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1
LY
Yhdistelmd-DNA-ekspressoimisvektoreita, jotka ovat

kdyttdkelpoisia BACILLUS- ja muissa isdntdsoluissa

Keksinn&n kohteena on yhdistelma-DNA-ekspressoi-
misvektoreita, jotka kdsittdvdt Bacillus subtiliksen
ribosomin sitomiskohtaa koodaavan DNA-osasen liitettynd
sekd B. subtiliksen veg-promoottoriin ettd myds geeniin,
joka koodaa funktionaalisen polypeptidin. Keksinndn koh-
teena on my&s edelld mainittujen vektoreiden transfor-
mantteja sekd menetelmd funktionaalisen polypeptidin
tucttamiseksi, jossa polypeptidi tuotetaan Bacillukses-
sa ja erittyy kasvuvdliaineeseen.

Ndilld keksinnoilld aikaansaadut ekspressoimis-
vektorit ovat kdyttdd varten Bacilluksessa ja muissa
isdntdsoluissa. Tdhdn asti yhdistelmd-DNA-teknologian
kehittdminen ja hyvdksikdyttd Bacilluksessa on hidastunut
ja tehty erityisen vaikeaksi, mikd johtuu sopivien kloo-
naus- ja ekspressoimisvektoreiden yleisestd puutteesta.
Tdmd ekspressoimisvektoreiden harvalukuisuus selittyy
osaksi saatujen vieraiden transkriptio- ja translaatio-
aloitussignaalien tunnistamisen puutteesta Bacillukses-
sa. Niinmuodoin hyvin tunnettua trp-(Hallewell, R. A.
ja S. Emtage, 1980, Gene 9:27), lac-(guarante, L. et al.,
1980, Cell 20:543 ja Roberts, T. M. et al., 1979, Proc.
Nat. Acad. Sci USA 76:5596), lpp-(Lee, N. et al., 1981,
J. of bacteriol. 146:861; Zwiebel, L. J. et al., 1981,
J. of Bacteriol. 145:654 ja Natamura, K. ja M.

Inouye, 1979, Cell 18:1109) ja bakteriofagi ,RPL—(Derom,
C. et al., 1982, Gene 17:45; Remaut, E. et al., 1981,
Gene 15(1):81 ja Bernard, H. et al., 1979, Gene 5:59)
transkriptiota ja translaatiota ohjaavat promoottorisys-
teemit eivdt ole toiminnallisia Bacilluksessa. Siten,
lukuunottamatta joitakin harvoja lddke-resistenttejé
geenejd grampositiivisista organismeista kuten

Staphylococcuksesta ja Streptococcuksesta, joitakin
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vieraita ja kdytadnndllisesti ei ollenkaan eukaryoottisia
geenejd on ekspressoitu Bacilluksessa.

Bacilluksen adrimmdisen rajoitettu kyky tunnistaa
vieraita transkriptio- ja translaatic-signaaleja tekee
valttdmdttomiksi endogeenisten signaalien kehittédmisen,
jotka ohjaavat geenin ekspressoitumista. Useat aikaisem-
mat kloonausyritykset kdsitt8vdt B. licheniformis beta-
laktamaasigeenin (esitetty julkaisussa European Patent
Office Publication (of European Patent Application
No. 81300858.8) No. 0036259) ja B. stearothermophilus ja
B. amyloliquefaciens o{-amylaasi-geenien {(esitetty vas-
taavasti julkaisussa European Patent Office Publivation
(of European Patent Application No. 82300158.1)

No. 0057976 ja Derwent Abstract'issa (belgialainen
patenttihakemus no. BE 891-659) No. 37323 E/19) kloo-
nauksen ja ekspressoimisen B. subtiliksessa. Lisdksi
veg=-promoottori ja translaatiosignaalit (endogeenisiid
B. subtilikselle ja esittidneet Moran Jr., C. P. et al.,
1982, Mol. Gen. Genet. 186:339) on myds eristetty ja
ovat kdyttdkelpoisia ldhtdaineena tdmdn keksinndn
konstruoimistarkoituksia varten. Siten edelld mainitun
veg-promoottorin ja translaatiosignaalin sisdltdvad
sekvenssid modifioitiin ja rakenneltiin olemaan kdyttd-
kelpoinen itse asiassa minkd tahansa polypeptidin
ekspressoitumisen ohjaamiseen Bacilluksessa. Tdmd edus-
taa merkitsevdd etua tekniikan alalla ja auttaa tdyttd-
mddn ekspressoimisvektoreiden tarpeen, jotka ovat kayt-
tdkelpoisia grampositiivisissa mikro-organismeissa.

Geenikloonaus ja tuotteiden ekspressointi
Bacillus subtiliksessa ovat erittdin edullisia, koska
organismi on ei-patogeeninen, ei tuota endotoksiineja
ja pystyy erittdmddn geenituotteita kasvuvidliaineeseen.
Lisdksi B. subtilista on laajasti tutkittu ja se on alku-
malli geneettisiid tutkimuksia varten gram-postiivisten

nmikr-organismien joukossa. Tdmdn keksinndn pienet ja
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monipuoliset ekspressoimisvektorit ovat erinomaisen
tdrkeitd, koska ne sallivat ndiden tdrkeiden etujen kau-
pallisen hyvdksikayton.

Tdmdn keksinnén, kuten tdssd selitetddn ja vaadi-
taan, tarkoituksia varten mddritelldidn seuraavat termit
seuraavasti.

Yhdistelmd-DNA-ekspressoimisvektori - mikd tahan-
sa itsendisesti replikoituva aine, joka kdsittdd, mutta
rajoittumatta niihin, plasmideja, jotka kdsittadvdt DNA-
molekyylin, johon yksi tai useampia DNA-lisdsegmenttejd
voidaan lisdtd tai on lisdtty.

Transformointi - DNA:n tuominen vastaanottaja-
isdntdsoluun, joka muuttaa genotyypin ja mistd siten on
seurauksena muutos vastaanottajasolussa.

Transformantti - vastaanottjaisd@ntidsolu, jossa
on tapahtunut transformointi.

Pilkontaosanen - kokonainen plasmidi tai kromoso-
maalinen DNA tai niiden lineaarinen osa, joka on kehi-
tetty yhden tai useampien restriktioentsyymien toimin-
nalla.

Funktionaalinen polypeptidi - talteenotettava bio~-
aktiivinen kokonaan heterologinen polypeptidi tai prekur-
sori, talteenotettava biocaktiivinen polypeptidi, joka
sisdltdd heterologisen polypeptidin ja homologisen poly-
peptidin kokonaisena tai sen osan; tai talteenotettava
biocinaktiivinen yhdistynyt polypeptidi, joka sisdltdd
heterologisen polypeptidin ja bioinaktiivisen homologi-
sen polypeptidin, joka voidaan spesifisesti lohkaista.

Yhdistynyt geenituote - talteenotettava hetero-
loginen polypeptidi, joka on yhdistynyt kokonaisen homo-
logisen polypeptidin tai sen osan kanssa.

Insertionaalinen isomeeri - yksi kahdesta tai
useammasta yhdistelmd-DNA-molekyylistd, jotka ovat muo-
dostuneet, kun DNA-osanen insertoidaan yhteen kahdesta
tai useammasta yhteensopivasta kohdasta vastaanottaja-
DNA:1la.
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Erityisesti tdmd keksintd antaa menetelmdn yhdis-
telmd~-DNA-ekspressoimisvektoreiden valmistamiseksi,
Jjoka kdsittdid

1) ribosomin sitomiskohdan sisdltdvdn DNA-sek-

venssin
5" AGT GAGGTGGATRC 3!
R TR N N AN Y lll
3! TCCACCTARGGTAC 5
jossa

A on decoksiadenyyli,

G on deoksiguanyyli,

C on deoksisytosyyli,

T on tymidyyli,

R on G tai C, ja

Rl on G tai C, liittdamisen

2) Bacillus substiliksen vey-promoottoriin, ja

3) geeniin, joka koodaa funktionaalista polypepti-
did, silld ehdolla, ettd R ja Rl eivdt ole samanaikaises-
ti sama deoksiribonukleotidi ja edelleen silléd lisdra-
joituksella, ettd tdm8 vektori on valittavissa ja ettd
promoottori ja DNA-sekvenssi ohjaavat geenin transkrip-
tiota ja ekspressoitumista isdntdsolussa, joka on trans-
formoitu t&dlld vektorilla. Keksintd késittdd edelleen
edelld mainittujen vektoreiden transformantteja sekd@ myds
menetelmdn funktionaalisen polypeptidin tuottamiseksi,
jolloin polypeptidi tuotetaan Bacilluksessa ja erittyy
viljelyvdliaineeseen.

Ribosomin sitomiskohdan sisdltdvd DNA-sekvenssi,
johon veg-promoottori ja geeni on liitetty, voidaan syn-
tetisoida tavanomaisesti modifioidulla fosfotriesteri-
menetelmdlld kdyttden tdysin suojattuja trideoksiri-
bonukleotidi-rakenneryhmid, pddasiallisesti Itakura'n
et al., 1977, Science 198:1056 ja Crea'n et al., 1978,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 75:5765, menetelmien mukaises-

ti. veg-promoottori voidaan joko svntetisoida suoraan
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tai saada plasmidin pMS480 EcoRL-SfaNI-uutolla. Synty-
nyt n. 0,38 kb:n EcoRI-SfaNI-osanen sisdltdd veg-promoot-
torin sekd myds lisd-deoksiribonukleotideja koodaavan
rihman 5'-p&d&dssid (EcoRI:n komplementaarisen pddtteen
vieressd). Plasmidi pMS480 kdsittdd n. 4,8 kb ja voidaan
eristdd tavanomaisesti E. coli K12 JA221/pMS480:sta,
kannasta, joka on talletettu ja tehty osaksi pysyvaad
varastoviljelykokoelmaa laboratoriossa Northern
Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois. Kanta
on yleisdn saatavissa plasmidin pMS480 edullisena l&dh-
teend ja varastosdildnd saantinumerolla NRRL B-15258.
Mukavuuden ja rakentelun helppouden kannalta
veg-promoottori saatiin plasmidin pMS480 EcoRI-SfaNI-
uutolla. Saatu osanen liitettiin sitten edelld kuvattuun
ribosomin sitomiskohdan sisdltidvddn DNA-sekvenssiin,
sekvenssiin, jolla on suunniteltu olevan SfaNI- ja
NcoI-komplementaariset pd&dt. Tdmd8 sekvenssi sallii siten
polypeptidin suoran ekspressoimisen sen jdlkeen kun sii-
hen on samanaikaisesti liitetty sekd NcoI-pilkottu geeni
ettd edelld mainittu n. 0,38 kb:n EcoRI-SfaNI-veg-pro-
moottorin sisdltdvd osanen. Suora ekspressoituminen ta-
pahtuu, koska NcoI-komplementaaristen pdiden liitdntéd
palauttaa NcoI-pilkotun geenin ATG-translationaalisen
aloituskolmikon. Synteettinen sekvenssi on sent&dhden
hyddyllinen minkd tahansa geenin, joka koodaa funktionaa-
lista polypeptidid, yleistd suoraa ekspressointia var-
ten Bacillus subtilis-veg-promoottorin sdédtelyn alaisena.
Vaikka geenit, jotka luonnostaan sisd&ltdvit
NcoI-kohdan translaation aloituskohdassa, ovat edullisia,
voidaan kdyttdd myds geenejd, joista tdllaiset kohdat
puuttuvat. Jdlkimmdisessd tapauksessa geeni voidaan pilk-
koa restriktioentsyymilld ja sitten rekonstruoida syn-
teettisesti (Itakura et al. 1977 ja Crea et al., 1978),
niin ettd se sisdltdd halutun Ncol-komplementaarisen
pddn. Vaihtoehtoisesti, riippuen rakentelun mukavuudes-

ta ja helppoudesta, modifioitu geeni voi olla kokonaan
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synteettinen. Kummassakin tapauksessa modifioitu geeni
voidaan liittdd edelld mainitun ribosomin sitomiskohdan
sisdltdvdn sekvenssin Ncol-komplementaariseen pddhdn
palauttaen siten ATG-metioniinia koodaava aloituskolmik-
ko ja sallien siten halutun tuotteen suora ekspressoitu-
minen. T&dmdn keksinndn Bacillus-promoottorin sisdltidvit
ekspressoimisvektorit edustavat merkittdvdd teknisti
edistystd. Ne ovat yleisesti kdyttdkelpoisia Bacilluk-
sessa ja voidaan kdytt&dd minkd tahansa polypeptidid koo-
daavan geenin ekspressoitumiseen homologisen Bacillus-
promoottorin sd&telyn alaisena.

Tatd keksintdd kuvaavia ekspressoimisvektoreita
rakennettiin liittdm&1l1ld plasmidin pMS480 n. 0,38 kb:n
EcoRI-SfaNI-osanen, pre-proinsuliini-plasmidin
pOW601 n. 4 kb:n EcoRI-Ncol-osanen ja edelld mainittu
ribosomin sitomiskohdan sisdltdvd DNA-sekvenssi. Synty-
nyt plasmidi, joka on nimitetty pOW1l0:ksi, on funktionaa-
linen E. coli:ssa ja sisdltdd funktionaalista polypepti-
did koodaavan geenin translationaalisessa lukusuunnassa
veg-promoottorin kanssa. Plasmidi pOW1l0 on erityisen kdyt-
tokelpoinen kuvaavien ekspressoimisvektoreiden rakente-
lussa, jotka ovat funktionaalisia Bacilluksessa.
Plasmidi pOW601l, jota kdytetd&@n l8htdOaineena plasmidin
POW1l0 rakentamista varten, kdsittdd n. 4,4 kb ja voidaan
tavanomaisesti eristdd E. coli K12 JA221/p0W601l:std,
kannasta, joka on talletettu ja muodostaa osan pysyvastd
varastoviljelykokoelmasta laboratoriossa Northern
Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois. Kanta
on yleisdn saatavissa edullisena plasmidin l&hteend ja
varastosdildnd saantinumerolla NRRL B-15259.

Kuvaavia vektoreita, jotka ovat funktionaalisia
Bacilluksessa, rakennetaan liittdmdl11ld EcoRI-uutettu
plasmidi pOW1l0 EcoRI-uutettuun plasmidiin pHI-18 tai
pBsl. Plasmidi pHI-18 kdsittdd n. 3,9 kb ja sisdltdd

klooriamfenikoli-resistenssigeenin sekd my8s replikaation
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aloituskohdan, joka on funktionaalinen Bacilluksessa.
Plasmidi pHI-18 rakennetaan plasmidin pHI-16 n. 0,7
kg:n HpalI-deleetiolla. Jdlkimmdinen plasmidi on tunne-
tun kimeerisen plasmidin pBD12 in vivo-deleetio (esittd-
nyt Gryczan et al., 1980, J. Bacteriology 141 (1):246),
joka voidaan tavanomaisesti eristd8 Bacillus subtilis
MI112/pHI-16:sta, rakennetusta kannasta, joka on talle-
tettu ja tehty osaksi pysyvd&d varastoviljelykokoelmaa
laboratoriossa Northern Regional Research Laboratory,
Peoria, Illinois. Kanta on yleis®n saatavissa plasmidin
edullisena ldhteena ja varastosdildnd saantinumerolla
NRRL B-12597. Edelld mainitusta liittdmisestd plasmidiin
pHI-18 on seurauksena kuvaavat n. 8,4 kb:n plasmidit
pOW525 ja pOW 526. Kummankin plasmidin pOwW525 ja pOwW526
pilkontakohtien kartta on esitetty oheisten piirrosten
kuvassa 1. |

EcoRI-uutetun plasmidin pOW1l0 liit&nndstd EcoRI-
uutettuun plasmidiin pBS1 on seurauksena kuvaavat n. 12,8
kb:n plasmidit pOW527 ja pOW528. Plasmidi pBS1l rakenne-
taan 1iittdmdlld plasmidin pHI-18 n. 4,6 kg:n BamHI-osa-
nen plasmidin pEL105 n. 4,4 kb:n BamHI-osaseen. Plasmi-
di pEL105 rakennetaan liitt&md&lld plasmidin pLR2 (raken-
nettu 1liittdmdlld HindIII-uutettu plasmidi pIJd6 (esitta-
neet Thompson et al., 1980, Nature 286:525) ja Hind III-
uutettu plasmidi pBR322) n. 1,6 kb:n BamHI-osanen
plasmidin pEL103 n. 2,8 kb:n BamHI-osaseen. Jdlkimmdinen
plasmidi voidaan eristdd tavanomaisestil Streptomyces
granuloruber No. A39912.13/pEL103:sta, kannasta, joka on
talletettu ja tehty osaksi pysyvdd varastoviljelykokoel-
maa laboratoriossa Northern Regional Research Laboratory,
Peoria, Illinois. Kanta on saatavissa plasmidin edullisena
ldhteend ja varastosdilodnd saantinumerolla NRRL 12549.
Kummankin plasmidin pOW527 ja pOW528 pilkontakohtien

kartta on esitetty oheisten piirrosten kuvassa 1.
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Plasmidit pOW525, pOWS26, pOW527 ja pO0W528 ovat
funktionaalisia Bacilluksessa, kdsittdvdt funktionaali-
sen pre-proinsuliinia koodaavan geenin translationaali-
sessa lukusuunnassa veg-promoottorin ja ribosomin sito-
miskohdan sisdltdvan synteettisen DNA-sekvenssin kanssa
ja ovat siten esimerkki tdstd keksinntstd. Muita kuvaa-
via vektoreita rakennettiin 1) uuttamalla plasmidia
pPOW10 NcoI:11d ja plasmidia pMC1403 BamHI-restriktiocent-
syymilld; 2) tdyttdmdlld syntyneet komplementaariset
pddt DNA-polymeraasin Klenow-fragmentilla; 3) uuttamalla
tdytettyjd osasia EcoRI-restriktioentsyymilld ja 4)
liittdmidlla syntyneet kaksi osasta vastaavista EcoRI-
ja tylpistd pdistddn. Plasmidi pMCl403, jota kdytetddn
ldhtoaineena nditd rakenteluja varten, k&sittdd n. 9,9
kiloemdstd ja sisdlt&d osan lacZ-geenistd. Plasmidi voi-
daan tavanomaisesti eristdd E. coli K12 BE904/pMCl403:sta,
kannasta, joka on talletettu ja tehtv osaksi pysyvia
varastoviljelykokoelmaa laboratoriossa Northern
Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois. Kanta
on yleisdn saatavissa plasmidin edullisena l&hteend ja
varastosdildénid saantinumerolla NRRL B-15213. Edelld mai-
nittu liitdntd palauttaa sekd Ncol-ettd BamHI-pilkonta-
kohdat ja siitd on siten seurauksena plasmidi, joka on
nimetty plasmidiksi pOW303, joka sisdltdd osan laci-
geenistd translationaalisessa lukusuunnassa veg-promoot-
torin ja ribosomin sitomiskohdan sisdltdvidn synteettisen
DNA-sekvenssin kanssa.

Plasmidia p0W303 uutettiin EcoRI-restriktioent-
syymilld ja liitettiin EcoRI-uutettuun plasmidin pHI-18
antamaan kuvaavat plasmidit pOW523 ja pOW524. Samanlai-
sesta rakentelusta, joka kdsittdd EcoRI-uutetun plasmidin
pHI-18 korvaamisen EcoRI-uutetulla plasmidilla pBS1l, on
seurauksena kuvaavat plasmidit pOW529 ja pOw530. Plasmi~
dit pOW523, pOwW524, pOW529 ja pOW530 ovat toiminnallisia
Bacilluksessa, kdsittdvdt funktionaalisen polypeptidid

koodaavan geenin translationaalisessa Jlukusuunnassa veg-
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valaisevat siten tatd keksinttd edelleen. Edellad mainit-
tujen vektoreiden isdntdsoluille antamaa /Q—galaktosi—
daasi-aktiivisuutta voidaan kdyttdd valikoitavana mer-
kitsijdnd tehden vektorit yleisesti kdyttokelpoisiksi
molekyylikloonausta varten. Plasmidien pOW523, pOW524,
pOW529 ja pOW530 pilkontakohtien kartat on esitetty
oheisten piirrosten kuvassa 2.

Tdamd keksintd antaa myds menetelmdn funktionaa-
lisen polypeptidin tuottamiseksi Bacilluksessa, jolloin
tdm8 polypeptidi erittyy viljelyvdliaineeseen. Eritty-
minen tapahtuu, kun tdm&n keksinntn polypeptidid koodaa-
va geeni koodaa myOs signaalipeptidid. Signaalipeptidit
ovat aminohappojen lyhyitd johtoalueita, jotka usein
kdsittdvdt vasta syntetisoituja polypeptidejd ja joiden
uskotaan toimivan polypeptidien kuljetuksessa solumembraa-
nien poikki. Signaalipeptidit lohkeavat tyypillisesti
vastasyntetisoiduista polypeptideistd kuljetuksen aikana.
Edelld mainittu menetelmd eritystd varten, jota ei mil-
1ddan tavalla rajoita alla oleva kuljetusmekanismi, ké&d-
sittdd8 Bacillus-is&ntdsolun transformoinnin yhdistelmda-
DNA-ekspressoimisvektorilla, joka kdsittdid

1) ribosomin sitomiskohdan sis&ltdvdn DNA-sekvenssin

5" AGTGAGGTGGATRC 3!
[N T T R T R A Ill

3! TCCACCTARGGTAC 5

jossa

on deoksiadenyyli,

on deoksiguanyyli,

on tymidyyli,

A
G
C on deoksisytosyyli,
T
R on G tai C, ja

R

on G tai C,
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2) Bacillus subtiliksen veg-promoottorin ja

3) geenin, joka koodaa signaalipeptidin sisdltda-
vda funktionaalista polypeptidid,
ja transformoidun Bacillus-is&dntasolun viljelyn kasvuolo-
suhteissa, silld rajoituksella, ettd R ja Rl eivdt saman-
aikaisesti ole sama deoksiribonukleotidi ja edelleen
silld rajoituksella, ettd tdmid vektori on valikoitavis-
sa ja ettd promoottori ja DNA-sekvenssi ohjaavat tdmin
geenin transkriptiota ja ekspressoitumista transformoi-
dussa Bacillus-solussa.

Plasmidit pOW525, pOW526, pOW527 ja pOW527 sekd
niiden Bacillus subtilis MIll2-transformantit ovat esi-
merkkind tdstd menetelmdstd erityksen suhteen. Jokainen
plasmideista sis&dltdd edelld kuvatun veg-promoottorin,
ribosomin sitomiskohdan sisdltdvan DNA-sekvenssin Jja
geenin, joka koodaa pre-proinsuliinia, proinsuliinin
signaalipeptidid sisdltdvdd muotoa. Kun Bacillus substi-
lis-isdntdsoluja transformoidaan ndilld vektoreilla,
syntyy pre-proinsuliinia solunsdisesti ja proinsulii-
nia erittyy viljelyvdliaineeseen.

Edelld mainittu menetelmd eritystd varten ei
ole rajoitettu geenien kdyttddn, Jjotka koodaavat pre-
proinsuliinia. Mitd tahansa geenid, joka koodaan signaa-
lipeptidin sisdltdvdd funktionaalista polypeptidia,
voidaan kdyttdd ja niitd ovat esimerkiksi geenit, jotka
koodaavat immuunimodulaattoreita, esikasvuhormonia,
ihmisen-esikasvuhormonia, sian-esikasvuhormonia, pro-
teolyyttisesti hajoittavia entsyymejd ja sellulolyyt-
tisesti hajottavia entsyymejd. Lisdksi DNA, joka koodaa
annettua signaalipeptidid, voidaan syntetisoida suoraan
tai pilkkoa aikaisemmin olemassa olevista geeneistd ja
sitten liittd4d geeneihin, joista normaalisti puuttuu
tdllaiset signaalipeptidiid koodaavat sekvenssit. T&dlla
tavalla mikd tahansa geeni, joka koodaa funktionaalista
polypeptidid, voidaan modifioida niin, ettd tdd menetel-

mdd eristdmistd varten voidaan kdyttdd. Siten tdmda mene-
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telmid ei rajoitu geenien kdyttddn, jotka luonnostaan
sisdltavat signaalipeptidid koodaavan alueen.

Tdm& keksintd on erityisen monipuolinen ja sitid
voidaan kdyttdd minkd tahansa polypeptidin tuottamiseen,
jota voi koodata geeni yhdistelm8-DNA-kloonausvektoris-
sa. Erds edullinen yhdistelmd-DNA-kloonausvektori on plas-
midi vaikka myds bakteriofaagia ja muita vektoreita voi-
daan kdyttdd ja ovat alaan perehtyneille selviid. Kuvaa~-
vien pre-proinsuliini- ja lacZ-geenien lisdksi ovat mui-
ta geenejd, joita voidaan kdyttdd, geenit, joita esiin-
tyy luonnossa, deenit, joita ei esiinny luonnossa ja gee-
nit, jotka ovat osaksi luonnossa esiintyvid ja osaksi
synteettisid tai ei-luonnossa esiintyvid. Erityisesti
geenit voivat koodata ihmisen proinsuliinia, ihmisen
insuliini-A-ketjua, ihmisen insuliini-B-ketijua, ei-
ihmisen insuliinia, ihmisen kasvuhormonia, ei-ihmisen
kasvuheormonia, naudan kasvuhormonia, sian kasvuhormonia,
ihmisen interferonia, ei-ihmisen interferonia, virus-
antigeenid, urokinaasia, jotakin peptidihormonia, jota-
kin entsyymid tai itse asiassa mitd tahansa muuta poly-
peptidid, jolla on tutkimusarvoa tai kaupallista arvoa.

Tamdn keksinndn yhdistelm&-DNA-ekspressoimisvek-
torit eivdt ole rajoitettuja kdytettdviksi yhdessd ai-
noassa lajissa tai kannassa. Pdinvastoin vektorit ovat
laajalti kdyttokelpoisia ja voidaan transformoida monen
luokan isdntdsoluihin, erityisesti Bacillus-, Streptomyces-
ja E. coli-ei-pilkkoviin kantoihin. Ei-pilkkovia kantoja
valikoidaan ja eristetddn helposti Bacillus- ja Strepto-
myces-luokista tavanomaisin menetelmin ja alalla hyvin
tunnettujen periaatteiden laajentamisilla (Lomovskaya
et al., 1980, Microbiological Reviews 44:206). Ei-pilk-
kovien kantojen isdntdsoluista puuttuvat restriktio-
entsyymit ja sentdhden ne eivdt leikkaa tai hajota plas-
midi-DNA:ta fransformoinnin jdlkeen. Tdmdn patenttihake-

muksen tarkoituksia varten isdntdsoluja, jotka sisdlta-
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vadt restriktioentsyymeijd, jotka eivdt leikkaa yhtdkdan
ndiden vektorien wnilkontakohdista, pidetddn myds ei-
pilkkovina.

Bacilluksen ei-pilkkovien kantojen edullisia
isdntdsoluja, joissa ndmd vektorit ovat erityisen kayt-
tdkelpoisia ja voidaan transformoida, ovat esimerkiksi
lajien B. thuringiensis var. israeliensis, B. cereus,
B. anthracis, B. piliformis, B. tropicus, B. alvei,

B. megaterium, B. pumilus, B. licheniformis, B. polymyxa,
B. macerans, B. circulans, B. stearothermophilus,

B. coagulans, B. firmus, B. brevis, B. sphaericus, B.
pasteurii, B. fastidiosus, B. larvae, B. lentimorbus,

B. apiarus, B. amyloliquifaciens, B. laterosporus, ja

B. popillae. ei-pilkkovat solut.

Streptomyces—-luokan ei-pilkkovien kantojen edul-
lisia isdntdsoluja, jotka tuottavat aminoglykosidi-
antibiootteja ja joissa ndmd vektorit ovat erityisen
kdyttbkelpoisia ja voidaan transformoida, ovat esim.
lajien: S. kanamyceticus (kanamysiini), S.
chrestomyceticus (aminosidiini), S. griseofilavus
{antibiootti MA 1267), S. microsporeus (antibiootti
SF-767), S. ribosidificus (antibiootti SF733), S.
flavopersicus (spekttinomysiini), S. spectabilis
(aktinospektasiini), S. rimosus forma paromomycinus
(paromysiinit, katernuliini), S. fradiae var. italicus
(aminosidiini), S. bluensis var. bluensis (gluensomy-
siini), 8. catenulae (katernuliini), S. olivoreticuli
var. cellulophilus (destomysiini A), S. tenebrarius
(tobramysiini, apramysiini), S. lavendulae (neomysiini),
S. albogriseolus (neomysiinit), S. albus var. meta-
mycinus (metamysiini), S. hygroscopicus var. sagamiensis
(spektinomysiini), S. bikiniensis (streptomysiini), S.
griseus (streptomysiini), S. erythrochromogenes var.
narutoensis (streptomysiini), S. poolensis (trepto-

mysiini), S. galbus (streptomysiini), S. rameus (strepto-
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myciini), S. olivaceus (streptomysiini), S. mashuensis
(streptomysiini), S. hygroscopicus var. limoneus (valida-
mysiinit), S. rimofaciens (destomysiinit), S. hygroscopi-
cus forma glebosus (glebomysiini), S. fradiae (hybrimy-
siinit neomysiinit), S. eurocidicus (antibiootti Al6316-
C), S. aquacanus (N-metyyli-hydromysiini B), S. crystal-
linus (hyvgromysiini A), S. noboritoensis (hygromysiini),
S. hygroscopicus (hygromysiinit), S. atrofaciens (hygro-
mysiini), S. kasugaspinus (kasugamysiinit), S. kasugaensis
(kasugamysiinit), S. netropsis (antibiootti LL-AM31), S.
lividus (lividomysiinit), S. hofuensis (seldomysiini
kompleks), ja S. canus (ribosyyli paromamiini) ei-
pilkkovat solut.

Streptomyces-luokan ei-pilkkovien kantojen edulli-
sia isdntdsoluja, jotka tuottavat makrolidi-antibiootte-
ja ja joissa ndmd vektorit ovat erityisen kdyttdkelpoisia
ja voidaan transformoida, ovat esim. lajien S. caelestis
(antibiocotti M188), S. platensis (platenomysiini), S.
rochei var. volubilis (antibiocotti T2636), S. venezuelae
(metymysiinit), S. griseofuscus (bundliini), S. narbo-
nensis (josamysiini, narbomysiini), S. fungicidicus
{antibiootti NA-181), S. griseofaciens (antibiootti
PA133A, B), S. roseocitreus (albosykliini), S. bruneo-
griseus (albosykliini), S. roseochromogenes (albosyklii-
ni), S. cinerochromogenes (gineromysiini B), S. albus
(albomysiini), S. felleus (argomysiini, pikromysiini),

S. rochei (lankasidiini, borrelidiini), S. violaceoniger
(lankasidiini), S. griseus (borrelidiini), S. maizeus
(ingramysiini), S. albus var. coilmyceticus (koleimysii-
ni), S. mycarofaciens (asetyyli-leukomysiini, espinomy-
siini), S. hygroscopicus (turimysiini, relomysiini,
maridomysiini, tylosiini, karbomysiini), S. griseospiralis
(relomysiini), S. lavendulae (aldgamysiini), S. rimous
(neutramysiini), S. deltae (deltamysiinit), S.

fungicidicus var. espinomyceticus (espinomysiinit),
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S. furdicidicus (mydekamysiini)}, S. ambofaciens
(foromasidiini D), S. eurocidicus (metymysiini), S.

griseolus (griseomysiini), S. flavochromogenes (amaro-

mysiini, shinkomysiinit), S. fimbriatus (amaromysiini),
S. fasciculus (amaromysiini), S. erythreus (erytromy-
siinit), S. antibioticus (oleandmysiini), S.

olivochromogenes (oleandomysiini), $. spinichromogenes
var. suragaoensis (kujimysiinit), S. kitasatoensis
(leukomysiini), S. narbonensis var. josamyceticus
(leukomysiini A3, josamysiini), S. albogriseolus
(mikronomysiini), S. bikiniensis (kalkomysiini), S.
cirratus (kirramysiini), S. djakartensis (niddamysiini),

S. eurythermus (angolamysiini), S. fradiae (tylosiini,

laktenosiini, makrosiini), S. goshikiensis (bandamysiini),

S. griseoflavus (akumysiini), S. halstedii (karbomysiini),
S. tendae (karbomysiini), S. macrosporeus (karbomysiini),
S. thermotolerans (karbomvsiini), ja S. albireticuli
(karbomysiini) ei-pilkkovat solut.

Streptomyces-luckan ei-pilkkovien kantojen edul-
lisia isédntdsoluja, jotka tuottavat -laktaami-antibi-
ootteja ja joissa ndmd vektorit ovat erityisen kaytto-
kelpoisia ja voidaan transformoida, ovat esim. lajien:

S. ligmanii (A16884, MM4550, MM13902), S. clavuligerus
(A16886B, klavulaanihappo), S. lactamdurans (kefamysii-~
ni C), S. griseus (cephamycin A, B), S. hygroscopicus
(deasetoksikefalosporiini C), S. wadayamensis
(WS-3442-D), S. chartreusis (SF 1623), S. heteromorphus

ja S. panayensis (C2081X); S. cinnamonensis, S.

fimbriatus, S. halstedii, S. rochei ja S. viridochromogenes

(kefalomysiinit A, B); S. cattleya (tienamysiini); ja
S. olivaceus, S. flavovirens, S. flavus, S. fulvoviridis,
S. argenteolus, ja S. siovaensis (MM 4550 ja MM 13902)
ei-pilkkovat solut.

Streptomyces-luockan ei-pilkkovien kantojen edul-
lisia isdntdsoluja, jotka tuottavat polyeetteri-anti-

biocotteja ja joissa ndmid vektorit ovat erityisen kayttd-
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kelpoisia ja voidaan transformoida, ovat esim. lajien:
S. albus (A204, A28695A ja B, salinomysiini), S.
hygroscopicus (A218, emerisidi, DE3936), Al20A,

A28695A ja B, eteromysiini, dianemysiini), S. griseus
(grisoriksiini), S. conglobatus (ionomysiini), S.
eurocidicus var. asterocidicus (laidlomysiini), S.
lasaliensis (lasalosidi), S. ribosidificus (lonomysii-
ni), 8. cacaoi var. asoensis (lysoselliini), S.
cinnamonensis (monensiini), S. aureofaciens (narasiini),
S. gallinarius (RP 30504), S. longwoodensis (lysosellii-
ni), S. flaveolus (CP38936), S. mutabilis (S-11743a),

ja S. violaceoniger (nigerisiini) ei-pilkkovat solut.

Streptomyces-luokan ei-pilkkovien kantojen edul-
lisia isdntdsoluja, jotka tuottavat glykopeptidi-anti-
biootteja ja joissa ndmid vektorit ovat eritvisen kdyttd-
kelpoisia ja voidaan transformoida, ovat esim. lajien
S. orientalis ja S. haranomachiensis (vankomysiini);

S. candibus (A-35512, avoparsiini) ja S. eburosporeus
(LL-AM 374) ei-vilkkovat solut.

Muiden ei-pilkkovien Streptomyces-kantojen edulli-
lisia isdntdsoluja, joissa ndmd vektorit ovat erityisen
kdayttokelpoisia ja voidaan transformoida, ovat lajien
S. coelicolor, S. granuloruber, S. roseosporus,

S. lividans, S. espinosus ja S§. azureus ei-pilkkovat
solut.

Keksintdad ei rajoiteta kdytettdvdksi Bacilluksessa
ja Streptomyces'issd, vaan sitd voidaan kdyttdd myds eri-
laisissa E. coli~isdntdsoluissa. Edullisia E. coli-isdn-
tdsoluja ovat E. coli K12, E. coli K12 JA221, E. coli
K12 HB10l, E. coli K12 C600, E. coli K12 CGOOMk-Rk-’ E.
coli K12 C600M, 'R, ja E. coli K12 RV308.

Samalla kun kaikki tdmdn keksinnén suoritusmuodot
ovat kdyttdkelpoisia, jotkut ndistd@ ekspressoimisvekto-
reista ovat edullisia. Siten ovat edullisia vektoreita
plasmidit pOW523, p=W524, o0W525, pOW526, pOwW527,
pOW528, pOW529 ja pOW530 ja edullisia transformantteja
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ovat Bacillus subtilis MI112/p0W523, B. subtilis
MI112/pOW524, B. subtilis MI112/pOW525, B. subtilis
MI112/p0W526, B. subtilis MI112/pOW527, B. subtilis
MI112/pOW528, B. subtilis MI112/pOW529 ja B. subtilis
MI112/p0W530. Tdstd edullisesta ryhmdstd, plasmidit
pOW523, pOW525, pOW527 ja pOW529 ja transformantit
B. subtilis MI112/p0W523, B. subtilis MI112/p0W525,
B. subtilis MI112/pOW527 ja B. subtilis MI112/pOW529
ovat edullisimpia.

Tamdn keksinnén yhdistelmd-DNA-ekspressoimisvek-
torit ja transformantit ovat laajsti kdyttdkelpoisia ja

auttavat tdyttdmddn ekspressoimisvdlittijien tarpeen,

erityisesti kdytettdviksi Bacilluksessa. Siten nidmd vekto-

rit sallivat tuotteiden, joita nyt biotuotetaan E. coli:ssa,

geneettisen ekspressoimisen ja erittymisen Bacillukses-
sa. Tdmd on erityisen edullista, koska Bacilluksen suur-
mittakaavainen fermentointi on paremmin tunnettu ja ym-
mdrretty kuin E. coli'n fermentointi. Itse asiassa E.
coli:n kaupallinen fermentointi on vield suuresti kokeel-
lista ja tulvillaan vaikeuksia. Keksintd kiertd&d tdmén
ongelman antamalla vaihtoehdon tuottaa yhdisteitd, joita
nyt biosyntetisoidaan E. coli:ssa, kuten esim. ihmisen
insuliinia, ihmisen proinsuliinia, glukagonia, interfero-
nia, ihmisen kasvuhormonia, naudan kasvuhormonia jne.
Bacilluksessa. Tdmd voidaan tehd&d, koska ndm& vektorit
ovat erittdin monipuolisia ja voivat mukautua DNA-sek-
vensseihin, jotka koodaavat edelld mainittuja tuottei-
ta. Siten tdmd keksintd antaa joustavuutta isédntien va-
linnassa ja antaa keinon Bacilluksen kdyttdmiseen poly-
peptidien ja muiden geenituotteiden bioctuotannossa.
Niiden transformanttien kyky erittii polypeptidi-
tuotteita on kaupallisesti edullinen. Esimerkiksi poly-
peptidien eristdminen ja puhdistaminen voidaan suorit-
taa jatkuvasti fermentoinnin aikana ilman isdntdsolujen
lyyttistd hajottamista. Eritt8minen antaa my&s suojan

geenituotteiden proteolyyttistd hajoamista vastaan
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luonnossa esiintyvien proteaasientsyymien vaikutuksesta.
Mikro-organismit ovat tunnettuja tdllaisten entsyymien
tuottamisesta jotka nopeasti uuttavat suojaamattomia
vieraita polypeptidejd. Tdmd menetelmd erittdmistid var-
ten kiertdd tdman ongelman antamalla keinon herkkien poly-
peptidien poistamiseksi isdntdsolusta ennen kuin proteo-
lyyttinen hajoaminen voi tapahtua. Lisd&ksi isdntdsolut
ovat myds suojattuja annetun geenituotteen myrkyllisiltd
vaikutuksilta, koska erittvminen solusta estdd vahingol-
liset vaikutukset ja mahdollisen solukuoleman, joka
liittyy solun sisdiseen kasautumiseen.

Lajeja Streptomyces granuloruber No. A39912.13/
pEL103, Bacillus subtilis/MI112/pHI-16, E. coli K12
JA221/pMS480, E. coli K12 BE904/pMC1403 ja E. coli
K12 JA221/pOW601, plasmidien PEL103, pHI-16, pMS480,
pMC1403 ja pOW601l vastaavina l&hteind ja Streptomyces
ambofaciens'ia voidaan viljelld lukuisilla tavoilla
kdyttden jotakin monista erilaisista vdliaineista. Hii-
lihydraatti~ldhteitd, jotka ovat edullisia Viljelyvéli?
aineessa, ovat esim. melassi, glukoosi, dekstriini ja
glyseroli, ja typpildhteet kdsittdvidt esim. soijajauhon,
aminchapposeoksia ja peptoneja. Epdorgaanisia ravintosuo-
loja lisdtddn myds ja ne kdsittdvidt tavalliset suolat,
jotka pystyvdt antamaan natrium-, kalium-, ammonium-,
kalsium-, fosfaatti-, kloridi-, sulfaatti- tms. ioneja.
Muiden mikro-orgdanismien kasvua ja kehittymistd varten
lis&dtd8n tarpeen mukaan myds hivenaineita. Tédllaisia hi-
venaineita tulee tavallisesti epdpuhtauksina satunnaises-
ti vdliaineen muita aineosia lisdttdessd.

Streptomyces granuloruber No. A39912.13/pEL103:a
kasvatetaan aerobisissa viljelyolosuhteissa suhteellisen
laajalla pH-alueella n. 5-9 ldmpdtiloissa valiltd
n. 15° - 40°c. Plasmidin pEL103 tuotantoa varten suurim-
massa mddrdssd, on kuitenkin toivottavaa aloittaa vil-

Jelyvdliaineella pH n. 7,2:ssa ja pitdd viljely n. 30°C:n
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dlmpotilassa. Streptomyces granuloruber No. A39912.13/
PEL103:n viljelystd edelld mainituissa olosuhteissa on
seurauksena solujen s&ild, josta plasmidi pEL103 eris-
tetddn sopivasti alalla hyvin tunnetuin menetelmin.

Bacillus subtilis MI112/pHI-1l6:ta viljelldin
aerobisissa viljelyolosuhteissa suhteellisen laajalla
pH-alueella n. 5-8,5 ladmpdtilassa vdlilti n. 25° - 45°¢C.
Plasmidin pHI-16 tuotantoa varten suurimmassa madrdssi
on kuitenkin toivottavaa aloittaa viljelyvdliaineella
pH n. 7:ssd8 ja pitdd viljely n. 379%C:n ldmp&tilassa.
Bacillus subtilis MI112/pHI-16:n viljelystd edelld maini-
tuissa olosuhteissa on seurauksena solujen sdild, Jjosta
plasmidi pHI-16 eristetddn sopivasti alalla hyvin tunne-
tuin menetelmin.

E. coli K12 JA221/pMS480:td, E. coli K12 BE904/
pMC1l043:a ja E. coli K12 JA221/pOWe0l:td kasvatetaan
kutakin aerobisissa viljelyolosuhteissa suhteellisen
laajalla pH-alueella n. 6,5-8 lidmpdtiloissa vdliltid
n. 25° - 40°c. Plasmidien pMS480, pMC1403 ja pOweOl
tuottamiseksi suurimmassa midr8ssd on kuitenkin toivot-
tavaa aloittaa viljelyvdliaineella pH n. 7,2:ssa ja pitdd
y1ld n. 37°%:n viljelyl&mpotila. E. coli~solujen vilje-
lystd edelld mainituissa olosuhteissa on seurauksena
solujen s&8il6, josta plasmidit vastaavasti eristetddn
alalla hyvin tunnetuin menetelmin.

Seuraavat esimerkit valaisevat ldhemmin ja yksi-
tyiskohtaisesti tdssd esitettyd keksintOd. Sekd selitys
keksinndstd ettd todelliset tydvaiheet keksinndn rakente-
luksi kuvataan, milloin on sopivaa.

Esimerkki 1

Plasmidin pOW1l0 rakentelu
A. Plasmidin pMS480 n. 0,38 kb:n EcoRI-SfaNI-

osasen rakentelu

1. Plasmidin pMS480 eristd@minen
Bakteeria E. coli K12 JA221/pMS480 (NRRL B-15258)

viljeltiin TY-liemessd (1 % tryptonia, 0,5 $ hiivauutet-



10

15

20

25

30

35

19

ta, 0,5 % natriumkloridia, pH 7) 100 /ug/ml:n kanssa
antibioottia ampisilliini tavanomaisten mikrobiologis-
ten menetelmien mukaisesti. 18 tunnin inkuboinnin jdl-
keen siirrettiin n. 0,5 ml viljelystd 1,5 ml:n Eppendorf-
putkeen ja lingottiin n. 15 sekuntia. Ellei toisin ole
esitetty, tehtiin kaikki kdsittelyt ympdristdn ldmpdti-
lassa. Saatu sakan padlld oleva neste poistettiin varo-
vasti hienokdrkiselld imulaitteella ja solupelletti sus-
pendoitiin n. 100 /ul:één vastavalmistettua lysotsyymi-
liuosta, joka sisdlsi 2 mg/ml lysotsyymid, 50 mM glu-
koosia, 10 mM EDTA (etvleenidiamiinitetra-asetaattia)

ja 25 mM Tris—-HC1l (pH 8). 30 minuutin inkuboinnin jil-
keen 0°C:ssa lisdttiin n. 200 ,ul alkalista SDS (natrium-
dodekyylisulfaatti)-liuosta (0,2N NaOH, 1 % SDS) ja sit-
ten putkeen aikaansaatiin lievd pyOrre ja pidet-

tiin 0°C:ssa 5 minuuttia. Seuraavaksi lisdttiin

n. 150 /ul 3M natriumasetaattia (joka oli valmistettu
livottamalla 3 moolia natriumasetaattia minimimd&r&&n
vettd, asettamalla pH 4,8:aan jddetikalla ja asettamalla
sitten tilavuus 1 litraksi) DNA-kokkareeseen, joka oli
muodostettu sen jdlkeen kun putken sisdltdd oli heikosti
sekoitettu muutama sekunti inversiolla.

Putkea pidettiin 0°C:ssa 60 minuuttia ja lingot-
tiin sitten 5 minuuttia antamaan miltei kirkas sakan
paadalld oleva neste. N. 0,4 ml sakan pddlld olevaa nes-
tettd siirrettiin toiseen sentrifugiputkeen, johon li-
sdttiin 1 ml kylmdd etanolia. Sen j&lkeen kun putkea oli
pidetty -20%:ssa 30 minuuttia, syntynyt sakka koottiin
linkoamalla (2 minuuttia) ja sakan pddlld oleva neste
poistettiin imemdll&d. N&in koottu pelletti liuotet-
tiin 200 /

(pH 8) ja seostettiin uudelleen lisdamdlla 2 tilavuut-

ul:d3n 0,1M natriumasetaatti/0,05M Tris-HCl

ta kylm#i etanolia. 10 minuutin kuluttua -20°C:ssa sak-
ka koottiin linkoamalla ja se muodosti halutun plasmidi-

pMS480~DNA:n.
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2. Plasmidin pMS480 EcoRI-SfaNI-uutto

N. 5 /ul (5 /ug) plasmidia pMS480 (eristetty
esimerkissd A-1) TE-puskurissa (10 mM Tris-HC1l, pH 8, 1
mM EDTA, 5 /ul DTT (100 mM ditiotreitclia) 5 /ul (1000
/ug/ml) BSA (naudan seerumialbumiinia), 25 /ul vettd,

5 /ul (5 few England Biolab-yksikkééi*EcoRI—restriktig—
entsyymid Jja 5 /ul l10-reaktioseosta inkuboitiin 37 C:ssa
n. 1 tunti. Reaktio lopetettiin inkuboimalla 65°C: ssa

10 minuuttia. Seuraavaksi reaktioseos jd3dhdytettiin jdis-
sd ja sitten lisdttiin n. 1,1 /ul 5M NacCl, 4 /ul vettd

ja b5 /ul (5 New England Biolab-vksikkdd) SfaNI-restriktio-
entsyymid, mit&d seurasi toinen inkubointi 37%:ssa 1 tun-
nin ajan. Reaktio lopetettiin inkuboimalla 65°C:ssa

10 minuuttia ja sitten reaktioseos jd&hdytettiin j&issd,
uutettiin sekd@ fenolilla ettd kloroformi/isocamyylialko-
holilla (24:1) ja saostettiin sitten etanolilla. Halu-

tut n. 0,38 kb:n EcoRI-SfaNI-vilkontaosaset erotettiin
tavalliseen tapaan ja eristettiin agaroosigeeli-sdhko-
foreesilla (Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning,

Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New
York) . Halutut n. 0,38 kb:n osaset liuotettiin n. 30

/ul:één vettd.

*Restriktio- ja muita entsyymejd voidaan saada seuraavis-
ta lahteista:

New England Bio Labs., Inc.
32 Tozer Road
Beverly, Massachusetts 01915

Boehringer-Mannheim Biochemicals
7941 Castleway Drive
Indianopolis, Indiana 46250

** Reaktioseos (10X) EcoRI-restriktiocentsyymid varten
valmistettiin seuraavalla koostumuksella:

500 mM NacCl

1000 nN Tris=-HC1l, pH 7,2
50 mM Mg812
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B. Plasmidin pOW601 n. 4 kb:n EcoRI-Ncol-osasen
rakentelu

1. Plasmidin pOW601 eristaminen

Plasmidi pOW60]l eristetddn E. coli K12 JA221/
pOW60l:std (NRRL B-15259). Kantaa viljeltiin ja plasmi-
di eristettiin pddasiallisesti esimerkin 1A-1 esityksen
mukaisesti.

2. Plasmidin pOW601 EcoRI~NcoI-uutto

Haluttu uutto suoritetaan pddasiallisesti esi-
merkin 1A-2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kivtet-
tiin plasmidia pOW601 eikd plasmidia pMS480.

C. DNA-osasen rakentelu

59" AGTGAGGTGGATRC 3

T T T T T I IR
TCCACCTARlGGTAC 5'

3
jossa R on G ja Rl on C.

Haluttu rakentelu kdsittdd synteesin ja seuraa-
vassa esitettyjen oligonukleotidien Tl ja T2 5'-fosfory-
loinnin. '
T, 5' AGTGAGGTGGATGC 3

1
T, 5' CATGGCATCCACCT 3!

Oiigonukleotidejé T, ja T, kdytettiin halutun
DNA-fragmentin rakentamiseksi, jolla oli Ncol-komplemen-
taarinen pdd. Oligonukleotidi-~synteesi toteutettiin
tavanomaisesti modifioidulla fosfotriesteri-menetel-
mdlld kdyttden tdysin suojattuja deoksiribonukleotidi-
rakenneryvhmid.

Edelld mainitulle synteesille on tyypillisté seu=

raava menettely osaselle T kuten on yhteenvetona esi-

ll
tetty oheisten piirrosten kuvassa 3. Eri nukleotidi-osa-

set, joita on kdytetty T.:n synteesissi, on merkitty

1
numeroin kuvassa. Kdytetyt lyhennykset ovat seuraavat:
MSTe, mesityleenisulfonyylitetratsoli; BSA, bentseeni-

sulfonihappo; TLC, ohutlevykromatografia; HPLC, suurteho-
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nestekromatografia; DMT, 4,4'-dimetoksitrityyli; CE,
2-syaanietyyli; R, p-kloorifenyyli; Bz, bentsoyyli;
(Y)2NH, di-isopropyyliamiini; iBu, isobutyryyli; Py,
pyridiini; AcOH, etikkahappo.
Tdysin suojattujen decksiribotetranuklectidien 2
(312 mg, 0,15 mmoolia) ja deoksiribodinukleotidien 4
(50 mg, 0,017 mmoolia) sulut puretaan 5'-hydroksyyleil-
18 kdsittelemdlld 2-%:sella BSA 7:3 (tilav./tilav.) klo-
roformi/metanolissa (2:1la ja 1 ml:lla, vastaavasti)
10 minuuttia OOC:ssa. Reaktiot lopetetaan lisddmillé
kylidstettyd vesipitoista ammoniumbikarbonaattia (2 ml),
uutetaan klorcoformilla (25 ml) ja pestddn vedelld (kaksi
kertaa, 10 ml). Orgaaniset kerrokset kuivataan (magne-
siumsulfaatti), haihdutetaan pieniin tilavuuksiin
(n. 5 ml) ja saostetaan lisdamdlld petrolieetteria
(35o - 60°C:n jae) . Vdrittomdt sakat kootaan linkoamal-
la ja kuivataan eksikkaattorissa tyhj0ssd@ antamaan 6
ja 8, vastaavasti, kumpikin homogeeninen piihappogeeli-
tlc:1lla (Merck 60 F254, kloroformi/metanoli, 9:1).
Tetrameerit 1 ja 3 (400 mg, 0,17 mmoolia; 100 mg,
0,0343 mmoolia) muutetaan fosfodiestereikseen (5 ja 6)
kdsittelemdl1ld di-isopropyyliamiini pyridiinilla (1:5,
tilav./tilav., 2 ml) 30 minuuttia ympdristdn la&mpdtilas-
sa. Reaktioseos saostettiin sitten lisddmdlld vedetdn-
td eetterid (20 ml). Reagenssit poistetaan linkoamalla
ja dekantoimalla pddlld oleva neste. Jddnndkset kuivataan
haihduttamalla vedettdmdn pyridiinin kanssa. Dimeeri 8
(0,04 mmoolia) ja tetrameeri 7 yhdistettd&n MSTe:n
(65 mg, 0,25 mmoolia) kanssa vedettOmidssd pyridiinis-
sd (1 ml) ja reaktioseos jdtetddn ympdristdn ldmpOti-
laan kahdeksi tunniksi. TLC-analyysi osoittaa, ettd 95 2
dimeeristd 8 on muuttunut heksameeri-tuotteeksi (tehty
ndkyvdksi havaitsemalla DMT-ryhmd suihkuttamalla 10-~%:sel-
la vesipitoisella rikkihapolla ja kuumentamalla 100°C:ssa) .

Reaktioseos saostetaan lisddmdlld eetterid ja sakan pddl-
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14 oleva neste dekantoidaan. Heksameerin sulku puretaan
5'-asemassa 2-%:sella BSA (8 ml) kuten edelld dimeeril-
le 4 ja tetrameerille 2 kuvattiin. Tuote (10) puhdis-
tetaan piihappogeelivylvadlld (Merck 60 H, 3,5 x 5 cm)
vaihegradientti-eluoinnilla kloroformi/metanoclilla
(98:2 - 95:5, tilav./tilav.). Jakeet, jotka sisiltidvit
tuotetta 10, haihdutetaan kuiviin.

Samalla tavalla tetrameeri 5 yhdistetdidn tetra-
meeriin 6 ja tdysin suojattu tuote puhdistetaan suoraan
piihappogeelilld. Tdmidn jadlkimmdisen yhdisteen sulku
puretaan 3'-pddssd di-isopropyyliamiini/pyridiinilla,
kuten edelld kuvattiin, antamaan osanen 9.

Lopuksi oktomeeri 9 ja heksameeri 10 yhdistetdidn
vedettdmdssd pyridiinissd (0,5 ml) kondensaatioaineena
MSTe (100 mg, 0,39 mmoolia). Kun tdmd& on loppuunsuori-
tettu (45 min., ympdristdén ldmpdtila) seos haihdute-
taan py6rividlla haihduttimella ja jddnnés kromatografoi-
daan piihappogeelilld. Annoksessa yhdistettd 11: (20 mg)
pyridiinissd (0,5 ml) puretaan sulku tdydellisesti ké&-
sittelemdllsd vidkevidlld ammoniumhydroksidilla (7 ml, 8 tun-
tia, 60°C) ja k&sittelemdlls sen jilkeen 80-%:sessa
etikkahapossa (15 minuuttia, ympdristdn ldmpotilassa).
Etikkahapon haihduttamisen jdlkeen kiintea jdannds liuo-
tetaan tislattuun veteen (2 ml) ja uutetaan etyylieet-
terilld (3 x, 2 ml). Vesipitoinen faasi haihdutetaan
kuiviin ja liuotetaan uudelleen 50-%:seen pyridiiniin
vedessd. Tuote puhdistettiin valmistavalla ohutlevykro-
matografialla polyetyleeni-imiini-selluloosa (PEI/UV254)-
levyilld (Narang S. A. et al., 1980, Methods in
Enzymology 65:610) sitten HPLC:1lla kd&nttfaasi C-18-
kolonnilla (Waters). 12:n sekvenssi vahvistetaan kaksi-
ulotteisella sekvenssianalyysilléa.

Seuraavaksi rakennettiin oligonukleotidi T2'

Tdmd tehtiin pddasiallisesti edelld esitetyn synteesi-

protokollan mukaisesti oligonukleotidii Tl varten.
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10 mikrogramman mddria syntynyttd oligonukleoti-
, fosforyloidaan kvantitatiivisesti [%—22]—
ATP:113 (New England Nuclear) T4—polynukleotidi—kinaa—

did Tl ja T

sin ldsndollessa antamaan spesifiset aktiivisuudet

n. 1 Ci/mmol. Radiomerkattuja osasia puhdistetaan 20-%:sel-
la polyakryyliamidi/7M ureageeli-sahk&foreesilla ja elu-
oitujen osasten sekvenssit varmistetaan osittaisten
kddrmeenmyrkkyuutteiden kaksiulotteisella sdhkéforeesi/
homokromatografialla (Jay et al., 1974, Nucleic acids

Res. 1:331). Oasia Tl ja T, lampokdsitellddn sitten

tavanomaisesti halutun DNAEosasen nuodostamiseksi.

D. Plasmidin pOW1l0 rakentelu liittdmdlld 1) plasmi-
din pMS480 n. 38 kb:n EcoRI-SfaNI-osanen; 2) plasmidin
pOW601 n. 4 kb:n EcoRI-Ncol-osanen ja 3) esimerkin 1C
synteettinen DNA-osanen sekd E. coli K12 JA221/pOWl0:n
rakentelu

N. 8 /
EcoRI-SfaNI-fragmenttia, 8 /ul (0,10 /ug) plasmidin
pOW601 n. 4 kb:n EcoRI-NcoI-fragmenttia, 10 /ul (0,7

ul (0,01 /ug) plasmidin pMS480 n. 0,38 kb:n

/ug) esimerkin 1C DNA-fragmenttia, 10 /ul vettd, 4 /ul
(10 mM) ATP, 2;2 /ul (100 mM) ditiotreitolia (DTT), 5 /ul
liitédntédseosta ja 2,5 /ul T4 DNA-ligaasia* (n. 2 New
England Bio Lab-yksikk&d) inkuboitiin 16°C:ssa n. 16
tuntia. Reaktio lopetettiin inkuboimalla 65°C:ssa 10 mi-
nuuttia ja sitten, jdissd jddhdyttdmisen jdlkeen, kdy-
tettiin syntynyt liitetty seos fransformoimaan E. coli
K12 JA221 (NRRL B-15211) padasiallisesti Lederberg'in

ja Cohen'in, 1974, J. Bacteriology 119:1072 transfor-

mointimenettelyn mukaisesti TY-levylld, joka sisdl-

*T4—DNA—ligaasia saadaan seuraavasta ldhteesta:

New England Bio Labs., Inc.
32 Tozer RAd.
Beverly, Massachusetts 01951

**1,iitdntdseos valmistettiin seuraavalla kokoonpanolla:
500 mM Tris-HCl, pH 7,6
100 mM MgCl2
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si 10 Uul/ml antibioottia tetrasykliini. Syntyneiti
fransformantteja viljeltiin tavalliseen tapaan ja
kdytettiin plasmidin pOW10 myShempdd tuotantoa ja eris-
tdmistd varten pddasiallisesti esimerkin 1A menettelyn
mukaisesti. Plasmidin pOWl0 pilkontakohtien kartta on
esitetty oheisten piirrosten kuvassa 1.
Esimerkki 2
Plasmidien pOW525 ja pOW526 sekd E. coli K12

JA221/p0W525:n ja E. coli K12 JA221/p0OW526:n rakentaminen

A. Plasmidin pHI-16 eristdminen

1. Bacillus subtilis MI112/pHI-16:n viljely

Bacillus subtilis MI112/pHI-16:n (NRRL B-12597)
vegetatiivinen viljely valmistettiin tavanomaiseen ta-
paan levittdm&lld PAB-agarille (PAB* /Penassay-liemi/,
joka sgisdlsi agaria 15 g/l ja klooriamfenikolia 10
/ug/ml). Sen jdlkeen kun ympdttyd levyid oli inkuboitu
37OC:ssa n. 18 tuntia, valikoitiin yksi ainoa pesdke ja
kdytettiin 500 ml:aan steriloitua PAB-vdliainetta, jossa
oli 10 /ug/ml klooriamfenikolia, ymppddmiseen. Syntynyt-
ti ympitty4d lientd inkuboitiin 37°C:ssa n. 18 tuntia,
minkd jdlkeen syntyneet Bacillus subtilis MI112/pHI-16-
solut olivat valmiit korjattavaksi talteen ja sen jdl-

keen plasmidi-DNA:n eristdmistd varten.

*PAB voidaan saada firmasta Difco Laboratories, Detroit,
Michigan.

2. Plasmidin eristdminen

N. 10 g (m3rkipaino) Bacillus subtilis MI112/pHI-
l6-soluja koottiin ensin talteen linkocamalla (10 minuut-
tia, 4OC, 10,000 r/min), pestiin sitten n. 50 ml:ssa
TES (10 mM Tris (pH 8), 10 mM NaCl, 1 mM EDTA) ja koot-
tiin lopuksi uudelleen linkoamalla. Pellettiin lis&t-
tiin n. 20 ml TE-puskuria, jossa oli 25 % sakkaroosia,
mitd seurasi n. 10 mg lysotsyymid 250 /ul:ssé vettd.
Seosta inkuboitiin 37°C:ssa n. 30 minuuttia, mitd seu-
rasi n. 100 yksikdn RNase lisddminen. Syntynyttd seosta

inkuboitiin jdlleen 37°C:ssa 30 minuuttia ja sitten



10

15

20

25

30

35

26

sen jdlkeen kun se oli tehty l-%:seksi ja 1M:ksi SDS:n
(natriumdodekyvlisulfaatin (ja vastaavasti natriumklori-
din suhteen, seosta jddhdytettiin jddhauteella n. 3 tun-
tia. Lysaatin linkocamisen jédlkeen (30 minuuttia, 4OC,
19,000 r/min) sakan p&dlld oleva neste asetettiin 31,8
ml:ksi TE:1la ja sitten lisdttiin 28,7 g keesiumkloridia
ja 0,4 ml (10 mg/ml) etidiumbromidia. Keesiumkloridi-
gradientti asetettiin linkoamalla kierrosnopeudella 49,500
r/min 16 tuntia. Plasmidi-nauha kerdttiin ja lingottiin
kierrosnopeudella 55,000 r/min 16 tuntia, kerdttiin
uudelleen, uutettiin kolmesti yhtd suurilla tilavuusmas-
rilld iscamyylialkoholia, dialysoitiin laimeata TE:td
vastaan, saostettiin etanolilla ja suspendoitiin uudel-
leen 400 ,ul:38n TE. Syntynyt plasmidi pHI-16 DNA varas-
toitiin 47C:ssa tulevaa kdyttdd varten.

Plasmidin pHI-16 n. 0,74 kg:n HpalIlI-osanen sisdl-
tdd kanamysiini-resistenssigeenin. Siten kdsittelystéd
Hpall-restriktiocentsyymilld, jota seurasi liitdntd, on
tuloksena n. 3,9 kb:n plasmidi, joka tdssd on nimetty
pHI-18:ksi, josta puuttuu kanamyysi-resistenssigeeni.
Yksityiskohtainen menetelmd plasmidin pHI-18 rakentami-
seksi selostetaan seuraavassa.

B. Plasmidin pHI-18 rakentelu

1. Plasmidin pHI~16 osittainen HpaII-uutto

N. 5 /ul (2,5 /ug) plasmidi-pHI-16-DNA, 1 /ul
{2 mg/ml) BSA, 37 /ul vettd, 2 /ul HpaII (joka sisdltasa
2 New England Bio Labs-yksikk®d) -restriktio-entsyymid
ja 5 /ul reaktioseosta* inkuboitiin 37°C:ssa 1 tunti.

Sen jdlkeen kun reaktio oli lopetettu kuumentamalla 65°C:
ssa 10 minuuttia. DNA saostettiin lisdamdllid 2 tilavuut-
ta 95-%:sta etanolia. Syntynyt DNA-sakka pestiin 70-%:ses-
sa etanolissa, kuivattiin tyhj&ssd, suspendoitiin 5
/ul:één TE-puskuria ja varastoitiin 4°C:ssa tulevaa kayt-
tda varten

*Reaktioseos HpallI-restriktioentsyymii varten valmistet-
tiin seuraavalla kokoonpanolla:
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60 mM KC1
100 mM Tris-HCl, pH 7,4
100 mM MgC12
10 mM ditiotreitolia
2. Plasmidin pHI 16 Hpall-uutteen liitdntd
N. 5 /
tettu esimerkissd 3B-1) 2 /ul T4 DNA-ligaasia ja 43 /ul

ul plasmidin pHI-16 HpaII-uutetta (valmis-

liitintidseosta* inkuboitiin n. 16°C:ssa n. 18 tuntia.
Reaktio lopetettiin lisd&mdlld n. 5 /ul 3M natriumase-
taattia ja 150 /ul 95-%:sta etanolia. Haluttu DNA-sakka
pestiin 70-%:sessa etanolissa, kuivattiin tyhjbssd,
suspendeoitiin 10 /ulaan TE-puskuria ja varastoitiin 4°C:ssa
tulevaa k8yttdd varten.
* Liitdntdseos valmistettiin seuraavalla kokoonpanolla.
66 mM Tris-HCl, oH 7,8
10 mM ditiotreitoli
6,6 mM MgCl
4 mM ATP
C. Bacillus subtilis MI112/pHI-18:n rakentelu

2

Bacillus subtilis MI112 voidaan saada tavanomai-
sesti viljelemdlld B. subtilis MI112/pHI-16:ta (NRRL
B-12597) klooriamfenikolin poissaocllessa. B. subtilis
MI112/pHI-16-solut menettdvdt itsestddn pHI-16 plasmidin
edelld mainituissa viljelyolosuhteissa kehittden siten
halutun klooriamfenikoliherk&n B. subtilis MI1l2-kannan.
Alaan perehtyneet tietdvdt ja ymm8rtdvat, ettd herkkyyt-
ta klooriamfenikolille voidaan kdyttdd sen testaamiseen
ja varmistamiseen, ettd valikoidaan ainocastaan B. subti-
lis MIli2-soluja, joista plasmidi puuttuu, ja kdytetdidn
tdssd esitetyissd Bacillus-transformointimenetelmissa.

N. 50 ml steriilid PAB ympdttiin Bacillus subti-~
lis MI1l2:11la ja inkuvoitiin 37°C:ssa kunnes saavutet-
tiin solutiheys 2 x lO8 solua/ml. Soluista erotettiin
sitten alkulima kdyttden steriilitekniikkaa pelletoimalla
ja suspendoimalla solut sitten uudelleen n. 5 ml:aan

SMMP (yhtd suuret tilavuusmddrit sekd 4 x PAB ja liuosta,
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joka kédsittad 1,0M sakkarcosia, 0,04M maleiinihappoa
ja 0,04M MgC12,
sdttiin n. 250 /ul lysotsyymid (20 mg/ml SMM:ssa) /0,5M

pH asetettu 6,5:een NalOH:1la). Sitten 1li-

sakkarcosia, 0,02M maleiinihappoa ja 0,02M Mgclz, PH
asetettu 6,5:een NaOH:1la/) kdyttden suodatinsteriloin-
tia. Soluja inkuboitiin lievdsti ravistellen 37°C:ssa
n. 2 tuntia. Saadut alulimat pelletoitiin, pestiin 5 ml:lla
SMMP ja suspendoitiin sitten uudelleen 5 ml:aan SMMP.
Linkoamisen jilkeen (25°C, 12 minuuttia, 2,600 r/min)
transformoitiin n. 0,1 ml alkulimoista lisd3imilli
n. 20 /ul 1:1 seosta, joka sisdlsi plasmidin pHI-18-
DNA:ta ja 2X SMM. Sitten lisdttiin vdlittOmdsti n. 1,5
ml PEG-liuosta (40 g PEG 6000 /polvetyleeniglykolia/, 50
ml 2X SMM ja vettd 100 ml:ksi) ja n. 2 minuutin kulut-
tua lisdttiin my6s 5 ml SMMP. Seuraavaksi alkulimat pelle-
toitiin, suspendoitiin 1 ml:aan SMMP ja inkuboitiin
30°C:ssa lievisti ravistellen n. 2 tuntia. N&in valmiste-
tun suspension tasaosia levitettiin klooriamfenikoli-
levyille, jotka sisdlsivdt DM3-regenerointividliainetta,
jolla litraa kohti oli seuraava koostumus.

91 g D-mannitolia 555 ml:ssa deionoitua vettd, joka

sisdlsi 12 g agaria

10 g kasaminohappoja 50 ml
10 g hiivauutetta 50 ml
20 % glukoosia 25 ml
5 &% dikaliumfosfaattia 100 ml

1M MgCl2 20 ml

10 & gelatiinia

10 mg klooriamfenikolia
D-mannitolia, kasaminohappoja hiivauutetta kdsiteltiin
auklaavissa yhdessd. Gelatiini lisdttiin vdlittomdsti
autoklaavi-kdsittelyn jdlkeen ja jdljellid olevat aineosat
lisdttiin seoksen jddhdyttyd. vdliaineen lopullinen kloo-
riamfenikoli-pitoisuus oli 10 /ug/ml.

Syntyneet klooriamfenikoli-resistentit pesdkkeet
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testattiin kanamysiini-herkkyyden suhteen. Valikoitiin
klooriamfenikoliresistentti ja kanamysiini-herkkd pesi-
ke halutuksi Bacillus subtilis MI112/pHI-18 kannaksi.
Tatda kantaa viljeltiin ja sen identtisyys vahvistettiin
lisdksi tavanomaisella restriktiocentsyymilld ja perusta-
van plasmidin agaroosigeeli-sdhkdforeesianalyysilli
(Maniatis et al., 1982).

D. Plasmidien pHI-18 ja »0W1l0 EcoRI-uutto

N. 4 /ul (3 /ug) pHI-18, 1 /ul (1 mg) pOWloO,
5 /ul vettd, 1 /
(joka sisdlsi 5 New England Bio Lab-yksikk®i) EcoRI-

ul 10X EcoRI-puskuria ja 1,5 /ul

restriktioentsyymid inkuboitiin 37°%C:ssa 1,5 tuntia.

Sen jalkeen kun reaktio oli lopetettu inkuboimalla 65°C:
ssa 10 minuuttia, EcoRI-uutettu DNA j&&hdytettiin jdissd,
saostettiin etanclilla ja liuotettiin sitten 30 /ulzéén
vettd.

E. Plasmidin pHI-18- ja pOWlO-EcoRI-uutteiden lii-
tdntd sekd E. coli K12 JA221/pOW525:n ja E. coli K12
JA221/p0W526:n rakentaminen

N. 30 /ul pHI-18- ja pOWl0~EcoRI-uutteita, 4 /ul
(100 mM) 10X ditiotreitolia, 4 /ul (10 mM) ATP, 4 /ul
10X ligaasi=-puskuria ja 1 /ul {(joka sisdlsi 3 New
England Bio Labs-vksikk&d) T4-~-DNA-ligaasia, inkuboitiin
16°C:ssa n. 4 tuntia. Reaktio lopetettiin inkuboimalla
65°C:ssa 10 minuuttia ja sitten, jdissd jadhdyttdmisen
jdlkeen, syntynyt liitetty DNA kdytettiin transformoi-
maan E. coli K12 JA221 (NRRL B-15211) pd&dasiallisesti
Lederberg'in ja Cohen'in {1974) transformointimenetelmdn
mukaisesti TY-levyilld, jotka sisdlsividt 10 /ug/ml
tetrasykliinid. Saatuja transformantteja viljeltiin
tavanomaiseen tapaan ja kdvtettiin plasmidien pOW525
ja pOW526 myShempdd tuotantoa ja eristdmistd varten
paddasiallisesti esimerkin 1A menetelmdn mukaisesti.
Plasmidit pOW525 ja pOW526 voidaan tunnistaa ja erottaa
toisistaan tavanomaisesti restriktioentsyvmilld ja aga-

roosigeeli-s&hk&foreettisella analyysilli (Maniatis
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et al., 1982). Plasmidien pOW525 ja pOW526 pilkontakoh-
tien kartta on esitetty oheisten piirrosten kuvassa 1.
Esimerkki 3
Bacillus subtilis MI112/pOW525:n ja B. subtilis
MI112/pOW526:n rakentaminen

Haluttut rakentelut tehtiin pddasiallisesti esi-
merkin 2C menettelyn mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin
plasmideja pOW525 ja pOW526 eikd plasmidia pHI-18. Syn-
tyneet Bacillus subtilis MI112/p0W525- ja B. subtilis
MI1ll12/pOW526-klooriamfenikoliresistentit ja kanamysii-
ni-herkdt transformantti-pesdkkeet eristetddn tunnettu-
jen menetelmien mukaisesti ja tunnistetaan sitten ta-
vanomaisesti restriktioentsyymilld ja perustavien plasmi-
dien agaroosigeeli-sidhk&foreesianalyysilld. Ndin raken-
netut transformantit, jotka ovat kdyttdkelpoisia plasmi-
dien pOW525 ja p0W5S26 myOhempidd tuotantoa ja eristdmis-
td varten, tuottavat pre-proinsuliinia solunsisdisesti
ja eritdvdt myds proinsuliinia viljelyvdliailneeseen. Ta-
md mddritettiin kummankin solulysaatin ja viljelyvadliai-
neen in vitro analyysilld.

Esimerkki 4
Plasmidien pO0W527 ja pOW528 sekd E. coli K12
JA221/p0W527 ja E. coli K12 JA221/pOW528:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehtiin pd&dasiallisesti esi-
merkin 2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin
plasmidia pBSl eikd plasmidia pHI-18.Plasmidi pBS1
rakennetaan kuten seuraavassa esitetddn.

A. Plasmidin PEL103 erist@minen

1. Streptomyces granuloruber No. A39912.13/

pEL103 viljely

Streptomyces granuloruber No. A39912.13/PeLl03:n
(NRRL 12549) vegetatiivinen ymppi valmistettiin tavalli-
seen tapaan viljelemdlld kantaa aerobisissa uppo-olo-

suhteissa 50 ml:ssa steriloitua tryptikaasi-soija-
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td* pitoisuudessa 35 g/l deiconoidussa vedesséi.

Tryptikaasi-soijaliemiymppid inkuboitiin 48 tun-
tia 30°C:n lampdtilassa. Inkuboinnin j&lkeen . 10 ml
ymppid siirrettiin 500 ml:aan steriloitua lientd ja in-
kuvoitiin n. 20 tuntia 30°C:ssa. pH:ta el asetettu.
Inkuvoinnin jdlkeen Streptomyces granuloruber No. A399
No. A39912.13/pEL103-solut olivat valmiit korjuuta

varten ja plasmidi-DNA:n myShempdd eristdmistd varten.

*Tryptikaasi-soijaliemi saadaan firmasta BBL Division,
Becton-Dickinson & Company, Cockeysville, Maryland 21030

2., Plasmidin eristaminen

N. 12 g (mdrkd paino) Streptomyces granuloruber
No. A39912.13/pEL103-soluja lingottiin (10 minuut-
tia, 4OC, 10,000 r/min), pestiin 10-%:sessa glyserolissa
ja korjattiin sitten talteen linkoamalla uudelleen edel-
14 mainituissa closuhteissa. Soluihin lisdttiin n. 50 ml
TES-puskuria (0,01M Tris (hydroksimetyyli)amioetaania
/Tris/, 0,001lM EDTA, 34 % sakkaroosia, pH 8), mitéd
seurasi n. 0,25 g lysotsyymid 10 ml:ssa 0,25M EDTA.
Sen jdlkeen kun seosta oli inkuboitu 37°C:ssa n. 15 mi-
nuuttia, lisdttiin n. 0,5 ml 10-%:sta Triton X-100
TE-puskurissa (0,01M Tris, 0,001M EDTA, pH 8). Syntynyt-
td seosta inkuboitiin sitten 65°C:ssa n. 15 minuuttia.
Sen jdlkeen kun lysaattia oli lingottu (45 minuuttia,
4OC, 18,000 r/min) sakan pddllad olevaa nestettd uutet-
tiin neljd kertaa isoamyylialkoholilla ja kerran klorofor-
mi-iscamyylialkoholi-liucksella (24:1). Seuraavaksi
lisdttiin 0,1 tilavuutta 3M natriumasetaattia vesipitoi-
seen faasiin, mitd seurasi kolme tilavuutta kylmdd
(—2OOC) 95~%:8ta etanolia. Etanoli-saostus suoritettiin
nopeasti kuivassa jdd-etanoli-kylvyssd ja DNA-sakka koot-
tiin linkoamalla (15 minuuttia, 4OC, 10,000 r/min. Sakka
kuivattiin tyhjossd ja suspendoitiin uudelleen 1,1 ml:aan

STE-puskuria (0,01M Tris, 0,001M EDTA, 0,01M natriumklo-
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ridia) . Linkoaminen (40 tuntia, lSOC, 35,000 r/min) kiayt-
tden keesiumkloridi-gradientteja, etidiumbromidin
kanssa, suoritettiin plasmidi-DNA:n puhdistamiseksi.
Linkoamisen jdlkeen haluttu plasmidi pEL103-DNA-rihma
poistettiin ja etidiumbromidi uutettiin tavanomaisin
menetelmin. DNA:n saostamisen jadlkeen kolmeen tilavuuteen
etanolia ndin eristetty plasmidi pEL103-DNA liuotet-
tiin 1 ml:aan 1l0-kertaisesti laimennettua TE-puskuria
ja varastoitiin sitten -20°C:ssa.

B. Plasmidin pLR2 rakentaminen

1. Plasmidin pIJ6 HindIII-uutto

N. 20 /ul (20 /ug) plasmidi pIJ6-DNA:ta, jonka on
esittdnyt Thompson et al., 1980, Neture 286:525, 5 /ul
BSA (naudan seerumialbumiini, 1 mg/ml), 19 /ul vettd,
Ly

Labs-vksikkdd) restriktioentsvymid ja 5 /ul reaktio-

ul HindIII- (joka sisdltda kolme New England Bio

seosta* inkuboitiin 37°C:ssa 2 tuntia. Reaktio lopetet~
tiin lisd&md11& n. 50 /ul 4M ammoniumasetaattia ja 200
/ul 95-%:sta etanolia. Saatu DNA-sakka pestiin kahdes-
ti 70-%:sessa etanolissa, kuivattiin tyhjossd, suspen-—

doitiin 20 /ul:één TE-puskuria ja varastoitiin -20%C:ssa.

* Reaktioseos HindIII~restrikticentsyymid varten valmis-
tettiin seuraavalla koostumuksella.
600 mM NaCl
100 mM Tris-HCl, oH 7,9
70 mM MgC12
10 mM ditiotreitolia
2. Plasmidin pBR322 HindIII-uutto
N. 8 /ul (4 /ug) plasmidi pBR322-DNA:ta*, 5 /ul
reaktioseosta, 5 /ul BSA (1 mg/ml), 31 /ul vettd ja 1
/ul HindIII-restriktioentsyymid inkuboitiin 37°C:ssa
2 tuntia. Sen j&dlkeen kun reaktio oli lopetettu inkuboi-
malla 60°C:ssa 10 minuuttia lisdttiin n. 50 sul au
ammoniumasetaattia ja 209 /ul 95~%:sta etanolia. Synty-

nyt DNA-sakka pestiin kahdesti 70-%:sessa etanolissa, kui-
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vattiin tyhij6ssd ja suspendoitiin 45 /ul:één vettd.

*Plasmidi pBR322 voidaan saada firmasta Boehringer-
Mannheim Biochemicals, jonka osoite on annettu esimerkis-
sd 1lA-2.

3. HindIII-uutettujen plasmidien pIJ6 ja

pBR322 liitdntd

N. 20 /ul HindITII-kdsiteltyd plasmidia pIJ6, 20
/ul HindIII-k&siteltyd plasmidia pBR322, 5 /ul BSA
(1 mg/ml), 1 /ul T4-DNA~-ligaasia ja 5 /ul liit&nta-
seosta* inkuboitiin 16°C:ssa 4 tuntia. Reaktio lopetet-
tiin lisddmdlld n. 50 /ul 4M ammoniumasetaattia ja 200
/ul 95-%:sta etanolia. Syntynyt DNA-sakka pestiin kah-
desti 70-%:sessa etanolissa, kuivattiin tyhjdssid ja
suspendoitiin TE-puskuriin. Suspendoitu DNA muodosti ha-

lutun plasmidin pLR2.

*Liitdntdseos valmistettiin seuraavalla koostumuksella.
500 mM Tris-HCl, pH 7,8
200 mM ditiotreitolia
100 mM MgCl
10 mM ATP
C. E. coli K12 HB10l/pLR2:n rakentaminen
N. 10 ml E. coli K12 HB10l-scluja (Bolivar et al.,

2

1977, Gene 2:75-93) pelletoitiin linkocamalla ja suspen-
doitiin sitten n. 10 ml:aan 0,01M natriumkloridia. Seu-
raavaksi solut pelletoitiin uudelleen, suspendoitiin
uudelleen n. 10 ml:aan 0,03M kalsiumkloridia, inkuboi-
tiin jdissd 20 minuuttia, pelletoitiin kolmannen kerran
ja suspendoitiin lopuksi uudelleen 125 ml:aan 0,03M kal-
siumkloridia. Syntynyt solususpensio oli kelvollista
myoShempdd transformointia varten.

Plasmidi pLR2 TE-puskurissa saostettiin etano-
lilla, suspendoitiin 150 /ul:één 30 mM kalsiumkloridi-
liuosta ja sekoitettiin lievdsti koeputkessa n. 200

/ul:n kanssa kelvollisia E. coli K12 HBl0l-soluja. Syn-
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tynyttd seosta inkuboitiin j&dissd n. 45 minuuttia ja
sitten 42°C:ssa n. 1 minuutti. Seuraavaksi lisdttiin
n. 3 ml L-lientd (Bertani, 1951, J. Bacteriology 62:293}),
joka sisdlsi 50 /ug/ml ampisilliinid. Seosta inkuboitiin
ravistaen 37°C:ssa 1 tuntia ja levitettiin sitten
L-agar-levyille (Miller, 1972, Experiments in Molecular
Genetics, Cold Spring Harbor Labs, Cold Spring Harbor,
New York), Jjoka sisdlsi ampisilliinid. Eloonjdéneet
pesdkkeet valikoitiin ja testattiin odotetun fenotvypin
suhteen (AmpR, Tests) ja ne muodostivat halutut E. coli
K12 HB10l/pLR2-transformantit.

D. Plasmidien pELl107 ja pEL105 rakentaminen

1. Plasmidin pLR2 BamHI-uutto ja tiostreptoni-

resistenssin antavan n. 1,6 pb:n osasen
eristdaminen

N. 50 /ug plasmidi pLR2-DNA:ta, 10 /ul reaktio-
seosta*, 10 /ul BSA (1 mg/ml), 29 /ul vetta ja 1 /ul
(4-yksikk6§//ul) BamHI-restriktioentsyymid inkuboi-
tiin 37°C:ssa 2 tuntia. Sen jilkeen kun oli lisitty
yhtd suuri tilavuusmddrd 4M ammoniumasetaattia ja 2,5
tilavuutta 95-%:sta etanolia seosta jddhdytettiin -20%%:
ssa n. 18 tuntia DNA:n saostamiseksi. DNA-sakka koottiin
linkocamalla ja suspendoitiin sitten n. 50 /ul:één TE-
puskuria. Haluttu n. 1,6 kb:n BamHI-pilkontaosanen eris-
tettiin tavalliseen tapaan DNA-suspensiosta agaroosigeeli-
sdhkoforeesilla (Maniatis et al. 1982). Eristdmisen jdl-
keen osanen suspendoitiin uudelleen n. 20 /ul:aan TE-pus-
kuria jdlkeentulevaa liitdntda varten.

2. Plasmidin pEL103 osittainen BamHI-uutto

N. 20 /ug plasmidi pEL103-DNA:ta, 10 /ul reaktio-
seosta, 10 /ul BSA (1 mg/ml), 39 /ul vettd ja 1 /ul
BamHI-restriktioentsyymid (valmistettu laimentamalla
2 /ul entsyymid 8 /ul:ssa vettd) inkuboitiin ympdristdn
lampdtilassa n. 15 minuuttia. Sen jdlkeen kun oli lis&dt-

ty yhtd suuri tilavuusmdirid 4M ammoniumasetaattia ja 2 ti-
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lavuutta 95-%:sta etanolia, seosta jddhdvtettiin —2OOC:ssa
n. 18 tuntia DNA:n saostamiseksi DNA-sakka koottiin
linkocamalla, huuhdeltiin 70-%:sessa etanolissa, kuivat-
tiin tyhjbssd ja suspendoitiin n. 50 /ul:éan TE-puskuria.

3. Liit&nta

Seosta, Jjossa oli n. 20 /ug osittain uutettua
plasmidi pEL103-DNA:ta, 10 /ug plasmidin pLR2 n. 1,6 kb:n
BamHI-pilkontaosasia, 5 /ul liitdnt&dseosta, 5 /ul BSA
(1 mg/ml), 10 /ul vetti ja 1 /ul T4-DNA-ligaasia, inkuboi-
tiin n. 16°C:ssa n. 4 tuntia. Sen jdlkeen kun oli lis&t-
ty 40 /ul 4M ammoniumasetaattia ja 200 /ul kylmdd etano-
lia, seosta j&ddhdytettiin -20°C:ssa n. 18 tuntia DNA:n
saostamiseksi. DNA-sakka koottiin linkoamalla, pestiin
70-%:sella etanolilla, koottiin jdlleen ja suspendoitiin
sitten 50 /ul:één valiainetta P (Hopwood ja Wright 1978,
Molecular and General Genetic 162:307) my8hempdd trans-
formointia varten.

Saadaan eri tyyppisid yhdistelmd-plasmideja riip-
puen siitd mikd& mahdollisista pELl03-pilkontaosasista
tulee liitetyksi n. 1,6 kb:n BamHI-tiostreptoniresistenssin
antavaan osaseen. Liitdntd plasmidin pEL103 n. 2,8 kb:n
BamHI-pilkontaosaseen antaa halutut n. 4,4 kb:n plasmi-
dit pEL107 ja pEL105. Saadaan kahdella tavalla suunnat-
tuja yhdistelmd-plasmideja, koska n. 1,6 kb:n BamHI-
resistenssid antava osanen voi olla suuntautunut jompaan-
kumpaan suuntaan. Kummankin plasmidin pEL107 ja pEL105
pilkontakohtien ja funktionaalinen kartta on esitetty
oheisten piirrosten kuvassa 4.

E. Streptomyces ambofaciens/pEL107:n ja S.

ambofaciens/pEL105:n rakentaminen

Kayttden n. 20 /ug DNA:ta esimerkistd 4D-3 ja
1X108 Streptomyces ambofaciens'in, kannan, joka on tal-
letettu ja tehty osaksi pysyvdd varastoviljelykokoelmaa
laboratoriossa Northern Regional Research Laboratory,

Peoria, Illinois, josta se on yleisdn saatavissa saanti-
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numerolla NRRL 2420, protoplastia (valmistettu Baltz'in
mukaisesti, 1978, J. of General Mikrobiology, 107:93),
tehtiin halutut rakentelut p&ddasiallisesti International
Publication’in (of International Patent Apwnlication

No. PCT/GB79/00095) No W079/0,1169, esimerkin 2 mukai-
sesti. Halutut transformantit valikoitiin tiostreptoni-
resistenssin suhteen peittdmdlld regeneroituvat proto-
plastit modifioidulla r2-vdliaine-{(Baltz, 1978, J. of
General Mikrobiology 107:93) pinta-agarilla, joka sisdlsi
riittdvasti tiostreptonia lopullisen levyvdkevyyden saa-
miseksi 50 /ug:ksi/ml. Syntyneet Streptomyces ambofaciens/
PEL107- ja S. ambofaciens/pELl105-tiostreptoniresistentit
pesdkkeet eristettiin tunnettujen menetelmien mukaisesti,
viljeltiin ja tunnistettiin sitten restriktiocentsyymilld
ja perustavien plasmidien geelielektroforeesianalyysilli
(Maniatis et al., 1982).

Siten erilaisten eristettyjen peéékkeiden vegeta-
tiivisia ymppejd (10 ml) valmistetaan tavanomaiseen tapaan
ymppddmdlld tryptikaasi-soijalientd, joka sisdltdd riit-
tdvdsti tiostreptonia lopullisen vdkevyyden saamiseksi
50 /ug:ksi/ml. Valmistetaan useita ymppejd ja toteute-
taan seuraava menettely kunnes kaikki halutut transformant-
tityypit ja perustavat plasmidit on eristetty. Siten,
sen jdlkeen kun soluja on inkuboitu 30°C:ssa kunnes ne
ovat tdydellisesti kasvaneet, lingotaan 6 ml soluja sisdl-
tdvdd lientd. Syntynyt pelletti pestddn TE-puskurissa,
pelletoidaan uudelleen ja suspendoidaan sitten 400 /ul:aén
50 mM Tris, pH 8,0. Seuraavaksi lisdtdin n. 80 /ul 0,25M
EDTA, 20 /ul RNaasia ja 100 /ul (10 mg/ml TE:ssd) .
lysotsyymid. Sen j&dlkeen kun seosta on inkuboitu 37 C:ssa
n. 15 minuuttia, lisdtdin n. 10 /ul 10-%:sta Triton X-100
ja 150 /ul 5M NaCl, mitd seuraa lopullinen inkuboin-
ti 60°C:ssa 15 minuuttia. Syntynyttd lysaattia lingotaan
(15 minuuttia, 4OC, 15,000 r/min) ja sitten sakan pddlli
olevaa nestettd uutetaan tavalliseen tapaan kahdesti

fenolilla, kerran kloroformi/isocamyylialkoholi-liuoksel-
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la (24:1) ja saostetaan sitten etanolilla. Perustavien
plasmidien ja siten transformanttien identtisyys mddri-
tetddn tavanomaiseen tapaan restriktioentsyymilld ja
agaroosigeeli-sdhkdforeesianalyysilld (Maniatis et al.,
1982). Plasmidi pEL105 eristettiin tavanomaiseen tapaan
plasmidin pBS1 mydhempdd rakentamista wvarten.

F. Plasmidien pBS1 ja pBS3 rakentaminen

1. Plasmidin pEL1l05 osittainen BamHI-uutto

N. 10 /ul (5 /ug) plasmidia pEL105 (eristetty
tavalliseen tapaan Streptomyces ambofaciens/pEL105:std
(balmistettu esimerkissa 43] pddasialiisesti esimerkin
4A-1 esityksen mukaisesti), 2 pl BSA (1 mg/ml), 29 pnl
vettd, 1 pl BamHI- (laimennettu vedelld suhteessa 1:4)
restriktioentsyymid 5 pl reaktioseosta inkuboitiin 25°¢:
ssa 15 minuuttia. Reaktio lopetettiin lisddmdlld n. 50 pl
4M ammoniumasetaattia ja 300 Fl 95-%:sta etanolia.
Jadhdyttidmisen jdlkeen -20%C:ssa n. 2 tuntia syntynyt
DNA-sakka koottiin linkoamalla, pestiin kahdesti 70-%:ses-
sa etanolissa, kuivattiin tyhjdssd ja suspendoitiin sit-
ten n. 10 Pl:éan TE-puskuria. Koska plasmidilla pEL105
on kaksi BamHI-pilkontakohtaa, saadaan kahden eri frag-
mentin seos.

2, Plasmidin pHI-18 BamHI-uutto

N. 5 pal (5 ug) plasmidia pHI-18, 2 ul BSA
(1 mg/ml), 9 pl vettd, 1 M1l BamHI- (4 vksikksd/ pl)
restriktioentsyymid ja 1,5 Pl reaktioseosta inkuboi-
tiin 37°C:ssa n. 2 tuntia. Sen jdlkeen kun oli lisdtty
vhtd8 suuri tilavuusmdidrd 4M ammoniumasetaattia ja 2,5 ti-
lavuutta 95-%:sta etanolia seosta jddhdytettiin ~20°C:ssa
n. 18 tuntia DNA:n saostamiseksi. DNA-sakka koottiin
linkoamalla, pestiin 70-%:sessa etanolissa ja suspendoi-
tiin sitten n. 10 Fl:één TE-puskuria.

3. Liitdnti

N. 5 pl BamHI-uutettua plasmidia pHI-18, 8 pl
plasmidi pEL105 BamHI-osittaisuutetta, 27 pl vettd,
5 Ml (4 mM) ATP, 5 A liitdntdseosta ja 2 pl
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T4-DNA-ligaasia inkuboitiin 16°C:ssa n. 18 tuntia. Reak-
tio lopetettiin lisdamdlld 50 pl 4M ammoniumasetaattia

ja 200 Pl 95-%:sta etanolia. Inkuboinnin j&lkeen -20%C:ssa
n. 2 tuntia haluttu plasmidi pBSl- ja pBS3-DNA-sakka
koottiin linkoamalla, pestiin 70-%:sessa etanolissa,
kuivattiin tyhjdssd, suspendoitiin 10 pl:&8&n TE-pusku-
ria ja varastoitiin 4°C:ssa tulevaa kdyttba varten.

Koska plasmidilla pEL105 on kaksi BamHI-pilkonta-
kohtaa, on osittaisesta BamHI-uutosta seurauksena kaksi
n. 4,4 kb:n BamHI-osasta. Siten plasmidien pBS1 ja pBS3
insertio-isomeerit valmistuvat mySs edelld kuvatulla
menetelmdlld. Syntyy plasmideja, joilla on kaksi suuntaus-
ta, koska BamHI-pilkottu DNA voidaan liittdd jompaankum-
paan suuntaan. Kummankin plasmidin pBSl ja pBS3 pilkonta-
kohtien ja toiminnallinen kartta on esitetty oheisten
piirrosten kuvassa 5.

G. Bacillus subtilis MI112/voBSl:n ja B. subtilis

MI112/pBS3:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehtiin pddasiallisesti esi-
merkin 2C menettelyn mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin
plasmideja pBS1 ja pBS3 eikd plasmidia pHI-18. Syntyneet
Bacillus subtilis MI112/pBS1- ja B. subtilis MI112/pBS3-
klooriamfenikoliresistentit ja kanamysiini-herkdt trans-
formanttipesdkkeet eristettiin tunnettujen menetelmien
mukaisesti, viljeltiin ja tunnistettiin sitten tavanomai-
sesti restriktioentsyymilld ja perustavien plasmidien
agaroosigeeni-sdhkO6foreesianalyysilld (Maniatis et al.,
1982) . Bacillus subtilis MI112/pBS1l valikoitiin ja vil-
jeltiin plasmidin pBS1 jdlkeentulevaa eristdmistd varten.

H. Plasmidien pOW527 ja pOW528 sekd E. coli K12

JA221/p0W527:n ja E. coli K12 JA221/0p0W528:n
lopullinen rakentaminen

Halutut plasmidit pOW527 ja pOW528 sekd trans-
formantit E. coli K12 JA221/pOW527 ja E. coli K12
JA221/p0WS28 rakennettiin pddasiallisesti esimerkin 2
menettelyn mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin plasmi-
dia pBSl eikd plasmidia pHI-18. Syntyv yhdistelmidplasmi-
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deja, joilla on kaksi suuntausta, koska EcoRI-pilkottu
DNA voidaan liittdd jompaankumpaan suuntaan. Kummankin
plasmidin pOW527 ja pOW528 pilkontakohtien kartta on
esitetty oheisten piirrosten kuvassa 1.
Esimerkki 5
Bacillus=-subtilis MI112/00W527:n ja B. subtilis
MI112/pOW528:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&ddn pddasiallisesti esimer-
kin 2C esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn plas-
mideja pOW527 ja pOW528 eikd plasmidia pHI-18. Synty-
neet Bacillus subtilis MI112/pOW527- ja B. subtilis
MI112/pOW528-~klooriamfenikoliresistentit ja kanamysii-
ni-herkat transformanttipesédkkeet eristetddn tunnettuijen
menetelmien mukaisesti ja tunnistetaan sitten tavanomai-
seen tapaan restriktioentsyymilld ja perustavien plasmi-
dien agaroosigeeni-sdhkOforeesianalyysilld (Maniatis et
al., 1982). Tadten rakennetut transformantit, jotka ovat
kayttdkelpoisia plasmidien pOW527 ja pOW527 mydhempdd
tuotantoa ja eristdmistd varten, tuottavat pre-proinsu-
liinia solunsisdisesti ja erittdvat myds proinsuliinia
viljelyvdliaineeseen., Tdmd mddritettiin sekd solu-lysaat-
tien ettd viljelyvdliaineen in vitro-analyvsilla.

Esimerkki 6
Plasmidin pOW303 ja E. coli K12 BE904/pOW303:n

rakentaminen

A, Plasmidin pOW1l0 NcoI-uutto

N. 2 pl (2 pg) plasmidia pOW10 (valmistettu esi-
merkissd 1D), TE~puskurissa, 25 pl (100 mM) DTT, 0,5 Pl
(1000 ug/ml) BSA, 17 pl vettd, 1 pl (joka sisdlsi nelja
New England Bio Lab-yksikk$d) Ncol-restriktioentsyymia
ja 2,5 pl 10X reaktioseosta* inkuboitiin 37%:ssa 1,5
tuntia. Sen jdlkeen kun reaktio oli loptettu inkuboimal-
la 650C:ssa 10 minuuttia, uutettu DNA saostettiin etano-

lilla ja liuotettiin sitten 34,5 Fl:één vetta.

*Reaktioseos NcoI-restriktioentsyymid varten valmistet-
tiin seuraavalla koostumuksella.
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1500 mM NaCl
60 mM Tris-HC1l, pH 7
60 mM MgCl,

B. Plasmidin pMCl1403 BamHI-uutto

Haluttu uutto suoritettiin pddasiallisesti esi-
merkin 6A esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin
plasmidia pMC1403 ja BamHI-restriktioentsyymid sekd
reaktioseosta eikd plasmidia pOW1l0 ja NcoI-restriktio-
entsyymid ja reaktioseosta. Plasmidi pMC1l043 eristettiin
E. coli K12 BE904/pMC1403:sta (NRRL B-15213) pdiasial-
lisesti esimerkin 1A-1 esityksen mukaisesti. Uutettu
DNA saostettiin etanolilla ja liuotettiin 34,5 f&:aén
vettd.

C. NcoI-uutetun plasmidin pOW1l0 ja BamHI-uutetun

plasmidin pMC1043 Klenow-tayttd

Esimerkkien 6A ja 6B ja NcoI- ja BamHI-uutteet
yhdistettiin (69 pl) ja inkuboitiin sitten 4 pul:n kanssa
jokaista seuraavista d4ATP, 4dGTP, dCTP ja TTP, 5 Pl:n
(joka sisdlsi 10 yksikkdd DNA polymeraasi I suurta
(Klenow) osasta* ja 10 Pl 10X Klenow-puskuria (0,5M
Tris-HCl, pH 7,2, 0,1M MgSO,, 1 mM DTT) kanssa 16°C:ssa
30 minuuttia. Sen jdlkeen kun reaktio oli lopetettu
inkuboimalla 65°C:ssa 10 minuuttia DNA saostettiin eta-
nolilla, uutettiin kerran fenolilla ja kahdesti klorofor-
mi/isocamyylialkoholilla (24:1) ja saostettiin sitten
uudelleen etanclilla. Klenow-tdytetty DNA liuotettiin

20 pl:d8n vettd mydhempdd EcoRI-uuttoa varten.

*DNA polymeraasi I:n Klenow-osanen voidaan saada seuraa-

vasta ldhteestd.
Boehringer-Mannheim Biochemicals
7941 Castleway Drive
Indianapolis, Indiana 46250
D. Klenow-tdytettyjen NcoI- ja BamHI-osasten
EcoRI-uutto
N. 20 pl (4 pg) Klenow-tdytettyd DNA:ta, 5 pl
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(100 mM) DTT, 5 pl (1000 mg/ml) BSA, 2 pl (joka sisdl-
tdd 10 New England Bio Lab-yksikk&d) EcoRI-restriktio-
entsyymid ja 5 pl (10X) reaktioseosta inkuboitiin 37°¢:
ssa 1 tunti ja sitten 65°C:ssa 10 minuuttia. Svntynyt
EcoRI-uutettu DNA sagostettiin etanolilla ja liuotet-
tiin sitten 30 ul:33n vettd.
E. EcoRI-uutettujen Klenow-tdytettyjen NcoI- ja
BamHI~osasten liit&ntd ja E. coli K12
BE904/p0W303:n rakentaminen
N. 30 Pl EcoRI-uutettuja Klenow-tdytettyjd
osasia, 4 pi (100 mM) DTT, 4 Pl (100 mM) ATP, 4 Fl
10X ligaasipuskuria ja 1 }ﬂ.(joka sisdlsi 10 New England
Bio Lab-yksikkod) T4 DNA-ligaasia inkuboitiin 16°C:ssa
n. 16 tuntia ja sitten 65°C:ssa 10 minuuttia. J4issi
jadhdyttadmisen jdlkeen kdytettiin n. 15 al syntynyttd
liitettyd DNA:ta, joka tdssd on nimetty plasmidiksi
pOW303, transformoimaan E. coli K12 BE904 (NRRL B-15212).
Tdmd tehtiin pééasiallisesti esimerkin 1D menetelmdn
mukaisesti, paitsi ettd kdvtettiin plasmidia pOW303 eikd
plasmidia pOW1l0 ja 80 Fg/ml ampisilliinia tetrasvklii-
nin asemasta. Lisdksi TY-levyt sisdlsivdt 40 pug/ml
5—bromi—4—kloori—3—indolyylivﬂ-iﬁqalaktosidia (x-gal),
niin ettd vdrid voitiin kdyttdd sopivana PA-galaktosi-
daasi-aktiivisuuden mddrityksend. Syntyneet siniset ja
ampisilliiniresistentit transformantit muodostuvat halu-
tun E. coli K12 BE904/pOW303:n. Transformantteja viljel-
tiin kdyttden tavanomaisia mikrobiologisia menetelmid ja
kdytettiin plasmidin p0OW303 myShempdd tuotantoa ja eris-
tdmistd varten pddasiallisesti esimerkin 1A-1 menetel-
mdn mukaisesti. Plasmidin pOW303 pilkontakohtien kartta
on esitetty oheisten piirrosten kuvassa 2.
Esimerkki 7
Plasmidien pOW523 ja pOW524 sekd E. coli K12
BE904/p0W523:n ja E. coli K12 BE904/p0OW524:n

rakentaminen
Halutut rakentelut tehtiin pddasiallisesti esi=-

merkkien 2D ja 2E esityksen mukaisesti, paisi ettd kdy-
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tettiin plasmidia pOW303 eikd plasmidia pOW1l0 ja 80 Pg/ml
ampisilliinia kdytettiin tetrasykliinin asemasta. Lis&k-
si TY-levyt sisdlsivat 40 Pg/ml x-gal, niin ettd virii
voitiin kayttdd S-galaktosidaasi-aktiivisuuden sopi-
vana mddrityksend. Saadaan yhdistelmd-plasmideja’, joilla
on kaksi suuntausta, koska EcoRI-pilkottu DNA voidaan
liittdd jommassakummassa suunnassa. Kummankin plasmidin
p0W523 ja pOwW524 pilkontakohtien kartta on esitetty
oheisten piirrosten kuvassa 2.
Esimerkki 8
Bacillus subtilis MI112/pOW523:n ja B. subtilis
MI112/p0W524:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehtiin pddasiallisesti esimer-

kin 2C esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytettiin
plasmideja pOW523 ja pOW524 eikd plasmidia pHI-18. Li-
sdksil regeneroimisvdliaine modifioitiin niin, ettd se
sisdlsi 40 pg/ml x-gal, niin ettd vdrid voitiin kdyt-
tad /6—galaktosidaasi—aktiivisuuden sopivana mdarityk-
send. Syntyneet Bacillus subtilis MI112/p0W523- ja

B. subtilis MI112/pOW524-klooriamfenikoli-resistentit ja
kanamysiini-herkdt transformantti-pesdkkeet eristettiin
tunnettujen menetelmien mukaisesti. Transformantit
tuottivat tummansinisid pesdkkeitd x-gal sisdltavilla
levyillsd, mikd osoitti, ettd geeni, joka koodasi /G—galak-
tosidaasiaktiivisuutta, oli oikeassa translationaalises-
sa Jukusuunnassa suoraa ekspressointia varten. Td&md vah-
vistettiin lisdksi in vitro-mddritykselld, joka osoitti
/9-galaktosidaasi—aktiivisuuden ldsndolon transforman-
teissa, sekd myGs plasmidien rakenneanalyysilld. Haluttu-
ja B. subtilis MI112/p0W523~ ja B. subtilis MI112/pOW524-
transformantteja viljeltiin ja tunnistettiin sitten
tavanomaisesti restriktioentsyymilld ja perustavien
plasmidien agaroosigeeli-sdhkdforeesianalyysilld
(Maniatis et al., 1982).
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Esimerkki 9

Plasmidien pOW529 ja nOW530 sekd E. coli K12

BE904/p0W529:n ja E. coli K12 BE904/pO0W530:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehdddn pddasiallisesti esi-
merkkien 2D ja 2E esityksen mukaisesti, paitsi ettd
kdytetddn vlasmideja pOW303 ja pBSl eikd plasmideja
pOW1l0 ja nHI-18, ja ettd kdytetddn 80 Pg/ml ampisillii-
nia tetrasykliinin asemesta. Lisdksi TY-levyt sisdltd-
vdt 40 pug/ml x-gal, niin ettd vdrid voidaan kayttaa
/?-galaktosidaasi-aktiivisuuden sopivana mAdrityksend.
Saadaan rekombinantti-plasmideja, joilla on kaksi suun-
tausta, koska EcoRI-pilkottu DNA voidaan 1iitd3d jommas-
sakummassa suunnassa. Kummankin plasmidin o0W529 ja
pOW530 pilkontakohtien kartta on esitettv oheisten piir-
rosten kuvassa 2.

Esimerkki 10
Bacillus subtilis MI112/pOW529:n ja B. subtilis
MI112/p0W530:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehdd@&dn pddasiallisesti esi-

merkin 8 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
plasmideja pOW529 ja pOW530 eikd plasmideja pOW523 ja
p0W524., Transformantit antavat tummansinisid pesdkkei-
td X~gal sisdltdvilld levyilld, mikd osoittaa, etta
geeni, joka koodaa /AB-galaktosidaasiaktiivisuutta on
oikeassa translationaalisessa lukusuunnassa suoraa
ekspressointia varten. Tdmd vahvistetaan lisdksi in vit-
ro-mddrityksellsd, joka osoittaa, A-galaktosidaasiaktii-
visuuden ldsndolon transformanteissa, sekd myds plasmi-
dien rakenneanalyysilld. Haluttuja B. subtilis
MI112/p0W529~ ja B. subtilis MI112/pOW530-transformant-
teja viljellddn ja tunnistetaan sitten tavanomaisesti
restriktioentsyymilld ja perustavien pnlasmidien aga-
roosigeeli-sédhkdforeesianalyysilld (Maniatis et al.,
1982).
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Esimerkki 11

DNA-osasen rakentaminen

3 reca
jossa R on C ja Rl on G.

Haluttu rakentaminen kdsittdd seuraavassa esi-
tettyjen oligonukleotidien T3 ja 'I’4 synteesin ja
5'-fosforyloinnin.

T 5' AGTGAGGTGGATCC 3!

3
T 5' CATGGGATCCACCT 3°

Oligonukieotideja T3 Ja T4 kdytettiin halutun DNA-osasen
rakentamiseen, jolla on Ncol-komplementaarinen pdd
BamHI-pilkontakohdan vieressd. Oligonukleotidi-synteesi
suoritettiin tavanomaisesti modifioidulla fosfotriesteri-
menetelmdlld kdyttden td8ysin suojattuja deoksiribonukleo-
tidi-rakenneryhmid, Haluttu rakentaminen tehtiin pd&-
asiallisesti esimerkin 1C esityksen mukaisesti.

Esimerkki 12
Plasmidin p0OWll ja E. coli K12 JA221/pOWll:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehdidn pddasiallisesti esi-
merkin 1 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
esimerkin 11 DNA-osasta eikd esimerkin 1C DNA-osasta.
Plasmidin pOWll pilkontakohtien kartta on samanlainen,
paitsi edelld mainittua BamHI-kohtaa, kuin on esitetty
plasmidille pOW1l0 kuvassa 1 oheisissa piirrocksissa.

: Esimerkki 13
Plasmidien pOW531 ja pOW532 sekd E. coli K12
JA221/p0OW531:n ja E. coli K12 JA221/pO0W532:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehddédn pddasiallisesti esi-
merkin 2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetdan
plasmidia pOWll eikd plasmidia pOW1lO. Kummankin plasmi-
din pOW531 ja pOWS532 pilkontakohtien kartta on samanlai-
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nen, lukuunottamatta edelld mainitulle lisd-BamHI-kohdal-
le pOWll-osasesta, kuin on esitetty plasmideille
pOW525 ja p0W526 oheisten piirrosten kuvassa 1.
Esimerkki 14
Bacillus subtilis MI112/pOW531:n ja Bacillus
subtilis MI112/pOW532:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehdddn pddasiallisesti esimer-
kin 3 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn plasmi-
deja pOW531 ja pOW532 eikd plasmideja pOW525 ja pOwW526.

Esimerkki 15

Plasmidien pOW533 ja pOW534 sekd E. coli JA221/

pOW533:n ja E. coli K12 JA221/pOW534:n rakentami-

nen

Halutut rakentelut tehddidn pddasiallisesti esi-
merkin 4 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetdin
plasmidia pOW1ll eikd plasmidia pOW1l0. Kummankin plas-
midin pOW533 ja pOW534 pilkontakohtien kartta on saman-
lainen, paitsi edelld mainitulle lisd-BamHI-kohdalle
pOWll-osasesta, kuin oheisten piirrosten kuvassa 1
plasmideille pOW527 ja pOW528 esitettiin.

Esimerkki 16
Bacillus subtilis MI112/pOW533:n ja Bacillus
subtilis MI112/pOW534:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&&dn pddasiallisesti esi-
merkin 5 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetdidn
plasmideja pOW533 ja pOW534 eikd plasmideja pOW527
ja pOw528.

Esimerkki 17
Plasmidin pOW310 ja E. coli K12 BE904/pOW310:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&idn p&dasiallisesti esi-
merkin 6 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
plasmidia pOWll eikd plasmidia pOW1l0. Plasmidin pOW310
pilkontakchtien kartta on samanlainen, lukuunottamatta
edelld mainitulle lisd-BamHI-kohdalle pOWll-osasesta,
kuin plasmidille pOW303 oheisten piirrosten kuvassa 2

esitetty.
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Esimerkki 18
Plasmidien pOW535 ja pOW536 sekd E. coli K12
BE904 /pOWS35:n ja E. coli K12 BE904/pOW536:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehdddn pddasiallisesti esi-
merkin 7 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
plasmidia pOW31l0 eikd plasmidia pOW303. Kummankin plas-
midin pOW535 ja pOW536 pilkontakohtien kartta on saman-
lainen, lukuunottamatta edelld mainitulle lisd-BamHI-
kohdalle pOW31l0~osasesta, kuin plasmideille pOW523 ja
pPOW524 oheisten piirrosten kuvassa 2 esitetty.

Esimerkki 19
Bacillus subtilis MI112/pOW535:n ja Bacillus
subtilis MI112/p0W536:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehdd&dn pddasiallisesti esi-
merkin 8 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
plasmideja pOW535 ja pOW536 eikd plasmideja pOW523
ja pOw524.

Esimerkki 20
Plasmidien pOW537 ja pOwW538 sekd E. coli K12
BE904/p0W537:n ja E. coli K12 BE904/pOW538:n

rakentaminen

Halutut rakentelut tehdd&@n pddasiallisesti esi-
merkin 9 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddan
plasmidia pOW31l0 eikd plasmidia pOW303. Kummankin plasmi-
din pOW537 ja pOW538 pilkontakohtien kartta on samanlai-
nen, lukuunottamatta edelld mainitulle lisid-BamHI-koh-
dalle pOW3l0-osasesta, kuin oheisten piirrosten kuvas-
sa 2 plasmideille pOW529 ja pOW530 esitetty.

Esimerkki 21
Bacillus subtilis MI112/pOW537:n ja Bacillus sub-
tilis MI112/pOW538:n rakentaminen

Halutut rakentelut tehd&&n pddasiallisesti esi-

merkin 10 esityksen mukaisesti, paitsi ettd kdytetddn
plasmideja pOW537 ja pOW538 eikd plasmideja pOW529 ja
pOW530.
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Patenttivaatimukset

1. Ribosomin sitomiskohdan sisaltdva DNA-sek-

venssi, joka on

5'" AGTGAG 3

P
3! T C GTAC 5
jossa
on deoksiadenyyli,
on deoksiguanyyli,

on deocksisytosyyli,

H Q- »

on tymidyyli,

R on G tai C ja

Rl on G tai C,

silld rajoituksella, ettd R ja Rl eivdt samanaikaises-
ti ole sama deoksiribonukleotidi.

2. Yhdistelmd-DNA-ekspressoimisvektori,
tunnettu siitd, ettd se kdsittda

l) patenttivaatimuksen 1 mukaisen ribosomin
sitomiskohdan sisdltdvdn DNA-sekvenssin,

2) Bacillus subtiliksen veg-promoottorin ja

3) geenin, joka koodaa funktionaalista polypeptidid,
silld rajoituksella, ettd tdmd vektori on valikoitavissa
ja ettd promoottori ja DNA-sekvenssi ohjaavat geenin
transkriptiota ja ekspressoitumista isdntdsolussa, joka
on transformoitu td1ld vektorilla.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd geenin koodaama funktio-
naalinen polypeptidi on ihmisen pre-proinsuliini, ihmisen
proinsuliini, ihmisen insuliini A~ketju, ihmisen insu-
liini B-ketju, ei-ihmis-insuliini, ihmisen kasvuhormoni,
ei-ihmisen kasvuhormoni, naudan kasvuhormoni, sian kas-
vuhormoni, ihmisen interferoni, ei-ihmisen interferoni,
virusantigeeni, urokinaasi, joka peptidihormoni tai

entsyymi.
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4, Patenttivaatimusten 2 ja 3 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd se on plasmidi pOW10,
pOW303, pOW523, pOW524, pOwW525, pOWS26, pOW527, pOws528,
pOW529 tai pOW530.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd se on plasmidi pOW523,
pOW524, pOwW525, pOw526, pOw527, pOW528, pOW529 tai
pOW530.

6. Patenttivaatimusten 2 ja 3 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd se on plasmidi pOWll,
pOW531, pOW532, pOwW534, pOW510, pOWS35, pOW536, DPOWH37
tai pOWS538.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen vektori,
tunnet tu siitd, ettd se on plasmidi pOW531,
pOW532, pOW533, pO0W534, pOW535, pOW536, pPOWS537
taili pOWS533.

8. Jonkun patenttivaatimuksen 2-7 mukainen
vektori, t unnet tu siitd, ettd se on ladsnd isdn-
tdsolussa.

9. Patenttivaatimuksen 5 tai 7 mukainen isdntd,
joka on ldsnd Bacilluksessa, edullisesti lajissa subti-
lis.

10. Menetelmd yhdistelmd-DNA-ekspresscimis-
vektorin valmistamiseksi, t un n e t t u siitd, ettd
se liitet&&n

1) patenttivaatimuksen 1 mukainen ribosomin sito-
miskohdan sisdltdvd DNA-sekvenssi,

2) Bacillus subtiliksen veg-promoottori ja

3) geeni, joka koodaa funktionaalista polvpepti-
did, silld rajoituksella, ettd tdmd vektori on vali-
koitavissa ja ettd promoottori ja DNA-sekvenssi ohjaavat
geenin transkriptiota ja ekspressoitumista isdntdoslus-
sa, joka on transformoitu tdlld vektorilla.

11. Menetelmd funktionaalisen polypeptidin tuot-

tamiseksi Bacilluksessa, jolloin tdmd polypeptidi erit-
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tyy viljelydliaineeseen, t unn e t t u siita, etta
transformoidaan BRacillus-isdntdsolu vatenttivaatimuk-
sen 5 tai 7 mukaisella yhdistelméd-ekspressoimisvekto-
rilla ja viljellddn transformoitua Bacillus-isadntdsolua

kasvuolosuhteissa.
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Patentkrav

1. DNA-sekvens som innehaller ett stdlle for

ribosombindning och &r

5' AGTGAGGTGGATRC 3!

|ll|lllllll '
3 T,CCACC’PARGGTACS
dar

dr deoxialdenyl,
ar deoxiguanvl,

dr deoxicytocyl,

4 0 aQ »

dr tymidyl,
R 8r G eller C och
Rl dr G eller C,
med den begr&nsningen, att R och Rl inte &r samtidigt
samma deoxiribonukleotid.

2. Rekombinant-DNA-expressionsvektor, k 8 n n e -
t ecknad didrav, att den bestdr av

1) DNA-sekvensen som innehdller bindningsstdlle
f6r ribosom, enligt patentkravet 1,
2) veg-promotorn av Bacillus subtilis och

3) en gen som koderar for en funktional polypeptid,

med den begrdnsningen, att denna vektor dr utvidljbar
och att promotorn och DNA-sekvensen styr transkriptionen
och expressionen av denna gen i en vidrdcell som
transformerats med denna vektor.

3. Vektor enligt patentkravet 2, k @ nn e -
t ecknad ddrav, att den funktionella polypeptiden
som koderas av genen dr midnnisko-pre-poinsulin,
mannisko-proinsulin, md&nnisko-insulin A-kedja, madnnisko-
insulin B-kedja, icke-mdnnisko=-insulin, minnisko-
vidxthormon, icke-mdnniskovaxthormon, oxvidxthormon,
grisvadxthormon, midnniskointerferon, icke-minnisko-
interferon, virusantigen, urokinas, ndgon peptidhormon

och/eller enzym.
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4. Vektor enligt patentkraven 2 och 3, som &r
plasmid pOWl0, pOW303, pOw523, pOwW524, pOW525, pOW526,
pOW527, pOW528, pOW529 eller pOW530.

5. Vektor enligt matentkravet 4 som dr plasmid
pOW523, pOwW524, pOw525, pOW526, pOW527, nOW528, pOW529
eller pOW530.

6. Vektor enligt patentkraven 2 och 3, som &r
plasmid pOWll, pOwW531, pOW532, pOW533, pOWw534, o0WS510,
pOW535, pOW536, pOW537 eller pOW538.

7. Vektor enligt patentkravet 6, som dr plasmid
pOW531, pOw532, pOwW532, pOW533, pOwW534, pOWS35, pOWS36,
pOW537 eller pOW538.

8. Vektor enligt nagot av patentkraven 2-7,
kdnnetecknad ddrav, att den dr ndrvarande
1 en virdcell.

9. Vidrd enligt patentkravet 5 eller 7, k & n n e-
t e cknad ddrav, att den Sr ndrvarande i Bacillus,
foretrddesvis i species subtilis.

10. Forfarande for framstdllning av en
rekombinant-DNA~-expressionsvektor k d nne tecknat
av sammanfogning av

1) DNA-sekvensen enligt patentkravet 1 som
innehaller bindningsstdllet f6r ribosom,

2) veg-promotorn av Bacillus subtilis och

3) en gen som koderar for en funktionell polypeptid,
med den begrdnsningen att vektorn &r utvdlijbar och att
promotorn och DNA-sekvensen styr transkriptionen och
expressionen av denna gen i en vdrdcell som transformerats
med denna vektor.

11. Forfarande £fo6r framstdllning av en funktionell
polypeptid i Bacillus, varvid polvpeptiden avsdndras i
odlingsmediet, k & nne t e cknat dirav, att en
Bacillus-vdrdcell transformeras med rekombinant-expression-
vektorn enligt patentkravet 5 eller 7 och den trans- ‘

formerade Bacillus-vidrdcellen odlas under vaxtbetingelser.



FIG. |

Plasmidien pOW 525, pOW 526, pOW 527 ja pOwW 528

pilkontakohtien kartta

2 Eco RI
3 Eco RI
4 Eco R1
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1. pOW 525 (~ 8.4 kb)
2. pOW 526 (~ 8.4 kb)

3. pOW 527 (~12.8 kb)
4. pOW 528 (~ 12.8 kb)




FIG. 2

Plasmidien pOW 523, pOW 524, pOW 529 ja pOW 530
pilkontakohtien kartta

Bam HI
Ncol
EcoRI—, \
1. Eco RI / \
EH !_3_s_t' NI
2. EcoRI \XbaI\Baﬂm HI
Pvu IT I
3. EcoRI BstNI BamHI Xbal
|
lz@ I Clal
4.  EcoRI Bam HI Bam HI Bam HI

| T
BamHI | BamHi| Bam HI
Clai Xho I

1. pOW 523 ~14.2 kb
2. pOW 524 ~14.2 kb
3. pOW 529 ~18.6 kb
4. pOW 530 ~18.6 kb
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FIG. 4

Plasmidien pEL 107 ja pEL 105 pilkontakohtien kartta
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FIG. S

Plasmidien pBS 1 ja pBS 3 pilkontakohtien kartta
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