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Keksinndn kohteena on transfamidiksi nimitetty, plasmidin ja
fagin sekvensseji sis&lt&vd uusi DNA:n kloonausvektori seks
uudentyyppiset fasmidivektorit. Transfamidi sis&lt&i repli-
kaatiokohdan ja antibioottien suhteen resistentiksi tekevid
geenejd ja se soveltuu valintaan. Yhdistelmdmolekyylit voi-
daan erist#d haluttaessa joko fagina tai plasmidina. Uuden



kloonausmenetelm&n mukaisesti DNA k&sitell&&n ennen yhteen-
liitt&mist8 fosfataasilla, jonka ansiosta estet#d#n konkate-
meerien muodostus ennen pakkaamista in vitro. T4114 tavalla
saadut tai konkatemeereistd terminaasientsyymilld valmiste-
tut monomeeriset DNA-molekyylit voidaan pakata in vitro yhté&
suuruusluokkaa tehokkaammin fageihin, kuin mitd on ollut
mahdollista t&h&n asti tunnetuilla kloonausvektoreilla ja
-menetelmills.

Uppfinningen avser en ny DNA-kloningsvektor, som kallas
transfamid och som innehdller plasmid- och fagsekvenser,
samt fasmidvektorer av ny typ. Transfamiden innehdller en
replikationspunkt och gener som g&r den resistent mot anti-
biotika och den l4mpar sig f&r selektion. Rekombinantmoleky-
lerna kan, om s3 ®nskas, isoleras antingen som fag eller
plasmid. Enligt det nya kloningsf®rfarandet behandlas DNA-t
fére ligeringen med fosfatas, varigenom bildningen av konka-
temerer fdre packandet in vitro f&rhindras. De pi detta s&tt
erh&llna eller fran konkatemerena medelst enzymet terminas
framst&llda monomera DNA-molekylerna kan packas in vitro i
fager en storleksordning effektivare &n vad som varit m&j-

ligt vid de hittills k&nda kloningsvektorerna och -f&rfaran-
dena.
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Uudet kloonausvektorit, menetelmdt niiden valmistamiseksi,
menetelmd DNA-sekvenssien kloonaamiseksi tai vastaavasti
geenikirjastojen valmistamiseksi

Keksinndn kohteena ovat uudet kloonausvektorit, menetelm&t
niiden valmistamiseksi ja menetelmd& DNA-sekvenssien kloonaa-
miseksi tai vastaavasti geenikirjastojen valmistamiseksi.

On tunnettua, ettd k&ytt&m#&ll8 geeniteknologisia menetelmid
voidaan eristd8 geenejd tai geenin sis8lt&vis DNA-p&tkid,
siirtdd ne erilaisiin el&viin soluihin ja saada niihin si-
sdltyvd geneettinen informaatio ilmentym&&n. Uusi biotek-
nologia on siitd syystd menestyksellinen, ettd

- deoksiribonukleiinihappo voidaan leikata restriktioendo-
nukleaaseilla kulloinkin kyseess¥ olevassa nukleotidisek-
venssissd,

- DNA-pdtk&t voidaan 1iittdd yhteen kovalenttisesti biolo-
gisilla ja kemiallisilla menetelmills,

- on l18ydetty prokaryoottisissa ja eukaryoottisissa jérjes-
telmiss8d toimivia DNA-molekyylej&, nk. DNA:n kloonausvekto-
reita, joita voidaan lis&td replikatiivisesti isdnté&solussa,
ja joihin vieraita DNA-alueita voidaan sis&llytt&sd, ja

- yhdistelm&-DNA voidaan siirt&8 prokaryoottisiin tai euka-
royyttisiin soluihin ja valita vieraan geneettisen informaa-
tion sis&lt&v4it solut.

Geenin kloonaus muodostuu siten, ettd synteesilld, k&&n-
teistransskriptaasin tai restriktioendonukleaasin avulla
valmistettu DNA-p&tk& siirret&&n vektori-DNA:han, joka so-
veltuu- replikoivatavaksi is&nt&solussa, ja sitten t&m& yh-
distelmd siirretd&n transformaation avulla soluun. Valmis-
tettaessa geenikirjastoja eristet&&n bakteerikantoja, joi-
den kokonaisuus sis#lt84 kulloinkin kyseessd olevan solun
kaikki geenit, s.o. sen tdydellisen genomin. Kantakokoelma,
joka sis&lt4% bakteerin koko geenist®8n, voidaan saada teo-
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reettisesti siten, ettd kloonataan 5000 emdsparista koostu-
vat pitkst ja eristetddn 400 transformanttia.

Kloonattaessa aikaisemmin valittuja geenejé ja koottaessa
geenikirjastoja on kdytetylld DNA:n kloonausvektorilla rat-
kaiseva merkitys. On t&rkedd, ettd vieraan geneettisen in-
formaation sis#lti#vi DNA-vektori saapuu suurella todenn&k&i-
syydelld transformoitavaan soluun. Kloonauskokeiden tulok-
seen vaikuttaa olennaisesti se, millaisena middrdosuutena ky-
seisen geenin sis#lt&vdt DNA-p&tkat esiintyvét transformaa-
tiossa k#ytetyss#d, erilaisia DNA-p&tkid sis§lt8védsssd seok-
sessa. On selvi4, ettd mddrédtyn geenin transformaatiotaajuus
on sit# suurempi, mit# useampi halutun pé&tkdn sisdltévista
yhdistelm&-DNA-vektoreista pd&see transformaatiossa eldvaan
soluun.

Kirjallisuuden mukaisesti k&ytetdédn vektori-DNA:na plasmide-
ja, fageja tai vastaavasti virus-DNA:ta, kosmideja ja fas-
mideja.

Plasmidit ovat ekstrakromosomaalisia geneettisi¥ elementte-
j&, jotka ovat kromosomista riippumattomasti replikoituvia,
rengasmaisia DNA-molekyyleja. Ensimméiselld vektorina

- kdytettdvalla plasmidilla oli merkintd pSC101. MyShemmin on

esitetty vield useita muita, esimerkiksi ColEl, pBR322,
pBR328, pMBS, pIJ702 tai pIJ4l.

E. colissa lis#4ntyv&8 lambda-fagia on tutkittu perusteelli-
sesti; nykyisin kdytetdan kloonaukseen lambda-fagimutantte-
ja. villin lambda-fagin DNA:n koko on 49 ke. Bakteerisolun
infektoinnin j&lkeen fagi voi lis&8ntyad lysogeenisessd tai
lyyttisess¥ syklissd. Jos fagia k&ytetdsn kloonaavana vekto-
rina, sen replikaation on tapahduttava lyyttisesséa syklissd,
jolloin infektion j&lkeen lambda-DNA:n kohesiiviset p&st
(cos-p4it, sticky ends) yhdistyvdt kesken&ddn ja tapahtuu
kaksirihmaisen, rengasmaisen DNA:n replikaatio. Fagi
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sis&ltd8 n. 50 geenid, mutta sen kasvuun ja plakkien muodos-
tumiseen tarvitaan kuitenkin ainoastaan 25. Ei-olennaiset
DNA-osat voidaan leikata pois ja korvata vieraalla DNA:11la.
Yhdistelm&-lambda-DNA kdyttdytyy kuten lambda-DNA. Plasmi-
diin verrattuna fagivektorilla on se etu, ettd se voidaan
muodostaa in vitro lambda-fageiksi ja transdusoida in vitro
suoritetun pakkaamisen jdlkeen suurella taajuudella E. co-
liin. (Fagien "pakkaaminen": fagi-DNA:ta inkuboidaan fagin
pditd, fagin hdnti8 ja entsyymid sis8ltévdssd seoksessa,
jolloin fagi itse "tekee itsensd tdydelliseksi". vrt. myd&s:
Yhdist8minen ja morfogeneesi, viruskomponenttien muodostami-
nen valmiiksi virioniksi). Ensimmdiset fagivektorit olivat
lambda-gt WES, NM 641, NM 762 ja Charon-sarja (3, 2la jne.).

Kosmidit sis&ltdv&t plasmidista per&isin olevan osan ja
lambda-fagien kohesiiviset p&&t kaksirihmaisen DNA:n muodos-
sa (cos-paikka). Pakkausjdrjestelmd tunnistaa cos-paikkaa
l&helld olevan lyhyen osan in vitro ja in vivo. Samassa
suuntauksessa kaksi cos-paikkaa sis#lt&v&t DNA:t, joiden
cos-sekvenssit on erotettu osalla, jonka pituus on n. 35 -
53 ke, voidaan pakata in vitro ja transdusoida E. coliin.
Bakteerin sisdlld kosmidi esiintyy rengasmuodossa, mutta ei
joudu lyyttiseen sykliin, koska se ei sis&ll& kaikkia olen-
naisia lambda-geenej&. Samanaikaisesti voidaan kuitenkin,
samoin kuin plasmidien ollessa kloonaavia vektoreita, erot-
taa positiiviset transformantit fenotyyppisen valinnan avul-
la, esimerkiksi perustuen niiden resistenssiin antibioottien
suhteen. Kosmidivektoreita ovat esimerkiksi pJC74, pJC720
tai MUA-3 ja pJB8. (Kirjallisuus: Genetic Engineering, toim.
Robert wWilliamson; Dahl et al., s. 49 - 69, 1981, Academic
Press, Lontoo).

Nykyisin kloonausvektoreina k#ytet#&8n my8s fasmideja.
Fasmidi on fagina eristett#vd8, DNA:n kloonausvektori, joka
sisdlt8d kohesiivisten p#iden lis#ksi kloonattavan DNA:n
sijoituspaikassa E. coli-replikaatiokohdan ja antibiootin
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suhteen resistentiksi tekevsn geenin. Kloonattavan p&tkan
sijoittamisen jdlkeen plasmidiosa poistetaan ja hybridimole-
kyyli kdyttdytyy sitten ainoastaan kuten yhdistelm#fagi eiké
sits voida erottaa t4std (Karn, J. et al.: Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 77, 5172 - 5176, 1980).

on tunnettua, ett#d kloonattava DNA-p&tké voidaan siirt8& eri
tavoin vektori-DNA:han. Jos vektori-DNA ja kloonattavan
geenin sisdltdva decksiribonukleiinihappo katkaistaan samal-
l1a restriktioendonukleaasilla, niin saadaan nk. tarkertuvia
p4itd sis&ltdvid patkid, jotka voidaan liitt&d yhteen DNA-
ligaasilla. Vieras DNA voidaan siirt4s vastaavassa suuntauk-
sessa vektoriin, mutta tietenkin voivat yhdistyd my8s vie-
raiden DNA-molekyylien tarkertuvat past keskindisesti, vek-
tori-DNA:n takertuvat p##t keskindisesti ja keskensd&n, jol-
loin syntyy eritt#in suuri méddrd uusia DNA-molekyylej&. Kun
vektorin molemmat p#&t yhdistyvat keskenddn, muodostuu

j&lleen alkuperdinen vektori, ja vektori tuottaa myds optimaa-

lisessa moolisuhteessa haluttuja rekombinantteja moninker-
taisen m&&rin. Alkuperdisten vektorien syntyminen on haital-
lista ja siitd syysta plasmidivektorien kovalenttisesti ren-
gasmuotoiseksi suljettuna muotona (seuraavassa ccc-muoto)
eristetty DNA katkaistaan restriktioendonukleaasilla, saatu
lineaarinen DNA k&sitell&dn alkalisella fosfataasilla ja
vasta sitten sijoitetaan vastaavalla entsyymills k&sitelty,
kloonattava p&tk&. T&lld tavalla voidaan yhteenliitett&essa
estds vektori-DNA:n sulkeutuminen uudestaan renkaaksi, sillé
fosfataasilla suoritetussa kdsittelyssa poistuvat fosfaatti-
ryhm&t DNA:n 5'-p4istd ja vastaavissa hydroksyyliryhmiss& ei
voi muodostua yhteenliitettdessa kovalenttista kemiallista
sidosta. Yleisesti p&tevén menetelmdn yksityiskohdat on esi-
tetty kuviossa 1.

Kuviosta 1 alan ammattihenkild voi n&ihds, ett8 yhteenliit-
timisen jilkeen voi esiintyd erityyppisid uusia DNA-
molekyylejd, mutta ainoastaan esitetty rengasmuotoinén
yhdistelm4-molekyyli on elinkykyinen.
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Fosfataasilla kdsitellyn vektorimolekyylin vapaiden 5'-p&i-
den ja liitdnndisen vapaiden 5'-p4iden v#linen kovalenttinen
kemiallinen sidos muodostuu solun toimesta transformaation
jédlkeen - fosforyloitumisella ja yhteenliittymisell in vivo.
Molemmissa s#8ikeissd yksitt8iss¥iekatkoksia (nicks) sis&lts-
vdt yhdistelm&-molekyylit pysyv#t koossa in vitro komple-
mentaaristen DNA-sdikeiden v&1isill¥ vetysilloilla kaksois-
séikeen muodossa. Erilaisten yhdistelm#molekyylien m&&ri ja
tyyppi riippuvat yhteenliittsmisolosuhteista, kaikkien j&r-
jestelmd&dn tuotujen molekyylien m#4r&std ja vektorin ja
vieraan DNA-p&tk&n moolisuhteesta.

Kuviossa 2 on esitetty kaaviomaisesti t#h&n asti k&ytetyt
kloonausvaiheet fagivektorin k#ytt®84 varten. Fagina eriste-
tyt, takertuvia pdits siséltivdt lineaariset DNA-p&tk#t
liitetddn yhteen. T&118in yhdistyv&t fagit takertuvien p&i-
densd kautta kesken&&n tai keskin#isesti kovalenttisesti.
Tdmdn jdlkeen katkaistaan vastaavalla entsyymilli keskisek-
venssi, jossa ei ole mit&8n olennaisia geenejs, ja fosfataa-
sikdsittelyn j&lkeen saatu, p&iss&d&n hydroksyyliryhmii si-
sdltdvd vektori liitet#3n yhteen p#iss&8n aincana fostaatti-
ryhmid sis&ltdvén vieraan DNA-p&tk#n kanssa. Kuviosta 2 n&h-
d&&n, ettd sopivissa olosuhteissa suoritetussa yhteenliitta-
misessd -muodostuu takertuvien p#iden yhtymisen johdosta nk.
konkatemeerinen muoto. Konkatemeeriss& on olemassa vieraan
DNA:n sisdltdvien osien lis#ksi my8s fagivektorin sis#lt&vii
osia. Alan ammattihenkil&8lle on selv&&, ettd yhteenliitt&mi-
sessd muodostuu useita koostumukseltaan erilaisia DNA-
molekyylejd, jotka eiv&t kuitenkaan tuota mit&&n elinkykyi-
sid fageja. Yhteenliitt#mistuotteet sijoitetaan sitten pak-
kausseoksessa fageihin ja fageilla transdusoidaan sopiva
isénté&solu.

Ish-Horowitz ja Burke (Nucleic Acids Research 9, 2989 - 2998,
1981) ovat esitténeet fagivektoreihin perustuvan, kloonauk-
seen soveltuvan j&rjestelmsn, jossa kosmidi, joka sis#lt&i
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cos—kohdan, katkaistaan reaktioastiassa cos-kohdan toiselta
puolelta restriktioendonukleaasilla ja toinen erd molekyylid
leikataan toisessa reaktioastiassa cos-kohdan toiselta puo-
lelta toisessa restritktiokohdassa. Molemmat eré&t yhdiste-
t4%%n, lineaariset tuotteet kdsitell&adn alkalisella fosfataa-
silla ja sitten pilkotaan kolmannella restriktioendcnukle-
aasilla. Kuviosta 3 n&hd#&n, ettéd etukdteen fosfataasilla
k&sitelty vieras DNA-sekvenssi voidaan sijoittaa paikalleen
useissa kohdissa. Luonnollisesti voidaan pakata (koota, saa-
da tdydelliseksi) ainoastaan yksi ainoa tuote in vitro.

Esills olevan keksinndn tekijdiden kokeissa on nyt todettu,
ettd tihin asti k3ytt&m&tén, uudentyyppinen DNA:n kloonaus-
vektori (ty®nimi: transfamidi) soveltuu DNA-p&tkien kloo-
naukseen. Itse kloonaus suoritetaan kuten kloonattaisiin
kosmidiin, lopputuoctteet, yhdistelm#-DNA-molekyylit tuotta-
vat kuitenkin elinkykyisis fageja. Siten on mahdollista
erottaa vieraan p&tk#n sisdltavat rekombinantit erittdin yk-
sinkertaisella ja tehokkaalla tavalla yksinomaan plasmidina
elinkykyisistd molekyyleistd, jotka eivdt sis&lld mitddn
vierasta DNA:ta. Edelleen on todettu, ettéd pakattaessa in
vitro konkatemeerimuoto sulkeutuu vihint&3n yhtd suuruus-
luokkaa pienemm&lld tehokkuudella fagihiukkaseen kuin line-
aariset monomeerimolekyylit, ja ettd pakkaamisessa ei fos-
faattlryhmlen 14snioloa valttim&tts tarvita fagi-DNA:n
takertuvissa pdissé. N&md molemmat havainnot sekd pyrkimys
antaa muodostua mahdollisimman v&hé&n erilaisia tuotteita
1iitsnn&ssi ovat johtaneet uuteen, tshsn asti tuntemattomaan
kloonauskaavioon ja uuteen DNA:n kloonausvektoriin.

Siten keksinnsn kohteena on uusi kloonausjirjestelmd ja
DNA:n kloonausvektorit, menetelmd uuden, transfamidiksi ni-
mitetyn DNA:n kloonausvektorin valmistamiseksi sekd uuden-
tyyppiset fasmidit ja menetelmd niiden valmistamiseksi.

Keksinn8n mukaisessa menetelmdssad DNA-sekvenssien kloonaami-
seksi pakkaamalla yhdistelma—lambda—fageja in vitro ja mo-
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nistamalla fagit toimitaan siten, ett4 kloonausvektorin ko-
hesiivisistd 5'-p&istd, joka vektori on eristetty lineaari-
sena DNA:na kdsittelemdlld restriktioendonukleaasilla, pois-
tetaan fosfaattiryhm&t fosfataasilla, lis&t&%n keskin#iseen
yhdistymiseen kykenem&tt&miin p&tkiin kloonattavan geenin
sisdltédvit, restriktioendonukleaasikasittelylla saadut,
pdissddn fosfaattiryhméin sis&lt8vét DNA-p#tk&t ja suoritetaan
yhteenliitt&minen ligaasilla, tai kohesiivisis sekvensseji
sisdltdvad yhdistelmd-kloonausvektori, joka on tyypilt&#n fa-
gi, kosmidi, fasmidi tai transfamidi, leikataan terminaasil-
la ja jommallakummalla tavalla saatu yhdistelm#-DNA pakataan
in vitro (kootaan) ja sitten monistetaan fagi.

Uudessa kloonausjérjestelméssd voidaan k&ytt&4 uutta, kek-
sinndn mukaista kloonausvektoria, transfamidia, mutta on
my8s mahdollista k&ytt&d uudentyyppisi¥ insertiofasmideja.

Uuden kloonausvektorin ominaisuudet esitet#sn seuraavassa
taulukossa vertaamalla tunnettuihin vektoreihin.

vVektori Plasmidi Kosmidi Faqgi Fasmidi Transfamidi
Koko (ke) 8 -15 5 - 20 45 45 32

E. coli

Replikaatio pl pl fagi pl/fagi pl
Eristys ccc ccc fagi ccc/fagi ccc
Kloonaus i i i/r r i

i:n koko (ke) 0 - 30 20 - 45 9 - 22 9 - 22 5 - 18
Lopputuote pl pl fagi fagi pl/fagi
i = insertio

r = substituutio

pl = plasmidi

ke = kiloemds

Transfamidin rakentaminen tapahtuu keksinn®n mukaisesti esi-
merkiksi siten, ettd E. colista eristetyst& plasmidista,
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esimerkiksi plasmidista pBR322 (Bolivar, F. et al., Gene, 2,

95 - 113, 1977) ja lambda-fagivektorista, esimerkiksi DNA
EMBL4:st8 (Frischauf, A. M. et al., J. Mol. Biol., 170, 827

- 842, 1983) valmistetaan katkaisemalla restriktioendonuk-
leaasilla ja yhteenliitt&m#lla T4-DNA-ligaasilla 32,3 ke:n kokoine
rengasmainen DNA-vektori pGY95. Vektoria nimitet&sn transfa-
midityyppiseksi DNA-vektoriksi. Sen yksittdiset valmistus-
vaiheet on esitetty kuviossa 4.

Transfamidi sis#1t44 cos-kohdan, ampisilliinin suhteen re-
sistentiksi tekev&n geenin, E. coli-replikaatiokohdan ja
tetrasykliinin suhteen resistentiksi tekevdn geenin, joka
inaktivoituu BamHI-liitt&misessd, mutta osittaisessa ECORI-
liittimisessd se pysyy kuitenkin koskemattomana. Transfamidi
sisdltis edelleen kaikki lambda-geenit, jotka tarvitaan
lyyttiseen kasvuun. T&ssd on transfamidin olennainen ominai-
suus, nimitt#in, ett& kloonauksen jélkeen, esimerkiksi vie-
raan DNA:n BamHI-kohtaan sijoittamisen j&lkeen, ja pakkaamisen
j&lkeen in vitro syntyy elinkykyisis fageja. Itse vektorista
tai useiden vektoreiden yhdistelmistd (p&invastoin kuin kos-
mideissa) ei sopivasti valitun transfamidin koon johdosta
voi synty& mit#sn fageja (sindnsd liian pienid, kaksinker-
taisina tai useampikertaisina liian suuria).

Transfamidin pGY95 restriktiokartta ja funktionaalinen kart-
ta on esitetty yksityiskohtaisesti kuviossa 5.

Transfamidiin pGY95 tapahtuvaa kloonausta varten suoritetaan
kuviosta 6 niht&vat vaiheet. Transfamidi eristet&&n plasmi-
dina, rengasmainen DNA-molekyyli avataan k#sittelem#lld
restriktioentsyymills BamHI. Sitten lohkaistaan fosfaatti-
ryhmét fosfataasilla. P&tkiin, jotka eivét pysty yhdistym&dn
keskinfisesti, lis#t#&sn kloonaattavan geenin sissdltévéat,
BamHI:114 (tai BclII:1lla, BglII:lla, Sau3A I:118 tai
MboI:114) katkaisemalla saadut, piiss#sn fosfaattiryhmdn
sis#ltdvit p4atkdt ja suoritetaan seoksen yhteenliittéminen
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ligaasilla. Jos vektorin ja vieraan DNA:n v&linen suhde va-
litaan optimaalisesti, saadaan suurin mahdollinen m&&ri
yhdistelm&-DNA-molekyylejd. Kloonattavan sekvenssin
sis&ltédvd transfamidi pakataan sitten in vitro. T&m#n j&l-
keen osoitettavissa olevat fagit sis#ltivat kaikki
yhdistelm&-DNA:ta. T&114 tavalla 10.000 yhdistelm&transfa-
midia, jos lasketaan 13 kiloem#ksen liit#nn&isen mukaan,
sisdlt&d vdhintddn 10 kertaa yhden bakteerin koko genomin,
kerran sienen genomin ja teoreettisesti nelj&nneksen nis&k-
kddn tdydellisestd genomista.

Keksinndn mukaisen menetelm#n lis&selvennyst# varten kloona-
taan esimerkeissd yksityiskohtaisesti esitetyll4 tavalla
Streptomyces tenebrariuksen genomi transfamidiin pGYs8s.

Str. tenebrariuksen koko DNA eristet#&n, katkaistaan Sau3aA
I:118 ja sakkaroosigradientissa eristet8&n 9 - 15 ke:n p&t-
k&t. Transfamidi pGY95 eristet#in plasmidina, avataan Bam
HI:11& ja fosfaattiryhm#t poistetaan. Polyeteeniglykolin
6000 (PEG) ldsndollessa suoritetun yhteenliitt#misen kautta
valmistetaan in vitro fageja ja transdusoidaan fagititterin
mddrittdmiseksi E. coli-soluihin. Kontrollikokeissa ei muo-
dostu fageja, s.o. plakkeja ei voida havaita, kun taas kloo-
nauskokeessa voidaan osoittaa 15.000 yhdistelm&fagin l&sn&o-
lo. Yhteenliitt&misess¥ saadaan yhdistelm&molekyylej¥
ainoastaan konkatemeerimuodossa. Koska t&mi muoto tuottaa

pakattaessa in vitro alle kymmenesosan elinkykyisii fageja
verrattaessa monomeerimuodon tuottamaan m&&r&&n, konkate-
meerit katkaistaan cos-kohdissa terminaasilla (Rackwitz et
al., Gene 40, 259 - 266, 1985); t#114 tavalla saadaan v&hin-
tddn kymmenkertainen m#3#r# rekombinantteja. TH#114 tavalla
voidaan esimerkeiss¥ l&hemmin esitetyll# menetelm#ll4 saada
yhdelld vaiheella geenikirjasto, joka edustaa moninkertai-
sesti Str. tenebrariuksen genomia.

Tdm&n osoittamiseksi eristet#d#n itsen#isistsd yhdistelmi-
klooneista plasmidi-DNA, katkaistaan restriktioentsyymillé
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EcoRI ja erotetaan muodostuneet DNA-pdtk&t toisistaan gee-
lielektroforeesilla agaroosissa. Kuviosta 13 n&hd&&n, ettd
yksitt8iset kloonit sis#ltdvét erikokoisia Str. tenebrariuk-
sesta perdisin olevia EcoRI-pdtkid.

Keksinn®8n er&in toisen edullisen suoritusmuodon mukaisesti
valmistetaan fasmidityyppinen, fagina my8s itsendisestil
elinkykyinen DNA-vektori. Esimerkiksi transfamidiin pGY¥95
voidaan sijoittaa BamHI:114 suoritetun avauksen jélkeen
suunnilleen 11,0 ke:n kokoinen plasmidi pYF91 (Storms, R. K.
et al., J. Bacteriol. 140, 73 - 82, 1979). Kokeen yksitt&i-
set vaiheet n&hd##n kuviosta 4. Muodostunutta rengasmaista
DNA pGY97:8 nimitet&#n kirjallisuuden mukaisesti (Elledge,
S. J. ja wWalker, G. C., J. Bacteriol., 162, 777 - 783, 1985)
fasmidityyppiseksi DNA-vektoriksi. pYF9l:n sijasta voidaan
k&ytt44 tietenkin my8s muita sopivan kokoisia plasmideja tai
DNA-pé&tkid.

Fasmidi pGY97 sis#&lt#s oclennaisten A-fagigeenien lis&ksi
cos-kohdan, ampisilliinin suhteen resistentiksi tekevédn gee-
nin, E. coli-replikaatiokohdan ja tetrasykliinin suhteen re-
sistentiksi tekevdn geenin, joka inaktivoituu BamHI-liitté&-
misess4, mutta joka pysyy koskemattomana osittaisessa ECORI-
liittsmisessi. Kloonauksessa vieraaseen DNA:han vaihdettava
sekvenssi sijaitsee fasmidissa pGY97 kahden BamHI-kohdan va-
lissa.

pGY97:n yksityiskohtainen restriktio- ja toimintakartta on
esitetty kuviossa 7.

Kloonauksessa suoritetaan olennaisesti kuviossa 8 esitetyt
vaiheet. Fasmidi eristet#sn fagina ja katkaisemalla
BamHI:114% poistetaan p#tk&, joka el sis#118 mit&8n olennai-
sia fagigeenej&. Sitten poistetaan fosfaattiryhmdt sekd ko-
hesiivisista lambda-pdistd ettd restriktiolohkaisulla saa-
duista takertuvista BamHI-pdist4 fosfataasilla. Seokseen,
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joka sisd8ltéd8 kolme pdiss¥8n hydroksyyliryhmid8 sis&lt8vss ja
tdstd syystd keskindiseen yhdistymiseen kykenemdt&ntd p&t-
kdd, lis&t8d&n kloonattavan geenin sis#dltdvidt, katkaisemalla
BamHI:118 (tai esim. BclI:11&, BglII:11l&, Sau3A I:114 tai
MboI:114) saadut, pdiss88n fosfaattiryhmén sis#ltdvat pat-
kdt, ja suoritetaan seoksen yhteenliitt&minen. cos-p&it
eivdt yhdisty kesken#ddn, koska ne eivdt sisdlli fosfaatti-
ryhm&8, s.o. konkatemeerejd ei voi muodostua, kloonattava
pdtkd voidaan sijoittaa yksinomaan molempien cos-p&iden v&-
liin. Kloonattavien sekvenssien keskin&inen yhdistyminen
voidaan kdytd&nnbssd v&lttdd valitsemalla oikein vektorin ja
sijoitettavan p&tk&-DNA:n v&linen suhde.

Kloonattavan sekvenssin sisdltdvd fasmidi pakataan t&m&n
jdlkeen in vitro. Jos yhteenliitt8minen suoritetaan poly-
eteeniglykolin 6000 l&sn8ollessa (Pheiffer, B. H. ja Zimmer-
mann, B., Nucleic Acids Res., 22, 7853, 1983), niin vektori-
DNA:n 1 ug:aa kohden saadaan 105 - 106 yhdistelm4-DNA:ta
sisdltdv8d solua tai vast. tyhji& t&pli¥ (plakkeja) (ks.
my8s myBhemmin). Fosfataasik&sittelyn johdosta kaikki osoi-
tettavissa olevat fagit tai plasmidin sis&lt&8vit solut si-
sdltdvdt yhdistelm&-DNA:ta. T&md merkitsee sit¥, ettd eris-
tettdvissd olevat fagit tai yhdistelm&fasmideja sis&ltavit
solut sis&ltdvédt teoreettisesti, kdytett8essd perustana 11
ke:n liit&nn&istd, mielivaltaisen bakteerin t&ydellisen ge-
nomin vdhint&&n viisikymment&kertaisesti, sienen té&ydellisen
genomin kymmenkertaisesti ja teoreettisesti nis#&kkd&n t&y-
dellisen genomin.

Jos kloonaus suoritetaan t&h8n asti tunnetuilla menetelmilli,
tdhdn asti tavanomaisissa olosuhteissa ja t&h&n asti tavan-
omaisella kloonausj&rjestelm&ll¥, niin eristett#vissi olevien
rekombinanttien m#&r4 on v8hint#&n yht& suuruusluokkaa pie-
nempi.

Keksinndn mukaisten DNA:n kloonausvektorien ja keksinn&n
mukaisen kloonausjédrjestelmsén havainnollistamiseksi edelleen
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kloonataan esimerkeiss# yksityiskohtaisesti esitetylld ta-
valla Medicago sativan (sinimailasen) genomi fasimidiin
pGY97. Medicago sativasta eristetddn koko DNA, katkaistaan
Sau3A I:114 ja 9 - 15 ke:n p4dtkdt eristetdén sakkaroosi-gra-
dientissa. Fasmidi pGY97 eristet&#n fagina, katkaistaan
BamHI:114 ja vapautetaan fosfataasilla fosfaattiryhmistd.
Polyeteeniglykolilla 6000 suoritetun yhteenliitt&misen j&l-
keen valmistetaan in vitro fageja, transdusoidaan E. coli-
soluihin ja m##ritet&sn fagititteri. Kontrollikokeessa ei
havaittu mit&%n fagiplakkeja, kloonauskokeessa voitiin
osoittaa kuitenkin 5.10° fagia. T&m#& osoittaa sen, ettd on-
nistuttiin kokoamaan geenikirjasto, joka muodostaa v&hint&én

kerran Medicago sativan (sinimailasen) genomin.

TS5m&n osoittamiseksi eristettiin 12 toisistaan riippumatto-
masta yhdistelmé—kloonista plasmidi-DNA, katkaistiin rest-
riktioentsyymill& EcoRI ja restriktiop&tk&t erotettiin toi-
sistaan geelielektroforeesilla agarcosissa. Kuviosta 15 n&h-
ds%n, ettd yksittdiset kloonit sis&ltavdt erikokoisia Medi-
cago sativasta per#isin olevia EcoRI-pdtkid.

vudentyyppisen fasmidin valmistamiseksi, joka sis&ltdd myd&s
Streptomyces-soluissa stabiilina pysyvén, antibioottiresis-

tenssin antavan valintamerkin ja Streptomyces-replikaatio-

kohdan, sijoitetaan keksinndn erddn toisen edullisen suori-
tusmuodon mukaisesti lambda-fagivektorista, esimerkiksi DNA
EMBL4:st#4 (Frischauf, A. M. et al., J. Mol. Biol. 170, 827 -
842, 1983) BamHI:11l4 katkaistun keskimmidisen p#tk&n tilalle
T4-DNA-ligaasilla liitt&m&lla plasmidista pGYOKI1l/2 BclI:11&
leikattu 12,8 ke:n kokoinen DNA-0OSa molemmissa mahdollisissa
suuntauksissa, jolloin muodostuvat rengasmaiset DNA:t
pGYOKI9 ja pGYOKI1l0, joita nimitet&sn uudentyyppisiksi fas-
midityyppisiksi DNA-vektoreiksi. N&iden uudentyyppisten
vektoreiden (pGYOKI9 ja pGYOKI1O0) valmistuksen yksittdiset
vaiheet on esitetty kuviossa 9.
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Plasmidin pGYOKI1l/2 valmistus on esitetty kuviossa 10 ja sen
restriktio- ja toimintakartta kuviossa 11.

Uudentyyppiset fasmidit (pGYOKI9 ja pGYOKI1l0) ovat insertio-
fagivektoreita, mutta ne ovat toimintakykyisi& my8s plasmi-
divektoreina. Ne sisdltdvdt cos-p8&t, E. colissa ja t&std
riippumattomasti Streptomycesissd toimivat replikaatiokoh-

dat, E. colissa ilmentyv&n, kloramfenikolin suhteen resis-
tentiksi tekevdn geenin sek8 resistenssigeenit, jotka iimen-
tyvdt Streptomycesissd ja tekevdt resistentiksi tiostrepto-

nin sekd neomysiinin suhteen. Uudentyyppiset fasmidit sis&l-
tdvdt yhden ainoan BamHI-kohdan; jos t&h&n kloonataan, niin
neomysiinin suhteen resistentiksi tekevd geeni menettd&d ak-
tiivisuutensa.

PGYOKI9:n ja pGYOKIlO0:n yksityiskohtainen restriktio- ja
toimintakartta on esitetty kuviossa 12.

Kloonauksessa suoritetaan olennaisesti kuviossa 8 jo esite-
tyt ja fasmidikloonauksen yhteydess# selitetyt vaiheet. Uu-
dentyyppiset fasmidit, joiden ensimm&iset edustajat ovat
tdssd esitetyt fasmidit pGYOKI8 ja pGYOKI1lO0, muistuttavat
muutoin jo esitettyd fasmidia pGY97; koska ensiksi mainitut
ovat kuitenkin insertiovektoreita, ei vektorin valmistelussa
muodostu keskimm8istd pdtkdd restriktioentsyymills suorite-
tussa katkaisussa, kuten tapahtuu t&h#n asti tunnetuissa
fasmideissa. N&iss¥8 hy8dylliset, muutoin kloonaukseen kel-
paavat sekvenssit muuttuvat yhteenliitett&essd t&h&n kelvot-
tomiksi. Konkatemeerimuodostuksen v&lttémiseksi voidaan my&s
ndiden uudentyyppisten fasmidien yhteydess& k&ytt&& cos-

- p&iden k&sittelyd fosfataasilla, mink¥ johdosta kloonatta-

vuuden taajuutta lis#t&8n v8hint&&n yhdelld suuruusluokalla.

Valmistettu, kloonattavan sekvenssin sis&1t&dvd uudentyyppi-
nen fasmidi pakataan in vitro. Jos yhteenliitt&minen suori-
tetaan polyeteeniglykolin 6000 l4sn&ollessa (Pheiffer, B. H.
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ja Zimmermann, B., Nucleic Acids Res., 22, 7853, 1983), niin
saadaan koontiseoksella, jonka teho on 1 - 5.107 plakkia/l
ug ehj&4 lambda-DNA:ta (ks. my8s my8hemmin), vektori-DNA:n 1
ug:n suhteen laskettuna 105 - 106 solua, jotka sisdltdvat
yhdistelm8-DNA:ta. Fosfataasik#sittelyn tuloksena kaikki
osoitettavissa olevat fagit tai plasmidin sis&ltév&t solut
sis#ltivit yhdistelm&-DNA:ta. T&m& merkitsee sitd, ettd yh-
distelmi-DNA:ta sis#ltdvat solut sis#ltivat teoreettisesti,
kdytettdessd perustana 10 ke:n liit8nnidistd, mielivaltaisen
bakteerin koko genomin v&hintd&é&n viisikymment&kertaisesti,
sienen genomin v&hint&&n viisinkertaisesti ja teoreettisesti
vihint44n nelj&nneksen nis#kk#dn tdydellisestd genomista.

Jos kloonaus suoritettaisiin t#h&n asti tunnetuissa olosuh-
teissa tih#n asti tunnetuilla kloonausjdrjestelmilld, niin

‘eristettévien rekombinanttien m#&r8 olisi v&hint&&n yhté

suuruusluokkaa pienempi.

Keksinn®n mukaisen menetelmdn ja DNA:n kloonausvektorien
havainnollistamiseksi edelleen kloonataan esimerkeiss8 yksi-
tyiskohtaisesti esitetylld tavalla Streptomyces tendaen ge-

nomi uudentyyppiseen fasmidiin pGYOKIS. Str. tendaesta eris-
tet44n koko DNA, katkaistaan Sau3A I:118 ja 5 - 9 ke:n DNA-
pidtk&t eristetddn sakkaroosi-gradientissa.'Uudentyyppinen

fasmidi pGYOKI9 eristetddn fagina, katkaistaan BamHI:11ld ja
vapautetaan fosfataasilla fosfaattiryhmists. Polyeteenigly-

kolin 6000 lisn#ollessa suoritetun yhteenliittémisen j&lkeen
valmistetaan in vitro fageja ja E. coli-soluilla m&dritetddn
transduktion j&lkeen fagititteri. Kontrollissa ei ole osoitetta-
vissa mit#8n fageja tai vast. plakkeja, kun taas kloonausko-
keessa voidaan osoittaa 400.000 yhdistelméfagin l&sné&olo.

TSm4 osoittaa sen, ettd onnistuttiin valmistamaan geenikir-
jasto, joka sis&ltad v&hint44n kerran Str. tendaen genomin.

Keksinn&n mukaisen menetelmdn avulla valmistetut transfami-
dit (pGY9s), fasmidit (pGy97) ja uudentyyppiset fasmidit
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(pGYOKI9 ja pGYOKI1O0), kun DNA:n (tai vektori-DNA:n) valmis-
tuksessa kdytet8&n uutta kloonausstragiaa (cos-p#&iden k&sit-
tely fosfataasilla, k&sittely terminaasilla yhteenliitt&misen
jélkeen), voidaan eristdd, kuten jo mainittiin, sekd fagina
ettd plasmidina. T&m& on huomattava etu verrattuna t&h&n as-
ti tunnettuihin vektoreihin, jotka voidaan eristd& joko ai-
noastaan plasmidina tai ainoastaan fagina.

Uusia, kloonauksessa kdyttdkelpoisia DNA-vektoreita (transfamidi
pGY95, fasmidi pGY97 ja uudentyyppiset fasmidit pGYOKI9 ja
PGYOKI10) ei voida tietenk&&n valmistaa, mik& on alan ammat-
tihenkil8lle selv&dd, yksinomaan yll& lyhyesti selitetylld ja
esimerkeissd l&hemmin selvitetylld tavalla. T&llaisia vekto-
reita voidaan valmistaa my8s leikkaamalla restriktioentsyy-
meilld muita plasmideja ja fagi-DNA:ita ja liittd&mdlld t&mén
jdlkeen t&118in saatuja tuotteita yhteen, ja samankaltaisia
tuloksia saadaan, jos t&118 tavalla saadut vektorit kloonataan
keksinn6n mukaisella tavalla. Mainitut kloonausvektorit voi-
daan siten valmistaa ja kloonata esimerkiksi seuraavista
plasmideista, fagi-DNA:ista ja kosmideista valmistetuilla
vektori-DNA:illa: fagit: EMBL3, Lambda 1059 jne., plasmidit:
pBR322, pYF91, pGYOKI3, pGYOKI4 jne., kosmidit: pJB8 jne.

Keksinndn mukaisella kloonausjdrjestelm&lld on mm. seuraavat
.}:: ilmeiset edut. Sen ansiosta, ettd konkatemeerien muodostus
i:} estetd8n kdsittelemdlld fosfataasilla tai vast. oligomeerit
hajotetaan monomeereiksi k&8sittelem&ll&8 terminaasilla, li-
sdtddn fagien in vitro koottavuutta. (Mahdollisesti yh-
distelmé-, s.o. vierasta DNA:ta sis8lt&8vistd) fasmideista
(pGY97) ja uudentyyppisistd insertiofasmideista (pGYOKI9 ja
PGYOKI10) voidaan valmistaa lineaarisia monomeerej&, kun
R fasmidit eristet#&n fagi-DNA:na.
JERX Keksinnén mukainen menetelmd soveltuu tietenkin, mik& on il-
man muuta selvdd alan ammattihenkil$lle, samoin t&h&n asti
tunnetuille fagivektoreille kuin my8s sellaisille, jbtka
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otetaan kdyttd6n vasta tulevaisuudessa, koska menetelmd on
yleispdtevd. Lopputuote voidaan eristas tih8n asti tunnet-
tuihin fagivektoreihin verrattuna sekd fagina ettd8 plasmi-
dina. T4m& koskee my®s transfamidilla pGY95 suoritettua
kloonausta.

Kloonattaessa transfamidilla pGY95 muunnetaan yhteenliitté-
misen j&lkeen saadut konkatemeerimuodot monomeereiksi
kisittelem&lls terminaasilla ja pakataan in vitro. T&mé&
menetelmd on tietenkin yleisp&tevd ja alan ammattihenkild
tiets4, ettd sits voidaan k&ytt#d yht& hyvin t&hén asti tun-
nettuihin ja tulevaisuudessa vield tunnetuiksi tuleviin
transfamideihin ja kosmideihin.

Keksinn®n mukaisesti valmistettuja transfamideja (pG¥35),
fasmideja (pGY97) ja uudentyyppisiad fasmideja (pGYOKIS ja
pGYOKI10) k&ytt&m#lld saadut yhdistelm&lopputuotteet voi-
daan erist&i sek3 fagina ettd plasmidina.

Tims viimeksi mainittu etu syntyy siitd, etta pakkaamalla in
vitro muodostetut rekombinantit siirret&&n E. coli-soluihin,
jotka majoittavat puutteellisen fagin, jossa on mutaatio
CIts 587 (E. coli K1400). Siten estetddn valmiiden fagien
muodostus esimerkiksi 28°C:sa CI-geenin misdrittelem&lla
repressorivalkuaisaineella. 42°C:ssa kuitenkin repressori-
valkuaisaine inaktivoituu ja muodostuu valmiita fageja.
T8std syystd yhdistelm&molekyylit sisiltivistd soluista muo-
dostuu 42°C:ssa lyyttisen syklin toiminnan johdosta fageja
tai vast. plakkeja, kun taas samoista soluista kehittyy
28°C:ssa selektiivisissd olosuhteissa, esimerkiksi kloramfe-
nikolia tai ampisilliini¥ sis&lt&vissa kasvualustoissa, plas-
mideja sis&ltdvid bakteeripesékkeita.

Er43n3 toisena keksinn&n mukaisen kloonausj&rjestelmén etuna
on se, ett# verrattuna fagivektoreihin soveltuvat DNA:n
kloonausmolekyylit valintaan. Ne sisdltdvit repllkaatiokoh-
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dan ja antibioottien suhteen resistentiksi tekevi# geenejé4,
jotka voidaan ilment88 E. colissa ja/tai Streptomycesissi.

Esitetylld transfamidityyppiselld (pGY95) vektorilla on kos-
mideihin verrattuna se etu, ettd yhdistelm&-molekyylit ovat
elinkykyisid my8s fageina, ettd elinkykyisid fageja voi muo-
dostua ainoastaan sillein, kun vektoriin on sijoitettu vie-
rasta DNA:ta. Tdm& merkitsee sitd, ettd rekombinantit voi-
daan eristdd 100%:sella positiivisella valinnalla. T#llainen
transfamidi-vektori voidaan valmistaa esimerkiksi siten,
ettd fagivektoriin, esimerkiksi EMBL4:83n sijoitetaan esi-
merkiksi pBR322:sta tai pGYOKIl/2:sta perdisin oleva repli-
kaatiokohta ja valinnan mahdollistava, antibiootin suhteen
resistentiksi tekevd geeni. Sijoitetun osan on oltava niin
pitkd, ettd kun se korvaa EMBL4:n keskimm#isen BamHI-p&tkén,
muodostuu muoto, joka voi osallistua replikaatioon ainoas-
taan plasmidina. T4llainen vektori on esimerkiksi trans-
famidi pGY95. Muodostuvan vektori-DNA-molekyylin monomeeri-
set, dimeeriset jne. muodot eiv&t pysty muodostamaan valmii-
ta fageja molekyylipainoalueen johdosta, johon ne kuuluvat.
Kloonattaessa kuitenkin, joka tapahtuu muutoin kuten kosmi-
deissa, voidaan valita valmiita fagihiukkasia. N&m& ovat
kaikki rekombinantteja, sill¥ itse vektorista ei voi muodos-
tua esitetyistd syistd yht&&n elinkykyistd fagia.

Keksinnén mukaisiin DNA-vektoreihin voidaan sijoittaa my®&s
muita replikaatiokohtia, esimerkiksi replikaation Bacilluk-
sessa, Saccharomyceteksessd, Cephalosporiumissa tai muissa

bakteereissa, sieniss8 tai kasvi- tai eldinsoluissa mahdol-
listavia replikaatiokohtia.

Voidaan sijoittaa myds muiden antibioottien, esimerkiksi
streptomysiinin, tobramysiinin, tiostreptonin, hygromysiinin
tai metotreksataatin tai muiden yhdisteiden suhteen resis-
tenteiksi tekevi¥ geenejs. My®s n#m# johdannaiset kuuluvat
tarkoituksenmukaisesti keksinn&n suojan piiriin. '
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Mikro-organismeja, jotka sisdltédvat keksinnsn mukaisen
DNA:n kloonausvektorin, kasvatetaan kulloinkin kyseessd ole-
valle mikro-organismille edullisessa l&mpdtilassa orgaanisen
nhiililshteen, typpil&hteen ja epdorgaanisia suoloja sisdltéa-
vissid kasvualustassa. Yleensd kasvualustaa tdydennetddn mik-
ro-organismin kasvulle v8ltt&mdttdmilld hivenaineilla, vi-
tamiineilla jne., vaikkakin n&m#& aineet sis8ltyv8t useimmi-
ten kasvualustan makrokomponentteihin jo epdpuhtauksina.
Mikro-organismeja fermentoidaan sinins¥ tunnetulla tavalla
jlmastetuissa pinnanalaisviljelmissa.

Hiililshteens tulevat kysymykseen esimerkiksi glukoosi, mal-
toosi, tirkkelys jne., typpil&hteend epdorgaaniset suolat,
peptoni, hiivauute, kaseiini tai fermentointiteollisuudessa
yleisesti tunnetut muut aineet.

Fagit tai plasmidit eristetdsn sin#nsi tunnetulla tavalla.
Alan ammattikirjallisuus sisdltdad useita t&t#d koskevia vii-
tejulkaisuja (esimerkiksi Helms et al., DNA, 4, 39, 1985).
My8s lineaarinen DNA eristet&sn fageista sindnsd tunnetulla
tavalla. Muutamia menetelmid selitetddn esimerkeissd.

Keksinn®n mukaista menetelmdd ja keksinn®dn mukaista kloo-
nausjirjestelmdd selitetddn seuraavassa esimerkkien avulla.
Esimerkit ainoastaan havainnollistavat keksintdd rajoitta-
matta sitd mill&&n tavoin.

Esimerkeiss4 esiintyvdt kannat on talletettu Budapestin yli-
opiston puutarhanhoidon ja elintarviketeollisuuden osastolle
(Budapester Universtitat fiir Gartenbau und Lebensmittelin-
dustrie) maatalous- ja teollisuusmikro-organismien kokoel-
maan (NCAIM).
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Esimerkeissd kdytetyt kasvualustat ja liuokset

TA-kasvualusta:

kloridiliuosta.

ajan.

TGE-liuos:

NSE-lijiuos:

TE-liuos:

SM-liuos:

10 g tryptonia (Bacto)

0,1 g hiivauutetta (Difco)

5 g natriumkloridia

liuotetaan 1 l:aan tislattua vettd, liuokseen lis#dt¥%n 1 ml
0,1 M magnesiumkloridin vesiliuosta ja 1 ml 0,1 M kalsium-
Seosta steriloidaan 121°C:ssa 20 minuutin

0,23 ml
0,25 ml
0,4 ml
9,12 ml
13,9 ml
1,33 ml
0,8 ml
4 ml
250 ml

1 ml
20 ml

40%:ista glukoosin vesiliuosta
1 M tris-HCl:a (pH 8)

0,15 M vesipitoista EDTA:ta
(Reanal Budapest)

ionivapaata vettd

tislattua vettd

3 M natriumhydroksidia

25%:ista natriumlauryylisulfaatin
vesiliuosta

0,25 M vesipitoista EDTA:ta

0,01 M tris-HCl:a (pH 7,5)
0,25 M vesipitoista EDTA:ta

1,0 M tris-HCl:a (pH 7,5)

5,8 g NaCl:a

2,0 g magnesiumsulfaattia

20 g gelatiinia
tislattua vettd ad 1 litraan. Liuosta steri-
loidaan 121°C:ssa 20 minuutin ajan.
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NTM-puskuri: 10 ml 1,0 M NaCl-liuosta
20 ml 1,0 M tris-HCl:a (pH 7,5)
10 ml 1,0 M MgCljp:a
960 ml ionivapaata vettd

EC-puskuri: 340 pl 3 M NaCl:n vesiliuosta
2000 Ml 1 M tris-HCl:a (pH 7,5)
120 ml 1 M MgClj:a
8,4 ul merkaptoetanolia
7430 pl tisl. vettd

L-liuos: 1,25 ml 1 M tris-HCl:a (pH 8)
0,25 ml 1 M vesipitoista MgClj:a
0,5 ml 1 M ditiotreitolia (BRL, Maryland,
USA)
30,3 mg adenosiinitrifosfaattia
3 ml ionivapaata vettd

B-puskuri: 1000 pl 3 M vesipitoista NaCl:a
120 pl 1 M tris-HCl:a (pH 7,5)
120 pl MgClsp:a
8,4 ul merkaptoetanolia
8650 pl tisl. vettd

D-puskuri: 50 ml 80%:ista sakkaroosia
0,01 g bromifenolisinistd
0,4 ml 1 M tris-HCl:a (pH 7,5)
4 ml tisl. vettd

nnnnn
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BeM-kasvualusta: 1,0 % dekstriini¥
0,1 % hiivauutetta
0,2 % hydrolysoitua kaseiinia
0,1 % lihauutetta (LabLemco)
0,001 % kobolttikloridia
2,0 % agaria (Bacto)
vesijohtovettd tdydennystd varten

BI-kasvualusta: 0,3 % hiivauutetta
0,5 % peptonia
0,3 % mallasuutetta
1,0 % glukoosia (erikseen steriloitu)
0,1 % magnesiumkloridia
17,0 % sakkaroosia

Lysotsyymi-liuos:
100 ml 10,3%:ista sakkaroosi-liuosta
1 ml 2,5%:1ista kaliumsulfaattiliuosta
1 ml 0,5%:ista kaliumdivetyfosfaatti-
liuosta
0,1 ml 2,5 M MgCl,:a
1 ml 0,25 M CaCljy:a
2,5ml 1 M tris-HCl:a (pH 8,0)
4 ml 50%:ista glukoosiliuosta

100 mg lysotsyymi8 (Reanal, Budapest)

NESP-puskuri: 128 ml tisl. vettd
5 ml 3 M NaCl:a
30 ml 0,250 EDTA:ta
30 ml 10%:ista natriumlauryylisulfaattia
3 ml proteinaasiliuosta (20 mg/ml,
Merck)




ooooo

22 104494

GVI/b-kasvualusta: 0,1 % kalsiumkarbonaattia
0,1 % kaliumnitraattia
0,1 % kaliumdivetyfosfaattia
0,5 % ammoniumnitraattia
0,05 % natriumkloridia
0,05 % magnesiumsulfaattia

0,1 % asparagiinia
2,0 % vesiliukoista t&rkkelystd
1,9 % agaria (Bacto)

vVedells tdydennetyn kasvualustan pH-arvo sd8detddn ennen
sterilointia arvoon 7,3, sitten steriloidaan 121°C:ssa 30
minuutin ajan.

Esimerkki 1
Plasmidin pBR322 valmistus

a) Escherichia coli pBR322:n (MNG 359) viljely

Kantaa E. coli pBR322 (MNG 359) s&ilytet&dn -20°C:ssa. sita

viljell&sn 28°C:ssa stationaarisen kasvuvaiheen saavuttami-

seen asti TA-kasvualustalla. 3 ml:aan viljelmda sekoitetaan

0,225 ml dimetyylisulfoksidia, j&&hdytetddn skkig -70°C:seen
ja varastoidaan té&ssé l8mpstilassa.

Solujen viljelemiseksi steriloidaan 100 ml TA-kasvualustaa
500 ml:n erlenmeyerpullossa. Steriili kasvualusta ympdtdan
0,1 ml:1la js&dytetyssd tilassa varastoitua viljelyd. Eré&a
viljell&sn 28°C:ssa 16 tunnin ajan ravistelulaitteessa, jonka

nopeus on 200 min~1.
b) Plasmidin pBR322 eristys
Kohdan a) mukaisesti valmistettu viljelm8 lingotaan Sorvall

RCS5-lingossa 4°C:ssa kierrosluvun ollessa 8000 min~l. Solut
suspendoidaan 10 ml:aan TGE- liuosta. Suspensioon 1is&t&&n 20
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ml NSE-liuosta. Kirkastuvan lysaatin annetaan seist& huoneen
ldmp&tilassa 5 minuutin ajan, sitten siihen lis&t#%n 15 ml 5
M natriumasetaattiliuosta (pH 4,8) ja annetaan seist3 5 mi-
nuutin ajan 0°C:ssa. Muodostunut suspensio lingotaan 0°C:ssa
roottorissa, jonka kierrosluku on 10.000 min~1, 5 minuutin
ajan. Emdliuos erotetaan ja siihen lis&t#&n 0,54 tilavuus-
osaa isopropanolia, jonka l&mp&Stila on -20°C. Er&n annetaan
seistd -20°C:ssa 30 minuutin ajan. DNA-sakka erotetaan

0°C:ssa linkoamalla kierrosluvulla 10.000 min-1- Sakka
pestddn 10 ml:1la 70%:ista etanolia ja kuivatetaan sitten

eksikkaattorissa. Tuote liuotetaan 7 ml:aan TE-liuosta. Saa-
tuun 7 ml:aan liuosta liuotetaan 7,5 g cesiumkloridia (SER-
VA), sitten lis&t&8n 0,5 ml liuosta, joka sis&lt&d& 10 mg
etidiumbromidia millilitraa kohden. Sitten erd lingotaan
roottorissa T865.1 15°C:ssa 48 tunnin ajan kierrosluvulla
39.000 min~1 Sorvall OTD-50B-ultralingossa. Fluoresoiva
alempi kaista poistetaan injektioneulalla, etidiumbromidi
uutetaan 3 kertaa isopropanolilla. Saatu, plasmidi-DNA:n
sisdltdvd liuos dialysoidaan 1000-kertaisesti laimennettua
steriilid TE-liuosta vastaan. T#4118 tavalla saadaan plasmi-
din pBR322 puhdas DNA. DNA-konsentraatio lasketaan mittaa-
malla optinen l&pdisevyys 260 nm:ss¥ (OD260-yksikk® vastaa
DNA-m&8rdd 50 g/ml).

Plasmidin yksityiskohtainen restriktio- ja toimintakartta on
esitetty kuviossa 4.

Esimerkki 2
Fagin EMBL4 eristdminen

a) Fagin EMBL4 puhdistus

Fagin kantaliuos varastoidaan 4°C:ssa kloroformilla valmis-
tetussa suspensiossa (Frischauf et al., J. Mol. Biol., 170,
827 - 842, 1983). 4 ml:aan fagisuspensiota EMBL4, joka
lysoi TA-kasvualustalla kasvavan kannan E. coli NM526
(NCAIM B /P/1006), lisdt&&n 0,1 ml kloroformia, er&4 ravis-
tellaan perusteellisesti ja se varastoidaan 4°C:ssa.
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Fagikantaliuosta laimennetaan niin paljon, ettd muodostuu
toisistaan erill¥sn olevia plakkeja; niillad infektoidaan

E. coli NM526:n solut. Yksindinen plakki poimitaan ja sus-
pendoidaan 1 ml:aan SM-puskuria. Suspensiota ravistellaan
hieman 0°C:ssa 4 - 6 tunnin ajan. 0,1 ml:sta fagisuspensiota
valmistetaan maljalysaatti. Maljaa inkuboidaan 37°C:ssa 8 -
12 tunnin ajan. T8ysin kirkastuneeseen levyyn lisgt88n 6 ml
SMpuskuria ja inkuboidaan 0°C:ssa hieman ravistellen.

5 ml ti#t4 lysaattia lis&t&&n 500 ml:ssa TA-kasvualustaa eks-
ponentiaalisesti jakaantuvaan (OD600 = 0,3) bakteeriviljel-
m&%n, jota inkuboidaan sitten 37°C:ssa ravistelulaitteessa.
viljelm&n OD600-arvo mitataan joka 30. minuutti. Kun minimi
saavutetaan, niin viljely j&&hdytet&8&n huoneen l&mp&tilaan
ja siihen lis&t&dn 5 ml kloroformia. Er#4 ravistellaan, sii-
hen lis&t44n RNaasia (SIGMA), kunnes saavutetaan loppukon-
sentraatioksi 1 g/ml, ja inkuboidaan vield 30 minuutin
ajan.

500 ml:aan viljelyd lis&tdén 29,2 g kiteist4 keittosuolaa,
suola liuotetaan sekoittaen ja liuoksen annetaan seistd tun-
nin ajan. Sitten poistetaan rikkoutunut solumateriaali
linkoamalla (roottorin kierrosluku 11.000 min-l). Lingotaan
4°C:ssa 10 minuutin ajan. Kirkas supernatantti ker&td&n ja
siihen lis&t#4n polyeteeniglykolia 6000 (PEG, FLUKA), kunnes
sen loppukonsentraatio on 10 %. Sen j4lkeen kun PEG on liu-
ennut, erin annetaan seistd 0°C:ssa tunnin ajan ja sitten
sakka erotetaan linkoamalla (roottorin kierrosluku 11.000
min-1l) 4°C:ssa 10 minuutin ajan. Supernatantti poistetaan,
sakka suspendoidaan varovasti 8 ml:aan SM-liuosta ja uute-
taan samalla tilavuudella kloroformia. Molemmat faasit ero-
tetaan toisistaan linkcamalla ja vesifaasiin lis&t&8n ml:aa
kohden 0,5 g cesiumkloridia (SERVA). Sen j&lkeen kun kaikki
on liuennut, fagisuspensio kerrostetaan varovasti
cesiumkloridi-konsentraatiogradientissa.
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Gradientti valmistetaan seuraavasti:

Livos Tiheys (g/ml) CsCl (g) SM (ml) refraktiokerroin (n)

a 1,45 60 85 1,3768
1,50 67 82 1,3815
c 1,70 95 75 1,3990

Liuocksesta c pipetoidaan 3 ml muoviseen linkoputkeen SW28
(Sorvall), t&md peitet8&n varovasti 3 ml:1lla liuosta b

ja tdmdn p&dlle laitetaan 4 ml liuosta a. T&m# gradientti
peitetd&n nyt 20 ml:lla fagisuspensiota. Sorvall OTD-50B
ﬁltralingossa putkea lingotaan roottorissa Sw28 kierroslu-
vulla 22.000 min-l 4°C:ssa 2 tunnin ajan. Fagikaista (opaali
kaista liuosten a ja b v#liss¥) imetd8%n pois injektioneulal-
la ja siihen lis&t&&n niin paljon CsCl-liuosta, jonka kon-
sentraatio on 1,5 g/ml, ettd lopputilavuus on 10 ml. T&m&
liuos kaadetaan muoviseen linkoputkeen ja lingotaan rootto-
rissa SW50.1 4°C:ssa ja kierrosluvulla 38.000 min~—! y114
mainitulla lingolla 24 tunnin ajan.

Fagikaista ker&t&8n injektioneulalla ja dialysoidaan NTM-
liuocksen 1000-kertaista m&&r&4 vastaan.

b) Fagi-DNA EMBL4:n valmistus

Dialyysin j&lkeen 1,0 ml:aan fagisuspensiota lis&t&&n
EDTA:ta (500 mM, pH 8,0, 20 mM:n loppukonsentraatioon), pro-
teinaasia K (50 pg/ml) ja natriumlauryylisulfaattiliuosta
(SDS, 20 %, 0,5 %:n loppukonsentraatioon). Seosta inkuboi-
daan 37°C:ssa tunnin ajan.

Pilkkoutumisen j&lkeen liuokseen sekoitetaan varovasti fenolin
ja kloroformin 1:1-seosta, sitten molemmat faasit erotetaan
toisistaan linkoamalla (10 minuuttia, 10.000 min~1l). vesi-
faasi dialysoidaan 1000-kertaista TE-puskurin m34r&4 vas-
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taan. DNA-konsentraatio m#iritetssn esimerkissd 1 esitetylld
tavalla.

Fagin restriktio- ja toimintakartta on esitetty kuviossa 4.

Esimerkki 3
Transfamidin pGY95 valmistus

12,5 pl esimerkin 1b) mukaisesti puhdistettua plasmidin
pBR322 DNA-liuosta lis&t&&n 12,5 pl:aan EC-puskuria. Reak-
tioseokseen lis&t&4n 5 yksikk®d restriktioentsyymid ECoORI
(BRL, Maryland, USA) ja seoksen annetaan seistd 37°C:ssa

tunnin ajan.

12,5 pl esimerkin 2b) mukaisesti puhdistettua EMBL4:n DNA:ta
1is4ts%n 12,5 pl:aan EC-puskuria ja seokseen lisit&8n sitten
5 yksikkd4 restriktioentsyymid EcoRI. My8s t&t& seosta inku-
boidaan 37°C:ssa tunnin ajan.

Restriktioentsyymi EcoRI leikkaa molemmat DNA:t sekvenssissa
GAATTC. Kumpaankin DNA:han syntyy katkaisussa neljdstd emds-
parista koostuvat ulkonevat p4st (takertuvat p&at, sticky
ends), jotka ovat komplementaarisia toistensa suhteen ja
tist4 syystd ne voivat yhdistyé keskendin kaikissa yhdis-
telmissad.

Molempia reaktioseoksia pidetddn 10 minuutin ajan 68°C:ssa
ja sitten ne yhdistet&é&n. Lineaariset DNA-molekyylit sis&l-
tivasn liuokseen lis&t&#sn 12,5 pl L-liuosta. Seos tdydenne-
t44n, jotta lineaariset DNA-molekyylit voivat yhdistyd, yh-
dells yksik®1ll# T4-DNA-ligaasia (BRL, Maryland, USA) ja sit-
ten inkuboidaan 15°C:ssa 16 tunnin ajan. Nyt muodostuu reak-
tioseoksessa transfamidi pGY95. Transfamidin pGY95 valmis-
tuksen kaaviomainen kulku on esitetty kuviossa 4. Kuv. 5
esitt44 plasmidin yksityiskohtaista restriktio- ja toiminta-
karttaa.
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Esimerkki 4
E. coli pGY95:n (MNG 356) valmistus

10 pl:1la esimerkin 3 mukaisesti valmistettua, transfamidin
pGY95 sisdltédv88 reaktioseosta transformoidaan E. coli
K1400:n (MNG 357) solut.

Kanta E. coli K1400 ymp&t&8n ja viljells#n esimerkissi 1la)
esitetylld tavalla TA-kasvualustalla. Millilitraa kohden
2.108 solua sis&ltsvas viljelm83 lingotaan 4°C:ssa Sorvall
RC5-lingossa kierrosluvulla 5000 min~l 5 minuutin ajan. Sak-
ka suspendoidaan 1,2 ml:aan 0,02 M vesipitoista tris-HCl-
puskuria (pH 7,5). 0,5 ml:aan t&td bakteerisuspensiota lis&-
td&n 10 pl esimerkin 3 mukaisesti valmistettua transfamidi-
DNA-liuosta sekd 0,1 ml 0,15 M kalsiumkloridin vesiliuosta
ja 0,13 M magnesiumkloridin vesiliuosta. Seoksen annetaan
seistd 0°C:ssa 60 minuutin ajan. Sitten suspensioon lis#t#in
5 ml TA-kasvualustaa ja inkuboidaan 28°C:ssa 30 minuutin
ajan. Sitten solut erotetaan linkoamalla yll¥ esitetylli ta-
valla.

Eristetyt transformoidut solut erotetaan kiinte&11& kasvu-
alustalla TAA, joka sis&lt44 50 pg/ 1 ampisilliini#. Kasvu-
?§ustalla TAA on sama koostumus kuin kasvualustalla TA, mut-

ta se sis&dltd4 lis&ksi 2,2 % agaria (Bacto). Viljelmid inku-
boidaan 28°C:ssa 24 tunnin ajan. Ampisilliinin suhteen re-
sistentit pesdkkeet eristet#¥n (transformaatiotaajuus: 10.000
transformanttia/l pg DNA:ta), viljell#8n esimerkin 1la) mu-
kaisesti ja plasmidi-DNA erotetaan esimerkin 1b) mukaisesti.
Erotettu transfamidi pGY95 analysoidaan endonukleaaseilla.
Tdllaisina k&ytet#8n EcoRI:t4, BamHI:t# ja HindIII:a (BRL,
Maryland, USA). Entsymaattinen k#sittely suoritetaan esimer-
kin 3 mukaisesti sill¥ erotuksella, ettd katkaistaessa
BamHI:11d tai vast. HindIII:lla k&ytet#4n B-puskuria, joka
sisdlt&d kulloinkin yhden yksik®n BamHI:t& tai vast.,
HindIII:a. Kulloinkin 10 pl:aan k&siteltyj8 ndytteitsd lis&-
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t83%n kulloinkin 10 pl D-puskuria ja DNA-p&tkét erotetaan
toisistaan elektroforeesilla agaroosigeeliss#. Agaroosigee-
1lin valmistamiseksi 1 g agaroosia (SIGMA, St. Louis, USA)
1is4t44n 80 ml:aan TEA-puskuria ja suspensiota keitetddn 2
minuutin ajan, sitten se j&#hdytet#dn 60°C:seen ja valetaan
vaakasuoraksi geeliksi. TEA-puskurin valmistamiseksi 800
ml:aan tislattua vett# liuotetaan 48,4 g trisid, 3,7 g EDTA-
dinatriumia, 16,4 g Na-asetaattia ja 0,05 ml etidiumbromidi-
liuosta, jonka konsentraatio on 10 mg/ml. pH-arvo s4§ddetddn
vikevill8 etikkahapolla arvoon 8,3 ja seos t3ydennetddn tis-
latulla vedelld 1000 ml:aan.

Liuokset, jotka sisdltdvat restriktioentsyymill¥ kdsitellyt
pGY95-DNA-p#tkst, tiputetaan geelille ja alistetaan TEA-pus-
kurissa 4 tunnin ajaksi elektroforeesiin 40 V:1lla ja 40
mA:1lla. Eripituisia DNA-p&tki8 vastaavat DNA-vy8hykkeet tun-
nistetaan niiden fluoresenssin perusteella UV-valossa ja
sitten ne valokuvataan. Restriktioanalyysin tulos on esitet-
ty kuviossa 14.

N4iden tulosten perusteella muodostettu restriktio- ja toi-
mintakartta on esitetty kuvlossa 5.

Transfamidin sis4lt4v¥ E. coli-kanta on talletettu nimityk-
selld E. coli pGY¥95 maatalous- ja teollisuusmikro-organis-
mien kokoelmaan ja sen numero on MNG 356 (NCAIM B/P/000356),

Esimerkki 5
Transfamidin pGY95 eristys E. coli pGY95:std

a) Kantaa E. coli pGY95 (MNG 356) viljellddn esimerkissé 1la)
esitetylld tavalla ja transfamidi eristetdén esimerkissd 1b)
esitetylld tavalla.
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Esimerkki 6
Streptomyces tenebrariuksen koko DNA:n valmistus

a) Streptomyces tenebrariuksen (MNG 169) viljely

Kantaa Str. tenebrarius MNG 169 viljell&&n agar-pitoisella
kasvualustalla BeM. Vesijohtovedelld valmistettu kasvualusta
s88detd8n ennen sterilointia pH-arvoon 7,2 ja sitten steri-

loidaan 121°C:ssa 30 minuutin ajan.

Vinoagarit ymp&t&&n Str. tenebrariuksen (MNG 169) itidilld
ja inkuboidaan sitten 37°C:ssa 6 pdiv&n ajan. Kasvaneella

viljelm&lld ymp&t&&n 100 ml BI-kasvualustaa (kasvualustaa
steriloitiin 500 ml:n erlenmeyerpullossa 121°C:ssa 20 minuu-
tin ajan, ensin kuitenkin se s&&dettiin pH-arvoon 7,0).

Viljelmi¥ inkuboidaan 37°C:ssa 24 tunnin ajan ravistelulait-
teessa, joka kulkee l8pimitaltaan 2,6 cm:n ympyrd& 260 kier-
rosta minuutissa. Kulloinkin 1 ml:1lla viljelm88 ymp&td&dn BI-
kasvualustoja, jotka sis&ltdvdt 1, 2 tai vast. 3 % glysii-
ni&. N&itd inkuboidaan esitetylld tavalla 24 tunnin ajan.
Viljelmd, jossa kasvaa rihmastoja, lis&t&d8n kasvualustoihin,
joiden glysiinikonsentraatio kasvaa. N&illd viljell&&n niin
kauan, kunnes mikro-organismi kasvaa 5 % glysiini& sis&lta-
v4114 kasvualustalla 24 tunnin kuluessa.

b) Str. tenebrariuksen koko DNA:n eristys

Kohdan a) mukaisesti valmistettua viljelm&#48 lingotaan Sorvall
RC5-lingossa 25°C:ssa 10 minuutin ajan (roottorin kierroslu-
ku 8000 min—l). Solut suspendoidaan 200 ml:aan 10%:ista ste-
riilid sakkaroosiliuosta ja sitten lingotaan uudestaan. Ta&-
md8n j&lkeen rihmastot suspendoidaan 10 ml:aan lysotsyymi-

liuvosta, inkuboidaan t&ss¥ 60 minuutin ajan 30°C:ssa ja sit-
ten lis&t¥8n 4,6 ml 0,25 M EDTA-liuosta ja 1,6 ml pronaasia
(Calbiochem, USA), jonka konsentraatio on 10 mg/ml. Pidet&&n
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5 minuutin ajan 30°C:ssa ja sitten er#d&n lis&t&3n 0,66 ml
25%:ista natriumlauryylisulfaattia ja inkuboidaan uudestaan
37°C:ssa 60 minuutin ajan.

Sitten er&%n lis#t#4n sama tilavuus fenolin ja kloroformin
1:1-seosta ja varovaisen sekoittamisen jélkeen molemmat faa-
sit erotetaan toisistaan linkoamalla (10 min., 10.000
min—1l). Vvesifaasi uutetaan 3 kertaa eetterilld ja sitten
siihen lis4t#%n 2,5-kertainen tilavuus 96%:ista etanolia.
Saostunut DNA erotetaan linkcamalla (Sorvall RC5, S min.,
10.000 min~1). Kirkas supernatantti poistetaan, DNA kuivate-
taan eksikkaattorissa ja sitten se otetaan 7 ml:aan TE-
liuosta.

Eristetty DNA puhdistetaan esimerkiss& 1b) esitetylld taval-
1a ultralinkoamalla cesiumkloridin ja etidiumbromidin lé&sna-
ollessa ja dialysoidaan sitten. Puhdas koko DNA sisdltyy
linkoamisen j4lkeen yhteen ainocaan fluoresoivaan vy8hykkee-
seen.

Esimerkki 7
Str. tenebrariuksen geenikirjaston valmistus transfamidi
pGY95:ssd

a) Vektorin ja liitd&nndis-DNA:n valmistelu ja yhteenliitté-

minen

12,5 pl esimerkin 5 mukaisesti puhdistettua pGY95-transfami-
di-DNA-liuosta lis&t&&n 12,5 pl:aan B-puskuria. Seokseen li-
s§t88n 5 yksikksad restriktiocentsyymid BamHI (BRL, Maryland,

USA) ja sitten inkuboidaan tunnin ajan 37°C:ssa. Sitten seos
k4sitell4sn fosfataasilla. T&t# varten BamHI:1ld leikattuun

DNA:han lis#t&4n 20 yksikksd alkalista fosfataasia (Calf In-
testinal, Boehringer Mannheim GmbH) ja inkuboidaan ensin 15

minuutin ajan 37°C:ssa, sitten 15 minuutin ajan 56°C:ssa.
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Sitten ndytettd kdsitellddn samassa puskurissa 68°C:ssa 60
minuutin ajan 20 yksik6lld bakteerista alkalista fosfataasia
(BRL, Maryland, USA). Fosfataasikdsittelyn j&lkeen lis&t&&n
fenolia esimerkissd 6 esitetylld tavalla, DNA saostetaan
etanolilla ja otetaan 20 pl:aan TEliuosta. BamHI:11& suori-
tetun leikkaamisen ja fosfataasik&sittelyn tehokkuus tarkas-
tetaan 1iitt&m&ll8 (ei-fosfataasikdsiteltyihin BamHI-
pdtkiin) ja katkaisemalla uudestaan (BamHI). Jos BamHI-
kdsittely oli kunnossa, on uudestaan katkaistaessa 18ht&-
pdtkdt saatava takaisin. Fosfataasilla k&sitelty vektori ei
voi muodostaa itsensd kanssa mit&8n sitoutumistuotetta.

125 pl esimerkin 6 mukaisesti puhdistettua Str. tenebrariuk-
sen DNA-liuosta lis&td&n 125 pl:aan B-puskuria, sitten er&&n
lis8t&8n yksi yksikk8 restriktioentsyymi8 Sau3AI (BRL, Mary-
land, USA) ja inkuboidaan 37°C:ssa 10 minuutin ajan. Fenolin
lisdys ja DNA:n saostaminen etanolilla tapahtuvat esimerkis-
sd 6 esitetyllsd tavalla. DNA otetaan 500 pl:aan TE-liuosta.

Kdsittelemdll8 Sau3AI:11& katkeaa DNA osittain ja muodostuu
erikokoisia p&tkid. Koska vektoriin optimaalisesti sijoitet-
tavien pdtkien koko on 9 - 15 ke, osittain pilkottu DNA ero-
tetaan ndiden pdtkien erist&@miseksi sakkaroosigradientissa.

Lingottaessa p&tk&t erottuvat gradientissa kokonsa mukaises-
ti ja t&lld tavalla voidaan eristd8 sopivankokoisia p&dtkid.

Yksityiskohtaisesti tapahtuu koon mukainen fraktiointi seu-
raavasti. SW4l-linkoputkessa valmistetaan jatkuva sakkaroosi-
tiheysgradientti, jonka konsentraatio on 10 - 40 %. TE-
puskurilla valmistetaan 10%:nen ja 40%:nen sakkaroosiliuos
(TE-puskuriin lis#dttiin ensin natriumkloridia pitoisuuteen

1 M). 6 ml kumpaakin liuosta lis&t&&n gradientinsekoitus-
laitteen kautta linkoputkeen. Aivan ylh&&lle tulee n3yte

(500 pl). Sitten lingotaan 4°C:ssa roottorin kierrosluvun
ollessa 32.000 min~! Sorvall OTD-50B-ultralingolla 16 tunnin
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ajan. Lingottu aine jaetaan kulloinkin 200 'ul:n fraktioihin,
fraktioissa olevan DNA:n koko m&&ritet#dsn geelielektroforee-
silla agaroosissa esimerkissd 4 esitetylld tavalla. Vastaa-
vat fraktiot yhdistet##n, DNA saostetaan etanolilla ja sit-
ten se liuotetaan 10 pl:aan TE-liuosta.

Restriktioentsyymi BamHI katkaisee DNA:n sekvenssissd GGATCC,
entsyymi Sau3AI leikkaa sekvenssin GATC. Molemmissa emdspa-
reissa muodostuu ulkonevia p#it#4 (sticky ends) 4 emdsparis-
ta, jotka ovat komplementaarisia toistensa suhteen ja tdsté
syystd ne voivat yhdistyd keskenddn kaikissa yhdistelmissé.

10 pl.BamHI:114 katkaistua transfamidia pGY¥95 liitetd8n 10
pl:aan Sau3AI:114 osittain pilkottua Str. tenebrariuksen
DNA-1liuosta seuraavasti: 20 1l:n reaktioseckseen lis&t&8&n 5

pl L-puskuria ja 5 yksikkdid T4-DNA-ligaasia. Toimintatapa on
sama kuin esimerkissd 3.

Yhteenliitt&misen j&lkeen seos jaetaan kahteen osaan. Toinen
ndyte (12,5 ul) laimennetaan TE-liuoksella 48 ul:aan ja sit-
ten k&sitellfsn 2 pl:lla terminaasiliuosta 37°C:ssa 30 mi-
nuutin ajan. Terminaasientsyymi valmistetaan Rackwitzin et
al.:n mukaisesti (Gene, 40, 259 - 266, 1985).

b) Fagituotanto in vitro

Yhteenliitt&misess& ilmestyy reaktioseokseen konkatemeeriset
tai vast. terminaasilla ké#sitellyssé& reaktioseoksessa mono-
meeriset DNA-molekyylit, joista kukin sis&lté&a kahden saman
suuntauksen omaavan vektorimolekyylin v&liss& Str. tenebra-

riuksen sopivan kokoisen DNA-p&tkan, jotka p&tk&t kattavat
koko genomin. N#ist& molekyyleista muodostetaan valmiita fa-
geja k#ytt#m#lld koontiseosta in vitro.

Faginvalmistuksella, fagin pakkaamisella in vitro, tarkoite-
taan t#ss4 sit#, ett#d reagenssilasissa oleva DNA kasvaa 1li-
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sdttdessd sopivia lysaatteja (SE tai vast. FTL; toinen kom-

ponentti sisdltdd fagin pd&t ja hénndt, toinen entsyymin) ja
puskuria valmiiksi fageiksi, joissa on vaippa. Koontiseos on
kaupallinen tuote, jonka nimitys on DNA-Kit A01-0215 ja jo-

ta valmistaa Biotechnika Rt. (Szeged, Unkari).

8 ul:aan Kit-puskuria lis&t&&n 10 pl ylld esitetylld tavalla
valmistettua yhteenliitt8misseosta ja sitten 2 pl j&&lls
sulatettua SE-lysaattia ja 5 pl FTL-lysaattia. Seos sekoite-
taan heti ja sitten sen annetaan seistd 10 minuutin ajan
0°C:ssa, sitten 60 minuutin ajan 25°C:ssa. Sitten seokseen
lis&t88n 975 pl SM-puskuria ja titrataan 100 mikrolitraa
kohden E. coli NM526 NCAIM B /P/1006:ta vastaan. Is&ntdorga-
nismin viljely ja titraus suoritetaan DNA-pakkauksen k&ytt&-

ohjeen mukaisesti, kasvualustana toimii TAA-alusta.
12-tuntisen kasvamisen j&lkeen maljaa kohden lasketaan 1500
plakkia. Kontrollikloonauksessa (yhteenliitt#minen ilman
Streptomyces tenebrariuksen DNA:ta) ei esiinny yht#&n plak-

kia. Tdm& merkitsee sitd, ettd on valmistettu geenikirjasto,
joka sis&ltdd Streptomyces tenebrariuksen genomin moninker-

taisena j&ljenn8ksend.

Erds toinen osoitus geenikirjaston muodostumisesta on se,
ettd tutkittaessa 12 itsen8istd plakkia jokainen yksitt#dinen
sisdlsi yhdistelm&-DNA:n (ks. kuv. 13). 12 itsen¥isests pla-
kista perdisin olevilla fageilla infektoitiin E. coli K1400
(MNG 354). Populaatioita viljeltiin 28°C:ssa esimerkin 1a)
mukaisesti, jolloin yhdistelm#-DNA monistui plasmidimuodos-
sa. Sitten plasmidi-DNA eristettiin esimerkiss& 1b) esitetyl-
14 tavalla, katkaistiin esimerkin 3 mukaisesti EcoRI:114 ja
muodostuneet pdtk&t analysoitiin esimerkiss& 4 esitetylls
tavalla agaroosissa suoritetulla elektroforeesilla. Geeli-
elektroforeesin tulos on esitetty kuviossa 13.
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Esimerkki 8
Plasmidin pYF91 puhdistus

Kanta E. coli pYF91 (NCAIM B /P/1007) varastoidaan ja vil-
jelld8n kohdassa la) esitetylls tavalla. Plasmidi eristetd&én
esimerkiss4i 1b) esitetylld tavalla.

plasmidin yksityiskohtainen restriktio- ja toimintakartta on
esitetty kuviossa 4.

Esimerkki 9
vhdistelm&fasmidin pGY97 valmistus

12,5 yl esimerkin 8 mukaisesti puhdistettua plasmidin pYF91
DNA-liuosta lisit#%n 12,5 pl:aan puskuria. T&hé&n seokseen
1is&t&%n 5 yksikk8& restriktioentsyymid BamHI (BRL, Mary-
land, USA) ja sitten inkuboidaan tunnin ajan 37°C:ssa.

12,5 pl esimerkin 5 mukaisesti puhdistettua transfamidia
pGY95 lis&t&sn 12,5 pl:aan puskuria, seokseen lisé&tddn sit-
ten 5 yksikkd84 restriktioentsyymid BamHI ja annetaan seisté
samoin 37°C:ssa tunnin ajan. Entsyymi BamHI katkaisee molem-
mat DNA:t sekvenssiss# GGATCC. T&lldin muodostuu neljéstd
em&sparista koostuvia ulkonevia p#it# (sticky ends) kummas-
sakin DNA:ssa. N&m# ulkonevat pddt ovat komplementaarisia
toistensa suhteen ja t&st& syystd ne voivat yhdistyd keske-
n4%n mielivaltaisina yhdistelmind.

Molemmat reaktioseckset sekoitetaan kesken#sn, sitten lisé&-

t54n esimerkissi 6 esitetylld tavalla fenolia ja DNA saoste-
taan etanolilla. DNA-sakka liuotetaan 50 pl:aan TE-puskuria

ja liuokseen lisdtd&n 12,5 pl L-liuosta. T&hé&n seokseen li-

sit4%n sitten, jotta lineaariset DNA-molekyylit yhdistyv&t,

yksi yksikkd T4-DNA-ligaasia (BRL, Maryland, USA) ja sitten

inkuboidaan 15°C:ssa 16 tunnin ajan. Reaktioseokseen ilmes-

tyy yhdistelmdfasmidi pG¥97, jonka valmistus on esitetty
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kaaviomaisesti kuviossa 4, kun taas kuviossa 7 on esitetty
fasmidin yksityiskohtainen restriktio- ja toimintakartta.

Esimerkki 10
E. coli pGY97:n (MNG 358) valmistus

5 ul esimerkin 9 mukaisesti valmistettua reaktioseosta, joka
sis&1t&d yhdistelm&fasmidin pGY97, k#ytet#sn in vitro-pak-
kausta varten. T&mé suoritetaan esimerkin 7b) mukaisesti.
Saaduilla valmiilla fageilla, joissa esiintyy fasmidi pGY97,
infektoidaan Escherichia coli K1400:n (MNG 357) solut. In-
fektion j&lkeen fasmidin pGY97 sis#dlt&v&t solut yksilsid&sn
kiinte&114&, 50 pg/ml ampisilliini¥ sis&1t&v&114 TAA-kasvu-
alustalla. Viljelmi& inkuboidaan 28°C:ssa 24 tunnin ajan.

Ampisilliinin suhteen resistentit pes#kkeet erotetaan
(pakkaustiheys in vitro 10.000 transformanttia/ug DNA:ta),
viljellddn esimerkiss¥d la) esitetylld tavalla ja fagi-DNA
eristetd&n esimerkin 2b) mukaisesti. Eristetty faémidi pGY97
analysoidaan esimerkiss¥ 4 esitetyll¥ tavalla leikkaamalla
endonukleaaseilla. Restriktioentsyymein¥ k#ytet&%n EcoRI:t4,
BamHI:t& ja HindIII:a (BRL, Maryland, USA). Kulloinkin 10
Hl:aan entsyymilld k&siteltyj4 n&ytteitd lis&t&#n kulloinkin
10 ul D-puskuria ja muodostuneet DNA-p&tk&t erotetaan esi-
merkissd 4 esitetylld tavalla geelielektroforeesilla agaroo-
sigeelissd.

Restriktioanalyysin tulos on esitetty kuviossa 14. Kuva 7
esittdd restriktioanalyysin tuloksesta johdettua restriktio-
ja toimintakarttaa.

Yhdistelmdfasmidin pGY97 sis&ltdvd4 kantaa E. coli nimet-
tiin E. coli pGY97:ksi ja talletettiin maatalous- ja teolli-
suusmikro-organismien kokoelmaan numerolla MNG 358.
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Esimerkki 11
Yhdistelm&fasmidin pGY97 eristys fagina E. coli pGY97:std
(MNG 358)

Kanta E. coli pGY97 (MNG 358) varastoidaan ja viljelld&n
esimerkissi la) esitetylld tavalla sillsd erotuksella, ettd
inkubaatiol&mp&tila on 28°C. Fagina saatavan fasmidin pGY37
puhdistamiseksi viljely titrataan 37°C:ssa E. coli NM526:ta
vastaan. T4ss4 l3mpStilassa fasmidi lisd#ntyy fagimuodossa.
E. coli NM526:sta saatuja fageja lis#t8&n sitten esimerkissa
2a) esitetylls tavalla ja DNA eristet&é&n esimerkisséd 2b)
esitetylls tavalla.

Esimerkki 12

Medicago sativan (sinimailasen) koko DNA:n valmistus

20 g Medicago sativan siemenid annetaan itd4 7 pdivén ajan.
Alkiotaimet ker#t#sn ja ne j&&dytetd&n 50 g:n md&r&nd neste-
miisessi typess8 ja sitten jauhetaan jauheeksi huhmarissa.
Massaan lis4t%&n 150 ml NESP-puskuria. Suspensiota inkuboi-

daan 65°C:ssa tunnin ajan ja sitten se lingotaan 20°C:ssa
roottorissa, jonka kierrosluku on 8000 min-1, Sorvall RCS-
lingolla. Kirkas supernatantti sekoitetaan varovasti fenolin
ja kloroformin 1:1-seoksen kanssa. Sitten molemmat faasit
erotetaan toisistaan linkoamalla (10.000 min~1, 10 min.).
vesifaasi erotetaan ja uutetaan 3 kertaa eetterilld. Lisa-
t5%%n 200 ml 96%:ista etanolia ja sitten saostunut DNA eris-
tet&4n linkoamalla (Sorvall RC5, 10.000 min~l, 5 min.).
Kirkkaan supernatantin erottamisen j&lkeen DNA kuivatetaan
eksikkaattorissa. T&#114 tavalla eristetty DNA puhdistetaan
esimerkissi 1b) esitetylld tavalla cesiumkloridin ja eti-
diumbromidin l&sn#dollessa ultralinkoamalla. Medicago sativan

koko DNA voidaan erottaa yhden ainoan fluoresoivan vy8hyk-
keen muodossa.
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Esimerkki 13
Medicago sativan geenikirjaston valmistus fasmidissa pGY97

12,5 pl esimerkin 11 mukaisesti eristettyd plasmidin pGY97
fagi-DNA-liuosta 1is&t&8&n 12,5 pl:aan B-puskuria. Reaktio-
seokseen lis&t&8&n 5 yksikk®d8 restrikticentsyymi& BamHI (BRL,
Maryland, USA). Sitten seosta inkuboidaan 37°C:ssa tunnin
ajan ja k&8sitell&dn t&m8n j&lkeen esimerkissd 7a) esitetylld
tavalla fosfataasilla.

125 pl esimerkin 12 mukaisesti puhdistettua Medicago sativan

DNA:ta lis&t&8n 125 pl:aan B-puskuria. Seokseen sekoitetaan
yksi yksikkd8 restriktioendonukleaasia Sau3AI (BRL, Maryland,
USA) ja sitten inkuboidaan 37°C:ssa 10 minuutin ajan. Seok-
seen lis&t&&n esimerkissd 6 esitetylld tavalla fenolia, DNA
saostetaan sitten etanolilla ja liuotetaan 500 ul:aan TE-
liuosta.

Entsyymi Sau3AI pilkkoo DNA:n osittain, muodostuu eriko-
koisia p&tki&. Koska 5 - 15 ke:n p&tk&t voidean sijoittaa
optimaalisesti vektoriin, t&m&n kokoisten p&tkien eristdmi-
seksi entsymaattisesti k&sitelty seos erotetaan sakkaroosi-
gradientissa. Gradientti lingotaan esimerkissd 7a) esitetyl-
18 tavalla: T&m&n j&lkeen otetaan: kulloinkin 200 pl:n frak-
tioita ja m#&ritetd8n geelielektroforeesilla agaroosissa
kussakin fraktiossa esiintyvien DNA-p&tkien koko. Sopivat
fraktiot (9 - 15 ke) yhdistetd&n, saostetaan etanolilla ja
liuotetaan 10 pl:aan TE-liuosta.

Restriktioentsyymi BamHI leikkaa DNA:n sekvenssiss& GGATCC,

entsyymi Sau3AI sekvenssissd@ GATC. Lohkaisun jdlkeen muodos-
tuu kummassakin DNA:ssa nelj&std emdsparista koostuvia kohe-
siivisid p&ditd, jotka ovat komplementaarisia toistensa suh-

teen ja t4dstd8 syystd ne voivat yhdisty& kesken#d&n mielival-

taisina yhdistelmind.
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Medicago sativan osittain pilkottu DNA liitetd&n BamHI:114
avattuun ja fosfataasilla k#siteltyyn fasmidiin pGY97. T&td
varten sekoitetaan kulloinkin 10 pl kumpaakin liuosta keske-
nd4n ja lis&t#3n 5 ul LP-seosta. LP-seoksen valmistamiseksi
1,25 ml M tris-HCl:a (pH 8,0) ja 0,25 ml M magnesiumkloridin
vesiliuosta, 0,5 ml M tiotreitolia (BRL, Maryland, USA), 2,5
ml 30%:ista polyeteeniglykolia 6000, 30,3 mg adenosiinitri-
fosfaattia ja 0,5 ml ionivapaata vetta sekoitetaan keske-
nddn.

Lineaaristen DNA-molekyylien kytkemiseksi seokseen lis&dtddn
yksi yksikk® T4-DNA-ligaasia (BRL, Maryland, USA) ja sitten
seosta inkuboidaan 15°C:ssa 16 tunnin ajan. Yhteenliittémi-
sen aikana reaktioseokseen ilmestyv&t ne monomeeriset DNA-

molekyylit, jotka sisdltdvdt sopivan suuruisina DNA-p&tkind
Medicago sativan koko genomin. N&md pakataan esimerkissd 7b)

esitetylld tavalla in vitro, jolloin muodostuu valmiita fa-
geja. valmiita fagihiukkasia sis8ltidvisn seokseen lisdtddn
975 ul SM-puskuria. Seos titrataan kulloinkin 100 ul:n
mi&r&n4 E. coli NM526:1la (NCAIM /P/B. 1006). Titraukseen
(fagim&dr&n toteamiseen) k&ytetty kanta kasvatettiin TAA-
kasvualustalla.

Is&ntiorganismin viljely ja titraus suoritetaan pakkauksen
k4yttsohjeen mukaisesti. 12-tuntisen viljelyn j&lkeen havai-
taan levy4 kohden 50.000 plakkia. Kontrollikloonauksessa
(ilman Medicago sativan DNA:ta) ei esiinny yht#&n plakkia.

T4m4 merkitsee sit8, ettd on muodostunut Medicago sativan

genomin v&hint&&n kerran sis4lt4vs8 geenikirjasto.

Er4s toinen osoitus geenipankin olemassaolosta on se seikka,
ett4 jokaisessa 11 tutkitussa itsendisess¥ plakissa havait-
tiin yhdistelm&-DNA (ks. kuv. 15). T4t4 varten infektoitiin
E. coli K1400 (MNG 357) 11 itsendisestéd plakista perédisin

olevilla fageilla. Populaatiota lis&ttiin 28°C:ssa, jolloin
yhdistelmi-fasmidit monistuivat plasmidien muodossa soluis-
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sa. 11 itsendistd populaatiota viljeltiin esimerkissi 1a)
esitetylld tavalla, plasmidi-DNA eristettiin esimerkin 1b)
mukaisesti. Puhdistetut DNA:t katkaistiin esimerkissi 3
esitetylld tavalla EcoRI:114 ja muodostuneet p&tk#t analy-
soitiin esimerkin 4 mukaisesti elektroforeesilla agaroosi-
geelissd. Geelielektroforeesin tulos on esitetty kuviossa
15.

Esimerkki 14
Plasmidin pGYOKI1l eristys

Kanta E. coli pGYOKI1l (NCAIM /p/B. 1008) s#ilytet##n ja vil-
jellddn esimerkin la) mukaisesti. Plasmidi pGYOKI1l eriste-
td8n esimerkin 1b) mukaisesti. Bifunktionaalisen plasmidin

restriktio- ja toimintakartta on esitetty kuviossa 10 (ks.
myd8s unkarilainen patenttihakemus n:o 2468/83).

Esimerkki 15
Yhdistelmdplasmidin pGYOKI1l/2 valmistus

10 pl esimerkin 14 mukaisesti puhdistettua plasmidia pGYOKI1
lisdt&8n 10 pl:aan B-puskuria ja sitten lis&t&8n 2 yksikk&i
restriktioendonukleaasia Xbal (BRL, Maryland, USA). Seosta
inkuboidaan 37°C:ssa tunnin ajan. Sitten lis&t#4&n esimerkin
6 mukaisesti fenolin ja kloroformin seos ja DNA saostetaan
etanolilla. Saostunut DNA liuotetaan 10 pl:aan TE-liuosta.

Restriktiocentsyymi XbaI leikkaa pGYOKIl:n DNA:n kahdessa
kohdassa sekvenssiss& TCTAGA. Kummassakin DNA:ssa muodostuu
neljdstd emdsparista koostuvia kohesiivisis p#it#&, jotka
ovat toistensa suhteen komplementaarisia ja t#dstd syyst4
voivat yhdisty¥4 kesken#&n kaikissa yhdistelmissi.

10 pl:n md&rdssd esiintyvit, XbaI:11& leikatut DNA-p&tk&t
liitetd8&n yhteen esimerkiss¥ 3 esitetylli tavalla lis&&m&114
yksi yksikk® T4-DNA-ligaasia ja 2,5 pl L-puskuria. Reaktio-
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seokseen ilmestyvdt yhdistelm#plasmidit pGYOKI1l/2, jotka
ovat muodostuneet plasmidin pGYOKI1l suuremmasta pdtkdstd it-
sesitoutumisella.

pPlasmidin pGYOKI1l/2 valmistus on esitetty kaaviomaisesti ku-
viossa 10, sen restriktio- ja toiminta-kartta on esitetty
kuviossa 11.

Esimerkki 16
E. coli pGYOKI1/2:n (NCAIM/P/B. 1009) valmistus

10 pl:1lla esimerkin 15 mukaisesti saatua, yhdistelméplasmi-
deja pGYOKIl/2 sisdltavaa reaktioseosta transformoidaan E.
coli dam-miinus-solut (NCAIM/P/B. 1010). Dam-miinus-soluis-
sa ei ole mit&&n DNA:n metyloitumista koodittavaa geenid,
siit4 syystd DNA ei metyloidu sekvenssissd GATC. T&md ai-

heuttaa sen, ett# esimerkiksi restriktioendonukleaasi BcII
leikkaa t#llaisista soluista eristetyn DNA:n, kun taas se ei
vahingoita metyloitua DNA:ta. Transformointi suoritetaan
esimerkissi 4 esitetylld tavalla, jolloin kuitenkin TA-
kasvualusta ymp&t#8n E. coli dam™:1lla.

Eristetyt transformoidut solut yksil8id&&n ul:aa kohden 50
ug kloramfenikolia sisdlt&vélla TAA-kasvualustalla. Viljely-
j& inkuboidaan 28°C:ssa 24 tunnin ajan. Kloramfenikelin suh-
teen resistentit pes#dkkeet erotetaan (transformaatiotaajuus:
10.000 transformanttia/l ug DNA:ta), viljellddn esimerkin
la) mukaisesti ja sitten niist4 erotetaan esimerkin 1b) mu-
kaisesti plasmidi-DNA.

Eristetty plasmidi pGYOKI1/2 analysoidaan endonukleaaseilla
esimerkiss4d 3 esitetylld tavalla. Restriktioentsyymeins k&y-
tet44n EcoRI:t#, BamHI:t3 ja HindIII:a (BRL, Maryland, USA).
Kulloinkin 10 pl:aan entsyymilld k&siteltyjad nidytteitd lisé-
t4%n kulloinkin 10 pl D-puskuria ja muodostuneet DNA-pdtkat
erotetaan agaroosigeelissa geelielektroforeesilla esimerkis-
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sd 4 esitetylld tavalla. Restriktioanalyysin tulos on esi-
tetty kuviossa 16. Analyysin tuloksen perusteella piirretty
restriktio- ja toimintakartta on esitetty kuviossa 11.

Yhdistelm&-plasmidin pGYOKIl/2 sis#lt#vd kanta E. coli nimi-
tettiin E. coli pGYOKI1/2:ksi ja talletettiin numerolla
NCAIM/P/B. 1009.

Esimerkki 17
Yhdistelmdplasmidin pGYOKI1/2 eristys E. coli pGYOKIl/2:n
soluista

Kanta E. coli pGYOKI1/2 (NCAIM/P/B. 1009) varastoidaan ja
viljell&dn esimerkiss¥ la) esitetyll¥ tavalla. Plasmidi
eristetddn esimerkiss¥ 1b) esitetyll¥ tavalla.

Esimerkki 18
Uudentyyppisten, yhdistelm#fasmidien pGYOKI9 ja pGYOKI1O
valmistus

12,5 pl esimerkin 17 mukaisesti puhdistettua plasmidin
PGYOKI1/2 DNA-liuosta lis&t#8n 12,5 ul:aan B-puskuria. Seok-
seen lisdtddén 5 yksikkd84 restriktioentsyymis BclI (BRL, Ma-
ryland, USA) ja sitten inkuboidaan tunnin ajan 50°C:ssa.

12,5 ul esimerkin 2b) mukaisesti puhdistettua EMBL4-DNA:ta
lis&t&sn 12,5 pl:aan B-puskuria. Seokseen lis&t&#&n 5 yksik-

k88 BamHI:t& ja sitten inkuboidaan tunnin ajan 37°C:ssa.

Restriktiocentsyymi BclI leikkaa DNA:n sekvenssissi TGATCA,

. BamHI sekvenssissd GGATCC. Muodostuu nelj&st¥ em&sparista

koostuvia ulkonevia p#it#, jotka ovat toistensa suhteen
komplementaarisia ja t#st4 syyst# ne voivat yhdistys keske-
nddn kaikissa yhdistelmiss¥.

Molempiin reaktioseoksiin lis&t&#n esimerkissi 6 esitetylls
tavalla fenolia, DNA saostetaan etanolilla ja liuotetaan
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kulloinkin 10 pl:aan TE-puskuria. Molemmat liuokset yhdiste-
+4%n. Lineaariset DNA-molekyylit sis&1t&v&8n liuokseen lisé-
t4sn 5 pl L-liuosta ja yksi yksikkd T4-DNA-ligaasia. Seosta
inkuboidaan 15°C:ssa 16 tunnin ajan. Reaktioseokseen ilmes-
tyvét uudentyyppiset yhdistelm&fasmidit pGYOKI9 ja pGYOKI1O.
Niiden valmistus on esitetty kaaviomaisesti kuviossa 9, nii-
den restriktio- ja toimintakartta on esitetty kuviossa 12.

Esimerkki 19
E. coli pGYOKI9:n (NCAIM/P/B. 1011) ja E. coli pGYOKIlO0:n
(NCAIM/P/B. 1012) valmistus

s pl uudentyyppiset yhdistelmdfasmidit pGYOKI9 ja pGYOKI1O0
sisiltsvas esimerkin 18 mukaista reaktioseosta alistetaan
esimerkissi 7b) esitetylld tavalla koontiin.

T4118in saaduilla valmiilla fagihiukkasilla, jotka sis&lta-
vdt uudentyyppiset fasmidit fagimuodossa, infektoidaan E.
coli K1400 (MNG 357) kannan solut. Infektoidut solut, jotka
sis4ltidvat uudentyyppiset fasmidit nyt plasmidimucdossa, yk-
sil®id4sn 50 ug/ml kloramfenikolia sisiltdvills kiintedlld
TAA-kasvualustalla. Viljelmi# inkuboidaan 28°C:ssa 24 tunnin
ajan. CmR-pesdkkeet (kloramfenikoli-resistentit) erotetaan
(kcontitaajuus in vitro: 10.000 transformanttia/l ug DNA:ta),
viljell&sdn esimerkissd la) esitetylld tavalla ja plasmidi-
DNA eristet#fn esimerkiss¥ 1b) esitetyllad tavalla. Eristetyt
fasmidit pGYOKI9 ja pGYOKI1O k&sitells8n esimerkissd 3 esi-
tetylld tavalla restriktioentsyymeill¥ EcoRI, BamHI ja Hin-
dIII (BRL, Maryland, USA). Kulloinkin 10 pl:aan entsyymilld
kdsiteltyj4 n#ytteitd lisdté&dén kulloinkin 10 ul D-puskuria
ja p&tk&dt erotetaan toisistaan esimerkiss#d 4 esitetylld ta-
valla geelielektroforeesilla agaroosigeelissa.

Restriktioanalyysin tulos on esitetty kuviossa 17 ja kuvios-
sa 12 on esitetty analyysin perusteella muodostettu restrik-
tio- ja toimintakartta. '
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Uudentyyppisen fasmidin pGYOKIS sis&lt&v8 E. coli-kanta ni-
mitettiin E. coli pGYOKI9:ksi ja talletettiin numerolla
NCAIM/P/B. 1011. Talletettu E. coli pGYOKI10 kanta sai nume-
ron NCAIM/P/B. 1012.

Esimerkki 20
Uudentyyppisen yhdistelm8fasmidin pGYOKI9 eristys E. coli
PGYOKI9:st&8 (NCAIM/P/B. 1011) fagien muodossa

Kanta E. coli pGYOKIS (NCAIM/P/B. 1011) varastoidaan ja vil-
jellds&n esimerkissd la) esitetylld tavalla. Fasmidin pGYOKI9
puhdistamiseksi fagien muodossa viljely titrataan 37°C:ssa
E. coli NM526:1la.esimerkin 13 mukaisesti. Esitetyssd l&mp&-
tilassa vapautuu uudentyyppinen fasmidi E. coli pGYOKI9:n
(NCAIM/P/B. 1011) soluista fagimuodossa ja lisd&ntyy kannas-
sa E. coli NM526. E. coli NM536-isdnt8solusta saatua fagia
lis&t88n esimerkissd 2a) esitetylld tavalla ja fagi-DNA
eristetd8&n esimerkissd 2b) esitetylld tavalla.

Esimerkki 21
Streptomyces tendaen koko DNA:n valmistus

Mikro-organismi Streptomyces tendae (MNG 274) s&dilytet&&n
agarpitoisella kasvualustalla GVI/b. T&m&n koostumuksen
omaavat vinoagarit ymp#t&&n Streptomyces tendaen (MNG 274)
iti®illd ja inkuboidaan 28°C:ssa 6 pdiv&n ajan. Viljelm&ll¥
ymp&dt&8&n 100 ml BI-kasvualustaa, jota steriloitiin 500 ml:n
erlenmeyerpullossa 121°C:ssa 20 minuutin ajan.

Viljelm&8 inkuboidaan 28°C:ssa 48 tunnin ajan 2,6 cm:n
ympyrdd 260 kierrosta minuutissa kulkevalla ravistelulait-
teella. 1 ml:1la kehitetty¥ ja kontrolloitua viljelm&#s ympé&-
t88n 100 ml BI-kasvualustaa, joka sisdlt&8 0,5 % glysiini4.
Viljelm848 viljell&&n 48 tunnin ajan.
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b) Streptomyces tendaen koko DNA:n eristys

Esimerkin 2la) mukaisesti valmistetusta viljelméstd eriste-
£4%n koko DNA esimerkiss# 6b) esitetylld tavalla ja sitten

puhdistetaan esimerkin 1b) mukaisesti cesiumkloridin ja eti-
diumbromidin l&sn#ollessa ultralinkoamalla. Puhdas koko DNA
voidaan erist#4 yhden ainoan fluoresoivan vydhykkeen muodossa.

Esimerkki 22

Streptomyces tendaen geenikirjaston valmistus uudentyyppi-
sells fasmidilla pGYOKI9

12,5 yl esimerkin 20 mukaisesti puhdistetun fasmidifagi-
DNA:n sis&lt8v4i liuosta lis&tddn 12,5 pl:aan B-puskuria.
Seokseen lis4t#sn 5 yksikkss8 restriktioentsyymid BamHI (BRL,
Maryland, USA) ja sitten inkuboidaan 37°C:ssa tunnin ajan.
Inkuboimisen j#lkeen ndyte kdsitelldén esimerkissd 7a) esi-
tetylld tavalla fosfataasilla ja sitten lis&it88n fenolia
esimerkiss4 6 esitetyll# tavalla. DNA saostetaan etanolilla
ja liuotetaan 20 ul:aan TE-liuosta.

125 pyl esimerkin 21 mukaisesti puhdistettua Streptomyces

tendaen DNA:ta lis&t#&n 125 pl:aan B-puskuria. Seokseen li-
s4§t48n yksi yksikks restriktioentsyymis Sau3AI ja inkuboi-
daan 37°C:ssa 10 minuutin ajan. Seos k&sitelld&n esimerkin 6
mukaisesti fenolilla ja DNA saostetaan etanolilla. DNA liuo-
tetaan 100 pl:aan TE-liuosta.

Entsyymilld Sau3AI pilkotaan DNA osittain, jolloin muodos-
tuu erikokoisia p&tki#. Koska vektoriin voidaan sijoittaa
optimaalisesti 5 - 9 ke:n p&tkét, niiden pdtkien eristdmi-
seksi erotetaan osittain pilkottu DNA sakkaroosigradientis-
sa esimerkiss# 7a) esitetylld tavalla. Linkoamisen pé#tyttya
otetaan kulloinkin 200 ul:n fraktioita ja misritetdsn geeli-
elektroforeesilla agaroosissa fraktioissa olevien DNA-palas-
ten koko. Sopivat fraktiot (5 - 9 ke) yhdistetddn, DNA saos-
tetaan etanolilla ja liuotetaan 10 ul:aan TE-liuosta.
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Restriktiocentsyymi BamHI leikkaa DNA:n sekvenssissi GGATCC,
restriktioentsyymi Sau3AI sekvenssissi GATC. Kummassakin
DNA:ssa muodostuu neljist4 emisparista koostuvia kohesiivi-
sid pditd, jotka ovat komplementaarisia toistensa suhteen ja
voivat t&std syyst4d yhdistyd kesken®sn kaikissa yhdistelmis-
sd.

BamHI:11& leikattu ja fosfataasilla kdsitelty fasmidi
PGYOKI9 liitet&&n yhteen Streptomyces tendaen Sau3AI:114
osittain pilkotun DNA:n kanssa. Kulloinkin 10 ul kumpaakin
liuosta yhdistet&dn ja lis&t&%n 5 pl LP-seosta. Lineaaristen
DNA-molekyylien yhdist&miseksi kesken##n lis&t&in yksi
yksikkd T4DNA-ligaasia (BRL, Maryland, USA) ja sitten inku-
boidaan 15°C:ssa 16 tunnin ajan. Liitt#misen kuluessa ilmes-
tyvdt reaktioseokseen ne monomeeriset DNA-molekyylit, joista
kukin sis81t84 sopivan kokoisen DNA-pdtkdn, jotka pdtkit
kockonaisuudessaan kattavat Streptomyces tendaen koko genomin.

Ndm& molekyylit pakataan esimerkiss& 7b) esitetylld tavalla
in vitro tdydellisiksi fageiksi. Valmiit fagit sis¥lt&v&in
seokseen lis&t48n 975 pl SM-puskuria. Seos titrataan (kul-
loinkin 100 pl) TAA-levyill¥ E. coli NM526:ssa (NCAIM/P/B.
1006). Isdntdorganismin viljely ja titraus suoritetaan DNA-
tarvikepakkauksen k&ytt8ohjeessa koontia varten esitetylld
tavalla (ks. yll4). 12-tuntisen kasvun jdlkeen havaitaan jo-
kaisella levylld 40.000 plakkia. T&m4 merkitsee sitd, ettd
valmistettu geenikirjasto muodostaa Streptomyces tendaen

genomin moninkertaisesti. Kontrollikloonauksessa (sitominen
ilman Streptomyces tendaen DNA:ta) ei muodostunut yht&in
plakkia.

Kuvioiden 13 - 17 selitys

Kuv. 13: Streptomyces tenebrariuksen DNA:n sisaltavén yhdis-
telmdkloonin pGY95 restriktioanalyysi
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vy8hykkeet 1 - 12: klooneista saadun DNA:n EcoRI:1ld
suoritetun leikkaamisen j&lkeen saadut p&tkdt
vyB8hykkeet 13: lambdafagin DNA:n HindIII:1lla suori-
tun leikkaamisen j&lkeen saadut p&tk&t (moolimassa-
merkintd)

Kuv. 14: pGY95:n ja pGY97:n DNA:n restriktioanalyysi
vythykkeet 1 - 3: pGY95, leikattu BamHI:1ll4,
EcoRI:118 ja HindIII:1lla
vyShykkeet 5 - 7: leikattu BamHI:114, EcoRI:1148
ja HindIII:lla
vyShykkeet 4: lambdafagi-DNA, leikattu HindIII:1lla

Kuv. 15: Medicago sativan (sinimailasen) DNA:n sisdltédvén
yhdistelm&kloonin pGY97 restriktioanalyysi
vyBhykkeet 1 - 11: klooneista eristetty DNA, leikattu
EcoRI:1l1l&
vy8hykkeet 12: lambdafagi-DNA, leikattu HindIII:1lla

Kuv. 16: plasmidin pGYOKI1/2 restriktiocanalyysi
pGYOKI1/2:n pdtkdt
vy8hykkeet 1: BamHI:11l& suoritetun leikkaamisen
jélkeen

vybhykkeet 2: BclI:11ld suoritetun leikkaamisen
jélkeen
vy8hykkeet 3: EcoRI:11d suoritetun leikkaamisen

jdlkeen

vy8hykkeet 4: lambdafagi-DNA, leikattu HindIII:1lla
vy8hykkeet 5: HindIII:lla suoritetun leikkaamisen
j&lkeen

::3 vyShykkeet 6: PstI:118 suoritetun leikkaamisen

ﬁi: jédlkeen

brend Kuv. 17: pGYOKI9:n ja pGYOKI10:n DNA:n restriktioanalyysi
vy8hykkeet 1: pGYOKIS, leikattu EcoRI:1ld
vyS8hykkeet 2: pGYOKI1O, leikattu EcoRI:11ld
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vy8hykkeet 3: lambdafagi-DNA, leikattu HindIII:1lla
(markkeri)

vyBhykkeet 4: pGYOKI9, leikattu HindIII:lla
vydhykkeet 5: pGYOKI1O0, leikattu HindIII:1lla.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelm# DNA-sekvenssien kloonaamiseksi tai vastaavasti
geenikirjastojen valmistamiseksi, t unn e t tu siitd,
etts kloonausvektorin kohesiivisistd 5'-pdistd, joka vektori
on eristetty lineaarisena DNA:na restriktioendonukleaasika-
sittelyn j&lkeen, poistetaan fosfaattiryhmédt fosfataasilla,
keskeniin yhdistym##n kykenemdttdmiin p&tkiin lis&t48n kloo-
nattavan geenin sis&ltévat, restriktioendonukleaasik8sitte-
lyll4 tuotetut, p#issdén fosfaattiryhmdn sis&ltdv&t DNA-
p4tkst ja suoritetaan seoksen yhteenliitt&minen ligaasilla
tai fagi-, kosmidi-, fasmidi- tai transfamidityyppinen
kohesiivisi¥ sekvenssejd sisdltdvad yhdistelm#dkloonausvektori
leikataan terminaasilla ja jommallakummalla tavalla saatu
monomeerinen DNA kootaan in vitro ja sitten lis&t#dn fageja.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -

t u siit4, ett#d kloonaus suoritetaan uudentyyppiselld DNA:n
kloonausvektorilla, transfamidilla, joka eristet&én plasmi-
dina ja k&sitell&dn ennen fosfataasik&sittelyd rengasmaisten
DNA-molekyylien avaamiseksi restriktioendonukleaasilla.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siits, ettd kloonaus suoritetaan transfamidilla pGY95.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siit4, ettsd kloonaus suoritetaan fasmidilla pGY97.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm¥, tunnet -
t u siitd, ettH kloonaus suoritetaan uudentyyppiselld fas-
midilla pGYOKIS.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siit#, ettd kloonaus suoritetaan uudentyyppiselld fas-
midilla pGYOKI1O.
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7. Menetelmd transfamidityyppisen DNA:n kloonausvektorin val-
mistamiseksi, tunnettu siitd, ettd lambda-fagin fa-
gilis&dntymiselle v&lttdmdttSmdt geenit sis&lt&évét patkat
liitetd88n yhteen replikaation plasmidina Escherichia coli-
soluissa mahdollistavien ja antibioottiresistenssin m&drit-
t&vien DNA-pdtkien kanssa, jolloin molemmat padtkat yhdessé&
eivdt saavuta fagin lisd&ntymiseksi tarvittavaa kokoa, ja
eristetddn t&118in muodostuva, plasmidina eristettévd, vie-
raiden DNAsekvenssien insertiokloonaukseen sopiva, insertion

jdlkeen fagina in vitro koottava ja t&m#&n in vitro-kokoamisen
j&lkeen sekd8 fagina ettd plasmidina replikaatioon kykenevd
transfamidi-DNA.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd8 transfamidin
pGY95 valmistamiseksi, tunne t t u siitd, ettd plasmidi
pBR322 ja fagivektori EMBL4 leikataan samalla restriktioen-
donukleaasilla ja t&118in saatava plasmidi-DNA ja fagi-DNA
liitet&8n yhteen T4-DNA-ligaasilla ja eristet&&n saatu
transfamidi-DNA.

9. Menetelmd uudentyyppisen fasmidin valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd lambda-fagin fagilisd&ntymisel-
le vdlttdmittdmdt geenit sisdltdvidt pdtkdt, edelleen repli-
kaatioon plasmidina Escherichia colissa mahdollistavat ja
antibioottiresistenssin mé&ritt&vdt DNA-p&tk&t ja lopuksi
eloonj&8misen plasmidina jossakin toisessa mikro-organismis-

sa takaavat ja t#ss¥8 mikro-organismissa valikoimisen mahdol-
listavat DNA-p&tk&t - jolloin n#ill¥ kolmella patkalla
yhdess& on fagilis&&ntymiseen tarvittava koko - liitet&&n
keskenddn yhteen ja eristet&3n n&in saatu fasmidi-DNA, joka
on eristettdvisssd sekd fagina ettd plasmidina ja soveltuu
vieraiden DNA-sekvenssien insertiokloonaukseen ja kykenee
insertion j#lkeen E. colissa replikaatioon fagina ja plasmi-
dina ja pysyy elossa mainitussa toisessa mikro-organismissa
plasmidina.
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10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelm# uudentyyppisten
fasmidien pGYOKI9 ja pGYOKI10 valmistamiseksi, tunnet -
t u siit#, ettd 13hdet#sn yhdistelm#-plasmidista pGYOKI1l/2

ja lambdafagi-vektorista EMBL4.

11. Transfamidi pGY95, tunnet t u siity, ettd silléd on
kuviosta 5 n#ht#vi# restriktio- ja toimintakartta, ampisil-
1liini- ja tetrasykliiniresistenssigeeni sek4 kokona 32,3 ke.

12. Uudentyyppiset fasmidit pGYOKI9 ja pGYOKI10, t u n -
netut siit4, ettd niills on kuviossa 12 esitetty rest-
riktio- ja toimintakartta, kussakin yksi kloramfenikoli-,
neomysiini- ja tiostreptoniresistenssigeeni ja kokona 41
ke.

13. Uusi kanta Escherichia coli pGY95 (NCAIM B/P/000356), joka
sisaltad patenttivaatimuksen 11 mukaisen transfamidin.

14. Uusi kanta Escherichia coli pGYOKI9 (NCAIM B/P/001011},
joka sisdltéa patenttivaatimuksen 12 mukaisen fasmidin pGYOKIS.

15. Uusi kanta Escherichia coli pGYOKI10 (NCAIM B/P/001012),
joka sis&ltdi patenttivaatimuksen 12 mukaisen fasmidin
pGYOKI1O0.
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Patentkrav

1. Férfarande for kloning av DNA-sekvenser eller fram-
stdllning av genbanker, k @ nnetecknat av att
man fradn de kohesiva 5'-dndarna av en klonande vektor, som
efter behandling med restriktionsendonukleas isolerats som
linedr DNA, avldgsnar fosfatgrupperna med fosfatas, de
till ligering med varandra inkapabla fragmenten tillsdtts
DNA-fragment, som innehdller den f&r kloning avsedda ge-
nen, har erhdllits medelst behandling med restriktionsen-
donukleas och vid sina dndar uppvisar fosfatgrupper, och
ligeringen av blandningen utfdrs medelst ligas, eller en
rekombinant kloningsvektor innehdllande kohesiva sekvenser
av fag-, kosmid-, fasmid- eller transfamidtyp bryts med
terminas och det p4 ettdera sittet erhdllna monomera DNA
samlas in vitro och fagerna sedan forodkas.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kdannetecknat
av att man genomfdr kloningen med en DNA-klonande vektor av
ny typ, en transfamid, som isoleras som plasmid och som
fore fosfatasbehandlingen fdr &ppnande av de ringformiga
DNA-molekylerna behandlas med en restriktionsendonukleas.

3. Forfarande enligt patentkrav 2, k@annetecknat
av att man genomfdr kloningen med transfamiden pGY95.

4. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat
av att man genomfdr kloningen med fasmiden pGY97.

5. Forfarande enligt patentkrav 1, k@ nnetecknat
av att man genomfdér kloningen med fasmiden pGYOKI9 av ny

typ.

6. Forfarande enligt patentkrav 1, k@ nnetecknat
av att man genomfdr kloningen med fasmiden pGYOKI1l0 av ny

typ.
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7. Férfarande for framstdllning av en DNA-klonande vektor
av transfamidtyp, kdnneteckna t av att de
fragment som inneh&ller de fér fordkningen av fagerna
nddvindiga generna av fagen lambda ligeras med DNA-fragment
som md&jliggor replikationen som plasmid i Escherichia coli-
celler och som bestdmmer en antibiotikaresistens, varvid
bdda fragment tillsammans inte uppndr den storlek som ar
nédvindig for férdkningen av fagen, och det hirvid erhdllna
transfamid-DNA isoleras, som kan isoleras som plasmid,
limpar sig for insertionskloning av frémmande DNA-sekven-—
ser, efter en insertion som fag in vitro kan samlas och
efter denna in vitro-samlingen &r kapabel till replikation
bide som fag och plasmid.

8. Férfarande enligt patentkrav 7 f6r framstdllning av
transfamiden pGY95, k @ nn e tecknat av att plas-
miden pBR322 och fagvektoren EMBL4 bryts med samma restrik-
tionsendonukleas och det h#rvid erhdllna plasmid-DNA och
fag-DNA ligeras med T4-DNA-ligas och det erhdllna
transfamid-DNA isoleras.

9. Férfarande for framstdllning av en fasmid av ny typ,

kK innetecknat avattde fragment som innehdller
de for forodkningen av fagerna nédvindiga generna av fagen
lambda, vidare de DNA-fragment som méjliggdr en replikation
som plasmid i Escherichia coli och som bestimmer en anti-
biotikaresistens och slutligen de DNA-fragment som garante-
rar dverlevnaden som plasmid i ndgon annan mikroorganism
och som m&jliggdr selektion i denna mikroorganism - varvid
dessa tre fragment tillsammans uppvisar en storlek som ar
nddvindig for férdkningen av fagerna - ligeras med varandra
och det s& erh&llna fasmid-DNA isoleras, Som kXan isoleras
som bade fag och plasmid och l&mpar sig fér insertionsklo-
ning av frédmmande DNA-sekvenser och som efter insertionen i
E. coli &r kapabel till replikation som fag och plasmid och

sverlever i nimnda andra mikroorganism som plasmid.
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10. Férfarande enligt patentkrav 9 fdr framstdllning av
fasmiderna pGYOKI9 och pGYOKI10 av ny typ, k &@&nne -
tecknat av att man utgdr ifrdn kombinationsplasmiden

53

pGYOKI1l/2 och lambdafagvektorn EMBL4.

11. Transfamid pGY95, k&4 nnetecknad av att den
uppvisar de i figur 5 visade restriktions- och funktions-
kartorna, en ampicillin- och en tetracyclin-resistensgen
och en storlek pd 32,3 Kkb.

12. Fasmiderna pGYOKI9 och pGYOKI10 av ny typ, kdanne -
tecknade av att de uppvisar de i figur 12 visade
restriktions- och funktionskartorna, vardera en
kloramfenikol-, neomycin- och tiostrepton-resistensgen och
en storlek pd 41 kb.

13. Ny stam Escherichia coli pGY95 (NCAIM B/P/000356)
innehdllande transfamiden enligt patentkrav 11.

14. Ny stam Escherichia coli pGYOKI9 (NCAIM B/P/001011)
inneh8llande fasmiden pGYOKI9 enligt patentkrav 12.

15. Ny stam Escherichia coli pGYOKI10 (NCAIM B/P/001012)
innehdllande fasmiden pGYOKI1l0 enligt patentkrav 12.
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Kloonaus plasmidivektoriin
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