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Keksinnon kohteena on parannettuja menetel-
mii prokymosiinia koodaavan geenin kopioi-
miseksi ja ekspressoimiseksi E. coli:ssa.
On kehitetty uusia ekspressointiplasmide-
ja, joissa on prokymosiinia koodaava geeni
operatiivisesti liitettynd E. coli trp-ope-
roniin. Niiti plasmideja on insertoitu E.
coli -isdntisoluihin transformoimalla, jol-
loin on saatu E. coli:n uusia kantoja,
joilla on suuri ekspressoimiskyky. Keksintd
koskee mySs menetelmid tdllaisten ekspres-
sointiplasmidien ja niistd johdettujen E.
coli -kantojen valmistamiseksi. Modifioidut
solut tuottavat sopivissa viljelyolosuh-
teissa olennaisen mddran prokymosiinia,
jolla aktivoinnin jdlkeen (kymosiinin muo-
dossa) on maidon juoksutusaktiivisuus. N&ma
menetelmit ovat kdyttdkelpoisia prokymosii-
nin laajassa tuotannossa fermentoimalla ja

ovat aikaisempaa tekniikan tasoca parempia.

av prokymosin

Uppfinningen avser férbittrade metoder for
replikation och expression av prokymosin
koderande gen i E. coli. Nya expressions-
plasmider med den prokymosin koderande ge-
nen operativt fist vid E. coli trp-operonen
har utvecklats. Dessa plasmider har inbbrts
i E. coli-vdrdceller genom transformation,
att ge nya stammar till E. coli med hog
expressionsfdrmdga. Uppfinningen avser
ocksa metoderna f&r framstd#llning av sidana
expressionsplasmider och E. coli-stammar

som hirletts dirifran. De modifierade
cellerna producerar under lamplig odlings-
betingelser en vidsentlig mingd av prokymosin
vilken efter aktivering (i form av kymosin)
uppvisar mjdlkldpnande aktivitet. Metoderna
ir siledes anvindbara vid massiv produktion
av prokymosin genom fermentation och &r
bittre &n teknikens stindpunkt inom onradet.
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Uusia ekspressointiplasmideja ja niiden kdyttd menetelméssd

prokymosiinia koodaavan geenin ekspressoimiseksi E. colissa

Keksinndn kohteena on yleisesti geenitekniikka ja
erityisesti yhdistelm&é-DNA:ta sisdltdvdn prokymosiinia koo-
daavan geenin tuottaminen sekd td@mdn hyvdksikdyttd mikro-
organismien tuottamiseksi prokymosiinin laajaa tuotantoa
varten.

Kisitteelld "geenitekniikka" tarkoitetaan in vitro-
tekniikkaa, jolla muodostetaan yhdistelmd-DNA, joka sisdl-
td3d ulkopuolisia geenejd, ja sopiva vektori, valikoidaan
DNA halutun geneettisen informaation perusteella ja viedaan
valikoitu DNA sopivaan iséntd-mikro-organismiin, jolloin
vieras geneettinen informaatio tulee isdnndn tdyden geenis-
tdn osaksi. Td113 menetelmdlld valmistettu geneettisesti
manipuloitu mikro-organismi pystyy ekspressoimaan vierasta
geenid soluissaan sopivissa viljelyolosuhteissa ja tuotta-
maan ainetta (esim. entsyymejd, proteiinia, hormoneja jne),
jota tdmd geeni koodaa.

Entsymaattinen proteiini kymosiini tunnetaan myds
renniinind. Se on proteolyyttinen pé&&dproteiini, jota esiin-
tyy vastasyntyneen mdrehtijdn vasikan mahassa ja aiheuttaa
maidon juoksettumisen. Kymosiinia on sen t&hden kauan kdy-
tetty maitokaseiinin koaguloimiseen juustonteossa. Siina on
323 aminohappoa ja sen molekyylipaino on 35 652. On tunnet-
tua, ettd kymosiinilla on kaksi mahdollista muotoa (A ja B).
Ndmi kaksi muotoa poikkeavat aminohappo-kodonilla 286 (nuk-=
leotidi 857). Kodoni GAT kymosiini A:ssa olisi kodoni GTT
kymosiini B:ssd.

Prokymosiini (prorenniini) on kymosiinin prekursori,
jossa on 42 ylimddrdistd aminohappoa kymosiini-molekyylin
aminopdidtteessid ja se muutetaan kymosiiniksi happamissa olo-
suhteissa hidvittidmdlli ylimddrdiset aminohapot. Prokymosii-
nissa on 365 aminohappoa ja sen molekyylipaino on 40 777.
Prorenniinin tdydellistd aminohapposekvenssid ovat selos-

taneet B. Foltmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74,
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231 (1977). Julkaistu sekvenssi osoittautui myShemmin vdd-
rdksi joukolle aminohappopaikkoja. Korjattu sekvenssi on
sen tdhden annettu kuviossa 1.

Koska vastasyntyneen vasikan juoksutusmahan limakal-
vo erittdd kymosiinia, sitd saadaan vasikoiden mahoista
kaupalliseen tuotantoon. Kymosiinin saamiseen vasikoista
liittyy useita vakavia ongelmia: tdmd menetelmd kdsittdd lu-
kuisia monimutkaisia ty&vaiheita, jotka aiheuttavat monia
vaikeuksia yritettdessd varmistaa suuria mddrid. Se on my&s
kallista eikd ole viime vuosina pystynyt vastaamaan kaupal-
lisia vaatimuksia. Ndistd syistd kymosiinin korvikkeita on
alettu hyvdksyd juuston teossa. Erds tdllainen korvike on
mikrobinen juoksutin, jota tuottaa Mucor pusillous, Mucor
miehei tai Endothia parasitica. T&lld mikrobijuoksuttimella
on kuitenkin kohtuullisen voimakas proteolyyttinen aktiivi-
suus eikd ole yhtd sopiva juuston kypsyttdmisessd kuin itse
kymosiini, jolla on spesifinen, mutta silti heikko proteo-
lyyttinen aktiivisuus.

Siten on vield erittdin merkityksellistd taloudelli-
selta ndkokannalta hankkia suuri mddrd kymosiinia.

Tdmdn keksinndn menetelmdssd kdytetddn uusia ekspres-
sointiplasmideja, jotka muodostetaan eristdmdlld DNA-inser-
tio-osia, joissa on prokymosiinia koodaavia geenejd aikai-
semmin rakennetuista yhdistelmdplasmideista ja liitt&mdlla
tdmd DNA sopiviin vektoreihin. Ekspressointiplasmideja kay-
tetddn sitten transformoimaan herkkid mikro-organismeja
olosuhteissa, joissa transformointi voi tapahtua. Mikro-or-
ganismia kasvatetaan olosuhteissa, jotka edistdvdt trans-
formanttien, jotka sisdltdvdt yhdistelmd-ekspressointiplas-
midia, korjaamista talteen. Kun isdntd-mikro-organismi on
oikein transformoitu, mikrobisoluja voidaan toistuvasti mo-
nistaa viljelemdlld mikro-organismia sopivassa elatus-
aineessa, joka ekspressoi prokymosiinia koodaavaa geenid
tuottamaan prokymosiinia soluissaan. Siten prokymosiinin

laaja tuotanto mikro-organismeilla fermentointiviljelyssd
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tulee mahdolliseksi toteuttaa ja antaa vasikan kymosiinia
kohtuullisin kustannuksin.

Titd keksintdid koskevia kirjallisuusvitteitd ovat
US-patentti nro 4 237 224 (Cohen ja Boyer), JP-patenttiha-
kemus Sho 56-131 631 T. Beppu'lle, K. Nishimori:lle et al.,
Gene 19, 337 (1982), EP-patenttihakemus nro 68 691 Celltech
Ltd.:1le ja EP-patenttihakemus nro 57 350 Collaborative
Research Inc.:lle. Erityisesti kdsittelynalaisessa JP-pa-
tenttihakemuksessa Sho 56-131 631, joka vastaa JP-patentti-
hakemusta Kokai nro 32 896/83, jdtetty 24.8.1981 ja joka on
siirretty samalle oikeudenomistajalle, on esitetty ekspres-
sointiplasmidi, joka sisdltdd lac UV-promoottorin ja proky-
mosiini-cDNA:n melkein koko sekvenssin yhdistettynd E. coli
beta-galaktosidaasin N-pddteaminohappoihin.

Eris tidmidn keksinndn tavoitteista on antaa spesifisia
prokymosiinigeenej&d kdytettdviksi uusien ekspressointiplas-
midien rakenteluun.

Toisena timidn keksinndén kohteena on antaa uusia eks-
pressointiplasmideja ja hyddyntdd niitad prokymosiinin suuren
ekspressoitumisen aikaansaamiseksi mikrobi-isdntdsoluissa.

Edelleen erds tdmdn keksinndn kohde on antaa mene-
telmii uusien ekspressointiplasmidien tuottamiseksi.

Vieli on tidmin keksinndn kohteena kdyttdd E. coli
tryptofaanioperonipromoottoria E. coli lac ~operonipromoot-
torin asemesta. Vield on tdmin keksinndn kohteena saada ge-
neettisesti manipuloituja mikro-organismeja, jotka pystyvat
tuottamaan olennaisesti suurempia md&#rid prokymosiinia kuin
mitid tdhin asti tunnetuilla mikro-organismeilla voidaan
tuottaa.

Edelleen tidmin keksinndn yhtend kohteena on aikaan-
saada menetelmi prokymosiinin tuottamiseksi kdyttden geneet-
tisesti manipuloituja mikro-organismeja.

Lopuksi on keksinndn kohteena vield antaa itse pro-
kymosiinia, joka on tuotettu edelld mainittujen menetelmien

mukaisesti.
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Ldpi koko tdmédn selityksen "prokymosiinigeeni" mdi-
ritellddn nukleotidien sekvenssiksi, joka koodaa prokymosii-
nimolekyylid. Mitd tahansa nukleotidisekvenssin osaa voidaan
kdyttdd, kuten kuviossa 1 on esitetty.

Tdmdn keksinndn menetelmdn mukaisesti prokymosiinin
ekspressointi isdntdsoluissa ja niiden tuottaminen voidaan
toteuttaa seuraavin vaihein:

1. Spesifisid prokymosiinigeeneji eristetddn tunne-
tuista yhdistelmdplasmideista, kuten edelld on selostettu
uuttamalla sopivilla restriktioentsyymeilli.

2. Prokymosiinigeenit liitet&d&dn yhteen vektorin ja
translaation aloituskodonin kanssa muodostamaan ekspressoin-
tiplasmidi. Jos liitetyt prokymosiinigeenit eivit kata koko
koodaussekvenssid prokymosiinia varten, voidaan ylimd&8rdi-
nen synteettinen oligonukleotidi, jossa on koodaussekvenssin
puuttuva osa, yhdistdd liitettyihin geeneihin. Synteettisel-
14 DNA-palasella voi olla my&s translaatiokodoni, joka edul-
lisesti edeltdd prokymosiinigeeniosan kirkei.

3. Sopivia isdntdsoluja transformoidaan ekspressoin-
tiplasmidilla kalsiumkloridikdsittelylli.

4. Valikoidaan ampisilliini-resistenttejd transfor-
moituja soluja.

5. Transformoituja soluja viljelldin standardivilje-
lymenetelmin.

6. Solujen raakauutteita testataan prokymosiinin l&s-
ndolon suhteen radioimmunoanalyysilli tai proteiinin blot-
tausmenetelmdlls.

Erds erityisen kiinnostava yhdistelmdplasmidi on ni-
metty pCR301:ksi ja sitd ovat kuvanneet Nishimori et al, Gene,
19, 337 (1982). Selostuksia menetelmistd muiden plasmidien
rakentamiseksi, joilla on prokymosiini-cDNA'ta, on kuvannut
Nishimori et al., J. Biochem., 90, 901 (1081) ja niitid 18y-
tyy muista kirjallisuusviitteistd, joihin edelld viitattiin.
Namd plasmidit ovat kdyttdkelpoisia prokymosiinigeenien ldh-
teend ja normaalisti niitd rakennetaan seuraavassa kuvatul-

la tavalla:
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1. Prokymosiinigeenin 1dhetti-RNA(mRNA) :ta eriste-
ti4n neljinnestd vasikan mahasta.

2. mRNA muutetaan kaksirihmaiseksi DNA:ksi tavanomai-
sin menetelmin.

3. Synteettisid liitt&ajia liitetddn kaksisdikeisen
cDNA:n kumpaankin pddhan.

4. cDNA-molekyyli yhdistet&ddn sopivaan vektoriplas-
midiin (esim. pBR 322).

5. Yhdistelmdplasmidi viedddn sitten isdntdsoluihin
transformoimalla.

6. Oikeiden kloonien tunnistaminen suoritetaan pesdke-
hybridisointimenetelmdlld ja hybridiestetylld translaatiolla.

7. Kloonien DNA-insertiot sekvenssoidaan Maxamin
ja Gilbertin menetelmdlla.

Proteiinia, jota saadaan prokymosiinia koodaavasta
geenistd, josta puuttuu koodaussekvenssin kdrkiosasta jonkin
verran, nimitetddn "prokymosiinin kaltaiseksi proteiiniksi".
Prokymosiinia, jossa on metioniini liittyneend sen N-pddt-
teeseen, voidaan nimittdd N—pééte-metionyyli—prokymosiinik—
si. Lipi tidmin selityksen kumpaakin voidaan nimittdd proky-
mosiiniksi.

Kuten myShemmin yksityiskohtaisesti selostetaan viit-
taamalla edullisiin suoritusmuotoihin, tulisi ymmdrtdd, ettd
tdmd keksintd antaa:

1. Menetelmdn prokymosiinia koodaavan geenin ekspres-
soimiseksi E. coli -is#dnt&dsoluissa, jolloin timd geeni joh-
detaan transformanteista, jotka sisdltdvdt kloonattua pro-
kymosiini-cDNA:ta, jonka menetelmdn mukaisesti:
timd geeni eristetddn transformanteista; siihen liitetdan
ligatoimalla transkriptio-promoottori ja translaation aloi-
tuskodoni muodostamaan ekspressointiplasmidi; ja valikoidaan
transformoituja soluja, joilla on korkeat prokymosiinin,
N—pééte—metionyyli—prokymosiinin tai prokymosiinin kaltai-
sen proteiinin ekspressointitasot, jolloin geenin on aina-

kin viidennestd koodaavasta kodonista koodaussekvenssin
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pddhdn asti prokymosiinia varten lisiksi oltava yhdistynyt
trp L- tai trp E -geenin N-p&diteosaan.

2. Menetelmdn prokymosiinia koodaavan geenin ekspres-
soimiseksi E. coli -isdntdsoluissa, jolloin t&mi geeni joh-
detaan transformanteista, jotka sisidltidvit kloonattua pro-
kymosiini-cDNA:ta ja jossa menetelmissi:
tdmd geeni eristetddn transformanteista; tihin geeniin lii-
tetddn synteettinen oligonukleotidi, jolla on prokymosiinia
koodaavan sekvenssin komplementaarinen osa, joka on poistet-
tu tdstd geenistd; siihen liitetddn ligatoimalla transkrip-
tiopromoottori ja translaation aloituskodoni, kun tidtd ei
Ole ldsnd synteettisessd oligonukleotidissa, ekspressointi-
plasmidin muodostamiseksi; isdntdsoluja transformoidaan eks-
pressointiplasmidilla; ja valikoidaan transformoituja solu-
ja, joilla on prokymosiinin tai N-pddte-metionyyli-prokymo-
siinin korkeat ekspressointitasot, jolloin t&11i synteetti-
selld oligonukleotidilla valinnaisesti on translaation aloi-
tuskodoni.

3. Menetelmdn prokymosiinin tuottamiseksi ekspressoi-
malla prokymosiinia koodaavaa geenii E. coli -isidntisoluis-
sa, Jolloin tdmd geeni johdetaan transformanteista, jotka
sisdltdvdt kloonattua prokymosiini-cDNA:ta ja jolloin mene-
telmdn mukaisesti:
eristetddn tdmd geeni transformanteista: siihen liitet&idn
ligatoimalla transkriptiopromoottori ja translaation aloitus-
kodoni ekspressointiplasmidin muodostamiseksi; transformoi-
daan isdntdsoluja ekspressointiplasmidilla; valikoidaan
transformoituja soluja, joilla on korkeat prokymosiinin
ekspressointitasot ja viljell&din transformoituja soluja
sopivassa elatusaineessa.

4. Ekspressointiplasmidin, joka sis&lt#i prokymosii-
nia koodaavan geenin ja vektorin siihen operatiivisesti
liitettynd, jolloin vektori johdetaan pBR322-plasmidista
ja sisdltdd transkriptiopromoottorin ja translaation aloi-

tuskodonin.
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Esilld olevassa patenttihakemuksessa kuvataan myé&s
spesifistd prorenniinid koodaavaa geenid, sitd sisdltdvii
koodaussekvenssejd, menetelmii uusien ekspressointiplasmi-
dien rakentamiseksi; transformoituja mikro-organismeja; ja
niistd tuotetun prokymosiinin.

Kuvio 1 esittdd tdydellistd nukleotidisekvenssid pro-
kymosiinia koodaavalle geenille.

Kuvio 2 esittdid restriktioentsyymikarttoja vektori-
plasmideille, joita t#ssid keksinndssi kdytetdédn.

Kuvio 3 esittdd restriktioentsyymikarttoja ekspres-
sointiplasmideille, joita t&dssi keksinn®ssi kdytetdédn.

Kuvio 4 esittdd DNA-sekvenssid trp-promoottorin 1&-
heisyydessd pOCT2-plasmidissa.

Kuvio 5 on kaavio pTRE1:n rakentamiseksi pOCT3:sta
pOCT2:n kautta.

Kuvio 6 on kaavio pTRL1:n rakentamiseksi pOCT2:sta
ja pBR322:sta.

Kuvio 7 on kaavio pTRP1:n rakentamiseksi PTREI1:sta.

Kuvio 8 on kaavio pCR501:n rakentamiseksi PCR301:std
ja pTRE1:st4.

Kuvio 9 on kaavio pCR601:n rakentamiseksi pCR301:std,
PTRE1:std ja pTRL1:std.

Kuvio 10 on kaavio pCR701:n rakentamiseksi PCR501:sta
ja pTRP1:sti.

Isdntd-mikro-organismi

Voidaan kdyttdd mitd tahansa mikro-organismia, joka
pystyy hyvdksymddn ja jdljentdmiidn halutut vektoriplasmidit,
mutta kdytdnndn syistd kdytetdidn tdssi keksinndssi E. coli
c 600:n johdannaisia. Erityisen edullinen kanta on E. coli

c600 I, m-. Soluja viljellddn tavanomaisissa viljelyolo-

suhteissa. Elatusaineet E. coli -kannalle voivat olla

3

esimerkiksi:
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L-liemi

Bacto Tryptone

(Bifco Lab., Detroit)
Bacto Yeast Extracts
(Difco Lab., Detroit)
NaCl

glukoosi

M9-liemi

Na ,HPO

2 4
KH2P04
NacCl
NH4C1
CaCl2
MqSO4-7H20
B1 (tiamiini HC1)

kasaminohappo
glukoosi
ampisilliini

3-beta-indolyyliakryylihappo

86886

litraa kohti
10 g

59

10 g

2 g
litraa kohti
6 g

3 g

549

1 g

15 mg

0,149

5 mg, jos on

tarpeen

2,5 g

549

50 mg

15 mg

Tavanomaisesti transformointikokeita suoritetaan LB-

elatusaineessa, joka sisdltdd 50 Pg/ml ampisilliinia, Norgard-

in menetelmin mukaisesti (Gene 3,

279 1978).

Standardimene-

12

telmissi E. coli -soluja viljell&#n tiheyteen 10-30 x 10

solua/litra 30-40°C:n lampdtilassa.

Promoottori

Kloonattujen geenien saamiseksi ekspressoitumaan

isintisoluissa on tarpeen varustaa vektoriplasmidit sopi-

valla promoottorilla; ekspressoitumisen saavuttamiseksi

voidaan kdyttdi useita promoottoreita niin kauan kuin ne

ovat yhteensopivia isdntdsolujen kanssa. Tissd keksinndssd

kdytetddn edullisesti E. coli -tryptofaanioperonipromootto-

ria.
Yhdistelmdplasmidit
pCR301

Tamin keksinndn mukaisesti geenid on mukavasti saa-=

tavissa primaarisista yhdistelmiplasmideista, kuten edelld
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selostettiin. Nidmd plasmidit sisdltdvdt prorenniinid koo-
daavan geenin, jonka kokoa voidaan véihdella ja joista joi-
takin on kartoitettu tarkasti restriktioentsyymiuutolla.
Siten voidaan sopivilla restriktioentsyymeilld leikkaamalla
erottaa prorenniinid koodaavien geenien kdyttdkelpoisia

osia ja kdyttdd DNA:n ldhteend toista kloonausta varten
vektoriplasmidiin. Tdllaisten plasmidien erds edustaja on
pCR301. Plasmidi pCR301 sisdltdd laktoosioperonipromootto-
rin ja ldhes koko prokymosiinigeenisekvenssin (nukleotidista
nro 13 nukleotidiin nro 1 095), josta puuttuvat ainocastaan
neljd ensimmdistd kodonia. Tdmd plasmidi johdetaan plasmi-
dista pBR322 (F. Bolivar et al., Gene, 2, 95 (1977). Nukleo-
todisekvenssi aloituskodonin ATG ja kloonatun prokymosiini-
geenin alun vdlissd on kuvattu seuraavassa (tdmd@ sekvenssi
vastaa nukleotidid, joka koodaa beta-galaktosidaasin 10
N-pddte-aminohappoa) :

)
> ATG GCC ATG TTA ACG GAT TCA CTG

Met
neta-galaktosidaasi

]
GAA TTC CGG - 3
Arg

prokymosiini

Restriktioentsyymikartta pCR301:1le on esitetty ku-

viossa 3.

EOCTZ
Plasmidi pOCT3, pOCT2:n prekursori, on pBR322-plas-

midi, jonka EcoRI-kohtaan on yhdistetty DNA-osanen, jolla
on trp-promoottori-operaattori, trp L ja trp E'. Mainittu
trp-promoottori-operaattoriosa (- 0,5 Kb) on alunperin uu-
tettu plasmidista p trp ED5-1 (R.A. Hallewell ja S. Emtage,
Gene, 9, 27, 1980). Tdmd DNA tdytetddn T4 D-polymeraasilla,
johon on liiltetty EcoRl-linkkeri. Muodostunut DNA-fragment-
ti insertoidaan pBR322:n EcoRI-kohtaan. Plasmidi pOCT3

saatiin ystdvdllisesti professori K. Matsubara'lta Osakan
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yliopistosta, School of Medicine'sti. trp operoni-DNA lei-
kataan pOCT3:sta uuttamalla EcoRI:lla ja kun se on eristet-
ty, se pannaan sitten takaisin pOCT3:n EcoRI-kohtaan silli
tavalla, ettd leikatut piit kddntyvidt ympdri, mikd johtaa
POCT2:een. Siten pOCT3:n transkriptiosuunta on pdinvastai-
nen pOCT2:n suunnalle; se on mydtdpdivididn pOCT2:ssa (5':sta
3':een), kun taas vastapdiviin pOCT3:ssa. Kuvio 4 esittii
DNA-sekvenssid (n. 300 emdstd) trp-promoottorin ldheisyydes-
sd plasmidissa pOCT2.

Kuvio 5 on kaavio pOCT3:n rakentamiseksi pOCT2:sta.
Restriktioentsyymikartta pOCT2:1le on esitetty kuviossa 2.

PTRE1

Plasmidi pTRE1 johdetaan pOCT2:sta ja siinid on yksi
ainoa EcoRI-kohta, koska toinen EcoRI-kohta lidhells ampi-
silliiniresistenttid aluetta on poistettu pPOCT2:sta. Tama
plasmidi sis&lt&d pOCT2:n koskemattoman trp-operoniosan,
kuten kuviossa 2 on esitetty. pTRE1:n rakentaminen suorite-
taan seuraavalla tavalla.

Plasmidia pOCT2 uutetaan osittain EcoRI:11d, mistid
on seurauksena EcoRI-kohdan pilkkoutuminen lihelli ampisil-
liiniresistenttid aluetta. Yksisdikeiset osat korjataan sit-
ten DNA-polymeraasin avulla ja korjatut pddt liitetddn kidyt-
tden T4 DNA-ligaasia pTRE1:n valmistamiseksi.

Restriktioentsyymikartta pTRE1:1le on esitetty ku-
viossa 2. Kuvio 5 esittdd kaaviota pTRE1:n rakentamiseksi
POCT2:sta.

pPTRL1

Plasmidissa pTRL1 on DNA-osa pOCT2:sta, jota osaa ra-
joittavat EcoRI- ja RSal-kohdat. Tdmi osa kisittdi 360 emis-
paria (tunnistamattomasta EcoR-kohdasta RSaI-kohtaan trp
L-alueella), joista jotkut on sekvenssoitu, kuten kuviossa
4 esitetddn. pTRL1:n rakentaminen suoritetaan seuraavalla
tavalla.

Plasmidi pOCT2 pilkotaan EcoRI:114 ja uutetaan sitten
Oosittain RSaI:lla antamaan 360 emisparin osanen, joka si-

sdltdd trp-promoottorialueen (trp L). Tdmi# osanen liitet#in
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sitten pBR322:n EcoRI-kohtaan antamaan kahta lajia yhdis-
telmiplasmidia. Toinen on plasmidi pTRL1, jossa transkrip-
tiosuunta trp-promoottorilta on vastapdivadn.

Restriktioentsyymikartta pTRL1:1le on esitetty ku-
viossa 2. Kuvio 6 on kaavio pTRL1:n rakentamiseksi pOCT2:sta.

pIRP1

Plasmidilla pTRP1 on DNA-osa pTRE1:std, jota osaa
rajoittavat Hpal- ja ClaI-kohdat. Tdmi osa kdsittdd n. 4 640
emisparia, jotka ovat alunperin 1ihtdisin pBR322:sta. Plas-
midilla on myds toinen DNA-oOsa pTRE1:std, jota osaa rajoit-
tavat HpaI- ja TagI-kohdat. Tdméd osa kdsittdd 32 emdsparia,
jotka vastaavat trp L -promoottoria. pTRP1:n rakentaminen
suoritetaan seuraavalla tavalla.

Plasmidi pTRE1 pilkotaan Hpal:lla ja ClaI:lla anta-
maan n. 4 640 emdsparin (bp) suoraketjuisen DNA-osasen. N&-
mi molemmat osaset liitetddn yhteen ligatoimalla antamaan
pTRP1. Restriktioentsyymikartta pTRP1:selle on esitetty ku-
viossa 2. Kuvio 7 on kaavio pTRP1:n rakentamiseksi pTRE1:std.

Ekspressointiplasmidit

Kdyttden jdlleen edella esitettyjia standardimenetel-

miid, uutetaan haluttu DNA-osanen, joka sisdltdd kloonatun
prokymosiinigeenin, transformantista ja pilkotaan restriktio-
entsyymeillad; vektoriplasmidi pilkotaan samalla tavalla; ja
osaset sekoitetaan ja liitetddn. N&md vaiheet ovat johtaneet
ekspressointiplasmidien pCR501, pCR601 ja pCR701 rakentami-
seen, jotka on suunniteltu helpottamaan prokymosiinin eks-

pressoitumisen saavuttamista E. coli:ssa.

pCR501

Plasmidi pCR501 sis&ltdd pTRE1:n DNA-osan yhdistynee-
ni n. 1 000 nukleotidin p&&h&n pCR301:st4&, jotka koodaavat
prokymosiinimolekyylid. pCR501:n rakentaminen suoritetaan
seuraavalla tavalla.

Plasmidi pTRE1 leikataan EcoRI:1lla ja yksisdikeiset
osat poistetaan Si-nukleaasin avulla. EcoRI-liittdjd
(GGATTTCC /CCTTAAGG) liitetddn tylppddn pdidhdn kdyttden T,
DNA-ligaasia. Seuraavaksi tdtd DNA:ta uutetaan EcoRI:lla
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ja SalI:114 antamaan suora DNA-segmentti (a) (n. 4 210 bp) .
Plasmidi pCR301 leikataan EcoRI:11% jJa KpnI:lla DNA-segmen-
tin (b) saamiseksi. T&mi DNA-segmentti on 246 emisparin sek-
venssi, joka sisdltii prokymosiinigeenin vhdistyneend j&&mi-
beta-galaktosidaasia koodaavaan geeniin. Samalla tavalla
PCR301 leikataan KpnI:lla ja SalTl:1lla. DNA-segmentin (c)
saamiseksi. Tdmd DNA on prokymosiinigeenin 1 025 emdsparin
sekvenssi sen C-piite mukaan lukien. Jokainen DNA-segmentti
liitetddn yhteen T, DNA-ligaasin avulla. E. coli -kanta C600
transformoidaan liitetylli DNA:11la ja valikoidaan ampisil-
liiniresistentteji pesikkeiti (pCR501) .

Kuten kuviossa 3 on esitetty, on pCR501:n analyysi
restriktioentsyymi-pilkonnalla paljastunut, ettd pCR501 si-
sdltdd trp-operoni-promoottorin ja n. 1 000 nukleotidia,
jotka koodaavat prokymosiinia (nukleotidista nro 13 geenin
pddhdn, nimittdin 5. kodonista 365. kodoniin). Kuvio 8 esit-
tdd kaaviota pCR501:n rakentamiseksi PCR301:std ja pTRE1:sti.

Seuraamalla Maxam-Gilbert'in menetelmii on nukleoti-
disekvenssin aloitus-ATG-kodonin jJa prokymosiinigeenin alun

(5. kodoni) vidlissi analysoitu olevan:

EcoRI
5 v 30
- ATG CAA ACA CAA AAA CCG ACT GGG GAA TTC CGG -
Met Arg
Erp E -alue prokymosiini

Transformoidut solut, joissa on tdmi plasmidi, eks-
pressoivat kloonatun geenin ja tuottavat prokymosiinia trp
E -promoottorin sddtelyn alaisena.

Tdlld tavalla tuotetusta prokymosiinista puuttuu ai-
don prokymosiinin aminohapposeckvenssi, joka vastaa sekvens-
sid ensimmdisestd neljdnteen aminohappoon N-pddtteelli,
mutta sisdltdd, sen tilalla, kahdeksan aminohappoa (metio-
niinin ja muita) jotka ovat perdisin edelli mainitusta trp
E -promoottorikoodaussekvenssisti seki mySs kaksi aminohap-

potdhdettd, jotka ovat syntyneet beta-galaktosidaasista.
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Tdtd prokymosiinia nimitetdin sen tihden prokymosiinin kal-
taiseksi proteiiniksi.

pPCR601

Plasmidi pCR601 sisdltd4 pTRE1:n DNA-osan ja 56 emds-~

5 parin osasen pTRL1:stid yhdistyneeni samaan koodaussekvens-—
siin prokymosiinia varten, joka sekvenssi on l&sni pPCR501:ss4d.
PCR601:n rakentaminen suoritetaan seuraavalla tavalla.
Plasmidi pTRE1 leikataan Hpa:lla ja SalI:1la antamaan
suora 4 010 emdsparin segmentti (DNA (d)). Seuraavaksi plas-
10 midi pTRL1 leikataan HpaI:lla ja EcoRI:1lla antamaan 56 emis-
parin segmentti (DNA (e)), joka sisiltdi trp L -promootto-
rin. Molemmat segmentit sekoitetaan ja liitetddn yhteen
DNA (b) :n ja (c):n (jotka molemmat on aikaisemmin saatu
pPCR301:std) kanssa T4 DNA-ligaasin avulla. E. coli -kanta
15 ¢ 600 transformoidaan syntyneelld liitetylld DNA:1la ja va-
likoidaan ampisilliiniresistentit pesdkkeet (pCR 601).

Kuten kuviossa 3 on esitetty, on PCR601:n analyysi
restriktioentsyymipilkonnalla paljastanut, etti pCR601 si-
sdltdd trp L -promoottorin ja n. 1 000 nukleotidia, jotka

20 koodaavat prokymosiinia (nukleotidista nro 13 geenin pdid-
hé&n, nimittdin 5. kodonista 365 kodoniin). Kuvio 9 esitt&i
kaaviota pCR601:n rakentamiseksi pPCR301:std, pTRE1:std ja
PTRL1:std.

Seuraamalla Maxam-Gilbert'in menetelmii on nukleoti-

25 disekvenssin aloitus-ATG-kodonin ja prokymosiinigeenin alun

e (5. kodonin) v&dlissd analysoitu olevan:

ECORI
v
]
>' - ATG AAA GCA ATT TTC GTG GAA TTC CGG - 3
30 Met Arg prokynosiini
trE L -alue

Transformoidut solut, jotka sisdltdvit plasmidin,
ekspressoivat kloonatun prokymosiiiiyeeuin ja tuottavat

35 prokymosiinia trp L -promoottorin sddtelyn alaisena.
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Tdlld tavalla tuotetusta prokymosiinista puuttuu ai-
don prokymosiinin aminohapposekvenssi, joka vastaa sekvens-
sid ensimmdisestd neljdnteen aminohappoon N-pddtteelld, mut-
ta sisdltdd, sen tilalla, kuusi aminohappoa (metioniinin ja
muita), jotka ovat perdisin edelld mainitusta trp L -pro-
moottori-koodaussekvenssistd sekd myos kaksi aminohappotdh-
dettd, jotka ovat perdisin beta-galaktosidaasista. T&t& pro-
kymosiinia nimitetddn sen tdhden prokymosiinin kaltaiseksi
proteiiniksi.

pCR701

Plasmidi pCR701 sisdltdd pTRPI:n DNA-osan ja synteet-
tisen nukleotidipalasen yhdistyneend prokymosiinia koodaa-
vaan sekvenssiin pCR501:std. pCR701:n rakentaminen suorite-
taan seuraavalla tavalla.

Plasmidi pTRP1 leikataan HindIII:lla ja SalI:lla an-
tamaan suora DNA-segmentti (f) (n. 4 050 bp). Plasmidi
pCR501 leikataan BamHI:1lla ja SalIl:lla suoran DNA-segmentin
(g) (1 264 bp) saamiseksi. Syntetisoidaan synteettinen oli-

gonukleotidi, jossa on 22 emdsparia ja joka on sekvenssi:

5' AGCTTATGGCTGAGATCACCAG 3'

3' ATACCGACTCTAGTGGTCCTAG 5°

Tdmd DNA-segmentti (f) korvaa nukleotidisekvenssin,
joka on poistettu uuttamalla BamHI:1lla, joka leikkaa pro-
kymosiinigeenin 14. nukleotidin. Ndmd& kolme segmenttid (f),

(g) ja (h) liitetd&n yhteen T, DNA-ligaasin avulla. E. coli

c600 transformoidaan liitetylié DNA:1la ja valikoidaan am-
pisilliiniresistentit pesdkkeet (pCR701).

Kuten kuviossa 3 on esitetty, on pCR701:n analyysi
restriktioentsyymipilkonnalla paljastanut, ettd pCR701 si-
sdltdd trp L -promoottorin ja koko prokymosiinia koodaavan
sekvenssin (ts. nukleotidista nro 1 geenin pddhdn asti, ni-
miltdin 1. Kkocdonilta 365. kodoniin). Kuvio 10 esittdd kaa-

viota pCR701:n rakentamiseksi pTRP1:std ja pCR501:std.
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Kuten Maxam-Gilbert'in menetelmdlld on mddritetty
sijaitsee SD- (Shinon ja Delgarno) alue 13 nukleotidin péads-
si ATG-aloituskodonista, joka edeltdd prokymosiinigeenin

ensimmdistid kodonia (ks. seuraavaa).

Taql HindIII
5!

- L}
AAGG GTA TCGATAAGCTT ATG GCT - 3
SD A Met Ala

Clal

Transformoidut solut, jotka sisdltdvdt plasmidin,
ekspressoivat prokymosiinigeenid ja tuottavat prokymosiinia
trp L -promoottorin s&ddtelyn alaisena.

T&11d tavalla tuotettu prokymosiini on N-pddte-metio-
nyyliprokymosiini, jossa metioniini, joka on perdisin aloi-
tuskodonista ATG, on yhdistynyt aidon prokymosiinin N-paat-
teeseen.

Prokymosiinin ekspressoiminen E. coli:ssa

E. coli =-solujen, jotka on transformoitu ekspressoin-
tiplasmideilla, t&dyskasvuviljelyn (LB-vdliaineessa) annosta
viljellddn M9-liemessd, joka sisdltdd 3-beta-indolyyliakryy-
lihappoa (15 /ug/ml) ja ampisilliinia (50 /ug/ml). Solut
korjataan talteen, kun lisddntyminen saavuttaa maksimin.
Solut tuhotaan sitten &d&nik&dsittelylld ja saadaan soluvapaa
uute. Tdmd uute saatetaan sdhkdforeesin polyakryyliamidi-
geelissd, joka sisdltdd SDS. Tuoteproteiini havaitaan prote-
iiniblottausmenetelmilld. Seuraamalla edelld esitettyjd tyd-
vaiheita tai radioimmunoanalyysilld on jokaista transformant-
tikantaa, joka sisdltdd pCR501, pCR601 tai pCR701 testattu
kykynsd suhteen tuottaa prokymosiinia. Analyysi autoradio-
grafialla (Nishimori, Gene, 19, 337 (1982) on paljastanut,
ettd jokainen kanta antaa proteiininauhan, jonka suuruus on
yvhtd suuri kuin autenttisen prokymosiinin nauha. Lisdksi
prokymosiinin tuotantotason on arvioitu olcvan yli 300 000
molekyylid solua kohti. Samanlaisia tuloksia on saatu ana-

lyysilld kdyttden radioimmunoanalyysid.
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Ndm& tulokset ovat Osoittaneet, etti prokymosiinia
syntyy E. coli -soluissa, jotka sisdltdvit plasmidia pCR501,
pCR601 tai pCR701, E. coli trp operoni -promocottorin trans-
kriptio-sddtelyn alaisena ja ettd tuotantotasot ovat olen-
naisesti korkeampia kuin aikaisemmin ilmoitetut E. coli lac
-operonin sddtelyn alaisena. Vieldpid korkeammat tuotantota-
sot ovat mahdollisia kdyttdmdlli samaa kaaviota keksinndn
mukaisesti ja saamalla trp-promoottorin yhdistymisid l&hem-
padnd prokymosiinin aloituskodonia, joka edullisesti seuraa
prokymosiinigeenin kirked.

Tdmdn keksinndn mukaisella menetelmdlli valmistetuis-
ta E. coli -kannoista ovat esimerkkejd viljelyt, jotka
on talletettu kokoelmaan Fermentation Research Institute,
Ibaraki, Japani nimikkeeseen Budapest Treaty ja tunniste-
taan tulonumerosta, joka on annettu jokaiselle kannalle.

Tdtd keksintdd selostetaan yksityiskohtaisesti valai-
semistarkoituksessa ja esimerkein; siiti huolimatta on sel-
vdd, ettd tiettyjd vaihteluita ja muunnoksia voidaan tehdi
keksinndn piirissi.

Esimerkki

Kaikissa seuraavissa esimerkeissid TEN-puskuriliuok-
sen on tarkoitettu olevan liuos, joka sisdltdd Tris-HC1
(20 mM), NaCl (50 mM) ja EDTA (1 mM) ja jonka pH on n. 7,5.

Esimerkki 1

Plasmidin pTRE1 valmistus

Plasmidia pOCT2 uutettiin osittain EcoRI:1la inku-
boimalla 20°C:ssa 7,5 min 30 sulissa liuosta, joka sisdlsi
plasmidia (1,5 /49 15 /ul:ssa TEN) , EcoRI (2,5 U, 0,5 /ul
TEN) , EcoRI-puskuria (3 /ul) ja HZO (11,5 /ul). Agaroosi-
geelielektroforeesin jédlkeen haluttu DNA eristettiin (40
/ulzssé TEN) ja t&td kuumennettiin 60°C:ssa viisi minuuttia.
Tdhdn DNA-liuokseen (40 /ul) lisdttiin DNA-polymeraasi I:té&
(4 U, 4 /ul TEN), 16 mM ATP (4 /ul), polymeraasipuskuri-
liuosta (6 /ul), ja H,0 (2 /ul). Syntynyttd seosta (koko-
naistilavuus 60 /ul) inkuboitiin 25°C:ssa 30 minuuttia. Sen
jdlkeen kun oli lis&tty 0,25 M EDTA-liuosta (4 /ul), mitd
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seurasi fenoli- ja ecetterikdsittely, DNA saostettiin etano-
1illa. Sakka liuotettiin liuokseen (10 /ul), joka sisdlsi T,
DNA-ligaasia (1 U, 1 /ul), 3 mM ATP (2 /ul), ligaasipusku-
riliuosta (2 /ul) ja HZO (5 /ul) ja tdtd inkuboitiin 22°C:ssa
kaksi tuntia. Inkuboinnin jdlkeen DNA saostettiin etanolil-
la ja liuotettiin TEN-liuokseen. Tdmd liuos kdytettiin
transformoimaan kalsiumilla kdsitelty E. coli C 600 -kanta.
12 pesédkkeesta saatiin kaksi transformanttia, Jjotka sisdl-
sivdt pTRE1.

Esimerkki 2

Plasmidin pTRL1 valmistus

i) DNA-segmentin (1) valmistus

Plasmidia pOCT2 leikattiin EcoRI:1lla 37°C:ssa kaksi
tuntia 120 /ul:ssa liuosta, joka sisdlsi plasmidia (10,6 /ug
100 /ul:ssé TEN) , EcoRI-puskuria (12 /ul) ja EcoRI (40 U,

8
/
ja sakka liuotettiin 50 /ul:aan TEN. Leikattua DNA:ta uutet-

ul TEN). Inkuboinnin jdlkeen DNA saostettiin etanolilla

tiin osittain Rsal:lla inkuboimalla 20°%C:ssa 10 minuuttia

60 /ul:ssa liuosta, joka sisdlsi DNA (49 /ul TEN) , BamHI-
puskuria (6 /ul), H2O (3 /ul) ja Rsal (20 U, 2 /ul TEN) .
Kaksinkertaisesti leikattua DNA saostettiin etanolilla ja
sakka liuotettiin 20 /ul:aan TEN. Liuotettu liuos saatet-
tiin sitten polyakryyliamidigeelielektroforeesiin Elektrofo-
reesin jidlkeen eristettiin 364 emdsparin suora DNA (0,16 /ug
40 /
polynukleotidikinaasilla 37°C:ssa yksi tunti 20 /ul:ssa

ul:ssa TEN). Silld vdlin EcoRI-1liittdja kinasoitiin T4—

reaktioseosta, joka sisdlsi liittajaa (5 /ug, 5 /ul TEN) ,
ATP (3 mM, 2 /ul), kinatointipuskuria (2 /ul), HZO (9 /ul)
ja kinaasia (22 U 2 /ul:ssa TEN) . Kinatointiseos (20 /ul)
1isittiin edelld saatuun DNA-liuokseen (35 /ul), minkd jal-
keen lisdattiin T4 DNA-ligaasia (5 U, 5 /ul TEN) , ligaasi-
puskuria (4 /ul) ja ATP (6 mM, 7 ,ul). Kokonaisseos (71 /ul)
liitettiin yhteen inkuboimalla 22 C:ssa kaksi tuntia. Lii-
tetty DNA saostettiin etanolilla ja sakka liuotettiin

50 /ulzaan TEN. Liuotettuun liuokseen (45 /ul) lisdttiin
EcoRI (350 U 70 /ul:ssa TEN) . EcoRI-puskuria (20 /ul) ja
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HZO (65 /ul). Syntynyttd seosta (200 /ul) inkuboitiin 37°C:ssa
kolme tuntia. Inkubointi pddtettiin fenolikdsittelylld ja
DNA uutettiin eetterilld, saostettiin etanolilla ja liuotet-
tiin 40 /ul:aan TEN. Liuotettu liuos saatettiin polyakryyli-
amidigeelielektroforeesiin. Elektroforeesin jdlkeen DNA-seg-
mentti (1), jolla on koossapysyvit pdaat (0,1 /ug 240 /ul:ssa
Tris-asetaatti-puskuria) eristettiin.

ii) DNA-segmentin (2) valmistus PBR322:sta

Plasmidi pBR322 leikattiin EcoRI:1lla inkuboimalla
37°C:ssa yksi tunti 30 /ul:ssa livosta, joka sisdlsi plas-
midia (4,5 /99 20 /ul:ssa TEN) , EcoRI-puskuria (3 /ul),
HZO (3 /ul) ja EcoRI (20 U 4 /ul:ssa TEN) . Inkubointi pdi-
tettiin fenolik&dsittelylld ja DNA uutettiin eetterillsd,
saostettiin etanolilla ja liuotettiin 40 /ul:aan 10 mM
Tris-HCl-puskuria. Liuqtettua liuosta kdsiteltiin 10 /ul:lla
MATE BAP inkuboimalla 65°C:ssa vksi tunti. Inkuboinnin j&al-
keen MATE BAP poistettiin pesemdlld inkuboitu seos 20 /ul:lla
10 mM Tris-HCl-puskuria. T&ten DNA-segmentti (2) (4,2 /ug)
otettiin talteen 60 /ulzaan 10 mM Tris-HCl-puskuria.

iii) DNA-segmentin (1) ja (2) liittdminen

Segmenttida (1) (0,05 /49 120 /ul:ssa Tris-asetaatti-
puskuria) ja segmenttiid (2) (0,14 /49 2 /ulzssa 10 mM Tris-
HCl-puskuria) sekoitettiin ja sekoitettua liuosta kisitel-
tiin etanolilla. Syntynyt sakka liuotettiin 50 /ul:aan TEN.
40 mikrolitraa liuotettua liuosta saatettiin liitettdviksi
kdyttden T4DNA—ligaasia (0,9 U 1 /ul:ssa TEN), ligaasipus-
kuria (5 /ul) ja ATP (6 mM, 5 /ul TEN) inkuboimalla 51 /ul
liuosta 22°C:ssa kaksi tuntia. Liitetty DNA saostettiin
etanolilla ja liuotettiin 50 /ul:aan TEN.

iv) Transformointi

20 mikrolitraa edelld liitettyd DNA-liuosta kdytet-
tiin transformoimaan kannan E. coli C 600 kelvollisia solu-
ja. N. 1 500 transformantin havaittiin olevan ampisilliini-
resistenttejd. Restriktioentsyymianalyysi osoitti, ettd yksi

kahdestakymmenestd transformantista sisidlsi plasmidia pTRL1.
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Esimerkki 3

Plasmidin pTRP1 valmistus

i) DNA-segmentin (3) valmistus plasmidista pTRE1

Plasmidi pTRE1 leikattiin Hpal:1lla inkuboimalla
37OC:ssa 1,5 tuntia 40 /ul:ssa livosta, joka sisdlsi plas-
midia (2,46 /U9 30 /ulzssa TEN) , HpaI-puskuria (4 /ul) ja
Hpal (30 U 6 /ul:ssa TEN) . Leikattu DNA leikattiin edel-
leen Clal:lla lisdamdllda DNA-liuos 10 /ul:aan livosta, joka
sisdlsi Clal-puskuria (5 /ul) ja ClaI (25 U, 5 /ul TEN) ja
inkuboimalla 37°C:ssa 1,5 tuntia. Kaksinkertaisesti leikat-
tu DNA saostettiin etanolilla ja sakka liuotettiin 40 /ulzaan
TEN. Liuotettu liuos saatettiin agaroosigeelielektroforee-
siin. Elektroforeesin jédlkeen eristettiin 4 640 emdsparin suo-
ra DNA-segmentti (3) (2,35 /a9 80 /ul:ssa TEN) .

ii) DNA-segmentin (4) valmistus plasmidista pTRE1

Plasmidia pTRE1 leikattiin HpaI:1lla 37°C:ssa 1,5 tun-
tia 120 /ul:ssa liuosta, joka sisdlsi plasmidia (8,2 /ud
100 /ul:ssa TEN) , HpaI-puskuria (12 /ul) ja Hpal (57 U
8 /ul:ssa TEN) . T&hdn seokseen lisdttiin liuos, joka sisdl-
si TaqI (80 U 9 /ul:ssa TEN) ja HpaI-puskuria (12 /ul) ja
HpaI (57 U 8 /ul:ssa TEN) . Tdhdn seokseen lisdttiin liuos,
joka sisdlsi TagI (80 U 9 /ulzssa TEN) ja Hpal-puskuria
(1 /ul). Syntynyttd seosta (130 /ul) inkuboitiin 65°C:ssa
yvksi tunti. Inkuboinnin j&dlkeen kaksinkertaisesti leikattu
DNA saostettiin etanolilla ja sakka liuotettiin 40 /ul:aan
TEN. Liuotettu liuos saatettiin polyakryyliamidigeelielektro-
foreesiin. Elektroforeesin jdlkeen eristettiin 32 emdsparin
suora DNA-segmentti (4) (0,054 /ug 40 /ul:ssa TEN) .

iii) DNA-segmentin (3) ja (4) liitdntd

Seos, joka sisdlsi DNA-segmenttid (3) (0,29 /ug
10 /ulzssa TEN) ja segmenttid (4) (0,014 /ug 10 /ul:ssa TEN)
saatettiin liitett&dvdksi kdyttden T4—1igaasia (3,6 U
4 /ulzssa TEN) , ligaasipuskuria (3 /ul) ja ATP (6 mM, 3 /ul
TEN) . Liit&ntdseosta (30 /ul) inkuboitiin 22°C:ssa kaksi
tuntia. Liitetty DNA saostettiin etanolilla ja sakka liuo-
tettiin 40 /ul:aan TEN.
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iv) Transformointi

30 mikrolitraa edelld saatua TEN-liuosta, Jjoka sisdl-
td4 liitetyn DNA:n, kdytettiin transformoimaan kannan E. coli
C600 kelvollisia soluja. N. 840:n transformantin havaittiin
olevan ampisilliiniresistenttejd. Kaikki transformantit si-
sdlsivdt pTRP1-plasmidin.

Esimerkki 4

Plasmidin pCR501 rakentaminen

i) DNA-segmentin (a) valmistus plasmidista pTRE]1

Plasmidi pTRE1 pilkottiin inkuboimalla 37°C:ssa kak-
si tuntia 120 /ulzssa reaktioseosta, joka sisdlsi plasmidia
(8,2 ,ug 100 ,ul:ssa TEN), EcoRI-puskuria (12 /ul), H.O

/ / 2
(3 /ul) ja EcoRI (25 U 5 ,ul:ssa TEN). Fenoliuuton, eette-

riuuton, etanolisaostukseé ja liuvottamisen jdlkeen 50 /ul:aan
TEN leikattu DNA leikattiin edelleen S1 nukleaasilla 22°%C:ssa
puoli tuntia 50 /ul:ssa reaktioseosta, joka sisdlsi DNA

(25 /ul TEN) , SI-puskuria (5 /ul), H20 (10 /ul) ja SI-nuk-
leaasia (100 U, 10 /ul). Inkubointi lopetettiin fenolikasit-
telylld ja DNA uutettiin eetterilld ja saostettiin etano-
lilla. Sill8 v&dlin EcoRI-1liitt&jdd kinasoitiin T4 polynuk-
leotidikinaasilla 37°C:ssa yksi tunti 20 Jul:ssa reaktio-
seosta, joka sisdlsi liittajda (5 /ug, 5 /ul), ATP (3 mM,

2 /ul), kinatoimispuskuria (2 /ul), H2O (9 /ul) ja kinaa-

sia (22 U 2 /ul:ssa TEN) . Kinatoimisseos (20 /ul), joka si-
sdlsi EcoRI-liittdjdn, lisdttiin etanolilla saostettuun
leikattuun DNA:han yhdessd ATP:n (3 mM, 5 /ul) plus 4,5 yk-
sikdn kanssa T4 ligaasia (5 /ul TEN) . Seosta (30 /ul) in-
kuboitiin 22°%C:ssa kaksi tuntia. Tuote-DNA saostettiin etano-
lilla ja sakka liuotettiin 60 /ul:aan TEN. DNA-liuokseen

(50 /ul) lisdttiin EcoRI 500 U 50 /ulzssa TEN) , EcoRI-pus-
kuria (20 /ul) ja HZO (80 /ul). Syntynyttd seosta (200 /ul)
inkuboitiin 37°C:ssa kaksi tuntia. Inkubointi lopetettiin
fenolikdsittelylld ja DNA uutettiin eetterilld ja saostet-
tiin etanolilla. Saostunut DNA leikattiin SalI:1lla inku-
boimalla 37OC:ssa 1,5 tuntia 110 /ul:ssa livosta, joka si-

sdlsi sall (100 U, 20 /ul), SalI-puskuria (10 /Ul), H,0
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(80 /ul). Inkuboinnin jdlkeen leikattu DNA saostettiin eta-
nolilla ja liuotettiin 60 /ul:aan TEN.

DNA saatettiin agaroosielektrosdhkdforeesiin anta-
maan 3,5 /ug puhdistettua suoraa DNA:ta (a) (4 210 bp)
100 /ul:ssa TEN.

ii) DNA-segmentin (b) valmistus plasmidista pCR301

Plasmidi pCR301 leikattiin KpnI:lla inkuboimalla
37°%C:ssa 1,5 tuntia 120 /ul:ssa liuosta, joka sisdlsi plas-
midia (7,3 /ug 100 /ul:ssa TEN) , KpnI-puskuria (12 /ul),
HZO (2 /ul) ja KpnI (35 U, 6 /ul TEN) . Seokseen lisdttiin
EcoRI-puskuriliuosta (14 /ul), joka sisdlsi EcoRI (30 U,
®

Kaksinkertaisesti leikattu DNA saostettiin etanolilla ja

ul TEN). 140 /ul seosta inkuboitiin 37°%C:ssa vksi tunti.

sakka liuotettiin 60 /ul:aan TEN. Liuotettu liuos saatet-
tiin polyakryyliamidigeelielektroforeesiin. Elektroforeesin
jdlkeen eristettiin 246 emdsparia DNA-segmentti (b) (0,03 /ug
4 /ul:ssa TEN) .

iii) DNA-segmentin (c) valmistus plasmidista pCR301

Plasmidi pCR301 leikattiin KpnI:lla inkuboimalla
37OC:ssa 1,5 tuntia 120 /ul:ssa liuosta, joka sisdlsi plas-
midia (15 /99 100 /ul:ssa TEN) , KpnI-puskuria (12 /ul),
HZO (2 /ul) ja KpnI (35 U, 6 /ul TEN) . 14 /ul:n SalI-pus-
kuriliuos plus SalIl (32 U, 4 /ul TEN) , HZO (2 /ul) lisdat-
tiin edelld inkuboituun seokseen. 140 /ul seosta inkuboi-
tiin edelleen 37°C:ssa yksi tunti. Kaksinkertaisesti leikat-
tu DNA saostettiin etanolilla ja sakka liuotettiin 60 /ul:aan
TEN. Liuotettu liuos saatettiin agaroosigeelielektroforeesiin.
Elektroforeesin jidlkeen eristettiin 1 025 emdsparin DNA-seg-
mentti (c) 2,15 /49 180 /ul:ssa TEN) .

iv) DNA-segmenttien (a), (b) ja (c) liitdnta

Seos, joka sisdlsi DNA-segmenttid (a) 1 /ug 30 /ul:ssa
TEN) , -segmenttid (b) (0,03 /ug 4 /ul:ssa TEN) ja -segment-
tia (c) (0,4 /ug 30 /ul:ssa TEN)lyofilisoitiin.Lyofilisdnmn
jdlkeen sakka huuhdeltiin etanolilla. Jokainen saostettu
soegment ti liitettiin yhteen 20 /ulzssa liuosta, joka sisdl-

si ligaasipuskuria (4 /ul), ATP (3 mM, 4 /ul), HZO (1 /ul)
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ja T, ligaasia (0,9 U, 1 /ul). Inkubointia jatkettiin kaksi
tuntia 22°C:ssa. Liitetty DNA saostettiin etanolilla ja
liuotettiin 40 /ul:aan TEN.

v) Transformointi

TEN-puskuriliuos (30 /ul), joka sisdlsi edelld saa-
dun liitetyn DNA:n, kdytettiin transformoimaan E. coli -kan-
ta C600. 20 transformantin havaittiin sisdltdvdn plasmidia
pPCR501. Yksi niistd talletettiin kokoelmaan FRI E. coli
C600 r, 'm, ~ (pCR501) FERM BP 262:na.

Esimerkki 5

Plasmidin pCR 601 rakentaminen

i) DNA-segmentin (d) rakentaminen plasmidista pTRE1

Plasmidi pTRE1 leikattiin HpaI:1la inkuboimalla
37°C:ssa yksi tunti 40 /ul:ssa liuosta, joka sisdlsi plas-
midia (2,46 /19 30 /ul:ssa TEN) , HpalI-puskuria (4 /ul) ja
HpaI (35 U, 6 /ul TEN) . Inkuboituun seokseen lisdttiin sit-
ten 10 /ul liuosta, joka sisdlsi Salil-puskuria (5 /ul) ja
Sall (20 U, 5 /ul TEN) . Seosta (50 /ul) inkuboitiin edelleen
37%C:ssa yksi tunti. Kaksinkertaisesti leikattu DNA saos-
tettiin etanolilla ja sakka liuotettiin 40 /ulzaan TEN.
Liuotettu liuos saatettiin agaroosigeelielektroforeesiin.
Elektroforeesin jdlkeen eristettiin 4 010 emdsparin segment-
ti (d) (2,0 /ug 40 /ul:ssa TEN) .

ii) DNA-segmentin (e) valmistus plasmidista pTRL1

Plasmidi pTRL1 leikattiin HpalI:1lla inkuboimalla
37°%C:ssa 1,5 tuntia 120 sul:ssa liuosta, joka sisdlsi plas-
midia (15,4 /ug 100 /ul:ssa TEN) , HpaI-puskuria (12 /ul),
Hpal (25 U, 5 ,ul TEN) ja H,
seen lisdttiin sitten 20 /ul liuvosta, joka sisdlsi EcoRI-

puskuria (914 /ul) ja EcoRI (30 U, 6 /ul TEN) . Seosta

O (3 /ul). Inkuboituun seok-

(140 /ul) inkuboitiin edelleen 37°¢ :ssa vksi tunti. Kaksin-
kertaisesti leikattu DNA saostettiin etanoclilla ja sakka
liuotettiin 40 /ulzaan TEN. Liuotettu liuos saatettiin po-
lyakryyliamidigeelielektroforeesiin, Elektroforeesin jdl-
keen eristettiin 56 emdsparin segmentti (e) (0,18/ug

40 /ul:ssa TEN) .
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iii) DNA-segmentin (b) valmistus plasmidista pCR301
Toistamalla esimerkin 4 menettely, mutta kdyttdmdlld
32 yksikkod KpnI ja 30 yksikkdd EcoRI, leikattiin plasmidi
pCR301 KpnI:lla ja sitten EcoRI:lla antamaan 0,46 /ug
(40 /ulzssa TEN) 246 emdsparin DNA-segmenttid polyakryyli-
amidigeelielektroforeesin jdlkeen.
iv) DNA-segmentin (c) valmistus plasmidista pCR301
Toistamalla esimerkin 4 menettely, mutta k&yttden
30 yksikk®6& KpnI ja 24 yksikkdd Sall, leikattiin plasmidi
pCR301 KpnI:lla ja sitten SalI:lla antamaan 3,9 /49 (40
/ulzssa TEN) 1 025 emdsparin DNA-segmenttid agaroosigeeli-
elektroforeesin jdlkeen.
v) DNA-segmenttien (b), (c), (d) ja (e) liit&dntéa
Seos, joka sisdlsi DNA-segmenttid (b) (0,06 /ug
5 /ulzssa TEN) , -segmenttid (c) (0,49 /ug 5 /ul:ssa TEN) ,
-segmenttid (d4) (0,5 /U9 10 /ul:ssa TEN) ja -segmenttid
(e) (0,49 /99 5 /ul:ssa TEN) , saatettiin liitettdvdksi kayt-
4
(4,5 /ul) plus ATP (6 mM, 4,5 /ul). Liitettyd seosta (45 /ul)

inkuboitiin 22°C:ssa kaksi tuntia. Liitetty DNA saostettiin

tden T,-ligaasia (5,5 U 6 /ulzssa TEN) ja liitd@ntdpuskuria

etanolilla ja liuotettiin 60 /ul:aan TEN.

vi) Transformointi

TEN-puskuriliuos (20 /ul), joka sisdlsi edelld 1lii-
tetyn DNA:n, kdytettiin transformoimaan E. coli C600 r, m -
kanta. Transformoinnin jdlkeen saatiin 27 ampisilliinire-
sistenttid transformanttia. Kahdeksan transformantin havait-
tiin sisdltdvan pCR601 madritettynd restriktioentsyymiuu-
tolla. Tamd E. coli C600 rk_mk— (pCR601) -kanta talletet-
tiin kokoelmaan FRI Ferm BP263:na.

Esimerkki 6

Plasmidin pCR701 rakentaminen

i) DNA-segmentin (f) valmistaminen plasmidista pTRP1

Plasmidi pTRP1 leikattiin HindIII:1lla inkuboimalla
37°C:ssa yksi tunti 120 /ulzssa liuosta, joka sisdlsi plas-
midia (25,2 /49 100 /ul:ssa TEN), HindIII-puskuria (12 /ul)
ja HindIITI (48 U, 8 /ul TEN) . Inkuboituun seokseen lisdttiin
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Sall (24 U, 6 /ul TEN) ja SalI-puskuria (14 /ul). Syntynyt-
td 140 /ul:n liuosta inkuboitiin 37°C:ssa kaksi tuntia. Kak-
sinkertaisesti leikattu DNA saostettiin etanolilla ja sakka
liuvotettiin 60 /ulzaan TEN. Liuotettu liuos saatettiin aga-
roosigeelielektroforeesiin. Elektroforeesin j&lkeen eristet-
tiin 4 051 emdsparin suora DNA—segmentti(f)(8,2/ug120}ﬂ:ssa
TEN) .

ii) DNA-segmentin (g) valmistus plasmidista pCR501

Plasmidi pCR501 leikattiin SalI:lla inkuboimalla
37%:ssa yksi tunti 120 /ul:ssa liuosta, joka sisdlsi plas-
midia (39 /49 100 /ulzssa TEN) , SalI-puskuria (12 /ul) ja
Sall (32 u, 8 /ul TEN). Leikattua DNA:ta uutettiin osittain
BamHI:1lla lisddmdlld BamHI (25 U, 5 /ul TEN) edelliseen
seokseen ja inkuboimalla 22°C:ssa puoli tuntia. Tuote-DNA
saostettiin etanolilla ja sakka liuotettiin 60 /ul:aan TEN.
Tdmd liuos saatettiin agarocosigeelielektroforeesiin.
Elektroforeesin jdlkeen eristettiin 1 264 emdsparin DNA-seg-
mentti (g) (2/ug 80/ul:ssa TEN) .

iii) DNA-segmentti (h)

Saatiin synteettinen oligonukleotidi, jolla oli seu-

raava sekvenssi:

5! AGCTTATGGCTGAGATCACCAG 3!
ATACCGACTCTAGTGGTCCTAG 5°

iv) DNA-segmenttien (f), (g) ja (h) liit&dntid

Seos, joka sisdlsi DNA-segmenttid (f) (0,68 /ug
10 /ul:ssa TEN) , -segmenttid (g) (0,25 /ug 10 /ul:ssa TEN) ,
ja -segmenttii (h) (0,046 /49 10 /ul:ssa TEN) saatettiin
liitettdvdaksi kdyttden T, DNA-ligaasia (1,8 U, 2 /ul:ssa
TEN) ja liitdntdpuskuria (4 /ul) plus ATP (6 mM, 4 /ul TEN) .
Liitetty seka-DNA saostettiin etanolilla ja liuotettiin
50 /ul:aan TEN:

v) Transformointi

20 mikrolitraa edelld saatua liitdntdreaktioseosta

kdytettiin transformoimaan E. coli C600:n kelvollisia
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soluja. Saatiin 8 ampisilliiniresistenttid tranformanttia,
miiritettynd restriktioentsyymianalyysilld, neljdn ndistd
transformanteista havaittiin sisdltdvdn pCR701. Tdmd E. coli
C600 rk'mk‘ (pCR701) -kanta talletettiin kokoelmaan FRI

FERM BP 264:na.

Esimerkki 7

Prokymosiinin ekspressoiminen E. coli:ssa

E. coli -kantaa, joka sisdlsi pCR501, pCR601 tai
pCR701, viljeltiin alustavasti LB:ssa 37°C:ssa yli yon.
1 ml viljelylientd siirrettiin sitten M9-elatusaineeseen
(10 ml) ja viljeltiin yksi tunti. Viljelyd jatkettiin
37°%C:ssa vield 3-4 tuntia sen jdlkeen kun alustaan oli lisdt-
ty 3-beta-indolyyliakryylihappoa (15 mg/1l) . Solut koottiin
talteen linkoamalla kierrosluvulla 15 000kierr Min. n. 15 mi-
nuuttia ja suspendoitiin 3 ml:aan PBS-puskuria (150 mM
NaCl 20 mM natriumfosfaattipuskurissa, pH 7,0), joka sisdl-
ti3 1 mM PMSF (fenyylimetyylisulfonyylifluoridia). T&hé&n
suspensioon lisdttiin 60 /ul 250 mM EDTA ja 30 /ul lysot-
syymid (10 ml/1) ja seosta pidettiin 0°C:ssa puoli tuntia.
Syntyneet sferoplastit hajotettiin ddnikdsittelylld ja ta-
hin lisdttiin 3,09 ml 8 M ureaa. Solulysaattiseosta inku-
boitiin 37°C:ssa yksi tunti. Linkoamisen j&dlkeen nopeudella
3 000 kierr. /nin. puoli tuntia sakan pddlla olevaa nestettd dia-
lysoitiin PBS vastaan. Dialysaatti saatettiin sitovaan kil-
pailevaan radioimmunoanalyysiin (ks. Nishimori et al., Gene).
Radioimmunoanalyysilld prokymosiini immunosaostettiin ja

1251) midrd mitattiin gammasdde-

radiocaktiivisen aineen (
laskimella. Sillid vdlin valmistettiin kalibrointikdyrid
vaihtelemalla autenttisen prokymosiinin vdkevyyttd. Vertai-
lemalla immunosaostetun prokymosiinin laskulukemaa kalibroin-
tikdyrien kanssa mddritettiin prokymosiinin md&dra soluly-
saatissa. T&mi koe osoitti, ettd prokymosiinin ekspressoi-
mistaso oli korkein viljelyliemelld, jossa oli E. coli, jo-
ka sisdlsi pCR501 (n. 300 000 molekyylid isdntdsolua kohti)

ja alin liemelld, jossa oli E. coli, joka sisdlsi pPCR701.
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Edelld saatua ddnikdsiteltyd soluvapaata uutetta ki-
siteltiin itsendisesti 4M urealla. Linkoamisen jdlkeen sa-
kan pddlla oleva liuos saatettiin SDS-polyakryyliamidigee-
lielektroforeesiin ja kulkeutuneet proteiinit siirrettiin sit-
ten mikroselluloosasuodattimiin. Ndmd suodattimet analy-
soitiin autoradiografialla, kuten edelli Nishimori'n et al.,
Gene-julkaisussa on selostettu. Jokaiselle bakteeriuut-
teelle havaittiin selvdsti erottuva nauha, joka vastaa pro-
kymosiinin nauhaa. Vertaamalla n&iden nauhojen tiheyttd
mddritettiin, ettd E. coli, joka sisdlsi plasmidia pCR501,
tuotti n. 300 000 prokymosiinimolekyylid solua kohti. Jo-
kaisen ekspressointiplasmidia sisdltdvin isdntisolun kyvyn
tuottaa prokymosiinia arvioitiin olevan jdrjestyksessi
pCR501 2 pCR601 > pCR701. THmi pddsuunta on hyvin sopusoin-
nussa tulosten kanssa radioimmunoanalyysimenetelmdsti.

Bakteeri-prokymosiinin renaturoiminen ja aktivoimi-

nen ja maidon juoksuttamisaktiivisuus

Plasmidia sisdltdvien bakteerien kokonais-sonikaat-
teja kdsiteltiin 8M urealla ja dialysoitiin 25 mM natrium-
bikarbonaattia (pH 10,0) vastaan urean poistamiseksi. Toi-
sen dialyysin jédlkeen 50 mM Tris-HCl-puskuria (pH 7,5) vas-
taan dialysaatit aktivoitiin 1is&&m&115 0,4 M glysiinii
(pH 2,3) ja pit&m&lld liuos huoneen l&mp&tilassa 15 minuut-
tia.

Jokaisen bakteeriuutteen maidonjuoksutusaktiivisuus

testattiin Foltman'in menetelmdn mukaisesti (B. Foltman,

Prochymosin and Chymosin Methods in Enzymology, 19, 42 (1972).

Tdissd testissd maidon juoksutusaktiivisuus 10 ml:n kuorit-
tua maitoa koaguloimiseksi 100 sekunnissa 30°:ssa midrite-
tddn yhdeksi kymosiiniyksik&ksi (CU). Jokaiselle bakteeri-
uutteelle, joka oli johdettu ekspressointiplasmideista, mi-
tattiin maidon juoksutusaktiivisuus nidin tuotetun (nimit-
tdin bakteeri-prokymosiinin muuttaminen kymosiiniksi) pro-
kymosiinin aktivoimisen j&lkeen; aktiivisuus pCR501:1le

oli 9,3 CU/mg ja 3,7 CU/mg pCR701:11le. On todettava, ettd



’ 86886

bakteeriuute, jossa ei ollut ekspressointiplasmidia, ei an-
tanut minkddnlaista maidon juoksutusaktiivisuutta mddritet-

tynd edelld esitetyilld testimenetelmilld.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd prokymosiinia koodaavan geenin eks-
pressoimiseksi E. coli -isdntdsoluissa, tunnettu
siitd, ettd yhdistelmdplasmidi pCR501, pCR601 tai pCR701,
joilla on kuviossa 3 esitetyt restriktiokartat, viediin
isdntdsoluihin transformoimalla.

2. Ekspressointiplasmidi, tunnettu siiti,
ettd se sisdltd4d prokymosiinia koodaavan geenin ja vek-
torin, joka on operatiivisesti liitetty siihen ja joka on
alunperin johdettu plasmidista pBR322 ja sisilti#i E. coli
trp-operonipromoottorin ja translaation aloituskodonin,
joka ekspressointiplasmidi on pCR501, pCR601 tai PCR701,
joilla on kuviossa 3 esitetyt restriktiokartat.

3. Menetelmd plasmidin pTRE1l valmistamiseksi, jol-
la on kuviossa 2 esitetty restriktiokartta, tunn e t-
t u siitd, ettd se kdsittii vaiheet, joissa:

(1) uutetaan osittain pOCT2, jolla on kuviossa 2
esitetty restriktiokartta, EcoRI:1la EcoRI-kohdan leik-
kaamiseksi ldhempini Ap'-geeni-osaa;

(2) korjataan leikatut yksisdikeiset DNA-osat DNA-
polymeraasin avulla; ja

(3) yhdistetddn korjatut leikatut p##t yhteen li-
gatoimalla k&dyttden T, DNA-ligaasia.

4. Menetelmd plasmidin pTRL1 valmistamiseksi, jol-
la on kuviossa 2 esitetty restriktiokartta, tunn e t-
t u siitd, ettd se kdsittidi vaiheet, joissa:

(a) uutetaan pOCT2, jolla on kuviossa 2 esitetty
restriktiokartta, EcoRI:lla ja osittain RsaI:1lla suoran
DNA-segmentin tuottamiseksi, jossa on 360 emisparia;

(b) siihen liitet&&n kinasoitu EcoRI-liitt#ji, mi-
td seuraa uuttaminen EcoRI:1la DNA-segmentin (1) tuotta-
miseksi;

(c) uutetaan plasmidia pBR322 EcoRI:1lla, miti seu-
raa kédsittely MATE BAP:1la DNA-segmentin (2) tuottamisek-
si; ja

(d) liitetd&dn DNA-segmentit (1) ja (2) T, DNA-1li-
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gaasin avulla.

5. Menetelm3d plasmidin pTRP1 valmistamiseksi, jol-
la on kuviossa 2 esitetty restriktiokartta, t unne t-
t u siitd, ettid se kdsittdd vaiheet, joissa

(a) uutetaan plasmidia pTRE1l, jolla on kuviossa 2
esitetty restriktiokartta, HpaI:lla ja ClaI:1lla perdkkdin
antamaan DNA-segmentti (3), jossa on noin 4640 emisparia;

(b) uutetaan pTRE1l:t4d, jolla on kuviossa 2 esitet-
ty restriktiokartta, HpaI:lla ja Taql:1la perdkkdin an-
tamaan DNA-segmentti (4), jossa on 32 endsparia; ja

(c) liitet#3#n DNA-segmentit (3) ja (4) T, DNA-1li-
gaasin avulla.

6. Menetelmd plasmidin pCR501 valmistamiseksi,
jolla on kuviossa 3 esitetty restriktiokartta, tun -
nettu siitd, ettd se kidsittdd vaiheet, joissa:

(a) uutetaan plasmidia pTRE1, jolla on kuviossa 2
esitetty restriktiokartta, EcoRI:lla ja S1:113 perdkkdin
antamaan suora DNA-segmentti, jolla on tylpdt pdat;

(b) siihen liitetdan EcoRI-liittdjd, mitd seuraa
uutto EcoRI:1lla ja SalI:lla antamaan suora DNA-segmentti
(a), jossa on noin 4210 emidsparia;

(c) uutetaan pCR301:td, jolla on kuviossa 3 esi-
tetty restriktiokartta, KpnI:lla ja EcoRI:1lla perdkkéin
antamaan suora DNA-segmentti (b), jossa on 246 emisparia;

(d) uutetaan itsendisesti pCR301:t4, jolla on ku-
viossa 3 esitetty restriktiokartta, KpnI:lla plus
Sall:1lla antamaan DNA-segmentti (c), jossa on 1025 emas-
paria; ja

(e) liitet#in DNA-segmentit (a), (b) ja (c) yhteen
T, DNA-ligaasin avulla.

7. Menetelmd plasmidin pCR601 valmistamiseksi,
jolla on kuviossa 3 esitetty restriktiokartta, t un -
nettu siitd, ettd se k¥sittdd vaiheet, joissa:

(a) uutetaan plasmidia pTRE1l, jolla on kuviossa 2
esitetty restriktiokartta, HpaI:lla ja SalI:lla perdkkdin
antamaan suora DNA-segmentti (d), jossa on 4010 emas-
paria;
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(b) uutetaan plasmidia pTRL1, jolla on kuviossa 2
esitetty restriktiokartta, HpaI:lla ja EcoRI:1lla perik-
kdin antamaan suora DNA-segmentti (e), jossa on 56 emis-
paria;

(c) uutetaan plasmidia pCR301, jolla on kuviossa 3
esitetty restriktiokartta, KpnI:lla plus EcoRI:lla ja
vastaavasti KpnI:lla plus SalIl:1lla antamaan DNA-segmentti
(b), Jjossa on 246 emisparia, ja segmentti (c), jossa on
1025 emdsparia, ja

(d) liitetd&n DNA-segmentit (b), (¢c), (d) ja (e)
yhteen T, DNA-ligaasin avulla.

8. Menetelmd plasmidin pCR701 valmistamiseksi,
jolla on kuviossa 3 esitetty restriktiokartta, t un -
nettu siitd, etti se kisittii vaiheet, joissa

(a) uutetaan plasmidia pTRP1, jolla on kuviossa 2
esitetty restriktiokartta, HindITI:1la ja SalI:lla per&k-
kdin antamaan suora DNA-segmentti (f), jossa on 4050
emdsparia;

(b) uutetaan plasmidia pCR501, jolla on kuviossa 3
esitetty restriktiokartta, salI:lla ja osittain BamHI:1lla
antamaan DNA-segmentti (q), jossa on 1264 emidsparia

(c) saadaan synteettinen oligonukleotidi [DNA-seg-~
mentti (h)], jolla on nukleotidisekvenssi:

]
5! AGCTTA'I‘GGCTGAGATCACCAG3
3'ATACCGACTCTAGTGGTCC’I‘AG5'
ja

(d) liitetdsn DNA-segmentit (f), (g) ja (h) yhteen
T, DNA-ligaasin avulla.

9. Menetelmd prokymosiinin tuottamiseksi ekspres-
soimalla prokymosiinia koodaavaa geenid E. coli -isdnti-
soluissa, tunnettu siitd, ettd is#ntidsoluja,
jotka on transformoitu plasmidilla PCR501, pCR601 tai
PCR701, joilla on kuviossa 3 esitetyt restriktiokartat,

viljelldidn elatusaineessa.
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Patentkrav

1. Férfarande for expressering av en prokymosin
kodande gen i E. coli-vdrdceller, k  i4dnneteck -

n a t dédrav, att expressionsplasmiden pCR501, pCR601 el-
ler pCR701 med restriktionskartorna som visas i figur 3,
infdrs i vardcellerna genom transformering.

2. Expressionsplasmid, k4 nnetecknad
ddrav, att den innehdller en prokymosin kodande gen och
en vektor ansluten operativt d&rtill, varvid vektorn ur-
sprungligen hédrletts frédn plasmiden pBR322 och inneh&ller
E. coli trp-operonpromotorn och en initiatorkodon fér
translation, vilken expressionsplasmid &r pCR501, pCR601
eller pCR701 med restriktionskartorna som visas i figur
3.

3. Forfarande for framstdllning av plasmiden pTRE1l
med restriktionskartan som visas i figur 2, k 8 nne -
tecknat darav, att det omfattar stegen, dir
(1) pOCT2 med restriktionskartan som visas i figur 2
delvis extraheras med EcoRI fdr att klippa EcoRI-stillet
ndrmare Ap'-gendelen;

(2) de klippta enstridngade DNA-delarna repareras medelst
DNA-polymeras; och

(3) de reparerade klippta &dndorna sammanfogas genom liga-
tion under anvindning av T, DNA-ligas.

4. Forfarande for framstdllning av plasmiden pTRL
1 med restriktionskartan som visas i figur 2, k & n n e-
tecknat diarav, att det omfattar stegen, dir;

(a) pOCT2 med extraktionskartan som visas i figur 2
extraheras med EcoRI och delvis med Rsal fér att produ-
cera ett linedrt DNA-segment med 360 baspar;

(b) till det anslutes den kinaserade EcoRI-sammanlinkaren
varefter fdljer extrahering med EcoRI fdr att framst&lla
DNA-segmentet (1);

(c) plasmiden pBR322 extraheras med EcoRI, varefter fol-
jer behandling med MATE BAP f&r att producera DNA-seg-
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mentet (2); och
(d) DNA-segmenten (1) och (2) sammanfogas med hj&dlp av T,
DNA-ligas.

5. Forfarande foér framstdllning av plasmiden pTRP1
med restriktionskartan som visas i figur 2, k @ nne -
tecknat didrav, att det omfattar stegen, dir:

(a) plasmiden pTREl1l med restriktionskartan som visas i
figur 2 extraheras med Hpal och ClaI i f&ljd for att
framstilla DNA-segmentet (3) med ca 4640 baspar;

(b) PTRE1 med restriktionskartan som visas i figur 2
extraheras med Hpal och TaqglI i f61jd for att producera
DNA-segmentet (4) med 32 baspar; och

(c) DNA-segmenten (3) och (4) sammanfogas medelst T, DNA-
ligas.

6. Forfarande fdr framstdllning av plasmiden
pCR501 med restriktionskartan som visas i figur 3,
kd&d&nnetecknat dirav, att det omfattar stegen,
déar:

(a) plasmiden pTREl1l med restriktionskartan som visas i
figur 2 extraheras med EcoRI och S1 i f&ljd for att pro-
ducera ett linedrt DNA-segment med trubbiga &ndor;

(b) EcoRI-sammanlinkaren anslutes ddrtill, varefter f&l-
jer extrahering med EcoRI och SalIl fér att framstdlla det
line3dra DNA-segmentet (a) med ca 4210 baspar;

(c) pPCR301 med restriktionskartan som visas i figur 3
extraheras med KpnI och EcoRI i f&ljd for att producera
det lineidra DNA-segmentet (b) med 246 baspar;

(d) pCR301 med restriktionskartan som visas i figur 3
extraheras sjdlvstindigt med KpnI plus Sall fér att fram-
stdlla DNA-segmentet (c) med 1025 baspar; och

(e) DNA-segmenten (a), (b) och (c) sammanfogas medelst T,
DNA-ligas.

7. Férfarande fo6r framstdllning av plasmiden
pCR601 med restriktionskartan som visas i figur 3,
kdannetecknat didrav, att det omfattar stegen,
dar
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(a) plasmiden pTRE1l med restriktionskartan som visas i
figur 2 extraheras med Hpal och Sall i fo6ljd for att pro-
ducera det linedra DNA-segmentet (d) med 4010 baspar;
(b) plasmiden pTRL1 med restriktionskartan som visas i
figur 2 extraheras med Hpal och EcoRI i f&ljd for att
producera det linedra DNA-segmentet (e) med 56 baspar;
(c) plasmiden pCR301 med restriktionskartan som visas i
figur 3 extraheras med KpnI plus EcoRI, respektive med
Kpnl plus Sall fér att producera DNA-segmentet (b) med
246 baspar och segmentet (c) med 1025 baspar; och
(d) DNA-segmenten (b), (c), (d) och (e) sammanfogas me-
delst T, DNA-ligas.

8. F6rfarande for framstdllning av plasmiden
PCR701 med restriktionskartan som visas i figur 3,
kdnnetecknat darav, att det omfattar stegen,
dar:
(a) plasmiden pTRP1 med restriktionskartan som visas i
figur 2 extraheras med HindIII och Sall i f&ljd fér att
producera det linedra DNA-segmentet (f) med 4050 baspar;
(b) plasmiden pCR501 med restriktionskartan som visas i
figur 3 extraheras med Sall och delvis med BamHI for att
producera DNA-segmentet (g) med 1264 baspar;
(c) det erhdlls en syntetisk oligonukleotid [DNA-segment-
et (h)] som har nukleotidsekvensen

3!

5' AGCTTATGGCTGAGATCACCAG
ATACCGACTCTAGTGGTCCTAGS'!

3'
och
(d) DNA-segmenten (f), (g) och (h) sammanfogas medelst T,
DNA-ligas.

9. Férfarande for framstdllning av prokymosin
genom expressering av en prokymosin kodande gen i E.
coli-vdrdceller, kdnnetecknat ddrav, att
man odlar virdceller, som transformerats med plasmiden
PCR501, pCR601 eller pCR 701 med restriktionskartorna som
visas i figur 3, i ett naringsmedium.
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FIG 4

5 CTCAAGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGA

CATCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGA
Hpal Rsal

v
CAATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGfﬁCGCAAGTTCACGT
Taql Rsal

TrplL AAAQ%%QGTAT%GACA@:QAAAGCAATTTTCGﬁACTGAAAGG
TTGGTGGCGCACTTCCTGAAACGGGCAGTGTATTCACCATGC
GTAAAGCAATCAGATACCCAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTT

Trp E TTTTTGAACAAAATTAGAGAATAACARTGCAAACACAAAAAC

gfoRI ?D
CGACTGGAATTCTC

O\
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