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Plasmid p SG 2, der er karakteriseret ved, at det

har en molekylvagt p& 9,2 megadajton, en konturlangde

pk 4,58 p og en molekyllangde pd ca. 13,8 kilobaser (kb)

og endvidere ikke fragmenteres af restriktions-endonucle-
aserne EcoR I, BamH I, Sal I, Hpa I og Hind II, men spaltes
af restriktions—endonucleasen Hind III til et fragment

med en langde p& ca. 14 kb, af Cla I til to fragmenter med
langderne 10,15 kb og 3,65 kb og af Pst I til to fragmenter
med langderne 10,85 kb og 3,0 kb, af Bgl II til to fragmenter
med langderne 11,25 kb og 2,6 kb, samt af Bcl I til tre
fragmenter med langderne 11,6 kb, 1,25 kb og 1,0 kb, ud-
vindes fra en pd i og for sig kendt mdde lyseret kultur

af Streptomyces ghanaensis ATCC 14 672 ved en alkalisk
denaturering med pdfglgende renaturering og alkoholfaldning.

Plasmidet p SG 2 er egnet til indfe#ring af genetiske
andringer i Streptomyces-stammer.
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Opfindelsen angdr plasmidet p SG 2, en fremgangsmade
til dets fremstilling og dets anvendelse.

Det er fra DE offentliggerelsesskrift nr. 3.005.226
kendt, at plasmidet p UC 6 kan fremstilles ud fra en kultur
af Streptomyces espinosus. Det er endvidere fra PCT-ansggning
nr. 79/01169 kendt, at der ud fra Streptomyces lividans kan
fremstilles et plasmid, der synes egnet som vektor til ind-
foring af DNA i mikroorganismer.

Det fremgdr heraf, at anvendelsen af genteknologiske
metoder pa antibiotikadannende Streptomycesarter tillzgges
serlig betydning. Imidlertid er de hidtil kendte metoder
forblevet af ringe interesse for praktisk anvendelse.

Den genetiske forbedring af de til antibiotikafrem-
stilling anvendte Streptomycet-stammer med det formdl at
forgge mangden af det dannede antibiotikum er en vigtig
opgave. Den kan imidlertid kun l¢ses med held ved gentekno-
logiske metoder, ndr man har et plasmid til radighed, der
ikke straks igen elimineres fra den som vazrtscelle anvendte
Streptomyces~art, som det hyppigt observeres ved arter, der
ikke er beslazgtet med hinanden.

Det har derfor varet opgaven at fremstille tilstrazk-
kelige mezngder af et plasmid, der er egnet som vektor til
genetisk forbedring af Streptomyces ghanaensis-stammer.

Det har nu ifslge opfindelsen vist sig, at denne
opgave lgses med plasmidet p SG 2, der er ejendommeligt
ved, at det kan fremstilles ud fra en kultur af Streptomyces
ghanaensis ATCC 14 672 og har en konturlangde pad 4,58 um og
en molekyllangde pa ca. 13,8 kilobaser (kb), og at det ikke
fragmenteres af restriktions-endonucleaserne EcoR I, BamH
I, sal I, Hpa I og Hind II, men spaltes af restriktions--
endonucleasen Hind III til et fragment med en lzngde pa
ca. 14 kb, af Cla I til to fragmenter med lzngderne 10,15 kb
og 3,65 kb og af Pst I til to fragmenter med langderne
10,85 kb og 3,0 kb, af Bgl II til to fragmenter med lzngderne
11,25kb og 2,6 kb, samt af Bcl I til tre fragmenter med
lengderne 11,6 kb, 1,25 kb og 1,0 kb.
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Opfindelsen angdr ogsd en fremgangsmade til fremstil-
ling af plasmidet p SG 2, hvilken fremgangsméde er ejendom-
melig ved, at en kultur af Streptomyces ghanaensis ATCC
14 672 lyseres, og plasmidet isoleres.

opfindelsen angdr endelig ogsa anvendelsen af plasmid
p SG 2 til konstruktion af vektorplasmider.

Den her anvendte stamme af Streptomyces ghanaensis
er beskrevet i enkeltheder i DE-patentskrift nr. 1.113.791
og betegnes dér S. ghanaensis nov. sp. 4092. I en kultur af
Streptomyces ghanaensis foreligger der pr. celle ca. 10-20
kopier af plasmidet p SG 2. Dette plasmid er saledes et
egnet udgangsplasmid til anvendelse af genteknologiske meto-
der pd bade stammen Streptomyces ghanaensis selv og pa& andre
Streptomyces-arter.

Plasmidet p SG 2 har en molekylvegt pa ca. 9,2 mega-
dalton og en molekyllangde pa ca. 13,8 kilobaser. Dette er
pavist ved agarose-gelelektroforese af molekylet selv og
dets spaltningsstykker. Bestemmelsen af lzngden til 4,58
0,09 um er fremkommet ved elektronmikroskopisk udméling af
27 plasmidmolekyler. Intensiteten af plasmidbandene ved
elektroforesen tillader en vurdering af kopiantallet pr.
celle til ca. 10-20. Ved fragmentering af plasmidet
p SG 2 med et storre antal kendte restriktions-endonucleaser
er spaltningsstederne og fragmentlzngderne bestemt, og de
er sammenfattet i den felgende tabel.
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Restriktions- | Antal spalt- | Lzngde af Totallangde
enzym ningssteder fragmenter
EcoRI -
BamHI -
Sall -
HpaI -
HindlI -
HindIII 1 ~14 kb ~ 14 kb
BglII 2 11,25 kb 13,85 kb
2,6 kb
Clal 2 10,15 kb 13,8 kb
3,65 kb
PstI 2 10,85 kb 13,85 kb
3,0 kb
BclI 3 11,6 kb 13,85 kb
1,25 ¥b
1,0 kb
BstEII 8 3,8 kb 13,65 kb
2,45 kb
1,9 kb
1,15 kb
1,15 kb
1,0 kb
0,9 kb
0,8 kb
SmaTl 10
XhoI 10 ikke be-
Sau3A 10 stent
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Et restriktions-endonuclease-spaltningsbillede
af p SG 2 er vist p& den vedfgjede tegning. P& denne
kan ses et langt og et kort PstI- hhv. ClaI- og BglII-frag-
ment samt et langt og to korte BclI-fragmenter, Spaltnings-
stedernes position i forhold til hinanden er bestemt ved

del~ og dobbelt-enzymbehandlinger.
Plasmidet p SG 2 angribes altsa overhovedet ikke af

restriktions—-endonucleaserne EcoR I, BamH I, Sal I, Hpa I og
Hind II, men af restriktions-endonucleasen Hind III spaltes til
et fragment med en langde pad ca. 14 kb, af Cla I til to fragmen-
ter med lengderne 10,15 og 3,65 kb og af Pst I til to fragmenter
med langderne 10,85 og 3,0 kb, af Bgl II til to fragmenter
med langderne 11,25 kb og 2,6 kb samt af Bcl I i tre
fragmenter med l@ngderne 11,6 kb, 1,25 kb og 1,0 kb.
Dette mgnster tydeligggr, at plasmidet p SG 2
kan anvendes til konstruktion af et vektorplasmid. Ved
arbejdet pad genetisk @andring af dette plasmid kan der
anvendes de samme metoder, som med held er blevet anvendt
ved Escherichia coli-plasmider og f.eks. er beskrevet af
M. Bibb, J.C. Schottel og S.N. Cohen, Nature 284, 526-531
(1980), og C.J. Thompson, J.M. Ward og D.A. Hopwood,
Nature 286, 525-527 (1980).
S&ledes kan der i Hind III-, Cla I-, Bgl II-,
Pst I- og Bcl I-spaltningsstederne uden videre indfgres
antibiotika-resistenser. Endvidere synes det muligt at
indfg¢re gener i plasmidet p SG 2, som hos Streptomyces
ghanaensis fgrer til en forggelse af antibiotikaproduk-
tionen. P4 tale kommer herved bade gener for biosyntese-
vejen og reguleringsgener. Sdledes modificerede p SG 2-
-plasmider er ifglge alle indtil nu foreliggende iagttagelser
lige s& leve- og formeringsdygtige som udgangsplasmidet.
Plasmidet p SG 2 fas ud fra en kultur af Strep-
tomyces ghanaensis ATCC 14 672 ved dyrkning af kulturen
pd et egnet medium, fragmentering af myceliet, inkubering
af det fragmenterede mycelium, h@gstning af kulturen og
pédfglgende lysering af myceliet. Isoleringen af plasmidet
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fra lysatet lykkes ved en alkalisk denaturering, hvorved

man lader en ca. 0,1-0,5N natriumhydroxidopl@gsning, til
hvilken der hensigtsma®ssigt er sat ca. 1% natriumdodecyl-
sulfat, indvirke pa lysatet ved ca. 0°c i indtil 10 minutter.
Derefter indstilles der igen til en svagt sur pH-vardi

ved tilsatning af en pufferoplgsning og opnas derved

en renaturering. Derpa centrifugeres blandingen, og ud

fra den ovenstidende vaske fremstilles ved tils@tning af

et overskud af ethanol ved -20°C og pafplgende centri-
fugering en pellet. Denne pellet optages derpd i en puffer-

oplgsning og underkastes i en casiumchlorid-ethidiumbromid-
oplgsning en isopyknisk vagtfyldegradientcentrifugering i

en ultracentrifuge. Derefter udtages plasmiderne fra gradienten

ved punktering, renses chromatografisk og karakteriseres i
agarosegel og i elektronmikroskop. Der er her tale om kendte
metoder (jfr. R. Radloff, W. Bauer, J. Vinograd. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 57, 1514-1521 (1967) og A.A.
Szalay, C.J. Mackey, H.W.R. Langridge, Enzyme Microb.
Technol. 1, 154-164 (1976).

Her og i det fglgende er procentangivelserne

efter vegt, hvis der ikke er angivet andet.

Eksempel 1
Til fremstilling af plasmidet p SG 2 gés der

frem pd fglgende mide:
En kultur af Streptomyces ghanaensis ATCC 14 672
dyrkes i 3-5 dage ved 30° i 100 ml af et neringsmedium med

fglgende sammensatning:

glucose lg

pepton 0,4 g
gerekstrakt 0,4 g
Mgso0,, 7H,O 0,05 g
KH,PO, 0,2 g
K,HPO, 0,4 g
glycin 2 g

aq. dest. ad 100 g
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Kulturens ovenstdende vaske fjernes derefter, og
restkulturen homogeniseres og centrifugeres derpa i
5 minutter. Efter to ganges vask i en pufferoplgsning
besti3ende af 10 mmol tris-HCl og 1 mmol ethylendiamintetra-
eddikesyre (pH-vardi 7,5), til hvilken der yderligere er
sat 10% saccharose, resuspenderes der i 10 ml af en oplgsning
med fglgende sammensatning.

50 mmol glucose

10 mmol EDTA

25 mmol tris-HC1l (tris- (hydroxymethyl)-aminomethan)
2 mg/ml lysozym

Denne oplgsning har en pH-verdi pa 8.

Efter en inkubationstid ved 32°% pad 30 til 60
minutter tilsattes der 20 ml frisk fremstillet 0,2N
natriumhydroxidoplgsning, hvortil der yderligere er sat
1% natriumdodecylsulfat, og blandingen henstilles ved OOC
i 5 minutter. Efter tilseztning af 15 ml af en 3M natrium-
acetatoplgsning med en pH-vardi pd 4,8 blandes der pa ny
og inkuberes i 1 time ved 0°c. Efter fornyet centrifugering
settes der ved -20°C det tredobbelte volumen ethanol (96%)
til den ovenstiende vaske. Bundfaldet fraskilles ved
centrifugering, tg¢rres i vakuum og optages derefter i
6 ml af en puffer af 10 mmol tris-HCl og 1 mmol EDTA
(pH-verdi 7,5). Derpd centrifugeres der i 2 dage ved
34.000 o/m i en c@siumchlorid/ethidiumbromid-gradient. Den
fraktion, der indeholder plasmiderne, chromatograferes
derefter ogsd p& apatit.

P4 denne mdde isoleres plasmidet p SG 2 i ren form.

Eksempel 2

Plasmidet p SG 2 kan ogsd fremstilles pa fglgende
made:

1 g mycelium af Streptomyces ghanaensis ATCC 14 672
dyrkes i 3-5 dage ved 30°C i det samme medium som beskrevet

i eksempel 1. Ogsd her frahzldes kulturens ovenstdende
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vaske, hvorefter der homogeniseres, oOg cellematerialet fra-
skilles ved centrifugering. Derpa vaskes der to gange med
en puffer, der bestédr af 10 mmol tris~HCl og 140 mmol
NaCl (pH-vardi 8,0). Derefter resuspenderes der i 5 ml af
en puffer bestdende af 100 mmol tris-HCI, 20 mmol EDTA og
25% saccharose. Derpd tilsattes der 0,1 ml af en lysozym-
oplgsning (30 mg/ml) og inkuberes i 20 minutter ved

25°C. Efter afkgling til 0°c og tilsatning af 6 ml
iskoldt vand tilsazttes 1 ml af en 1%'s oplgsning af
natriumdodecylsulfat, og efter tilsatning af yderligere
3,4 ml af en 5M natriumchloridoplgsning blandes der for-

sigtigt. Blandingen henstilles derefter ved 4°cC.

Efter at udfaldningen ved 4OC er tilendebragt,
centrifugeres der i 1 time ved 0°c og 16.000 o/m. Til
den ovenstiende vaske sattes en trediedel af dens volumen
af en 42%'s polyethylenglycoloplgsning (molekylvagt af
polyethylenglycolen:6000), hvorved der fremkommer et bund-
fald. Efter at udfzldningen ved en temperatur pa 4°c er til-
endebragt, fraskilles plasmiderne ved centrifugering ved
16.000 o/m i 15 minutter, hvorefter den dannede pellet
forsigtigt optages i 1 ml af en 0,4%'s oplgsning af Sarkosyl
(N-lauroyl-sarkosid) i en puffer bestdende af 10 mmol
tris-HCl og 1 mmol EDTA (pH-vardi 7,5). Med den samme puffer
fyldes der til slut op til 5 ml og centrifugeres i casium-
chlorid-ethidiumbromid-gradient i en ultracentrifuge. Der-

efter arbejdes der videre som i eksempel 1.
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Patentkrayvw.
1. Plasmid pSG 2, kendetegnet ved, at
det kan fremstilles ud fra en kultur af Streptomyces ghanaen-

sis ATCC 14 672 og har en konturlazngde pa 4,58 um og en
molekyllzngde pa ca. 13,8 kilobaser (kb), og at det ikke
fragmenteres af restriktions-endonucleaserne EcoR I, BamH

I, Sal I, Hpa I og Hind II, men spaltes af restriktions-
-endonucleasen Hind III til et fragment med en lzngde pa

ca. 14 kb, af Cla I til to fragmenter med lazngderne 10,15

kb og 3,65 kb og af Pst I til to fragmenter med langderne
10,85 kb og 3,0 kb, af Bgl II til to fragmenter med lazngderne
11,25 kb og 2,6 kb, samt af Bcl I til tre fragmenter med
lzngderne 11,6 kb, 1,25 kb og 1,0 kb.

2. Fremgangsmade til udvinding af plasmidet p SG 2,
kendetegnet ved, at en kultur af Streptomyces
ghanaensis ATCC 14 672 lyseres og plasmidet isoleres.

3. Fremgangsmade ifglge krav 2, Kkende teg -

'net ved, at plasmidet isoleres fra lysatet ved en alkalisk

denaturering med pafelgende renaturering og alkoholfzldning.
4. Fremgangsmade ifelge krav 2 eller 3, kend e -
tegnet ved, at kulturen af Streptomyces ghanaensis
ATCC 14 672 lyseres ved en temperatur pa ca. 0°C med en
detergent i en mzngde pa ca. 0,1 vagtprocent.
5. Anvendelse af plasmid p SG 2 til konstruktion af
vektorplasmider.
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