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Keksint® koskee kahden streptomykeetoissa aktiivisen pro-
moottorin jarjestdmistd oikeaan lukukehykseen, jollein
niihin liittyvd rakennegeeni ilmentyy vahvistetusti
streptomykeetoissa. Keksint®d koskee edelleen tdmdn pro-
moottorijarjestelmdn sisidltavad streptomykeetoissa ak-
tiivista vektoria sekd sen kdyttdd proteiinien tuottami-

seen.

Uppfinningen avser ordnandet av tvd 1
streptomyceter aktiva promotorer i
korrekt lisram, varigenom den tillhériga
strukturgenen exprimeras fdrstidrkt i
streptomyceter. Uppfinningen avser vida-
re en i detta promotorsystem ingdende
och 1 streptomyceter aktiv vektor samt
anvindningen av denna vid produktionen
av proteiner.
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Promoottorijdrjestelmd streptomykeettavektoreita varten

Keksintd koskee promoottorijirjestelm&s, jossa pro-
moottorit ovat tehokkaita streptomykeetoissa ja jarjestet-
tyind perdkkdin tandemiin. T&114 "tandemjérjestelmalls"
saavutetaan proteiiniekspression huomattava nousu. Kek-
sintd koskee lisdksi vektoreita, jotka sis&dltidvit t&min
promoottorijadrjestelmin, streptomykeettaiséntidkantoja,
jotka sisdltdvdt tdllaisia vektoreita, ja niiden kayttsid
proteiinien tuotantoon. Keksinnén edullisia suoritusmuoto-
ja valaistaan tarkemmin j&ljemp&nd tai ne méidritell&idn
patenttivaatimuksissa.

Streptomykeetoissa tehokkaiden promoottorien DNA-
rakenteesta on vield suhteellisen v&hin tietoa. Nyt on
havaittu, ettd jarjestdm#élld kaksi streptomykeettapromoot-
toria tandemiin voidaan lis&dtd proteiiniekspressiota odot-
tamattomissa mé&rin. T&ll6in ei nididen kahden promoottorin
tarvitse olla vélittbmésti per&kk#in, mihin liittyisi myds
vaikeuksia té&m#n hetkisen viels vihadisen niiden promootto-
rien DNA-rakennetta koskevan tiedon valossa. On siis riit-
tdvdd, ettd promoottorit ovat tandemissa toisiinsa ja il-
mennettdvddn rakennegeeniin ndhden, jolloin niiden kahden
promoottorin vdlissd voi olla lyhyempi tai pitempi DNA-
segmentti. T&mdn yhdist&vdn DNA-jakson edullinen koko on
helppo m&drittdd yksinkertaisin esikokein, joissa voidaan
kdyttdd esimerkiksi kemiallisesti syntetisoituja DNA-jak-
soja soveltuvien kytkij®iden tai adaptorien muodossa.

Soveltuva, streptomykeetoissa tehokas promoottori
voidaan ottaa talteen hybridiplasmidista PKAI 1, jota ku-
vataan DE-hakemusjulkaisussa 3 331 860. T&t4 varten k&si-
telldadn 2,3 ke:n DNA-pala, jota valaistaan tarkemmin mai-
nitun hakemusjulkaisun kuviossa 2, restriktioentsyymeills
Sstl ja HinclI, ja eristet&#&n 650 em#sparin pituinen frag-
mentti. T&md DNA-fragmentti sis&lt#4 a-amylaasi-inhibiit-
toria, "tendamistaattia", vastaavan rakennegeenin ja sii-
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hen liittyvdn promoottorin. Tam& DNA-sekvenssi sijaitsee
940 emisparin pituisessa jaksossa, joka on entsyymien Pstl
ja BamHI restriktiokohtien vé&lissa (DE-hakemusjulkaisun

3 331 860 kuvio 2).

Toinen promoottori, joka soveltuu keksinndén mukai-
seen "tandemjirjestelmdsdn”, esiintyy kaupallisesti saata-
vassa plasmidissa pIJ 702 [E. Katz et al., J. Gen. Micro-
biol. 129 (1983) 2703 - 2714: D.A. Hopwood et al., Genetic
Manipulations of Streptomyces, A Laboratory Manual, The
John Innes Foundation, Norwich, Englanti, 1985, s. 292].
TAt4 varten pilkotaan plasmidi restriktioentsyymeilla Sphl
ja Pstl, ja eristetddn 350 emdsparin fragmentti. On myds
mahdollista saattaa plasmidi reagoimaan restriktioentsyy-
mien SphI ja Bcll kanssa ja eristdd 270 emdsparin DNA-
fragmentti. T&ssd 270 emdsparin fragmentissa on mel-gee-
nin, joka koodaa tyrosinaasiproteiinia, promoottori.

N&am# DNA-fragmentit, jotka sis&dltévédt mel-promoot-
torin, voidaan sitten - tandemissa - sijoittaa haluttuun
ilmentymisvektoriin silld tavalla, ettd8 ne sijaitsevat
ennen toista streptomykeetoissa tehokasta promoottoria tai
t4mi&n promoottorin ja rakennegeenin vdlissd.

Keksinn®dn erd4ssd toisessa suoritusmuodossa ei
eristetid mel-promoottoria plasmidista pIJ 702, vaan si-
joitetaan t#dh#n plasmidiin rakennegeeni ja toinen promoot-
tori - j4lleen tandemissa. On tarkoituksenmukaista sijoit-
taa toinen promoottori ja rakennegeeni yhtend yksikkdna
mel-promoottorin jdlkeen eli kdyttdad siis esimerkiksi mai-
nittua DNA-fragmenttia, joka sis&lt&i tendamistaattiraken-
negeenin ja siihen liittyvén promoottorin. T&mé& geenira-
kenne johtaa noin kymmenkertaiseksi kasvaneeseen a-amylaa-
si-inhibiittorin, tendamistaatin, oikeaan ekspressioon ja
erittymiseen.

Kdytettdesssd plasmideja, joiden kopiolukum&drad so-
lua kohden on suuri, voi proteiinien tuotanto laskea fer-

mentoinnin kestdessd pitk#&n. T&llaisissa tapauksissa on
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edullista k&yttdd vektoreita, joiden kopiolukum#dri on
pienempi.

Vastaavasti kuin t8md vain esimerkkini esitett&dva
geenirakenne voidaan myds muista streptomykeetoissa te-
hokkaista promoottoreista muodostaa t#llaisia "tandemj&r-
jestelmid" ja saattaa haluttu rakennegeeni ilmentym##n.

Keksintdd valaistaan tarkemmin seuraavissa esimer-
keissa.

Esimerkki 1

Plasmidin pKal 1 DNA:sta (7 pg, DE-hakemusjulkaisu
3 331 860) eristetd8n elektroeluutiolla 650 em&dsparin
HincII-SstIl-fragmentti. Té&m&n fragmentin sijaintia plasmi-

din pKAI 1 2,3 ke:n fragmentissa valaistaan kuviossa 1,
jossa "SG" tarkoittaa a-amylaasi-inhibiittorirakennegee-
nia. 650 emdsparin fragmentti sis&1t#8 rakennegeenin 1li-
sd8ksi kaikki Streptomyces 1lividans TK 24:ssa tapahtuvan
ilmentymisen vaatimat s#itelyalueet.

Kaupallinen E. coli -vektori pUC 19 [C. Yanisch-
Perron et al., Gene 33 (1985) 103 - 119: New England Bio-
labs 1985/86 Catalog, s. 90/91; BRL, Bethesda Research
Laboratories Catalogue & Reference Guide, 1985, s. 136/-
137] pilkotaan kahdesti restriktioendonukleaaseilla HincII
ja SstI, ja ligatoidaan linearisoitu plasmidi edells mai-
nitun 650 emdsparin SstI-HincII-fragmentin kanssa. E. coli
JM 101:n transformoinnin jélkeen eristet#&n kloonit, jot-
ka sisdltdvat yhdistelmdplasmidin, josta kdytet#in merkin-
t&8a pKAI 650 ja joka sisdltdsd rakenneosanaan 650 emisparin
fragmentin. T&m& plasmidi esitet#8n kuviossa 2 (ei oikeas-
sa mittakaavassa), jossa P tarkoittaa promoottorialuetta.

Eristetty plasmidin pKAI 650 DNA pilkotaan kahdesti
restriktioendonukleaaseilla SstI ja Sphl tai SstI ja PstI,
tehdddn geelielektroforeesi ja elektroeluutio, ja eriste-
tddn noin 650 emdsparia sis#ltdvi fragmentti.
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Esimerkki 2

Plasmidi pIJ 702 (saatavissa John Innes Founda-
tion'ista, Norwich, Englanti) pilkotaan restriktioendonuk-
leaaseilla SstI ja Sphl, ja eristet&d&n 400 emdsparin SstI-
Sphl-fragmentti muusta vektori-DNA:sta agaroosigeelielekt-
roforeesilla. 1 pg eristettyd, puhdistettua vektori-DNA:ta
ligatoidaan 0,3 pg:n kanssa pKAI 650:sta saatua 650 emds-
parin SstI-Sphl-fragmenttia (esimerkki 1), ja transformoi-
daan ligaatiotuotteella Streptomyces lividans TK 24 (saa-
tavissa John Innes Foundation'ista) sin&ns&8 tunnetulla ta-
valla. Haluttujen kloonien valikointi tehd&&n tiostrepto-
niresistenssin ja a-amylaasi-inhibiittorituotannon perus-
teella seuraavalla levykokeella:

Pesidkkeet peitetdsn 5 ml:lla vesiliuosta, joka si-
siltss 0,4 - 1,0 mg/ml pankreatiinia, ja inkuboidaan 1
tunti l&mp®dtilassa 37 °C. Sitten liuos poistetaan ja kor-
vataan 5 ml:lla 2-painoprosenttista tdrkkelysagaria. 2
tunnin inkuboinnin (37 °C:ssa) j#dlkeen peitetdsn levyt 5
ml:1la jodi-kaliumjodidikehitysliuosta. Sinisen keh&n ym-
pardimdt pessikkeet osoittavat, ettd kloonit syntetisoivat
ja erittavidt tendamistaattia.

Yhdistelm#plasmidi pAX 650, joka saa aikaan a-amy-
laasi-inhibiittorin, tendamistaatin, synteesin, esitetdan
kuviossa 3 (ei oikeassa mittakaavassa). P' tarkoittaa tas-
sd plJ 702:sta perdisin olevan mel-geenin promoottorialu-
etta.

Esimerkki 3 (vertailuesimerkki)

Menetellddn muuten esimerkin 2 mukaisesti, mutta
poistetaan plasmidista pIJ 702 650 emdsparin PstI-Sstl -
fragmentti ja ligatoidaan loppuosa plasmidista pKAI 650:-

sta saadun noin 650 emdsparin pituisen SsT-PstlI-fragmentin
kanssa. Siten saatu yhdistelm&plasmidi pAX 651 antaa a-
amylaasi-inhibitiotestissd noin 10 kertaa pienemmd&n arvon
kuin plasmidi pAX 650 (esimerkki 2).
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Esimerkki 4

"Heilurivektori" pSwl (EP-hakemusjulkaisu
0 158 201, kuva 26) pilkotaan osittain restriktioentsyy-
milld BclI, ja eristetdsn noin 1,6 Ke:n pituinen lineaari-

nen fragmentti 0,4-%:isella agaroosigeelill4 tehdyn elek-
troforeesin jdlkeen. Eristetty DNA-fragmentti uutetaan
puskuroidulla fenoliliuoksella ja saostetaan etanolilla.

Siten puhdistetut DNA-fragmentit ligatoidaan pAX
650:sta saadun 1,81 ke:n BclI-fragmentin kanssa, joka si-
saltdd tdydellisen a-amylaasin-inhibiittorigeenin. Ligaa-
tioseoksella transformoidaan S. lividans TK 24. Tiostrep-
toniresistentit yhdistelmékloonit tuottavat ja erittivit
a-amylaasi-inhibiittoria, tendamistaattia, my®s pitkien
fermentointien kuluessa vakiosaannolla.
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Patenttivaatimukset

1. Streptomykeetoissa aktiivinen promoottorijérjes-
telmd, tunnettu siitd, ettd streptomykeetoissa
aktiivinen promoottori sijaitsee tandemissa toisen strep-
tomykeetoissa aktiivisen promoottorin jaljessa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen promoottorijar-
jestelmd, tunnettu siitd, ettd toinen ndistd kah-
desta promoottorista on perdisin 350 emdsparin pituisesta
plasmidin pIJ 702 PstI-Sphl-fragmentista.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen promoottorijar-
jestelmd, tunnettu siitd, ettd toinen ndistd kah-
desta promoottorista on perdisin 270 em#dsparin pituisesta
plasmidin pIJ 702 BclI-SphIl-fragmentista.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen promoot-
torijdrjestelmd, tunnettu siiti, ettd toinen pro-
moottoreista on perdisin 650 emdsparin HinclI-SstI-frag-
mentista, joka sijaitsee 0,94 ke:n Pst-BamHI-fragmentissa
plasmidissa pKAI 1.

5. Streptomykeetoissa aktiivinen vektori, t un -n
et tu siiti, ettd se sisdltdd yhden tai useamman edel-
tavin patenttivaatimuksen mukaisen promoottorijdrjestel-
man.

6. Streptomyces-sukuun kuuluva is&ntdsolu, tun -
nettu siitid, ettdi se sisdltdsd patenttivaatimuksen 5
mukaisen vektorin.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen is&ntdsolu,
tunnettu siitd, ettd se on lajia S. lividans.

8. Menetelm3 proteiinin valmistamiseksi, t u n -n
et tu siitd, ettd Streptomyces-suvun isdntdsolussa saa-
tetaan ilmentymd&n vektori, joka sisdltdd tandemissa yhden
tai useamman patenttivaatimuksista 1 - 4 mukaisen promoot-
torijadrjestelmén.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd is#ntisolu on lajia S. livi-
dans.
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Patentkrav

1. I streptomyceter aktivt promotorsystem, k & n -
netecknat dirav, att en i streptomyceter aktiv
promotor &r anordnad i tandem bakom en ytterligare i
streptomyceter aktiv promotor.

2. Promotorsystem enligt patentkravet 1, k & n -
netecknat dirav, att en av de bada promotorerna
hé&rstammar frédn det 350 baspar langa PstI-SphI-fragmentet
i plasmiden plJ 702.

3. Promotorsystem enligt patentkravet 2, k&n -
netecknat dirav, att en av de bada promotorerna
hdrstammar frdn det 270 baspar langa BclI-SphI-fragmentet
i plasmiden plJ 702.

4. Promotorsystem enligt patentkravet 1, 2 eller 3,
k dnnetecknat dirav, att en av promotorerna
h&rstammar frdn det 650 baspar langa HincII-SstI-fragmen-
tet, som ligger inom det 0,94 kb stora PstIlI-BamHI-fragmen-
tet i plasmiden pKAI 1.

5. I streptomyceter aktiv vektor, k & nn e -
tecknad d&rav, att den innehdller ett promotorsys-
tem enligt ett eller flera av de f®regaende patentkraven.

6. Vdrdcell tillh®rande sliktet Streptomyces,
kd&d@&dnnetecknad d&rav, att den innehdller en vek-
tor enligt patentkravet 5.

7. Vérdcell enligt patentkravet 6, k&d8nne -
tecknad dsrav, att den 4r av arten S. lividans.

8. F6rfarande f&r framstdllning av ett protein,
k&d&nnetecknat darav, att man i en vdrdcell av
sldktet Streptomyces bringar en vektor innehdllande ett
promotorsystem enligt ndgot av patentkraven 1 - 4 +till
expression.

9. F6rfarande enligt patentkravet 8, kK 4 n n e -
t ecknat dirav, att vardcellen &r av arten S. livi-
dans.
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