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Streptomyces avermitiliksestd perdisin olevaa haarautunei-
den alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksia koodaavia

geeneja

Keksinnén tausta

Keksintd 1liittyy uusiin DNA-sekvensseihin, jotka
koodaavat Streptomyces-sukuun kuuluvasta organismista pe-
rdisin olevaa haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydroge-
naasikompleksia, ja ndit8 sekvensseji ilmentd&midllad tuotet-
tuihin uusiin polypeptideihin. Se liittyy my6s uusiin me-
netelmiin luonnollisen avermektiinin tuotannon tehostami-
seksi sek8 uusien avermektiinien valmistamiseen fermentoi-
malla.

Mikro-organismit tuottavat useita farmaseuttisia
tuotteita. Ndistd mikro-organismeista on huomattavan suur-
ta huomiota kiinnitetty Streptomyces-sukuun - té&m& on ryh-
ma grampositiivisia maaperdbakteereja -~ siita syystad, ettd
yli 90 % terapeuttisesti kdyttodkelpoisista antibiooteista
on perdisin tdstd ryhmdstd. Streptomykeettejd tutkitaan
huomattavan voimakkaasti soveltaen yhdistelm&-DNA-kloo-
nausmenetelmid antibioottien biosynteettisten (geenien
eristdmiseksi, uusien johdannaisten tai hybridiyhdisteiden
aikaansaamiseksi, s#8&telygeenien eristdmiseksi ja sekd
primaari-~ ettd sekundaarimetaboliaan liittyvien sdatelyme-
kanismien tutkimiseksi.

S. avermitilis tuottaa kahdeksaa toisistaan poik-
keavaa mutta toisiaan l8heisesti muistuttavaa antipara-
siittista polyketidiyhdistettd, joita nimitet&8n avermek-
tiineiksi. S. avermitiliksen tuottamassa avermektiinikomp-
leksissa on nelja pa&8komponenttia, Ala, A2a, Bla ja B2a ja
neljad sivukomponenttia, Alb, A2b, Blb ja B2b. Seuraavaksi

on esitetty useiden eri komponenttien rakenne.
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Avermektiini R! R’ X-Y
Ala sek-butyyli Me CH=CH
Alb isopropyyli Me CH=CH
A2a sek-butyyli Me CH,-CH(OH)
A2b isopropyyli Me CH,-CH(OH)
Bla sek-butyyli H CH=CH
Blb isopropyyli H CH=CH
B2a sek-butyyli H CH,-CH(OH)
B2b isopropyyli H CH,-CH(OH)

Avermektiinin polyketidirakenne on perdisin seitse-
midstl asetaattimolekyylistd, viidestd propionaattimolekyy-~
listd ja yhdest# haaraketjuisesta alfa-rasvahappomolekyy-
list8, joka on joko S(+)-2-metyylivoihappo tai isovoihap-
po. Merkinndt "A" ja "B" tarkoittavat avermektiinej4,
joissa S5-asemassa oleva substituentti on metoksi tai hyd-
roksi, vastaavassa j8rjestyksessd ilmoitettuna. Numero "1"
tarkoittaa avermektiinejd, jolssa asemassa 22 - 23 on kak-
soissidos ja numero "2" avermektiineji, joissa asemassa 22

on vety ja asemassa 23 on hydroksi. Lopuksi on mainittava,
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ettd C-25:ssa on kaksi mahdollista substituenttia: aver-
mektiini-"a"-sarjassa esiintyy sek-butyylisubstituentti
(tdama& on perdisin L-isoleusiinista) ja avermektiini-"b"-
sarjassa esiintyy isopropyylisubstituentti (t&md on perdi-
sin L-valiinista) (naiti kysymyksid on tarkasteltu kat-
sauksessa Fisher, M.H. ja Mrozik, H., 1984, "Macrolide
Antibiotics", Academic Press, chapter 14).

"Luonnollisilla" avermektiineill& tarkoitetaan sel-
laisia S. avermitiliksen tuottamia avermektiinej&, joissa
25-asemassa oleva substituentti on, kuten edelld mainit-
tiin, joko isopropyyli tai sek-butyyli. Avermektiinien,
joissa 25-asemassa oleva ryhmd on jokin muu kuin isopro-
pyyli tai sek-butyyli, katsotaan tdssd keksinndssd olevan
uusia eli luonnon avermektiineistd& poikkeavia avermektii-
nejd.

Yksi metabolinen reaktiotie, joka johtaa ndihin
CoA-muodossaan oleviin haaraketjuisiin alfa-rasvahappoi-
hin, kulkee haaraketjuisten aminohappojen transaminaasin
katalysoiman reaktion kautta, jonka jdlkeen tapahtuu haa-
raketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasin katalysoima
reaktio. (Vaihtoehtoisesti haaraketjuiset rasva-asyyli-
CoA-~johdannaiset voivat syntyd de novo -synteesin kautta
muodostuneista haaraketjuisista alfa-ketohapoista). N&md

metaboliset reaktiotiet on kuvattu seuraavaksi.



10

15

20

25

30

CH,CHCHONH, ) COOH) CH,CH,CHCH(NH,)COOH
CH3 CH3
Valiini Isoleusiini
Haaraketjuisten aminohappo- transaminaasi

jen transaminaasi

CH,CHCOCOOH CHJCHz?HCOCOOH

CH,

CH,
¢-keto-3-metyylivaleriaanahappo

2-ketoisovaleriaanahappo

Haaraketjuisten alfa-~keto-

d ovo
de novo happojen dehydrogenaasikomp- ¢ oo .
-synteesi leksi -synteesi

CH,CHCD . SCoR CH,CH,CHCO.SCoR

CH
CH, ?
Isobutyryyli—-CoA 2-metyylibutyryyli-CoA
Pilkkoutumisreaktiotie Pilkkoutumisreaktiotie
(propionyyli-CoA, (asetyyli-CoA, propionyyli-
metyylimalonyyli~CoA) CoA, metyylimalonyyli-Coa)

Avermektiinien biosynteesi

I

CHCO0.SCoA

!

CHCOOH

R,\

R

QP\

R, ulkopuolinen haaraketjuinen rasvahappo
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Ailkaisemmin on eristetty S. avermitiliksen mutant-
ti, jossa talla viimeksi mainitulla entsyymilld ei ole yh-
tdén havaittavaa haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehyd-
rogenaasi (BCKDH) -aktiivisuutta (Hafner, et al., 1988,
EP-patenttihakemus nro 88 300 353.5, julkaisu O 284 176).
Mutantti oli eristetty S. avermitilis -kannalle ATCC 31272
tehdyn tavallisen kemiallisen mutageneesin j&dlkeen suori-
tetussa seulonnassa, jossa haettiin mutantteja, jotka ei-
vit kyenneet muodostamaan !*CO,:ta C-l-asemasta radioaktii-
visella !C-leimalla varustetusta 2-oksoisokapriinihappo-
substraatista (leusiinianalogi). T&m& mutantti ei kykene
syntetisoimaan luonnollisia avermektiinejd@ muulloin Kkuin
silloin, kun mediumiin, jossa mutantteja fermentoidaan, on
lis&tty haaraketjuista alfa-rasvahappoa tai t&madn prekur-
soria, joka sis8lt&8 isopropyyli- tai sek-butyyliryhmén
(S-muoto). Mutantti kykenee my®s tuottamaan uusia eli
luonnon avermektiineistd poikkeavia avermektiinejd fermen-
toitaessa sit8 vesipitoisessa liuoksessa aerobisissa olo-
suhteissa ravintoliuoksessa, joka sis&ltid8 asiaankuuluvaa
vaihtoehtoista karboksyylihappoa, kuten sykloheksaanikar-
boksyylihappoa (CHC) tai t&m&n prekursoria.

S. avermitiliksen BCKDH:n kloonaaminen on eritt&in
haluttua. N&diden geenien muokkaamisen yhdistelm8-DNA-me-
netelmilld pitdisi edistd&d luonnollisten ja uusien aver-
mektiinien valmistusta. Tiettyjen kantojen kyseess&d olles-~
sa voitaisiin ajatella luonnollisten avermektiinien tiit-
tereiden kohoavan BCKDH-geenien lukumddrdsd lisd&mallsd. Li-
sdksi sellaisen palautumattomasti inaktivoidun bkd-kannan
valmistus, jossa BCKDH-aktiivisuus on pysyvésti deletoitu
tai modifioitu k8yttdm&lls geenien korvausta, olisi parem-
pi vaihtoehto sille nykyisin kdyt®dssd olevalle bkd-mutan-
tille, joka, kuten edella mainittiin, on saatu kemiallista
mutageneesi& k&ytt&en.

Monientsyymiset alfa-ketohappojen dehydrogenaasi-
kompleksit -~ haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydroge-
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naasi (BCKDH) -kompleksi, pyruvaattidehydrogenaasi (PDH)
-kompleksi ja alfa-ketoglutaraattidehydrogenaasi (KGDH)
-kompleksi - katalysoivat haaraketjuisten alfa-ketohappo-
jen, pyruvaatin ja alfa-ketoglutaraatin hapettavia dekar-
boksylaatioreaktioita, tédssd j&rjestyksess# mainittuna, ja
niissd vapautuu CO,:ta ja syntyy vastaava asyyli-CoA-mole-
kyyli ja NADH:ta (Perham, R.N., Biochemistry 30 (1991)
8501 - 8512). Kukin kompleksi koostuu kolmesta erilaisesta
katalyyttisestd entsyymistéd: dekarboksylaasista (El), di-
hydrolipoamidiasyylitransferaasitransasylaasista (E2) ja
dihydrolipoamididehydrogenaasista (E3).

Haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasi
(BCKDH) on monientsyymikompleksi, joka koostuu kolmesta
toiminnallisesta komponentista, El:std, joka on dekarbok-
sylaasi, E2:sta, joka on transasylaasi, ja E3:sta, joka on
lipoamididehydrogenaasi. Pseudomonas putidasta, Pseudomo-
nas aeruginosasta ja Bacillus subtiliksesta perdisin ole-
vat puhdistetut kompleksit koostuvat neljdstd polypepti-
distd. Puhdistetut nis3dkk&diden kompleksit koostuvat myds
neljastd polypeptidistd, El-alfasta, El-beetasta, E2:sta
ja E3:sta. Bacillus subtiliksesta on eristetty alfa-keto-
happodehydrogenaasikompleksi, jossa on sekd8 pyruvaattide-
hydrogenaasiaktiivisuutta ettd haaraketjuisten alfa-keto-
happojen dehydrogenaasiaktiivisuutta. T&m& kaksitoiminen
kompleksi hapettaa pyruvaattia sekd muodostaa haaraketjui-
sia rasvahappoja membraanien fosfolipidej& varten.

Pseudomonasta ja Bacillusta koskevia prokaryoottien
haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasigeenien
kloonausta ké&sittelevid tutkimusraportteja on julkaistu,
mutta ndin ei ole asianlaita Streptomyces-suvun kohdalla.
Ndiss8 jarjestelmissd on havaittu BCKDH:td koodaavien gee-
nien ryhmittyneen operoniksi. Pseudomonas putidan BCKDH-
kompleksin geenit on kloonattu ja t&mdn alueen nukleoti-
disekvenssi on m&dritetty (Sykes, et al., J. Bacteriol.
169 (1987) 1619 - 1625 ja Burns, et al., Eur. J. Biochem.
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176 (1988) 165 - 169, ja 176 (1988) 311 - 317). El-alfan
suhteellinen moolimassa on 45 289, El-beetan on 37 138,
E2:n on 45 134 ja E3:n on 48 164. Nadmd neljd geenid muo-
dostavat ryhmittym&n ja niiden jdrjestys on: El-alfa, El-
beeta, E2 ja E3. Northern-blottianalyysi on osoittanut
ndiden neljadn geenin ilmentymisen tapahtuvan yhdestd
mRNA:sta ja ndiden geenien muodostavan operonin. Valitto-
madsti El-alfan koodaavan alueen edelld on tyypillinen pro-
karyoottien konsensus-promoottori, joka mahdollistaa Pseu-
domonaksen bkd-geenien ilmentymisen konstitutiivisesti.
El-beetan koodaavan alueen aloituskodoni sijaitsee ainoas-
taan 40 nukleotidia mydtdsuuntaan El-alfan avoimen lukuke-
hyksen (ORF) lopusta. Tdstd poiketen El-beetan ja E2:n
ORF-sekvenssien v&lissd ei ole geenien v&8listd aluetta,
koska El-beetan ORF:n lopetuskodoni on E2:n ORF:n aloitus-
kodonia valittbmasti edeltdvad tripletti. E2:n ja E3:n ORF-
alueiden v&linen geenien vdlitila on supistunut vain kah-
deksi nukleotidiksi. Pseudomonaksen bkd-geenit ovat tdm&n
vuoksi tiukasti kytkeytyneet. Bacillus subtiliksen BCKDH/
PDH-kaksoiskompleksia koodaava operoni on samalla tavoin
kloonattu (Hemila, et al., J. Bacteriol. 172 (1990) 5052 -
5063). Tams operoni sisdltdad neljd ORF-aluetta, jotka koo-
daavat neljaa 42, 36, 48 ja 50 kilodaltonin (kDa) suuruis-
ta proteiinia, joilla on osoitettu olevan erittd@in suurta
homologiaa Pseudomonaksen bkd-ryhmittym&n El-alfa-, El-
beeta-, E2- ja E3-alayksikkéjen suhteen. Bacillus stearo-
thermophiluksesta perdisin olevan monientsyymisen BCKDH/
PDH-kaksoiskompleksin El-komponentin alfa- ja beeta-alayk-
sikk6jé koodaavat geenit on my8s kloonattu ja sekvenssoitu
(alfa- ja beeta-alayksikkdjen arvioidut suhteelliset moo-
limassat ovat noin 41 000 ja 35 000, t&dssd jdrjestyksessid
mainittuna) (Hawkins, et al., Eur. J. Biochem. 191 (1990)
337 - 346).

On my®s lisdksi kuvattu useiden eukaryoottien

BCKDH:n El-alfa- ja -~beeta-alayksikk&jen sekvenssit (hu-
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maani- ja boviinisekvenssit sekd rotan sekvenssi). Jonkin
aikaa sitten on useista lajeista perdisin olevien PDH- ja
BCKDH-kompleksien sek#d El-alfa- ettd El-beeta-komponent-
tien kaikkia tunnettuja julkaistuja sekvenssejd analysoitu
tietokoneella (Wexler, et al., FEBS Letters 282 (1991)
209 - 213). 0l1li kiinnostavaa, ettd tdssd tunnistettiin
useita alfa- ja beeta-alayksikk®djen alueita, jotka eivat
olleet sdilyneet ainocastaan kaikissa tdh&n asti kuvatuissa
PDH-komplekseissa vaan mybs sekd8 prokaryoottisissa etta
eukaryoottisissa BCKDH-komplekseissa.

Tdssd keksinndssé on kuvattu Streptomyces avermiti-
liksesta perdisin olevien haaraketjuisten alfa-ketohappo-
jen dehydrogenaasigeenien kloonaus. N&m& uudet geenit
kloonattiin k&ytt&en kahden molekyyligeneettisen menetel-
man, DNA-polymeraasiketjureaktion (PCR) ja koettimien
kayttodn perustuvan homologian médrityksen, yhdistelm&a.
Koettimiin perustuva homologian m&&rittédminen sisdltda
cDNA-kirjastojen tai genomisten kirjastojen seulontaa ra-
diocaktiivisella leimalla varustetuilla synteettisilld oli-
gonukleotidikoettimilla, jotka vastaavat proteiinin amino-
happosekvenssejd. Tdlld menetelm&lld on valitettavasti
tiettyjd rajoituksia, joista yksi on se, ettd oligonuk-
leotidilla, jonka k&yttd tédssd@ menetelmdss8 on mahdollis-
ta, on degeneratiivisuutta rajoitettava melko voimakkaas-
ti. Lis#dksi seulontahybridisaatio suoritetaan heikosti
rajoittavissa olosuhteissa, joten v&ddrien positiivisten
reaktioiden lukumddrd on usein korkea. Oligonukleotidihyb-~
ridisaation joidenkin rajoitusten voittamiseksi on viime
aikoina kehitetty koettimien k&ytt&6n perustuvan homolo-
gian mdsrittamisen muunnelma, johon liittyy DNA-polymeraa-
siketjureaktio (PCR) ja jonka avulla on mahdollista k&yt-
td48 koettimina erittdin degeneratiivisia oligonukleotide-
ja. Tdsséd@ menetelmdssd on vaatimuksena ainoastaan se, etta
sekvenssien koodaamasta proteiinista tunnetaan ainoastaan
kaksi 1l1lyhyttd aminohapposekvenssialuetta (pituudeltaan
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noin 7 - 10 aminohappoa). Reaktiossa kaytetddn alukkeen
kahta oligonukleotidia, jotka vastaavat kumpaakin peptidi-
sekvenssisd. Kutakin aluketta voidaan k&ytt&&8 sellaisten
tdydellisten degeneratiivisten oligonukleotidien seoksena,
joka sis&lt&asa kaikki sellaiset mahdolliset kodonien yhdis-
telmdt, jotka saattaisivat koodata tunnettuja aminohappo-
sekvenssejd. Mallijuosteena monistukseen voi olla mik&
tahansa useista erilaisista DNA-l&ht&materiaaleista, mu-
kaan 1lukien genominen DNA ja plasmidikirjastojen super-
kierteiset muodot. Useissa tutkimusraporteissa, jotka on
viime aikoina julkaistu alan ammattikirjallisuudessa, on
osoitettu polymeraasiketjureaktion ja koettimien kdyttddn
perustuvan homologian mdadritté&misen yhdistelmdn kayttokel-
poisuus useista eri lajeista perdisin olevan geenin tun-
nistamiseen.

Sanasto

Tdssa patenttihakemusjulkaisussa kdytetyt tekniset
termit ovat molekyyligenetiikan alan ammattikokemuksen
perusteella tunnettuja. Ndiden termien m&&ritelmdt on esi-
tetty useissa molekyylibiologian alan oppikirjoissa, kuten
"Genes", Second Edition, Dr. Benjamin Lewin, 1985, John
Wiley & Sons, Inc. New York. Seuraavassa luettelossa on
esitetty téssd@ keksinntssd usein kdytetyt termit:

Antibiootti: kemiallinen aine, joka estd& bakteeri-
solujen kasvun. Ndit& kaytetdsdn yhdistelmé-bakteerisolujen
selektioon.

Antibioottiresistenssigeeni: DNA-sekvenssi, joka
saa aikaan resistenssin antibioottia kohtaan, silloin kun
tédmd sekvenssi on tuotu isdntdsoluun, joka on luontaisesti
herkkd t&t& tiettyd nimenomaista antibioottia kohtaan.
Tadstd kdytetddn myds nimitystd antibioottimarkkeri.

Bakteriofagit: bakteereja infektoivat virukset

CRNA: yksijuosteinen RNA, joka on komplementaarinen
DNA:n suhteen ja joka syntetoidaan viimeksi mainitusta in

vitro -olosuhteissa suoritetun transkription avulla.



10

15

20

25

30

35

10

Kromosomi: erillinen genomin yksikk®, joka sisaltaa
useita geeneja.

Klooni: suuri m&ddrd soluja tai molekyylejd, jotka
ovat identtisid yhden alkumuodon suhteen.

Kloonausvektori: mik& tahansa plasmidi, johon voi-
daan liittdd kloonattavaa vierasta DNA:ta. Se vie trans-
formaatiossa vieraan DNA:n is&nt&bakteerisoluun.

CoA: koentsyymi A.

Kohesiivinen pad&tesekvenssi (Cos): bakteriofagi
lambdasta perdisin oleva DNA-sekvenssi, joka mahdollistaa
pakkaamisen in vitro -olosuhteissa.

Kosmidi: plasmidi, johon bakteriofagi lambdan Cos-
kohdat on liitetty; t&mé&n tulcksena plasmidi-DNA (joka si-
s8ltdd vieraita DNA-liitossekvenssejd) voidaan pakata in
vitro -olosuhteissa faagin vaippaan.

Dalton: massayksikk®, jota kaytet&ddn tavallisesti
molekyylikokojen yhteydessd ja joka wvastaa yhtd vetyato-
mia.

DNA:n ligaatio: kahta DNA-fragmenttia yhdist&vén
kemiallisen sidoksen muodostuminen.

Eukaryoottisolut: korkeampien organismien soluja,
jotka sisdltévdt membraanin ympdrdimdn tuman.

Geeniryhmittymd: sellaisten geenien ryhmd, jotka
sijaitsevat fysikaalisesti toistensa 1l&helld kromosomissa.

Genomi: koko kromosomisto. Yksilén kaikkien geenien
muodostama kokonaisuus.

Hybridisaatio, pesdkehybridisaatio: menetelmd, jota
kdytetddn sellaisten kimeerisi& vektoreita sisdltavien
bakteeripesdkkeiden tunnistamiseen, joissa vektoriin 1ii-
tetty DNA on samanlainen kuin jokin tietty nimenomainen
sekvenssi.

ke: lyhenne, joka vastaa 1 000 emdsparia DNA:ta tai
RNA: ta.

NADH: pelkistetty nikotiiniamidiadeniinidinukleoti-

di.
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Kytkijdsekvensssi: lyhyt synteettinen oligodeoksi-
nukleotididupleksi, joka sis&ltdd yhden tai useamman rest-
riktioentsyymin katkaisukohdan. Se lis&t&d&8n vektoriin uu-
den polylinker-sekvenssin eli MCS-~kloonauskohdan muodosta-
miseksi.

Nukleotidi: nukleiinihappojen rakenneyksikk® tai
monomeeriyksikkéo.

Oligonukleotidi: lvhyt nukleotidiketju.

Operoni: tdydellinen bakteerien geenien ilmentymi-
sen ja sdadtelyn yksikk$, johon sis@ltyvdt DNA:ssa olevat
rakennegeenit, s&8telygeenit ja s&&telygeeni(e)n tuot-
te(id)en tunnistamat sditelyelementit.

Plasmidi: autonominen itsestdidn replikoituva kromo-
somin ulkopuolinen rengasmainen DNA.

Plasmidien kappalemddrd: bakteerissa sdilyvien
plasmidimolekyylien lukum&&8rd jokaista is&ntdkromosomia
kohti.

Aluke: lyhyt DNA- tai RNA-sekvenssi, joka on liit-
tynyt yhteen DNA-juosteeseen ja josta saadaan k&yttdodn
vapaa 3'-OH-pdd, josta DNA-polymeraasi aloittaa deoksiri-
bonukleotidiketjun synteesin.

Prokaryoottisolut: pieniad, suhteellisen yksinker-
taisia soluja, joihin suurin osa mikro-organismeista kuu-
luu.

Promoottori: DNA-alue, joka saa aikaan transkrip-
tion alkamisen.

Restriktioentsyymi: entsyymi, joka tunnistaa spesi-
fisen lyhyen DNA-sekvenssin ja pilkkoo sen.

Restriktiocentsyymin tunnistussekvenssi: tietyn ni-
menomaisen restriktioentsyymin tunnistama DNA-sekvenssi.
Tastd kdytetddn myds nimitystd vaikutuskohta.

Sukkulavektori: kaksitoiminen kloonausvektori, joka
kykenee replikoitumaan yhdessd tai useammassa vaihtoehtoi-
sessa is@nndssd (esimerkiksi E. colissa ja Streptomycek-

sessd).
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Southern-blottaus: menetelmd denaturoidun DNA:n
siirtdmiseksi agaroosigeelists nitroselluloosasuodattimel-
le, jossa se voidaan hybridisoida komplementaariseen nuk-
leiinihappokoettimeen.

Jatkokloonaus: kloonattujen DNA-fragmenttien siirto
vhdentyyppisestd vektorista toiseen, esimerkiksi yhdistel-
mdkosmidista plasmidiin. Uusi yhdistelmdplasmidi transfor-
moidaan t&m&n jdlkeen sopivaan isd&ntdsoluun jatkoklooni-
kannan muodostamiseksi.

Transkriptio: RNA:n synteesi DNA-mallijuosteesta.

Bakteerisolujen transformaatio: tdmd& termi kuvaa
uusien geneettisten markkerien saamista lisdtyn DNA:n
liittymisen avulla.

Keksinnén yhteenveto

Keksintd liittyy eristettyyn DNA-segmenttiin, joka
koodaa Streptomyces-sukuun kuuluvan organismin haaraket-
juisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksia.

Keksintd liittyy myds edelld kuvattua tyyppid ole-
vaan eristettyyn DNA-segmenttiin, joka lisdksi sisaltaa
tdllaisen haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaa-
sikompleksin ilmentymistd s&dtelevd@n DNA-alueen.

Keksintd liittyy myds Streptomyces avermitiliksen
haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksia
koodaavaan eristettyyn DNA-segmenttiin.

Keksintd liittyy myds DNA-segmenttiin, joka sisdl-
td& tuonnempana olevan Kkuvauksen mukaisen SEKVENSSI 1ID
NO:1:n, SEKVENSSI ID NO:2:n, SEKVENSSI ID NO:3:n, SEKVENS-
SI ID NO:4:n tai SEKVENSSI ID NO:5:n mukaisen DNA-sekvens-
sin tai t&llaisen sekvenssin alleelisen variantin. Se
liittyy my®s DNA-segmenttiin, joka on edelld olevan DNA-
segmentin alajoukko ja joka vastaa sit&8 toiminnallisesti.

Tamé keksintd liittyy myds: (a) yhdistelmd-DNA:han,
joka sis&ltaa SEKVENSSI ID NO:1:n, SEKVENSSI ID NO:2:n,
SEKVENSSI ID NO:3:n, SEKVENSSI ID NO:4:n tai SEKVENSSI ID
NO:5:n mukaisen DNA-sekvenssin tai tdllaisen sekvenssin
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alleelisen variantin; (b) plasmidiin, joka sis&ltaad tal-
laisen yhdistelm&-DNA:n; ja (c) is&@ntasoluun, johon t&l-
lainen yhdistelm&-DNA on liitetty.

Tamsd keksintt liittyy my6s haaraketjuisten alfa-
ketohappojen dehydrogenaasikompleksia wvastaaviin geenei-
hin, jotka sis&ltyvdt DNA-segmenttiin, joka on pCD528,
pCD545, pCD574, pCD550, pCD559 ja pCb577, jotka ovat tuon-
nempana olevan Kuvauksen mukaiset.

Tamad keksintd liittyy myds menetelméddn luonnollisen
avermektiinin valmistamiseksi, joka menetelmd8 k&sittasd
sen, ettd8 fermentoidaan t&m&n luonnollisen avermektiinin
valmistamiseen soveltuvissa olosuhteissa ja siihen sovel-
tuvassa fermentaatiomediumissa S. avermitilist&d, jossa
haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksia
koodaavien geenien kappalemddrdd on lisdtty.

Tama keksintd liittyy myds menetelmddn luonnollisen
avermektiinin valmistamiseksi, joka menetelmd& k&sittda
sen, ettd fermentoidaan t&md&n luonnollisen avermektiinin
valmistamiseen soveltuvissa olosuhteissa ja siihen sovel-
tuvassa fermentaatiomediumissa S. avermitilistd, jossa
yvyhden tai useamman haaraketjuisten alfa-ketohappojen de-
hydrogenaasikompleksia koodaavan geenin ilmentymist&d on
tehostettu muokkaamalla tai korvaamalla tédllaisen ilmenty-
misen s8dtelystd vastaavia geenejs.

Tamd keksint®d liittyy myds menetelmd@én uuden aver-
mektiinin tuottamiseksi, joka menetelmd kdsittdd sen, ettid
fermentoidaan t&mé&n wuuden avermektiinin valmistamiseen
soveltuvissa olosuhteissa ja siihen soveltuvassa fermen-
taatiomediumissa S. avermitilistd, jossa haaraketjuisten
alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksin ilmentymist& on
heikennetty tai jossa tdm4 kompleksi ei ilmenny, esimer-
kiksi siksi, ettd tdllaisen ilmentymisen aikaansaavia gee-
nejd on muokattu (esimerkiksi deletoimalla tai inaktivoi-
malla tai korvaamalla nditd geenejd muilla geeneilld).
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Keksintd liittyy myds DNA-segmenttiin, joka sis&l-
tda SEKVENSSI ID NO:1:n, SEKVENSSI ID NO:2:n, SEKVENSSI ID
NO:3:n, SEKVENSSI ID NO:4:n tai SEKVENSSI ID NO:5:n mukai-
sen DNA-sekvenssin tai téllaisen sekvenssin alleelisen
variantin.

Keksintd liittyy myds DNA-segmenttiin, joka sisdl-
t&a sellaisen DNA-sekvenssin, joka on SEKVENSSI ID NO:1l:n,
SEKVENSSI ID NO:2:n, SEKVENSSI ID NO:3:n, SEKVENSSI 1ID
NO:4:n tai SEKVENSSI ID NO:5:n mukaisen DNA-sekvenssin
alajoukko tai tdllaisen sekvenssin alleelinen variaatio ja
joka, mainitussa jarjestyksessd ilmoitettuna, koettimena
kaytettynd kykenee hybridisoitumaan SEKVENSSI ID NO:1l:een,
SEKVENSSI ID NO:2:een, SEKVENSSI ID NO:3:een, SEKVENSSI ID
NO:4:483dn tai SEKVENSSI ID NO:5:een tai ndiden t&médn allee-
lisiin variaatioihin, tai polymeraasiketjureaktion aluk-
keena kadytettynd monistamaan koko tdllaisen sekvenssin tai
tdllaisen sekvenssin osan.

Tam& keksintd liittyy myds huomattavan puhtaaksi
puhdistettuun polypeptidiin, joka sisdltdd SEKVENSSI 1ID
NO:6:n, SEKVENSSI ID NO:7:n, SEKVENSSI ID NO:8:n tai SEK-
VENSSI ID NO:9:n mukaisen aminohapposekvenssin.

Piirustusten lyhyt kuvaus

Kuvio 1: Niiden polymeraasiketjureaktio (PCR)
-alukkeiden nukleotidisekvenssi, joita kaytettiin S. aver-
mitiliksen BCKDH:n El-alfa-geenin fragmentin kloonaami-
seen. Kunkin oligodeoksinukleotidin koodaama p&&telty ami-
nohapposekvenssi on esitetty vastaavien DNA-sekvenssien
yldpuolella. Nuolet osoittavat monistussuuntaa. Kuvio 1A
on oikealle suuntautuva aluke ja kuvio 1B on vasemmalle
suuntautuva aluke.

Kuvio 2: Haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydro-
genaasin sekvenssien vertailu. Streptomyces avermitiliksen
(Sa) PCR:n avulla kloonatun genomisen CD503-fragmentin,
Bacillus stearothermophiluksen (Bs), Pseudomonas putidan

(Pp) ja Homo sapiensin (Hs) padteltyjen aminohapposekvens-
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sien kohdistaminen kesken&&n. Pystysuorat merkit osoitta-
vat sitd, ettd aminohapot ovat identtisid. Kloonaukseen
kdytettyjd oikealle suuntautuneita ja vasemmalle suuntau-
tuneita PCR-alukkeita vastaavien sekvenssien asema on mer-
kitty (ylh&&8118 vasemmalla ja oikealla, mainitussa j&rjes-
tyksesséd ilmoitettuna).

Kuvio 3: Streptomyces avermitiliksen genomisen bkd-
geeniryhmittymén restriktiokartta, sijainti ja jatkokloo-
nit. Kartan alapuolella oleva musta suorakaide esittia
sellaisen El-alfa-spesifisen genomisen CD503-fragmentin
sijaintia ja orientaatiota, jota k&ytettiin l&htomuotona
ja joka oli kloonattu PCR:8& kayttden. Kuviossa on esitet-
ty genomiset jatkokloonit (pGEM-3Z:n johdannaiset). Ku-
viosta kdy myds ilmi BCKDH:n El-alfa- (Ela), El-beeta-
(Elb) ja EZ2-alayksikk&jd koodaavien bkd-rakennegeenien
sijainti ja organisaatio, vastaavassa jédrjestyksessd il-
moitettuna. Tunnistettujen avointen lukukehysten (n#diden
esittamiseen on kaytetty suorakaiteita) polariteetti suun-
tautuu vasemmalta oikealle. Lyhenteet: B, BamHI; E, EcoRI;
K, KpnI; Bg, BgllIl; ja S, SphI.

Kuviot 4a, 4b, 4c, 4d, 4e ja 4f: bkd:n avoimet El-
alfa-, El-beeta- ja E2- (osittainen) lukukehykset (ORF:t)
sisdltdvédn 2728 ep:n suuruisen S. avermitiliksen genomisen
DNA-fragmentin nukleotidisekvenssi ja pddtellyt translaa-~
tiotuotteet. El-alfan ORF kattaa sekvenssin asemat 403 -
1548, El-beetan ORF kattaa asemat 1622 - 2626 ja EZ:n ORF
alkaa asemasta 2626. Nukleotidit on numeroitu sekvenssiri-
vien ylapuolelta. Lopetuskodonit on merkitty asteriskilléd
(*). Otaksutut ribosomia sitovat Shinen ja Dalgarnon sek-
venssit on alleviivattu. BamHI-restriktioentsyymin tunnis-
tussekvenssit on ympardity suorakaiteilla.

Kuvio 5: 0,8 ke:n suuruisen S. avermitiliksen ge-
nomisen BglII-SphI-DNA-fragmentin (pCD509) nukleotidisek-
venssi ja péddtellyt translaatiotuotteet, joka sekvenssi
sisdltdd osan bkd:n E2-ORF:d84. BglII-kohdasta (tdm& kohta
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on ympardity suorakulmiolla) lahtien sekvensoitiin 251 ep.
Nukleotidien jarjestysnumerot on esitetty sekvenssirivien
ylapuolella.

Kuvio 6: Polymeraasiketjureaktion (PCR) mutageeni-
sen (oikealle suuntautuneen) ja universaalisen (vasemmalle
suuntautuneen) alukkeen nukleotidisekvenssi, joita aluk-
keita kdytettiin sellaisen pT7-johdannaisten konstruoimi-
seen, jotka oli tarkoitettu S. avermitiliksen bkd-geenien
heterologista ilment&mistd varten E. colissa. PCR-alukkei-
ta kdytettiin liitt&m&an Ndel-restriktiokohta S. avermiti-
liksen avointen bkd-lukukehysten translaation aloituskodo-
niin (alukepari 55:31 ja 56:30, vastaavassa jarjestyksessi
ilmoitettuna). Kunkin mutageenisen oligodecoksinukleotidin
koodaama pdatelty aminohapposekvenssi on esitetty vastaa-
van DNA-sekvenssin yldpuolella. Sekvensseissd on esitetty
restriktioentsyymien tunnistussekvenssit. Nuolet osoitta-
vat monistuksen suuntaa. Kuvio 6A esittdd oikealle suun-
tautuneita mutageenisid alukkeita ja kuvio 6B esittdd va-
semmalle suuntautuneita mutageenisid alukkeita.

Keksinndn yksityiskohtainen kuvaus

Seuraavaksi on kuvattu uusia menetelmid S. avermi-
tiliksen bkd-geenien kloonaamiseen ja S. avermitiliksen
monientsyymistd BCKDH-kompleksia koodaavien geenien pri-
maarirakenteen maadrittédmiseksi.

Ensimmdiseksi suunniteltiin kaksi PCR-aluketta,
joille annettiin nimitykset "oikealle suuntautuva aluke”
ja "vasemmalle suuntautuva aluke" (kuvio 1) ja jotka pe-
rustuivat alan ammattikirjallisuudesta saatuihin ja useis-
ta eri lajeista perdisin olevista pddtellyistd BCKDH:n El-
alfa-peptidisekvensseistd médritettyihin sdilyviin aluei-
siin, jotka oli tunnistettu kohdistamalla useat sekvenssit
toisiinsa ndhden rinnakkain. Kun S. avermitiliksen genomin
DNA:ta oli monistettu PCR:11&8 kdyttden sekd oikealle ettd
vasemmalle suuntautuvia alukkeita, havaittiin noin 0,2
ke:n pituinen PCR-tuote. Tad&md PCR:114 monistettu DNA-frag-
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mentti kloonattiin myShemmin E. coli -vektoriin pGEM-~3Z
yvhdistelmd@plasmidin pCD503 ajkaansaamiseksi. Tamé&n jdlkeen
plasmidi pCD503 transformoitiin kompetentteihin E. coli
DH5-alfa -~soluihin. Yhdelle transformantille annettiin
nimitys CD503-kanta. CD503:n kloonatun DNA-fragmentin DNA-
sekvenssointi osoitti siind esiintyvdn avoimen lukukehyk-
sen, joka sisdlsi pdidtellyn peptidin, joka oli erittdin
homologinen BCKDH:n El-alfa-alayksik®én suhteen (kuvio 2).
Kloonattua CD503:n genomin DNA-fragmenttia k&ytettiin t&-
médn jdlkeen koettimena S. avermitiliksen kromosomikirjas-
ton seulontaan pesdkehybridisaatiolla. Tunnistettiin nelji
kosmidikloonia, jotka olivat CD518, CD519, CD520 ja CD521.
Restriktio- ja Southern-blottianalyysit osoittivat, etté
kaikissa neljdss8 kloonissa oli limitt8isi8 genomin frag-
mentteja. Jatkokloonatuista genomin DNA:n fragmenteista
perdisin olevien sisd@kkdisten deleetioiden DNA:n sekvens-
sointi (t&m& on kuvattu yksityiskohtaisesti esimerkissd 8)
osoitti, ettd CD503:n sekvenssi oli osa té&ydellistd bkd-
geeniryhmittym&d. Kloonattujen S. avermitiliksen bkd-gee-
nien kattama alue kromosomista on noin 15 kiloemdksen pi-
tuinen (kuvio 3). DNA-sekvenssin analyysi osoitti sekvens-
sissd esiintyvien otaksuttujen transkription promoottori-
sekvenssien ja bkd-rakennegeenien jé8rjestéytyneen ryhmit-
tym8ksi, jonka organisaatio oli seuraava: promoottorisek-
venssi sekd avoimet El-alfa-, El-beeta- ja E2-lukukehykset
{kuviot 4 ja 5).

Lopuksi t&ydellinen S. avermitiliksen bkd-geeni-
ryhmittym& kloonattiin mydtdsuuntaan voimakkaasta Esche-
richia colin T7-promoottorista t&mén ilment&miseksi E.
coli -is&nndssd. Samalla tavoin kloonattiin mySs avoimet
El-alfa- ja El-beeta-~lukukehykset (ORF:t) joko erikseen
tai yhdessd8 mydtdsuuntaan T7-promoottorista ja kunkin
konstruktion ilmentyminen tutkittiin. Mutageeniset uudet
PCR-alukkeet, joita kédytettiin liitt&mddn ainutlaatuinen
NdeI-restriktiokohta El-alfa- ja El-beeta-ORF:n translaa-
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tion ATG-aloituskohtaan, on kuvattu tdydellisesti esimer-
kissd 9 (ks. myds kuvio 6). Tutkimus, jossa kdytettiin
kaksois-plasmidi T7 -ilmenté&misjidrjestelmdd, osoitti, ettad
ainakin kaksi CD503:sta per&disin olevan S. avermitiliksen
bkd-geeniryhmittymdn avointa lukukehystd (El-alfa ja El-
beeta) ovat transloitavissa t&dydellisesti E. colissa il-
mennettynd. Lis8ksi entsymaattiset mé&ritykset, joiden
tarkoituksena o0li analysoida spesifisesti BCKDH-kompleksin
El-komponenttia, varmisti pitdvasti sen, ettd kaksi E.
coli -yhdistelm&klooneista - joista toinen sisdlsi koko-
naisen bkd-geeniryhmittymén ja toinen El-alfa-~ORF:n ja El-
beeta~ORF:n, sisdlsi BCKDH:lle spesifistd El-entsyymiak-
tiivisuutta (taulukko 1).

Tdssd keksinn®ssd Kkuvataan bkd-geenien eristys
avermektiinisd tuottavasta Streptomyces avermitiliksesta.
Streptomyceksen suuri genomi (noin 10* ke) on yli kaksi
kertaa niin suuri kuin Escherichia colin genomi. Strepto-
mykeettien genomi koostuu DNA:sta, jonka guanosiini ynnéa
sytosiini (G+C) -sis&lt® on erittédin suuri (keskiarvo jopa
73 %, jotkin alueet > 90 %), mikid vie tdm&n l&helle luon-
nossa havaittua yladrajaa. Nama selvasti poikkeavat ominai-
suudet tekevdt vidlttadmdattOm&ksi kehittdd streptomykeeteil-
le spesifisid yhdistelmd@-DNA-menetelmid. Esimerkkej&d ndis-
td8 ponnisteluista on US-patenttihakemuksessa 08/048 719,
joka on jatetty 16.4.1993 ja US-patenttihakemuksessa 08/
032 925, joka on jatetty 18.3.1993. N&md patenttihakemuk-
set on liitetty tédhan keksintd6n kokonaisuudessaan siihen
oikeuttavien sddnndsten nojalla.

Muita menetelmid, jotka on erityisesti optimoitu
t&m8n keksinnén tarkoituksia varten, kuten genomisen DNA:n
PCR-monistus, sisidkkdisten deletioiden valmistus, DNA:n
sekvenssointi ja S. avermitiliksen bkd-geenien heterologi-
nen ilment&minen E. colissa, on kuvattu siten, ettd tay-

delliset yksityiskohdat on esitetty esimerkkiosassa.
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S. avermitiliksen bkd-geenien kloonaukseen liitty-
neet kokeelliset vaiheet ja saadut tulokset ovat tdydelli-
sesti selitettyind seuraavat:

(a) Niiden BCKDH:n El-alfa-peptidialayksikéssd ole-
vien sdilyneiden alueiden tunnistaminen, jotka wvoisivat
toimia ehdolla olevina PCR-alukkeiden sitoutumiskohtina

Nelj& BCKDH:n El-alfa-peptidisekvenssid, jotka oli-
vat perdisin ihmisestd [Fisher, et al., J. Biol. Chem. 264
(1989) 3448 ~ 3453], rotasta (Zhang, et al., J. Biol.
Chem. 262 (1987) 15220 - 15224), Pseudomonas putidasta
[Sokatch, et al., Eur. J. Biochem. 176 (1988) 311 - 317)]
ja Bacillus stearothermophiluksesta [Perham, et al., Eur.
J. Biochem. 191 (1990) 337 - 346], kohdistettiin toistensa
suhteen sellaisten s&ilyneiden alueiden tunnistamiseksi,
jotka voisivat toimia vastaavien PCR-alukkeiden suunnitte-
lussa kdytettdvind sekvensseind. Tietokoneanalyysi sek&
prokaryoottisissa ettd eukaryoottisissa BCKDH-komplekseis-
sa erittdin hyvin s8ilyneiden El-alfa-alayksik®tn alueiden
tunnistamiseksi suoritettiin kdyttden GCG:n sekvenssiana-
lyysitietokoneohjelmistosta (Madison, WI) saatavilla Line-
Up- ja Pretty-ohjelmilla. BCKDH:n neljdn El-alfa-peptidin
kohdistaminen monenkeskisesti osoitti niiss8 esiintyvén
useita runsasta homologiaa sis&ltdviad alueita [t&td on
kdsitelty julkaisussa Wexler, I.D., et al., FEBS Letters
282 (1991) 209 - 213]. Tiamiinipyrofosfaattia sitova ryh-
mitys (motif) {[Perham, et al., FEBS Letters 255 (1989)
77 - 82)], joka sijaitsee humaani-El-alfa-aminohappojen
182 - 229 valiselld alueella, sek& fosforylaatiokohdat 1
ja 2 kattava alue, joka kattoi aminohappojen 245 - 289
vdlisen alueen, olivat sdilyneet huomattavan hyvin kaikis-
sa tutkituissa BCKDH:n neljidssd El-alfa-peptidissd. Pepti-
deissd esiintyi my®6s aikaisemmin kuvattu aminohappojen
291 - 307 v&linen suuren homologian alue. T&m& alue nayt-
td48 olevan ainutlaatuinen sekd alfa- ettd beeta-alayksikot

sisdltaville alfa-ketohappodehydrogenaaseille eik& se ole
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homologinen mink&dn niiden sekvenssien suhteen, joita
esiintyy ainoastaan yhdestd El-polypeptidistd muodostuvas-
sa E. colin PDC:n El:ss8 tai E. colin ja hiivan alfa-ke-
toglutaraattidehydrogenaasikompleksien El-komponenteissa,
jotka ovat ainoastaan yhdestd El-polypeptidistd koostuvia
dimeerejd. Edell& mainituista syistd on viimeksi mainitul-
la homologia-alueella ehdotettu olevan osuutta alayksikkés-
jen vuorovaikutuksessa [Patel, et al., FEBS Letters 282
(1991) 209 - 213]}. PCR-alukkeen suunnittelemiseen valitut
sdilyvdt alueet koodasivat humaani-BCKDH:n El-alfa-pro-
teiinin aminohapporyhmid 192 - 200 ja 370 - 376.

(b) Kyseisiin BCKDH:n El-alfan sdilyneisiin aluei-
siin perustuvien PCR-alukkeina kdytettdvien uusien oligo-
nukleotidien suunnittelu

Kuten jo aiemmin on mainittu, wvalittiin moninkes-
kisten kohdistustutkimusten perusteella kédyttédén kaksi
BCKDH:n El-alfa-alayksikén sdilynyttd aluetta. Oikealle
suuntautuva PCR-aluke (kuvio 1) suunniteltiin humaani-
BCKDH:n El-alfa-alayksikén aminohapot 192 - 200 kattavan
alueen perusteella - t&td kdytettiin BCKDH:n El-alfa-ala-
vksikks6jéd edustavana mallina. N&md aminohapot sijaitsevat
tiamiinipyrofosfaattia sitovassa ryhmityksessd. Vasemmal-
le suuntautuva PCR-aluke (kuvio 1) suunniteltiin humaani-
BCKDH:n El-alfa-alayksikdén aminohapot 370 - 376 kattavan
alueen perusteella. Viimeksi mainittu aminohapposekvenssi
sijaitsee peptidin C-~terminaalisen alueen l&heisyydessé&.
Kaytetty kodonien nimitystapa oli Streptomyceksen geenien
mukainen [Wright, F. ja Bibb, M.J., Gene 113 (1992) 55 -
65]. Kunkin alukkeen 5'-puoleisessa pddssd8 oli PCR-tuot-
teiden kloonauksen helpottamiseksi restriktioentsyymin
tunnistuskohta (oikealle suuntautuvassa alukkeessa oleva
EcoRI ja vasemmalle suuntautuvassa alukkeessa oleva Xbal).

Oikealle suuntautuvan PCR-alukkeen tdydellinen sek-
venssi on: 5'-GAATTCGGCGACGGCGCCACCTCCGAGGGCGAC-3'
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Vasemmalle suuntautuvan PCR-alukkeen t#ydellinen
sekvenssi on: 5'-TCTAGACCGCAGGTGGTCCGGCATCTC-3'.

Sekvenssit, jotka eivdt ole homologisia bkd:n El-
alfa-geenien suhteen ja jotka on 1liitetty alukkeisiin
kloonaustarkoituksia varten, on alleviivattu (ks. myds
kuvio 1).

(c) S. avermitiliksen genomisten DNA-fragmenttien
monistus PCR:n avulla

S. avermitiliksen genomin DNA monistettiin entsy-
maattisesti kdyttden runsaasti GC:td sisdlt&vdlle DNA:lle
asianmukaisia reaktio-olosuhteita, joissa Streptomyceksen
DNA:ta kyetd&n tehokkaasti ja spesifisesti monistamaan
(ks. esimerkki 2). PCR suoritettiin kayttden edelld ku-
vattua alukeyhdistelmdd (oikealle suuntautuva aluke,
5'-GAATTCGGCGACGGCGCCACCTCCGAGGGCGAC-3', ja vasemmalle
suuntautuva aluke, 5'-TCTAGACCGCAGGTGGTCCGGCATCTC-3"').
Monistustuotteet fraktioitiin koon mukaan agarocosigeeli-
elektroforeesilla. Edella kuvatuissa PCR:n olosuhteissa
havaittiin tdtd alukeyhdistelmdsd kadayttden yksittdinen DNA-
vyohyke (pituudeltaan noin 250 emdsparia).

(d) Monistetun genomisen DNA-fragmentin kloonaus
Escherichia coli -kloonausvektoriin ja tdmdn jalkeen suo-
ritettu transformaatio E. coli -isdntdin

Kuten edelld mainittiin, liitettiin oikealle suun-
tautuvaan PCR-alukkeeseen EcoRI-restriktiokohta kloonaami-
sen helpottamiseksi ja wvasemmalle suuntautuvan alukkeen
5'-puoleinen p#dd sisdlsi XbaIl-restriktiokohdan. Yritykset
0,25 ke:n suuruisen PCR-fragmentin kloonaamiseksi kdytt&den
ligaatiomenetelmdd, jossa sekd liitosjakso ettd kloonaus-
vektori oli pilkottu EcoRI:114 ja XbaI:11l&a, eivdt johta-
neet suotuisiin tuloksiin. T&std syystd tutkittiin sellai-
sen vaihtoehtoisen l&hestymistavan kaytt&d 0,25 ke:n suu-
ruisen PCR-fragmentin kloonaamiseen, johon liittyi DNA-
polymeraasi I:n Klenow' in fragmentin k&ytt®d tasaisten p&i-

den valmistamiseen PCR-fragmenttiin. Kun pdist&&dn tasoi-
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tettu fragmentti oli liitetty p&istd&n tasoitettuun ja
SmaI:114 linearisoituun E. coli -vektoriin (pGEM-3Z[f+]),
saatiin talteen yksi yhdistelm&klooni, josta saatiin yh-
distelmdplasmidi pCD503. T&m&n jalkeen pCD503 liitettiin
kompetentteihin E. coli DH5-alfa -soluihin transformoimal-
la. Valitulle transformantille annettiin nimitys CD503-
kanta. T&m&n kannan varmistamiseksi tehty restriktioana-
lyysi osoitti, ettd plasmidi pCD503 - t&md oli eristetty
E. coli -kannasta CD503 - sis#8lsi todella 0,25 ke:n suu-
ruisen S. avermitiliksen liitosjakson.

(e) PCR:114 monistetun 0,25 ke:n suuruisen DNA-
liitosjakson jatkokloonaus Ml3-bakteriofagiin, kloonatun
fragmentin DNA:n sekvensointi ja bkd-spesifisten geenien
tunnistaminen

Plasmidissa pCD503 oleva 0,25 ke:n suuruinen 1lii-
tosjakso jatkokloonattiin Ml13-bakteriofagiin. Tam&n suo-
rittamiseksi vapautettiin ensimm&inen liitosjakso E. coli
-vektorista pilkkomalla pCD503 EcoRI:11& ja PstI:118, jot-
ka ovat kaksi restriktiocentsyymi&, joiden tunnistussek-
venssit esiintyivdt pGEM-vektorin monikdyttdisessd@ kloo-
nauskohdassa kloonatun liitossekvenssin molemmin puolin.
Spesifinen fragmentti kloonattiin sitten sek& M13mpl8-
vektoriin ettd M13mpl9-vektoriin, jotka oli késitelty
EcoRI:1lla ja PstI:lla. Kloonaus kumpaankin vektoriin var-
mistaa sen, ettd sekvenssointia wvarten on mahdollista
tuottaa liitosjakson DNA:n kummankin juosteen yksijuos-
teista DNA:ta. Yhdelle spesifisen liitosjakson sis&lt&val-
le kloonille, joka oli valikoitu mpl8-transfektiokokeesta,
annettiin nimitys CD505. Niin ik&d&n spesifisen liitosjak-
son sisdaltavdlle toiselle kloonille, joka o0li t&ssad ta-
pauksessa valikoitu mpl9-transfektiokokeesta, annettiin
nimitys CD506. DNA-sekvensointi suoritettiin menetelmdlls,
jossa ketjun padtteeksi muodostetaan dideoksinukleotidi,
kdyttden yksijuosteista DNA-mallijuostetta ja TaqTrack-
reagenssipakkausta (Promega). Kaikissa tapauksissa sek-
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venssoitiin molemmat DNA-juosteet - ndistéd toinen oli pe-
rdisin kloonista CD505 ja komplementaarinen juoste perdi-
sin kloonista CD506. Klooneista CD505 ja CD506 saatujen
DNA-sekvensointikoetulosten koodien kaytdn ensisijaisuus-
analyysi (GCG-sekvenssianalyysi -tietokoneohjelmisto, Ma-
dison/WI), osoitti, ettd ndissa esiintyi avoin lukukehys,
jolla o0li streptomykeettien geenien oikea koodien kayttéd-
tapa.

Otaksuttu avoin lukukehys k8dnnettiin sitten amino-
happosekvenssiksi k&yttden IntelliGenetics Suite -ohjel-
miston Seqg- ja Translate-ohjelmia (IntelliGenetics Inc.,
Mountain View, Kalifornia). Lopuksi suoritettiin tietokan-
nasta samanlaisuushakuja kdyttden haettavana olevaa pepti-
disekvenssid ja Intelligenetics-ochjelmiston FASTDB-ohjel-
maa. Kaikki tietokantahaut, joissa haettiin joko DNA-~-tie-
tokantoja (GenBank ja EMBL) tai proteiinitietokantoja (PIR
ja Swiss-Prot), osoittivat kiistatta, ettd kloonista CD503
perdisin oleva sekvenssi oli erittdin homologinen BCKDH:n
El-alfa-peptidien suhteen mutta se oli uusi ja erosi kai-
kista muista sekd prokaryoottisista ettd@ eukaryoottisista
organismeista perdisin olevissa tietokannoissa luetelluis-
ta BCKDH:n El-alfa-peptideist&. Kuviossa 2 on esitetty
ihmisestd, rotasta, Pseudomonas putidasta ja Bacillus
stearothermophiluksesta, perdisin olevien BCKDH:n El-alfa-
peptidisekvenssien, mukaan luettuna uuden Streptomycetes
avermitiliksen BCKDH:n El-alfan peptidisekvenssin, monen-
keskinen kohdistus. N&ist&d koetuloksista voidaan tehdad se
johtopadtds, ettd E. coli -kantaan CD503 kloonattu 250
ep:n suuruinen S. avermitiliksen genominen PCR-tuote edus-
taa todella uutta bkd:n El-alfa-geenin fragmenttia.

(f) Koko S. avermitiliksen bkd-geeniryhmittymidn
kloonaus, restriktio- ja Southern-blottianalyysit ja kro-
mosomaalisen kartan konstruointi

Noin 0,25 ke:n suuruista BamHI/EcoORI-DNA-fragment-
tia, joka o0li perdisin S. avermitiliksen bkd-spesifisen
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El-alfan sekvenssin sisdltdvidstd pCD503:sta, kédytettiin
radioaktiivisella leimalla varustettuna koettimena S.
avermitiliksen genomisen DNA:n kosmidikirjaston seulon-
taan pesidkehybridisaation avulla. T&dstd tunnistettiin ja
otettiin talteen neljad kloonia (CD518, CD519, CD520 ja
CD521). Restriktio- ja Southern-blottihybridisaatiocanalyy-
sit osoittivat, ettd nidmi neljd kloonia sisdltédvdt samalta
kromosomialueelta perdisin olevia limittdisi&d sekvensseja.
T&t&d samaa koetinta kdytettiin erittdin rajoittavissa olo-
suhteissa suoritetussa tutkimuksessa, joka kohdistui S.
avermitilis ATCC 31272:sta perdisin olevasta pilkotusta
kromosomaalisesta DNA:sta valmistettuihin Southern-blot-
teihin. Viimeksi mainittu analyysi antoi varmuuden geno-
mikirjastosta talteen saatujen kloonien identiteetistd.
S. avermitilis CD503:n sekvenssin sisdltdvastd genomin
alueesta konstruoitu restriktiokartta on esitetty kuvios-
sa 3).

(g) CD518- ja CD521-klooneista perdisin olevien
genomisten DNAR-fragmenttien jatkokloonaus ja bkd-geeni-
ryhmittymin sisdltdvidn S. avermitiliksen kromosomaalisen
alueen DNA-sekvenssointi

Genomiset fragmentit (pituudeltaan 1 - 2 ke), jotka
kattoivat S. avermitiliksen kromosomin koko CD503:n bkd-
alueen, jatkokloonattiin DNA-kirjaston klooneista CD521 ja
CD518 E. coli -vektoriin PGEM-3Z. Luettelo t&ss3 tutkimuk-
sessa Konstruoiduista jatkoklooneista, joihin kuuluu lyhyt
kuvaus kustakin plasmidista, on seuraava: 1. Plasmidi
pCD528 sis&dltds 7 ke:n suuruisen BamHI-fragmentin, joka on
jatkokloonattu pCD518:sta; 2. Plasmidi pCD545 sis&ltaa
2,3 ke:n suuruisen SphI-fragmentin, joka oli jatkokloonat-
tu pCD528:sta; 3. Plasmidi pCD550 sis&lt&d 6 ke:n suurui-
sen Sphl-fragmentin, joka oli jatkokloonattu pCD521:sté&;
4. Plasmidi pCD559 sisdltdd 7 ke:n suuruisen BamHI:n joka
oli jatkokloonattu pCD521:st&d; 5. Plasmidi pCD574 sisdltaa
4,2 ke:n suuruisen SphI-BglII-fragmentin, joka oli jatko-
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kloonattu pCD550:std; ja 6. Plasmidi pCD577 sis&ltd&a noin
10,4 ke:n suuruisen liitosjakson. T&md liitosjakso si-
sdltdd8 uudelleen yhteen kootut kaksi vierekkdistd geno-
mista fragmenttia: 4,2 ke:n suuruisen Sphl/BgllI-fragmen-
tin, joka oli jatkokloonattu pCD550:std, ja 6,2 ke:n suu-
ruisen BglII/BamHI-fragmentin, joka o0li jatkokloonattu
pCD559:stéd. Kunkin jatkokloonin identtisyys varmistettiin
plasmidien restriktiokartoituksella, Southern-hybridisaa-
tiolla ja PCR-analyysilld. Sangerin ketjun pd&tt&mismene-
telmdd kdytettiin nukleotidisekvenssin mddrittdmiseksi.
Tatd tarkoitusta varten jatkokloonattiin mydhemmin S.
avermitiliksen genomisia fragmentteja M13mpl8- ja M13mpl9-
bakteriofageihin molempien DNA-juosteiden sekvenssin mdid-
rittdmiseksi. Edelld mainituista pGEM:sta perdisin olevis-
ta klooneista eristettiin useita DNA-restriktiofragmentte-
ja ja né8md ligatoitiin M13mpl8:aan ja M13mpl9:88n, ja tu-
lokseksi saatiin seuraavat yhdistelmdfagit:

CD535: 0,4 ke:n suuruinen S. avermitiliksen DNA-
fragmentti, joka oli kloonattu PCR:n avulla kdytt&den mal-
lijuosteena pCD528:n DNA:ta, spesifistd 29-PCR-EX-aluketta
(5'-AAGAATTCTCGAGCTGGCCCACAAGGCCGTCGGCTAC-3"') ja yleisalu-
ketta 31-PCRBP (ks. esimerkki 9 ja kuvio 6). Monistettu
fragmentti k&siteltiin restriktioensyymeilld kdayttden
EcoRI:t8 ja PstI:td ja se kloonattiin EcoRI:n ja PstI:n
seoksella linearisoituun M13mpl8:n DNA:han.

CD536: edelld kuvattua fragmenttia muistuttava DNA-
fragmentti, joka kloonattiin M13mpl9-DNA:han.

CD537: 1,15 ke:n suuruinen Sall-DNA-fragmentti,
joka sisdltadad CD503:n sekvenssin, joka on jatkokloonattu
pCD528:sta M13mpl8:aan.

CD538: 1,15 ke:n suuruinen pCD528:n DNA:n SalI-
fragmentti (t&m& sijaitsee vastasuuntaan edelld kuvattuun
1,15 ke:n suuruiseen Sall-fragmenttiin n&hden), joka oli

kloonattu M13mpl8:aan.
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CD539: 1,5 ke:n suuruinen BamHI/BglII-DNA-fragment-
ti, joka oli jatkokloonattu pCD550:sta M13mpl8:aan.

CD539: 1,5 ke:n suuruinen BamHI/BglII-DNA-fragment-
ti, joka oli jatkokloonattu pCD550:sta M13mpl8:aan.

CD540: edelld kuvatun DNA-fragmentin suhteen saman-
lainen fragmentti, joka oli kloonattu vastakkaiseen orien-
taatioon M13mpl8:aan.

CDh541: 0,35 ke:n suuruinen Sall/BamHI-DNA-fragment-
ti, joka oli jatkokloonattu pCD528:sta M13mpl8:aan.

CD542: 0,35 ke:n suuruinen Sall/BamHI-DNA-fragment-
ti, joka oli jatkokloonattu pCD528:sta M13mpl9:&an.

CD553: 0,8 ke:n suuruinen BamHI/BglII-DNA-fragment-
ti, joka oli jatkokloonattu pCD550:sta M13mpl8:aan.

CD554: 1,1 ke:n suuruinen BamHI-DNA-fragmentti,
joka oli jatkokloonattu pCD550:sta M13mpl8:aan.

CD555: edelld kuvatun DNA-fragmentin suhteen saman-
lainen fragmentti, joka oli kloonattu vastakkaiseen orien-
taatioon M13mpl8:aan.

CD558: 0,8 ke:n suuruinen BamHI/HindIII-DNA-frag-
mentti, joka oli jatkokloonattu pCD553:sta M13mpl9:&é&n.

CD561: 1,15 ke:n suuruinen Sall-DNA-fragmentti,
joka oli jatkokloonattu pCD537:sta M13mpl8:aan (orientaa-
tioltaan vastakkainen konstruktiossa CD537 esiintyvdén
orientaatioon nahden).

CD565: 1,15 ke:n suuruinen Sall-DNA-fragmentti,
joka oli jatkokloonattu pCD537:sta M13mpl9:&&n.

CD566: 1,15 ke:n suuruinen Sall-DNA-fragmentti,
joka oli jatkokloonattu pCD537:sta M13mpl9:88n (orientaa-
tioltaan vastakkainen konstruktiossa CD565 esiintyvadan
orientaatioon ndhden).

CD567: 1,15 ke:n suuruinen SalIl-DNA-fragmentti,
joka oli jatkokloonattu pCD538:sta M13mpl9:&&n.

CD582: 0,8 ke:n suuruinen BamHI/BglII-DNA-fragment-
ti, joka oli jatkokloonattu pCD550:sta M13mpl8:aan (orien-
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taatioltaan vastakkainen konstruktiossa CD553 esiintyvaan
orientaatioon n&hden).

Ndiden kloonien sisdltdmid S. avermitiliksen geno-
misia liitosjaksoja typistettiin mybhemmin ké&sittelemdlld
niit8 eksonukleaasi III:1lla jatkokloonisarjan aikaansaami-
seksi ("sis#kkdiset deleetiot", ks. esimerkki 8).

(h) Kloonatuista DNA-fragmenteista saatujen DNA:n
sekvensointi koetulosten tietokoneanalyysi ja S. avermiti-
liksen bkd:n avointen El-alfa-, El-beeta- ja E2-lukukehys-
ten tunnistaminen

Kuviossa 4 on esitetty bkd-geenit sisdltédvan 2,7
ke:n suuruisen S. avermitiliksen genomisen alueen nukleo-
tidisekvenssi. S. avermitiliksen bkd:n avointen El-alfa-,
El-beeta- ja E2 (osittainen) lukukehykset (ORF:t) sisdltéa-
vdn 2,7 ke:n suuruisen genomisen alueen liukuva emdskoos-
tumusanalyysi suoritettiin ké&yttden "DNA Inspector" -oh-
jelmistoa. Tdstd analyysistd saatiin profiili, joka kuvasi
G+C-sisdlldén liukuvaa keskiarvoa kayttden 30 emdksen pi-
toista ikkunaa ja 20:n suuruista siirtymdarvoa. T&mén S.
avermitiliksen kromosomin aluetta vastaava kokonais-G+C-
koostumus oli 72 %. Heti bkd:n avointen lukukehysten j&l-
keen vastasuuntaan esiintyi pienen G+C-sisdl116n sis#8lt&va
alue (G+C-sisdltd noin 50 %) ~ mikad osoitti kyseessd ole-
van promoottorialueen.

G+C-sisdltd analysoitiin myds kodonin aseman funk-
tiona. Avoimet lukukehykset havaittiin k&yttden ohjelmaa
"CodonPreference" (Genetics Computer Group, Madison, WI)
kdyttden suoritukseen 64 geenistd valmistettua Streptomy-
ceksen kodonien kayttotapataulukkoa [Wright, F. ja Bibb,
M.J., Gene 113 (1992) 55 - 65]. CodonPreference-ohjelma on
lukukehysspesifinen geenien hakuohjelma, joka pyrkii tun-
nistamaan proteiineja koodaavat sekvenssit sen perusteel-
la, ettd ne muistuttavat kodonien esiintymistiheystauluk-
koa, tai sen perusteella, ettd niiden koostumus (tavalli-

sesti GC) kunkin kodonin kolmannessa asemassa on painottu-



10

15

20

25

30

35

28

nut tietylld tavalla. ORF-alueet on esitetty suorakaiteina
niitd vastaavia lukukehyksid esittdvan kaavion alapuolel-
la. Havaittiin my®s kaikki aloitus- (ATG) ja lopetuskodo-
nit (pystysuorat viivat). Kussakin lukukehyksessd havaitut
harvinaiset kodonit merkittiin my®s Kkunkin ORF-kaavion
alapuolelle. G+C-sis&ltd laskettiin kayttden liukuvaa 25
kodonin ikkunaa, joten noin 25 kodonin viive oli odotettua
ennen kuin proteiinia koodaavan alueen vaikutuksen havait-
tiin ilmenevén tdysimd&rdisend. Saatiin kolme profiilia,
jotka olivat: 1, ensimmdinen asema tripletissd; 2, toinen
asema tripletisséd; 3, kolmas asema tripletiss&. T&m&n ana-
lyysin tuloksena paikannettiin kolme bkd:n ORF-aluetta,
jotka vastasivat BCKDH-alayksikk&$jd El-alfa, El-beeta ja
E2 (kuviot 4 ja 5).

(i) PCR:ddn perustuvassa kohdemutageneesissd aluk-
keina kdytettdvdksi tarkoitettujen uusien oligonukleoti-
dien suunnittelu

Kytkijadsekvenssiin tai PCR:8&n perustuvaa kohdemu-
tageneesisd k3ytettiin liitt&m8dn Ndel-restriktiokohta El-
alfa- ja El-beeta-ORF-sekvenssien translaation ATG-alku-
kohtaan. Suunniteltiin seuraavat uudet oligonukleotidit
(ks. myos esimerkki 9 ja kuvio 6):

Vasemmalle suuntautuvat universaalit (vektori)
alukkeet:
30-PCR-BP: 5'-AAGGATCCTGCAGCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGA-3'
31-PCR-BP: 5'-AAGGATCCTGCAGACAGCTATGACCATGATTACGCCA-3'

Oikealle suuntautuvat mutageeniset alukkeet:
55-PCR: 5'-AAGAGATCTCATATGACGGTCATGGAGCAGCGG-3'
56-PCR: 5'-AAGAGATCTCATATGACCACCGTTGCCCTGAAG-3'

(j) S. avermitiliksen bkd-geenien kohdemutageneesi
uuden NdeI-restriktiokohdan muodostamiseksi wvastasuuntaan
avoimesta lukukehyksestid

Ilmentémisplasmidit olivat plasmidin pT7-7 (t&td on
k&sitelty julkaisussa Tabor, S., 1990, Current Protocols
in Molecular Biology, s. 16.2.1 - 16.2.11. Greene Pub-
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lishing and Wiley-Interscience, New York) johdannaisia,
jotka sisélsivdt El-alfa-, El-beeta- sekd@ El-alfa- ynna
El-beeta-ORF-sekvenssit, tai S. avermitiliksen tédydellisen
bkd-geeniryhmittym&n. Ndel-restriktiokohta muodostettiin
PCR:aan perustuvalla kohdemutageneesill&d. T&assd tutkimuk-
sessa konstruoitiin viisi ilmentédm:splasmidia seuraavasti:

Plasmidi pCD670: pT7-7:n johdannainen, joka sisdl-
tdaa S. avermitiliksen bkd:n avoimen El-alfa-lukukehyksen
(ORFl1). S. avermitiliksen bkd:n El-alfa-geeniin lisdttiin
ATG-aloituskodonin kattava NdelI-restriktiokohta kayttamdl-
1a monistusta ja samanaikaista mutageneesid kdyttden muta-
geenista PCR-aluketta 55-PCR (ks. esimerkki 9 ja kuvio 6).

Plasmidi pCD666: pT7-7:n johdannainen, joka sisdl-
tdd S. avermitiliksen bkd:n avoimen El-beeta-lukukehyksen
(ORF2). S. avermitiliksen bkd:n El-beeta-geeniin lis&ttiin
ATG-aloituskodonin kattava NdeI-restriktiokohta kdytt&mdl-
14 monistusta ja samanaikaista mutageneesid k&yttden muta-
geenista PCR-aluketta 55-PCR (ks. esimerkki 9 ja kuvio 6).
Tadm&n ORF:n optimaalisen ilmentymisen aikaansaamiseksi
muutettiin kodonin 7 kolmas asema C:sta G:ksi kodonisyno-
nyymin muodostamiseksi, joka muistuttaa E. colin kodonien
kayttbtapaa. Tamd muutos ei vaikuttanut El-beetan pepti-
disekvenssiin.

Plasmidi pCD736: pT7-7:n johdannainen, joka sa-
manaikaisesti sisdltas sekd El-alfa (ORFl) ettd El-beeta
(ORF2) -ORF-sekvenssit T7-promoottorin ohjaamina.

Plasmidi pCD705: T&ma plasmidi muistuttaa
pCD736:ta, mutta siind on El-beeta-ORF:n 3'-puoleinen puo-
likas v&&ardlla tavoin orientoituneena. T&t& konstruktiota
kdytettiin negatiivisena kontrollina ilment&miskokeessa.

Plasmidi CD685: PT7-7:n johdannainen, joka sisdlt&ad
S. avermitiliksen tdydellisen bkd-geeniryhmittymén.
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(k) S. avermitiliksen bkd:n avointen lukukehysten
ilmentiminen E. colissa kiyttd3en kaksois-T7-plasmidi-il-
mentidmisjdrjestelmdd

S.avermitiliksen bkd-geenit ilmennettiin E. colissa
kdyttden T7:n RNA polymeraasi/promoottori -kaksoisplasmi-
dijadrjestelmdsd olennaisesti julkaisussa Tabor, S., (1990)
Current Protocols in Molecular Biology, s. 16.2.1 -
16.2.11, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New
York), Kkuvatulla tavalla. Tutkittiin E. coli C600:n
(pGP-1) johdannaisia, jotka sis&dlsivédt eri pT7-7-konstruk-
tioita. S. avermitiliksen ORF-sekvenssien ilmentymisen
monitoroimiseksi E. coli -isédnnédssd lampdinduktion jdlkeen
kdytettiin natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidigee-
lielektroforeesia (SDS-PAGE). Induktion jdlkeen saadun
proteiiniprofiilin SDS-PAGE-analyysi osoitti, ettd soluis-
sa ilmentyivédt normaalia voimakkaammin indusoituneet pep-
tidit, jotka muistuttivat kooltaan El-alfa- ja El-beeta-
ORF-sekvenssien ennustettua arvoa (p8dteltynd vastaavasta

DNA-sekvenssistd):

Ennustettu koko Havaittu koko
(Da) (Da)
ORFl (El-alfa) 41 000 41 000
ORF2 (El-beeta) 35 000 34 000

(1) S. avermitiliksen BCKDH:n El:n aktiivisuuden
havaitseminen kiyttimilli spesifistd midritystd yhdistel-
mid~E. coli -kloonin raakauutteessa

Ndmd tulokset on koottu yhteenvetona tuonnempana
olevaan taulukkoon 1 (esimerkki 11). El-spesifinen BCKDH-
madritys suoritettiin k&ytt8en sellaisia E. coli -solu-
jen raakauutteita, jotka sisdlsiv&t pCD736:tta ja joissa
esiintyi merkittdvdid El-aktiivisuutta T7-promoottorin in-

duktion j&lkeen. Samanlaisessa viljelmdss&, joka sisdlsi
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osan liitosjaksosta asetettuna v&a3drddn orientaatioon
(pCD705), havaittiin taustatasoa oleva aktiivisuus.

Entsyymimadritykset osoittivat lisdksi, ettd plas-
midia pCD685 sis&ltévistd E. coli ~kannasta valmistetuissa
raakauutteissa o0li my6s merkittévids E1-BCKDH-aktiivisuutta
(> 10-kertainen taustan taso). Tutkittiin my&s t&m&n kloo-
nin indusoimaton viljelm&, jonka sisdltdmi tausta-aktiivi-
suus osoittautui olevan kaksinkertainen taustaan verrattu-
na. Viimeksi mainittu tulos on odotettua, koska T7-jarjc s-
telmdn tiedetddn mahdollistavan kloonattujen geenien 1il-
mentymisen konstitutiivisesti pienelld ilmentymistasolla
jopa indusoimattomissa olosuhteissa.

Kloonattu Streptomyces avermitiliksen bkd-geeniryh-
mittym& on kdyttdkelpoinen luonnollisen avermektiinin tuo-
ton parantamisessa silléd perusteella, ettd se lisd8 ndiden
geenien lukumd&rdd, tai silld perusteella, ettd sillé saa-
daan optimoitua niiden ilmentyminen tuotantokannoissa.
Yksi mahdollinen l&hestymistapa saada kloonatut bkd-geenit
ilmentym&&n tehokkaasti sis&ltd&8 sen, ettd n8md& geenit
liitetd48n kappalemddrdltddn suureen E. coli / streptomy-
keetti-sukkulavektoriin (esimerkiksi plasmidiin pCD262,
Denoya, C.D., (1993) "Novel Bacterial Plasmids Shuttle
Vectors for Streptomycetes and Escherichia coli", US-pa-
tenttihakemus 08/032 925, jatetty 18.3.1993) siten, ettéd
geenit transkriptoituvat voimakkaasta promoottorista. Tama
menetelmd varmistaa geenien tehokkaan transkriptoitumisen.
Voidaan lis8ksi suunnitella tiettyjd strategioita tehok-
kaan ilmentymisen takaamiseksi. Nditd ovat (a) promootto-
rin voimakkuus; (b) mRNA:n pysyvyys; (c) sddtelytekijdiden
kdyttdminen tai n8iden pois jadttdminen; (d) indusoitavuus;
ja (e) kohdemutageneesi ribosomin tunnistus-translaation
aloitussignaalien parantamiseksi. bkd-geenien ilmentymista
voitaisiin myOs optimoida k&yttamdlld villityyppisen pro-
moottorin ja s&dtelyalueiden tilalla eri promoottoreja

kdyttdm8lld geenejd korvaavia menetelmid. Alan ammattikir-
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jallisuudessa on monia esimerkkejd kayttokelpoisista pro-
moottoreista, joita voitaisiin k3ytt&&8 tdssd keksinndssé
kuvattujen uusien S. avermitiliksen bkd-geenien ilment&mi-
sen optimoimiseksi, esimerkiksi voimakas ermE-promoottori
(Hopwood, et al., 1985, 'Genetic Manipulation of Strepto-
myces: A Laboratory Manual', The John Innes Foundation,
Norwich, U.K.) ja tiostreptonilla indusoitavissa oleva
tipA-promoottori (Murakami, et al., J. Bacteriol. 171
(1989) 1459 - 1466). Lisdksi bkd-geenien inaktivointi ja
tdstd johtuva BCKDH-aktiivisuuden puute kdyttadmédlléd delee-
tio- tai kohdemutageneesid ja geenien korvausmenetelmid
kdyttden saadaan kehitettya parannettuja palautumattomasti
toimintakykynsd menettdneita Streptomyces avermitiliksen
bkd-kantoja, jotka ovat kdyttokelpoisia uusien avermektii-
nien valmistamisessa.

Esimerkit

Seuraavissa kappaleissa on esitetty yksityiskohtai-
sia esimerkkejsd S. avermitiliksestd perdisin olevien bkd-
geenien kloonaukseen ja analysoimiseen k&ytetyistéd kokeel-
lisista toimenpiteistd, joita on myts kuvattu keksintdon
liitetyissd kuvioissa. Muita yksityiskohtia vakiomenetel-
mistd, jotka ovat molekyylibiologian alan ammattikokemuk-
sen perusteella tunnettuja, sekd tiettyjen nimenomaisten
kdytettyjen entsyymien nimitykset on kuvattu esimerkiksi
laboratoriokdsikirjassa "Molecular Cloning”, Maniatis, et
al. (Cold Spring Harbor Laboratory, 1989).

Esimerkki 1

S. avermitiliksen genomisen DNA:n valmistus

S. avermitilis ATCC 31272 -myseelid kasvatettiin
kiinnikasvaneena mattona YDP-2-~-agaralustalla seitsemdn

pdivda 29 °C:ssa. Mediumin koostumus o0li:
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Difco Yeast Extract 10 g
Difco Bacto-peptone 10 g
Glukoosi 5¢g
Difco Bacto agar 20 g
Natriumasetaatti 2 g
MOPS 10 g

pH sd&dettiin arvoon 7,0.
Lopullinen tilavuus: 1 1.
Mediumia autoklavoitiin 25 minuuttia 121 °C:ssa.

Ta&médn jédlkeen kasvanutta myseelid8 ympdttiin 30
ml:aan AS-7-mediumia [t&td on kdsitelty julkaisussa Haf-
ner, et al. (1988), EP-patenttihakemus nro 88 300 353.5,
julkaisu nro 0 284 176] 300 ml:n vetoisessa sisdlaipalli-
sessa pullossa, jota kasvatettiin ravistellen (230 kier-
rosta minuutissa) 29 °C:ssa 24 tuntia. Mediumin koostumus

oli:

Ohennettu tidrkkelys! 20 g
Ardamine pH? 5g
Pharmamedia’® 15 g
CaCo, 2 g

pH s#iddettiin arvoon 7,2 natriumhydroksidilla (NaOH).
Lopullinen tilavuus: 1 1.

Medium autoklavoitiin 25 minuuttia 121 °C:ssa.

! valmistettu hydrolysoimalla t&rkkelyst& Bacillus licheni-
formiksesta perdisin olevalla alfa-amylaasilla ja menetel-
len niin, ettad dekstroosiekvivalenttien md&drdksi saatiin
noin 40 %.

2 Yhtibstd Yeast Products, Inc., Clifton, NJ 07012.

3 Yhtidstd Traders Protein, Memphis, TN 38108.

Noin 0,3 ml edelld olevaa viljelm&d ympdttiin toi-
seen 300 ml:n tilavuiseen sisdlaipalliseen pulloon, joka
sisdlsi 30 ml modifioitua nestemdistd Yeast Extract Malt
Extract (YEME) -mediumia [Bibb, M.J., Freeman, R.F. ja



10

15

20

25

30

35

34

Hopwood, D.A., Mol. Gen. Genetics 154 (1977) 155 - 166].
Modifioitu YEME-medium sis&dlsi litraa kohti:

Difco Yeast extract 3 g
Difco Bacto-peptone 5a4g
Oxoid Malt extract 3 g
Sakkaroosi 300 g
Glukoosi 10 g

Medium autoklavoitiin 40 minuuttia 121 °C:ssé.
2 ml 2,5 M MgCl,+6 H,O:ta lis&ttiin autoklavoinnin jadlkeen.
Lopullinen tilavuus sd&dettiin 1 l:ksi.

Viljelmi& kasvatettiin 48 - 72 tuntia 29 °C:ssa.
Myseeli otettiin talteen sentrifugoimalla ja genominen DNA
valmistettiin noudattaen valmistusohjetta "Isolation of
Streptomyces Total DNA by Cesium Chloride Gradient Centri-
fugation: Procedure 2", sellaisena kuin se on oppikirjassa
"Genetic Manipulation of Streptomyces, A Laboratory Man-
ual", The John Innes Foundation, Norwich, U.K., 1985, jon-
ka tekijat ovat Hopwood, D.A., et al. DNA-napit suspendoi-
tiin uudelleen 3 ml:aan TE- puskuria (10 mM Tris-HCl, pH
8,0, 1 mM EDTA).

Esimerkki 2

S. avermitiliksen genomisen DNA:n monistuksen poly-
meraasiketjureaktio

S. avermitiliksen genominen DNA monistettiin ent-
symaattisesti kayttden Perkin-Elmer Cetus thermal cycler
-laitetta. PCR-reaktio suoritettiin k&yttden Taqg-polyme-
raasia (Perkin-Elmer Cetus) ja valmistajan toimittamaa
puskuria, joka sisdlsi AdNTP-molekyylejd, joiden konsent-
raatio oli 200 pM, 15 % glyserolia, kutakin aluketta, joi-
den konsentraatio oli 0,5 pM, 50 ng mallijuoste-DNA:ta
(téssad tapauksessa S. avermitiliksen genomista DNA:ta) ja
2,5 yksikkdd entsyymid, 100 mikrolitran lopputilavuudessa
30 syklin ajan. Ensimmdisen syklin l&mpoprofiili oli: kol-
me minuuttia 95 °C:n l&mpdtilassa (denaturaatiovaihe),

kaksi minuuttia 55 °C:n lampdtilassa (pariutumisvaihe) ja
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kaksi minuuttia 72 °C:n lampbtilassa (pidentédmisvaihe).
MyShempien 29 syklin lamp®profiili oli samanlainen lukuun
ottamatta sitd, ettd denaturaatiovaihe 1lyhennettiin 1,5
minuutiksi. DNA-alukkeet o0li hankittu yhtitstd Genosys
Biotechnologies, Inc. (Texas). Oikealle suuntautuva alu-
ke (kuvio 1) oli 5'-GAATTCGGCGACGGCGCCACCTCCGAGGGCGAC-3',
ja vasemmalle suuntautuva aluke (kuvio 1) oli
5'-TCTAGACCGCAGGTGGTCCGGCATCTC~3'. Monistustuotteet frak-
tioitiin koon mukaan agaroosigeelielektroforeesilla. PCR-
ndytteelle suoritettiin elektroforeesi vaakasuuntaisessa
1,5-%:isessa agaroosigeelissd 1 X TBE-puskurissa [(90 mM
Tris~-HCl, pH 8,5, 90 mM boorihappo, 2,5 mM etyleenidi-
amiinitetraetikkahappo (EDTA)] 1,5 tunnin ajan julkaisussa
Maniatis et al. kuvatulla tavalla. Erotetut PCR-DNA-tuot-
teet paikannettiin geelisséd vérjd&dmdlla etidiumbromidilla
ja visualisoimalla fluoresoivat vydhykkeet 365 nm:n ultra-
violettivalolla. Edell&d& Lkuvatuissa PCR-olosuhteissa ha-
vaittiin t&td alukeyhdistelmdd kdytettdessd yksi DNA-vyd-
hyke (kooltaan noin 250 emésparia).

Esimerkki 3

PCR:113 monistetun 0,25 ke:n suuruisen S. avermiti-
liksen genomisen DNA-fragmentin kloonaus E. coli -vekto-
riin ja sen transformaatio tdmdn jdlkeen E. coli -isdntdin

A. 0,25 ke:n suuruisen PCR-tuotteen talteenotto

Kuten edelld mainittiin, monistettiin 0,25 ke:n
suuruinen DNA-~fragmentti PCR:118 kdyttden mallijuosteena
S. avermitiliksen genomista DNA:ta ja oikealle suuntautu-
van ynnd vasemmalle suuntautuvan alukkeen yhdistelmdai.
Kuten kuviosta 1 k8y ilmi, on oikealle suuntautuvassa
alukkeessa EcoRI-tunnistuskohta, joka sijaitsee 5'-puolei-
sessa pdadssd, ja vasemmalle suuntautuvassa alukkeessa on
5'-puoleisessa pddssd sijaitseva XbaI-tunnistuskohta.
0,25 ke:n suuruisen PCR-fragmentin kloonausyritykset k&yt-
téden ligaatiomenetelmdd, jossa sekd liitosjakso etta kloo-
nausvektori pilkottiin EcoRI:1lla ja Xbal:lla, eivat kui-
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tenkaan johtaneet suotuisiin tuloksiin. T&m&n vuoksi tut-
kittiin vaihtoehtoista l8hestymistapaa 0,25 ke:n suuruisen
PCR-fragmentin kloonaamiseksi, johon liittyi DNA-polyme-
raasi I:n Klenow-fragmentin kdyttd PCR-fragmentin pé&iden
tasoitukseen. Monistuksen jdlkeen (t&md tapahtui esimer-
kissd 2 kuvatulla tavalla) uutettiin noin 80 pl PCR-reak-
tioseosta kaksi kertaa fenolin ja kloroformin seoksella ja
kaksi kertaa eetterilld, mink8 j&lkeen PCR-DNA-tuote saos-
tettiin etanolilla edelld kuvatulla tavalla. DNA suspen-
doitiin uudelleen 18,5 pl:aan H,0:ta. Téd&mén jdlkeen seok-
seen 1lis&dttiin 2,5 pl 10 =x katkostranslaatiopuskuria
(0,5 M Tris-HC1l, pH 7,2, 0,1 M magnesiumsulfaatti (MgSoO,),
1 mM ditiotreitoli, 500 pg/ml naudan seerumialbumiinia
(Maniatis, et al., 1989) ja 20 yksikk6& E. colin DNA poly-
meraasi I:n Klenow-fragmenttia (Boehringer Mannheim Bio-
chemicals), ja seosta inkuboitiin 37 °C:ssa 5 minuuttia.
Taman j&dlkeen seokseen lisdttiin 1 pl 2 mM dNTP-molekyyle-
ja (kutakin nelj&d ANTP-molekyylid 2 mM) ja reaktioseosta
inkuboitiin vield 15 minuuttia huoneenl&mmissd. Korjaus-
reaktio lopetettiin lis&8m&l1l& seokseen 1 pl 0,5 M EDTA:a,
jonka pH oli 8,0, ja koko reaktioseoksen sisdltd pipetoi-
tiin O0,5-%:iseen agaroosigeeliin ja t&lle suoritettiin
elektroforeesi. 0,25 ke:n suuruinen DNA-fragmentti wvi-
sualisoitiin edelld kuvatulla tavalla ja otettiin talteen
elektroeluoimalla seuraavasti: 0,25 ke:n suuruinen DNA-
vythyke poistettiin partater&dlld ja DNA otettiin talteen
agaroosigeelistd elektroeluoimalla 35 minuutin ajan 80 V:n
jannitteelld V:n muotoiseen Kkuoppaan, joka sisdlsi 10 M
ammoniumasetaattia k&ytt&en yksisuuntaista elektroeluoin-
tilaitetta (International Biotechnology Inc., New Haven,
CT). DNA saostettiin sitten etanolilla, sentrifugoitiin
napiksi ja liuotettiin wuudelleen 20 pl:aan DNA-puskuria

(10 mM Tris-HC1l, 4 mM natriumkloridi (NaCl), O,1 mM EDTA;
pPH 7,5).
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B. Plasmidivektorin pGEM3Z:n pilkkominen SmaI:1lla
ja sen defosforylointi

Noin 1:t& pg plasmidia pGEM-3Zf(+) (Promega Corp.,
Madison, WI) ja kahta yksikkotd Smal-restriktioentsyymid
(kaikki restriktioentsyymit oli hankittu yhti®std8 Boeh-
ringer Mannheim Biochemicals) inkuboitiin toimittajan an-
tamien ohjeiden mukaisessa m&drityspuskurissa 25 °C:ssa
3,5 tunnin ajan 40 mikrolitran (pl) Kkokonaisreaktiotila-
vuudessa lineaaristen p&dist&&dn tasoitettujen molekyylien
aikaansaamiseksi. Tamdn j&lkeen Smal:lla linearisoitu vek-
tori defosforyloitiin k&dyttden vasikan suolen alkalista
fosfataasia (CIAP) (tédmd oli hankittu yhtidstd8 Promega
Corp., Madison, WI) toimittajalta saatuja ohjeita noudat-
taen. Reaktioseosta inkuboitiin 35 minuuttia 37 °C:ssa ja
DNA uutettiin sitten seoksen kaksinkertaista tilavuutta
vastaavalla mé&&drdalléd fenolin ja kloroformin seosta, seok-
sen kaksinkertaista tilavuutta vastaavalla m&drédllé eette-
rid ja DNA saostettiin lopuksi lisd&8m&ll& seokseen sen
kaksinkertaista tilavuutta vastaava mé&r& absoluuttista
etanolia. Saostunut DNA otettiin talteen sentrifugoimalla
10 000 x g:n voimalla 10 minuutin ajan ja se kuivattiin
vakuumissa. Lopullinen nappi liuotettiin wuudelleen 20
pl:aan DNA-puskuria.

C. pCD503:n aikaansaamiseksi tehty ligaatio

Noin 9 pl Klenow-fragmentilla kasiteltyd 0,25 ke:n
suuruista PCR-DNA-tuotetta ja noin 1 pl Smal:11l8 lineari-
soitua ja CIAP:118 defosforyloitua péist&&n tasoitettua
PGEM-3Zf(+):aa inkuboitiin y6n yli kdyttden 1 yksikkdad li-
gaasia (New England Biolabs, IC, Beverly, MA) toimittajan
kuvaamissa olosuhteissa 14 °C:ssa 20 pl:n kokonaisreaktio-
tilavuudessa. Reaktio lopetettiin siirtédm&lla m88ritysmik-
rokoeputki j&ihin, minkad j&lkeen kompetentit E. coli JM109
-solut transformoitiin 15 pl:lla reaktioseosta noudattaen
vakiomenetelmdd, joka on kuvattu teoksessa Maniatis, et
al., 1989. Saatiin talteen useita ampisilliinille resis-
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tenttej& transformantteja. Plasmidivektori pGEM-3Zf(+)
sisdltsdd Escherichia colin lac-operonista perdisin olevan
DNA-segmentin, joka koodaa beeta-galaktosidaasin aminoter-
minaalista fragmenttia [Yanisch-Perron, C., Vieira, J. ja
Messing, J., Gene 33 (1985) 103]. Té&ma fragmentti, jonka
synteesi voidaan indusoida isopropyyli-tio-beeta-D-galak-
tosidilla (IPTG), kykenee intra-alleeliseen (alfa-) komp-
lementaatioon is&nn&n koodaaman vaillinaisen beeta-galak-
tosidaasin muodon kanssa. IPTG-indusorilla k&sitellyt E.
coli -solut syntetisoivat molempia entsyymifragmentteja
ja muodostavat sinisid pes8kkeitd maljattuina ravinto-
alustoille, jotka sis&ltdvdt kromogeenista substraattia,
5-bromi-4-kloori~3-indolyyli-beeta~D-galaktosidia (X-gal).
Vieraan DNA:n liitt&minen plasmidin monik&yttdiseen kloo-
nauskohtaan inaktivoi beeta-galaktosidaasin aminoterminaa-
lisen fragmentin ja h#vittasd kyvyn alfa-komplementaatioon.
Tadmdn wvuoksi yhdistelmédplasmideja sis&ltdvédt bakteerit
muodostavat wvalkeita pesdkkeitd., Tdstd transformaatioko-
keesta saatiin talteen useita valkeita pesdkkeitd. N&diden
pesdkkeiden pitéisi sisdltdd plasmidi pCD503. T&m& varmis-
tettiin valikoimalla yksi pesédke, jolle annettiin nimitys
CD503-kanta, ja tutkimalla se edelleen. Yksi E. coli -kan-
nan CD503 bakteeripesdke ymp&ttiin tavallisia mikrobiolo-
gisia menetelmi8 noudattaen Luria-Bertani (LB) -mediumiin,
joka sisdlsi 50 pg ampisilliinia millilitrassa. LB-mediu-

min koostumus oli

Bacto-tryptone 10 g
Bacto-yeast extract 5g
NaCl 10 g

pH s8&dettiin arvoon 7,0 5 N natriumhydroksidilla (NaOH).
Liuoksen lopullinen tilavuus s#ddettiin 1 l:ksi.
Liuos steriloitiin autoklavoimalla 20 minuuttia 121 °C:n
ldmpétilassa.

Viljelm&& inkuboitiin 35 °C:ssa yon yli. Seuraavana
aamuna bakteerisolut koottiin talteen sentrifugoimalla no-
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peudella 10 000 kierrosta minuutissa 5 minuutta 4 °C:ssa.
Plasmidivektori eristettiin juuri talteen otetuista Esche-
richia coli CD503 -soluista kéyttden Birnboimin ja Dolyn
menetelmidstd [Nucleic Acids Res. 7 (1979) 1513] tehtya
muunnosta, joka on kuvattu julkaisussa Denoya, et al.,
Microbios Lett. 29 (1985) 87. Eristetty8 plasmidi-DNA:ta
livotettiin lopuksi DNA-puskuriin (10 mM Tris-HCl, 4 mM
NaCl, 0,1 mM EDTA; pH 7,5) sellainen m&ars, ettd sen kon-
sentraatioksi saatiin noin 1 pg pCD503:a 10 pl:ssa pusku-
ria. Varmistukseksi suoritettu restriktioanalyysi kdyttden
EcoRI:td ja PstlI:t& osoitti odotetusti, ettd pCD503 sis&l-
si 0,25 ke:n suuruisen DNA-lijitosjakson.

Esimerkki 4

Radioaktiivisella leimalla varustettujen DNA- ja
RNA-koettimien valmistus

A. Yhtendiselld radioaktiivisella leimalla varus-
tettujen kaksijuosteisten DNA-koettimien valmistus

Kaksijuosteiset DNA-koettimet valmistettiin katkos-
translaatiolla (t&td on k3sitelty yleisesti julkaisussa
Maniatis, et al., 1989). Ensimmdiseksi valmistettiin koh-
desekvenssin sisdltdva spesifinen DNA-fragmentti k&yttéen
asianmukaisella restriktioentsyymilld suoritettua pilkko-
mista ja puhdistusta elektroeluoimalla olennaisesti esi-
merkissd 1 kuvatulla tavalla. Noin 1 ng DNA:ta varustet-
tiin kussakin tapauksessa leimalla k&yttden [alfa-3?P)]-
dCTP:t& (deoksisytidiini-5'-trifosfaatti, tetra(trietyyli-
ammonium)suola, [alfa-3?P]-), joka oli hankittu yhtidst&
NEN-Dupont, ja BRL:n Nick Translation System -reagenssi-
pakkausta, joka oli hankittu yhti¢std& BRL Life Techno-
logies, Inc., noudattaen toimittajalta saatuja ohjeita.
Tyypillinen reaktio suoritettiin 50 pl:n tilavuudessa. Kun
seokseen 0li lis&tty 5 pl lopetuspuskuria (BRL:n suositte-
lemassa suoritusohjeessa kuvatulla tavalla), erotettiin
leimalla varustettu DNA koettimeen liittymattdbmistda nuk-
leotideista kayttden Stratagenen ulosajo (Push) -pylvasta
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toimittajalta saatuja ohjeita noudattaen. N&itd suoritus-
ohjeita noudattaen saatiin rutiininomaisesti 32p_leimalla
varustettua DNA:ta, jonka spesifinen aktiivisuus oli huo-
mattavasti yli 10® cpm/pg.

B. Leimalla varustettujen yksijuosteisten RNA-koet-
timien valmistus

3?p-leimalla varustetut RNA-koettimet valmistettiin
kayttamdlla in vitro -transkriptiota Riboprobe Gemini
-transkriptiojarjestelmdn (Promega) avulla. Puhdistettu
kohde-DNA-fragmentti kloonattiin transkriptiovektoriin
pPGEM-3Z kédyttden vakiomenetelmia. Mallijuosteplasmidi-
DNA:n valmistus in vitro olosuhteissa suoritettavaa trans-
kriptioreaktioita varten suoritettiin esimerkissd 3 kuva-
tulla tavalla, mutta suoritukseen lisdttiin polyetyleeni-
glykoli (PEG) -saostusvaihe sellaisten pienten nukleoti-
dien poistamiseksi selektiivisesti, jotka voivat kontami-
noida nditd preparaatteja, menetellen seuraavasti: etano-
lisaostusvaiheen jédlkeen nappi suspendoitiin uudelleen
520 pl:aan vettd. Taman jalkeen seokseen lisdttiin 100 nl
5 M NaCl:88 ja 620 pl 13-%:ista PEG:td (mp. 6 000 -
8 000). Kun putkea oli ensin sekoitettu, niin sitd inku-
boitiin sitten j&illd yhden tunnin ajan ja DNA sentrifi-
guoitiin napiksi 4 °C:ssa 10 000 x g:n voimalla 15 minuu-
tin ajan. Nappi pestiin kerran 500 pl:1la 80-%:ista kylm&a
etanolia ja suspendoitiin uudelleen tavanomaiseen tapaan.
Noin 1 pg mallijuosteena kdytettyd plasmidi-DNA:ta linea-
risoitiin k&yttden joko Sacl- tai HindIII-restriktioent-
syymejd ja té@mdn jdlkeen transkriptoitiin in vitro -olo-
suhteissa kédyttden SP6~ tai T7-bakteriofagin DNA:sta riip-~
puvaista RNA-polymeraasia, mainitussa jarjestyksessad il-
moitettuna. Tédssd reaktiossa kédytettiin sytidiini-5'-tri-
fosfaatti-tetra(trietyyliammonium)suolaa [alfa-3?P] (CTP),
joka oli hankittu yhtidstd& NEN-dupont. Suorituksessa nou-
datettiin toimittajan suosittelemia reaktio-olosuhteita.

Tam&n inkuboinnin j&lkeen reaktioseosta késiteltiin 1 yk-
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sik6l11lda RQ1-DNAsea (Promega) DNA-templaatin pilkkomisek-
si, seos uutettiin kaksi kertaa fenolin ja kloroformin
seoksella ja saostettiin t&m&n j&lkeen etanolilla vakiome-
netelmid noudattaen. Nappi kuivattiin ja suspendoitiin uu-
delleen 20 pl:aan vettd, joka ei sis&ltényt RNAasia (Pro-
mega). Pieni m3&rd leimalla varustettua RNA-transkriptio-
tuotetta analysoitiin polyakryyliamidiagaroosigeelielekt-
roforeesilla julkaisussa Denoya, et al., J. Bacteriol. 169
(1987) 3857 - 3860 kuvatulla tavalla. Kuvatuissa olosuh-
teissa saatiin rutiininomaisesti leimalla varustettuja
taysimittaisia transkriptiotuotteita.

Esimerkki 5 '

S. avermitiliksen genomisen DNA:n analyysi South-
ern-hybridisaatiolla

Noin 10 pg puhdistettua S. avermitiliksen genomista
DNA:ta pilkottiin 2 yksik®6llda BamHI-restriktioentsyymia
37 °C:ssa vahint#&dn 2 tunnin ajan. Pilkkomisvaiheen lopul-
la DNA-fragmentit erotettiin elektroforeesilla l-prosent-
tisen agaroosigeelin 1ldpi (ks. esimerkki 1lA) ja ne siir-
rettiin y6n yli nailonmembraanille (huokoskoko 0,45 pm)
(Schleicher and Schuell -yhtién Nytran-membraanit) ké&yt-
tden kapillaarisiirtomenetelmdsd [Southern, E.M., J. Mol.
Biol. 98 (1975) 503]. Seuraavana p&iv&nd nailonmembraanit
kddrittiin muovikaddreeseen ja kunkin membraanin DNA-puoli
kdsiteltiin ultraviolettis&dteilylshteelld (302 nm) DNA:n
kiinnittd&miseksi membraaniin. Radiocaktiivisella leimalla
varustettujen RNA- tai DNA-koettimien hybridisaatio nai-
lonmembraaneille immobilisoituun DNA:han suoritettiin nou-
dattaen suoritusvaiheita, jotka on kuvattu teoksessa Ma-
niatis et al. (1989). Esihybridisaatio ja hybridisaatio
suoritettiin 42 °C:ssa. Hybridisaatioliuoksen koostumus
oli 6 x SSC:tad (1 x: 0,15 M natriumkloridi (NaCl), 15 mM
natriumsitraatti, pH 7,0), 10 x Denhardtin reagenssi [1 x:
0,02 % ficoll, 0,02 % polyvinyylipyrrolidoni, 0,02 % nau-
dan seerumialbumiini], 1 % SDS:838 (natrium dodekyylisul-
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faatti), 100 pg/ml denaturoitua ja fragmentoitua lohen
maidin DNA:ta, 100 pg/ml E. colin tRNA:ta ja 50 % formami-
dia (Fluka). Y6n yli suoritetun hybridisaation j&lkeen
membraanit pestiin seuraavasti: kaksi pesua seocksella,
joka sisdlsi 1 x SSC:t4 ja 0,1 % SDS:848, huoneenldmmdssa
15 minuutin ajan, kaksi pesua seoksella, joka sis8lsi
0,1 x SSC:té& ja 0,1 % SDS:84, 42 °C:ssa 15 minuutin ajan.
Joissakin kokeissa hybridisaatio suoritettiin 65 °C:ssa
ilman formamidia ja SSC:n tilalla k&ytettiin SSPE-seosta
(1 x: 0,18 M NaCl, 10 mM natriumfosfaattia (NaPO,,, pH 7,7,
1 mM EDTA). Lopuksi rontgenfilmi valotettiin membraaneilla
autoradiografisen kuvan aikaansaamiseksi.

Esimerkki 6

S. avermitiliksen genomisen 0,25 ke:n suuruisen
CD503-fragmentin kloonaus M13-bakteriofagiin ja DNA:n sek-
venssointi

0,25 ke:n suuruinen S. avermitiliksen CD503-DNA-
fragmentti kloonattiin bakteriofageihin M13mpl8 ja M13mpl9
sellaisen yksijuosteisen yhdistelm&~DNA:n valmistamiseksi,
jota oli m8&r& k&yttdd mallijuosteina Sangerin dideoksi-
sekvenssointimenetelmdssda [Sanger, et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 74 (1977) 5463 - 5467]. Noin 2 pg plasmidia
pCD503, joka oli valmistettu edelld kuvattua miniprepa-
raattimenetelmédd kayttden, pilkottiin reskriktioentsyy-
meilld EcoRI ja PstI 0,25 ke:n suuruisen S. avermitiliksen
genomisen liitosjakson vapauttamiseksi. Aikaisemmin suori-
tettu restriktioanalyysi oli osoittanut, ettd EcoRI:1lla
tai PstI:1la pilkottu pCD503 o0li lineaarinen. Tadmid analyy-
si osoitti, ettd 0,25 ke:n suuruinen liitosjakso el sisdl-
tadnyt EcoRI:n eik8 PstI:n tunnistuskohtia. Pilkkomisseok-
selle suoritettiin elektroforeesi 1,2-%:isessa agaroosi-
geelissd, minkd jdlkeen 0,25 ke:n suuruinen fragmentti
elektroeluoitiin ja saostettiin edelld kuvatulla tavalla.
Tamdn lisdksi noin 1 pg kutakin M13mpl8:n ja M13mpl9:n
DNA-molekyylien puhdistettua kaksijuosteista replikatii-
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vista muotoa (RF) pilkottiin kahdella restriktioentsyymil-
14 k&yttden EcoRI:td ja PstI:t&d, defosforyloitiin vasikan
suolen alkalisella fosfataasilla (CIAP) (t&m& oli hankittu
vhtitéstd Promega Corp., Madison, WI), ja ligatoitiin lo-
puksi 0,25 ke:n suuruiseen DNA-fragmenttiin aikaisemmin
kuvatulla tavalla. Puhdistetut RF Ml13-kloonausvektorit oli
hankittu yhtitstéd New England Biolabs. Ligaatioseosta kdy-
tettiin kompetenttien E. coli JM109 -solujen transfek-
tioon. mpl8-transfektiosta valikoitiin yksi valkea plakki
ja mpl9-transfektiosta yksi plakki, faagit kasvatettiin ja
vksijuosteinen DNA valmistettiin aiemmin kuvatulla tavalla
(Maniatis, et al., 1989). Kunkin yksijuosteisen DNA-malli-
juosteen DNA-sekvenssointi suoritettiin k&ayttden M13-spe-
sifistd -40-sekvenssointialuketta (New England Biolabs,
tuoteluettelon nro 1212), deoksiadenosiini-5'-[alfa-tio]
trifosfaattia, [?°S] (NEN-Dupont), ja TagTrack-sekvenssoin-
tireagenssipakkausta (Promega) noudattaen toimittajalta
(Promega) saatuja ohjeita. S. avermitiliksen genomisen
pCD503-fragmentin DNA-sekvenssointikoetulokset on esitetty
kuviossa 4.

Esimerkki 7

Koko S. avermitiliksen bkd-~geeniryhmittymdn kloo-
naus ja kromosomikartan konstruktio

Noin 5 pg puhdistettua pCD503:a k&dsiteltiin kahdel-
la restriktioentsyymilla kaytt&en sek& BamHI- ettd EcoRI-
restriktioentsyymejé, DNA-fragmentit erotettiin elektrofo-
reesilla 1,2-%:isessa agaroosigeelissad, noin 0,25 ke:n
suuruinen DNA-fragmentti, jossa oli S. avermitiliksen bkd
El-alfa-geenille spesifinen sekvenssi, otettiin talteen
elektroeluoimalla ja varustettiin leimalla k&ayttden kat-
kostranslaatiota olennaisesti edelld kuvatulla tavalla.
T&m&n j&lkeen 3?P-leimalla varustettua DNA-fragmenttia kay-
tettiin sitten koettimena S. avermitiliksen genomikosmidi-
kirjaston seulomiseksi. Yksityiskohtainen kuvaus genomis-

ten kirjastojen yleisestd valmistustavasta on esitetty



10

15

20

25

30

35

44

teoksessa Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Ma-
niatis, et al. (1989). Tdydellinen kuvaus streptomykeet-
tien kromosomaalisen kirjaston valmistuksesta on esitetty
teoksessa Genetic Manipulation of Streptomyces - A Labora-~
tory Manual, Hopweood, et al. (1985). Kosmidivektoria kos-~
keva kuvaus on julkaisussa "Cosmid Vectors for Streptomy-
ces Genomic DNA Cloning", Denoya C.D., US-patenttihakemus
08/048 719, jatetty 16.4.1993. Nelja kloonia tunnistettiin
vli 2 200 yhdistelmdkirjastokloonin seulonnan jdlkeen.
N&itd neljaa hybridisoituvaa kloonia (jotka oli nimetty E.
coli -klooneiksi CD518, CD519, CD520 ja CD521) kasvatet-
tiin LB-mediumissa ampisilliiniselektiopaineessa. Kustakin
viljelmdstd valmistettiin plasmidit edelld kuvatulla ta-
valla. Restriktio- ja Southern-blottihybridisaatioanalyy-
seissa kavi ilmi, ettd ndmd nelja kloonia olivat toisiaan
muistuttavia ja ettd niiden kromosomialueet menivat limit-
tdin toistensa suhteen. S. avermitiliksen genominen rest-
riktiokartta, joka kattaa koko kromosomaalisen alueen mu-
kaan lukien CD503-sekvenssin, saatiin tavanomaisia mene-
telmid noudattaen ja se on esitetty kuviossa 3.

Esimerkki 8

Sisdkkidisten deleetiomutanttiryhmien valmistaminen
bkd-geeniryhmittymdn sisdltdvdn S. avermitiliksen kromo-
somaalisen alueen tiettyyn suuntaan suunnattua DNA-sekven-
sointia varten

Eksonukleaasi I1II:a kadyttden muodostettiin sisdk-
kdisid deleetiomutanttiryhmid, joilta puuttuu tasaisesti
kasvava mddrd nukleotideja S. avermitiliksen bkd-kohde-
DNA-molekyylien toisesta tai toisesta pddstd, noudattaen
menetelmid, jotka olivat olennaisesti samanlaisia kuin
julkaisussa Henikoff, S., Methods Enzymol. 155 (1987) 156,
kuvatut menetelmdt. Yksisuuntaisten deleetiomutaatioiden
aikaansaamiseksi pilkottiin kunkin yhdistelm&-bakteriofagi
M13:n replikatiivisen muodon DNA:n kaksijuosteista DNA:ta

kahdella restriktioentsyymilld, joiden kummankin pilkko-
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miskohdat sijaitsevat kohde-DNA:n toisen pd&dn ja aluketta
sitovan kohdan v#liss&d. Restriktioentsyymi, joka pilkkoi
ldhimp&nd kohdesekvenssejd, sai aikaan tasaisen p&&n tai
sis&dn vetdytyneen 3'-puoleisen pddn; toinen entsyymi muo-
dosti vapaaksi jd&dvan 3'-pddn. Eksonukleaasi III katalysoi
5'-puoleisten mononukleotidien vaiheittaista irtoamista
kaksijuosteisen DNA:n sisddnvetdytyneistd tai tasaisista
3'-hydroksyylipdistd. Vapaaksi jddvat 3'-puoleiset pé&dat
ovat kuitenkin t8ysin resistenttejd téd&médn entsyymin aktii-
visuutta kohtaan. Tdstd syystd ainoastaan toinen tuloksek-
si saadusta lineaarisesta DNA:sta oli herkk& eksonukleaasi
III:1le ja pilkkoutuminen eteni yksisuuntaisesti pilkkou-
tumiskohdasta kohde-DNA sekvenssien suuntaan.

Esimerkkinad kuvataan seuraavaksi pCD565:n sisék-
kdisten deletioiden valmistus. Plasmidi pCD565 on M13mpl9
RF:n johdannainen, joka sis&lt&& 1,15 ke:n suuruisen Sall-
fragmentin, joka sis#dltd8d osan S. avermitiliksen bkd:n
avointa El-alfa-lukukehystd. Plasmidi pCD565 puhdistettiin
tasapainosentrifugointia kdyttden cesiumkloridi- ja eti-
diumbromidigradienteissa teoksessa Maniatis, et al. (1989)
kuvatulla tavalla. Eksonukleaasi III kykenee aloittamaan
pilkkomisensa yksijuosteisista katkoskohdista, joten on
tédrkeda kayttaa preparaattia, joka sisédltsd alle 10 ¥ re-
laksoituneita rengasmaisia molekyylej&é. Noin 10 pg plasmi-
dia pCD565 (ks. kappale "keksinndn yksityiskohtainen ku-
vaus") pilkottiin kahdella restriktiocentsyymill& k&ytt&en
entsyymejd SacI ja Xbal 37 °C:ssa 4 tunnin ajan, minka
jdlkeen seos uutettiin fenolin ja kloroformin seoksella ja
eetterilld, minkd& jdlkeen molekyylit saostettiin etanolil-
la aikaisemmin kuvatulla tavalla. Nappi suspendoitiin uu-
delleen 60 pl:aan eksonukleaasi IIl-reaktiopuskuriin (10 x
eksonukleaasi III -puskuri; 0,66 M Tris-HC1l, ph 8,0, 66 mM
magnesiumkloridi (MgCl,). DNA-liuosta inkuboitiin sitten
37 °C:ssa kéyttden seoksessa 300 yksikk&éd eksonukleaasi
III:a (Ambion Inc.), ja seoksesta poistettiin 30 sekunnin
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valein 2,5 pl:n suuruisia ndytteitd. Tamdn jdlkeen nayt-
teitd inkuboitiin Sl-nukleaasin kanssa ja kustakin ndyt-
teestd otetut ndyte-er&t analysoitiin agarocosigeelielekt-
roforeesilla. Halutun suuruisia DNA-fragmentteja sis&lta-
vadt nadytteet yhdistettiin, DNA korjattiin k&ytt&en DNA-
polymeraasi I:n Klenow-fragmenttia, ligatoitiin y6n yli ja
transfektoitiin kompetentteihin E. coli JM109 -soluihin.
Talteen saatujen kloonien sisdltdmé@n liitosjakson koko
analysoitiin kédyttédm&lld EcoRI/HindIII-restriktioentsyymi-
kdsittelyd ja agaroosigeelielektroforeesia. Sekvenssoin-
tiin wvalittiin 5 kloonia 565-D19 (1,1 ke), 565-D7 (0,88
ke), 565-d24 (0,77 ke), 565-D1 (0,51 ke) ja 565-D16 (0,36
ke). Yksijuosteinen DNA valmistettiin kustakin ndista
klooneista ja se sekvenssoitiin edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 9

Plasmidien pCD670, pCD666, pCD736 ja pCD685 konst-
ruktio kidytettdvidksi S. avermitiliksen bkd-geenien ilmen-
tédmisessd E. colissa

S. avermitiliksen bkd-geenien ilment&minen E. co-
lissa suoritettiin kdyttiden T7-RNA polymeraasi/promootto-
ri-kaksoisplasmidijdrjestelmdd olennaisesti julkaisussa
Tabor, S. (1990, teoksessa Current Protocols in Molecular
Biology, pp. 16.2.1 - 16.2,11. Greene Publishing and
Wiley-Interscience, New York) kuvatulla tavalla.

A. S. avermitiliksen bkd:n El-alfa-ORF:n sisdltdvin
pCD670:n konstruktio

S. avermitiliksen bkd:n El-alfa-geeniin liitettiin
ATG-aloituskodonin kattava Ndel-restriktiokohta. PCR-mal-
lijuoste oli plasmidi pCbh528, joka on sellainen pGEM-3Z:n
johdannainen, joka sis&ltdd 7 ke:n suuruisen S. avermiti-
liksen genomisen liitosjakson, joka sis&dltd8 El-alfa-ORF:n
aminoterminaalisen puoliskon. PCR-reaktiossa kdytettiin
alukkeina kahta oligonukleotidia (ks. kuvio 6):

1. Vasempaan suuntautunut universaalinen (vektori)
aluke 31-PCR-BP
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(5'-AAGGATCCTGCAGACAGCTATGACCATGATTACGCCA-3' ), joka kar-
toittuu pGEM-3Z:n MCS-kohdan HindIII-kohdasta my&tdsuun-
taan (asema 91 - 114). Tam&n alukkeen 5'-pddssd8 on kaksi
A:ta ja kaksi restriktiokohtaa (BamHI ja PstI) PCR-tuot-
teiden kloonauksen edistédmiseksi.

2. Mutageeninen aluke 55-PCR
(5'-AAGAGATCTCATATGACGGTCATGGAGCAGCGG-3"'. ).

Tdm&n alukkeen 5 -pddssd on kaksi A:ta, yksi G ja
kaksi restriktiokohtaa (BglIl ja Ndel). Ndel-kohta menee
osittain p&asdllekk&din El-alfan avoimen lukukehyksen ATG-
aloituskodonin kanssa. Suoritettiin polymeraasiketjureak-
tio edelld kuvatulla tavalla. Reaktiotuotteen analysoitiin
elektoforeesilla 0,8B-%:isessa agaroosigeelissd. PCR:lla
monistettu DNA-fragmentti, joka oli kooltaan oikea (noin
1,1 ke:n pituinen), elektroeluoitiin, pilkottiin restrik-
tioensyymeilld Ndel ja BamHI ja jatkokloonattiin Ndel/
BamHI-seoksella linearisoituun plasmidiin pT7-7 plasmidin
pCD663 muodostamiseksi ligaation ja E. coli DH5-alfa -so-
luihin suoritetun transformaation jalkeen. Noin 1 pg plas-
midia pCD663 (valmistettu E. coli~ kannasta CD663 kdyttden
miniprep-plasmidin valmistusmenetelmds) linearisoitiin
BamHI:1lla, defosforyloitiin ja ligatoitiin lopuksi kayttéa-
mé&lls seoksessa noin 0,5 pg elektroeluoitua puhdistettua
1,1 ke:n suuruista BamHI-fragmenttia, joka oli eristetty
plasmidista pCD550 pilkkomalla t&m& BamHI:1lla, plasmidin
pCD670 muodostamiseksi. 1,1 ke:n suuruisen BamHI-fragmen-
tin oikea orientaatio viimeksi mainitussa konstruktiossa
mddritettiin liitosjaksossa olevien Sall-kohtien Kkartoi-
tuksella. Lopuksi plasmidi pCD670 liitettiin E. coli -kan-
taan C600, joka sisdlsi plasmidin pGPl-2 (t&md plasmidi
sisdltd8 T7:n RNA-polymeraasigeenin) (tdtd on késitelty
julkaisussa Tabor, 1990). Jatkotutkimuksia varten valit-

tiin yksi transformantti, ja sille annettiin nimitys
CD676.
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B. S. avermitiliksen bkd:n El-beeta-ORF:n sisdltd-
vdn pCD666:n konstruktio

S. avermitiliksen bkd:n El-beeta-geeniin liitettiin
ATG-aloituskodonin kattava NdeI-restriktiokohta kéayttéden
PCR:88n perustuvaa menetelmdd. PCR-malljijuoste o0li plasmi-
di pCD574, joka on sellainen pGEM-3Z:n johdannainen, joka
sis8lt&8 4,5 ke:n suuruisen S. avermitiliksen genomisen
liitosjakson, joka sis&ltdd8 El-beetan ORF:n. Kaksi PCR-
reaktiossa alukkeina kdaytettyd oligonukleotidia olivat
(ks. my®ds kuvio 6):

1. Vasemmalle suuntautuvaa universaali (vektori-)
aluke 30-PCR-BP:
(5'-AAGGATCCTGCAGCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGA-3') kartoittuu
pPGEM3Z MCS:n EcoRI-kohdan suhteen vastasuuntaan (paikkaan
2689-2712). Taman alukkeen 5" -pddssd on kaksi A:ta ja kak-
si restriktiokohtaa (BamHI ja Pstl) PCR-tuotteiden kloo-
nauksen edist@miseksi.

2. Oikealle suuntautuva mutageeninen aluke 56~PCR:
(5'-AAGAGATCTCATATGACCACCGTTGCCCTGAAG-3'). Témd&n alukkeen
5'-péddssa on kaksi A:ta, yksi G ja kaksi restriktiokohtaa
(BglII ja NdeI). NdeI-kohta menee pé&idllekk&din El-beetan
avoimen lukukehyksen ATG-aloituskodonin suhteen. Polyme-
raasiketjureaktio suoritettiin edelld kuvatulla tavalla.
Reaktiotuotteet analysoitiin k&yttdmdlld elektroforeesia
0,8-%:isessa agaroosigeelissd. PCR:lla monistettu DNA-
fragmentti, joka oli kooltaan oikea (noin 1,9 ke:n pitui-
nen), elektroeluoitiin, pilkottiin restriktiocensyymeilléd
Ndel ja EcoRI ja jatkokloonattiin NdeI/EcoRI-seoksella
linearisoituun plasmidiin pT7-7 plasmidin pCD666 muodosta-
miseksi ligaation ja E. coli DH5-alfa-soluihin suoritetun
transformaation j&lkeen. Lopuksi plasmidi pCD666 liitet-
tiin E. coli -kantaan C600, joka sisd@lsi plasmidin pGP1l-2
(plasmidi, joka sisdltad T7:n RNA-polymeraasigeenin) (ks.
Tabor, 1990). Jatkotutkimuksiin valittiin yksi transfor-

mantti ja sille annettiin nimitys CD673-kanta.
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C. S.avermitiliksen bkd:n El-alfa- ja El-beeta-
ORF:t sisdltavdn pCD736:n konstruktio

Noin 2 pg plasmidia pCD670 linearisoitiin pilkko-
malla se osittain BamHI:1lla. Plasmidin pCD670 lineaarisen
muodon aikaansaamiseksi otettiin naytteitd BamHI-pilkko-
misseoksesta ajankohtina, jotka olivat 1, 3, 5, 10 ja 20
minuuttia. N&gytteille suoritettiin ajo 0,8-%:isessa aga-
roosigeelissd. Lineaarinen muoto (noin 4,3 ke:n pituinen)
otettiin talteen elektroeluoimalla ja t&m& defosforyloi-
tiin kdyttden CIAP:td (menetellen edelld kuvatulla taval-
la). Tamdn j&lkeen puolet plasmidin pCD670 defosforyloi-
dusta lineaarisesta muodosta ligatoitiin plasmidista
pCD577 eristettyyn 0,8 ke:n suuruiseen BamHI/BglII-frag-
menttiin. Ligaatioseosta kidytettiin kompetenttien E. coli
DH5-alfa -solujen transformointiin. Otettiin talteen 10
kloonia, jotka analysoitiin miniprep-menetelmdlld valmis-
tetun plasmidi-DNA:n restriktioanalyysill&. Yksi klooni,
jolle annettiin nimitys CD736-kanta, sisdlsi oikealla ta-
valla kokoonpannun plasmidin pCD736. Lopuksi plasmidi
pCD736 liitettiin E. coli C600 -kantaan, joka sis&lsi
plasmidin pGPl1-2. Jatkotutkimuksia varten valittiin yksi
transformantti ja sille annettiin nimitys CD737-kanta.
Vield yksi klooni, jolle annettiin nimitys CD705-kanta,
sisdlsi plasmidin pCD705, jossa oli 0,8 ke:n suuruinen
BamHI/BglII-fragmentti vd&rdssd orientaatiossa. Konstruk-
tiota pCD705 kdytettiin negatiivisena kontrollina ilmentd-
miskokeessa.

D. S.avermitiliksen bkd-geeniryhmittymin sisdltdvin
pCD685:n konstruktio

Jéljelld oleva toinen puoli plasmidin pCD670 defos-~
foryloitua lineaarista muotoa, joka oli saatu aikaan edel-
18 kuvatulla tavalla pilkkomalla osittain restriktioent-
syymilld BamHI, ligatoitiin plasmidista pCDS577 eristettyyn
7 Ke:n suuruiseen BamHI-fragmenttiin. Ligaatioseosta K&y-

tettiin kompetenttien E. coli DH5-alfa -solujen transfor-
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mointiin. Saatiin talteen useita klooneja, joista wvalit-
tiin jatkotutkimuksiin 16 kloonia. Plasmidi-DNA uutettiin
ja se analysoitiin restriktioanalyysilld. Yksi Kklooni,
jolle annettiin nimitys CD685, sisdlsi oikealla tavalla
kokoonpannun plasmidin (pCD685). Lopuksi pCD685-plasmidi
liitettiin E. coli C600 -kantaan, joka sis#dlsi pGPl-2-
plasmidin. Jatkotutkimuksia varten valittiin yksi trans-
formantti ja tdlle annettiin nimitys CD687-kanta.

Esimerkki 10

S. avermitiliksen bkd-geenien ilmentdminen Esche-
richia colissa kidyttien T7-kaksoisplasmidijirjestelmid

E. coli C600:n (pGP-1) johdannaisia, jotka sisdlsi-
vdt eri pT7-7-konstruktioita (kannat CD676, CD673, CD737
ja CD687), kasvatettiin yon yli 30 °C:ssa 5 ml:ssa LB-me-
diumia, joka sis#lsi sek& kanamysiinid (60 pg/ml) ettd am-
pisilliinis (60 pg/ml). Y6n yli kasvatetut viljelmdt lai-
mennettiin sitten suhteessa 1:40 (0,25:10,00 ml) viljelta-
vdksi koeputkessa (25 x 150 mm), joka sisdlsi tuoretta
LB/ampisilliini/kanamysiini-mediumia, ja sit& kasvatettiin
ravistelijassa ilmastaen 30 °C:n lampdtilassa siihen asti,
kunnes mddritetty optinen tiheys (ODg,) oli noin 0,4. T4-
RNA-polymeraasigeeni indusoitiin kohottamalla l&mp&tila
42 °C:seen 30 minuutin ajaksi, joka puolestaan indusoi T7-
promoottorin ohjaaman(t) geenin(t) (julkaisussa Tabor, S.,
1990, kuvatulla tavalla). Lampdtila alennettiin lopuksi
37 °C:seen ja soluja kasvatettiin vield 90 minuuttia ra-
vistellen. Indusoimattomia kontrolliviljelmi& pidettiin
koko ajan 30 °C:ssa. Proteiinit analysoitiin natriumdode-
kyylisulfaatti (SDS) - polyakryyliamidigeelielektroforee-
silla julkaisussa Denoya, C.D., et al., J. Bacteriol. 168
(1986) 1133 - 1141 kuvatulla tavalla. Entsyymiaktiivisuus

analysoitiin esimerkissd 11 kuvatulla tavalla.
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Esimerkki 11

S. avermitiliksen BCKDH:n El-aktiivisuuden mddritys
yhdistelmd-E. coli -kantojen raakauutteissa

A. Solulysaatin valmistus

Solut (n&mi olivat perédisin 8 ml:n suuruisista vil-
jelmistd) koottiin talteen sentrifugoimalla (5 minuuttia
nopeudella 5 000 kierrosta minuutissa - 3 000 x g - ké&yt-
tden Sorvall SS-34 -roottoria, joka oli ja&hdytetty l&mp&-
tilaan 4 °C), ja solut suspendoitiin uudelleen 5 ml:aan
"hajotuspuskuria” (0,05 M kaliumfosfaattipuskuri, pH 7,0,
joka sisdltdda 3 % Triton X-100:aa, 15 % glyserolia, 3 mM
ditiotreitolia, 1 mg/ml kalkkunan munanvalkuaisen trypsii-
ni-inhibiitoria, 5 mM EDTA:a, ja 0,04 mM TPP:td [tiamiini-
pyrofosfaattial ). Uudelleen suspendoidut solut siirrettiin
French-puristimeen ja solut hajotettiin johtamalla ne
lajtteen l1l8pi kerran 34 mPa:n (5 000 x psi:n) paineessa.
French-puristimesta saatu 1,5 ml:n suuruinen ndyte siir-
rettiin tédm&n jdlkeen mikrosentrifugiputkeen ja se selkey-
tettiin 30 sekunnin mittaisella sentrifugoinnilla nopeu-
della 14 000 kierrosta minuutissa. Kuhunkin entsyymim&&-
ritykseen kaytettiin kustakin supernatantista otettuja
100 pl:n suuruisia ndytteitd. Proteiinikonsentraatio md&-
ritettiin Bio-Rad-proteiinimddrityksella (Bio-Rad Labora-
tories, Richmond, Kalifornia), joka perustuu Bradfordin
kehittamdidn v&riaineen sitoutumismenetelmaan [Bradford,
M., Anal. Biochem. 72 (1976) 248].

B. S. avermitiliksen haaraketjuisten alfa-ketohap-
pojen dehydrogenaasi (BCKDH) -kompleksin El-komponentin
madritys

BCKDH:n El-aktiivisuus mddritettiin modifioidullé
muunnoksella radiokemiallisesta mdarityksestd, joka on
kuvattu aikaisemmin [Chuang, D.T., Methods Enzymol. 166
(1988) 146 - 154; ja Hafner, E.W., et al., J. Antibiotics
44 (1991) 349]. 15 ml:n vetoisen lasista valmistetun tui-
kepullon pohjalle 1lis&dttiin: 0,148 ml 0,25 M kaliumfos-
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faattipuskuria, ph 6,5; 0,002 ml 0,1 M etyleenidiamiini-
tetraetikkahappoa (EDTA, dinatriumsuola); 0,004 ml1 O,1 M
MgCl,:ta; 0,02 ml 3,7 mM tiamiinipyrofosfaattia (TPP):;
0,02 ml 37 mM Na,S0,:8&, 0,01 ml 37 mM 2, 6-dikloorifenoli-
indofenolia (natriumsuola, Sigma D-1878); 0,008 ml alfa-
[1-*C]-ketoisokaproaatin kantaliuosta (valmistettu edelléa
kuvatulla tavalla); 0,058 ml vettd; ja 0,1 ml selkeytet-
tyd solutonta uutetta. Pullon suu peitettiin valittdmasti
Whatman A4CHR-paperilla (Whatmanin tuoteluettelon numero
3004614), johon oli imeytetty Solvablea (kudos- ja gee-~
lisolubilisointireagenssi, joka o0li hankittu yhtitst& NEN-
Dupont). Pullo suljettiin muovikorkilla, joka asetettiin
tiukasti paikoilleen, ja sekd& korkki ett& pullon ylempi
puolisko kd&drittiin parafilmiin ja inkuboitiin varovasti
ravistellen 2 tuntia 30 °C:ssa. Inkuboinnin padtyttyd suo-
datinpaperi siirrettiin lasista valmistettuun 7 ml:n tui-
kepulloon, joka sisdlsi 4 ml radioaktiivisuuden madritta-
miseen kdytettdvidd "Ready Safe" (Beckman) -tuikenesteseos-
ta. Alfa-[1-'"C]-ketoisokaproaatin kantaliuos valmistettiin
lis&dm&llsa 5,6 mikrolitraa 20 mM alfa-ketoisckaproaattia
(natriumsuola, Sigma, K-0629), 50 mikrolitraa alfa-[1-*C]-
ketoisokaproaattia (55 mCi/mmol, 50 uCi/ml, Amersham), ja
sellainen madrd vettd, ettd seoksen lopulliseksi tilavuu-
deksi saatiin 1 ml. Haaraketjuisten alfa-ketohappojen de-
hydrogenaasin El-komponentin ominaisaktiivisuus on ilmoi-
tettu pikomooleina vapautunutta CO,:ta minuutissa kutakin
proteiinimilligrammaa kohti, kuten seuraavasta taulukosta

I kdy ilmi.
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Taulukko I
Haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasin El-ak-
tiivisuus yhdistelmd-E. coli -solujen raakauutteissa

BCKDH:n El:n spe-
Konstruktio Plasmidi Kanta Induktio sifinen aktiivi-

suus!-?
Ei liitos- pT7-7 CD677 + 0,9
jaksoa
El-a pCD670 CD676 - 0,6
+ 0,8
El-b pCD666 CD673 - 0,5
+ 0,7
El-[a+b] pCD736 CD737 - 2,0
+ 13,7
El-[a+b]? pCD705 CD705 - 0,9
+ 0,5
El-[a+b]-E2- pCD685 CD687 - 2,9
E3
+ 6,0

! Haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasin El-kom-~
ponentin spesifinen aktiivisuus on pikomooleja kehittynyt-
tad CO,:ta minuutissa yhtd proteiinimilligrammaa kohti.

? Tulokset ovat keskiarvoja kahdesta rinnakkaisesta madri

tyksesta.

3 Tassd konstruktiossa on avoimen El-beetan lukukehyksen
c-terminaalinen osa vddridassd orientaatiossa ja sitd kay-

tettiin negatiivisena kontrollina.

SEKVENSSI ID:iden kuvaus
SEKVENSSI ID NO:1 on S. avermitiliksen BCKDH:n El-
alfa-alayksikkod koodaava DNA-sekvenssi. Ta@m& sekvenssi on

myds kuvattu kuviossa 4 emd@ksind 403 -~ 1548.



10

15

20

25

30

54

SEKVENSSI ID NO:2 on S. avermitiliksen BCKDH:n El-
beeta-alayksikkdd8 koodaava DNA-sekvenssi. Tamd sekvenssi
on myts kuvattu kuviossa 4 em8ksind 1622 - 2626.

SEKVENSSI ID NO:3 on DNA-sekvenssi, joka aloittaa
sen avoimen lukukehyksen, joka koodaa S. avermitiliksen
BCKDH:n E2-alayksikén aminoterminaalista osaa. T&dm& sek-
venssi on my®s esitetty kuviossa 4 emdksinég 2626 - 2727.

SEKVENSSI ID NO:4 on DNA-sekvenssi, joka edustaa
pCD539:n emé8ksid 3 - 251. Tamd3 on S. avermitiliksen
BCKDH:n E2-alayksikk&d koodaavan geenin osittainen sisdi-
nen sekvenssi. Tadmé& sekvenssi on myds esitetty kuviossa 5.

SEKVENSSI 1ID NO:5 edustaa kuviossa 4 kuvatun S.
avermitiliksen genomisen DNA-fragmentin 2728 emdsparia ja
sisdltdd8 S. avermitiliksen BCKDH:n El-alfa-, El-beeta- ja
E2 (osittainen) -alayksikk®djen avoimet lukukehykset.

SEKVENSSI ID NO:6 on S. avermitiliksen BCKDH:n El-
alfa-alayksikdén aminohapposekvenssi. Tamd aminohapposek-
venssi on SEKVENSSI ID NO:1:n mukaisen DNA-sekvenssin koo-
daama.

SEKVENSSI ID NO:7 on S. avermitiliksen BCKDH:n El-
beeta-alayksikén aminohapposekvenssi. Tam8 aminohapposek-
venssi on SEKVENSSI ID NO:2:n mukaisen DNA-sekvenssin koo-
daama.

SEKVENSSI ID NO:8 on S. avermitiliksen BCKDH:n E2-
alayksiktén aminoterminaalisen osan aminohapposekvenssi.
Tamd8 aminohapposekvenssi on SEKVENSSI ID NO:3:n mukaisen
DNA-sekvenssin koodaama.

SEKVENSSI ID NO:9 on sellainen aminohapposekvenssi,
jota koodaa pCD539:n emdsten 3 - 251 edustama DNA-sekvens-
si (SEKVENSSI ID NO:4). T&m# aminohapposekvenssi edustaa
S. avermitiliksen BCKDH:n E2-alayksikdn sisdistd@ peptidi-

fragmenttia.
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(2)
(1)

(ii)
(iii)
(xi)
ATGACGGTCA
CGCACCGACC
GCGGCCGCGG
CGCCGCTACA
TCGAGCACGG
TGGCTCTTCC
CAGGCGCTCA
ATCGCGCCCC
GCCGCCCGCC
AGCGAGGGCG
TTCCTCGTGC
CCGTCGCTGG
GACGCGGCGG
GGGCCGACGC
GCGACGCGCT
CTCCTGGAGC
CGCGAGGACG
CTGGACCCCA
CAGGAAGCCC
CGATGA
(2)

(1)

(ii) MOLECULE TYPE:

(A) LENGTH:
(B) TYPE:

(C) STRANDEDNESS:
(D) TOPOLOGY:

HMOLECULE TYPE:

TGGAGCAGCG GGGCGCTTAC CGGCCCACAC CGCCGCCCGC CTGGCAGCCC

INFORMATION FOR SEQ ID NO:1:

56

SEQUENCE CHARACTERISTICS:

1146 base pairs

nucleic acid
double

linear

cDNA

HYPOTHETICAL: NO

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:

CCGCGCCACT GCTGCCCGAC GCGCTGCCCC ACCGCGTCCT

AGGCCGACCC
ACACGCAGGC
GCCAGGAGGC
CCAGCTACCG
CCCTCCTGCG
TGTGCACCCC
TCARGGGCGA
ACTTCCACGA
AGAACAACGG
CCCACAAGGC
CCGTGCACGA
TCGTGGAGGC
ACCGGGGGGA
ACGAGTTGAC
CCGAGGCGAT
TGGACCTGTT

AGTTGCGGGC

(A) LENGTH:
(B) TYPE:

(C)

GCTACTGCTG
CACGGCTCTC
CTGCGAGGTC
GGACACCCTC
CGGCGACTGG
TCTCGCGACC
CGACGTGGTC
GGCACTGAAC
CTTCGCCATC
CGTCGGCTAC
GGTCCTCAGC
GGTGACCTAC
CTCCGAGGTG
CGAACGCGGG
GGCCGCGGAC
CGCCCATGTG

CGAGCTGGCA

INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:

CGCCGCCTGT
ACCAAGCAGG
GCCGCCGCGC
GCCGCCCTCG
CACACCGGGT
CAGCTCCCGC
GCGCTCGCCC
TTCGCCGCCG
TCCGTCCCGC
GGGATGCCGG
GACGCCGTGG
CGCATCGACG
GAGGCCTGGC

CTGCTCGACG

ACGCGGAGCT
GCCGGCTCGC
TCGTGCTGGA
CCCGCGGCCT
ACGACCCCCG
ACGCCGTCGG
TGGTCGGCGA
TCTGGCAGGC
TCGCCAAGCA
GCCGCCTGGT
CCCACGCGCG
CCCACACCAA
GCGCGCACGA

AGGACGGCAT

GGGCACCGAG
GGTGCGCGGC
CGTCTACCCG
GGAGCGCGAC
CGATCCCGTC
TGAGCACCGC
CCTCGCGCAC
CGGCGGCACC
GCCGGTCGTC
GACCGCCGCC
CGACGGCAAC
CGCGGGAGGG
CGCCGACGAC
CCCGATéGCG

CCGGGCCGCC

CTGCGCGCAC GCATGAACCA GGATCCGGCC

TATGCCGAGC

CCACCCCCCA GCTGCGGGAG

GCGGAGGCCG ACGGGCCCCA AGGAGTCGGC

SEQUENCE CHARACTERISTICS:

1005 base pairs

nucleic acid
STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY':

linear

cDNA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1146



{xi) SEQUENCE DESCRIPTION:

ATGACCACCG
GACGCCATGG
GGGGTCTTCC
ACGCCGCTCG
CGGCCGGTCG
AGCCATGTCG
CGTGTCCCCT
TACTACATGG
GGGCTGCTGC
CTGTACTGGT
CGCGCGGTGG
CCCGTCTIGCC
GATCTGCGCT
GGACGCGCCG
GCGGGCATCA
-TTCGACATCC

ATCCTGGACG

TTGCCCTCAA GCCGGCCACC ATGGCGCAGG CACTCACACG CGCGTTGCGT

CCGCCGACCC
GGGTCACCGA
CCGAGGCAGG
TCGAGATGCA
CGCGGGATGC
ACGGCGGCGG
CGACTCCGGG
GCGCCGCCAT
CGAAGGACTC
TGCGGCGCTC
TGGAGGCGGC
CCCTGGTGCC
TCGTCGTGCA
CCGAGCGCTG
CGTATCCGCC

CGGTGGGGCG

CGCCGTCCAC
CGGGCTCGCC
CATCCTCGGC
GTTCGACGCG
GCAACGCACC
AATCGGCGGA
GCTCCATGTC
CGCCTCCGAC
CTGGAACCCG
GGGCCGGAGC
CGAGGCGGCC
CTTCGACGAC
CGAGTCGGGT
CTTCCACCAT
GCCGATGCTG

GCTTCAGTGG

{(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:
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SEQ ID NO:2:

GTGATGGGCG AGGACGTCGG CACGCTCGGC

AAGGAGTTCG
ACGGCCGTCG
TTCGCGTACC
CGCGGGGCGA

GTCGAACACC

-GTCACGCCCG

GACCCGGTCG
GACGAGCCGG
GCCACGCTCA
CGGGCCGAGG
GAGACGGTTG
GGTTACGGCG
CTGGAGGCGC

GAGCGCCATC

GCGAGGACCG
GCATGGCGAT
CGGCGTTCGA
TGCCGCTGCC
ACAGCGACTC
CCACGGTCGC
TCTTCCTGGA
GGACCGTTGA
TCACGTACGG
GCTGGGACCT
TGCGCGTCGG
GCCCGGGCGG
CGGTGCTGCG

ATCTGCCCGG

GAGGCGGGGA GCTGA

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(ii) MOLECULE TYPE:
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION:

ATGGCCCAGG TGCTCGAGTT CAAGCTCCCC GACCTCGGGG AGGGCCTGAC CGAGGCCGAG

(A) LENGTH: 102 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY: linear

cDNA

SEQ 1D NO:3:

ATCGTCCGCT GGCTGGTGCA GGTCGGCGAC GTCGTGGCGA TC

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:4:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 249 base pairs

{ii) MOLECULE TYPE:

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION:

(B) TYPE:

(C) STRANDEDNESS:
(D) TOPOLOGY:

nucleic acid
double

linear

CDNA

SEQ ID NO:4:

CTGCACGGAC
GTACGGGCTG
GCAGCTCATC
GATCACCATC
CTCCGAGGCG
CGACGCGTAC
GCCCAAGCGG
ACCGATAGGC
GCCTTCCCTG
CGAAGTCGTC
TGCGCGGACC
GGAGATCGCC
CGTCGCCGGG

TGTCGACCGG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1005

60

102



ATCTCCCTCA

TCGCGCTGCT CGCCAGGATC TGCACCGCCG CACTGGCCCG CTTCCCCGAG

58

CTCAACTCCA CCGTCGACAT GGACGCCCGC GAGGTCGTAC GGCTCGACCA GGTGCACCTG

GGCTTCGCCG CGCAGACCGA ACGGGGGCTC GTCGTCCCGG TCGTGCGGGA CGCGCACGCG

CGGGACGCCG AGTCGCTCAG CGCCGAGTTC GCGCGGCTGA CCGAGGCCGC CCGGACCGGC

ACCCTCACA

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:5:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
2728 base pairs

(ii) MOLECULE TYPE:

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5:

GTCGACGCGG
GTAGGCATTG
GTCCGCCTGG
CAGGGGTACC
CCTTACCATG
ACGGTGCCTG
CCCGTGGCGC
CGGGGCGCTT
CTGCTGCCCG
CCGCTACTGC
GCCACGGCTC
GCCTGCGAGG
CGGGACACCC
CGCGGCGACT
CCTCTCGCGA
GACGACGTGG
GAGGCACTGA
GGCTTCGCCA
GCCGTCGGCT
GAGGTCCTCA

GCGGTGACCT

(A) LENGTH:
(B) TYPE:

(C) STRANDEDNESS:
(D) TOPOLOGY:

GCTCCGAARC CGCGGATCAC GCCGTCGTCG ATGAGCCGGT TGATTCGCGC

GCACGCGACA
AGCATCTGGA
CCGGGCTCCG
GACGTAGTGC
TAGCCAARAAT
GCCCAAAGCC
ACCGGCCeAac
ACGCGCTGCC
TGCGCCGCCT
TCACCAAGCA
TCGCCGCCGC
TCGCCGCCGT
GGCACACCGG
CCCAGCTCCC
TCGCGCTCGC
ACTTCGCCGC
TCTCCGTCCC
ACGGGATGCC
GCGACGCCGT

ACCGCATCGA

nucleic acid
double

linear

cDNA

CGTGGGCGCG
GGATGTCCTG
CTCCCTCGGC
GTTCATTCCA
GTGCCGACGA
GCTCCCACGA
ACCGCCGCCC
CCACCGCGTC
GTACGCGGAG
GGGCCGGCTC
GCTCGTGCTG
CGCCCGCGGC
GTACGACCCC
GCACGCCGTC
CCTGGTCGGC
CGTCTGGCAG
GCTCGCCAAG
GGGCCGCCTG
GGCCCACGCG

CGCCCACACC

CTCGGCCACG
ATCGATGGCG
CATTTGTTCA
GGCTGTGGAG
CCGAACAATC
GGAGGTGCCG

GCCTGGCAGC

CTGGGCACCG

CTGGTGCGCG
GCCGTCTACC
GAGGAGCGCG
CTCGATCCCG
CGTGAGCACC
GGCCTCGCGC
GACGGCGGCA
GCGCCGGTCG
CAGACCGCCG
GTCGACGGCA
CGCGCGGCAG

ARCGCCGACG

GACCGTATCG
TCCAGCGGGC
GGTGCCATGT
AACCGTTTGT
GGTAGGTGAG
TCATGACGGT
CCCGCACCGA
AGGCGGCCGC
GCCGCCGCTA
CGTCGAGCAC
ACTGGCTCTT
TCCAGGCGCT
GCATCGCGCC
ACGCCGCCCG
CCAGCGAGGG
TCTTCCTCGT
CCCCGTCGCT
ACGACGCGGC
GGGGGCCGAC

ACGCGACGCG

AGGCGCGGCC
GGGCGGGCGG
CCTCCGGCCT
CCACAGCCTG
GCGCCTCACA
CATGGAGCAG
CCCCGCGCCA
GGAGGCCGAC
CAACACGCAG
GGGCCAGGAG
CCCCAGCTAC
CACCCTCCTG
CCTGTGCACC
CCTCAAGGGC
CGACTTCCAC
GCAGAACAAC
GGCCCACAAG
GGCCGTGCAC
GCTCGTGGAG

CTACCGGGGG

60
120
180
240

249

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200

1260



GACTCCGAGG
ACCGAACGCG
ATGGCCGCGG
TTCGCCCATG
GCCGAGCTGG
ATCGGGCCCC
GATGACCACC
TGACGCCATG
CGGGGTCTTC
CACGCCGCTC
GCGGCCGGTC
CAGCCATGTC
CCGTGTCCCC
GTACTACATG
CGGGCTGCTG
GCTGTACTGG
CCGCGCGGTG
GCCCGTCTGC
CGATCTGCGC
CGGACGCGCC
CGCGGGCATC
GTTCGACATC
GATCCTGGAC
GAGTTCAAGC
GTGCAGGTCG
(2)

(1)

(ii)
(xi)

Met

TGGAGGCCTG
GGCTGCTCGA
ACCTGCGCGC
TGTATGCCGA
CAGCGGAGGC
GAGAAGCGGG
GTTGCCCTCA
GCCGCCGACC
CGGGTCACCG
GCCGAGGCAG
GTCGAGATGC
GCGCGGGATG
TACGGCGGCG
GCGACTCCGG
CGCGCCGCCA
TCGAAGGACT
GTGCGGCGCT
CTGGAGGCGG
TCCCTGGTGC
GTCGTCGTGC
ACCGAGCGCT
CCGTATCCGC
GCGGTGGGGC
TCCCCGACCT

GCGACGTCGT

59

GCGCGCGCAC GACCCGATCG
CGAGGACGGC ATCCGGGCCG
ACGCATGAAC CAGGATCCGG
GCCCACCCCC CAGCTGCGGG
CGACGGGCCC CAAGGAGTCG
CCGATGACCT CCGTTGGCCT
AGCCGGCCAC CATGGCGCAG
CCGCCGTCCA CGTGATGGGC
ACGGGCTCGC-CAAGGAGTTC
GCATCCTCGG CACGGCCGTC
AGTTCGACGC GTTCGCGTAC
CGCAACGCAC CCGCGGGGCG
GAATCGGCGG AGTCGAACAC
GGCTCCATGT CGTCACGCCC
TCGCCTCCGA CGACCCGGTC
CCTGGAACCC GGACGAGCCG
CGGGCCGGAG CGCCACGCTC
CCGAGGCGGC CCGGGCCGAG
CCTTCGACGA CGAGACGGTT
ACGAGTCGGG TGGTTACGGC
GCTTCCACCA TCTGGAGGCG
CGCCGATGCT GGAGCGCCAT
GGCTTCAGTG GGAGGCGGGG
CGGGGAGGGC CTGACCGAGG

GGCGATCG

INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:

SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 3Bl amino acids
(B) TYPE: amino acid

(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

SEQUENCE DESCRIPTION:

MOLECULE TYPE: peptide

SEQ ID NO:6:

CGCTCCTGGA
CCCGCGAGGA
CCCTGGACCC
AGCAGGAAGC
GCCGATGAAG
TTGGCCGGAA
GCACTCACAC
GAGGACGTCG
GGCGAGGACC
GGCATGGCGA
CCGGCGTTCG
ATGCCGCTGC
CACAGCGACT
GCCACGGTCG
GTCTTCCTGG
GGGACCGTTG
ATCACGTACG
GGCTGGGACC
GTGCGCGTCG
GGCCCGGGCG
CCGCTGCTGC
CATCTGCCCG
AGCTGATGGC

CCGAGATCGT

5 10

GCACGAGTTG
CGCCGAGGCG
CATGGACCTG
CCAGTTGCGG
AGAGTTGACC
GGAGCCGGGC
GCGCGTTGCG
GCACGCTCGG
GCTGCACGGA
TGTACGGGCT
AGCAGCTCAT
CGATCACCAT
CCTCCGAGGC
CCGACGCGTA
AGCCCAAGCG
AACCGATAGG
GGCCTTCCCT
TCGAAGTCGT
GTGCGCGGAC
GGGAGATCGC
GCGTCGCCGG
GTGTCGACCG
CCAGGTGCTC

CCGCTGGCTG

15

.

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2728

Thr Val Met Glu Gln Arg Gly Ala Tyr Arg Pro Thr Pro Pro Pro



Ala
Pro
Leu
Thr
€5

Ser
Glu
vVal
Asp
Cys
145
Ala
Asp
Ala
Ala
His
225
Asp
Arg
Asp
Glu
Glu
305
Arg

Gln

Glu

Trp
His
Leu
50

Gln
Ser
Glu
Ala
Trp
130
Thr
Ala
Gly
val
Ile
210
Lys
Ala
Ala
Ala
Val
290
Leu
Glu

Asp

Pro

Gln
Arg
35

Arg
Ala

Thr

Arg

Gly
Trp
195
Ser
Ala
Ala
Gly
His
275
Glu
Thr
Asp

Pro

Thr

Pro
20

Val
Arg
Thr
Gly
Asp
100
Gly
Thr
Leu
Leu
Thr
180
Gln
val
val
Ala
Gly
260
Thr
Ala
Glu
Ala
Ala

340

Pro

Arg

Leu

Leu

Ala

Gln

85

Trp

Leu

Gly

Ala

Lys

165

Ser

Ala

Pro

Gly

val

245

Gly

Asn

Trp

Arg

Glu

325

Leu

Gln

Thr

Gly

Tyr

Leu

Glu

Leu

Asp

Tyr

Thr

150

Gly

Glu

Pro

Leu

Tyr

230

His

Pro

Ala

Arg

Gly

310

Ala

Asp

J.eu

Asp

Thr

Ala

55

Thr

Ala

Phe

Pro

Asp

135

Gln

Asp

Gly

Val

Ala

215

Gly

Glu

Thr

Asp

Ala

295

Met

Pro

Arg

60

Pro

Glu

40

Glu

Lys

Cys

Pro

val

120

Pro

Leu

Asp

Asp

val

200

Lys

Met

val

Leu

Asp

280

His

Leu

Ala

Met

Glu

Ala

25

Ala

Leu

Gln

Glu

Ser

105

Gln

Arg

Pro

Val

Phe

185

Phe

Gln

Pro

Leu

Val

265

Ala

Asp

Asp

Ala

Asp

345

Gln

Pro
Ala
Val
Gly
Val
90

Tyr
Ala
Glu
His
Val
170
His
Leu
Thr
Gly
Ser
250
Glu
Thr
Pro
Glu
Asp
330

Leu

Glu

Leu

Ala

Arg

Arg

75

Ala

Arg

Leu

His

Ala

158

Ala

Glu

Val

Ala

Arg

235

Asp

Ala

Arg

Ile

Asp

31s

Leu

Phe

Ala

Leu

Glu

Gly

60

Leu

Ala

Asp

Thr

Arg

140

Val

Leu

Ala

Gln

Ala

220

Leu

Ala

val

Tyr

Ala

300

Gly

Arg

Ala

Gin

Pro
Ala
45

Arg
Ala
Ala
Thr
Leu
125
Ile
Gly
Ala
Leu
Asn
205
Pro

Val

val

Thr

Arg

285

Leu

Ile

Ala

His

Leu

Asp

Asp

Arg

Val

Leu

Leu

110

Leu

Ala

Leu

Leu

Asn

190

Asn

Ser

Asp

Ala

Tyr

270

Gly

Arg
Arg
Val

350

Arg

Ala
Pro
Tyr
Tyr
val
95

Ala
Arg
Pro
Ala
val
175
Phe
Gly
Leu
Gly
His
255
Arg
Asp
Glu
Ala
Met
335

Tyr

Ala

Leu
Leu
Asn
Pro
80

Leu
Ala
Gly
Leu
His
160
Gly
Ala
Phe
Ala
A8n
240
Ala
Ile
Ser
His
Ala
320
Asn

Ala

Glu
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355 360 365

Leu Ala Ala Glu Ala Asp Gly Pro Gln Gly Val Gly Arg
370 378 380

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:7:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 334 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D} TOPOLOGY: linear

(1i) MOLECULE TYPE: peptide
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:

Met Thr Thr Val Ala Leu Lys Pro Ala Thr Met Ala Gln Ala Leu Thr
1 5 10 15

Arg Ala Leu Arg Asp Ala Met Ala Ala Asp Pro Ala Val His Val Met
20 25 30

Gly Glu Asp Val Gly Thr Leu Gly Gly Val Phe Arg Val Thr Asp Gly
35 40 45

Leu Ala Lys Glu Phe Gly Glu Asp Arg Cys Thr Asp Thr Pro Leu Ala
50 55 60

Glu Ala Gly Ile Leu Gly Thr Ala Val Gly Met Ala Met Tyr Gly Leu
65 70 75 80

Arg Pro Val Val Glu Met Gln Phe Asp Ala Phe Ala Tyr Pro Ala Phe
85 S0 95

Glu Gln Leu Ile Ser His Val Ala Arg Asp Ala Gln Arg Thr Arg Gly
100 108 110

Ala Met Pro Leu Pro Ile Thr Ile Arg Val Pro Tyr Gly Gly Gly Ile
118 120 125

Gly Gly Val Glu His His Ser Asp Ser Ser Glu Ala Tyr Tyr Met Ala
130 135 140

Thr Pro Gly Leu His Val Val Thr Pro Ala Thr Val Ala Asp Ala Tyr
145 150 : 155 160

Gly Leu Leu Arg Ala Ala Ile Ala Ser Asp Asp Pro Val Val Phe Leu
165 170 1758

Glu Pro Lys Arg Leu Tyr Trp Ser Lys Asp Ser Trp Asn Pro Asp Glu
180 185 190

Pro Gly Thr Val Glu Pro Ile Gly Arg Ala Val Val Arg Arg Ser Gly
195 200 205

Arg Ser Ala Thr Leu Ile Thr Tyr Gly Pro Ser Leu Pro Val Cys Leu
210 215 220

Glu Ala Ala Glu Ala Ala Arg Ala Glu Gly Trp Asp Leu Glu Val Val
225 230 235 240

Asp Leu Arg Ser Leu Val Pro Phe Asp Asp Glu Thr Val Val Arg Val
245 250 255



Gly
Gly
His
Tyr

305

Ile

62

Ala Arg Thr Gly Arg Ala Val Val Val His Glu Ser Gly Gly Tyr
260 265 270

Gly Pro Gly Gly Glu Ile Ala Ala Gly Ile Thr Glu Arg Cys Phe
275 280 285

His Leu Glu Ala Pro Val Leu Arg Val Ala Gly Phe Asp Ile Pro
290 295 300

Pro Pro Pro Met Leu Glu Arg His His Leu Pro Gly Val Asp Arg
310 315 320

Leu Asp Ala Val Gly Arg Leu Gln Trp Glu Ala Gly Ser
325 330

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:

(i)

{ii)
{xi)

Met
1

Thr

Ala

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 34 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide
SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:8:

Ala Gln Val Leu Glu Phe Lys Leu Pro Asp Leu Gly Glu Gly Leu
5 10 15

Glu Ala Glu Ile Val Arg Trp Leu Val Gln Val Gly Asp Val Val
20 25 30

Ile

(2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:

(1)

(ii)
(xi)

Ile

Arg

Val

Gly

Ser

65

Thr

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 83 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(C) STRANDEDNESS: single
{D) TOPOLOGY: linear

MOLECULE TYPE: peptide
SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:9:

Ser Leu Ile Ala Leu Leu Ala Arg Ile Cys Thr Ala Ala Leu Ala
S 10 15

Phe Pro Glu Leu Asn Ser Thr Val Asp Met Asp Ala Arg Glu Val
20 25 30

Arg Leu Asp Gln Val His Leu Gly Phe Ala Ala Gln Thr Glu Arg
35 40 45

Leu Val Val Pro Val Val Arg Asp Ala His Ala Arg Asp Ala Glu
50 55 60

Leu Ser Ala Glu Phe Ala Arg Leu Thr Glu Ala Ala Arg Thr Gly
70 75 80

Leu Thr



10

15

20

25

30

63
Patenttivaatimukset

1. Eristetty DNA-segmentti, joka koodaa Streptomy-
ces-sukuun kuuluvan organismin haaraketjuisten alfa-keto-
happojen dehydrogenaasikompleksia, tunnet tu sii-
td, ettd mainittu DNA-segmentti sis&ltd8 SEKVENSSI 1D
NO:1:n, SEKVENSSI ID NO:2:n, SEKVENSSI ID NO:3:n, SEKVENS-
SI ID NO:4:n tai SEKVENSSI ID NO:5:n mukaisen DNA-sekvens-
sin tai ndiden sekvenssien alleelisen variantin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen eristetty DNA-
segmentti, tunnettu siitd, ettd se koodaa S.
avermitiliksen haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydro-
genaasikompleksia.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen eristetty DNA-
segmentti, tunnettu siitd, ettd se lis8ksi sisdl-~-
t83 DNA-alueen, joka s&8telee mainitun haaraketjuisten
alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksin ilmentymista&.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen eristetty DNA-
segmentti, tunnettu siitd, ettd se lisdksi sisal-
td48 DNA-alueen, joka s8dtelee mainitun haaraketjuisten
alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksin ilmentymista.

5. DNA-segmentti, t unnet tu siita, ettd se
on patenttivaatimuksen 1 mukaisen DNA-segmentin osajoukko
ja ettd se on t&dtd toiminnallisesti vastaava segmentti.

6. Yhdistelmd-DNA, t unnettu siitd, etta se
sisdltasd patenttivaatimuksen 1 mukaisen DNA-segmentin.

7. Isdntdsolu, t unnettu siitd, ettd siihen
on liitetty patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdistelm&-DNA.

8. Plasmidi, tunnettu siitd, ettd se si-
sd1td8 patenttivaatimuksen 6 mukaista yhdistelm&-DNA:ta.

9. DNA-segmentti, tunnettu siitd, ettd se
on pCD528, pCD545, pCD550, pCD559, pCD574 tai pCD577, ja
mainittujen DNA-segmenttien genomiset kartat ovat kuviossa

3 esitettyjen genomisten karttojen mukaisia.
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10. Isdntidsolu, tunnettu siitd, ettd sii-
hen on liitetty patenttivaatimuksen 9 mukainen DNA-seg-
mentti.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA-segmentti,
tunnettu siita, ettd se sis&dlt&8 DNA-alueen, joka
sddtelee SEKVENSSI ID NO:1:n, SEKVENSSI ID NO:2:n, SEK-
VENSSI ID NO:3:n, SEKVENSSI ID NO:4:n tai SEKVENSSI ID
NO:5:n mukaisen DNA-sekvenssin tai n#diden sekvenssien al-
leelisen variantin transkriptiota tai translaatiota.

12. Haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaa-
sikompleksia vastaavat geenit, tunnettu siita,
ettd ne sisdltyvat patenttivaatimuksen 9 mukaiseen DNA-~
segmenttiin. —

13. Menetelmd luonnollisen avermektiinin valmista-
miseksi, tunnettu siitd, ettd menetelmd kdsittaa
sen, ettd fermentoidaan sellaisissa olosuhteissa ja sel-
laisessa fermentaatiomediumissa, jotka soveltuvat tédllai-
sen luonnollisen avermektiinin valmistamiseen, S. avermi-
tilistd, jossa haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydro-

genaasikompleksia koodaavien geenien kappalem&&rdd on 1li-

sdtty.

14. Menetelmd luonnollisen avermektiinin valmista-
miseksi, tunnettu siitd, ettd menetelmd kdsittia
sen, ettd fermentoidaan sellaisissa olosuhteissa ja sel-
laisessa fermentaatiomediumissa, jotka soveltuvat t&dllai-
sen luonnollisen avermektiinin valmistamiseen, S. avermi-
tilistd, jossa haaraketjuisten alfa-ketohappojen dehydro-
genaasikompleksia koodaavien geenien ilmentymistd on te-
hostettu tallaisen ilmentymisen s&dtelystd vastaavien gee-
nien muokkaus- tai korvaustoimenpiteilla.

15. Menetelmd uuden avermektiinin valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd menetelmd k&sittdd sen, etta
fermentoidaan sellaisissa olosuhteissa ja sellaisessa fer-
mentaatiomediumissa, jotka soveltuvat t&llaisen uuden

avermektiinin valmistamiseen, S. avermitilistd, jossa haa-

Iuft
393{
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raketjuisten alfa-ketohappojen dehydrogenaasikompleksin |
ilmentymistd on rajoitettu tai joka ilmentyminen on tehty?
mahdottomaksi t&llaisesta ilmentymisestd vastaavien gee-
nien deletoinnilla, inaktivoinnilla, korvaamisella tai
muilla tavoin suoritetulla muokkaustoimenpiteelld.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd deletoidut, inaktivoidut,
korvatut tai muulla tavoin muokatut geenit ovat kdynnista-
j& (enhancer), inhibiittori-, aktivaattori- tai represso- :
rigeeneja.

17. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd uuden

avermektiinin valmistamiseksi, tunnettu siitd, |
ettd menetelmd kdsittds sen, ettd fermentoidaan sellaisis- |
sa olosuhteissa ja sellaisessa fermentaatiomediumissa,;
jotka soveltuvat tdllaisen uuden avermektiinin valmistami—ﬁ
seen, S. avermitilistd, jossa haaraketjuisten alfa—keto—%
happojen dehydrogenaasikompleksin ilmentymisestd vastaavat
geenit on deletoitu tai inaktivoitu. j

18. DNA-segmentti, tunnet tu siitd, ettd é:
sis&l1td8 DNA-sekvenssin, joka on SEKVENSSI ID NO:1l:n, SEK-
VENSSI ID NO:2:n, SEKVENSSI ID NO:3:n, SEKVENSSI ID NO:4:n
tai SEKVENSSI ID NO:5:n mukaisen DNA-sekvenssin alajoukko,
tai t&llaisen sekvenssin alleelinen variantti, ja joka
kykenee hybridisoitumaan SEKVENSSI ID NO:1:n, SEKVENSSI 1D
NO:2:n, SEKVENSSI ID NO:3:n, SEKVENSSI ID NO:4:n tai SEK-
VENSSI ID NO:5:n mukaiseen DNA-sekvenssiin tai té&m&n al-
leeliseen varianttiin silloin, kun t&t& k&dytetddn koetti-
mena, tai monistamaan t&dllaisen sekvenssin kokonaan tai
osittain, silloin kun t&ta kdytetddn polymeraasiketjureak-
tion alukkeena.

19. Olennaisesti puhtaaksi puhdistettu polypeptidi,
tunnettu siitd, ettd se sisdltda SEKVENSSI ID
NO:6:n, SEKVENSSI ID NO:7:n SEKVENSSI ID NO:8:n tai SEK-

VENSSI ID NO:9:n mukaisen aminohapposekvenssin.



FIG. 1A

FIG. 1B

5' -GAGATGCCGGACCACCTGCGG-3"
3'—CTCTACGGCCTGGTGGACGCCAGATCT-Sf <:]

Xbal
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10 20 30

G. 4A

40

GTCGACGCGG GCTCCGAAAC CGCGGATCAC GCCGTCGTCG

80 80 100

GCACGCGACA CGTGGGCGCG

110

CTCGGCCACG GACCGTATCG

50 60 70

ATGAGCCGGT TGATTCGCGC GTAGGCATTG

120 130 140

AGGCGCGGCC GTCCGCCTGG AGCATCTGGA

150 160 170 180 190 200 210
GGATGTCCTG ATCGATGGCG TCCAGCGGGC GGGCGGGCGG CAGGGGTACC CCGGGCTCCG CTCCCTCGGC
220 230 240 250 260 270 280
CATTTGTTCA GGTGCCATGT CCTCCGGCCT CCTTACCATG GACGTAGTGC GTTCATTCCA GGCTGTGGAG
290 300 310 320 330 340 350
AACCGTTTGT CCACAGCCTG ACGGTGCCTG TAGCCAAAAT GTGCCGACGA CCGAACAATC GGTAGGTGAG
360 370 380 390 400 411
> L
GCGCCTCACA CCCGTGGCGC GCCCAAAGCC GCTCCCACGA GGAGGTGCCG TC ATG ACG GTC
M T v
420 429 438 447 456 465
ATG GAG CAG CGG GGC GCT TAC CGG CCC ACA CCG CCG CCC GCC TGG CAG ccce cae
M E Q R G A Y R P T P P P A W Q P R
474 483 492 501 510 519
ACC GAC CCC GCG CCA CTG CTG CCC GAC CCG CTG CCC CcAC CGC GTC CTG GG Acce
T D P A P L L P D A L P H R \ L G T
528 537 546 555 564 573
GAG GCG GCC GCG CAG GCC GAC CCG CTA CTG CTG CGC CGC CTG TAC GLG GAG CTG
E A A A E A D p L L L R R L Y A E L
582 591 600 609 618 627
GTG CGC GGC CGC CGC TAC AAC ACG CAG GCC ACG GCT CTC ACC AAG CAG GGC cGe
vV R G R R Y N T Q A T A L T K Q G R



FIG. 4B

636 645 654 663 672 681

CTC GCC GTC TAC CCG TCG AGC ACG GGC CAG CGAG GCC TGC GAG GTC GCC GCC GCG
L A VvV Y P S s T G @Q E A C E V A A A

690 699 708 717 726 735

CTC GTG CTG GAG GAG CGC GAC TGG CTC TTC CCC AGC TAC CGG GAC ACC CTC GCC
L Vv L E E R D W L F P S§ Y R D T L A

744 753 762 771 780 789

GCC GTC GCC CGC GGC CTC GAT CCC GTC CAG GCG CTC ACC CTC CTG CGC GGC GAC
A VvV A R G L D P VvV @ A L T L L R G D

798 807 8l6 825 834 843

TGG CAC ACC GGG TAC GAC CCC CGT GAG CAC CGC ATC GCG CCC CTG TGC ACC CCT
W H T G Y D P R E H R I A P L C T P

852 861 870 878 888 897

CTC GCG ACC CAG CTC CCG CAC GCC GTC GGC CTC GCG CAC GCC GCC CGC CTC AAG
L A T Q L P H A V G L A H A A R L K

906 915 924 933 942 951

GGC GAC GAC GTG GTC GCG CTC GCC CTG GTC GGC GAC GGC GGC ACC AGC GAG GGC
G b b v v A L A L V G D 6 G T S E G

960 969 978 987 596 1005

GAC TTC CAC GAG GCA CTG AAC TTC GCC GCC GTC TGG CAG GCG CCG GIC GTC TTC
F E E A L N F A & V W Q A P V V F

1014 1023 1032 1041 1050 1059

CTC GTG CAG AAC AAC GGC TTC GCC ATC TCC GTC CCG CTC GCC AAG CAG ACC GCcC
L v Q N N G F A I § VvV P L A K Q T A



FIG. 4C

1068 1077 1086 1085 1104 1113
GCC CCG TCG CTG CGCC CAC AAG GCC GTC GGC TAC GGG ATG CCG GGC CGC CTG GTC
A » s L A H K A V G Y G M P G R L V
1122 1131 1140 1149 1158 1167
GAC GGC AAC GAC GCG GCG GCC GTG CAC GAG GTC CTC AGC GAC GCC GTG GCC CacC
b G N D A A A V H E V L S D A V A H
1176 1185 1194 1203 1212 1221
GCG CGC GCG GGA GGG GGG CCG ACG CTC GTG GAG GCG GTG ACC TAC CGC ATC GAC
A R A G G G p T L V E A V T Y R I D
1230 1235 1248 1257 1266 1275
GCC CAC ACC AAC GCC GAC GAC GCG ACG CGC TAC CGG GGG GAC TCC GAG GTG GAG
A~ H T™ N A D D A T R Y R G D S E V E
1284 1293 1302 1311 1320 1329
GCC TGG CGC GCG CAC GAC CCG ATC GCG CTC CTG GAG CAC GAG TTG ACC GAA CGC
A W R A H D P I A4 L L E H E L T E R
1338 1347 1356 1365 1374 1383
GGG CTG CTC GAC GAG GAC GGC ATC CGG GCC GCC CGC GAG GAC GCC GAG GCG ATG
G L L D E D G I R A A R E D A E A M
1392 1401 1410 1419 1428 1437
GCC GCG GAC CTG CGC GCA CGC ATG AAC CAG GAT CdG GCC CTG GAC CCC ATG GAC
A~ A D L R A R M N Q D P A L D P M D
1446 1455 1464 1473 1482 1491
CTG TTC GCC CAT GTG TAT GCC GAG CCC ACC CCC CAG CTG CGG GAG CAG GAA GCC
L F A H V Y A E P T P2 Q L R E Q E A



FIG. 4D

1500 1509 1518 1527 1536 1545

CAG TTG CGG GCC GAG CTG GCA GCG GAG GCC GAC GGG CCC CAA GGA GTC GGC CGA
Q L R A E L A A E A D G P Q G V G R

1558 1568 1578 1588 1598 1608

TGA AGAGAGTTGA CCATCGGGCC CCGAGAAGCG GGCCGATGAC CTCCGTTGGC CTTTGGCCGG

1618 1627 1636 1645 1654 1663

AAGGAGCCGG GCG ATG ACC ACC GTT GCC CTC AAG CCG GCC ACC ATG GCG CAG GCA
M T T VvV A L XK P A T M A Q A

1672 1681 1690 1699 1708 1717

CTC ACA CGC GCG TTG CGT GAC GCC ATG GCC GCC GAC CCC GCC GTC CAC GTG ATG
L T R A L R D A M A A D P A V H V M

1726 1735 1744 1753 1762 1771

GGC GAG GAC GTC GGC ACG CTC GGC GGG GTC TTC CGG GTC ACC GAC GGG ,CTC GCC
G £ D V G T L 6 G Vv F R Vv T D G L A

1780 1789 1798 1807 1816 1825

AAG GAG TTC GGC GAG GAC CGC TGC ACG GAC ACG CCG CTC GCC GAG GCA GGC ATC
K E F G E b R ¢ T D T P L A E A G I

ks

1834 1843 1852 1861 1870 1879

CTC GGC ACG GCC GTC GGC ATG GCG ATG TAC GGG CTG CGG CCG GTC GTC GAG ATG
L G T s v GG M A M Y G L R P V V E M

1888 1897 1506 1915 1924 1933

TTC GAC GCG TTC GCG TAC CCG GCG TTC GAG CAG CTC ATC AGC CAT GTC GCG
Q F D A F A Y P A F E Q L I S H Vv A



FIG. 4E

1942 1951 1960 1969 1978 1987
CGG GAT GCG CAA CGC ACC CGC GGG GCG ATG CCG CTG CCG ATC ACC ATC CGT GTC
R D A2 Q R T R G A M P L P I T I R V
1996 2005 2014 2023 2032 2041
CCC TAC GGC GGC GGA ATC GGC GGA GTC GAA CAC CAC AGC GAC TCC TCC GAG GCG
P Y ¢ ¢6 ¢ I G G V E H H S D S S E A
2050 2059 2068 2077 2086 2095
TAC TAC ATG GCG ACT CCG GGG CTC CAT GTC GTC ACG CCC GCC ACG GTC GCC GAC
Y vy M A T P G L H V VvV T P A T V A D
2104 2113 2122 2131 2140 2149
GCG TAC GGG CTG CTG CGC GCC GCC ATC GCC TCC GAC GAC CCG GTC GTC TTC CTG
A Y 6 L L R A A I A S D D P V V F L
2158 2167 2176 2185 2194 2203
GAG CCC AAG CGG CTG TAC TGG TCG AAG GAC TCC TGG AAC CCG GAC GAG CCG GGG
E ?» K R L Y W S XK D S W N P D E P G
2212 2221 2230 2239 2248 2257
ACC GTT GAA CCG ATA GGC CGC GCG GTG GTG CGG CGC TCG GGC CGG AGC GCC ACG
T v E P I G R A V V R R S G R S A T
2266 2275 2284 2293 2302 2311
CTC ATC ACG TAC GGG CCT TCC CTG CCC GTC TGC CTG GAG GCG GCC GAG GCG GCC
L I T Y G P S L P V C L E A A E A A
2320 2329 2338 2347 2356 2365
CGG GCC GAG GGC TGG GAC CTC GAA GTC GTC GAT CTG GCG TCC CTG GTG CCC TTC
R A E G W D L E Vv \Y D L R S L \ 2 F



FIG. 4F

2374 2383 2392 2401 2410 24189
GAC GAC GAG ACG GTT GTG CGC GTC GGT GCG CGG ACC GGA CGC GCC GTC GTC GTC
b p ¢ T VvV V R V G A R T G R A V V ¥V

2428 2437 2446 2455 2464 2473

CAC GAG TCG GGT GGT TAC GGC GGC CCG GGC GGG GAG ATC GCC GCG GGC ATC ACC
H E S G G Yy G G P G G E I A A G I T

2482 2491 2500 2509 2518 2527

GAG CGC TGC TTC CAC CAT CTG GAG GCG CCG GTG CTG CGC GTC GCC GGG TTC GAC
E R C F H H L E A P VvV L R V & G F D

2536 2545 2554 2563 2572 2581

: —
ATC CCG TAT CCG CCG CCG ATG CTG GAG CGC CAT CAT CTG CCC GGT GTC GAC GG
I P Y P P p M L E R H B L P G V D R

2590 2599 2608 2617 2628

ATC (TG GAC GCG GTG GGG CGG CTT CAG TGG GAG GCG GGG AG. TG ATG GCC CAG
I . p A VvV 6 R L Q W E A G S * M A Q

2637 2646 2655 2664 2673 2682

GTG CTC GAG TTC AAG CTC CCC GAC CTC GGG GAG GGC CTC ACC GAG GCC GAG ATC
v L E F K L p D L G E G L T E A E I

2691 2700 2709 2718 2727

>
GTC CGC TGG CTG GTG CAG GTC GGC GAC GTC GTG GCG ATC G
vV R W L Vv Q VvV 6 D Vv Vv A I



FIG. 5

11 20 29 38 47

>—-j
AG ATC TCC CTC ATC GCG CTG CTC GCC AGG ATC TGC ACC GCC GCA CTG GCC CGC
I S L. I A L L A R I C¢C T A A L A R

56 65 74 83 92 101

TTC CCC GAG CTC AAC TCC ACC GTC GAC ATG GAC GCC CGC GAG GTC GTA CGG CTC
F P E L N § T V D M D A R E V V R L

110 119 128 137 146 155

GAC CAG GTG CAC CTG GGC TTC GCC GCG CAG ACC GAA CGG GGG CTC GIC GTC CCG
b Q v H L G F A A Q T E R G L VvV V P

164 173 182 191 200 209

GTC GTG CGG GAC GCG CAC GCG CGG GAC GCC GAG TCG CTC AGC GCC GAG TTC GCG
v v R-bD A H A R D A E S L § A E F A

218 227 236 245

>
CGG CTG ACC GAG GCC GCC CGG ACC GGC ACC CTC AcCA
R L T E A A R T G T L T



FIG. 6A

#55-PCR S -AAGAGATCTCATATGACGGTCATGGAGCAGCGG-3"'
BglII Ndel

#56-PCR 5 ' -AAGAGATCTCATATGACCACCGTTGCCCTGAAG-3"

glII Ndel

————

FIG. 6B

#30-BP-PCR 3'-AGCAAAATGTTGCAGCACTGACCGACGTCCTAGGAA-S! <j
PstI BamHI
#31-BP-PCR A 3'-ACCGCATTAGTACCAGTATCGACAGACGTCCTAGGAA—5'<j

PstI B I
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