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Deoxyribcnucleaser (DNaser. frepstilles ved dyrkning af en transforze-
rot stamme, der tilkerer slegten Bacillus, {iser Bacillus subtilis,
f.eks. B.s. med ATLC nr. 215:2-31527), cpsamling af et cellefrit ekstrakt
£ra celler, der er opnéet ved dyrkningen navnlig i en periode, der

ligger mellem den sene logaritmiske vakstfase og den begyndende statio-
nere vekstfase, og fraktionering og/eller separation af de cellefrie
ekstrakter til opndelse af 2 eller flere DNaser, der hver har for-

skellig substratspecificitet.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmide til fremstilling
af mindst to deoxyribonukleaser udvalgt blandt Bsu R, Bsu 1247 1,
Bsu 1231 I og Bsu 1231 II.

Enzymer, der spalter deoxyribonukleinsyre (DNA), betegnes deoxyribo-
nukleaser eller DNaser og forekommer i forskellige levende organis-
mer, hvor de deltager i vigtige livsprocesser, sasom metabolisme,
nedbrydning, syntese og rekombination. Disse enzymers egenskaber og
deres biologiske funktioner, har, specielt inden for proteinkemi-
omridet og de biologiske videnskaber, i den seneste tid tiltrukket

sig opmarksomhed.

I studiet af strukturen og funktionen af generne er det vigtigt at
kunne frembringe og udskille enzymer, der har specifikke virkemader,
og deoxyribonukleinsyrenedbrydende enzymer er verdifulde som bio-
kemiske reagenser til molekyler kloning af gener og artsforbedrin-

ger.

DNaser klassificeres groft i 2 typer, nemlig exonukleaser og endo-
nukleaser ifglge deres virkemdde. Mere specifikt virker det fgrst-
nevnte enzym pi et polynukleotid fra dettes terminale ende og friger
efterhinden nukleotid eller oligonukleotid. Det sidstnzvnte enzym
spalter phosphodiesterbindinger i DNA-molekylet.

Inden for enzymomradet af endonukleasetypen er der i den senere tid
gjort store fremskridt i studierne af enzymer, der udviser specifi-
citet over for DNA-strukturer, navnlig over for nukleotidkonfigura-
tioner eller over for den strukturelle variation, der forekommer i
naturen, eller som indfgres kunstigt, enzymer, der er i stand til at
genkende molekylstrukturer og virke derpd, og enzymer, der har en
biologisk funktion (se Tadahiko Ando, Chemistry and Life, 13, 6, p.
342, 1975).

Der er allerede blevet udfgrt undersggelser af enzymer, som har fgrt
til en fremgangsmide til ud fra en bouillonkultur af Aspergillus
oryzae at fremstille et enzym, som ikke virker pa dobbeltstrenget
DNA, men specifikt spalter enkeltstrenget DNA (se JP pateni nr.
593.368), en fremgangsmide til ud fra celler af Aspergillus oryzae
at fremstille et enzym, der er i stand til fortrinvis at spalte en
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purin-purinbinding i DNA-molekylet (se JP patent nr. 621.205), en
fremgangsmidde til ud fra bakteriofaginficeret Escherichia coli at
fremstille et enzym, der er i stand til at indfgre brud i enkelt-
strenget DNA (se JP patent nr. 764.919), en fremgangsmade til ud fra
Escherichia coli ved infektion eller induktion med bakteriofag at

fremstille et enzym, der er i stand at virke pa RNA og give cyklisk
nukleosidphosphat (se JP patent nr. 829.334), en fremgangsmade til
ud fra en bouillonkultur af alkalofile bakterier at fremstille et
enzym, der er i stand til fortrinsvis at spalte en guanin-guanin-
binding i DNA-molekylet (se JP patent nr. 831.171), en fremgangsmade
tiT ud fra celler af Bacillus subtilis at fremstille et enzym, der

‘er i stand til specifikt at nedbryde RNA-delen af DNA-RNA hybrid (se

JP patent nr 877.668) og en fremgangsmide til fremstilling af et
enzym fra Bacillus subtilis eller en beslagtet stamme, der tilhgrer
slegten Bacillus, hvilket enzym har substratspecificitet over for
DNA, det vil sige den enzymegenskab at genkende en specifik nukleo-
tidsekvens i deoxyribonukleinsyre og spalte dens bindinger til
frembringelse af unikke fragmenter af deoxyribonukleinsyren; dette
enzym genkender og spalter en specifik nukleotidfrekvens (se JP
ansggning nr. 121671/75 (fremlzggelsesskrift nr. 47980/77) og JP
patentansggning nr. 87883/76 (fremlzggelsesskrift nr. 15491/78)).

Mikroorganismer har en evne til specifikt at genkende og nedbryde
fremmed DNA i cellen ( restriktionssystem ) og har ogsa evne til at
modificere sdadant DNA, saledes at DNA’et udviser modstandsdygtighed
over for dets eget restriktionssystem (modifikationssystem).

Restriktionsenzymet er en endonuklease, der deltager i dette re-
striktions-modifikationssystem, og restriktionsenzymet omfatter et
enzym, der er i stand til at genkende en specifik sekvens pa 4-6
nukieotider i et dobbeltstrenget DNA-molekyle og frembringe spalt-
ning af sekvensen eller spaltning i nerheden af sekvensen.

I kraft af sadan substratspecificitet kan disse restriktionsenzymer
effektivt udnyttes i studierne af primerstrukturer af DNA (nukleo-
tidsekvens) og dets funktion og pa in vitro rekombination af hetero-
gent DNA.

Fra de hidtil kendte mikroorganismer har der ved dyrkningen af den
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enkelte mikroorganisme almindeligvis kun kunnet udvindes et enkelt
restriktionsenzym med vasentligt udbytte. Ved mange anvendelser er
det imidlertid fordelagtigt at benytte to eller flere forskellige
restriktionsenzymer samtidigt, men dette har i s& fald hidtil kravet
sammenblanding af enzympraparater indvundet fra flere separate
dyrkninger af forskellige mikroorganismer, og selv om der til en
rekke anvendelser kun skal benyttes et enkelt restriktionsenzym,
ville det ud fra et produktionsmessigt synspunkt alligevel veare
fordelagtigt at kunne fremstille to eller flere restriktionsenzymer
samtidigt ved dyrkning af en enkelt mikroorganisme, idet arbejdet
med indbyrdes adskillelse af de enkelte restriktionsenzymer ganske
vist komplicerer det samlede oprensningsarbejde noget, men dette
opvejes rigeligt af, at der kun skal foretages én dyrkning med de
hertil hgrende szdvanlige, omstendelige forberedelser, sdsom rengg-
ring og sterilisering af produktionsanleg og dyrkningsmedium samt
fremstilling og propagering af en egnet monokultur af den omhandlede
mikroorganisme.

Tilvejebringelse af en fremgangsmdde, ved hvilken det er muligt
samtidigt at fremstille mindst to deoxyribonukleaser ved dyrkning af
en enkelt mikroorganisme i industriel malestok, ville derfor repre-
sentere et vasentligt fremskridt i flere henseender.

Dette er nu lykkedes med den indledningsvis angivne fremgangsmade,
som ifglge opfindelsen er ejendommelig ved, at Bacillus subtilis
ISMRB 9 (ATCC 31.526, FERM P 4543), Bacillus subtilis ISMRBE 17
(ATCC 31.522, FERM P 4381), Bacillus subtilis ISMBF 21 (ATCC 31.525,
FERM P 4384), Bacillus subtilis ISE 15 (ATCC 31.527, FERM P 4380),
Bacillus subtilis ISF 18 (ATCC 31.523, FERM P 4382) eller Bacillus
subtilis ISB 8 (ATCC 31.524, FERM P 4383), dyrkes i et naringsme-
dium, efterfulgt af opsamling af et cellefrit ekstrakt fra celler,
der er opnidet ved dyrkningen, og fraktionering og/eller separering
af det cellefrie ekstrakt til opnaelse af mindst to af ovennavnte
deoxyribonucleaser, som hver har forskellig substratspecificitet.

Mikroorganismerne, der bruges ved fremgangsmaden ifglge den forelig-
gende opfindelse, er nytransformerede stammer, der hgrer til slzgten

Bacillus, i hvilken der ved transformation er blevet introduceret en

evne til at frembringe mere end én restriktionsendonuklease.
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Udtrykket "transformation" betegner en fremgangsmade ved hvilken en
genetisk etableret mikroorganisme bruges som recipient, og recipien-
ten. kontaktes med DNA, der er fremstiliet ud fra en mikroorganisme,
som har et restriktions-modifikationssystem, der er forskelligt fra
recipientens, til indfgring af et nyt restriktions-modifikationssys-
tem i recipienten.

Bacillus subtilis ISMRB 9, ISMRBE 17 og ISMBF 21 er blevet frembragt
ved en fremgangsmade, ved hvilken Bacillus subtilis marburg 168 {(GSY
1026) som recipient udsattes for transformation med DNA fra Bacillus
subtilis R til indfgring af restriktions-modifikationssystemet fra

‘stamme R i recipienten, og den fremkomne transformerede stamme

ISMR 4 selekteres; som recipient udsazttes den selekterede, transfor-
merede stamme ISMR 4 for transformation med DNA fra Bacillus subti-
1is IAM 1247 til indfgring af restriktions-modifikationssystemet fra
stamme 1247 i recipienten, og den fremkomne transformerede stamme
ISMRB 9 selekteres; som recipient udszttes den selekterede transfor-
merede stamme ISMRB 9 for transformation med DNA fra Bacillus
subtilis IAM 1231 til indfgring af restriktions-modifikationssyste-
met fra stamme 1231, og de fremkomne transformerede stammer ISMRBE

17 og ISMBF 21 selekteres.

Den ovenfor navnte transformerede stamme ISMRB 9 har de kombinerede
restriktions-modifikationssystemer fra stammerne GSY 1026, R og
IAM 1247. Ved dyrkning af den transformerede stamme ISMRB 9 kan der
ud fra celler af den transformerede stamme ISMRB 9 fremstilles et
restriktionsenzym Bsu R, der hgrer til stammen R, og et restrikti-
onsenzym Bsu 1247 I, der hgrer til stammen IAM 1247.

Det er ligeledes blevet bekraftet, at den transformerede stamme
ISMRBE 17 har de kombinerede restriktions-modifikationssystemer fra
stammerne GSY 1026, R og IAM 1247 og et andet restriktions-modifika-
tionssystem fra stammen IAM 1231, og at den transformerede stamme
ISMBF har restriktions-modifikationssystemer fra stammerne GSY 1026
og IAM 1247 og et andet restriktions-modifikationssystem fra stammen
IAM 1247.

De 3 restriktionsenzymer Bsu R, Bsu 1247 I og Bsu 1231 I, der hgrer
til stammerne R, 1247 henholdsvis 1231, kan sdledes fremstilles ved
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dyrkning af ovennzvnte transformerede stamme ISMRBE 17.
Tilsvarende kan restriktionsenzymerne Bsu 1247 I og Bsu 1231 II, der
hgrer til stammerne IAM 1247 og IAM 1231, fremstilles samtidig ved

dyrkning af ovennazvnte transformerede stamme ISMBF 21.

Bacillus subtilis ISE 15 og ISF 18 er blevet frembragt ved en

fremgangsmade, ved hvilken stammen GSY 1012, der hidrgrer fra
ovenfor navnte stamme GSY 1026, bruges som recipient og udszttes for
transformation med DNA fra den ovenfor nzvnte stamme IAM 1231 til
indfgring af restriktions-modifikationssystemet fra stammen IAM
1231, og de fremkomne transformerede stammer ISE 15 og ISF 18

selekteres derefter.

Den transformerede stamme ISE 15 har et forste restriktions-modifi-
kationssystem, der hgrer til stammen IAM 1231. Dette restriktions-
enzym, Bsu 1231 I, der hgrer til stammen IAM 1231, kan fremstilles
ud fra celler der er opndet ved dyrkning af den transformerede

stamme ISE 15.

Den transformerede stamme ISF 18 har et andet restriktions-modifika-
tionssystem, der hgrer til stammen IAM 1231. Dette restriktionsen-
zym, Bsu 1231 II, der hgrer til stammen IAM 1231, kan fremstilles ud
fra celler, der er opniet ved dyrkning af den transformerede stamme

ISF 18.

Bacillus subtilis ISB 8 er blevet frembragt ved en fremgangsmade,
ved hvilken stammen GSY 1012, der hidrgrer fra stammen GSY 1026,
bruges som recipient og udszttes for transformation med DNA fra
ovennzvnte stamme IAM 1247 til indfering af restriktions-modifika-
tionssystemet fra stammen IAM 1247 i recipienten, og den fremkomne
transformerede stamme ISB 8 selekteres derefter. Denne transforme-
rede stamme ISB 8 har et restriktions-modifikationssystem fra

stammen IAM 1247.

Restriktionsenzymet Bsu 1247 I, der hgrer til1 stammen IAM 1247, kan
fremstilles ud fra celler, der er opndet ved dyrkning af ovennzvnte
transformerede stamme ISB 8.
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De transformerede stammer, der effektivt kan bruges ved fremgangs-
maden ifslge den foreliggende opfindelse, er (i) Bacillus subtilis
ISMRB 9, (ii) Bacillus subtilis ISMRBE 17, (iii) Bacillus subtilis
ISMBF 21, (iv) Bacillus subtilis ISE 15, (v) Bacillus subtilis
ISF 18 og (vi) Bacillus subtilis ISB 8, og de er blevet deponeret
hos Fermentation Research Institute, Agency of Industrial Science
and Technology, Ministry of International Trade and Industry, Japan
(herefter kaldt "FERM") og American Type Culture Collection, 12301,
Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA, under fdlgende
deponeringsnumre:

Nr. FERM-P Nr.  ATCC-Nr.
(i) Bacillus subtilis ISMRB 9 4543 31526
(ii) Bacillus subtilis ISMRBE 17 4381 31522
(iii) Bacillus subtilis ISMBF 21 4384 31525
(iv) Bacillus subtilis ISE 15 4380 31527
(v) Bacillus subtilis ISF 18 4382 31523
(vi) Bacillus subtilis ISB 8 4383 31524

De er deponeret hos ATCC uden restriktioner, hvilket tillader fuld
offentlig adgang til kulturen, og ansggeren vil opretholde depo-
neringen af ATCC 31526, 31522, 31525, 31527, 31523, 31524 uden
restriktioner sa lange et patent, der meddeles pa ansdgningen,
1gber, og saledes vil mikroorganismestammerne vare tilgengelige for
enhver trediepart pa et hvilket som helst tidspunkt sa Tenge paten-
tet Tgber.

Et eksempel pa opndelse af de ovenfor navnte transformerede stammer
ud fra mikroorganismer, der tilhgrer slegten Bacillus, vil nu blive
beskrevet. Metoden til opndelse af de transformerede stammer er
selvfglgelig ikke begranset til den ene, der er beskrevet nedenfor,
og forskellige modifikationer og @ndringer kan foretages i overens-
stemmelse med kendt teknik.

Bacillus subtilis marburg 168GSY 1026 (ATCC nr. 31339, FERM-P

nr.4216 ) blev som recipient dyrket ved 37°C under rystning i Bott’s
kulturmedie (sammensat af 50pg/ml af hver af histidin, tryptophan,
arginin, valin, lysin, glysin, asparagin, methionin og threonin,
0,6% KH2P04, 1,4% KZHP04, 0,1% natriumcitrat, 0,2% ammoniumsulfat,



10

15

20

25

30

35

DK 157562B

7

0,5% glucose og 6,5mM MgSO4) kompletteret med 20 pg/ml af hver af
adenin, Tleucin og methionin, indtil celleantallet var forgget til 4
X 108 per ml. Derefter blev 0,1 ml DNA (45 pg/ml) af Bacillus
subtilis R (se S.Bron et al., Molec.Gen. Genet., 143, 13-23, 1975),
der er opndet ved phenolekstrakstionsmetoden ved pH 9, sat til
kulturmediet, og inkubation blev fortsat ved 37°C i 30 minutter
under rystning. Kulturmediet blev fortyndet 10 gange med det samme
kulturmedium, og inkubationen biev fortsat ved 30°C under rystning
natten over. Kulturmediet blev fortyndet 100 gange med det samme
kulturmedium og en plade med et TYP kulturmedium (indeholdende 1%
bactotrypton, 0,5% gerekstrakt, 1% NaCl og 1,5% agar), i hvilket der
pa forhind var sdet fag €105C 168, der er formeret af Bacillus
subtilis marburg 168 GSY 1026, blev inokuleret med den ovenfor
navnte fortynding. Dyrkning blev udfert ved 37°C natten over og en
koloni af den fremkomne transformerede stamme, der har en modstands-
dygtighed overfor fag $105C 168 blev opsamlet. Siledes blev der
opniet en transformeret stamme ISMR 4, der har et restriktions-modi-
fikationssystem fra Bacillus subtilis marburg 168GSY 1026 og
Bacillus subtilis R.

En transformeret stamme ISMRB 9, der har restriktions-modifikations-
systemerne fra Bacillus subtilis marburg 168GSY 1026 og Bacillus
subtilis R og et restriktions-modifikationssystem fra Bacillus
subtilis IAM 1247, kan opnas og separeres ifglge den ovenfor navnte
fremgangsmide under udnyttelse af den ovenfor nazvnte transformerede
stamme ISMR 4 som en recipient og DNA Bacillus subtilis IAM 1247.

Ydermere kan en transformeret stamme ISMRBE 17, der har restrikti-
ons-modifikationssystemerne fra Bacillus subtilis marburg 168GSY
1026, Bacillus subtilis R og Bacillus subtilis IAM 1247 og Bacillus
subtilis IAM 1231, og en transformeret stamme ISMBF 21, der har
restriktions-modifikationssystemerne fra Bacillus subtilis 168GSY
1026, Bacillus subtilis IAM 1231 og Bacillus subtilis IAM 1247,
opnas ifglge den ovenfor navnte fremgangsmade under udnyttelse af
den ovenfor transformerede stamme ISMRB 9 som en recipient og DNA
Bacillus subtilis IAM 1231.

Endnu yderligere kan en transformeret stamme ISE 15, der har det
forste restriktions-modifikationssystem fra Bacillus subtilis IAM
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1231, og en transforemrel stamme ISF 18, der her det andet re-
striktions-modifikationssystem fra Bacillus subtilis 1AM 1231, opnas
ifglge den ovenfor nevnte fremgangsmide ved brug af¥ Bacillus subti-
lis 1686SY 1012, der hidrgrer fra Bacillus subtilis marburg 168GSY
1026, som en recipient og DNA fra Bacillus subtilis IAM 1231.

Endvidere kan en transformeret stamme ISB 8, der har restriktions-
modifikationssystemet fra Bacillus subtilis IAM 1247, opnds ifglge
den ovenfor nzvnte fremgangsmide ved brug af stammen 168GSY 1012 som
en recipient og DNA fra Bacillus subtilis IAM 1247.

" Hver af de forudgiende transformerede stammer (i) til (iv) opnas ved

indfgring af et restriktions-modifikationssystem fra en kendt
stamme, der hgrer til slzgten Bacillus, ind i Bacillus subtilis
marburg 168GSY 1026 eller Bacillus subtilis marburg 168GSY 1012, der
hidrgrer fra stammen 168GSY 1026, ved at bruge DNA fra den kendte
stamme. De basale mikrobiologiske egenskaber hos disse transforme-
rede stammer er de samme som egenskaberne hos den basale recipient,
dvs. Bacillus subtilis marburg 168GSY 1026.

De karakteriske mikrobiologiske egenskaber hos denne stamme 168GSY
1026, der er bestemt ifslge fremgangsmiderne, der er beskrevet af
R.E.Gordon, W.C.Haymes og C. H-N. Pang i "The Genus Bacillus",
U.S.Dept. Agr.. 1974 og "Bergey’s Manual of Determinative Bacterio-
Togy *, 1974 er som fglger.

(R) Morfologi:

Stammen er en vegetativ stavbakterie, der har peritrikke flageller
og udviser en bevagende egenskab. Stgrrelsen (0,7-0,9um)x(1,8-
3,0um).

Den er grampositiv.
(B) Vekst pa kulturmedier:
(1) Bouillon-agar pladekultur: god vakst.

(2) Bouillon-agar udstrygningskultur: god vakst.
(3) Bouillon flydende kultur: god vekst.
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(4) Glucose bouillon kultur: god vekst.
(5) Glucose bouillon-agar kultur: mere spredning og jevn vakst

end i bouillon-agar kultur.
(C) Fysiologiske egenskaber.

(1) Vekstbetingelser:
Temperatur: 18-50°C
Optimumtemperatur: 30-45°C
pH: 5 til 8
Optimalt pH: 7,0 - 7,5
(2) Nitratreduktion: positiv
(3) Hydrolyse af gelatin og kasein: positiv.
(4) Hydrolyse af stivelse: positiv.
(5) Saltmodstandsdygtighed: god vekst i 5% NaCl-opl@sning.
(6) Iltkrav: aerob.

Nir ovennzvnte bakteriologiske egenskaber undersgges under henvis-
ning til ovennazvnte Tlitteraturreferencer og "Transformation and
Transduction in Defective Mutants of Bacillus subtilis ", Journal of
Bacteriology, 93 , 1925-1937, 1967, bekreftes det, at mikroorga-
nismen er en kendt marburg stamme, der tilhgrer Bacillus subtilis.

Resultaterne af undersggelser, der er foretaget med restriktions-
modifikationssystemer fra de farnazvnte transformerede stammer (i)
ti1 (vi) under brug af fag €105C anfgres i tabel 1.
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Dyrkning af fornzvnte transformerede stammer (i) til (vi) kan
udferes ifslge kendte dyrkningsmetoder. En typisk dyrkningsmetode
vil nu biive beskrevet.

Ft kulturmedium, der indeholder aminosyrer, et kaseinnedbrydnings-
produkt, glucose, et phosphat, et sulfat, gerekstrakt og lignende
inokuleres ved den transformerede stamme, og dyrkning udfgres ved 30
- 37°C med gennemluftning og rystning. Cellerne opsamies under en
periode, der Tigger fra den logaritmiske fase til begyndende statio-
nere fase. Cellerne udszttes for ultralydspulverisation og centrifu-
galseparation sddan som de foreligger eller efter, at de har varet
udsat for 1lysosymbehandling til frembringeise af protoplaster,
hvorved opnds et cellefrit ekstrakt. Det opniede cellefrie ekstrakt
fraktioneres og streptomycinsulfatbehandles. Mindst 2 endonuklease-
typer DNA-nedbrydende enzymer, der adskiller sig i substratspecifi-
citet, hvilke enzymer er udvalgt blandt de ovenfor navnte Bsu R, Bsu
1247 1, Bsu 1231 I og Bsu 1231 II, opnds samtidigt efter passende
oprensning, sasom ved gelfiltrering ved brug af Ultragel ACA 44
eller Sephadex G-100, jonbytningskromatografi ved brug af DEAE
cellulose eller phosphocellulose eller en kombination heraf.

Hvert af enzymerne, der er opndet ved fremgangsmaden ifglge den
foreliggende opfindelse, er en kendt endonuklease DNA-nedbrydende

enzymtype.

Fysisk-kemiske egenskaber af disse enzymer vil nu blive beskrevet.
(Fysisk-kemiske egenskaber af enzymer)

(1) M&ling af endonukleaseaktivitet:

Fag #105C formeres i en vartstamme og fag 105C DNA, som er under-
giet vartsafheangig modifikation, separeres og frembringes. Dette fag
$105C DNA bruges som et substrat til maling af den enzymatiske
aktivitet. Mere specifikt bruges som substrater fag @105C DNA, der
er dannet ved hjelp af Bacillus subtilis marburqg 168GSY 1026 som
vertstammen og fag $105C DNA, der er dannet ved hjelp af den trans-
formerede stamme ISMRB 9 som vartstammen.

En enzymatisk reaktionsvaske, der omfatter 0,1 pg af substrat DNAet,

DK 157562B
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50mM tris-HC1 puffer oplgsning (pH = 7,5), 10 mM MgC12, 1 mM 2-mer-
captoethanol, 1% gelatine og en enzymprgve, behandles ved 37°C i 50
minutter, 30 gl af den fremkomne vaskereaktionsblanding udszttes for
elektroforese ved 110V 4§ 1,5 til1 2 timer ved at bruge en plade, der
indeholder 1% agarose gel, og dyppes i en oplgsning, der indeholder
0,5ug/ml ethidiumbkomid, og fluorescensen fotograferes under bestra-
1ing med ultraviolette straler. Restriktionsenzymaktiviteten bestem-
mes pad basis af positionen og antallet af DNA-fragmenter, der
pavises i det opndede foto.

(2) Enzymegenskaber (substratspecificitet):
(a) Restriktionsenzym Bsu R:

Dette enzym spalter DNA separeret fra Bacillus subtilis R. Det
genkender den fglgende nukleotidsekvens i DNA-molekylet:

i
5’ - GG&CC - 3’
3’ - CCGG - 5’
1

og spalter sekvensen ved pilen {.

Yderligere spalter dette enzym SV40 DNA (tumor virus (Simian Virus
40)) 18 steder, Afag DNA mere end 200 steder, A dv DNA 14 steder og
fag SPP1 DNA mere end 80 steder (se S. Bron, K. Murray og T. A.
Trautner, Mol. Gen. Genet., 143, 13 (1975), S. Bron og K.Murray,
Mol. Gen.Genet., 143, 25 (1975) og Tadahiko Ando og Takahiko Shiba-
ta, Proteins, Nucleic Acids and Enzymes, 22, (8),1012 (1977)).

(b) Restriktionsenzym Bsu 1247 I:

Dette enzym spalter DNA separeret fra Bacillus subtilis IAM 1247.
Det genkender fglgende nukleotidsekvens i DNA molekylet:
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{
5’ - CTGCAG - 3’
3/ - GACETC - 5’
1

og spalter sekvensen ved pilen {.

Enzymet spalter X fag DNA 18 steder, SV40 DNA 3 steder, og fag $105C
DNA et ukendt antal steder (se T. Shibata, S. Ikawa, C. Kim og T.
Ando, J. Bacteriol., 128, 473 (1976), Tadahiko Ando og Takehiko
Shibata, Proteins , Nucleic Acids and Enzymes, 22 (8), 1012, (1977)
og JP ansggning nr. 87883/76 (offent]iggﬂre]sesskrift nr.

15491/78)).
(c) Restriktionsenzym Bsu 1231 I:

Dette enzym spalter DNA separeret fra Bacillus subtilis IAM 1231.
Nukleotidsekvensen, der spaltes i DNA-Molekylet af dette enzym, er
ukendt. Det er imidlertid blevet bekreftet, at dette enzym spalter
A fag DNA, fag 2105C DNA og fag SPP1 DNA (se T. Shibata, S. Tkawa,
C. Kim og T. Ando, J. Bacteriol., 128, 473 (1976), Tadahiko Ando og
Takehiko Shibata, Proteins, Nucleic Acids and Enzymes, 22 (8), 1012,
(1977) og JP ansggning nr. 87883/76 (offent]iggﬁre]sesskrift nr.

15491/78)).

(d) Restriktionsenzym Bsu 1231 II:

Dette enzym spalter DNA separeret fra Bacillus subtilis IAM 1231.
Nukleotidsekvensen, der spaltes i DNA-molekylet af dette enzym, er
ukendt. Det er imidlertid blevet bekreftet, at dette enzym spalter
fag $105C DNA ca. 15 steder, Mfag DNA ca. 15 steder, fag $X174 DNA
ca. 5 steder og ColEl, (plasmid (cellular intrinsisk faktor fra

Escherichia coli)) ca. 9 steder.

De farneavnte enzymevr, der er opniet ifglge den foreliggende opfin-
delse, er meget verdifulde som biokemiske reagenser til opklaring af
genernes DNA-struktur og funktion og molekyler kloning af generne.



10

15

20

25

30

35

DK 157562 B

14

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse vil nu blive
beskrevet i detaljer under henvisning til fglgende eksempler.

Eksempel 1.

Den tranformerede stamme ISMRB 9 (ATCC 31526) blev fordyrket ved
37°C natten over i 1 Titer Bact-Penessary Broth medium (der indehol-
der 1,5% oksekgdsekstrakt, 1,5% gaerekstrakt, 5% pepton, 1% glucose,
3,5% NaCl, 3,68% KZHPO4 og 1,32% KH2P04). Kultursuppen blev overfgrt
ti1 10 liter af et tryptonsuppemedium (der indeholder 1% trypton, 5%
gerekstrakt og 10% NaCl) og dyrkning blev udfgrt ved 37% i 4-5
timer under gennemluftning og rystning. Celler i begyndelsesstadiet
af stationzr vakstfase blev opsamlet ved centrifugal separation og
30 g af cellerne blev suspenderet i 50 ml pufferoplgsning A (der
indeholder 10mM tris-HC1 pufferoplgsning (pH = 7,5), 0,1 mM EDTA og
5 mM mercaptoethanol). Den fremkomne suspension blev blandet med
glasperler (diameter = 0,1 mm), og pulverisationsbehandling blev
udfort ved 0°C i 15 minutter, og den pulveriserede suspension blev
centrifugeret i 10 minutter ved 10.000 omdr./min.

Til den opndede supernatantveske blev sat en 1% opldgsning af strep-
tomycinsulfat, og blandingen blev fraktioneret i bundfaldet og
supernatantvesken ved centrifugalseparation. Den bundfeldede frak-
tion blev suspenderet i den ovenfor nzvnte pufferoplgsning A til
hvilken der var blevet sat 0,2 M MgC]z, 0g en suspension, der
indeholder restriktionsenzymet Bsu R, blev opnaet.

Ammoniumsulfat blev sat til streptomycinsupernatantvasken til en
koncentration, der svarer til 40-80% metning, og det fremkomne
bundfald blev suspenderet i pufferoplgsning A og dialyseret mod
pufferoplgsning A. Dialysefraktionen blev fgrt gennem en sgjle, der
er pakket med AcA 34 (2,2 cm x 58 cm) og eluering blev udfgrt under
anvendelse af en pufferoplgsning, der indeholder 1% glycerin og 0,3
M NaCl, og aktiviteten Bsu 1247 I blev pavist i 150-220 ml af
eluatet.

Yderligere blev dialysen udfgrt ved brug af en pufferoplgsning, der
indeholder 10% glycerin, og dialysefraktionen blev fgrt gennem en
adsorptionssgjle, der er pakket med DE 52. Elueringsbehandling blev
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udfert under anvendelse af pufferoplgsning A, der indeholder 10%
glycerin og har en linear NaCl-koncentrationsgradient pa fra 0 til
0,5 M. Renset Bsu 1247 I blev opsamlet i fraktionen, der blev
elueret med pufferoplesning A ved en NaCl-koncentration pa 0,12 til

0,2 M.

Eksempel 2

Den tranformerede stamme ISMRBE 17 (ATCC nr. 31522) blev dyrket og
behandlet pa samme made som beskrevet i eksempel 1, og fraktionen,
der indeholder restriktionsenzymet Bsu R blev opsamlet fra frakti-
onen bundfeldet med streptomycin.

Streptomycinsupernatantvaesken blev behandlet pa samme made som i
eksempel 1, og aktiviteterne af restriktionsenzymerne Bsu 1247 I og
Bsu 1231 I blev pavist i 150 til 220 ml af det opndede eluat. Denne
fraktion blev dialyseret mod pufferoplgsning A, der indeholder 10%
glycerin og dialysefraktionen blev fgrt gennem en adsorptionssgjle,
der er pakket med DEAE cellulose og DE 52. Eluering blev udfgrt med
pufferoplgsningen A, der indeholder 10% glycerin og har en Tinear
NaC1-koncentrationsgradient pd fra 0 til 0,5 M. Fraktionen, der blev
elueret med pufferoplgsningen A ved en NaCl-koncentration pa fra
0,12 til 0,2 M, blev opsamlet og dialyseret mod en 10mM kaliumphos-
phatpufferoplgsning (pH = 6,8), der indeholder 10% glycerin, 0,1 mM
EDTA og 5 mM 2-mercaptoethanol. Dialysefraktionen blev adsorberet pa
en sgjle, der er pakket med phosphocellulose p-11 og eluering blev
udfgrt med en oplgsning af KC1, der har en linear koncentrationsgra-
dient pd fra 0 til 0,6 M. Bsu 1247 I blev opsamlet i fraktion, der
blev elueret med KCl-oplgsningen, der har en koncentration pa fra
0,22 til 0,32 M, og Bsu 1231 I blev opsamlet i fraktionen, der blev
elueret af KC1-oplgsningen, der har en koncentration pa fra 0,20 til
0,38 M.

Eksempel 3

Den transformerede stamme ISMBF 21 (ATCC nr. 31.525) blev dyrket og
behandlet pd samme made som i eksempel 1 til opndelse af en strepto-
mycinsupernatantvaske. Aktiviteterne af restriktionsenzymerne Bsu
1247 T og Bsu 1231 II blev pavist i 150 til 220 ml af en fraktion,
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der er opnaet ved behandling af streptomycinsupernatantvasken pa
samme mide som i eksempel 1. Den siledes opniede fraktion blev
behandlet pd samme midde som i eksempel 2. Mere specifikt blev
fraktionen dialyseret mod pufferoplgsningen A, der indeholder 10%
glycerin, og adsorberet i en sgjle, der er pakket med DEAE cellulose
og DE 52. Eluering blev udfert under anvendelse af pufferoplgsningen
A, der indeholder 10% glycerin, og som har en linear NaC1-koncentra-
tionsgradient pa fra 0 til 0,5 M og fraktionen, der blev elueret af
pufferoplgsningen A, der har en koncentration pid fra 0,12 til 0,2 M
blev opsamlet. Fraktionen blev yderligere dialyseret mod en 10 mM
kaliumphosphatoplgsning (pH = 6,8), der indeholder 10% glycerin, 0,1
M EDTA og 5 mM 2-mercaptoethanol. Dialysefraktionen blev adsorberet
i en sgjle pakket med phosphocellulose P-11, og eluering blev udfgrt
med en KCl-oplgsning, der har en linezr koncentrationsgradient pa
fra 0 til1 0,8 M. Renset Bsu 1231 II blev opsamlet i fraktionen, der
blev elueret med KC1-oplgsningen, der har en koncentration pa fra
0,65 til 0,75 M, og renset Bsu 1247 I blev opsamlet i fraktionen,
der blev elueret med KC1-oplgsningen, der har en koncentration pa
fra 0,22 til 0,32 M.

Eksempel 4

Den transformerede stamme ISE 15 (ATCC nr. 31.527) blev dyrket og
behandlet pa samme made som i eksempel 1 til opndelse af en strepto-
mycinsupernatantvaeske. Aktiviteten af restriktionsenzymet Bsu 1231 I
blev pavist i 150 til 220 ml af en fraktion, der blev opnidet ved
behandling af streptomycinsupernatantvasken pid samme mide som i
eksempel 1. Fraktionen blev behandlet pid samme mide som i eksempel
1. Mere specifikt blev fraktionen dialyseret mod pufferoplgsningen
A, der indeholder 10% glycerin, og derefter adsorberet i en sgjle
pakket med DE 52. Eluering blev udfert under anvendelse af puffer-
oplgsning A, der indeholder 10% glycerin og har en lineer NaCl-kon-
centrationsgradient pa fra 0 til 0,5M. Renset Bsu 1231 I blev
opsamlet i fraktionen, der blev elueret med pufferoplgsningen A, der
har en NaCl-koncentration pd fra 0,12 til 0,18 M.

Eksempel 5.

Den transformerede stamme ISF 18 (ATCC nr. 31523) blev dyrket og
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behandlet pd samme mide som i eksempel 4. Renset Bsu 1231 II blev
opsamlet i fraktionen, der blev elueret med pufferoplgsningen A, der
har en MaCl-koncentration pd fra 0,20 til 0,30 M.

Eksempel 6.

Den transformerede stamme ISB 8 (ATCC nr 31524) bilev dyrket og
behandlet pi samme made som i eksempel 4. Renset Bsu 1247 1 blev
opsamlet i fraktionen, der blev elueret med pufferopigsningen A, der
har en NaCl-koncentration p& fra 0,12 til 0,20 M.
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Patentkrayv.,

1. Fremgangmdde til fremstilling af mindst to deoxyribonukleaser
udvalgt blandt Bsu R, Bsu 1247 I, Bsu 1231 I og Bsu 1231 II, k e n-
detegnet ved, at Bacillus subtilis ISMRB 9 (ATCC 31.526,
FERM P 4543), Bacillus subtilis ISMRBE 17 (ATCC 31.522, FERM P
4381), Bacillus subtilis ISMBF 21 (ATCC 31.525, FERM P 4384),
Bacillus subtilis ISE 15 (ATCC 31.527, FERM P 4380), Bacillus
subtilis ISF 18 (ATCC 31.523, FERM P 4382) eller Bacillus subtilis
ISB 8 (ATCC 31.524, FERM P 4383), dyrkes i et naringsmedium, efter-
fulgt af opsamling af et cellefrit ekstrakt fra celler, der er
opndet ved dyrkningen, og fraktionering og/eller separering af det
cellefrie ekstrakt til opnaelse af mindst to af ovennavnte deoxyri-
bonukleaser, som hver har forskellig substratspecificitet.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
cellerne opnas under en periode, der ligger fra sen logaritmisk
vakstfase til begyndende stationzr vakstfase.

3. Fremgangsmide ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
fraktionerings- og/eller separationsbehandlingen omfatter en behand-
ling udvalgt blandt streptomycinbehandling, ammoniumsulfatfraktione-
ring, ionbytningskromatografi, gelfiltrering og affinitetskromato-
grafi.
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