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Puhdistetut proteiinit, yhdistelmd-DNA-sekvenssit ja menetel-
maét kofeiinia sisaltamattémien juomien valmistamiseksi

Tama patenttihakemus koskee puhdistettuja proteiineja, yhdistelma-
DNA-sekvenssejd, niilld transformoituja isantia sekd menetelmia kofeiinia si-
sdltamattdmien juomien ja elintarvikkeiden tuottamiseksi. Tarkemmin ottaen
tdma patenttihakemus koskee puhdistettuja proteiineja ja yhdistelma-DNA-
sekvensseja, jotka suppressoivat kofeiinin ilmentymista kahvikasveissa seka
niiden korjatuissa hedelmissé. Keksinnén avulla saadaan stabiileja kofeiinia
sisaltamattdomia kahvikasvilinjoja, joiden hedelmistad voidaan paahtamisen ja
jauhamisen jéalkeen valmistaa kofeiinia sisaltamatdnta kahvia. Arvellaan, etta
keksintéa voidaan kayttaa kofeiinisynteesin suppressoimiseksi teessa (Camellia
sinensis) ja kolassa (Cola acuminata) seka sukulaisalkaloidien synteesin sup-
pressoimiseksi suklaassa (Theobroma cacao).

Keksinnon tausta

Kahvia valmistetaan suvun Coffea kasvien paahdetuista ja jauhe-
tuista pavuista, yleensa lajista C. arabica. Kahvikasvit tuottavat kofeiinialkaloi-
dia, jota esiintyy niiden kuivatuissa hedelmissé, kahvipavuissa. Koska monet
kahvinjuojat suosivat kofeiinia siséltdméatdnta kahvia, on kehitetty lukuisia me-
netelmia kofeiinin poistamiseksi kahvipavuista. Kaikki nAma menetelmat johta-
vat muidenkin aineiden kuin kofeiinin poistumiseen pavuista, milla on kieltei-
nen vaikutus kasitellyistd pavuista keitetyn kahvin makuun. Vaikka joitakin
luonnollisesti esiintyvid kofeiinia sisaltamattémia kahveja ja sukulaislajeja
(Mascarocoffea spp. ja Coffea bengalensis) tunnetaan, ei niilla ole kaupallista
arvoa (Charrier ja Berthaud, “Variation of Caffeine Content in the Coffea Ge-
nus”, Cafe’ Cacao The’ 14 (1975) 251 - 264). Nain muodoin kofeiinittomien
kahvipapujen tuottamiseksi tarvitaan menetelma, joka ei johda muiden ainei-
den kuin kofeiinin poistamiseen pavuista.

Kofeiini on luonnollisesti esiintyvad puriinialkaloidi, jota tuottavat
muun muassa kahvi- ja teekasvit. Kofeiinisynteesin arvellaan sucjaavan kas-
veja hyodnteisilta. Kahvikasvit syntetisoivat kofeiinia xantosiininukleosidista nel-
jéssa perakkaisessa reaktiossa, jotka esitetdaan kuviossa 1. Katsauksen osalta
katso Suzuki, T., Ashihara, H., ja Waller, G.R., Phytochemistry 31 (1992)
2575. Reitilla ensimmainen vaihe on xantosiininukleosidin metylointi S-adeno-
syylimetioniinilla, jota reaktiota katalysoi entsyymi xantosiini-N’-metyylitransfe-
raasi (XMT). Tuote, 7-metyylixantosiini, hydrolysoidaan (riboosi poistuu) 7-me-
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tyylixantiiniksi, joka metyloidaan edelleen teobromiiniksi ja kofeiiniksi. Odo-
tusten mukaan tdman synteesireaktiosarjan katkaisu salpaa kofeiinisynteesin.
Téaten eras strategia kofeiinin selektiiviseksi poistamiseksi kahvikas-
veista on kofeiinin biosynteesireitin spesifisten entsyymien synteesin estami-
nen. Taméan keksinnén yhdessa suoritusmuodossa suoritetaan kahvikasvien
geneettista muuntelua XMT:n synteesin estéamiseksi. Talla hetkella edullisena
pidetyssa suoritusmuodossa XMT-synteesi suppressoidaan transformoimalla
kahvikasvit DNA-sekvenssilld, joka koodittaa sellaisen Idhetti-RNA:n (MRNA)
transkriptiota, joka on antisense (ei tietoa sisaltava) XMT:n ilmentymista koo-
dittavaan mRNA:han nahden. Keksintéa voidaan soveltaa yleisesti muidenkin
kofeiinia sisdltamattémien juomien ja elintarvikkeiden, mukaan lfukien teen,
kaakaon ja muiden suklaapohjaisten juomien tai ruoka-aineiden tuottamiseksi.

Keksinnén yhteenveto

Julkistetaan puhdistettuja proteiineja, niiden ilmentymistd kooditta-
via DNA-sekvenssejad ja yhdistelma-DNA-molekyyleja, mukaan lukien nailla
transformoituja iséntid, kahvikasvien transformoimiseksi kofeiinin ilmentymisen
suppressoimiseksi. DNA-sekvensseille ja yhdistelma-DNA-molekyyleille on ka-
rakteristista, ettd ne koodittavat entsyymin, xantosiini-N’-metyylitransferaasin
(XMT), ilmentymista, joka esiintyy kahvin kofeiinisynteesireitin ensimmaisessé
vaiheessa. Kayttoon annetaan taman DNA:n emassekvenssi seka siitd joh-
dettu XMT:n aminohapposekvenssi.

Kahvikasvit transformoidaan DNA-molekyyleilld, jotka koodittavat
mRNA-sekvenssin transkriptiota, joka on antisense mRNA:han ndhden, joka
koodittaa kofeiinibiosynteesireitin ainakin yhden entsyymin ilmentymista. Anti-
sense-RNA sitoutuu XMT-mRNA:han inaktivoiden siten kofeiinisynteesireitin
ensimmaisessa vaiheessa esiintyvan koodittavan mRNA:n. Tuloksena téasta
transformoidut kasvit eivat kykene syntetisoimaan kofeiinia, vaikka niiden me-
tabolia on muutoin ennallaan.

Piirustusten lyhyt kuvaus
Kuviossa 1 esitetddn kaaviopiirros kofeiinisynteesireitistd Coffea
arabicassa.

Kuvio 2 on valokuva puhdistetun xantosiini-N’-metyylitransferaasin
hopealla varjatysta SDS-PAGE-geelista.
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Kuviossa 3 on densitometrinen kromatogrammi, joka esittda puh-
distetusta xantosiini-N"-metyylitransferaasista trypsiinilla pilkkomalla saatuja ja
HPLC:lla erotettuja fragmentteja.

Kuviossa 4 esitetédén oligonukleotidialukkeet, joita kaytettiin xanto-
siini-N’-metyylitransferaasia koodittavan cDNA-kirjasto-cDNA:n seulontaan.

Kuviossa 5 esitetaan xantosiini-N’-metyylitransferaasia koodittavan
cDNA:n emassekvenssi.

Kuviossa 6 esitetddn xantosiini-N’-metyylitransferaasille paatelty
aminohapposekvenssi.

Keksinnon yksityiskohtainen kuvaus

Seuraava yksityiskohtainen kuvaus esitetaan tassa kuvatun keksin-
nén tekemiseksi ymmarrettivammaksi, ja kuvauksessa kdytetdan seuraavia
ilmauksia:

Nukleotidi: Monomeerinen DNA- tai RNA-yksikkd, joka koostuu so-
keriosasta (pentoosi), fosfaatista ja typpipitoisesta heterosyklisestd emakses-
td. Emas on sidottu sokeriosaan glykosidihiilen (pentoosin hiili 1’) valityksella,
ja emaksen ja sokerin tata yhdistelmaa kutsutaan nukleosidiksi. Emas karakte-
risoi nukleotidin. Kyseeseen tulevat nelja DNA-emésta ovat adeniini (“A”), gua-
niini (“G”), sytosiini (“C") ja tymiini (“T"). Kyseeseen tulevat neljd RNA-emasta
ovat A, G, C ja urasiili (“U”).

DNA-sekvenssi: Lineaarinen sarja nukleotideja, joita yhdistavat toi-
siinsa vierekkaisten pentoosien 3’- ja 5'-hiilten valiset fosfodiesterisidokset.

Kodoni: Kolmen nukleotidin muodostama DNA-sekvenssi (tripletti),
joka koodittaa mRNA:n vélitykselld aminohappoa, translaation aloitussignaalia
tai translaation paattavaa signaalia. Esimerkiksi nukleotiditripletit TTA, TTG,
CTT, CTC, CTA ja CTG koodittavat aminohappoa leusiini (“‘Leu”), TAG, TAA ja
TGA ovat translaation stop-signaaleja ja ATG on translaation aloitussignaali,
joka koodittaa my&s aminohappoa metioniini (“MET").

Polypeptidi: Lineaarinen sarja aminohappoja, joita yhdistavat toi-
siinsa vierekkaisten aminohappojen amino- ja karboksiryhmien vaéliset peptidi-
sidokset.

Genomi: Solun tai viruksen koko DNA. Se sisaltda muun muassa ai-
neen polypeptideja koodittavan rakennegeenin seké promoottorikohdan, trans-
kription ja translaation aloitus- ja paatéskohdat.
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Geeni: DNA-sekvenssi, joka koodittaa templaatti- tai lahetti-
RNA:nsa (“mRNA") valityksella spesifiselle polypeptidille karakteristista amino-
happosekvenssia. '

Transkriptio: Prosessi, jossa geenista tai DNA-sekvenssistd muo-
dostuu mRNA:ta.

Translaatio: Prosessi, jossa mRNA:sta muodostuu polypeptidi.

limentyminen: Prosessi, jonka tuloksena geenista tai DNA-sekvens-
sistd muodostuu polypeptidi. Se on transkription ja translaation summa.

Plasmidi: Kaksisaikeinen ei-kromosomi-DNA-sekvenssi, joka kasit-
tdd koskemattoman “replikonin”, jolloin plasmidi voi replikoitua (monistua)
isantasolussa. Kun plasmidi sijoitetaan yksisoluiseen organismiin, plasmidin
DNA voi johtaa organismin ominaisuuksien muutokseen tai transformaatioon.
Esimerkiksi tetrasykliiniresistenssigeenin (TETR) kasittdva plasmidi transfor-
moi aiemmin tetrasykliinille herkan solun soluksi, joka on tetrasykliiniresistentti.
Plasmidilla transformoitua solua kutsutaan “transformantiksi”.

Faagi tai bakteriofagi: Bakteerivirus; monet néista koostuvat proteii-
nikuoreen suljetuista (kapsidoiduista, “kapsidi”) DNA-sekvensseista.

Kloonauksen kuljetin: Plasmidi, faagi-DNA, kosmidi tai muu DNA-
sekvenssi, joka pystyy replikoitumaan isantasolussa ja jota karakterisoi yksi tai
useampi endonukleaasitunnistuskohta, josta tallainen DNA-sekvenssi voidaan
leikata ennalta maaratylla tavalla ilman DNA:n tasta seuraavaa oleellisen bio-
logisen funktion menetysta, esim. replikaation, kuoriproteiinien tuotannon tai
promoottori- tai sitoutumiskohtien menetysta, ja joka sisaltdd transformoitujen
solujen identifioinnissa kaytettavaksi sopivan merkin, joka on esimerkiksi tetra-
sykliini- tai ampisilliiniresistenssi(geeni). Kloonauskuljetinta kutsutaan usein
vektoriksi.

Kloonaaminen: Prosessi, jossa saadaan organismien tai DNA-sek-
venssien populaatio yhdesta téllaisesta organismista tai sekvenssista asek-
suaalisella reproduktiolla.

Yhdisteim&-DNA-molekyyli tai hybridi-DNA: Molekyyli, joka koostuu
eri genomeista peraisin olevista DNA-segmenteista, jotka on liitetty paittain
toisiinsa eldvien solujen ulkopuolella ja joita voidaan yllapitda elévissa soluis-
sa.

cDNA: DNA-séie, joka on komplementaarinen mRNA:han nahden,
joka koodittaa jotain nimenomaista polypeptidia.
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Vaikka strategiaa kofeiinittoman kahvin tuottamiseksi voidaan so-
veltaa yleisesti kofeiinisynteesireitin muihin entsyymeihin kahvi- ja muissa ko-
feiinia tuottavissa kasveissa, tdman keksinndn talla hetkelld edullisena pide-
tyssa suoritusmuodossa suppressoidaan reitin ensimmaisen yksittdisen ent-
syymin, xantosiini-N’-metyylitransferaasin (XMT), ilmentyminen. Vaikka XMT:n
rooli kofeiinisynteesissd on selvitetty radioleimaamalla prekursoreita, tahan
mennessd entsyymid ei ole puhdistettu eikd sen aminohapposekvenssia ole
maaritetty. Tama keksintd kattaa tdman vuoksi oleellisesti puhdistetun XMT:n.
Keksintd kattaa edelleen puhdistetusta XMT:sté trypsiinillda pilkkomalla eristet-
tyjen fragmenttien aminohapposekvenssin.

Puhdistetuista entsyyminaytteistd saatuihin aminohapposekvenssin
osiin perustuvia cDNA-koettimia syntetisoitin ja osa geenistd monistettiin
PCR:n avulla. PCR-tuotteilla seulottiin nuorista lehdistd saadusta mRNA:sta
syntetisoitu cDNA-kirjasto XMT:t4 koodittavien transkriptien identifioimiseksi.
Positiiviset transkriptit sekventoitiin, jolloin saatiin noin 90 % XMT:t4 kooditta-
vasta geenista.

XMT:n ilmentymistd koodittava DNA vietiin pBl-121-transformointi-
vektoriin, joka sisdlsi kanamysiiniresistenssigeenin. Vektorin onnistunutta in-
korporaatiota kasvisoluihin monitoroitiin tarkkailemalla antibioottiresistenssin
ilmentymista. Saaduilla rakenteilla transformoitiin kahvikasvin somaattisia al-
kioita kudosvilielmassa. Transformoiduista alkioista kasvatettiin sitten uusia
kahvikasveja, jotka eivét tuottaneet kofeiinia. Naiden uusien kasvien paahde-
tuista ja jauhetuista hedelmista valmistettiin luonnollisesti kofeiinia sisaltdama-
tonta kahvia.

Spesifisemmin tuore lehtikudos C. arabican nuorista lehdista jau-
hettiin hienoksi ja siita uutettiin proteiini. Uutteet puhdistettiin pylvasajossa ja
entsyymiaktiivisuus méadritettiin monitoroimalla xantosiinin metylaatiota C"-lei-
mattua S-adenosyylimetioniinia substraattina kayttden. Reaktiotuote varmis-
tettiin 7-metyylixantosiiniksi vertaamalla leimatun reaktiotuotteen migraatiota
3-metyylixantiinin, 7-metyylixantiinin, 8-metyylixantiinin, 7-metyylixantosiinin,
xantiinin ja xantosiinin migraatioon kussakin neljdsta eri kromatografiasystee-
mista.

Proteiini-isolaattien puhtaus maaritettiin kayttaen SDS-PAGE-elekt-
roforeesia ja kaksisuuntaista geelielektroforeesia. Yksisuuntaisten SDS-
PAGE-geelien hopeavérjays osoitti dubletin lasndolon, jolla oli XMT:n entsy-
maattinen aktiivisuus ja jonka molekyylipaino oli 36 - 37 kilodaltonia (kD), ku-
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ten esitetdan kuviossa 2. Kukin proteiini erotettiin edelleen isoelektrisen foku-
soinnin avulla. Tulostiedot osoittivat XMT:n isotsyymien lasn&olon, jolloin iso-
tsyymit saattavat olla seurausta proteiinin translaation jalkeisestd modifikaa-
tiosta; vaihtoehtoisesti kyseessa on mahdollisesti XMT-entsyymeja kooditta-
vien geenien ryhma.

Proteiinisekventoinnissa kaytettin SDS-PAGE-geeleissa visualisoi-
tua dublettia. Puhdistettu XMT pilkottiin osittain trypsiinilla fragmenttien saami-
seksi jatkoanalyysiin; HPLC:lla saatiin erotetuksi kolme piikkid. Sekventoinnin
suorittanut laboratorio oli the Protein Structure Laboratory, the University of
California, Davis; automatisoidussa pilkkomisessa kaytettin Edman-menetel-
maa (Edman, P., ja Begg, G., Eur. J. Biochem. 1 80). Erotetuksi saatiin kaksi
yksittaistd sekvenssia, joista rakennettiin alukkeet koetinsynteesiin. Kahvikas-
vin lehdistd uutettin RNA, josta puhdistettiin poly(A*)-sekvensseja siséltava
mRNA. Poly(A’)-mRNA:sta valmistettin cDNA-kirjasto kdanteiskopioijaentsyy-
min avulla. DNA-polymeraasi-l:td kayttden valmistettiin kaksisaikeinen DNA,
joka otettiin talteen saostamalla. cDNA fraktioitiin ja insertoitiin faagiin monis-
tamista varten. cDNA-kirjasto seulottin PCR:lla syntetisoidulla koettimella, joka
oli valmistettu kayttaen alukkeita, jotka perustuivat puhdistetun XMT:n amino-
happosekvenssistd oletetulle DNA-sekvenssille. Identifioitiin  kaikki XMT:ta
koodittavat sekvenssit sisaltdvaa cDNA:ta tuottava klooni.

XMT:ta koodittavaa geenia vastaavalla cDNA:lla transformoitiin kah-
vikasvin alkioita, jolloin transformoivana vektorina kaytettiin plasmidia pBl-121.
XMT:n ilmentymistd koodittavaa DNA:ta vastaavat sekvenssit insertoitiin
plasmidiin kaanteisessd suuntauksessa kukkakaalimosaiikkivirus-35S-pro-
moottorin viereen. Naista transkriptiolla tuotettu RNA on komplementaarinen
XMT:n aminohapposekvenssia koodittavaan mRNA:han ndhden. Taydelliset
rakenteet monistetaan bakteeri-isdnnissa. Isantdsolut rikotaan ja monistettu
vektori kiinnitetaan kolloidisiin kultahiukkasiin. Kultahiukkaset kiinnittyneine
vektoreineen insertoidaan kahvikasviprotoplasteihin suuntaamalla hiukka-
set suurella nopeudella soluihin, kuten kuvataan US-patenttijulkaisussa
5 107 065. Onnistuneesti transformoidut nuoret kasvit identifioidaan antibiootti-
resistenssin perusteella. Transformoidut kasvit eivat tuota kofeiinia.
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Esimerkkeja

A. Xantosiini-N’-metyylitransferaasin puhdistaminen Guatemalan C. ara-
bica L. cv -kahvikasvin lehdista

Nuoria, alle 5 mm:n pituisia lehtia (vastaa B3-vaihetta; Frischknecht,
P.M., Ulmer-Dufek, J., ja Baumann, T.W., Phytochemistry 25 613) kerattiin tut-
kimusasemalla the University of Hawaii Waimanalo Research Station, Oahu,
Hawaiji, kasvatetuista pensaista. Lehdet upotettiin valittdtmasti nestetyppeen
(nestemainen N,) ja varastoitiin -70 °C:ssa kayttoéén asti. Kaikki sitten suorite-
tut menettelyt tehtiin 4 °C:ssa ellei toisin ole mainittu. Lehtikudos (150 g) jau-
hettiin hienoksi kdyttden huhmaretta ja survinta nestemaisessa N,:ssa, minka
jalkeen se siirrettiin edelleen jaisena ennalta jdahdytettyyn kotikayttdkahvimyl-
lyyn, jossa sitd jauhettiin pienen palan kanssa kuivajaata noin 30 sekunnin
ajan. Jauhettu kudos vietiin astiaan, joka sisalsi 1,51 jaakylmaa 80-%:ista
asetonia, 5 mM tiourea ja 12,5 mM B-merkaptoetanoli. Sekoitettin magneet-
tisekoittajan avulla 45 minuutin ajan, minka jalkeen kudos otettiin talteen tyhjo-
suodattamalla Whatman nro 1 -suodatinpaperin kasittavassa Bilchner-suppi-
lossa. Kudos pestiin 2,5 llla jadkylm&a 80-%:ista asetonia, joka sisalsi tio-
ureaa ja B-merkaptoetanolia kuten edella, ja sita kuivattiin ilmassa 20 minuutin
ajan, minka jalkeen sitd kylmakuivattiin 48 tunnin ajan.

Saatu asetonijauhe homogenisoitiin sekoittajassa 400 ml:n uutto-
puskurin (EB) kanssa (0,1 M PIPES [pH 7,0], 0,5 mM Na,EDTA, 0,56 mM
Na,EGTA, 5 % askorbiinihappoa, 5 mM ditiotreitoli [DTT], 5 mM tiourea,
12 mM L-kysteiini-HCI, 1 % polyetyleeniglykoli [PEG] 20 000 -valmistetta,
0,1 mM fenyylimetyylisulfonyylifluoridia [PMSF] ja 20 g polyvinyyli-pylopyrroli-
donia [PVPPY]). Lietettd homogenisoitiin 10 minuutin ajan keskimaaraiselld no-
peudelia, minka jalkeen se siirrettiin 250 ml:n sentrifugiputkiin ja sentrifugoitiin
23 000 x g:sséa 30 minuutin ajan kayttden GSA (Dupont-Sorvall) -roottoria.

Saatua 350 mi:n raakasupernatanttia kyllastettiin 40-%:iseksi am-
moniumsulfaatilla (AS) 30 minuutissa lisdamalla hitaasti 79,86 g AS-jauhetta
samalla sekoittaen jadhauteen ympéréiméssa astiassa. Seos siirrettiin taas
250 mil:n sentrifugiputkiin ja sentrifugoitiin 23 000 x g:ss&a 30 minuutin ajan
kuten edella. Saatua 350 mi:n supernatanttia panostettiin 40 ml:n Macro-Prep
(Bio-Rad) -metyyli-HIC-pylvédaseen (HIC = hydrofobisen vuorovaikutuksen
kromatografia) virtausnopeudella 2,5 ml/min. Kaikista pylvasfraktioista maari-
tettiin proteiini kayttéden absorbanssia A,y (nm). HIC-pylvasta pestiin esitasa-
painoituspuskurilla, jossa oli 1,7 M AS, 20 mM bis-tris-propaani (pH 6,8) ja
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5 mM DTT, kunnes pohjataso oli lahella nollaa. Sitten pylvasta eluoitiin pusku-
rilla, jossa oli 10 mM tris (pH 7,0), 5 mM DTT, 1 mM MgCl,. Ensimmaiset pyl-
vaasta tulleet 15 ml heitettiin pois, ja loput eluaatista (200 mi) panostettiin pai-
novoimaa kayttaen 100 ml:n Affi-Gel Blue -affiniteettigeeli (100 - 200 mesh,
Bio-Rad) -pylvaaseen, jossa vari Cibacron Blue F3GA oli kovalenttisesti kiin-
nitetty matriisiin. Geelid esitasapainoitettin panostuspuskurilla, jossa oli
10 mM tris (pH 7,0), 5 mM DTT, 1 mM MgCl,. Pylvasté pestiin perusteellisesti
talla panostuspuskurilla, kunnes pohjataso stabiloitui lahelle nollaa, minka jal-
keen sitoutuneet proteiinit eluoitiin puskurilla, jossa oli 10 mM tris (pH 7,0), 5
mM DTT ja 1,5 M natriumkloridia (NaCl).

142 mil:sta Affi-Gel Blue Gel -pylvaseluaattia tehtiin 1,7 molaarinen
(1,7 M) AS:n suhteen lisdamalla hitaasti 31,8 g AS-jauhetta 30 minuutissa se-
koittaen samalla jddhauteen ympardiméassa astiassa. Lietetta sentrifugoitiin
250 ml:n sentrifugipulloissa 23 000 x g:ssd 30 minuutin ajan kuten edell3, ja
saatu supernatantti panostettin FPLC Phenyl-Sepharose -pylvddseen XK
26/20 (Pharmacia) 23 °C:ssa. Pylvasta esitasapainoitettiin puskurilla, jossa oli
20 mM bis-tris-propaania (pH 6,8), 5 mM DTT ja 1,7 M AS. Pohjatason vakiin-
nuttua lahelle nollaa proteiinit eluoitiin pylvaastd kayttden 40 minuutin k&an-
teista gradienttia 1,7 M AS:sta 0 M AS:&an virtausnopeuden ollessa 5 ml/min;
kerattiin 1 min fraktioita. 0 M AS-eluutiopuskuri sisélsi 10 mM tris (pH 7,0),
5 mM DTT ja 1 mM MgCl,.

Kerattyjen fraktioiden aktiivisuusmaaritykset osoittivat, etté valtaosa
xantosiini-N’-metyyli-metyylitransferaasin entsymaattisesta aktiivisuudesta oli
keskittynyt fraktioihin 49 - 54. Nama fraktiot yhdistettiin pooliksi, jonka lopputi-
lavuus oli 30 ml, minka jalkeen pooli panostettin 6 ml:n ATP-agaroosi-
pylvaaseen (Sigma Chemicals, A2767) painovoiman avulla 4 °C:ssa. Pylvasta
esitasapainoitettiin puskurilla, jossa oli 10 mM tris (pH 7,0), 5 mM DTT ja 1 mM
MgCl,. Pohjatason stabiloiduttua pylvasta eluoitin 20 ml:lla esitasapainoitus-
puskuria, joka sisalsi 100 uM xantosiinia, ja se pestiin vielda 40 mllia esitasa-
painoituspuskuria. Naméa kaksi pylvaseluaattia yhdistettiin pooliksi, joka pa-
nostettiin 23 °C:ssa Mono-P HR 5/20 FPLC (Pharmacia) -pylvaaseen, jota ol
esitasapainoitettu puskurilla, jossa oli 25 mM bis-tris (pH 6,0) ja 9 % betaiinia.
Pohjatason stabiloiduttua pylvasta eluoitin 100 ml:lla Polybuffer 74 -puskuria
(10 ml:90 ml H,0, v/iv) (pH 4,0) (Pharmacia), joka sisélsi 9 % betaiinia, virtaus-
nopeuden ollessa 1 ml/min. Kerdysputket sisélsivat 100 pl 0,5 M trisiinipusku-
ria (pH 7,0) ja 50 mM DTT, jolloin loppupitoisuus 1 mi:ssa oli 50 mM ftrisiini (pH
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7,0) ja 5 mM DTT 1 minuutin fraktioita kerattdessa. Tama itse asiassa stabiloi
lopulliset pH-olosuhteet lievasti happamassa pH:ssa Mono-O-pylvaasta eluoi-
duille proteiineille. Trisiinid sisaltamattémissa kerdysputkissa padosa xantosii-
ni-N"-metyylitransferaasiaktiivisuudesta todettiin gradienttifraktioissa 15 ja 16,
jotka eluoituivat pylvaastad pH:ssa 5,42 ja vastaavasti 5,35. Huomiota tuli kiin-
nittaa siihen, ettei proteiininaytteitéa paastetty jadtymaan puhdistuksen missaan
vaiheessa, koska talla oli huomattavan kielteinen vaikutus xantosiini-N’-
metyylitransferaasin aktiivisuuden tilaan.

B. Entsyymiaktiivisuuden maaritys

100 pl:n standardiméaaritysseos kasitti pitoisuudet 50 mM trisiini (pH
7,0), 1200 pM xantosiini, 5 mM DTT, 7,5 pM S-adenosyyli-L-(metyyli-'*C)-
metioniini (SAM) (60 mCi/mmol; DuPont NEN) ja 1 mM Na,EDTA. Reaktiose-
osta (50 ul ilman entsyymid) esi-inkuboitiin 10 minuutin ajan 25 °C:ssa, minka
jalkeen reaktio kaynnistettiin lisdamalla 50 ul entsyymiliuosta ja sen annettiin
edeta 25 °C:ssa 1 tunnin ajan. Inkubointiajan kuluttua umpeen reaktioseok-
sesta otettiin kolme 30 pl:n nayte-eraa, joissa reaktio keskeytettiin lisdamalla
8 ul 0,6 M perkloorihappoa (HCIO,). Sama tehtiin nolla-aikaverrokeiile, jotta
voitaisiin todeta todellinen entsyymiaktiivisuus. Tata seosta sentrifugoitiin mik-
rosentrifugissa 5 minuutin ajan, ja 19 pl saatua supernatanttia sekoitettiin
1,0 pul:aan 33 mM 7-metyylixantosiinia. Naitéd seoksia sijoitettiin tépliksi What-
man nro 1 -kromatografiapaperille, ja ajettiin n-butanoli-etikkahappo-H,O:lla (n-
BuOH-HOACc-H,0; 4:1:1). 7-metyylixantosiinin asema maaritettiin sen sinisesta
fluoresenssista lyhyen aallonpituuden UV-valossa. Tama alue leikattiin irti
kromatogrammeista ja radioaktiivisuus maaritettin tuikelaskennalla, jossa
kaytettin 3 ml Scinti-verse-tuikenestettd (Fisher Scientific). Laskentateho oli
74,7 %. Tuloksista vahennettiin tausta seka ei-spesifinen sateily, joka todettiin
nolla-ajankohdan naytteiden 7-metyylixantosiinialueella.

C. Reaktiotuotteen identifiointi

Metylointikohta xantiinirenkaassa identifioitiin hydrolysoimalla sokeri
metyloidusta xantosiinireaktiotuotteesta ja erottamalla neljalla eri kromatogra-
fiasysteemiila. Tuote kahdesta 100 ul:n edelld kuvatun mukaisesti suoritetusta
reaktiosta, joka sisalsi 6 ul 33 mM 7-metyylixantosiinia kantajana, panostettiin
nauhana Whatman nro 1 -paperikromatografiapaperin alkukohtaan. Kromato-
grammi ajettiin kayttden n-BuOH-HOAc-H,O:ta (4:1:1). Kromatogrammin me-
tyloitua xantosiinia vastaava alue todettiin kuten edelld, se leikeltiin pieniksi
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palasiksi, jotka sijoitettiin steriiliin putkeen, jossa niitd inkuboitiin 35 ml:n deio-
nisoitua vettd kanssa 37 °C:ssa ravistellen yon yli. Saatu uute suodatettiin 2
kerroksen Mira-kangasta ja sitten 0,22 um:n huokoskoon suodattimen lapi ja
kylmakuivattiin sitten. Kuivattu uute uudelleensuspendoitiin 1,0 ml:aan deioni-
soitua vettd, suspensio sijoitettiin lasiseen uuttoampulliin ja kylmakuivattiin.
Nayte uudelleensuspendoitiin 400 pl:aan 1,0 M HCI:44 ja inkuboitiin 1 tunnin
ajan 100 °C:ssa. Uute kylmé&kuivattiin, se uudelleensuspendoitiin 400 pl:aan
3 mM 7-metyylixantiinia ja kylmakuivattiin jalleen. Uute uudelleensuspendoitiin
40 pl:aan deionisoitua vetta, ja 10 pl:lla suoritettin kromatografia-ajo kullakin
neljallda eri systeemilla. Kuhunkin kromatografia-ajoon sisallytettiin vertailun
vuoksi 1-metyylixantiini, 3-metyylixantiini, 7-metyylixantiini, 8-metyylixantiini,
7-metyylixantosiini, xantiini js xantosiini. Kaytettiin seuraavia kromatografia-
systeemeja: Whatman nro 1 -paperi, joka ajettin n-BuOH-HOAc-H,O:ssa
(4:1:1), seka C8-ohutkerroslevyt (Whatman KC18F), jotka ajettiin yhdella seu-
raavista: isoamyylialkoholi-H,O-asetonitriili (41:4:5), etanoli-H,0 (4:1) tai tert-
BuOH-HOAc-H,O (4:1:1). Kuivaamisen jalkeen kromatogrammit suihkutettiin
En®Hance-valmisteella (DuPont NEN) ja kuivattiin taas, minka jalkeen niita
valotettiin 30 paivan ajan esivalotetulle Fuji RXgq -réntgenfilmille -70 °C:ssa.

D. Proteiinien identifiointi geelielektroforeesilla

Edella kuvatun mukaisesti valmistetuista uutteista valmistettiin yksi-
suuntaiset (1D) SDS-PAGE-minigeelit (paageeli: 12,5 % akryyliamidia, 0,8 %
metyleenibisakryyliamidia; panostusgeeli: 7,5 % akryyliamidia, 0,21 % mety-
leenibisakryyliamidia) sekoittamalla Laemmlin naytepuskuriin (Laemmli, U.K.,
Nature 227 (1970) 680) seka kaksisuuntaiset (2D) mini-IEF/SDS-PAGE-geelit
O’Farrellista et al. modifioidulla menetelmalla (O’Farrell, P.Z., Goodman, H.M.,
O’Farrell, P.H., Cell 12 (1977) 1133). Kaksisuuntainen elektroforeesi tehtiin
mahdolliseksi saostamalla proteiinit 50 tilavuudella 100-%:ista etanolia 1 tun-
nissa ja uudelleenliuottamalla proteiinit sitten isoelektrisen fokusoinnin (IEF)
naytepuskuriin, joka sisélsi 5 % amfoliineja (1:1, v/v; pH 3 - 10:pH 5 - 7, LKB-
Pharmacia). Alkuperéisen proteiiniuutteen ja IEF-naytepuskurin valinen suhde
pidettiin vahintaan arvossa 1:2 sen varmistamiseksi, etteivat kromatografiavai-
heista mahdollisesti jaaneet puskuri-aineosat hairinneet |IEF:44. Samankokoi-
set kokonaisproteiinindytteet (< 20 pug) panostettiin esifokusoitujen, 5 % amfo-
lineja kuten edella sisaltavien putkigeelien (8,8 % akryyliamidia, 1,6 % mety-
leenibisakryyliamidia) alaosaan. Geeleja fokusoitiin 10 000 V-tunnilla seka
vield 2 tuntia 1 000 voltilla (V). Sokeafokusoidut geelit leikeltiin 5 mm:n paloiksi
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ja inkuboitiin 0,5 ml:ssa 100 mM CaCl,-liuosta 24 tunnin ajan, minka jalkeen
méaaritettiin segmenttien pH. Tdman analyysin perusteella IEF-geelin pH-gra-
dientiksi arvioitiin 4,4 - 6,0.

Putkigeelit SDS-PAGE:a varten valmistettiin pesemalla pikaisesti
vedelld ja sitten kolme kertaa (kulloinkin 10 min) kuumalla Laemmli-naytepus-
kurilla. Putkigeelit sijoitettin SDS-PAGE-geelien (paéageeli: 12,5 % akryyliami-
dia, 0,8 % metyleenibisakryyliamidia; panostusgeeli: 7,5 % akryyliamidia,
0,21 % metyleenibisakryyliamidia) paélle, ja ne pidettiin paikoillaan 3 %:lla
agaroosia Laemmli-naytepuskurissa. Proteiinit visualisoitiin hopeavarjayksella.
1D-geeleissa Mono-P-fraktio 16, jonka entsyymiaktiivisuus oli suurin, osoitti
hopeavarjayksessa vain dubletin ldsnéoloa (kuvio 2). Naiden proteiinien mole-
kyylipainot (kD) olivat noin 37,6 ja 36,1 kD. 2D-geeleissa kukin proteiini erottui
kahtena taplana. Naistd happamamman isoelektrisen pisteen (IP) keskimaa-
rdinen arvo useasta geelista oli 5,2, jolloin eméaksisemman vastaava arvo oli
5,3. Niiden keskim&arainen molekyylipaino oli kuitenkin nyt 43,5 kD korkeam-
man ja matalamman molekyylipainon peptidien fuusioituessa toisiinsa. Tamén
vuoksi 1D- ja 2D-geelien valilla ilmenee selvd ero kD:ssa. Naiden kaikkien
neljan peptidin samaniainen migraatio Mono-P-pylvéissa, 1D- ja 2D-geeleissa
osoittaa niiden olevan isotsyymeja, jotka ovat mahdollisesti modifioituja trans-
laation jalkeen. Vaihtoehtoisesti ne on saattanut tuottaa geeniryhma, jotka
hienoisesti poikkeavat toisistaan rakenteeltaan, jolloin tuloksena ovat havaitut
toisistaan poikkeavat isotsyymit.

E. Proteiinien sekventointi

Kokonaisproteiiniméaaritys Lowryn menetelmalld (Lowry, O.H., Ro-
sebrough, N.J., Farr, A.L., ja Randall, R.J., J. Biol. Chem. 193 [1951] 265)
Mono-P-fraktiolle 16 osoitti 1 ml fraktion sisaltavan kaikkiaan 100 pg proteiinia.
Kokemuksemme mukaan nain matalilla proteiinipitoisuuksilla Lowry-arvot ovat
taipuvaisia liioittelemaan tosiasiallisesti lasna olevaa maaraa. Paatimme kom-
pensoida tata kayttamalla oleellisen osan tasta fraktiosta proteiinisekventoin-
tiin. 900 pl Mono-P-fraktiota 16, joka edusti siis 90 ug proteiinia, sijoitettiin ste-
riiliin 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkeen ja siihen lisattiin 216 pl 100-%:ista trikloo-
rietikkahappoa (TCA). Sekoituksen jédlkeen putken sisdltéa inkuboitiin jaissa
yon yli, minka jalkeen sitd sentrifugoitiin 14 000 rpm nopeudella mikrosentrifu-
gissa 30 minuutin ajan 4 °C:ssa. Supernatantti aspiroitiin pois ja pelletti pestiin
kahdesti 1 mi:lla 75-%:ista etanolia, jolloin kummankin pesun jalkeen sentrifu-
goitiin. Pelletti kuivattiin sijoittamalla putki Speed-Vac-laitteeseen, jossa sita
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pyoritettiin 1 minuutin ajan tyhjéssa. Sakkaan lisattiin 20 pl 2 x Laemmli-nayte-
puskuria, minka jélkeen sitd keitettiin vesihauteessa 5 minuutin ajan ja mikro-
fugoitiin sitten 1 minuutin ajan. Kun putken lampétila oli laskenut 23 °C:seen,
koko sen sisdltama maara panostettiin yhdeksi vyéhykkeeksi 12,5-%:iseen
1D-geeliin. Elektroforeesiajon paatyttyd proteiinit visualisoitiin varjaamalia
0,1 %:lla Coomassie R-250 -varia vesiliuoksessa, jossa oli 50 % metanolia ja
10 % etikkahappoa (w/v/v), minka jalkeen vari pestiin pois. Sama 37,6 ja 36,1
kD:n dubletti, joka havaittiin hopealla véarjatyissé geeleissa, nahtiin myés Coo-
massie-varilla varjatyissa geeleissa. Taman dubletin kasittava alue leikattiin irti
geelistd, ja sitd kaytettin proteiinisekventoinnissa automatisoidulla Edman-
pilkkomisella.

Proteiinisekventoinnin suoritti laboratorio the University of Califor-
nia, Davis, Protein Structure Laboratory standardiprotokollaa kayttden. Duble-
tin sisaltava geelipala pestiin 4 kertaan 15 ml:lla vetta ravistellen kevyesti 15
minuutin ajan edellisista vaiheista jadneiden etikkahapon ja SDS:n poistami-
seksi. Geelipalanen leikeltiin partakoneenteralld 2 mm:n nelidiksi, jotka sijoitet-
tiin 1,5 mi:n mikrosentrifugiputkeen. Geelipaloja kuivattiin vedestd Speed-Vac-
laitteessa 2 tunnin ajan, kunnes ne eivat enaa tarttuneet putkeen. Sitten lisat-
tiin 30 pl geelin rehydratointipuskuria (0,1 M Tris-HCI, pH 9,0, 0,05 % SDS), ja
pH:ksi varmistettiin 8,0 tipauttamalla 0,5 pl:n nayte pH-paperille. Lisattiin pilk-
komisentsyymi, Lys-C (0,2 ng) Achromobacter lyticus -organismista (Wako),
seka sen verran lisda rehydratointipuskuria, ettd geelipalaset taysin hydratoi-
tuivat ja jaljelle jai pieni maara ylimaaraista puskuria. Seosta inkuboitiin yon yli
30 °C:ssa. Inkuboinnin jalkeen supernatantti siirrettiin puhtaaseen steriiliin mik-
rosentrifugiputkeen ja varastoitiin. Lisattiin tarpeeksi vettéd geelipalasten peit-
tamiseksi, minka jalkeen niitd inkuboitiin vield 2 tunnin ajan 30 °C:ssa. Super-
natantti poistettiin ja varastoitin samaan mikrosentrifugiputkeen kuin edella.
Tama pesuvaihe toistettiin viela kerran yhdistden supernatantit edellisista kah-
desta pesusta saatuihin eriin. Sitten geelipalaset peitettiin liuoksella, jossa oli
0,1 % trifluorietikkahappoa (TFA) 80-%:isessa asetonitriilissa, ja inkuboitiin 1
tunnin ajan 30 °C:ssa. Supernatantti otettiin talteen ja siirrettiin kaikki edelliset
supernatantit sisaltdvaan putkeen. Viimeinen pesu toistettiin vield kerran ja
yhdistetyt supernatantit kuivattiin Speed-Vac-laitteessa.

Kuivatut trypsiinipilkkomistuotteet liuotettiin 25 ul:aan 6 M guanidii-
ni-HCI:a3, 0,4 M tris (pH 8,2), ja pH tarkastettiin sijoittamalla 0,5 pl:n nayte pH-
paperille. Lisattin 1 ul 450 mM DTT:ta ja pilkkomistuotetta inkuboitiin 45 mi-
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nuutin ajan 50 °C:ssa. Jaahdytyksen huoneenlampétilaan jalkeen lisattiin 2 pl
500 mM jodoasetamidia, minka jalkeen inkuboitiin edelleen 15 minuutin ajan
23 °C:ssa. Taman inkuboinnin paatyttya lisattiin 72 ul vetta, jolloin saatiin lop-
pupitoisuudet 1,5 M guanidiini ja 0,1 M tris. Sitten naytettad sentrifugoitiin 5 mi-
nuutin ajan 14 000 rpm nopeudella mikrosentrifugissa ja supernatantti siirret-
tiin varovaisesti uuteen mikrosentrifugiputkeen. Saostuneeseen pellettiin lisat-
tiin 25 ul 0,1-%:ista TFA:ta ja vorteksoitiin. Sitten putken sisalté sentrifugoitiin
jalleen kuten edella ja supernatantti lisattiin edellisesta vaiheesta saatuun.
Trypsiinilla pilkkomalla saadut fragmentit erotettiin toisistaan kor-
keapainenestekromatografisesti (HPLC) C18 1 mm x 10 cm kapillaaripylvaés-
s4, jolloin kaytettin 90 minuutin lineaarista gradienttia 5 % liuotinta A (0,1 %
TFA) — 70 % liuctinta B (0,075 % asetonitriili) virtausnopeuden ollessa 100 pl
minuutissa. UV-detektio asetettin 210 nanometriin (nm) skaalan ollessa
0-0,1 A. Saadut yksittaiset piikit osoittivat, ettad lasna oli useita eri peptideja,
kuten esitetaan kuviossa 3. Verrokiksi osalla alkuperaista SDS-PAGE-geelia,
joka ei sisaltanyt proteiinia, suoritettin tama pilkkomismenettely. Kuviossa 3
esiintyvat taytetyt piikit olivat yhteisia talle verrokille ja naytteelle. Automatisoitu
Edman-pilkkominen suoritettiin kolmelle, A.lla, B:lla ja C:lla merkitylle piikille.
Piikeista kahdelle (A ja B) saatiin toisiinsa limittyvat yksittaiset sekvenssit, jotka
edustivat samaa proteiinifragmenttia (kuvio 2, fragmentit A ja B). Kolmannelle
piikille (C) saatiin erilainen ainutkertainen sekvenssi (kuvio 2, fragmentti C).

F. Oligonukleotidi-DNA-alukkeiden synteesi xantosiini-N’-metyylitransfe-
raasia varten

20-meerialukkeiden kemiallisen synteesin xantosiini-N’-metyyli-
transferaasia pilkkomalla saatujen fragmenttien kahta aminohapposekvenssia
varten suoritti The Midland Certified Reagent Company. Valituilla fragmentti-
alueilla nukleiinihappojen degeneraatio oli minimaalinen, ja silloin kun se oli
mahdollista, valtettiin aminohappoja, joiden geneettinen koodi vaihtelee kovin
paljon. Silloin kun tama ei ollut mahdollista, syntetisoitiin samalle fragmentille
enemman kuin yksi aluke kaikkien mahdollisten vaihtoehtoisten kodoniyhdis-
telmien mukaan ottamiseksi. Lisaksi syntetisoimme myds alukkeita, jotka olivat
komplementaarisia kyseistd aminohapposekvenssia koodittavien DNA-
sekvenssien koodisdikeeseen nahden. Kolmen tai yli kolmen kolmannen ase-
man nukleotididegeneraatiot kierrettiin kayttdmalla inosiinia naissa asemissa.
Nukleotididegeneraation ollessa kaksinkertainen kumpikin nukleotidi sisallytet-
tiin alukkeen synteesiin (kuvio 3).
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G. RNA:n uuttaminen B3-vaiheen nuorista kahvikasvilehdista

Kaikki uutossa kaytetty oli steriilid, vapaata RN-aasista seka val-
mistettu kasitellen 0,1-%:isella DEPC-vedella. Kaikki sentrifugointivaiheet suo-
ritettiin 4 °C:ssa ellei toisin ole mainittu.

B3-vaiheessa olevia nuoria kahvikasvin lehtia kerattiin, ja ne varas-
toitiin kuten edelld on kuvattu. Kokonais-RNA eristettiin 100 g:sta tatd nuorta
lehtikudosta jauhamalla nestetypessa ja siitdmalla sitten valittémasti esijaah-
dytettyyn kotikayttékahvimyllyyn. Kudos jauhettiin jauheeksi pienen palasen
kuivajaata kanssa. Sitten kudos siirrettin 200 ml:aan homogenisointipuskuria,
jossa oli 100 mM tris-HCI (pH 9,0), 200 mM NaCl, 15 mM Na,EDTA, 0,5 %
sarkosyylia ja juuri lisatty 100 mM B-merkaptoetanoli. Tahan lisattin 200 ml
puskuritasapainoitettua fenolia ja 40 ml seosta, jossa oli kioroformia ja isoa-
myylialkoholia (24:1, v/v). Sitten kudos homogenisoitiin lasiastiassa 2 minuutin
ajan suurella nopeudella Polytron-homogenisaattorissa. Valittémasti homoge-
nisoinnin paatyttya lisattin 14 ml 3 M natriumasetaattia (pH 4,0) ja sekoitettiin
kayttamalla homogenisaattoria viela 1 minuutin ajan. Homogenaattia pidettiin
sitten jaissd 15 minuutin ajan, minka jélkeen se siirrettiin kahteen polypro-
pyleeniseen 250 ml:n sentrifugiputkeen. Sentrifugointi GSA (DuPont Sorvall)
-roottorissa 16 000 x g:ssa kesti 10 minuuttia. Vesifaasi (paalikerros) siirrettiin
uuteen polypropyleeniseen 250 mil:n sentrifugiputkeen, johon lisattiin sitten
sama tilavuus isopropanolia.

Tata seosta inkuboitiin yon yli -20 °C:ssa, minka jalkeen sita sentri-
fugoitiin 10 000 x g:ssa 10 minuutin ajan saostetun RNA:n ottamiseksi talteen.

RNA-pelietti pestiin 70-%:isella etanolilla ja sentrifugoitiin toistami-
seen 10 000 x g:ssa@ 5 minuutin ajan, minka jalkeen etanoli dekantoitiin eroon
ja pellettia kuivattiin tyhjéssa 5 minuutin ajan. Sitten pelletti uudelleensuspen-
doitiin 15 ml:aan DEPC:lla kasiteltya vettd. RNA-suspensio siirrettiin steriiliin
kierrekorkilla varustettuun 40 ml:n sentrifugiputkeen ja ei-liukoinen materiaali
poistettiin sentrifugoimalla 10 000 x g:sséd 5 minuutin ajan. Supernatantti siir-
rettiin uuteen kierrekorkilliseen 40 ml:n sentrifugiputkeen ja siihen lisattiin 5 ml
8 M LiCl-liuosta, jolloin LiCl:n loppupitoisuudeksi tuli 2 M. Putken sisaltéa inku-
boitiin yon yli 4 °C:ssa, minka jalkeen RNA otettiin talteen sentrifugoimalla
14 000 x g:ss&@ 10 minuutin ajan. Sitten saatu RNA-pelletti pestiin 70-%:isella
etanolilla, sentrifugoitiin 10 000 x g:ss& 5 minuutissa eroon ja kuivattiin pikai-
sesti tyhjossd. Pelletti uudelleensuspendoitin 5 ml:aan DEPC:lld kasiteltya
vettd ja suspensiota sentrifugoitiin 10 000 x g:ss& 5 minuutin ajan ei-liukoisen
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materiaalin poistamiseksi. Supernatantti siirrettiin neljaan steriiliin 1,5 ml mikro-
sentrifugiputkeen ja varastoitiin jaihin. Kvantitointi 10 pl:sta kokonais-RNA-
liuosta Shimadzu UV 160U -spektrofotometrilla 230 - 330 nm spektrialueella

osoitti, ettd RNA:ta oli lasna 42,8 mg. RNA:ta sisaltavat putket varastoitiin
-70 °C:seen.

H. Poly(A*)-mRNA:n puhdistaminen kokonais-RNA:sta

Kokonais-RNA-preparaattia rikastettiin poly(A*)-RNA:n (mMRNA) suh-
teen kayttamalla PolyATtract Il mRNA -eristyssysteemipakkausta (Promega
Corporation). 5,1 mg vastaava 600 ul:n kokonais-RNA-era mitattiin edella mai-
nitun pakkauksen sisaltdmaan putkeen ja lopputilavuudeksi taytettiin 2,43 ml
lisdamalla RN-aasia sisdltamatonta vettd. Seosta kuumennettiin 65 °C:ssa 10
minuutin ajan, minka jalkeen lisattiin 10 ul biotinyloidun oligo(dT):n liuosta, jos-
sa pitoisuus oli 50 pmol/ml, ja 60 ul 20x SSC:ta (175,3 g/l NaCl; 88,2 g/l nat-
riumsitraattia, pH 7,0), ja seoksen annettiin hitaasti jadhtyda huoneenlampéti-
laan noin 30 minuutissa. Erd paramagneettisia streptavidiinihiukkasia pestiin 3
kertaan 0,5x SSC:ssa (1,5 pl/pesu), ja uudelleensuspendoitiin 0,5 ml:aan 0,5x
SSC:ta. Biotinyloitua oligo(dT):téa sisaltavd RNA-liuos lisattiin pestyihin para-
magneettisiin streptavidiinihiukkasiin. 10 minuutin inkuboinnin huoneenlampo-
tilassa jalkeen paramagneettiset hiukkaset sitoutuneen mRNA:n kera vedettiin
putken seindan magneetin avulla. Supernatantti poistettiin ja hiukkaset pestiin
4 kertaan 0,1x SSC:lla (1,5 mil/pesu). mRNA otettiin talteen suspendoimalla
hiukkaset 1,0 ml:aan RN-aasia sisaltamatonta vetta ja poistamalla vesi hiuk-
kasten sitoutuessa putken seindan. Poistettu vesi sijoitettin 500 pl:n erissa
kahteen steriilin 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkeen. Lisattiin 1/10 tilavuus 3 M
natriumasetaattia (50 ul/putki), minka jdlkeen mRNA saostettiin samalla tila-
vuudella isopropanolia (550 pl/putki). Putkia pidettiin -20 °C:ssa yon yli, minka
jalkeen niiden siséaltéa sentrifugoitiin 14 000 x g:ssé 30 minuutin ajan 4 °C:ssa.
Pelletti pestiin 500 pl:lla 75-%:ista jadkylmaa etanolia ja sentrifugoitiin toista-
miseen. Etanoli dekantoitiin eroon ja pelletti kuivattiin pikaisesti tyhjéssa.
mRNA liuotettin 60 pl:aan DEPC:lla kasiteltyd, nukleaaseja sisaltdmaténta
steriilia vetta. Kvantiointi suoritettiin 15 pl:sta mRNA-liuosta samoin kuin kuvat-
tiin kokonais-RNA:lle. 5 mg:sta kokonais-RNA:ta saatiin noin 9,6 ng mRNA:ta.

|. cDNA-kirjaston rakentaminen

Ensimmaisen ja toisen saikeen cDNA syntetisoitiin kayttaen ZAP-
cDNA-synteesipakkausta (Stratagene). 4 pg:aa mRNA:ta 25 pl:ssa vetta inku-
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boitiin 65 °C:ssa 5 minuutin ajan. Lisattin 3 ul 100 mM metyylielohopealiuosta
ja inkuboitiin huoneenldmpétilassa 10 minuutin ajan. Liséattin 4 pl 700 mM B-
merkaptoetanolia ja inkubointia jatkettiin vield 5 minuutin ajan. Denaturoituun
mRNA:han liséttiin 5 pl 10x 1. séikeen puskuria, 5 pl 100 mM DTT-liuosta, 3 ul
nukleotidiseosta (10 mM kutakin dATP, dGTP, TTP ja 5-metyyli-dCTP), 2 pul
liittdja-alukeliuosta, jossa pitoisuus oli 1,4 pg/ml ja jonka sekvenssi oli:
(5°GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGTCTCGAGTTTTTTTTITTITTITITITT3),
1 ul RN-aasisalpaajaa seka 5 ul vettd. Reaktioseosta inkuboitiin huoneenlam-
potilassa 10 minuutin ajan alukkeen juottamiseksi mRNA:han ja 2,5 pl
M-MulLV-kaanteiskopioijaentsyymiliuosta, jossa pitoisuus oli 20 U/ul, liséattiin.
5 ul tatd reaktioseosta erotettiin putkeen, jossa oli 0,5 ul 800 Ci/mmol
(a-**P)dCTP-liuosta (DuPont NEN). Kumpaakin reaktioseosta inkuboitiin
37 °C:ssa 1 tunnin ajan. Radioaktiivisesti leimattu reaktioera jaadytettiin
-20 °C:ssa my6hempaa geelianalyysia varten.

45 pl:n paareaktioseokseen liséattiin 40 pl 2. saikeen puskuria, 15 pl
100 mM DTT-liuosta, 6 pl nukleotidiseosta (10 mM dATP, dGTP, TTP ja 26
mM dCTP), 268,3 pl vettd ja 2 pl 800 Ci/mmol (a-*P)dCTP-liuosta. Sekoituk-
sen jalkeen lisattiin 4,5 pl 1 U/ul RN-aasi-H-liuosta seka 19,2 pl 5,2 U/ul E. coli
DNA-polymeraasi-I-liuosta, ja reaktioseosta inkuboitin 16 °C:ssa 2,5 tunnin
ajan. Reaktioseosta uutettiin 400 pl:lla fenoli-kloroformia (1:1) ja muodostuneet
faasit erotettiin sentrifugoimalla. Vesifaasi siirrettiin uuteen putkeen ja uutettiin
toistamiseen kloroformilla. Vesifaasi otettiin talteen kuten edella. Kaksisaikei-
nen cDNA otettiin talteen saostamalla yon yli -20 °C:ssa, kun oli ensin lisatty
33,3 Wl 3 M natriumasetaattia ja 867 pl 100-%:ista etanolia. Sakka otettiin tal-
teen sentrifugoimalla mikrosentrifugissa 4 °C:ssa 60 minuutin ajan. Sakka
pestiin 1 pl:lla 80-%:ista etanolia ja otettiin talteen sentrifugoimalla huoneen-
lampdétilassa taydelld nopeudella mikrosentrifugissa. Supernatantti poistettiin,
sakka kuivattiin tyhjossa ja liuotettiin 45 pl:aan vettd. 3 ul uudelleensuspen-
doitua kaksisaikeistda cDNA:ta erotettiin ja jAadytettiin -20 °C:ssa geelielektrofo-
reettista analyysia varten.

Loppuihin 42 pul:aan kaksisaikeisen cDNA:n liuosta liséttiin 5 pl 10x
Klenow-puskuria (puskuri numero 3), 2,5 pl 2,5 mM nuklectidiliuoksia (dCTP,
dGTP, dATP ja TTP) seka 0,5 ul 5 U/ul Kienow-fragmenttiliuosta. 30 minuutin
37 °C:ssa kuluttua lisattiin 50 pl vetta ja reaktioseosta uutettiin samalla tilavuu-
della fenoli-kloroformia (1:1) ja sitten kloroformilla kuten edella on kuvattu. Li-
sattiin 7 pul 3 M natriumasetaattia ja 226 pl 10-%:ista etanolia, minka jalkeen
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tylppépéainen kaksisaikeinen DNA otettiin talteen saostamalla 30 minuutin in-
kuboinnilla jaissa ja sitten mikrosentrifugoimalla taydella nopeudella 4 °C:ssa
60 minuutin ajan. Pelletti pestiin 300 pl:lla 80-%:ista etanolia, sentrifugoitiin ja
kuivattiin kuten edelld. Kuivattuun cDNA:han lisattiin 7 pul EcoRlI-liittajien
0,4 ng/ul livosta. EcoRI-liittdjien rakenteet ovat seuraavat:
5 AATTCGGCACGAG 3’
3' GCCGTGCTC 5.

cDNA:n uudelleensuspendoimiseksi vorteksoidaan, minka jalkeen
lisatdan 1 pl 10x ligatointipuskuria, 1 ul 10 mM ATP-liuosta ja 1 pul 4 Weiss U/ul
T4-DNA-ligaasiliuosta, ja reaktioseosta inkuboidaan yén yli 8 °C:ssa. Ligaasi
inaktivoitiin kuumentamalla 70 °C:ssa 30 minuutin ajan. cDNA:han kiinnittynei-
den EcoRl-liittajien 5’-paét fosforyloitiin polynukleotidikinaasia kayttaen. Liga-
tointireaktioseokseen lisattiin 1 ul 10x puskuria numero 3, 2 ul 10 mM ATP-
liuosta, 6 ml vetta ja 1 ml 10 U/ml T4-polynukleotidikinaasiliuosta. 30 minuutin
37 °C:ssa kuluttua kinaasireaktio inaktivoitin kuumentamalla 70 °C:seen 30
minuutiksi.

“Tahmeat” Xhol-paat muodostettin mRNA:n 3’-paata vastaavaan
cDNA-padhan pilkkomalla Xhol-kohdasta liittdja-alukkeessa (katso edelld).
cDNA:han lisattiin 28 ul Xhol-puskuria ja 3 ul 40 U/ml Xhol-liuosta, ja reaktio-
seosta inkuboitiin 37 °C:ssa 1,5 tunnin ajan. cDNA, jossa oli tahmeat EcoRI-
paat 5-paadssa ja tahmeat Xhol-paat 3’-paassa (suhteessa alkuperaiseen
mRNA:han), fraktioitin koon mukaan kayttamalla se Sephacryl S-400-spin-
pylvaassa seuraavasti. Lisattiin 5 pul 10x STE:t4 (100 mM tris [pH 7,0], 5 mM
EDTA ja 100 mM NacCl), ja panostettin cDNA Sephacry! S-400:aa sisaltavan
1 plin ruiskun yldpaahan. 500 pl:n mikrosentrifugiputki sijoitettiin ruiskun ala-
osaan ja pylvés sijoitettiin sentrifugiputkeen ja sentrifugoitiin noin 400 x g:ssa
2 minuutin ajan. Ruiskun yldosaan lisattiin 60 pl 10x STE:ta, uusi mikrosentri-
fugiputki asetettiin alle ja pylvas sentrifugoitiin jalleen kuten edella. Tata me-
nettelya toistettiin, kunnes oli keratty 6 fraktiota.

Noin 10 % kustakin fraktiosta ajettiin elektroforeettisesti 1-%:isessa
agaroosigeelissa kunkin fraktion kasittaman cDNA:n kokojakauman méaaritta-
miseksi. Loppuosaa kustakin fraktiosta uutettin samalla tilavuudella fenoli-
kloroformia ja sitten kloroformilla kuten edelld on kuvattu, minka jalkeen suori-
tettiin saostaminen lisdamalla 2 tilavuutta 100-%:ista etanolia. Yon yli kesta-
neen inkuboinnin -20 °C:ssa jalkeen cDNA otettiin talteen sentrifugoimalla
14 000 x g:ssd 4 °C:ssa 60 minuutin ajan mikrosentrifugissa. cDNA pestiin
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200 pl:lla 80-%:ista etanolia kuten edella kuvattiin ja kuivattiin. cDNA liuotettiin
5 pl:aan vettd, ja 0,5 pl erotettiin cDNA-pitoisuuden maarittamiseksi fluorogra-
fisesti Hoefer TKO 100 DNA Fluorometer -laitetta kayttden. Loput 4,5 ml frak-
tiosta 1, joka sisalsi suurimmat cDNA-molekyylit, sisélsi noin 304 ng cDNA:ta.

100 ng cDNA:ta fraktiosta 1 ligatoitiin 1 pg:aan Uni-Zap-vektoria, jo-
ka on lambda-bakteriofagi-ZAP-vektori ja jota oli pilkottu EcoRI:ll& ja Xhol:lla
(Stratagene). Fraktio 1 -cDNA (2,9 pl) lisattiin seokseen, jossa oli 0,54 pl 10x
ligatointipuskuria, 0,5 pl 10 mM ATP-liuosta, 1 pl 1 pg/ul Uni-Zap XR -vektori-
liuosta ja 0,5 ul 4 Weiss U/ul T4-DNA-ligaasiliuosta. Reaktioseosta inkuboitiin
8 °C:ssa noin 44 tunnin ajan. 1 pl:n erd ligatointireaktioseoksesta lisattiin yh-
teen erdan “Freeze-Thaw’-uutetta Gigapack Il Gold -pakkauspakkauksesta
(Stratagene). 15 pl sonikoitua uutetta lisattiin ja seosta sekoitettiin kevyesti.
Pakkaus suoritettiin huoneenlampétilassa. 2 tunnin kuluttua pakkausreaktio-
seokseen lisattiin 500 pl SM-puskuria (0,01 M tris-HCI pH 7,5, 0,01 M MgCli,,
0,1 mM Na,EDTA) ja 20 pul kloroformia, jate poistettiin sentrifugoimalla pikai-
sesti mikrosentrifugissa ja pakatut faagit varastoitin 4 °C:seen odottamaan
kayttoa.

J. Primaarikirjaston titraaminen

1 pl 500 pl:n primaarikirjastosta sekoitettin 9 pl:aan SM-puskuria
1/10-laimennoksen saamiseksi. 1 ul:lla tatd laimennosta tartutettiin 200 pl E.
coli XL1-Blue MRF’ -soluja, jotka oli kasvatettu tiheyteen, joka vastasi ODy,-
arvoa 0,5. Soluja inkuboitiin 37 °C:ssa 15 minuutin ajan kevyesti ravistellen.
Tartutetut solut sekoitettiin sitten 2,5 ml:aan 48 °C pinta-agaria, joka sisélsi
15 ul 0,5 M IPTG-liuosta, ja 50 pl:aan X-gafin 250 mg/ml liuosta, minka jalkeen
ne maljattiin 100 x 15 mm NZY-maljoihin (5 g/l NaCl, 2 g/l MgSO,.7H,0, 5 g/l
hiiva-uutetta, 10 g/l NZ-amiinia [pH 7,5] ja 15 g/l Difco-agaria). Maljoja inkuboi-
tiin yon yli 37 °C:ssa. Taustaplakit olivat sinisia kun taas yhdistelma-DNA-plakit
olivat valkoisia. Kolmesta tallaisesta maljasta saatu keskiarvo osoitti, etta
1 pl:sta primaarikirjastoa saatiin 1 930 valkoista yhdistelma-DNA-plakkia ja 65
sinista plakkia. 500 pl:n primaarikirjaston kokonaisuudessaan laskettiin edus-
tavan 965 000 yhdistelma-DNA-plakkia.

K. Primaarikirjaston monistaminen

20 steriiliin putkeen mitattin 300 pl E. coli XL1-Blue MRF’ -soluja,
jotka oli kasvatettu tiheyteen ODg,, = 0,5. Kuhunkin putkeen lisattiin 12,5 pl
primaarivarastokirjastoa ja 90 ul SM-puskuria ja putkien sisaltéa inkuboitiin
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37 °C:ssa 15 minuutin ajan. Kuhunkin putkeen lisattiin 2,5 ml 48 °C pinta-
agaria, ja solut maljattiin 100 x 15 mm NZY-maljoihin. Maljoja inkuboitiin yén
yli 37 °C:ssa. Kuhunkin maljaan lisattiin 5 ml SM-puskuria, ja maljoja inkuboi-
tiin viela 8 tunnin ajan 4 °C:ssa. SM-puskuri kerattiin pois steriilin pipetin avulla
ja varastoitiin 250 ml:n sentrifugiputkeen. Kukin malja pestiin noin 4 ml:lia tuo-
retta SM-puskuria, ja era lisattiin aiemmin kerattyyn materiaaliin. Monistettuun
kirjastoon lisattiin kloroformia 5 %:n lopputilavuuteen. Sitten kirjastoa inkuboi-
tiin huoneenlampétilassa 15 minuutin ajan, minkd jalkeen sitd sentrifugoitiin
2 000 x g:ssa 10 minuutin ajan solujatteen poistamiseksi. Supernatantti (114,5
ml) otettiin talteen ja sijoitettiin steriiliin polypropyleeniputkeen. Kloroformia li-
sattiin 0,3 %:n lopputilavuuteen ja monistettu kirjasto varastoitiin 4 °C:seen.

L. Monistetun kirjaston titraaminen

1 pl monistetun kirjaston 10""-laimennosta SM-puskurissa sisalsi
192 yhdistelma-DNA-plakkia, kun maljaus suoritettiin edelld kuvatun mukai-
sesti. 50 000 yhdistelma-DNA-plakin saamiseksi 25 pl:lla 107-laimennosta tar-
tutettiin 600 pul E. coli XL1-Blue MRF’ -soluja, jotka oli kasvatettu optiseen ti-
heyteen (ODg,) 0,5 ja joita sitten inkuboitiin 37 °C:ssa 15 minuutin ajan. N&ihin
soluihin lisattiin 6,5 ml 48 °C pinta-agaria, ja kirjasto maljattiin 150 x 15 mm
NZY-maljoihin. Valmistettiin nelja tallaista 200 000 yhdistelma-DNA-plakkia
edustavaa maljaa, joita inkuboitiin sitten 37 °C:ssa ydn yli. Maljoja jadhdytettiin
sitten 4 tunnin ajan 4 °C:ssa, minkad jalkeen niitd kaytettiin kirjaston DNA-
seulontaan.

M. Xantosiini-N’-metyylitransferaasi-cDNA:n monistaminen polymeraasi-
ketjureaktiolla (PCR)

Ensimmaisen saikeen cDNA syntetisoitin kuten kuvattiin edella
Stratagene-protokollan yhteydessa. Trypsiinilld pilkkomalla saatujen kahden
yksittdisen peptidisekvenssin avulla voitiin syntetisoida kuviossa 4 esitetyt de-
generoituneet alukkeet. Suoritettiin naiden alukeparien (1-6, 2-6, 3-5 tai 4-5)
valinen polymeraasiketjureaktio (PCR) (Saiki, R.K., Gelfand, D.H., Stoffel, S.,
Scharf, S.J., Higuchi, R., Horn, G.T., Mullis, K.B., ja Erlich, H.A., Science 239
[1988] 487), jossa kaytettin 4 ng cDNA:ta, 1 ul 20 uM alukeliuoksia, 0,5 ul
kunkin deoksiribonukleotiditrifosfaatin 1 mM liuosta, 1,5 mM MgCl,, 0,3 ul Tag-
DNA-polymeraasia (5 000 U/ml), 2,5 ul 10x PCR-puskuria (10 mM tris-HCI [pH
9,0}, 0,1 % Triton X-100 -valmistetta) seka steriilia vettd 25 pl:n lopputilavuu-
teen. PCR:n olosuhteet olivat 94 °C 4 minuutin ajan (1 sykli); 94 °C 1 minuutin
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ajan, 43 °C 1 minuutin ajan, 72 °C 1 minuutin ajan (35 syklid); 72 °C 5 minuutin
ajan (1 sykli). Reaktiot suoritettiin 500 pl:n steriileissd mikrosentrifugiputkissa
kayttden Perkin Elmer DNA 480 -lampékierratinlaitetta. Vain alukeyhdistel-
masta 1-6 saatiin yksi yksittainen tuote 43 °C:n juottamislampétilassa. Tuot-
teen kooksi mitattiin elektroforeettisesti agaroosigeelissd SeaPlaque-agaroo-
sia (FMC) kayttden noin 750 emasparia. Kaupallisesti saatavana olevaa 100
emasparin sarjaa kaytettiin kokomerkkina (Promega Corporation).

M. Kahville spesifisen xantosiini-N’-metyylitransferaasi-PCR-geenituot-
teen kloonaaminen

Alukkeita 1 ja 6 (kuvio 4) kayttdaen saatuun 750 emaéasparin frag-
menttiin 50 pl:ssa PCR-reaktioseosta lisattiin 50 pl kloroformia ja 100 pl ste-
riilia vettd. Seos vorteksoitiin, minka jalkeen sitd sentrifugoitiin mikrosentri-
fugissa 14 000 rpm nopeudella 2 minuutin ajan. DNA:n sisaltava, paalla oleva
vesifaasi poistettiin ja siirrettiin steriilin putkeen. Kvantitointi etidiumbromidilla
levylla varjagamalla osoitti, ettd ldsna oli noin 5ng PCR:ll& monistettua
DNA:ta/ul. PCR-tuote ligatoitiin sitten TA Cloning Kit pCR Il -vektoriin
(Invitrogen Corporation) 10 ul:ssa ligatointireaktioseosta, jossa oli 1 pl 10x li-
gatointipuskuria, 2 ul pCR Il -vektoria (25 ng/ul), 3 pl vastavalmistettua PCR-
tuotetta (5 ng/ul), 1 ul T4-DNA-ligaasia ja 3 pl steriilia vetta. Ligatointireaktiota
inkuboitiin 14 °C:ssa yon yli. Ligatointireaktioseoksia sentrifugoitiin 14 000 rpm
nopeudella 2 minuutin ajan, minka jélkeen ne sijoitettiin jaihin. Sulatettiin am-
pullinen transformoitumiskelpoisia E. coli XL1-Blue -soluja, niihin lisattiin valit-
tomasti 2 ul 0,5 M a-merkaptoetanolia ja sekoitettiin kevyesti pipetin karjella.
2 ul ligatointireaktioseosta pipetoitiin soluille ja sekoitettiin kevyesti pipetin
karjella. Sitten ampullia inkuboitiin jaissa 30 minuutin ajan, minka jalkeen ai-
heutettiin tasan 30 sekunnin [Ampésokki 42 °C lampévaraajassa ja sijoitettiin
ampulli jaihin. Kahden minuutin kuluttua siihen lisattiin 450 pl steriilia SOC-
kasvualustaa (20 g/l tryptonia, 5 g/l hiiva-uutetta, 0,5 g/l NaCl, 10 ml/l 250 mM
kaliumkloridi, 10 ml/l MgCl,, 20 ml/l 1 M glukoosi [pH 7,0]). Ampullia ravisteltiin
sitten 225 rpm nopeudella pyéréravistelijassa 1 tunnin ajan, minka jélkeen se
sijoitettiin jaihin.

Transformoidut solut maljattiin pipetoimalla 50 pl ja/tai 200 pl solu-
suspensiota yhdelle kahdesta LB-maljasta (10 g/l tryptonia, 5 g/l hiiva-uutetta,
10 g/l NaCl, 15 g/l Difco-agaria, pH 7,5), jossa kasvualusta sisalsi 50 pg/ml
ampisilliinia ja 40 pg/ml X-Galia. Maljoja inkuboitiin 37 °C:ssa 20 tunnin ajan,
minka jalkeen ne siirrettiin 4 °C:seen 3 tunniksi varin kehittdmiseksi. Kuudesta
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valkoisesta transformanttipeséakkeesta analysoitiin PCR-fragmentin lasn&olo ja
suuntaus.

N. Plasmidi-miniprep-valmisteen keittiminen

Kutakin transformanttipesaketta kasvatettiin 5 ml:ssa steriilia Terri-
fic-lientd (12 g/l tryptonia, 24 g/l hiiva-uutetta, 4 ml/l glyserolia, 100 mi/l 10x
TB-fosfaattia [0,17 M KH,PO,, 0,72 M K,HPQO,]), jota oli taydennetty
50 pg:lla/ml ampisilliinia. Putkien siséltéa inkuboitiin yén yli pyoréravistelijassa
37 °C:ssa. 3 ml kutakin pesédkesuspensiota siirrettin 1,5 ml:n mikrosentrifu-
giputkeen, 1 ml kerrallaan, ja solut pelletoitiin sentrifugoimalla 14 000 rpm no-
peudella 2 minuutin ajan. Supernatantti kaadettiin kullakin kerralla pois jattaen
solupelletti niin kuivaksi kuin mahdollista. Solut pestiin yhden kerran 1 mi:lla
steriilid vetta sentrifugoiden kuten edelld. Supernatantti heitettiin pois, ja solu-
pelletti uudelleensuspendoitiin 320 pl:aan STET-puskuria (8 % sakkaroosia,
0,5 % Triton X-100 -valmistetta, 50 mM EDTA, 10 mM tris-HCI, pH 8,0). Naihin
soluihin lisattiin 32 pl lysotsyymin 10 mg/ml liuosta TE-puskurissa (10 mi/l 1 M
tris-HCI pH 8,0, 2 ml/l 0,5 M EDTA pH 8,0) ja sekoitettiin kaantelemalla putkia
ylésalaisin useaan kertaan. Putket sijoitettiin kiehuvaan vesihauteeseen 5 mi-
nuutii(si, minka jédlkeen ne siirrettiin valittdmasti jaihin. Putkien sisallén jaéh-
dyttyd sentrifugoitiin 30 minuutin ajan 14 000 rpm nopeudella 4 °C:ssa. Kusta-
kin putkesta poistettiin pelletti steriilila hammastikulla. Supernatanttiin lisattiin
170 pl 7,5 M NH,OAc-liuosta ja 550 pl jaakylmaa isopropanolia, minka jalkeen
DNA:ta saostettiin yon yli -20 °C:ssa. Putkien sisaltéa sentrifugoitiin 14 000
rpm nopeudella 4 °C:ssa 30 minuutin ajan, pelletti pestiin 75-%:isella etanolilla
ja sita kuivattiin 1 minuutin ajan Speed-Vac-laitteessa. DNA uudelleensuspen-
doitiin 50 pl:aan steriilia vettd, joka sisélsi 1 pl:n RN-aasi-A:n 5 mg/mi liuosta.

O. Pilkkominen restriktioentsyymeilld insertin leikkaamiseksi pCR Il -plas-
midista

25 pl:n reaktioseos valmistettiin sekoittamalla keskenaan 15 pl edel-
& kuvatun mukaisesti saatua plasmidi-miniprep-DNA:ta, 2,5 ul puskuria H
(90 mM tris-HCI [pH 7,5], 10 mM MgCl,, 50 mM NacCl), 1 ul EcoRI:ta (8 -
12 U/ul) seka 6,5 pl steriilid vettd. Seosta inkuboitiin ravistellen vesihauteessa
37 °C:ssa 1 tunnin ajan, minka jalkeen sita keitettiin vesihauteessa 1 minuutin
ajan. Putkien sisaltéa sentrifugoitiin 14 000 rpm nopeudella 15 sekunnin ajan,
minka jalkeen putkien sisaltdineen annettiin jaahtya huoneenlampdtilaan. Kak-
si pl panostusvariliuosta lisattiin 10 pl:aan kutakin seosta, ja pilkkomistuotteet
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analysoitiin elektroforeettisesti 1,5-%:isessa agaroosigeelissa kayttaen erittain
puhdasta agaroosia (GibcoBRL) sekd 100 emaéasparia sarjaa kokomerkkini
(Promega Corporation).

Vain yhdestd kaikkiaan kuudesta reaktiotuotteesta osoitettiin noin
750 emasparin pilkkomistuoteinsertin Iasndolo. Alkuperdinen bakteeripesake,
joka vastasi 750 emasparin  xantosiini-N’-metyylitransferaasi-PCR-tuotteen
kasittdvaa plasmidia, siirrostettiin 250 ml:n erlenmeyerkolviin, jossa oli 50 mi
steriilia LB-kasvualustaa (10 g/l tryptonia, 5 g/l hiiva-uutetta, 10 g/l NaCl, pH
7,5) taydennettynd 50 pg:lla/ml ampisilliinid. Kolvia inkuboitiin pyéréravisteli-
jassa 30 °C:ssa yon yli. 18 ml saatua solukasvualustaa pelletoitiin 1,5 ml mik-
rosentrifugiputkissa kuten edelld on kuvattu.

Plasmidi-DNA puhdistettiin kayttden QIAGEN Plasmid Mini Kit -me-
nettelya (Qiagen Inc.). Pesty bakteeripelletti uudelleensuspendoitiin 0,3 ml:aan
puskuria P1, joka sisaltda oheistetun RN-aasin. Tahan lisattiin 0,3 ml alkalisen
lyysin puskuria P2, putken sisaltd sekoitettiin kevyesti putkea keinuttamalla ja
inkuboitiin korkeintaan 5 minuutin ajan huoneenlampétilassa. Sitten lisattiin
0,3 ml jaahdytettya puskuria P3 ja sekoitettin kdantamalla putki yldésalaisin
kuudesti. Uutetta pidettiin jaissd 10 minuutin ajan, minka jalkeen sita sentrifu-
goitiin 14 000 nopeudella 15 minuutin ajan mikrosentrifugissa. Supernatantti
poistettiin ja panostettiin QIAGEN-tip 20 -pylvaaseen, joka oli edeltapain tasa-
painoitettu virrattamalla painovoiman avulla sen lapi 1 ml QBT-puskuria. Pa-
nostetun solu-uutesupernatantin annettin myés menna pylvashartsiin paino-
voimalla. Sitten kun pylvasvirtaus oli pysédhtynyt, QIAGEN-tip 20 -hartsi pestiin
4 kertaan 1 mllla QC-puskuria. DNA eluoitin pesemalld QIAGEN-tip 20
-pylvasta 0,8 mi:lla QF-puskuria ja saostettiin sitten huoneenlampétilassa li-
saamalla 0,7 tilavuutta (560 pl) isopropanolia. Putken sisaltéa sentrifugoitiin
valittémasti 14 000 rpm nopeudella 30 minuutin ajan, minkéa jalkeen superna-
tantti poistettiin varovaisesti. Saostunut DNA pestiin 1 millla jaadkylmaa
70-%:ista etanolia, sentrifugoitiin kuten edelld ja kuivattiin ilmassa 5 minuutin
ajan. DNA uudelleensuspendoitiin 100 pl:aan steriilia vettd. UV-spektrofoto-
metrisesti edelld kuvatun mukaisesti 1 pl:sta DNA-suspensiota osoitettiin puh-
distetun pCRIl-plasmidi-DNA:n pitoisuudeksi 55 ug/100 pl.

pCRIl-plasmidi-insertin automatisoitu DNA-sekventointi lahtien 5'-
paasta suoritettiin kayttden M13-kaanteisaluketta, joka sitoutuu pCRIl:ssa re-
ferenssikohtaan, joka on juuri PCR-tuotteen insertointikohdan vieressa. Sek-
ventointi suoritettiin yliopiston the University of Hawaii bioteknologian palvelu-
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keskuksessa. Sekventointireaktio sisalsi 1 pg:n plasmiditemplaattia seka 3,2
pmol M13-aluketta. Saatu sekvenssi osoitti PCR-tuotteen koodittavan DNA-
sekvenssin ensimmaisille 6 aminohapolle peptidifragmenteista A ja B (kuvio
4), joiden sekvenssin perusteella valmistettiin degeneroituneet DNA-alukkeet 1
ja 2 (kuvio 4). Lisaksi sekvenssi kooditti myds seuraavat 7 aminohappoa pep-
tidifragmentista, jonka DNA-sekvenssia ei kaytetty alukerakenteissa. Nain
muodoin oli itse asiassa kloonattu oikean proteiinin DNA-sekvenssi.

P. Satunnaispohjustetun koettimen valmistaminen cDNA-seulontaan
PCR-tuotetta kayttien

Suoritettiin kaksi pilkkomista 25 pl:n tilavuudessa restriktioentsyy-
milla EcoRI! kahdelle 17,5 pl:n erélle puhdistettua pCRIl-plasmidia edellda ku-
vatun mukaisesti. Tuotteet erotettiin 1-%:isessa agaroosigeelissa edelld ku-
vatun mukaisesti ja 750 eméasparin insertti leikattiin aseptisesti irti kahdesta
geelivydhykkeesta. Geelipalat, jotka painoivat 0,65 g, siirrettiin steriilin 40 ml:n
polypropyleeniputkeen, jossa ne puhdistettiin Geneclean Il Kit -pakkausta (BIO
101, Inc.) kayttden. Geelisiivuihin lisattin 4 %2 tilavuutta Nal-varastoliuosta
(2,93 ml). TBE-modifioijaa lisattiin }2 geelitilavuutta (325 pl) ja putken sisaltéa
inkuboitiin 45 °C:ssa 5 minuutin ajan. Téhan lisattiin 15 ul lasimaitosuspensiota
ja inkuboitiin vielda 5 minuutin ajan. Lasimaito/DNA-kompleksi pelletoitiin
sentrifugoimalla 10 sekunnin ajan 1 000 rpm nopeudella ja supernatantti
poistettiin. Lasimaitopelletti pestiin 3 kertaan 1 ml:lla New Wash -liuosta ja
DNA eluoitiin 50 pl:aan steriilia vetta. Etidiumbromidilevyvéarjdys osoitti DNA-
pitoisuudeksi 10 ng/ul.

Satunnaispohjustettu koetin syntetisoitiin 30 ng:sta (3 ul) puhdis-
tettua DNA:ta. 3 pl DNA:ta lisattiin 27 pl:aan steriilid vettd ja DNA denaturoitiin
kuumentamalla kiehuvassa vesihauteessa. Tahan 50 ul:n lopputilavuuteen Ii-
sattiin valmistajan Promega Corporation Prime-a-Gene Kit -pakkauksen aine-
osat (10 pl 5x leimauspuskuria, 2 pl ei-leimattuja dNTP:itd [20 pM pitoisuus
kutakin dCTP:ta, dGTP:ta, TTP:td], 2 pl asetyloidun BSA:n 1 mg/ml liuosta, 1
pl Klenow-entsyymin 5 U/ul liuosta) seka 5 ul [a-**P]JdATP-liuosta (50 pCi,
3 000 Ci/mmol; DuPont NEN), ja inkuboitiin huoneenlampétilassa 1 tunnin
ajan. Reaktio keskeytettiin lisddmalla 2 pl 0,5 M Na,EDTA-liuosta (loppupitoi-
suus 20 mM) ja kuumentamalla 2 minuutin ajan kiehuvassa vesihauteessa.
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Q. Monistetun kirjaston seulominen satunnaispohjustetulla koettimella

Nelja 150 x 15 mm NZY-maljaa, joissa oli noin 50 000 yhdistelmé-
DNA-kloonia maljaa kohden, jaahdytettin 4 °C:seen (maljaus- ja kasvuolo-
suhteiden osalta katso edelld), ja yhdistelma-DNA-plakkien nostaminen suori-
tettiin esiliottamalla ensin 132 mm Magna-nylonsiitomembraaneja (MSI Cor-
poration) 5x SSC-puskurilla kyllastetylla kromatografiapaperilla 10 sekunnin
ajan. Membraanit sijoitettiin yhdistelm&-DNA-plakit sisaltaville maljoille 5 mi-
nuutiksi, mink& jalkeen suoritettiin nosto ja sijoitettiin membraanit, faagit sisal-
tdva puoli yléspain, 2 minuutiksi kromatografiapaperille, joka oli kyllastetty
0,5 M NaOH- ja 1,5 M NaCl-liuoksilla. Membraanit neutraloitiin siitamalla ne 5
minuutiksi kromatografiapaperille, joka oli kyllastetty 0,5 M tris-HCI (pH 8,0) ja
1,5 M NaCl-liuoksella. Sitten ne asetettiin 20 sekunniksi kromatografiapaperil-
le, joka oli kyllastetty 2x SCC-puskurilla, 0,2 M tris-HCI (pH 7,5), ja paineltiin
sitten imupaperilla kuiviksi. Yhden tunnin ilmakuivauksen jélkeen DNA ristikyt-
kettin membraaneihin altistamalla 12 000 mikrojoulelle UV-sateilya kayttaen
UV Stratalinker 1800 -laitetta (Stratagene Corporation). Neljad membraania
esihydridoitiin 65 °C:ssa 2 tunnin ajan 100 ml:n tilavuudessa, joka kasitti 6x
SSPE:ta (52,2 g/l NaCl, 8,3 g/l NaH,PO,.H,0, 2,2 g/l Na,EDTA [pH 7,4]), 5x
Denhardtin liuosta (1 g/l Ficoll-valmistetta, 1 g/l polyvinyylipyrrolidonia, 1 g/l
BSA:ta [pentax-fraktio V]), 0,5 % SDS:aa ja 100 pg/mi denaturoitua sillinsper-
ma-DNA:ta, Hybrid Mark II -hybridisaatio-uunissa.

Hybridointi suoritettiin 65 °C:ssa 12 tunnin kestoisena 10 ml:n tila-
vuudessa, joka kasitti 6x SSPE:ta, 0,5 % SDS:aa, 100 ug/ml hienoksi jauhet-
tua/denaturoitua sillinsperma-DNA:ta ja 52 pl edelld kuvattua satunnaispoh-
justettua koetinta, jonka aktiivisuus oli 15 x 10° dpm/ml. Hybridoinnin paatyttya
koetin poistettiin, ja membraanit pestiin pikaisesti 30 sekunnissa 100 mi:lla 2x
SSC:ta 65 °C:ssa, joka sisalsi 0,5 % SDS:aa. Sitten membraaneja pestiin viela
30 minuutin ajan tuoreella puskurilla, jonka maara ja pitoisuudet olivat samat.
Membraaneja pestiin vield kahdesti 30 minuutin ajan kulloinkin 65 °C:ssa
100 mklla 0,2x SSC:ta, 0,5 % SDS:aa, minka jalkeen ne kaarittiin sellofaaniin
ja valotettiin esivalotetulle Fuji RX;,-réntgenfilmille -70 °C:ssa 24 tunnin ajan.
Saatiin 15 positiivista kloonia. Nama plakit noukittiin talteen ja siirrettiin 1 ml:aan
SM-puskuria, joka sisalsi 20 ul kloroformia (faagivarastoliuos). Naistd 11 pro-
sessoitiin sekundaari- tai tertiaariseulontaan, kunnes saatiin yksittaisia plak-
keja.
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R. Xantosiini-N"-metyylitransferaasi-cDNA-kloonien karakterisointi

Oletettujen  xantosiini-N"-metyylitransferaasi-cDNA-kloonien koot
maaritettiin polymeraasiketjureaktiolla kayttden alukkeita, jotka ovat homologi-
sia kloonausvektorissa esiintyviin ja cDNA:n insertiokohtaa sivuaviin T3- ja T7-
promoottoreihin nahden. Polymeraasiketjureaktion olosuhteet olivat edella ku-
vatun mukaiset paitsi, ettd sykli oli 35 syklia 95 °C:ssa 1 minuutin ajan,
50 °C:ssa 1 minuutin ajan ja 72 °C:ssa 2 minuutin ajan. Analyysi suoritettiin
elektroforeettisesti agaroosigeelissa kuten edelld. Saatuihin kolmeen suurim-
paan klooniin kohdistettiin eksisisio in vivo sekoittamalla steriilissd putkessa
200 ul yhden plakin faagivarastoliuosta 200 pl:aan tuoreita XL1-Blue MRF’
-soluja, jotka oli kasvatettu tiheyteen ODg,, = 1,0. Tdhan seokseen liséttiin 1 pl
ExAssist-apufagia (Stratagene Corporation) (> 1 x 10° pmy/ul), ja putkia inku-
boitiin 37 °C:ssa 15 minuutin ajan. Lisattiin 3 ml steriilia LB-lienta, ja inkuboin-
tia jatkettin 3 tunnin ajan 37 °C:ssa ravistellen. Viljelmid kuumennettiin
70 °C:ssa vesihauteessa 20 minuutin ajan, minka jalkeen putkien siséltdéa
sentrifugoitiin 1 000 x g:ssa 15 minuutin ajan. 1 ml supernatanttia, joka sisalsi
leikatun pBluescript-fagimidin rihmaisena faagipartikkelina pakattuna, siirrettiin
steriiliin 1,5 ml:n mikrosentrifugiputkeen ja varastoitiin 4 °C:seen varastoliuok-
seksi. 25 ul varastoliuosta lisattin 200 pl:aan ODgy-arvoon 1 kasvatettuja E.
coli Solar -soluja mikrosentrifugiputkessa. 15 minuutin inkuboinnin 37 °C:ssa
jalkeen kyseiset 200 pl soluja maljattin 100 x 15 mm NZY-agarmaljoihin, jois-
sa kasvualusta sisalsi 50 pg/ml ampisillinia. Maljoja inkuboitiin yén yli
37 °C:ssa, kunnes pesakkeitd ilmaantui. Yksittdinen pesédke siirrostettiin
10 ml:aan steriilida LB-lientd, joka sisalsi 50 ug/ml ampisilliinid, ja kasvatettiin
yon yli 37 °C:ssa ravistellen. Solut saadusta 10 ml:sta soluviljelmaa pelletoitiin
1,5 mi:n steriilissa mikrosentrifugiputkessa, ja pelletoiduille soluille suoritettiin
QIAGEN-plasmidipuhdistus aiemmin kuvatulla tavalla. Puhdistetiu plasmidi-
DNA uudelleensuspendoitiin 50 pl:aan steriilia vettd. Automatisoidut DNA-
sekventointireaktiot suoritettiin sekoittamalla 8 ul tadtd DNA-naytettd (0,8 ng)
4 pl:aan joko T3- tai T7-sekventointialukeliuosta (0,8 pmol/ul). Loput menette-
lysta oli kuten aiemmin on kuvattu. Kustakin sekventointireaktiosta saatiin noin
350 sekvenssiemasta. Sekvenssi esitetaan kuviossa 5. Xantosiini-N’-metyyli-
transferaasin aminohapposekvenssi paateltyna cDNA:n emassekvenssista
esitetaan kuviossa 6.

Edeltavat esimerkit on esitetty ainoastaan havainnollistamistarkoi-
tuksessa eiké niiden tule tulkita rajoittavan hakijan keksinnén suojapiiria, joka
iimenee oheisista patenttivaatimuksista.
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Patenttivaatimukset

1. Oleellisesti puhdas xantosiini-N"-metyylitransferaasi, tunnet-
t u siita, etta:

a) xantosiini on metyloitu puriinirenkaan asemassa 7 S-adenosyy-
limetioniinia substraattina kayttaen;

b) se kasittda trypsiinilla pilkkomalla saatuja fragmentteja, joiden
aminohapposekvenssit ovat:

(1) Ile, Asn, Tyr, Ala, Ser, Gly, Ala, Ser, Gly,

Ile, Leu, Asp, Gln, Thr; ja

(2) Gly, Tyr, Val, Pro, Cys, Tur, Phe, (Thr/Asp)

Phe, Ile, Asp, Asp, Gln, Asp.

2. Oleellisesti puhdas xantosiini-N"-metyylitransferaasi, joka koos-
tuu oleellisesti seuraavasta aminohapposekvenssista:
' 1Met Ala Phe Val Ala Arg Gln Trp Phe Leu Leu Ser Ile

l14Ile Asn Val Val Val Val Cys Phe Leu Lys Pro Phe Ala
27Leu Gly Glu Gln Gln Val Pro Cys Tyr Phe Ile Phe Gly
40Asp Ser Gln Asp Asp Asn Gly Asn Asn Asn His Leu Asn
53Thr Thr Ala Arg Ala Asn Tyr Pro Pro Tyr Gly Ile Asp
66Phe Pro Glu Gly Pro Thr Gly Arg Phe Thr Asn Gly Arg
79Asn His Ala Asp Phe Ile Gly Glu Leu Leu Gly Phe Asp
92Ser Tyr Ile Prc Pro Phe Ala Asn Thr Lys Gly Arg Asp
105Ile Thr Lys Gly Ile Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly
118Ile Leu Asp Gln Thr Gly Axrg His Leu Gly Asp Leu Phe
131Ser Phe. Asn Glu £ln Leu His Asn His Glu Arg Ala Ile
144Ser Arg Ile Val Arg Leu Ile Gly Asn Arg Ser Ala Thr

157Lys Glu Tyr Leu Ala Lys Cys Leu Tyr Thr Val Ala lLeu
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170Gly

183Tyr

196Ala

209Thr

222Gly

235Thr

248Leu

261Leu

274Asp

287Ala

300Ser

313Ile

326Asp

339Arg

352Asp

Asn

Ser

Leu

Leun

Asp

Leu

Asn

val

Glu

Ala

Pro

Phe

Leu

Pro

Asn

Pro

Gly

Gly

Phe

Ile

Ile

Ala

Cys

His

Ala

Leu

Asp

Thr

Leu

Arg

Asn

Asn

Glu

Ala

Thr

val

Ser

Pro

Tyx

Ala

Ser

Ile

Leu

Leu

Cys

Asp

Leu

Ile

Ile

Ala

Asn

Ser

Ser

Ile

27

Ile

His

Arg

Gly

Gly

Val

Lys

Ser

Asn

Gly

Gly

Arg

Glu

Ala

Gly

Asn Asn Tyr Leu Leu Pro Glu
Leu Tyr Thr Pro Aré Glu Phe
His Tyr Ser Gln Gln Leu Arg
Ala Arg Lys Ile Ala Val Phe
Cys Ile Pro Ala Glu Leu Ser
Asp Ser Ile AsnGlu Glu Val

Leulys Pro Leu Val Asp Glu

Gly Ala Gln Phe Leu Tyr Val
Leu Asn Asn Leu Ser Thr Pro
asn Ala Pro Cys Cys Asn Val
Gly Gln Cys Ile Pro Gly Gln
Asn Gln Tyr Tyr Phe Trp Asp
val V;l Asn Glu Ala Tyr Ser
Leu Ser Ser Leu Leu AspAla

Gly Leu Thr Gly Lys Asn Cys

365His Asp Lys Val Lys Ile Gin.

3. Xantosiini-N’-metyylitransferaasin iimentymista koodittava oleelli-

sesti puhdas nukleiinihapposekvenssi, joka kasittda seuraavat:

a) 1 CCTCTGACTT GCTAAACCTA CCATTACCTT TTTCTTCITG TCATCTGCAT

51

101

151

201

TCATGGCTTT TGTAGCCAGG CAATGGTITC TCCTATCCAT CATTAATGTA

GTGGTIGTCT GTTTCTTGAA ACCATTTGCC CTAGGCGAAC AACAGGTCCC

TTGCTACTTC ATTTTTGGAG ACTCACAAGA TGACAATGGC AACAATAATC

ACCTGAACAC CACTGCCAGG GCAAATTATC CACCTTACGS CATTGATTIC
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301

352

401

451

501

551

601

631

701

751

801

851

901

951

1001

1081

1101

1151

1201

1251

CCAGAAGGTC
CATTGGTGAG
CAAAAGGCCG
GGAATTCTITG
CGAACAATTG
TTGGAAACAG
GTTGCATTGG
TTATCCTACC
TTAGGCATTA
ARAATAGCCG
ATCTACAGAT
TCAATGACAA
GGTGCACAAT
ATCCACCCCT
CTGCAGCAGT
AACAGGAACC
CAATGAAGCA
ATGCTGATCC
AARGTGAAGA
TTCCAAGTTT

AATGTGCTAG

28

CAACTGGTCG
CTCCTTGGAT
GGATATCACT
ATCAGACCGG
CACAATCACG
ATCTGCAACA
GGAATAARTGA
AGCCACCTAT
TTCTCAGCAA
TTTTTIGGGCT
GGTAACTGTG
GCTCAAGCCA
?TCTTTAIGT
GCAGAAATTA
TGCTGGTGGA
AATATTATIT
TATTCAAGAT
TCTTGCCATT
TACAARTAGAC
CCGACAAGTC

TGTGATGTTA

TTGACAGCTA
ARAGGCATTA
TCGTCACCTG
AGAGAGCAAT
AAAGAATATC
TTACATCAAC
ATACTCCAAG
CTACGGACTT
TGGTTGGCTT
TGGATTCTAT
CTGGTTGATG
AGATGTGATA
CAATTGGCAA
CAGTGTATTC
TTGGGATGAT
TAGCATATTC
SGCGGECTAR
TGTATCTATG
AAACTCAATG

TCTCCTCAAT

GGTCGAAATC
CATACCTCCA
ATTATGCTIC
GGCGATCTCT
TTCGCGCATC
TAGCCAARTG
AACTACTTGT
AGAATTTGCC
TGTACAGATT
GGCTGCATAC
TAACGAGGAA
AACTGAATAC
GCAATCAATT
TGCACCATGC
CTGGGCAAAT
TTCCATCCCA
TGCGTTATCC
CAGGCAAAAA
TGTCCCATGA
TAATAAAACT

GGAAARCAATA

ATGCAGACTT
TTTGCAAATA
GGGAGCATCT
TCAGCTTCAA
GTGCGGTIGA
TCTGTACACT
TGCCAGAATA
AGCTTGTITAA
GGGGGCﬁAGA‘
CTGCTGAGTT
GTTCIGTTAT
CGAGTTAAGC
TGAACAATTT
TGCAACGTGT

TCCCTGCAGC

TCATTACTTG
CTGTCATGAT
TATTTCTATA
TGAGAGTCCG

TGTTATCATT

1301 AATCTCAGAC TATTTATAAT TACTATTAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA;

b) DNA-sekvensseja, jotka hybridoituvat edelliseen DNA-sek-
venssiin, jolloin mainitut hybridoituvat sekvenssit koostuvat oleellisesti sek-
vensseista, jotka ovat komplementaarisia edelliseen DNA-sekvenssiin néhden;
ja

c) DNA-sekvensseja, jotka ovat degeneroituneita edellisin DNA-
sekvensseihin ndhden.
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4. Menetelm3 kofeiinittomien kahvipapujen tuottamiseksi, joka me-

netelma kasittaa:

a) kahvikasvien transformoinnin DNA-sekvenssilld, joka on antisen-

29

se seuraavaan DNA-sekvenssiin nahden:

b

51

101

151

201

251

301

381

401

451

501

s51

601

651

701

751

8Ccl

851

901

951

1001

1051

1101

1151

CCTCTGACTT

TCATGGCTTT

GTGGTTGTCT

TTGCTACTTC

ACCTGAACAC

CCAGAAGGTC

CATTGGTGAG

CAAAAGGCCG

GGAATTCTITG

CGAACAATTG

TTGGAAACAG

GTIGCATTGG

TTATCCTACC

TTAGGCATTA

AAAATAGCCG

ATCTACAGAT

TCAATGACAA

GGTGCACAAT

ATCCACCCCT

CTGCAGCAGT

AACAGGARCC

CAATGAAGCA

ATGCTGATCC

AAAGTGAAGA

GCTAAACCTA

TGTAGCCRGG

GTTTCTTGAAR

ATTTITIGGAG

CACTGCCAGG

CAACTGGTCG

CTCCTTGGAT

GGATATCACT

ATCAGACCGG

CACARTCACG

ATCTGCAACA

GGAATAATGA

AGCCACCTAT

TTCTCAGCAA

TTTTTGGGCT

GGTAACTGTG

GCTCAAGCCA

TTCTTTATGT

GCAGAAATTA

TGCTGGTGGA

AATATTATIT

TATTCAAGAT

TCTTGCCATT

TACAATAGAC

CCATTACCTT TTTCTTCTTG
CAATGGTTTC TCCTATCCAT
ACCATTTGCC CTAGGCGAAC
ACTCACAAGA TGACAATGGC
GCAAATTATC CACCTTACGG
CTTCACCAAT GGTCGAAATC
TTGACAGCTA CATACCICCA
AAAGGCATTA ATTATGCTTC
TCGTCACCTG GGCGATCTICT
AGAGAGCAAT TTCGCGCATC
AMAGAATATC TAGCCAATG
TTACATCAAC AACTACTTGT
ATACTCCARG AGRATTTGCC
CTACGGACTT TGTACAGATT
TGGTTGGCTT GGCTGCATAC
TGGATTCTAT TAACGAGGAA
CTGGTTGATG AACTGAATAC
AGATGTGATA GCAATCAATT
CRATTGGCAA TGCACCATGC
CAGTGTATTC CTGGGCAAAT
TTGGGATGAT TTCCATCCCA
TAGCATATTC TGCGTTATCC
GGOGGCCTAR CAGGCAAAAA

TGTATCTATG TGTCCCATGA

TCATCTGCAT
CATTAATGTA
AACAGGTCCC
AACAATAATC
CATTGATTITC
ATGCAGACTT
TTTGCAAATA
GGGAGCATCT
TCAGCTTCAA
GTGCGGTTGA
TCTGTACACT
TGCCAGAATA
AGCTTGTTAA
GGGGGCAAGA
CTGCTGAGTT
GTTCIGITAT

CGAGTTAAGC

TGCAACGTGT
TCCCTGCAGC
GTGAAGTAGT

TQATTACTTG

TATTTCTATA



b) otetaan talteen transformoitujen kahvikasvien hedelmat.

30

1201 TTCCAAGTIT CCGACAAGTC AAACTCAATG TAATAAAACT TGAGAGTCCG

1251 AATGTGCTAG TGTGATGTTA TCTCCTCAAT GGAAACAATA TGITATCATT

1301 AATCTCAGAC TATTTATAAT TACTATTAAA AARAARAAAA AAAAAAA ; ja

5. Menetelmé kofeiinittomien kahvipapujen tuottamiseksi, joka me-

netelméa kasittda:

kahvikasvien transformoinnin DNA-sekvenssilla, joka on antisense

10 DNA-sekvenssiin nahden, joka koodittaa seuraavan sekvenssin ilmentymista:
Ala Arg Gln Trp
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1

14

27

40

53

66

79

92

105

118

131

144

157

170

183

196

208

222

235

248

261

Met
Ile
Leu
Asp
Thr

Phe

Ser
Ile
Ile
Ser
Ser
Lys

Gly

Ala
Thr
Gly
Thr
Leu

Leu

Ala
Asn
Gly
Ser
Thr

Pro

His

Thr
Leu
Phe
Arg
Glu

Asn

Ser
Leu
Leu
Asp
Leu

Asn

Phe
Val
Glu
Gln
Ala
Glu
Ala
Ile
Lys
Asp
Asn

Ile

Asn
Pro

Leu

Gly
Gly
Phe

Thr

val
val
Gln
Asp
Arg
Gly
Asp
Pro
Gly
Gln
Glu
Val
Leu

Asp

Leu
Arg
Trp
Asn
Asn

Glu

val
Gln
Asp
Ala
Pro
Phe
Pro
Ile
Thr
Gln
Arg

Ala

Ser
Ile
Leu
Leu
Cys
Asp

Leu

Val
val
Asn
Asn
Thr
Ile

Phe

Gly
Leu
Leu
Lys
Ile
His
Arg
Gly
Gly
val
Lys

Ser

Cys
Pro
Gly
Tyr
Gly
Gly
Ala
Tyr
Arg
His
Ile
Cys
Asn
Leu
His
Ala
Cys
Asp
Leu

Gly

148 ¢

Phe
Cys
Asn
Pro
Arg
Glu
Asn
Ala

His

Gly

Ile
Ser
Lys

Ala

Phe

Leu

TyT

Asn

Pro

Phe

Leu

Thr

Ser

Leu

His

Asn

Thr
Ser
Lys
Pro
Ile
Pro

Gln

Lys

Phe

Asn

Tyr

Thr
Leu
Lys
Gly
Gly
Glu

Arg

Leu
Pro
Gln

Ile

Asn
Leu

Phe

Leu Leu Ser

Pro Phe

Phe
Leu
Ile
Gly
Phe
Arg
Ser
Leu
Ala
Ala
Ala
Pro
Glu
Leu
Val
Leu
Glu

Asp

Leu Tyr

Ile
Ala
Gly
Asn
Asp
Arg
Asp
Asp
Gly
Phe
Ile
Thr
Leu
Glu
Phe
Arg
Phe
Ser
val
Glu

val



.o

10

274

287

300

313

326

339

352

365

Asp

Ser
Ile
Asp
Arg
Asp

His

val
Glu
Ala
Pro
Phe
Leu
Pro

Asp

Ile
Ile
Ala
Cys
His
Ala
Leu

Lys

Ala
Thr
Val
Ser

Pro

Ala

vVal

31

Ile

Ile

Ala

Asn

Ser

Ser

Ile

Asn
Gly
Gly
Arg
Glu
Ala
Gly

Ile

Leu
Asn
Gly
Asn
Val
Leu

Gly

Gln.

Asn Asn Leu
Ala Pro Cys
Gln Cys Ile
Gln Tyr Tyr
Val Asn Glu
Ser Ser Leu

Leu Thr Gly

Ser
Cys
Pro
Phe

Ala

Lys

Thr Pro
Asn Val
Gly Gin
Trp Asp
Tyr Ser
Asp Ala

Asn Cys
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Kuvio 2.
Puhdistetun xantosiini—N7-metyylitransferaasin

polyakryyliamidigeeli

94 kD-

- B7KkD-
43kD'~' <

30kD-

14,4kD+
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Kuvio 3.

Xantosiini—N7—metyylitransferaasia trypsiinilld pilkkomalla
saatujen fragmenttien erottaminen HPLC:11d

A. —lle Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly lis Leu Asp Gin — Gly
B. — lis Asn Tyt Ala Ser Gly Ala Sar Gly iis Leu Asp Gin Thr

. €. = Gin Tyr Val Pro Cys Tyr Phe (ThrfAsp) Phe llo Asp (Asp) (Gin) Asp
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Kuvio 4.

Oligonukleotidisynteesi peptideistd

Fragmentti A = lle Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly lle Lau Asp Gln — Gly
Fragmentti B — {[le Asn Tyr Ala Ser Gly Ala Ser Gly lle Leu Asp Gin Thr

Aluke 1 SATI AA.?TA%ch TC! GGi GC
Aluke 2 SATI AA$ TA%GC! AG% GGI GC
Aluke 3 3Tl TTS AT SCa1 AGl coi Ge
_..Aluke 4 3TAl TTS AT Sear TC§ carae

o
5 ¢
.

'...Fragmentti ¢ —Gln Tyr Val Pro Cys Tyr Phe X’s‘; Phe lle Asp (Asp) (GIn) Asp

' hluke 5 SCASTAT GTI CCI TGT TAT 1T

‘¥aluke 5 IGTT ATACAI GGIACS ATS AR



51
101
151
201
281
301
as1
401
451
501
Ss1
601
651
701
7581
801
852
S0l
951

10C01
1081
1101
1181
1201
1251
1301

CCTCTGACTT
TCATGGCTTT
GTGSTTIGTCT
TTGCTACTTC
ACCTGAACAC
CCAGAAGGTC
CATTGGTGAG
CAAAAGGCCG
GGAARTTCTTG
CGAACRATTG
TTGGAAACAG
GTTGCATTGG
TTATCCTACC
TTAGGCATTA
ARARTAGCCS
ATCTACAGAT
TCAATGACAA
GGTGCACAAT
ATCCACCCCT
CTGCAGCAGT
RACAGGAACC
CAATGAAGCA
ATGCTGATCC
RAAGTGAAGA
TTCCAAGTTT
AATGTGCTAG

AATCTCAGAC

GCTAAACCTA
TGTAGCCAGG
GITTCTIGAA
ATTTTTGGAG
CACTGCCAGG
CAACTGGTCS
CTCCTTGGAT
GGATATCACT
ATCAGACCGG
CACAATCACG
ATCTGCAACA
GGAATAATGA
AGCCACCTAT
TTCTCAGCAA
TITTITGGGCT
GGTAACTGTG
GCTCAAGCCA
TTCTITTATGT
GCAGAAATTA
TGCTGSTGGA
AATATTATIT
TATTCAAGAT
TCTIGCCATT
TACAATAGAC
CCGACAAGTC
TGTGATGTTA

TATTTATAAT

5/6

Kuvio 5

CCATTACCTT
CAATGGTTTC
ACCATTTGCC
ACTCACAAGA
GCAAATTATC
CTTCACCAAT
TTGACAGCTA
AAAGGCATTA
TCGTCACCTG
AGAGAGCAAT
AAAGAATATC
TTACATCAAC
ATACTCCAAG
CTACGGACTT
TGGTTGGCTT
TGGATTCTAT
CTGGTTGATG
AGATGTGATA
CAATTGGCAA
CAGTGTATTC
TTGGGATGAT
TAGCATATTC
GGCGGCCTAA
TGTATCTATG
AAACTCAATG
TCTCCTCAAT

TACTATTAAA

TTTCITCTTG
TCCTATCCAT
CTAGGCGAAC
TGACAATGGC
CACCTTACGS
GGTCCAAATC
CATACCTCCA
ATTATGCTTC
GGCGATCICT
TTCGCGCATC
TAGCCAAATG
AACTACTTGT
AGAATTIGCC
TGTACAGATT
GGCTGCATAC
TAACGAGGAA
AACTGAATAC
GCAATCAATT
TGCACCATGC
CTGGGCAAAT
TTCCATCCCA
TGCGTTATCC
CAGGCAAAAR
TGTCCCATGA
TAATAAAACT
GGAAACAATA

AAAAAAAAAR

TCATCTGCAT
CATTAATGTA
AACAGGTCCC
AACAATAATC
CATTGATTTC
ATGCAGACTT
TTTGCAAATA
GGGAGCATCT
TCAGCTTCAA
GTGCGSTTGA
TCTGTACACT
TGCCAGAATA
AGCTTGTTAA
GGGGGCAAGA
CTGCTGAGTT
GTTCTGTTAT
CGAGTTAAGC
TGAACAATTT
TGCAACGTGT
TCCCTGTAGE
GTGAAGTAGT
TCATTACTTG
CTGTCATGAT
TATTTCTATA
TGAGAGTCCS
TGTTATCATT

AAAAAAA



14
27
40
53
66
73
92
105
118
131
144
157
170
183
196
208

222

. 235

248
261
274
287
300

313

326

339
352

365

Met
Ile

Leu

Gly
Thr
Leu
Leu

Asp

Ser
Ile
Asp
Arg
Asp

His

Leu

Phe

Glu

Ser
Leu
Leu
Asp

Leu

val
Glu

Pro
Phe
Leu
Pro

Asp

Phe
Val
Glu
Gln
Ala
Glu

Ile
Lys
Asp

Ile

Asn
Pro

Leu

Gly
Gly
Phe

Ile
Ile

Leu

Lys

val
val
Gln

Gly
Asp
Pro
Gly
Gln
Glu
val
Leu

Asp

Leu

Val

Ala
val
Gln

Asp

Pro
Phe
Pro

Ile

Gln

Arg

Ser
Ile
Leu

Leu

6/6

Kuvio 6

Ile

Phe

Gly

Leu

Lys
Ile

Gly
Gly
val
Lys

Ser

Gly
Gly

Glu

Gly
Ile

Gln

Pro

Gly

Gly

Leu

Gly

' Leu

Gly
Asn
val
Leu
Gly
Gln

Phe

Leu

Phe

Ser

Leu
Lys
Phe

Leu

Leu

Phe

Leu

Ile

Glu

Gly

Pro

Ile

Ser

Glu
Glu

Glu

Gly

585 F 4

Ile

Gly
Phe
Ile

Leu
Glu
Phe

Phe
Ser
val
Glu
Val

Pro
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