC in
situ en § avermitilig, tales como las que flanguean las
secuencias de nucle6tidos mostradas en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 1)

La presente invencifn proporciona ademds una molécula
polinuclectidica aislada que comprende la secuencia de
nucledtidos de la SEC ID NO 1 o una variante degenerada de
la misma

Como se usa en este documento, los términos "molécula
polinucleotidica", "secuenciapolinuclectidica", "secuencia
codificante", "fase de lectura abierta" y "ORF", pretenden
hacer referencia tanto a las moléculas de ADN como a las
moléculas de ARN, que pueden ser de una sola cadena o de
doble cadena y que pueden transcribirse y traducirse (ADN)
o traducirse (ARN) en un producto génico AveC o, como se
describe mds adelante, en un producto génico homdlogo a
AveC, o en un polipéptido que es homélogo a un producto

génico AveC o un producto génico homdélogo a AveC, en un
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sistema de expresidn de células huésped apropiado, cuando
se ponen bajo el control de los elementos reguladores
apropiados Una secuencia codificante puede incluir, pero
sin limitacién, Secuencias procariotas, secuencias de ADNc,
secuencias de ADN gendmico y secuencias de ADN y ARN
sintetizadas quimicamente

La secuencia de nucledtidos mostrada en la FIGURA 1
(SEC ID NO 1) comprende cuatro codones GTG diferentes en
las posiciones de pb 42, 174, 177 y 180 Como se describe
en la Seccibn 9 mostrada mas adelante, se construyeron
deleciones miltiples de la regién 5’ de la ORF de aveC
(FIGURA 1, SEC ID NO 1) para ayudar a defainair cudles de
estos codones podian funcionar en la ORF de aveC como
sitios de iniciacidén para la expresidn de la proteina La
deleci6n del pramer sitio GTG en el pb 42 no eliminé la
actividad de AveC Una delecidn adicional de todos los
codones GTG en las posiciones de pb 174, 177 y 180 eliminé
totalmente la actividad de AveC, indicando que esta regibn
es necesarla para la expresidn de la proteina Por 1lo
tanto, la presente invencién abarca ORF de aveC de longitud
variable

La presente invencién proporciona ademids una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nucledtidos que
es homéloga a la secuencia codificante del producto génico

AveC de § avermitilis del plasmido pSE186 (ATCC 209604),
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o a la secuencia de nuclebStidos de la ORF de aveC
presentada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una porcidn
sustancial de la misma El término "homdlogo", cuando se
usa para hacer referencia a una molécula polinucleotidica
que es homéloga a una secuencia codificante del producto
génico AveC de S avermitilis, significa una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nuclebétidos

{(a) que codifica el mismo producto génico AveC gque la
gecuencia codificante del producto génico AveC de S

avermitilis del plaAsmido pSE186 (ATCC 209604), o gque
codifica el mismo producto génico AveC gue la secuencia de
nuclebtidos de la ORF de aveC presentada en la FIGURA 1
(SEC ID NO 1), pero que incluye uno o mas cambios
silenciosos en la secuencia de nucledtidos de acuerdo con
la degeneracidn del cbédigo genético (es decir, una variante
degenerada), o (b) que hibrida con el complemento de una
molécula polinucleotidica que tiene una secuencia de
nuclebétidos que codifica la secuencia de aminodcidos
codificada por la secuencia que codifica el producto génico
AveC del plasmido pSE1B86 (ATCC 209604), o que codafica la
secuencia de aminodcidos mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 2}, en condiciones moderadamente rigurosas, e8 decir,
hibradacién con ADN unido a filtro en NaHPO, 0,5 M, dodecil
sulfato sédico (SDS) al 7%, EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en

0,2 x SSC/SDS al 0,1% a 42°C (véase Ausubel y col , {(eds ),
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1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol I, Green
Publishing Associates, Inc¢ , and John Wiley & Sons, Inc ,
Nueva York, en la pdg 2 10 3), y codifica un producto
génico AveC funcionalmente equivalente como se ha definido
anteriormente En una realizacién preferida, la molécula
polinucleotidica homéloga hibrida con el complemento de la
secuencia de nucleétidos que codifica el producto génico
AveC del plasmide pSE186 (ATCC 209604), o con el
complemento de la secuencia de nucledtidos de la ORF de
aveC mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una porcibn
sustancial de la misma, en condiciones muy raigurosas, s
decir, hibridacaién con ADN unidc a un filtro en NaHPO, 0,5
M, SDS al 7%, EDTA 1 mM a 65°C, y lavado en 0,1 x SSC/SDS
al 0,1% a 68°C (Ausubel y <col , 1989, mencionadoe
anteriormente), y codifica un producto génico AveC
funcionalmente equivalente como se ha definido
anteriormente

La actividad de un producto génico AveC y 1los
equivalentes funcionales potenciales del mismo pueden
determinarse mediante el andlisis de HPLC de los productos
de fermentacidn, como se describe en los ejemplos de més
adelante Las moléculas polinucleotidicas que tienen
secuencias de nucleb6tidos que codifican equivalentes
funcionales del productoc génico AveC de S§ avermitilis

incluyen genes aveC que se producen de forma natural
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presentes en otras cepas de S avermitilis, genes homélogos
a aveC presentes en otras especies de Streptomyces y alelos
de aveC mutados, se produzcan de forma natural o se
obtengan por ingenieria genética

La presente invencaién proporciona ademds una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de
aminodcirdos que es hombloga a la secuencia de aminodcrdos
codificada por la secuencia codificante del producto génico
AveC del plasmido pSE186 (ATCC 209604), o la secuencia de
aminodcidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2) o una porcidn
sustancial de la misma Como se usa en este documento, una
"porcidn sustancial" de la secuencia de aminoacidos de la
FIGURA 1 (SEC ID NO 2) significa un polipéptido que
comprende al menos aproximadamente un 70% de la gecuencia
de aminoacidos mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 2}, y
que constituye un producto génico AveC funcionalmente
equivalente como se ha definido anteriormente

Comc se usa en este documento para hacer referencia a
secuencias de aminodcidos que son homdlogas a la secuencia
de aminodcidos de un producto génico AveC de S
avermitilis, el término "homdlogo" se refiere a un
polipéptido que por 1lo demés tiene la secuencia de
aminodcidog de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2), pero en el gque

uno o mis restos de aminodcidos se han sustituido de forma
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conservativa con un resto de aminoicido diferente, donde
dicha secuencia de aminodcidos tiene una 1dentidad de
secuencia de al menos un 70%, mis preferiblemente de al
menos aproximadamente un 80% y, aln mids preferiblemente, de
al menos aproximadamente un 90% con el polipéptido
codificado por la secuencia codificante del producto génico
AveC del plé4smido pSE186 (ATCC 209604), o la secuencia de
aminodcidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 2), determinada por
cualquier algoraitmo convencional de i1dentidad de secuencias
de amino&cidos, tal como el algoritmo BLASTP (GENBANK,
NCBI), y donde tal sustitucién conservativa da lugar a un
producto génico funcionalmente equivalente, como se ha
definido anteriormente Las sustituciones de aminodcidos
conservativas son bien conocidas en la técnica Las reglas
para obtener tales sustituciones incluyen las descritas por
Dayhof, M D , 1978, Nat Biomed Res Found , Washangton,
DC, Vol 5, Sup 3, entre otras MA4s especificamente, las
sustituciones de aminodcidos conservativas son las que
generalmente se producen dentro de una familia de
aminodcidos que estén relacionados en acidez o polaridad
Los aminodcidos codificados genéticamente generalmente se
dividen en cuatro grupos (1) &cidos = aspartato y
glutamato, (2) basicos = lisina, arginina e haistidaina, (3)
no pelares = alanina, valina, leucina, i1s¢leucina, prolina,

fenilalanina, metionina y triptéfano, y (4) polares sin
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carga = glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina,
treonina y tirosina La fenilalanina, el traptéfano y la
tirosina tambi&n se clasifican conjuntamente como
aminodcidos aromiticos Uno o mids reemplazos dentro de
cualquier grupo particular, por ejemplo, de una leucina por
una 1soleucina o valina, de un aspartato por un glutamato,
de una treonina por una serina, © de cualquier otro resto
de aminodcido por un resto de aminc&cido estructuralmente
relacionado, por ejemplo, un resto de amino&cido con una
acidez o polaridad similar o con analogias en alguna
combinacién de los mismos, generalmente tendrad un efecto
insignificante sobre la funcidén del polipéptido

La presente invencibn proporciona ademds una molécula
polainuclecotidica aislada gue comprende una secuencia de
nucle6tidos que codifica un producto génico homélogo a
AveC Como se usa en este documento, un "producto génico
homélogo a AveC" se define como un producto génico que
tiene una identidad de secuencia de amindacidos de al menos
el 50% con un productc génico AveC de § avermitilis que
comprende la secuencia de aminodcidos codificada por la
secuencia que codifica el producto génico AveC del plasmido
pSE186 (ATCC 209604), o la secuencia de aminodcidos
mostrada en la FIGURA 1 (SEC ID NO 2), determinada por
cualquier algoritmo convencional de identidad de secuencias

de aminodcidos, tal como el algoritmo BLASTP (GENBANK,
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NCBI) En una realizacién no limitante, el producto génico
homélogo a AveC procede de S hygroscopicus {(descrito en la
solicitud de patente EP 0298423, dep6sito FERM BP-1901) y
comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO 4 o
una porcidén sustancial de la misma Una "porcidén
gustancial" de la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO

4 significa un polipéptido gque comprende al wmenos
aproximadamente un 70% de la secuencia de aminodcidos de la
SEC ID NO 4 y que constituye un producto génico homélogo a
AveC funcionalmente equivalente Un producto génico
homélogo a AveC "funcionalmente equivalente" se define como
un producte génico que, cuando se expresa en la cepa FERM
BP-1901 de § hygroscopicus en la que se ha inactivado el
alelo hombélogo a aveC nativo, produce sustancialmente la
misma relacién y cantidad de milbemicinas que las
producidas por la cepa FERM BP-1901 de § hygroscopicus que
expresa en su lugar s6lo el alelo homdlogo a aveC
funcional, de tipo silvestre, nativo en la cepa FERM BP-
1901 de S hygroscopicus En una realizacidn no limitante,
la molécula polinucleotidica aislada de la presente
invencién que codifica el producto génico homélogo a AveC
de S hygroscopicus comprende la secuenclia de nuclebtidos
de la SEC ID NO 3 o una porcidén sustancial de la misma A
este respecto, una '"porcibén sustancial” de la molécula

polinucleotidica aislada que comprende la secuencia de
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nucle6tidos de la SEC ID NO 3 significa una molécula
polinucleotidica aislada que comprende al menos
aproximadamente un 70% de la secuencia de nucledtidos de la
SEC ID NO 3 y que codifica un producto génico hombélogo a
AveC funcionalmente equivalente, como se acaba de definir

La presente anvencidn proporciona ademids una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
que es homéloga a 1la secuencia de nuclebtidos de S
hygroscopicus de la SEC ID NO 3 El término "homdlogo",
cuando se usa para hacer referencia a una molécula
polinuclectidica que comprende una secuencia de nuclebdtados
que es hombSloga a la secuencia codificante del producto
génico homdlogo a AveC de § hygroscopicus de la SEC ID NO
3, sagnifica una molécula polinucleotidica que tiene una
secuencia de nuclebdtidos {a) que codifica el mismo
producto génico que la secuencia de nucledStidos de la SEC
ID NO 3, pero que incluye unc o mé&s cambios Si1lenciLosos en
la secuencia de nuclebtidos de acuerdo con la degeneracibn
del c6digo genético (es decir, una variante degenerada), ©
(b) que hibrida con el complemento de una molécula
polinucleotidica que tiene una secuencia de nucledtidos que
codifica la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO 4, en
condiciones moderadamente rigurosas, es decir, hibridacién
con ADN unido a un filtro en NaHPQ, 0,5 M, SDS al 7%, EDTA

1 mM a 65°C y lavado en 0,2 x SSC/0,1% SDS a 42°C (véase
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Ausubel y col , mencionado anteriormente), y codifica un
producto génico homélogo a AveC funcionalmente equivalente
como se ha definido anteriormente En una realizacibn
preferida, la molécula polinucleotidica homSloga hibrida
con el complemento d8e la secuencia de nuclebtidos
codificante del producto génico homéloge a AveC de la SEC
ID NO 3 en condiciones muy rigurosas, es decir,
hibridacién con ADN unido al filtro en NaHPO, 0,5 M, SDS al
7%, EDTA 1 mM a 65°C y lavado en 0,1 x SSC/SDS al 0,1% a
68°C (Ausubel y col , 1989, mencionado anteriormente), y
codifica un producto génico homdlogo a AveC funcionalmente
equivalente como se ha definido anteriormente

La presente invencibn proporciona ademds una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nuclebtidos
que codifica un polipéptido que es homdélogo al producto
génico homdélogo a AveC de § Hygroscopicus Como se usa en
este documento para hacer referencia a polipéptidos que son
homélogos al producto génico homélogo a AveC de la SEC ID
NO 4 procedente de § Hygroscopicus, el término "homélogo"
significa un polipéptido que, por lo demds, tiene la
secuencia de aminodacidos de la SEC ID NO 4, pero en la que
se han sustituido conservativamente uno o mias restos de
aminodcidos por un resto de aminodcido diferente, como se
ha definido anteriormente, donde dicha secuencia de

aminoicidos tiene una i1dentidad de secuencia de aminodcidos

323



10

15

20

25

35

de al menos aproximadamente un 70%, wis preferiblemente de
al menos aproximadamente un 80% y, alin mis preferiblemente,
de al menos aproximadamente un 90%, con el polipéptido de
la SEC ID NO 4, determinada por cualquier algoritmo
convencional de i1dentidad de secuencias de aminocicidos, tal
como el algoritmo BLASTP (GENBANK, NCBI), y donde tal
sustitucién conservativa produce un producto génico
homflogo a AveC funcionalmente egquivalente, como se ha
definido anteriormente

La presente invencidn proporciona ademés
oligonuclebtidos que hibridan con una molécula
polinucleotfdica que tiene la secuencia de nucleétidos de
la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o la SEC ID NO 3, o con una
molécula polinucleotidica que tiene una secuencia de
nuclebtidos que es el complementc de la secuencia de
nuclebdtidos de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o la SEC ID NO
3 Tales oligonucleétidos tienen una longitud de al menos
aproximadamente 10 nucledtidos y preferiblemente una
longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 30
nucledbtaidos, e hibridan con una de las moléculas
polinucleotidicas mencionadas anteriormente en condiciones
muy rigurosas, es decir, lavado en 6 x SSC/pirofosfato
s6dico al 0,5% a ~37°C para los oligos de ~ 14 bases, a
~48°C para los oligos de ~17 bases, a ~55°C para los oligos

de ~20 bases y a ~60°C para los oligos de ~23 bases En una
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realizacién preferaida, los oligonucledtidos son
complementarios a una porcién de una de las moléculas
polinucleotidicas mencionadas anteriormente Estos
oligonuclebtidos son iitiles para una diversidad de fines
incluyendo para codificar o actuar como moléculas
antisentido fitiles en la regulacién génica o como cebadores
en la amplificacién de moléculas polinucleotidicas dque
codifican aveC u homb6logos de aveC

Usando las moléculas polinucleotidicas o 1los
oligonucledtidos descritos en este documento junto con
técnicas conocidas, pueden identificarse otros genes
homélogos de aveC en otras especies o0 cepas de
Streptomyces Por ejemplo, una molécula cligonucleotidica
que comprende una porcién de la secuencia de nucledtidos de
S avermitilis de la FIGURA 1 (SEC ID NO 1) o una porcibn
de la secuencia de nuclebtidos de S hygroscopicus de la
SEC ID NO 3, puede marcarse de forma detectable y usarse
para rastrear una biblioteca genbmica construida a partar
del ADN derivado del organismo de interés La raigurosidad
de las condiciones de haibridacién se selecciona baséndose
en la relaciédn del organismo de referencia, en este ejemplo
S avermitailis o S hygroscopicus, con el organismo de
interés Los requisitos para las diferentes condiciaones de
rigurosidad son bien conocidos para los especialistas en la

técnica y tales condiciones variarin predeciblemente
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dependiendo de 1lo08 organismos especificos de 1los que
proceden la bablioteca y 1las secuencias marcadas
Preferiblemente, tales oligonucleétidos tienen una longitud
de al menos aproximadamente 15 nucledtidos e incluyen, por
ejemplo, los descritos en los ejemplos mostrados mas
adelante La amplificacidén de los genes homblogos puede
realizarse usando estos Yy otros oligonucledtidos Yy
aplicando técnicas convencionales tales como la reaccidn en
cadena con polimerasa (PCR), aunque también pueden usarse
otras técnicas de amplificacién conocidas en la técnica,
por ejemplo, la reaccidn en cadena con ligasa

Los clones identificados comoc clones que contienen
secuencias de nucleétidos homblogas a avel, pueden
ensayarse con regpecto a su capacidad de codificar un
producto génico homélogo a AveC funcional Para este fan,
los clones pueden someterse a andlisis de secuencia para
identificar una fase de lectura adecuada, asi como sefiales
de 1iniciacién y terminacidn Como alternativa o
adicionalmente, la s8secuencia de ADN clonada puede
insertarse en un vector de expresibén apropiado, es decar,
un vector que contiene los elementos necesarios para la
transcripcién y traduccidn de la secuencia codificante de
la proteina insertada Puede usarse cualgquiera de una
diversidad de sistemas de huésped/vector como se ha

descrito mads adelante, 1incluyendo, perc sin limitacién,
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gi1stemas bacterianos tales como vectores de expresién
plasmrdos, bacteriéfagos o césmidos Las células huésped
apropiadas transformadas con tales vectores que comprenden
secuencias codificantes homflogas a aveC potenciales
después pueden analizarse con respecto a la actividad de
tipo AveC usando procedimientos tales como analisis de HPLC
de los productos de fermentacibn, como se describe, por
ejemplo, en la Seccidn 7 mostrada més adelante

La produccién y manipulacién de las woléculas
polinucleotidicas descritas en este documente estan dentro
de la experiencia en la técnica y pueden realizarse de
acuerdo con técnicas recombinantes descritas, por ejemplo,
en Maniatis, y col , 1989, Meclecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, Ausubel, y col , 1989, Current Protocolsg In
Molecular Baology, Greene Publishing Associates & Wiley
Interscience, NY, Sambrook, y c¢ol , 1989, o lar

Cloning, A Laboratory Manual, 2° ed , Cold Sprang Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, Innis y col

(eds ), 1995, PCR Strategies, Academic Press, Inc , San
Diego, y Erlich (ed), 1992, PCR Technology, Oxford

University Press, Nueva York, todos 1los cuales se
incorporan aqui por referencia Los clones
polinucleotidicos que codifican productos génicos AveC o

productos génicos homblogos a AveC pueden identificarse
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usando cualquier procedimiento conocido en la técnaca
incluyendo, pero sin limitacidn, los procedimientos
indicados en la Seccién 7 mostrada mis adelante Pueden
rastrearse bibliotecas de ADN genémico con respecto a las
secuencias codificantes aveC y homSlogas a aveC usando
técnicas tales como los procedimientos indicados en Benton
y Davais, 1977, Science 196 180, para bibliotecas de
bacteridfagos, y en Grunstein y Hogness, 1975, Proc Natl
Acad Sca USA, 72 3961-3965, para bibliotecas de
pldsmidos Las moléculas polinucleotidicas que tienen
secuencias de nucledétidos que se sabe que incluyen la ORF
de aveC, como la presente, por ejemplo, en el pléasmido
pSE186 (ATCC 209604), o en el plédsmido pSE199 (descrito en
la Seccibn 7, mostrada mis adelante), pueden usarse como
sondas en estos experimentos de seleccifn Como
alternativa, pueden sintetizarse sondas olaigonucleotidicas
gque corresponden a las secuencias de nucledétidos deducidas
a partir de las secuencias de aminodcidos parciales o
completas del producto génico homSlogo a AveC purificado
5 2 igtemag Rec inan
521 Vector de Clonacidn Expresién

La presente invencifn proporciona ademids vectores de
clonacidn y vectores de expresidn recombinantes que son
Gtiles en 1la clonacidn o expresién de moléculas

polinucleotidicas de la presente invencidn que comprenden,
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por ejemplo, la ORF de aveC de § avermitilis o cualquier
ORF hombéloga a aveC En una realizacibédn no limitante, la
presente 1nvencién proporciona el plasmido pSEl86 (ATCC
209€04), que comprende la ORF completa del gen aveC de S
avermitilis

Toda la sigquiente descraipcidn relacionada con la ORF
de aveC de § avermitilis, una molécula polinucleotidica
que comprende la ORF de aveC de § avermitilais © una
porcién de la misma, o un producto génico AveC de S
avermitilis, también se refiere a homSlogos de aveC y a
productos génicos homdlogos a AveC, a menos que se indique
explicitamente o por el contexto

Se ha creado una diversidad de vectores diferentes
para uso especifico en Streptomyces, incluyendo fagos,
plasmidos de alto namero de copias, plésmidos de bajo
nimerco de copias Yy vectores lanzadera de E coli -
Streptomyces, entre otros, y cualquiera de é&stos puede
usarse para poner en priactica la presente invencibn
Tambi1én se han c¢lonado varios genes de resistencia a
farmacos de Streptomyces, y varios de estos genes se han
incorporado en vectores como marcadores selectivos Se
presentan ejemplos de vectores actuales para uso en
Streptomyces, entre otros sitios, en Hutchinson, 1980,
Applied Biochem Baiotech 16 169-190

Los vectores recombinantes de la presente invencidn,
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particularmente los vectores de expresién, preferiblemente
se construyen de forma que la secuencia codificante para la
molécula polinucleotidica de 1la 1invencién esté en
asociacibn operativa con uno o mas elementos requladores
necesarios para la transcripciébn y traduccidn de 1la
secuencia codificante para producir un polipéptido Como se
usa en este documento, el término "elemento regulador"
incluye, pero sin lamitacidn, secuencias de nuclebtidos que
codifican promotores inducibles y no ainducibles,
intensificadores, operadores y otros elementos conocidos en
la técnica que sirven para dirigir y/o regular la expresién
de secuencias que codifican polanuclebétidos Ademds, como
se usa en este documento, la secuencia codificante estd en
"asociacibn operativa" con uno o mas elementos reguladores,
donde 1los elementos reguladores regulan eficazmente vy
permiten la transcraipcién de la secuencia codificante, la
traduccidn de su ARNm o ambas cosas

Los vectores plasmidicos tipicos que pueden
modificarse por ingenieria genética para que contengan una
molécula polinucleotidica de 1la presente 1invencién,
incluyen pCR~-Blunt, pCR2 1 (Invatrogen), pGEM3Zf (Promega)
Yy el vector lanzadera pWHM3 (Vara y col , 1989, J Bact
171 5872-5881), entre otros muchos

En la técnica, son bien conocidos procedimientos para

construir vectores recombinantes gque contienen secuencias
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codificantes particulares en asociacibn operativa con
elementos reguladores apropiados, y é&éstos pueden usarse
para poner en préictica la presente invencidén Estos
procedimientos inc¢luyen técnicas recombinantes in vitro,
técnicas sintéticas y recombinacién genética in Vivo
Véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Maniatis y
col , 1989, mencionado anteriormente, Ausubel y col , 1989,
mencionado anteriormente, Sambrook y col , 1989, mencionado
anteriormente, Innag Yy col , 1995, mencionado
anteriormente, y Erliach, 1992, mencionado anteriormente

Los elementos reguladores de estos vectores pueden
variar en resistencia y especificidades Dependiendo del
sistema huésped/vector utilizado, puede usarse cualguiera
de varios elementos adecuados para la transcripcidn y la
traduccién Los ejemplos no limitantes de las regiones
reguladoras de la transcripcifn o promotores para bacterias
incluyen el promotor fg-gal, el promotor T7, el promotor
TAC, los promotores A i1zquierdo y derecho, promotores trp
y lac, promotores de fusibn trp-lac y, mis especificamente
para Streptomyces, los promotores ermfE, meIC, tipA, etc En
una realizacidn especifica descrita en la Seccibédn 11
mostrada mis adelante, se generd un vector de expresidn que
contenia la ORF de ave( clonada adyacente al promotor ermE
fuerte constitutivo de Saccharopolyspora erythraea El

vector se utilizé para transformar § avermitilis y el
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posterior andlisis de HPLC de los productos de fermentacién
indicé una mayor concentracidn de avermectinas producidas
en comparacidn con la producciédn por la misma cepa pero que
en su lugar expresaba el alelo de aveC de tipo silvestre

Pueden usarse vectores de expresidén de proteinas de
fus16n para expresar una proteina de fusidén del producto
génico AveC La proteina de fusidn purificada puede usarse
para actaivar antisuero contra el producto génico AveC, para
estudiar las propiedades bioquimicas del producto génico
AveC, para obtener por ingenieria genética proteinas de
fusi6n de AveC con diferentes actividades bioguimicas o
para ayudar a la identificacidn o purificacién del producto
génico AveC expresado Los posibles vectores de expresidn
de proteinas de fusién incluyen, pero sin limitacién,
vectores que 1ncorporan secuencias que codifican fusiones
de f-galactosidasa y trpE, fusiones de proteinas de unién
a maltosa, fusiones de glutatibn-S-transferasa y fusiones
de polihistidina (regiones portadoras) En una realizacién
alternmativa, puede fusionarse un producto génico AveC o una
porcidn del mismoc con un producto génico hombélogo a AveC o
a una porcidn del mismo, procedente de otra especie o ¢epa
de Streptomyces, tal como, por ejemplo, § hygroscopicus O
s griseochromogenes En una realizacidn particular
descrita en 1la Seccidén 12, mostrada mas adelante vy

representada en la FIGURA 7, sBe construydé un plédsmido
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quimérico que contenia una regién de 564 pb de la ORF
homéloga a aveC de § hygroscopicus que reemplazaba a una
regién de 564 pb hom6loga de la ORF de aveC de S
avermitilis Tales vectores hibridos pueden utilizarse para
transformar células de § avermitilis y ensayarse para
determinar su efecto, por ejemplo, sobre la relacidn de
avermectinas de c¢lases 2 1 producidas

Las proteinas de fusidén de AveC pueden modificarse por
ingenieria genética para que comprendan una regidn Gtal
para la purificacién Por ejemplo, las proteinas de fusién
AveC-proteina de unibn a maltosa pueden purificarse usando
resina de amilosa, las fusionesg AveC-proteinas de fusidén de
glutatidn-S-transferasa pueden purificarse usando perlas de
glutatién-agarosa, y las fusiones de AveC-polihistidina
pueden purificarse usando una resina de niguel divalente
Como alternativa, pueden usarse anticuerpos contra una
proteina o péptido portador para realizar la purificacidén
por cromatografia de afinidad de la proteina de fusién Por
ejemplo, puede introducirse por 1ingenieria gen&tica una
secuencia de nucledtidos que codifica para el epitopo diana
de un anticuerpo monoclonal, en el vector de expresidn, en
asociacibén operativa con loe elementos regquladores, Yy
situarse de forma que el epitopo expresado se fusione con
el polipéptido AveC Por ejemplo, puede insertarse por

técnicas convencicnales una secuencia de nucleétidos que
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codifica para la marca de epitopo FLAG™ (International
Biotechnoleogies Inc ), que es un péptido marcador
hidrdéfilo, en el vector de expresibn en un punto
correspondiente, por ejemplo, al extremo carboxilo terminal
del polipéptido AveC El producto de fusibén polipéptido
AveC-epitopo FLAG™ después puede detectarse y purificarse
por afinidad usando anticuerpos anti-FLAG™ adquiribles en
el mercadoc

El vector de expresién que codifica la proteina de
fusi6én AveC también puede modificarse por aingenieria
genética para que contenga secuenclas de poliengarce que
codifican sitios de escisidn especificos de proteasas, de
forma que el polipéptido AveC expresado pueda liberarse de
la regidn portadora o de la molécula de fusidn por
tratamiento con una proteasa especifica Por ejemplo, el
vector de la proteina de fusi6n puede incluir secuencias de
ADN que codifican sitios de escisidn por trombina o por el
factor Xa, entre otros

Mediante ingenieria genética también puede
introducirse una secuencia seflal cadena arriba y en la
misma fase de lectura gue la ORF de aveC, en el vector de
expresién, por procedimientos conocidos, para dirigir el
trdfico y la secrecidn del productco génico expresado Los
ejemplos no limitantes de las secuencias sefial incluyen los

que proceden del factor o, inmunoglobulinas, proteinas de
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la membrana externa, penicilinasa y receptores de células
T, entre otros

Para ayudar en la seleccibn de las células huésped
transformadas o transfectadas con los vectores de clonacifén
o expresién de la préesente invencidn, el vector puede
modificarse por ingenieria genética para gque comprenda
ademds una secuencia codificante para un producto génico
reportero u otro marcador selectivo Tal secuencia
codificante preferiblemente estid en asociacibn operativa
con las secuencias que codifican los elementos reguladores,
como se ha descraito anteriormente Los genes reporteros que
son tiles en la invencidén son bien conocidos en la técnica
e incluyen los que codifican la proteina fluorescente
verde, luciferasa, xylE y tirosinasa, entre otras ILas
secuencias de nucledétidos que codifican marcadores
selectivos son bien conocidas en la técnica e incluyen las
que codifican productos génicos que confieren resistencia
a antibidticos o anti-metabolitos, © qQque proporcionan un
requisito auxotrbfico Los ejemplos de tales secuencias
incluyen las que codifican resistencia a eritromicina,
tiostrepton o kanamicina, entre otras muchas

5 5 2 Transformacién de Célulap Huésped

La presente 1invencién proporciona ademds células

huésped transformadas que comprenden una molécula

polinuclectidica o vector recombinante de la invencifn, y
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nuevas cepas o lineas celulares derivadas de las mismas
Las células huésped (Gtiles en la practica de la invencidn
gon preferiblemente células de Streptomyces, aunque también
pueden usarse otras c€lulas procariotas o eucariotas Tales
células huésped transformadas tipicamente incluyen, pero
sin limitacién, microorganismos tales como bacterias
transformadas con ADN recombinante de bacteriéfago, ADN
plasmidico o ADN de c6smido, o levaduras transformadas con
vectores recombinantes, entre otras

Las moléculas polinucleotidicas de 1la presente
invencidén estldn destinadas a actuar en células de
Streptomyces, perc también pueden transformar a otras
células bacterianas o eucariotas, por ejemplo, con fines de
clonacibn o expresidn Tipicamente, puede usarse una cepa
de E coli, tal como, por ejemplo, la cepa DHS«, adquirible
de la American Type Culture Collection (ATCC), Rockville,
MD, USA (No de Acceso 31343), y de fuentes comerciales
(Stratagene) Las células huésped eucariotas preferadas
incluyen células de levadura, aungue también pueden
utilizarse eficazmente c¢é&lulas de mamiferc o células de
insectos

El vector de expresitn recombinante de la invencién
preferiblemente transforma o transfecta a una o mas células
huésped de un cultivo sustancialmente homogéneo de células

El vector de expresidn generalmente se introduce en las
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células huésped de acuerdo con técnicas conocidas tales
como, por ejemplo, transformaciébn de protoplastos,
precipitacién con fosfato cdlcico, tratamiento con cloruro
cédlcico, microinyeccidn, electroporacién, transfeccibn por
contacto con un vairus recombinado, transfeccién mediada por
liposomas, transfeccién con DEAE-dextrano, transduccién,
conjugacitn o bombardeo con microproyectiles La selecc:ibn
de los transformantes puede realizarse mediante
procedimientos convencionales, tales como mediante la
seleccidén de células que expresan un marcador selectivo,
por ejemplo, resistencia a antibibticos, asociado con el
vector recombinante, como se ha descrito anteriormente

Una vez introducido el vector de expresifn en la
célula huésped, la integracién y mantenimiento de 1la
secuencia codificante aveC en el cromoscma de la célula
huésped o episomalmente puede confirmarse por técnicas
convencionales, per ejemplo, mediante andlisis de
hibridacién de  Southern, andlisis de enzimas de
restriccidn, andlisis de PCR, incluyendo PCR con
transcriptasa 1inversa (rt-PCR), o mediante ensayo
inmunoldgico para detectar el producto génico esperado Las
células huésped que contienen y/o expresan la secuencia
codificante aveC recombinante pueden identificarse por
cualquiera de al menos cuatro procedimientos generales que

son bien conocidos en la técnica, 1incluyendo (1)
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hibridacién ADN-ADN, ADN-ARN o ARN-ARN antisentido, (11}
deteccién de la presencia de funciones de genes
"marcadores", (111) evaluacién del nivel de transcripcidn
medido por la expresidn de transcritos de ARNm especifico
de aveC en la célula huésped, y (1iv) deteccibn de la
presencia del producto polipeptidico maduro medido, por
ejemplo, Ppor inmunoensayc o por la presencia de la
actividad biolégica de AveC (por ejemplo, la producciédn de
relaciones y cantidades especificas de avermectinas
indicativas de la actividad de AveC en, por ejemplo,
células huésped de § avermitilis)

5 2 3 Expresidn y Caracterizacién de un Producto

Génico AveC Recombinante

Una vez que la secuencia codificante aveC se ha
introducido de forma estable en wuna célula huésped
apropiada, la célula huésped transformada se propaga por
clonacién y las células resultantes pueden cultivarse en
condiciones que conducen a 1la produccifn maxima del
producto génico Avel Tales condiciones tipicamente
incluyen cultaivar las células hasta que se obtenga una alta
densidad Cuando el vector de expresiédn comprende un
promotor inducible, se emplean condiciones de 1induccibén
apropiadas tales como, por ejemplc, el cambio de la
temperatura, el agotamiento de nutrientes, la adicibn de

inductores 1nnecesarios (por ejemplo, andlogos de
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carbohidrateoes, tales como isopropil-g-D-
tiogalactopirandsido (IPTG)), la acumulacién de
subproductos metabélicos en exceso, 0 similares, cuando sea
necesario, para inducir la expresidn

Cuando el producto génico AveC expresado gueda
retenido dentro de las cé&lulas huésped, las células se
recogen y se lisan y el producto se aisla y purifica del
li1sado en condiciones de extraccibén conocidas en la técnica
para reducir la degradacidn de proteinas, tales como, por
ejemplo, una temperatura de 4°C, en presencia de
inhibidores de proteasas, o ambas cosas Cuando el producto
génico AveC expresado se secreta por las células huésped,
simplemente puede recogerse el medio nutriente agotado y el
producto aislarse del mismo

El producto génico AveC expresado puede aislarse o
purificarse sustancialwmente de los lisados celulares o del
medio de cultivo, segin sea apropiado, usando
procedimientos convencionales que incluyen, pero sin
limirtacidn, cualquier combinacibdn de 1los siguientes
procedimientos precipitacién con sulfato amdnico,
fraccionamiento por tamafios, cromatografia de intercambio
1énico, HPLC, centrifugacién de densidad y cromatografia de
afanidad Cuando el producto génico AveC expresado presenta
actividad bioldgica, puede controlarse el aumento de pureza

de la preparacifn en cada etapa del procedimiento de
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purificacién mediante el uso de un ensayo apropiado
Presente o0 no actaividad biolégica el producto génico AveC
expresado, puede detectarse basédndose, por ejemplo, en el
tamafio o en la reactividad con un anticuerpo por loc demés
especifico para AveC, o por la presencia de una marca de
fusién Como se usa en este documento, un producto génico
AveC estd "purificado sustancialmente" cuando el producto
constituye mis de aproximadamente un 20% en pesoc de la
proteina en una preparacidn particular Ademas, como se usa
en este documento, un producto génico AveC estd "aislado"
cuando el producto constituye al menos aproximadamente un
80% en peso de la proteina en una preparacidn particular

Por lo tanto, la presente invencidn proporciona un
producto génico AveC de § avermitilis expresado de forma
recombinante, aislado o purificado sustancialmente, gue
comprende la secuencia de aminodcidos codificada por la
secuencia codificante del producto génico AveC del plésmido
pSE186 (ATCC 209604), o la secuencia de aminodcidos de la
FIGURA 1 (SEC ID NO 2) o una porcibn sustancial de la
misma, y homélogos del mismo

La presente invencidn proporciona ademids un producto
génico homblogo a AveC de S§ hygroscopicus expresado de
forma recombinante, aislado o purificado sustancialmente,
que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEC ID NO

4 o0 una porcibn sustancial de la misma, y homSlogos del
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m1smo

La presente 1invencién proporciona ademds un
procedimiento para producir un producto génico AveC, que
comprende cultivar una célula huésped transformada con una
vector de expresidn recombinante, comprendiendo dicho
vector una molécula polinucleotidica gque tiene una
secuencia de nuclebtidos que codifica un producto génico
AveC, molécula polinucleotidica que estd en asociacién
operativa con uno o mias elementos reguladores que controlan
la expresibn de la molécula polinucleotidica en la célula
huésped, en condiciones que conducen a la produccidn del
producto génico AveC recombinante, y recuperar el producto
génico AveC del cultivo de células

El producto génico AveC de § avermitilis expresado de
forma recombinante es til para una diversidad de fines,
incluyendo la seleccifn de compuestos que alteran la
funcidn del producto génico Avel y, por lo tanto, modulan
la biosintesis de avermectinas, y para la activacién de
anticuerpos dirigidos contra el producto génico AveC

Una vez que se ha obtenido un producto génico AveC de
suficiente pureza, puede caracterizarse por procedimientos
convencionales, incluyendo SDS-PAGE, cromatografia de
exclusién molecular, analisis de la secuencia de
aminocdcidos, actividad biolégica en la producciédn de los

productos apropiados en la ruta biosintética de las
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avermectinas, etc Por ejemplo, la secuencia de aminodcidos
del producto génico AveC puede determinarse usando técnicas
convencionales de secuenciacidn de péptidos El producto
génico AveC puede caracterizarse adicionalmente usando
andlisis de hidrofilia (véase, por ejemplo, Hopp y Woods,
1981, Proc Natl Acad Sci USA 78 3824), o algoritmos de
software andlogos, para i1dentificar las regiones hidré6fobas
e hidréfilas del producto génico AveC El an&dlisais
estructural puede realizarse para identificar regiones del
producto génico AveC que asumen estructuras secundarias
especificas Pueden usarse procedimientos biofisicos tales
como crastalografia de rayocs X (Engstrom, 1974, Biochem

Exp Biol 11 7-13), creacif6n de modelos por ordenador

(Fletterack Y Zoller {eds), 1986, en Current
Communicationg in Molecular Baiplogy, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) y resonancia magnética
nuclear (RMN), para 1localizar y estudiar los sitios de
interaccibén entre el producto génico AveC y su sustrato La
informaci6n obtenida de estos estudios puede usarse para
seleccionar nuevos sitlios para la mutacidn en la ORF de
aveC para ayudar a crear nuevas cepas de § avermitilis que
tengan caracteristicas de produccidn de avermectinas mas
deseables

5 3 Construccién y Usc de Mutantes de AveC

La presente invencidn proporciona una molécula

22
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polinucleotidica que comprende una secuencia de nucledtidos
que por lo demds es 1qual que el alelo aveC de S
avermitilis © una variante degenerada del mismo, a la
secuencia codificante del producto génico AveC del plasmido
PSE186 (ATCC 209604) o una variante degenerada de la misma,
© a la secuencia de nuclebtidos de la ORF de aveC de S
avermitilis como se presenta en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1)
© una variante degenerada de la misma, pero que ademas
comprende una o mids mutaciones, de forma que las células de
la cepa ATCC 53692 de S§ avermitilis en las que se ha
inactivado el alelo aveC de tipo silvestre y que expresan
la molécula polinucleotidica que comprende la secuencia de
nucleétidos mutada o la variante degenerada de la misma,
producen una relacién o cantidad diferente de avermectinas
que la producida por las células de la cepa ATCC 53692 de
S avermitilis que en su lugar expresan sdlo el alelec de
aveC de tipo silvestre

De acuerdo con la presente invencién, tales moléculas
polinucleotidicas pueden usarse para producir nuevas cepas
de § avermitilis que presentan un cambio detectable en la
produccidn de avermectinas en comparacién con la misma cepa
gque en su lugar expresa s6lo el alelo de aveC de tipo
s1lvestre En una realizacibén preferida, tales moléculas
polinucleotidicas son iitiles para producir nuevas cepas de

S avermitilis que producen avermectinas en una relacidn
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reducida de clases 2 1 en comparacidn con la misma cepa que
en su lugar expresa s6lo el alelo de aveC de tipo
silvestre En otra realizacién preferida, tales moléculas
polinucleotidicas son Gtiles para producir nuevas cepas de
S avermitilis que producen mayores niveles de avermectinas
en comparacifn con la misma cepa que en su lugar expresa
86lo el alelo de aveC de tipo silvestre En otra
realizacidn preferida, tales moléculas polinucleotidicas
son Gtiles para producir nuevas cepas de S avermitilis en
las que se ha inactaivado el gen aveC

Las mutaciones en el alelo o en la secuencia
codificante de aveC incluyen cualquier mutacifn gque
introduzca una o mis deleciones, adiciones o sustituciones
de aminoicidos en el producto génico AveC, que produzca el
truncamiente del producto génico AveC, ©O cualquier
combinacién de las mismas, y que produzca el resultado
deseado Se pretende que tales secuencias de alelos de aveC
mutados incluyan cualquier variante degenerada de las
mismas Por ejemplo, la presente i1nvencidén proporciona
moléculas polinucleotidicas gque comprenden la secuencia de
nuclebdtidos del alelo de aveC o una variante degenerada de
la misma, la secuencia codificante del producto génico AveC
del plasmido pSE186 (ATCC 209604) o una variante degenerada
de la misma, o la secuencia de nuclebtidos de la ORF de

aveC de S avermitilis como Be presenta en la FIGURA 1 (SEC
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ID NO 1) o una variante degenerada de la misma, pero que
ademds comprenden una o mis mutaciones que codifican la
sustitucidn de un resto aminoicido por un resto aminodcido
diferente en las posiciones seleccionadas en el producto
génico AveC En varias realizaciones no limitantes, de las
que varias se ejemplifican mas adelante, tales
sustituciones pueden realizarse en cualquiera de las
posiciocnes de amincdcidos del producto génico AveC que
correspondan a las posiciones de aminodcidos 38, 48, 55,
89, 99, 111, 136, 138, 135, 154, 179, 228, 230, 238, 266,
275, 289 & 298 de la SEC ID NO 2, o alguna combinacién de
las mismas

Las mutaciones de la secuencia codificante aveC se
realizan por cualquiera de una diversadad de procedimientos
conocidos, incluyendo el uso de una PCR propensa a error o
de mutagénesis de cassette Por ejemplo, puede emplearse
mutagénesis dirigida a oligonucledtidos para alterar la
secuencia del alelo o de la ORF de aveC de una forma
definida, tal como, por ejemplo, para aintroducir uno o mas
Bitios de restriccibn, o© un coddén de terminacibn, en
regiones especificas dentro del alelo o la ORF de aveC
También pueden usarse procedimientos tales como los
descritos en la Patente de Bstados Unidos S 605 793, en la
Patente de Estados Unidos 5 830 721 y en la Patente de

Bstados Unidos 5 837 458, que 1implican £fragmentacidn
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aleatoria, ciclos repetidos de mutagénesis y redistribucibn
de nucledtidos, para generar grandes bibliotecas de
polinucleétidos que tienen secuencias de nuclebStidos que
codifican mutaciones de aveC

Las mutaciones deseadas pueden ser atiles,
particularmente cuando sirven para alterar uno o mds restos
aminodcidos conservados en el producto génico AveC Por
ejemplo, una comparacién de las secuencias de aminodcidos
deducidas de los productos génicos AveC y los productos
génicos hombélogos a AveC de § avermatilis (SEC ID NO 2),
S griseochromogenes (SEC ID NO 5) y § hygroscopicus (SEC
ID NO 4), como se presgenta en la FIGURA 6, indica sitios
de conservacidn significativa de restos aminodcidos entre
estas especies La mutagénesis deseada que conduce a un
cambic en uno o mas de estos restos aminodcidos conservados
puede ser particularmente eficaz para producir nuevas cepas
mutantes gque presentan alteraciones deseables en la
producciédn de avermectinas

La mutagénesis aleatoria también puede ser (til y
puede real:zarse por exposicién de las células de §
avermitilis a la radiacidnm ultravioleta o a rayos X, o0 a
mutdgenos quimicos tales como N-metil-N’-nitrosoguanidina,
etal metano sulfcnato, acido nitroso o0 mostazas
nitrogenadas Véase, por ejemplo, Ausubel, 1989, mencionado

anteriormente, para una revaisifén de las técnicas de

346



10

15

20

25

58

mutagénesis

Una vez generadas las moléculas polinucleotidicas
mutadas, se analizan para determinar si pueden modular la
biosintesis de avermectinas en S avermitilis En una
realizacibén preferida, una molécula polinucleotidica que
tiene una secuencia de nucledétidos mutada se ensaya
mediante complementacidn de una cepa de § avermitilis en
la que el gen aveC se ha inactivado para dar un efecto de
fondo negativo a aveC (aveC) En un procedimiento no
limitante, la molécula polinucleotidica mutada se ajusta a
un plismido de expresidn en asociacién operativa con uno o
mis elementos reguladores, pldsmido que tambié&n comprende
preferiblemente uno o mas genes de resistencia a farmacos
para permitir la selecciédn de las células transformadas
Después, este vector se utiliza para transformar células
huésped aveC usando técnicas conocidas y las células
transformadas se seleccionan y cultivan en un medio de
fermentacién apropiado en condiciones que permiten o
inducen 1la produccidn de avermectinas Después, 1los
productos de fermentacién se analizan por HPLC para
determinar la capacidad de la molécula polinucleotidica
mutada para complementar la célula huésped En la Seccidn
8 3, mostrada mds adelante, se 1lustran varios vectores gue
llevan moléculas polinucleotidicas mutadas capaces de

reducir la relacién de avermectinas B2 Bl, incluyendo

3¢



10

15

20

25

59

pSE188, pSE199, pSE231, pSE239 y pSE290 a pSE297

La presente invencidn proporciona procedimientos para
identificar mutaciones de la ORF de aveC de § avermitilis
capaces de alterar la relacién y/o cantidad de avermectinas
producidas En una realizacibn preferida, 1la presente
invencién proporciona un procedimiento para identificar
mutaciones de la ORF de aveC capaces de alterar la relacidén
de avermectinas de clases 2 1 prcducidas, que comprende
(a) determinar la relacidén de avermectinas de clases 2 1
producidas por las célulaes de una cepa de S avermitilis en
la que se ha inactivado el alelo de aveC nativo, y en la
que se ha introducido y se estd expresando una molécula
polinucleotidica que comprende una secuencia de nuclebtidos
que codifica un producto génico AveC mutado, (b} determinar
la relaci6n de avermectinas de clases 2 1 producidas por
las células de la misma cepa de S averm:tilis que en la
etapa (a), perc que en su lugar expresan sd6lo un alelo de
aveC de tipo silvestre o un alelo de aveC que tiene la
secuencia de nucleftidos de la ORF de la FIGURA 1 (SEC 1D
NO 1) o una secuencia de nucledtidos que es homéloga a la
misma, y (c) comparar la relacidén de avermectinas de clases
2 1 producidas por las células de § avermitilis de la
etapa (a) con la relacibtn de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de S avermitilis de la etapa

(b), de tal forma que s1 la relaciédn de avermectinas de las
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clases 2 1 producidas por las células de § avermitilis de
la etapa (a) es diferente de la relacifn de avermectinas de
clases 2 1 producidas por las células de § avermitilis de
la etapa (b), entonces se ha identificado una mutacidn de
la ORF de ave(C capaz de alterar la relacidn de avermectinas
de clases 2 1 En una realizacidn preferida, la relacidn de
avermectinas de clases 2 1 Be reduce por la mutacibn

En otra realizacibén preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para identificar mutaciones de
la ORF de aveC o construcciones genéticas que comprenden la
ORF de ave(C capaces de alterar la cantidad de avermectinas
producidas, que comprende (a) determinar la cantidad de
avermectinas producidas por células de una cepa de S
avermitilis en la que se ha inactivado el alelo de aveC
nativo, y en la que se ha introducido y se estd expresando
una molécula polinucleotidica gque comprende una secuencia
de nuclebdtidos que codifica un producto génico AveC mutado
© que comprende una construccidn genética que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un producto génico
AveC, (b) determinar la cantidad de avermectinas producidas
por las células de la misma cepa de § avermitilis que en
la etapa (a), pero que en su lugar expresan s6lo un alelo
de aveC de tipo silvestre o una secuencia de nuclebdtidos
gque es homdloga al mismo, Yy (c) comparar la cantidad de

avermectinas producidas por las células de § avermitilis
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de la etapa (a) con la cantidad de avermectinas producidas
por las células de § avermitilis de la etapa (b), de tal
forma que 81 la cantidad de avermectinas producidas por las
células de § avermitilis de la etapa (a) es diferente de
la cantidad de avermectinas producidas por las cé&lulas de
S avermitilis de la etapa (b), entonces se ha identificado
una mutacién de la ORF de aveC o una construccién genética
capaz de alterar la cantidad de avermectinas En una
realizacidn preferida, la cantidad de avermectinas
producidas se aumenta por la mutacién

Cualquiera de los procedimientos mencionados
anteriormente para 1dentificar mutaciones se realiza usando
un medio de cultivo de fermentacidn, preferiblemente
suplementado con &cido ciclohexano carboxilico, aungque
también pueden usarse otros precursores de &cidos grasos
apropiados, tales como uno cualquiera de los precursores de
dcidos grasos presentados en la TABLA 1

Una vez que se ha 2identificado una molécula
polinucleotidica mutada que mwmodula la produccibn de
avermectinas en una direccién deseable, puede determinarse
la 1localizacidén de la mutacién en la secuencia de
nuclebtidos Por ejemplo, una molécula polinucleotidica que
tiene una secuencia de nucledtidos que codifica un producto
génico AveC mutado, puede aislarse por PCR y someterse a un

anidlisis de la secuencia de ADN usando procedimientos
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conocidos Comparando la secuencia de ADN del alelo de aveC
mutado con la del alelo de aveC de tipo silvestre, pueden
determinarse las mutaciones responsables de la alteracidn
de la produccibn de avermectinas En realizaciones
especificas, aunque no limitantes de la presente invencifn,
los productos gé&nicos AveC de S avermitilis que
comprendian sustituciones de un solo aminodcido en
cualquiera de los restos 55 (S55F), 138 (S138T), 139
(A139T) o 230 (G230D), o sustituciones dobles en 1las
posiciones 138 (S138T) y 139 (Al39T o Al39F), produjeron
cambios en la funcidén del producto génico AveC, de tal
forma que se alterd la relacidn de avermectinas de clases
2 1 producidas (véase la Seccidn 8, mostrada mas adelante),
correspondiendo las posiciones de aminodcidos mencionadas
a las presentadas en la FIGURA 1 (SEC ID NO 2) Ademés, se
ha demostrado que cada una de 1las siquiente siete
combinaciones de mutaciones reduce eficazmente la relacidn
de avermectinas de clases 2 1 (1) D48E/A89T, (2)
$138T/A139T/G1798, (3) Q38P/L136P/E238D, (4)
F99S5/8138T/A139T/G1798, (5) Al139T/M228T, (6) G111V/P289L,
(7) R139T/K154E/Q298H Como se usa en este documento, las
designaciones mencionadas anteriormente, tales como Al39T,
indican el resto de aminodcido original mediante una sola
letra, que en este ejemplo es la alanina (A), en la

posicitn indicada, que en este ejemplo es la posicibn 135
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(haciendo referencia a la SEC ID NO 2) del polipéptado,
seguirdo del resto de aminodcido que reemplaza al resto de
aminodcido oriaiginal, que en este ejemplo es la treonina
(T) Por consiguiente, la presente invencibén incluye las
moléculas polinucleotidicas gque tienen secuencias de
nucledtidos que codifican los productos génicos AveC de S
avermitilis mutados gque comprenden sustituciones o
deleciones de amincdcidos en una ¢ mas de las posiciones de
aminocdcidos 38, 48, 55, 8%, 99, 111, 136, 138, 139, 154,
179, 228, 230, 238, 266, 275, 289 o 298 (véase la FIGURA
1), o cualquier combinacién de las mismas

En una realizacidén preferida, tales mutaciones
codifican sustituciones de amincdcidos seleccicnadas entre
una o mis del grupo compuesto por

(a) el resto de aminocdcido Q en 1la posicibdn 38
reemplazado por P o por un aminodcido gque es una
sustitucidn conservativa para P,

(b) el resto de aminodcido D en la posicién 48
reemplazado por E o por un aminodcido que es una
sustitucidn conservativa para E,

(c) el resto de aminodcido A en la posicibn 89
reemplazado por T o por un aminoacido que es una
sustitucidn conservativa para T,

(d) el resto de aminodcidoc F en la posicidbn 99

reemplazado por S o por un aminodcido que es una

LT
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sustitucién conservativa para S,

el resto de aminodcido G en la posicidn 111
reemplazado por V o por un aminoacido que es una
sustitucidn conservativa para V,

el resto de aminodcido L en la posicidn 136
reemplazado por P o0 por un aminodcido que es una
sustitucidn conservativa para P,

el resto de aminodcido S en la posicidn 138
reemplazado por T o por un aminodcido que es una
sustitucibén conservativa para T,

el resto de aminodcido A en la posicidn 139
reemplazado por T o F o0 por un aminodcido que es
una sustitucidn conservativa para T o F,

el resto de aminodcido K en la posicidn 154
reemplazado por E o por un aminodcido que es una
sustitucidn conservativa para E,

el resto de aminodcido G en la posicibn 179
reemplazado por § o por un aminodcido Que es una
sustitucidn conservativa para S,

el resto de aminodacido M en la posicidn 228
reemplazado por T o por un aminoicido gque es una
sustitucidn conservativa para T,

el resto de aminodcido B en la posicibn 238
reemplazado por D o por un aminodcido que es una

sustitucidn conservativa para D,

e
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(m) el resto de aminodcido P en la posicibn 289

reemplazado por L o por un aminodcido que es una

sustitucidén conservativa para L,

(n) el resto de amincdcido Q en la posicibén 298

reemplazade por H o por un aminodcido que es una

sustitucidn conservativa para H,

giendo las sustituciones de aminodcidos conservativas como

se han definido anteriormente en la Seccibn 5 1

En otra realizacién preferaida, tales mutacaiocnes

codifican una combinacién de sustituciones de aminoacidos,

selecciondndose la combinacidn de restos de aminodcidos

sustituidos entre el grupo compuesto por

(a)
(b)
(c)
(d)
(e)
G179,
(£}
(g)
(h)

En otra

los
los
los
los

los

los
los

los

restos de aminodcidos S138 y Al3l9,
restos de amincicidos D48 y A89,
restos de aminoidcidos S138, Al139 y G179,
restos de amino&cidos Q38, L136 y E238,

restos de aminodcidos F99, S138, Al39 y

restos de aminocdcidos Al39 y M228,
restos de aminodcidos G111l y P289, y

restos de aminodcidos Al139, K154 y Q298

realizacidn preferida, las combinaciones

especificas de mutaciones en el alelo de aveC (tiles para

reducir eficazmente la relacidn de avermectinas de clases

2 1 de acuerdo con la presente invencifn se seleccionan
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entre una o mis del grupo compuesto por

(a) S138T/A139T,

(b) S138T/A139F,

(c) D48E/AB89T, -

(d) S138T/A139T/G179S,

(e) Q38P/L136P/E238D,

(€) F99S/S138T/A139T/G179S,

(g) A139T/M228T,

(h) G111/P289L, y

(1) Al139T/K154E/Q298H

La presente invencidn proporc¢iona ademids composicliones

para obtener nuevas cepas de § avermitilis, cuyas células
contienen un alelo de aveC mutado que da como resultado la
alteracidén de la produccidn de avermectinas Por ejemplo,
la presente 1nvencidn proporciona vectores recombinantes
que pueden usarse para dirigir cualquiera de las moléculas
polinucleotidicas que comprenden secuencias de nucledtados
mutadas de la presente invencién, al sitio del gen aveC del
cromosoma de S avermitiliS para insertar ¢ reemplazar la
ORF de aveC o© una porcidén de la misma mediante
recombinacién hombloga De acuerdo con la presente
invencién, sin embargo, una molé&cula polinucleotidica que
comprende una secuencia de nucleftidos mutada de la
presente 1invencidn proporcionada aqui, también puede

funcionar modulando la biosintesis de avermectinas cuando
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se inserta en el cromoscma de S§ avermitilis en un sitio
distinto del gen aveC o cuando se mantiene episomalmente en
las células de S avermitilis Asi pues, la presente
invencién también proporciona vectores que comprenden una
molécula polinucleotidica que comprende una secuencia de
nucledtidos mutada de la presente invencidn, vectores gue
pueden usarse para insertar la molécula polinucleotidica en
un sitio del cromosoma de S§ avermitilis distinto del gen
aveC o para mantenerse episomalmente

En una realizacaén preferida, la presente invencidn
proporciocna vectores de reemplazo génico que pueden usarse
para insertar un alelo de aveC mutado o una variante
degenerada del mismo en células de una cepa de S
avermitilis, con lo que sSe generan nuevas cepas de S
avermitilis, cuyas células producen avermectinas en una
relacién alterada de clases 2 1 en comparacién con las
células de la misma cepa que en su lugar expresan sélo el
alelo de aveC de taipo silvestre En una realizacidn
preferida, se reduce la relacifn de avermectinas de clases
2 1 producidas por las células Tales vectores de reemplazo
génico pueden construirse usando moléculas
polinucleotidicas mutadas presentes en vectores de
expresidn proporcionados aqui, tales como, por ejemplo,
pPSE188, pSEl19% y pSE231, vectores de expresifn que se

ejemplifican en la Seccibn 8 mostrada mds adelante
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En otra realizacibén preferida, la presente invencién
proporciona vectores que pueden usarse para insertar un
alelo de aveC mutado o una variante degenerada del mismo en
células de una cepa de § avermitilis para generar nuevas
cepag de células que producen cantidades alteradas de
avermectinas en comparacidn con las células de la misma
cepa que en su lugar expresan s6lo el alelo de aveC de tipo
si1lvestre En una realizacidén preferida, se aumenta 1la
cantidad de avermectinas producidas por las células En una
realizacibn especifica, aunque no limitante, tal vector
comprende ademas un promotor fuerte como se conoce en la
técnica, tal como, por ejemplo, el promotor ermE fuerte
constitutivo de Saccharopolyspora erythraea, que se sitda
cadena arriba y en asociacifn operativa con el alelo de
aveC Tal vector puede ser el plasmido pSE189, descrito en
el Ejemplo 11 mostrado mas adelante, o puede construirse
mediante el uso del alelo de aveC mutado del plasmido
pSE189

En otra realizacibn preferida, la presente invencidn
proporciona vectores de reemplazo génico que son (tiles
para i1nactivar el gen aveC en una cepa de tipo silvestre de
§ avermitilis En una realizacidn no limitante, tales
vectores de reemplazo génico pueden construirse usando la
molécula polinucleotidica mutada presente en el pliasmido

PSE180 (ATCC 209605), que se ejemplifica en la Seccaén 8 1



10

15

20

25

69

mostrada mis adelante (FIGURA 3) La presente invencién
proporciona ademis vectores de reemplazo génico dgue
comprenden una molécula polinucleotidica que comprende o
consta de secuencias de nucledStidos que flanquean de forma
natural al gen aveC in situ en el cromosoma de S
avermitilis, incluyendo, por ejemplo, las que flanquean las
secuencias de nucleétidos mostradas en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 1), vectores que pueden usarse para delecionar la ORF de
aveC de § avermitilais

La presente invencidn proporciona ademéis
procedimientos para obtener nuevas cepas de S avermitilas
que comprenden cé€lulas gue expresan un alelo de aveC mutado
Yy que producen una relacidn y/o cantidad de avermectainas
alterada en comparacién con las células de la misma cepa de
S avermitilis que en su lugar expresan s6lo el alelo de
aveC de tipo silvestre En una realizacién preferada, la
presente 1invencién proporciona un procedimiento para
obtener nuevas cepas de S avermitilis que comprenden
células que expresan un alelo de aveC mutado y que producen
una relacidén alterada de avermectinas de clases 2 1 en
comparacifn con las células de la misma cepa de S
avermitilis que en su lugar expresan s6lo un alelo de aveC
de tipo silvestre, que comprende transformar cé&lulas de una
cepa de S avermitilis con un vector que lleva un alelo de

aveC mutado que codifica un producto génico que altera la

Ay
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relaci6n de avermectinas de clases 2 1 producidas por las
células de una cepa de § avermitilis que expresan el alelo
de aveC mutado en comparacién con las células de la misma
cepa gque en su lugar expresan sflo un alelo de aveC de tipo
silvestre, Yy seleccionar las células transformadas que
producen avermectinas en una relacién de clases 2 1
alterada en comparacidén con la relacibn de clases 2 1
producida por células de la cepa que en su lugar expresan
s6lo el alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacidn
mids preferida, la presente 1invencién proporciona un
procedimiento para fabricar wuna nueva cepa de S
avermitilis, que comprende transformar células de una cepa
de § avermitilis con un vector capaz de introducir una
mutacién en el alelc de aveC de tales células, donde la
mutacidn del alelo de aveC ocasiona la sustitucibdn en el
producto génico AveC codificado de un resto de aminoacido
diferente en una o mas posiciones de aminoidcidos que
corresponden a los restos de aminodcidos 38, 48, 55, B89,
99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266, 275,
289 6 298 de la SBC ID NCOC 2, de tal forma que las células
de la cepa de S avermitilis en las que el alelo de aveC se
ha mutado de esta forma producen una relacidn de
avermectinas de clases 2 1 que es diferente de la relacibn
producida por las células de la misma cepa de S

avermitilis que en su lugar expresan s56lo el alelo de aveC
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de tipo silvestre En una realizaci6n preferida, 1la
relaci6n alterada de avermectinas de clases 2 1 se reduce

Como se usa en este documento, cuando se dice que un
resto de aminodcido codificado por un alelo de aveC en el
cromosoma de S avermitilis, o en un vector o molécula de
polinucleétido aislada de la presente 1invencidén,
"corresponde" a un resto de aminodcido particular de la SEC
ID NO 2, o cuando se dice que una sustitucidn de
aminodcidos se produce en una posicidn particular "que
corresponde"” a la de un resto de aminodcido numerado
especifico de la SEC ID NO 2, se pretende hacer referencia
al resto de aminodcido en la misma localizacidn relativa en
el producto génico AveC, la cual puede determinarse
rdpidamente por el especialista en la técnica mediante
referencia a la secuencia de aminodcidos presentada en este
documento como SEC ID NO 2

La presente invencaidn proporciona ademéas
procedimientos para obtener nuevas cepas en las que las
mutaciones especificas en el alelo de aveC que codifican
mutaciones particulares se mencionan como cambios de bases
en posiciones de nuclebdtidos especificas en el alelo de
aveC "que corresponden" a posiciones de nucledtidos
particulares como se muestran en la SEC ID NO 1 Como se
ha indicado anteriormente con respecto a las posiciones de

aminodcidos correspondientes, cuando se dice gque una

360
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posicién de nucledtido en el alelo de aveC "corresponde" a
una posicidn de nucleétido particular de la SEC ID NO 1,
se pretende hacer referencia al nuclebtido en la misma
localizacién relativa en la secuencia de nuclebdtidos aveC,
la cual puede determinarse rapidamente por el especialista
en la técnica mediante referencia a la secuencia de
nucleb6tidos presentada en este documento como SEC ID NO 1

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para obtener nuevas cepas de
s avermitilis que comprenden células que producen
cantidades alteradas de avermectainas, gque comprende
transformar las células de una cepa de S avermitilis con
un vector que 1lleva un alelo de aveC mutado o0 una
construcciédn genética que comprende el alelo de aveC, cuya
expresitn da como resultado una alteracidn de la cantidad
de avermectinas producidas por las células de una cepa de
S avermitilis que expresan el alelo de aveC mutado o una
construccidén genética en comparacidén con las células de la
misma cepa que en su lugar expresan sblo el alelo de aveC
de tipo silvestre, y seleccionar las c&lulas transformadas
que producen avermectinas en una cantidad alterada en
comparacién con la cantidad de avermectinas producidas por
las células de la cepa que en su lugar expresan s&lo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacidn

preferida, se aumenta la cantidad de avermectinas

3ol
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producidas en las células transformadas

En otra realizacidn preferida, la presente invencidn
proporciona un procedimiento para obtemner nuevas cepas de
S avermitilis, cuyas células comprenden un alelo de aveC
inactivado, que comprende transformar células de una cepa
de 5§ avermitilis que expresan cualquier alelo de aveC con
un vector que inactiva el alelo de aveC, y seleccionar las
células transformadas en las que el alelo de aveC se ha
inactivade En una realizacidn preferida, aunque no
limitante, se transforman las células de una cepa de S
avermitilis con un vector de reemplazo génico que lleva un
alelo de avel que se inactivado por mutacidn o reemplazo de
una porcidén del alelo de aveC con una secuencia génica
heterdloga, y se seleccionan las células transformadas en
las que el alelo de aveC nativo se ha reemplazado por el
alelo de aveC inactaivado La inactivacitn del alelo de aveC
puede determinarse por andlisis de HPLC de los productos de
fermentacién como se describe mAs adelante En una
realizacidén especifica, aunque no limitante, descraita en la
Seccién 8 1 mostrada mias adelante, el alelo de aveC se
inactiva mediante insercidn del gen ermE de
Saccharopolyspora erythraea en la ORF de aveC

La presente invencién proporciona ademis nuevas cepas
de S avermitilis que comprenden células que se han

transformado con cualquiera de las moléculas
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polinucleotidicas o vectores de la presente invencidn En
una realizacadén preferida, la presente 1invencidn
proporciona nuevas cepas de § avermitilis que comprenden
células que expresan un alelo de aveC mutado o una variante
degenerada del mismo en lugar de o ademis del alelo de aveC
de tipo silvestre, donde las células de la nueva cepa
producen avermectinas en una relacidn alterada de clases
2 1 en comparacibtbn con la relacidn de avermectinas de
clases 2 1 producida por las células de la misma cepa que
en su lugar expregsan s6lco el alelo de aveC de tapo
silvestre En una realizacién preferida, la relacidn
alterada de clases 2 1 producida por las nuevas células se
reduce Tales nuevas cepas son itiles en la produccidén a
gran escala de avermectinas deseables desde el punto de
vista comercial, tales comoc doramectina En una realizacidn
mas preferida, la presente invencién proporciona células de
S avermitilis que comprenden cualquiera de las mutaciones
o combinaciones de mutaciones mencionadas anteriormente en
el alelo de aveC en las posiciones de nucledtidos
correspondientes a las presentadas anteriormente o bien que
codifican cualquiera de las sustituciones de aminoacidos
mencionadas anteriormente en el producto génico AveC

Aunque tales mutaciones pueden estar presentes en tales
células en un elemento extracromosémico, tal como un

plésmido, se prefiere que tales mutaciones estén presentes
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en el alelo de aveC localizado en el cromosoma de S
avermitilis En una realizacidn preferida, la presente
invencidn proporciona una cepa de Streptomyces avermitilis
que comprende células que tienen una mutacibn en el alelo
de aveC que codifica un producto génico AveC que tiene una
sustatucidén en una o© mds posiciones de aminodcidos
correspondientes a los restos de aminocdcidos 38, 48, 55,
89, 99, 111, 136, 138, 139, 154, 179, 228, 230, 238, 266,
275, 289 o 298 de la SEC ID NO 2, donde la célula produce
una relacion de avermectinas de clases 2 1 que es diferente
de la relacidn producida por una célula de la misma cepa de
S avermitilis que expresa el alelo de aveC de tipo
si1lvestre

Es un objetivo principal de los ensayos de seleccién
descritos en este documento, i1dentificar alelos mutados del
gen aveC cuya expresién, en células de S§ avermitilas,
altere y, més particularmente, reduzca la relacibdn de
avermectinas de clases 2 1 producidas En una realizacibdn
preferida, la relacidn de avermectinas B2 Bl producidas por
las células de una nueva cepa de S avermitilis de la
presente invencidén que expresa un alelo de aveC mutado, o
una variante degenerada del mismo, de la presente invencidn
es aproximadamente 1,6 1 © menor En una realizacidén mas
preferida, la relacibdn es aproximadamente 1 1 o menor En

una realizacidn mas preferaida, la relacién es

%/
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aproxamadamente 0,84 1 o menor En una realizacién més
preferida, la relacidn es aproximadamente 0,80 1 o menor
En una realizacién mas preferida, 1la relacién es
aproximadamente 0,75 1 o menor En una realizacidén més
preferada, la relacibn es aproximadamente 0,73 1 o menor
En una realizacibn m4s preferida, 1la relacibn es
aproximadamente 0,68 1 o menor En una realizacifn ain méis
preferida, la relacidn es aproximadamente 0,67 1 O menor
En una realizaciébn mas preferida, 1la relacién es
aproxamadamente 0,57 1 o menor En una realizacidn atin més
preferada, la relacidn es aproximadamente 0,53 1 o menor
En una realizacifn atin mids preferida, la relacidén es
aproximadamente 0,42 1 o menor En una realizacién aln mas
preferida, la relacién es aproximadamente 0,40 1 o menor

En una realizacibn especifica descrita més adelante,
las nuevas células de la presente ainvencidn producen
ciclohexil B2 ciclcohexil Bl avermectinas en una relacidn
menor de 1,6 1 En una realizacibén especifica diferente
descrita mé&s adelante, las nuevas células de la presente
invencidn producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl avermectinas
en una relacibn de aproximadamente 0,94 1 En otra
realizacibn especifica diferente descrata mas adelante, las
nuevas células de la presente invencidn producen ciclohexil
B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relacidn de

aproximadamente 0,88 1 En otra realizacidn especifica

363



10

15

20

25

77
diferente descrita mis adelante, las nuevas células de la
presente 1invencién producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl
avermectinas en una relacidn de aproximadamente 0,84 1 En
otra realizacidén especifica diferente descrita més
adelante, las nuevas células de la presente anvencidn
producen c¢iclohexil B2 ciclohexil Bl avermectinas en una
relacién de aproximadamente 0,75 1 En otra realizacidn
especifica diferente descrita mas adelante, las nuevas
células de la presente invencibn producen ciclohexil
B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relacidén de
aproximadamente 0,73 1 En otra realizacién especifica
diferente descrita mis adelante, las nuevas células de la
presente invencidn producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl
avermectinas en una relacién de aproximadamente 0,68 1 En
otra realizacién especifica diferente descrita mis
adelante, las nuevas células de la presente 2invencibdn
producen ciclohexil B2 ciclchexil Bl avermectinas en una
relacién de aproximadamente 0,67 1 En otra realizacidn
especifica diferente descrita mas adelante, las nuevas
células de la presente invenciédn producen ciclohexil
B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relaciém de
aproximadamente 0,57 1 En otra realizacidn especifica
diferente descrita mis adelante, las nuevas célulag de la
presente invencién producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl

avermectinas en una relacién de aproximadamente 0,53 1 En
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otra realizacibén especifica diferente descrita més
adelante, 1las nuevas células de la presente invencién
producen ciclohexil B2 ciclohexil Bl avermectinas en una
relacién de aproximadamente 0,42 1 En otra realizacibn
especifica diferente descrita mids adelante, lag nuevas
células de la presente invencidn producen ciclohexil
B2 ciclohexil Bl avermectinas en una relacién de
aproximadamente 0,40 1

En otra realizacidén preferida, la presente invencién
proporciona nuevas cepas de § avermitilis que comprenden
células gque expresan un alelc de aveC mutado o una variante
degenerada del misme, ©O una construccibn genética que
comprende un alelo de aveC 0 una variante degenerada del
mismo, en lugar de o ademids del alelo de aveC de tipo
silvestre, donde las células de la nueva cepa producen una
cantidad alterada de avermectinas en comparacién con las
células de la misma cepa que en su lugar expresan sdlo el
alelo de aveC de tipo silvestre En una realizacadn
preferida, la nueva cepa produce una mayor cantidad de
avermectinas En wuna realizacién no limaitante, la
construccidn genética comprende ademis un promotor fuerte,
tal como el promotor ermE fuerte constitutivo de
Saccharopolyspora erythraea, cadena arriba y en asociacién
operativa con la ORF de ave(l

En otra realizacién preferida, la presente invencidn

367
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proporciona nuevas cepas de § avermitilis que comprenden
células en las que se ha 1inactivado el gen aveC Tales
cepas son iti1les para el espectro diferente de avermectinas
que producen en comparacidn con la cepa de tipo silvestre,
y en ensayos de seleccidn de complementacién como se
describen en este documento, para determinar si1i 1la
mutagénesis dirigida o aleatoria del gen aveC afecta a la
produccién de avermectinas En una realizacidn especifica
descrita mds adelante, se modificaron por ingenieria
genética células huésped de S5 avermitilis para que
contuvieran un gen aveC inactivado Por ejemplo, se generd
la cepa SE180-11 descrita en los ejemplos mostrados més
adelante, usando el plasmido de reemplazo génico pSE180
(ATCC 209605) (FIGURA 3), que se construydé para inactivar
el gen aveC de S avermitilis por insercidn del gen de
resistencia ermkE en la regidn codificante de aveC

La presente invencidn proporciona ademids productos
génicos AveC de § avermitilis mutados, expresados de forma
recombinante, codificados por cualquiera de las molé&culas
polinucleotidicas mencionadas anteriormente de la
invencidén, y procedimientos para prepararlos

La presente invencidén proporciona ademis un
procedimiento para producir avermectinas, que comprende
cultivar células de una cepa de § avermitilis, células que

expresan un alelo de aveC mutado que codifica un producto
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génico que altera la relacién de avermectinas de clases 2 1
producidas por las células de una cepa de S§ avermitilis
que expresa el alelo de aveC mutado en comparacién con las
células de la misma cepa que en su lugar expresan s6lo el
alelo de aveC de tipo silvestre, en un medio de cultivo en
condiciones que permiten o inducen 1la produccidn de
avermectinas, y recuperar dichas avermectinas del cultivo
En una realizacidn preferada, la relacib6bn de avermectinas
de clases 2 1 producidas en el cultaivo por las células que
expresan el alelo de aveC mutado se reduce Este
procedimiento proporciona una mayor eficacia en la
produccidn de avermectinas valiosas desde el punto de vista
comercial, tales como la doramectina

La presente invencidn proporciona ademids un
procedimiento para producir avermectinas, que comprende
cultivar las células de una cepa de § avermitilis, células
que expresan un alelo de aveC mutado o una construccibdn
genética que comprende un alelo de aveC que da como
resultado la produccién de una cantidad alterada de
avermectinas producidas por las células de una cepa de S
avermitilis que expresan el alelo de aveC mutado o una
construccidn genética, en comparacidn con las células de la
misma cepa gque no expresan el alelc de aveC mutado o la
construccidén genética, 8i1no que en su lugar expresan s6lo

el alelo de aveC de tipo silvegtre, en un medio de cultavo
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en condiciones que permiten o inducen la produccidn de
avermectinas, y recuperar dichas avermectinas del cultivo
En una realizacidtdn preferida, aumenta la cantidad de
avermectinas producidas en el cultivo por las células que
expresan el alelo de aveC mutado, la variante degenerada o
la construccidén genética

La presente invencifn proporciona ademds una nueva
composicidén de avermectinas producidas por una cepa de S
avermitilis que expresa un alelo de aveC mutado o0 una
variante degenerada del mismo, que codifica un producto
génico que reduce la relacidén de avermectinas de clases 2 1
producidas por células de una cepa de § avermitilis que
expresan el alelo de aveC mutado o la variante degenerada
en comparacidn con las células de la misma cepa que en su
lugar expresan sd6lo el alelo de aveC de tipo silvestre,
donde las avermectinas de la nueva composicidn se producen
en una relacidn reducida de clases 2 1 en comparacidn con
la relacidén de avermectinas de clases 2 1 producidas por
las células de la misma cepa de § avermitilis que en su
lugar expresan sdlo el alelo de aveC de tipo silvestre La
nueva composicidn de avermectinas puede estar presente
segin se produce en el fluido de cultaivo de fermentacidn
agotado o puede recogerse del mismc La nueva composicién
de avermectinas puede purificarse parcial o sustancialmente

del fluido de cultivo por técnicas bioquimicas conocidas de
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purificacién, tales como precipitacién con sulfato aménico,
didlisis, fraccionamiento por tamafios, cromatografia de
intercambio i16nico, HPLC, etc

5 4 Uscs de las Avermectinas

Las avermectinas Son agentes antiparasitarios wmuy
actaivos que tienen utilidad particular como
antihelminticos, ectoparasiticaidas, insecticidas Y
acaraicidas Los compuestos de avermectina producidos de
acuerdo con los procedimientos de la presente invencidn son
Gtiles para cualquiera de estos fines Por ejemplo, los
compuestos de avermectina producidos de acuerdo con la
presente invencidn son f{itiles para tratar daversas
enfermedades o afecciones en los seres humanos,
particularmente cuando estas enfermedades o afecciones
estan provocadas por infecciones de pardsitos, como se sabe
en la técnica Véase, por ejemplo, Ikeda y Omura, 1957,
Chem Rev 97(7) 2591-2609 Mas particularmente, 1los
compuestos de avermectina producidos de acuerdo con la
presente invencibn son eficaces en el tratamiento de una
diversidad de enfermedades o afecciones provocadas por
endopardsitos, tales como nematodos pardsitos, que pueden
infectar a los seres humanos, animales domésticos, cerdos,
ovejas, aves de corral, caballos o vacas

Mas especificamente, los compuestos de avermectina

producidos de acuerdo con la presente 1invencidn, son
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eficaces contra nematodos que infectan a los seres humanos,
asi como contra los que 1infectan diversas especies de
animales Tales nematodos incluyen parasitos
gastrointestinales tales como Ancylostoma, Necator,
Ascaris, Strongyloides, Trichinella, Capillaraa, Trichuris,
Enterobius, Dirofilaria y parasitos que se encuentran en la
sangre o en otros tejidos u 6rganos, tales como gusanos
filéraicos y los estados intestinales extractog de
Strongyloides y Trichinella

Los compuestos de avermectina producidos de acuerdo
con la presente 1invencifn también son tdtiles en el
tratamiento de infecciones por ectopardsitos, incluyendo,
por ejemplo, infestaciones de mamiferos y aves provocadas
por artrépodos, originadas por garrapatas, dcaros, p10]os,
pulgas, moscardas, insectos mordedores o larvas de dipteros
migratorias que pueden afectar a las vacas y a 1los
caballos, entre otros

Los compuestos de avermectina producidos de acuerdo
con la presente invencién también son Gtiles como
insecticidas contra plagas domésticas tales como, por
ejemplo, cucarachas, polillas, derméstidos de las alfombras
y mosca doméstica, entre otras, asi como plagas de insectos
del grano almacenado y de plantas agricolas, plagas que
incluyen la arafia roja, &afidos, orugas y ortbdpteros tales

comc langostas, entre otros
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Los animales que pueden tratarse con los compuestos de
avermectina preducidos de acuerdo con la presente invencién
incluyen ovejas, vacas, caballos, ciervos, cabras, cerdos,
aves, 1ncluyendo aves de corral, perros y gatos

Un compuesto de avermectina producido de acuerdo con
la presente 1invencién se administra en una formulacidén
apropiada para el uso especifico pretendido, la especie
particular de animal huésped a tratar y el parésito o
insecto implicado Para uso como un parasiticida, un
compuesto de avermectina producido de acuerdo con 1la
presente invencifn puede administrase por via oral en forma
de una cépsula, bole, comprimido o pocibn liquida o, como
alternativa, puede administrarse en forma de una
composicibédn de vertido, de inyeccién o como un 1mplante
Tales formulaciones se preparan de una forma convencional
de acuerdo con la practica veterinaria estindar Asi pues,
las cépsulas, bolos o comprimidos pueden prepararse
mezclando el ingrediente activo con un diluyente o vehiculo
finamente dividido adecuado que contiene ademds un agente
disgregante y/o aglutinante, tal como almidén, lactosa,
talco, estearato de magnesio, etc Una formulacidn de
pocién puede prepararse dispersandc el ingrediente activo
en una solucidén acuosa junto con un agente de dispersidn o
humectante, etc Las formulaciones inyectables pueden

prepararse en forma de una solucibén estéril que puede
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contener otras sustancias, tales como, por ejemplo,
suficientes sales y/o glucosa como para hacer la solucidn
isotdnica con la sangre

Tales formulaciones variarin con respecto al pesc del
compuesto activo dependiendo del paciente © especie de
animal huésped a tratar, de la gravedad y tipo de infeccién
y del peso corporal del huésped Generalmente, para la
administracibn oral es satisfactoria una dosis de compuesto
activo de aproximadamente 0,001 a 10 mg por kg de peso
corporal del paciente o del animal, administrada en forma
de una sola dosis o en dosis divididas, durante un periodo
de 1 a 5 dias Sin embargo, puede haber casos en los que
estén 1indicadas dosis superiores o inferiores, lo que
determinarda, por ejemple, un médico o© veterinario,
bas&ndose en los sintomas clinicos

Como alternativa, un compuesto de avermectina
producido de acuerdo con la presente invencién puede
administrarse junto con el pienso del animal y, para este
fin, puede prepararse un aditivo alimentario concentrado o
premezcla para mezclar con el pienso normal del animal

Para el uso como un insecticida y para el tratamiento
de plagas agricolas, un compuesto de avermectina producido
de acuerdo con la presente invencidn puede aplicarse en
forma de una pulverizacidn, polve fino, emulsibén y similar,

de acuerdo con la practica agricola convencional

B?l/$



10

15

20

25

86

6 EJEMPLO FERMENTACION DE STREPTOMYCES AVERMITILIS Y

ANALISIS DE AVERMECTINAS B2,Bl

Las cepas que carecen de las actividades de 2-0oxo
4cido deshidrogenasa de cadena ramificada y 5-0-
metiltransferasa no producen avermectinas si1 el medio de
fermentacién no se suplementa con &cidos grasos Este
ejemplo demuestra que en tales mutantes, puede obtenerse un
amplio intervalo de relaciones B2 Bl de avermectinas cuando
la biosintesis se 1nicia en presencia de diferentes &cidos
grasos

6 1 Materiales y Procedimientos
Se almacenf Streptomyces avermitilis ATCC 53692 a -

70°C como un caldo entero preparado en medio de siembra gue

constaba de Almiddén (Nadex, Laing National) - 20 g,
Pharmamedia (Trader’s Proteain, Memphis, TN) - 15 g,
Ardamine pH (Yeast Products Inc) - 5 g, carbonato cflcico -

1 g El volumen final se ajustd a 1 1litro con agua
corriente, el pH se ajustd a 7,2 y el medio se esterilizd
en un autoclave a 121°C durante 25 minutos

Se usaron 2 ml de una suspensidn descongelada de la
preparacifn anterior para inocular un matraz que contenia
50 ml del mismo medio Después de 48 horas de incubacidn a
28°C en un agitador rotatorio a 180 rpm, se usaron 2 ml del

caldo para inocular un matraz que contenia 50 ml de un
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medio de produccidén que constaba de Almidén - 80 g,
carbonato cédlcico - 7 g, Pharmamedia - 5 g, fosfato Acido
dipotdsico - 1 g, sulfato de magnesic - 1 g, 4&cado
glutédmico - 0,6 g, sulfato ferroso heptahidratado - 0,01 g,
sulfato de canc - 0,001 g, y sulfato manganoso - 0,001 g
El volumen final se ajustd a 1 latro con agua corriente, el
PH se ajustd a 7,2 y el medio se esterilizd en autoclave a
121°C durante 25 minutos

Se discolvieron diversos dcidos carboxilicos sustratos
(véase la TABLA 1) en metanol y se afladieron al caldo de
fermentacién 24 horas después de la inoculacién para dar
una concentracidén final de 0,2 g/litro El caldo de
fermentacién se incubdé durante 14 dias a 28°C, después se
centrifugd (2 500 rpm durante 2 minutos) y se desechd el
sobrenadante El sedimento miceliano se extrajo con acetona
(15 ml) y después con diclorometano (30 ml) y la fase
orgdnica ge separd, se filtré y después se evapord a
sequedad El residuo se recogid6 en metanol (1 ml) y se
analizé por HPLC con un cromatégrafo liguido Hewlett-
Packard 1090A equipado con un detector de exploracidén de
ordenaci6n de diodos fijado a 240 nm La columna usada fue
una columna de 4,6 mm x 25 cm, 5 um, C-18 de Beckman
Ultrasphere, mantenida a 40°C Se inyectaron 25 ul de la
solucién de metanol anterior en la columna La elucidén se

realizé con un gradiente lineal de metanol-agua de 80 20 a

276
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95 5 durante 40 minutos a 0,85 ml/min Se usaron dos
concentraciones patrén de ciclohexail Bl para calibrar la
respuesta del detector y se midieron las &dreas bajo las
curvas para las avermectinas B2 y Bl
6 2 Resultados
Los tiempos de retencifn de HPLC observados para
las avermectinas B2 y Bl y las relaciones 2 1 se muestran

en la TABLA 1

31T
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TABLA 1
Tiempo de Relacién
Retencidén de
HPLC (main)

Sustrato B2 Bl B2 Bl
Acido 4-tetrahidropiran 8,1 14,5 0,25
carboxilico
Acado isobutirico 10,8 18,9 0,5
Acido 3-furoico 7.6 14,6 0,62
Acado S-(+)-2-metilbutirico 12,8 21,6 1,0
Acado 16,9 26,0 1,6
caclchexanocarboxilico
Acido 3-tiofenocarboxilico 8,8 16,0 1,8
Acado 14,2 23,0 2,0
c¢iclopentanocarboxilaco
Acado 3- 10,9 18,8 3,9
trifluorometilbutirico
Acido 2-metilpentanoico 14,5 24,9 4,2
Acado 18,6 29,0 15,0
¢1cloheptanocarboxilico
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Los datos presentados en la TABLA 1 demuestran un
intervalo extremadamente amplio de relaciones de productos
de avermectinas B2 Bl, lo que 1indica una diferencia
considerable en los resultados de la conversidn
deshidratante de los compuestcs de clase 2 en compuestos de
clase 1, dependiendo de la naturaleza de la cadena lateral
de 4cide graso de la unidad iniciadora suministrada Esto
indica que los cambios en las relaciones de B2 Bl que
resultan de las alteraciones en la proteina AveC, pueden
ser especificos para sustratos particulares Por
consiguiente, la selecciédn de mutantes gue presentan
cambios en la relacién B2 Bl obtenida con un sustrato
particular necesita realizarse en presencia de ese
sustrato Los ejemplos descritos mis delante usan &cido
ciclohexanocarboxilico como sustrato de seleccaibédn San
embargo, este sustrato se usa simplemente para ilustrar el
potencial y no pretende limitar la aplicabilidad de la
presente invencidn

7 EJEMPLO AISLAMIENTO DEL aveC

Este ejemplo describe el aislamiento y caracterizacién
de una regién del cromosoma de Streptomyces avermitilis que
codifica el producto génico AveC Como se demuestra mas
adelante, el gen aveC se identificé como un gen capaz de
modificar la relacién entre 1las ciclohexil-B2 y las

ciclohexil-Bl (B2 Bl) avermectinas producidas
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71 Materiales y Procedimientos
711 Crecimiento de Streptamyces para el Aiglamiento
del ADN

Se siguid el saiguiente procedimientc para cultivar
Streptomyces Se aislaron colonias individuales de S
avermitilis ATCC 31272 {aislado n°® 2 de colonias
indivaduales) en YDP-6 de concentracidén media que contenia
Extracto de Levadura de Difco - 5 g, Bacto-peptona de Difco
- 5 g, dextrosa - 2,5 g, MOPS - 5 g, y Bacto agar de Difco
- 15 g El volumen final se ajusté a 1 litro con K,0
destilada, el pH se ajustd a 7,0 y el medio se esterilizd
en un autoclave a 121°C durante 25 minutos

Los micelios desarrollados en el medio anterior se
usaron para inocular 10 ml de medio TSB (Difco Tryptic Soy
Broth - 30 g, en 1 litro de H,0 destilada, esterilizado en
autoclave a 121°C durante 25 minutos) en un tubo de 25 mm
x 150 mm que se mantuveo con agitacién (300 rpm) a 28°C
durante 48-72 horas
712 Arslamiento de ADN Cromosémico_de Streptomyces

Se pusieron alicuotas (de 0,25 ml a 0,5 ml) de los
micelios desarrollados como se ha descrito anteriormente en
tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y las células se
concentraron por centrifugacién a 12 000 x g durante 60
seg Bl sdgobrenadante se deseché y 1las células se

resuspendieron en 0,25 ml de tampdén TSE (20 ml de sacarosa

380
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1,5 M, 2,5 ml de Tris-HCl1 1 M, pH 8,0, 2,5 ml de EDTA 1 M,
pH 8,0 y 75 ml de H,0 destilada) que contenia 2 mg/ml de
lisozama Las muestras se incubaron a 37°C durante 20
minutos con agitacidn, se cargaron en un instrumento
automitico de aislamiento de Acidos nucleicos AutoGen 540™
(Integrated Separation Systems, Natick, MA) y se aislb el
ADN gendmico usando Cycle 159 (software del equipo) de
acuerdo con las anstrucciones del fabricante

Como alternativa, se pusieron 5 ml de micelio en un
tubo de 17 mm x 100 mm, las células se concentraron por
centrifugacién a 3 000 rpm durante 5 minutos y se retird el
sobrenadante Las células se resuspendieron en 1 ml de
tampdn TSE, se concentraron por centrifugacidén a 3 000 rpm
durante 5 minutos y se retird el sobrenadante Las células
se resuspendieron en 1 ml de tampén TSE que contenia 2
mg/ml de lisozima y se incubaron a 37°C con agitacidn
durante 30-60 minutos Después de la incubacibén, se
afiadieron 0,5 ml dodecil sulfato sb&dico (SDS) al 10% y las
células se incubaron a 37°C hasta que se completd la lisais
El lisado se incubd a 65°C durante 10 minutos, se enfrié a
temperatura ambiente, se dividid en dos tubos Eppendorf de
1,5 ml y se extrajo 1 vez con 0,5 ml de fenol/cloroformo
(50% de fenol previamente equilibrado con Tris 0,5 M, pH
B,0, 50% de cloroformo) La fase acuosa se retird y se

extrajo de 2 a 5 veces c¢on cloroformo alcochol isocamiliaco
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(24 1) El1 ADN se precipitd mediante la adicién de 1/10
volGmenes de acetato s6dico 3 M, pH 4,8, incubacién de la
mezcla en hielo durante 10 minutos, centrifugacidén de la
mezcla a 15 000 rpm a 5°C durante 10 minutos y separacién
del sobrenadante poniéndolo en un tubo limpic al que se
afiadid 1 volumen de isopropanol La mezcla de sobrenadante
més 1sopropanocl después se 1incubdé en hielo durante 20
minutos, se centrifugd a 15 000 rpm durante 20 minutos a
5°C, el sobrenadante se retir6 y el sedimento de ADN se
lavé una vez con etanocl al 70% Después de secar el
sedimento, el ADN se resuspendid en tampdn TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 wmM, pH 8,0)
713 Aislamiento del ADN Plasmidico de Streptomyces

Se puso una alicuota (1,0 m) de micelio en tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml y las células se concentraron por
centrifugacién a 12 000 x g durante 60 segundos EL1
sobrenadante se desechd, las células se resuspendieron en
1,0 ml de sacarosa al 10,3%, se concentraron por
centrifugacidén a 12 000 x g durante 60 segundos y el
sobrenadante se desechd Las células después se
resuspendieron en 0,25 ml de tampén TSE que contenia 2
mg/ml de lisozima, se incubaron a 37°C durante 20 minutos
con agitacién y se cargaron en el instrumento automdtico de
airslamiento de &cido nucleico AutoGen 540™ Rl ADN

plasmidico se aisld usando Cycle 106 (software del equipo)
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de acuerdo con las instrucciones del fabricante

Como alternativa, se pusieron 1,5 ml de micelio en
tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y las células se
concentraron por centrifugacibén a 12 000 x g durante 60
segundos El scbrenadante se desech§, las células se
resuspendieron en 1,0 ml de sacarosa al 10,3% y se
concentraron por centraifugacibtn a 12 000 x g durante 60
segundos y el sobrenadante se deseché Las células se
resuspendieron en 0,5 ml de tampén TSE que contenia 2 mg/ml
de lisozima y se incubaron a 37°C durante 15-30 minutos
Después de la aincubacibén, se afiladieron 0,25 ml de SDS
alcalino (NaOH 0,3 N, SDS al 2%) y las células se incubaron
a 55°C durante 15-30 minutos o hasta que la solucién fue
transparente Se afiadié acetato sé6dico (0,1 ml, 3 M, pH
4,8) a la solucibén de ADN, la cual después se incubd en
hielo durante 10 minutos Las muestras de ADN se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 10 minutos a 5°C El
sobrenadante se retird$ a un tubo limpio, se ajfladieron 0,2
ml de fenol cloroformo (50% de fenol 50% de cloroformo) y
se mezclaron suavemente La solucitn de ADN se centrifugd
a 14 000 rpm durante 10 minutos a 5°C y la capa superior se
retirdé en un tubo Eppendorf limpio Se afiadié i1sopropanol
(0,75 ml), la solucibn se mezcld suavemente y después se
incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos La

solucaidén de ADN se centrifugé a 14 000 rpm durante 15
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minutos a 5°C, el sobrenadante se retird6 y el sedimento de
ADN ge lavé con etanol al 70%, se sec6 y se resuspendid en
tampén TE
714 Aislamiento de ADN Plasmidico de E, colz

Se 1inoculd una colonia de E coli transformada
individual en 5 ml de wmedio Luria-Bertani (LB) (Bacto-
Triptona - 10 g, Extracto de Bacto levadura - 5 g, y NaCl -
10 g en 1 litro de H,0 destilada, pH 7,0, esterilizado en
autoclave a 121°C durante 25 minutos y suplementado con 100
ug/ml de ampicilina) El cultivo se incubd durante una
noche y se puso una alicuota de 1 ml en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mi Las muestras de cultivo se
cargaron en el instrumento automitico de alslamiento de
dcidos nucleicos AutoBGen 540™ y se ai1sld el ADN plasmidiaco
usando el Cycle 3 (software del equipo) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante
715 Preparacién y Transformacién de Protoplastos de

S avermitilis

Se aislaron colonias individuales de § avermitilis en
YPD-6 de concentracidn media Los micelios se usaron para
inocular 10 ml de medio TSB en un tubo de 25 mm x 150 mm
que después se 1incubd con agitacidén (300 rpm) a 28°C
durante 48 horas Se us6 1 ml de micelio para inocular 50
ml de wmedic YEME El medio YEME contiene, por 1litro

Extracto de Levadura de Difco - 3 g, Bacto-peptona de Difco
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- 5 g, Extracto de Malta de Difco - 3 g, Sacarcsa - 300 g
Después de la esterilizacién en autoclave a 121°C durante
25 minutos, se afiadié lo siguiente MgCl, 6 H,O 2,5 M
{esterilizado por separado en un autoclave a 121°C durante
25 min) - 2 ml, y glaicina (20%) (esterilizado por
filtracidén) - 25 ml
Los micelios se desarrollaron a 30°C durante 48-72
horas y se recogieron por centrifugacién en un tubo de
centrifuga de 50 ml (Falcon) a 3 000 rpm durante 20
minutos El sobrenadante se desechd y los micelios se
resuspendieron en tampén P, que contiene sacarosa - 205 g,
K,80, - 0,25 g, MgCl, 6H,0 - 2,02 g, HO - 600 ml, K,PO,
(0,5%) - 10 ml, solucidn de oligoelementos* - 20 ml, CacCl,
2H,0 (3,68%) - 100 ml, y tampSn MES (1,0 M, pH 6,5) - 10
ml (* La solucidén de olagoelementos contiene por litro
ZnCl, - 40 mg, FeCl, 6H,0 - 200 mg, CuCl, 2H,0 - 10 mg,
MnCl, 4 H,0 - 10 mg, Na,B,0, 10H,0 - 10 mg, (NH,), MO,0,,
4H,0 - 10 mg) El pH se ajustd a 6,5, el volumen final se
ajustd a 1 litro y el medioc se fi1ltrS en caliente a través
de un filtro de 0,45 micrémetros
Los micelios se reunieron a 3 000 rpm durante 20 min ,
el sobrenadante se desechd y los micelios se resuspendieron
en 20 ml de tampén P que contenia 2 mg/ml de lisozima Los
micelios se 1incubaron a 35°C durante 15 minutos con

agitacién y se comprobaron microscdpicamente para
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determinar el grado de formacién de protoplastos Cuando se
completé la formacién de protoplastos, los protoplastos se
centrifugaron a 8 000 rpm durante 10 minutos El
sobrenadante se retir6 y los protoplastos se resuspendieron
en 10 ml de tampén P Los protoplastos se centrifugaron a
8 000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se retir§,
los protoplastos se resuspendieron en 2 ml de tampén P y se
distribuyeron aproximadamente 1 x 10° protoplastos en
viales criogénicos de 2,0 ml (Nalgene)

Un vial que contenia 1 x 10° protoplastos se
centrifugd a 8 000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante
se retird y los protoplastos se resuspendieron en 0,1 ml de
tampén P Se afladieron de 2 a 5 pug de ADN transformante a
los protoplastos, sequido inmediatamente por la adicibn de
0,5 ml de tampén T de trabajo La base de tampén T
contiene PEG-1000 (Saigma) - 25 g, sacarosa - 2,5 g, H0 -
83 ml El pH se ajustd a 8,8 con NaOH 1 N (esterilizado por
filtracibn) y la base de tampébn T se esterilizdé por
filtracidn y se almacend a 4°C El tampbn T de trabajo,
hecho el mismo dia del uso, era base de tampén T - 8,3 ml,
K,PO, (4 mM) - 1,0 ml, CaCl, 2H,0 (5 M) - 0,2 ml, y TES
(IM, pH 8) - 0,5 ml Cada componente del tampém T de
trabajo se esterilizd por filtracibén individualmente

Dentro de un perfodo de 20 sequndos desde la adicidn

del tampén T a los protoplastos, también se afiadidé 1 ml de

Y6
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tampdn P y los protoplastos se centrifugaron a 8 000 rpm
durante 10 minutos El sobrenadante se deseché y los
protoplastos se resuspendieron en 0,1 ml de tampémn P Los
protoplastos después se aplicaron en placas en medio RM14
gue contiene sacarosa - 205 g, K,S0, - 0,25 g, MgCl, 6H,0
- 10,12 g, glucosa - 10 g, Casaminodcidos de Difco - 0,1 g,
Extracto de Levadura de Difco - 5 g, Agar de Harina de
Avena de Difco - 3 g, Bacto Agar de Difco - 22 g, H,0
destilada - 800 ml La 8solucib6n se esterilizé en un
autoclave a 121°C durante 25 min Después del tratamiento
en autoclave, se afiadieron soluciones madre estériles de lo
siguiente K,PO, (0,5 %) - 10 ml, CaCl, 2H,0 (5 M) - 5 ml,
L-prolina (20%) - 15 ml, tampén MES (1,0 M, pH 6,5) - 10
ml, solucidn de oligoelementos (la misma que se ha descrito
anteriormente) - 2 ml, solucién madre de cicloheximida (25
mg/ml) - 40 ml, y NaOH 1N - 2 ml Se aplicaron alicuotas de
25 ml de medio RM1l4 por placa y las placas se secaron
durante 24 horas antes del uso

Los protoplastos se incubaron con una humedad del 95%
a 30°C durante 20-24 horas Para seleccionar los
transformantes resistentes a tiostrepton, se extendid
uniformemente 1 ml de tampén de recubrimiento que contenia
125 ug x ml de tiostrepton sobre las placas de regeneracibén
de RM14 Los tampones de recubrimiento contienen por 100

ml sacarosa - 10,3 g, solucién de oligoelementos (la misma

-y
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que se ha descrito anteriormente) - 0,2 ml, y MES (1 M, pH
6,5) - 1 ml Los protoplastos se incubaron con una humedad
del 95% a 30°C durante 7-14 dias hasta que fueron visibles
las colonias resistentes a tiostrepton (Thio®)
7 1 6 Transformacidén de Protoplastos de Streptomyces
lividans

En algunos casos, se usd § lividans TKé4
(proporcionado por John Innes Institute, Norwich, Reino
Unido ) para las transformaciones Loe procedimientos y
composiciones para el desarrollo, la obtenci6tn de

protoplastos y la transformacién de S livaidans se

describen en Hopwood y col , 1985, Geneti¢ Manipulation of
Streptomyces, A Laboratory Manual, John Innes Foundation,

Norwich, Reino Unado y se realizaron como se describe en
este documento El1 ADN plasmidico se aislé a partir de
transformantes de S lividans como se describe en la
Seccién 7 1 3 anterior

7 1 7 Analisis de Fermentacidn de Cepas de S.

avermitilisg

Se 1nocularcon micelios de § avermitilis desarrollados
en YPD-6 de concentracidén media durante 4-7 dias en tubos
de 2,54 x 15,24 cm que contenian 8 ml de medio de
preformacién y dos perlas de vidrio de 5 mm El medio de
preformacién contiene almidén socluble (almidén hervido

fino o KO0SO, Japan Corn Starch Co , Nagoya) - 20 g/1,
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Pharmamedia - 15 g/1, Ardamine pH - 5 g/1 (Champlain Ind ,
Clifton, NJ), CaCO, - 2 g/1l, 2 x bcfa ("bcfa" se refiere a
dcidos grasos de cadena ramificada) que contiene una
concentraciédn final en el medio de S0 ppm de &cido 2-(+/-)-
met1il butirico, 60 ppm de A&caido isobutirico y 20 ppm de
dcido 1isovalérico E1 pH se ajustd a 7,2 y el medioc se
tratd en un autoclave a 121°C durante 25 min

El tubo se agitd con un &ngulo de 17° a 215 rpm a 29°C
durante 3 dias Se usd una alicucota de 2 ml del cultivo de
siembra para 1inocular un matraz Erlenmeyer de 300 ml que
contenia 25 ml de medio de produccién gque contiene almiddn
(almidén hervido fino o KOOSO} - 160 g/l, Nutrisoy (Archer
Daniels Midland, Decatur, IL) - 10 g/l1, Ardamine pH - 10
g/l, K,PO, - 2 g/l, MgSO, 4 HO - 2 g/l, FeSO, TH,O -
0,02 g/1, MnCl, - 0,002 g/1, 2nSO, 7H,0 - 0,002 g/1l, CaCo,
- 14 g/l, 2x bcfa (como se ha indicado anteriormente), y
dcido ciclohexano carboxilico (CHC) (preparado como una
solucidn al 20% a pH 7,0) - 800 ppm El pH se ajustd a 6,9
y el medio se esterilizd en un autoclave a 121°C durante 25
minutos

Después de la i1noculacibn, el matraz se incubd a 29°C
durante 12 dias con agitaciém a 200 rpm Después de la
incubacidn, se extrajo una muestra de 2 ml del matraz, se
diluyé con 8 ml de metanol, se mezcld y la mezcla se

centrifugdé a 1 250 x g durante 10 minutos para sedamentar
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los residuos Después, el sobrenadante se ensayd por HPLC
usando una columna ODS Beckman Ultrasphere (25 cm x 4,6 mm
DI) con un caudal de 0,75 ml/min y deteccién por
absorbancia a 240 nm La fase mévil fue
metanol /agua/acetonitrilo 86/8,9/5,1
718 Aiglamien e Genes PKS avermitild

Se prepard wuna biblioteca de cbsmidos d&el ADN
cromoedmico de S avermitilis (ATCC 31272, SC-2) y se
hibrid6 con una sonda de cetosintasa (KS) obtenida a partair
de un fragmento del gen de la policeturo sintasa (PKS) de
Saccharopolyspora erythraea Puede encontrarse una
descripcién detallada de la preparacién de baibliotecas de
cHsmidos en Sambrook Y col , 1989, mencionado
anteriormente En Hopwood y «col , 1985, andicado
anteriormente, se presenta una descripcidén detallada de la
preparacién de Dbibliotecas de ADN cromosémico de
Streptomyces Los clones de los cb6smidos que contenian
regiones que hibridaban con la cetosintasa se i1dentificaron
por hibridacibén con un fragmento Ndel/Eco47III de 2,7 kb
procedente de pEX26 (suministrado amablemente por el Dr P
Leadlay, Cambridge, Reino Unido) Se digirieron
aproxamadamente 5 ng de pEX26 usando Ndel y Eco47III La
mezcla de reaccibn se cargé en un gel de agarosa GIG
SeaPlagque al 0,8% (FMC BaioProducts, Rockland, ME) El

fragmento Ndel/Eco471II de 2,7 kb se escindid del gel
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después de la electroforesis y el ADN se recuperd del gel
usando GELase™ de Epicentre Technologies, usando el
Protocolo Radpido El fragmento Ndel/Eco47III de 2,7 kb se
marcé con [a-*?P]dCTP (desoxicitidina 5’-trifosfato, sal de
tetra(trietilamonio), [alfa-*?P]-) (NEN-Dupont, Boston, MA)
usando el Sistema de Traduccibébn con Mella BRL (BRL Life
Technologies, Inc , Gaithersburg, MD) siguiendo 1las
instrucciones del proveedor Se realizd una reaccidn tipica
en un volumen de 0,05 ml Después de la adicién de 5 pl de
tampén de detencibén, el ADN marcado se separb de los
nucleétidos no incorporados usando una columna G-25
Sephadex Quick Spin™ (Boehringer Mannheim) siguiendo las
instrucciones del proveedor

Se seleccionaron aproximadamente 1 800 clones de
c6smrdos por hibridacién de colonias Se identaficaron 10
clones que hibridaban fuertemente con la sonda KS de Sacc
erythraea Las colonias de E coli que contenian el ADN del
c6smido se desarrollaron en medio liquido LB y el ADN del
c6smido se aisld de cada cultaivo en el instrumento
automatico de aislamiento de dcidos nucleicos AutoGen 540™
usando el Cycle 3 (software del equipo) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante El mapeo con endonucleasas de
restriccidn y los andlisis de hibridacidn con transferencia
de Southern revelaron que cinco de los clones contenian

regiones cromosémicas solapantes Se construyd un mapa de
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restriccibn BamHI del genoma de § avermitilis de los cinco
c6smidos {(es decir, pSE65, pSE66, pSE67, pPSE68 y pSE69)
mediante andlisis de 1los cbsmidos solapantes e
hibridaciones (FIGURA 4)
719 Identificacién de ADN que Modula las Relaciones
de Avermectinas B2.Bl e Tdentificacién de una ORF aveC

Se usaron los siguientes procedimientos para ensayar
fragmentos subclonados derivados del clon cosmidico pSE66
con respecto a su capacidad de modular las relaciones de
avermectinas B2 Bl en los mutantes AveC pSE66 (5 ug) Se
digirid con Sacl y BamHI La mezcla de reaccidn se cargd en
un gel de agarosa SeaPlaque™ GTG al 0, 8% (FMC BaoProducts),
se escindid un fragmento SacI/BamHI de 2,9 kb del gel
después de la electroforesis y el ADN se recuperd del gel
usando GELase™ (Epicentre Technologies) usando el Protocolo
Ripizdo Se digirieron aproximadamente 5 ug del vector
lanzadera pWHM3 (Vara y col , 1989, J Bacteriol 171 5872-
5881) con Sacl y BamHI Se mezclaron aproximadamente 0,5 ug
del inserto de 2,9 kb y 0,5 ug del pWHM3 digerido y se
incubaron durante una noche con una unidad de ligasa (New
England Biolabs, Inc , Beverly, MA) a 15°C, en un volumen
total de 20 ul, de acuerdo con las instrucciones del
proveedor Después de la incubacidn, se incubaron 5 ul de
la mezcla de 1ligacidén a 70°C durante 10 minutos, se

enfriaron a temperatura ambiente y 8e usaron para

He
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transformar células DHSa¢ de E coli competentes (BRL) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante El1 ADN
plasmidico se 2i1sl6 de los transformantes resistentes a
ampicilina y se confirmé la presencia del inserto
Sacl/BamHI de 2,9 kb por andlisis de restriccidn Este
plédsmido se denomind pSE119

Se prepararon los protoplastos de la cepa 1100-SC38 de
S avermitilis (cepa interna de Pfizer) y se transformaron
con PpSE1l1l9 como se ha descrito en la seccibén 7 1 5
anterior La cepa 1100-SC38 es un mutante que produce
significativamente mds de 1la forma de ciclchexal
avermectina B2 que de la forma ciclohexil avermectina-Bl
cuando se suplementa con &cido ciclohexanoc carboxilico
(B2 Bl de aproximadamente 30 1) Se aisld pSE1l1l9 usado para
transformar protoplastos de S avermitilis de la cepa de E
coli GM2163 (Obtenida de Dr B J Bachmann, Curator, E
colil Genetic Stock Center, Yale University), la cepa DM1 de
E coli (BRL), o la cepa TK64 de S 1lividans Se aislaron
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa 1100-
SC38 y se analizaron por andlisis de HPLC de los productos
de fermentacidén Los transformantes de la cepa 1100-SC38 de
S avermitilis que contenian pSE119 produjeron una relacabn
alterada de ciclohexal avermectina-B2 ciclohexil
avermectina-Bl de aproximadamente 3,7 1 (TABLA 2)

Habiendo establecido que pSE119 era capaz de modular
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las relaciones de avermectinas B2 Bl en un mutante de AveC,
se gecuencid el inserto de ADN Se aislaron aproximadamente
10 ug de pSE119 usando el equipo de aislamiento de ADN
plasmidico (Qiragen, Valencaia, CA) siguiendo las
anstrucciones del fabricante y se secuencid usando un
secuenciador de ADN automdtico ABI 373A (Perkin Elmer,
Foster City, CA) Los datos de la secuencia sge recopilaron
y editaron usando programas Genetic Computer Group (GCG,
Madison, WI) La secuencia de ADN y la ORF de aveC se
presentan en la FIGURA 1 (SEC ID NO 1)

Se construyd un nuevo plasmido, denominado pSE118,
como se indica a continuacién Se digirieron
aproximadamente 5 ug de pSE66 con Sphl y BamHI La mezcla
de reaccidn se cargd en un gel de agarosa SeaPlaque GTG al
0,8% {FMC BioProducts), se escindid un £ragmento Sphl/BamHI
de 2,8 kb del gel después de la electroforesis y el ADN se
recupert del gel usando GELase™ (Epicentre Technologies)
usando el Protocolo Rapido Se digirieron aproximadamente
5 pg del vector lanzadera pWHM3 con Sphl y BamHI Se
mezclaron aproximadamente 0,5 pg del inserto de 2,8 kb y
0,5 ug de pWHM3 digerido y se 1incubaron durante una noche
con una unidad de ligasa (New England Biclabs) a 15°C en un
volumen total de 20 ul de acuerdo con las instrucciones del
proveedor Después de la incubacién, se incubaron 5 pl de

la mezcla de ligacién a 70°C durante 10 minutos, se
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enfriaron a temperatura ambiente y se usaron para
transformar c¢é&lulas DHSa de E coli competentes de acuerdo
con las instrucciones del fabricante El1 ADN plasmidico se
ai1slé de los transformantes resistentes a ampicilina y se
confirmé la presencia del inserto SphlI/BamHI de 2,8 kb por
andlisis de restriccibén Este pladsmido se denominé pSE118
El ADN del 1inserto en PpSE1ll8 y PpSEllS solapa en
aproximadamente 838 nucleb6tidos (FIGURA 4)

Los protoplastos de la cepa 1100-SC38 de S
avermitilis se transformaron con pSE118 comc se ha indicado
anteriormente Los transformantes resistentes a tiostrepton
de la cepa 1100-SC38 se aislaron y analizaron por andlisis
de HPLC de los productos de fermentacidn Los
transformantes de la cepa 1100-SC38 de S avermatilis que
contenian pSE118 no se alteraron en las relaciones de
ciclohexil avermectina-B2 ciclohexil avermectina-Bl en
comparacién con la cepa 1100-SC38 (TABLA 2)

7 110 Amplificacién por PCR del Gen aveC a partir
del ADN Cromogémico de S, avermitilig

Se aisld un fragmento de ~ 1,2 kb que contenia la ORF
de aveC del ADN cromosbmico de S avermitilis por
amplificacién por PCR, usando cebadores disefiados bas&ndose
en la secuencia de nuclebtidos de aveC obtenida
anteriormente Los cebadores de PCR se suministraron por

Genosys Biotechnologies, Inc (Texas) El cebador hacia la

Ky
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derecha fue 5’-TCACGAAACCGGACACAC-3’ (SEC ID NO 6), y el
cebador hacia la izquierda fue 5’-CATGATCGCTGAACCGAG-3’
(SEC ID NO 7) La reaccifn por PCR se realiz6 con
polimerasa Deep Vent™ (New England Biolabs) en tampén
proporcicnado por el fabricante y en presencia de ANTP 300
4M, glicercl al 10%, 200 pmoles de cada cebador, 0,1 ug de
molde y 2,5 unidades de enzima en un volumen final de 100
#l, usando un aparato de ciclos térmicos Perkin-Elmer
Cetus El perfil térmico del primer ciclo fue de 95°C
durante 5 minutos (etapa de desnaturalizacién), 60°C
durante 2 minutos (etapa de reasociacidn) y 72°C durante 2
minutos (etapa de extensibn) Los 24 ciclos posteriores
tuvieron un perfil térmico similar con la excepcidén de que
la etapa de desnaturalizacidn se acortd a 45 segundos y la
etapa de reasociaciédn se acortéd a 1 minuto

El producto de PCR se sometid a electroforesis en un
gel de agarosa al 1% y se detectd una sola banda de ADN de
~ 1,2 kb Este ADN se purificé del gel y se ligd a 25 ng de
vector romo pCR-Blunt 1linealizado (Invitrogen)} en una
relacién de vector a inserto 1 10 molar, siguiendo las
instrucciones del fabricante La mezcla de ligacidn se usbd
para transformar células E coli competentes One Shot™
(Invaitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante El
ADN plasmidico se aislé de los transformantes resistentes

a ampicilina y se confirmé la presencia del inserto de ~
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1,2 kb mediante andlisie de restriccibén Este plasmido se
denomind pSE179

El ADN del inserto de pSE1l79 sBe aisldé mediante
digesti6n con BamHI/Xbal, se separd por electroforesis, se
purificé del gel y se 1ligd al vector lanzadera pWHM3, que
también se habia digerido con BamHI/Xbal, en una
concentracifn total de ADN de 1 ug en una relacidn de
vector a inserto de 1 5 molar La mezcla de ligacibn se usd
para transformar células DHSa de E coli competentes de
acuerde con las instrucciones del fabricante El ADN
plasmidico se aisld® de los transformantes resistentes a
ampicilina y se confirmbé la presencia del inserto de ~ 1,2
kb mediante andlisis de restriccibdn Esgte plédsmido, gue se
denominé pSE186 (FIGURA 2, ATCC 205604) se utilizbé para
transformar DM1 de E c¢oli, y el ADN plasmidico se aislé de
los transformantes resistentes a ampicilina

7 2 Regultadog

Se 1dentificd un fragmento SacI/BamHI de 2,9 kb de
pPSE119 que, cuando se utilizaba para transformar a la cepa
1100-SC38 de S avermitilis, alteraba significativamente la
relacién de produccidn de avermectinas B2 Bl La cepa 1100-
SC38 de § avermitilis normalmente tiene una relacibén B2 Bl
de aproximadamente 30 1, pero cuando se transforma con un
vector que comprende el fragmento Sacl/BamHI de 2,9 kb, la

relacidén de avermectinas B2 Bl se reduce a aproximadamente
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3,71 El andlisig de los cultivos de transformantes
después de la fermentacién verificd la presencia del ADN
transformante

Se secuenci6 el fragmento PpSE119 de 2,9 kb y se
1dentificd una ORF de ~ 0,9 kb (FIGURA 1} (SEC ID NO 1)
que i1ncluye un fragmento PstI/Sphl que previamente se habia
mutado para producir s6lo productos B2 (Ikeda y col , 1995,
mencionado anteriormente) Una comparacitn de esta ORF o su
correspondiente polipéptido deducido, con bases de datos
conocidas (GenEMBL, SWISS-PROT) no mostr6 ninguna homologia
fuerte con el ADN o las secuencias proteicas conocidas

La TABLA 2 presenta el andlisis de fermentacidn de la

cepa 1100-SC38 de § avermitilis transformada ccn diversos

plasmidos
IABLA 2
Cepa de 8§ avermitilis No de Relacidén
(plasmido transformante) Transformantes Media de
Ensayados B2 Bl
1100-SC38 (ninguno) 9 30,66
1100-SC38 (pWHM3) 21 31,3
1100-SC38 (pSE1l19) 12 3,7
1100-SC38 (pSE118) 12 30,4
1100-SC38 (pSE185) 14 27,9

349¥
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8 EJEMPLO CONSTRUCCION DE MUTANTES DE
AveC DE S, AVERMITILIS

Este ejemplo describe la construccidn de varios
mutantes diferentes de AveC de S avermitilis usando las
composiciones Yy procedimientos descritos anteriormente
Kieser y Hopwood, 1991, Meth Enzym 204 430-458 exponen
una descripcidn general de técnicas para 1ntroducir
mutacicnes en un gen de Streptomyces Anzai y col , 1988,
J Antabiot XLI(2) 226-233 y Stutzman-Engwall y col ,
19%2, J Bacteraiol 174 (1) 144-154 proporcionan una
descraipciédn mids detallada Estas referencias se incorporan
aqui por referencia en su totalidad

81 Inactivacién del Gen aveC de S, avermitilig

Se construyeron mutantes de AveC que contenian genes
aveC inactivados, usando varios procedimientos, como se
detalla a continuacidn

En el primer procedimiento se reemplazé un fragmento
SphI/Pstl de 640 pb interno al gen aveC en pSE119 (plasmido
descrito en la sBeccidn 7 1 9, anterior) por el gen ermE
(para resistencia a eritromicina) de Sacc erythraea El
gen ermE se aisld de pIlJ4026 (proporcionadc por John Innes
Institute, Norwich, Reino Uniado, véase también Baibb y col ,
1985, Gene 41 357-368) wmediante digestibén con enzimas de

restriccibn, con BglII y EcoRI, seguido por electroforesis,
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y se purific6d del gel Este fragmento de ~ 1,7 kb se ligb
a pGEM7Zf (Promega) que se habia digerido con BamHI y EcoRI
y la mezcla de ligacién se utiliz6 para transformar células
DH5a de E coli competentes siguiendo las instrucciones del
fabricante El ADN plasmidico se aislé de los
transformantes resistentes a ampicilina y la presencia del
inserto de ~ 1,7 kb se confirmdé por andlisis de
restriccién Este pladsmido se denomind pSE27

pSB118 (descrito en la Seccaén 7 1 9 anterior) se
digairidé con Sphl y BamHI, el producto de digestifn se
gomet16 a electroforesis y el inserto Sphl/BamHI de ~ 2,8
kb se purificd del gel pSE119 se digairid con Pstl y EcocRI,
el producto de digestibn se sometib a electroforesas y el
inserto PstI/EcoRI de ~ 1,5 kb se purificé del gel EIl
vector lanzadera pWHM3 se digirib con BamHI y EcoRI pSE27
se digirid con Pstl y Sphl, el productc de digestidén se
somet16 a electroforesis y el inserto PstI/SphI de ~ 1,7 kb
se purificd del gel Los cuatro fragmentos (es decir, de ~
2,8 kb, ~1,5kb, ~ 7,2 kby ~ 1,7 kb) se ligaron entre si
en una ligacidn de cuatro vias La mezcla de ligacidn se
utilizé para transformar células DHSa de E coli
competentes siguiendo las instrucciocnes del fabricante El
ADN plasmidico se aislé de los transformantes resistentes
a ampicilina y la presencia del inserto correcto se

confirmé por andlisis de restriccién Este plédsmido se
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denominé pSE180 (FIGURA 3, ATCC 209605)

pSE180 se uti1lizb para transformar TKé64 de S lividans
Y 1las colonias transformadas se identificaron por
resistencia a tiostrepton y eritromicina pSE1l80 ge aisld
de § lavidans y se us6 para transformar protoplastos de S
avermitilis Se identificaron cuatro transformantes de S
avermitilis resistentes a tiostrepton y los protoplastos se
prepararon Yy cultivaron en placas en condiciones no
selectivas en medio RM14 Después de regenerar 1los
protoplastos, se seleccionaron colonias individuales con
respecto a la presencla de resistencia a eritromicina y la
ausencia de resistencia a tiostrepton, indicando la
integracidn cromosémica del gen aveC 1inactivado y 1la
pérdida del replicdn libre Se identificd un transformante
Erm® Thio® y se denominé cepa SE180-11 E1 ADN cromosdmico
total se aisld de la cepa SE180-11, se digirié con las
enzimas de restriccidn BamHI, HindII, PstI o SphI, se
resolvid por electroforesis en un gel de agarosa al 0, 8%,
se transfiridé a membranas de nailon y se hibridé con la
sonda ermE Estos analisis demostraron que la integracidén
cromosémica del gen de resistencia ermE y la delecidn
conjunta del £fragmento Pstl/Sphl de 640 pb se habia
producido por un acontecimiento cruzado doble El andlisais
de HPLC de los productos de fermentacién de la cepa SE180-

11, demostrd que ya no se producian avermectinas normales
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(FIGURA 5A)

En un segundo procedimiento para inactivar el gen
aveC, el gen ermE de 1,7 kb se retiré del cromoscma de la
cepa SE180-11 de S avermitilias, dejando una delecidn
Pstl/Sphl de 640 pb en el gen aveC Se construyd un
plésmido de reemplazo génico como se indica a continuacidn
se digirid parcialmente pSE180 con Xbal y se purifaicé un
fragmento de ~ 11,4 kb del gel La banda de ~ 11,4 kb
carece del gen de resistencia ermE de 1,7 kb Después, el
ADN se ligd y transformd a células DHSa de E coli El ADN
plasmidico se aisld de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto correcto se confirmd
mediante andlisis de restricciétn Este plasmido, que se
denominé pSE184, se utilizé para transformar DM1 de E cola
y el ADN plasmidico se aisld a partir de los transformantes
resistentes a ampicilina Este plasmido se usé para
transformar protoplastos de 1la cepa SE180-11 de S
avermitiliis Los protoplastos se prepararon a partir de los
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-
11 y se cultivaron en placas como colonias individuales en
RM14 Después de regenerar 1los ©protoplastos, se
seleccionaron colonias 1individuales con respecto a la
ausencia de resistencia a eritromicina y resistencia a
tiostrepton, indicando integracidn cromosémica del gen aveC

inactivado y pérdida del replicdn libre que contenia el gen
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ermE Se 1identificé un transformante Erm* Thio® y se
denomind SE184-1-13 El analisis de fermentacién de SE184-
1-13 demostrd que no se producian avermectinas normales y
que SE184-1-13 tenia el mismo perfil de fermentacibébn que
SE180-11

En un tercer procedimiento para inactivar el gen avecC,
se introdujo un desplazamiento de fase en el gen aveC
cromosfémico afiadiendo dos G después de la C en la posicibn
de nucledtido 471 usando PCR, con lo que se creaba un sitio
BspEl La presencia del sitio BspEl, obtenido por
ingenieria genética, era (til @para detectar el
acontecimiento del reemplazo génico Los cebadores de PCR
se diseiflaron para introducir una mutacidn de desplazamiento
de fase en el gen aveC y se suministraron por Genosys
Biotechnologies, Inc El cebador hacia la derecha fue 5’-
GGTTCCGGATGCCGTTCTCG-3¢ (SEC ID NO 8) y el cebador hacia
la 1zquierda fue 5’-AACTCCGGTCGACTCCCCTTC-3’ (SEC ID NO
9) Las condicicnes de PCR fueron como se describe en la
Seccién 7 1 10 anterior El producto de PCR de 666 pb se
daigirié con Sphl para dar dos fragmentos de 278 pb y 388
pb, respectivamente El fragmento de 388 pb se purificd del
gel

El plasmido de reemplazo génico se construyd como se
indica a continuacidén se digirid el vector lanzadera pWHM3

con EcoRI y BamHI pSE119 se digairi6 con BamHI y SphI, el

yo3
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producto de digestidén se someti6 a electroforesis y se
purificé un £fragmento de ~ 840 pb del gel PpSEll9 se
digiri6 con EcoRI y XxmnI, el producto de digestibn se
resolvié por electroforesis y se purific6 un fragmento de
~ 1,7 kb del gel Los cuatro fragmentos (es decair, ~ 7,2
kb, ~ 840 pb, ~ 1,7 kb y 388 pb) se ligaron entre si en una
ligacién de cuatro vias La mezcla de ligacidn se utilizbd
para transformar células DHSa de EF coli competentes E1
ADN plasmidico se aisld de los transformantes resistentes
a ampicilina y se confirmé 1la presencia del inserto
correcto mediante andlisis de restriccidn y andlisis de la
secuencia de ADN Este plédsmido, que se denomind pSE185, se
ut1lizéd para transformar DM1 de E coli y se aisld el ADN
plasmidico a partair de los transformantes resistentes a
ampicilina Este plasmido se us6 para transformar
protoplastos de la cepa 1100-SC38 de § avermitilis Los
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa 1100-
SC38 se aislaron y analizaron por andlisis de HPLC de los
productos de fermentacién PSE185 no alteraba
gsignificativamente las relaciones de avermectinas B2 Bl
cuando se utilizaba para transformar la cepa 1100-SC38 de
S avermitilis (TABLA 2)
pSE185 se usd6 para transformar protoplastos de S

avermitilis para generar una mutacidn de desplazamiento de

fase en el gen aveC cromosémico Se prepararon protoplastos
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a partir de transformantes resistentes a tiostrepton y se
cultivaron en placas como colonias individuales en RM14
Después de regenerar los protoplastos, se seleccionaron las
colonias 1individuales con respecto a la ausencia de
resistencia a tiostrepton Se aislé el ADN cromosbmico a
partir de las colonias sensibles a tiostrepton y se
selecciond por PCR con respecto a la presencia de mutacidn
de desplazamiento de fase integrada en el cromosoma Los
cebadores de PCR se disefiaron basdndose en la secuencia de
nuclebétidos de aveC y se suministraron por Genosys
Biotechnologies, Inc¢ (Texas) El cebador de PCR hacia la
derecha fue 5’-GCAAGGATACGGGGACTAC-3’ (SEC ID NO 10) y el
cebador de PCR hacaia la 1zquierda fue 5’-
GAACCGACCGCCTGATAC-3’ (SEC ID NO 11) y las condiciones de
PCR fueron como se han descrito anteriormente en la Seccién
7 1 10 El producto de PCR obtenido tenia 543 pb y, cuando
se digirid con BspEl, se observaron tres fragmentos de 368
pb, 96 pb y 79 pb, indicando integracién cromosémica del
gen aveC inactivado y pérdida del replicédn libre
El andlisis de fermentacidén de los mutantes de S

avermitilis que contenian la mutacidn de desplazamiento de
fase en el gen de aveC demostré que ya no se producian
avermectinas normales, y que estos mutantes tenian el mismo
perfil de fermentacién de HPLC que las cepas SE180-11 y

SE184-1-13 Se 1identificd un transformante Thio® y se

yo§
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denomind cepa SE185-5a

Ademéis, se produjo una mutacidn en el gen aveC que
cambia el nucledtido en posicién 520 de G a A, lo cual
ocasiona un cambio del coddn que codifica un triptéfano (W)
en la posicifn 116 a un codén de terminacidn Una cepa de
S avermitilis con esta mutacién no producia avermectinas
normales y tenia el mismo perfil de fermentacibn que las
cepas SE180-11, SE184-1-13 y SE185-5a

Ademis, se produjeron mutaciones en el gen aveC gque
cambian (1) el nuclebétido en posicibn 970 de G a A, que
cambia el aminodcido en posicién 256 de una glicina (G) a
un aspartato (D) y (11) el nucleb6tido en posicibn 996 de T
a C, que cambia el aminodcido en posicidn 275 de tirosina
(Y) a histidina (H) Una cepa de § avermitilis con estas
mutaciones (G256D/Y275H) no producia avermectinas normales
y tenia el mismo perfil de fermentacidn que las cepas
SE180-11, SE184-1-13 y SEl85-5a

Las cepas mutantes de 1nactivacidn de S avermitilis
SE180-11, SE184-1-13, SEl85-5a y otras proporcionadas en
este documento, proporcionan herramientas de seleccidn para
evaluar el impacto de otras mutaciones en el gen aveC
PSE186, que contiene una copia de taipo silvestre del gen
aveC, se utilizd para transformar DMl de E coli y el ADN
plasmidico se aislé de los transformantes resistentes a

ampicilina Este ADN de pSE1B6 se us® para transformar
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protoplastos de la cepa SEi80-11 de S avermitilis Se
aislaron los transformantes resistentes a tiostrepton de la
cepa SE180-11, se determiné la presencia de resistencia a
eritromicina y se analizaron los transformantes Thio® Erm®
por andlisis de HPLC de los productos de fermentacién La
presencia del gen aveC funcional en trans pudo restaurar la
produccién normal de avermectinas en la cepa SE180-11
(FIGURA 5B)
8 2 Andlisis de Mutaciones en el Gen aveC que Alteran
las Relaciones de Clases B2 Bl

Como se ha descrito anteriormente, la cepa SE180-11 de
S avermitilis que contenia un gen aveC 1inactivo se
complementd mediante transformacién con un plasmido que
contenia un gen aveC funcional (pSE186) La cepa SE180-11
también se utilizé como cepa huésped para caracterizar
otras mutaciones en el gen aveC como se describe mas
adelante

Se ai1sld ADN cromosdmico de la cepa 1100-SC38 y se usé
como molde para la amplificacién por PCR del gen aveC La
ORF de 1,2 kb se aisld por amplificacién por PCR usando
cebadores daisefiados Dbaséndose en la secuencia de
nucledétidos de aveC El cebador hacia la derecha fue la SEC
ID NO 6 y el cebador hacia la izquierda fue la SEC ID NO
7 {véase la Seccaidn 7 1 10 , anteraor) Las condiciones de

PCR y de subclonacién fueron las descritas en la seccibn

4oy

N oal



10

15

20

25

119

7 1 10 El andlisis de la secuencia de ADN de la ORF de 1,2
kb muestra una mutacién en el gen aveC que cambia el
nucledtido en posicién 337 de C a T, que cambia el
aminocdcido en la posicidn 55 de serina (S) a fenilalanina
(F) El gen aveC que contiene la mutacién S55F se subclond
en pWHM3 para producir un plédsmido que se denomind pSE187
Y que se usd para transformar protoplastos de la cepa
SE180-11 de § avermitilis Se aislaron los transformantes
resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-11, se determind
la presencia de resistencia a eritromicina y se analizaron
los transformantes Thio® Erm”™ por andlisis de HPLC de los
productos de fermentacitn La presencia del gen aveC que
codificaba un cambio en el resto aminodcido 55 (S55F) pudo
restaurar la produccidn normal de avermectinas en la cepa
SE180-11 (FIG 5C), sin embargo, la relacidn de ciclohexal
B2 ciclohexil Bl fue de aproximadamente 26 1, en
comparacién con la cepa SE180-11 transformada con pSE186,
que tenia una relacién de B2 Bl de aproximadamente 1,6 1
(TABLA 3), lo que indica que la mutacidn sencilla (S55F)
modula la cantidad de ciclohexil B2 producida con respecto
a ciclohexail Bl

Se aidentaificd otra mutacidn en el gen aveC que cambia
el nucledtido en posicidédn 862 de G a A, que cambia el
aminodcido en posicidn 230 de glicina (G) a aspartato (D)

Una cepa de § avermitilis que tiene esta mutacién {(G230D)
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produce avermectinas en una relacaidn B2 Bl de
aproximadamente 30 1

8.3 ciones Reduc la Relacién B2.Bl

Se construyeron varias mutaciones que reducian la
cantidad de caiclohexil-B2 producida con respecto a
ciclohexil-B1, como se indica a continuacidn

Se i1dentificd una mutacidn en el gen aveC que cambia
el nucledtido en posicibn 588 de G a A, que cambia el
aminocdcido en posicidén 139 de alanina (A} a treonina (T)
El gen aveC que contenia la mutacién Al39T se subcloné en
PWHM3 para producir un pliasmido que se denomind pSE188 y
que se usbé para transformar protoplastos de la cepa SE180-
11 de S avermitilis Se aislaron transformantes
resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-11, se determind
la presencia de resistencia a eritromicina y 1l1los
transformantes Thio®™ Erm* se analizaron por andlisis de HPLC
de los productos de fermentacidén La presencia del gen aveC
mutado que codificabd un cambio en el resto aminodcido 139
{A139T) pudo restaurar la produccifdn de avermectinas en la
cepa SE180-11 (FIGURA 5D), sBin embargo, la relacifén B2 Bi
fue de aproximadamente 0,94 1, indicando que esta mutacién
reduce la cantidad de ciclohexil-B2 producida con respecto
a caiclohexil-Bl Este resultado era inesperado porque los
resultados publicados, asi como los resultados de las

mutaciones descritas anteriormente, solo han demostrado

71
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inactivacibén del gen aveC o un aumento de la produccidn de
la forma B2 de la avermectina con respecto a la forma Bl
(TABLA 3)

Como la mutacidn Al139T alteraba las relaciones B2 Bl
en la direccién Bl mds favorable, se construys una mutacidn
que codificaba una treonina en lugar de una serina en el
aminodcido en posicién 138 Asf pues, pSE186 se digirad con
EcoRI y se clond en pGEM3IZf (Promega) gue se habia digerido
con EcoRI Este pléasmido, que se denomind pSEl86a, se
digirid con Apal y KpnI, los fragmentos de ADN se separaron
en un gel de agarosa, y se purificaron del gel dos
fragmentos de ~ 3,8 kb y ~ 0,4 kb El ADN del inserto de ~
1,2 kb procedente de pSE186 se usd como molde de PCR para
introducir un cambio de una sola base en el nuclebtido en
posicién 585 Los cebadores de PCR se diseilaron para
introducir una mutacién en el nucle6tido en posicién 585 y
se suministraron por Genosys Biotechnologies, Inc (Texas)
El <cebador de PCR hacia la derecha fue 5-
GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCCCTGGCGACG-3Y (SEC ID NO
12), y el cebador de PCR hacia la 1zquierda fue 5'-
GGAACCGACCGCCTGATACA-3' (SEC ID NO 13) La reaccién de PCR
se realizd usando un equipo de PCR genfmico Advantage GC
(Clonetech Laboratories, Palo Alte, CA) en tampén
proporcionado por el fabricante en presencia de ANTP 200

UM, 200 pmol de cada cebador, 50 ng de ADN molde, GC-Melt
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1,0 M y una unidad de Klen Tag Polymerase Mix en un volumen
final de 50 ul El perfil térmico del praimer ciclo fue de
94°C durante 1 min , seguido por 25 ciclos de 94°C durante
30 segundog y 68°C durante 2 minutos, y 1 ciclo a 68°C
durante 3 minutos Se digirib un producto PCR de 295 pb con
Apal y Kpnl para liberar un fragmento de 254 pb que se
resolvid por electroforesis y se purific6 del gel Los tres
fragmentos (~3,8 kb, ~ 0,4 kb y 254 pb) se ligaron entre sif
de una forma de tres vias La mezcla de ligacifn se utilizb
para transformar células DHS5a de E ccli competentes El
ADN plasmidico se aislé de los transformantes resistentes
a ampicilina y 8Se confirmé la presencia del inserto
correcto mediante andlisis de restricecidn Este plasmido se
denomind pSE198

PSE198 se digirid con EcoRI, se clond en pWHM3 que se
habia digerido con EcoRI y se utilizé para transformar
células DHSa de E coli El1 ADN plasmidico se aisld de los
transformantes resistentes a ampicilina y se confirmé la
presencia del anserto correcto mediante andlisis de
restriccidn y andlisis de la secuencia de ADN Este ADN
plasmidico se utilizd para transformar DM1 de E coli, el
ADN plasmidico se aield de los transformantes resistentes
a ampicilina y se confirmé la presencia del ainserto
correcto por andlisis de restriccién Este plasmido, que se

denomino pSE199, se usd para transformar protoplastos de la
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cepa SE180-11 de S avermitailas Se aislaron los
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-
11, se determind la presencia de resistencia a eritromicina
y los transformantes Thio™ Brm® se analizaron por andlisas
de HPLC de los productos de fermentaci6n La presencia del
gen aveC mutado que codificaba un cambio en el resto
aminodcido 138 (S138T) pudo restaurar la produccibédn normal
de avermectinas de la cepa SE180-11, sin embargo, la
relacién B2 Bl era de 0,88 1, lo que 1indica que esta
mutacién reduce la cantidad de ciclohexil-B2 preoducida ccn
respecto a ciclohexil-Bl (TABLA 3) Esta relacidn de B2 Bl
es 1ncluso menor que la relacibdn de 0,94 1 observada con la
mutacidn Al39T producida por la transformacién de la cepa
SE180-11 con pSE188, como se ha descrito anteriormente

Se construyé otra mutacién para 1introducir una
treonina en las posiciones de aminodcidos 138 y 139 Se usd
ADN del ainserto de ~ 1,2 kb de pSEl186 como mclde de PCR
Los cebadores de PCR se dasefiaron para aintroducir
muetaciones en los nucledtidos en las posiciones 585 y 588
y se suministraron por Genosys Biotechnologies, Inc
{Texas) El cebador de PCR hacia la derecha fue 5'-
GGGGGCGGGCCCGGGTGCGGAGGCGGAAATGCCGCTGGCGACGACC-3’ (SEC ID
NO 14), y el cebador de PCR hacia la 1zquierda fue 5’-
GGAACATCACGGCATTCACC-3’ (SEC ID NO 15} La reaccidn de PCR

se realizd usando las condiciones que sSe acaban de

t
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degcribir en esta Seccién Un producto PCR de 449 pb se
digirid con Apal y Kpnl para liberar un fragmento de 254 pb
que se resolvié por electroforesis y se purificd del gel
pSE186a se digirid con Apal y KpnI, los fragmentos de ADN
se separaron del gel de agarosa y se purificaron dos
fragmentog de ~ 3,8 kb y ~ 0,4 kb del gel Los tres
fragmentos (~3,8 kb, ~0,4 kb y 254 pb) se ligaron entre si
en una ligacién de tres vias y la mezcla de ligacibén se
utilizd para transformar células de DHSa E coli
competentes El ADN plasmidico se aislé de los
transformantes resisgtentes a ampicilina y se confirmd la
presencia del ainserto correcto mediante andlisis de
restricci6én El plasmido se denomind pSE230

pSE230 se digairid con EcoRI, se clond en pWHM3 que se
habia digerido con EcoRI y se utilizé para transformar
células DH50 de E cola El1 ADN plasmidico se aisld de los
transformantes resistentes a ampicilina y se confirmé la
presencia del 1inserto correcto mediante andlisas de
restriccidédn y andlisis de la secuencia de ADN Este ADN
plasmidico se utilizd para transformar DMl de E coli, el
ADN plasmidico se aisldé de los transformantes resistentes
a ampicilina y se confirmé 1la presencia del ainserto
correcto por andlisis de restriccidn Este pladsmido, que se
denomind pSE231, se usd para transformar protoplastos de la

cepa SE180-11 de S avermitilas Se aislaron los
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transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa SE180-
11, se determind la presencia de resistencia a eritromicina
Yy los transformantes Thio* Erm® se analizaron por
fermentacin La presencia del gen aveC mutado doble que
codificaba S138T/A139T pudo restaurar la produccidn normal
de avermectinas en la c¢epa SE180-11, sin embargo, la
relacién B2 Bl era de 0,84 1, lo que demuestra que esta
mutaciédn reduce adicionalmente la cantidad de ciclohexil-B2
producida con respecto a ciclohexil-Bl (TABLA 3), con
respecto a las reduccioneg proporcionadas por la
transformacién de la cepa SE180-11 con pSE188 o pSE199,
como se ha descrito anteriormente

Se construyd otra mutacién para reducair adicionalmente
la cantidad de ciclohexil-B2 producida con respecto a
c¢iclohexil-Bl Como las mutaciones S138T/A139T alteraban
las relaciones B2 Bl en la direccidn mas favorable a Bl, se
construyd una mutacidén para introducir una treonina en la
posicibn de aminodcido 138 y una fenilalanina en 1la
posicibn de amincdcido 139 El ADN del inserto de ~1,2 kb
de pSE186 se usd como molde de PCR Los cebadores de PCR sge
disefiaron para introducir mutaciones en las posiciones de
nucledtido 585 (cambiando una T por A), 588 (cambiando una
G por T) y 589 (cambiando una C por T), y se suministraron
por Genosys Biotechnologies, Inc (Texas) El cebador de

PCR hacia la derecha fue 57’ -

41y
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GGGGGCGGGCCCGEETEGCGGAGGCEGGAAATGCCGCTGGCGACGTTC-3’ (SEC ID
NO 25), y el cebador de PCR hacia la izquierda fue 5'-
GGRACATCACGGCATTCACC-3’ (SEC ID NO 15) La reaccifn de PCR
se realizé usando un equipo de PCR genémico Advantage GC
(Clonetech Laboratoraies, Palo Alto, CA) en tampbn
proporcionado por el fabricante en presencia de ANTP 200
gM, 200 pmoles de cada cebador, 50 ng de ADN molde, acetato
de Mg 1,1 mM, GC-Melt 1,0 M y 1 unidad de ADN Polimerasa
Tth en un volumen final de 50 upul El perfil térmico del
pramer ciclo fue de 94°C durante 1 minuto, seguido por 25
ciclos de 94°C durante 30 segundos y 68°C durante 2
minutos, y 1 caclo a 68°C durante 3 minutos Un producto de
PCR de 449 pb se digirid con Apal y KpnI para liberar un
fragmento de 254 pb, que se resolvid por electroforesis y
se purificd del gel Los tres fragmentos (~3,8 kb, ~0,4 kb
y 254 pb) se laigaron entre gi en una forma de 3 vias La
mezcla de ligacidn se utilizd para transformar células DHS«
de E coli competentes Se aislé ADN plasmidico a partair de
los transformantes resistentes a ampicilina y la presencia
del 1inserto correcto se confirmé6 por andlisis de
restriccaién Este plismido se denominé pSE238

PSE238 se digirié con EcoRI, se clond en pWHM3, que se
habia digerido con EcoRI, y se utilizé para transformar
células DHSao de E coli El ADN plasmidico se aislé de los

transformantes resistentes a ampicilina y la presencia del
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inserto correcto se confirmbé por andlisis de restriccibn y
andlisis de la secuencia de ADN Esgte ADN plasmidico se
utilizé para transformar DM1 de E coli, el ADN plasmidico
se aisld de los transformantes resistentes a ampicilina y
la presencia del ingerto correcto se confirmdé por anélisis
de restriccién Este plasmido, que se denomind pSE239, se
usd para transformar protoplastos de la cepa SE180-11 de S
avermitilis Se aislaron los transformantes resistentes a
tiostrepton de la cepa SE180-11, se determind la presencia
de resistencia a eritromicina y los transformantes Thio®
Erm* se analizaron por andlisis de HPLC de los productos de
fermentacién La presencia del gen aveC doble mutado que
codificaba S138T/A139F pudo restaurar la produccibén normal
de avermectina en la cepa SE180-11, sin embargo, 1la
relacidén B2 Bl era de 0,75 1, demostrando gque esta mutacién
reducia adicionalmente la cantidad de ciclohexil-B2
producida con respecto a ciclohexil-Bl (TABLA 3) con
respecto a las reducciones proporcicnadas por 1la
transformacién de la cepa SE180-11 con pSE188, pSE199 o

PSE231 como se ha descritc anteriormente
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TABLA
Capa de § avermitilis No de Cona Cona Relaoidén
(plimnido transformante) transfornantes Relativa Relativa madis B2 Bl
agnsayados de B2 ds Bl
BE180 11 (ningunc) 30 ] ] [ ]
SR180 11 (pwWHM3) 3 0 Q0 0
BE180-T1 (pSE18E) 26 222 140 159
BB180 11 (pSE187) 12 283 11 26 3
BE180 11 (pSE1e8) 24 193 206 0 94
SE180-11 {pSE1939) 18 155 171 - 1]
8E180-11 (pSE231} § 259 309 0 84
881680 11 (psSE239) 20 184 242 075

Se construyeron otras mutaciones para reduclir
adicionalmente la cantidad de ciclohexil-B2 producida con
respecto a ciclohexi1-Bl usando la técnica de
redistribucién de ADN como se describe en Stemmer, 1994,
Nature 370 389-391, y Stemmer, 1994, Proc Natl Acad Sci
USA 91 10747-10751, y como se describe adicionalmente en
las Patentes de Estados Unidos 5605793, 5811238, 5830721 y
5837458

Se utilizaron plasmidos con ADN redistribuido que
contenian genes aveC mutados para transformar células E
collr dam dcm competentes El ADN plasmidico se aislf a
partir de transformantes resistentes a ampicilina y se us6

para transformar protoplastos de la cepa SE180-11 de §
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avermitilis SE aislaron los transformantes resistentes a
tiostrepton de la cepa SE180-11 y se seleccionaron con
respecto a la produccién de avermectinas con una relacién
de ciclohex1l-B2 ciclohexil-Bl de 1 1 o menor Se determind
la secuencia de ADN del ADN plasmidico de 1los
transformantes SE180-11 que producian avermectinas con una
relacién B2 Bl de 1 1 o menor

Se identificaron ocho transformantes gque producian
cantidades reducidas de ciclohexil-B2 con respecto a
ciclohexi1l-Bl La menor relacid6n B2 Bl conseguida entre
estos transformantes fue de 04 1 (TABLA 4) E1l ADN
plasmidico se aisld de cada uno de los ocho transformantes
y la secuencia de ADN se determiné para i1dentificar las
mutaciones en el gen aveC Las mutaciones son las
sigulientes

PSE290 contiene 4 mutaciones de nucleb6tidos en la
posiciédn de nucledtido 317 de T a A, en la posicidn de
nuclebétido 353 de C a A, en la posicidn de nucledtido 438
de G a A y en la posicibén de nucledtido 1155 de T a A El
cambio de nucle6tido en la posicidn de nucledtido 317
cambia el aminodcidoc en la posicibdn AA 48 de D a E y el
cambio de nuclebtido en la posicién de nucledtido 438
cambia el aminodcido en la posicidn AA 89 de A a T La
relacidn de B2 Bl producidas por las células que llevaban

este pladsmido fue de 0,42 1 (TABLA 4)
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PSE291 contiene 4 mutaciones de nucleétidos en la
posicidén de nuclebtido 272 de G a A, en la posicidn de
nuclebtido 585 de T a A, en la posicidén de nuclebtido 588
de G a A, y en la posicién de nuclebStido 708 de G a A El
cambio de nucleétido en la posiciébn de nuclebtido 585
cambia el aminodcido en la posicidén AA 138 de S a T, el
cambio del nucledétido en la posicidn de nuclebdtido 588
cambia el aminocdcido en la posiciédn AA 139 de A a T, y el
cambio de nucleétido en la posicibébn de nuclebtado 708
cambia el aminodcido en la posicibébn AA 179 de G a S La
relacidén de B2 Bl producidas por las células que llevaban
este plasmido fue de 0,57 1 (TABLA 4}

PSE292 contiene las mismas cuatro mutaciones de
nuclebtidos que pSE250 La relacidn de B2 Bl producidas por
las células que llevaban este pliasmido fue de 0,4 1 (TABLA
4}

pSE293 contiene 6 mutacioneg de nucledtidos en el
nucleétido 24 de A a G, en la posicién de nuclebétido 286 de
A a C, en la posicidn de nucledtido 497 de T a C, en la
posicidén de nuclebtido 554 de C a T, en la posicidn de
nucledtido 580 de T a C y en la posicibn de nuclebStido 886
de A a T El cambio de nucledtidos en la posicidn de
nuclebtado 286 cambia el aminodcido en la posicadn AA 38 de
Q a P, el cambio de nuclebtido en la posicidn de nuclebtido

580 cambia el aminodcido en la posicidn AA 136 de L a P y

§17
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el cambio de nuclebétido en la posicidn de nuclebétido 886
cambia el aminodcido en la posicidn AR 238 de E a D La
relacidén de B2 Bl producidas por las células que llevaban
este plasmido fue de 0,68 1 (TABLA 4)

pSE294 contiene 6 mutaciones de nucledtidos en
nuclebétido 469 de T a C, en la posicidn de nucledtido 585
de T a A, en la posicién de nucledStido 588 de G a A, en la
posicidén de nuclebtido 708 de G a A, en la posicibdn de
nucledtido 833 de C a T y en la posicidén de nucledStido 1184
de G a A Ademas, los nuclebtidos en la posiciones 173, 174
y 175 estén delecionados El cambio de nuclebdtido en la
posicién de nucledtido 469 cambia el aminodcido en la
posicién AA 99 de F a S, el cambio de nuclebétido en la
posicibébn de nucledtido 585 cambia el aminoadcido en la
posicién AA 138 de S a T, el cambio de nucledtido en la
posicién de nuclebtaido 588 cambia el aminoacido en la
posicién AA 139 de A a T y el cambio de nucledtido en la
posicitn de nucledtido 708 cambia el aminodcido de la
posicién AA 179 de G a § La relacibédn de B2 Bl producidas
por las células que llevaban este plésmido fue de 0,53
(TABLA 4)

PSE295 contiene 2 mutaciones de nucledtidos en el
nucledtaido 588 de G a A y en el nuclebdtido 856 de T a C El
cambio de nucledtido en la posicién de nucledtido 588

cambia el aminodcido en la posicidn AA 139 de A a Ty el
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cambio de nucledtido en la posicidén de nuclebtido B56
cambia el amino&cido en la posicibn AA 228 de M a T La
relacién de B2 Bl producidas por las células que llevaban
este plasmido fue de 0,80 1 (TABLA 4)

PSE296 contiene 5 mutaciones de nuclebtidos en la
posicidén de nucleétido 155 de T a C, en la posicidn de
nucledtido 505 de G a T, en la posicién de nucledtido 1039
de C a T, en la posicidén de nuclebtido 1202 de C a T y en
la posicién de nucledStaido 1210 de T a C El cambio de
nucleétidc en la posicibn de nuclebtaido 505 cambia el
aminodcido en la posicién AA 111 de G a V y el cambio del
nuclebtido en la posicién de nucleStido 1039 cambia el
aminodcido en la posicidn AA 289 de P a L La relacidn de
B2 Bl producidas por las células que llevaban este plédsmido
fue de 0,73 1 (TABLA 4)

pSE297 contiene 4 mutaciones de nucledtidos en la
posicidn de nucledtido 377 de G a T, en la posicibn de
nucle6tido 588 de G a A, en la posicidn de nuclebtido 633
de A a Gy en la posicidn de nuclebdbtido 1067 de A a T El
cambio de nucleStido en la posicién de nuclebStido 588
cambia el aminodcidoc en la posicidén AA 139 de A a T, el
cambio de nucledtido en la posicibén de nucledétaido 633
cambra el aminoicido en la posicibn AA 154 de K a E y el
cambio de nucle6tido en la posicién de nucledtido 1067

cambia el aminodcido en la posacidén AA 298 de Q a H La
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relacidn de B2 Bl producidas por las células que llevaban

este plasmido fue de 0,67 1 (TABLA 4)

TABLA 4
Cepa da §# avermitilis FHo da Cono Cona Relacién
{plismido transformants) Transformantes Relative de Ralativa de Medis de
Ensayados B2 81 B2:1B1
BE18¢ 11 (ninguno) 4 ] ] °
BE180 11 (pWiMe) 4 L] ] L)
BE180 11 (pSE290) 4 87 20e 0 42
8E180 11 (pSE2%1) 4 106 185 0 57
88180 11 (pIR292) 4 1 231 0 40
8E100 11 (pIR2933) 4 123 180 o 58
8E180 11 (pSE294) 4 ] 129 0 53
SE180 11 (pBSB29S) ] 217 m o 80
SE180 11 (pBE2YE) 1 135 186 o 73
BE180 11 (p3B297) 1 148 221 0 €7
9. EJEMPLO C TRUCCION DE MUT DE DELECTI ’

Como se ha explicado en la Seccién 5 1 anteraior, la
gecuencia de nuclebdtidos de § avermitilis mostrada en la
FIGURA 1 (SEC ID NO 1) comprende cuatro codones GTG
diferentes en las posiciones de pb 42, 174, 177 y 180, que
son sitios de iniciacidn potenciales Esta seccidn descraibe
la construccién de miltiples deleciones de la regidn 5’ de
la ORF de aveC (FIGURA 1, SEC ID NO 1) para ayudar a
definir cudles de estos codones podrian funcionar como

sitios de 1iniciacidédn en la ORF de aveC para la expresién

422
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proteica

Se aislaron fragmentos del gen aveC delecionados de
diversas formas en el extremo 5’ y se aislaron del ADN
cromosémico de S avermitilis por amplificacibén por PCR
Los cebadores se PCR se disefiaron basdndose en la secuencia
de ADN de aveC y se suministraron por Genosys
Baotechnologies, Inc Los cebadores hacia la derecha fueron
5!/ -AACCCATCCGAGCCGCTC-3' (SEC ID NO 16) (D1F1}, b5’'-
TCGGCCTGCCAACGAAC-3" (SEC ID NO 17) {(DIF2), 5-
CCAACGAACGTGTAGTAG-3’ (SEC ID NO 18) (D1F3), y 5’'-
TGCAGGCGTACGTGTTCAGC-3¢ (SEC ID NO 19) (D2F2) Los
cebadores hacia la 1zquierda fueron 5’ -CATGATCGCTGAACCGA-3'
(SEC ID NO 20}, 5’'-CATGATCGCTGAACCGAGGA-3‘ ({(SEC ID NO
21), Y 5’'-AGGAGTGTGGTGCGTCTGGA-3’ (SEC ID NO 22) La
reaccién de PCR se realizé como se ha descraito
anteriormente en la Seccibén 8 3

Los productos de PCR se separaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1% y se detectaron bandas de ADN
individuales de ~ 1,0 kb o ~ 1,1 kb Los productos de PCR
se purificaron del gel y se laigaron a 25 ng del vector
PCR2 1 linealizado (Invitrogen) en una relacibén de vector
a i1nserto de 1 10 molar siguiendo las instrucciones del
fabricante Las mezclas de 1ligacifn se usaron para
transformar células E colr competentes One Shot™

(Invitrogen) siguiendo las instruccicnes del fabricante El

q?}
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ADN plasmidico se aislé de los transformantes resistentes
a ampicilina y la presencia del ainserto se confirmd
mediante andlisis de restriccidn y andlisis de la secuencia
de ADN Estos plasmidos se denominaron pSE190 (obtenido con
el cebador D1Fl), pSE191 (obtenido con el cebador D1F2),
pSE192 (obtenido con el cebador D1F3) y pSE193 (obtenido
con el cebador D2F2)

Cada ADN del inserto se diagirid6 con BamHI/Xbal, se
separ6 por electroforesis, se purificé del gel y se 1ligb
por separado al vector lanzadera pWHM3, que se habia
digerido con BamHI/Xbal, en una concentracidén total de ADN
de 1 pug y en una relacidn de vector a inserto de 1 5 molar
Las mezclas de ligaci6n se usaron para transformar células
DHSa de E coli competentes E1 ADN plasmidico se aislé de
los transformantes resistentes a ampicilina y la presencia
del inserto se confirmbé mediante andlisis de restriccidn
Estos plismidos, gque se denominaron pSE194 (D1F1l), pSE195
(D1F2), pSE196 (D1F3) y pSE197 (D2F2), se utilizaron por
separado para transformar la cepa DMl de E coli, el ADN
plasmidico se aiglé de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto correcto se confirmd
por analisis de restriccibn Este ADN se usd para
transformar protoplastos de la cepa SE180-11 de S
avermitilis Se aislaron los transformantes registentes a

tiostrepton de la cepa SE180-11, se determindé la presencia
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de resistencia a eritromicina Yy Se analizaron 1los
transformantes Thio* Erm* por andlisis de HPLC de los
productos de fermentacién para determinar los sitios GTG
gque eran necesarios para la expresidn de aveC Los
resultados indican que el codén GTG en la posicidn 42 puede
eliminarse sin afectar a la expresién de aveC, ya que
pPSE194, pSE195 y pSE196, careciendo del sitio GTG en la
posicidén 42, pero conteniendo los tres sitios GIG en las
posiciones 174, 177 y 180, podian restaurar la produccidn
normal de avermectinas cuando se utilizaban para
transformar SE180-11 La produccién normal de avermectinas
no se restauraba cuando la cepa SE180-11 se transformaba

con pSE197, que carece de los cuatro sitios GTG (TABLA 5)

TABLA
Copa de § avermitilis Ho de Transformantss Cona Cona Relmaildn
{plésmido txanwformanta) Ensayados Ralativa de Relativa ds Media da
ba Bl B2 Bl
8E180 11 (ninguno) 6 0 (] o
B6E1680 11 (pwWHM3) [ 0 [ 0
BE180-11 (pSE18E) 3 241 152 158
8H180-11 (pBE194) 6 L 15 2 4
8B180 11 (pSE19S) 6 74 3a 197
BB180-11 (pSE19%) 6 324 a0a 158
8R180-11 (pSE187) 12 L+ ] -]

10 EJEMPLO CLONACION DE HOMOLOGOS aveC DE S
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HYGROSCOPICUS Y S, GRISEOCHROMOGENES

La presente 1nvencidn permite identificar y clonar
genes hombélogos de aveC de otras especies que producen
avermectinas o milbemicina de Streptomyces Por ejemplo, se
hibridé una biblioteca de c¢désmidos de ADN gendmico de S
hygroscopicus (FERM BP-1901) con la sonda de aveC de 1,2 kb
de S avermitilis, descrita anteriormente Se identificaron
varios clones de cosmidos que habridaron fuertemente Se
a1sldé el ADN cromosSmico de estos césmidos y se i1dentificé
un fragmento Xpnl de 4,9 kb que hibridaba con la sonda de
aveC Este ADN se secuencid y se i1dentificé una ORF (SEC ID
NO 3) que tenia una homclogia significativa con la ORF de
aveC de § avermitilis En la FIGURA 6 se presenta una
secuencia de aminodcidos (SEC ID NO 4} deducida de la ORF
homéloga a aveC de § hygroscopicus

Adem&ds, se hibridé una biblioteca de césmidos del ADN
genémico de § griseocchromogenes con la sonda de aveC de
1,2 kb anterior de S avermitilis descrita anteriormente
Se i1dentificaron varios clones cosmidicos que hibridaban
fuertemente Se aisld el ADN cromosémico de estos cbdsmidos
y se 1dentificd un fragmento PstI de 5,4 kb que hibradaba
con la sonda de aveC Este ADN se secuencid y se identificd
una ORF parcial homdloga a aveC gue tenia una homologia
sagnificativa con la ORF de aveC de § avermitilis En la

FIGURA 6 se presenta una secuencia de aminodcidos parcial
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deducida (SEC ID NO 5)

El an&lisis del ADN y de la secuencia de aminoidcidos
de los hombélogos de aveC de § hygroscopicus y de S
grisecchromogenes indica que estas regiones comparten una
homologia significativa (1dentidad de secuencia a nivel de
los aminofcidos ~50%) tanto entre si como con la ORF de
aveC de S avermitilis y con el producto génico AveC
(FIGURA 6)
11 EJEMPLO CONSTRUCCION DE UN PLASMIDO CON EL GEN aveC

DETRAS DEL PROMOTOR ermE

Se subclond la ORF de aveC de 1,2 kb procedente de
PSE186 en pSE34, que es el vector lanzadera pWHM3 que tiene
el promotor ermE de 300 pb insertado como un fragmento
KpnI/BamHI en el sitio Kpnl/BamHI de pWHM3 (véase Ward y
col , 1986, Mol Gen Genet 203 468-478) DSEl86 se
digiridé con BamHI e HindIII, el producto de digestibn se
resolvié por electroforesis y el fragmento de 1,2 kb se
aisl6 del gel de agarcsa y se 1ligdé a pSE34, que se habia
digerido con BamHI e HindIII La mezcla de ligacién se usd
para transformar células DHS5a de E coli competentes de
acuerdo con las instrucciones del fabricante E1 ADN
plasmidico se aisldé de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto de 1,2 kb se confirméb
mediante anédlisis de restriccifén Este plésmido, que se

denominé pSE189, se utilaizd para transformar a DM1 de E

Wt
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coll y el ADN plasmidico se aisld de los transformantes
resistentes a ampicilina Los protoplastos de la cepa 1100-
SC3B de § avermitilis se transformaron con pSE183 Los
transformantes resistentes a tiostrepton de la cepa 1100-
SC38 se aislaron y analizaron por andlisis de HPLC de los
productos de fermentacidn

Los transformantes de la cepa 1100-SC38 de S
avermitilis que contenian pSE189 se habian alterado en las
relaciones de ciclchexil-B2 avermectina ciclohexil-Bl
avermectina producida (aproximadamente 3 1) en comparacién
con la cepa 1100-SC38 (aproximadamente 34 1), y la
produccidén total de avermectinas aumentd aproximadamente
2,4 veces en comparacaidn con la cepa 1100-SC38 transformada
con pSE119 (TABLA 6)

pPSE189 también se utilizdé para transformar
protoplastos de una cepa de S§ avermitilis de tapo
si1lvestre Los transformantes resistentes a tiostrepton se
aislaron y analizaron por andlisis de HPLC de los productos
de fermentacidn Las avermectinas totales producidas por el
tipo silvestre de S§ avermitilis transformado con pSE189
aumentaron aproximadamente 2,2 veces en comparacidn con S
avermitilis de tipo silvestre transformado con pSE1l1l9

(TABLA 6)

{28
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TABLA 6
Cepa da § Ho das [B2) (el Avermsatinas RalaciSa Media
avermitilis Transformantes Relativa Relativa | totales 4s B2 B1
{plismido Ensayados Ralativas
transformantae)
1100-8C38 [ 3 155 4 4 17€ 35
1140 85C38 s 239 58 2 387 4 7
(paE119)
1100 8C28 16 546 166 849 33
(paE1as)
tipo milventre [ 59 4“2 113 1 41
tipo allvestre [ 240 151 481 1 G4
(pSE119)}
tipo silveatre 5 545 348 107 1 se
(pSBles)
12 EJEMPLO PLASMIDO QUIMERICO QUE CONTIENE SECUENCIAS

DE LA ORF DE aveC S AVERMITILIS Y
EL HOMOLOGO DE aveC DE S HYGROSCOPICUS

Se construyd un pliasmido hibrido denominado pSE350 que
contiene una porcidén de 564 pb del homb6logo de aveC de S
hygroscopicus reemplazando a una porcitn homéloga de 564 pb
de la ORF de aveC de S§ avermitalis (FIGURA 7) como se
andica a continuaciébn Se construyé pSE350 usando un sitio
de restriccibén BsaAl que se conserva en las dos secuencias
(aveC posicadn 225) y un sitio de restriccaidn Kpnl que estéd
presente en el gen aveC de S§ avermitilis (aveC posicibn

810) El introdujo en el ADN de S

sitio KpnI se

%
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hygroscopicus por PCR usando el cebador hacia la derecha
5’ -CTTCAGGTGTACGTGTTCG-3’ (SEC ID NO 23) y el cebador
hacia la 1zquierda 5’ -GAACTGGTACCAGTGCCC-3‘ (SEC ID NO 24)
(suministrado por Genosys Biotechnologies), usando las
condiciones de PCR descritas en la Seccabn 7 1 10 anterior
El producto de PCR se digiri6 con BsaRl y KpnlI, 1los
fragmentos se separaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y el fragmento de BsaAI/KpnI de 564 pb se
aislé del gel pSE179 (descrito en la Seccidn 7 1 10
anteraior) se digirid con Kpnl e HindIII, los fragmentos se
separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y
se aislé un fragmento de ~ 4,5 kb del gel pSE179 se
digiri6 con HindIIYX y BsaAl, los fragmentos se separaron
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se aisld
del gel un fragmento de BsaAl/HindIII de ~ 0,2 kb El
fragmento HaindIII/KpnI de ~ 4,5 kb, el fragmento
BsaAI/HindIII de ~0,2 kb y el fragmento BsaAl/Kpnl de 564
Pb de § hygroscopicus se ligaron entre si en una ligacibn
de 3 vias y la mezcla de 1ligacidn se utilizé para
transformar células DH5a de E coli competentes El1 ADN
plasmidico se aislé de los transformantes resistentes a
ampicilina y la presencia del inserto correcto se confirmb
mediante andlisis de restriccién usando Kpnl y Aval Este
plasmidc se digaridé con HindIII y Xbal para liberar el

inserto de 1,2 kb, gue después se unid con pWHM3 que se

Y30
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habia digerido con HindIII y Xbal La mezcla de ligacién se
usé para transformar células DHSa de E coli competentes,
el ADN plasmidico se aislé de los transformantes
resistentes a ampicilina Yy la presencia del inserto
correcto se confirmé mediante andlisis de restriccibén
usando HindIII y Aval Este ADN plasmidico se utilizé para
transformar DM1 de E coli, el ADN plasmidico se aisld de
los transformantes resistentes a ampacilana y la presencla
del 1inserto correcto se confirmdé mediante andlisis de
restriccidn y andlisis de la secuencia de ADN Este
plidsmido se denomind pSE350 y se usd para transformar
protoplastos de la cepa SE180-11 de S§ avermitilis Se
aislaron leos transformantes resistentes a tiostrepton de la
cepa SE180-11, se determiné la presencia de eritromicina y
se analizaron los transformantes Thio® Erm®™ mediante
andlisis de HPLC de los productos de fermentacién Los
resultados muestran que los transformantes que contienen el
plédsmido hibrido de § avermitilis/S hygroscopicus, tienen
una relacidn media B2 Bl de aproximadamente 109 1 (TABLA

7)

3/
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TABLA
Cepa do § avermitilis o da Cona Cona Reluoiéa
(plismido transformantae) transformantes Relativa Relativa media
ensayados de B2 de B1 Ba:Bl
BE180 11 (ninguneo) 8 0 ] ]

58180 11 (pWHM3) f e o o

BB180 11 (pSEIS0) 16 a3 2 109

DEPOSITO DE MATERIALES BIOLOGICOS

El sigulente material biolégico se depositd en 1la
American Type Culture Collection (ATCC) en 12301 Parklawn
Drive, Rockville, MD, 20852, USA, el 29 de Enero de 1998,

y recibid los siguientes nimeros de acceso

Plagmido o) A (o]
plésmido pSE180 209605
plasmido pSE186 209604

Todas las patentes, solicitudes de patente vy
publicaciones citadas anteriormente, se incorporan aqui por
referencia en su totalidad

La presente invencidn no se limita en alcance por las
realizaciones especificas descritas en este documento, gue
deben considerarse simples ilustraciones de aspectos
individuales de la invencidn, y estén dentro del alcance de
la invencaidén procedimientos y componentes funcionalmente
equivalentes De hecho, diversas modificaciones de 1la

invencibtn, ademds de las mostradas y descritas en este

Y3z
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documento, seradn evidentes para los especialistas en la
técnica a partir de la descripcibn anterior y los dibujos
adjuntos Tales modificaciones pretenden incluirse dentro

del alcance de las reivaindicaciones adjuntas
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Habiéndose descrito la invencidn como antecede, se reclama
como propiedad lo contenido en las siguientes

REIVINDICACIONES

1 Una molécula polinucleotidica que comprende una
secuencia de nucledtidos que por lo demds es i1gual a una
variante degenerada del alelo de aveC de S avermitilis, la
gecuencia codificante del producto génico AveC del plasmido
pPSE186 (ATCC 209604) o la secuencia de nucledtidos de la
ORF de aveC de S§ avermitilis presentada en la FIGURA 1
(SEC ID NO 1), pero comprendiendo ademas la secuencia de
nucledtidos una o mids mutaciones tales que las células de
la cepa ATCC 53692 de S avermitilis en las que el alelo de
aveC de tipo silvestre se ha 1nactivado y expresan la
molécula polinucleotidica que comprende la secuencia de
nucledtidos mutada, producen una relacidn ée avermectinas
de clases 2 1 gue es reducida en comparacidn con la
relacidn de avermectinas de clases 2 1 producidas por
células de la cepa ATCC 53692 de S avermitilis que en su

lugar expresan sdlo el alelo de aveC de tipo silvestre

2 La molécula polinucleotidica de la reivaindicacidn 1,
en la que las avermectinas de clases 2 1 son ciclchexil B2

ciclohex1il Bl avermectinas

43¢
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3 La molécula polinucleotidica de la reavaindicacidn 1,
en la gque una o mas mutaciones en la secuencia de
nucleétidos codifican una sustitucidn en uno © mids restos
de amino&cidos del producto génico AveC que corresponden a
las posiciones de aminocdcido en la SEC ID NO 2

seleccionadas entre los restos de aminoécidos 138 y 139

4 Un vector recombinante que comprende la molécula

polinucleotidica de la reivindicacidn 1

5 Una célula huésped de Streptomyces que comprende la
molécula polinucleotidica de la reivindicacidén 1 o el

vector recombinante de la reivindicacidn 4

6 Una molécula polinucleotidica que comprende una
secuencia de nucleétidos que por lo demas es_lgual al alelo
de aveC de § avermitilis, la secuencia que codifica el
producto génico AveC de § avermitilis del plasmido pSE186
(ATCC 209604), o la secuencia de nucledtidos de la ORF de
aveC de § avermitilis presentada en la FIGURA 1 (SEC ID
NO 1), o una variante degenerada de la misma, pero
comprendiendo ademas dicha secuencia de nuclebdtidos al
menos una praimera mutacidén que codifica una sustitucidn de

aminocdcido de serina a treonina en el resto de amincicido

del producto génico Avel que corresponde a la posicidn de

y3§
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amincdcido 138 en la SEC ID NO 2, y una segunda mutacidn
gue codifica una sustitucidn de aminodcido de alanina a
fenilalanina en el resto aminodcido del producto génico
AveC que corresponde a la posicidn de aminodcido 139 en la
SEC ID NO 2, de tal forma que las células de la cepa ATCC
53692 de § avermitilis en las que el alelo de aveC de tipo
silvestre se ha 1nactivado y expresan la molécula
polinucleotidica que comprende la secuencia de nucledtidos
mutada, producen una relacidén de avermectinas de clases 2 1
gque es reducida en comparacidén con la relacibdn de
avermectinas de clases 2 1 producidas por células de la
cepa ATCC 53692 de § avermitilis gque en su lugar expresan

s6lo el alelo de aveC de tipo silvestre

7 La molécula polinucleotidica de la reivandicacidn 6,

en la que las avermectinas de clase 2 1 son ciclchexil B2

ciclohexil Bl avermectinas

8 La molécula polinucleotidica de la reavaindicacidn 7,
en la que la relacibédn reducida de ciclohexil B2 ciclohexail

Bl es de aproximadamente 0,75 1 o menor

9 Un vector recombinante capaz de mutar el alelo de aveC
de Streptomyces avermitilis mediante la introducciédn de al

menos una mutacidén seleccicnada entre una primera mutacidn

436
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que codifica una sustitucidén de aminoadcido de serina a
treonina en un resto de aminodcido del producto génico AveC
que corresponde a la posicidn de aminoacido 138 en la SEC
ID NO 2 y una segunda mutacidén que codifica una sustitucidn
de aminodcido de alanina a fenilalanina en un resto de
aminocacido del producto génico AveC gque corresponde a la
posicidn de aminodcido 139 en la SEC ID NO 2, gque comprende
una molécula polinucleotidica qgue tiene una secuencia de

nucleétidos que codifica tal mutacidn

10 El vector recombinante de la reivindicacidn 9, que
comprende la molécula polinucleotidica de la reivaindicacidn

6

11 Una célula huésped de Streptomyces que comprende la

molécula polinucleotidica de la reivindicacién 6 o el

vector recombinante de la reivindicaciédn 10

12 Un procedimiento para obtener una nueva cepa de §
avermitilis que comprende células que expresan un alelo de
aveC mutado y que produce una relacidén reducida de
avermectinas de clases 2 1 en comparacidn con las células
de la misma cepa de § avermitilis que en su lugar expresan
s6lo el alelo de aveC de tipo silvestre, que comprende

(a) transformar células de una —cepa de S

@
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avermitilis con una molécula polinucleotidica
que 1lleva un alelo de aveC mutado, o una
variante degenerada del mismo, gque codifica un
producto génico que tiene al menos una praimera
sustituciédn de aminodcido de serina a treonina
en un resto de amincdcido que corresponde a la
posicidén de aminodcido 138 en la SEC ID NO 2 y
una segunda mutacidn que codifica una
sustituciébn de aminodcide de alanina a
fenilalanina en un resto de aminodcido que
corresponde a la posicidn de aminodcido 139 en
la SEC ID NO 2, ocasionando la expresidn del
producto génico resultante una reduccidn de la
relacién de avermectinas de clases 21
producidas por las células de una cepa de S
avermitilis que expresan el alelo de aveC mutado
o la variante degenerada del mismo en
comparacidén con las células de la misma cepa que
en su lugar expresan sdlo el alelo de aveC de
tipo silvestre, y seleccionar 1las células
transformadas que producen avermectinas en una
relacidén reducida de clases 2 1 en comparacidn
con la relacidn de clases 2 1 producida por
células de la cepa gue en su lugar expresan sdlo

el alelo de aveC de tipo silvestre, o

433
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transformar células de una <cepa de S
avermitilis con una o mas moléculas
polinucleotidicas capaces de introducir una o
mds mutaciones en el alelo de aveC de forma que
tales células transformadas <codifican un
producto génico AveC que tiene al menos una
primera sustitucidén de aminodcido de serina a
treonina en un resto de aminodcido gue
corresponde a la posicidn de aminodcido 138 en
la SEC ID NO 2 y una segunda mutacidn gque
codifica una sustitucidn de aminocacido de
alanina a fenilalanina en un resto aminocacido
que corresponde a la posicidén de aminoacido 139
en la SEC ID NO 2, ocasicnando la expresidn del
producto génico una reduccidn de la relacidn de
avermectinas de clases 2 1 ﬁ&oduc1das por
células de una cepa de S avermitilis que
expresan el alelo de aveC mutado en comparacidn
con células de la misma cepa que en su lugar
expresan s8lo el alelc de aveC de tipo
si1lvestre, Y seleccionar las células
transformadas que producen avermectinas en una
relacidn reducida de clases 2 1 en comparacidn
con la relacién de clases 2 1 producida por

células de la cepa que en su lugar expresan sdlo

&
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el alelo de aveC de tipo silvestre

13 El procedimiento de la reivindicacidn 12, en el que
las avermectinas de <clases 2 1 son caclohexil B2

ciclohexail Bl avermectinas

14 El procedimiento de la reivindicacién 13, en el que la
relacidén reducida de ciclohexil B2 ciclochexil Bl es de

aproximadamente 0,75 1 o menor

15 Una célula de Streptomyces avermitilis gue comprende
un alelo de aveC mutado que comprende una primera mutacidén
que codifica una sustitucién de aminodcido de serina a
treonina en el resto de aminodcido correspondiente a la
posicidédn de aminodcido 138 en la SEC ID NO 2 y una segunda
mutacidn que codifica una sustitucidn de‘amlnoéc1do de
alanina a fenilalanina en un resto de aminoacido gue

corresponde a la posicién de aminodcido 139 en la SEC ID

NO 2

16 La célula de la reivindicacidn 15, que produce una
relacién reducida de avermectinas de clases 2 1 en
comparacidn con una célula de la misma cepa de Streptomyces
avermitilis que en su lugar comprende s6lc el alelo de aveC

de tipo silvestre

340

Ty
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17 La célula de la reivindicacién 16, en la gque las
avermectinas de clases 2 1 son ciclohexil B2 ciclohexil Bl

avermectinas

18 La célula de la reivindaicaciébn 17, en la que la
relacién reducida de ciclohexil B2 ciclohexil Bl es de

aproximadamente 0,75 1 o menor

19 Un procedimiento para producir avermectinas, gue
comprende cultivar células de la reivindicacién 15 en medio
de cultivo en condiciones gue permiten o© inducen la
produccidén de avermectinas en dicho medio y recuperar

dichas avermectinas del cultivo

20 Una composicién de ciclohexil B2 ciclohexil Bl
avermectinas producida por células dé- Streptomyces
avermitilis que comprende las ciclohexil B2 ciclohexil Bl
avermectinas en una relacidén de aproximadamente 0,75 1 o

menor en el medio en el que se han cultivado las células

21 Una composicién de ciclohexil B2 ciclohexil Bl
avermectinas producida por células de una cepa de
Streptomyces avermitiligs que expresan un alelo de aveC
mutado que codifica un productoc génico que ocasiona la

reduccidn de la relacién de clases 2 1 de ciclohexil

aYl

3
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B2 ciclohexi]l Bl avermectinas producidas por las células en
comparacidén con células de la misma cepa de § avermitilais
que no expresan el alelo de aveC mutado sino gque en su
lugar expresan sblo el alelo de aveC de tipo silvestre,
comprendiendo la composicién las ciclohexil B2 ciclochexil
Bl avermectinas en una relacién de aproximadamente 0,75 1

o menor en el medio en el que se han cultivado las células

A

T/
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RESUMEN

La presente 1invencidn se refiere a moléculas
polinucleotidicas que comprenden secuencias de nucledtidos
que codifican un producto génico AveC, moléculas
polinucleotidicas que pueden usarse para alterar la
relacién o cantidad de avermectinas de <clases 21
producidas en cultivos de fermentacidn de S avermitilis
La presente invencidén se refiere ademas a vectores, células
huésped y cepas mutantes de S avermitilis en las que el
gen aveC se ha i1nactivado o mutado para cambiar la relacidn

o cantidad de avermectinas de clases 2 1 producidas

442
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<110>

<120>

<130>

<140>

<l41>

<150>

<151>

<150=>

<151>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

PFIZER PRODUCTS INC
GEN DE STREPTOMYCES AVERMITILIS QUE DIRIGE LA

RELACION DE AVERMECTINAS B2 Bl

LISTA DE SECUENCIAS

PC10645A

PC10645

1999-08

-12

60/074,636

1998-02

PCT/IB99/00130

1999-01

25

-13

-25

PatentIn Ver

1
1229

ADN

Streptomyces avermitilis

CDs
(174)

1

(1085)

21

1

444
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CCACQAaAACe JJACACACCA CAcCACACQaa ggtgagacag

tcggcctgec caacgaazgt gtagtagaca ccecgacegte

aggeeggect gaacagitca ggagrgetgc cccqgrgaact

gty
Val

gtg
val

g<g
Ala

grg
Val

ttc
Phe

gge
Gly
35

tgg
Tep

agc
Ser
24

cag
Gln

gee
Ala

cgc
Arg

ggt
Gly

ggg gtc ggc
Gly Val Gly

tgg geg gee
Trp RAla Ala

cag gg< ggc
Gln Gly Gly
40

ctg
Leu

gac
Asp
F3

agc
Ser

ctg ttt
Leu Phe
10

ggt ggc
Gly Gly

aag gat
Lys Asp

acg
Thr

egtgaaccca tccgagoccge 60

cgatgccacqg ctetesacecg 120

getgtcgttg ccg gtg
val

gee
Ala

<gg
Arg

g99
Gly
45

(M /]
Luu

ctg
Leu
30

act
Thr

cag
Gln

atc
lle

acc
The

g<9
Ala

gag
G.u

gat
Axp

1
tac

Tyr

acqg
Tnxy

gtg
Val

176

224

272

320

¢y
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tgg
Trp

ggt
Gly

gcg
Ala
130

ctg
Lew

cge
Arg

ate
Ile

atc
Ile

gag
Glu
2149

tge
Cys

tat
Tve

tte
Prie

ttc
Phe

tte
Phe

tcc
S~r
11%

gag
Glu

ate
I.e

€99
Arg

ggc
Gly

agc
Ser

~33

tag
Tcp

tgc
Cys

cce
Pro

cgg
Arg

cte
Leu

cat
His
100

tag
Top

gcg
Ala

gr-
val

ccyg
Pro

at=
Ile
180

gta

Val

tac
Tyr

atg
Met

gtg
val

agg
Arg

agg
Gly
85

tcc
Ser

ygt
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

gca
Ala
165

gvg

Val

t3q
Trp

cag
Gln

ctqg
Leu

ate
Ile

tgc
cys
70

ctg
Leu

gtt
Val

Lg
Pro

atg
Met

atg
val
150

=949
Trp

cte
Leu

gee
Ala

tte
Phe

ggc
Gly
230

tce
Ser
55

cgt
Arg

ctg
Leu

ctc
Leu

tat
Tyr

ccq
Pro
135

ctg
Leu

cgg
Arg

gge
Gly

ags
Arg

cee
Pro
215

teg
Ser

gtc
val

gte
Val

ttc
Phe

gte
val

gtg
Val
L2V

ctg
Leu

tgc
Cys

ace
Thr

ctg
Leu

qeq
Ala
200

gtg
val

ctg
Leu

gtc
val

gaa
clu

gcg
Ala

tce
Ser
105

cce
Pro

gcg
Ala

agc
Ser

Tqq
Trp

Tee
Jer
165%

ctg
Leu

tat
Tyr

cgec
Arg

tgc
Cys

cga
Arq

agc
Ser
90

aac
Asn

ggc
Gly

tcg
Sar

aag
Lys

cqg
arg
170

gag
Glu

cce
Pro

cag
Gln

tte
Phe

atc
Ile

<gg
Arg
15

tgg
TIp

gcg
Ala

tgg
Trp

gcc
Ala

geca
Ala
.55

cty
Leu

ccyg
Pro

gag
Glu

gcyg
Ala

ttc
Phe
235

acc
Thr
60

ctg
Leu

cag
Gln

agt
Bar

cag
Gln

tcec
Ser
140

ctg
Leu

qgte
val

ctg
Leu

gtg
Val

gte
val
220

cgc
Arg

geeo
Ala

ctg
Leu

agce
Ser

gtg
val

g99
Gly
125

gtc
val

999
3ly

ctqg
Leu

ceg
Pro

acec
Thr
205

ggt
Gly

gac
Asp

gcg
Ala

tre
Fhe

ccg
Pro

tgg
Trp
lia

gcqg
Rla

tgc
Lys

tgg
Trp

gcg
Ala

gac
Asp

cte
Leu
95

ggc
Gly

qqc
Gly

atg
Met

atc
Ile

gee _Jtg

Ala

tce
Ser
194

ttg
Leu

tce
Ser

gaa
Glu

val
175

gcce

Ala

tag
Trp

ggc
Gly

Lye
Arg

gcg tgg
Ala Trp
€5

gce ctt
Rla Lel
80

atg aac
Met Asn

gcg gtg
Ala val

cog ggr
Pro Gly

teg get
Ser RAla
145

aag gcc
Lys Ala
L8C

ttc t.c
Fhe Phe

tee gag
Ser Gly

agt gge
Ser Gly

aetg gte
Leu Val
225

gat gag
Asp Glu
240

3€n

416

464

512

560

608

&5a

104

752

800

8%¢
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cte
Leu

cez
Pro
230

tgg
Trp

gcy
Ala

tac
Tyr
275

gac
fsp

gtg 9aa cgq gga gce
Val Glu Arg Gly Ala

245

Lyt ttc ctc gec gtg
Arg Phe Leu Ala Val
260

acc tgt tte cat ate
Thr Cys Phe Hisz Ile
280

caa ctg ccg gac tce
Gla Leu Pro Asp Sar
295

gy cog
Tcp Arg
250

gte ggt
Val Gly
263

ctc ctg
Leu Leu

tte caa
Phe Gln

teyg
Leu

999
Gly

tee
Ser

geq
Ala

cey
Pro

gtg
val

ctc
Leu

ceg
Pro
300

qttcagggea ggteggagga gacggagaag gggaggegsc

ctrtgtgcat gagtggacgg ggatcacgct ccoccatggegyg

acacteccteg gttcagcgat catg

<210>

<211l>

<212>

<213>

<400>

2

303

PRT

Streptomyces avermitilas

2

caa
Gin

aat
Asn

gte
val
285

gce
Ala

eggagttccqg gtrcaectcec

cgggctecte cagaaqgcacc

cgqq
Argq

gcc
Ala
270

agt
Gly

gct
Ala

goa
Ala
235

gtg

Va.

gga
Gly

tac
Tyr

gcg aac
hkla Asn

atg ttc
Met Fhe

cag ccg
Gln Pro

tga

944

992

1040

1085

1145

1205

1225

1¢7
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val

Tyr

Thr

val

Trp

65

Leu

Asn

Val

Gly

<210>

<211>

212>

Ala
145
ERla
Phe
Cly
Cly
val
225
Glu
Asn

Fhe

Pro

val
val
Ala
vVal

50
Leu
Leu
Trp

Gly

Ala
130

Leu
Arg
Ile
Ile
Glu
21cC
Cys
Ser
Trp
Leu

Pro
2%0

3

1

Val Trp Ala

Phe
Cly

35
Tyr
Phe
Phe
Phe
[Ser

115
Glu

Il
Arg
Gly
Ser
135
Trp
Cys
Trp
Ala
Iyr

275
Rsp

150

ADN

Ser
20
Gln

o

His
1640
TLp

Ala

Val

Pro
-le
1RCG
Val
Tyr
Met
Val
Arg
260

The

Gln

Arg
Lly
val
Axrg
Cly

8%
Ser

Gly

Glu

Thr
Ala
165
val
Tcp
Gln
Leu
Gan
245
Phe

Cys

Leu

Gly
Trp
Gln
Ile
Cys

70
Leu
val

Pro

Met

Val
150
Trp
Leu
Ala
Phe
Gly
230
Arg
Leu

Phe

Pro

Val
Ala
Gly
Ser

55
Arg
Leu
Leu
TyC

Pro

135

Leu
Arg
Gly
Arg
Pro
215
Ser
Gly
Ala

His

Asp
295

Gly

Ala

Gly

40

Val

Yal

Phe

val

Va.u

120
Leu

Cys
Thr
Leu
Ala
200
Val
Leu
Ala
Val
Ile

280
Ser

Leun
Asp

25
Ser
Val
Glu
Ala
Ser
105

Pro

Ala

Ser
Trp
Ser
185
Leau
TYyrL
Arg
Tep
val
263

l.eu

Phe

Lew

10
Gly
Lys
Cys
Arg
Ser
- 14
Asn

Gly

Ser

Lys
Arg
170
Glu
Fro
Gln
Phe
Arg
250
Gly

Leu

Gln

FPhe
Gly
Asp
Ile
Arg
15
Trp
Ala

Tcp

Ala

Ala
155
Leu
Pro
Glu
Ala
Phe

235
Leu

Gly

Ser

Ala

Leu
Tyr
Thr
Thr

60
Leu
Gln
Ser

Gln

Ser
140

Leu
Val
Leu
val
val

220
Arq
Pro
Val

Leu

Pro
300

Ala
Arg
Gly

45
Ala
Leu
Ser
val
1y

12%
val

Gly
Leu
Pro
Thr
205
Gly
Asp
Gln
Asn
Val

285
Ala

Leu
Leu

E{)
Thr

Alz
Phe
Pro
Trp
410

Ala

Lys

Trp
Ala
Spr
190
Leu
Ser
Glu
Arg
Ala
270

Gly

Ala

Gin
15
Ile

Tte

Ala

Ila
Val
175
Ala

Trp

Arg
Ala
255
val

Gly

Ty:

Ala

Glu

Ala
Ala

80
Met
Ala

Pro

Ser

Lys
&g
Phe

Asp
240

Met

Gln

L
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<213>

<220>

<221>

<222>

<400>

6

Streptomyces hygroscopicus

CDS

(58)

3

(990)

qtcgacqaaq accggccgga ggcogtogge cgggccgata

qatg
val
1l

r-tg
Leu

tac
Ty £

cgg

tte
Phe

gga
Gly

cgc
Aryg

atc

ace
Thr

ctt
Leu

atc
Ile
3%

gcc

=tt
Leu

rag
31n
20

gag
Glu

gat

ccc gta aca
Pra val Thr
5

grtg tac gtg
val Tyr VvVal

aag gcq tce
Lys Ala Ser

gtqg ctg atc

ety
Leu

tte
Pha

ccg
Pra
40

ccg

tgg
Trp

gco
Rla
25

gce
Ala

ctg

g¢g tgt
Ala Cys
10

gec tag
Rla TIp

aggq ggc
Arg Gly

ctg too

ccgtacgcgg cctgcgg

gtc
Val

ctc
Leu

ggt
Gly

ytg

ggc
Gly

gec
Ala

999
Gly
45

gtg

gcg ctg gty
Rla Lewu Val
15

gac agc ggc
Asp Ser Gly
30

gdc tcg gag
Asp Ser Glu

gga gcg gtg

57

105

153

201

499
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gtc
val
65

acy
Thr

agt
Ser

gty
Val

994d
Gly

atc
-e
145

Lt

ts_ g

gca
A.a

qQqte
val

acc
Thr

gct
Ala
225

aal

Ile
50

cre
Leu

TLe
Phe

(TR
Fro

tte
Phe

gcg
Ala
130

rqgr

v /S

Lt
Leu

ckr
Leu

tre
Ser

atc
1le
210

tcg
ser

<gg

Ala

gce
RPia

ga-
Rsp

tty
Leu

gga
Gly
1i5%

999
G.y

atqg
Met

g
RAla

qar
Gly

Ttc
Phe
195

tgg
TLp

gcg
Ala

Asp

gtg
Val

gcg
Ala

atg
Met
lo0

Jeg
Ala

acg
Thr

gee
Rla

tee
Phe
.80

gcg
Ala

age
Ser

ctc
Leu

gygc

Yal

tgt
Cys

tcg
Ser
85

aac

Asn

gtg
val

cac
Has

gece
Ala

gt
RA.a
165

ctg
Leau

ggc
Gly

999
Gly

tte
Phe

gaa

Ley

ctg
Leu
)

ctec
Leu

tgg
TEp

gcc
Ala

cag
Gln

atg
Met
150

©gg
Arg

cre
Leu

gtec
val

cac
His

ggc
Gly
230

acg

Ile
9%

tac
Tve

ttc
Phe

atc
1le

tcg
Ser

gag
Glu
L35

atg

Met

tagq
Trp

gtc
val

tcc
Jex

tgg
Trp
215

gee
Ala

tgt

Pro

cg9
Aryg

atc
Ile

aat
Asn

tgg
Tep
120

gcc

Asa

gce
Ala

weg
Pro

gtg
val

gtg
val
2404

tat
Tyr

tet
Ser

ety

Leu

299
Aryg

999
Gly

ccy
Pro
105

999
wly

929
Glu

ger
Ala

«“gg
Arg

~tec
Leu
185

tgg
Ttp

cag
Gln

ttg
Leu

gag

Ley

tgt
Cys

ctg
Leu
80

gty

val

ceg
Pro

<1g
Lau

gtg
val

ctg
Leu
170

cre
Leu

acg
Thr

Tte
Phe

a9¢
Gly

tece

Ser

cag
Arg
7%

ctg
Leu

ctc
Leu

tat
Tyr

ccqg
Pro

gcec
Rla
155

999
Gly

gac
Asp

cgg
Arg

ccg
Pro

geco
Ala
235

99q

Val
§0

ges
Ala

tcg
sSer

gy
Ala

gtg
val

oty
Leu
140

tgc

Cys

ceg
Pro

atc
Ile

gta
Ala

cty
Leu
220

gcg
Ala

gcq

Val

aqq
Arq

gcc
Ala

tea
Ser

cecc
Pro
125

Jeg
A.a

gygc
Gly

cte

Cly

agy
Aro

agt
Ser

aac
Asn
110

gyt
Gly

acc
Thr

aag
Lys

<99

Le. Arg

gcc
Ala

gtyg
val
205

tat
Tyr

cge
AIg

gce

gayg
Glu
190

(A &8
Pro

cag
Gln

cac
His

Rla

caqg
hrg

tgg
Trp
us

gtc
Va)

Trp

ctg
Leu

age
Gly

otg
Leu
175

~tg
Pro

gag
Glu

atg
Mpt

Tttt
Phe

cLa

Val

ctq
o&ru
80

cag
5in

aat
Asn

cag
Gln

agec
Ser

atg
Met
1€0

atec

Ile

oty
Leuy

cty
Leu

gtg
Val

cge
ALg
240

ceg

297

345

393

441

483

537

5cS

G613

EB1

~29

777

4o
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Asn

gag
Glu

aac
Asn

tte
Phe

&gt
Aryg
305

gcgcgatgtqg cc-gatgcocgc ctgatqtacc cqqggtgtea tcggcoctcacc tgtggoegect

-AtJcggtga gegeloecgee tcgtect gt tcocggotoct gggotccacqg accatacgga

Arg

gac
Gly

atc
Ile

~cg
Ser
250

ccg
Fro

Arg Gly Glu
245

ccy agg cca
Fro Arg Pro
260

age atc gec
Sar Ile Ala
275

ctg atg gac

Le. Met Asp

gcg goec gge
Ala Ala Glv

gcggcegqgy
<210> 4
<21l> 310
<212> PRT
<213>

<400>

Thr

tgg
Trp

cte
Lau

gqc
Gly

tac
Tyr
310

Cys

gtc
Val

tac
Tyr

gct
Ala
295

tga

Leu

cgg
RIg

ace
Thr
280

ccec
Pro

gaccgeegyge accacccacqg tacccqatnt

Glu

ctg
Leu
265

gge
Gly

ccg
Pro

Ser
250

ctg

Leu

gca
Ala

gac
hsp

Gly

gcg
Ala

cac
His

€99
Azg

Streptomyces hygroscopicus

4

Ala

gty
val

ggc<
Gly

cte
Leu
300

Ala

gtg
val

gea
Ala
285

cCccC
Pro

Leu

ggc
Gly
270

cac
His

gha
Gal

Leu
255

qgq
Gly

atc
Ile

tte
Fhe

Pro

gcoc
Ala

ctg
Leu

tte
Phe

873

1 1)

1nzn

1080

1140

1150

43)
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val

Leu

TYr

Arg

val

85

Thr

Ser

val

«<210>

fly
Ile
145
Gly
Ala
val
Thr
Ala
225
Asn
Glu
Asn

Fhe

Axrg
205

Phe Thr
Gly Leu
Arg Ile

35

Ile Ala

Leu Ala

PFro Leu

Phe Gly
115

RAla Gly
130
Cys Met

Leu Ala
Leu Gly
Ser Phe
195
Ile Trp
210
Ser Ala
Arg Arg

Cly Prn

Ile Ser
275

Leu
Gln

20
Glu

Ala
Met

100
Ala

Ala

The

Ala

Phe

180
Ala

Proc
Val
Lys
val
Cys
Ser

85

Asn

Val

Hais
Ala
Ala
165

Leu

Gly

S5er Gly

weu Phe

Gly Glu

245

Arg Pro

260

Ile Ala

Ser Leu Met

289Q
Pre Ala

Ala

Rsp

uly

va.
Tyr
Ala
Leu
Le=u

70
Leu

Trp

Ala

Gln
Met
150
Arg
Leu
val

His

Gly
230
Thr
Trp
Leu

Gly

Tyr
310

Thr
val
Ser
Ile

35
Tyr

Phe

Ile

Glu
135
Met

Val

Ser

Trp
215
Ala
Cys
Val

Ty

Ala
295

Leu
the
Pro

40
Pra
Arg
Ile

Asn

Trp
120

Ala
Ala
Pro
val
val
2C0

Tyr

Ser

Arg

Thr
280
Ptc

Trp Ala

10

Ala Ala
25

Als Arg

Leu Leu
Arg Cys

Gly Leu
90

Pro Vval

105

Gly Pro

Glu Leu
Ala val

Arg Leu
170

Leu Leu

185

Terp Thr

Gin Phe

Leu Gly

Glu Ser
250

Leu leu

265

Gly Ala

Fzo Asp

Cys
Trp
Gly
Ser
Arg
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INGUSTRIA ¥ CORERCTG Somerci
:Radmcm 02053350 eeRnRACe Folios 471 ’0————-@
Fecha (M) 2633-88 8 17 87 43 IDENCIA

bependencia 2828 DIVISION 2t Lt

iranite 82 PATENTES 0 1 REGISTROY 431 PRESENTAL
REQUISITOS MINIMOS PAKA ALMISIUNe . 11 05 CRERLTOES

PATENTE DE INVENCIONN MODELO DE UTILIDAD [ |
o Nombre e identificacton del Solictante /| []
e Nombre e identficacion del Inventor /] []
e Titulo 0 nombre de la invencién /] [1]
o Descnpcidn 33 []
* Rewndicacones Y Jf []
o Resumen {77 []
e Comprobante de Pago 3 []
COMPLETA[ | INCOMPLETA [ |

DISERO INDUSTRIAL [ |

¢ Nombre e identficacidn del petcionano ]

o Nombre e identficacion del inventor o disefiador []

« Indicacidn del género de productos para los cuales debe ubhzarse []

o Representacién grafica (]

e Comprobante de pago []

COMPLETA] ] INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

Fecha Carrera 13No 2700 Piso 5y 10

Conmutador 3341221234
Fax 281 31 25 e-mad nfo@sic.gov co
Santa Fede Bogoti DC Colombia



EXPEDIENTE 00-58850

SUPERIN'IENDEN
%) DENDUSTRIA 63
Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

PRIMER EXAMEN DE FORMA

Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art 21 de ia Decisién
344 se deterrminé que esta solicitud de Patente de Invencion

SiIT ]

Si[x]

Si[x ]

SI[x ]

SI[X]

SI[X]

o s

NO[ x"]

NOT[ ]

NO[ ]

NOT ]

NOf ]

NOE ]

NO{[X]

NO APLICABLE [ ] Presentd ios poderes necesanos en
forma cofrecta (Decision 344, art 14-a)

NO APLICABLE[ ] Acreditd en forma correcta, la
existencia y representacion de ia persona juridica solicitante
(art 14-c de la Decision 344, literal g) del art 4 del Decreto
117/94)

NO APLICABLE [ ] Presenté en forma correcta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacion establecida
(art. 13£ de ta Decision 344 y la Resolucién 02 del 4 de Enero
del 2000)

EXTEMPORANEAMENTE [ ] Relvindicé prioridad, dentro del
plazo vy de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convento de Pans

NO APLICABLE [ ] Presentd copia, certificada su
conformidad por la Administraciéon que recibid la solicitud de la
cual reivindica prnioridad, al momento de radicar la solicitud
nacional

NO APLICABLE [ ]Presenté latraduccion del capitulo
rewvindicatono de la solicitud de la cual se reivindica priondad
(At. 4 D-3 Convenio de Paris, Concepto 5 de enero de 1999
SIC)

CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

\
OBSERVACIONES * Con el fin de reconooer/ personeria al abogado que presenta la
sollcnud es neoasano que se allegue la sustitucion del poder,‘otorgada por quien aparece
como apoderado principal Lo antenor, de conformidad con el articulo 66 del Codigo de

yd

-En consecuencia, se conceptua que esta solicitud

N Procedimiento Ciwvil
SI[ ] NO{X]
SI[ 1 NO[X]
™~

Se ajusta a los aspectos FORMALES indicados en la Declsion
344 y por tanto,

Se recomienda PUBLICAR el extracto correspondiente

~ ~Santafé de Bogota, D C , 8 de Agosto del 2000

EXAMINADOR JURIDICO
202022

Carrera 13 N* 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221 2 34

Fax 281 3125

Santafé de Bogotd DC Colombla



46

Folio No 43¢

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
PRIMER EXAMEN DE FORMA.

Radicacién No 00-58850
Concepto Técnico No 1739
Clasificacion Internacional de Patentes C12N 15/31

Practicado el examen, de acuerdo a lo establecido en el Art 21 de la Decision 344, se determiné que la
presente solicitud de Patente de Invencién

SIXINO[]
SIPINO[]

SIXINO ]

SIXINO[]
SIXINO[]

SIXINO|[]
SIINO|]

SIPINO ]
SIXINO[]

SIPINO[]
SIKINO|]

SIXINO[]
SIX|NO[]

Contiene la identificacion correcta del inventor (Art 8, Art 13-a)
Contiene la identificacidn correcta del solicitante (Art 13-a)

Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
(Art 13-e)

Contiene el titulo 0 nombre de la invencion en forma correcta (Art 13-b)
Contiene la descnpcion clara y completa de la invencién (Art 13-c)

Contiene los dibujos comectos (At 14-¢c junto con el literal d) del At 4
del (Dto 117 del 94)

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art 14-¢ junto con el Dto 3464
del 26 de diciembre de 1980)

Contiene una 0 mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la matena para la
cual solicita proteccidn mediante la patente (Art 13-d}

Contiene el extracto de acuerdo con el iiteral c) del articulo 4 de Dio 117 del 94

Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal ¢} de! articulo 4 y
el articulo 27 del Dio 117 del 94

Contiene 1a taneta de archivo tematico (forma P 104) en f0rma correcta (Artc 14-c junio
con ef Iiteral b) del 1rt 4 del Dto 117 def 94)

Contiene la tarjeta de archivo de propietanos {forma P-105) en forma correcta (Art 14-c
junto con el literal b) del Art 4 del Dto 117 del 94)

CUMPLE CON LOS REQUISITOS TECNICOS DE FORMA.

OBSERVACIONES DEL PRIMER EXAMEN TECNICO DE FORMA

EXAMINADOR TECNICO 202016.

Bogota, D C, 03 de noviembre de 2000



SUPERINTENDENCIA
3 DEINDUSTRIA cﬁﬁ
Y COMERCIO

470

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXPEDIENTE 00-58850
AUTO 2703
DISPONE

ARTICULO PRIMERO Conforme lo establece el articulo 22 de la Decision 344 de la
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
de treinta (30) dias hdbiles siguientes a la fecha de notficacidn del auto, presente
respuesta a las observaciones o complemente los antecedentes seftalados en el examen
de forma

“‘ ARTICULO SEGUNDO Notificar por estado el presente auto, adviriendo gue contra el
no procede recurso alguno en la via gubemativa

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE
Dado en Santafé de Bogota D C , a los 0 7 Nov 2000

EL JEFE DE LA DIVISJON DE NUEVAS CREACIONES,

NZA CESPEDES DE VERGEL

NOTIFICADO POR ESTADO
~ Santafé de Bogotda DC m NOV zulqgtrﬁcad or anotacién en estado de esta misma

fecha -

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO 24 - [Z ~ 00
SOLICITO PRORROGA TERMINO Si NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221 2-34
Fax 281 3125
Santafé de BogotA DC  Colombia
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