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A
Menetelmd homologisen Bacillus-promoottorin ja yhdistetyn
luonnon tai modifioidun, ribosomin sitomiskohdan sisdltéd-

van DNA-sekvenssin kdyttd Streptomyces:essd

Keksinndn kohteena on menetelmd homologisen Bacillus-
promoottorin ja yhdistetyn luonnon tai modifioidun, riboso-
min sitomiskohdan sisdlt&d&vdn DNA-sekvenssin kdyttd funktio-
naalisen polypeptidin ekspressoimiseksi Streptomyces:essd.
Keksinn®n kohteena ovat edelleen transformantit, jotka
tarvitaan edelld mainitun menetelmdn ké&dyttdmiseksi.

Tdmd keksintd antaa menetelmdn funktionaalisten
polypeptidien ekspressoimiseksi Streptomyces-isdntdsoluissa
yhdistelmd-DNA-teknologian avulla. T&h&én asti yhdistelm&d-~
DNA-teknologian kehitt&@minen ja hyvdksikdytt& Strepto-
myces:essd on hidastunut ja tehty erityisen wvaikeaksi,
mikd johtuu sopivien kloonaus- ja ekspressoimisvektoreiden
yleisestd puutteesta. Tédmd ekspressoimisvektoreiden harva-
lukuisuus selittyy osaksi saatujen vieraiden transkriptio-
jJa translaatioaloitussignaalien tunnistamisen puutteesta
Streptomyces:essd. Niinmuodoin hyvin tunnettua
trp-(Hallewell, R. A. ja S. Emtage, 1980, Gene 9:27),
lac-(Guarante, L. et al., 1980, Cell 20:543 ja Roberts,
T. M. et al., 1979, Proc. Nat. Acad. Sci USA 76:5596),
lpp-(Lee, N. et al., 1981, J. of Bacteriol. 146:861;
Zwiebel, L. J. et al., 1981, J. of Bacteriol. 145:654
ja Natamura, K. ja M. Inouye, 1979, Cell 18:1109) ja
Bacteriophage >\PL--(Derom, C. et al., 1982, Gene 17:45;
Remaut, E. et al,, 1981, Gene 15(1):81 ja Bernard, H.
et al., 1979, Gene 5:59) transkriptiota ja translaatiota
ohjaavat promoottorisysteemit eivdt ole toiminnallisia
Streptomyces:essd. Siten joitakin vieraita ja kdyt&nndlli-
sesti el ollenkaan eukafyoottisia geenejd on ekspressoitu
Streptomyces-isdntdsysteemissé.

Streptomyceksen ddrimmdisen rajoitettu kyky tunnis-

taa vieraita transkriptio- ja translaatio-signaaleja tekee

vdlttdmattomdksi vaihtoehtoisten tunnistettavien signaalien
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kehittdmisen. Niinmuodoin rakenneltiin Bacillus subtilis-
promoottori- ja translaatiosignaalin sisdltdvd sekvenssi

ja sen tiettyjd muunnoksia olemaan kdyttdkelpoisia itse-
asiassa minkd tahansa polypeptidin ekspressoitumisen ohjaa-
miseksi Streptomyces:essd. Tdmd menetelmd polypeptidien
ekspressoimiseksi Streptomyces:essd edustaa merkittdvad
edistymistd ja etua tekniikan alalla ja laajentaa suuresti
yhdistelmd-DNA-teknologian kdyttdd gram-positiivisissa
mikro-organismeissa.

Geenikloonaus ja tuotteiden ekspressointi Strepto-
myces:essd ovat erittdin edullisia, koska organismi on
pddasiallisesti ei-patogeeninen eikd tavallisesti tuota
endotoksiineja. Lisdksi Streptomyces'td on tutkittu laajas-
ti ja on hyvin tunnettu ja ymmdrretty antibicotti- ja fermen-
tointiteollisuuksissa. Tdmd8 menetelmd ja siihen liittyvéat
ekspressoimisvektorit ja transformantit ovat erityisen tdr-
keitd, koska ne sallivat ndiden tdrkeiden etujen kaupallisen
hyvédksikdyton.

T&mdn keksinndn, kuten tdssd selitetddn ja vaaditaan,
tarkoituksia varten mddritellddn seuraavat termit seuraa-
vasti.

Yhdistelm&-DNA-ekspressoimisvektori - mik& tahansa
itsendisesti replikoituva aine, joka kdsitt&dd, mutta rajoit-
tumatta niihin, plasmideja, jotka k&sittdvdt DNA-molekyy-
lin, johon yksi tai useampia DNA-lisdsegmenttejd voidaan
lisatd tai on lis&dtty.

Transformointi - DNA:n tuominen vastaanottaja-isdnti-
soluun, mikd muuttaa genotyypin ja mistd sitten on seurauk-
sena muutos vastaanottajasolussa.

Transformantti - vastaanottaja-isdntdsolu, jossa
on tapahtunut transformointi.

Pilkontaosanen - kokonainen plasmidi tai kromoso-
maalinen DNA tai niiden lineaarinen osa, joka on kehitetty
yhden tai useampien restriktioentsyymien toiminnalla.

Funktionaalinen polypeptidi - talteenotettava bio-

aktiivinen kokonaan heterologinen polypeptidi tai prekursori,
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talteenotettava bioaktiivinen polypeptidi, joka sisdltda
heterologisen polypeptidin ja homologisen polypeptidin
kokonaisena tai sen osan, tai talteenotettava bioinaktii-
vinen yhdistynyt polypeptidi, joka sisdltd& heterologisen
polypeptidin ja bioinaktiivisen homologisen polypeptidin,
joka voidaan spesifisesti lohkaista.

Yhdistynyt geenituote - talteenotettava heterologi-
nen polypeptidi, joka on yhdistynyt kokonaisen homologisen
polypeptidin tai sen osan kanssa.

Insertionaalinen isomeeri - yksi kahdesta tai useam-
masta mahdollisesta yhdistelm&-DNA-molekyylistd, jotka
ovat muodostuneet, kun DNA-osanen insertoidaan yhteen kah-
desta tai useammasta yhteensopivasta kohdasta vastaan-
ottaja-DNA:1lla.

Tdmd keksintd on menetelmd funktionaalisen poly-
peptidin ekspressoimiseksi Streptomyces:essd ja se késittda
Streptomyces-isdntdsolun transformoimisen yhdistelm&-DNA-
ekspressoimisvektorilla, joka vektori kasittdi

1) homologisen Bacillus-promoottorin,

2) luonnossa esiintyvan tai modifioidun Bacilluksen
ribosomin sitomiskohdan sisdltdvan DNA-sekvenssin ja

3) geenin, joka koodaa funktionaalista polypeptidid,
ja tdtd transformoitua Streptomyces-solua viljelld&n kasvu-
olosuhteissa, niilld rajoituksilla, ettd td@md vektori
replikoituu ja on valikoitavissa transformoidussa Strep-
tomyces-solussa ja ettd@ promoottori ja DNA-sekvenssi
ohjaavat tdmdn geenin transkriptiota ja ekspressoitumista
transformoidussa Streptomyces-isdntdsolussa. Keksintd kdsit-
tdd edelleen transformantit, jotka tarvitaan edelld maini-
tun menetelmdn kdyttdmiseksi.

Erityisesti tdmdn keksinndn edelld mainitusta mene-
telmdstd annetaan esimerkki transformoimalla Streptomyces-
isdntdsolu yhdistelmid-DNA-ekspressoimisvektorilla, joka
kdsittda

1) ribosomin sitomiskohdan sisdltdvdn DNA-sekvenssin:
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jossa

on deoksiadenyyli,
on deoksiguanyyli,
on deoksisytosyyli,
on tymidyyli,

on G tai C,

o ™ 3 a P

on G tai C, ja

R2 on G tai T,

2) Bacillus subtiliksen veg-promoottorin ja

3} geenin, joka koodaa funktionaalista polypepti-
did, ja viljelemdlld tdtd transformoitua Streptomyces-solua
kasvuolosuhteissa, silld lisdrajoituksella, ettd (1) R ja
Rl eivdt samanaikaisesti ole sama deoksiribonukleotidi,
ja (2) kun R2 on T, silloin R on G ja Rl on C.

Ribosomin sitomiskohdan sisdltdv&@ DNA-sekvenssi,
jossa R ja Rl ovat G tai C, jossa R2 on G ja johon veg-
promoottori ja geeni ovat liittyneet, voidaan syntetisoida
tavanomaiseen tapaan modifioidulla fosfotriesteri-menetel-
mdllad kdyttden tdysin suojattuja trideoksiribonukleotidi-
rakenneryhmid, pddasiallisesti Itakura'n et al., 1977,
Science 198:1056 ja Crea'n et al., 1978, Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 75:5765 menetelmien mukaisesti. veg-Promoottori
voidaan joko syntetisoida suoraan tai saada plasmidin
pMS480 EcoRI-SfaNI-uutolla. Syntynyt n. 0,38 kb:n EcoRI-
SfaNI-osanen sisdltdd veg-promoottorin sekd myds lisd-
deoksiribonukleotidejd koodaavan sdikeen 5'-pddssd (EcoRI-
komplementaarisen pddn vieressd). veg-Promoottorin ja
ribosomin sitomiskohdan sisdltdvd DNA-sekvenssi, jossa R2
on T voidaan saada plasmidin pMS480 EcoRI-BamHI-uutolla.
Syntynyt n. 0,48 kb:n EcoRI-BamHI-osanen sisdltdd edelld

mainitut lisd-deoksiribonukleotidit sekd my&s deoksiribo-

nukleotidit koodausrihman 3'-pddssd, jotka koodaavat homolo-

gisen Bacillus subtilis-polypeptidin osaa. Plasmidi pMS480
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kdsittdd n. 4,8 kb ja voidaan eristdd tavanomaisesti

E. coli K12 JA221/pMS480:sta, kannasta, joka on talletettu
ja tehty osaksi pysyvdd varastoviljelykokoelmaa laborato-
riossa Northern Regional Research Laboratory, Peoria,
Illinois. Kanta on yleis&én saatavissa plasmidin pMS480
edullisena ldhteend ja varastosdilidnid saantinumerolila
NRRL B-15258,

Mukavuuden ja rakentamisen helppouden kannalta veg-
promoottori saatiin plasmidin pMS480 EcoRI-SfaNI-uutolla.
Saatu osanen liitettiin sitten edelld kuvattuun ribosomin
sitomiskohdan sis&dltdvddn DNA-sekvenssiin, jossa R ja Rl
ovat G tai C ja jossa R2 on G. Tdmd sekvenssi suunnitel-
tiin sisdltdmddn SfaNI- ja Ncol-komplementaariset pdét.
Sekvenssi sallii siten polypeptidin suoran ekspressoimisen
sen jdlkeen, kun siihen on samanaikaisesti liitetty sekd
NcoI-pilkottu geeni ettd edelld mainittu n. 0,38 kb:n
EcoRI-SfaNI-veg-promoottorin sisdltdvd osanen. Suora
ekspressoituminen tapahtuu, koska NcoI-komplementaaristen
pdiden 1liitdntd palauttaa NcoI-pilkotun geenin ATG-transla-
tionaalisen aloituskolmikon. Synteettinen sekvenssi on
sen tdhden hyddyllinen mink&d tahansa geenin, joka koodaa
funktionaalista polypeptidid, yleistd suoraa ekspressoin-
tia varten Streptomyces:essd Bacillus subtilis-veg-promoot-
torin sddtelyn alaisena.

Vaikka geenit, jotka luonnostaan sisdltdvidt Ncol-
kohdan translaation aloituskohdassa, ovat edullisia, voidaan
kdyttdad mySs geenejd, joista tdllaiset kohdat puuttuvat.
Jdlkimmdisessd tapauksessa geeni voidaan pilkkoa restriktio-
entsyymilld ja sitten rekonstruoida synteettisesti (Itakura
et al., 1977 ja Crea et al., 1978), niin ettd se sisdltdi
halutun NcoI-komplementaarisen pd&dn. Vaihtoehtoisesti,
riippuen rakentelun mukavuudesta ja helppoudesta, modi-
fioitu geeni voi olla kokonaan synteettinen. Kummassakin
tapauksessa modifioitu geeni voidaan 1iittdd edelld maini-
tun ribosomin sitomiskohdan sis&dltdvan sekvenssin NcoI-komp-

lementaariseen pddhdn palauttaen siten ATG-metioniinia
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koodaava aloituskolmikko ja sallien siten halutun tuot-
teen suora ekspressoituminen Streptomyces:essa.

Funktionaalista polypeptidid koodaavan geenin liit-
tdminen n. 0,48 kb:n EcoRI-BamHI-osasen BamHI-pilkontakoh-
dassa sallii yhdistetyn geenituotteen ekspressoimisen.
Vaikka geenit, jotka luonnostaan sisdltdvat BamHI-kohdan
translationaalisessa aloituspisteessd tai sen ldhelld,
ovat edullisia, voidaan kdyttdd myds geenejd, joista tdal-
laiset kohdat puuttuvat. Jdlkimmdisessd tapauksessa geeni
voidaan pilkkoa restriktioentsyymilld ja sitten rekonstru-
oida synteettisesti niin, ettd se sisdltdid halutun BamHI-
komplementaarisen pddn. ,

Tdmd menetelmd funktionaalisen polypeptidin ekspres-
soimiseksi Streptomyces:ssd edustaa merkittdvdid teknistid
edistystd. Edelld mainittua Bacillus~promoottoria ja ribomin
sitomiskohdan sisdltidvdd DNA-sekvenssid voidaan kdyttdd
minkd tahansa polypeptidid koodaavan geenin yleisekspres-
soimista varten Streptomyces:ssd.

Tadtd keksintdd kuvaavia ekspressoimisvektoreita
rakennettiin 1iitt8m&dll4 plasmidin pMS480 n. 0,38 kb:n
EcoRI-SfaNI-osanen, pre-proinsuliini-plasmidin pOWe601l
n. 4 kb:n EcoRI-NcolI-osanen ja edelld mainittu ribosomin
sitomiskohdan sis8ltidvid DNA-sekvenssi. Syntynyt plasmidi,
joka on nimitetty pOW1l0:ksi, on funktionaalinen E. coli:ssa
ja sisdltdd funktionaalista polypeptidid koodaavan geenin
translationaalisessa lukusuunnassa veg-promoottorin kanssa.
Plasmidi pOW10 on erityisen k&yttdkelpoinen ekspressoimis-
vektoreiden rakentamiseksi, jotka ovat funkticnaalisia
Streptomyces:essd ja siten tdtd menetelmidd kuvaavia.

Plasmidi pOW60l, jota kdytetddn lihtdaineena plas-
midin pOW1l0 rakentamista varten, kdsittid n. 4,4 kb ja
voidaan tavanomaisesti eristdd E. coli K12 JA221/pOW60l:sti,
kannasta, joka on talletettu ja muodostaa osan pysyvidstd
varastoviljelykokoelmasta laboratoriossa Northern Regional
Research Laboratory, Peoria, Illinois. Kanta on yleisé&n

saatavissa edullisena plasmidin l&8hteend ja varastosdildnd
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saantinumerolla NRRL B-15259.

Kuvaavia vektoreita, jotka ovat funktionaalisia
Streptomyces:essd, rakennetaan liittamdlld EcoRI-uutettu
plasmidi pOW1l0 EcoRI-uutettuun plasmidiin pBSl. EcoRI-
uutetun plasmidin pOW1l0 liitt&misestd EcoRI-uutettuun
plasmidiin pBS1 on tuloksena kuvaavat n. 12,8 kb:n plas-
midit pOW527 ja pOW528. Plasmidi pBS1 rakennetaan l1iittéd-
mdlld plasmidin pHI-18 n. 3,9 kb:n BamHI-osanen plasmidin
PEL105 n. 4,4 kb:n BamHI-osaseen. Plasmidi pHI-18 k&sit-
tdd n. 3,9 kb ja sisdltdd klooriamfenikoli-resistenssi-
geenin sekd my&s replikaation aloituskohdan, joka on funk-
tionaalinen Bacilluksessa. Plasmidi pHI-18 rakennetaan
plasmidin pHI-16 n. 0,7 kb:n HpalI-deleetiolla. Jdlkim-
mdinen plasmidi on tunnetun kimeerisen plasmidin pBD1l2
in vivo-deleetio (esittdnyt Gryczan et al., 1980,

J. Bacteriology 141(1):246), joka voidaan tavanomaisesti
eristdd Bacillus subtilis MI112/pHI-16:sta, rakennetusta
kannasta, joka on talletettu ja tehty osaksi pysyvd& varas-
toviljelykokoelmaa laboratoriossa Northern Regionél
Research Laboratory, Peoria, Illinois. Kanta on yleisén
saatavissa plasmidin edullisena ldahteend ja varastosdi-
16nd saantinumerolla NRRL B-12597. Plasmidi pEL105 raken-
netaan liitt&m&dlld plasmidin pLR2 (rakennettu liittdmdlla
HindITII-uutettu plasmidi pIJd6 (esittdnyt Thompson et al.,
1980, Nature 286:525) ja HindIII-uutettu plasmidi pBR322)
n. 1,6 kb:n BamHI-osanen plasmidin pEL103 n. 2,8 kb:n

BamHI-osaseen. Jdlkimm&inen plasmidi voidaan eristdd tavan-

omaisesti Streptomyces granuloruber No. A39912.13/Pell03:sta,

kannasta, joka on talletettu ja tehty osaksi pysyvdd va-
rastoviljelykokoelmaa laboratoriossa Northern Regional
Research laboratcry, Peoria, Illinois. Kanta on saatavissa
plasmidin edullisena l&hteend ja varastosdilond saanti-
numerolla NRRL 12549. Kummankin plasmidin pOW527 ja
pOW528 pilkontakohtien kartta on esitetty oheisten piir-
rosten kuvassa 1.

Plasmidit pOWS527 ja pOW528 ovat funktionaalisia



10

15

20

25

30

35

Streptomyces:essd, kdsittdvdt funktionaalisen pre-proinsu-
liinia koodaavan geenin translationaalisessa lukusuunnassa
veg-promoottorin ja ribosomin sitomiskohdan sisdltdvan
synteettisen DNA-sekvenssin kanssa, jossa R on G, Rl on
C ja R2 on G, Jja ovat siten kdyttdkelpoinen esimerkki
tdstd keksinndstda. Muita kdyttdkelpoisia vektoreita esi-
merkkeind tdstd keksinndstd rakennettiin 1) uuttamalla
plasmidia pOW1l0 NcoIlI- ja plasmidia pMC1403 BamHI-restrik-
ticentsyymilld; 2) t8ytt8mdlld syntyneet komplementaariset
pddt DNA-polymeraasin Klenow-fragmentilla; 3) uuttamalla
tdytettyjd osasia EcoRI-restriktiocentsyymilld ja 4) 1liit-
tdmdlld syntyneet kaksi osasta vastaavista EcoRI- ja
tylpistd pdistdidn. Plasmidi pMCl403, jota kdytetddn 1&hto-
aineena nditéd rakenteluja varten, kasittdd n. 9,9 kilo-
emdstd ja sisdltdd osan lacZ-geenistd. Plasmidi voidaan
eristdd tavanomaisesti E. coli K12 BE904/pMCl403:sta,
kannasta, joka on talletettu ja tehty osaksi pysyvad varas-
toviljelykokoelmaa laboratoriossa Northern Regional
Laboratory, Peoria, Illinois. Kanta on yleis®n saatavissa
plasmidin edullisena l&hteend ja varastosdildnd saanti-
numerolla NRRL B-15213. Edelld mainittu liitd&ntd palaut-
taa sekd NcoI- ettd BamHI-pilkontakohdat ja siitd on
siten seurauksena plasmidi, joka on nimetty plasmi-
diksi pOW303, joka sisdltdd osan lacZ-geenistd trans-
lationaalisessa lukusuunnassa veg-promoottorin ja ribo-
somin sitomiskohdan sisdltdvdn synteettisen DNA-sek-
venssin kanssa.

Plasmidia pOW303 uutettiin EcoRI-restriktioentsyy-
milld ja liitettiin EcoRI-uutettuun plasmidiin pBS1l anta-
maan KkKuvaavat plasmidit pOW529 ja pOW530. Plasmidit
pOW529 ja pOW530 ovat funktionaalisia Streptomyces:essd,
kdsittavdt funktionaalista polypeptidid koodaavan gee-
nin translationaalisessa Jlukusuunnassa veg-promoottorin
ja edelld mainitun DNA-sekvenssin kanssa, jossa R on

G, Rl on C ja R2 on G ja ovat siten edullisia tdmdn kek-

sinndn edelleen valaisemiseksi. Edelld mainittujen
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vektoreiden isdntdsoluille antamaa /?galaktosidaasi—
aktiivisuutta voidaan kdyttdd valikoitavana merkitsi-
jand tehden vektorit yleisesti kdyttOkelpoisiksi mole-
kyylikloonausta varten. Plasmidien pOW529 ja pOW530
pilkontakohtien kartta on esitetty oheisten piirrosten
kuvassa 2.

Plasmidit pOW539 ja pOW540 rakennettiin yhdiste-
tyn geenituotteen ekspressoimisen valaisemiseksi
Streptomyces:essd homologisen Bacillus-promoottorin ja
luonnossa esiintyvédn Bacilluksen ribosomin sitomiskohdan
sddtelyn alaisena. Siten plasmidin pMS480 edelld mai-
nittu n. 0,48 kb:n EcoRI-BamHI-osanen liitettiin plasmi-
din pMC1403 n. 9,9 kb:n Ecori-BamHI-osaseen, mistd syn-
tyi plasmidi pOW30l. Jdlkimmdinen plasmidi BamHI-uutet-
tiin, kd&dsiteltiin DNA-polymeraasi I:n Klenow-osasella
ja liitettiin sitten antamaan plasmidi pOW302. Plasmidi
pOW302 on funktionaalinen E. colissa ja kédsittd8d lacZ-
geenin osan translationaalisessa lukusuunnassa veg-
promoottorin, luonnossa esiintyvd@n ribosomin sitomiskoh-
dan ja osan kanssa geenistd, joka koodaa homologista
Bacillus subtilis-polypeptidid. Plasmidi pOW302 EcoRI-
uutettiin sitten ja liitettiin samalla tavalla uutettuun
plasmidiin pBS1l. Syntyneet rakenteet, joita tdssd nimi-
tetddn plasmideiksi pOW539 ja pOW540, ekspressoivat yhdis-
tetyn geenituotteen, joka antaa ﬁ-galaktosidaasi—aktii-
visuuden Streptomyces:essd, ja ovat siten kdyttSkelpoi-
sia esimerkkeind tdstd keksinnbsti. /6~galaktosidaasi-
aktiivisuutta voidaan kdyttdd valikoitavana merkitsijéng,
tehden vektorit yleisesti k&dyttdkelpoisiksi molekyyli-
kloonausta varten. Kummankin plasmidin pOW539 ja pOW540
pilkontakohtien kartta on esitetty oheisten piirrosten
kuvassa 3.

Tdmd menetelmd on erityisen monipuolinen ja sité
voidaan kdyttdd minkd tahansa polypeptidin, jota voi koo-
data geeni-yhdistelmd-~DNA-kloonausvektorissa, tuotantoon

Streptomyces:essd. Erds edullinen yhdistelmd-DNA-kloonaus-
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10

vektori on plasmidi, vaikka voidaan kdyttdd myds bakte-
riofaagia ja muita vektoreita kuten alaan perehtyneille
on selvdd. Kuvaavan pre-proinsuliinin ja lacZ-geenien 1li-
sdksi ovat muita geenejd, joita voidaan kdyttdd, geenit,
joita esiintyy luonnossa, geenit, Jjoita ei esiinny luon-
nossa sekd geenit, jotka ovat osaksi luonnossa esiin-
tyvid ja osaksi synteettisid tai ei-luonnossa esiin-
tyvid. Erityisesti n&md geenit voivat koodata ihmisen
proinsuliinia, ihmisen insuliini A-ketjua, ihmisen
insuliini B-ketjua, ei-ihmis-insuliinia, ihmisen kasvu-
hormonia, ei-~ihmis-kasvuhormonia, haudan kasvuhormonia,
sian kasvuhormonia, ihmisen interferonia, ei-ihmis-
interferonia, virusantigeenid, urokinaasia, jotakin
peptidihormonia, jotakin entsyymid tai itse asiassa mitéd
tahansa muuta polypeptidid, jolla on tutkimusarvoa tai
kaupallista arvoa.

.~ T&m&d menetelmd funktionaalisen polypeptidin
ekspressoimiseksi Streptomyces:essd ei‘rajoitu Strepto-
myces:en yhteen ainoaan lajiin tai kantaan. Pdinvastoin,
taméd keksintd on laajalti kéytfékelpoinen ja sitd voi-
daan kdyttd&d monien Streptomyces-ryhmien isédntdsoluihin,
erityisesti niiden ei-pilkkoviin kantoihin. Ei-pilkko-
vat kannat ovat helposti valikoitavissa ja eristettéd-
vissd Streptomyvces-luokista alalla hyvin tunnetuin tavan-
omaisin menetelmin (Lomovskava et al., 1980, Micro-
biological Reviews 44:206). Ei-pilkkovien kantojen isd&n-
tdsoluilta puuttuvat restriktioentsyymit ja siten ne
eivdt leikkaa tai hajota DNA:ta transformoinnin jdlkeen.
Tdmdn patenttihakemuksen tarkoituksia varten pidetd&n
isdntdsoluja, jotka sis&dltdvdt restriktioentsyymeji,
jotka eivdt leikkaa yhtdkddn pilkontakohdista vektoreissa,
jotka ovat kdyttdkelpoisia tdmdn keksinndn kuvaamiseksi,
myos ei-pilkkovina.

Streptomyces-luokkien ei-pilkkovien kantojen edulli-
sia isdntdsoluja, jotka tuottavat aminoglykosidi-antibioot-

teja Jja joissa tdtd menetelmdd voidaan kdyttdd ja joissa
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se on erityisen kdyttOkelpoinen, ovat esimerkiksi lajien
S. kanamyceticus (kanamysiinit), S. chrestomyceticus
(aminosidiini), S. griseoflavus (antibiocotti MA 1267),

S. microsporeus (antibiootti SF-767), S. ribosidificus
(antibiootti SF-733), S. flavopersicus {spektinomysiini),
S. spectabilis (aktinospektasiini), S. rimosus forma
paromomycinus (paromomysiinit, katenuliini), §. fradiae
var. italicus (aminosidiini), S. bluensis var. bluensis
(bluensomysiini), S. catenulae (katenuliini),

S. olivoreticuli var cellulophilus (destomysiini A),

S. tenebrarius (tobramysiini, apramysiini), S. lavendulae
(neomysiini), S. albogriseolus (neomysiinit), S. albus
var. metamycinus (metamysiini), S. hygroscopicus var.
sagamiensis (spektinomysiini), S. bikiniensis (strepto-
mysiini), S. griseus (streptomysiini), S. erythrochromo-
genes var. narutoensis (streptomysiini), S. poolensis
(streptomysiini), S. galbus (streptomysiini), S. rameus
(streptomysiini), S. olivaceus (streptomysiini),

S. mashuensis (streptomysiini), S. hygroscopicus var.
limoneus (validamysiinit), S. rimofaciens (destomysiinit),
S. hygroscopicus forma glebosus (glebomysiini), S. fradiae
(hybrimysiinit, neomysiinit), S. eurocidicus (antibiootti
Al6316-C), S. aquacanus (N-metyyli-hygromysiini B),

S. crystallinus (hygromysiini A), S. noboritoensis (hygro-
mysiini), S. hygroscopicus (hygromysiinit), S. atrofaciens
(hygromysiini), S. kasugaspinus (kasugamysiinit),

S. kasugaensis (kasugamysiinit) S. netropsis ( antibiootti
LL-AM31), S. lividus (lividomysiinit), S. hofuensis
(seldomysiini komplex), ja S. canus (ribosyyli paromamiini)
ei-pilkkovat solut.

Streptomyces—-luokan ei-nilkkovien kantojen edulli-
sia isdntdsoluja, jotka tuottavat makrolidi-antibioot-
teja ja joissa tdtd menetelmdd voidaan kdyttdd ja on
erityisen kdyttokelpoinen, ovat esimerkiksi lajien
S. caelestis (antibiootti M188), S. platensis (plateno-

mysiini), S. rochei var. volubilis (antibiootti T2636),



10

15

20

25

30

35

12

S. venezuelae (metymysiinit), S. griseofuscus (bundliini),
S. narbonensis (josamysiini, narbomysiini), S. fungicidicus
{antibiootti NA-181), S. griseofaciens (antibiootti

PA133A, B), S. roseocitreus (albosykliini), S. bruneogriseus
(albosykliini), S. roseochromogenes (albosykliini),
S. cinerochromogenes (sineromysiini B), S. albus (albo-
mysetiini), 8. felleus (argomysiini, pikromysiini),
S. rochei (lankasidiini, borrelidiini), S. violaceoniger
(lankasidiini), 8. griseus (borrelidiini), S. maizeus
(ingramysiini), S. albus var. coilmyceticus (koleimysii-
ni), S. mycarofaciens (asetyylileukomysiini, espinomysii-
ni), S. hygroscopicus (turimysiini, relomysiini, marido-
mysiini, tylosiini, karbomysiini), S. griseospiralis
(relomysiini), S. lavendulae (aldgamysiini), S. rimosus
(neutramysiini), S. deltae (deltamysiinit), S. fungicidicus
var. espinomyceticus (espinomysiinit), S. furdicidicus
(mydekamysiini), S. ambofaciens (foromasidiini D),
S. eurocidicus (metymysiini), S. griseolus (griseomysiini),
S. flavochromogenes (amaromysiini, shinkomysiinit),
S. fimbriatus (amaromysiini), S. fasciculus (amaromysiini),
S. erythreus (erytromysiinit), $. antibioticus (oleando-
mysiini) S. olivochromogenes (oleandomysiini),
S. spinichromogenes var. suragaoensis (kujimysiinit),
S. kitasatoensis (leukomysiini), S. narbonensis var.
josamyceticus (leukomysiini A3, josamysiini),
S. albogriseolus (mikonomysiini), S. bikiniensis (kalko-
mysiini), S. cirratus (kirramysiini), S. djakartensis
(niddamysiini), S. eurythermus (angolamysiini),
S. fradiae (tylosiini, laktenosiini, makrosiini),
S. goshikiensis (bandamysiini), S. griseoflavus (aku-
mysiini), S. halstedii (karbomysiini), S. tendae (karbo-
mysiini), S. macrosporeus (karbomysiini), S. thermo-
tolerans (karbomysiini) ja S. albireticuli (karbo-
mysiini) ei-pilkkovat solut.

Streptomyces-luokan ei-pilkkovien kantojen edul-

lisia isdntdsoluja, jotka tuottavat /6—laktaami—antibioot—
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teja ja joissa tdtd menetelmdd voidaan kdyttdd ja on
erityisen hyddyllinen, ovat esimerkiksi lajien S. lipmanii
(Al6884, MM4550, MM13902), S. clavuligerus (Al6886EB,
klavulaanihappo), S. lactamdurans (kefamysiini C),

S. griseus (kefamysiini A, B), S. hygroscopicus (deaset-
oksikefalosporiini C), S. wadayamensis (WS-3442-D),

S. chartreusis (SF 1623), S. heteromorphus ja S. panayensis
(C2081X), S. cinnamonensis, S. fimbriatus, S. halstedii,

S. rochei ja S. viridochromogenes (kefamysiinit A, B),

S. cattleya (tienamysiini), ja S. olivaceus, S. flavovirens,
S. flavus, S. fulvoviridis, S. argenteolus, ja

S. sioyaensis (MM 4550 ja MM 13902) ei-pilkkovat solut.

Streptomyces-luokan ei-pilkkovien kantojen edul-
lisia isdntdsoluja, jotka tuottavat polyeetteri-antibioot-
teja ja joissa t&td menetelmdd voidaan kdyttdi ja on
erityisen hyddyllinen, ovat esimerkiksi lajien
S. albus (A204, A28695A ja B, salinomysiini),

S. hygroscopicus (A218, emerisidi, DE3936), Al20a,
A28695A ja B, eteromysiini, dianemysiini), S. griseus
(grisoriksiini), S. conglobatus (ionomysiini),

S. eurocidicus var. asterocidicus (laidlomysiini),

S. lasaliensis (lasalosidi), S. ribosidificus (lono-
mysiini), S. cacaoi var. asoensis (lysoselliini),

S. cinnamonensis (monensiini), S. aureofaciens (narasii-
ni), S. gallinarius (RP 30504), S. longwoodensis (lyso-
selliini), S. flaveolus (CP38936), S. mutabilis
(8s-11743a), ja S. violaceoniger (nigerisiini) ei-pilk-
kovat solut.

Streptomyces-luokan ei-pilkkovien kantojen edul-
lisia isdntdsoluja, jotka tuottavat glykopeptidi-anti-
biootteja ja joissa tdtd menetelmdid voidaan k&yttdi
ja on erityisen hyddyllinen, ovat esimerkiksi lajien
S. orientalis ja S. haranomachiensis (vankomysiini),

S. candidus (A-35512, avoparsiini) ja S. eburosporeus
(LL-AM 374) ei-pilkkovat solut.
Muiden ei-pilkkovien Streptomyces-kantojen edullisia
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isantdsoluja, joissa tdtd menetelmdd voidaan kdyttda ja
on erityisen hyddyllinen, ovat esimerkiksi lajien

S. coelicolor, S. granuloruber, S. roseosporus,

S. lividans, S. espinosus ja S. azureus ei-pilkkovat
solut.

Samalla kun tdmdn keksinnon kaikki suoritus-
muodot ovat kdyttokelpoisia, ovat jotkut ekspressoimis-
vektoreista ja transformanteista edullisia k&ytettaviksi
tdssd keksinndssd. Siten ovat edullisia vektoreita plas-
midit pOW527, pOW528, pOW529, pOW530, pOWS39 ja pOW540

- Ja edullisia transformantteja ovat Streptomyces
ambofaciens/pOW527, S. ambofaciens/pOW528, S. ambofaciens/

pOW529, S. ambofaciens/pOW530, S. ambofaciens/pOW539 ja
S. ambofaciens/pOW540. Tdstd edullisesta ryhmdstd ovat
plasmidit pOW529 ja pOW539 sekd transformantit S. ambo-
faciens/pOW529 ja S. ambofaciens/pOW539 edullisimpia.
Menetelmd tdmédn keksinndn funktionaalisten poly-
peptidien ekspressoimiseksi on laajalti kdyttdkelpoinen
ja auttaa tdyttdmddn ekspressoimisvdlittdjien tarpeen
kdytettdviksi Streptomyces:esséd. Siten tdm& menetelmd sal-
lii tuotteiden, joita nyt biotuotetaan E. coli:ssa tai

Bacilluksessa, geneettisen ekspressoimisen Streptomy-

ces:essd. Tamd on erityisen edullista, koska Streptomyces'in

suurmittakaavainen fermentointi on paremmin tunnettu ja
ymmdrretty kuin E. coli'n tai Bacilluksen fermentointi.
Itse asiassa E. coli'n kaupallinen fermentointi on vieléd
suuresti kokeellista ja tulvillaan vaikeuksia. Keksintd
kiertdd tdmdn ongelman antamalla vaihtoehdon tuottaa
yhdisteitd, joita nyt biosyntetisoidaan E. coli:ssa,
kuten esimerkiksi ihmisen insuliinia, ihmisen proinsulii-
nia, glukagonia, interferonia, ihmisen kasvuhormonia,
naudan kasvuhormonia jne. Streptomyces:essd. Tdmd voidaan
tehdd, koska tdssd menetelmdssd kdyttdkelpoiset vektorit
ovat erittdin monipuolisia ja voivat mukautua DNA-sekvens-
seihin, jotka koodaavat edelld mainittuja tuotteita. Siten

tdmd menetelmd antaa joustavuutta isdntien valinnassa Jja
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ja antaa keinon Streptomyces'in kdyttdmiseen polypeptidien
ja muiden geenituotteiden biotuotannossa. Tdmd ei ollut
mahdollista ennen tdtd keksintdd. Siten homologisia
Bacillus-promoottoreita ja Bacilluksen luonnossa esiin-
tyvien tai modifioitujen ribosomin sitomiskohdan sis&ltd-
vien DNA-sekvenssien k&yttd funktionaalisten polypepti-
dien geneettiseen ekspressointiin Streptomyces:essd sallii
yhdistelm&-DNA-teknologian tdydellisen hyvdksikdytdn

tdssd mikro-organismien teollisesti tdrkedssid luokassa.

Lajeja Streptomyces granuloruber No. A39912.13/
PEL103, Bacillus subtilis/MI112/pHI-16, E. coli K12
JA221/pMS480, E. coli K12 BE904/pMCl403 ja E. coli K12
JA221/pOW601, plasmidien pEL103, pHI-16, pMS480,
pMC1403 ja pOW60l vastaavina l&hteind ja Streptomyces
ambofaciens'ia voidaan viljelld lukuisilla tavoilla kayt-
tden jotakin monista erilaisista vdliaineista. Hiili-
hydraatti-ldhteitd, jotka ovat edullisia viljelyv&li-
aineessa, ovat esimerkiksi melassi, glukoosi, dekstriini
ja glyseroli, ja typpildhteet ké&sittdvdt esimerkiksi soija-
jauhon, aminohapposeoksia ja peptoneja. Epdorgaanisia
ravintosuoloja lisdtddn myds ja ne kdsittdviat tavalliset
suolat, jotka pystyvdt antamaan natrium-, kalium-, ammo-
nium-, kalsium-, fosfaatti-, kloridi-, sulfaatti- tms.
ioneja. Muiden mikro-organismien kasvua ja kehittymistd
varten lisdtddn tarpeen mukaan myds hivenaineita. Tdllaisia
hivenaineita tulee tavallisesti epdpuhtauksina satunnai-
sesti vdliaineen muita aineosia lisdttdesséd.

Streptomyces granuloruber No. A39912.13/pEL103:a
kasvatetaan aerobisissa viljelyolosuhteissa suhteellisen
laajalla pH-alueella n. 5-9 ldmpdtiloissa v&dliltd n.
15° - 40°c. Plasmidin PEL103 tuotantoa varten suurimmassa
mddrdssd, on kuitenkin toivottavaa aloittaa viljelyv&dli-
aineella pH n. 7,2:ssa ja pitdd viljely n. 30°:n l&8mpo-
tilassa. Streptomyces granuloruber No. A39912.13/pEL103:n
viljelystd edelld mainituissa olosuhteissa on seurauksena

solujen sdild, josta plasmidi pEL103 eristetdidn sopivasti
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alalla hyvin tunnetuin menetelmin.

Bacillus subtilis MI112/pHI-l6:ta viljell&d&n aero-
bisissa viljelyolosuhteissa suhteellisen laajalla pH-alu-
eella n. 5-8,5 ldmpdtiloissa valiltd n. 25° - 45°C.
Plasmidin pHI-16 tuotantoa varten suurimmassa mdardssd
on kuitenkin toivottavaa aloittaa viljelyvdliaineella pH
n. 7:ssd ja pitdd viljely n. 37°C:n lédmpbtilassa. Bacillus
subtilis MI112/pHI-16:n viljelystd edelld mainituissa olo-
suhteissa on seurauksena solujen sdild, josta plasmidi
pHI-16 eristetddn sopivasti alalla hyvin tunnetuin mene-
telmin.

E. coli K12 JA221/pMS480:td, E. coli K12 BE904/
pMCl043:a ja E. coli K12 JA221/pOW60l:td& kasvatetaan
kutakin aerobisissa viljelyolosuhteissa suhteellisen laa-
jalla pH-alueella n. 6,5-8 lampBtiloissa v&dliltd n.
25° - 40°. Plasmidien pMS480, pMC1403 ja pOW60l tuotta-
miseksi suurimmassa md&drdssd on kuitenkin toivottavaa aloit—'
taa viljelyvdliaineella pH n. 7,2:ssa ja pitdd ylld n.
37°C:n viljelyldmpotila. E. coli-solujen viljelystd edella
mainituissa olosuhteissa on seurauksena solujen sdild,
josta plasmidit vastaavasti eristetd@dn alalla hyvin tunne-
tuin menetelmin.

Seuraavat esimerkit valaisevat ldhemmin ja yksityis-
kohtaisesti tédssd esitettyd keksintdd. Sekd selitys kek-
sinndstd ettd todelliset tydvaiheet keksinndn rakente-
luksi kuvataan, milloin on sopivaa.

Esimerkki 1

Plasmidin pOW1l0 rakentelu

A. Plasmidin pMS480 n. 0,38 kb:n EcoRI-SfaNI-osasen

rakentelu

1. Plasmidin pMS480 eristdminen

Bakteeria E. coli K12 JA221/pMS480 (NRRL B-15258)
viljeltiin TY¥~liemessd (1 % tryptonia, 0,5 % hiivauutetta,
0,5 % natriumkloridia, pH 7) lOO/pg/ml:n kanssa anti-
bioottia ampisilliini tavanomaisten mikrobiologisten mene-

telmien mukaisesti. 18 tunnin inkuboinnin jdlkeen siir-
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rettiin n. 0,5 ml viljelystd 1,5 ml:n Eppendorf-putkeen
ja lingottiin n. 15 sekuntia. Ellei toisin ole esitetty,
tehtiin kaikki kdsittelyt ympdristén ldmpotilassa.

Saatu sakan pddlld oleva neste poistettiin varovasti
hienokdrkiselld imulaitteella ja solupelletti suspendoi-
tiin n,. lOOIpl:één vastavalmistettua lysotsyymi-liucsta,
joka sisdlsi 2 mg/lm lysotsyymid, 50 mM glukoosia, 10 mM
EDTA (etyleenidiamiinitetra-asetaattia) ja 25 mM Tris-HCl
(pH 8). 30 minuutin inkuboinnin j&dlkeen 0°C:ssa lisattiin
n. 200,Pl alkalista SDS (natriumdodekyylisulfaattia) -
livosta (0,2N NaOH 1 % SDS) ja sitten putkeen aikaan-
saatiin lievd pydrre ja pidettiin 0°C:ssa 5 minuuttia.
Seuraavaksi lisdttiin n. lSO/pl 3M natriumasetaattia
(joka oli valmistettu liuottamalla 3 moolia natriumase-
taattia minimimddrddn vettd, asettamalla pH 4,8:aan jaa-
etikalla ja asettamalla sitten tilavuus 1 litraksi) DNA-
kokkareeseen, joka oli muodostettu sen jdlkeen kun putken
sisdltdd oli heikosti sekoitettu muutama sekunti inver-—
siolla.

Putkea pidettiin 0°C:ssa 60 minuuttia ja lingottiin
sitten 5 minuuttia antamaan miltei kirkas sakan pd&lld
oleva neste. N. 0,4 ml sakan p&d&8lld olevaa nestettd siir-
rettiin toiseen sentrifugiputkeen, johon lisdttiin 1 ml
kylmdd etanolia. Sen jédlkeen kun putkea o0li pidetty
-ZOOC:ssa 30 minuuttia, syntynyt sakka koottiin linkoa-
malla (2 minuuttia) ja sakan p&d&lld oleva neste poistet-
tiin imem&l114. N&in koottu pelletti liuotettiin ZOOIpl:één
0,1M natriumasetaatti/0,05M Tris-HCl:d3n (pH 8) ja seostet-
tiin uudelleen lisdamdlld 2 tilavuutta kylmdd etanolia.

10 minuutin kuluttua -20°C:ssa sakka koottiin linkoamalla
ja se muodosti halutun plasmidi-pMS480-DNA:n.

2. Plasmidin pMS480 EcoRI-SfaNI-uutto

n. 5/pl (S/pg) plasmidia pMS480 (eristetty esimer-
kissd A-1) TE-puskurissa (10 mM Tris-HCl, pH 8, 1 mM EDTA),
5‘}1 DTT (100 mM ditiotreitolia) 5/pl (lOOO/Pg/ml) BSA
(naudan seerumialbumiinia), 25 Pl vettd, 5 Pl (5 New England
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Biolab—yksikk?i) EcoRI—restriktioentsyymié* ja 5 Pl 10x-
reaktioseosta inkuboitiin 37°C:ssa n. 1 tunti. Reaktio
lopetettiin inkuboimalla 650C:ssa 10 minuuttia. Seuraa-
vaksi reaktioseos jdadhdytettiin jdissd ja sitten lisat-
tiin n. l,l/Pl 5M NacCl, 4/p1 vettd ja S,Pl (5 New England
Biolab-yksikkdd) SfaNI-restriktioentsyymid, mitd seurasi
toinen inkubointi 37°C:ssa 1 tunnin ajan. Reaktio lope-
tettiin inkuboimalla 65°C:ssa 10 minuuttia ja sitten reak-
tioseos jadhdytettiin jdissd, uutettiin sek& fenolilla
ettd kloroformi/isoamyylialkoholilla (24:1) ja saos-
tettiin sitten etanolilla. Halutut n. 0,38 kb:n
EcoRISfaNI-pilkontaosaset erotettiin tavalliseen tapaan
ja eristettiin agaroosigeeli-sdhkdforeesilla (Maniatis
et al., 1982, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York). Halutut n.
0,38 kb;n osaset liuotettiin n. BO/pl:éan vettd.
Restriktio- ja muita entsyymejd voidaan saada
seuraavista lahteistd:
New England Bio Labs., Inc., 32 Tozer Road, Beverly,
Massachusetts 01915
Boehringer-Mannheim Biochemicals, 7941 Castleway Drive,
Indianapolis, Indiana 46250
**Reaktioseos {10X) EcoRI—restriktibentsyymié varten
valmistettiin seuraavalla koostumuksella:
500 mM NacCl
1000 mM Tris-~HCl, pH 7,2
50 mM Mg812
B. Plasmidin pOW601 n. 4 kb:n EcoRI-NcolI-osasen
rakentelu
1. Plasmidin pOW60l1 eristdminen
Plasmidi pOW601 eristetddn E. coli K12 JA221/
pOW601l:std (NRRL B-15259). Kantaa viljeltiin ja plasmidi
eristettiin pddasiallisesti esimerkin 1A-1 esityksen
mukaisesti.
2. Plasmidin pOW601 EcoRI-NcoI-uutto

Haluttu uutto suoritetaan pddasiallisesti esimerkin
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1A-2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin plas-
midia pOW601l eikd plasmidia pMS480.
C. DNA-osasen rakentelu
5" AGTGA GT GG A 3!

TI]?C
.
aArcr TAC 5

QO—o

5 babadla

jossa R on G ja Rl on C ja R2 on G.
Haluttu rakentelu kdsittdd synteesin ja seuraavassa

esitettyjen oligonukleotidien T1 Jja T2 5'-fosforyloinnin.
T 5! AGTGAGGTGGATGC 3!

1
T 5! CATGGCATCCACCT 3!

Oiigonukleotidejé Tl ja T2 kdytettiin halutun
DNA-fragmentin rakentamiseksi, jolla oli NcolI-komplemen-
taarinen pdd. Oligonukleotidi-synteesi toteutettiin
tavanomaisesti modifioidulla fosfotriesteri-menetelmallad
kdyttden tdysin suojattuja ‘deoksiribonukleotidi-rakenne-
ryhmid.

Edelld mainitulle synteesille on tyypillistd@ seu-
raava menettely osaselle Tl’ kuten on yhteenvetona esi-
tetty oheisten piirrosten kuvassa 4. Eri nukleotidi-
osaset, joita on kaytetty Tl:n synteesissd, on merkitty
numeroin kuvassa. Kdytetyt lyhennykset ovat seuraavat:
MSTe, mesityleenisulfonyylitetratsoli; BSA, bentseeni-
sulfonihappo; TLC, ohutlevyvkromatografia; HPLC, suurteho-
nestekromatografia; DMT, 4,4'-dimetoksitrityyli; CE,
2-syaanietyyli; R, p-kloorifenyyli; Bz, bentsoyyli;
(Y)ZNH, di-isopropyyliamiini; iBu, isobutyryyli; Py, pyri-
diini; AcOH, etikkahappo.

Tdysin suojattujen deoksiribotetranukleotidien 2
(312 mg, 0,15 mmoolia) ja deoksiribodinukleotidien 4
(50 mg, 0,017 mmoolia) sulut puretaan 5'-hydroksyyleilld
kdsittelemdlld 2-%:sella BSA 7:3 (tilav./tilav.) kloro-
formi/metanolissa (2:1la ja 1 ml:lla, vastaavasti) 10
minuuttia 0°C:ssa. Reaktiot lopetetaan lisd&dmdlld kyll&s-
tettyd vesipitoista ammoniumbikarbonaattia (2 ml), uute-

taan kloroformilla (25 ml) ja pestddn vedelld (kaksi



10

15

20

25

30

35

20

kertaa, 10 ml). Orgaaniset kerrokset kuivataan (magnesium-
sulfaatti), haihdutetaan pieniin tilavuuksiin (n. 5 ml) ja
saostetaan lisdamdlld petrolieetterid (35O - 60°C:n jae) .
Varittomdt sakat kootaan linkoamalla ja kuivataan eksik-
kaattorissa tyhjdssd antamaan 6 ja 8, vastaavasti, kumpi-
kin homogeeninen piihappogeeli-tlc:1la (Merck 60 F254,
kloroformi/metanoli, 9:1).

Tetrameerit 1 ja 3 (400 mg, 0,17 mmoolia; 100 mg,
0,0043 mmoolia) muutetaan fosfodiestereikseen (5 ja 6)
kdsittelemdlld di-isopropyyliamiinilla (1:5 tilav./tilav.,
2 ml) 30 minuuttia ympdristdn ldmpdtilassa. Reaktioseos
saostettiin sitten lisddmdlld vedetdntd eetterid (20 ml).
Reagenssit poistetaan linkoamalla ja dekantoimalla p&dlléd
oleva neste. Jddnndkset kuivataan haihduttamalla vedet-
tomdn pyridiinin kanssa. Dimeeri 8 (0,04 mmoolia) ja
tetrameeri 7 yhdistet&&n MSTe:n (65 mg, 0,25 mmoolia)
kanssa vedettOmdssd pyridiinissd (1 ml) ja reaktioseos
jdtetddn ympdristdn ldmpdtilaan kahdeksi tunniksi. TLC-
analyysi osoittaa, ettd 95 % dimeeristd 8 on muuttunut
heksameeri-tuotteeksi (tehty n&dkyvdksi havaitsemalla DMT-
ryhmd suihkuttamalla 10-%:sella vesipitoisella rikkihapol-
la ja kuumentamalla lOOOC:ssa). Reaktioseos saostetaan
lisddmdlls eetterid ja sakan pddlld oleva neste dekan-
toidaan. Heksameerin sulku puretaan 5'-asemassa 2-%:sella
BSA (8 ml) kuten edelld dimeerille 4 ja tetrameerille 2
kuvattiin. Tuote (10) puhdistetaan piihappogeelipylvddlli
(Merck 60 H, 3,5 x 5 cm) vaihdegradientti-eluoinnilla
kloroformi/metanolilla (98:2 - 95:5, tilav./tilav.).
Jakeet, jotka sis&@ltdvadt tuotetta 10, haihdutetaan

kuiviin.

Samalla tavalla tetrameeri 5 vhdistetddn tetrameeriin

6 ja taysin suojattu tuote puhdistetaan suoraan piihappo-
geelilld. Tdmédn jdlkimmdisen yhdisteen sulku puretaan 3'-
pddssd di-isopropyyliamiinilla, kuten edelld kuvat-

tiin, antamaan osanen 9.

Lopuksi oktomeeri 9 ja heksameeri 10 yhdistetdé&n



10

15

20

25

30

35

21

vedettOmédssd pyridiinissd (0,5 ml) kondensaatiocaineena
MSTe (100 mg, 0,39 mmoolia). Kun tdm& on loppuunsuori-
tettu (45 min., ympdristoén ldmpdtila) seos haihdutetaan
pyorivdlld haihduttimella ja jdannds kromatografoidaan
piihappogeelilld. Annoksesta yhdistettd 11: (20 mg) pyri-
diinissd (0,5 ml) puretaan sulku tdydellisesti kdsittele-
mdlld vidkevdlld ammoniumhydroksidilla (7 ml, 8 tuntia,
60°C) ja kdsittelemdlld sen jdlkeen 80-%:sessa etikka-
hapossa (15 minuuttia, ympdristdn ladmpdtilassa). Etikka-~-
hapon haihduttamisen j&lkeen kiinted jd&nnds liuotetaan
tislattuun veteen (2 ml) ja uutetaan etyylieetterilld
(3x, 2 ml). Vesipitoinen faasi haihdutetaan kuiviin ja
liuotetaan uudelleen 50-%:seen pyridiiniin vedessd. Tuote
puhdistettiin valmistamalla ohutlevykromatografialla
polyetyleeni-imiini-selluloosa (PEI/UV254)—levyillé
(Narang S. A. et al., 1980, Methods in Enzymology
65:610) ja sitten HPLC:lla k&&ntbfaasi C-18-kolonnilla
(Waters). 12:n sekvenssi vahvistetaan kaksiulotteisella
sekvenssianalyysilla.

Seuraavaksi rakennettiin oligonukleotidi T2.
Tdmd tehtiin pddasiallisesti edelld esitetyn synteesi-
protokollan mukaisesti oligonukleotidid T, varten.

10 mikrogramman md&drid syntynyttd oligonukleotidid
T, ja T, fosforyloidaan kvantitatiivisesti [f-32y-
ATP:114 (New England Nuclear) T4—polynukleotidi—kinaasin

ldsnédollessa antamaan spesifiset aktiivisuudet n. 1 Ci/mmol.

Radiomerkattuja osasia puhdistetaan 20-%:sella poly-
akryyliamidi/7M ureageeli-sdhk6foreesilla ja eluoitujen
osasten sekvenssit varmistetaan osittaisten k&ddrmeen-
myrkkyuutteiden kaksiulotteisella sdhk&foreesi/homokroma-
tografialla (Jay et al., 1974, Nucleid acids Res. 1:331).
Osasia Tl ja T2 limpdkdsitellddn sitten tavanomaisesti

halutun DNA-osasen muodostamiseksi.

D. Plasmidin pOW1lO rakentelu liittdmdlld 1) plasmidin

pMS480 n. 38 kb:n EcoRI-SfaNI-osanen; 2) plasmidin

POW60L n. 4 kb:n EcoRI-NcoI-osanen ja 3) esimerkin
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1C synteettinen DNA-osanen sekd E. coli K12 JA221/

pOW10:n rakentelu

n. 8/pl (O,Ol‘Pg) plasmidin pMS480 n. 0,38 kb:n
EcoRI-SfaNI-fragmenttia, 8/pl (O,lolpg) plasmidin pOW601
n. 4 kb:n EcoRI-NcoI-fragmenttia, 1o/p1 (O,7/pg) esimerkin
1C DNA-fragmenttia, lO)pl vettd, 4,Pl (10 mM) ATP, Z’S,Pl
(100 mM) dltlotreltolla (DTT), S/Pl liitd@ntdseosta ja
2, SAPl T DNA- llcaa51a (n. 2 New England Bio Lab-yksikkdd)
1nkub01t11n 16°C:ssa n. 16 tuntia. Reaktio lopetettiin
inkuboimalla 65°C:ssa 10 minuuttia ja sitten, jd8issd jaah-
dyttdmisen jdlkeen, kdytettiin syntynyt liitetty seos
transformoimaan E. coli K12 JA221 (NRRL B-15211) pddasial-
lisesti Lederberg'in ja Cohen'in, 1974, J. Bacteriology
119:1072 transformointimenettelyn mukaisesti TY-levylld,
joka sisdlsi lO)Pg/ml antibioottia tetrasykliini. Synty-
neitd transformantteja viljeltiin tavalliseen tapaan
ja k&ytettiin plasmidin pOW1l0 mydhempdd tuotantoa ja eris-
tdmista varten pddasiallisesti esimerkin 1A menettelyn
mukaisesti. Plasmidin pOW1l0 pilkontakohtien kartta on
esitetty oheisten piirrosten kuvassa 1.

*T4—DNA-ligaasia saadaan seuraavasta ldhteesta:
New England Bio Labs., Inc., 32 Tozer Rd., Beverly,
Massachusetts 01915

**Lijtdntdseos valmistettiin seuraavalla kokoon-
panolla:

500 mM Tris-HC1, pH 7,6

100 mM MgC12

Esimerkki 2

Plasmidien pOW527 ja pOW528 sekd E. coli K12 JA221/

pOW527:n ja E. coli K12 JA221/pOW528:n rakentaminen

A. Plasmidin pHI-16 eristdminen

1. Bacillus subtilis MI112/pHI-16:n viljely

Bacillus subtilis MI112/pHI-16:n (NRRL B-12597)
vegetatiivinen viljely valmistettiin tavanomaiseen tapaan
levittamdlld PAB-agar-levylle (PAB* [@enassay—liemi], joka
sisdlsi agaria 15 g/1 ja klooriamfenikolia lO‘Pg/ml). Sen
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jdlkeen kun ympdttyd levyd oli inkuboitu 37%C:ssa n. 18
tuntia, valikoitiin yksi ainoa pesdke ja kdytettiin 500
ml:n steriloitua PAB-vdliainetta, jossa oli lO/pg/ml kloori-
amfenikolia, ymppddmiseen. Syntynyttd ympdttyd lientd
inkuboitiin 37°C:ssa n. 18 tuntia, minkd jdlkeen syntyneet
Bacillus subtilis MI112/pHI-l6-solut olivat valmiit korjat-
tavaksi talteen ja sen jdlkeen plasmidi-DNA:n eristdmis-
td varten.

*PAB voidaan saada firmasta Difco Laboratories,
Detroit, Michigan.

2. Plasmidin eristdminen

n. 10 g (m8rk&dpaino) Bacillus subtilis MI112/pHI-16-
soluja koottiin ensin talteen linkoamalla (10 minuuttia,
4°c, 10.000 r/min), pestiin sitten n. 50 ml:ssa TES
(10 mM Tris (pH 8), 10 mM NaCl, 1 mM EDTA) ja koottiin
lopuksi uudelleen linkoamalla. Pellettiin lisdttiin
n. 20 ml TE-puskuria, jossa oli 25 % sakkaroosia, mitéd
seurasi n. 10 mg lysotsyymid ZSOlpl:ssé vettd. Seosta
inkuboitiin 37°C:ssa n. 30 minuuttia, mitd seurasi n.
100 yksikon RNase lis&dd@minen. Syntynyttd seosta inkuboi-
tiin j&lleen 37°C:ssa 30 minuuttia ja sitten, sen jdlkeen
kun se oli tehty 1-%:seksi ja 1M:ksi SDS:n (natrium-
dodekyylisulfaatin) ja vastaavasti natriumkloridin suh-
teen, seosta jddhdytettiin jd&8hauteella n. 3 tuntia.
Lysaatin linkoamisen Jj&lkeen (30 minuuttia, 4OC, 15.000
r/min.) sakan p&ddlld oleva neste asetettiin 31,8 ml:ksi
TE:1lla ja sitten 1lisdttiin 28,7 g keesiumkloridia ja
0,4 ml (10 mg/ml) etidiumbromidia. Keesiumkloridi-gradient-
ti asetettiin linkoamalla kierrosnopeudella 49,500 r/min.
16 tuntia. Plasmidi-nauha ker&dttiin ja lingottiin kier-
rosnopeudella 55.000 r/min. 16 tuntia, ker&ttiin uudel-
leen, uutettiin kolmesti yhtd suurilla tilavuusmédrillsa
isoamyylialkoholia, dialysoitiin laimeata TE:tid vastaan,
saostettiin etanolilla ja suspendoitiin uudelleen 400
Pl:één TE. Syntynyt plasmidi pHI-16 DNA varastoitiin

4°C:ssa tulevaa kdyttod varten.
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Plasmidin pHI-16 n. 0,74 kb:n HpalI-osanen sisdl-
tdd kanamysiini-resistenssigeenin. Siten k&dsittelystd
HpalI-restriktiocentsyymilld, jota seurasi liitd&ntd, on
tuloksena n. 3,9 kb:n plasmidi, joka tdssd on nimetty
pHI-18:ksi, josta puuttuu kanamysiini-resistenssigeeni.
Yksityiskohtainen menetelmd plasmidin pHI-18 rakentami-
seksi on selostettu seuraavassa.

B. Plasmidin pHI-18 rakentelu

1. Plasmidin pHI-16 osittainen HpaII-uutto

n. S/pl (Z,Sng) plasmidi-pHI-16-DNA:ta, l/pl
(2 mg/ml) BSa, 37’pl vettd, Z/pl HpalIIl (joka sis&dltdd
2 New England Bio Labs-yksikkdd) -restriktio-entsyymid
ja S,Pl reaktioseosta* inkuboitiin 3Z?C:ssa 1 tunti.

Sen jdlkeen kun reaktio oli lopetettu kuumentamalla
65°C:ssa 10 minuuttia, DNA saostui lisd&mdlld 2 tilavuus-
osaa 95-%:sta etanolia. Syntynyt DNA-sakka pestiin
70-%:sessa etanolissa, kuivattiin tyhjdssd, suspendoitiin
SlPl:één TE-puskuria ja varastoitiin 4°C:ssa tulevaa
kdayttdad varten.

*Reaktioseos HpaIIl-restriktioentsyymid varten val-
mistettiin seuraavalla kokoonpanolla:

60 mM KC1

100 mM Tris-HC1l, pH 7,4

100 mM MgCl2

10 mM ditiotreitolia

2. Plasmidi pHI-16 HpaII-uutteen liit&ntd

n. 5)11 plasmidi pHI-l6~HpaII-uutetta (valmis-
tettu esimerkiisé 3B-1) 2/p1 T4 DNA-ligaasia ja 43‘Pl

liitadntdseosta inkuboitiin n. 160C:ssa n. 18 tuntia.

Reaktio lopetettiin lisddmdllad n. 5/p1 3M natriumasetaat-
tia ja l50/pl 95-%:sta etanolia. Haluttu DNA-sakka pestiin
70-%:sessa etanolissa, kuivattiin tyhjdsséd, suspendoitiin
lO/pl:één TE~-puskuria ja varastoitiin 4OC:ssa tulevaa
kdyttodd varten.

*Liitdntdseos valmistettiin seuraavalla kokoon-

panolla:
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66 mM Tris-HCl, pH 7,8
10 mM ditiotreitoli
6,6 mM MgCl,
4 mM ATP

C. Bacillus subtilis MI112/pHI-18:n rakentelu

Bacillus subtilis MI112 voidaan saada tavan-
omaisesti viljelemdlld B. subtilis MI112/pHI-1l6:ta
(NRRL B-12597) klooriamfenikolin poissaollessa.

B. subtilis MI1l2/pHI-l6-solut menettdvdt itsestddn pHI-16
plasmidin edelld mainituissa viljelyolosuhteissa kehitté&en
siten halutun klooriamfenikoli-herk&n B.subtilis MIll2-
kannan. Alaan perehtvneet tietdvdt ja ymmértévét, etta
herkkyyttd klooriamfenikolille voidaan kdyttdd sen
testaamiseen ja varmistamiseen, ettd valikoidaan ainoas-
taan B. subtilis MIll2-soluja, joista plasmidi puuttuu,

ja kdytetddn tdssd esitetyissd@ Bacillus-transformointi-
menetelmissd.

n. 50 ml steriilid PAB ymp&ttiin Bacillus subtilis
MI1ll2:11la ja inkuboitiin 37°C:ssa kunnes saavutettiin
solutiheys 2 x 108 solua/ml. Soluista erotettiin sitten
alkulima kdyttden steriilitekniikkaa, pelletoimalla
ja suspendoimalla solut sitten uudelleen n. 5 ml:aan
SMMP (yhtd suuret tilavuusmddrdt sekd 4 x PAB ettd
livosta, joka kdsittdd 1,0M sakkaroosia, 0,04M maleiini-
happoa ja 0,04M MgClz, pH asetettu 6,5:een NaOH:1lla).
Sitten lisdttiin n. 250/pl lysotsyymid (20 mg/ml SMM:ssa
/[0,5M sakkaroosia, 0,02M maleiinihappoa ja 0,02M MgCl,,
pH asetettu 6,5:een NaOH:1la/) kdyttden suodatinsteri-
lointia. Soluja inkuboitiin lievdsti ravistellen
37°C:ssa n. 2 tuntia. Saadut alkulimat pelletoitiin,
pestiin 5 ml:1la SMMP ja suspendoitiin sitten uudelleen
5 ml:aan SMMP. Linkoamisen jdlkeen (ZSOC, 12 minuuttia,
2.600 r/min) transformoitiin n. 0,1 ml alkulimoista
lisddmédlld n. ZOIPl 1:1 seosta, joka sisdlsi plasmidi
oHI-18-DNA:ta ja 2X SMM. Sitten lisdttiin valittOmdsti
n. 1,5 ml PEG-liuosta (40 g PEG 600 /polyetyleeniglykolia/,
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50 ml 2X SMM ja vettd 100 ml:ksi) ja n. 2 minuutin kulut-
tua lisdttiin myds 5 ml SMMP. Seuraavaksi alkulimat
pelletoitiin, suspendoitiin 1 ml:aan SMMP ja inkuboitiin
30°C:ssa lievdsti ravistellen n. 2 tuntia. N&in val-
mistetun suspension tasaosia levitettiin klooriamfenikoli-
levyille, jotka sisdlsivdt DM3-regenerointivdliainetta,
jolla litraa kohti oli seuraava koostumus.

91 g D-mannitolia 555 ml:ssa deionoitua vetté&,

joka sisdlsi 12 g agaria

10 % kasaminohappoja 50 ml

10 % hiivauutetta 50 ml

20 % glukoosia 25 ml

5 % dikaliumfosfaattia 100 ml

1M MgCl2 20 ml

10 % gelatiinia

10 mg klooriamfenikolia

D-mannitolia, kasaminohappoja ja hiivauutetta
kdsiteltiin autoklaavissa yhdessd. Gelatiini lisdttiin
valittOmédsti autoklaavi-kdsittelyn jdlkeen ja jdljelld
olevat aineosat lis&ttiin seoksen jd&hdyttyd. Vdliaineen
lopullinen klooriamfenikoli-pitoisuus oli lO/pg/ml.

Syntyneet klooriamfenikoliresistentit pesdkkeet
testattiin kanamysiini-herkkyyden suhteen. Valikoitiin
klooriamfenikoliresistentti ja kanamysiini-herkkd peséke
halutuksi Bacillus subtilis MI112/pHI-18 kannaksi. T&td
kantaa viljeltiin ja sen identtisyys vahvistettiin lisdksi
tavanomaisella restriktioentsyymilld ja perustavan plas-
midin agaroosigeeli-sdhk&foreesianalyysilld (Maniatis
et al., 1982).

D. Plasmidin pELl103 erist&@minen

1. Streptomyces granuloruber No. A39912.13/pEL103:n

viljely

Streptomyces granuloruber No. A39912.13/pEL103:n
(NRRL 12549) vegetatiivinen ymppi valmistettiin tavalliseen
tapaan viljelemdlld kantaa aerobisissa uppo-olosuhteissa

50 ml:ssa steriloitua tryptikaasi-soijalientd* pitoisuudessa
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35 g/1 deionoidussa vedessd.

Tryptikaasi-soijaliemiymppid inkuboitiin 48 tuntia
30°C:n lédmpdtilassa. Inkuboinnin j&dlkeen n. 10 ml ymppiéd
siirrettiin 500 ml:aan steriloitua lientd ja inkuboitiin
n. 20 tuntia 30°C:ssa. pH:ta ei asetettu. Inkuboinnin
jdlkeen Streptomyces granuloruber No. A39912.13/pEL103~-
solut olivat valmiit korjuuta varten ja plasmidi-DNA:n
myShempdd eristdmistd varten.

*Tryptikaasi-soijaliemi saadaan firmasta BBL
Division, Becton-Dickinson & Company, Cockeysville,
Maryland 21030.

2. Plasmidin eristdminen

n. 12 g (mdrkd paino) Streptomyces granuloruber
No. A39912.13/pEL103-soluja lingottiin (10 minuuttia,
4OC, 10.000 r/min), pestiin 10-%:sessa glyserolissa
ja korjattiin sitten talteen linkoamalla uudelleen
edelld mainituissa olosuhteissa. Soluihin lisdttiin n.
50 ml TES-puskuria (0,01M Tris(hydroksimetyvli)amino-
etaania /Trig/, 0,001M EDTA, 34 % sakkaroosia, pH 8),
mitd seurasi n. 0,25 g lysotsyymid 10 ml:ssa 0,25M EDTA.
Sen jdlkeen kun seosta oli inkuboitu 37°C:ssa n. 15 mi-
nuuttia, lisdttiin n. 0,5 ml 10-%:sta Triton X-100 TE-
puskurissa (0,01M Tris, 0,001M EDTA, pH 8). Syntynytta
seosta inkuboitiin sitten 65°C:ssa n. 15 minuuttia. Sen
jdlkeen kun lysaattia oli lingottu (45 minuuttia, 4OC,
18.000 r/min) sakan p&dlld olevaa nestettd uutettiin
neljd kertaa isoamyylialkoholilla ja kerran kloroformi-
isoamyylialkoholi-liuoksella (24:1). Seuraavaksi lisdt-
tiin 0,1 tilavuutta 3M natriumasetaattia vesipitoiseen
faasiin, mitd seurasi kolme tilavuutta kylm&ad (-20°C)
95-%:sta etanolia. Etanoli-saostus suoritettiin nopeasti
hiilihappojdéd-etanoli-kylvyssd ja DNA-sakka koottiin
linkoamalla (15 minuuttia, 4°C, 10.000 r/min). Sakka
kuivattiin tyhj®6ssd ja suspendoitiin uudelleen 1,1 ml:aan
STE-puskuria (0,01M Tris, 0,001M EDTA, 0,0l1M natrium-
kloridia). Linkoaminen (40 tuntia, 15°C, 35.000 r/min)
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xdyttden keesiumkloridi-gradientteja, etidiumbromidin kans-
sa, suoritettiin plasmidi-DNA:n puhdistamiseksi. Linkoa-
misen jdlkeen haluttu plasmidi pEL103-DNA-rihma poistet-
tiin ja etidiumbromidi uutettiin tavanomaisin menetelmin.
DNA:n saostamisen jdlkeen kolmessa tilavuudessa etano-
lia ndin eristetty plasmidi pEL103-DNA liuotettiin 1 ml:aan
l0-kertaisesti laimennettua TE-puskuria ja varastoitiin
sitten -20°C:ssa.

E. Plasmidin pLR2 rakentaminen

1. Plasmidin pIJ6 HindIII-uutto

n. ZO,Pl (Zolpg) plasmidi pIJ6~DNA:ta, jonka on
esittdnyt Thompson et al., 1980, Neture 286:525, 5/p1
BSA {(naudan seerumialbumiini, 1 mg/ml), l9/pl vettd,
llﬁl HindIII- (joka sisdlsi kolme New England Bio Labs-
vksikkod) restrlktloentsyymla ja 5/pl reaktioseosta*
inkuboitiin 37°C:ssa 2 tuntia. Reaktio lopetettiin lis&a-
m&lla n. 50/pl 4M ammoniumasetaattia ja ZOO/pl 95-%:sta
etanolia. Saatu DNA-sakka pestiin kahdesti 70-%:sessa
etanolissa, kuivattiin tyhjossa, suspendoitiin ZO,Pl :dan
TE~-puskuria ja varastoitiin -20°C:ssa.

*Reaktioseos HindIII-restriktioentsyymid varten
valmistettiin seuraavalla koostumuksella:

600 mM NaCl

100 mM Tris-HC1l, pH 7,9

70 mM MgCl,
10 mM ditiotreitolia

2. Plasmidin pBR322 HindIII-uutto

n. 8,Pl (4/pg) plasmidi pBR322-DNA:ta*, 5 Pl’reak—
tioseosta, 5 Pl BSA (1 mg/ml), 31,Pl vettd ja l/pl HindIII-
restriktioentsyymid inkuboitiin 37OC:ssa 2 tuntia. Sen
jdlkeen kun reaktio oli lopetettu inkuboimalla 60°C:ssa
10 minuuttia, lisdttiin n. SO/pl 4M ammoniumasetaattia
ja 200/»1 95-%:sta etanolia. Syntvnyt DNA-sakka pestiin
kalhdesti 70-%:sessa etanolissa, kuivattiin tyhjossd ja
suspendoitiin 45/p1:één vettd.

*Plasmidi pBR322 voidaan saada firmasta Boehringer-
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Mannheim Biochemicals, jonka osoite on annettu esimer-
kissd la-2.

3. HindIII-uutettujen plasmidien pIJ6 ja pBR322

liiténta

n. 20‘Pl HindITI-k&siteltyd plasmidia pIJé6, 20}»1
HindIII-k&dsiteltyd plasmidia pBR322, 5/pl BSA (1 mg/ml),
I'Pl T4-DNA-ligaasia ja 5/pl liitdntdseosta* inkuboitiin
16°C:ssa 4 tuntia. Reaktio lopetettiin lisd&mdlld n.
50/pl 4M ammoniumasetaattia ja 200/pl 95-%:sta etanolia.
Syntynyt DNA-sakka pestiin kahdesti 70-%:sessa etano-
lissa, kuivattiin tyhj&ssd ja suspendoitiin TE-pusku-
riin. Suspendoitu DNA muodosti halutun plasmidin pLR2.

*Liitdntdseos valmistettiin seuraavalla koos-
tumuksella:

500 mM Tris-~HCl, pH 7,8

200 mM ditiotreitolia

100 mM MgCl

10 mM ATP

F. E. coli K12 HB10l/pLR2:n rakentaminen

n. 10 ml E. coli K12 HBlOl-soluja (Bolivar et al.,
1977, Gene 2:75-93) pelletoitiin linkoamalla ja suspen-

2

doitiin sitten n. 10 ml:aan 0,01lM natriumkloridia. Seu-
raavaksi solut pelletoitiin uudelleen, suspendoitiin uudel-
leen n. 10 ml:aan 0,03M kalsiumkloridia, inkuboitiin

jdissd 20 minuuttia, pelletoitiin kolmannen kerran ja
suspendoitiin lopuksi uudelleen 125 ml:aan 0,03M kalsium-
kloridia. Syntynyt solususpensio oli kelvollista my&hem-
pdd transformointia varten.

Plasmidi pLR2 TE-puskurissa saostettiin etanolilla,
suspendoitiin lSO‘Pl:één 30 mM kalsiumkloridi-liuosta ja
sekoitettiin lievdsti koeputkessa n. ZOO/pl:n kanssa
kelvollista E. coli K12 HBlOl-soluja. Syntynyttd seosta
inkuboitiin jdissd n. 45 minuuttia ja sitten 42°C:ssa
n. 1 minuutti. Seuraavaksi lisdttiin n. 3 ml L-lientd
(Bertani, 1951, J. Bacteriology 62:293), joka sisdlsi

SO/pg/ml ampisilliinid. Seosta inkuboitiin ravistaen
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37°%:ssa 1 tunti ja levitettiin sitten L-agar-levyille
(Miller, 1972, Experiments in Molecular Genetics, Cold
Spring Harbor Labs, Cold Spring Harbor, New York), joka
sisdlsi ampisilliinid. Eloonjddneet pesdkkeet valikoitiin
ja testattiin odotetun fenotyypin suhteen (AmpR, Tets)
ja ne muodostivat halutut E. coli K12 HB10l/pLR2-trans-
formantit.

G. Plasmidien pEL107 ja pELl(05 rakentaminen

1. Plasmidin pLR2 BamHI-uutto ja tiostreptoni-

resistenssin antavan n. 1,6 kb:n osasen eristdminen

N. 50/p g plasmidi pLR2-DNA:ta, lO/pl reaktioseosta¥*,
lO'pl BSA (1 mg/ml), 29)pl vettd ja 1/pl (4 yk51kk0d4pl)
BamHI-restriktiocentsyymid inkuboitiin 37°C:ssa 2 tuntia.
Sen jdlkeen kun oli lisdtty yhtd suuri tilavuusmddrd 4M
ammoniumasetaattia ja 2,5 tilavuutta 95-%:sta etanolia
seosta jddhdytettiin -20°C:ssa n. 18 tuntia DNA:n saos-
tamiseksi. DNA-sakka koottiin linkocamalla ja suspendoi-
tiin sitten n. SOIPl:één TE-puskuria. Haluttu n. 1,6 kb:n
BamHI-pilkontaosanen eristettiin tavalliseen tapaan DNA-
suspensiosta agarocosigeeli~sd&hkoforeesilla (Maniatis et al.
1982). Eristdmisen jdlkeen osanen suspendoitiin uudel-
leen n. 20}pl:één TE-puskuria jdlkeentulevaa liitdntaa
varten.

2. Plasmidin pEL103 osittainen BamHI-uutto

n. 20/pg plasmidi pEL103-DNA:ta, 1o/p1 reaktio-
seosta, lO‘Pl BSA (1 mg/ml), 39,Pl vettd ja l,Pl BamHI-
restriktioentsyymid (valmistettu laimentamalla 2)pl
entsyymiad 8lpl:ssé vettd), inkuboitiin ympdristdn lamps-
tilassa n. 15 minuuttia. Sen jdlkeen kun oli lisdtty
yhtd suuri tilavuusmddrd 4M ammoniumasetaattia ja 2 tila-
vuutta 95-%:sta etanolia, seosta jddhdytettiin —20 C:ssa
n. 18 tuntia DNA:n saostamiseksi. DNA-sakka koottiin lin-
koamalla, huuhdeltiin 70-%:sessa etanolissa, kuivattiin
tyhijdssd ja suspendoitiin n. 5O‘Pl:aan TE-puskuria.

3. Liitdntd

Seosta, jossa oli n. Zolpg osittain uutettua
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plasmidi pEL103-DNA:ta, 10 Pg plasmidin pLR2 n. 1,6 kb:n
BamHI-pilkontaosasia, 5/pl liitdntdseosta, 5/p1 BSA
(1 mg/ml), lOlpl vettd ja l,Pl T4-DNA-ligaasia, inku-
boitiin n. 16°9C:ssa n. 4 tuntia. Sen jdlkeen kun oli 1li-
sdtty 4O,Pl 4M ammoniumasetaattia ja 200/pl kylmdd eta-
nolia, seosta jddahdytettiin -ZOOC:ssa n. 18 tuntia DNA:n
saostamiseksi. DNA-sakka koottiin linkoamalla, pestiin
70-%:sella etanolilla, koottiin jdlleen ja suspendoitiin
sitten BO‘Pl:één valiainetta P (Hopwood ja Wright 1978,
Molecular and General Genetics 162:307) myShempdd trans-
formointia varten.

Saadaan eri tyyppisid yhdistelmd-plasmideja riip-
puen siitd mikd mahdollisista pELlO3-pilkontaosasista
tulee lijtetyksi n. 1,6 kb:n BamHI-tiostreptoniresistens-

sin antavaan osaseen. Liit&ntd plasmidin pEL103 n. 2,8

kb:n BamHI-pilkontaosaseen antaa halutut n. 4,4 kb:n

plasmidit pEL107 ja pEL105. Saadaan kahdella tavalla
suunnattuja yhdistelm&-plasmideja, koska n. 1,6 kb:n
BamHI~-resistenssid antava osanen voi olla suuntautunut
jompaankumpaan suuntaan. Kummankin plasmidin pEL107 ja
PEL105 pilkontakohtien ja funktionaalinen kartta on esi-
tetty oheisten piirrosten kuvassa 4.

H. Streptomyces ambofaciens/pELl107:n ja

S. ambofaciens/pEL105:n rakentaminen

Rayttden n. ZOlpg DNA:ta esimerkistd 4D-3 ja 1X108
Streptomyces ambofaciens'in, kannan, joka on talletettu
ja tehty osaksi pysyvdd varastoviljelykokoelmaa labora-
toriossa Northern Regional Research Laboratory, Peoria,
Illinois, josta se on yleisOn saatavissa saantinumerolla
NRRL 2420, protoplastia (valmistettu Baltz'in mukaisesti,
1978, J. of General Mikrobiology, 107:93), tehtiin halu-

tut rakentelut pddasiallisesti International Publication'in

(of International Patent Application No. PCT/GB79/00095)
No. WO079/01169, esimerkin 2 mukaisesti. Halutut transfor-
mantit valikoitiin tiostreptoni-resistenssin suhteen

peittdmédlld regeneroituvat protoplastit modifioidulla
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R2-vdliaineella (Baltz, 1978, J. of General Mikrobioclogy
107:93) pinta-agarilla, joka sisdlsi riittdvdsti tiostrep-
tonia lopullisen levyvdkevyyden saamiseksi BOlpg:ksi/ml.
Syntyneet Streptomyces ambofaciens/pEL107- ja S. ambo-
faciens/pEL105-tiostreptoniresistentit pesdkkeet eristet-
tiin tunnettujen menetelmien mukaisesti, viljeltiin ja
tunnistettiin sitten restriktiocentsyymilld ja perustavien
plasmidien geelielektroforeesianalyysilld (Maniatis et al.,
1982).

Siten erilaisten eristettyjen pesdkkeiden vegetatii-
visia ymppejd (10 ml) valmistetaan tavanomaiseen tapaan
ymppddmdllsd tryptikaasi-soijalientd, joka sisdltdd riit-

tdvdsti tiostreptonia lopullisen vidkevyyden saamiseksi

' 50/pg:ksi/m1. Valmistetaan useita ymppejd ja toteute-

taan seuraava menettely kunnes kaikki halutut transfor-
manttityypit ja perustavat plasmidit on eristetty. Siten,
sen jdlkeen kun soluja on inkuboitu 30°C:ssa kunnes ne
ovat tdydellisesti kasvaneet, lingotaan 6 ml soluja sisdl-
tdvdd lientd. Syntynyt pelletti pestddn TE-puskurissa,
palletoidaan uudelleen ja suspendoidaan sitten 400/pl:één
50 mM Tris, pH 8,0. Seuraavaksi lisdtdan n. 80/pl 0,25M
EDTA, 20/pl RNaSE'a ja lOO'pl (10 mg/ml TE: ssa) lysotsyy~=-
mid. Sen jdlkeen kun seosta on inkuboitu 37%:ssa n. 15
minuuttia, lisdtddn n. lO/pl 10-%:sta Triton X-100 ja
lSO‘Pl 5M NaCl, mitd seuraa lopullinen inkubointi 60 Oc:ssa
15 minuuttia. Syntynyttd lysaattia lingotaan (15 minuut-
tia, 4°C, 15.000 r/min) ja sitten sakan pdillid olevaa
nestettd uutetaan tavalliseen tapaan kahdesti fenolilla,
kerran kloroformi/isocamyylialkoholi-liuoksella (24:1) ja
saostetaan sitten etanolilla. Perustavien plasmidien ja
siten transformanttien identtisyys mddritetddn tavan-
omaiseen tapaan restriktioentsyymilld ja agaroosigeeli=-
sdhkOforeesianalyysilld (Maniatis et al., 1982). Plasmidi
PEL105 eristettiin tavanomaiseen tapaan plasmidin pBS1

myShempdd rakentamista varten.
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I. Plasmidien pBS1l ja pBS3 rakentaminen

1. Plasmidin pEL105 osittainen BamHI-uutto

n. lO/pl (S/pg) plasmidia pEL105 (eristetty taval-
liseen tapaan Streptomyces ambofaciens/pEL105:std /valmis-
tettu esimerkissid 2H/ pddasiallisesti esimerkin 2A-2 esi-
tyksen mukaisesti), 2/pl BSA (1 mg/ml) 29/pl vettd, l,Pl
BamHI- (laimennettu vedelld suhteessa 1:4) restriktio-
entsyymid ja 5'pl reaktioseosta inkuboitiin 25°C:ssa 15
minuuttia. Reaktio lopetettiin lisd&m&dlld n. 50/pl M
ammoniumasetaattia ja 300/pl 95-%:sta etanolia. Jd&dhdyt-
tdmisen j&lkeen -20°C:ssa n. 2 tuntia, syntynyt DNA-sakka
koottiin linkoamalla, pestiin kahdesti 70-%:sessa etano-
lissa, kuivattiin tyhjdssd ja suspendoitiin sitten n.
lolpl:één TE-puskuria. Koska plasmidilla pEL105 on kaksi
BamHI-pilkontakohtaa, saadaan kahden eri fragmentin seos.

2. Plasmidin pHI-18 BamHI?uutto

n, S,Pl (S’Pg) plasmidia pHI-18, 2)pl BsA (1 mg/ml),
9/pl vettd, l,Pl BamHI- (4 yk51kkoa4pl) restrlktloentsyy—
mia ja 1, S,Pl reaktioseosta inkuboitiin 37°C:ssa n. 2
tuntia. Sen jdlkeen kun oli lisdtty yhtd suuri tilavuus-
mddrd 4M ammoniumasetaattia ja 2,5 tilavuutta 95-%:sta
etanolia seosta jddhdytettiin ~-20°C:ssa n. 18 tuntia
DNA:n saostamiseksi. DNA-sakka koottiin linkoamalla,
pestiin 70-%:sessa etanolissa ja suspendoitiin sitten
n. 10/pl:één TE-puskuria.

3. Liitdntd

n. S,Pl BamHI-uutettua plasmidia pHI-18, 8‘Pl
plasmidi pEL105 BamHI-osittaisuutetta, 27/pl vettd, S/pl
{4 mM) ATP, ,Pl liit&dntédseosta ja 2/pl T4-DNA-ligaasia
inkuboitiin 16°C:ssa n. 18 tuntia. Reaktio lopetettiin
lisd&mdlla 50/pl 4M ammoniumasetaattia ja ZOO‘Pl 95-%:sta
etanolia. Inkuboinnin j&lkeen =20 ®°C:ssa n. 2 tuntia,
haluttu plasmidi pBS1l- ja pBS3-DNA-sakka koottiin linkoa-
malla, pestiin 70-%:sessa etanolissa, kuivattiin tyh-
JjO6ssd, suspendoitiin 1O)Pl dan TE-puskuria ja varastoi-

tiin 4°C:ssa tulevaa kayttdd varten.
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Koska plasmidilla pEL105 on kaksi BamHI-pilkonta-
kohtaa, on osittaisesta BamHI-uutosta seurauksena kaksi
n. 4,4 kb:n BamHI-osasta. Siten plasmidien pBS1 ja pBS3
insertio-isomeerit valmistuvat myds edelld kuvatulla
menetelmdlld. Syntyy vhdistelmdplasmideja, joilla on
kaksi suuntausta, koska BamHI-pilkottu DNA voidaan
liittdd jompaankumpaan suuntaan. Kummankin plasmidin
pBS1 ja pBS3 pilkontakohtien ja toiminnallinen kartta
on esitetty oheisten piirrosten kuvassa 6.

J. Bacillus subtilis MI112/pBSl:n ja B. subtilis

MI112/pBS3:n rakentaminen

Halutut rakenteet tehtiin p&ddasiallisesti esimerkin
2C menettelyn mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin plasmi-
deja pBS1l ja pBS3 eikd plasmidia pHI-18. Syntyneet
Bacillus subtilis MI112/pBS1- ja B. subtilis MI112/pBS3-
klooriamfenikoliresistentit ja kanamysiini-herkdt trans-
formanttipesédkkeet eristettiin tunnettujen menetelmien
mukaisesti, viljeltiin ja tunnistettiin sitten restriktio-
entsyymilld ja perustavien plasmidien agaroosigeeli-
sdhkO6foreesianalyysilld (Maniatis et al., 1982). Bacillus
subtilis MI112/pBS1 valikoitiin ja viljeltiin plasmidin
pBS1 jalkeentulevaa eristdmistd varten.

K. Plasmidien pOW527 ja pOW528 sekd E. coli K12

JA221/pOW527:n ja E. coli K12 JA221/pOW528:n

lopullinen rakentaminen

1. Plasmidien pBS1l ja pOWl0 EcoRI-uutto

n. 4)11 (3 )Jg) pBS1, l}ll (1 }Jg) pOW1l0, 5}11 vettd,
l/pl 10X EcoRI-puskuria ja l,S/pl (joka sisdlsi 5 New
England Lab-yksikksd) EcoRI-restriktioentsyymid, inku-
boitiin 37°C:ssa 1,5 tuntia. Sen j&lkeen kun reaktio oli
lopetettu inkuboimalla 65°C:ssa 10 minuuttia, EcoRI-
uutettu DNA jddhdytettiin jdissd, saostettiin etanolilla
ja liuotettiin sitten 30/pl:één vettda.

2. Plasmidin pBS1 ja pOW1l0 EcoRI-uutteiden liiténtid

sekd E. coli K12 JA221/pOW527:n ja E. coli K12

JA221/pOW528:n rakentaminen
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n. 30/pl pBSl- ja pOWl0-EcoRI-uutteita, 4 Pl
(100 mM), 10X ditiotreitolia, 4 )11 (10 mM) ATP, 4).11 10X
ligaasipuskuria ja l/pl (joka sisdlsi 3 New England Bio
Lab-yksikkdd) T4
tuntia. Reaktio lopetettiin inkuboimalla 65°C:ssa 10 mi-

DNA-ligaasia inkuboitiin 16°C:ssa n. ¢

nuuttia ja sitten, jddhdyttamisen jdlkeen jdissd, synty-
nyt liitetty DNA kdytettiin transformoimaan E. coli Ki2
JA221 (NRRL B-15211), pddasiallisesti Lederberg'in ja
Cohen'in (1974) transformointimenetelmdn mukaisesti, TY-~-
levyilld, jotka sisdlsivét lO/pg/ml tetrasykliinia.
Syntyneitd transformantteja viljeltiin tavalliseen ta-
paan (kdytettiin) ja plasmidien pOW527 ja pOW528 mydShem-—
pdd tuotantoa ja eristdmistd varten pddasiallisesti esi-
merkin 1A menettelyn mukaisesti.

Plasmidit pOW527 ja pOW528 voidaan tunnistaa ja

erottaa toisistaan tavanomaiseen tapaan restriktioent-

_syymilld ja agaroosigeeli-sdhk&foreesianalyysilla

(Maniatis et al., 1982). Saadaan yhdistelm&d&-plasmideja,
joilla on kaksi suuntausta, koska EcoRI-pilkottu DNA
voidaan 1liittdad jompaankumpaan suuntaan. Kummankin plas-
midin pOW527 ja pOW528 pilkontakohtien kartta on esitetty
oheisten piirrosten kuvassa 1.

Esimerkki 3

Streptomyces ambofaciens/pOW527:n rakentaminen

Haluttu rakentaminen tehd&idn pddasiallisesti

esimerkin 2H esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetdadn
plasmidia pOW527 (valmistettu esimerkissd 2K) eikd plas-
mideja pEL105 ja pEL107. Syntyneet Streptomyces/pOW527
tiostreptoniresistentit pesdkkeet eristetddn ja viljel-
ld8n tunnettujen menetelmien mukaisesti. Ndin rakennetut
transformantit tuottavat pre-proinsuliinia solun sisdi-
sesti ja ovat siten esimerkkind tdmin keksinndn mene-
telmdstd. Tdmd mddritetddn tavalliseen tapaan solu-
lysaattien in vitro-analyysilla.

Esimerkki 4

Streptomyces ambofaciens/pOW528:n rakentaminen
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Haluttu rakentaminen tehdd&n pddasiallisesti esi-
merkin 2H esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetdan
plasmidia pOW528 (valmistettu esimerkissd 2K) eikd plas-
mideja pEL105 ja pELl1O7. Syntyvneet Streptomyces ambo-
faciens/pOW528 tiostreptoniresistentit pesdkkeet eriste-
tddn ja viljelldan tunnettujen menetelmien mukaisesti.
Ndin rakennetut transformantit tuottavat pre-proinsulii-
nia solunsisdisesti ja ovat siten esimerkkinid t&m3n kek-
sinndn menetelmdstd. Tdmd mddritetddn tavanomaiseen ta-
paan solu-lysaattien in vitro-analyysilld.

Esimerkki 5

Plasmidin pOW303 ja E. coli K12 BE904/pOW303:n

rakentaminen

A. Plasmidin pOW1l0 NcoI-uutto

n. Z,Pl (Z/Fg) plasmidia pOW1l0 (valmistettu esimer-
kissd 1D), TE-puskurissa, 2,5/p1 (100 mM) DTT, 0'5,Pl
(lOOO}Pg/ml) BsSA, 17,Pl vettd, l/pl (joka sisdlsi nelja
New England Lab-yksikk6&d) NcoI-restriktioentsyymid ja
2,5 pl 10X reaktioseosta* inkuboitiin 37°C:issa 1,5 tun-
tia. Sen jdlkeen kun reaktio oli lopetettu inkuboimalla
650C:ssa 10 minuuttia, uutettu DNA saostettiin etanolilla
ja liuotettiin sitten 34,5/pl:één vettd.

*Reaktioseos NcoI-restriktioentsyymid varten val-
mistettiin seuraavalla koostumuksella:

1500 mM NacCl

60 mM Tris-HCl, pH 7
60 mM MgCl2

B. Plasmidin pMC1403 BamHI-uutto

Haluttu uutto suoritettiin pddasiallisesti esimerkin
5A esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin plasmidia
PMC1403 ja BamHI-restriktiocentsyymid sekd reaktioseosta
eikd plasmidia pOW1l0 ja Ncol-restriktioentsyymid ja reak-
tioseosta. Plasmidi pMC1043 eristettiin E. coli K12
BE904/pMC1403:sta (NRRL B-15213) pidasiallisesti esimerkin
1A-1 esityksen mukaisesti. Uutettu DNA saostettiin etano-

lilla ja liuotettiin 34,5/p1:één vettd.
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C. NcoI-uutetun plasmidin pOW1l0 ja BamHI-uutetun

plasmidin pMC1043 Klenow-tdyttd

Esimerkkien 5A ja 5B NcolI- ja BamHI-uutteet yhdis-
tettiin (69/pl) ja inkuboitiin sitten 4/Pl:n kanssa jokais-
ta seuraavista dATP, 4dGTP, 4CTP ja TTP, 5 Pl:n (joka si-
sdlsi 10 yksikkdd DNA polymeraasi I (Klenow) osasta* ja
10 pl:n 10X Klenow-puskuria (0,5M Tris-HC1, pH 7,2,
0,1M MgS0,, 1 mM DTT) kanssa 16°C:ssa 30 minuuttia. Sen
jdlkeen kun reaktio oli lopetettu inkuboimalla 65°C:ssa
10 minuuttia, DNA saostettiin etanolilla, uutettiin
kerran fenolilla ja kahdesti kloroformi/isoamyylialkoho-
lilla (24:1) ja saostettiin sitten uudelleen etanolista.
Klenow-tdytetty DNA liuotettiin 20)pl:één vettd myShem-
pdd EcoRI-uuttoa varten.

*DNA polymeraasi I:n Klenow-osanen voidaan saada
seuraavasta l&hteestd:
Boehringer-Mannheim Biochemicals, 7941 Castleway Drive,
Indianapolis, Indiana 46250

D. Klenow-tdytettyjen NcoI- ja BamHI-osasten

EcoRI-uutto

n. 20/pl (4 Pg) Klenow-tdytettyd DNA:ta, 51Pl
(100 mM) DTT, 5/pl (1000 mg/ml) BSA, 2 Pl (joka sisdlsi
10 New England Bio Lab-yksikkod) EcoRI-restriktiocentsyy-
mid ja 5)pl (10X) reaktioseosta inkuboitiin 37°%C:ssa
1 tunti ja sitten 65°C:ssa 10 minuuttia. Syntynyt EcoRI-
uutettu DNA saostettiin etanolilla ja liuotettiin sitten
30/pl:één vettd.

E. EcoRI-uutettujen Klenow-tdytettyjen NcoI- ja

BamHI-osasten liitdntd ja E. coli K12 BE904/

pOW303:n rakentaminen

n. BO/pl EcoRI-uutettuja Klenow-tdytettyjd osasia,
4 Pl (100 mi) DTT, 4‘Pl (100 mM) ATP, 4,P1 10X ligaasi-
puskuria ja l)pl (joka sisdlsi 10 New England Bio Lab-
vksikkdd) T4 DNA-ligaasia inkuboitiin 16°C:ssa n. 16
tuntia ja sitten 65°C:ssa 10 minuuttia. JHissid j&dhdyt-

tdmisen jdlkeen kdytettiin n. 15 fl syntynyttd liitettyd
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DNA:ta, joka tdssd on nimetty plasmidiksi pOW303, trans-
formoimaan E. coli K12 BE904 (NRRL B-15212). T&md tehtiin
pddasiallisesti esimerkin 1D menetelmdn mukaisesti, paitsi
ettd k&ytettiin plasmidia pOW303 eikd plasmidia pOW1l0
ja BOng/ml ampisilliinia tetrasykliinin asemasta. Li-
sdksi TY-levyt sisdlsivat 40lpg/ml 5-bromi-4-kloori-3-
indolyyli-/%—D—galaktosidia (x-gal), niin ettd virii
voitiin kdyttdd sopivana /6—galaktosidaasi—aktiivisuuden
mddrityksend. Syntyneet siniset ja ampisilliiniresistentit
transformantit muodostivat halutun E. coli K12 BE904/
pOW303:n. Transformantteja viljeltiin k&yttden tavanomai-
sia mikrobiologisia menetelmid ja kdytettiin plasmidin
pOW303 myShempdd tuotantoa ja eristdmistd varten pdéd-
asiallisesti esimerkin 1A-]1 menetelmdn mukaisesti. Plas-
midin pOW303 pilkontakohtien kartta on esitetty oheisten
piirrosten kuvassa 2.

Esimerkki 6

Plasmidien pOW529 ja pOW530 sekd@ E. coli K12 BE904/

pOW529:n ja E. coli-K12 BEY904/pOW530:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&&n pddasiallisesti esi-
merkkien 2K-1 ja 2K-2 esityksen mukaisesti, paitsi ettéd
kidytetdsn plasmidia pOW303 eikd plasmidia pOWl0 ja ettd
kdytetddn 80‘Pg/ml ampisilliinia tetrasykliinin asemesta.
Lis8&ksi TY-levyt sisdltdvit 40'pg/ml x-gal, niin ettd
varid voidaan kdyttdd /6—galaktosidaasiaktiivisuuden sopi-
vana mddrityksend. Syntyy yhdistelmd-plasmideja, joilla
on kaksi suuntausta, koska EcoRI-pilkottu DNA voidaan
liittdd jompaankumpaan suuntaan. Plasmidit pOW529 ja
pOW530 eristettiin tavalliseen tapaan, erotettiin toisis-
taan ja tunnistettiin restriktioentsyymillid ja agaroosi-
geeli-sdhkoforeesianalyysilld (Maniatis et al., 1982).
Kummankin plasmidin pOW529 ja pOW530 pilkontakohtien
kartta on esitetty oheisten piirrosten kuvassa 2.

Esimerkki 7

Streptomyces ambofaciens/pOW529:n ja Streptomyces

ambofaciens/pOW530:n rakentaminen
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Halutut rakentelut tehd&&n pddasiallisesti esi-
merkin 2H esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
vastaavasti plasmideja pOW529 ja pOW530 3ja LAC Streptomy-
ces ambofaciens'ia, kantaa, joka on talletettu ja tehty
osaksi pysyvdd varastoviljelykokoelmaa laboratoriossa
Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois,
josta sitd on yleisdn saatavissa saantinumerolla 15263,
eika plasmideja pEL105 ja pEL107 eikd Lac’ Streptomyces
ambofaciens'ia (NRRL 2420). Lisdksi modifioidut R2-levyt
(Baltz, 1978) sisdltaviat 40/pg/ml x-gal, niin ettd varia
voidaan kdytt&aid /5—galaktosidaasiaktiivisuuden sopivana
mddrityksend. Molemmat transformantit antavat tumman-
sinisid pesdkkeitd, mikd osoittaa, ettd geeni, joka koo-
daa ﬂ—galaktosidaasia, ekspressoituu Streptomyces:essad.
Siten ndmd rakentelut ovat lisdesimerkkind t&dstd kek-
sinndsta. /6—galaktosidaasiaktiivisuus vahvistetaan
lisdksi tavanomaisesti in vitro-analyvsill&.

Esimerkki 8

Plasmidin pOW301l ja E. coli K12 BE904/pOW30l:n

rakentaminen

A. Plasmidin pMS480 EcoRI-BamHI-uutto

Haluttu uutto suoritettiin pddasiallisesti esimer-
kin 1A-2 esityksen mukaisesti paitsi ettd kdytettiin
BamHI—restriktioentstmié eikd SfaNI-restriktioentsyymid.
Osaset liuotettiin n. lO/pl:één vettd ja kdytettiin ilman
enempdd puhdistamista.

B. Plasmidin pMCl403 EcoRI-BamHI-uutto

Haluttu uutto suoritettiin pddasiallisesti esimer-
Kin 1A-2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin
BamHI-restriktioentsyymid ja plasmidia pMC1403 (eristetty
esimerkissd 5B) eikd SfaNI-restriktioentsyymid ja plasmi-
dia pMS480. Osaset liuotettiin n. lO/pl:aan vettd ja
kdytettiin ilman enempdd puhdistamista.

C. Plasmidien pMS480 ja pMC1403 EcoRI-BamHI-uut-

teiden liité&ntd

n. lO/pl plasmidi pMS480-EcoRI~-BamHI-uutetta, lO/Pl
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plasmidi pMCl403-EcoRI-BamHI-uutetta, 3/pl (100 mM) DTT,
lO‘Pl vettd, 3/pl (10 mM) ATP, BAPl liitdntdseosta* Jja l,Pl
T4 DNA-ligaasia (joka sisdlsi n. 400 New England Bio Lab-
vksikkod) inkuboitiin n. 12 tuntia. Reaktio lopetettiin
inkuboimalla 65°C:ssa 10 minuuttia ja sitten, jaissd
jadhdyttédmisen jdlkeen, syntynyt liitetty seos kdytettiin
transformoimaan E. coli BE904 (NRRL B-15212) pddasialli-
sesti Lederberg'in ja Cohen'in, 1974, transformointimene-
telmd@n mukaisesti TY-levyilld, jotka sisdlsivat 80/pg/ml
ampisilliinia.

Jotkut syntyneistd transformanteista, kuten tavan-
omaisesti osoitettiin agaroosigeeli-sdhkdforeesilla ja
muilla testeilld, sisdlsivdt halutun n. 10,3 kb:n plas-
midin. T&dllainen transformantti, joka tdssd on nimetty
E. coli BE904/pOW301:ksi, valikoitiin, levitettiin TY-
agar~levyille, jotka sisdlsivat 40,pg/ml antibioottia
ampisilliini ja viljeltiin sitten kdyttden tavanomaisia
mikrobiologisia menetelmid. Syntyneet solut kdytettiin
plasmidin pOW301l eristd3miseen pddasiallisestil esimerkin
1A-1 menetelmd&n mukaisesti.

*Liitdntdseos valmistettiin seuraavalla koostumuk-
sella:

500 mM Tris-HCl, pH 7,8

100 mM MgCl2

Esimerkki 9

veg-Promoottori ja geeni, joka koodaa /6—galaktosi-
daasiaktiivisuutta, eivdt ole translationaalisessa luku-
suunnassa plasmidissa pOW30l. Sen tdhden plasmidia
pOW301l modifioitiin niin, ettd edelld mainittu lukusuunta
korjattiin. Tdmd tehtiin seuraavassa esitetyn menettelyn
mukaisesti ja tuloksena saatiin plasmidi pOW302.

Plasmidin pOW302 rakentaminen

A. Plasmidin pOW301 BamHI-uutto

n. lOIPl (lOng) plasmidia pOW30l1 TE-puskurissa,
l,Pl DTT (100 mM ditiotreitolia), l/Pl (lOOO/pg/ml) BSA,
l}yl (joka sisdlsi 16 New England Bio Lab-yksikkdd) BamHI-
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restriktioentsyymid ja l,5/pl 10X reaktioseosta* inkuboi-
tiin 37°C:ssa n. 1,5 tuntia. Reaktio lopetettiin inkuboi-
malla 65°C:ssa 10 minuuttia ja sitten reaktioseos j&dh-
dytettiin jdissd, uutettiin sekd fenolilla ettd kloro-
formi/isocamyylialkoholilla (24:1), saostettiin etanolilla
ja liuotettiin sitten 69/pl:één vettd.

*Reaktioseos BamHI-restriktioentsyymille valmistet-
tiin seuraavalla koostumuksella:

1,5 M Nacl

60 mM Tris-HCl, pH 7,9

60 mM MgCl2

B. pOW30l-lineaarisen DNA:n kdsittely Klenow-

osasella ja lopullinen liiténtd

n. 69,Pl pOW301l lineaarista DNA;ta, lO/pl 10X
puskuria (0,5 M Tris, »H 7,5, 0,1 M MgClz), 4/Pl jokaista
seuraavista (200 mM) dCTP, dATP, TTP ja dGTP ja 5'pl
(joka sisdlsi 10 Boehringer-Mannheim-yksikk&d) DNA-poly-
meraasi I suurta (Klenow)-fragmenttia inkuboitiin 16°C:ssa
30 minuuttia. Limpd-inaktivoimisen jadlkeen 65°C:ssa 10
minuutin aikana DNA saostettiin etanolilla, liuotettiin
20/pl:één vettd ja liitettiin sitten antamaan haluttu
plasmidi pOW302. Liitdntd suoritettiin saattamalla n.
2o)p1 Klenow-kdsiteltyd DNA:ta, 3/pl (100 mM) DTT, 3/pl
(10 mM ATP, 3/pl liitadntdpuskuria ja l,Pl (joka sisédlsi
400 New England Bio Lab-yksikkO4&) T4 DNA-ligaasia rea-
goimaan 16°C:ssa 2 tunniksi. N. lO)Pl liitdntdseosta
kdytettiin transformoimaan E. coli K12 BE904 pddasialli-
sesti esimerkin 1C esityksen mukaisesti. Kehittyi sinisié
pesdkkeitd, jotka osoittivat, ettd veg-promoottori ja
geeni, joka koodaa /@—galaktosidaasi—aktiivisuutta, olivat
translationaalisessa lukusuunnassa. Plasmidin pOW302
pilkontakohtien kartta on esitetty oheisten piirrosten
kuvassa 3.

Esimerkki 10

Plasmidien pOW539 ja pOW540 sekd E. coli K12

BE904/pOW539:n ja E. coli K12 BE904/pOW540:n

rakentaminen
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Halutut rakentelut tehtiin p&ddasiallisesti esi-
merkkien 2K-1 ja 2K-2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd
kdytettiin plasmidia pOW302 eikd plasmidia pOW1l0 ja kay-
tettiin 80‘Pg/ml ampisilliinia tetrasykliinin asemesta.
Lisdksi TY-levyt sisédlsivit 401Pg/ml x-gal, niin ettd
vdrid voitiin kdyttda /6—galaktosidaasiaktiivisuuden sopi-
vana mddrityksend. Syntyi yhdistelmd-plasmideja, joilla
0li kaksi suuntausta, koska EcoRI-pilkottu DNA voidaan
1iittdd jompaankumpaan suuntaan. 3yntyneet transformantit
eristettiin tavalliseen tapaan, viljeltiin, tunnistettiin
restriktioentsyymilld ja perustavien plasmidien agaroosi-
geeli-sdhkbforeesianalyysilld (Maniatis et al., 1982) ja
kdytettiin plasmidien pOW539 ja pOW540 mydhempdd tuotan-
toa varten. Kummankin plasmidin pOW539 ja pOW540 pilkonta-
kohtien kartta on esitetty oheisten piirrosten kuvassa 3.

Esimerkki 11

Streptomyces ambofaciens/pOW539:n ja Streptomyces

ambofaciens/pOW540:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&&n kumpikin yksil®lli-
sesti pddasiallisesti esimerkin 2H esityksen mukaisesti,
paitsi ettd kdytetddn vastaavasti plasmideja pOW539 ja
pOW540 sekd LAC Streptomyces ambofaciens'ia (NRRL 15263)
eikd plasmideja pEL105 ja pEL107 eikad ac’ Streptomyces
ambofaciens'ia (NRRL 2420). Lisdksi modifioidut R2-levyt
(Baltz, 1978), sisdltdvit 40/pg/ml x-gal, niin ettd varid
voidaan kdyttdd /Q—galaktosidaasiaktiivisuuden sopivana
mddrityksend. Kumpikin transformantti antaa tummansiniset
pesdkkeet, mikd osoittaa, ettd geeni, joka koodaa
/6-galaktosidaasiaktiivisuutta, ekspressoituu Streptomy-
ces:essd. Siten ndmd rakentelut ovat edelleen esimerkkinég
tdmdn keksinndn menetelmdsta. /6—galaktosidaasiaktiivisuus
vahvistetaan lisadksi tavanomaisesti in vitro-analyysillid.

Esimerkki 12

DNA~-osasen
5' AGTG

i

3'
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jossa R on C ja Rl on G ja R2 on G, rakentaminen.
Haluttu rakentaminen kidsittd33 seuraavassa esitet-

tyjen oligonukleotidien T3 ja T4 synteesin ja 5'-fos-

foryloinnin.
T3 5 AGTGAGGTGGATCC 3!
T4 5 CATGGGATCCACCT 3!

Oligonukleotideja T, ja T4 kdytettiin halutun DNA-osasen
rakentamiseen, jolla on NcolI-komplementaarinen pdd BamHI-
pilkontakohdan vieressd. Oligonukleotidi-synteesi suori-
tettiin tavanomaisesti modifiocidulla fosfotriesteri-mene-
telmdlld kdyttden tdysin suojattuja deoksiribonukleotidi-
rakenneryhmid. Haluttu rakentaminen tehtiin pddasialli-
sesti esimerkin 1C esityksen mukaisesti.

Esimerkki 13

Plasmidin pOWll ja E. coli K12 JA221/pOWll:n

rakentaminen

Halutut rakenteet tehdddn pddasiallisesti esimerkin
1l esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetd&dn esimerkin 12
BamHI-pilkontakohdan sis&dltdvdd DNA-osasta eikd esimerkin
1C DNA-osasta. Plasmidin pOWll pilkontakohtien kartta on
samanlainen, paitsi edelld mainittua BamHI-kohtaa, kuin
on esitetty plasmidille pOW1l0 kuvassa 1 oheisissa piir-
roksissa.

Esimerkki 14

Plasmidien pOW533 ja pOW534 sekd E. coli K12

JA221/pOW533:n ja E. coli K12 JA221/pOW534:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehdddn pddasiallisesti esi-
merkin 2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
plasmidia pOWll eikd plasmidia pOW1l0. Kummankin plasmidin
pOW533 ja pOW534 pilkontakohtien kartta on vastaavasti
samanlainen, lukuunottamatta edellid mainitulle lisd-BamHI-
kohdalle pOWll-osasesta, kuin plasmideille pOW527 ja

pOW528 on oheisten piirrosten kuvassa 1 esitetty.
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Esimerkki 15

Streptomyces ambofaciens/pOW533:n ja Streptomyces

ambofaciens pOW534:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehdddn vastaavasti pddasialli-
sesti esimerkkien 3 ja 4 esitysten mukaisesti, paitsi
ettd kdytetddn vastaavasti plasmideja pOWS533 ja pOW534
eikd plasmideja pOW527 ja pOW528.

Esimerkki 16

Plasmidin pOW31l0 ja E. coli K12 BE904/pOW310

rakentaminen

Halutut rakentelut tehdddn pddasiallisesti esi-
merkin 5 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetdén
plasmidia pOWll eikd plasmidia pOW1l0. Plasmidin pOW310
pilkontakohtien kartta on samanlainen, lukuunottamatta
edelld mainitulle lisd-BamHI-kohdalle pOWll-osasesta,
kuin on esitetty plasmidille pOW303 oheisten piirrosten
kuvassa 2.

Esimerkki 17

Plasmidien pOW537 ja pOW538 sekd E. coli K12 BE904/

pOW537:n ja E. coli K12 BE904/pOW538:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&ddn pddasiallisesti
esimerkin 6 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetdadn
plasmidia pOW31l0 eikd plasmidia pOW303. Kummankin plas-
midin pOW537 ja pOW538 pilkontakohtien kartta on vastaa-
vasti samanlainen, lukuunottamatta edelld mainitulle
lisd-BamHI~-kohdalle pOW3l0-osasesta, kuin plasmideille
pOW529 ja pOW530 oheisten piirrosten kuvassa 2 esitetty,

Esimerkki 18

Streptomyces ambofaciens/pOW537:n ja Streptomyces

ambofaciens/pOW538:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&dn kumpikin erikseen pda-
asiallisesti esimerkin 7 esityksen mukaisesti, paitsi
ettd kdytetddn plasmideja pOW537 ja pOWS538 ja LAC
Streptomyces ambofaciens'ia (NRRL 15263) eikd plasmideja
pOW529 ja pOW530 eikd Lac’ Streptomyces ambofaciens'ia
(NRRL 2420).
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd funktionaalisen polypeptidin ekspres-
soimiseksi Streptomyces:essd, tunne t tu siitd,
ettd transformoidaan Streptomyces-isédntdsolu yhdistelmd-
DNA-ekspressoimisvektorilla, joka vektori kdsittda
1) homologisen Bacillus-promoottorin,

2) luonnossa esiintyvadn tai modifioidun Bacillus-
ribosomin sitomiskohdan sisdltdvdn DNA-sekvenssin ja

3) geenin, joka koodaa funktionaalista polypeptidid,

ja viljellddn tatéd transformoitua Streptomyces-solua
kasvuolosuhteissa, niilld rajoituksilla, ettd vektori
replikoituu ja on valikoitavissa transformoidussa
Streptomyces-solussa ja ettd promoottori ja DNA-sekvenssi
ohjaavat té@mdn geenin transkriptiota ja ekspressoitu-
mista transformoidussa Streptomyces-isdntdsolussa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd yhdistelmd3-DNA-ekspressoi-
misvektori kdsittda
1) ribosomin sitomiskohdan sisdltd@vidn DNA-~-sekvenssin

5" AGTGAGGTGGATRLC 3!

ERERRAREN
3! TCCACCTARGRTAC 5
jossa
on deoksiadenyyli,
on deoksiguanyyli,

on deoksisytosyyli,

H Q & P

on tymidyvyli,

R on G tai C,

Rl on G tai C, ja

R2 on G tai T, ja
2) promoottori on Bacillus subtiliksen veg-promoottori,
silld lisdrajoituksella, ettd (1) R ja Rl eivdt saman-
aikaisesti ole sama deoksiribonukleotidi ja (2) kun R2 on
T, silloin on R G ja Rl on C.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
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tunnettu siitd, ettd yhdistelm&-DNA-ekspressoimis-
vektori on plasmidi pOW527, pOW528, pOW529, pOW530, pOW533,
pOW534, pOW537, pOW538, pOWS539 tai pOW540.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd ribosomin sitomiskohdan
sisdltdvad DNA-sekvenssi on

5 AGTGAG 3!
GTacC 5
jossa
on deoksiadenyyli,
on deoksiguanyyli,

on deoksisytosyyli,

H 0O B

on tymidyyli,

R on G tai C ja

Rl on G tai C
silld rajoituksella, ettd R ja Rl eivdt samanaikaisesti
ole sama deoksiribonukleotidi.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd yhdistelmd-DNA-ekspres-
soimisvektori on plasmidi pOW527, pOW528, pOW529,
pOW530, pOW533, pOW534, pOW537 tai pOW538.

6. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen mene-
telmd, t unnet tu siitd, ettd ribosomin sitomis-
kohdan sisdltdvd DNA-sekvenssi on

5 AGTGAGGTG

||

||
3! T CCaA i

3 1

jossa

A on deoksiadenyyli,

G on deocksiguanyyli,

C on deoksisytosyyli ja

T on tymidyyli.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd yhdistelmd@~-DNA-ekspressoimis-

vektori on plasmidi pOW539 tai pOW540.
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8. Yhdistelm&-DNA-ekspressoimisvektori, t un

nettu siitd, ettd se kdsittdd

1) ribosomin sitomiskohdan sisdltdvan DNA-

sekvenssin
5 AGTGAC;TTGGZ}.TG'C 3!
3! TCCACCTACGTTAC 5
jossa
A on deoksiadenyyli,
G on deoksiguanyyli,
C on deoksisytosyyli,

T on tymidyyli, ja

2) ettd promoottori on Bacillus subtiliksen

veg-promoottori, joka vektori on ladsnd Streptomyces-

isdntdsolussa.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen vektori,

tunnettu siitd, ettd se on plasmidi pOW539
tai pOWS540.

10. Patenttivaatimuksen 8 tai 9 mukainen vektori,

joka on ldsnd Streptomyces ambofaciens'issa.
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Patentkrav

1. rForfarande fOr expressering av en funktionell
polypeptid i Streptomyces, k & n ne t e cknat
ddrav, att en Streptomyces-vdrdcell transformeras med
en rekombinant-DNA-expressionsvektor, vilken vektor
bestar av
1) en homolog Bacillus-promotor,

2) en naturligt forekommande eller modifierad Bacillus
ribosombindningsstdlle innehé&llande DNA-sekvens, och
3) en gen som koderar fOr en funktionell polypeptid,
och att den transformerade Streptomyces-cellen odlas

under vdadxtbetingelser, med de begrdnsningarna, att

vektorn reproduceras och &dr utvdljbar i den transformerade

Streptomyces-cellen och att promotorn och DNA-sekvenssen
styr transkriptionen och expressionen av denna gen i
den transformerade Streptomyces-vdrdcellen.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & n n e -
t ecknat ddrav, att rekombinant-DNA-expressions-
vektorn bestar av
1) DNA-sekvensen som inneh&ller bindningsstdlle for
ribosom

5' AGTG

i

dar
A &dr deoxiadenyl,
G dr deoxiguanyl,
C ar deoxicytosyl,
T dr tymidyl,
R dr G eller C,
Rl dr G eller C, och
R2 ar G eller T,
och att
2) promotorn &r veg-promotorn av Bacillus subtilis,

med det ytterligare fdrbehdllet, att (l) R och Rl inte



49

samtidigt dr samma deoxiribonukleotid och (2) nér R2 ar T,
d& dr R G och Rl ar C.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kd&nnetecknat dirav, att rekombinant-DNA-
expressionsvektorn dr plasmid pOW527, pOW528, pOW529,
pOW530, pOW533, pOW534, pCW537, pOW538, pOW539 eller
pOW540.

4, Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kdnnetecknat d&rav, att den ribosombindnings-
stdlle innehé&llande DNA-sekvensen &r

5" AGTGAGGTGGA

||
T C

]

| |
C A cCCrT

3 '

dar

dr deoxiadenvl,
dr deoxiguanyl,
dr deoxicytosyl,
dr tymidyl,

dr G eller C och
ar G eller C

med den begrdnsningen, att R och Rl inte samtidigt &ar

1

oI v B = I O T ) I =

samma deoxiribonukleotid.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, k @& n n e -
t ecknat ddrav, att rekombinant-DNA-expressions-
vektorn dr plasmid pOW527, pOW528, pOW529, pOWS530,
pOW533, pOW534, pOW537 eller pOW538.

6. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kannetecknat ddrav, att den ribosom-

bindningsstdlle innehadllande DNA-sekvensen &r

5" AGTGAG ﬁ T G ﬁ AT GZC 3
i oo
NN

3! TCCACCTACGTT TATC 5'

dar

A dr deoxiadenyl,

G dr deoxiguanyl,

C dr deoxicytosyl och

T &r tymidyl.
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7. Forfarande enligt patentkravet 6, k &d n n e -
t ec knat didrav, att rekombinant-DNA-expressions-
vektorn dr plasmid pOW539 eller pOWS540.

8. Rekombinant-DNA-expressionsvektor, k & nn e -
t ecknad didrav, att den bestar av

1) DNA-sekvensen som innehdller bindningsstdllet for

ribosom
5! AGTGA i ﬁ T G ﬁ T T 7 ﬁ 3
3! TCcCcACCTACGTTATC 5!
ddr
A &dr deoxiadenyl,
G ar deoxiguanyl,
C &r deoxicytosyl,
T dr tymidyl,
och att

2) promotorn dr veg-promotorn av Bacillus subtilis,
ndrvarande i en Streptomyces-vdrdcell.
9. Vektor enligt patentkravet 8 som &dr plasmid
pOW539 eller pOW540. ‘
10. Vektor enligt patentkravet 8 eller 9 ndr-

varande 1 Streptomyces ambofaciens.



FIG. |

PLASMIDIEN pOW 527 JA pOW 528 PILKONTA-
KOHTIEN KARTTA

| [ Clal]
EcoRI Bam HI XhoI BamHI Bam HI Eco RI

Cial |
BamHI BamHI X BamHI

1. pOW 527 (~12.8 kb)
2. pOW 528 (~ 12.8 kb)
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FIG. 2

PLASMIDIEN pOW 529 JA pOW 530 PILKONTA-
KOHTIEN KARTTA

Bam HI
Ncol

EcoRI—, \
Eco RI / \ EcoRI

I I
l Xhol ) ClaI I
EcoRI Bam HI Bam HI Bam HI EcoRI

Bam H'I l B'am HII Balxm HI
Clat Xho I

1. pOW 529 ~18.6 kb
2. pOW 530 ~18.6 kb



FIG. 3

PLASMIDIEN pOW 539 JA pOW 540 PILKONTA-
KOHTIEN KARTTA

Clal

1. pOW 539 (~17 kb)
2. pOW 540 (~17 kb)
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FIG. 5

PLASMIDIEN pEL 107 JA pPEL 105 PILKONTA -
KOHTIEN KARTTA
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FIG.6

PLASMIDIEN pBS1 JA pBS3 PILKONTAKOHTIEN KARTTA
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