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Tiivistelmd - Sammandrag

Uusi menetelmi kromosomien ulkopuolisten elementtien
stabiloimiseksi bakteereissa viljelyn aikana kdytti-
mdttd antibiootteja elatusaineessa on kehitetty. Me-
netelmd sisidltdd isdnt4bakteerin, jolla on vajausta
kromosomigeenissi, jota tarvitaan solukuoren syntee-
seihin tai sdilymiseen, transformaation kromosomin ul-
kopuolisella elementilli, joka pystyy poistamaan is#n-
tdbakteerin kromosomigeenin puutoksen aiheuttaman tar-
peen. Lisdksi keksint® kisittii sellaisia transformoitu-
ja bakteereita ja stabiloituja, kromosomien ulkopuoli-
sia elementtejd ja menetelmin haluttujen tuotteiden
tuottamiseksi siirtdm#114 halutun tuotteen geeni sta-
biloituun, kromosomien ulkopuoliseen elementtiin, ja
viljelem¥l113 sopivia isdnt#bakteereita, jotka sis¥lti-
vdt stabiloidun, kromosomien ulkopuolisen elementin,
joka sisllt¥4 geenin haluttua tuotetta varten. Osoi-
tettiin, ettd tdmin menetelmin periaatteiden mukaan,
plasmidia, joka sisdltii Bacillus subtiliksen dal-geenin
ja haluttua tuotetta koodaavan geenin, voidaan sHilyt-
tdd sopivassa dal B. subtilis-isdnnissd tavanomaisella
kasvualustalla. Titen menetelmi mahdollistaa tuotteen
saannon ja laadun parantamisen.
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Ett nytt férfarande for stabilisering av extra-kramosamala element

i1 bakterier under kultivering utan anvindning av antibiotika i
mediet. Fdrfarandet omfattar transformering av en virdbakterie

som har en defekt i en kromosomgen, som behdves f&r syntetise-
ring eller vidmakthillande av cellskalet, med ett extra-kromosamalt
element med férmiga att undertrycka det av defekten i vidrdbakte-
riens kromosomgen fdrorsakade kravet. Uppfinningen avser ytterli-
gare sddana transformerade bakterier och stabiliserade extra-
kromosamala element och ett férfarande foér framstdllning av dnskade
produkter genom inférande av en gen foér den Snskade produkten i
ett stabiliserat extra-kromosamlt clement och kultivering av
ldmpliga virdbakterier innehallande det stabiliserade extra-
kromosamala elementet innefattande genen for den 6nskade produkten.
Det pdvisades att enligt principerna for detta fodrfarande kan en
plasmid innehdllande Bacillus subtilis dal-gen och en gen, som
kodar en dnskad produkt, vidmakthallas i cn limplig dal” B.
subtilis-vdrd i konventionella media. Forfarandet méjliggdr sidledes
en forbattring av utbytet och kvaliteten av produkten.
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Menetelmd plasmidien stabiloimiseksi bakteereissa viljelyn

aikana

Tamd keksintd liittyy uuteen menetelmiin plasmidien stabiloimi-
seksi bakteereissa viljelyn aikana ilman tarvetta lisiti anti-
biootteja tai muita ei-toivottuja komponentteja kasvualustaan

tarkoituksena lisitd saantoa tai fermentaatiotuotteiden laatua.

Mikro-organismeja suojelevat kromosomien ulkopuoliset geneetti-
set elementit, esimerkiksi plasmidit, ovat, yleisesti puhuen,
pPysymdttdmiid siini merkityksessd, ettid elementit saattavat usein
hdvitd palautumattomasti. Téamd palautumattomuus on erityisen
ilmeinen, jos plamidi ei ole syntyj&in isdntédmikro-organismista,
esimerkiksi, koska se sisiltii muiden organismien geenejd tai

Sé on rakennettu geenijatkostuksella.

Jotta plasmidin stabiilisuus lisddntyisi, antibiocottia tai
muuta biocaktiivista yhdistettd, johon plasmidi, mutta ei kromo-
somi, antaa vastustuskyvyn, lis&t3dn tavallisesti elatusainee-
seen, jota kdytetdin mikro-organismin viljelyssd. Tdllaisessa
elatusaineessa ainoastaan sellaiset solut lisddntyvdt nopeasti,
jotka pitdvdt sisilliin plasmidin, jolla on antibioottiin vas-
tustuskykyinen geeni. Timin ldhestymistavan suurimmat haitat
ovat siind, ettid se vaatii laajan kantakokoelman antibiooteille
resistantteja mikro-organismeja, lisiksi kalliita antibiocotte-
ja kasvualustaan mahdollisine haitallisine vaikutuksineen ympi-
ristddn ja edelleen laajana puhdistuksena poistamaan antibioot-
ti halutusta tuotteesta.

Isdntdkromosomin auksotrofisen mutaation komplementointi on
toinen tunnettu menetelmi plasmidien stabilisoimiseksi. Timi
ldhestymistapa kuitenkin rajoittaa huomattavasti kaswvu- -alustan
koostumusta, ja vaatii viljelyd kasvualustalla, joka ei sisdlli
isdntdmikro- -organismin tarvitsemaa rav1ntoa1netta, ja tdten
rajoittaen optioita, jotka ovat kdyttdkelpoisia tuottavuuden
parantamisessa.
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T4imin keksinndn tarkoituksena on antaa kdyttd6n menetelmd
plasmidien stabiloimiseksi transformoiduissa bakteereissa
ilman, ettid tarvitsee k#ytt#i antibiootteja ja ilman huomat-

tavia rajoituksia kasvualustan koostumuksessa.

Timdn keksinn®dn toisena tarkoituksena on antaa kdyttddn
plasmideja ja transformoituja bakteereita, jotka sisdltavit
t4llaisia stabilisoituja plasmideja.

Edelleen t#min keksinn®n tarkoituksena on antaa kdyttdodn
menetelmd haluttujen tuotteiden tuottamiseksi transfor-
moidulla bakteerilla ilman, ettd tarvitsee kdyttdd anti-
biootteja tai erityisi# rajoituksia kasvualustan koostumuk-

sessa.

Keksinndn muut tarkoitukset selvidv#dt alan asiantuntijoille.
Keksinndn oleelliset tunnusmerkit on esitetty oheisissa pa-
tenttivaatimuksissa.

Keksint® pohjautuu havaintoon, jossa plasmideja voidaan pi-
t44 isantidbakteerissa viljelyn aikana tavallisessa elatusai-
neessa, jos plasmidit suojelevat tiettya funktiota, joka
midrityissd olosuhteissa vaaditaan is&nndn normaaliin kas-

vuun.

Kun mutantin is#ntibakteeria transformoidaan, deleetio tai
muu puute toimintaa koodaavassa geenissd, joka annetuissa
olosuhteissa vaaditaan is#4nnin normaaliin kasvuun, esim.
plasmidin suojellessa tdtd toimintaa koodaavaa geenid, aino-
astaan solut, jotka transformoituvat ja sdilyttdvat plasmi-
din, j&&vat henkiin, koska ainoastaan t&llaisissa soluissa
isdntdsolujen vaatimus on lisdtty plasmidilla. Kuitenkin
plasmidin pysyv4 sédilyminen on ainoastaan varma, jos geneet-
tisen tiedon siirtymistd plasmidista kromosomiin ei voi ta-
pahtua, ja is#ntdbakteereiden spontaani mutaationopeus mu-
tantiksi, jolla ei ole sellaista vaatimusta, on mitdatdn.

Tamin keksinn®n nikdkohdan mukaan kyseess8 on menetelm&
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plasmidien stabiloimiseksi bakteereissa viljelyn aikana,
mainittu menetelmd sisdltd4d: otetaan plasmidi, joka sis#ltas
rakenteellista tai toiminnallista komponenttia koodaavan
DNA-jakson, joka tarvitaan synteeseihin tai yll&pitdm&an
solukuorta; ja transformoidaan isdnt#dbakteeri, jolta puuttuu
kromosomaalisessa geenissd t&m3 rakenteellinen tai toimin-
nallinen komponentti, jolla on mainitun DNA-jakson sis#ltémi
plasmidi; jonka avulla is#nt#bakteerin kromosomin geeniva-
jauksen aiheuttama tarve poistetaan plasmidille ja plasmidin
menetys viljelyn aikana on merkityksetén.

Sen lisdksi menetelmd sisdlt838 isdntdbakteerin rakenteen,
josta spontaanin mutaation aiheuttama kromosomaalinen puut-
teellisuuden deleetio on mitdtbn, ja plasmidin rakenne, jos-
ta DNA-jaksoa lisdttynd isdntdbakteerin kromosomivajaavai-
suuteen ei voida siirt84 isdntdkromosomiin erikseen lopusta

plasmidia.

Plasmidin sijasta voidaan k#dytt#3 myds bakteriofageja tai
muuta geneettistd materiaalia, joka ei ole normaalisti l&sni
isdntdbakteerissa eikd itsen#disind molekyyleind tai yhdis-
tettynd kromosomiin. Etusijalle asetettuja kromosomin ulko-
puolisia elementtejd ovat plasmidit, vaikka bakteriofagien
ja muiden vektorisysteemien k#dytt&minen tai DNA:n integroi-
tuminen kromosomiin saattaa kuvata t#td keksint®d alan

asiantuntijoille.

Tdmdn keksinn®dn lis&ndktkohdan mukaan kyseess#d on transfor-
moitu bakteeri, jolla on vajavaisuutta kromosomigeenissi,
jota tarvitaan synteeseihin tai solukuoren s#ilymiseen ja
plasmidien suojelemiseen, joka pystyy poistamaan tarpeen,
jonka aiheuttaa is#éntdbakteerin kromosomivajaus.

Lisdksi tdmd keksintd kisittdid menetelmidn haluttujen tuot-
teiden (se on DNA, RNA, peptidit ja proteiinit) tuottamisek-
si transformoidussa bakteerissa, joka sis#ltii:

vyhdistetyn plasmidin, joka sis#lt#i i) rakenteellista tai
toiminnallista komponenttia koodaavan DNA-jakson, jota tar-
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vitaan synteeseihin tai s#ilytt&mddn solukuorta ja 1i) gee-
nin mainitun halutun tuotteen koodaamiseksi; transformoita-
van sopivan isdntdbakteerin, jolla on kromosomigeenissd va-
jausta mainitun rakenteellisen tai toiminnallisen komponen-
tin suhteen mainitun yhdistetyn plasmidin kanssa;
transformoidun bakteerin viljelemisen sopivalla ravintokas-
vualustalla; ja halutun tuotteen talteenottaminen viljely-
alustalta.

T3m3 keksint®d sisdltidi my®s menetelmdn halutun tuotteen val-
mistamiseksi transformoidussa bakteerissa, joka menetelmd
sis#lt44: sopivassa ravintoalustassa viljeltdvén bakteerin,
jolla on vajausta kromosomigeenissa, jota tarvitaan syn-
teeseissd tai solukuoren sdilytt#misessd, mainittu bakteeri
sisaltis yhdistetyn plasmidin, joka pystyy poistamaan isdn-
tibakteerin kromosomivajauksen aiheuttaman tarpeen, mainittu
yhdistetty plasmidi voi sisaltaa my8s mainittua haluttua
tuotetta koodaavan DNA-jakson; ja ottaa talteen halutun
tuotteen viljelyalustalta.

Sopivia is#nt#dbakteereja ovat bakteerit, jotka kuuluvat Ba-
cillus- tai Enterobacteriaceae-lajiin, esim. Bacillus subti-
1lis ja Escherichia coli, vaikka muiden sopivien bakteereiden
kdyttd saattaa olla ilmeinen alan asiantuntijoille.

Esityksess# k#dytetddn seuraavia termeja:

dal-geeni: geeni D,L-alaniinin rasemaatille.

dal‘-geeni: toiminnallinen geeni (villi tyyppi) D, L-
alaniinin rasemaatille.

dal-1l-geeni: mutanttigeeni D,L-alaniinin rasemaatissa
geeni aiheuttaa tavallisesti vaatimuksen
ulkoisesta D-alaniinista:

dal -isantéd: mutantti-isintid dal-geeniss# (t#dssd vaadi-
taan normaalisti ulkoisen D-alaniinin 1li-
sdys kasvua varten).

dal’-isénta: is&nt4, jolla on villin tyyppinen dal-geeni.

Dal*-isdnta: isint4, jolla ei ole vaatimusta ulkoiselle
D-alaniinille.

Dal -isdnta: isint4, jolla on vaatimus ulkoiselle D-

alaniinille.



5 85876

CamR: klooriamfenikoliresistanssi.

KanR: kanamysiiniresistanssi.

Amp: ampisilliiniresistanssi.

bla: geeni B-laktamaasille, joka aiheuttaa AmpR:n.

cat: geeni klooriamfenikoliasetyylitransferaasille aiheut-

taen CamR:n.

amyM: geeni maltogeeniselle amylaasille.

Useimmille bakteereille kyky kasvaa ja jakautua riippuu hyvin
pysyvdstd solukuoresta (se on solumembraanit, soluseindt ja
vastaavat rakenteet). Kuoren rikkoontuminen tai hajoaminen joh-

taa tavallisesti solukuolemaan tai kasvun loppumiseen.

Yksi vdlttdmdttémin tarpeellisista komponenteista kestdville
solukuorelle Bacillus subtiliksella ja muilla bakteereilla on
D-alaniini. D-alaniini on oleellinen O0sa soluseindmdd, jolle se
antaa ristisidoksellisia polysakkaridiketjuja téten antaen so-
lulle tarvittavaa jéykkyyttd. D-alaniinia ei ole useimmissa ta-
vanomaisissa kasvualustoissa, ja tavallisesti monet bakteerit,
mukaan luettuna B. subtilis Ja E. coli, syntetisoivat t&t3 amino-
happoa L-alaniinista D,L-alaniinirasemaattientsyymilli ja eivdtki
tarvitse ulkopuolista D-alaniinilihdetts kasvuun. Jotkut mutantit
tarvitsevat ulkopuolisen D-alaniinilisdyksen kasvua varten,
esimerkiksi B. subtiliksen dal-l-mutantit, joissa D,L-alaniini-
rasemaattigeeni on tuhoutunut mutaatiossa (Freese et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 51:1164 - 72, 1964, Dul et al., J. Bacteriol.
15:1212-14, 1973). Toiset mutantit saattavat tarvita ulkopuoli-
sen lisdyksen muita metaboliitteja solukuoren ylldpitdmiseen,
kuten esimerkiksi diaminopimeliinihappo, D-glutamiinihappo ja
N-asetyyliglukoosiamiini.

Tdmdn keksinndn mukaan on osoitettu, ettd D,L-alaniinirasemaa-
tin toiminnallista geenii suojelevat plasmidit pysvvdt varmas-
ti dal_-isénnéssé, jos dal+-geenié ei voida siirtdd plasmidista
kromosomiin, ja is#dnndn spontaani mutaatiofrekvenssi Dal'-feno-
tyypiksi on merkityksetdn, ja jos ulkopuolista D-alaniinia ei

ole saatavissa solussa.
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Tdten liittdmdlld geeni haluttuun tuotteeseen sopivalla dal’-
plasmidilla ja viljelemdlld plasmidia sopivassa dal -isdnndssd,
dal+—plasmidi sdilyy suolukasvustossa varmistaen halutun tuot-
teen korkeita saantoja, jotka saacdaan plasmidin itsendisen rep-
likaation aikana. Koska D-alaniinia ei esiinny monissa tavan-
omaisissa kasvualustoissa, ei tarvita endd lisdrajoituksia t&dlld
elatusaineella.

Sen mukaisesti tdm&d keksintd kuvaa tarkoituksenmukaista mene-
telmdi plasmidien stabiloimiseksi, jotka sis&dltdvdt haluttuja

tuotteita varten geenejd viljelyn aikana.

Jotta varmistetaan, ettd8 is&nndn spontaani mutaationopeus
+ N . . .
Dal -fenotvypiksi on merkityksetdn, saattaa olla tarpeellista

poistaa osa dal-geenistd.

Kuitenkin, yhdistdmdlld sellainen isdntd, joka sisdltd& poiste-
tun osan dal-geenid, joka tarvitaan Dal+-fenotyypin ilmenermi-
seen dal+—plasmidin kanssa, joka suojaa kokonaista dal+—geenia
ja osia, jotka ovat homologisia DNA:n kanssa, jotka sivuavat
poistetun kromosomin molempia siwvuja, dal+-vastageenin siirtymi-
nen plasmidista kromosomiin saattaa tapahtua homologisella
ristevtykselld. Jotta vdltettdisiin tdllainen homologinen ris-
teytys, isd&ntd rakennettiin siten, ettd dal-poisto laaijennettiin
segmentteihin sivuten kromosomin cal-geeni&. Myds plasmidi raken-
nettiin siten, ettd se suojelee toiminnallista dal+-geenié,
mutta ei DNA:ta, joka on homologiren DNA:lle, joka sivuaa molem-
milta puolin poistettua kromosomia. Yhdistdmdlld tdmd viimeksi
mainittu plasmidi edelld mainitun éal -isdnndn kanssa muocdostuu

esitetty isdntd-vektoripari.

Vaihtoehtoisesti, dal+-vastageenin siirto voidaan

estdd joxko k&yttdmidllad rekombinoitua, heikennettyd isdn-
tdd tai kivttdmidllid kromosomien ulkopuolista dal+-geeni§ joko
ei ollenkaan tai vidhidisen isdntdbakteerin kromosomin DNA-ho-
mologin kanssa.
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Ensisijaisesti dal+-geeni on johdettu B. subtilis-kannasta, ku-
ten on selitetty jatkossa tarkemmassa vksityiskohdassa. dal’-
geenin lisdksi plasmidin pitdisi mySs sisdltii osa plasmidin
kopiointiin, esimerkiksi kopiointitoiminnat paljon kopioivasta
Plasmidi pUBl10:sta kopiointiin Bacillaessa tai muissa gram-
positiivisissa bakteereissa tai pBR322:n kopiotoiminta Entero-
bacteriacaessa tai muissa gram-negatiivisissa bakteereissa ko-

piointiin.

Tdmdn keksinndn mukaan halutun tuotteen tuottaminen on esitetty
tuottamalla maltogeenista amylaasia Bacillus-kannasta (ICIB 11837)
nopeutettuna sen omalla promoottorilla. Muita esimerkkejid ha-
lutuista tuotteista, joita voidaan tuottaa tamdan keksinndn mu-
kaan, ovat toisentyyppiset amylaasit, amyloglykosidaasit, pul-
lulanaasit, proteinaasit, lipaasit, hormonit ja muut ensyymit

tai eukaroyyttiset proteiinit ja peptidit.

Keksint®i kuvataan edelleen oheisten, viitteend olevien kuvioi-

den mukaan, joissa

kuvio 1 esittis plasmidien pDN691, pDN770, pPDN820 ja pDN1050
rakennetta,

kuvio 2 esittid pDN1122:n rakennetta,

kuvio 3 esittdd plasmidien PDN1090, pDN1120, pDN1222 ja pDN1277
rakennetta rajoittavien entsyymiosien kartan pPDN1000 :ssa,

kuvio 4 esittidi plasmidien PDN1130 ja pDN1290 rakennetta,

kuvio 5 esitt#id plasmidin PDN1274 rakennetta, ja

kuvio 6 esittdd plasmidin PDN1800 rakennetta.

Keksinnén menetelmi sallii transformoidun bakteerin viljelyn
antiobiooteista vapaassa elatusaineessa. Olisi kuitenkin ymmar -
rettdvd, ettid se ei ole ehto keksinndén toteuttamiselle, ainoasg-
taan seuraus siitd. Jos on kdytdnndllistd tai hvédyllistd vil-
jelld keksinndn mukaista transformoitua bakteeria antibiocotin

(antibiocottien) kanssa, ndin voidaan totta kai tehds.

dal’-geeni saatiin DN497:sti, Bacillus subtilis 168-kannan
johdannaisesta (Spizizen, Proc. Natl. Acad. Sci. 44, 1072-78,
1958) . Kromosomaalinen DNA eristettiin tiysin sopivilla restrik-
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tioentsyymeilld ja sidottiin plasmidin pDN691 kanssa, joka
antoi vastuscuskyvyn klooriamfenikolia ja kanamysiinid vastaan,
ja kopiointikyvyn B. subtiliksessa: sidottu DNA siirrettiin
D-alaniinia vaativaan B. subtilis dal-l:seen valikoiden D-ala-
niinin vaatimuksen lis&dysti. Dal+-transformantti, josta oli sa-
manaikaisesti tullut CamR (klooriamfenikoliresistantti) sisdlsi
rekombinoidun plasmidin, joka oli johdettu pDN681:stid, jolla
Dal’- ja CamR—fenotyypit sidottiin. Mahdollisesti homologisesta
rekombinaatiosta johtuen kromosomin ja plasmidin v&1illd, vain

hyvin pieni mddrd plasmidia voitiin havaita transformantissa.

Jotta vdltettdisiin plasmidin rekombinaatio ja edelleen yhden-
tyminen kromosomiin, plasmidi valmistettiin tisti Dal’ CamR‘
transformantista ja siirrettiin D-alaniinia vaativaan ja re-
kombinoituun, heikentyneeseen kantaan DN733 dal~ reck valkoi-~
vaan Dal':san. Transformanteista tuli samanaikaisesti Dal’ CamR
ja KanR (kanamysiiniresistantti).

Transformantit sisdlsividt pieniid miirii plasmidia, noin 16 kb.
Tdstd plasmidista, 2,0 kb Clal-Sphl-osan antava Dal+-fenotyyppi
kloonattiin 2,6 kb osan plasmidilla pDN820: CamR-kannassa
DN608: dal -valikoivaan CamR Dal”:saan antamaan 4,6 kb rekombi-
nantti plasmidin pDN1000. Timi plasmidi voi kuitenkin korvata
rekombinoitujen, hyvien kantojen (esim. DN608) kromosomien dal-1-
mutaation homologisen rekombinaation dal+-vastageenillé, jossa
Dal+-fenotyypin valinta ilman siihen liittyvidi CamR valintaa,

ei voida endd varmistaa plasmidin sdilymisti.

Jotta estettdisiin dal+-vastageenin siirtyminen kromosomiin
homologisella rekombinaatiolla ja edelleen plasmidin h#vidminen,
ja jotta vdhennettdisiin mutaatioiden esiintymistihevttd ai-
heuttaen Dal+-tyypin, isdntdkromosomista poistettiin sekd isdn-
ndn dal-geeni sekd naapuriosan dal-geeni: kloonattu dal-geeni
katkaistiin restriktioentsyymeilld EcoRl ja EcoOR5, ja edelleen
eristettiin eksonukleaasilla Bal3l. Eristetty seos sidottiin

ja transformoitiin DN608 dal valikoiden CamR. Transformantit,
joiden sisdltédmiltd plasmideilta puuttui dal-geeni, tunnistet-
tiin Dal_CamR:ksi. Isdntdkannan valmistamiseksi sopivalla dal-

geenin poistolla dal’-isdnti siirrettiin yhden poistetun plasmi-
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din, pDN1274 cam® dal”:n kanssa. Valikoiden CamR, noin 0,1 3
transformantista oli Dal ilmeisesti johtuen kromosomaalisesta
dal+—geenin tdydennyksestid yhdessi homologisella rekombinaatiol-
la poistetun dal -osan PDN1274:n kanssa. Tdtd seuranneessa spon-
taanissa pDN1274:n hividmisessi kasvun aikana D-alaniinin l&sna-
ollessa ja klooriamfenikolin puuttuessa, plasmidivapaa kanta
DN1280 s&dilyi Dal :na. Southern blotting-analyysit kromosomi-
DNA:n DN1280:sta osoitti, ettid se todella suojeli oletettua
dal-poistoa Timid dal~ -poistettu isidntid, kanta DN1280, siirret-
tiin dal —plasmldln kanssa (esim. pDN1090), joka suojeli seki
lopullista dal’ —geenid ettd osia, jotka ovat homologisia DNA:n
kanssa, jotka sivuavat molempia kromosomin poistetun osan sivu-
ja. dal -geenin siirto plasmidista kromosomiin homologisella
rekombinaatiolla pystyi t&mdn vuoksi tapahtumaan, ja is&nti
voitiin muuttaa dal+:ksi. Siten plasmidin sdilyminen ei ollut
endd ehtona Dal+~Fénan¢ﬁlle,ja plasmidi menetettiin usein. dal -
plasmidi, pDN1277, valmistettiin sitten suojelemaan lopullista
toiminnallista dal+-geenié, mutta ei DNA-homologeja DNA:lle,
jotka sivuavat isidntikromosomin poistettua osaa, mikid selitet-
tiin edelld. Siksi dal':n siirto plasmidista kromosomiin homo-
logisella rekombinaatiolla ei pystynyt tapahtumaan dal -poiste-
tun isdnndn transformaatiossa PDN1277:n kanssa. Siten DN1280

on sopiva dal -isinti D-alaniinivapaalla elatusaineella dal’-
plasmideille, jotka eivit suojele DNA:ta mukaanlukien EcoR5-
osan, joka normaalisti sivuaa kromosomin dal-geenid, mutta joka
on poistettu DN1280:sta.

Jotta varmistuttaisiin, ettd tieteellisesti tai kaupallisesti
kiinnostavat kloonatut geenit todellakin sdilyvidt plasmideissa
D-alaniinivapaassa alustassa edelli esitetylld isdnti-vektori-
systeemllla, Bacillus C599 (NCIB 11837) maltogeeninen amylaasi-
geeni siirrettiin dal® -plasmidiin. Kaksi plasmidia pDN1130 ja
PDN1290 valmistettiin. Molemmat plasmidit suojelevat plasmidin
pUB110:n replikointitoimintoja ja toiminnallisia dal- ja amyM-
geenejd. Kumpikaan plasmideista ei anna millekd&dn antibiootille
vastustuskykyd. Plasmidit pDN1130 ja pDN1290 siirrettiin edelli
mainittuun B. subtilis-kantaan DN1280. Kanta DN1280 suojelee
edelld mainittua kromosomaalista poistettua osaa, joka sisdltii

sekd osan dal-geenisti, joka on vdlttdmdton Da1+-fenotyypin
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syntymiselle ettd viereisen osan, jota ei vaadita Dal’-feno-
tyyppiin, se on osa dal-geenid senso strictu tai ei. pDN1290

el suojele tdtd jdlkimmdistd poistettua osaa. Niinpéd dal’-
geenid ei voida siirtd4 pDN1290:std kromosomiin kaksinkertaisel-
la, homologisella rekombinaatiolla. Plasmidi pDN1130 toisaalta
suojelee molempia kokonaisia osia, jotka on poistettu kromoso-
mista ja viereisistd osista. Tdstd syysti dal+-geenin siirtoa
plasmidista kromosomiin ja edelleen plasmidin hividmistd saattaa
tapahtua.

Saadut transformoidut kannat DN1297 (=DN1280 pDN1130) ja DN1300
(=DN1280 pDN1290) testattiin plasmidin sdilymistd viljelyn ai-
kana (katso esimerkki 7). Viljeltdessd DN1297:44 tapahtui homo-
loginen risteytys, joka palauttaa da1+-geenin kromosomin, ja

sekd plasmidi ettd Amy+-fenotyyppi menetettiin usein.

Viljeltdessd DN1300:aa ei havaittu plasmidin tuottaman Amy+—
fenotyypin h&vidmistd kasvun aikana D-alaniinia sisdltimittd-
médssd elatusaineessa. Jos D-alaniinia lis&dttiin elatusaineeseen,
solut kuitenkin menettivdt usein plasmidin ja muuttuivat

Amy Dal :seksi. Niin todistettiin t&rkedn ei-syntyperdistd
geenid suojelevan plasmidin pysyvd sdilyminen antiobioottiva-

paassa elatusaineessa.

Jotta osoitettaisiin, ettd plasmidit s&ilyv&t myds gram-nega-
tiivisilla organismeilla D-alaniinin vaatimuksen lopettamisella
B. subtiliksen dal-geeni kloonattiin D-alaniinia vaativan

Escherichia coli-mutantin plasmidiin, ja osoitettiin tdydentd-

mdlld vaatimus.

Tdmdn keksinndn ldhemm&t yksityiskohdat ilmenevit seuraavista
esimerkeistdi.

Plasmidien ja kromosomi-DNA:n valmistaminen ja Bacillus subti-
liksen ja E. colin transformointi tehtiin seuraavien, yleisten
menetelmien mukaan. Eristdminen restriktioentsyymeilld, Bal 31-
nukleaasikdsittely, oligo-DNA-sitojan liittiminen ja sitominen

DNA:n T4-ligaasin kanssa suoritettiin New England Biolabs'in
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entsyymeilld toimittajan esittidmissd olosuhteissa.

Kannat

Kaikki Bacillus subtilis-kannat oli johdettu Bacillus subtilis
168:sta (Spizizen, Proc. Natl. Acad. Sci., 44: 1072-78, 1958).
RUB200: aroI%06, amyEOQ7, amyR2 saatiin tri. Frank Young'ilta,
Rochester'in Yliopistosta, New York. SL438: trpC2 (itididen
muodostuminen ja proteaasin puuttuminen) saatiin tri. Kim
Hardy'lta, Biogen, Geneve. DN497: amyEO7, amyR2 on RUB200:n
aro+—transformantti SL438 kromosomi DNA:n kanssa, OB1133:
aroI906, metB5, sacA32l, amyE saatiin tri. Georges Rapoport'ilta,
IRBM, Pariisi. QB1130: dal, metB5, sacA331, amyE saatiin

Bacillus Genetic Stock Centeristd, Columbus, Ohio. DN608: dal-1. metB,
sacA, amyE oli aro+, OB1133:n dal-l-transformantti QOB1130:n
kromosomi-DNA:n kanssa. MT120: leuB6, recE4 rm_ mm_ saatiin tri.
Teruo Tanaka'lta, Mitsubishi-Kasei Institute of Life Sciences,
Tokio. DN773: dal-1, amyE, recE, sacA oli DN608:n met  reckE-
transformantti MT120:n kromosomi-DNA:n kanssa. DN606 on DN608

transformoituna plasmidin pUB110 kanssa.

Escherichia coli-kanta TKL10: thr-1 leuB6 codAl. tro-64 pyrF101
his-108 thyA6 argGé66 ilvA634 thi-1 alr-1 deoCl lacYl tonA2l
tsx95 supE44 (Wijsman, Genet. Res., Camb. 20: 269-77, 1972) saa-
tiin tri. Barbara Bachmann'ilta E. coli Genetic Stock Center
Connecticut, U.S.A, (CGSC 5466).

Plasmidit

2,7 kb:n pUCY9 antaa vastustuskyvyn ampisilliinille ja johdettiin
PBR322:sta (Vieira et al., Gene 19: 259-68, 1982). 4,4 kb:n
PBR322 antaa vastustuskyvyn ampisilliinille ja tetrasykliinille
(Bolivar et al., Gene 2: 95-113, 1977).

Plasmidit pUB110 ja pBD64 (Gryczan et al., J. Bacteriol. 134:
318-329, 1978, ja Gryczan et al., J. Bacteriol. 141: 246-53,
1980) eristettiin B. subtilis-kannoista BD366 ja BD624, kukin
T;; erikseen. pUBl110 ja pBD64 molemmat antavat vastustuskyvyn kana-
mysiiniin, ja pBD64 my&s klooriamfenikoliin. B. subtilis-kannat
BD366 ja BD624 voidaan saada Bacillus Genetic Stock Center'isti,



12 85876

Columbus, Ohio, USA (kantakokoelman numero BGSClE6 ja 1E22).

7,6 kb:n plasmidi pDN452 antaa vastustuskyvyn klooriamfenikoliin
ja kanamysiisiin ja suojaa rakenteellista geenid Bacillus
subtiliksen NCIB 11837 maltogeeniselle amylaasille. pDN452:n
rakenne on kuvattu EP-patenttihakemuksessa n:o 84301994.4.

I. B. subtiliksen transformointi

Vaaditut Bacillus subtilis-solut valmistettiin Yasbinin et al.
mukaan (J. Bacteriol. 121: 296 - 304, 1975). Solut otettiin
talteen sentrifugoimalla (7000 kierr/min, 3 min), suspendoitiin
uudelleen yhteen kymmenenteen tilavuusosaan supernatanttia si-
sdltden 20 % glyserolia, jddhdytettiin nestemdiselli typellid

ja varastoitiin -70°C:ssa. Transformointia varten, jadaddytetyt
solut sulatettiin 42°C:ssa ja sekoitettiin yhden tilavuusosan pus-
kurin kanssa (Spizizen'in minimaalinen elatusaine (Spizizen,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 44: 1072 - 78, 1958)) 0,4 % glukoosin,
0,04 M MgCl:n ja 0,002 M EGTA:m kanssa). DNA lisdttiin ja seos
inkuboitiin ravistelemalla 37°C:ssa 20 minuutin ajan. Sitten

solut valettiin maljalle sopivalla selektiiviselld elatusaineella.

II. E. colin transformaatio

¥on yli viljelty E. coli K-12-kanta n:o 802 LB:ssa (10 g Bacton
tryptonia, 5 g Bacton hiivauutetta ja 10 g NaCl:a per litra
vettd, pH 7,0), laimennettiin 100-kertaisesti 500 ml LB:1lla ja

kasvatettiin 37°C:ssa arvoon OD = 0,4. Viljelmd jddhdytettiin,

jdtettiin jdiden pidille 15 minuiign ajaksi, pydritettiin 15 min
3000 kierr/min:ssa (Sorvall'in GS3 roottorilla), suspendoitiin
uudestaan 200 ml:aan kylmdd 0,1 M CaC12:a, pidettiin jdissa 20
min, pySritettiin 10 min 300 kierr/min:ssa, suspendoitiin uudes-
taan 5 ml:aan kylmdd 0,1 M CaCl,:a ja pidettiin jdissd 20 h.
Sitten lisdttiin kylmdd glyserolia 10 %:iin ja tasaosat jai-
dytettiin nestemdiselli typelld ja varastoitiin -70°C:ssa.
Jaddtyneet solut sulatettiin j&illd, DNA lisdttiin, seosta inku-
boitiin 45 min j&tten p&#lli, kaksi min 37°C:ssa ja sitten valet-
tiin sopivalle selektiiviselle kasvualustalle.

ITII. Plasmidien valmistus E. colista

E. colia kasvatettiin yli y6n 250 ml LB:ssa, 0,4 % glukoosissa
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Ja sopivassa antibiootissa. Solut otettiin talteen sentrifugoi-
malla ja uudelleensuspendoitiin 4 ml zsuskuria 1 (0,025 M
Tris-HCl, pH = 8,0, 0,01 M EDTA, 0,05 M glukoosia, 2 mg/ml
lysotsyymid) . Suspensiota inkuboitiin 0°C:ssa 15 min ajan ja
sitten sekoitettiin 8 ml puskurin 2 kanssa (0,2 M NaOH, 1 %

SDS). Sitten 6 ml puskuria 3 (3 M natriumasetaattia, pH = 4,8)
lisdttiin, seosta pidettiin 0°:ssa 60 min, jonka jdlkeen sentri-
fugoitiin 20 min ajan 19 000 kierr/minuutissa (noin 45 000 g
Sorvall'in SS34 roottorilla). Supernatantti saostettiin 0,6
tilavuudella kylmdlli isopropanolilla ja suspendoitiin uudelleen
1,2 ml 5TE:hen (0,05 M Tris-HCl, pH = 8,0, 0,005 M EDTA), ynnd

20 /ul keitettyd RNaasia A (Boehringer) (2 mg/ml) . 30 min my&-
hemmin liuos laitettiin kerrokseksi 4,0 ml puskurin 4 (80 g

CsCl ynnd 56 ml 5TE) p&&lle ja 0,1 ml EtBr (10 mg/ml etidiumbro-
midi) VTi65 -puskurissa. Seosta sentrifugoitiin 45 000 kierr/minuu-
tissa 20 h. Plasmidi poistettiin sitten putkesta, dialysoitiin

ja uutettiin kuten kappaleessa VI.

IV. Plasmidin valmistus B. subtiliksesta

Plasmidi valmistettiin kuten kuvatut E. coli-kannat (katso kap-
pale III), mutta seuraavin muutoksin. Kasvatus oli LB:ssa sisdl-
tden 0,01 M kaliumfosfaattia, pH = 7,0 ja sopivaa antibioottia
(esim. 6 /ug/ml klooriamfenikolia) ja jos vaadittiin 100 /ug/ml
D-alaniinia. Talteenoton j&lkeen solut inkuboitiin 37°9C:ssa
lysotsyymin kanssa. Puskuri 2 korvattiin seoksella jossa oli yksi
tilavuus puskuria 2 ja kolme tilavuutta puskuria 5 (0,2 M gly-
siini, 0,2 M NaCl ja 1 % SDS). Seuraavat kohdat olivat samoja
kuin kappaleessa III.

V. Plasmidien pienen mittakaavan valmistus B. subtiliksesta

5 ml B. subtiliksen plasmidi LB:ssa (sisidltien 0,01 M fosfaattia
pH = 7,0 ja sopivia antibiootteja ja D-alaniinia, jos tarvitaan)
valmistettiin kuten kappaleessa IV, paitsi 1: puskureiden tila-
vuutta vdhennettiin nelinkertaisesti. 2: 0,5 ml fenolia ja 0,5 ml
kloroformia lis&dttiin puskurin 3 jidlkeen. 3: sentrifugoinnin
jdlkeen 19 000 kierr/minuutissa supernatantti saostettiin etano-
lilla, suspendoitiin uudelleen 400 /ul puskuriin 6 (0,05 M
Tris*HCl pH = 8,0, 0,1 M natriumasetaatti), plasmidi saostet-
tiin taas, suspendoitiin uudelleen 400 /ul puskuriin 6, saostet-
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tiin, pestiin ja suspendoitiin uudelleen 100 /ul TE:hen (0,01 M
tris, HCl, pH = 8,0, 0,001 M EDTA) 1 /ug/ml keitettyd RNaasia
A (Boehringer).

VI. Xromosomi-DNA:n valmistus B. subtiliksesta

Jddtyneiden solujen pySrykkd noin 50 ml:n viljelmdstd suspendoi-
tiin uudelleen 1,1 ml puskuria (0,05 M Tris-Hcl, pH = 7,4,

0,1 M NaCl, 25 % sakkaroosi). 100 /ul lysotsyymid (25 mg/ml) ja
150 /ul EDTA:ta (0,5 M, pH = 8,0) lisdttiin. Seosta inkuboitiin
37°C:ssa 30 min. 2 ml 0,2 % SDS:44 lisdttiin, jonka jdlkeen
inkuboitiin 30 min 37°C:ssa. 1 g CsCl:88 ja 0,05 ml EtBr:a

(10 mg/ml) lisdttiin per 0,95 ml seosta ja seosta sentrifugoi-
tiin 45 000 kierr/minuutissa, 15°C, 20 h VTi65-roottorissa

(Beckman) .

DNA sijoitettiin pitkdaaltoisen UV-lampun alle, ja poistettiin
puhkaisemalla putki ruiskulla. EtBr uutettiin isopropanolilla

ja liuvosta dialysoitiin kaksi tuntia TEE:t3 (0,01 M Tris-HC1,

pH = 8,0, 0,01 M EDTA) vastaan. Liuosta sdddettiin sitten 8 ml:aan
TEE:11d ja uutettiin kahdesti fenolilla ja kerran kloroformilla.
DNA saostettiin 0,1 M NaCl:1lla ja kylmdlli etanolilla ja liuotet-
tiin 1 ml TE:hen (0,01 M Tris-HCl, pH = 8,0, 0,001 M EDTA). Kro-
mosomi-DNA-liuos pidettiin 4°C:ssa.

Esimerkki 1

Plasmidin pDN1050 valmistaminen (kuvio 1)

Plasmidi pBD64 valmistettiin restriktioentsyymeilld EcoRl ja
Sphl, ja 3,6 kb:n pala sidottiin E. coli-plasmidin pBR322

0,56 kb EcoRl-Sphl-palalla. Saatu 4,2 kb:n plasmidi pDN691 an-
taa vastustuskyvyn klooriamfenikolille ja kanamysiinille.
pDN691:n 0,4 kb Hind3-BamHl-pala korvattiin E. coli-plasmidin
pUCI9 0,02 kb Hind3-BamHl-palalla. Saatu plasmidi pDN720, 3,8 kb,

antaa vastustuskyvyn klooriamfenikolille ja kanamysiinille.

pDN720:n 2,8 kb Ncol-Ncol-pala korvattiin pDN770:n 1,8 kb Ncol-
Ncol-palalla. 3,6 kb pDN770 oli pBD64:n spontaani poisto ja

antaa klooriamfenikolille vastustyskyvyn. Saatu 2,8 kb:n plasmidi pDN820
midi pDN820 antaa vastustuskyvyn klooriamfenikolille. pDN820 avattiin yk
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sinkertaisella HgiAl-osalla ja eristettiin Bal3l:1la 30 sekun-
nin ajaksi 30°C:ssa, jonka avulla 0,1 kb:n pala siirrettiin.
Saadut lineaariset palat sidottiin Bgl2-oligonukleotodiliittd-
jdlld New England Nuclearista (n:o 1001). 2,7 kb:n plasmidi
sisdltd4d yhden Bgl2-1iittdj4n ja antaa vastustuskyvyn kloori-

amfenikolille, joka eristettiin tidsts sidosseoksesta.

Esimerkki 2

Plasmidin pDN1122 valmistaminen (kuvio 2)

7,6 kb:n plasmidi pDN452 antaen vastustuskykyd klooriamfenikolil-
le ja kanamysiinille ja suojellen Bacillus V599:n maltogeenisen
amylaasin rakenteellista geenid amyM eristettiin Aval'illa,
kdsiteltiin eksonukleaasilla Bal3l, sidottiin EcoRl-oligonuk-
leotidiliittd3j4d114 (Biolabs n:o 1004), eristettiin EcoRl:11%,
sidottiin T4-sitojalla Ja transformoitiin B. subtilikseen
DN497:amyE valiten CamR. Yksi Amy+—transformantti sisdlsi 6,6 kb
plasmidin p520-20. P520-20:n amylaasisaanto ei ollut vdhdisempi
kuin pDN452:n saanto.

2,7 kb Ncol-pala p520-20:sta korvattiin sitten 1,7 kb Ncol-Ncol-
palalla pDN770:sti (valmistettu esimerkissd 1). Saatu 5,6 kb
pPlasmidi pDN808 suojelee amyM:ia ja antaa vastustuskyvyn kloori-
fenikolille.

PDN808:n 2,6 kb EcoRl-Sphl-pala korvattiin pDN1050:n 2,4 EcoRl-
Sphi-palalla (valmistettu esimerkissd 1). Saatu 5,4 kb plasmidi
PDN1122 suojelee amyM:ia ja antaa vastustuskyvyn klooriamfeni-
kolille.

Esimerkki 3

dal-geenin kloonaus

Noin 3 /ug kromosomi-DNA:ta B. subtilis-kannasta DN497 ja 1 /ug
plasmidia pDN691 CamR KanR eristettiin tdydellisesti restriktio-
entsyymeilld BamHl ja Sphl. Kromosomi- ja plasmidi-DNA sekoitet-
tiin ja sidottiin T4-sitojalla ja transformoitiin kantaan
DN606:dal” pUBllO:KanR. Noin 200 Dal'-transformantin joukosta

yhdestd oli samanaikaisesti tullut CamR kuin vihjeend siiti,
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ettd Dal+-fenotyyppi sidottiin rekombinanttiplasmidiin, joka
0li johdettu pDN69l:sta. Plasmidit valmistettiin tdsti Dal’
Cam®-transformantista ja siirrettiin kantaan DN773 dal reckE
valikoiden Dal. Da1+—transformantit tulivat samanaikaisesti
CamR:ksi ja KanR:ksi. Transformantit sisdlsivdt vain hyvin pie-

nid mddrid plasmidia, noin 16 kb.

Tdstd plasmidista 2,0 kb Clal-Sphl-pala antaen Dal+-fenotyypin
kloonattiin Clal- ja Sphl-osiin kannan DN608 plasmidissa
pDN820:dal” antaa rekombinanttiplasmidin, 4,6 kb pDN1000.

Restriktioentsyymipaikkojen kartta PDN1000:11la on esitetty
kuviossa 3. Transformoitu kanta DN1000=DN608 PDN1000 talletet-
tiin National Collection of Industrial Bacteria (Teollisten
Bakteereiden Kansalliseen Kokoelmaan) (NCIB), Torry Research
Station, Aberdeen, Skotlanti, 7. joulukuuta 1984 ja annettiin
referenssinumero NCIE 12029. NCIB, joka on kansainvdlinen sdi-
lytyspaikka, joka valtuutettiin Budapestin sopimuksessa 1977,
sallii talletuksen esittimisen ja yleisen ké&siteltdvyyden sinne
edelld mainitun sopimuksen sddntdjen 9 ja 11 mukaisesti, kumman-

kin erikseen.

Seuraavat havainnot varmistivat sen, ettd kloonattu kromosomi-
Osa todella sisdltyi dal-geeniin (kuten miidritettiin dal-1l-mu-~
taatiolla), ja mik&dn muu geeni ei pPysty estdamddn D-alaniinin
tarvetta:

l: Linearisoitunut (ei~kopioituva) plasmidi transformoi dal -
. + , . . N .

vastaanottajan Dal’ :ksi, mutta ei Cam‘:ksi merkkind homologi-

sesta rekombinaatiosta kromosomin dal-geenin ja kloonatun kro-

mosomiosan kanssa.

2: Noin 0,2 % isdntibakteerista, jolla on dal-1 kromosomissaan,
valmistetuista plasmideista oli dal~ (kuitenkin restriktio-
entsyymin rakenne on erottumaton alkuperdisesti da1+-plasmi—
dista). Ndmd dal -plasmidit eivdt voi tdydentdi kromosomaalista
dal-l-mutaatiota merkkind siit&, ettd kromosomimutaatio olisi
siirtynyt dal -plasmideihin homologisella rekombinaatiolla.



......

17 85876

3: Kromosomi-B. subtilis-DNA:n Southern blotting-analyyseilli
Osoitettiin, ettd kromosomin Clal-Sphl-pala risteytyi samaa
kokoa olevan osan kanssa pDN1000:sta. Titen dal-geenin suurem-
Pia uudelleen jédrjestelyitd ei voinut esiintyd ennen sen kloo-
nausta pDN1000:11la.

Esimerkki 4

Plasmidin pDN1130 valmistaminen (kuviot 3 ja 4)

pDN1000 (esimerkistd 3) suojellen dal+—geenié avattiin Clal-
osalla, eksonukleaasi eristettiin Bal3l:1lla ja sidottiin BamH1l-
oligonukletidisitojalla (n:o 1017 Biolabs'ilta). Saatu plasmidi
pDN1090 suojelee dal+—geenié ja antaa vastustuskyvyn kloori-

amfenikolille.

pPDN1122 (esimerkistd 2) leikattiin Sphl:114 ja Bgl2:1la, ja
4,4 kb:n osa sidottiin 2,0 kb pDN1090:n Sphl-BamHl-palalla.

Saatu plasmidi pDN1130 suojelee amyM+:aa ja dal+—geenié, mutta

el anna vastustuskykyd klooriamfenikolille.

Esimerkki 5

Plasmicdin pDN1290 valmistaminen (kuviot 3 ja 4)

Plasmidin pDN1110 dal’ CamR, 4,5 kb, valmistettiin eksonukleaa-
silla Bal3l eristeelld, joka oli eristetty pDN1l00O:sta Sphl:114,
ja liittdmdlld sekd Bgl2- ja sacl-oligonukleotidiliitt&#j&lli

(n:o 1001 ja n:o 1005 Biolabs'ilta, kumpikin erikseen).

PDN1110 avattiin yksinkertaisella EcoR5-osalla, eksonukleaasi
eristettiin Bal31l:114 ja sidottiin kahdella Bgl2-oligonukleoti-
diliittdjdlld (n:o 1001 Biolabs'ilta). Liitt&jidn yhteensulami-
nen yhden plasmidin p&dtteen kanssa sai aikaan Bcll-osan. Saatu
plasmidi pDN1222 suojelee da1+-geenié, ja antaa vastustuskyvyn

klooriamfenikolille.

0,7 kb pDN1222:n Bcll-Bcll-pala sidottiin 3,5 kb BamHI-Bcll-pa-
lan pDN1090:sti kanssa (esimerkissd 4). Saatu plasmidi pDN1277,
4,2 kb, suojelee dal+—geenié ja antaa vastustuskyvyn kloori-
amfenikolille. Plasmidi pDN1277 siirrettiin kantaan DN1280
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(katso esimerkki 6) ja saatu kanta DN1517 (=DN1280 pDN1277)
tallennettiin National Collection of Industrial Bacterian ko-
koelmaan, Torry Research Station, Aberdeen, Skotlanti, 7. joulu-
kuuta 1984 ja annettiin referenssinumero NCIB 12030.

pDN1090 edelleen siirrettiin 4,5 kb plasmidiin pDN1120 dal”
Cam korvaamalla 2,6 kb Sphl-BamHl- -pala 2,5 kb Sphl-BamHl-pa-
lalla pDN1050:std (valmistettiin kuten kuvattiin esimerkissd 1).

pDN1265 amyM+ cam® valmistettiin pDN1120:1ta eristetyltd Bal3l-
eksonukleaasilla eristetty EcoR5:114 ja edelleen eristettiin
Sphl:114. 2,9 kb:n pala sidottiin Sacl-oligonukleotidiliittd-
jdl11l4d (Biolabs n:o 1005) ja 2,9 kb:n pDN1l130-palan kanssa, joka
O0li saatu eristdmdlli EcoRl:113i ja Bal3l-eksonukleaasikisitte-
lylld, ja edelleen eristimilli Sphl:114.

Saatu plasmidi pDN1265, 5,8 kb, suojelee amyM+—geenié ja antaa
vastustuskyvyn klooriamfenikolille.

Sitten pDN1265 katkaistiin Sphl-Bgl2:1la ja 4,7 kb-pala sidot-
tiin 1,6 kb pDN1277:n Sphl-Bgl2-palan kanssa.

+
Noin 6,3 kb saatu plasmidi pDN1290 suojelee amyM :ia ja dal*-

geenid, mutta ei antibiootin vastustuskyvyn merkitsijis.

Esimerkki 6

Isdnndn, jolla on vajausta dal-geenissi, valmistaminen (kuvio 5)

Katkaisemalla 5 g kloonatun da1+—geenin pDN1090:std restriktio-
entsyymeilld EcoRl ja EcoR5, ja edelleen eristidmidllid palat ekso-
nukleaasilla Bal3l 60 sekunniksi yhdistden ja siirtden
DN608:dal-l:aan, saatiin aikaan vajausta, joka tuhosi plasmidin
Da1+-fenotyypin. Kannan DN497 transformaatio yhden ndiden va-
jaitten plasmidien pDN1274 CamR dal™, ja CamR:n valinta antoi
noin 0,1 % transformanteista, jotka olivat ilmeisesti Dal~ joh-
tuen kromosomin dal+-geenin korvaamisesta dal -vajauksella
pDN1274:std. Spontaanisti tapahtuneen menetyksen pDN1274 jédlkeen,
transformantista tuli CamR, mutta sdilyi Dal . T&mén kannan,

DN1280, kromosomi-DNA:n Southern blotting-analyysit osoittivat,
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ettd se todellakin suojelee oletettua dal-vajetta. Mutaatioiden
esiintymistiheys, miki saattaisi aiheuttaa t&min dal-vajemutan-
tin palautumisen DAL+-fenotyypiksi, 0li vdhemm&n kuin 10_8.

DN1280 suojeleva Plasmidi pDN1277 = DN1517 (katso esimerkki 5)

tallennettiin.

Esimerkki 7

dal” amyM+-plasmidien stabiilisuus dal -isinnissi

Jotta osoitettaisiin seki isdntd-plasmidi-yhdisteen DN1300 (=
DN1280 pDN1290) stabiilisuus etta ristiinmenevidn kromosomin puut-~
tuminen ja kromosomin vajetta sivuavien plasmidi-DNA-osien tir-

keys, seuraava koe suoritettiin:

Kantojen DN1297(=DN1280 PDN1130) ja DN1300 (=DN1280 pDN1290)
vksittdiset pesikkeet suspendoitiin uudelleen L-lihaliemeen 1li-
sdttynd 16 mM kaliumfosfaattipuskuria PH 7,0 ja 0,2 % glukoosia.
Puolet jokaisesta suspensiosta ympittiin edelli esitettyyn
elatusaineeseen, ja toinen puoli tdysin samaan elastusaineeseen,
johon oli lisdtty 200 /ug/ml D-alaniinia. Liuottamalla viljel-
mdt joko 100- tai lOOO-kertaisesti, kantoja kasvatettiin useiden
sukupolvien ajan 37°C:ssa hyvdll4 ilmastuksella joko D-alaniinin
ldsndollessa tai puuttuessa elatusaineesta. Jokaisessa laimen-
nuksessa, ei vdhemmin kuin lO7 soluja siirrettiin. Yhden pdivan
vdlein, Amy+-pesékkeiden esiintymistiheys (kokonaisuudessaan
noin 100) testattiin L-lihaliemimaljoilla joko D-alaniinin kans-
sa tai ilman riippuen kasvuolosuhteista. Tulokset on esitetty
taulukossa 1. 10 satunnaisesti valittua Amy -pesikettid eivit
Osoittaneet sisdlt&viansy yhtd&dn plasmidia.

Taulukko 1
Amy-—solujen esiintymistiheys kasvun jdlkeen LB-elatusaineessa

joko D-alaniinin kanssa tai ilman.

sukupolvet
Kannat plasmidi 51 68 _ 85
3 Amy
DN1297 pDN1130 2% 20 % -
DN1297 + D-alal pDN1130 60 3 - -
DN1300 pDN1290 0 2 0 % 0 %
DN1300 + D-alal pDN1290 60 3 90 3 -

Ensimmiiset 20 sukupolvea ilman D-alaniinia
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Tulokset taulukossa 1 osoittavat, ettd plasmidi pDN1290 on hy-
vin pysymdtdn valikoimattomissa olosuhteissa (D-alaniinin li-
sdys kasvualustaan), mutta muuttuu pysyvidksi kasvun aikana
selektiivisessd elatusaineessa (ilman D-alaniinin lisdystd).
Edelleen osoitettiin, ettd homologinen, kaksinkertainen ris-
teytys palauttaa dal+—geenin isdntdkromosomiin ja edelleen plas-
midin hdvidmistd ei tapahtunut DN1300:ssa (ei Amy -soluja 85
sukupolven kasvatuksen jdlkeen), kun taas Amy -solujen esiinty-
mistiheys oli 20 %, DN1297:n 68 sukupolven jidlkeen kasvaneena
D~alaniinia sisdltédmdttSmédssd elatusaineessa, ilmeisesti joh-
tuen dal+-geenin siirtymisestd plasmidista kromosomiin ja edel-

leen plasmidin menetyksesti.

Esimerkki 8

Plasmidin pDN1800 valmistaminen (kuvio 6)

pDN1284 valmistettiin yhdistdmdlld 1,4 kb Bgl2-Bgl2-pala
pDN1222:sta (katso kuvio 3) 1,5 kb BamHi-Bgl2-palan pDN1050:st&
kanssa (katso kuviota 3).

pPDN1284:std dal+—geeni siirrettiin 1,4 kb Bgl2-Sall-palalla klas-
siseen E. colin plasmidivektoriin pBR322, joka on katkaistu
BamH1:11d ja Sall:11&. Rekombinanttiplasmidi, pDN1800:Amp:
(ampisilliiniresistantti) siirrettiin E. coli-kantaan TKL10
valiten AmpR saamaan kannan DN1800:pDN1800. Kanta DN1800 tal-
lennettiin NCIB:ssd 22. marraskuuta 1985 ja annettiin referens-
sinumero NCIB 12181. Sen mukaisesti talletteen esittiminen ja
yYleinen luocksepddstédvyys sinne on varmistettu (vide supra).
TKL10 osoittaa D-alaniinia vaativan fenotyypin 42°C:ssa, mutta
DN1800:ssa tdmd vaatimus on h&vinnyt. Siten, pDN1800 suocjellen
B. subtiliksen dal-geenid pystyy tdydentdmdin D-alaniinivaati-
muksen E. coli-kannassa, joka on puutteellinen alaniinin rase-
maattiaktiivisuudessa (Wild et al., Molec. Gen. Genet. 198:
315-22, 1985).
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd plasmidien stabiloimiseksi is&nt#dbakteerissa
viljelyn aikana, tunnettu siitd, ettd plasmidiin vied#&n
DNA-jakso, joka koodaa D,L-alaniinirasemaattia, ja transfor-
moidaan isdntdbakteeri plasmidilla, joka sis&lt&d mainitun
DNA-jakson, ja kdytetddn isidntabakteeria, jolta puuttuu kro-
mosomaalinen dal-geeni D,L-alaniinirasemaatille.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd isdntdbakteerissa on mutaatio kromosomaalisessa
dal-geenissd D,L-alaniinirasemaatille, tai deleetio sisdlta-

en vdhintd8n osan dal-geenistd.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelm&, tunnettu sii-
td, ettd mutaatio on deleetio, joka poistaa sekd osan dal-
geenistd, joka on vdlttdm&ton Dal'-fenotyypin ilmaisulle,
sekd osan suoraan sivuavaa DNA:ta, joka ei ole vdalttam&ton
DAL'~-fenotyypin ilmaisulle, oli se osa dal-geenid tai ei.

4. Transformoitu bakteeri, tunnettu siitd, ettd se on joh-
dettu isdntdbakteerista, jolla on puutteellisuutta kromo-
somaalisessa dal-geenissd D,L-alaniinirasemaatille, ja ettd
se sisdltd8 plasmidin, joka sisdltdd DNA-jakson, joka koodaa
D,L-alaniinirasemaattia.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen transformoitu bakteeri,
tunnettu siitd, ettd se sisdltdd mutaation dal-geeniss& D, L-
alaniinirasemaatille tai deleetion sis#ltden vahint#3&n osan

dal-geenisti.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen transformoitu bakteeri,
tunnettu siitd, ettd siind on deleetio sekd osassa dal-gee-
nid, joka on valttamdtdn Dal'-fenotyypin ilmaisulle, ettid
osassa suoraan sivuavaa DNA:ta, joka ei ole vidlttdmidtdn Dal’-
fenotyypin ilmaisulle, o0li se osa dal-geenid tai ei, ja ettd
se sisdltdsd plasmidin, joka sis8ltdd osan dal-geenistd, joka
on riittdvd Dal’'-fenotyypin ilmaisulle, mutta joka ei sisdlli
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segmenttejid, jotka ovat sille DNA:1lle homologisia osia, joka
sivuaa vdhintidin toista puolta kromosomin deleetiosta.

7. Menetelmid halutun tuotteen valmistamiseksi transfor-
moidulla bakteerilla, tunnettu siitd, ettd viljelldsn sopi-
valla ravintoalustalla bakteereita, joilla on deleetio kro-
mosomaalisessa dal-geeniss# ja jotka sisdltdvdt plasmidin,
joka sis#lt#d DNA-jakson, joka koodaa D,L-alaniinirasemaat-
tia, sekd DNA-jakson, joka koodaa mainittua haluttua tuotet-
ta, ja otetaan talteen haluttu tuote viljelyalustalta.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
t4, ettd isintibakteerissa on mutaatio dal-geenissd D, L-ala-
niinirasemaatille tai deleetio, joka k#sittéd ainakin osan
dal-geenista.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelm#, tunnettu sii-
t4d, ettd iséntdbakteerissa on deleetio sekd osassa dal-gee-
ni&, joka on valttamatdn Dal’-fenotyypin ilmaisulle, ettd
osassa suoraan sivuavaa DNA:ta, joka ei ole valtt&m#tdn Dal’-
fenotyypin ilmaisulle, oli se osa dal-geenid tai ei, ja etta
plasmidi sis#lt#84 osan dal-geenid, joka riittaa Dal‘-fenotyy-
pin ilmaisulle, mutta ei sisdlla segmenttejd, jotka ovat
homologisia DNA:lle, joka sivuaa vdhintdan toista puolta

kromosomin deleetiosta.

Patentkrav

1. Férfarande f&r stabilisering av plasmider i en vé&rdbak-
terie under odling, k#nnetecknat av att i plasmiden inférs
en DNA-sekvens, som kodar for D,L-alaninrasemas, och att
virdbakterie transformeras med plasmiden som innehdller
nimnda DNA-sekvens, och anvdnds en vdrdbakterie med en de-
fekt i den kromosomala dal-gen for D,L-alaninrasemas.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k#nnetecknat av att
virdbakterien har en mutation i den kromosomala dal-genen
f&r D,L-alaninrasemas, eller en deletion omfattande i det

minsta en del av dal-genen.
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3. Forfarande enligt patentkravet 2, kinnetecknat av att
mutationen &r en deletion av bada en del av dal-genen, som
dar nddvdndig fOr uttryckelse av Dal‘-fenotypen och en del av
direkt flankerande DNA, som &r onddvéndig fdr otryckning av
Dal'-fenotypen, var den en del av dal-genen eller inte.

4. Transformerad bakterie, kdnnetecknad av att den &r av-
lett frdn en vardbakterie, som har en defekt i den kromo-
somala dal-genen f6r D,L-alaninrasemas, och att den innehdl-
ler en plasmid som innehdller en DNA-sekvens som kodar f&r

D,L-alaninrasemas.

5. Transformerad bakterie enligt patentkravet 4, ki#nne-
tecknad av att den innehdller en mutation i dal-genen f&r
D, L-alaninrasemas eller en deletion, som omfattar minst en

del av dal-genen.

6. Transformerad bakterie enligt patentkravet 5, k#&nne-
tecknad av att den har en deletion av badda en del av dal-
genen, som dr nddvdndig f6r uttryckning av Dal’-fenotypen,
och av en del av direkt flankerande DNA, som 4r onddv#ndig
f&r uttryckning av Dal’-fenotypen, var den en del av dal-ge-
nen eller inte, och att den innehdller en plasmid innehdl-
lande en del av dal-genen, som &r tillr&ckligt till uttryck-
ning av Dal'-fenotypen, men inte innehdller segmenter, som &r
homologiska till den DNA, som flankerar minst den ena sidan

av deletionen pa kromosomet.

7. Fborfarande fOr framstdllning av en 6nskad produkt i en
transformerad bakterie, kidnnetecknat av att bakterier som
har en defekt i den kromosomala dal-genen och inneh&ller en
plasmid innehallande en DNA-sekvens, som kodar f&r D,L-ala-
ninrasemas, samt en DNA-sekvens, som kodar f&r den ®Onskade
produkten, odlas i ett ldmpligt ndringsmedium, och den &ns-
kade produkten utvinns fran nidringsmediet.

8. FOorfarande enligt patentkravet 7, k#nnetecknat av att
vadrdbakterien innehdller en mutation i dal-genen f&r D, L-
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alaninrasemas eller en deletion, som omfattar minst en del

av dal-genen.

9. Fdorfarande enligt patentkravet 8, kinnetecknat av att
virdbakterien har en deletion av badda en del av dal-genen,
som 3r nddvidndig f6r uttryckning av Dal'-fenotypen, och av en
del av direkt flankerande DNA, som &r onddvdndig fOr ut-
tryckning av Dal’'-fenotypen, var den en del av dal-genen el-
ler inte, och att plasmiden innehdller en del av dal-genen
som 4r tillrdcklig till uttryckning av Dal'-fenotypen, men
inte innehdller segmenter, som &r homologiska till den DNA,
som flankerar minst den ena sidan av deletionen pd kromoso-

met.
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