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Signaalipeptidimuunnoksia

Keksintd liittyy molekyylibiologiaan ja tarkemmin sanottuna
vhdistelmd-DNA-tekniikkaan. Erityisesti keksintd koskee
menetelmid muunnettujen signaalipeptidien tuottamiseksi sekd
muunnettuja signaalipeptidejd, jotka ovat hy®6dyllisid halut-
taessa lisdtd transformoituneiden isdntien heterologisten
geenituotteiden erittymistd. Lisdksi keksintd koskee menetel-

mdd yhdistelm&-DNA-sekvenssien tuottamiseksi in vivo.

Vaikka proteiinisynteesi tapahtuukin solunsisdisesti, toimivat
jotkut proteiinit solun ulkopuolella. N&itd ekstra-sellulaa-
risia proteiineja nimitetddn erittyneiksi proteiineiksi. Monet
erittyvdt proteiinit ilmentyvédt ensin solun sis&dlld prekursori-
eli esiproteiinimuodossa. N&diden esiproteiinien aminop&didssi
on jatke, jota nimitetdd&n signaali- tail johtosekvenssiksi

(tai signaalipeptidiksi). Signaalisekvenssillid on oleellinen
osuus siihen liittyneen peptidin kuljettamisessa solua rajaa-

viin kalvoihin ja/tai niiden lé&pi.

Signaalisekvenssid koodittava DNA voidaan sis&llyttidid ilmentd-
misvektoriyhdistelmiin. T&llaisten vektorien kdyttd tekee
mahdolliseksi sopivien isé&ntdorganismien transformoinnin niin,
ettd ne kykenevdt tuottamaan heterologisia geenituotteita.
Isdntdorganismit ovat usein bakteereita, koska bakteerit kas-
vavat kemiallisesti mddritellyilld kasvualustoilla suhteelli-
sen helposti. Organismit kasvavat nopeasti ja suuret tuote-
saannot ovat mahdollisia. XKun sopivat isdntdorganismit trans-
formoidaan tuottamaan haluttuja geenituotteita, on tdllaiset
geenituotteet usein helpompi havaita ja puhdistaa, jos ne
erittyvdt periplasmiseen tilaan tai kasvualustaan. Kun halu-
tut geenituotteet erittyvdt kasvualustaan, vdltetddn tarve
rikkoa organismit tuotteen talteenottamista varten. Lisdksi
joillakin heterologisilla geenituotteilla on myrkyllinen

vaikutus isd@ntdorganismeihin. Kun tdllaiset heterologiset



geenituotteet erittyvidt eivadtkd kerddnny isdnndn sisidlle,

eivdt ne niin helposti hdiritse solun normaaleja toimintoja.

Joissakin tapauksissa signaalisekvenssi katkaistaan irti
proteolyyttisesti erittymisen aikana tai sen jdlkeen niin,

ettd saadaan kypsd proteiini, joka irtoaa solua rajoittavista
kalvoista, joiden ldpi se on kulkenut. Toisissa tapauksissa
signaalisekvenssi kylld lohkeaa irti, mutta kypsd proteiini

jé&&d kiinni solukalvoon muiden muunnoksien seurauksena, Jjotka
johtavat lipidin kovalenttiseen liittymiseen kypsdn proteiinin
aminopddhdn. Escherichia colin lipoproteiinit ovat esimerkkeija
tdllaisista kalvoon sitoutuneista proteiineista; E. colin beeta-
laktamaasi on esimerkki proteiinista, joka irtoaa kalvosta sig-
naalisekvenssin lohkeamisen jdlkeen ja tadmdn seurauksena heeta-
laktamaasi erittyy E. colin periplasmiseen tilaan. T&allaisia
erittyvid proteiineja kutsutaan eksoproteiineiksi. Jotkut

muut proteiinit, kuten Bacillus licheniformisin beeta-lakta-
maasi, Jjosta tdssd kdytetddn mybs nimitystd penisillinaasi,
voidaan muokata kahteen erilaiseen kypsdidn proteiinimuotoon,
joista toinen on erittyvd eksoproteiinimuoto ja toinen on
kalvoon sitoutunut lipoproteiinimuoto. Penisgillinaasin lipo-
proteiinimuodossa ensimmdiset 26 signaalisekvenssin kaikkiaan
34 aminohaposta ndyttdvidt toimivan signaalipeptidin varsinai-
sena kuljettajaosana. Jotkut tai kaikki j&dljelld olevat 8
aminohappoa ndyttdvdt erdiden karboksip&ddn aminohappojen ohella
kuuluvan signaalipeptidin kuljetusosaan lipoproteiinimuodon

muodostamisessa.

Vaikka asiaa ei tdysin ymmdrretdkddn, ndyttdd mekanismi,

jolla kypséd proteiini (lipoproteiini) sitoutuu solukalvoon,
sisdltdvén lipidisidoksen muodostumisen kohtaan, joka on lihel-
134 signaalipeptidid tai sen sis&lld. Lipidin kiinnittyminen
ndyttdd ankkuroivan proteiinin solukalvoon. Tiettyjen amino-
happosekvenssien, jotka sijaitsevat alueella, jossa signaali-
sekvenssit liittyvat kalvoon sitoutumaan kykeneviin kypsiin

proteiinimuotoihin, uskotaan toimivan tunnistuskochtina solun



reagensseille, jotka osallistuvat kemiallisiin muunnoksiin,
jotka Jjohtavat kalvoon sitoutuneiden lipoproteiinien muodos-
tumiseen. Ndiden erityisten kemiallisten muunnosten uskotaan
sisdltdvédn rasvahappojen kovalenttisen sitoutumisen signaali-

sekvenssiryhmiin.

Lipoproteiininmuodostusta edesauttamaan kykenevien signaali-
sekvenssien hyodyllisyys voisi joissakin tapauksissa parantua,
jos tunnistuskohtia voitaisiin muuntaa siten, ettd sitoutumat-
toman, periplasmiseen tilaan tai kasvualustaan erittyvédn
eksoproteiinin mddrd kasvaisi. T&llainen muunnettu signaali-
sekvenssi voisi tietysti johtaa muodostuvan, kalvoon sitoutuvan

lipoproteiinin m8dr&dn pienenemiseen.

Td&mdn keksinndn tarkoituksena on parantaa bakteeri-isdntien
kykyd erittdid erditid tuottamiaan peptidejd, jotka ovat joko
bakteeriproteiineja taili tavallisemmin heterologisia peptideijd,
jotka syntetisoituvat yhdistelmd-DNA-sekvensseilld tapahtuneen
transformoitumisen seurauksena. On ollut mahdollista muuntaa
villityyppisid sekvenssejd, jotka koodittavat signaalipeptideijd,
joiden on tarkoitus olla liittyneind ndihin haluttuihin pro-
teiineihin, jolloin seurauksena on signaalin tehon parantuminen
ndiden proteiinien siirtdmisessd soluliman kalvon 1ldpi kasvu- -
alustaan (Gram-positiivisten bakteerien ollessa kyseessd)

tali periplasmiseen tilaan ja Jjoissakin tapauksissa kasvualus-—
taan (Gram-negatiivisten bakteerien ollessa kyseessd). Tdssd
kaytetddn hyddyksi villityyppisid signaalisekvenssejd, jotka
luonnostaan kykenevidt kuljettamaan solun proteiinit kalvolle

ja auttamaan liittyneen proteiinin sitoutumisessa tdllaiseen
kalvoon lipoproteiinina. Kun sdilytetddn kyky siirtdd haluttu
proteiini kalvolle, mutta vahingoitetaan kykyd auttaa kalvoon
sitoutumisessa, saadaan signaalista tehokkaampi erittymisen

aiheuttaja.

N&din ollen t&mén keksinndén yksi toteutustapa koskee DNA-
sekvenssid, joka koodittaa parannettua, uutta "eksosignaali-

peptidid", jonka aminohapposekvenssissd on aminohappo X



vastaavan villityyppisen signaalipeptidin kyvsteiinitdhteen

paikalla; ja mainittu villityyppinen signaalipeptidi a) kyke-
nee muodostamaan kalvoon sidottuja lipoproteiineja ja b) sisdl- -
t34 apualueen, jossa on yksi ainut kysteiini; ja X ei toimin-
nallaan saa aikaan kalvoon sitoutuneen lipoproteiinin muodos-
tumista; ja X:n korvaama kysteiini on juuri se, joka sijaitsee

apualueessa b).

Edelleen keksintd koskee DNA-sekvenssejd, jotka koodittavat
vhteenliittyneitd peptidej&, joissa on haluttu proteiini toi-
minnallisesti liittyneend eksosignaalipeptidiin, ilmentdmis-
vektoreita, jotka kykenevdt saamaan aikaan ndiden vhteenliit-
tyneiden peptidien tuotannon, ndilld vektoreilla transformoi-
tuneita soluja ja nditd transformoituneita soluja viljelemdlla
aikaansaatuja eksosignaalipeptidejd ja yhteenliittyneitd

peptidejéd.

Keksint®d koskee myds menetelmid erittymisen parantamiseksi
kdyttdm&dlli keksinndn mukaisia koodittavia sekvenssejd, vekto-
reita Ja transformoituneita organismeja sekd uutta menetelmdid

DNA-sekvenssin muuntamiseksi in vivo-yhdistelemiselld.

Kuva 1 on kodonikaavio, joka esitt&i kysteiin127‘——9seriiniz7—
mutaation aikaansaamista;

kuva 2 on nukleotidikaavio, joka esitt&dd plasmidiperhettd,
jossa on edulliset restriktioentsyymien tunnistuskohdat penP-
promoterin ja signaalisekvenssin vieressd;

Kuva 3 on kodonikaavio, Jjoka kuvaa pSYC748:n rakentamista
heterokahdenteen muodostamisella ja in vivo-yhdistelemiselld.
Kuva 4 esittdd plasmidin pSYC709 oleellisia piirteitéi.

Kuva 5 esittdd keksinnodn mukaisten vektorien vastaavia kodoni-
ja aminohappojédrjestyksid, jotka sisdltdvdt haluttuna proteii-
nina toimivaa kypsidd penP-proteiinia (suuri eksopenisillinaa-
si) koodittavan sekvenssin.

Kuva 6 on keksinndn mukaisten vektorien vastaavia kodoni- ja
aminohappojdrjestvksid, jotka sisdltdvdt haluttuna proteiinina

toimivaa kypsdd hGH-proteiinia koodittavan sekvenssin.



Tdssd selostuksessa kdytetddn termejd signaalipeptidi, johto-
peptidi, signaalisekvenssi ja johtosekvenssi samassa merki-
tyksessd. N&illd sanonnoilla tarkoitetaan proteiinien amino-
pddn jatkeita, jotka aiheuttavat proteiinin kulkeutumisen

solukalvoon tai sen l&pi.

Yleisesti ottaen tdllaisille sekvensseille on ominaista N-
pddssd oleva hydrofiilinen, Jjoskus varauksen sis&dltdvd amino-
pddn sekvenssi, jota seuraa "hydrofobinen ydin", Jjoka sisdltdid
10-25 suurimmaksi osaksi neutraalia ja hydrofobista aminohappoa,
ja mahdollisesti karboksipddssd oleva lisdsekvenssi liittynee-
nd proteiiniin, joka on tarkoitus erittdd. Hydrofobisen ytimen
C-p&adn 1l&dhelld ja hydrofobisen pddn sisdllid oleva lyhyt amino-
happosarja ndyttdd auttavan lipoproteiinin kalvoon sitoutumis-
ta. Keksinnon mukaisissa "eksosignaalipeptideissd" korvattu
kysteiinitdhde on t&ssd "apusekvenssissd"; muita villityyppi-
sen signaalisekvenssin kysteiinitdhteitd ei tarvitse korvata

tdlld tavalla keksinndn mukaisissa "eksosignaalipeptideissa".

Halutun proteiinin erittyminen vaatii sen N-pddn ldhellid olevaa
katkaisukohtaa. Yleensd uskotaan, ettd tdllainen katkeaminen
tapahtuu alaniinitdhteen jdlkeisessd kohdassa, ja ettd tosi-
asiassa katkeaminen edellyttdd alaniinitdhteen ldsndoloa.

Tdtd ei kuitenkaan ole todistettu, joten mikd tahansa halutun
proteiinin N-pd8n 1l8helld oleva aminohapposekvenssi, joka sal-
lii katkeamisen, on kdyttdkelpoinen keksinnén mukaisissa

eksosignaalipeptideissi.

"Eksosignaalipeptidi" (tai eksosignaalisekvenssi) on signaali-
peptidi, joka kykenee saamaan aikaan polypeptidin tai proteii-
nin erittymisen, joka proteiini on jatkeena signaalipeptidin
C-pddssd. Jokainen t&m&n keksinnén mukainen eksosignaali-
peptidi on sukua vastaavalle villityyppiselle signaalipepti-
dille siten, ettd villityyppisen sekvenssin sisdltdmd kysteiini-
tdhde on korvattu muulla aminohapolla. "Vastaavat villityyppi-

set" signaalipeptidit, joita voidaan kdyttdi tdssi keksinndssi,



ovat sellaisia, joita loytyy bakteerisysteemeistd, jotka kyke-
nevdt liittdm&&n toimivasti sitoutuneen polypeptidin tai
proteiinin kalvoon sitoutuneeksi lipoproteiiniksi. T&llainen
vastaava villityyppinen signaalipeptidi on B. licteniformis-

renisillinaasin johtosekvenssi.

On vmmérrettdvdd, ettd villityyppisissd sekvensseissd, joita
t8médn keksinndn eksosignaalisekvenssit vastaavat, on pienid
vaihteluita pituudessa ja aminohappokoostumuksessa, jotka joh-
tuvat lajikohtaisista eroista, mutaatioista (tarkoituksella
aikaansaadut ja spontaanit), luentavirheistd tms. N&din ollen
"villityyppiset sekvenssit" eivdt valttdmdttd rajoitu niihin
tarkoin tiedettyihin aminohappojdrjestyksiin, jotka on julkais-
tu eri bakteerikannoille, vaan ne kattavat kaikki mahdolliset
samankaltaiset sekvenssit, joissa oleellisesti ottaen on jdl-

jelld villityyppisen sekvenssin aktiivisuus.

Kuten edelld on mainittu, ndmd villityyppiset sekvenssit sisdl-
t&vat "apualueen", joka ndyttdd olevan yhteydessd liittyneen
peptidin kalvoon sitoutumisen kanssa. Esimerkiksi B. licheniformis-
penisillinaasisignaalissa on aminohapposarja Leu-Ala-Gly-Cys
signaloidun prekursorin asemissa 23-27 ja signaloidusta
prekursorista johtuva kalvoon sitoutunut proteiini alkaa edel-
tdvédstd kysteiinistd (kun taas vastaava eksoproteiini alkaa ase-
masta 35). T&dmid alue, joka on vdlittOmdsti vieressid ja osit~
tain sisdltdd syntyneen kalvoon sitoutuneen proteiinin, ndyttdid
auttavan kalvoon sitoutumista. Juuri t&mdn alueen kysteiinin
korvaaminen on tarpeen, jotta saadaan keksinn6n mukainen pro-

teiini.

"Vastaavalla" tarkoitetaan ocleellisesti ottaen analogista,
mutta ei valttdmdttd identtistd. Keksinndn mukaisilla ekso-
signaalipeptideilld, joissa jokaisessa on "vastaavan" villi-
tyyppisen signaalipeptidin vastaavan kysteiinitdhteen tilalla
muu aminohappotdhde, on huomattava homologia villityyppisen

signaalin kanssa (lukuunottamatta Cys-tidhdettd), mutta ne voivat



olla hieman lyhempid tal pitempid tai sisdltdd muita muunnok-
sia, kunhan vain sopiva katkaisukohta halutun proteiinin

irtoamista varten on ldsnd.

Tdssd selostuksessa kuvatut rakentamisratkaisut osoittavat,

ettd keksinnén mukaisiin eksosignaalipeptideihin voidaan

tehdd lisd@muunnoksia, jotka eivdt tuhoa ndiden peptidien kaytto-
kelpoisuutta halutun proteiinin erittymisen aikaansaamisessa.
Tdllaisia peptidejd voidaan muuntaa esim. poistamalla amino-
hapot, jotka ovat analogisia vastaavan penP-sekvenssin amino-
hapoille 29-34; liitt&m&lld Pro-Asp-dipeptidi niiden aminohap-
pojen vdliin, jotka ovat analogisia vastaavan penP-johtosek-
venssin aminohapoille 23 ja 24; liittdmdl114d Ala halutun proteii-
nin N-pddn eteen; tai korvaamalla vastaavan penP-johtosekvens-
sin asemassa 28 oleva Ala—-tdhde Pro-tdhteelld; tali aikaansaa-

malla jokin n&diden yhdistelmi.

Tdssd kdytetylld termilld "penP" tarkoitetaan B. licheniformis-
kannan 749/C prepenisillinaasigeenid tai sen oleellista osaa,
mikd vyhteydestd kdy selvdsti ilmi. PenP:n nukleotidisekvens-—
si on esitetty julkaisussa Kroyer, J., ja Chand, C., Gene
15:343-347 (1981), ja Neugebauer, K., Sprengel, R., ja Schaller,
H., Nucleic Acids Research 9:2577:2589 (1981).

Tdssd tai liittyvdssd asiayhteydessd kdytetylld termillid yvh-
teenliitetty peptidi tai yhteenliitetty proteiini tarkoitetaan
polypeptidi& tai proteiinia, jossa on signaalisekvenssi tai
sen osa haluttuun proteiinisekvenssiin liittyneend. Nimitystd
vhteenliitetty peptidi tai yhteenliitetty proteiini k&ytet&din
samassa merkityksessd@. Tadssd kdyvtetylld termillid haluttu
proteiini tarkoitetaan polypeptidi& tai proteiinia, jota
prokaryoottinen isdntd tuottaa tultuaan transformoiduksi
yhdistelmdvektorilla, joka sisdltdd polypeptidid tai proteiinia
koodittavan DNA-sekvenssin. T&llainen proteiini saattaa olla
tamdn tai muun prokaryoottisen organismin muutenkin tuottama

tai se saattaa olla heterologinen.



Tdssd kdytetylld sanonnalla "kalvoon sitoutuminen" tarkoite-

taan kiinnittymistd kalvolle tai kalvon sisédlle.

Tdssd kdytetylld merkinndlld "hGH" tarkoitetaan ihmisen
kasvuhormonia; "IL-2" tarkoittaa mistd tahansa l&hteestd perdi-

sin olevaa interleukiini-2:ta.

"Johdannaisplasmideilla" tarkoitetaan yhdistelemisen aikana
tuotettuja jdlkeldisid. T&dllaisen vhdistelemisen seurauksena
syntyneiden johdannaisplasmidien ei vdlttdmdttd tarvitse olla
toiminnallisesti ekvivalentteja niiden muodostamisessa k&dy-

tettyjen kantaplasmidien kanssa.

"Toimivasti liitetyll&" tarkoitetaan kyseisten sekvenssien
asettamista rinnakkain niin, ettd niiden normaalit toiminnat
sdilyvdt. Niinpd koodittaviin sekvensseihin toimivasti lii-
tetyt promoterit tai ohjaussekvenssit saavat aikaan kodonien
transkription ja luennan; haluttuihin proteiineihin toimivasti
liitetyt signaalisekvenssit saavat aikaan haluttujen proteii-
nien erittymisen tai kalvoon kiinnittymisen. Haluttuihin
peptideihin toimivasti liittyneet eksosignaalit saavat aikaan

haluttujen peptidien erittymisen.

T&dssd tarkoitetaan "kodonilla" yhtd hyvin (i) mRNA:n ribo-
nukleotiditriplettid, joka luetaan polypeptidin aminohapoksi,
tai joka koodittaa luennan aloitusta tai lopetusta, tai

(ii) geenin deoksiribonukleotiditriplettid, jonka komplementaa-
rinen tripletti transkriboidaan mRNA:n ribonukleotiditriple-
tiksi, joka puolestaan luetaan polypeptidin aminohapoksi,

tai joka koodittaa luennan aloitusta tai lopettamista. N&in
ollen esim. 5'-TCC-3' ja 5'-UCC-3' ovat kumpikin seriinin

"kodoneja", kun termid "kodoni" kdytetdin nidin miAidritellysti.

Tdssd kdytetyilld sanonnoilla "nukleotidi", "deoksinukleotidi"
ja "deoksiribonukleotidi" tarkoittavat kaikki deoksiribonukleo-

tidia.



dNTP tai NTP tarkoittaa mitd tahansa deoksiribonukleotidi-
trifosfaattia eli ATP:td, GTP:td, CTP:td tai TTP:t&.

"bp" tarkoittaa emdsparia ja "kbp" tarkoittaa kiloemdsparia.

"Polypeptidi" tarkoittaa mit& tahansa peptidid, jossa on kaksi

tai useampia aminohappoja, proteiinit mukaanluettuina.

"Koodittava sekvenssi” tai "koodittava DNA-sekvenssi" tarkoit-

taa polypeptidid koodittavaa DNA-sekvenssid.

Tdssd keksinndssd kdytetyissid menetelmissd sovelletaan geeni-
tekniikkaa ja molekyylikloonausta. Yleinen selostus geenitek-
niikasta ja molekyylikloonauksesta 1l0ytyy teoksista Maniatis,
T., Fritsch, E.F., ja Sambrook, J., Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1982), ja Methods in
Enzymology, Volume 68, Recombinant DNA, (Wu, R., editor),

Academic Press, New York, 1979.

N&iden menetelmien kdyttd tarjoaa keinon tuottaa muunnettuja
(eksosignaali) peptidisekvenssejd, jotka on johdettu villi-
tyyppisistd signaalipeptidisekvensseistd, jotka viimeksi-
mainitut kykenevidt muodostamaan kalvoon kiinnittyneitd lipo-
proteiineja. T&dssd kdytetylld sanonnalla johdettu tarkoitetaan
my®s mutatoituneita tai synteettisid signaalisekvenssejd,

jotka vastaavat villityyppisid signaalisekvenssejd. Villi-
tyyppiset sekvenssit sisdltdvdt apualueen, joka on ldhelld
hydrofobisen ydinalueen karboksip&d&dtd, kuten edelld on selos-
tettu. T&ssd apualueessa on yksi kysteiiniryhmd, jonka l&dsnd-
0lo on tarpeen kalvoon kiinnittyneen lipoproteiinin muodostu-
miselle. Keksinn®n mukaisissa, eksosignaalipeptidejd kooditta-
vissa DNA-sekvensseissd kysteiinin kodoni on korvattu muun
aminohapon kuin kysteiinin kodonilla, joka aminohappo ei toimi

kalvoon kiinnittyneen lipoproteiinin muodostajana.

Tdm& keksintd koskee tdllaisia muunnettuja "eksosignaalipepti-

dejd", jotka vastaavat villityyppisid signaalisekvensseji,
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jotka villityyppiset signaalisekvenssit kykenevdt muodostamaan
kalvoon kiinnittyneitd lipoproteiineja. T&dllaisia villityyppi-
si3d sekvenssejd ovat mm. luonnossa esiintyvien prokaryoottien
kyseiset sekvenssit ja niiden toiminnalliset ekvivalentit.
Kalvoon kiinnittyneitd lipoproteiineja muodostavista villi-
tyyppisid sekvenssejd ovat esim. B. licheniformis-penisillinaa-
sin signaalisekvenssit, E. coli-lipoproteiinin (lpp-geenituote)
signaalisekvenssit, Bacillus cereus-penisillinaasi III:n sig-
naalisekvenssit ja S. aureus-penisillinaasin signaalisekvens-
sit. B. licheniformis-penisillinaasin signaalisekvenssit ovat
erityisen edullisia keksinndn toteutuksessa tuotettaessa ekso-
signaalipeptidisekvenssejd. Kalvoon kiinnittyneitd lipopro-
teiineja muodostamaan kykenevien villityyppisten signaali-
peptidien ja t&mdn keksinndn mukaisten vastaavien eksosignaali-
peptidien uskotaan sisdltdvidn apualueita tai -sekvensseja.
Esimerkiksi penP-proteiinin t&llaisessa sekvenssissd on amino-
hapot Leu-Ala-Gly-Cys aminohappoasemissa 24-27. T&md kysteiini-
tdhteen ympdrilld oleva apusekvenssi sallii kysteiinin ottaa
osaa kovalenttisten sidosten muodostamiseen, jotka sitovat
rasvahapot peptidiosaan. T&dmd sama neljidn aminohapon sekvens-
si Leu-Ala-Gly-Cys 1lO6ytyy useista signaalipeptideistd, jotka

kyvkenevidt muodostamaan kalvoon kiinnittyneit& lipoproteiineja.

Keksinndn mukaiset eksosignaalipeptidit muodostetaan korvaa-
malla apuaminohapposekvenssin sisdltd@médn kysteiinin kodoni muun
aminohapon kuin kysteiinin kodonilla koodittavassa DNA-sekvens-
sissd niin, ettd mainittu muu aminohappo ei toimi kalvoon
kiinnittyneen lipoproteiinin muodostajana. Edullisia kodoneja
ovat sellaiset, jotka koodittavat alle 3 hiiliatomia sis&lta-
vid neutraaleja sivuketjuja kantavia aminohappoja. Erittdin
edullista on korvata kysteiinid koodittava kodoni seriinin
kodonilla. DNA-nukleotidin korvaaminen voidaan suorittaa

alan ammatti-ihmisten tuntemilla tavoilla. T&llaista mene-
telmdid on selostettu mm. US-patenttijulkaisussa 4 351 901.
Vield edullisempi nukleotidinkorvausmenetelmd on priimerilli

ohjattu mutatointi. Ks. Zoller, M. J., ja Smith, M., Nucleic
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Acids Research, 10:6%487-6500 (1982). Kaytettdessd edullista
priimerilld ohjattua mutatointimenetelmdd mddritetddn amino-
happoketjua koodittava DNA-sekvenssi alueelta, joka ympdrdi
signaalipeptidid ja sisdltdd korvattavan kysteiinin, Jja tdmdn
sekvenssin perusteella syntetisoidaan noin 10-25 nukleotidia
sisdltdvd palanen kdyttdmdlld alan ammatti-ihmisten tuntemia
menetelmid. Ndihin menetelmiin kuuluu fosfotriesterimenetel-
m&d, jota on selostettu julkaisussa Narang, S.A., Hsiung, H.M.,
ja Brousseau, R., Methods in Enzymology, 68:90-98, (Wu, R.,editor),
Academic Press (1979); mutta vield edullisempaa on kiyttdi
menetelmd3 M. Matteucci ja M. Caruthers, J.Amer.Chem. Soc.,
103, 3185-3191 (1981). Kaikkein edullisinta on suorittaa
synteesi automaattisella syntetisaattorilla, jollainen on
esim. Model Sam One, jota valmistaa Biosearch Inc., San Rafael,

Kalifornia.

Synteettinen nukleotidijakso on parikki yhdelle signaalipepti-
did koodittavalle DNA-sekvenssin sédikeelle korvattavan kysteii-
nin alueella ja toimii priimerind muunnettua signaalipeptidid
koodittavan tdyspitkdn sekvenssin synteesissi. Tarkemmin
sanottuna, erddssd toteutustavassa, jossa edullista penP-
signaalisekvenssid kdytetddn muunneltavana signaalisekvenssi-
nd, synteettinen DNA-jakso vastaa 5 aminohappoa, jotka ovat
asemissa 25-29, paitsi, ettd synteettisen priimerin keskimm&i-
nen kodoni sis&dltéd&d epdparisen nukleotidin, joka ei tdydenni
vastaavaa nukleotidia penP-templaatissa. Kun kdytetdin muita
villityyppisid signaalisekvensseji kuin penP:t&, kuten S.
aureus-penisillinaasin signaalisekvenssid /McLaughlin et al.,
J.Biol.Chem. 256, 11283-11291 (198117, synteettinen priimeri
sisdltdd epdparisia nukleotideja, jotka eividt tdydennd villi-
tyyppisid nukleotideja kysteiinikodonin alueella, joka kodoni
siis on tarkoitus muuntaa nditd signaalisekvensseji kooditta-

vassa DNA-sekvenssisséa.

Villityyppisen penP-signaalisekvenssin DNA-sekvenssi sisdltiid

kodonin (TGC), joka koodittaa kysteiinid aminohappoasemassa 27.
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Kun muunnettu penP-signaalisekvenssi sisdlt&8d seriinin amino-
happoasemassa 27, sisdltdd synteettinen jakso TCC-sekvenssin
vastaavassa asemassa, Jja ndin ollen se koodittaa seriinid

eikd kysteiinid. Keksinndn kdytdnndn toteutuksessa eristetdidn
muunnettava villityyppinen signaalisekvenssi sen sisdltédvastd
organismista tai plasmidista. Villityyppinen penP-signaali-
sekvenssi voidaan eristdd plasmidista kuten pOG2165:std sopi-
via restriktioentsyymejd kdyttd&mdlld. Plasmidia p0G2165 on
selostettu eurooppalaisessa patenttihakemuksessa O 036 259.
Vield edullisempaa on eristdd jakso plasmidista pSYC310-2.
Ensin villityyppistd signaalisekvenssid koodittavan ketjun
sisdltdvd DNA-sekvenssi puhdistetaan ja sen jdlkeen jakso
liitetddn yksisdikeisen DNA-faagin replikoituvaan muotoon

(RF = replicative form), jollainen on esim. kolifiaagi M13mp9.
Ks. Zoller ja Smith (1982), supra, Viera, J., ja Messing, J.,
Gene, 19:259-268 (1982), ja Messing, J. ja Viera, J., Gene,
19:269-276 (1982). Ml13mp9 ja sille ldheistd sukua oleva
M13mp8 ovat saatavissa firmasta Bethesda Research Laboratories,
Inc., Gaithersburg, Maryland. E. coli JM10l tai E. coli JM103
transformoidaan yhdistelmdkolifaagi-DNA:1la, Jjonka jdlkeen
soluja viljeltdessd saadaan faagia, jossa on yksisidikeinen DNA.
Yksisdikeinen DNA eristetddn. Epdparista nukleotidia kantava
synteettinen nukleotidijakso, Jjoka on 5'-fosforyloitu kiytti-
médlld ATP:td ja T4-polynukleotidikinaasia (ks. Maniatis et al.,
supra, s. 123), liitetddn pariksi templaattina toimivaan
vksisdikeiseen faagi-DNA:han, jossa on villityyppinen penP-
johtosekvenssi. Sitten t&td pariksi yhteenliitettyi synteet-
tistd jaksoa k&dytetddn priimerinid aloittamaan komplementaarisen
DNA-s&dikeen synteesi in vitro. Komplementaariset (miinus)
sdikeet syntetisoidaan priimerinpidennysreaktiolla kdyttidmilli
E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenow-palasta faagi-DNA-templaa-
tilla. T4 DNA-ligaasin ollessa l3sni tdssi reaktiossa muunne-
taan osa DNA-molekyyleistd kaksisdikeisiksi, kovalenttisesti
suljetuiksi h6lliksi renkaiksi. N&mi molekyylit erotetaan
muista molekyyleistd, jotka olivat joko polymeraasin epitdy-

dellisesti pidentdmi#d tai eivdt olleet liittyneet yhteen
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priimerin epdtdydellisestd kinaasireaktiosta johtuen. Molekyy-
1it erotetaan agaroosigeelielektroforeesilla tai alkalisella
sakkaroosigradienttisentrifugoinnilla Lfoller ja Smith (1982),
supra/. Sitten E. coli-solut, mielell#&n E. coli JM1O3 trans-
formoidaan puhdistetulla, kovalenttisesti sulkeutuneella,
kaksisdikeiselld DNA:1la. Tunnistetaan ja eristetddn trans-
formantit, Jjotka kantavat faageja, joissa on muunnettuja signhaa-
lisekvenssejd sisdltdvad proteiinia koodittava geeni. Se,

ettd kaksisdikeinen faagi-DNA sisdltdd halutun mutaation
signaalisekvenssissd, voidaan varmistaa analysoimalla mutaatios-
ta aiheutuva lisdd tullut tai menetetty restriktioendonukleaa-
sin katkaisukohta, md&rittdmdlld odotetun mutaation sisdltdvén
alueen DNA-sekvenssi tai suorittamalla DNA-oligonukleotidi-
hybridisaatio kdyttdm&lld radioaktiivisesti merkatussa muodossa
olevaa mutatoinnissa k8ytettyd synteettistd oligonukleotidi-
priimerid koettimena. Ks. Zoller ja Smith, (1982) supra.

Se faagin jakso, joka sisdltdd geenin, jossa on signaalisek-
venssissd tapahtunut mutaatio kysteiinistd seriiniksi, leika-
taan irti mielellddn siten, ettd faagi katkaistaan restriktio-
entsyymeilld. Puhdistuksen jdlkeen jakso kloonataan sopivaan
kloconausvektoriin siten, ettd td1l1ld palalla korvataan jakso,
joka aikaisemmin oli kloonattu t&hdn plasmidiin, ja joka sisdl-
si villityyppisen geenin ilman signaalisekvenssissi olevaa

mutaatiota.

Ellei toisin ole ilmoitettu, suoritettiin kaikki DNA-jaksojen
eristdmiset "geelieluutiolla" akryyliamidigeeleillid kiAyttidm&dlli
oleellisesti ottaen menetelmdd Maniatis et al. (1982) supra,

s. 164, mutta korvaamalla agaroosi akryyliamidilla.

Ellei toisin ole ilmoitettu, tarkoittaa "T4-ligaasi" T4 DNA-

ligaasia.

Ellei toisin ole ilmoitettu suoritetaan kaikki E. colin trans-
formoinnit menetelm&lli Cohen et al., Proc.Natl.Acad.Sci., 69,

2110 (1973) ja kaikki B. subtilis-kantojen transformoinnit
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menetelmilld Anagnostopoulus ja Spizizen J. Bacteriol., 81,

(1961).

Ellei toisin ole ilmoitettu on restriktioentsyymit Jja muut
mainitut entsyymit saatu firmoista New England Biolabs
(Beverly, Massachusetts) tai Bethesda Research Laboratories
(Gaithersburg, Maryland) ja niitd on kdytetty tuottajan anta-

mien ohjeiden mukaisesti.

Keksinndén mukaisella menetelm&lld tuotetut eksosignaalipepti-
dit sisdltdvdt aminohapon X eli muun aminohapon kuin kysteiinin
apualueen sisdltdmdn kysteiinin tilalla. Erityisen edullinen
on muunnettu B. lichHeniformis-penisillinaasin {(penP) signaalisek-
venssi, jossa on seriini signaalipeptidisekvenssin amino-
happoasemassa 27. Aminohappoasemassa 27 oleva seriini korvaa
kysteiinin, joka on alkuperdisessd villityyppisen B. licheni-
formis penP-signaalisekvenssin apualueessa leu-Ala-Gly-Cys,
joka ulottuu aminohappoasemien 24-27 yli. Edullinen on myos
sellainen muunnettu penP-signaalisekvenssi, joka sisdltdd ala-
niinin aminohappoasemassa 27 korvaamassa kysteiinin, joka on
tdssd asemassa villityyppisessd B. licheniformis penP-signaali-

sekvenssissi.

Lisdksi keksintd sisdltdd menetelmdn DNA-emdssekvenssin
heterokahdentamiseksi, Jjonka j&lkeen seuraa yhdisteleminen

in vivo. Kaksi kantaplasmidia, jotka ovat rakenteeltaan
oleellisesti ottaen homologisia lukuunottamatta erditd osia,
muunnetaan suljetuista rengasrakenteista avoimiksi tylppapdi-
siksi lineaarisiksi muodoiksi hajottamalla kumpikin restriktio-
entsyymilld, joka leikkaa kdsitelt&dvidn plasmidin vdhintdin

20 bp:n pddstd toisen plasmidin katkaisukohdasta lukien, kun
mitataan analogisista kohdista, ja tylpidt pddt tehddin S1-
nukleaasilla. Saatu tylppdpdinen, lineaarinen, kaksisdikeinen
DNA erotetaan ja sen annetaan liittyd vhteen ja muodostaa
uudestaan satunnaisesti renkaita niin, ettd syntyy hetero-
kahdenteita, jotka voivat sisdltdd yksisdikeisid DNA-sekvenssi-—

osia, jotka vastaavat kyseisten kahden kantaplasmidin eri
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DNA-sekvenssiosia. Koska kantaplasmidien pilkkomisessa kdy-
tetyt entsyymit leikkaavat analogisten kohtien sivusta, on
heterokahdenteissa nditd siirtymid vastaavia lomittaisia
pditd, Ja ndin ollen ne voivat muodostaa renkaita. Homokah-
denteilla ei ole lomittaisia pditd ja ndin ollen ne eivdt voi
muodostaa renkaita. Sitten nd&md heterokahdenteet siirretdéan
transformoitavissa oleviin is&ntiin ja transformoitavissa
olevien isdntien annetaan saada aikaan uudelleenrengastuneiden
heterokahdenteiden DNA-sekvenssiosien vhdisteleminen in vivo,
jolloin ne tuottavat johdannaisplasmideja, jotka sisdltdvit
kyseisten kahden kantaplasmidin kantamien eri DNA-sekvenssi-
osien yhdistelmia. Sitten yhdistelm8plasmidit seulotaan sel-
laisten johdannaisplasmidien suhteen, joissa on haluttuja
yvhdistelmid, Jja ndilld transformoidaan tarkoitukseen sopivat

isdntdorganismit.

Hieman tarkemmin sanottuna kdytetddn keksinndn tdssd toteutus-
tavassa kantaplasmidiparia. Kantaplasmidit ovat huomattavassa
m&drin rakenteeltaan homologisia toistensa kanssa, mutta
kummassakin on analogisessa kohdassa hieman toisistaan poikkea-
va DNA-sekvenssi. Esimerkiksi kantaplasmidi (A) saattaa sisdl-
tdd sekvenssin (y), joka koodittaa haluttua geenituotetta.
Kantaplasmidin (A') sekvenssi on huomattavassa mddrin homolo-
ginen kantaplasmidin (A) kanssa, mutta se sisdltdd eri sekvens-
sin (z), joka on analogisessa asemassa (y):hyn verrattuna.
Plasmidit (A) ja (A') linearisoidaan kumpikin restriktioentsyy-
milld. Katkaisukohdat valitaan siten, ettd ne ovat viahintdin
20 bp:n pddssd analogisista kohdista kummassakin plasmidissa.
Jos restriktioentsyymeilld suoritettu katkaisu jattdd yksi-
sdikeiset pddt, tehdd&n pdistd tylppid yhden sdikeen suhteen
spesifiselld nukleaasilla, kuten S1:118, tai suoritetaan kor-
jausreaktio esim. k&dyttdmdlld E. colin DNA-polymeraasi I:n
Klenow-palasta ja tarvittavia dNTP-substraatteja, jotta homo-
kahdenteiden renkaanmuodostus vdltetddn. Sitten muodostetaan
kahdennemolekyylit sulattamalla ja yhteenliitt&m&lli. Homo-

kahdennemolekyylit sis&dltdvdt DNA-sdikeitd vain kantaplasmidista
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(A) tai kantaplasmidista (A'). Heterokahdennemolekyylit
sisdltdvdat DNA-sdikeen kantaplasmidista (A) ja DNA-sdikeen
kantaplasmidista (A') Jja muodostavat renkaan, koska kyseisten
kahden katkaisukohdan v&1illd on lomittaiset pddt. Rengas-
muodossa ne kykenevdt transformoimaan isdnt&dsoluja tehokkaasti.
Homokahdennemolekyylit eivdt transformoi isdntidsoluja tehok-
kaasti, koska ne eivat kykene muodostamaan renkaita; niiden
tylpdt yhteenkuuluvat pddt eivdt liity vhteen. Erikoislaatui-
set sekvenssit, kuten (y) ja (z), jotka ovat heterokahdentei-
den kussakin kantasdikeessd (huonosti yhteensopivat sdikeet),
voidaan selektiivisesti sis&dllyttdd tai poistaa johdannaisplas-
mideista transformoituneessa solussa in vivo tapahtuvan kor-
jaustoiminnan tuloksena. N&md in vivo-korjausprosessit pois-
tavat roikkuvia hdntid, tdyttdvidt aukkoja, poistavat silmukoi-
ta ja korjaavat vddrid nukleotideja. Lisdksi kantaplasmidien
vdlilld olevia vastingeenien eroista johtuvia epdparisia
sekvenssejd voidaan sis&llyttdd johdannaisplasmideihin yhtd

hyvin.

Td11ld keksinndn mukaisella menetelmilli voidaan tuottaa uusia
yhdistelmdsekvenssejd plasmideissa in vivo tarvitsematta
turvautua pelkédstdédn restriktiopalasten suoraan yvhteenliitt&mi-
seen in vitro. Keksinnén tdmdn toteutustavan edullisessa
suorituksessa valitaan kantaplasmideiksi sellaiset, joissa on
riittdvd sekvenssihomologia, jotta toisen plasmidin yksis&di-
keiset DNA:t voivat liittyd toisen plasmidin yksisidikeisiin
DNA-jaksoihin. Kumpikin kantaplasmidi sisdltid ainutlaatuisia
,sekvenssejé, joita toisessa kantaplasmidissa ei ole. Kanta-
plasmidi~-DNA:t eristetd&n alan ammatti-ihmisten tuntemilla
menetelmilld. T&llaisia menetelmid ovat mm. keesiumkloridi-
gradientit ja pienimittakaavainen menetelmd, joka on esitetty
julkaisussa Ish-Horowicz, D., ja Burke, J.R., Nucleic Acids
Research 9:2989-2998 (1981). Kumpikin kantaplasmidi katkaistaan
sopivalla restriktioentsyymilld. Alan ammatti-ihmiset tunte-
vat hyvin ndiden entsyymien kdytdn. T&llaisia entsyymeji on
saatavissa esim. firmoista New England Biolabs tai Bethesda
Research Laboratories ja niitd kdytet&dn tuottajan ohjeiden mu-

kaisesti.
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Heterokahdenteiden valmistamiseksi kdsitell&dén linearisoitu
plasmidi-DNA, Jjos se sisdltdd vksisdikeisid, ulostydntyvia
pditd, entsyymilld, kuten Sl-nukleaasilla sopivassa pusku-
rissa, jotta saadaan hajotetuiksi vksisdikeiset h&dnndt, jotka
saattavat johtua restrikticentsyymeill&d tapahtuneesta katkai-
susta, Jja ndin saadaan homokahdenteiden uudelleentapahtuva
renkaanmuodostus valtetyksi. Sl-nukleaasikdsittelyn jdlkeen
plasmidi-DNA uutetaan ja saostetaan. Sitten plasmidi-DNA
suspendoidaan uudestaan sopivaan liittd@mispuskuriin. Kanta-
DNA-laatuja sisdltdvdd liuosta kuumennetaan aika, joka riitt3i
erottamaan DNA-sdikeet toisistaan. Sitten kuumennetun liuok-
sen annetaan hitaasti jddhtyd huoneen ldmpdtilaan, jotta erot=-
tuneet DNA-s&dikeet voivat liittyd yhteen toistensa kanssa ja
muodostaa renkaita. S&dikeiden erottamisessa ja yvhteenliittd-
misessa voidaan kadyttd4 muitakin menetelmid kuin kuumennusta
ja jaahdytystd, kuten pH:n alentamista ja nostamista ja pH:n
palauttamista sen j&dlkeen neutraaliksi. Yhteenliittdmisen ja
renkaanmuodostuksen jédlkeen kdytetddn DNA:ta transformointi-
kelpoisen isdnn&n transformointiin. Vain renkaitamuodostavat
heterokahdenteet pystyvédt transformoimaan merkittdvilli taa-
Jjuudella. Heterokahdennemolekyyleissd olevat roikkuvat p#it
(Joita syntyy lomittaisten pdiden ei-homologisista jatkeista)
ja yksisdikeiset aukot poistuvat tai korjautuvat transformoi-
tuneissa soluissa in vivo. T&md in vivo-yhdisteleminen johtaa
uusien yhdistelmdplasmidijohdannaisten muodostumiseen. Vastin-
geenien eroista johtuvia kantaplasmidien vilisii epdparisia
sekvenssejd voidaan my8s sisdllyttdd yhdistelmiplasmidijohdan-
naisiin suurella taajuudella, kun kdytetdidn tdmdn keksinndn
mukaista heterokahdennetransformointimenetelmdid. Haluttuja
vhdistelmédplasmidijohdannaisia kantavat kloonit eristet&in.
Yhdistelmdplasmidijohdannaiset eristetidn ja niillid transfor-

moidaan transformointikelpoiset isd@nnit.

Seuraavissa esimerkeissd esitetddn tdmdn keksinnoén yksityis-
kohtaisia toteutustapoja.; Ndmd esimerkit on tarkoitettu vain
selventdviksi, eivdtkd ne rajoita liitteend olevien patentti-

vaatimusten kattamaa alaa mill&&n tavalla./

3
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Esimerkki 1

Poistumamutaation aikaansaaminen aminochappoasemiin 23-27

B. licheniformis 749/C-penisillinaasin signaalisekvenssisséd

B. licheniformis-penisillinaasin (penP) geenin DNA-sekvenssi
tunnetaan. Ks. Kroyer, J., ja Chang, S., Gene 15:343-347
(1981) ja Neugebauer, K., Sprengel, R., ja Schaller, H.,
Nucleic Acids Research 9:2577-2589 (1981). DNA-sekvenssistd
ilmenee, ettd penP-geenissid on vain kaksi HhaI-tunnistuskohtaa
(GCGC), jotka ovat 23. aminohapon kodonissa (yhdessd 24. amino-
hapon ensimmdisen nukleotidin kanssa) sekd 27. aminohapon

kaksi viimeistd nukleotidia yhdess&d 28. aminohapon kahden
ensimmdisen nukleotidin kanssa. N&am& kaksi penP-geenin Hhal-
kohtaa ovat asemissa 24-27 olevan Leu-Ala-Gly-Cys-sekvenssin
vieressd, jossa asemassa 27 olevan Cys:n rikki on muunnettu
glyseridilld entsyymin kalvoon sidotussa muodossa. T&dmd sama
leu-ala-gly-cys-sekvenssi, Jjossa Cys on muunnettu glyseridilli
kalvoon sidotussa muodossa, 1loytyy useiden lipoproteiinien
signaalipeptideistd. S. aureus PCl:114 on samanlainen Leu-Ser-
Ala-Cys-sekvenssi, jossa Cys on glyseridilld muunnettu kalvoon
sidotussa muodossa, ks. Nielsen ja Lampen, J. Biol. Chem., 257,

4490-4495 (1982).

Tietdmdttd, olisivatko sellaiset solut eldvid, jotka ilmenti-
vdt mutatoitunutta penP-geenid, jossa on tdmén sekvenssin
kattava mutaatio, pd&tettiin aluksi saada aikaan t&md poistuma-
mutaatio promoterittomaan penP-geeniin. T&dmd oli mahdollista
kdyttamdlld plasmidia pSYC423, joka replikoituu sekd E. coli-
ettd B. subtilis-soluissa. Plasmidin pSYC423 rakentaminen plas-
midista pSYC310-2 on selostettu julkaisussa McLaughlin et al.,
Nucl.Acids Research, 10, 3905-3918 (1982). Plasmidissa

pSYC423 on tdydellinen B. licheniformis penP:t3 koodittava
sekvenssi, mutta siitd puuttuu tdmdn promoteri. penP-sekvenssi
sijaitsee plasmidissa pSYC423 siten, ettd jakson pdissi on
EcoRI- ja BamHI-kohta. T&mid plasmidi pSYC423, joka sisdltii
monia muita HhaI-kohtia EcoRI:hin ja BamHI:hin rajoittuvan

jakson ulkopuolella, pilkottiin ensin Hhal-entsyymilli Jja
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ulospdin tydntyvdt 3'-pddt tehtiin tylpiksi kdyttdamdlld E.

coli DNA-polymeraasi I:n Klenow-palasta neljdn deoksiribonukleo-
tiditrifosfaatin ldsndollessa. Nidmd8 menetelmdt ovat ennestdidn
tunnettuja alan ammatti-ihmisille ja niit& on selostettu

esim. teoksessa Maniatis, T., Fritsch, E.F., ja Sambrook, J.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1982. Plasmidista pSYC423 saadut tylppédpdiset
Hhal-palaset pilkottiin vield entsyymeilld EcoRI ja BamHI.

Nam& entsyymit saatiin New England Biolabs-firmasta (Beverly,
Massachusetts) ja niitd kdytettiin tuottajan ohjeiden mukaan.
EcoRI-HhaI-palanen, joka sisdlsi penP-geenin 5'-pddn (337
nukleotidia), puhdistettiin elucimalla akryyliamidigeelistd
noudattamalla menetelmdd Maniatis et al., (1982), supra, ss.
163~-164, mutta kdytta&m&lld akryyliamidia agaroosin tilalla.
HhaI-BamHI-palanen (1 kb) puhdistettiin geelieluutiolla samalla
tavalla. Erillisessd kokeessa puhdistettiin pSYC423:n suuri
EcoRI-BamHI-palanen ja liitettiin se ndihin kahteen penP:stid
johdettuun palaseen. N&din saatu plasmidi, jolle annettiin nimi
plasmidi pSYC562, sis&dltdd poistuman, joka kattaa sekvenssin,
joka koodittaa ketjua Ala-Leu-Ala-Gly-Cys (asemat 23-27 villi-
tyyppisessd B. licheniformis penP-~geenissd). Koska villityyp-
pisen sekvenssin asemassa 28 on myds Ala, voidaan tamd

poistuma katsoa samaksi kuin poistuma asemista 24-28. pSYC562:n
jdljellej&dnyt alue on sama kuin plasmidin pSYC423 vastaava
alue. Kaytt&m&lld hyvdksi l&heistd PstI-kohtaa, joka sijait-—
see 27 nukleotidia poistumasta yldvirtaan pdin, pilkottiin
plasmidi pSYC562 PstI:114, sen pdd merkattiin ja sen Jjdlkeen
sen sekvenssi analysoitiin. Ks. Gilbert, W., ja Maxam, A.,
Methods in Enzymology 65:499-560 (Grossman, L., ja Moldave,K.J:editors,
Academic Press (1980). Tulokset varmistivat, ettd sekvenssi
sisdlsi nukleotidipoistuman, joka kattoi asemissa 23-27

olevia aminohappoja koodittavan alueen. Tidlle mutaatiolle

annettiin nimitys penP delta 2428.

Jotta voitaisiin tutkia penP delta 2428-mutaation fenotyyppid,

villityyppinen penP-promoteri lis&ttiin takaisin plasmidiin
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PSYC562. T&md 313 emdsparin (bp) EcoRI-PstI-palanen, joka
sisdlsi promoterin ja osan koodittavaa sekvenssid penP delta
2428-mutaation edessd, puhdistettiin plasmidista pSYC310-2
(pSYC423:n kantaplasmidi). Plasmidia pSYC310-2 on selostettu
julkaisussa McLaughlin, J.R., Chang, S-Y., ja Chang, S.,
Nucleic Acids Research 10:3905-3919 (1982). Sitten palanen
liitettiin pienen EcoRI-PstI-palasen tilalle plasmidin pSYC562
DNA:han, joka oli pilkottu EcoRI:1ld ja PstI:11d. Ampisillii-
nille vastustuskykyiset E. coli-transformantit valittiin ja
joukkoa edustavaa plasmidia pSYC617 tutkittiin edelleen. Kun
suoritettiin eri endonukleaaseilla saatujen palasten analyysi,
voitiin havaita, ettd plasmidi pSYC617 oli identtinen plasmidin
pPSYC310-2 kanssa lukuunottamatta 15 emdsparin poistumaa penP
delta 2428:ssa, kuten oli odotettavissa palanvaihtokokeen pe-
rusteella. Osa pSYC617:n penP delta 2428-geenistd on kuvattu

kuvassa 5.

Kun plasmidia pSYC617 k&ytettiin transformointikelpoisten E.
coli CS412- tai E. coli K-12/MM294-solujen transformointiin,
ldhes kaikki kypsd penisillinaasi pysyi solun sisdlld tai
soluliman kalvoon kiinnittyneend. Vain hyvin pienid eksopeni-
sillinaasimddrid voitiin havaita periplasmisessa tilassa (so.
osmoottisen iskun vapauttamina). N&din voitiin vetdd se johto-
pddtds, ettd poistettaessa B. licheniformis-signaalisekvenssis-
td alkuperdinen sdilynyt sekvenssi, jossa on kysteiini amino-
happoasemassa 27, eksoentsyymin tuotanto hdiriintyy. Saman-
laisia tuloksia saatiin B. subtilis BD224-kannalla, joka oli

transformoitu plasmidilla pSYC617. Ks.esimerkki XIII.

Esimerkki TII

Kysteiinin muuttaminen seriiniksi B. licheniformis-penisilli-

naasin signaalisekvenssin aminohappoasemassa 27 Jja plasmidin

pPSYC660 aikaansaaminen, jossa on penP 827—geeni

B. licheniformis-penisillinaasigeenin (penP) sekvenssi on
mddritetty. Ks. Kroyer, J., ja Chang, S., (1981), supra,

ja Neugebauer, K., et al. (1981), supra. Signaalisekvenssi
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sisdltd3d kodonin TGC, joka koodittaa kysteiinid aminohappo-
asemassa 27. Asemassa 27 oleva kysteiinitdhde muuntuu osana
tapahtumaketjua, joka johtaa penisillinaasin kalvoon kiinnitty-
neen muodon syntymiseen. Ks. Nielsen, J.B.K., Caulfield, M.P.,
ja Lampen, J.0., Proceedings National Academy of Sciences,

(UsSA) 78:3511-3515 (1981), Jja Lai, J.S., Sarvas, M., Brammar,
W.J., Neugebauer, K., ja Wu, H.C., Proceedings National

Academy Science, (USA) 78:3506-3510 (1981). Jotta tdmd bio-
synteettinen tapahtuma saataisiin muutetuksi ja enemmén pro-
teiinia ohjatuksi solusta erittyvddn eksomuotoon (Gram-
positiivisten bakteerien, kuten B. subtilis, ollessa kyseesséi)
tai periplasmiseen tilaan joutuvaan muotoon (Gram-negatiivisten
bakteerien, kuten E. coli, ollessa kyseessd), on tarpeen saa-
da aikaan mutaatio penisillinaasin signaalisekvenssigeenissd

asemassa, Jjoka koodittaa kysteiinid.

Yksinkertaisuuden Jja tehokkuuden vuoksi kdytettiin priimerilli
ohjattua mutatointia rakennettaessa kysteiinistd seriiniksi
tapahtuvaa mutaatiota (ks. Zoller, M.J., ja Smith, M.,

Nucleic Acids Research 10:6487-6500 (1982). Villityyppisen
penisillinaasisekvenssin (penP) sisdltdvd DNA-jakso eristettiin.
Tarkemmin sanottuna plasmidista pSYC310-2 leikattiin irti pala- -
nen, joka on HindIII- ja BamHI-kohtien vdlissd. Ks. McLaughlin
et al. (1982), supra. Plasmidi pSYC310-2 on bifunktionaalinen
plasmidi, joka kykenee replikoitumaan sekd B. subtiliksessa

ettd E. colissa. Se kantaa HindIII-BamHI-palasessa B.
licheniformis 749/C:n villityyppistd penP-geenid. Alan ammatti-
ihmiset ymmdrt&dvadt, ettd villityyppinen penP-geeni olisi voitu
leikata irti myds muusta sitd kantavasta yhdistelmdplasmi-
dista. Yksi t&llainen plasmidi on B. subtilisplasmidi p0G2165.
pSYC310-2:sta irti leikattu HindIII-BamHI-DNA-palanen puhdis-
tetaan akryyliamidigeelieluutiolla ja liitetddn sen Jjdlkeen
kolifaagi-M13mp9:n DNA:n replikoituvaan muotoon (RF). Ks.
Viera, J., ja Messing, J., Gene 19:259-268 (1982) ja Messing,
J., Jja Viera, J., Gene 19:269-276 (1982).
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Tarkemmin sanottuna toimittiin niin, ettd pSYC31l0-2:sta

saatu puhdistettu HindITI-BamHI-palanen liitettiin M13mp9:&&n,
joka 0li saatu firmasta Bethesda Research Laboratories, Inc.,
P.0. Box 577, Gaithersburg, MD., ja joka oli sitd ennen pilkot-
tu restriktioentsyymeilld HindIII ja BamHI. E. coli JM103
transformoitiin td113 kaksisdikeiselld faagi-DNA:1la ja soluja
viljeltiin. Klooni, joka oli transformoitunut penP-geenid
kantavalla yhdistelmdfaagilla eli yhdistelmdfaagi M13-CM1:113§,
tunnistettiin ja tdstd kloonista valmistettiin yksisdikeinen
faagi-DNA. Tdssd kdytettyjd menetelmid on selostettu julkai-
gsussa Zoller, M.J., ja Smith, M., Nucleic Acids Research

10:6487-6500 (1982).

15 nukleotidia sisdltdvd synteettinen jakso 5'-GTTAGCGGATCCTGC-3'
valmistettiin fosfotriesterimenetelmdllsd, jota on selostettu
julkaisussa Narang, S.A., Hsiung, H.M., ja Brousseau, R.,
Methods in Enzymology 68:90-97 (R. Wu, editor) Academic Press (1979),
ja se fosforyloitiin ensin 5'-pddstddn ATP:11d ja T4 poly-
nukleotidikinaasilla, jonka jdlkeen sitd kdytettiin priimerinid
aloittamaan komplementaarisen sdikeen synteesi in vitro, kun

5 fosforyloitu priimeri oli ensin liitetty templaatti-M13-CM1~
DNA:han. Priimerid jatkettiin kdyttdm&d114 DNA-polymeraasi I:n
Klenow-palasta sekd kaikkia nelj&d dNTP-laatua T4-ligaasin
l&dsndollessa. Tamd priimeri muodostaa penP-signaalisekvenssi-
geenijakson parikkisidikeen ja vastaa viiden aminohapon kodone-
ja asemissa 25-29, paitsi, ettd synteettisessd priimerissid on
keskimmdinen nukleotidi epé&dparinen, josta syystd se ei tdyden-
nd villityyppisen penP-geenitemplaatin vastaavaa nukleotidia
G. Epdparisen sekvenssin sis&llyttdminen penP-geeniin, saa
aikaan kysteiinin (TGC-kodoni) muuttumisen seriiniksi (TCC)
asemassa 27. Kuvassa 1 on esitetty menetelmd, jolla saadaan
aikaan Cys27——>Ser27—mutaatio.

Kooditetussa peptidissd tapahtuu oleellisesti ottaen se,

ettd kysteiini27:n ~SH-ryhm& muuttuu seriini27:n -OH-ryhmdksi.
Nukleotiditasolla mutantti saa BamHI-kohdan (GGATCC) ja menet-
tdd HhaI-kohdan (GCGC) mutaatiokohdassa. Uuden BamHI-kohdan
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ldsndolo oli se fenotyyppi, jota kaytettiin "G —=C"-mutaatio-

ta kantavien mutanttien tunnistamisessa.

Kysteiini — seriini-mutaatiota rakennettaessa syntetisoitiin
komplementaariset (miinus) sdikeet priimerinpidennysreaktiolla
kdytt&mdlld E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenow-palasta
M13-CMl-faagi-DNA-templaatilla. Ks. Zoller, M.J., ja Smith, M.,
Nucleic Acids Research 10:6487-6500 (1982). Kun T4-DNA-ligaasi
0li ldsnd t&ssd reaktiossa, osa DNA-molekyyleistd muuttui
kaksisdikeisiksi, kovalenttisesti suljetuiksi, holliksi ren-
kaiksi. N&md molekyylit erotettiin muista molekyyleistd, jotka
olivat joko polymeraasin epdtdydellisesti pidentdmid tai

eivdt liittyneet yvhteen priimerin epdtdydellisesti kinaasireak-
tiosta johtuen. Erottaminen suoritettiin agaroosigeelielektro-
foreesilla. Tadm& tehtiin lisddm&dlld reaktioseos O, 8-prosentti-
seen agaroosigeeliin etidiumbromidin (2 mikrogrammaa/ml) ldsn&-
ollessa. Kovalenttisesti sidotun rengasmaisen DNA:n sisdltidvé

kaista leikattiin ja DNA otettiin talteen.

Transformointikelpoiset E. coli JIM103-solut transformoitiin
puhdistetulla, kovalenttisesti suljetulla, kaksisdikeiselld
DNA:1la k&8yttdmdlld tavallisia M13-faagi-DNA:1la suoritetta-
van transformoinnin menetelmid. JM103-solut saatiin firmasta
Bethesda Research Laboratories, Inc., P.0O. Box 577, Gaithersburg,
MD. Ks. myos yleisesti Viera, J,. ja Messing, M., Gene 19:259-
268 (1982) ja Messing, J., ja Viera, J., Gene 19:269-276 (1982).
Eristettiin kaikkiaan 36 faagitdpldd ja faagelja tuottavista
soluista eristettiin RF-DNA:t kdyttdmidllid Ish-Horowiczin ja
Burken nopeata plasmidienseulontamenetelmdd. Ks. Ish-Horowicz,
D.I., ja Burke, J.F., Nucleic Acids Research 9:2989-2998, . (1981).
Kun oli suoritettu pilkkominen BamHI-restriktioendonukleaasil-
la, yksi 36 DNA-valmisteesta (nimeltdin Ml3penPSz7) antoi
elektroforeesin jdlkeen kaksi palasta, mikd osoitti, ettd tuon
kloonin (MprenPSz7) geenisekvenssi sisdlsi "G —> C"-mutaation.
Lopuissa valmisteista tapahtui yksi ainut katkeaminen BamHI-
endonukleaasilla, mik3 merkitsi, ettei kanta-M13-CM1-DNA

ollut mutatoitunut tdstd kohdasta. Kun mutantin MprenPS27
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DNA analysoitiin tarkemmin kd&yttdmdlld Hhal- ja BamHI-endo-
nukleaaseja, 1loytyivat odotetut muutokset. Tadmédn mutaation
suora sekvenssianalyysi lisdksi varmisti tdm&n sekvenssin-

muutoksen.

MprenPS27:n sisdltamd kysteiini ——sseriini-mutaatio sijaitsee
penP-geenin PstI-kohdan ja BglII-kohdan védliss&d. Ks.
McLaughlin et al. (1982) supra ndiden kohtien sijainnista.
Tamd DNA:n restriktiojakso eristettiin Ml3penP827:n RF
DNA:sta. Tamd "restriktiopalamutantti" wvoitiin kloonata
mihin tahansa plasmidiin, joka sisdlsi penP-geenin, kuten bi-
funktionaalisiin plasmideihin pOG2165 tai pSYC310-2, vastaa-

van villityyppisen penP-palasen tilalle.

Kun PstI-BglII-mutanttipalanen eristettiin Ml3penPSZ7:n RF
DNA:sta ja kloonattiin plasmidiin pSYC310-2 vastaavan villi-
tyyppisen PstI-BglII-palasen tilalle tavallisia menetelmid
kdyttdm&dllsd, saatiin aikaan plasmidi pSYC660.

Plasmidi pSYC660 sisdltda penPS27—geenin, jossa on kysteiini—>
seriini-mutaatio penP-signaalisekvenssin aminohappoasemassa

27, kuten kuvassa 5 on esitetty.

Esimerkki IIT
Kysteiinin muuttaminen alaniiniksi B. licheniformis-penisilli-

naasin signaalisekvenssin aminohappoasemassa 27 ja plasmidin

pPSYC660A aikaansaaminen, jossa on penPA27-geeni

Esimerkissd II kuvattuja menettelytapoja noudattaen on mahdol-
lista saada aikaan kysteiini—— alaniinimutaatio aminohappoase-
massa 27. Villityyppinen penP-sekvenssi sisdltdd kodonin TGC,
joka koodittaa kysteiinid aminohappoasemassa 27. Seriiniksi27
muunnettu signaalipeptidid koodittava sekvenssi sisdltdd kodo-
nin TCC, joka koodittaa seriinid aminohappoasemassa 27. Kun
muunnetaan penPSz7—kodoni TCC kodoniksi GCT, on saatu aikaan

alaniinia koodittava kodoni.
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DNA-sekvenssi, joka koodittaa seriiniksiz7 muunnettua penP-
signaalisekvenssid, sijaitsee Ml3penP827—faagissa. Ks. esimerk-
kid II edelld. Valmistetaan synteettinen priimeri, jonka
sekvenssi on 5'-TGTTAGCAGCTCCTGCAA-3'. Tdmédn synteettisen
priimerin valmistus suoritetaan menetelm&dlld Matteucci and
Caruthers (1981), supra, kdyvttdm&dlld automaattista oligo-
nukleotidisyntetisaattoria (Model Sam One, Biosearch Inc.,

San Rafael, Calif.). Priimerid k&dytetddn komplementaarisen
sdikeen syntetisoitiin in vitro, kun priimeri on ensin 5'-
fosforyloitu ja kiinnitetty Ml3penP827—DNA-templaattiin. Tama
priimeri muodostaa muunnetun (Ser27) signaalisekvenssin parikki-
sdikeen ja vastaa asemissa 25-29 olevia viittd aminohappoa,
paitsi, ettd 5'-pddstd lukien asemassa 10 oleva nukleotidi

ja 5'-pddstd lukien asemassa 8 oleva A ovat synteettisessd
priimerissd epdparisia nukleotideja, jotka eivdt tdydennd vas-
taavia nukleotideja penP827—geenitemplaatissa. Kun penPSz7—
geeniin sisdllytetd&dn vddrd sekvenssi, saadaan aikaan seriinin
(TCC-kodoni) muuttuminen alaniiniksi (GCT-kodoni) asemassa

27, ja ndin tulee faagiin Ml3penPA27 mutatoitunut geeni, jonka
nimi on penPA27. Faagi Ml3penPA27 voidaan tunnistaa uuden Alul-
restriktiokohdan (AGCT) perusteella ja mutaatio on poistanut
BamHI-kohdan. Kun pS8YC310-2:n PstI-BglII-palanen korvataan
penPA27—geenin PstI-BglII-palasella, saadaan aikaan plasmidi
pSYC660A, jonka penPA27—geenin 0sa on esitetty kuvassa 5.

Suurempi prosentuaalinen mddrd pSYC660A:n penPA27:sta ilmenty-
nyttd penisillinaasia erittyisi sekd E. colissa ettd B.
subtiliksessa kuin vastaava prosentuaalinen mddrd, joka erittyy
PSYC310-2:n penP:std E. colissa ja B. subtiliksessa ilmenty-

neestd penisillinaasista.

Polypeptidi, joka on liittynyt alaniinin taakse penPA27—signaa—
lipeptidin Ala-27:n alapuolella, erittyisi suuremmalla teholla
kuin sama polypeptidi asemassa 34 olevan alaniinin takana

villityyppisessd penP-signaalipeptidissi.
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Esimerkki IV
Sellaisen plasmidisarjan rakentaminen, jossa on edullisia

restriktiokohtia B. licheniformis-penisillinaasin penP-
promoterin ja signaalipeptidid koodittavien DNA-sekvenssien

ohessa, ja plasmidi pDH5508

B. licheniformisin penisillinaasi-penP-geenin sekvenssi on m&a-
ritetty. Sekvenssitiedoista ilmeni 446 emdsparin pituinen
HpalII-jakso (ks. Kroyer, J., ja Chang, S., (1981l) supra, ja
Gray, 0., ja Chang, 8., Journal Bacteriology 145:422-428
(1981), Jjossa oli penP-promoteri ja 72 ensimmdistd amino-
happoa koodittava sekvenssi, signaalipeptidin 34 aminohappoa

mukaanlukien.

PenP-geenissd on Aval-kohta (CTCGGG, ks. Kroyer, J., Jja Chang,
S., (1981), supra. MyOs pBR322:ssa on Aval-kohta asemassa
1425 Lis. Sutcliffe, J.G., Cold Spring Harbor Symposium

Quantitative Biology 43:77-90 (1979)/. Kun liitettiin yhteen
penP:std saatu Hpall-AvaI-jakso (saatu esim. pSYC31l0-2:sta,
pOG2165:stéd tai pTB2:sta /Kroyer ja Chang (1981), supra/ ja
PBR322:sta saatu suuri Clal-Aval-jakso, transformoitiin E.coli
K-12/CS412 n&din saaduilla plasmideilla ja valittiin ampisil-
liinin suhteen vastustuskykyiset transformantit, saatiin aikaan

plasmidi p0G2254.

Kuten kuvasta 2 ilmenee, plasmidi pOG2254 sisdltdd penP-geenis-
td johdettuja sekvenssejd, joiden pdissd HpaIl-kohta ja Aval-
kohta. Loput p0G2254:n sekvenssistd, joka sisdltiid alueen Aval-
kohdasta ClaI-kohtaan, on johdettu pBR322:sta. Plasmidi

pPOG2254 linearisoitiin ainoasta AvaI-kohdasta. Linearisoitua
DNA:ta kdsiteltiin ExoIIIl-entsyymilld eripituisia aikoja olo-
suhteissa, jotka on selostettu julkaisussa Guo, L.H., ja Wu, R.,
Nucleic Acids Research, 10:2065-2084, (1982). ExoIII-entsyymi
muuntaa kaksisdikeisen DNA:n pdiden alueet yksisdikeisiksi pdik-
si. Reaktioseoksista otettiin ndytteitid ja ExoIII-nukleaasi-
aktiivisuus sammutettiin eri aikoina ja niytteet kerdttiin

yhteen. Sitten n&md DNA-valmisteet kdsiteltiin yhden sdikeen
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suhteen spesifiselld Sl-nukleaasilla (saatu firmasta Bethesda
Research Laboratories, Inc. Jja kdytettiin tuottajan ohjeiden
mukaan). Sl-nukleaasikdsittely poistaa nukleotideja spesifi-
sesti yvksisdikeisen DNA:n pdistd ndin synnyttden tvlppdpdisia

molekyylejd.

ExOIII- ja Sl-nukleaasilla k&sitelty DNA pilkottiin sen jdl-
keen EcoRI-entsyymilld. EcoRI-kohta sijaitsee 5':ssd penP-
promoteriin asti. EcoRI:114 tapahtuva pilkkominen irrottaa
pienen palasen n&distd ExoIII:lla ja S1:113 kdsitellyistd DNA-
jaksoista, jotka sisdltdvdt penisillinaasigeenin promoterin se-
k8 eri pituisia p&dtkid penisillinaasin aminopddtd koodittavas- -
ta alueesta. N&m& DNA-palat fraktioitiin geelilld. Geelistd
eluoitiin noin 300-400 emdsparin pituisia DNA-jaksoja, jotka

kdytettiin kloonauskokeissa.

Jokaisessa ndistd lyhyistd DNA-jaksoista, noin 300-400 emis-
paria, on EcoRI:n synnyttdm8 p&&d toisessa pddssd ja tylppéa

pdd toisessa pddssd. N&iden DNA-palasten kloonaamiseksi
plasmidi pBR322 pilkottiin ClaI-entsyymilli /asema 23, joka
sijaitsee tetrasykliininvastustuskykygeenin promoterialueella,
ks. Sutcliffe, J.G., Cold Spring Harbor Symposium Quantitative
Biology 43:77-90 (l979l7. ClaI-p&at korjattiin E. coli DNA-
polymeraasi I:n Klenow-palasella. Sitten ndin kidsitelty DNA
pilkottiin EcoRI:11d, jolloin syntyi suuri pala, jossa oli
EcoRI-pdd ja tylppd pdd. Tdmd pBR322:n suuri palanen puhdis-
tettiin geelistd ja sekoitettiin pienten, noin 300-400 emispa-
ria sisdltidvien palasten kanssa, jotka o0li saatu edellid kuva-
tulla tavalla p0G2254:std 1&ht8Sisin olevasta penisillinaasi-
geenistd. DNA-laadut liitettiin yhteen ja niilld transformoi-
tiin E. coli K12/CS412. Levyiltd valittiin tetrasykliinille
vastustuskykyiset transformantit; niiden kantamat yhdistelmi-
plasmidit eristettiin ja tunnistettiin pilkkomalla EcoRI-

ja HindIII-entsyymeilld, jolloin ilmeni, ettd ne sisdlsivit
penisillinaasigeenistd johdettuja liit&dnndisid, joiden koko oli

odotetusti alueella 300-400 emisparia.
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Useita plasmidi-DNA-laatuja valmistettiin eri klooneista ja
nukleotidisekvenssit analysoitiin penP-sekvenssien ja pBR322-
sekvenssien liittym&kohdista menetelmdlld Maxam ja Gilbert.

Ks. Gilbert, W., ja Maxam, H., Methods in Enzymology 65:499-
560 (Grossman, L., ja Moldave, K.J.,editors) Academic Press (1980).
Yhden plasmidin, jolle annettiin nimi pDH5452, sekvenssi oli
sellainen, ettd siind oli ExoIII:1lla ja Sl-nukleaasilla synty-
neet poistumat, Jjotka ulottuivat nukleotidiin T, joka vastaa
penP:n 35. aminohapon TCG-kodonia, joka on Ser ja samalla
proteiinin suuren eksomuodon N-pddn aminohappo. Signaali-
sekvenssin karboksipddn aminohappo villityyppisessd penisilli-
naasissa on Ala asemassa 34. T&m& T liitetddn pBR322:sta pe-
rdisin olevaan korjattuun ClaI-kohtaan, Jjonka sekvenssi on

CGA. Liitoskohdan sekvenssi TCGA vastaa restriktiocentsyymin
TagI tunnistuskohtaa. Plasmidi pDH5452 on esitetty kuvassa 2.
Restriktioentsyymilld TaqgI tapahtuva katkaisu synnyttdid ulos-
tydntyvid CG-pditd. Plasmidin pDH 5452 DNA pilkottiin TaqI-
entsyymilld ja ulospdin tydntyvdt 5'-pddt tdytettiin DNA-poly-
meraasi I:n Klenow-palasella ja dCTP:11& sekd dGTP:113d kdyttid-
mdlld standardiolosuhteita ja sen jilkeen suoritettiin uudes-
taan pilkkominen EcoRI-entsyymillid. Palanen, joka ulottuu
EcoRI:std korjattuun Tagl:een ja sisdltd4d penP:n promoterin ja
signaalisekvenssin, puhdistettiin t4std valmisteesta eluoimalla
geelistd ja kloonattiin pBR322:een. Vektorin pBR322 DNA oli
pilkottu HindIII-entsyymilld ja sen jdlkeen korjattu DNA-poly-
meraasi I:n Klenow-palasella dNTP-laatujen l&sndollessa
standardiolosuhteissa. T&md pBR322-palanen pilkottiin EcoRI:114
ja liitettiin pDH5452:sta saatuun edulliseen penP-palaseen ja
E.coli K-12/CS412 transformoitiin saadulla liit&nn3isells.
Eristettiin yksi transformantti, joka oli fenotyyppisesti vas-
tustuskykyinen ampisilliinille ja tetrasykliinille. T&std
transformantista valmistettiin plasmidi-DNA ja se analysoitiin.
Tdlle plasmidille annettiin nimi pDH5501. Korjattu TaqgI-
kohta liitettiin korjattuun HindIII-kohtaan ja saadulla uudella
liitoskohdalla oli seuraava sekvenssi: CTCGAG. T&ssi sekvens-
sissd oli CTCG johdettu pDH5452:sta ja AG-tihteet oli johdettu



29

pBR322:n korjatusta HindIII-kohdasta. Restriktioentsyymi
xhoI tunnistaa t&midn heksanukleotidisekvenssin CTCGAG Ja
keskimmdiset neljid nukleotidia TCGA muodostavat restriktio-
entsyymin TaqI tunnistuskohdan. Plasmidi pDH5501 on esitetty

kuvassa 2.

Jotta saataisiin syntymddn lisdid restriktiocentsyymien tunnis-
tuskohtia penP-signaalisekvenssin p&ddhdn, rakennettiin plasmidi
pDH5508. Tuon plasmidin aikaansaamiseksi pDH5501:n plasmidi-
DNA pilkottiin Nael-entsyymilld, joka tunnistaa pBR322:sta
johdetun alueen neljissd kohdassa: 403, 770, 930 ja 1284 /ks.
Sutcliffe, J.G., Cold Spring Harbor Symposium Quantitative
Biology 43:77-90 (1979)/. Nael tunnistaa sekvenssin GCCGGC.
T4alld entsyymilld suoritettu pilkkominen j&tt&d tylppédpdiset
sekvenssit GCC-3' Jja 54YGGC. NaeI:113 pilkottu pDH5501-DNA
pilkottiin vield XhoI-entsyymilld. Sitten suoritettiin kdsit-
tely yhden sdikeen suhteen spesifiselld Sl-nukleaasilla, joka
synnyttdd tylppdpdiset palat XhoI-kohtaan poistamalla ulostydn-
tyvdt pddt. Tam& jattdd sekvenssin GCC, joka vastaa 34. amino-
hapon nukleotidia penP-signaalisekvenssissd. Sitten NaeI:114,
XhoI:11ld ja Sl-nukleaasilla k&dsitelty DNA (DNA-vdkevyys 10
mikrogrammaa/ml) liitettiin vhteen T4-ligaasilla ja E. coli
K-12/CS412 transformoitiin ndin saadulla plasmidilla. Saatiin
ampisilliinille vastustuskykyinen, tetrasykliinille herkkd
transformantti, jossa on plasmidi pDH5508. pDH5508:n restriktio-
analyysi osoitti, ettd siind oli kaksi Nael-kohtaa, alavirras-
sa oleva (my&tdpdivdidn EcoRI-kohdasta) vastasi Nael-kohtaa,
joka oli alunperin pBR322:ssa .asemassa 1284. Ylivirrassa
oleva NaeI-kohta vastaa liitossekvenssid, joka on syntynyt
Sl:114 kdsitellystd XhoI-kohdasta, joka liitettiin alunperin
pPBR322:ssa asemassa 930 olleeseen NaeI-kohtaan. Sekvenssi, joka
on pDH5508:n ainoan EcoRI-kohdan ja siitd alavirtaan olevan
ensimmdisen NaeI-kohdan vdlissid, on pDH5501:std johdettu sek-
venssi, joka sisdltdd penP-promoterin ja penisillinaasin
signaalisekvenssin. NaeI-kohdan sekvenssi on GCCGGC, joka
voidaan katkaista sekd NaeI-entsyymilld ettd HpalI-entsyymeilli.
Plasmidi pDH5508 on esitetty kuvassa 2.
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Ndin ollen rakennettiin plasmidisarja, Jjonka plasmideissa

0li edullisia tunnistuskohtia penP-promoterin ja signaali-
sekvenssin vieressd. Plasmidissa pDH5452 on TagI-restriktio-
kohta sekd HindIII-restriktiokohta signaalipeptidid@ kooditta-
van sekvenssin jdljessd. Plasmidissa pDH5501 on XhoI-kohta

ja TagIl-kohta signaalisekvenssin jdljessd ja plasmidissa
pDH5508 on Nael-kohta ja HpalI-kohta penisillinaasin signaali-

sekvenssin jdljessd. Ks. kuva 2.

Esimerkki V
Ihmisen kasvuhormonin (hGH) c¢DNA:n kloonaus ja plasmidin

pSYC709 rakentaminen
Thmisen aivolisdkettd kdytettiin ihmisen kasvuhormonin mRNA:n

l8hteend. mRNA:n eristdmisessd kdytettiin menetelmdd Maniatis,
T., Fritsch, E.F,., Jja Sambrook, J., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 6. luku, Cold Spring Harbor Laboratory
(1982). cDNA valmistettiin julkaistua menetelmdd kdyttden ja
kloonattiin plasmidiin pBR322 kidyttdmdllsd menetelmid, joita on
selostettu kappaleessa 7 julkaisussa Maniatis, T., Fritsch,
E.F., ja Sambrook, J., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory (1982). Sitten plasmidin pBR322
DNA pilkottiin PstI-entsyymill&d. Sitten tdhdn vektori-DNA:han
tehtiin hdnndt terminaalisella transferaasilla dGTP:n l&sné&-
ollessa. GTP-hdntdinen DNA liitettiin kaksis&dikeiseen cDNA:han,
johon oli tehty hdnndt dCTP:11&4. E. coli K-12/MM294 transfor-
moitiin yhteenliitetylld DNA:lla. Yksi tetrasykliinille vastus-
tuskykyinen ja ampisilliinille herkk& transformantti tunnis-
tettiin (nimeksi annettiin klooni 20C4), joka kantaa hGH-cDNA-
sekvenssid plasmidissa (nimettiin p20C4:ksi). Plasmidi p20C4
sisdltdd hGH-geeniliit&dnndisen, joka voidaan pilkkoa restriktio-
entsyymeilld BamHI ja Smal. N&md kaksi entsyymid synnyttdvit
688 emdsparin palasen, Jjoka on sama kuin osa julkaistusta pala-
sesta: Martial, J.A., Hallewell, R.A., Baxter, J.D., ja

Goodman, H.M,, Science 205:602-607, (1979). Koska 1l8ydettiin

sisdisid tunnistuskohtia, esim. PstI, Pvull, jotka myds ovat

vhtdpitédvid julkaisun Martial, J.A., Hallewell, R.A., Baxter, J.D.,
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ja Goodman, H.M., Science 205:602-607, (1979) kanssa, tehtiin
se johtopddtds, ettd 20C4 kantaa p20C4:ssd cDNA:ta, joka

koodittaa ihmisen kasvuhormonia.

Plasmidit eristettiin kloonista 20C4. Plasmidi-DNA pilkottiin
BamHI-entsyymilld, joka leikkaa plasmidin kahdesta kohdasta.

Yksi BamHI-kohta katkaisee tetrasykliinigeenin (tet) pBR322:sta
johdetussa sekvenssissd ja toinen katkaisee cDNA-sekvenssin.
Pilkottu DNA sekoitettiin synteettisen oligonukleotidin kanssa,
joka oli valmistettu fosfotriesterimenetelm&lld /Narang et al.
(1979), supra/, ja jonka sekvenssi oli seuraava: 5'-TTCCCAACCATT-3'.
Tdmd l2-meeri sopii yhteen hGH:ta koodittavan sekvenssin kans-
sa. Se vastaa kypsdn hGH-proteiiniketjun ensimmdisid neljdi
aminohappoa /ks. Martial, J.A., Hallewell, R.A., Baxter, J.D.,

ja Goodman, H.M., Science 205:602-607, (1979)/, jotka ovat
fenyylialaniini-proliini-treoniini-isoleusiini (Phe-Pro-Thr-Ile).
l12-meerinen priimeri sekoitettiin BamHI:11ld pilkotun p20C4:n
plasmidi-DNA:n kanssa, jotta ilhmisen kasvuhormonia koodittava
DNA-sekvenssi saatiin rakenteeltaan edullisemmaksi jatkok&-

sittelyd varten.

Tdssd muuntamisessa kdytettiin menetelmid Goeddel, D.V., Shepard,
H.M., Yelverton, E., Leung, D., ja Crea, R., Nucleic Acids
Research 8:4057-4074 (1980). Oleellisesti ottaen priimerid
kaytettiin mukauttamaan ihmisen kasvuhormonin geeni uuden
sekvenssin kanssa kuten Goeddel, D.V., Shepard, H.M., Yelverton,
E., Leung, D., ja Crea, R., Nucleic Acids Research 8:4057-4074
(1980), olivat tehneet mukauttaessaan interferonin geenin. Prii-
merin ja plasmidi-DNA:n sisdlt8vi seos denaturoitiin kuumuu-
della ja kdsiteltiin sen jédlkeen E. colin DNA-polymeraasi I:n
Klenow-palasella ja dNTP-laaduilla kuten Goeddel et al. (1980),
supra, ovat kuvanneet. Sitten DNA pilkottiin SmaI-entsyymilli.
Smal leikkaa hGH-geenin geenin 3'-pd&dsti LES. Martial et al
(1979), supra/. Geelist#d puhdistettiin noin 572 emisparin pala-
nen. Tdmdn palasen nukleotidisekvenssi alkaa ihmisen kypséan
kasvuhormonin ensimmdisestd eli fenyylialaniinin kodonista ja
loppuu 3'-pddsséd hieman hGH-geenid koodittavan sekvenssin j&El-

keen /ks. Martial et al. (1979), supra/.
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Vektori-DNA, johon t&m& palanen kloonattiin, oli pLP1201.
Plasmidi pILP1201 johdettiin plasmidista pDH5060, joka vuoros-
taan oli pBR322:sta ja Bacillus-plasmidista p0OGl196 johdettu
vhdistelmdplasmidi, jotka kumpikin oli pilkottu pvuIl:1lla ja

sen jadlkeen liitetty vhteen. Oleellisesti ottaen plasmidi
pDH5060 on sama kuin pLP1201 paitsi, ettd pDH5060:sta on
poistettu yksi HindIII-kohta. Poistettu HindIII-kohta on se,
joka sijaitsee pOGllY96:sta johdetussa pDH5060:n osassa. pDH5060
pilkottiin osittain HindIII:1lla. Lomittaiset pddt tdytettiin ja
liitettiin vhteen. E. coli K-12/CS412 transformoitiin ndin
saaduilla plasmideilla. Transformantit valittiin ampisilliini-
ja tetrasykliinivastustuskyvyn suhteen. Valittiin sellaiset
solut, joissa oli plasmidi pLP120l, jossa oli yksi ainut
HindIII-kohta, joka oli johdettu pDH5060:n pBR322-palasta.
Plasmidi pLP120l1 pilkottiin HindIII- ja Nrul-entsyymilld, jotka
kumpikin leikkaavat pBR322:sta johdetun sekvenssin. T&md linea-
risoitu DNA kdsiteltiin vield DNA-polymeraasi I:n Klenow-pala-
sella neljdn dANTP-laadun l&sndollessa niin, ettd saatiin aikaan
tylpdt pddt. Ndin kdsitelty pLP-1201-DNA:n suuri palanen puh-
distettiin geelilld ja liitettiin sen jdlkeen ihmisen edelld
kuvatulla tavalla k&sitellyn kasvuhormonisekvenssin kanssa
vhteen kdytt&mdlld tylppdpdistd yhteenliittdmistid, jota on selos-—
tettu julkaisussa Maniatis et al. (1982), supra. N&in saadulla
plasmidilla transformoitiin E. coli K-1l2-kanta CS412. Ne trans-
formantit, jotka olivat fenotyyppisesti ampisilliinille vastus-
tuskykyisiid ja tetrasykliinille herkkid, tutkittiin tarkemmin
restriktioanalyyseilld. Yksi klooni sisdlsi plasmidin pSYC709,
joka on esitetty kuvassa 4. pSYC709:ss3 on yvksi ainut HindIII-
kohta seurauksena kloonauksesta, Jjossa hGH-geeni liitettiin
vektori-DNA:han. T&ssd plasmidissa on myds yksi ainut EcoRI-
kohta. Sekd EcoRI-kohta ettd HindIII-kohta voidaan katkaista

ja liittdd uusia palasia, jotka sijoittuvat ihmisen kasvuhor-
monia koodittavan sekvenssin yldpuolelle. T&md rakenne auttaa

ilment&misty®n jatkamista.
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Esimerkki VI
Sellaisten plasmidien rakentaminen, joissa on liitettyja

geenejd penisillinaasisignaalipeptidid koodittavan DNA-
sekvenssin Jja kypsdn hGH:n geenin vdlissd. Plasmidit

pSYC728 ja pSYC744
Esimerkissd V on kuvattu plasmidin pSYC709 rakentaminen, joka

sisdltd8 kypsdd hGH:ta koodittavan sekvenssin. Tdmid plasmidi
replikoituu sekd B. subtiliksessa ettd E. colissa. hGH~-geenin
yldpuolella on kaksi ainutta katkaisukohtaa, so. EcoRI-kohta

ja HindIII-kohta. Plasmidi pSYC709 pilkottiin HindIII-entsyy-
milld. Sitten puolet nadytteestd kdsiteltiin E. colin DNA-
polymeraasi I:n Klenow-palasella dNTP-laatujen ldsndollessa
pdiden tdyttdmiseksi; toinen puoli valmisteesta pilkottiin S1-
nukleaasilla, jotta yksisdikeiset ulospdintydntyvit pidit saa-
tiin poistetuiksi. Kumpikin valmiste pilkottiin vield restrik-
tioentsyymilld EcoRI. N&issd kdsittelyissd syntyneet suuret
DNA~-palaset fraktioitiin O,8-prosenttisella agaroosigeelilli

ja puhdistettiin elektroforeesin jdlkeen. N&illi menetelmilli
puhdistetut kaksi valmistetta olivat: (A) suuri pSYC709-palanen,
joka sis&ltdd EcoRI:114 aikaansaadun pddn ja HindIII:lla ai-
kaansaadun pddn, joka oli t&ytetty; ja (B) pSYC70%:n suuri
palanen sisdltd8 EcoRI:114 aikaansaadun pddn ja S1:113 kisi-

tellyn HindIII:1lla aikaansaadun pdéan.

Erillisessd kokeessa valmistettiin DNA-palasia, joissa on penP-

promoteri ja signaalipeptidid koodittava sekvenssi. Esimerkis-

sd IV kuvattu plasmidi pDH5508 pilkottiin yhdessd kokeessa
NaeI:11l4. Toisessa kokeessa se pilkottiin HpaII:lla ja
HPaII:1lla pilkottu valmiste k&dsiteltiin Sl-nukleaasilla,

jotta saatiin aikaan tylpdt pddt poistamalla ulospdintydntyvit
pddt. Sitten ndmd DNA-valmisteet pilkottiin vield restriktio-
entsyymilld EcoRI. Palanen, joka sisdltdid penisillinaasi-
promoterin ja signaalipeptidid koodittavan DNA-sekvenssin, puh-
distettiin kummastakin kahdesta pDH5508:n hajoamistuotteesta,
kun oli ensin suoritettu fraktiointi geeleilli. penP-palasta,

joka syntyi EcoRI- ja NaeI-pilkkomisessa, kdytettiin plasmidin
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pSYC744 rakentamisessa. Palasta, joka syntyi EcoRI- ja HpalII-

entsyymilld k&siteltdessd (suoritettiin vield Sl-kdsittely),

kdytettiin plasmidin pSYC728 rakentamisessa.

Plasmidin pSYC728 rakentamisessa kdytettiin A-palasta

(pSYC709:n suuri palanen, joka oli valmistettu edelld kuvatulla
tavalla) ja pDH5508:sta saatua EcoRI-HpaIl-penP-palasta.

Palaset liitettiin yhteen ja E. coli K-12/CS412-solut transfor-
moitiin ndin saaduilla plasmideilla. pDH5508:sta saatua
EcoRI-Nael-penP-palasta ja B-palasta (joka oli valmistettu
pSYC709:std edelld kuvatulla tavalla) k&ytettiin samoin. Naméa
palaset liitettiin yhteen ja ndin saaduilla plasmideilla trans-
formoitiin E. coli K-12/CS412-solut. N&issd kokeissa valittiin
ampisilliinille vastustuskykyiset transformantit ja DNA-laadut
analysoitiin puhdistuksen j&lkeen. Yksi ensimmidisessd kokeessa
syntynyt klooni sisdlsi plasmidin pSYC728 ja yksi toisessa
kokeessa saatu klooni sisdlsi plasmidin pSYC744. Niilld on
oleellisesti ottaen sama rakenne kuin plasmidilla pSYC709 kuvas-
sa 4 paitsi, ettd alue 5':sta hGH-geeniin asti on muuttunut.
pSYC709:n alkuperd@inen EcoRI-HindIIT-alue oli kummassakin
plasmidissa korvattu palasella, joka sisdlsi penisillinaasi- -
promoterin sekvenssin ja signaalipeptidin. Plasmidissa pSYC728
(kuten kuvassa 6 on esitetty) on penP-hGH-liitoksen sekvenssi
GCAGCTTTC. GCA vastaa signaalisekvenssin viimeisen aminohapon
(34.) kodonia. Korjatusta HindIII-kohdasta Jjohdettu GCT koodit-
taa alaniinia (Ala). TTC koodittaa ihmisen kyps&dn hGH:n N-p#in
aminohappoa Phe. Koska Fnud4Hl-restriktioentsyymi tunnistaa
sekvenssin GCAGC, plasmidi pSYC728 pilkottiin Fnud4Hl-entsyy-
milld. Tdm&n entsyymin tunnistuskohdan l&sndolo odotetussa
kohdassa signaalipeptidid koodittavassa sekvenssissd tunnis-
tettiin. T&md osoitti, ettd penP-hGH-geenissd on pSYC:ssid odo-

tettu liitossekvenssi, kuten edelld ja kuvassa 6 on esitetty.

Plasmidissa SYC744 kdytettiin eri menetelmdid sekvenssin oikeak-
si osoittamiseksi. Silldon odotettu sekvenssi GAATGCCTTC

penP-hGH-geeniliitoskohdassa, joka vastaa signaalisekvenssin 32.
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kodonin viimeistd nukleotidia, koko 33. nukleotidia ja koko

34. nukleotidia sekd ihmisen kypsdn hGH-proteiinin sekvenssin
ensimmdistd kodonia. Koska restriktioentsyymi XmnI tunnistaa
sekvenssin GAANNNNTTC, plasmidi pSYC744 pilkottiin XmnI-
entsyymilld. T&amd tunnistuskohta 1ldydettiin odotetusta pai-
kasta. Tidmid todisti plasmidin pSYC744 sekvenssin, kuten edelld

ja kuvassa 6 on esitetty.

Esimerkki VIT
Plasmidin pSYC720 rakentaminen, Jjoka kantaa muunnettua penP-

signaalipeptidin sekvenssid liitettynd hGH:t3 koodittavaan

sekvenssiin ’
Plasmidi pSYC660 (esimerkki II) pilkottiin BamHI-entsyymilld,

joka suorittaa katkaisun kohdasta, joka vastaa signaalipepti-
din 26. ja 27. aminohapon kodoneja. DNA-pddt korjattiin DNA-
polymeraasi I:n Klenow-palasella dNTP-laatujen l&sndollessa

ja sen jdlkeen pilkottiin vield BEcoRI-entsyymilld. Puhdistet-
tiin palanen, joka sisdltdd penP-promoterin ja osan signaali-
peptidin sekvenssistd, kdyttdmdlld geelieluutiota ja saatu
palanen liitettiin pSYC709:stad (esimerkki V) saatuun palaseen,
joka oli tehty pilkkomalla pSYC709 HindIII-entsyymilld ja
sitten pd&dt oli tehty tylpiksi tdyttd&m&lld Klenow-palasella
dNTP-laatujen l&dsndollessa ja lopuksi oli pilkottu EcoRI:11l&.
pSYC660:sta johdettu palanen, joka ulottui EcoRI-kohdasta
korjattuun BamHI-kbhtaan ja sisdlsi penPSZ7:n, liitettiin
suureen pSYC709:n palaseen, joka ulottui EcoRI:std korjattuun
HindIITI:een, T4-ligaasin avulla ja saadulla seoksella trans-
formoitiin transformointikelpoiset E. coli CS412-solut. - Yksi
ampisilliinin suhteen vastustuskykyinen transformantti, joka
kantoi plasmidia pSYC720, tutkittiin tarkemmin. Se kantaa
penP-promoteria ja penPSZ7—geenista johdetun, muunnetun gignaa-
lipeptidin ensimmdisten 28 aminohapon kodoneja, joita seuraavat
ihmisen kypsdstd kasvuhormonista 1l&ytyvdn Phe-Pro----sekvenssin
kodonit. pSYC720:ssa oleva signaalisekvenssin ja hGH:n 1lii-

tosalue on esitetty kuvassa 6.
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Esimerkki VIII
In vivo-vhdistelemisen kdyttd sellaisten yhteenliitettyjen

geenien aikaansaamiseksi, joissa on muunnetun penP-signaali-
peptidin DNA-sekvenssi liittyneend ihmisen kypsdd hGH:ta
koodittavaan sekvenssiin. Plasmidit pSYC748 ja pSYC778

koodittavaan sekvenssiin.

Jotta yvhteenliitettyihin geeneihin saataisiin syntym&éan
kysteiin127-——;seriiniz7—mutaatio, kdyvtettiin menetelm&s,
jossa heterokahdenne-DNA, joka oli tehty kahdesta kantaplas-
midista saadun yksisdikeisen DNA:n vdlille, transformoitiin

niin, ettd saatiin yhdistelmid in vivo.

Esimerkissd VI on selostettu plasmidien pSYC728 Ja pSYC744
rakentaminen, joissa on penP:n villityyppistd signaalisekvens-—
sid koodittava geeni liitettynd hGH-proteiinin sekvenssiin.
Samanlaisia rakenteita on tehty kdyttdmdlld muunnetun penP:n
signaalipeptidid koodittavaa sekvenssid, jossa on Ser27-
mutaatio. N&m& ovat plasmidit pSYC778 ja pSYC748, jotka on
johdettu plasmideista pSYC728 ja pSYC744 vastaavasti. N&mi
vlasmidit on esitetty kuvassa 6. N&itd plasmideja rakennettaes-
sa k8ytettiin menetelmdd, jossa heterokahdentuneet plasmidit
voivat muodostaa geneettisid yhdistelmid in vivo. T&mé&n saa-—

vuttamiseksi tehtiin plasmidit pSYC716 ja pSYC742.

Plasmidi pSYC716 rakennettiin kloonaamalla plasmidista pSYC660
saatu, muunnetun penP-signaalisekvenssin (Ser27—mutaatio)
sisdltdvd palanen plasmidiin pBR322. pBR322-vektori pilkottiin
ensin ClalI- ja EcoRI-entsyymeilld ja sitten t&md& DNA korjattiin
DNA-polymeraasi I:n Klenow-palasella neljdn dNTP-laadun l&snd-
ollessa niin, ettd saatiin aikaan tylppdpdiset DNA-palaset.
Erillisessd kokeessa plasmidi pSYC660, joka on identtinen plas-
midin pSYC310-2 kanssa, ks. McLaughlin, et al. (1982), supra,
paitsi ettd t&dhdn plasmidiin sisdltyy Cy527-~—98er27—mutaatio
penP827:ssé, pilkottiin Alul- ja Aval-entsyymilld. Alul tunnis-
taa useita kohtia plasmidissa, kuten HindIIT-kohdan, kuten

julkaisussa McLauhglin et al. (1982), supra, on selostettu.
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Aval sijaitsee sekvenssissd, joka vastaa 6l. ja 62. aminohapon
kodoneja penP-geenisséa LES. Kroyer, J. ja Chang, S. (1981)
(supral7. Sitten pilkotut DNA-palaset korjattiin DNA-polyme-
raasi I:n Klenow-palasella niin, ettd kaikkiin palasiin tuli
tylpdt pdit. penP-promoterin ja ensimmdisid 62 aminohappoa koo-
dittava sekvenssi eristettiin, kun oli ensin suoritettu fraktioin-
ti geelilld (kayttdmdlld geelieluutiota). Tadmd puhdistettu
AluI-Aval-palanen (jossa Alul-pdid on pSYC660:n HindIII-kohdas-
ta) liitettiin pBR322-DNA:han, joka oli sitd ennen pilkottu
EcoRI- ja ClaI-entsyymilld ja tehty tylppdpdiseksi DNA-polyme-
raasi I:n Klenow-palasen ja dNTP-laatujen avulla, kuten edelléa
on selostettu. E. coli K-12/CS412 transformoitiin n&din saa-
duilla plasmideilla ja ampisilliinille sek&d tetrasykliinille
vastustuskykyinen transformantti eristettiin, josta tunnis-
tettiin plasmidi pSYC716. Se sisdltdd pBR322-sekvenssin paitsi,
ettd (korjatun) EcoRI-kohdan ja (korjatun) Clal-kohdan v&lissé&
oleva alue on korvattu pSYC660:n Alul-Aval-palasella, joka
sisdltdd osan penPSz7—sekvenssisté. penP827:n sisdltdvan
sekvenssin vieressd pSYC716:ssa on nyt EcoRI-kohta, 5' penPSZ7—

geenin 5'-pddstd, ja HindIII-kohta.

Plasmidin pSYC742 rakentamiseksi plasmidi pSYC716 pilkottiin
EcoRI- ja HindIII-entsyymeill&. Pieni palanen, joka sisdltda
penP-promoterin ja Ser-27-penisillinaasin 62 ensimmdistd amino-
happoa koodittavan sekvenssin, puhdistettiin. Plasmidi
PSYC709 pilkottiin EcoRI- ja HindIII-entsyymillid ja pilkottu
DNA liitettiin pSYC716:sta saatuihin, puhdistettuihin EcoRI-
ja HindIII-palasiin. Kun oli suoritettu yhteenliittdminen ja
transformointikelpoisten CS412-solujen transformointi, oli
vhdestd ampisilliinille vastustuskykyisestd transformantista
puhdistetulla plasmidi-DNA:1lla (plasmidi pSYC742) odotettu
rakenne. Lyhyt sekvenssi, joka sijaitsee EcoRI- ja HindIII-
kohdan vdlissd pSYC742:ssa, sisdltdd pSYC7l6:sta johdetun
penP827—sekvenssin, ja suuri EcoRI-HindIII-palanen on johdettu

pPSYC709:sti.
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Kantaplasmidi pSYC742 pilkottiin tdydellisesti HindIII-entsyy-
milld ja pddt tehtiin tylpiksi Sl-nukleaasilla poistamalla

ulospdintydntyvat paat.

Erillisessid kokeessa toinen kantaplasmidi pSYC744 pilkottiin
EcoRI-entsyymilld ja tehtiin tylppdpdiseksi Sl-nukleaasi-
k&dsittelylld. Namd kaksi tylppdpdistd, linearisoitua DNA-laatua
sekoitettiin keskenddn suunnilleen ekvimolaarisessa suhteessa
(DNA-vikevyys noin 10 mikrogrammaa per ml) ja kuumennettiin
sijoittamalla DNA-liuoksen sis&ltdvd koeputki 2 minuutiksi
kiehuvaan veteen ja jddhdytettiin hitaasti (usean tunnin kulues-
sa huoneen ldmpétilaan), jotta homokahdenteet ja heterokahden-
teet saattoivat muodostua kuumennuksessa muodostuneiden yksit-
tdisten sdikeiden liittyessd pareiksi. Homokahdenteet sisdltd-
vdt kaksisdikeistd DNA:ta, Jjonka molemmat sdikeet on johdettu
samasta kantaplasmidista so. AA tal A'A'. Tylppédpdisyyden vuok-
si homokahdenteet eividt voi muodostaa renkaita. Heterokahden-
teissa on kaksisdikeinen DNA, jonka kumpikin s&ie on perdisin
eri kantaplasmidista, so. AA' tai A'A. pSYC742:n Jja pSYC744:n
vdliset heterokahdenteet muodostavat renkaita. Yksi hetero-
kahdennemuoto on esitetty kuvassa 3. Kuvasta voidaan havaita,
ettd kahdenteessa on roikkuvia h&ntid, yksisdikeisid aukkoja

ja epdparinen keskimm&dinen nukleotidi aminohapon 27 kodonissa.

E. coli K-12/CS412-solut transformoitiin homokahdenteen ja
rengasmaisen heterokahdenteen seoksella, mutta lineaariset homo-
kahdenteet transformoivat taajuudella, joka on alle noin 0,01~
kertainen heterokahdennerenkaiden vastaavasta. Ampisilliinille
vastustuskykyiset transformantit valittiin levyiltd ja vyksi
transformantti tunnistettiin. Tdstd transformantista saatu
plasmidi pSYC748 on esitetty kuvassa 3 ja sen rakenne on saman-
lainen kuin plasmidin pSYC744 rakenne, kun roikkuvat hidnndt
ovat poistuneet, yksisdikeiset aukot ovat tdyttyneet ja epi-
parinen nukleotidi on korjattu in vivo. Kun asemassa 27 oleva
epdparinen nukleotidi on korjattu, on pSYC748 saanut BamHI-
kohdan, joka osoittaa Ser27-mutaation ldsndoloa tdssd geenissi.

Ser27—mutaatio on seurausta heterokahdenne-DNA:1la tapahtuneesta
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transformoitumisesta, jossa DNA:ssa o0li yvhteensopimaton emds-
pari tdssd kohdassa villityyppistd emdsparia vastaavassa
sekvenssigsd. Plasmidissa pSYC742 on seriinin TCC-kodoni

tadssd kohdassa, kun taas plasmidissa pSYC744 on TGC-kodoni,
joka koodittaa kysteiini&d. DNA:n in vivo-korjausprosessi
korjaa vaddrdn nukleotidin heterokahdenteessa ldsndolevan jomman
kumman DNA-sdikeen sekvenssin mukaisesti. Ser27—mutaation
sisdltdvd plasmidi (pSYC748) tunnistettiin uuden BamHI-

kohdan l&sndolon perusteella.

Vastaavalla tavalla suoritettiin heterokahdenneyhdistely plasmi-
din pSYC742 ja plasmidin pSYC728 vdlille. pSYC728 linearisoi-
tiin EcoRI:11d ja tehtiin tylppdpdiseksi Sl-kdsittelylli.
pSYC742 linearisoitiin HindIITI:1lla ja tehtiin tylppdpdiseksi
Sl-nukleaasikdsittelylld. Sitten suoritettiin heterokahdenne-
vhdistely ndin saaduilla lineaarisilla palasilla samoin kuin
edelld on kuvattu pSYC742:n Jja pSYC744:n kohdalla. Transfor-
moinnissa ja valinnassa kdytettiin E. coli K-12/CS412:sta ja
ampisilliinivastustuskykyd. J&dlleen roikkuvat pddt poistettiin,
vksisdikeiset aukot tdytettiin ja epdparinen nukleotidi korjat-
tiin {asemassa 27) in vivo. Plasmidi pSYC778 eristettiin ampi-
silliinille vastustuskykyisestd transformantista. Plasmidilla
pPSYC778 on samanlainen sekvenssi kuin pSYC728:1la, mutta
pSYC778 on saanut Ser27-mutaation. N&in ollen t&td in vivo-
vhdistelymenetelm&sd k&dyttdmdlld rakennettiin kaksi yhdistelmi-
plasmidijohdannaista, joissa kummassakin on yhdistelmdgeeni,
joka koostuu penP827:n signaalipeptidistd ja kypsdd hGH:ta
koodittavasta sekvenssistd. Plasmidissa pSYC778 on vhteenliit-
tyneessd geenisséd penP527—signaalipeptidin 34 aminohapon DNA-
sekvenssi, sitten alaniinin sekvenssi ja sitten fenyylialanii-
nin sekvenssi ja loput hGH-sekvenssistd. Plasmidissa pSYC748
on yhteenliittyneelld geenilli penPSz7—signaalipeptidin 34
aminohapon DNA-sekvenssi ja sen jidlkeen tdydellinen, ihmisen
kypsdn hGH-proteiinin sekvenssi. Osa pSYC748:ssa ja pSYC778:ssa

olevista yhteenliittyneistd geeneistid on esitetty kuvassa 6.
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Esimerkki IX

Lisdd nukleotidejd priimerilld ohjattuun mutatointiin

Seuraavat oligonukleotidit valmistettiin menetelmdlld M.Matteucci
ja M. Carruthers, J. Am. Chemical Soc., 103, 3185-3991 (1981)
kdytt&mdlld automaattista syntetisaattoria (Model Sam One,

Biosearch, Inc., San Rafael, California):
3'-GTCCTAGAGGATTGTT-5', nimeltd&n oligonukleotidi 827P287 ja

3'-GCAGCGCGGTCTAGAACGTCCT-5"', nimeltddn oligonukleotidi PD24.

Lis&ksi valmistettiin seuraava oligonukleotidi samalla tavalla

kuin oligonukleotidit 527P28 ja PD24:

3'-AACGTCCCCGCGGATTGT-5', nimeltdidn oligonukleotidi A27P28'

Esimerkki X
Muita B. licheniformis 749/C-penisillinaasigeeneijd, joissa on

mutaatioita signaalipeptidid koodittavassa DNA-sekvenssissd,

Jja mutatoituneita geenejd sisdltdvid sekvenssejd

A, Mutantti, jossa on seriini asemassa 27 ja proliini asemassa
28 (pSYC947)

Priimerilld ohjattu mutatointi suoritettiin noudattamalla esi-
merkin IT mukaisia menetelmid (oleellisesti ottaen julkaisun
Zoller ja Smith (1981), supra, mukaisesti) k&yttd3midlld E. coli
JM103:a, faagia MprenPS27 ja RF-DNA:ta ja ndistd valmistettua
vksisdikeistd DNA:ta ja priimerind esimerkissd IX valmistettua
oligonukleotidia SZ7P28’ joka oli 5'-fosforyloitu. Eristettiin
M13 RF-DNA, jossa sekvenssi 5'-TCCGCT-3' penisillinaasin kodo-
neissa 27 ja 28 (so. kodonit, jotka vastaavat aminohappoja 27
(Ser) ja 28 (Ala) Ser27—penisillinaasin signaalisekvenssissd)
oli muunnettu 5'-TCTCCT-3':ksi, Ser ja Pro. Tdllaisen mutan-
tin seulonta suoritettiin kdyttdmdlld DNA-oligonukleotidi-
hybridisaatiokoetusta, jota on selostettu julkaisussa Zoller

ja Smith (1981), supra, ss. 6492, 6493 ja 6496, ja kdyttdmilli
radioaktiivisesti merkittyd oligonukleotidia 527P28 koettimena.
Yksisdikeinen DNA eristettiin E. coli JM103:n viljelmien em&-

liuoksista, kun bakteeri oli transformoitu mutatoituneella,
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kovalenttisesti suljetulla, rengasmaisella, kaksisdikeiselld
RF-DNA:11la. Varmuus siitd, ettd seulonnalla eristetty faagi

0li haluttu faagi, jossa oli penP827P28, saatiin suorittamalla
restriktioanalyysi eristetyn faagin RF-DNA:1le. Analyysissé
paljastui BamHI-kohdan menetys, kuten oli odotettu. Aminohappo-
jen 26 ja 27 kodonit penPSZ7:ssé ovat 5'-GGATCC-3'. T&mid
sekvenssi on BamHI:n tunnistuskohta. Koska penPSz7P28:ssa
seriinin kodoni on muuttunut TCT:ksi, on BamHI-kohta menetetty.

N&din saadun faagin nimi on Ml3penPSZ7P28.

Edelld esimerkissd II kuvattu plasmidi pSYC660 pilkottiin osit-
tain BamHT:113d kdyttdmdlld t&td restriktioentsyymi& tavallisissa
tdyvden pilkkomisen olosuhteissa, mutta antamalla reaktion edetd
alle puolet siitd ajasta, Jjoka tarvitaan tdydelliseen pilkkou-
tumiseen, Jja osittain pilkkoutuneiden plasmidien lomittaiset
pddt korjattiin kdytt&mdlld E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenow-
palasta ja tarvittavia dNTP-laatuja. Ndin saadut tylppédpédiset,
linearisoidut plasmidit liitettiin yhteen kdyttdmdlld T4 DNA-
ligaasia. E. coli K-12/CS412-solut transformoitiin ni8in saa-
duilla plasmideilla. Transformantit valittiin ampisilliinin-
vastustuskyvyn suhteen ja sitten seulottiin esiin plasmidi,

jossa oli yksi BamHI-kohta.

pSYC660:ssa on kaksi BamHI-kohtaa: vyksi seriin127:n kodonissa
penPSz7—geenissé (ks. esimerkkid II, edelld) ja toinen noin
1,32 kbp:n (kiloemdspari) HindIII-BamHI-palasen toisessa pididssi,
joka palanen sisdltdsd penP827—geenin. Plasmidit, jotka oli
katkaistu osittaisella BamHI-katkaisulla penP827:n seriini27-
kodonin BamHI-kohdasta, eivdt olisi olleet ampisilliinille
vastustuskykyisid, koska tdllaisen vastustuskyvyn saa aikaan
penisillinaasigeeni, joka ei olisi ilmentynyt sen jdlkeen,

kun geeni oli katkaistu ja sitten uudestaan liitetty (korja-
tuin, tylpennetyin pdin), kuten edellid on kuvattu. Ndin ollen
valinta ampisilliinin vastustuskyvyn suhteen jdtti jdljelle
vain sellaiset transformantit, joiden plasmideissa oli ehiji

BamHI-kohta seriini27—asemassa penPSZ7:ssé. Jotkut valituista
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transformanteista kantoivat plasmideja, jotka olivat menettd-
neet toisen BamHI-kohdan pSYC660:ssa, so. BamHI-kohdan,

joka oli ncin 1320 emdsparin HindIII-BamHI-palasen toisessa
pddssd. Kun seulottiin transformantit sellaisten plasmidien

suhteen, joissa oli yvksi ainut BamHI-kohta, l&ydettiin plasmi-

di pSYCe67.

Plasmidi pSYC667 on sama kuin pSYC660, mutta erona on se, ettd
pSYC667:s5s4d on sekvenssi 5'-GGATCGATCC-3' siind, missd pSYC660:ssa
on BamHI-tunnistussekvenssi (5'-GGATCC-3') noin 1320 emdsparin

HindIII-BamHI-palasen pddssd.

Plasmidi pSYC667 on sdilyttdnyt plasmidin pSYC660 PstI- ja
BgliT-tunnistuskohdat (ks. esimerkki IT edelld). Samoin
penP827P28—geenin sisdltdvdssid MprenP827P28:n HindIII-BamHI-
palasessa on PstI-kohta ja BglII-kohta samoissa paikoissa kuin
PstI-kohta ja BglII-kohta vastaavasti siind pSYC667:n palasessa,
joka sisdltdd HindIII—BamHI—penPS27:n.

pSYC667 pilkottiin PstI:113 ja BgllII:lla ja suuri palanen eris-

tettiin geelieluutiolla.

Ml3penPSZ7P2
nen, joka sisdlsi penPSz7P28:n, eristettiin geelieluutiolla.

8 pilkottiin PstI:11& ja BglII:1lla ja pieni pala-

pSYC667:std saatu suuri PstI-BglII-palanen ja Ml3pénP827P28:sta
saatu pieni PstI-BglII-palanen liitettiin yvhteen kayttadmdlli
T4-DNA-ligaasia Jja E.coli K-12/CS412 transformoitiin ndin saa-
duilla plasmideilla. Yksi jatkotutkimuksiin valittu transfor-
mantti sis&lsi plasmidin pSYC947, kuten oli odotettu, ja siind
oli penP827P28-geeni, mutta ei BamHI-katkaisukohtaa. pSYC947
on identtinen pSYC667:n kanssa, mutta pSYC667:n penPSZ7—geeni
on korvattu penPSZ7P28:lla pSYC947:ssd.

Osa pSYC947:n penP827P28—geenisté on esitetty kuvassa 5.
Kodoni TCG, jonka yldpuolella on rengastettu "1" pSYC947:n

sekvenssissd, koodittaa B. licheniformisin suuren eksopenisilli-
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naasin N-pd&n seriinid. pSYC947:n kuvassa olevat vaakasuorat
viivat, jotka sijaitsevat TCTCCT:std vasemmalle, CCT:n Jja
TCG:n vdlissd ja TCG:std oikealle, tarkoittavat nukleotidi-
sekvenssejd, jotka ovat identtisid villityyppisessd geenissa
samolssa paikoissa olevien kanssa, jotka on esitetty kuvassa

5 plasmidille pSYC310-2.

B. Mutantti, Jjossa on alaniini asemassa 27 ja proliini asemas-
sa 28 (pSYC947A)

Esimerkin X(A) menetelmid k&yttdmdlld suoritetaan priimerilld
ohjattu mutatointi Ml3-faagin nimeltdin MprenPA27P28 valmis—
tamiseksi, jossa on B. licheniformis 749C:n penisillinaasigeeni
mutatoituneena seuraavalla tavalla: glysiinin kodoni 26 GGA muut-
tunut glysiinin kodoniksi GGG, kysteiinin kodoni 27 TCG muuttu-
nut alaniinin kodoniksi GCG ja alaniinin kodoni 28 GCT muuttunut
proliinin kodoniksi CCT. Toimenpide suoritetaan kdyttdmidllid esi-
merkistd IX saatua 5'-fosforyloitua oligonukleotidia A27P28

ja faagin MprenPA27 DNA:ta (esimerkki III). Faagista
MprenPA27P28 saadussa RF-DNA:ssa on noin 650 emisparin Alul-
restriktiopalanen pituudeltaan noin 310 bp:n ja 340 pb:n Alul-
restriktiopalasten tilalla, jotka ovat faagissa Ml3penPA27.
Lisdksi faagin Ml3penPA27 RF-DNA sisdltd3d NarI-restriktiokoh-
dan, jota faagin Ml3penPA27 RF-DNA:ssa ei ole. N&dmd restriktio-
kohtien erot ilmenevdt verrattaessa toisiinsa aminohappojen

26, 27 ja 28 kodonien sekvensseiji penPA27:ssé (5'-GGAGCTGCT-3")

ja penPA :ssa (5'-GGGGCGCCT-3"). N&itd restriktiokohtien

27528
eroja kdytetddn sellaisten faagien tunnistamisessa, jotka ovat

saaneet A27P28—mutaatlon.

Plasmidi pSYC310-2 pilkotaan HindIII:1lla ja BamHI:11d ja suuri

palanen eristetddn geelieluutiolla.

Ml3penPA27P28 RF-DNA pilkotaan HindIII:1la ja BamHI:11l3i ja
penPA27P28 sisdltdvd 1320 emdsparin palanen eristetdidn geeli-

eluutiolla.



44

pSYC310-2:sta saatu suuri HindIII-BamHI-palanen ja Ml3penPA27P28:
sta saatu noin 1320 bp:n HindIII-BamHI-palanen liitetd&n yh-
teen kdyttdmdlld T4 DNA-ligaasia ja E. coli K-12/CS412 trans-
formoidaan ndin saaduilla plasmideilla. Transformantit vali-
taan ampisilliininvastustuskyvyn suhteen. Yksi ampisilliinille
vastustuskykyinen transformantti valittiin jatkotutkimuksiin

ja siitd 1loytyi plasmidi pSYC947A, jossa oli noin 1050 bp:n
pituinen NarI-restriktiopalanen, Jota ei 1l&ytynyt pilkottaessa
plasmidi pSYC660A NarI:114, kuten onkin odotettua, silld
pSYC947A:n penPA27P28—geenissé on NarI-kohta.

Osa pSYC947A:n penPA27P28—geenisté on esitetty kuvassa 5.

Polypeptidi, joka on liitetty pSYC947A:n penPA27P28—signaali—
sekvenssissd asemassa 34 olevan alaniinin taakse ja transfor-
moitu E. coliin tai B. subtilikseen, erittyy suuremmalla teholla
kuin sama polypeptidi liitettynd B. licheniformisin villityyp-
pisen signaalisekvenssin asemassa 34 olevan alaniinin taakse.

Se pSYC947A:n penPA27P28:n ilmentdmidn penisillinaasin osuus,
jonka t&lld plasmidilla transformoituneet E. coli ja B.
subtilis erittdvidt on suurempi kuin se villityyppisen penP-
geenin ilment&mdn penisillinaasin osuus, jonka vastaavat plas-
midilla (esim. pSYC310-2, Jjossa on villityyppinen geeni)

transformoituneet bakteerit erittadvit.

C. Mutantti, jossa on dipeptidi NH2—Pro-Asp—COZOH sijoitettuna
asemassa 23 olevan alaniinin ja asemassa 24 olevan leusiinin
vdliin, ja jossa on seriini mieluummin kuin kysteiini asemas-
sa 27 (pSYC957)

Esimerkin X(A), supra, mukaisesti suoritettiin priimerilli
ohjattu mutatointi M13-faagin Ml3penPS27::PD24 valmistamiseksi,
jossa oli B. licheniformis 749/C:n penisillinaasigeeni, joka
sisdlsi seuraavat mutaatiot: proliinin ja asparagiinihapon
kaksi kodonia (5'-CCAGAT-3') sisdltdvd liitdnndinen alaniinin
kodonin 23 (GCG) Ja leusiinin kodonin 24 (CTT) vidlissd seki
kodoni 27 (kodoni 29 mutatoituneessa geenissd) on muuttunut

TCG:std (kysteiini) TCC:ksi (seriini).
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Toimenpide suoritettiin kayttdm8lld esimerkin IX mukaista
5'-fosforyloitua oligonukleotidia PD27 ja faagin Ml3penPS27
DNA:ta {(esimerkki II).

Ml13-faagin RF-DNA, jossa on haluttu penPSZ7::PD27—mutantti-
geeni, on sdilyttédnyt kodonit 26 ja 27 penP827:ssé (kodonit
28 ja 29 penP827::PD24
24, 25 ja 26 (5'-CCAGATCTT-3'). Haluttua mutanttigeeniid kanta-

:ssd) ja siind on BglII-kohta kodoneissa

van faagin seulonta suoritettiin kdyttdmdllid hybridisaatio-
koetustekniikkaa Lfoller ja Smith (1981), supri7, kuten esimer-
kissd X(A), Jja radioaktiivisesti merkittyd oligonukleotidia
PD24. Varmuus siitd, ettd seulomalla 1dydetty faagi oli
haluttu Ml3penPSZ7::PD24—faagi, saatiin suorittamalla faagin
RF-DNA:1le restriktioanalyysi, ja se osoitti, ettd ldsnd oli
odotettu BglII-lisdkohta verrattuna Ml3penP827:n tai M13-CMl:n
RF-DNA:han.

Esimerkin X(A) plasmidi pSYC667 pilkottiin BamHI:114d ja
osittain HindIII:lla ja suuri palanen eristettiin geelieluu-
tiolla. (Osittainen pilkkominen suoritettiin standardiolosuh-
teissa, mutta aika rajoitettiin puoleen siitd, mikd tarvitaan

tdydelliseen pilkkomiseen.)

Faagin M13penP827::PD24 RF-DNA pilkottiin BamHI:11ld ja
HindIII:1lla ja pieni, noin 320 emdsparin palanen, Jjossa oli
penP-promoteri ja penPSz7::PD24—signaalipeptidin ensimmidisid
28 aminohappoa koodittava sekvenssi, eristettiin geelieluu-

tiolla.

pSYC667:n suuri HindIII-BamHI-palanen ja Ml3penPS27::PD24
RF-DNA:n pieni BamHI-HindIII-palanen, Jjota on selostettu edel-
lisessd kappaleessa, liitettiin yhteen kdyttdmdlld T4-ligaasia.
E. coli K-12/Cs412-solut transformoitiin n#din saaduilla plasmi-
deilla ja transformantit seulottiin ampisilliinivastustuskyvyn
ja kloramfenikolivastustuskyvyn suhteen. Jatkotutkimuksiin
valittiin yksi ampisilliinille ja kloramfenikolille vastustus-

kykyinen transformantti ja sen havaittiin sisdltidvin plasmidin
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pPSYC957, joka on identtinen plasmidin pSYC667 kanssa paitsi,
ettd pSYC667:n penP527—geeni on korvattu penPSZ7::PD24—gee—
nilld pSYCY957:ss4.

Osa plasmidin pSYC957 penP827::PD24—geenisté on esitetty

kuvassa 5.

Esimerkki XI
Muita yhteenliitettyjid geenejid, joissa on muunnettuja B.

licheniformis 749/C-signaalipeptidejid koodittavia sekvensse-
jd Jja ihmisen kasvuhormonia koodittava sekvenssi, sekd nditéd

yhteenliitettyjd geenejd sisdltdvid plasmideja

A. Plasmidi, jossa on penPS27::PD24:n koodittamien N-pddn 30
aminohapon sekvenssi liittyneend ihmisen kasvuhormonia kooditta-
vaan sekvenssiin (pSYC970)

Plasmidi pSYC957, jossa oli penPS,.::PD,, /esimerkki X (C)/,
pilkottiin BamHI:11d sen sisdltdmdstd yhdestd ainoasta tdllai-
sesta kohdasta, joka sijaitse plasmidissa kodoneissa 28 ja 29
penP827::PD24:ssa. Syntyneet lomittaiset pddt korjattiin

E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenow-palasella ja nelj&dlli
dNTP-laadulla. Sitten ndin saadut tylppdpdiset, linearisoidut
plasmidit katkaistiin EcoRI:114, jolla on myds vksi ainut kohta
plasmidissa, Jja joka kohta vastaa ainutta EcoRI-kohtaa plasmi-
dissa pSYC310-2 LﬁbLaughlin et al. (1982), supra, joka on sukua
pPSYC957:11le pSYC667:n Jja pSYC660:n kautta (ks. esimerkkiid II

ja esimerkkid X(CL7. Sitten pieni palanen, joka ulottui
EcoRI:std tylpdksi tehtyyn BamHI-p&&hdn, eristettiin geeli-

eluutiolls.

Plasmidi pSYC709 (esimerkki V) katkaistiin HindIII:1lla, jolla
on yksi ainut kohta plasmidissa (ks. kuva 4). Saadut lomittai-
set pddt korjattiin E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenow-pala-
sella ja neljdlld dNTP-laadulla. Sitten tylppdpdinen, lineari-
soitu plasmidi katkaistiin EcoRI:113 t&stid ainoasta kohdasta
{ks. kuva 4).
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pSYC957:std saatu pieni palanen, joka ulottui EcoRI:std
tylppddn BamHI-pddhdn, ja pSYC709:std saadut palaset, jotka
ulottuivat EcoRI:std tylppddn HindITII~pddhdn, sekoitettiin
keskenddn ja liitettiin yhteen kdyttam&llad T4 DNA-ligaasia
tylppien pdiden liittdmiseen sopivissa olosuhteissa. Né&in
saadulla seoksella transformoitiin E. coli K-12/CS412 ja trans-—
formantit valittiin ampisilliininvastustuskyvyn suhteen. Yksi
ampisilliinille vastustuskykyinen transformantti valittiin

jatkotutkimuksiin ja sen havaittiin kantavan plasmidia pSYC970.

Plasmidi pSYC970 on esitetty kuvassa 6. Se on sama kuin
pSYC720 paitsi, ettd pSYC720:n koodittamassa penisillinaasi-
signaalisekvenssimutantissa on kaksi lis8aminochappoa, proliini
asemassa 24 ja asparagiinihappo asemassa 25, kuin pSYC720:n

koodittamassa penisillinaasisignaalisekvenssimutantissa.

Se pSYC970:n sekvenssi, jossa on signaalipeptidi liittyneend
ihmisen kasvuhormonin sekvenssiin, koodittaa penPSZ7::PD24:n

mukaisesti signaalipeptidin N-p&ddn 30 ensimmdistd aminohappoa.

pSYC970:11la transformoituneen E. colin ja B. subtiliksen erit-
tdmd ihmisen kasvuhormoni on ihmisen kypsd kasvuhormoni, jonka

N-padssid on Phe.

B. Plasmidi pSY¥C9%62, jossa on penPSZ7P28:n sisdltdmid signaa-
lipeptidin sekvenssi ja lis&ksi alaniini mainitun signaali-
peptidisekvenssin karboksipddssd, ja tdmd sekvenssi on liitty-
neend ihmisen kasvuhormonia koodittavaan sekvenssiin

Plasmidi pSYC947 (esimerkki X) pilkottiin restriktioentsyymeil-
18 EcoRI ja MspI. Plasmidissa on yksi ainut EcoRI-kohta, joka
vastaa plasmidin pSYC310-2 ainutta EcoRI-kohtaa. Plasmidissa
on myds MspI-kohta (myds HpaII-kohta) kodoneissa, jotka vastaa-—
vat aminohappoja 71 ja 72 penisillinaasissa LES. J. Kroyer ja
S. Chang (1981), supré7. Noin 450 emdsparin EcoRI-MspI-palanen

eristettiin geelieluutiolla.
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Plasmidi pSYC709 (esimerkki V) katkaistiin ainoasta EcoRI-
kohdastaan (ks. kuva 4) ja sen jdlkeen suoritettiin katkaisu
ainocasta ClaI-kohdasta, Jjoka on EcoRI-kohdan ja HindIII-kohdan
vdlissd kuvassa 4. pSYC947:std saatu 450 emdsparin EcoRI-MspI-
palanen liitettiin EcoRI-ClaI-katkaistuun pSYC709:4&n ja
liitt&minen suoritettiin kdyttdm&lld T4 DNA-ligaasia. E. coli
K-12/CS412 transformoitiin ndin syntyneilld plasmideilla ja
transformantit valittiin ampisilliininvastustuskyvyn suhteen.
Yksi ampisilliinille vastustuskykyinen transformantti tutkittiin
tarkemmin ja sen havaittiin sis&@lt&dvédn plasmidin pSYC956,

jossa oli odotettu liit&@nndinen pSYC709:n EcoRI- ja ClaI-kohdan

vidlissd.

pSYC956:ssa on sama sekvenssi ainoan EcoRI-kohdan ja sen
pSYC709:std johdetun HindIII-kohdan vdlissd kuin pSYC778:1la

on ainoan EcoRI-kohtansa ja asemassa 35 olevan alaniinikodonin
GCT vdlissd plasmidia pSYC778 esittdvdssd kuvassa 6 paitsi,
ettd (i) pSYCY956:n signaalipeptidi on penP827P28:n (ks.

pSYC947 kuvassa 5) koodittama, kun taas pSYC778:ssa on penPSzfn
koodittama signaalipeptidisekvenssi (ks. pSYC660 kuvassa 2);
tdmd ero merkitsee pSYC956:n signaalisekvenssikoodin kodonien
27 ja 28 TCTCCT muuttumista TCCGCT:ksi samoissa asemissa ole-
vissa kodoneissa pSYC778:ssa; (ii) pSYC956:ssa on 117 emdsparia
muunnetun signaalisekvenssin asemassa 34 olevan alaniinikodo-
nin sekd alaniinikodonin GCT vdlissd, joka on vdlittomasti ih-
misen kypsdn kasvuhormonin N-pdidn kodonin TCC edesséi seké
PSYC956:ssa ettd pSYC778:ssa,kun taas pSYC778:sta puuttuvat nimi
117 emdsparia (jotka koodittavat ensimmdisid 38 aminopdin amino-
happoa B. licheniformis 749/C:n suuressa eksopenisillinaasissa
LES. Kroyer ja Chang (1981), supri7, ja 3.pddssi on luennanlo-
petussignaali (UAA); ja (iii) pSYC956:ssa on noin 30 emisparia
sen EcoRI-kohdan ja sen pSYC947:st& johdetun HindIII-kohdan

C:n vdlissd, jotka eivdt sijaitse vdlittdSmisti pSYC778:n
EcoRI-kohdan T:n takana, joka on l18hinnid penP-promoteria

plasmidissa.
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Plasmidi pSYC956 linearisoitiin EcoRI:1ld ja saadut ulostydnty-
vit pdit poistettiin késittelemdlld DNA:ta (50 mikrogrammaa/ml)
30 minuuttia 220C:ssa Sl-nukleaasilla (220 U/ml) puskurissa

(pH 4,6), jossa oli 300 mM NaCl, 60 mM ZnSO4 ja 50 mM Na-
asetaattia. Ks. Maniatis et al. (1982), s. 140. 30 minuutin
jakson jdlkeen DNA uutettiin fenolilla ja saostettiin etano-

lilla.

Plasmidi pSYC778 linearisoitiin BamIflla (hGH:ta kooditta-
vassa sekvenssissd olevassa kohdassa) ja syntyneet ulostydnty-
vdt pdidt poistettiin Sl-nukleaasilla samalla tavalla kuin
ulostydntyvat pddt poistettiin EcoRI:1lla katkaistusta
pPSYC956:sta. Sl-kdsittelyn jdlkeen DNA uutettiin fenolilla

ja saostettiin etanolilla.

pSYC956:sta ja pSYC778:sta saadut DNA-pelletit suspendoitiin
yhdessd, 25 mikrogrammaa/ml kutakin, liittédmispuskuriin, pH 7,5,
jossa oli 20 mM Tris, 100 mM NaCl ja 0,05 mM EDTA. Liuosta,
joka oli 1,5 ml:n Eppendorf-putkessa, kuumennettiin 1 minuutti
kiehuvassa vesihauteessa ja sen jdlkeen sitd pidettiin vield

1-3 minuuttia 90°C:een hauteella ja sen jdlkeen jddhdytettiin
hitaasti 4 tunnin kuluessa 30°C:een. T&midn kidsittelyn seurauk-
sena muodostul rengasmaisia heterokahdenne-DNA-molekyyleiéd

(sekd homokahdenteita, Jjotka linearisoitujen plasmidien tyl-
pentdmisen vuoksi eivat kyenneet muodostamaan renkaita uudes-

taan) .

Heterokahdennerenkaita sisdlt&v&lld DNA-seoksella trans-
formoitiin E. coli K-12/CS412, jossa muodostui yvhdistelma-
plasmideja heterokahdenteiden in vivo-korjauksen tuloksena.
Transformantit valittiin ampisilliininvastustuskyvyn suhteen.
Jatkotutkimukseen valittiin useita ampisilliinille vastustus-
kyvkyisid transformantteja. Yksi sisdlsi plasmidin pSYC962,
joka on identtinen plasmidin »SYC778 kanssa paitsi, ettd
pSYC778:n muunnetussa penP-geenissd olevat 27. ja 28. amino-

happoa koodittavat kodonit TCC GCT (Ser-Ala) on korvattu
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kodoneilla TCT CCT (Ser-Pro) pSYC962:n muunnetussa penP-

geenissd. Ks. kuva 6.

Plasmidi pSYC962 voidaan my0s muodostaa edelld kuvatulla hete-
rokahdentamismenetelmdlld kdyttdm&lld pSYC956:tta, joka
katkaistaan EcoRI:113 ja sen jdlkeen p&ddt tylpennetddn E. colin
DNA-polymeraasi I:n Klenow-palasella neljdn dNTP-laadun ldsnd-
ollessa eikd Sl-nukleaasilla, sekd pSYC778:aa, joka katkais-
taan BglII:1lla ja tehdddn myds tyvlpdksi kdyttdm&dlld Klenow-
palasta ja ATP:td sekd TTP:td Sl-nukleaasilla tapahtuvan hajo-

tuksen sijasta.

C. Jakautumiskykyinen plasmidi, jossa on penPSz7:n sisdltémd
signaalipeptidin sekvenssi N-pddn 28 aminohapon osalta liit-
tyneend ihmisen kasvuhormonia koodittavaan sekvenssiin
(pSYC852)

Jotta plasmidi sdilyisi stabiilina soluviljelmdn soluissa,
pitdd sen olla joko "jakautumiskykyinen" siten, ettd jakautu-
van solun kumpikin tytdrsolu saa vahintdd&n yhden plasmidi-
kopion, tai sen téytyy antaa sellainen fenotyyppi, joka viljel-

mén soluilla tdytyy olla pysydkseen elossa viljelyolosuhteissa.

Tavallisesti geenitekniikalla aikaansaatu plasmidi sis&dltii
antibiootinvastustuskyvyn antavan geenin tai geenejd, jotka
antibiocotit olisivat letaalisia soluille, elleivit transformoi-
tuneet solut kantaisi antibiootinvastustuskykygeenid(geeneji).
Plasmidia pidetddn ylli kasvavien solujen viljelmissd sisdl-
lyttdmdlld kasvualustaan antibiootti (jonka suhteen plasmidin
sisdltdmd geeni antaa vastustuskyvyn). Vain plasmidin sisdlti- -
vdat solut pysyvédt elossa. Jos antibiootti jitetddn pois kasvu-
alustasta, plasmidia kantavien solujen mddrd viljelmidssi va-~
henee nopeasti tyypillisesti saavuttaen nollan vihemmdn kuin 25
kahdentumisen kuluessa, mutta nopeudet vaihtelevat suuresti,

ellei plasmidi sitten ole "jakaantumiskykyinen".
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Koska antibiootit ovat kalliita ja hankaloittavat geeniteknii-
kalla aikaansaaduilla plasmideilla transformoitujen solujen
tuotteiden (esim. ravinto- tai hoitok&yttddn tarkoitetut pro-
teiinit) puhdistamista, on edullista kdyttdd "jakaantumis-
kykyisid" plasmideja, jotka ndin ollen s&dilyvdt stabiileina

soluviljelmissd tarvitsematta antibiocottia kasvualustaan.

Jakaantumiskyky E. colissa saadaan aikaan plasmideille lyhyelld
DNA-Jjaksolla, jonka Meacock ja Cohen, Cell 20, 529-542 (1980),

ovat tunnistaneet.

Gram-positiivisissa bakteereissa, B. subtilis mukaanluettuna,
antaa plasmideille jakaantumiskyvyn lyhyt DNA-jakso (jota tdssa
nimitetddn "par"-jaksoksi), joka sijaitsee plasmidissa p0OG2381
noin 350 emdsparin HindIIT-HaelIIlI-palasen sisdlld, kuten on
selostettu julkaistussa eurooppalaisessa patenttihakemuksessa

0O 095 947, joka perustuu US-patenttihakemukseen 470 576,
jatetty virastoon 28. helmikuuta 1983, joka puolestaan on nyt
esilld olevan patentin hakijan nimissd ja sisdllytetddn

tdhdn viitteeksi.

Seuraavalla tavalla saatiin par-jakso, jonka sekvenssi rajoit-

tuu edullisesti HindIII-kohtiin:

Plasmidi p0G2326 pilkottiin BamHI:113d ja linearisoidun plasmi-
din lomittaiset pddt tehtiin tylpiksi E. colin polymeraasi I:n
Klenow-palasella neljdn dNTP:n l&dsndollessa. Sitten tylppd-
pdinen, lineaarinen palanen katkaistiin HindITI:1la ainoasta
HindIITI-kohdastaan. N&in saatu lineaaristen palasten seos
vhdistetiin sekvenssiin, jossa oli noin 350 emdsparin HaeIII-
HindIII-par-jakso, Jjoka oli eristetty geelieluutiolla p0OG238l:n
palasista, jotka oli saatu suorittamalla pilkkominen HindIII:1lla
Ja HaeIII:lla. Seos, jossa oli 350 emdsparin HaeIII-HindIII-
par-jakson sisdltdvd sekvenssi ja kaksi p0OG2326:sta saatua
jaksoa, jotka ulottuivat HindIII:sta tylppédpdiseen BamHI:hin,
liitettiin yhteen T4 DNA-ligaasilla tylppédpdiseen yhteenliittd-

miseen soveltuvissa olosuhteissa. E. coli K-12/CS412 trans-
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formoitiin ndin saaduilla plasmideilla ja transformantit seu-
lottiin sen suhteen, oliko niissd HindIII-BamHI-palanen,

jonka koko oli l&hes sama kuin HaeIII-HindIII-par-sekvenssin
sisdltadvalld jaksolla. (Kun HaeIII:1lla leikattu pdd liitetdédn
tylppédpdiseen BamHI:1lld leikattuun p&d&hdn, saadaan uudestaan
aikaan BamHI-kohta.) T&llainen transformantti 16ytyi ja sille

annettiin nimi pSYC676.

pSYC676:ssa on ClaI-kohta muutaman emdsparin pddssi HindIII-
kohdasta, mutta se on par-sekvenssin sisdltdvdn HindIII-

BamHI-palasen ulkopuolella.

pSYC676 linearisoitiin BamHI:11d ja ulostydntyvdt pdit tiytet-
tiin E. colin polymeraasi I:n Klenow-palasella ja neljilli
dNTP:1148 ja padt liitettiin vhteen k&dytt&dmdlld T4 DNA-ligaasia
tylppien pdiden yhteenliittdmisolosuhteissa. Tdmi#n toimen-
piteen tuloksena BamHI-kohta (GGATCC) muuttui ClaI-kohdaksi
{alleviivattu) (GGATCGATCC). Ndin saatu plasmidi pSYC676CLA
pilkotaan ClaI:11ld ja noin 360 emdsparin mittainen, par-jakson
sisdltdvd sekvenssi eristetddn geelieluutiolla ja yhdistet&in
pBR322:een, joka on katkaistu ClaI:1lla ainoasta ClaI-kohdastaan.
Palaset liitetddn yhteen T4 DNA-ligaasilla ja syntyneillid plas-
mideilla kloonataan E. coli K-12/CS412. Plasmidi pSYC756BR
eristetddn ampisilliinille vastustuskykyisestd transformantista
ja restriktioanalyysilld 1&ydetiddn seuraava par-jakson sisdlti-
vdn alueen vieressd olevien ClaI- ja HindIII-kohtien ryhmittely:

ClaIl - HindIII -- par -- ClaI - HindIII.

Sellaisen plasmidin, kuten pSYC756BR, jossa on ClaI-HindIII--
par-ClaI-HindIII-jakso, rakentamisessa voidaan k#yttdi pBR322:n
tilalla mitd tahansa plasmidia, jossa on yksi ainut ClaI-kohta
ja HindIII-kohta, joka mielell&&n on ainut ja sijaitsee noin

10 emdsparin sisdlld Clal-kohdasta lukien. Yksi tdllainen
vaihtoehtoinen plasmidi on pJH101l, jota on selostettu julkaisus-
sa Jour. Bacteriol. 154, 1513-1515 (1983).



53

pJH101l:td, joka oli katkaistu ainoasta ClaI-kohdastaan, kdy-
tetddn plasmidin pSYC756 rakentamisessa Clal:114 katkaistun
PSYC676CLA:n kanssa samalla tavalla kuin edelld on selostettu
pBR322:n kdyttdd pSYC756BR:n rakentamisessa. pSYC756:ssa on
noin 350 emdsparin pituinen ClaI-HindIII--par—--ClaI-HindIII-

palanen, Jjoka on identtinen pSYC756BR:n vastaavan Jjakson kanssa.

pSYC756:sta saatu HindIII-kohtiin rajoittuva, par-sekvenssin
sisdltdvd palanen eristettiin geelieluutiolla HindIII:1lla
pilkotun plasmidin palasista ja sekoitettiin pSYC720:n (esi-
merkki VII) kanssa, joka o0li linearisoitu HindIII:1lla ainoasta
HindITI-kohdastaan. Seos liitettiin yhteen T4 DNA-ligaasilla
ja E. coli K-12/CS412 transformoitiin ndin saaduilla plasmi-
deilla. Transformantit valittiin ampisilliinivastustuskyvyn
suhteen ja niistd seulottiin plasmidi, jossa oli par-sekvenssin
sisdltidvd jakso sijoittuneena kahden HindIII-kohdan v&liin.
Tdllainen transformantti 1l8ytyi ja sen sisdltdmidlle plasmidil-

le annettiin nimeksi pSYC852.

pPSYC852 on esitetty kuvassa 6. Se on sekvenssiltdidn identtinen
pSYC720:n kanssa lukuunottamatta par-jaksoca, Jjoka on sijoitet-—
tu pSYC720:een HindIII-kohtaan, joka on penP-promoterin yl&-
puolella. HindIII-kohdan sijainti penP-promoterin sijainnin
suhteen pSYC720:ssa on sama kuin HindIII-kohdan sijainti penP-
promoterin sijainnin suhteen pSYC310-2:ssa. Ks. McLaughlin

et al. (1982), supra.
pSYC852 on jakaantumiskykyinen.

Kun pSYC852:1la transformoitunutta B. subtilis BD224:33 vil-
jelldédn kasvualustaessa, Jjossa ei ole antibioottia, se tuottaa
yhtd paljon ihmisen kasvuhormonia kuin pSYC720:1la transformoi-
tunut B.subtilis SCR667 Vviljeltdessd sitd kloramfenikolipitoi-
sessa kasvualustassa. (pSYC720:ssa on kloramfenikolinvastus-
tuskykygeeni, joka on johdettu pSYC31l0-2:sta.) pSYC720 menete-

tddn nopeasti B. subtilis-viljelmistd, joissa ei ole antibioot-



54

tia; ndin ollen ihmisen kasvuhormonin tuotanto solua kohti

laskee tdllaisissa viljelmissd kasvun jatkuessa.

Esimerkki XIT
Yhteenliitetty geeni, Jjoka sisdltda seriiniz7:llé muunnettua

B. licheniformis-signaalipeptidid koodittavan sekvenssin ja
seriini le—interleukiini—Z—polypeptidié koodittavan sekvens-
sin

Interleukiini-2 (IL-2), jota nimitetddn myds T-solujen kasvu-
tekijdksi, on lesitiinilld tai antigeenilld aktivoituneiden
T-solujen tuottama lymfokiini. Kuten interferonit, myds IL-2
auttaa luontaisten tappajasolujen aktiivisuutta ja se on hyddyl-
linen kasvainsairauksien hoidossa. IL-2:1la on my®6s lukuisia
muita terapeuttisia ja diagnostisia sovellutuksia. Ks. D. Mark

et al., eurooppalainen patenttihakemus 83306221.9.

Ihmisen IL-2:ta koodittavan geenin nukleotidisekvenssi ja sel-
laisen ilmentd@misvektorin valmistus, Jjoka tuottaa biologisen
IL-2-aktiivisuuden omaavaa ihmisen IL-2-polypeptidid baktee-
reissa, on selostettu julkaisuissa Taniguchi et al., Nature,
302, 305-310 (1983) ja Mark et al., euroopan patenttihakemus
83306221.9, supra.

Kayttdm&dllsd vastaavia menetelmid kuin mitd tdssd selostuksessa
on kdytetty liitetddn ihmisen IL-2-polypeptidid koodittava
sekvenssi toimivasti t&mdn keksinndn mukaista muunnettua signaa-
lipeptidid koodittavaan sekvenssiin, kuten pSYC720 tai pSYC778,
ja isdntd&vd toimiva E. coli (esim. E. coli K-12/MM294 tai

E. coli K-12/C5412) tai B. subtilis (esim. B. subtilis BD224),
jossa yhteenliitettyd geenid kantava plasmidi kykenee replikoi-
tumaan, transformoidaan plasmidilla, jonka j&dlkeen ihmisen IL-

2-polypeptidid ilmentyy ja erittyy kypsdssi muodossa.
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Esimerkki XITII

Muunnettujen signaalisekvenssien analyysi E. colin ja B.

subtiliksen eritta8mistapahtumassa

A. E. colin transformointi

Kaikki E. colin transformoinnit t&ssd esimerkissd kdytetyillad
plasmideilla sekd muualla t&dssd hakemuksessa selostetut trans-
formoinnit suoritettiin menetelm&lld Cohen, Chang ja Hsu, Proc.
Natl. Acad. Sci., (U.S.) 69, 2110 (1973). Ks. my8s Maniatis
et al. (1982), supra ss. 249-255.

B. B. subtiliksen transformointi

Kaikki B. subtiliksen transformoinnit tdssd esimerkissd kdyte-
tyilld plasmideilla sek&d muualla tidssd hakemuksessa seloste-—
tut transformoinnit suoritettiin menetelmdlld, joka vastasi
julkaisussa Anagnostopoulos Jja Spizizen, J. Bacteriol.,

741-746 (1961) selostettua menetelmdi.

10 x Spizizen I-minimiliuos valmistettiin sekoittamalla tisla-
tun veden avulla aikaansaatuun 1 litran kokonaistilavuuteen

20 g (NH,).SO,, 140 g K,HPO

2 4r 60 g KH2PO4 ja 10 g Na-sitraattia.

1) 250,

Spizizen I-kasvualusta valmistettiin sekoittamalla 2,05 ml

1M MgSO4; 6 ml 50-prosenttista (paino-osina) glukoosia; 5 ml
10-prosenttista (paino-osina) hiivauutetta; 5 ml 2-prosenttista
({paino-osina) kaseilinihydrolysaattia; 2,5 ml l-prosenttisena
(paino-osina) liuoksena kutakin kannan transformoitumiseen
tarvittavaa aminohappoa; 50 ml 10 x Spizizen I-minimiliuosta;

ja niin paljon tislattua vettd, ettd liuoksen kokonaistilavuu-
deksi tulee 500 ml. B. subtilis BD224:1le ja B. subtilis
BD170:11le ovat tarvittavat aminohapot treoniini Jja tryptofaani.
B. subtilis SCR667 on auksotrofi eikd tarvitse mitd&n amino-

happoja Spizizen I-liucksessa.

Spizizen II-kasvualusta valmistettiin lisd&madlla 0,25 ml 1M

CaCl2 ja 1 ml 1M MgCl2 500 ml:aan Spizizen I-kasvualustaa.
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30 ml:aan Spizizen I-kasvualustaa siirrostettiin transformoi-
tavaa B. subtiliskantaa pesdkkeend tai itidind ja kasvatettiin

yon yli (16-20 tuntia) 37°C:ssa.

Sitten 15 ml y6n yli kasvanutta viljelmdd siirrostettiin

135 ml:aan Spizizen I-kasvualustaa 2800 ml:n kolvissa Ja kas-
vatettiin 379C:ssa. Viljelmdn optinen tiheys (O.D.) mitattiin
600 nm:ssd 1,5-2 tunnin kuluttua ja sen jdlkeen joka 15 minuu-
tin kuluttua, kunnes viljelmdn havaittiin olevan my&h&isessd
log-vaiheessa perustuen siihen, ettd 0.D.-lukemat kohosivat

alle 5 ¢ 15 minuutin kuluessa.

Sitten 50 ml my®hdisen log-vaiheen viljelm&dd siirrostettiin
450 ml:aan Spizizen II-kasvualustaa 2800 ml:n kolvissa Jja
kasvatettiin 37°C:ssa 1,5 tuntia. 1,5 tunnin kasvun jdlkeen
solut sentrifugoitiin pohjaan nopeudella 5000 kierr./min 10 min

kuluessa 4OC:ssa.

Sitten sentrifugoinnissa saatu pelletti suspendoitiin uudes-
taan 45 ml:aan emdliuosta, johon sen jdlkeen lisdttiin 6 ml
80-prosenttista (tilavuusosina) steriilii glyserolia juuri
ennen kuin viljelmd Jjdddytettiin kuivajdd-etanolihauteessa
(—7OOC). Jdddytetyssd viljelmdssd olevat solut ovat kelvol-
lisia transformoitaviksi halutulla plasmidilla seuraavalla

tavalla:

0,5-0,6 ml jdddytettyd, transformointikelpoisia soluja sisdl-

tdvdsa viljelmdd sulatettiin jd&n pddlli.

Sulatettuun viljelmddn lisdttiin 10-50 mikrolitraa liuosta,
joka sisdlsi plasmidia, jolla solut oli tarkoitus transformoi-
da. Saatua seosta sekoitettiin ravistelemalla 37°C:ssa 2
tuntia, jona aikana transformoituminen plasmideilla ja niiden

geenien ilmentyminen tapahtui.
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Lopuksi siirrettiin valintaa varten pienet erdt, kuten noin
5 - noin 200 mikrolitraa levyille, joissa oli haluttua anti-

bioottia tai antibiootteja valintaa varten.

Plasmidilla transformoituneet B. subtilis-solut, joista on
esitetty tuloksia tdssd esimerkissd, valittiin k&yttamalla

kloramfenikolia, jota oli ldsnid levyilld 5 mikrogrammaa/ml.

C. B. subtiliksesta tapahtuvan erittymisen mittaaminen
Mielenkiinnon kohteena olevalla plasmidilla transformoitunei-
ta B. subtilis-soluja kasvatettiin L.B.-kasvualustalla /ks.
Maniatis et al. (1982), supra, s. 44Q7, jossa oli kloramfeniko-
lia 5 mikrogrammaa/litra, ja kasvatus suoritettiin ravistele-
malla voimakkaasti 37OC:ssa, kunnes vilijelmdn O0.D. (optinen
tiheys 600 nm:ssd) saavutti arvon 1,0. Sitten viljelmdstd
otettiin ndyte tutkittavan signaalisekvenssigeenin ilmentdmdn
kokonaisproteiinin (so. erittynyt ja erittymdt®n) mddrittdmi-
seksi. Viljelmd&n loput solut pelletoitiin sentrifugoimalla
(kdytt@m&lld Eppendorf-mikrofugia 20 sekuntia huoneen lampdo-
tilassa). Kédytetyissd olosuhteissa ei ollut havaittavissa so-
lujen lyysid, kun verrattiin toisiinsa geelejd, jotka oli val-
mistettu emdliuoksen ja pelletin proteiineista, ja tdtd tuki
myo6s se, ettei kasvualustasta 18ytynyt havaittavia md&driad
useita eri nroteiineja, joiden tiedetddn olevan intrasellulaa-

risia.

Ndytteistd analysoitiin hGH ja penisillinaasi tdmdn esimerkin
E~kohdassa kuvatuilla menetelmilld. Halutun proteiinin (hGH
tai penisillinaasi) md&rd emdliuoksessa on erittyneen proteii-

nin mddara.

Halutun proteiinin kokonaismdidri midritettiin mittaamalla

hGH tai penisillinaasi (noudattamalla tdmdn esimerkin E-kohdas-
sa kuvattuja menetelmid) viljelmdndytteistd, jotka oli otettu
ennen pelletointia. Sen varmistamiseksi, ettd t&mi kokonais-

proteiinin m8&ritysmenetelmd oli tarkka, ndytteet sonikoitiin
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ensin, kalvot ja muut solupartikkelit sentrifugoitiin alas

ja ndin saadusta emdliuoksesta mitattiin proteiini.

Penisillinaasin kohdalla kokonaisproteiinin madritys suoritet-
tiin myds ilman t&dllaista sonikointia. Lukuunottamatta penP
delta 2428-signaalisekvenssid antoivat penisillinaasimddrityk-
set oleellisesti ottaen samat tulokset sonikaation kanssa ja
ilman sitd, mikd osoitti, ettd penisillinaasi erittyi solunulko-
puoliseen tilaan tai oli sitoutuneena solujen pintaan (ulko-
puolelle) silld tavalla, ettd se voitiin havaita mittausmene-
telmilld. penP delta 2428-signaalisekvenssilld huomattava

osuus penisillinaasista pysyi solun sisdlld tai sitoutuneena
solukalvoon siten, ettd sitd ei voitu mddrittdd ilman solujen

sonikaatiota.

D. E. colista tapahtuvan erittymisen mittaaminen

E. coli-soluja, jotka olivat transformoituneet mielenkiinnon
kohteena olevalla plasmidilla, kasvatettiin voimakkaasti ravis-
tellen 37°C:ssa I,.B.-kasvualustalla, jossa oli ampisilliinid

50 mikrogrammaa/ml, kunnes viljelmdn O.D. saavutti arvon 1,0

600 nm:ssd.

Ndytteistd mitattiin haluttu proteiini (penisillinaasi tai
hGH) kédyttdmdlld tdmdn esimerkin kohdassa E selostettuja mene-

telmid.

Se halutun proteiinin mddrd, Jjoka ldydetddn solujen periplasmi-
shokin tuote), on erittynyt proteiini. Osmoottisen shokin
tuote valmistettiin oleellisesti ottaen menetelmdlld Nosel ja
Heppel, J.Biol.Chem., 241, 3055-3062 (1966). Viljelmdndyttees-
td, jonka 0.D. oli 1,0, saadut solut pelletoitiin gentrifugoi-
malla ja suspendoitiin uudestaan tilavuuteen, joka oli vksi
kymmenesosa ndytteen tilavuudesta, kdyttdmdlld puskuria (pH
7,4), Jjossa oli 50 mM Tris, 2,5 mM EDTA ja 2 % (paino/tilavuus)

sakkaroosia. Kun oli pidetty 10 minuuttia 23OC:ssa, solut
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pelletoitiin sentrifugoimalla ja sen Jjdlkeen suspendoitiin
uudestaan yl&salaisin kddntelemdllsd yhtd& suureen tilavuuteen
kylm&ad (noin 2OC) deionoitua vettd, Jja sen jdlkeen liuoksen
annettiin seisoa 10 minuuttia 4°C:ssa. Lopuksi solut pelletoi-
tiin ja emdliuos, joka sisdlsi osmoottisen shokin tuotteen,

analysoitiin haluttujen proteiinien suhteen.

Vaihtoehtoisesti kdytettiin osmoottisen shokin tuotteen ai-
kaansaamiseksi muunnettua Lunn-Pigiet-menetelmdid. Lunn Ja

Pigiet, J. Biol. Chem., 257, 11424-11430C (1982).

Halutun proteiinin (penisillinaasi tai hGH) kokonaism&&ran
mddrittdmiseksi, joka ilmentyi E. colissa mielenkiinnon
kohteena olevan signaalipeptidid koodittavan geenin tuotteena,
madritettiin mittaamalla proteiini siitd solumateriaalista,
joka oli pelletoitu osmoottisen shokin tuotteen viimeisessd
valmistusvaiheessa. Pelletoitu materiaali suspendoitiin uudes-
taan puskuriin (pH 7,4, 50 mM Tris, 2 % (paino/tilavuus) sakka-
roosia ja 2,5 mM EDTA, kuten edelld), jonka tilavuus oli yksi
kymmenesosa viljelm&ndytteen tilavuudesta, joka alunperin ole-
tettiin osmoottisen shokin tuotteen valmistamiseen. N&in
saatua liuosta sonikoitiin ensin Jja sen jidlkeen mddritettiin

haluttu proteiini.

Halutun proteiinin kokonaism8drd on se proteiinimddrd, joka
16ytyy osmoottisen shokin tuotteesta ja uudelleensuspendoi-
dusta solumateriaalista, joka oli pelletoitu osmoottisen shokin

tuotteen valmistuksen viimeisessd valiheessa.

E. Thmisen kasvuhormonin ja penisillinaasin analyysimene-
telmdt

E.colin ja B. subtiliksen ilmentd&md ja erittdmi ihmisen kasvu-
hormonim&&dréd mitattiin immunoradiometriselld menetelmidlld
(RIA) kayttdmdlld hGH-RIA-pakkauksia, joita on saatavissa
firmasta Cambridge Medical Diagnostics Inc., Billerica,

Massachusetts.
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E. colin ja B. subtiliksen ilmentdmid ja erittdmd penisilli-
naasimdidrd mitattiin joko menetelm&lld Schinder ja Huber,

Enzyme Inhibitors, U. Brodbeck, editor, Verlas Chemie,
Weinheim, W. Germanv, ss. 169-176 (1980) PADAC (7-(tienyyli-2-
asetamido)~3(2(4-N,N-dimetyyliamino-fenyyliatso)pyridinium=~
metyyli)-3-kefem—-4-karboksyylihappo) toimittaja Calbiochem Inc.,
La Jolla, California, tai menetelmdlld O'Callaghan et al.,
Antimicrob.Ag.Chemother., 1, 283-288 (1972), ja mittaus suori-
tettiin 21°C:ssa mieluummin kuin 37°C:ssa ja kdyttam&dlla
nitrokefinid (kromogeeninen kefalosporiini 87/312), jonka

toimittaja oli Glaxo Research Ltd., Greenford, U.K.

F. Tulokset - Ihmisen kasvuhormoni

Taulukko I
Ihmisen kasvuhormoni, Jjoka ilmentyi ja erittyi B. subtilik-

sesta, joka oli transformoitunut eri plasmideilla

Plasmidi Kokonais-hGH Erittynyt hGH Erittynyt osuus
(nanogrammaa hGH/0.D.-yksikk®& (600 nm) soluja)
psyYc709®) <5 <5 -
psvc720%) 107 53 0,49
psyc970°) 496 86 0,17
psyc744) 716 26 0,04
psyc748%) 1266 66 0,05
psyc7282) 380 20 0,05
psyc7782) 608 118 0,19
psyc9e2P) 282 49 0,17
psycss2®) 112 46 0,42

a: Vdhintddn kolmen md&drityksen keskiarvot. Transformoitunut

kanta oli B. subtilis SCR667.

b: V&dhint&3dn kahden mddrityksen keskiarvot. Transformoitunut

kanta oli B. subtilis SCR667.

c: Transformoitunut kanta oli B. subtilis BD224, jota kas-

vatettiin ilman kasvualustan sisdltdmii antibiocottia.
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Taulukko II

Ihmisen kasvuhormoni, Jjoka ilmentyi ja erittyi E. coli

K-12/CS412:sta, joka oli transformoitunut eri plasmideilla

Plasmidi Kokonais—hGH Erittynyt hGH Erittynyt osuus
(nanogrammaa hGH/0.D.-yksikkd (600 nm) soluja)

psyc709®) <5 <5 -
psYC7202) 1128 883 0,78
psyc970P) 690 400 0,58
psyc744) 674 64 0,09
psvyc7482) 792 680 0, 86
psyc7282) 625 51 0,08
psyc7782) 504 400 0,79
psvc962P) 1380 120 0,09

a: Vahintddn 3 mddrityksen keskiarvot.

b: Yksi ainut md&ritys.

pSYC720:11la transformoitunutta E. coli K-12/CS4l2-kantaa kas-
vatettiin tritiocitua fenyylialaniinia sisdltdvdssd kasvualus-
tassa ja ihmisen kasvuhormoni eristettiin osmoottisen shokin
tuotteesta ja N-pddn aminohappojédrjestys mddritettiin. Radio-
aktiivinen fenyylialaniini 16ytyi asemista 1 ja 10, kuten
luonnossa esiintyvdn ihmisen kypsdn kasvuhormonin perusteella

oli odotettavissa.

G. Tulokset - B. licheniformis-penisillinaasi

Taulukko III

B. licheniformis-penisillinaasi, joka ilmentyi ja erittyi B.

subtilis BD224:ssd, joka oli transformoitunut eri plasmideilla

Plasmidit Kokonaispe- a) Erittynyt peni- Erittyn¥t
nisillinaasia sillinaasi osuusP

(vksikk®d penisillinaasiaktiivisuutta/
0.D.-yksikkd (600 nm) soluja)

pSYC310-2 8,7 (8,0) 6,8 0,78
pSYC617 1,5 (0,7) 0,6 0,4¢)
pSYC660 8,3 (7,9 7,5 0,90
pSYC947 noin O,9d)

d)

PSYC957 noin 0,1
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a: Suluissa ilmoitettu mddrd on saatu ilman sonikaatiota.

b: Erittynyt mddrd jaettuna kokonaismddrdlla.

c: Solujen kalvot ndyttivdt heikentyneen pSYC617:n kantaman
penP delta 2428-geenin vuoksi ja erittynyt penisillinaasi-
miaidrsd sisdltdsd luultavasti ainakin osittain proteiinia, Jjoka

on perdisin lysoituneista soluista.

d: Erittyneestd proteiinista ja kokonaisproteiinimddridstd

ei ole saatavissa kvantitatiivisia tietoja. Numerot perustu-
vat vertailevaan analyysiin, jossa on tarkasteltu emdliuoksen
(erittynyt proteiini) ja viljelmdn (kokonaisproteiini) penisil-

linaasikaistojen intensiteettejd geeleilld.

Taulukko IV

B. licheniformis-penisillinaasi, Jjoka ilmentyi ja erittyi

E.colista, joka oli transformoitunut eri plasmideilla

Plasmidi Kokonaispeni- Erittynyt peni- Erittynyt
sillinaasi sillinaasi osuus
pSyc31o0-22) 1,7 0 0,00
psyce172) 5,5 o) 0,00
psYCc6602) 5,4 4,3 0,80

a: Transformoitu joko E. coli K-12/MM294:8&n tai E. coli
K-12/CS412:een. Tulokset eivdt eroa oleellisesti toisistaan

ndiden kantojen vdlilla.

Plasmidien ja mikro-organismien saatavuus

Seuraavat mikro-organismit ovat saatavissa eri ldhteistd, mukaan-
lukien the American Type Culture Collection, Rockville,

Maryland (ATCC). Ne on taltioitu ATCC-kokoelmiin seuraavilla

numeroilla:

B. licheniformis 749/C, ATCC n:o 25972;

E. coli JM10l, ATCC n:o0 33876;

E. coli JM103, ATCC n:0 39463;

E. coli K-12/MM294, ATCC 33625;

PBR322, ATCC n:o 37017; ja

B. subtilis BD170, jota voitiin k&yttd3 B. subtilis BD224:n

jJa B. subtilis SCR667:n tilalla timin keksinn®n mukaisten plas-
midien kanssa, jotka replikoituvat kannassa B.subtilis, ATCC n:o
33608.
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E. coli JM103 on myds saatavissa firmasta P-L Biochemicals,

Inc., Milwaukee, Wisconsin.

B. subtilis BD170 on myds saatavissa laitoksesta Bacillus
Genetic Stock Center, Department of Microbiology, Ohio, State

University, Columbus, Ohio (BGSC) numerolla BGSC n:o0 IA42.

Seuraavat plasmidit on taltioitu ATCC-kokoelmiin Budapestin
sopimuksen mukaisesti, Jjoka koskee mikro—-organismien taltioin-

tia patentointia varten:

p0OG1196 kannassa B. subtilis BD224, ATCC n:0o 31776 ;
pOG2165 kannassa B. subtilis BD224, ATCC n:o 31777;
p0G2381 kannassa E. coli K-12/CS412, ATCC n:o 39038 ;
p0OG2326 kannassa E. coli K-12/CS412, ATCC n:0 39600;
pPSYC310-2 kannassa B. subtilis BD224, ATCC n:o 39603;
pSYC709 kannassa E. coli K-12/CS412, ATCC n:0 39602;
pSYC756 kannassa E. coli K-12/CS412, ATCC n:o 39599;
pDH5452 kannassa E. coli K-12/CS412, ATCC n:o 39601;
E. coli K-12/MM294, ATCC n:0 39607; ja

B. subtilis SCR667, ATCC n:0 39608.

Plasmidista vapautunut E. coli K~12/CS412 voidaan saada vilje-
lem&d1lld mitd tahansa edelld lueteltua, plasmidin sisdltdvid

E. coli K-12/CS412-kantaa ilman antibioottia. Vastaavasti
plasmidista vapautunut B. subtilis BD224 voidaan saada vilje-
lem&118 mitd tahansa edelld lueteltua, plasmidin sisdltidvii

B. subtilis BD224-kantaa ilman antibioottia.

B. subtilis BD224 ja B. subtilis SCR667 ovat myds saatavissa
BGSC-kokoelmista numeroilla IA46 ja IS53, vastaavasti.

Ndin ollen voidaan havaita, ettd keksintd tarjoaa muunnettuja
signaalipeptidejd, jotka on johdettu sellaisista villityyppi-
sistd signaalipeptideistd, jotka kykenevdt muodostamaan kalvoon

kiinnittyneitd lipoproteiineja. Muunnettuja signaalipeptideji
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koodittavat DNA-sekvenssit rakennetaan korvaamalla ainakin
kysteiiniaminohapon kodoni, joka aminohappo 1l&ytyy karboksi-
pddn sdilyneestd alueesta tai signaalipeptidin liitosalueelta
ja muuttuu kalvoon kiinnittyneen lipoproteiinin muodostuessa,
muun aminohapon kuin kysteiinin kodonilla, joka aminohappo

ei toimi kalvoon kiinnittyneen lipoproteiinin muodostajana.
Ndin ollen keksinndén mukaisissa muunnetuissa signaalipeptideis-
si on muu aminohappo kuin kysteiini sen kysteiinin tilalla,
joka muuttuu kalvoon kiinnittyneen lipoproteiinin muodostuessa.
Tdmdn keksinndén mukaiset muunnetut signaalipeptidit ovat hyo-
dyllisid haluttaessa saada ailkaan proteiinien erittyminen so-
luista, joissa nditd proteiineja valmistuu. Muunnettuja signaa-
lipeptidejd koodittavat DNA-sekvenssit ovat hyddyllisid kloo-
nausvektoreissa. Edelleen keksintd tarjoaa menetelmdn yhdis- -

telmdplasmidien valmistamiseksi in vivo.

Edelld olevan perusteella voivat alan ammatti-ihmiset helposti
kehittdd erilaisia muunnoksia ja sovellutuksia. T&dllaisten
muunnosten katsotaan kuuluvan liitteend olevien patenttivaa-

timusten kattamaan alaan.
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Patenttivaatimukset
1. Eksosignaalipeptidid koodittava DNA-sekvenssi, t u n -

nettu siitd, ettd mainitun eksosignaalipeptidin amino-
happoketjussa on aminohappo X vastaavan villityyppisen sig-
naalipeptidin kysteiinitdhteen paikalla, ja mainittu villi-
tyyppinen signaalipeptidi a) kykenee muodostamaan kalvoon si-
dottuja lipoproteiineja ja b) sisdltdd apualueen, jossa on

J“ vksi ainut kysteiini; ja X ei toiminnallaan saa aikaan kal-
voon sitoutuneiden lipoproteiinien muodostumista; ja X:n

korvaama kysteiini on juuri se, joka sijaitsee apualueessa b).

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA~-sekvenssi, t un -
A nettu siitd, ettd vastaava villityyppinen signaalipepti-

di on bakteeriperdinen signaalipeptidi.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen DNA-sekvenssi, t un -

" nettu siitd, ettid X voi olla amlnohappo, jossa on alle

3 hiiliatomia 51saltava neutraall 51vuketju.

— — . - — . S . -

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen DNA-sekvenssi, t u n -

5 “ n e t t u siitd, ettd X on seriini.

5. Peptidid koodittava DNA-sekvenssi, tunnet tu siiti,
' ettd peptidissd on patenttivaatimuksen 1 mukainen eksosignaa-

L ! lipeptidi liittyneend haluttuun proteiiniin.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen DNA-sekvenssi, t u n -
nettu siitd, ettd haluttu proteiini on bakteeriperdinen
eksopenisillinaasi, IL 2 tal hGH.

(e eaen
7. Replikoitumiskykyinen ilmentdmisvektori, t unne t t u

. siita, ettd se toimii prokaryoottlslssa 1santasolulssa il-

Ia (Sl

égggéﬂvmentéen patenttivaatimuksen 5 mukaista DNA—sekven551a.

8. Prokaryoottlslssa 1santasolulssa repllk01tumaan kykeneva

1lmentamlsvektor1, tunnettu siitd, ettd siind on

patenttivaatimuksen 5 mukainen DNA-sekvenssi toimivasti 1liit-

tyneend sopiviin ochjaussekvensseihin.
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9. Yhdistelmdisdntdsolut, tunne t ut siitd, ettd ne

ovat transformoituneet patenttivaatimuksen 8 mukaisella vek~-

torilla.

10. Eksosignaalipeptidi, t unne t t u siitd, ettd se
koostuu oleellisesti ottaen aminohapposekvenssistd, jossa

on aminohappo X vastaavan villityyppisen signaalipeptidin
kysteiinitdhteen paikalla, ja mainittu villityyppinen signaa-
lipeptidi a) kykenee muodostamaan kalvoon sidottuja lipopro-
teiineja, ja b) sisdltdd apualueen, jossa on yksi ainut kys-
teiini; jJa X el toiminnallaan saa aikaan kalvoon sitoutu-
neiden lipoproteiinien muodostumista; ja X:n korvaama kysteii-

ni on juuri se, joka sijaitsee apualueella b).

11. Peptidi, tunnettu siitd, ettd se sisdltéda
eksosignaalipeptidin toimivasti liittyneend haluttuun proteii-
niin, ja eksosignaalisekvenssi koostuu oleellisesti ottaen
aminochapposekvenssistd, jossa on aminohappo X vastaavan vil-
lityyppisen signaalipeptidin kysteiinitdhteen paikalla, ja
mainittu villityyppinen signaalipeptidi a) kykenee muodosta-
maan kalvoon sidottuja lipoproteiineja ja b) sisdltdid apualu-
gen, Jjossa on yksi ainut kysteiini; ja X ei toiminnallaany
saa aikaan kalvoon sitoutuneiden lipoproteiinien muodostu-
mista; ja X:n korvaama kysteiini on juuri se, joka sijaitsee

apualueella b).

12. Replikoitumiskykyinen ilmentd@misvektori, t unne t -
t u siitd, ettd se kykenee saamaan aikaan patenttivaatimuk-

sen 11 mukaisen peptidin tuotannon prokarygqt§}§{§§av;s§g;

tdsoluissa.

B NI e

13. Yhdistelmdisdntdsolut, t unn e tu t siitid, ettd ne

ovat»traﬁgfazﬁézgaﬁéégwpaﬁenttivaatimuksen 12 mukaisella

vektorilla.

14. Menetelmd halutun proteiiniketjun erittymisen aikaansaa-
miseksi, tunmnettu siitd, ettd menetelmdssd viljel~
lddn patenttivaatimuksen 13 mukaisia transformoituneita so-

luja sopivassa ravintoalustassa.

N

N
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15. Menetelma halutun protellnln erittymisen aikaansaami-
seksi, tunnettu siitd, ettd transformoidaan proka-
ryoottiset isdntédsolut replikoitumaan kykenevalld vektorilla,
joka pystyy ilmentdmddn DNA-sekvenssin, joka koodittaa ha-
luttuun proteiiniin toimivasti liittynyttd eksosignaalipepti-
di&d, joka eksosignaalipeptidi koostuu aminohapposekvenssistd,
jossa on aminohappo X vastaavan villityyppisen signaalipep-
tidin kysteiinitdhteen paikalla, ja mainittu villityyppinen
signaalipeptidi a) kykenee muodostamaan kalvoon kiinnitty-
neitd lipoproteiineja ja b) sisdltdd apualueen, jossa on yksi
ainut kysteiini; ja X ei toiminnallaan saa aikaan kalvoon
sitoutuneiden lipoproteiinien muodostumista; ja X:n korvaama

kysteiini on juuri se, joka sijaitsee apualueella b).

16. Eksosignaalipeptidi, tunnet tu siitd, ettd se
sisdltda oleelllsestl ottaen aminohappoketjun Met-Lys-Leu-
Trp-Phe- Ser-Thr-Leu- Lys- Lys -Ala-Ala-Ala~Val-Leu-Leu-Phe-Ser-
Cys—Val—Ala-Leu—Ala—Gly—X—Y—(Asn-Asn—Gln—Thr-Asn—Ala)n, jossa
X on seriini tai alaniini, Y on alaniini tai proliini ja

n on 0 tai 1.

17. Yhteenliitetty peptidi, t unnet tu siitd, etta
se sisdltdd patenttivaatimuksen 16 mukaisen eksosignaalipep-

tidin toimivasti haluttuun proteiinisekvenssiin liittyneend.

18. Replikoitumaan kykenevd ilmentd@misvektori, t unn e t-

t u siitd, ettd se pystyy prokaryoottlslssa 1santasolu;ssa

e

ilmentdmddn patenttivaatimuksen 17 mukalsta peptldla koodit-

tavan DNA-sekvenssin.

19, Yhdistelmdisdntdsolut, t unne tut siitd, ettd ne

ovat transformoituneet patenttivaatimuksen 18 mukaisella vek-

torilla.

20. Menetelmd halutun yhdistelmdplasmidivektorin valmistami-
seksi, tunne¢ttu siitd, ettd
a) katkaistaan ensimmdinen kantaplasmidi restriktioentsyy-

milld niin, ettd saadaan ensimmdinen lineaarinen DNA-jakso;
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b) katkaistaan toinen kantaplasmidi, jonka sekvenssi on
oleellisesti ottaen homologinen ensimmdisen kantaplasmidin
sekvenssin kanssa, restriktioentsyymilld, joka suorittaa
katkaisun kohdasta, joka on noin 20 emdsparin pddssd vastaa-
vasta kohdasta, joka katkaistiin ensimmdisessd kantaplasmi-
dissa, jolloin saadaan toinen lineaarinen DNA-jakso;

c) lineaarisissa DNA-jaksoissa a) ja b) mahdollisesti olevat

yksisdikeidet pdit tehdddn tylppapdisiksi;

d) erotetaan a):n ja b):n lineaariset DNA-jaksot yksisdikei-
siksi DNA-~rihmoiksi;

e) sijoitetaan d)-kohdassa saatu yksisdikeinen DNA-materiaali
olosuhteisiin, jotka johtavat kaksisdikeisen DNA:n muodostu-
miseen;

f) e)-kohdassa saadulla kaksisdikeiselld DNA:1la transfor-
moidaan transformointikelpoiset isdntdsolut; ‘

g) viljelld&dn kohdassa f) saatuja transformoituneita soluja.
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