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Kalifornia, Yhdysvallat

Stabiileja runsaasti jdljentyvié plasmideja, niiden muodostaminen
ja k&yttd proteiinien tuotannossa - Stabila plasmider med stort

kopieantal, deras bildande och anvdndning i proteinproduktion

Keksint®d on molekyylibiologian alalta ja erityisesti sen
kohteena on menetelmd heterologisen DNA:n koodaamien proteiini-
tuotteiden syntetisoitumism&drien lisddmiseksi kloonausvektoreissa.

Geneettinen muutos voi tapahtua umpim&hk&isesti jossakin
geenissd tapahtuvien mutaatioiden seurauksena. Muutoksen seurauk-
sena geenissd voi vastaava muutos tapahtua sen koodaamassa proteii-
nissa, mikd muuttaa organismin saamia ominaisuuksia. Yhdistelm&-
DNA-tekniikalla tdllaisia geneettisid muutoksia voidaan tehda
tarkoituksellisesti viemdlld tunnettu nukleotidisekvenssi yhdestd
kannasta tai lajista toiseen. Tunnettu nukleotidisekvenssi voidaan
valita antamaan joku haluttu ominaisuus kannalle tai lajille, johon
se on viety. Kun modifioitu kanta tai laji jatkaa normaalia
replikaatioprosessiaan, se t&lldin jdljentdd mySs liitetyn sekvens-
sin.

Erds tavallisesti kdytetty rekombinaatti~DNA-menetelmd

kdsittdd plasmidi-kloonousvektorin kaksirihmaisen DNA:n avaamisen
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halutussa kohdassa, johon vieras DNA halutaan insertoida. Tamén
tekemiseksi k&ytetdan tavallisesti erikoistyyppisi& proteiineja,
joita nimitetddn restriktioentsyymeiksi. Tietyt restrikticentsyymit
katkaisevat DNA:n mddr&dttyjen nukleotidisekvenssien kohdalta.

Jos kaksi erityyppistd DNA:ta katkaistaan samalla tavalla, ovat
avoimet p&ddt siten komplementaarisia ja tarttuvat sopivissa olo-
suhteissa yhteen rinnakkain sijaitsevien tdydentyvien p&iden kanssa.
Ne voidaan sitten sitoa yhteen entsymaattisesti ligaasilla. Tami
tekee mahdolliseksi insertoida eli "pujoa yhteen" vieras DNA-
segmentti mistd tahansa ldhteestd plasmidi-kloonausvektorin halut-
tuun kohtaan.

Kaikki DNA, olipa se perdisin mikrobeista tai monimutkaisista
kasveista tai eldimistd, koostuu samoista identtisistd nukleotidi-
sarjoista. Siten, kun DNA-osanen, joka on perdisin vieraasta l&h-
teestd, liitetddn plasmidiin, tdmd plasmidi wvoidaan viedd sopivaan
isdntdmikro-organismiin. Jotta is&ntdorganismi pystyisi jdljent&-
mddn insertoidun DNA:n, tdytyy yhdistelm&-DNA liitt#4 isdntdin
tavalla, ettd se tulee isdnndn geneettisen jdrjestelmdn osaksi.
Tdllaisen insertion ja transformoinnin jdlkeen isdnndn replikaatio-
jdrjestelmd jdljentdd lisdtyn segmentin yhdessi alkuperdisen
isdnndn DNA:n kanssa.

Bakteerin Escherichia coli yhteydessid on kdytetty kahta

sopivan tyyppistd kloonausvalitt&jdd. Escherichia coli-bakteerilla

on, DNA-pddketjun eli kromosomin lisdksi usein plasmideja tai
yksi tai useampi itsendisesti replikoituva virustyyppi, joka tun-
netaan lambda-bakteriofagina (fagi), jotka pystyvidt infektoimaan

Escherichia coli'n ja tulemaan osaksi sen geneettistd systeemii.

Rekombinantti-DNA-menetelmissd ryhmdi erilaisia plasmideja ja
fageja kdytetddn kloonausvdlittijind. Tdmi k&sittdd plasmidien

tai fagien eristdmisen bakteereista, eristetyn DNA:ﬁ avaamisen
restriktioentsyymeillsd, heterologisen DNA-p&dtkdn insertion plasmi-
diin tai fagiin, plasmidi- tai fagi-rakenteen ympyr&n muodon

palauttamisen ja plasmidin tai fagin palauttamisen Escherichia-

coli-soluun.

Kun plasmidi tai fagi transformoi is&nnidn, plasmidin tai
fagin tuoma vieras eli heterologinen DNA ei ainoastaan jdljenny
sukupolvesta toiseen, vaan tuottaa myds proteiinia, jota se koodaa.
Tdma edellyttdd tietenkin oikeata lukusuuntaa ja promoottorien
olemassaoloa. Heterologisen DNA:n transformoinnin seuraukSena muo-
dostuneen proteiinin m8&ri riippuu kdytetyn prosessin suuruudesta

ja tehokkuudesta kayttai hyvdksi proteiinituotantoa ja modifioitujen



3

isdntdbakteerien replikaatiota. Toinen tekijd, joka liittyy
tuotetun proteiinin mddrd&n, on proteiinin tuotannon mddra tail te-
hokkuus kussakin bakteerissa. Heterologisen DNA:n tuottamien
ainesten suhde isdnnédn oman DNA:n tuottamaan aineeseen on tyypil-
lisesti sama solusta soluun ja sukupolvesta toiseen.

Monissa bakteerityypeissd on tyypillisesti olemassa vain
vksi kloonausvdlittdjdn kopio bakteerisolua kohti. Ts. on vain
yksi ainoa plasmidi solukromosomia kohti. Joitakin plasmideja on
kuitenkin olemassa suuremmalla kopioluvulla kuin yksi. Esimerkiksi
plasmidi Co1EI esiintyy tyypillisesti 10-20 plasmidikopiona kromo-

somia kohti Escherichia coli:ssa.

Tdllaisten mutanttien kdytt®d proteiinin tuottamiseksi
eksogeenisestd DNA:sta voi usein epdonnistua, mikd johtuu lukuisista
deleetioista tdrkeilld alueilla plasmideissa.

On esitetty myds muita suuren kopioluvun plasmideja.
Esimerkiksi Nordstr&m et al., EP-patenttihakemus 0.003.062 esit-
tdd ldmpotilasensitiivisid plasmideja, joilla on suuri jdljentymis-
kyky ja joita voidaan kdyttdd heterologisen DNA:n tuottamiseen.
Valitettavasti tdllaiset plasmidit ndyttdvdt osoittautuvan suuren
kopioluvun plasmideiksi ainoastaan korkeissa ldmp®tiloissa.

Nayttdd myO8s siltd, ettd Nordstrtm'in et al. esittdmdt ldmpotila-
sensitiiviset suuren kopioluvun plasmidit vaativat myds proteiini-
synteesid osaksi replikaation sd&telystd vapautumista, mikd

johtaa niiden lisd&dntyneisiin lukumdidriin korotetuissa limp&tiloissa.
Tédmdn takia tdllaiset plasmidit eivdt ole toivottuja tietyissd
olosuhteissa, erityisesti suurimittakaavaisissa teollisissa sovel-
lutuksissa. Tdmd johtuu siitd, ettd monet tidllaiset alan aikaisem-
mat plasmidit eivdt ole stabiileja, ne voivat vaatia rikastettuja
vdliaineita oikeata amplifikaatiota varten tai ne voivat vaatia
isdntédmikro-organismin laajaa viljelyd log-vaiheessa ennenkuin
tyydyttdvad amplifikaatio saavutetaan lampdtilan muutoksella. Lisdk-
si jotkut alan aikaisemmista plasmideista, jotka ovat ldmpdtila-
sensitiivisid, suuren kopioluvun plasmideja vaativat toistettuja
kasvu/laimennusvaiheita, ennen kuin amplifikaatio saavutetaan.

Tdmd keksintd koskee suuren kopioluvun plasmidikloonaus-
vektoreita, jotka ovat kdyttdkelpoisia proteiinien teollista tuo-
tantoa varten. Ndmd plasmidit ovat uusia verrattuna alan aikaisempiin

lémpdtilasensitiivisiin suuren kopioluvun plasmideihin, koska
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tdmdn keksinndn mukaisesti suuren kopioluvun plasmidit eivdt tar-
vitse ldmpOtilan muutosta heterologisen DNA:n ekspressoimisen aloit-
tamiseksi. Tdm&n keksinndn mukaisesti suuren kopioluvun plasmidit ‘
eivdt myOskddn tarvitse proteiinisynteesid osaksi replikaation sda-
telystd vapautumista. Sen sijaan tdmd keksint®d koskee DNA-plasmidia,
joka kédsittdd heterologisen geenin ja inaktivoivan konfiguraation,
joka estdd transkription plasmidin replikaation primeerijuoste-
geeniin saakka. Tamdn keksinn®n mukainen plasmidi on DNA~plasmidi,
joka kdsittdd replikaation aloituskohdan, ekspression aloituskohdan,
segmentin heterologista DNA:ta liitettynd ekspression aloituskohtaan,
ja on koodattu ja oikeassa lukusuunnassa halutun proteiinin muodos-
tamiseksi, sekd modifioidun repressorigeenin, joka mahdollistaa
replikéation suurina kopiomddrind, ja jolle on tunnusomaista, ettd
tdssd plasmidissa on myds inaktivointikonfiguraatio, joka estdd
transkription geeniin asti replikaation primeerijuostetta varten.

Keksinndn kohteena on menetelmd kyvyn lisdidmiseksi tuottaa
proteiinia, jota heterologinen DNA tuottaa plasmidikloonausvdlitt&-
jdssd, jonka menetelmin mukaisesti valikoidaan plasmidin mutantteija,
joissa on modifioituja repressorigeenejd, jotka tekevidt mahdollisek-
si replikaation suurella kopioluvulla, ja menetelmidlle on tunnus-
omaista, ettd ndilld plasmideilla on my3s inaktivoiva konfiguraatio,
joka estdd transkription geeniin asti replikaation primeerijuostetta
varten.

Lisdksi keksint® kdsittdd halutun proteiinin tuottamista
varten menetelmdn, jonka mukaisesti plasmidi, jota on kdsitelty
edelld esitetylld menetelm&dlld, viedddn transformoituvan isdntid-
organismin geneettiseen systeemiin ja annetaan organismin kasvaa ja
fenotyyppisesti ekspressoida sen geenityyppid.

Keksintdd kuvataan ja valaistaan edelleen viitaten oheisiin
piirroksiin, joissa:

kuva 1 on diagramma plasmidista pBGP120;

kuva 2 esittdd kopiomutanttiplasmidia, joka on johdettu
kuvan 1 plasmidista, jossa on tapahtunut deleetio;

kuvat 3 ja 4 ovat diagrammeja kahdesta plasmidi-muodosta,
jotka on konstruoitu keksinn®n mukaisesti ja

kuva 5 on plasmidin pOPY restriktioentsyymi-kartta.

Keksinnon plasmidi kdsittdd hyvin yleisesti DNA-sekvenssin,



joka sisdltdid replikaation aloituskohdan 11, kohdan 12 replikaation
primeerijuosteen muodostamista wvarten, kohdan 13 lépilaiﬁ—ekspres—
soinnin aloittamiseksi ja heterologisen DNA-segmentin, joka on
liitetty ekspressoimisen aloituskohtaan ja oikeaan lukusuuntaan
antamaan haluttu proteiini. Sekvenssilld on lisdksi inaktivoiva
konfiguraatio. Inaktivoiva konfiguraatio, kuten sitd tédssd kayte-
tdan, tarkoittaa transkription estdmistd plasmidin replikaation
primeerijuostegeeniin asti. Inaktivoivat konfiguraatiot voivat
kdsittdd voimakkaan lopetussignaalin sijoittamisen operonin

pddhdn, jota kdytetddn ekspressoimaan heterologinen geeni. Se voi
kdsittdd myos promoottorin, jota kdytetddn heterologisen geenin
transkription aloittamiseen, kddntdmiseen niin, ettd transkription
aloitussuunta tdltd promoottorilta on poispdin replikaation
primeerijuosteen aloituskohdasta. Inaktivoinnin tuloksena syntyy
plasmidi, jolla on suuri jdljentymiskyky ja joka on stabiili, koska

deleetiot on pddasiallisesti vdltetty.

Esimerkki I

Keksinn®n mukaisia stabiileja runsaasti jdljentyvid plasmideja

Konstruoitaessa keksinndn mukaisia plasmideja valitaan
plasmideja, jotka ovat kdyttokelpoisia kloonausvektoreina. Joitakin
tdllaisia plasmideja ovat kuvanneet Bolivar ja Backman julkaisuissa
Methods in Enzymology, 68:245-267 (1968). O'Farrell et al.,
J.Bacteriology 134(2): 645-654(1978) kuvaavat myds plasmidin, Jjoka

on kayttdkelpoinen kloonausvektorina. Tdmd plasmidi, pBGP120,
sisdltdd isdntdbakteereille synnynndisen lac-promoottorin ja lac-
operonin funktionaalisen osan, ja se loppuu EcoRl1-restriktioentsyy-
mi-kohtaan 14 lac-operonin beta-galaktosidaasigeenissd. Tdmd osa
voidaan 1iittd&d restriktiokohdassa 14 heterologiseen geeniin, joka
on suunnattu samaan suuntaan ja jolla on sama lukusuunta, niin
ettd l8piluku voi tapahtua lac-operonilta heterologiseen geeniin
asti samassa lukusuunnassa.

Plasmidi pBGP120 esiintyy korkeilla n. 10-20 plasmidin/
solukromosomi kopiolukutasoilla. Plasmideja, jotka pystyvdt esiin-
tymddn vieldkin suuremmilla kopioluvuilla, voidaan valita alan
aikaisemmilla tyypillisilld menetelmilld. Tdllaiset menetelmdt
kdsittavat plasmidi-DNA:n tuottaman kloonatun tuotteen médrien

titraamisen.



Suuren kopiomdidrdn antavien ominaisuuksien ldsndolon
stimuloimiseksi on pditelty, ettd tyypillisesti juuri "repressori",
jonka tuottaa plasmidin itsensd "repressori"-geeni 16, pitdd
kopiomddrdn pienend, eikd mikddn positiivinen sddtely, joka antaa
stimuloivan vaikutuksen, joka yll&pitdd kasvaneen kopiomddrdn.

Ks. Cabello et al., Nature, 259:285-290 (1976). Tatd keksintoad
kdytetddn edullisesti plasmidiin, jossa t&médntyyppinen negatiivinen
sadtely on l&snd. Tyypillisesti tarvitaan useita perdkkdisia
seulontavaiheita suurina kopiomddrind esiintyvien mutanttien vali-
koimiseksi. Toisin sanoen keksinn®lle on tdrkedtd, ettd suuren
kopiomddrdn antava ominaisuus on synnynndinen itse plasmidille eika
olé tulos joidenkin nimenomaisten isdntdbakteerien ainutlaatui-
sesti omaamasta funktiosta. Joka tapauksessa valikoidulla plasmidil-
la on mutaatio "repressori"-geenissd 16 (kuva 2), joka johtaa
suureen kopiomdidrddn, ts. yli 10-20 kopioon‘kromosomia kohti.

On havaittu, ettd ndin valikoiduissa plasmideissa, silloinkin,
vaikka ne esiintyvdt suurina kopiomddrind, miltei poikkeuksetta
tapahtuu plasmidin olennaisten osien ei-toivottuja deleetioita, ts.
ne ovat pysymdttdmid. Itse asiassa plasmidin ratkaisevien osien,
kuten promoottorin, joka edistdd liitetyn heterologisen DNA:n
transkriptiota, puuttumisesta on seurauksena, ettd plasmidi ei pysty
muodostamaan haluttua proteiinia. Suuren kopioluvun plasmidin
deleetio-muoto on esitetty kuvassa 2. Ndhdddn, ettd lac~promoottori
ja suuri osa lac-operonista puuttuu, EcoRl-kohtaan 14 liitetty DNA
voi replikoitua, mutta transkriptiota ei endd voida sddtdd lac-
promoottorilta.

Replikaatio ei ala itsestddn kuvassa 1 esitetystd plasmidi-

replikaation aloituskohdasta 11. Ks. Tomizawa ja Selzer, Ann.Rev.

Biochem. 48:999-1034 (1979). Sen sijaan on replikaation aloittamisek-

si tarpeen kehittdd replikaation primeeri-RNA-juoste. Tdm&n RNA-
primeerijuosteen transkriptio alkaa replikaation primeerijuosteen
aloituskohdasta\lﬁ, joka sijaitsee EcoR1-kohdan 14 ja repressorin 16
vdlissa. Se transkiiboituu vastapdivdan ulommalla DNA-juosteella 12
ja, normaalitapauksissa, loppuu plasmidin replikaation aloitus-
kohdassa 11. Todellisuudessa tehdddn kuitenkin suuri joukko RNA-

primeerijuosteita, jotka ulottuvat aloituskohdan 11 yli. Jotta



replikaatio tapahtuisi, nditd RNA-primeerijuosteita taytyy kdsi-
telld juosteiden tasoittamiseksi Jja epdolennaisen aineksen poista-
miseksi. On osoitettu, ettd repressori 16 on RNA-segmentti, joka
estdd RNA- replikaation primeerijuosteiden ké&sittelemisen yli-
mddrdisten RNA-molekyylien tasoittamiseksi juosteista. Niinmuodoin
replikaatio ei pysty alkamaan aloituskohdassa 11. Tdmd repressori-
RNA on tehty sisdjuosteesta, kuten kuvassa 1 on esitetty, mydta-
pdivddan, esitettynd nuolella 20.

Kuvassa ) esitetyn tyyppisissd suuren kopioluvun mutanteissa
tapahtuu plasmideissa deleetioita tuloksena ldpiluku-transkriptiosta,
joka aloitetaan lac-promoottorista (syklisen AMP:n sd&telyn alaisena)
vastapdivdadn, kuten on esitetty kuvassa 1, replikaation primeeri-
juostegeeniin asti ja sen ldpi. Solu joko menettdd plasmidin olemal-
la jdljentémdttd sitd tai solu torjuu lac-promoottorin sopivilla
deleetioilla.

Lac-promoottorin transkriptiosuunta on esitetty kuvissa 1,

3 ja 4 nuolella 19. Primeerijuosteen transkriptio tapahtuu samaan_
suuntaan kuin lac ja on osoitettu nuolella 22. Kopiomddrd ei yksinddn
riitd aikaansaamaan instabiilisuutta, koska mutantti on melko
stabiili, ts. tdysikokoinen soluissa, joissa tapahtuu lac-transkrip-
tioita alhaisilla tasoilla. Pikemminkin instabiilisuus, ts. deleeti-
ot, ovat suhteessa l&piluku-transkriptioon, joka alkaa lac-promoot-
torista (tai muusta promoottorista, jota kdytetddn heterologisen
geenin transkription aloittamiseen) ja joka jatkuu replikaation
primeerijuostegeeniin asti ja sen lapi.

Koska instabiilisuus on suhteessa promoottorin aloittamaan
ldpikulku transkriptioon, joka jatkuu replikaation primeerijuoste-
geeniin saakka ja sen ldpi, voidaan kdyttdd menetelmid stabiilien,
tdysikokoisten mutanttien kehittdmiseksi. Erds menetelmid on lopettaa
ldpiluku-transkriptio lac-promoottorista tai muusta promoottorista,
jota kdytetddn heterologisen geenin transkription aloittamiseen,
ennenkuin se saavuttaa replikaation primeerijuostegeenin, sijoitta-
malla sopiva transkriptioneelinen "lopetus"-signaali liitetyn
heterologisen geenin j&lkeen. Tdmd voidaan tehdd tunnettuja menetel~
mid kdyttden. Ks. yleisesti Bolivar ja Backman julkaisussa Methods
in Enzymology 6:245-267 (1979). Ks. my®s Beck et al., Nucleic
Acids Res 5:4495-4503 (1978).




8

Myds erdstd toista menetelmdd voidaan kdyttdd suurina kopiomddrinad
esiintyvien mutanttien stabilointiin. Kuten edelld esitettiin on
syynd siihen, ettd replikaation primeerijuosteen transkriptio hdi-
riintyy/lépiluku—transkriptio promoottorista, jota kdytettiin hetero-
logisen geenin transkription aloittamiseen. Toinen menetelmd& on
siten kddntdd tdmd promoottori ympdri niin, ettd se transkriboi
poispdin replikaation primeerijuostegeenin alueelta.

Tamd keksinntn seikka voidaan kuvata plasmidilla pBGP120.
Viitaten kuvaan 1 ndhd&&n, ettd lac-operoni on EcoR1- ja HindIII-
restriktioentsyymi-kohtien 14 ja 29 vastaavasti hakasuluilla katkai-
sema. Kdytettdessd keksinndn tdtd menetelmdid plasmidi pBGP120
pilkotaan ndilld kahdella restriktioentsyymilld, EcoR?' ja HindIIT.
DNA-osaset, jotka syntyvat tdllaisesta entsyymi-uutosta, erotetaan

sitten koon mukaan. Ks. yleisesti Bolivar Jja Backman Jjulkaisussa

Methods in Enzymology 68:245-267 (1979). Lac-fragmentti valikoidaan

ja sekoitetaan sitten HindIII-EcoR1-bifunktionaalisten liitt&jien

kanssa. Ks. Rothstein et al. julkaisussa Methods in Enzymology 68:

98-109 (1979). Kuten on tunnettua, on ndissd liitt&jissd avoin HindIII-
kohta avoimessa pddssd ja avoin EcoR1-kohta toisessa pddssd. Tiet-
tynd prosenttimddridnd ajasta toinen liittdjistd kiinnittyy lac-
fragmentin kumpaankin pddhdn. Ne liittyvét paikoilleen kovalentti-
sesti. Tdmd osanen voidaan nyt yhdistdid uudelleen toiseen plasmidi
pBGP120-0saseen ja valikoidaan ne plasmidit, joissa uudelleen-
kytketyilld osasilla on toivottu vastakkainen suuntautuminen. Koska
transkriptio nyt tapahtuu poispdin primeeri-kohdasta, on plasmidi
stabiili.

Vield erds lisdmuutos tarvitaan heterologisen DNA:n liittdmi-
seksi ndin konstruoituihin plasmideihin. N&hd&dan, ettd edella kuvat-
tu suunnan vaihto jattdd kaksi EcoR1-kohtaa kumpaankin pddhdn (ja
mySs kaksi HindIII-kohtaa). Ei-toivotut EcoR1-kohdat ja HindIII-
kohdat poistetaan sopivilla tunnetuilla menetelmilld, kuten DNA:n
osittaisuutolla, mitid seuraa eksonukleaasi-kdsittely. Ks. Polisky
et al., Proc. Natl. Acad.Sci. USA 73:3900-3904 (1976). N&amd plasmidit

voidaan nyt valikoida suurina kopiomddrind esiintyvien mutanttien
suhteen. Stabiileja suurina kopiomddrind esiintyvid mutantteja
voidaan kdyttdd teolliseen kdyttddn, jossa bakteereita transformoi-
daan tuottamaan haluttuja geenituotteita. Halutut geenituotteet

voivat olla hyddyllisid proteiineja, kuten ihmisen insuliinia,



ihmisen kasvuhormonia ja erilaisia interferoneja.

Esimerkki ITI

Suurina kopiomddrind esiintyvan plasmidin, joka sisdltdd promoot-
torin heterologisia geenituotteita varten ja joka transkriboi
poispdin replikaation primeerijuostegeenin alueelta, konstruointi
Plasmidi pOP9 on ColEl1-johdannais-plasmidi, joka on valmis-
tettu ColEl-plasmidista pOP6, jonka ovat kuvanneet Gelfand et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:5869-5873 (1978) tunnettujen geeni-

manipulaatiomenetelmien mukaisesti. Plasmidin pOP9 pilkontakartta
on esitetty kuvassa 5. Plasmidilla pOP9 on perustava suuri kopio-
luku, se on stabiili ja sitd voidaan kdyttdd heterologisten DNA-
Osasten ekspressointiin yhdistyneind polypeptideind joko beta-
laktamaasigeeni- tai tetrasykliiniresistenssigeeni-tuotteissa.

Taulukossa I esitetddn informaatiosekvenssin lukusuunta
useiden erilaisten restriktioendonukleaasi-tunnistussekvenssien
poikki tetrasykliini (Tc)- tai ampisilliini (Amp)-geeneissa.
Lisdksi taulukossa I annetaan informaatio lukusuunnan muuttamiseksi
joko Sl1-nukleaasikdsittelylld, "tdytto" ("fill-in"-korjauskdsit-
telylld tai osittaisella korjaus ja S1-kdsittelylld.

Taulukko I (sivuilta 12 ja 13)

Konstruoitaessa suurina kopiomddrind esiintyvd plasmidi, joka
sisdltdd promoottorin heterologisia geenituotteita varten ja joka
transkriboi poispdin replikaation primeerijuostegeenin alueelta,
substituoitiin erittdin tehokas, ravitsemuksellisesti s&dddetty

promoottori plasmidiin pOP9. Nimenomaan Cerratic marcesens trp-

promoottori kloonattiin plasmidiin pOP9, niin ettd promoottori aloit-
ti transkription poispdin ColEl-primeeripromoottorilta. Cerratia

marcesens trp-promoottori saatiin 101 emdsparin (bp) EcoR1/HindIII-

osasena, joka sisdltda Cerratia marcesens trp-promoottorin suorat

kaksitoistot plasmidista, joka on nimetty pGW1l:ksi. Plasmidia pMS9
uutettiin tdydennettdvdksi HindIII:1lla, pdidt korjattiin DNA-
polymeraasi I:n Klenow-osasella kaikkien neljédn deoksinukleosi-
ditrifosfaatin (dA, dG, 4dC, d4T) l&snidollessa,uutettiin Pst:1lla ja
suurempi 3685 Emdsparin osanen eristettiin kuten edelld. N&ma

kaksi puhdistettua DNA-osasta liitettiin yhteen, ensin olosuhteissa,

joissa pddt olivat komplementaariset, ja sitten tylppdpdiset.
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Ligandi-DNA:ta kdytettiin transformoimaan Escherichia coli K12-

kanta MM294 ampisilliiniresistentiksi. Plasmidi pGW1 tunnistettiin
4540 emdsparin monomeeri-ympyrdksi, joka sisdlsi yhdet ainoat
EcoR1- ja HindIII-tunnistuskohdat. Kaksoisuutto EcoR1- ja HindITI:
lla vapautti 210 bp:n DNA-osasen ja uutto Hpal:1l&d vapautti 105 bp:n

DNA-osasen, mikd vahvisti Cerratia marcesens trp-promoottori-osasten

tandemisoitumisen.

Yksinkertaiset tai kaksoistandem-Cerratia marcesens trp-

promoottori-osaset liitettiin plasmidiin pOP9. Plasmidia pOP9
uutettiin tdydentdmistd varten EcoR1:11& ja HindIII:11d ja suurempi
4,95 kiloemdsparin (kb) DNA-osanen eristettiin. EcoR1/HindIII:1ld
leikattu pOP9 vektori-DNA-osanen liitettiin joko EcoR1/HindIII:1la

leikattuun 105 Bp:n yksinkertaiseen Cerratia marcesens trp-promoot-

tori-DNA-osaseen pMS9:std, tai 210 bp:n kaksois-Cerratia marcesens

trp-promoottori-DNA-osaseen, joka oli eristetty pGWl:std. Liitettyd

DNA:ta kdytettiin transformoimaan Escherichia coli K12-kanta MM294

ampisilliiniresistentiksi. Plasmidi pCS1 tunnistettiin 5,05 kb:n
monomeeriksi, jossa oli yksi ainoa EcoR1-, Hpal- ja HindIII-kohta.
Uuttaminen EcoR1:113 ja HindIII:11& vapautti 105 bp:n DNA-osasen,

joka ryhmittyi yhteen Cerratia marcesens trp-promoottorin kanssa,

joka eristettiin pMS9:std. Plasmidi pCS2 tunnistettiin 5,15 kb:n
monomeeriksi, jossa on yksi ainoa EcoR1- ja HindIII-kohta. Kaksois-
uutto EcoR1:114& ja HindIII:lla vapautti 210 bp:n DNA-osasen ja uutto
HpalI:114 vapautti 105 bp:n DNA-osasen, joka ryhmittyi yhteen DNA-
osasten kanssa, jotka vapautuivat pGW1:std samanlaisen kdsittelyn
jdlkeen. Plasmidit pCS1 ja pCS2 olivat stabiileja Escherichia coli:

ssa. Siten sekd yksinkertainen ettd kaksois-tandem-Cerratia marcesens

trp-promoottori on kloonattu perustavaan suurina kopiomddrinda
esiintyvddn plasmidiin; kaikissa tapauksissa plasmidi pysyy

stabiilina Escherichia coli:ssa. Kummassakin tapauksessa transkrip-

tion aloitussuunta on poispdin ColE1 primeeri-RNA-promoottorilta ja

kohti tetrasykliiniresistenssi-funktioita.

Esimerkki III

Tdmidn keksinnén stabiilit suurina kopiomddrind esiintyvat
plasmidit voivat olla myos l&mpotila-sensitiivisia.

Joskus on hyddyllistd, ettd on kdytettdvissd lampotila-
sensitiivisid (Ts) suurina kopiomddrind esiintyvid mutantteja.
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Tédmd siksi, ettd heterologisen DNA:n proteiinituotteiden suur-
tuotannolla voi olla vahingollisia vaikutuksia isdntdsoluihin.
Lampotila-sensitiivisissd runsaasti jdljentyvissd mutanteissa
alhainen kopioluku sdilyy, kun isdntdsolut kasvatetaan "sallivassa"
lampotilassa, joka on tavallisesti suhteellisesti alempi. Kun
heterologisen DNA:n tuotetta halutaan suurempi mddrd, ldmpdtilaa
muutetaan. Lampdtilan muutos on tavallisesti lisdys. Tdssd ei-
sallivassa tai rajoittavassa lédmpotilassa mutaatio ndkyy ja plasmidin
kopioluku kasvaa, mistd on seurauksena lisddntynyt proteiinin tuo-
tanto ndistd plasmideista.

Lampotila-sensitiiviset mutantit ovat harvinaisia, mutta
niiti voidaan 1dytdd melkein jokaiselle mutanttityypille sopivalla
valikoinnilla, td&mdn keksinndn suurina kopiomddrind esiintyvdat
plasmidit mukaanlukien.

Ensin suurina kopiomddrind esiintyvidn mutantin sijainti
madritetddn hienokartoittamalla, geneettistd rekombinaatiota k&yt-
tden. Kun sijainti on tunnettu, kohta mutagenoidaan spesifisesti.
Tamd voidaan tehd& nukleotidimodifioinnilla, ks. Bahl, U.S. patentti
4.351.901, tai leikkaamalla alue pois restriktioentsyymeilld,
mutagenoimalla fragmentti voimakkaasti joillakin aineilla, kuten
bisulfiitilla, hydroksyyliamiinilla tai ultraviolettisdteilytykselld
ja sijoittamalla fragmentti takaisin paikoilleen. Saadut plasmidit
transformoidaan soluihin, jotka tuottavat ylimd&drin lac-repressoria.
N&md levitet&dn sitten Xgal-levyille sallivissa lampdtiloissa.
Siniset alueet poistetaan viljelystd. Sitten, korotetuissa ldmp&-
tiloissa, ilmestyvdt uudet siniset alueet ovat lédmpdtilasensitiivisid
mutantteja. Tdllaiset ldmpodtilasensitiiviset mutantit kerdtdén
kdytettdviksi haluttujen geenituotteiden teollisessa tuotannossa.

Siten voidaan n&dhdd, ettd keksintd antaa parannettuja
plasmideja, jotka pystyvdt olemaan olemassa ja jdljentymddn suurella
kopioluvulla ja antamaan oikean proteiinisynteesin. Suurella
kopioluvulla tarkoitetaan tyypillisesti yli 50 plasmidia kromosomia
kohti ja edullisesti 100:sta 500:aan plasmidia tai enemmdn. Plasmidit
tekevidt siten mahdolliseksi saada hyvin suuren proteiinituotannon
heterologisesta DNA:sta. Seurauksena tdstd tdllaiset plasmidit ovat
ddrimmdisen hyddyllisid heterologisten geenituotteiden teollista

tuotantoa varten.
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Erilaiset keksinndn muunnckset tdssd esitettyjen ja kuvat-
tujen lisdksi k&dyvat alaan perehtyneille selviksi edelld esitetystéd
selityksestd ja oheisista piirroksista. Tdllaiset muunnokset on

tarkoitettu kuulumaan oheisten patenttivaatimusten piiriin.
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Patenttivaatimukset:

1. DNA-plasmidi, joka kdsittdd replikaation aloitus-
kohdan, geenin replikaation primeerijuosteen muodostamista
vaiten, ekspression aloituskohdan, segmentin haluttua pro-
teiinia koodaavaa heterologista DNA:ta, joka on kytketty mai-
nittuun ekspression aloituskohtaan oikeassa lukusuunnassa ha-
lutun proteiinin muodostamiseksi, ja modifioidun repressori-
geenin, joka mahdollistaa replikoitumisen suurena kopiomddrénd,
tunnettu siitd, ettd plasmidi sisdltdd myds inaktivointi-
konfiguraation, joka estdd transskription replikaation primeeri-
juosteen geeniin saakka.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen plasmidi, t u n -
nettu siitd, ettd inaktivointikonfiguraatio kdsittaa kon-
figuraation, Jossa ekspression aloituskohta ja heterologinen
DNZ ovat suuntautuneet niin, ettd niiden transskriptio tapahtuu
vastakkaiseen suuntaan kuin replikaation primeerijuosteen geenin
transskriptio.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen plasmidi, t unnet -~
t u siitd, ettd inaktivointikonfiguraatio kidsittdd konfiguraation,
jossa transskription pddtesekvenssi sijaitsee heterologisen DNA:n
ja replikaation primeerijuostegeenin vdlissd.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen plasmidi, t unne t ~
t u siitd, ettd méinittu repressorigeeni on modificitu niin, ettd
muodostuu puutteellinen repressori.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen plasmidi, t unne t -

t u siitd, ettd mainittu repressorigeeni on modifioitu niin, etid
ei nuodostu lainkaan repressoria.

- 6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen plasmidi, tunne t -
t u siitd, ettd mainittu ekspression aloituskohta kdsittdd trans-
laation aloituskohdan sek& ainakin olennaisen osan geenid, Jjoka
on syntyperdinen isdntibakteerilajille, jolloin ldpiluku voi
tapahtua mainitusta syntyperdisestd geeniosasta mainittuun hetero-
logiseen DNA:han saznkka.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen plasmidi, t unne ¢t -
tu siitd, ettd se siséitdd suurena kopiomddrdnd esiintyvdn mnu-

tanttirepressorigeenin, joka on ldmpOtilasensitiivinen.
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8. Menetelmid proteiinin tuotannon lisddmiseksi hetero-
logisen DNA:n avulla, joka on sijoitettu plasmidiklconausvek-
toreihin, jotka sisd@ltédvdt replikaation aloituskohdan, geenin
replikaation primeerijuosteen muodostusta varten, ekspression
alcoituskohdan sekd heterologisen DNA:n insertiokohdan, joka
sijaitsee alavirtaan ekspression aloituskohdasta, £ un ne t -
t u siitd, ettd valitaan mainitun plasmidikloonausvektorin
sellaiset mutantit, jotka sisdltdvdt modifioituja repressori-
geenejd, jotka mahdollistavat replikoitumisen suurina kopiomdd-
rind, insertoidaan heterologinen DNA mainittuihin plasmidikloo-
nausvektoreihin heterclogisen DNA:n insertiokohtaan, joka sijait-
see alavirtaan ekspression aloituskohdasta, niin ettd heteroclo-
ginen DNA on promoottorin sddtelyn alaisena ja oikeassa luku-~-
suunnassa muodostaakseen heteroclogisen DNA:n koodaamaa proteiinia,
jolloin mainitut mutanttiplasmidikloonausvektorit inaktivoidaan
niin, ettd transskriptio heterologisesta DNA:sta replikaation
primeerijuosteen plasmidigeeniin saakka inhiboituu, nditd inak-
tivoituja mutantteja kidytetdin sopivien isd&ntidorganismien trans-
formointiin, ja transformoituijen isé&ntdorganismien muodcstama
heterologinen proteiinituote otetaan talteen.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd transskriptio heterologeenisesta DNA:sta rep-
likaation primeerijuosteen plasmidigeeniin saakka inhiboidaan
suuntaamalla promoottori ja heterologinen DNA siten, ettd niiden
transskriptio tapahtuu vastakkaiseen suuntaan kuin replikaation
primeerijuosteen geenin transskriptio.

10. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmid, t unne t -
t u siitd, ettd transskriptio inhiboidaan sijoittamalla transs-
kription pddtesekvenssi heterologisen DNA:n ja replikaaticn pri-
meerijuostegeenin vdliin.

11, Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd kopioituvat mutantit ovat ldmpOtilasensitiivisid
kopioituvia mutantteja.

12. Menetelmd heterolcgisen DNA:n koodaaman proteiinin
valmistamiseksi isdntdmikro-organismissa, t unne t t u

siitd, ettd kdytetddn isdntdmikro-organismia, joka sisdltaa
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plasmideja normaslia suurempina kopiomddrind, jolloin kukin
plasmideista kdsittdd replikaation aloituskohdan, geenin rep-
likaation primeerijuosteen muodostamiseksi, ekspression aloitus-
kohdan, segmentin haluttua proteiinia koodaavaa heterologista
DNA:ta, joka on sijoitettu alavirtaan mainitusta ekspression
aloituskohdasta oikeassa lukusuunnassa halutun proteiinin muo-
dostamiseksi, sekd modifioidun repressorigeenin, joka mahdollistaa
replikaation suurina kopiomddrind, tunnettusiitd, ettd
mainitussa plasmidissa on my&s inaktivointikcnfiguraatio, joka
estdd transskription replikaation primeerijucostetta koodaavaan
geeniin saakka.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmid, t u n -
nettu siitd, ettd mainittu inaktivointikonfiguraatio kdsit-
tdd konfiguraation, jossa mainittu ekspression aloituskohta ja
heteroleginen DNA ovat suuntautuneet siten, ettd niiden transskrip-
tio tapahtuu pdinvastaiseen suuntaan kuin mainitun replikaation
primeerijuosteen geenin transskriptio.

J4. Patenttivaatinuksen 12 mukainen menetelmid, *+ v n -
nettu siitd, ettd mainittu repressorigeeni on modificitu
niin, ettd muodostuu puutteellinen repressori.

15, Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd mainittu repressorigeeni on modifioitu
niin, ettd ei muodostu lainkaan repressoria.

l6. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelm&, t un -
nettu siitd, ettd mainittu ekspression aloituskohta kdsittdd
translaation aloituskohdan ja osan geenid, joka on syntyperdinen
isdntdbakteerilajille, jollein mainittu syntyperdisen geenin osa
on sopivan kokoinen varmistaakseen translaation kokonaisuudessaan
mainitusta syntyperdisen geenin osasta mainittuun heterologiseen
DNA:han saakka.

17. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, £t un -
nettu siitd, ettd kdytetddn suurina kopiomddrind esiintywid
mutanttirepressorigeenid, joka on ldmpdtilasensitiivinen.

18. Proteiini, t unne t t u siitd, ettd se on valmis-
tettu minkd tahansa patenttivaatimuksen 12-18 mukaisella mene-
telmdllid.
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