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Streptomyces-plasmideissa oleva vdrimarkkeri

Streptomykeetoissa tehtdvddn kloonaukseen kéytettynd
vdrimarkkerina on t#&h&n asti tunnettu mel-geeni /[E. Katz
et al., J. Gen. Microbiol. 129 (1983) 27037, joka koodaa
tyrosinaasia ja saa siten - vdlivaiheiden kautta - aikaan
vdriaineen, melaniinin, tuotannon. Tdmd geeni esiintyy esi-
merkiksi kaupallisesti saatavissa olevassa plasmidissa
pIJ702, jota markkinoi John Innes Foundation, Norwich,
Englanti, ja jota kuvaavat esimerkiksi D.A. Hopwood et al.
(Genetic Manipulation of Streptomyces - A Laboratory Manual,
The John Innes Foundation 1985, s. 292 -). Tdmdn markkerin
epdkohtana on kuitenkin se, ettd muodostunut vdriaine dif-
fundoituu helposti ympdrdivddn vdliaineeseen.

Nyt on l8ydetty vdriainemarkkeri, joka ilmentyy strep-
tomykeetoissa ja saa aikaan vdliaineessa syvdnsinisen - mus-
tan voimakkaan vdrin, joka kuitenkin diffundoituu vain véa-
hdisessd md8rin kiinteisiin vdliaineisiin. Sen avulla voi-
daan inaktivoitumismarkkerina kdytettdessd tunnistaa helpos-
ti my&s sangen harvinaisia tapahtumia. ’

Keksintd koskee siten geenid, joka koodaa streptomy-
keetoissa sinistd vdriainetta Jja joka on saatavissa pilkko-

malla BamHI:118 Streptomyces coelicolor DSM 3030:n kokonais-

DNA, erist&m&lld noin 5,5 ke:n pituinen fragmentti ja teke-
mdlld valikointi v&riainetuotannon perusteella. T&mdn gee-

nin tarkemmat ominaispiirteet kdyvdt ilmi kuvan 1 esitté-

mdstd restriktiokartasta. LdhtOkanta S. coelicolor DSM 3030
mainitaan EP-hakemusjulkaisussa 0 181 562 erddn bakteereja
hajottavan entsyymin tuottajana.

Keksintd koskee lisdksi keksinndn mukaisen geenin
kdyttamistd8 markkerina, erityisesti inaktivoitumismarkkeri-
na, streptomykeettaplasmideissa.

Keksinndén muut puolet ja sen edulliset suoritusmuodot
kdyvdt ilmi seuraavasta kuvauksesta ja patenttivaatimuksis-

ta.
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Markkerigeenin eristdmiseksi eristetddn kokonais-DNA

kannasta Streptomyces coelicolor DSM 3030 pilkkomalla

restriktioentsyymilld BamHI, tehdddn "shot gun"-kloonaus
sopivaan vektoriin, transformoidaan streptomykeetta-vastaan-
ottajakanta ja tehdddn valikointi vdariainetuotannon perus-
teella. Positiiviset kloonit sisdltdvat noin 5,5 ke:n pitui-
sen DSM 3030:sta perdisin olevan fragmentin.

Muoddgtuva sininen v&riaine ei ole - toisin kuin vil-
lissd8 tyypissd@ muodostuva vesiliukoinen vdriaine - veteen
liukeneva; tosin se dispergoituu hyvin veteen. Kuva 2 esit-
tdd vesipohjaisen viljelmdsupernatantin UV-absorptiospek-
trid. Absorptiomaksimi esiintyy aallonpituudella 660 nm ja
minimi aallonpituudella 460 nm. Pesdkkeiden l&hes mustan
vdrin aiheuttaa suuri vdriainepitoisuus. Kiintedssd alustas-
sa pddosa vdriaineesta pysyy sitoutuneena myseeliin, ja vain
pieni osa diffundoituu alustaan. Mikroskoopin alla ndkyy
luonteenomainen kuva: vdriaine sijaitsee myseeleissd tiheis-
sd pallomaisissa kappaleissa ja saa siten pesdkkeet ndyttd-
mddn ldhes mustilta. Nesteviljelmidssd (Tryptic soya broth,
"Lysemedium A", EP-hakemusjulkaisu 0 158 872, s. 6) saadaan
noin 3 vrk:n kuluttua voimakkaan siniseksi vdrjédytynyt vil-
jelmédsupernatantti. Myds kiinteiss& alustoissa tapahtuu vé-
riainetuotanto riippumatta kdytettdvdstd alustasta /["R2YE"
(Hopwood et al, loc. cit.), sporulaatioalusta (DE-hakemus-
julkaisu 3 331 869, esimerkki 1, kolmas alusta), "Penassay",
"Penassay", Jjohon on lisdtty antibiootteja/. Sininen viri-
aine muodostuu jo pesdkkeiden kasvun alussa, eikd siten ole
ilmeisesti sekundaarisen aineenvaihdunnan tuote.

Kuvan 1 mukaisessa 5,5 ke:n fragmentissa on joukko
alakloonauskokeisiin soveltuvia pilkkoutumiskohtia. Se ei
sisdlld entsyymeille BclI, BglII, HindIII, Hpal, EcoRI eikd
Clal sopivia pilkkoutumiskohtia, ja sisdltdd yli 4 SstII-
ja PvullI-pilkkoutumiskohtaa. '

Isdntdkannaksi soveltuvat kloonauskokeita varten
kaikki t&hdn asti tutkitut streptomykeettalajit; muodostu-

neen vdriaineen mddrd voi kuitenkin vaihdella lajista toi-
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seen ja lisdksi kannasta toiseen. Vdrjdytymisen voimakkuu-
den takia soveltuu keksinndn mukainen markkerijédrjestelmd
kuitenkin ennen kaikkea kantoihin, joissa ilmentyminen on
heikohkoa.

Esitettyjen etujen ansiosta keksinnén mukainen markke-
ri ei sovellu pelkdstddn yleisesti kloonauskokeisiin, vaan
myOs erityisesti aineenvaihduntareittien jdljittdmiseen
streptomykeetoissa, jotka tunnetusti ovat tdrkeitd anti-
biocottien ja my®s muiden aineenvaihduntatuotteiden tuotta-
jia.

Keksintdd valaistaan tarkemmin seuraavissa esimerkeis-
sd. Prosenttisuudet ja osuudet ovat painoprosentteja ja
-osuuksia, ellei toisin mainita. ,

Kuvat ovat oikeassa mittakaavasé%éolykytkijéalueita
lukuun ottamatta.

Esimerkki 1: Vektorin pGM4 valmistus

Plasmidista pGM1 (EP-hakemusjulkaisu 0 158 872, kuva

2) otetaan talteen 3,0 ke:n fragmentti pilkkomalla osittain
SstIT:1la. Plasmidista pSLEl6 (EP-~-hakemusjulkaisu 0 158 201,
kuva 18) otetaan talteen SstII:1lla pilkkomalla 1 ke:n frag-
mentti, joka sisdltdd neomysiiniresistenssigeenin aphI.
Ligatoimalla ndmd kaksi fragmenttia saadaan plasmidi pGM3
(kuva 3).

Plasmidista pSLE41 (EP-hakemusjulkaisu 0 158 201,
kuva 20) otetaan talteen BcII-pilkonnalla 1 ke:n fragmentti,
jonka yksisdikeiset pddt tdydennetddn Klenow-polymeraasilla.

pGM3 pilkotaan sitten PvuIl:1lla, ja poistetaan 0,3
ke:n fragmentti. Loppuosa plasmidista ligatoidaan sitten
tylppdpédiseksi tehdyn BcII-fragmentin kanssa, jolloin saa-
daan plasmidi pGM4 (kuva 4).

Esimerkki 2: Geenikirjaston valmistus

S. coelicolor DSM 3030 hajotetaan, ja eristetddn DNA

tunnetulla tavalla. T&m& pilkotaan tdydellisesti BamHI:114.
Plasmidi pGM4 (kuva 4) pilkotaan BamHI:114, kdsitelld&&n alka-
lisella fosfataasilla ja ligatoidaan BamHI-fragmenttien

kanssa. Siten saadulla plasmidipopulaatiolla transformoi-
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daan vastaanottajakanta S. lividans TK 23 (saatavana John
Innes Foundationista). Kayttdmdlla 1 jug ligaatioseosta saa-
daan noin 20 000 tiostreptoniresistenttid transformanttia,
joista 80 % on neomysiinille herkkid ja sis&dltdvdt siten
insertin.

Esimerkki 3: Markkerigeenin eristdminen

Voimakkaan sinimustiksi vérjéytyn@%gtransformantti—
pesdkkeet erotettiin, ja eristettiin ndistd klooneista plas-
midi-DNA. T&td seurannut S. lividans TK 23:n uudelleentrans-
formointi johti pelkdstd&n sinimustiksi vdrjdytyneisiin
pesdkkeisiin.

Plasmidi-DNA:n karakterisointi osoitti, ettd 5,5 ke:n
BamHI-fragmentti oli insertoitunut pGM4:n aphI-geeniin, jota
karakterisoidaan kuvassa 1. Tdmd plasmidi nimettiin
pGM98:ksi.

Esimerkki 4: Muiden streptomykeettalajien transfor-

mointi
Plasmidilla pGM98 transformoitiin erilaisia S.
prasinus (DSM 40099), S. viridochromogenes (DSM 40736 =
DSM 4112) ja S. ghanaensis (DSM 2932, ATCC 14672)-kantoja.

Kaikissa kannoissa 0oli havaittavissa vdriaineen muo-

dostumista, joka oli kuitenkin S. prasinusissa jonkin ver-
ran vdhdisempdd kuin S. lividansissa mutta jonkin verran

voimakkaampaa kuin S. ghanaensisissa. Plasmidihdviditd ei

havaittu yhdess&kddn tapauksessa.

Plasmidilla pGM98 transformoitiin myds S. coelicolor

DSM 3030. Tdssd tapauksessa alkaa vdriaineen muodostus he-
ti, kun taas l&dht&kannassa (villi tyyppi) se on havaitta-
vissa vasta 3 vrk:n kuluttua. Lisdksi esiintyy vd@riaineen
tuotantoa my6s alustoilla, joilla villi tyyppi ei muodosta

sinistd vdriainetta.

/
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Patenttivaatimukset

‘ﬁ??Sinisté vadriainetta streptomykeetoissa koodaava

geeni, tunnettu siitd, ettd se saadaan Streptomyces
coelicolor DSM 3030:n kokonais-DNA:sta pilkkomalla BamHI:11l4,

kloonamalla noin 5,5 ke:n pituinen fragmentti ja tekemdlld
valikointi vdriainetuotannon mukaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen geeni, t un n e t-
t u siitd, ettd silld on kuvan 1 mukainen restriktiokartta.

{g} Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisen geenin kayttd,
tunmnettu siitd, ettd sitd kdytetddn markkerina
streptomykeettaplasmideissa.

5) Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaigén geenin kdyttd,
tunnettu siitd, ettd sitd kdytetdadn inaktivoitumismark-
kerina streptomykeettiplasmideissa.

{5; Sininen vdriaine, t unne t t u siitd, ettid

saadaan patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisen geenin avulla.
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