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Menetelmd obligatorisesti metylotrofisten, heterolo-
dista' ekspressoivien bakteereiden ja t&h&dn tarkoi-
tukseen soveltuvien plasmidien ja heterologisten

valmistamiseksi

Keksintd koskee metylotrofisten mikro-organismien
gereettistd manipulaatiota, menetelmdd erityisesti obli-
gatorisesti metylotrofisten bakteereiden, jotka ekspref"
soivat sisdltdmdidnsd vieras-DNA:a, vieras-DNA:n sisdidn-
vientiin kdytettdvien plasmidien ja isdntdorganismien
valmistamiseksi. Fréalle keksinndnmukaiselle menetel-
mille dn ominaista, ettd

al esitetddn jostain obligatorisesti, metylotro-
fisesta gzzzeerista perdisin oleva plasmidi, '

b) tdstd ja plasmidista, jossa on valintamark-
keri, valmistetaan hydridiplasmidi, jossa on obli-
gatorisesti metylotrofiselle bakteerille luonteen-
omainen replikoni,

c) tdmd hybridiplasmidi tuodaan transformaation
avulla isdntdorganismiin ja sielld lis&itd3n sen kopio-
midras (amplifizseen), ' |

d) valinnaﬁ jdlkeen klogfit kdsitellddn luonteen-
omaiselle konjugatiivisella élasmidilla ja hybridi-
plasmidin siirrettdvyysdefekti poistetaan,

e) ndin saadut kloorit konjugoidaan obligatorisesti
metylotrofisten bakteerézden kanssa, jotka toimivat
vastaanottajina ja

f) halutut kloqzit valitaan.

Menetelmdn vaihteessa a) ké&dytetty plasmidi eristetddn
etupddssd erddltd Methylomonas-lajin bakteerilta, eri-
tyisesti Methylomonas clara-lajilta. Erityisen edullinen
on Methylomonas clara-kannalta saatu plasmidi pBE3, joka
on jdtetty saksalaiseen mikro-organismien kokoelmaan
sdilytettdvdksi numerolla DSM 2397, samoinkuin vastaavat
plasmidit, joissa on sama replikoni.

Menetelmdvaiheessa b) kdytetty plasmidi, jossa on
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valintamarkkerit, voi olla plasmidi pBR 322, jota kuvataan
julkaisussa Gene 2 (1977) 95-113. Ndin saatuja hydridiplas-
midejavmerkitéén seuraavassa pRMX:ksi.

Valintamarkerein varustetuksi plasmidiksi, jota voi-
daan kdyttdd menetelmidvaiheessa

b} soveltuu my8s hypbridiplasmidi, joka sisdltda
geneettistd informaatiota insuliinin ekspressiota varten,
kuten eurooppalaisessa patenttihakemuksessa O 032 675
kuvataan. _

Menetelmdvaiheen b) jdlkeen saatu hybridiplasmidi
vied&ddn transformaation avulla sopivaan isdntdorganismiin,
edullisesti Escherichia coliin, ja sielld lisdtd&n plasmi-
din kopiom&ddrdd (amplifizieren).

Menetelmdvaiheessa d) viedddn tdh&n is&dntdorganismiin,
joka'siséltééﬁ hydridiplasmidin, sopiva konjugétiivinen
plasmidi, edullisesti RP4. Lisdksi siirrettdvyyden puuttu-
minen korjataan siirtdmdllad sopiva plasmidi, kuten esi-
merkiksi Col K ja Col V.

Ndin valmistettu isdntdorganismi voi sitten mene-
telmdvaiheessa e) siirtda menetelmdvaiheessa c) siihen _
tuodun hybridiplasmidin konjugaation avulla pd&dasiallisesti
plasmidittomalle, obligatorisesti metylotrofiselle bak-
teerille, joka toimii vastaanottaiana. Vastaanottajina
edullisia ovat Methylomonas-suvun bakteerit, erityisesti
Methylomonas clara-laji, ennen kaikkea kanta ATCC 31 226,
T&dtd kantaa on kuvattu esimerkiksi saksalaisessa patentti-
selityksessd 26 33 451 Jja US-patenttiselityksesséd
4 166 004.

Tdmdn jdlkeen menetelmdvaiheessa f) valitaan toivo-
tut kloorit kasvattamalla mediumissa, joka hiilenldh-
teend sfzéltéé metanolia, ja valinta suoritetaan myOs
siirretyn resistenssin tai herkkyyden perusteella anti-
bicotteja kohtaan. Ndin saadut, obligaattiset, metylo-
trofiset bakteerit kykenevdt ekspressoimaan vieras-

DNA:a, siis esimerkiksi tuottamaan insuliinia.
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Tadmdn menetelmdn yksitviskohtia esitetddn ldhem-
min esimerkkien puitteissa.

Keksintd koskee edelleen edelld@ mainitun mene-
telm8n muunnosta, jolla menetelmdvaiheet d) ja e) vk-
sinkertaistetaan seuraavasti.

Vaiheessa d) valinnan jdlkeen hydridiplasmidi
eristetddn, ja vaiheessa e) eristetty plasmidi siir-
retddn transformaation avulla obligatorisesti metylotro-
fisen bakteerin sferoplasteihin.

Keksintd koksee niin ollen my8s metylotrofisista
bakteereista perdisin olevia sferoplasteja, ennen kaikkea
sferoplasteja, jotka ovat per&disin Methylomonas - suvun
bakteereista, etupddssd Methylomonas clara-lajilta,
Erityvisen edullinen on Methylomonas-clara ATCC 31226 kanta.

Keksinndnmukaisia sferoplasteja.voidaan valmistaa
siten, ettd bakteerit kasvatetaan glysiinid runsaasti
sis8ltdvidssd elatusaineessa, joka sisdltdd osmoottisen
stabilisaattorin. Etupddssd on td&md& elatusaine heikosti
hypotoninen. Tédmdhvalmistusmenetelmdn muita edullisia muo-
toja valaistaan ldhemmin seuraavassa.

Keksint® koskee edelleen uusien sferoplastien kayttdad
vieraan DNA:n tuomiseksi ndihin bakteereihin. Ulkopuolinen
DNA tuodaan ensi sijassa plasmidin muodossa. Plasmideina
tulevat kysymykseen ylld mainitut hydridiplasmidit.

Sferoplastien muodostamiseksi kasvatetaan metylotro-
fisia bakteereita jossain sopivassa elatusaineessa, edul-
lisesti jossain minimaalisessa elatusaineessa, sopivaan
solutiheyteen saakka. Sopivat solutiheydet ovat ODg g
alueella, joka on etupddssd 0,5 - 1,8, erityisesti
0,9 - 1,4, Ndiden viljelmien m&&ritelty md&drd siirretddn
sitten, noin 5-kertaiseen midrddn mainittua elatusainetta,
joka sisdltdd lisdksi runsaasti glysiinid ja osmoottisen
stabilisaattorin. Glysiinin md&rd voi olla aina kylladstys-—
konsentraatioon saakka, edullinen on 2—4;ﬁin04%:n,m§éré.

Osmoottisina stabilisaattoreina tulevat kysymykseen

sokerit, kuten sakkaroosi, sokerialkoholit, kuten sor-
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biitti, ja polyglvkolit, kuten polvetyleeniglykoli
6000. Elatusaine on etupddssd heikosti hypotoimista,
mikd sdddetddn osmoottisen stabilisaattorin sopivan
konsentraation avulla. Esimerkiksi 10 paino-%:n sakka-
roosikonsentraatio tai yksimolaarinen sorb}%&&i on
sopiva.

Bakteereita ravistellaan tdssi elatusaineessa niin
kauan, kunnes faasi-kontrasti -mikroskropissa ei oleel-
lisesti ole havaittavissa vht&&n sauéénmuotoisia, mety-
lotrofisia bakteereita. Yleensd voidaan 37°C:ssa suori-
tetun vhden tunnin pituisen ravistelua j&lkeen (100 -
180 kierrosta minuutissa) havaita sferoplastien muo-
dostumien liikkumattomina, pallomaisina rakenteina.
Tamd Egﬁéhtuma pddttyy yleensd noin 4 tunnin kuluttua.

Muodostuneet sferoplastit poistetaan varovasti
sentrifugoimalla, esimerkiksi 4OC:ssa, 10 minuutin ajan,
2600 g:118, ja ne lietetd&dn uudelleen sopiviin elatus-
aineisiin. Sferoplastien stabiloimiseksi t&md uudel-
leensuspendointivédliaine sisdltdd myds osmoottisen
stabilisaattorin sopivana konsentraationa, esimerkiksi
15 paino=%:a polyvetyleeniglykolia, jonka molekyylipaino
on 6000,

Tdmd suspensio sekoitetaan likimd&dr&disessd tila-
vuussuhteessa 5:1 seoksen kanssa, joka sisdltdid vhtd
paljon sferoplastien uudelleensuspendointiin kéytettyé
elatusainetta sekd kantajaan siirrettdvidid DNA:a jossain
sopivassa puskurissa. DNA-kantajana-kuten edelld on esi-
tetty - ensisijassa tulee kvsymykseen hybridiplasmidi.
Tdhdn tarkoitukseen sopiva puskuri koostuu vesiliuok-
sesta, joka sisdltd3d litraa kohti 10 mmoolia Tris:id
(Pris-)hydroksimetyyli) ~aminometaania) sekd@ 1 mmoolin
natriumetyleenidiamiinitetra-asetaattia (TE-puskuria).
T&dhdn liuckseen lisdtddn osmoottinen stabilisaattori
(esimerkiksi kolminkertainen tilavuus sferoplastisuspen-

siota 4 paino-%:na polyetyleeniglykoli 6000-liuoksessa,
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ja sekoitetaan varovaisesti. Huoneenlamp&tilassa suorite-
taan lyhyen seisottamisen jdlkeen lisdtddn noin 1l0-kertai-
‘nen tilavuus sferoplastisuspensiota uudellensuspendoimis-
vdliaineessa, Jja seos sentrifugoidaan varovasti (3600 g).
Saostuma otetaan sitten kaksinkertaiseen tilavuuteen
sferoplastien suspensiota, joka on uudelleensuspendointi-
vdliaineessa, ja sen seikan tutkimiseksi, onko trans-
formaatio tapahtunut, sivellddn agar-levyille. N&mid agar-
levyt vastaavat koostumukseltaan uudelleensuspendointi-
valiainetta, ja ne sisdltdvdt 1,5 paino-%:n suuruisen
Bacto~agar-mddrdn rinnalla vield valintaan soveltuvan

antibiootin, esimerkiksi 50 ng/ml ampisilliinid tai

~ 10 ng/ml tetrasykliinid, jos kdytetyt hybridiplasmidit

mahdollisesti sisdltdisividt vastaavia resistanssigeeneji.
Levyjé;ﬁ&%uboidaan 37°%:ssa 1-3 pdivdd ja mainitussa
nestemdisessd elatusaineessa, joka sisdltdid sopivan
antibiocotin suoritetun kasvatuksen jdlkeen resitentit
pesdkkeet tutkitaan plasmidi-DNA:n olemassaolon suhteen
(Humpreys et al., BA 383 (1975) 457-463). Tdll6in voi-
daan transformaatioon kdytetyt plasmidit eristdd mety-
lotrofisista bakteereista.

Keksinndn kohteena ovat edelleen plasmidit, jotka
ovat perd@isin Methylomonas claran kannasta DSM 2397,
jossa on obfligatorisesti, metylotrofiselle bakteerille
ominainen replikoni, siis plasmidit, jotka r%P11k01tuvat
Methylomonas-lajissa, etupddssi Methylomonas/dara lajissa,
erityisesti kannassa ATCC 31226, joissa on 1ntecr01tu
prokaryvottisia tai enkaryoottisia DNA:ita, erityisesti
DNA:ité_insuliinin ekspressiota varten.

Keksinndn kohteena ovat edelleen isd@ntdorganismit,

joissa on mainittuja plasmideja, samoinkuin isdntdorganismit,

jotka lisdksi sisdltdvdt plasmideja siirrettdvyysdefektin
poistamiseksi. Edulliset is&ntdorganismit sisdltadvdt
kompigatiivisena plasmidina RP4:n ja siirrettdvyysdefektin

kﬁﬁégﬁiseksi plasmidin Col K tai Col V. Keksinn®n etu on
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siind, ettd kadytetdidn obligatorisesti metylotrofisen bak-
teerin plasmidin replikonia, siis hyvin kapealla isdnta-
alueella. Keksinntnmukainen menetelmd oscittautuu tdten
erittdin varmasti soveltuvan rekombimantti DNA-1an, joka
sisdltda vastuullista informaatiota.

Kékgiﬁééé vaiaiétaaﬁ lihemmin seuraavissa esimer—
keissd. Prosenttiluvut tarkoittavat t&8118in painoa, jollei
muutoin ole mainittu.

Esimerkeissd kdytetddn seuraavia lyhennyksié:

ATP = adenosiinitrifosfaatti

EDTA= etyleenidiamiini - tetraetikkahappo tai -

asetaatti (Na)

OD6OO=Optinen tiheys (optical density) 600 nm:ssi

TE = puskuri = vesiliuos, joka sisdltdsd litraa
kohti 10 mmoolia Tris-HCl:a, pH sdddetty
8:aan, sekd 1 mmoolia EDTA:a, samoin pH sii-
detty 8,0:aan.

Tris (~HU)} = Tris - hydroksimetyyli - aminome-
taani ( =~hydrokoridi)

Esimerkki 1

Plasmidin eristdminen M. clara DMS 2397:stéa

Plasmidin eristd@minen tapahtui oleellisesti Humhreys
et al.:n menetelmdn mukaan (BBA 383 (1975) 457-463). T&dmin
lisdksi erotettiin bakteerit sentrifugoimalla 1 litrasta
elatusainetta optisen tiheyden ollessa noin 1,0 ja bak-
teerisakka heitettiin uudelleen 5 ml:aan sakkaroosiliuosta
(25 % sakkaroosia liuoksessa, jossa oli 50 mmoolia/l
Tris-HCl:a, pH 8,0). Jddhdyttdmidllid samalla j&diden avulla
lisdttiin 1 ml lysotsyymi -liuosta (5 mg/ml lvsotsyymid
250 ml/1 Tris-HCl-liuoksessa, pH 8,0) sekd 2 ml 0,2 mo-
laarista EDTa-liuosta pH 8,0. Vd1illid ravistellen inku-
bBoitiin seostaﬁgiiden minuutin ajan jdiden p&dlld. Solujen
hajoaminen saatiin aikaan lis&3m#113 8 ml seosta, joka
muodostui 50 mM/l:ta Tris-HCl:a, 75,5 mM/l:sta EDTA:a ja
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() priton X-100),

0,2%:sta ionisoitumatonta tensidia (
pH 8,0. Erittdin viskoosista seosta sentrifugoitiin
nopeudella 48000 g, Jolloin kirkas hajoamistuote saa-

tiin supernatanttina, 10 ml:aan supernatanttia liséttiin
1,1 ml 5 molaarista keittosuclaliuosta sekd 1,1 g polyety-
leeniglykolia, jonka keskimddrdinen molekyylipaino oli
6000. Seosta inkuboitiin 4°C:ssa vli ydn. Héytdleinen
saostuma koottiin 5 minuuttisen. 1500 g:113 suoritetun
sentrifugoinnin jdlkeen ja liuotettiin 3,5 ml:aan puskuri-
liuosta (50 mmoolia/1 Tris-HCl:a, 5 mmoolia/l1l EDTA:a,

50 mmoolia/1l NaCl:a, pH 8,0), ja liuoksen tilavuus
mitattiin. Sen j&dlkeen kun on lisdtty 1lg CsCl:a milli-
litraa kohti liuosta sekd 1/15 ml:a 1%:ista, veteen vah-
vistettua etidiumbromidi-liuosta, sentrifugoitiin 10 mi-
ﬁ;ﬁfiﬁ ajan 16000 g:11&8. T&std sentrifugoinnista saatua
supeenatanttia sentrifugoitiin tasapainoon saakka (20 tun-
nin éjan 47000 kierroksella minuutissa, l8oC:ssa, verti-
kaalisessa roottorissa), ja siind ndkyi ilman UV-valolla
suoritettua sdteilvtystd kaksi selvdsti n8htdvd&, noin
senttimetrin p&&ssi toisistaan sijaitsevaa vyOShykett&.
Sdateilytt&mdlld UV~-valolla, jonka aallonpituus oli 366 nm,
saatiin esille fluoressoivat vydhykkeet, ja alempi olas-
midi-yyShyke kerdttiin pistdm&lls gradientin sivusta neu-
lalla ja vetdm&ll&d vyShyke tdmén jdlkeen ruiskuun.
Etidiumbromidi poistettiin ravistelemalla toistetusti
CsCl:11la kyll&stetylld isopropanolilla. 3-kertaisen dia-
lyysin jédlkeen, joka suoritettiin 2 litraan tilavuutta

yvastaan TE-puskuria, kunkin dialyysin ollessa 2 tunnin

mittaisen, plasmidi~-DNA saatiin niin puhtaana, ettd sitd

voitiin k&yttd8 seuraaviin menetelmdvaiheisiin.

Jos DNA-liuoksessa o0li vield epdpuhtauksia, niin se
uutettiin kaksi kertaa yht&d suurella tilavuudella fenolia,
joka oli kyll&stetty 0,1 molaarisella Tris-HCl-liuoksella,
pH 8,0 ja sitten 3 kertaa absoluuttisella eetterilli.
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Ylimd3rdinen eetteri puhallettiin nois, liuos laimennet-
tiin 1/9 tilavuudella 3 molaarista natriumasetaatti-
liuosta. ja DNA saostettiin lisd&mdlld yvhtd suuri
tilavuus isopropanolia. Y1li y&n suoritetun seisottamisen
jdlkeen seosta sentrifugoitiin 30 minuutin ajan 12000 g:114,
ja DNA¥saostuma pestiin 90 %:isella etanolilla. T&mé&n
jdlkeen DNA lyofilisoitiin ja otettiin TE-puskuriin.
Esimerkki 2

&

DNA:n eristd@minen agarqgsista
" \

Seuraavassa menetelmdssd kdytettiin Langridge et al.n
(Analytical Biochemistry 103 (1980) 264-271) kuvaamaa
metodia.

DNA siirrettiin vaakasuora%}g 0,5 %:isei}gAagarosi-
geelille (alhaalla sulava agarosi, tyyppi VII, no A-4018,
Sigma).. Elektroforeesin jdlkeen tehtiin vvShvkkeet ndky-
viksi etidiumbromidi-vdrjdyvksen avulla, ja ne leikattiin
geelistd. DNA-:a sisdltévdt agaosi-suikaleet sulatettiin
70°C:ssa lasiputkessa, tilavuus mitattiin ja j&3hdytettiin
37°C:een. Timin lisiksi lis&ttiin vhtd suuret tilavuudet
jdljempdnd kuvattuja butanoli- ja vesifaaseja.

150 ml n-butanolia ravistettiin erotussuppilossa
150 ml:n kanssa yettd, ja faasien erottamisen jdlkeen
livotettiin 100 ml:ssa vedell&d kylldstettyd butanoli-jaetta
1 g heksadekyyli-trimetyyliammoniumbromidia. T&t& liuosta
ravitettiin 100 ml:n kanssa vesijaetta, jolloin voidaan
lisdtd vaahdonpoistoaine (SO/ul Antifoam A, sigma).

Y1li y&n tapahtuneen jakeiden erottumisen jdlkeen otettiin
ndmd talteen erotettuina.

Ndiden butancli-~ ja vesijakeiden lisdyksen jédlkeen saa-
tua seosta sekoitettiin perusteellisesti k&&ntdm&lld putkea
varovasti, ja jakeiden erottumista odotettiin 37°%:ssa.
Ylempi, DNA:a sis&ltdvd butanolijae erotettiin, ja jdljelle
j88vd vesijae uutettiin viel3 kaksi kertaa kuvatulla ta-
yvalla bitanolilla. Yhdistetyt butanolijakeet laimennettiin

1/4 tilavuudella 0O,2-molaarista NaCl-liuosta, ja niiti
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sekoitettiin perusteellisesti. Vesijakeen erottamisen
jdlkeen seurasi toistettu suolauutto, ja vhdistetyt vesija-
keet laimennettiin pisaroittain yhtd suurelle tilavuudelle
kloroformia (joka oli puhdistettu aluminiumoksidipylvaé&n
avulla) . J&&n pddlld suoritetun puolituntisen seisot-
tamisen jdlkeen alempi kloroformijae heitettiin pois

ja j&ljelle jd&dnyt kloroformi puhallettiin pois ilman
avulla. DNA saostettiin isopropanolilla, ja erottamisen
jdlkeen se lietettiin uudelleen TE-puskuriin.

Esimerkki 3

zr
Elektrofeesi polyakrvyliamidi-geelilld

DNA-fragmenttien ndkyvédksi tekemistd ja karakteri-
sointia varten 0,3 MD:ssd kdytettiin 8-15 %:ista polyakryyli-
amidi—(PAA)ig£§lejé. Geelit olivat 1 mm:n paksuisia,

30 cm:i& pitkid ja 14 on leveitd. Puskurina oli seos, joka
sisdlsi 89 mmoolia boorihappoa, 89 mmoolia Tris-HCl:a
ja 2,5 mmoolia EDTA:a ja jonka pH oli 8,2.

8%:isten PAA-geelien valmistamiseksi yhdistettiin
33 ml 24%:ista PAA-varastoliuosta (23,22 g akryyliamidia
ja 0,78 g N,N'-metyleenibisakryyliamidia 100 g:ssa vesi-
livosta), 10 ml mainittua elektroforeesipuskuria, joka
kuitenkin sisdlsi kaikkia komponentteja l0-kertaisena
konsentraationa, 6,25 ml 6,4 %:ista 3-etyyliamino-pro-
pionitriili-liuosta ja 50,75 ml vettd. Seoksesta pois-
tettiin kaasu vesisuihkupumpun avulla, ja polymeraatio
pantiin alulle kiinte&lld ammonjiumperoksidisulfaatilla.
Heti t&midn jdlkeen geeli kaadettiin, ja ennen elektro-
foreesin alkua odotettiin v&hintdin 2 tunnin ajan.

Ennen ndytteiden siirtédmistd geelille, jdljelle jHdneen
ammoniumperoksidisulfaatin poistamiseksi kytkettiin
geelin 100 V:n j&dnnite noin tunnin ajaksi.

Elektroforeesit ajettiin kdyttden 100 V:n jédnnitetti
ja 12 mA:n virtaa.

Esimerkki 4

Methylomonas claran kannasta DM 2397 perdisin ole-

vien pnlasmidin pBE3 karakterisointi




10

15

20

25

30

35

10

Plasmidi pBE 3:a kdsitettiin taulukossa 1 maini-
tuilla restriktioendonukleaaseilla, Ja syntyneet
fragmentit erotettiin geelilld ajetun elektroforeesin
avulla. NMukleaasilla suoritetun kaksoiskdsittelyn ja
vksityisten, pBR 322:ssa kloqégttujen fragmenttien karak-
terisoinnin avulla - kuten myShemmin kuvataan - saa-
tiin taulukossa 2 ja kuvassa 1 esitetyt tulokset.

Plasmidi pBE 3 on suuremman plasmidin deleetio-

mutaatti. Tdm&n rinnalla on olemassa vield pienempid

plasmideja. Kaikki ndm& plasmidit ovat td&mdn keksinndn
kannalta samanarvoisia, sik3li kuin ne sisdltidvit mety-
lomohakselle ominaisen replikonin.

Taulukko 1

Kokonaiskuva pBE 3:n karakterisointiin kdytetyista

entsyymeistd

Entsyymi Tragmenttien lukumd&rad
Acc I - 1

Xor II 1

Eco RI 5

Hinc IT 5

Ava I 12

Bal T vahintdsdn 19

Ei pilkkoutumista seuraavien entsyymien avulla
Bam HI
Bgl IT
Bst EIT
Eco RV
Hind ITIT
Hoa I
Kpn I
Nru T
bst I
Pvu IT
Sal T
Sma I
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Sst
Sst
Stu
Xba
Xho
Xmn

H - H H MH H

I

Taulukko 2

Fragmenttien suuruus

(MD:na),

11

jotka saatiin pilkko-

malla pBE 3:a restriktionukleaasien avulla:

EcoR I:
F1 4,14
F2 3,09
F3 1,27
F4 0,91
F5 0,63
EcokK I +
Ava I
D1 1,35
D2 1,22
D3a: 1,03
D3 1,03
D4 0,85
D5 0,70
D6 0,63
D7 0,55
D8 0,54
D9 : 0,53
D10: 0,50
Di11: 0,40
Di2: 0,14
D13: 0,12
D1h: 0,1
D15: 0,1
Di16: 20,1

Hinc
H1
H2
H3
HY
H5

EcoR
Hinc

E10:

I1:
6,8
1,42

: 0,87
: 0,31
: 0,28

I +
II:

2,29

1,83
1,42
1,27
0,91

: 0,63
: 0,46

0,40

: 0,31

0,2

Ava I1:

A1
A2 :
A3 :
Aha:
AL
A5

Ab

AT
A8
AQ
A10:
Al1l:

: 2,0

1,72
1,26
1,03
1,03
0,85
0,66
0,55
0,50
0,13
0,08
0,07
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Esimerkki 5

Restriktiouutot
Yksittdiset uutot suoritettiin 50-100 ml:n kokonais-

tilavuudessa valmistajan suosittelemalla puskurilla.
DNA:n tdydellisen uuton varmistamiseksi ndytteista
inkuboitiin y&n vli.

Suoritettaessa kaksin- tai useampikertaista uuttoa lisat-
tiin vastaavat entsyymit suurimmaksi osaksi yht&aikaa DNA:han.
Puskuri koostui ndissd tapauksissa liuoksesta, joka sisdlsi
litraa kohti 50 mmoolia keittosuolaa, 5 mmoolia Tris-HCl:a
(pH s&dddetty 7,5:een), 6 mmoolia magnesiumkloridia, 6 mmoolia
2-merkaptoetanolia sekd 100 mg naudanseeruminalbumiinia.
Kontrollikokeet osoittivat, ettd entsyymit antoivat tdssd
puskurissa samat tulokset kuin valmistajan suosittelemissa
puskureissa. Poikkeuksen muodostivat entsyymit, joiden
suolantarve o0li erittdin korkea. N&dissd tapauksissa uutet-
tiin ensin v&hdisessd suolakonsentraatiossa yhdelld ent-
syymilld, ja sitten suolakonsentraation lisdyksen jdl-
keen lisdttiin toinen entsyymi.

Esimerkki 6
Osittaisuutto Eco RI:114
2 g plasmidi-DNA:a inkuboitiin 1 yksik®n kanssa

restriktioentsyymid 50 ul:n kokonaistilavuudessa 379%C:ssa.
Samanlaisia seoksia inkuboitiin eripituiset ajat ja
reaktiot pysdytettiin eri aikoina kuumentamalla seosta
70°C:een. Kunkin vyShykeotoksen geelielektroforeettinen
analyysi osoitti, kuinka pitk&dlle uutto mddrdttyjen
aikojen jdlkeen oli edennyt.

Esimerkki 7

Kasvun edellytvkset

Kaikkia kdytettyjd Escherichia colin kantoja kasvatet-
tiin L-lihaliemessd& (10 g Bacto Tryptonia, 5 g hiiva-
uutetta ja 5 g keittosuolaa 1 litrassa vettd). Methvlo-
monas claran kantoja kasvatettiin vhdessd kahdesta,

seuraavasta minimaalisesta elatusaineesta:
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M 36: 1,5 % Metanolia
0,1 % HgPO,
0,083 % K,S0,
0,018 % Na,S0, x 10 H,O
0,036 % MgSO, x 7 H,0 |
0,004 % caco, ’
0,015 % Sitruunahappoa

0,005 % (NHu)zFe(SOu)z x 6 H,0

80 /ulllHivenaineliuosta

V135 L: 1,5 % Metanolia
0,16 % K,S0,
0,06 % MgSOu x 7 H20
0,025 % Na,S0,
0,014 ¢ CaCO3
0101 % FeZ(SOu)
0,2 % H3Pou
0,28 % NH3 (25 %)
0,3 ¢ KNo3
0,3 % NaHCO,
1 ml/1 Hivenaineliuosta

3

Hivenaineliuos: 0,05 g/1 H3BO,
0,01 g/1 KJ
0,04 g/1 HnSOu x U HZO
0,084 g/1 ZnSOu x 7 H,0

2
0,02 g/1 (NH4)6H07024

“Esimerkki 8
Hydridivektorien rakenne
b = _ .

Plasmidi pBE 3 pilkottiin restriktioentsvymilla

Eco R I osittain, niin ettd plasmidin p&dosa leikattiin
vain kerran, ja oli lineaariseksi tehdvssd muodossa.

PBR 322-DNA pilkottiin tiydellisesti Eco RI:114 ja t&msn
jdlkeen kdsiteltiin alkalisella fosfataasilla. N&din

valmistetut DNA:t yhdistettiin ja inkuboitiin T4—DNA—li—

- gaasilla yvli yon 14°C:ssa 50 ja:a tdtd ligerien seosta

kdytettiin sitten transformaatioon CaCl.- kdsittelvllid

2
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» sovivaksi tehdyssid E.colin kannassa HB 101.

Bakteerit siveltiin L-lihaliemilevyille, joissa
oli tetrasykliinia 20/ug/ml, ja inkuboitiin yli vOn.
Resistentit pesdkkeet siirrettiin tuoreille levyille,
ja hyvin kasvaneet kloqgit tutkittiin "single colony-
lysis":n avulla plasmidi-DNA:n olemassaoloa suhteen,
jolla oli suurempi molekvylipaino kuin pBR 322:1la.

Kloorit, jotka sisdlsivdt sellaisen plasmidi~-DNA:n,

kasvatettiin lopuksi 100 ml:ssa L-lihalientd, joko

tetrasykliinin kanssa tai ilman sitd, ja bakteereiden
kloramfenikolistimuloinnin j&lkeen saatiin plasmidi-
DNA:a. Entsyymeilld Eco RI ja Ava I suoritetut
restriktiouutot osoittavat, ettd saatiin kuvassa 2
esitetty hydridiplasmidi pRM 21 ja kuvassa 3 esitetty
hygridiplasmidi pRM 54,

Ndiden rinnalla voitiin identifioida hydridi-
plasmideja, jotka sisdlsivdt pBE 3:n fraktioita.

Esimerkki 9

Lig%aasi—reaktio

Liézgasi—reaktio suoritettiin SO/ul:n tilavuuksissa
DNA:n kokonaiskonsentraation ollessa 20/ul/ml. Puskuri
sisdlsi litraa kohti 30 mmoolia Tris-HCl:a (pH sdddetty
7,5:ksi), 4 gmoolia magnesiumkloridia, 10 mmoolia
ditioerytrgégééﬁ ja 0,2 mmoolia ATP:a. Ndihin annoksiin
hitsattiin l/ul T4—ligaasia, joka vastasi 400 U:a
(1 U vastaa tédss8 "sitd mi3drd3 entsyymid, joka tarvitaan
sitomaan 50%:a Hind IITI:1la pilkotusta lambda-DNA:sta,

30 minuutissa, - 160C:ssa, ZO/ul:n tilavuudessa.

DNA:n konsentraatio tdssd annoksessa nousee noin 330 ug/ml:aan) .

Molempien DNA:iden optimi suhde toisiinsa ndhden tiettyja
ligaasi-koetta varten laskettiin Dugaiczyk et al:n mene-
telmin mukaisesti, 7 MB 96 (1975) 171. 14°C:ssa inku-
boitiin vdhintd&n 16 tunnin ajan.

Esimerkki 10

Konjugaatio




10

15

20

25

30

35

15

Vastaanottajaa ja luovuttajaa kasvatettiin yon yli

aina 0D 1,0 - 1,2:een saakka (vastaanottaja) tai

l,4—l,6§ggn saakka (luovuttaja), ja yhtd suuret tila-
yuudet vastaanottajaa ja luovuttajaa yhdistettiin, ettd
seokselle 0li kaytettdvissd suuri pinta-ala. Seosta
inkuboitiin kahden tunnin ajan 37°C:ssa ravistele-
matta sitd, ja tamdn jdlkeen siitd siveltiin 200/ul:a

agar—-levyille, joiden koostumus teki mahdolliseksi

valinnan donoria suhteen sekd uudella, siirrettédvén

plasmidin v8litt&m&1ll& ominaisuudella varustetun resepto-
rin suhteen. E.coli HB 10l:n ja M.claca DSM 2397:n vali-
sessd konjugaatiossa oli ndmd metanoliminimaalielatus—
ainelevyt varustettu antibioottilisdlld (siirrettdvén
plasmidin laadun avulla mddritetylld).

Toisissa kokeissa vastaanottajaa ja luovuttajaa
inkuboitiin yl1l8 kuvatulla tavalla, ja 200 ul t&t&
seosta siveltiin metanoliminimaalielatusainelevyille,
joissa ei ollut antibioottia. N&itd levyjd inkuboitiin
yon yli 37OC:ssa, ja syntyvd balteerikasvu huuhdottiin
pois 2 ml:1la metanoli—minimaéf?;latusainetta. 200/ul:a
tdtd suspensiota levitettiin sitten metanoli-minimaali-
elatusainelevyille, jotka sisdlsivdt vastaavan anti-
bicotin. Kloonit tulivat esille 48-72 tuntisen levyjen
inkuboinnin jdlkeen 37°C:ssa.

Esimerkki 11

W
Enkaryoottisen DNA:n ekspressio M. clarassa
7

a) Plasmidi pBE 3 kloorattiin tai uudelleen
kloorattiin kuvattujen menetelmien mukaisesti pBR 322:n
johé;nnaisissa, jotka enkaryoottisen geenin C-DNA-sek-
venssind sisdlsivdt apinaninsuliinin sekvenssin.

Apinaninsuliinia ¢~DNA on pBR 322:n Pst I-leik-
kauskohtaan silla t;;alla sisdllytetty, ettd tdmd vieras
ihfofmaatio ekspressoitui E. colissa /ﬁ—laktamaasi—
promoottorin s&ddtelyn alaisena. T&ll6in syntyi fuusio-
proteiini, joka voitiin oscittaa anti-insuliini-vasta-ai-

neiden avulla (BEurooppalainen patenttihakemus O 032 675).
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Apinaninsuliinin c-DNA sisdltdd kaksi sisaistd Pst I -

leikkauskohtaa. Koodaavaa irnformaatiota ei voida t&man
vuoksi poistaa plasmidista vahingoittumattomassa muodossa.
Jotta tdmdn plasmidin replikaatio M. clarassa olisi
mahdollista, meneteltiin tdmidn vuoksi siten, ettd -

M. claran plasmidi pBE 3:sta perdisin olevat DNA-sele-
venssit liitettiin tdh&n insuliini-informaatiota ekspres-
soivaan pBR 322-johdannaiseen. Kokeellinen suoritus
tapahtui edelld kuvatulla tavalla. Td11l8in voitiin saada
joukko hybridiplasmideja, Jjotka rakenteensa puolesta
erosivat pBR 322-osaan liitetyn apinaninsuliinin

C-DNA:n suhteen edelld kuvatuista hyvbridivektoreista.
Insuliinigeenin jdrjestys ndiden vekgfpreiden pBR 322-osassa
ja&d tdlldin kehitysvaiheessa muuttumatta, niin ettéd

myds namd kldogit ekspre;%ivat insuliiniantigeeni-deter-
minantteja E.colissa. Erds ndistd klooneista, joka si-
sdltdd koko PBE 3-sekvenssin, saa nimitvksen p InMc 68.

b) pBR 322:n todettu siirrettdvyysdefekti voidaan
tdydentdd plasmidien, kuten esimerkiksi Col K:n Col C:n
avulla (Young ja Poulis, Gene 4(1978) 175-179). T&md&n
vuoksi siirrettiin yll& kuvattuihin, kalsiumkloridi-k&sit-
telylld pdteviksi tehtyihin donor-kantoihin konjuga-
tiivisen plésmidi RP 4:n ja pRM-sarjaa hybridivektorien
kanssa, transformaation avulla vield lisdksi plasmidi
Col K. Ilmaisihkantana, Ré}asmidi Col K:n oscittamiseksi,
kdytettiin kolisiinille herkkd3d kantaa AB 1157 (Warret
et al., MGG 170 (1979) 103-107). E. coli-donori-kanto-
jia HB 101 /RP4, Col K, pRM54) tai HB 101 (RP4, Col K,
pRM 21] sekd vastaanottajien M. clara ATCC 31226 vali-
sissd8 konjugaatiokokeissa kloonien valitsemiseksi, jotka
sisdlsivat hzgyidivektoria, suoritettiin valinta Epu;in
tetrasvkliiniannosten (SO/ug/ml) ldsndollessa metagoli;
minimaali-elatusaineella (M 36).

Lukuisien M.Lara kloonien analyysi ilmaisi, ettéd

noin 10 %$:ssa tapauksista saatiin klooneja, jotka sisdlsi-
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vdt vain hybridivektorin. E.colin luovuttajakannan
HM 101 (RP4, ColK, pInMc68) sekd M. clara-vastaanottajien
ATCC 31226 vdlissd konjukaatiokokeissa voitiin samalla
tavalla saada M.clara—kléoneja, joissa oli ainoastaan
prlasmidi pInMc 68. 7

c) Saatuja M.clara-klooneja, joissa oli plasmidi
0InMc68, kasvatettiin seuraavaksi, ja tutkittiin radio-
immuvni middrityvksen tai rasvasolumddrityksen avulla
insuliinipitoisuutensa suhteen. Eurooppalaisessa patent-
tihakemuksessa 0032 675 E.colilla tehtyien havaintoja
vastaten voitiin myé&s M.gBlara ATCC 31226:n tapauksessa
mitata insuliinin arvoja, jotka olivat 1-5 IE/litra.
Niin ollen ekspressoituu siis hybridivektorin pInMc 68:n
PBR 322-osaan sisdltyvd insuliini-informaatio my8s
M.clar=assa oikein ja tehokkaasti.

Esimerkki 12

Methylomonas-claran kantaa ATCC 31226 kasvatetaan

m%piy}mgé}ielatusaineissa M36 ODGOO:n arvoon 0,9-1,4.
20 ml tAtd viljelmdd siirretddn 100 ml:aan M36-elatus-
ainetta, joka lisdksi sisdltdd 4% glysiinid ja 10%
sakkaroosia. Bakteereita ravistellaan t&ssd elatusai-
neessa 4 tunnin ajan 37°:ssa ja 100-180 kierrosta mi-
nuutissa. Faasikontrastimikroskoopissa ei ole sitten
endd havaittavissa yhtddn pitkdnomaisia, liikkuvia
bakteereita.

Muodostuneet sferoplastit poistetaan sentrifu-
goimalla 4OC:ssa, 2600 g:114, ja ne suspendoidaan uu-
delleen 1 ml:aan M 36 - elatusainetta, joka lisé&ksi
sisdltdd 10 %:a sakkaroosia.

Mainitut elatusaineet voivat 10% sakkaroosin

tilalla sis&dltdd myds sorbiittia 1 moolin litraa kohti

tai 15 % polyetyleeniglykolia, jonka keskimd&dr&dinen
moolipaino on 6000,
Sferoplastien erottaminen voidaan suorittaa myds

l0-minuuttisella sentrifugoinnilla 4°C:ssa ja 3600 g:114.
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Esimerkki 13

0,5 ml:a esimerkin 12 mukaan saatua suspensiota

selvitetddn 0,1 ml:n kanssa seosta, joka koostuu yhtd
suurista osista uudelleensuspendointielatusainetta ja
TE-puskuria, johon plasmidi pRM 21 sisdltyvy. T&hdn seok-
seen lisdtd&dn 1,5 ml 4 prosenttista polyetyleeniglykoli
6000 -liuosta ja sekoitetaan varovaisesti., K Tdmd8 seoksen
annetaan seisoa huoneenlimmdssi 2 minuutin ajan; siihéh
lis&t&d8n 5 ml uudelleensuspendointielatusainetta, javse
sentrifugoidaan 3600 g:114.

Saostuma dtetaan 1 ml:aan uudelleensuspendointi=-
elatusainetta ja sivelld&dn agar-levville, jotka koostu-
mﬁkseltaan vastaavat uudelleensuspendointielatusainetta
ja sis&lt&vit lisdksi 1,5 ¢ Bakto-agaria ja ampisilliinia
50/ug/ml. Levyjd inkuboidaan 37%:ssa 3 pdivdn ajan, ja
pesdkkeet kasvatetaan M36-elatusaineessa, joka sis&lt&dd
ampisilliinia SO/ug/ml. Ndin saaduista bakteereista
voitiin erist88 transformaatioon kdytetty plasmidi
pPRM21. )

Ampisilliinin sijaan voidaan tdssd menetelmdssd
kdyttdd mySs tetrasykliinid lO/ug/ml konsentraationa.

Sama tulos saadaan, kun mainitun plasmidin tilalla
kdytetddn plasmidia pRM 54.

Esimerkki 14

Jos tyOskennellddn esimerkin 13 mukaan, kdytetddn

kuitenkin pIN Mc 68:ssa plasmidina ja jos valinta suori-
tetaan 50/ug/ml:n avulla tetrasykliinid, niin saadaan
Methylomonas clara-klooneja, joissa on tdmd plasmidi ja

jotka valmistavat insuliinia.
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Patenttivaatimukset

1. Hybridiplasmideja, Jjoissa on DSM 2397:n plasmidin
replikoni.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen plasmidi, t u n -
nettu siitd, ettd se replikoituu Methylomonas-suvun
bakteerissa, edullisesti Methylomonas clara-lajin baktee-
rissa, erityisesti kannassa ATCC 31226.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen plasmidi,
tunnettu siitd, ettd siind on integroitu eukaryoot-
tinen DNA, erityisesti insuliinin ekspressoitumista varten.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen plasmidi,
tunnettu siitd, ettd siind on integroitu prokaryoot-
tinen DNA.

5. Menetelmd obligatorisesti metylotrofisten baktee-
reiden valmistamiseksi, jotka ekspressoivat sisdltdmddnséd
vieras-DNA:a, t unnettu siitd, ettéa

a) obligatorisesti metylotrofisesta bakteerista DSM
2397 eristetddn plasmidi,

b) tdstd ja plasmidista, jossa on valintamarkkeri,
valmistetaan hybridiplasmidi, jossa on obligatorisesti mety-
lotrofiselle bakteerille ominainen replikoni,

c) hybridiplasmidi vied&&n transformaation avulla
isdntdorganismiin ja sielld lisdtd&dn sen kopiomddridd,

di seulonnan jdlkeen kloonit k&dsitell&ddn sopivalla
konjugazggésella plasmidilla ja siirrettdvyysdefekti pois-
tetaan,

e) ndin saadut kloonit konjugoidaan resipienttina toi-
mivien obligatorisesti metylotrofisten bakteerien kanssa,
joissa edullisesti ei ole plasmideja, ja

f) toivotut kloonit seulotaan.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd resipienttina on Methylomonas-suvun,
edullisesti Methylomonas clara-lajin bakteeri, erityisesti
kanta ATCC 31226.
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7. Patenttivaatimuksen 5 tali 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitda, ettd plasmidi, jossa valintamarkke-
rit ovat, on pBR 322 ja/tai se sisdltdd geneettisen infor-
maation insuliinin ekspressiota varten.

8. Jonkin patenttivaatimuksista 5-7 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd isdntdorganismi on Escherichia
coli, konjugatiivinen plasmidi on RP4 ja siirrettdvyysde-
fekti poistetaan viemdlla sisddn plasmidi Col K tai Col V.

9. Jonkin patenttivaatimuksista 5-7 mukainen menetel-
md, tunnettu siitd, ettd menetelmdvaiheiden d) ja
e) sijaan resipienttina toimiva obligatorisesti metylotrofi-
nen bakteeri muutetaan sferoplasteiksi ja hybridiplasmidi
viedddan sis&ddn transformaation avulla.

10. Menetelmd patenttivaatimuksessa 9 mainittujen
sferoplastien valmistamiseksi metylotrofisista bakteereista,
tunnettu siitd, ettd bakteerit viljell&&n runsaasti
glysiinid sisdltdvidssd elatusaineessa, joka sisdltdd osmoot-
tisen stabilisaattorin, jolloin elatusaine on edullisesti
heikosti hypotoninen ja sisdltdd 2-4 paino-% glysiinid.

11. Plasmidi DSM 2397:st§,_
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