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Parannettuja vektoreita, ndiden vektoreiden valmistus-

menetelmid ja kloonattujen geenien ekspressiomenetelmid

Keksinndn kohteena on parannettuja Vekto;eita ja
menetelmid tdllaisten vektorien aikaansaamiseksi ja kloo-
nattujen geenien ekspressoimiseksi. Tdssd esitetyille
vektoreille ja menetelmille on ominaista kloonattujen
geenien, erityisesti eukaryoottista alkuperdd prokar-
yoottisissd isdnnissd olevien kloonattujen geenien paran-
tunut ekspressio.

Kuten seuraavasta esityksestd kay ilmi nditad vek-
toreita ja menetelmid kdytetddn erilaisten polypeptidien,
proteiinien ja aminohappojen tuotannon parantamiseen
isdntdsoluissa.

Proteiinin tuotantomddrdn isdntdsolussa mddrdd kol-
me pddtekijdd: sen geenien kopioiden lukumddrd solun si-
sdlld, tehokkuus, jolla ndmd geenikopiot transkriboitu-
vat ja tehokkuus, jolla syntynyt ldhetti-RNA ("mRNA")
translatoituu. Transkription ja translaation (jotka yh-
dessd muodostavat ekspression) tehokkuus riippuu puo-
lestaan nukleotidisekvensseistd, jotka normaalisti si-
jaitsevat halutun koodaussekvenssin edessd. Ndmd nukleo-
tidisekvenssit eli ekspressiokontrollisekvenssit mddrit-
tavdt, muunmuassa kohdan, jossa RNA-polymeraasi alkaa
vaikuttaa (promoottorisekvenssi) transkription alulle
panemiseksi ja jossa ribosomit sitoutuvat ja ovat vuoro-
vaikutuksessa mRNA:n (transkriptio-tuotteen) kanssa trans-
laation aloittamiseksi.

Kaikki tdllaiset ekspressiokontrollisekvenssit eivit
toimi samanlaisella tehokkuudella. Siten on usein eduksi
erottaa spesifinen koodaussekvenssi jotakin haluttua prote-
iinia varten sen viereisista nukleotidisekvensseistd ja
yvhdistdd se sensijaan muihin ekspressiockontrollisekvens-

seihin korkeampien ekspressio-tasojen siten edistdmiseksi.
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Kun tdhdn on pddsty, vastatuotettu DNA-pdtkd voidaan
kytked suuremman kopioluvun plasmidiin tai bakteriofaa-
gijohdannaiseen geenikopioiden lukumddrdn lisddmiseksi
solun sisdlld ja siten edelleen ekspressoidun pyoteiinin
saannon parantamiseksi.

Koska myds normaalien ei-myrkyllisten geeni-tuottei-
den ylituotanto saattaa olla haitaksi isdnt&soluille ja
johtaa nimenomaisten isdntd-vektori-systeemien vdhenty-
neeseen pysyvyyteen, tulisi hyvidn ekspressiokontrolli-
sekvenssin, sen lisdksi ettd se parantaa kloonattujen
geenien transkription ja translaation tehokkuutta, mySs
olla kontrolloitava ekspression siten moduloimiseksi bak-
teerikasvun aikana. Edullisia ekspressiokontrollisekvens-
sejd ovat esimerkiksi sellaiset, jotka voidaan kytked
toiminnasta pois is&dntdsolujen lisddntymisen mahdollis-
tamiseksi ilman geeni-tuotteiden liiallista rakentumista
ja sitten kytked toimintaan edistdmddn suurten méériéﬁMha-
luttuja proteiini-tuotteita ekspressiota.

Monia ekspressiokontrollisekvenssejd, jotka tédyt-
tavdt joitakin edelld esitetyistd kriteerioista, on kay-
tetty parantamaan proteiinien ja polypeptidien ekspres-
siota bakteeri;isénnissé. Nditd ovat esimerkiksi E.Zoli:n
laktoosioperonin operaattori-, promoottori- ja ribosomi-
al., "Expression In Escherichia coli Of A Chemically
Synthesized Gene For The Hormone Somatostatin", Science,
198, sivut 1056-63 (1977); D,V, Goeddel et al., "Expression
In Escherichia coli Of Chemically Synthesized Genes For
Human Insulin", Proc.Natl,Acad.Sci. USA, 76, sivut 106-10
(1979)), E.coli:n tryptofaanisyntetaasi-systeemin vas- ’
taavat sekvenssit (J.S5. Emtage et al., "Influenza Antigenic
Determinants Are Expressed From Haemagglutinin Genes Cloned
In Escherichia coli", Nature, 283, sivut 171-74 (1980);
J.A. Martial et al., "Human Growt Hormone: complementary

DNA Cloning And Expression In Bacteria", Science, 205, si-
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vut 602-06 (1979)) ja faagin R,péé—operaattori='ja pro-
moottori-alueet (H.Bernard et al., "Construqy%ion Of
Plasmid Clonig Vehicles That promote Gene Expression Form
The Bacteriophage Lawbda PL Promoter", Gene, 5,;sivut
59-76 (1979)). Tamd keksintd koskee viimeistd ndistd
ekspressiokontrollisekvensseista.

Bakteriofaagi A sisdltdd kolme pddpromoottoria
P

PR ja R'_. Repressoriproteiinin, faagigeeni cI:n tuot-

L’ R
teen, tiedetddn sddtelevidn promoottorien PL ja PR aktiivi-
suutta. Repressori sitoutuu ndiden promoottorien vas-

taaville operaattorialueille - OL ja O ja estdd trans-

kription alkamisen vastaavasta promootﬁorista. Lisdksi,
tdstd sen synteesid itsestddn sddtelevdstd tavasta joh-
tuen (M. Ptashne et al., "Autoregulation And Function Of
A Repressor In Bacteriophage A", Science, 194, sivut
156-61 (1976)), pystyy cI-geenin yksi kopio lysogeenisen
lajin kromosomilla tdydellisesti repressoimaan PL tai PR—
promoottorit, jotka ovat ldsnd monikopioplasmidissa (infra).
On huomattava, ettd systeemeissd, joihin 1liittyy lac-pro-
moottori, promoottorin repressio ei-indusoiduissa olosuh-
teissa on ainoastaan osittainen (K.Itakura et al., D.V.
Goeddel et al., supra).

Repressorin suorittamaa sddtelyd promoottorien P

L
suhteen voidaan muuttaa modifioimalla repressoripro-

ja PR
teiinia tai sen geenid. Tunnetaan esimerkiksi yksi mutaa- |
tio, jossa repressoriproteiini on ldmpodtilaherkkda. Kun

tdtd mutaatiota kdytetddn, voidaan promoottoreita akti-
voida tai inaktivoida vaihtelemalla viljelyn ldmpOtilaa

ja siten repressorin pysyvyytta.

Bakteriofaagi A sisaltas myds geenit N ja cro. N-
geeni on PL—séételyn alainen. N-geenin tuotteen tiedetdédn
toimivan antiterminaattorina bakteriofaagissa A . Anti-ter-
minaatio on edullinen mentdessd transkriptioterminaation
ylitse tai terminaatiosekvenssien, terminaation kaltaisten

sekvenssien tai traskriptiota hidastavien sekvenssien ai-
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heuttamassa hidastumisessa nimenomaisissa DNA-sekvensseis-
sd, jotka on transkriboitava. Lisdksi polarisuus-vaiku-
tuksia, jotka aiheutuvat merkityksettdmien kodonien
ldsndolosta promoottoritranskriptiossa, voidaan huo-
jentaa N-geenituotteella (N. Franklin & C. Yanofsky
"The N Protein Of A : Evidence Bearing ON transkription
Termination, Polarity And The Altertion Of E.coli RNA
Polymerase", julkaisussa RNA Polymerase (Cold Spring
Harbor Laboratory), sivut 693-706 (1976)).
PR—promoottorista transkriboidun cro-geenin tuot-
teen tiedetddn olevan sekundaarinen repressori molemmille

promoottoreille PL ja P, (J. Pero, "Delation Mapping Of

The Site Of The GenerPrgduct", julkaisussa The Bacterio-
phage ;\,.(Cold Spring Harbor Laboratory), sivut 549-608
(1971) ; H. Echols, "Role Of The cro Gene In Bacteriophage
A Development", J.Mol.Biol., 80, sivut 203-16 (1973);
A. Johnson et al., "Mechanism Of Action Of The cro Protein
Of Bacteriophage A-", Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 75, sivut
1783-87 (1978). Koska cro-geenituote syntyy rinnan isdntd-
vektori-yhdistelmdn haluttujen tuotteiden kanssa, cro-

geenituotteen vaikutus ekspressioon P tai PR—promootto—

reista pyrkii lisiddntymddn ajan mukang. Siten kaikissa
systeemeissd, joissa jatkuvat korkeat ekspressio-tasot ovat
toivottuja, cro-geenin poisjdttd tai inaktivointi on
vdlttdmdtonta.

PL—promoottorin tehokkuus kloonattujen geenien
ekspressiolle on osoitettu viemdlld E.coli:n tryptofaani
(trp)-operoni faagiin A. (N. Franklin, "Altered Reading
Of Genetic Signals Fused To The W Operon Of Bacteriop-
hage A : Genetic Evidence For Modification Of Polymerase
By The Protein Product Of The N Gene", J.Mol.Biol., 89
sivut 33-48 (1979); A.Hopkins et al., "Characterization
Of A trp-Transducing Bacteriophages Made In Vitro", J.Mol.
Biol., 107, sivut 549-69 (1976)). Tadssd modifioidussa

gaagissa trp-geenit voidaan transkriboida joko niiden omas-

P—
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ta promoottorista tai PL—promoottorista. PL-vélLtteisen
ekspression havaittiin olevan 3-4 kertaa korkeampi kuin
tasot, jotka saatiin homologisesta trp-promoottorista.

Repressorin vaikutus P_-vdlitteiseen ekspressioon

osoitettiin myds tédsséd modifigidussa faagissa. Esimer-
kiksi, repressorin poissaollessa, PL:n sddtelemd antrani-
laattisyntetaasin (ensimmdinen entsyymi trp-operonissa)
ekspressio oli 11 kertaa suurempi kuin ekspressio, joka
havaittiin entsyymille trp-promotion alaisena trp-rep-
ressorin poissaollessa (J.Davison et al., "Quantitative
Aspects Of Gene Expression In A )~trp Fusion Operon", Molec.
gen.Genet., 130, sivut 9,20 (1974)). Lisdksi aktiivisen
cI-geenin ldsndollessa entsyymin PL-vélitteinen ekspressio
aleni ainakin 900-kertaisesti. Ndmd tutkimukset osoitti-
vat mydskin, ettd jatkuva korkea PL—vélitteinen trans-
kriptio-taso oli mahdollinen ainocastaan, jos cro-geeni ei
o0llut toiminnallinen isdnndssa.

Ongelmana on, ettd vaikka edelld kuvatut A trp-faagit
osoittavat PL—promoottorin kdyttdkelpoisuuden vdliinpan-
tujen geenien ekspressiota varten, tdllaisten faagien k&yt-
tdd rajoittavat jonkinverran vaikeudet cro-akseptorifaagien
rakentelussa ja.pysyvéssé lisddntymisessd. Ilman tdllaisia
faageja havaitut korkeat ekspressio-tasot putoavat no-
peasti, kun mukanﬂéyntynyt cro-geenituote lisddntyy ja tu-
kahduttaa transkription PL—promoottorista. v

Samalla kun ;\—faagien haitta on jonkinverran voi-
tettu kloonaamalla A-kontrollielementit itsendisesti
monistuvalla plasmidilla kuten Col EI:1la tai sen joh-
dannaisilla (J.Hedgpeth et al., "Lambda Phage Promoter
Used To Enhance Expression Of A Plasmid-cloned Gene",
Molec.gen.Genet., 163, sivut 197-203 (1978)) tai rakenta-
malla pienempid plasmideja, jotka k&dsittdvat ainoastaan

%‘PL-systeemin (H.Bernard et al., supra), nditd jalkim-
mdisid vektoreita haittaa etdisyys kdytettdvissa olevien

kohtien kloonattujen geenien insertiota varten ja PL-pro—
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moottorin vdlilld. Esimerkiksi H.Bernardin et al.,’

supra, kuvaamissa vektoreissa etdisyys geenien insertio-
kohtien ja PL—promoottorin valilld vektorilla on noin
300:sta noin 3600:aan emdkseen. Lisdksi tavallisemmin kdy-
tetyt EcoRI- ja BamHI-insertio-kohdat Bernard'in et al.
vektoreissa eivdt ole ldhempdnd kuin 600-1000 emdksen
pddassd, vastaavasti, PL—promoottorista. Lis8ksi N-geeni-
tuotteen vaikutusta haluttujen DNA-sekvenssien transkrip-
tioon ei voida helposti mddrittdd Bernard'in et al. vek-
toreissa, koska N-geenituote on koodattu itse plasmi-
dilla eikd ole kromosomaalista alkuperdid. Lopuksi, sen
lisdksi ettd ei ole mitddn suoraa ndyttdd siitd, etta
Bernard'in vektorit antavat korkeampia proteiiniekspressio-
tasoja, ei Bernard'in esityksessd ole osoitusta siitd, et-
td hdnen vektorinsa ovat hyddyllisesti kadyttdkelpoisia
eukaryoottisten geeni-tuotteiden ekspressiossa prokaryoot-
tisissa isdnnissa.

Tdmd keksintd ratkaisee ongelmat, joihin edelld
viitattiin, antamalla parannetun vektorin ja menetelmén
tdllaisten vektorien aikaansaamiseksi ja kloonattujen
geenien ekspressoimiseksi isdntdsoluissa.

Erityisesti tdmdn keksinndn mukaisesti esitetdédn
vektori, joka kdsittdd ainakin yhden DNA-sekvenssin, jos-
sa on ainakin yksi promoottori ja operaattori, jotka
ovat perdisin bakteriofaagista, ja jolle on ominaista
ainakin yksi endonukleaasi-tunnistuskohta, joka sijait-
see vdhemmdn kuin noin 300 emdsparin pddssd DNA-sekvens-
sin siitd osasta, joka sisdltdd promoottorin ja ope-
raattorin.

Faagin A pdd-promoottorit tdmdn keksinndn vekto-
reissa edistdvdt ndihin vektoreihin v&dliinpantujen DNA-
sekvenssien transkriptiota. Tdmé&n keksinndn menetelmille
ja vektoreille on lisdksi ominaista lukuisten sopivien

tunnistuskohtien ldsndolo haluttujen DNA-sekvenssien kyt-



10

15

20

25

30

35

kemistd varten vektoreihin ldhelle valittua promoottoria.
Edullisesti etdisyys valitun promoottorin ja tunnistuskoh-
tien vd81illd on pienempi kuin noin 300 emdsparia ja vie—
ld edullisemmin pienempi kuin noin 150 emdsparia. Edulli-
sia tdmdn keksinndn vektoreita ovat myds ne, joista ak-
tiiviset N-geenit ja aktiiviset cro-geenit puuttuvat.
Valitsemalla siten sopiva isdntd, esim. is&ntd, joka si-
sdltdd aktiivisen kromosomaalisen N—-geenin tai josta se
puuttuu, voidaan keksinndn jotakin vektoria kdyttdd DNA-~
sekvenssien ekspressiota varten N-geenituotteen ldsndolles-
sa tai poissaollessa.

Kuten seuraavasta selostuksesta kdy ilmi, sallivat
tdmdn keksinndn vektorit ja menetelmdt isdntd-vektoriyhdis-
telmien rakentamisen, jotka tekevit mahddlliseksi prokary-
oottisten ja eukaryoottisten tuotteiden parannetun ekspres-
sion isdntdsoluissa.

Kuvista on kuva 1 kaavamainen luonnos faagin A trp
44 cIAt, cro- alueelta. Kaikkia pilkkomiskohtia ei ole
esitetty kuvassa. Etdisyydet on kartoitettu A -yksikOissa
kuten E.Szybalski & W. Szybalski ovat kuvanneet julkaisussa
"A Comprehensive Molecular Map Of Bacteriophage Lambda",
Gene, 7, sivut 217-70 (1979).

Kuva 2 on kaavamainen luonnos vektorien rakenteesta
tamdn keksinndn mukaisesti - pPLa2, pPLa20 ja pPLa23. .

Kuva 3 on kaavamainen luonnos vektorien rakenteesta
tdmdn keksinndn mukaisesti - pPLa231l, pPLa231 ja pPLa8.

Kuva 4 on kaavamainen luonnos vektorien rakenteesta
tdmdn keksinndn mukaisesti - pPLa83, pPLa83l, pPLa832, pPLc2,
pPLc23 ja pPLc28.

Kuva 5 on kaavamainen luonnos vektorien rakenteesta.
tdmdn keksinndn mukaisesti - cPLc24.

Kuva 6 esittdd pPLa23ll:n OLPL-alueen nukleotidi-
sekvenssid. o

Kuva 7 esittdd PstI-kohdan r%3-iaktamaasissa BamHI-
kohdaksi.
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Kuva 8 on autoradiografikuva, joka nayttdd. prote-
iinisynteesin 28°C:ssa ja 42°C:ssa E.coli K12 A HI
(pPLa23):ssa ja E.coli M5219 (pPLa23):ssa.

Kuva 9 on autoradiografikuva, joka nadyttidd prote-
iinisynteesin 28°C:ssa ja 42°C:ssa E.coli K12 & HI
(pPLa23trpAl):ssa ja E.coli K12 A HI (pPLa23trpA2):ssa.

Kuva 10 on autoradiografikuva, joka ndyttdd prote-
iinisynteesin 28%C:ssa ja 42°C:ssa E.coli K12 A HI
(pPLc23trpAl):ssa.

Kuva 11 on autoradiografikuva, joka ndyttdd prote-
iinisynteesin 28°C:ssa ja 42°C:ssa E.coli K12 & HI
(pPLa23llRl):ssa.

Kuva 12 on kaavamainen luonnos pPLcZSSVtS:n ja
pPLcZ8SVt5—37:n rakenteesta.

Kuva 13 esittdid pPLcZ8SVt5—37:n rakentumista
pPLc28SVt5:sté nukleotiditasolla.

Kuva 14 on autoradiografikuva, joka ndyttdd E.coli
K12 HI (pPLcZ8SVt5-37—9):n proteiinisynteesin 28°C:ssa
ja 42°C:ssa ja proteiinien immunopresipitaation seerumilla
hamsterista, jolla on SV40-tuumori, jotka proteiinit on
syntetisoitu t#sti isinnisti induktion jalkeen 42°C:ssa,
verrattuna autenttisen pien-t-antigeenin,joka on synte-
tisoitu SV40-infektioidun Afrikan vihrein apinan munuais-
soluissa, immunoprosipitaatioon samalla antiseerumilla.

Keksinndn paremmin ymmdrtdmiseksi esitetddn seuraava
yksityiskohtainen selostus. |

Selostuksessa kdytetddn seuraavia termeji:

Nukleotidi - DNA:n tai RNA:n monomeeri-yksikkd, joka koos-

tuu sokeriorasta (pentoosi), fosfaatista ja typpipitoises-
ta heterosyklisestd emdksestd. Emds on sitoutunut sokeri-

osaan glykosidi-hiilen kautta (pentoosin 1' hiili) ja t&ti
emdksen ja sokerin yhdistelmdd nimitetddn nukleosidiksi.

Emds luonnehtii nukleotidia. Neljd DNA-emdstd ovat ade-

niini ("A"), guaniini ("G"), sytosiini ("C) ja tymiini ("T").

Neljd RNA-emdstd ovat A, G, C ja urasiili ("U").



DNA-sekvenssi - Suora jono nukleotidejd, jotka ovat
liittyneet toisiinsa fosfodiesterisidoksin viereisten
pentoosien 3'- ja 5'-hiilien vdlissé&.
Kodoni -~ Kolmen nukleotidin (kolmikon DNA-sekvenssi, joka
koodaa, mallinsa tai ldhetti-RNA:n ("mRNA") kaufta, amino-
hapon, translaation aloitus-signaalin tai translaation
terminaatio-signaalin. Esimerkiksi nukleotidi-kolmikot
TTA, TTG, CTT CTC, CTA ja CTG koodaavat aminohappoa leu-
siini ("Leu"), TAG, TAA ja TGA ovat translaation lope-
tussignaaleja ja ATG on translaation aloitusmerkki.
Polypeptidi - Suora 5oﬁo aminohappoja, jotka ovat liitty-
neet toisiinsa peptidi-sidoksin viereisten aminohappojen
A -amino- ja karboksi-ryhmien vdlissd.

Rakennegeeni - DNA-sekvenssi, joka koodaa mRNA:nsa kautta

jollekin spesifiselle polypeptidille luonteenomaisten
aminohappojen sekvenssin.

Transkriptio - Prosessi mRNA:n tuottamiseksi rakennegee-

nista

Translaatio - Prosessi polypeptidin tuottamiseksi mRNA:sta.

Ekspressio - Rakennegeenin l&dpikdymd prosessi polypepti-

din tuottamiseksi. Se on transkription ja translaation
yhdistelma.

Plasmidi -~ Ei-kromosomaalinen, kaksisdikeinen DNA-sekvenssi,
joka k&dsittdd koskemattoman "replikonin", niin ettd plas-
midi monistuu isdntdsolussa. Kun plasmidi sijoitetaan yk-
sisoluiseen organismiin, muuttuvat tdmdn organismin omi-
naisuudet tai muodostuvat uudelleen seurauksena plasmi-

din DNA:sta. Esimerkiksi plasmidi, Jjoka sisdltd3d geenin
tetrasykliiniresistenssia varten (TetR), transormoi solun,
joka on sitd ennen ollut herkkd tetrasykliinille, soluksi,’
joka on resistentti sille. Isdntdsolua, joka transformoi-
tu plasmidilla tai vektorilla, nimitetddn "transformantiksi".
Faagi tai bakteriofaagi - Bakteeri-viruksia, joista monet
koostuvat DNA-sekvensseistd kapseloituina proteiini-kuoreen

tai pddllysteeseen ("kapsidi").
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Kloonaussiirtdjd eli vektori - Plasmidi, faagi-DNA' tai

muu DNA-sekvenssi, joka pystyy monistumaan isdntdsolussa
ja jolle on ominaista yksi tai pieni m#drid endonukle-
aasi-tunnistus- tai pilkkomiskohtia, joissa tdllaiset
DNA-sekvenssit voidaan iéiﬁé£a l&hemmin mééréttgvissé ole-
valla tavalla ilman, ettd siihen liittyy DNA:n jonkun
olennaisen biologisen toiminnan, esim. ettd siihen 1liit-
tyy DNA:n jonkun olennaisen biologisen toiminnan, esim.
replikaation, p&ddllysteproteiinien tuotannon tai promoot-
torin tai liittymiskohtien hdvittd, ja jotka sisdltdvdt
merkkiaineen, joka on sopiva kdytettdvdksi transformoitu-
jen solujen tunnistamisessa, esim. tetrasykliiniresistens-
si tai ampisilliini-resistenssi.

Kloonaus - Menetelmd organismien tai DNA-sekvenssien, jot-
ka ovat perdisin yhdestd tdllaisesta organismista tai sek-
venssistd, populaation saamiseksi suvuttomalla lisddn-

tymiselld.

Rekombinantti (yhdistelmd) - DNA-molekyyli eli hybridi DNA -

Molekyyli, joka koostuu DNA-segmenteistd eri genomeista
(solun tai viruksen ehut DNA), jotka on liitetty pdittdin
eldvien soluijen ulkopuoiélla ja joilla on kyky infektoida
joku iséntésolu-ja jaddd siihen.

Ekspressiokontrollisekvenssi — Nukleotidisekvenssi, joka

kontrolloi ja s8&telee geenien ekspressiota, kun ne
operatiivisesti kytketddn ndihin geeneihin.

Mitd tahansa suuresta Jjoukosta kdytettdvissd olevia
isdntdsoluja voidaan kdyttdd tdmdn keksinndn isdntd/vekto-
ri-yhdistelmissd. Jonkun nimenomaisen is&dnndn valinta riip-
puu joukosta alalla tunnettuja tekijditd. Nditid ovat esi-
merkiksi yhteensopivuus valitun vektorin kanssa, hybridi-
plasmidin koodaamien proteiinien myrkyllisyys, bio-tur-
Vailisuus ja kustannukset. Tasapaino ndiden tekijtiden
vdlilla tdytyy loytyd ymmdrtden, ettd kaikki isdnndt ei-
vdt ole yhtd tehokkaita jonkun nimenomaisen rekombinantti-

DNA-molekyylin ekspressiota varten. Ndiden yleisten suunta-
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viivojen puitteissa voi kdyttSkelpoisina isdntind olla
E.coli-, Pseudomonas-, Bacillus subtilis-, Bacillus stearo-
thermophilus-kantoja sekd muita basilleja, hiivoja ja mui-
ta sienid, eldin- tai kasvi-isdntid, kuten eldin- (ihmi-
nen mukaanluettuna) tai kasvisoluja viljelyssa tai muita
isdntia.

Tdmdn keksinntn edullisia isdntdsoluja ovat E.coli-
kannat K12 cI__ A HI (K12 M72 lac__ 4\ trpEA2 Sm" ( A cI857
N, 7Nams 3 AHI bio )) ("K12 Z&HI;? (H.Bernard et al. supra)
ja M5219 (K12 M72 lac_ trp, Sm~ ( /A cI857 NAHI bio252))
("M5219") (H.Greexr, "The kil Gene Of Bacteriophage )~“,
Virology, 66, sivut 589-604 (1975)).

Kumpikin kanta-@gigiggggmpuutteellisen, poisleikkau-
tumattoman /K-profaagin, jossa on mutantti cI-geeni. Mutant-
tigeeni koodaa ldmpotilaherkk&d repressoria, sallien siten
transkription PL—promoottorista aktivoitumisen s&datdmdlla
ldmpdtilaa - 28%C:ssa repressori on aktiivinen ja transkrip-
tio PL~promoottorilta estyy, mutta 42%C:ssa repressori on
inaktivoitunut ja transkriptio PL—promoottorista kdynnistyy.

Profaagin A HI-deleetio poistaa osan cro-geenisti
ja kaikki muut geenit eteenpdin oikealle cro:sta profaagissa
(M.Castellazzi et al., "Isolation And Characterization
Of Deletions In Bacteriophage A.Residing As Prophage In
E.coli K12", Mol.gen.Genet., 117, sivut 221-18 (1972)).

Kanta M5219 sisdltdd lisdksi bio252-deleetion, joka
poistaa kaikki geenit vasemmalle cIII:sta, kil profaagissa
mukaanluettuna. Lisdksi kanta M5219 ekspressoi lampdtila-
induktion jdlkeen funktionaalisen N—-geenituotteen kromoso-
mgélisesta N-geenistd. Toisaalta kannalla K12 A HI on kaksi

AR RPEr

meripithka-mutaatiota N:ssa tehden sen funktionaalisesti
N-negatiiviseksi.

Siten ndmd kaksi kantaa sallivat ekspression kokeel-
lisen pddlle- tai pddltdpois-kytkemisen PL—promoottorista.
Lisdksi K12 A HI:n tai M5219:n valinta sallii P_-vdlittei-

L
sen transkription jatkumisen N-geenituotteen poissaollessa
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tai ldsndollessa. Koska kumpikaan E.coli K12 HI:sta
tai E.coli M5219:std ei ekspressoi funktionaalista cro-

geenituotetta, P_-vdlitteisen ekspression sekundaarinen

repressio véltetgén niissd.

Vaikka faagi‘&:;promoottoreille on olemassa useita
hyvin tunnett»ja ldhteitd, valittiin seuraavien keksinnon
mukaisesti vektoreiden rakennetta valaisevien esimerkkien
tarkoituksia varten faagi A trp 44 cIAt2 cro faagi pro-
moottorien ldhteeksi.

Faagin A trp 44 cIAt2 cro tuottamisen on kuvannut
N.Franklin, "The N Operon of Lambda: Extent And Regulation
As Observed In Fusions To The Tryptophan Operon Of Esche-
richia Coli", julkaisussa The Bacteriophage A (Cold Spring
Harbor Laboratories), sivut 621-38 (1971). At2—mutaatio
cI-geenissd tekee repressorin termolabiiliksi (M. Lieb,
"Studies Of Heat-In-ducible Lambda Bacteriophages. I. Order
Of Genetic Sites And Properties Of Mutant Prophages", J.Mol
Biol., 16, sivut 149-63 (1966)). cro -mutaatio estdd P -
funktion sekundaarisen repression. On tietenkin ymmdrrettd-
vd, ettd wvaikkakin cro+—faagit ovat vdhemmdn edullisia
pitkdaikaista ekspressiota varten, niitd voitaisiin kdytt#ia
tdmdn keksinndn vektoreissa. Faagissa on my®s funktionaa-
linen N-geeni ja aktiivinen PL—promoottori. Faagi antaa
3~ - 4d-kertaa korkeammat trp-entsvymiekspressio-tasot kuin
saatiin homologisella trp-promoottorilla itselld&dn (N. Frank-
lin, supra). |

A~trp 44 cIAt2 cro DNA valmistettiin t&dsta faagista
uuttamalla fenolilla CsCl-puhdistettuja faagi-osasia. Tamidn
faagin PLOL—alueen rakenne on esitetty kuvassa 1.

P, -promoottori ja viereiset operaattorit (O ) yhdes-

sd N-geenisekvenssin alun kanssa mddritelldin DNA-sélillé,
joka on noin 100 emdsparin pituinen ja joka sijaitsee noin
73,4 %:ssa A-kartassa (kuva 1) (T.Maniatis et al., "Recog-
nition Sequences Of Repressor And Polymerase In Operators

Of Bacteriophage A ", Cell, 5, sivut 109-13 (1975); J.Dahl-
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berg & F. Blattner, "Sequence Of Promoter-Operator. Proximal
Region 0Of The Major Leftward RNA Of BacteriOphage‘?\ ",
Nucleic Acids Res., 2, sivut 1441-58 (1975)). Samalla ta-
valla PR—promoottori ja viereinen operaattori (OR) yh-
dessd cro-ageenisekvenssin alun kanssa mddritellddn DNA-
valilld, joka sijaitsee noin 76,6 %:ssa A-kartalla {kuva 1)
(T.Maniatis et al, supra).

Jotakin useista tavoista ndiden alueiden eristd-
miseksi faagi A DNA:sta voidaan kayttédd kloonien val-
mistamiseksi, jotka sisdltdvdt halutut promoottorisekvens-
sit. Voidaan kdyttdd esimerkiksi restriktioentsyymien eri
yvhdistelmid pilkkomaan halutut alueet faagi A DNA:sta (ku-
va 1) . Naitd patkid voidaan sitten kdyttdd suoraan kloonien
valmistamiseksi tai pdtkid voidaan kdsitelld edelleen nii-~
den viimeistelemiseksi tai Jjatkamiseksi alalla tunnetuin
menetelmin ennen kloonausta.

Sopivan DNA-patkdn valmistamisen jdlkeen se voidaan
kytked johonkin useista kloonaussiirtdijistd eli ~vekto-
reista. KdvttOkelpoiset kloonaus-siirtdjdt voivat kdsittda
esimerkiksi kromosomaalisten, ei-kromosomaalisten ja syn-
teettisten DNA-sekvenssien segmenttejd kuten SV40:n eri-
laisia tunnettuja johdannaisia sekd tunnettuja bakteeri-
plasmideja, esim. plasmideja E.coli:sta, kuten Col, E1,
pCR1, pBR322, pMB9 sekd niiden johdannaisia, plasmideja
laajemmalta isdntdalueelta, esim. RP4, faagi DNA:t, _
esim. faagin. ¢l lukuisia johdannaisia, muita DNA-faageja,
lankamaisia yksisdikeisid DNA-faageja, esim. M13, sekd vek-
toreita, jotka on johdettu plasmidin ja faagi-DNA:iden
yhdistelmistd tai hiiva-plasmideja, kuten 2 /u plasmidia
tai sen johdannaisia.

Lisdksi jokaisessa spesifisessd kloonaus-siirtéa-
jdssd eri paikkoja voidaan kdyttdd faagi RQDNA—pétkén in-
sertiota varten. Namd kohdat ovat tavallisesti restrik-
tio-endonukleaasin mddrdamid. joka leikkaa ne. Esimerkik-

si pBR322:ssa on kaytettdvissd eri pilkkomiskohtia DNA-osa-~
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sen kytkemistd varten (F.Bolivar et al., "Constriuction
And Characterization Of New Cloning Vehicles II. A Multi-
Purpose Cloning System", Gene, 2, sivut 95-113 (1977);
J.G. Sutcliffe, "pBR322 Restriction Map Derived From the
DNA Sequence: Accurate DNA Size Markers Up To 4361 Nucleo-

tide Pairs Long", Nucleic Acids Res, 5, sivut 2721-28 (1978)).

Ks. myds kuvat 2 ja 4. On tietenkin selvaa, ettd tdssia
keksinndssd kdyttdkelpoisella kloonaus-siirtdjdlld ei
tarvitse olla pilkkomiskohtaa faagi ZL DNA-osasen kytkemis-
td varten. Sensijaan siirtdjd voitaisiin 1iittdd8 osaseen
vaihtoehtoisin keinoin halutun vektorin tuottamiseksi kek-
sinndn mukaisesti.

A. Tdman keksinntn mukaisia vektoreita, jotka sisdl-

tavat PL—promoottorin vastapdivadn suunnattuna

replikaatioalkukohdan suhteen

1. pPLa23

Viitaten nyt kuvaan 2 valmistettiin t&mdn keksin-

ndn parannettu vektori pPLa23 sarjassa eri vaiheita. Namd on
kuvattu kuvassa 2 ja tdydellisemmin selostettu seuraavassa.
a) valituote-plasmidi pPLaZ2
Edelld eristetty Al trp 44 cIAt

2 cro DNA dige-
roitiin BamHI:n ja EcoRI:n kanssa osasen poistamiseksi,
joka ulottui noin 71,3 %:sta 81,02 %:iin A-kartalla (ku-
vat 1 ja 2). Samalla tavalla pBR322 digeroitiin BamHI:n ja
EcoRI:n kanssa ja faagi A DNA-osanen kytkettiin poistetun
EcoRI-BamHI pBR322-osasen paikalle (kuva 2).

Syntynyt vektori merkittiin pPLa2:ksi, jossa "a":n
tehtdvdnd on osoittaa PL-promoottorin suuntautuminen vas-
tapdivddn kopioinnin alkukohdan suhteen. A-informaatio
tdl11ld molekyylilld ulottuu faagin NamHT-kohdasta (71,3 %215

EcoRI-kohtaan (81,02 ¢ A ) ja sisdltd3i geenin N, OLP

o

-
alueen, geenit rex ja cI mutantti), ORPR—alueen, geenit cro

(mutantti) ja cII ja osan geenistd O (kuvat 1 ja 2).
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E. coli C600 (CaCl2 kompetentti) transformoitiin
edelld valmistetulla pPLa2:1la sopivissa olosuhteissa
ja sopivin suojarakentein. Transformantit valittiin 34°c:
ssa LB-levyilld, jotka oli ympitty 100 pfu:lla faagi A kir-
kas mutantti (M.Lieb,supra) Ja jokagéisélsi myéé 100 /ug/ml
karbenisilliinid. Valittu A DNA-pitkd sisdltidi cIAtz—geenin
ja siten transformantit, jotka sisdltidvidt tdmdn osasen,
ovat resistenttejd faagi A kirkas mutanttille 34°C: ssa.
Lisdksi valittu pBR322-osanen sisdltdd geenin ampisilliini-
resistenssid varten, niin ettd isdnndt, jotka on trans-
formoitu plasmideilla, joissa on tdmd geeni koskemattomana,
kasvavat viljelpgssé, jotka sisdltdvdt tdtda antibioottia
isdntien poissulkemiseksi, jotka eivat ole ndin transfor-
moituja.

Valittiin 20 transformanttia ja viljelyijd kasvatet-
tiin 34°C:ssa LB-viliaineessa, joka sisdlsi 166 /ug/ml
karbenisilliinid ja 10-2M MgClz. Sen varmistamiseksi, ettd
transformantit olivat todella transformantteja, jotka ma-
joittivat <cI-geenin, eivatkd harvinaisia bakteereja, jot-
ia eivdt pystyneet adsorboimaan A.-faagia, infektoitiin
viljelyjen tasaosia joko A kirkas:1lla tai A vir:lla
(F.Jacob & E.Wollman, Etude Genetique d’un Bacteriophage

Tempere d'Escherichia coli. I. Le Systeme Genetique du

Bacteriophage A‘", Ann.Inst.Pasteru, 87, sivut 653-90 (1954)).

Kaikki 20 transformanttia olivat resistenttejd A kirkas:1lle
ja herkkid A vir:lle.

Yhdestd ndistd 20 transformantista eristettiin DNA:n
muoto I kdyttden standardimenetelmid, pilkottiin EcoRI:lla
ja BamHI:1lla ja mddritettiin koko standardimerkkiaineita
vastaan. DNA:ssa oli kaksi nauhaa, jotka vastasivat pBR322-

osasen ja faagi }\—osasen odotettuja ?okoja.

b) Vilituote-plasmidi pPLa20-BgIII-osasten poista-

minen pPLaZ:sta R e e )

pPLa2:n A -alue sisdltdd nelji BgiII—kohtaa, jot-
ka sijaitsevat 73,77, 78,80, 8016 ja 80,23 %:ssa )~(kuvat 1
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ja 2) (V.Pirotta, "Two Restriction Endonucleases From Ba-
cillus Globigi;" Nucleic Acids Res., 3, sivut 1747-60
(1976); H.Szybalski & W. Szybalski, "A. Comprehensive
Molecular Map of Bacteriophage A.", Gene, 7, sivut
217-70 (1%79)).
Bg;II—osasten poistamiseksi 73,77 %$:n A Jja 80,28 %:n

A vélistd pPLa2 DNA digeroitiin BgIII:n kanssa, liitet-
tiin uudelleen DNA-pitoisuudessa alie 1 /ug/ml ja trans-
formoitiin E.coli W6 ( A reX):een (CaCl2 kompetentti) ,

jossa oli kromosomaalinen A -repressori cI P_:std riippu-

van transkription siten vaimentamiseksi (kuvaLZ). Karpbeni-
silliinille resistenttejd klooneja valittiin kasvattamalla
L-liemessd, joka sisdlsi 100 /ug/ml karbenisilliinid ja
seulottiin F\rex-funktion hdvidn suhteen kédyttden T, rII
638-mutanttia. ;qrexfunktio estaa T4rII 638-mutantin kas-
vun (B.Howard, "Phage A Mutants Deficient In rII Exclu-
sion", Science, 158, sivut 1588-89 (1967)). Siten ndiden
Bg}II:lla pilkottujen transformanttien epdonnistuminen
eSEéé T,rII 638-mutantin kasvu verrattuna mutantin kasvun
puutteeseen isdnnissd, jotka oli transformoitu pPLa2:1la,
osoitti, ettd rex-funktio oli poistunut pPLa2 rekombinant-
ti DNA-molekyylistd BglII:n deleetiolla.

Ndiden BglII:1lla pilkottujen transformanttien rekom-
binantti DNA-molekyylien restriktioanalyysi paljasti yksin-
kertaisen BglII-kohdan l&sndolon. Lisdksi digerointi EcoRI:
lla ja BamHI:1lla antoi kaksi fragmenttia - toisen, joka '
vastasi odotettua pBR322-osasta, ja toisen, joka vastasi
faagi 2~DNA—patkén odotettua kokoa (1900 emdsparia) t&mdn
osan poistamisen jdlkeen BglII-kohtien 2 A ja 80,28 %

vdlistd. Tdmd modifioitu plasmidi merkittiin pPLa20:ksi.
Sen A DNA-insertio ulottuu BamHI-kohdasta (71,3 %) BglII-
kohtaan (73,77 %) ja BgllII-kohdasta (80,28 %) EcoRI-kohtaan
(81,02 %) .Se sisdltdda geenin N, OLPL-alueen ja osan geenis-
ta 0 (kuva 1).
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Vaikka tdman keksinnon vektoreiden suoritus-
muotojen rakennetta kdsittelevdn esimerkin loppuosa koh-
distuu PL—promoottoriin - jolloin PR—promoottori on pois-
tettu pPLal:sta BglII-BglII-osasella - on ymmdrrettdvd,
ettd samanlaisia manipulaatioita olisi voitu kéyttéé PL—
promoottorin poistamiseksi pPLa2-sta ja rakentaa vektori
sdilyttéden PR—promoottori. Lisdksi tamén keksinndn vek-
toreita voitaisiin rakentaa samanlaisin keinoin, niin
ettd molemmat PL— ja PR—promoottorit olisivat ldsnd, niin
ettd ndmd kaksi promoottoria toimivat sopusoinnussa tai vas-
takohtaisesti, kytkettyjen DNA-sekvenssien ekspression
valittamiseksi.

c) pPLa23 - EcoRI-kohdan tuominen .lyhyen vdli-

matkan pdahdn alavirtaan PL:sta

pPLa20:ssa lasndoleva BglII-BamHI-osasenen sisdl-
tdd yhden ainoan HaeIII-kohdan /73,1 % A, kuva 1/, joka
L:sta (B. Allet

ja R. Solem "Separation And Analysis Of Promoter Sites

sijaitsee noin 150 nukleotidia alavirtaan P

In Bacteriophage N DNA By Specific Endonucleases”, J.Mol.
Biol. 85, 475-84 (1975)/. Tamd kohta voidaan muuttaa EcoRI-
kohdaksi avoimen HaeIII-pddn tasapdiselld liitdnndlld avoi-
meen EcoRI—pééhén, joka on sitd ennen tehty tasapdiseksi
pidentdmdlld perdytynyttd 3'-pddatd DNA-polymeraasilla I de-
oksiribonukleosidi-trifosfaattien ldsndollessa (K.Backman et
al., "Construction Of Plasmids Carrying The cI Gene Of Bac-
teriophage A ", Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 73, sivut 4174-
78 (1976)). Menetelmdn yksityiskohtia on kuvattu seuraavas-
sa ja valaistu kuvassa 2.

6 pmoolia pBR322 digeroitiin EcoRI:n kanssa. Entsyy-
min kuumaan tappamisen jdlkeen DNA-saostettiin ja liuotet-’
tiin 250 /ul:één puskuria, joka sisdlsi 50 mM tris-HCl
(pH 7,8), 5 mM MgClz, 1 mM /3+merkaptoetanolia, 2 /um jo-
kaista neljdstd deoksiribonukleosidi-trifosfaatista (o(—32p-
dATP:n kanssa (345 Ci 32p/mmol)) ja 50 /ug BSA/ml. Lisdt-

tiin kuusi yksikkéd DNA-polymeraasi I:td E.coli:sta (Wort-
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hington) ja seosta inkuboitiin 16°C:ssa 90 min. Tdmdn pro-
sessin tuloksena avoin 3'-EcoRI-kohta tuli tasééaiéeksi
linearisoidussa pBR322:ssa.

Entsyymin inaktivoimisen jdlkeen kuumassa seos
asetettiin 50 mM:ksi NaCl, 7 mM:ksi /3—merkaptoetanolin
suhteen ja DNA digeroitiin BamHI:n kanssa. Pdtkdt erotet-
tiin elektroforeesilla 1,4-%:sella agarosegeelilld ja tark-
kailtiin autoradiografialla. Geeli-viipale, joka sisdlsi
suuremman kahdesta osasesta - pBR322:n, joka sisdlsi avoi-
men BamHI-kohdan ja tasapdisen EcoRI-kohdan - leikattiin
irti ja pakastettiin -90°C:ssa. Tati agarosen palasta lin-
gottiin sitten (SS34 roottori (Sorvall)) 20 minuuttia no-
peudella 20,000 r/min, Palasen pddlla oleva neste pois-
tettiin ja pakastamis? ja linkoamisvaiheet toistettiin vie-
14 kaksi kertaa. Ndissd olosuhteissa noin 30 % agarose-
viipaleen sisdltdmdstd DNA:sta kulkeutuu pddlld olevaan
nesteeseen. Siirtynyt DNA saostettiin yhdistetyistd p&ddlléd
Olevista nesteistd ja liuotettiin 10 /ul:één 10 mM tris-HC1
(pH 7,4), 50 mM NaCl, 7 mM A5~merkaptoetanolia.

Kaksi pmol pPLa20 digeroitiin BglII:n ja BamHI:n
kanssa ja osaset erotettiin agarosegeelilld. Pienempi osa-
nen (BglII-BamHI) eluoitiin geelistd kuten edelld kuvattiin
ja digeroitiin BspRI:n, HaelIIl:n erddn isoshitsomeerin
kanssa (A.Kiss et al. "A New Sequence-Specific Endonuc-
ldase (Bsp) From Bacillus Sphaericus", Gene, 1, sivut
323-29 (1977)) antamaan BamHI-BspRI- ja BspRI-BglII-osas-
ten seos, jolloin PL—promoottori on jdlkimmdisessd. Entsyy-
mit BglII ja BamHI tekevat identtiset avoimet pddt, niin
ettd avoin BglII-pd&8 voidaan 1iittdd avattuun BamHI-pd&ahdn
ja pdinvastoin. Lisdksi kummankaan liitdnnén tulos ei endd
ole substraatti BglII:lle tai BamHI:lle, mutta sen tun-
nistaa entsyymi Sau3Al (Mbol) (V.Pirotta, supra).

Kaksi pmoolia edelld mainittua pBR322-EcoRI-BamHI
suurempaa osasta liitettiin 0,8 pmooliin BamHI-BspRI- ja

BspRI-BglII-osasten seosta. Liitdnndn jdlkeen (avoin BamHI-
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kohta pBR322-osasella on kdytettdvissd liitantdd varten
pPLa20-osasten joko avoimiin BglII- tai BamHI-kohtiin ja
pPLa20-osasten tasapdinen EcoRI-kohta on kdytettdvissa
liit&nt&84 varten pPLa20-osasten BspRI (HaeIlI)-kohtiin)
seos digeroitiin BamHI:n kanssa niiden rekombinantti-mole-
kyylien poistamiseksi, jotka sisdlsivdt ei-toivotun BamHI-
BspRI-osasen kytkettynd pBR322-vektoriin. Saatu seos trans-
formoitiin E.coli M5219:4dn ja transformantit valittiin
resistenssin suhteen karbenisilliinille. Saatiin yhteensd
23 transformanttia. Kaikki n&dmd transformantit olivat
herkkid tetrasykliinille (jota my6s sisdltyy pBR322:een),
koska pBR322:n BamHI-pilkkominen sai geenin, joka koodaa
TetR:éé, olemaan end&d koskematon modifioidussa plasmidis-
sa (kuva 2).

PL-siséltévén BspRI-BglII-osasen jatkuva ldsndolo
ndissd klooneissa tarkistettiin digeroimalla DNA:ta HincII.n
kanssa. Koska pBR322 sisdltdd kaksi HincII-kohtaa (J.Suttc-
liffe, supra) ja odotettu A_PL
noan HincII-kohdan (73,4 % ;{,kuva 1l) (B.Allet ja R.Solem,

~osanen sisadaltdd yhden ai-

supra), oikein rakennettujen rekombinantti-DNA-molekyylien
tulisi sisdltdd kolme HincII-kohtaa. Saaduista 23 transfor-
mantista viisi sisdlsi kolme ennustettua HincII-kohtaa. Kol-
mella ndistd oli erikoinen EcoRI-kohta, mikd osoittaa, ettd
ndissd klooneissa on tehty oikea liitos pPLaZ0-osasen BspRI
(Haelll)-kohdan ja pBR322-osasen tasapdisen EcoRI-kohdan
valilla. Naistd kolmesta kloonista puuttui myds BamHI-koh-
ta, kuten ennustettiin pPLa20-osasen BgllII-pddn odotetulla
liittymiselld pBR322-osasen BamHI-pddhdn. Yksi ndistd kloo-
neista valittiin jatkoty&td varten ja merkittiin pPL&a23:ksi
(kuva 2). |

pPLa23 kdsittdd pBR322-osasen, joka ulottuu BamHI-
kohdasta (pBR322:n emdspari 377) EcoRI-kohtaan (pBR322:n
emdspari 4362) (J.Sutcliffe, supra) (kuva 2). pBR322:n jdl-
jellejddvd osa on pPLal23:ssa korvattu A trp 44 cIAt cro

2
DNA:n osasella, joka sijaitsee HaeIII-kohdan 73,3 %:ssa A
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(nyt uudelleen rakennettu EcoRI-kohta) ja BglII—kdhdan

73,77 %:ssa ;X (nyt Sau3A-kohta) vdlissd (kuva 3). Tdmén
osasen koon arvioitiin agarosegeeli-elektroforeesilla ole-
van noin 300 emdsparia. Tdmd osanen sisdltdd OLP —alueen

ja N-geenitranskriptin ensimmdiset 115 nukleotidia (J. Dahl-
berg & F. Blattner, supra). PL—promoottorin transkription
suunta on BglITI-kohdasta kohti HaelIl-kohtaa ja kulkee
samassa suunnassa transkription kanssa pBR322:n Kg—lak—
tamaasipromoottorista (J. Dahlberg & F. Blattner, supra;

J. Sutcliffe, supra).

Plasmidin kaksi ominaispiirrettd ovat erityisen kiin-
nostavia: 1) alueet, jotka koodaavat PL—promoottoria ja
/g—laktamaasigeenié,:ovat ldsnd yhdelld aineella HaelI-
osasella, jonka HaeIT-kohdat pBR322:n emisparilla 2720 ja
436 hahmottavat (kuva 3) (J. Sutcliffe, supra; B. Allet ja
R. Solem, supra; V. Pirotta, supra). 2) kopioinnin alkukoh-
ta sijaitsee 370 emd@sparin HaelI-osasella /3-—laktamaasia
kantavan HaelII-osasen vieressd (kuva 3). Funktionaalinen
kopioinnin alkukohta wvaatii, ettd liitos HaeII-kohdan ympa-
rilld asemassa 2720 ylldpidetddn (A. Oka et al. "Nucleotide
Sequence O0f Small Col El Derivatives. Structure Of The Re-
gions Essential For autonomous Replication And Colicin El1
Immunity", Mol.Gen.Genet, 172, sivut 151-59 (1979)). pPLa23:n
nditd ominaispiirteitd kdytettiin hyvdksi toisen antibioo-
teille resistentin merkkiaineen tuomiseksi vektoriin.

2. pPLa23]1 ja pPLa231l - kanamysiinille resistentin

merkkiaineen tuominen pPLaZ23:een

Viitaten nyt kuvaan 3 on siind esitetty vaiheet,
joita kdytettiin tdmdn keksinnén muiden vektoreiden valmis-
tamiseksi pPLa23:sta. Nditd vaiheita selostetaan yksityis-'
kohtaisemmin seuraavassa.

HaelI-osanen, joka koodaa resistenssid kanamysiinille,
saatiin plasmidista pMK20 (M,Kahn et al., "Plasmid Cloning
Vehicles Derived From Plasmide SolEl, F, R6K And RK2" Methods
in Enzymology, 68, sivut 268-80 (1979)). Kopioinnin alku-



10

15

20

25

3Q

35

21

kohta plasmidilla pMK20 sisdltyy suurelti 359 emdsparin
HaelIl-osaseen. Alkukohta kdsittdd kuitenkin myds liitok-
sen tamdn osasen ja viereisen HaellI-osasen valilld (M.Kahn
et al., supra). Nukleotidisekvenssi tdmidn HaelI-kohdan
ympdrilld on sama kuin sekvenssi pBR322:ssa HaeII-kohdan
ympdrilld asemessa 2720 (A.Oka et al., supra; J.Sutcliffe,
supra) .

pPLa23:n ja pMK20:n seosta digeroitiin tdydentdmis-
td varten HaelI:1la, liitettiin uudelleen ja transformoi-
tiin E. coli M5219:aan (CaCl2 kompetentti) (kuva 3). Oikein
transformoidut koloniat valittiin niiden resistenssin pe-
rusteella karbenisilliinille ja kanamysiinille, koska ai=-
noastaan klooneilla, jotka sisdltdvit /3-laktamaasigeenin
pBR322:sta ja kanamysiinigeenin pMK20:sta on kahtalainen
antibjoottinen resistenssi. Valittiin 12 kaksinkertaisesti
resistenttid transformanttia. Plasmidi DNA eristettiin
ndistd transformanteista kuten edelld ja analysoitiin pilk-
komalla HaeII:1lla ja mddritettiin osaskoko 6-%:sella akryy-
liamidigeelilld. Viidelld n&distd klooneista oli ainoastaan
kolme HaelI-osasta - Haell-osanen, joka vastasi pPLa23:n
HaeII-osasta, jolla on PL—promoottori ja /3—laktamaasigeeni,
HaelI-osanen, joka vastaa pMK20:n HaeIl-osasta, jolla on
geeni kanamysiini-resistenssid varten, ja pieni HaeII-
osanen, joka on myds perdisin pMK20:std ja joka on tarpeen
plasmidikopiointia varten (kuva 3).

Nditd viittd valittua kloonia tutkittiin edelleen
kanamysiinigeenin sisdltdvdn HaelI-osasen pMK20:std suun-
tautumisen mddrittdmiseksi uudelleen rakennetun EcoRI-
kohdan suhteen HaelII-osasessa pPLaZ3:sta. Kanamysiinigeenin
sisdltdvdn HaelI-osasen pMK20:std tiedetddn sisdltdvdn eri-
koisen asymmetrisen HindIII—kbhdan (M.Kahn et al., supra)
(kuva 3). Siten tdmd kohta antaa keinon osasen suuntautu-
misen mddrittdmiseksi.

Nditd viittd kloonia digeroitiin HindIII:n ja EcoRI:n

kanssa ja saatujen osasten koko mddritettiin kuten edelld.
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Neljdlld viidestd kloonista oli HindIII:1lla pilkotun
kanamysiinigeenin sisdltdavdn HaeII-osasen pMKZO:sEé suu-
rempi osa uudelleenrakennetun EcoRI-kohdan vieressd. Yksi
klooni oli pdinvastoin suuntautunut. Ndmd kaksi klooni-
sarjaa merkittiin mielivaltaisesti pPLa231l:ksi ja vastaa-
vasti pPLa231l:ksi (kuva 3).

pPLa2311 valittiin mielivaltaisesti edelld rakenne-
tuista plasmideista ja PL—alueen nukleotidisekvenssi maa-
ritettiin.

Ennen sekvenssointia valmistettiin kaksi restriktio-
palasten sarjaa pPLa231l:std - EcoRI-HincII-osaset ja
HincII-EcoRI-XhoI-osaset (eivdt ndy kuvassa 3). Kummassa-
kin tapauksessa pPLa23ll:ta digeroitiin ensimmdisen restrik-
tiocentsyymin kanssa ja saadut osaset merkittiin 32p:lla
kdyttden T4-polynukleotidia Kinase (P-L Biochemicals). Sit-
ten osasia digeroitiin toisen restriktioentsyymin tai ent-
syymiparin kanssa, kun kysymyksessd oli EcoRI-XhoI, ja
osaset erotettiin 6~%:sella agarosegeelilld. Sekvenssointi
tehtiin tavalliseen tapaan kdyttden A.Maxam & W.Gilbert'in
menetelmida, "A New Method For Sequencing DNA", Proc.Natl.
Acad.Sci. USA, 74, sivut 560-64 (1977).

Tamdn alueen nukleotidisekvenssi on esitetty kuvas-
sa 6. Se ulottuu HaelII-kohdasta pBR322:ssa rekonstruoituun
EcoRI-kohtaan liitoskohdassa ;\ faagi-osasen ja pBR322:n
vdlissd. Mddritetylld sekvenssilld on seuraavat ominaisuu-

det verrattuna tunnettuihin sekvensseihin: 1) O -operaat-

P
toripromoottori-alueen nukleotidisekvenssi on sgmi kuin
tdmidn alueen sekvenssifaagissa (A (T.Maniatis et al., supra);
2) sekvenssi HaelI-kohdan ja Sau3A-kohdan vdlissd liitos-
kohdassa A faagi-osasen ja pBR322:n vilissd on sama kuin -
autenttisen pBR322:n sekvenssi (J.Sutcliffe, supra); 3)
N-geeni transkriptin sekvenssi on sopusoinnussa sekvenssin
kanssa, jonka Dahlberg & Greenblatt (supra) mddrittelivat
mRNA-tasolla, lukuunottamatta yhden adenosiini-tdhteen pois-

jattdd transkriptin asemassa 41; ja 4) sekvenssi ei si-
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sdalld N-geenin translationaalista alkusignaalia . (N.Franklin
& G. Bennett, "The N Protein Of Bacteriophage A.,‘Defined
By Its DNA Sequence, Is Highly Basic", Gene, 8, sivut 10719
(1979)).

3. pPLa4 ja pPLa8 - PstI—kohdan pPLa2311l:n A -lakta-

maa51geen1ssavmuuttamlnen BamHI ~kohdaksi

Kuvat 3 ja 7 esittdvdt kaavamaisena luonnoksena PstI-
kondan pPLa2311l:n [3 -laktamaasigeenissad muuttamlsen BamHI-
kohdaksi. Plasmidi pPLa231l linearisoitiin PstI:1la. Fenoli-
ja kloroformi-uuton jdlkeen DNA saostettiin, liuotettiin
uudelleen 50 mmol/ml:n vdkevyyteen 25 mM NaCOOCH3:een
(pH 4,5), 1 mM ZnCOOCH3:een, 125 mM NaCl:d34n ja kdsiteltiin
Sl-nukleaasilla {(Sigma) 1,5 yksikOssé moolia kohti DNA:ta
90 minuutin ajan 25°C:ssa 3'-ulostydntyvien hdntien poista-
miseksi (kuva 7). Reaktio lopetettiin 1isd8dmdlld EDTA 5 mM:
ksi. Sl-nukleaasi poistettiin inkuboimalla seosta 0,2-%:sen
SDS:n lasndollessa 10 minuuttia 7OOC:ssa, mitd seurasi fenoli-
ja kloroformiuutto. DNA saostettiin lisddmalld 4 tilavuus-
osaa 2M NH4COOCH3 ja 14 tilavuusosaa etanolia.

Talteenotettu DNA liitettiin tylppdpdisesti 10-ker-
taiseen mooliylimddrddn BamHI-sitojamolekyylejd (Collabo-
rative Research Inc.) (C.Bahl et al. "A General Method For
Inserting Specific DNA Sequences Into Cloning Vehicles”,
Gene, 1, sivut 81-92 (1977)) (kuva 7). Pilkkomisen jdlkeen
BamHI:1la ja uudelleenliittdmisen jdlkeen alhaisessa DNA-
pitoisuudessa (kuva 7) seos pilkottiin PstI:1lla niiden mole-
kyylien, jotka olivat vdlttyneet Sl-nukleaasikdsittelylta
ja sdilyttédneet koskemattoman PstI-kohdan, vastavalitsemi-
seksi. Kaksi /ug kdsiteltyéd QNA:ta transformoitiin E.coli
M5219:een ja transformantit valittiin kanamysiini-resis-
tenssilld. Saatiin yhteensd 10 transformanttia, joista
kahdesta puuttui PstI-kohta ja olivat saaneet BamHI-konhdan.
Ndiden kahden jdlkimmdisen transformantin rekombinantti-DNA-
molekyylit nimettiin pPLaB:ksi ja pPLad:ksi (kuva 3, pPLa4

el ndy kuvassa 3). Ndiden transformanttien rekombinantti-
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DNA-molekyylien yhdistetyn EcoRI-BamHI-digeroinnin jdl-
keen saadut osaset kulkeutuivat yhteen 1,4 %$:sella agaro-
segeelilld osasten kanssa, jotka oli saatu pPLa231l:sté&
EcoRI-PstI-pilkkomisen jdlkeen. Siten PstI-kohta pPLa2311:
ssd on korvattu BamHI-kohdalla. ‘

Viitaten jadlleen kuvaan 7 on siind kuvattu edelli
kuvattujen vaiheiden sekvenssin vaikutus /3—laktamaasi-
geeniin. Kuten kuvassa 7 on esitetty, on rakentelun lopul-
lisena tuloksena Ala-aminohappotdhteen asemassa 182 /B—lak-
tamaasiproteiinissa korvautuminen sekvenssilld Arg- %le—Arg.

Koska tdmd korvaaminen jattdd /3—laktamaa51—geen1n koodl—'h

kaavan koskemattomaksi, odotettiin, ettd uudelleenraken-

nettujen kloonien transformantit olisivat resistentteja
karbenisilliinille. Odottamatta pPLa4:114 ja pPLa8:1la
transformoidut isédntdsolut eivdt olleet resistenttejid karbe-
nisilliinille.
4. pPLa83 - BamHI-kohdan tuominen seuraavaksi
pPLa8:n EcoRI-kohdasta
Plasmidi pAD3 (H.Schaller'in lahjoitus) sisdltdd

47 emdsparin sekvenssin kytkettynd pBR322:n BamHI-kontaan.
Tdmd sekvenssi koostuu seuraavista yksikoistd - BamHI-
kohta—EcoRI-kohta—laktoosioperaattori—ngRl-kohta—BamHI-
kohta. Tdmdn sekvenssin kytkemiseksi pPLa8:n rekonstruoi-
tuun BamHI-kohtaan, pPLa8 ja l0-kertainen ylimddrd pAD3 di-
geroitiin BamHI:n kanssa, liitettiin uudelleen ja trans-
formoitiin E.coli W6 ( A~rex):een (kuva 4). Transformantit
valittiin levyilld, jotka sisdlsividt vidhimmdisvdliainetta,
50 /ug/ml kanamysiinid, 0,1 % g}ukoosia, 40 /ug/ml X gal
(S—bromi—4-kloori—3-indolyyli—/3 -D-galaktosidia) (J.Miller,
Experiments In Molecular Genetics (Cold Spring Harbor Labo~
ratory), sivu 48 (1972)), koska X gal-vdriaineen ldsndolo
tekee mahdolliseksi transformanttien havaitsemisen, jotka
sisdltdvdt laktoosi-operaattoriosasen. Itseasiassa tdssd
vdliaineessa laktoosioperaattoria sisdltdvdt transformantit
ovat sinisid ja siten muista transformanteista helposti erot-

tuvia.
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Rekombinantti DNA-molekyylit eristettiin yhdestd
ndistd sinisistd kolonioista kuten edelld ja digeroitiin
EcoRI:n kanssa. Saadut kaksi osasta kulkeutuivat agarose—
geelilld pddasiallisesti yhteen kahden osasen kanssa, jot-
ka o0li saatu pPLa8:n Ecori—BamHI~digeroinnista,'vahvis~
taen siten, ettd haluttu 47 emdsparin osanen pAD3:sta oli
kytketty oikein rekonstruoituun BamHI-kohtaan pPLa8:ssa.
Plasmidi nimettiin pPLa83:ksi (kuva 4).

5. pPLad31 - BamHI-kohdan tuominen ldhemmdksi

_gL~EromoottoriagpPLa83:ssa

BamHI-kohdan tuomiseksi léh%@méksi PL—promoottoria
pPLa83:ssa EcoRI-EcoRI-osanen delefoitiin digeroimalla
pPLa83 EcoRI:n kanssa ja liittdmdlld uudelleen laimeassa
DNA-pitoisuudessa (kuva 4). Syntyneiden rekombinantti-DNA-
molekyylien transformointi E.coli W6 ( ;Krex):een ja vil-
jely levyilla, jotka sisdlsivdt vdhimmdisvdliainetta tay-
dennettynd kuten edelld X gal:lla ja kanamysiinilld, teki
mahdolliseksi niiden kloonien valitsemisen, jotka eivédt
endd sisdltdneet laktoosi-operaattori-aluetta. DNA:n pilk-
kominen valitusta transformantista BamHI~xXhol:1lle ja saa-
dun kahden osasen kulkeutumisen vertailu kahteen osaseen,
jotka oli saatu pPLa8:n EcoRI-XhoI-digeroinnista wvahvisti,
kuten odotettiin, ettd BamHI-kohta modifioidussa plasmidis-
sa 0li noin 150 emdsparin pdassa PL—promoottorista. Modi-
fioitu plasmidi merkittiin pPLa831l:ksi.

On tietenkin selvdd, ettd samanlaisia manipulointe-

ja, kuin edelld kohdissa 3, 4 ja 5 kuvatut, voitaisiin k&dyt-

tdd antamaan muita endonukleaasitunnistuskohtia vd&hemmédn
kuin 300 emdsparin pddssd valitusta promoottorista ja ope-
raattoreista tdmin keksinndén vektoreissa. Esimerkkejd tdl-’
laisista manipulaatioista esitetddn seuraavassa.
6. pPLa8322 - HindIII-kohdan kytkeminen seuraavaksi
BamHI-kohdasta pPLa83l:ssa
Plasmidi pADl6 (H.Schaller'in lahjoitus) sisdltdd
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36 emdsparin osasen kytkettynd pBR322:n BamHI-kohtaan ja
se koodaa sekvenssid: BamHI-kohta-HindIII-kohta-HindIII~-
kohta-BamHI-kohta. Tdmdn sekvenssin kytkemiseksi pPLad3l:n
BamHI-kohtaan, pPLa831 ja l0-kertainen ylim&&drd pAD33:a
pilkottiin BamHI:1lla, liitettiin uudelleen ja transformoi-
tiin E.coli M5219:een valiten kanamysiini-resistenssin
suhteen (kuva 4). Koska ei ole olemassa mitddn helppoa seu-
lontamenetelmdd halutun BamHI-osasen oikean kytkenndn mda-
rittdmiseksi pPLa831l:een, transformanttien, jotka kasvoi-
vat kanamysiinin l&dsndolossa, analyysi riippui yksittdis-
ten, umpimdhk&ddn valittujen kloonien restriktio-pilkon-
nasta. Analysoitujen 32 kloonin joukosta 1ldydettiin yksi,
joka antoi kaksi osasta pilkkomisen jdlkeen HindIII:lla
(kuva 4). Ndiden osasten koko ei ollut erotettavissa 1,4-%:
sella agarosegeelilld osasista, jotka oli saatu pPLa831l:n
BamHI-HindIII-pilkonnan tai EcoRI-HindIII-pilkonnan j&dl-
keen. Tdmd modifioitu plasmidi merkittiin pPLa832:ksi.

B. Vektoreita, jotka sisdltdvdt P-promoottorin mydtd-—

pdivddn suunnattuna kopioinnin alkukohdan suhteen

1. pPLc2 - pPLa832:n Pro:n sisdltdvdn osasen kloonaus

PBR322:n ja pPLa832:n ekvimolaarinen seos pilkottiin
BamHI:1lla ja senjdlkeen HindIII:1lla (kuva 4). Seos liitet-
tiin uudelleen ja transformoitiin M5219:een valiten karbe-
nisilliini-resistenssin suhteen. Koska oikein valmistetut
rekombinantti-DNA~molekyylit, joilla on tdmd rakenne, ei-
vdt endd sisdlld koskematonta geenid tetrasykliinid varten,
transformantit seulottiin my6s tetrasykliini-resistenssin
menetyksen suhteen. Rekombinantti-DNA-molekyyli eristettiin
kuten edelld valituista transformanteista ja analysoitiin
pilkkomalla. Valittu plasmidi sisilsi yhden ainoan HindIII-
kohdan. Yhdistetty HindIII-BanHI-digerointi antoi kaksi
osasta, Jjotka agarosegeelilia kﬁlkeutuivat piddasiallisesti
yhteen kahden osasen kanssa, jotka oli tuotettu yksinker-

taisella EcoRI-uutolla. PL—siséltévén osasen ldsndolo vah-
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vistettiin HincII-digeroinnilla. Tdmd entsyymi pilkkoi
vektorin kolmeksi osaseksi, joiden koot olivat yhtdpitéd-
vid kuvassa 4 esitettyjen osasten rakenteen kanssa. Tdmd

plasmidi merkittiin pPLc2:ksi, jossa "

c":n tehtdvdnd on
osoittaa PL-promoottorin suuntautuminen myStdpdivdidn kopioin-
nin alkukohdan suhteen,

2. pPLc23 - yhden EcoRI-kohdan poistaminen pPLc2:sta

Plasmidi pPLc2 sisdltdd kaksi EcoRI-kohtaa - joista
toinen on perdisin emd-pBR322-vektorista ja toinen ldheltd
BamHI-kohtaa, joka on tuotu kytkemd&lld HindIII~-BamHI-osasia
pPLa832:sta (kuva 4). pBR322:sta perdisin oleva EcoRI-kohta
poistettiin pilkkomalla pPLc2 HindIII:1la ja XhoI:1lla, mitd
seurasi digerointi Bal3l:n kanssa 30 minuutin ajan 25°C:ssa
0,6M NaCl:ssa, 12,5 mM sekd CaClzzssa etta MgSO4:ssa, 1 mM
EDTA:ssa ja 20 mM tris-HCl:ssa (pH 8,1). Eksonukleaasi
Bal3l lyhentdd 3'- ja 5'-terminaatiot vaiheittain (H.Gray
et al:, "Extracellular Nucleases of Pseudomonas Bal3l. I.
Charéﬁterization Of Single Strand-Specific Deoxyriboendo-
nucléase And Double-Strand Deoxyriboexonuclease Activities",
Nucleic Acids Res., 2, sivut 1459-92 (1975)).

Seos uutettiin fenolilla ja kloroformilla, laimen-
nettiin 1 /ug/ml:n DNA-pitoisuuteen ja liitettiin. Liitdn-
ndn jdlkeen DNA pilkottiin uudelleen Xhol:1lla ja HindIII:1lla
emd-plasmidi-molekyylien poistamiseksi ja transformoitiin
M5219:een valiten karbenisilliini-resistenssin suhteen. _
Loydettiin yksi transformantti, josta HindIII- ja XhoI-koh-
ta puuttuivat. Tdmd plasmidi sisdlsi yhden ainoan EcoRI-koh-
dan ja siind oli kolme Hiqéll-kohtaa (kuva 4). Tamd jalkim-
mdinen ominaisuus vahvisti, ettd PL—alue oli vield lasna.
Tdmd plasmidi nimettiin pPLc23:ksi.

Eksonukleolyyttisen hajoamisen mddrdn mddrittdmisek-
si Bal3l-entsyymin vaikutuksesta pPLc23:n DNA pilkottiin
samanaikaisesti BamHI:1lla ja PstI:lla ja osasten koko m3i-
ritettiin 1,4 %:sella agarosegeelilld. Verrattuna PstI-BamHI-

Osaseen emd-pPLal:sta PstI-BamHI-osasesta PPLc23:sta oli



10

15

20

25

30

35

28

jdanyt pois yli 800 emdsparia., Yhdistetty digerointi
EcoRI-PstI-HaeIl:lla verrattuna EcoRI-PstI-pilkkomiseen
vahvisti, ettd HaelI-kohta liitoskohdassa PL—siséltévén
osasen ja kanamysiini-osasen vdlissd oli sdilynyt.

3. pPLc236 - HindIII-kohdan tuominen pPLc23:een

Plasmidi pPLc23 sisdltdd erikoiset EcoRI- ja
BamHI-kohdat, jotka sijaitsevat noin 150 nukleotidin pdds-
sd myodtavirtaan PL—promoottorista (kuva 4). HindIII-inser-
tiokohta tuotiin pPLc23:een liittdmdlld BamHI-HindIITI-HindIII~
BamHI-osanen, joka oli saatu pPlLaB832:sta, pPLc23:n BamHI-
kohtaan. Transformantteja saatiin M5219:ssa ja seulottiin
restriktiocanalyysilld HindIII-kohdan suhteen. Edustavan
kloonin rakenne vahvistettiin osasten, jotka o0li saatu PstI-
EcoRI-, PstI-BamHI- tai PstI-HindIII~-digeroinnin jalkeen,
agarosegeelielektroforeesilla. Osaset, jotka saatiin jokai-
sen tdllaisen yhdistetyn uuton jdlkeen, kulkeutuivat pad-
asiallisesti yhteen 1,4-%:sella agarosegeelilld osoittaen,
ettd EcoRI-, BamHI- ja HindIII-kohdat sijoittuvat toisten-
sa vdalittOmddn l&heisyyteen. Tdmd plasmidi merkittiin pPLc236:
ksi (kuva 4).

Suurempi osa plasmidista pPLc236 on perdisin pBR322:
sta BamHI-kohdasta asemassa 377 (J.Sutcliffe, supra) aina-
kin /3—laktamaasigeenin alkukohtaan asti suunnilleen asemas-
sa 4160 (J.Sutcliffe, supra), Lcppuosa koostuu 1) sekvens-
sieistd, jotka ovat perdisin osasta kanamysiini-geenid, jo-
ka sijaitsee t&mdn osasen XhoI-kohdan ja yhden HaeIIl-pddn
vdlissd; 2) HaeIlI-BamHI-osasesta, joka sisdltdd PL—promoot-
torin ja joka koostuu noin 300 nukleotidista ja on johdet~-
tu pPLa832:sta; 3) sekvenssistd, joka koodaa BamHI-HindIII-
HindIII-BamHI-kohtia. ’

4. pPLc28 - deleetio pPLc236:sta

Kahden vierekkdisen HindIII-kohdan osittainen limit-
tyminen pPLc236:ssa on BalI-kohta (ei-esitetty kuvassa 4).
Plasmidi sisdltdd mySs erikoisen Pvull-kohdan emdsparilla
2067 pBR322-osalla (J.Sutcliffe, supra) (kuva 4). Entsyymit
Ball ja Pvull tuottavat molemmat tasaisia pditd. pPLc236:n
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DNA pilkottiin BalIl:11& ja PvulIl:lla ja liitettiin. uudel-
leen alhaisella DNA-pitoisuudella. Transformantteja saa-
tiin M5219:ssa valiten karbenisilliini-resistenssin suh-
teen. Edustavan kloonin DNA analysoitiin pilkkomalla. BamHI-
pilkkominen antoi yksinkertaisen osasen, joka 1;4 -%:sella
agarosegeelilla kulkeutui yhteen pPLc236:n suuremman osan
kanssa BamHI-Pvull-pilkonnan jdlkeen. Yhdistetty uutto joko
PstI-EcoRI:1lla, PstI-BamHI:1la tai PstI-HindIII:lla antoi
kaikissa tapauksissa kaksi osasta, joista pienempi kulkeu-
tui 1,4-%:sella agarosegeelilld pddasiallisesti yhteen
PstI-EcoRI-osasen kanssa, joka oli saatu pPLc236:sta. Tdmd
plasmidi nimettiin pPLc28:ksi (kuva 4).

pPLc28:a, samoin kuin muita t&mdn keksinndbn mukai-
sesti kuvattuja plasmideja, voidaan tietenkin manipuloida
edelleen muiden pilkkomiskohtien kytkemiseksi. Esimerkki-

osanen, joka sisdltdd seuraavat kohdat: Xba-pilkkomiskohta -

Sal-pilkkomiskohta - Xba-pilkkomiskohta - Pst-pilkkomiskohta -

Xba-pilkkomiskohta - on kytketty pPLc28:aan HindIII-pilkko-
miskohtaan. Tdmd plasmidi nimettiin pPLc2819:ksi. Toinen
samankaltainen manipulointi antoi plasmidin, joka sisdlsi
Pst-pilkkomiskohdan - Sal-pilkkomiskohdan - Xba-pilkkomis-
kohdan - Sal—pilkkomiskohdan - Xba-pilkkomiskohdan sisdltd-
vdn osasen kytkettynd pPLc28:n BamHI-kohtaan. Tamid plasmidi
nimettiin pPLc2333:ksi.

5. pPLc24 - bakteriofaagi MS2-relikaasiproteiinin

ribosomi-sitomiskohdan ja aminopddteosan kyt-

keminen pPLc28:aan

431 emdsparin EcoRI-BamHI-osanen, joka koodaa

bakteriofaagi MS2-replikaasigeenin ribosomi-sitomiskohdan

ja ensimmdiset 98 aminohappotdhdettd, saatiin plasmidi pMS2-7:

std (R.Devos et al., "Construction And Characterization Of
A Plasmid Containing A Nearly Full-Size DNA Copy Of Bacte-
riophage MS2 RNA", J.Mol.Biol., 128, sivut 595-619 (1979)).
Tamd osanen kytkettiin plasmidiin pPLc28 korvaamaan alku-

perdinen EcoRI-BamHI-osanen siind (kuva 5). Syntyneen plas-
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midin, joka merkittiin pPLc24:ksi, rakenne vahvistettiin
restriktioanalyysilld EcoRI-BamHI:lla ja vertaamalla saatu-
jen osasten kokoa niihin, jotka saatiin pMS2-7:n ja pPLc28:n
EcoRI-BamHI-digeroinnin jdlkeen. MS2-replikaasi-proteiini~
osasen pPLc24-translaatio kulkee kolineaarisesti transkrip-

tion kanssa PL-promoottorilta ja on siten P_-sddtelyn alai-

L
nen.
Tdmadn keksinndn vektoreilla transformoitujen is&dntd-
solujen biologisia ominaisuuksia.
1. Pysyvyys 28°%C:ssa.
K12 A\ HI- tai M5219-kantoja, jotka oli transfor-

moitu jollakin edelld kuvatuista vektoreista, viljeltiin

28%C:ssa 20 sukupolvea LB-vdliaineessa valikoimatta anti-
bioottisen resistanssimerkkiaineen suhteen. Viljelyjen so-
pivia laimennuksia levitettiin sitten levyille 28°C:ssa ha-
lutun antibiootin joko ldsndollessa tai poissaollessa. Kai-
kissa tapauksissa saatujen kolonnioiden lukumddrd oli sama
riippumatta valinnasta antibioottisen resistenssin suhteen,
mikd osoitti, ettd vektorit olivat tdysin pysyvid ndissd
isdnnissi 28°C:ssa (ks. taulukko I, infra).

Kaikki vektorit voitiin mySs transformocida isdnta-
kantaan, joka on lysogeeninen bakteriofaagille . Tdllai-
set kannat, joissa oleva faagi syntetisoi villintyyppisen
cI-tuotteen, olivat elinkykyisid korotetussa ldmpdtilassa
(37°¢) . Sensijaan ei-lysogeenisid isdntid ei voitu trans-
formoida n&dilld vektoreilla. Sensijaan ndistd kokeista
saadut harvinaiset transformantit sisdlsivdt poikkeuksetta
vektoreita, joiden deleetiot poistivat kaiken tai suurim-
man osan P_—alueesta.

L

2._§L—vektoreita sisdltdvien solujen kdyttdytyminen’

pidennetyn induktion jalkeen 42°C:ssa
K12 A HI- ja M5219-kantojen, ijotka oli transformoi-

tu tadmdn keksinndn vektoreilla, levyviljelyn tehokkuus 42°¢:
ssa mddritelttiin kayttden antibioottista valikointia tai

ilman sitd.
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Vektorit, joissa oli P, kytkettynd myStdpdivddn

suunnattuna kopioinnin alkukoﬁdan suhteen (pPLc-tyyppi),
kayttdytyivdt samalla tavalla. pPLc236:1la saadut tulok-

set on esitetty taulukossa I, infra. Kanta K12 HI, joka
0li transformoitu pPLc236:11a, kasvoi levylla yﬁté hyvin
42°C:ssa kuin 28°C:ssa riippumatta siitd kdytettiink®d an-
tibioottista valintaa vai ei. Kanta M5219, jocka oli
transformoitu pPLc236:11a, kasvoi ei-selektiivisilld levyil-
14 tehokkuudella 1. Kun kdytettiin antibiootti-valintaa,

levykasvunbtehokkpus putosi kuitenkin v&hintd&n 1000-ker-

. Ly
’ 5«;/;,/2,('_‘, /s

taisesti. Koloniat, jotka oli saatu 42°C:ssa ei-selektii-
visilld levyilld, eivdt endd olleet resistenttejd anti-
bioottimerkkiaineelle.

Vektoreilla, joissa oli PL kytkettynd vastapdivdédn
suunnattuna kopioinnin alkukohtaan ndhden (pPLa-tyyppi) .,
0li monimutkaisempi kolonian muodostusmalli 42%C:ssa.
Kannan M5219 transformantit eivdt muodostaneet kolonioita
420C:ssa, ei edes antibioottisen valinnan poissaollessa
(levyviljelyn tehokkuus oli pienempi kuin 10_3; taulukko I).
Kannan K12 HI transformanttien kdyttdytyminen 42°C:ssa
riippui ldsndolevan vektorin luonteesta. Esimerkiksi, kun
transformanteilia, jotka sisdlsivdt pPLa832:n, poikkeuk-
setta esiintyi ainakin 1000-kertainen levykasvutehokkuuden
aleneminen, sekd antibiootti-valinnalla ettd ilman sitd,
0li transformanteilla, jotka sisdlsivdt pPLa23:n tai
pPLa2311:n, levykasvutehokkuudet valilta 1—10-3, usein
suurin erilaisuuksin kolonioiden koossa.

Siten pPLa-tyyppisten vektoreiden ekspressointi
42°C:ssa aiheuttaa h#iri&itd isinndn aineenvaihduntaan, mi-
kd tekee solujen eloonjddmisen tdssd korkeassa lampdtilas--
sa mahdottomaksi, myds valinnan puuttuessa plasmidia var-
ten. Tamd vaikutus on useimmiten korostunut M5219-isdntid
kdytettdessd. Sitdvastoin pPLc-tyyppiset vektorit eivdt
suoraan hdiritse isdntdsolun aineenvaihduntaa, koska havai-

taan indusoitujen solujen 100-%:nen eloonjddminen selek-
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tiivisen paineen poissaollessa. Jatkuvasta transkriptios-
ta PL—promoottorilta lahtien samanaikaisesti N—geenin
ekspression kanysa M5219:ssa voi seurauksena kuitenkin
olla vektoriigEgiggin estyminen M5219~kannoissa. Tatd
kuvaa tdllaisten solujen kyvyttdmyys kasvaa 42°C:ssa se-

lektiivisilla levyillia.

Taulukko I

Kasvun tehokkuus levzlléx)

28°¢c 42°¢
Kanta Vektori Kayttamattd Kayttden Kayttamattd Kdyttden
valinointia wvalikoin- valikointia valikoin-
tia tia
K12 HI ilman 1 - 1 -
pPLa23 1 1 1- <1073 1- <1073
oPLa2311 1 1 1- 21073 1- 21073
pPLa832 1 1 21073 21073
pPLC236 1 1 1 1
M5219  ilman 1 - 1 -
pPLa23 1 1 £1073 £1073
pPLa2311 1 1 <1073 <1073
pPLa832 1 1 21073 21073
EPLC236 1 1 1 21073

X)Bakteerivi].jelyt kasvatettiin kylldstykseen asti LB-vdli-

aineessa 28°C:ssa antibiootin ldsndollessa. Sopivia laimen-
noksia kasvatettiin levylld antibiootin joko ldsnd- tai
poissaollessa ja inkuboitiin 28°C:ssa tai 42°C:ssa. Saatu-’
jen kolonioiden.lukumi&rs laskettiin.

Geenien ekspressointi tdmdn keksinndn vektoreissa

1. Yleinen menettelytapa

Tamdn keksinndn vektoreita voidaan kdyttdd hyddyksi

tuottamaan joukko erilaisia polypeptidejd ja proteiineja kyt-
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kemdlla DNA-sekvenssejd, jotka koodaavat haluttuja poly-
peptidejd tai proteiineja, vektoreihin yhteen endonukle-
aasi-tunnistuskohdista lahelld promoottoria ja operaatto-
ria, transformoimalla sopivia isdntid@ vektoreilla, jotka
sisdltdvdt nditd kytkettyjd DNA-sekvenssejd, viljelemdlli
isdntid ja kokoamalla polypeptidit tai proteiinituotteet.
Esimerkkejd tdllaisista polypeptideistd ja proteiineista
ovat leukosyytti-interferoni, insuliini, hepatitiksen anti-
geenit, suu- ja sorkkataudin antigeenit, fibroblasti-inter-
feroni, ihmisen kasvuhormoni, immuuni-interferoni ja jouk-
ko erilaisia muita prokaryoottisia, eukaryoottisia ja viraa-
leja entsyymejd, hormoneja, polypeptidejd, antigeenejd ja
proteiineja. _

Ndiden prosessien valaisemiseksi spesifisten geeni-
tuotteiden synteesid tdmdn keksinnén vektoreissa tarkkail-
tiin pulssimerkitsemd@lld indusoituja soluja ja analysoimalla
merkityt proteiinit polyakryyliamidi-geelielektroforeesilla.

Tdmdn keksinndn vektoreilla transformoituja soluja
kasvatettiin LB-vidliaineessa ilman antibioottia 28°C:ssa 2 x
108/m1:n tiheyteen. Solut koottiin linkoamalla ja suspendoi-
tiin uudelleen alkuperdiseen vdliainemddrddn, jossa oli
19mM NH4C1, 86 mM NaCl, 42 mM NaZHPO4, 1 mM MgSO4, 0,2 %
glukoosia, 0,05 & cas-aminohappoja (Difco), 0,01 % hiiva-
uutizta ja 50 /ug/ml L-tryptofaania, solujen merkitsemisek-
si C-aminohapposeoksella, tai edelld mainittuun vdliainee-
seen, paitsi ettd cas—aminohapot ja hiivauute on korvattu

5 %:11a metioniini-analyysivdliainetta (Difco solujen mer-

),
kitsemiseksi 3SS--metioniinilla. Inkubointia 28°C:ssa jat-

13 i ] E B AP s 2 oaemd A mdded 4t
kettiin 60 minuuttia. Puoclet viljelystd vaihdettiin sitten

o

dlkeen merkittiin
tasaosia 28°C:n ja 42°C:n viljelyista 14C—aminohapposeoksella

tai >°S-metioniinilla (Amersham).

42°C:seen. Eri ajankohtina induktion j

Merkkiaineen yhdistdminen lopetettiin fenoli-uutolla.
Syntetisoidut proteiinit saostettiin fenoli-kerroksesta

lisadmdlld 5 tilavuusosaa etanolia ja liuotettiin uudelleen
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1-%:seen SDS, l1l-%:seen /3—merkaptoetanoliin, 10-%:seen gly-
seroliin, 62,5 mM tris-HCl:48n (pH 6,8). Néytteit& keitet-
tiin 5 minuuttia, lingottiin 12000 X g:ssd ja kdsiteltiin
sahk6foreesilla SDS-sisdltdvissd polyakryyliamidi—-geeleissa

(10-15 % akryyliamidia) U.Laemmli’'n menetelmdn mukaisesti,

"Cleavage Of Structural Proteins During the Assembly Of The Head

Of Bacteriophage T4", Nature, 227, sivut 680-82 (1970). Elekt-
roforeesin jdlkeen geelit valmisteltiin fluorografiaa varten
W.Bonner & R.Laskey'n menetelmdn mukaisesti, "A Film Detec-
tion Method For Tritium~Labelled Proteins And Nucleic Acids

In Polyakrylamide Gels", Bur.J.Biochem., 46, sivut 83-88
(1974) paitsi etta EN3HANCE(NEN) kdytettiin PPO-DMSO:n ase-
mesta.

2., Prokaryoottiset geenit

a) XB—laktamaasigeeni

pPLa23 (kuva 3) sisdltda /B—Iaktamaasigeenin suunnat-
tuna alavirtaan PL-promoottorista. Siten proteiinin, jota
/3—laktamaasigeeni koodaa, valmistumista voidaan tarkkailla
osoituksena vektorin tehokkuudesta prokaryoottisten geenien
ekspressoinnissa.

K12 /A HI:n ja M5219:n transformantteja pPLa23:1lla
- E.coli K12 A HI (pPLa23) ja E.coli M5219 (pPLa23) - val-
mistettiin kuten edelld kuvattiin ja niiden proteiinisyntee-
sid tarkkailtiin. Tulokset on esitetty kuvassa 8. Siind voi-
daan ndhdd, ettd kahden proteiinin, joiden ndenndiset mole-
kyylipainot olivat vastaavasti 27,5K ja 30K, syntetisoimisno-
peudessa oli tapantunut voimakas kasvu pian transformanttien
induktion jdlkeen 42°C:ssa. Nididen ekspressoitujen proteiinien
koot ovat yhtdpitdvia tdysikasvuisen ,3 ~laktamaasin ja sen
prekursorin odotetun pituuden kanssa (J.Sutcliffe, supra).-
Lisdksi ndiden proteiinien indusoituun synteesiih rinnastui
[B—laktamaasin lisddntynyt entsymaattinen aktiivisuus, ku-
ten madritettiin O'Callaghan’in et al. menetelmdlld, "Novel
Method For Detection Of As—laktamases By Using A Chromo-

genic Cephalosporin Substrate". Antimicrobial Agents and
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iini saostui spesifisesti anti—/g -laktamaasiseerumilla.
Vertailua varten tarkkailtiin proteiinisynteesid isdnnissd,
jotka eivdt olleet transformoituja vektorilla pPLa23.
Kummankaan edelld kuvatun kahden proteiinin synteesid ei
havaittu ndistd transformoimattomista isdnnistd.

Kuten kuvassa 8 on esitetty, on proteiinisynteesin
kokonaismalli ndissd transformanteissa hyvin samankaltainen
28°C:ssa ja 42°C:ssa. Joidenkin proteiinien synteesinopeus
nayttdd kuitenkin merkitsevdsti muuttuvan vaihtamalla
solut 42°C:seen. Samanlainen kdyttdytyminen on havaittu
soluissa, jotka eivdtole transformoituja pPLa23:1la. Li-
sdksi, kuten kuvasta 8 ndkyy, suuremman ndistd kahdesta
/B—Iaktamaasi—sukuisesta proteiihista'— kdsittelemdton
prekursori./3-laktamaasille - suhteellinen mddrd kasvaa
ajan mukana induktion jdlkeen. Tdmd kallistuminen kohti
prekursoriproteiini-rakennetta voi osoittaa salun /3-1ak-
tamaasia kdsittelvdn mekanismin kylldstymistd.

[B—laktamaasin syntetisoitumisprosentin mddrittdmi-
seksi verrattuna transformantin kokonais de novo-proteiini-
synteesiin, proteiinirihmat /3—laktamaasia (27,5K) ja
sen prekursoria (30K) varten leikattiin kuivatusta gee-
listd8 ja niiden radioaktiivisuutta verrattiin geeliin koh-
distettuun kokonaisradioaktiivisuuteen. Ndmd tulokset on

esitetty taulukossa II.
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Taulukko II

A3—laktamaasin syntetisoitumisprosentti verrattuna

kokonais de novo-proteiinisynteesiin

Kantaja

Minuuttia induktion

jdlkeen 42°C:ssa K12 A HI (3) M5219 (%)
0-10 8 9
10-20 9 16
20-30 10 25
30-40 16 24
40-50 _ 23 30
50-60 27 -
60-70 30 -
70-80 33 -
Vertailu 28°C:ssa 5 4

Kuten taulukossa II on esitetty, saavuttaa
/3¥laktamaasin ja sen prekursorin synteesi noin 30 %:n
maksimitason kokonais de novo-proteiinisynteesistd kummas-—
sakin isdntdsoclukannassa. Kuitenkin kinetiikka tdmdn tason
saavuttamiseksi on erilainen ndille kahdelle kannalle -
kanta K12 AHI mydhistyy noin 20 minuuttia kannasta
M5219 30 %:n tason saavuttamisessa. Haluamatta olla sidottu
mihinkd3n teoriaan voidaan olettaa, ettd N-geenituote, jota
syntyy mukana kannan M5219 induktiossa mutta joka puuttuu
kannalta K12 A\ HI, voittaa tietyt transkription vaimennus-
signaalit DWA-sekvensseissd mydtdvirtaan PL—prOmoottorista
ja siten nopeuttaa /3~laktamaasi—synteesié kannassa
M5219,

Kokonaisproteiinisynteesin nopeuden madrittdmiseksi
ndissd transformanteissa, kokonaisradioaktiivisuus, joka
yhdistettiin mddrdttynd ajanjaksona, mddritettiin ja ver-

rattiin siihen, joka yhdistettiin 0-10 minuutin vdliaikana
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(ts. tdmid alkuaikavdli on mielivaltaisesti valittu
100 %:ksi vertailua varten). Tulokset on esitetty tau-

lukossa III.

Taulukko III

Kokonaisproteiinisynteesin nopeus
Minuutteja Kanta

;g‘iﬁi;;ogzoc:ssa K12 A\ HI (3) M5219 (%)

1-10 100 100
10-20 104 92
20-30 134 56
30-40 ' 113 31
40-50 120 10
50-60 113 7
60-70 96 3
70-80 96 3
150-160 20 -

Kuten taulukossa III on esitetty seisahtuu koko-
naisproteiinisynteesi E.coli M5219 (pPLa23):ssa nopeasti
induktion jélkeen. Tdmd on yhtdpitdvdd sen aikaisemman ha-
vainnon kanssa, ettd M5219-transformantit eivdt pysty-
neet elimidn 42°C:ssa. Samankaltaista proteiinisynteesin
estymistd ei havaita E.coli M5219 (pBR322):ssa. Melkoinen
aleneminen kokonaisproteiinisynteesissd havaitaan myos
E.coli K12 AHI (pPLa23):ssa pitkitetyn inkuboinnin jil-
keen 42°C:ssa. Nimi solut pystyvdt kuitenkin jddmddn eloon
42°C:n ladmpdtiloissa.

b) Tryptofaani-syntetaasi A-geeni

i) pPLa23

EcoRI-osanen (5300 emdsparia), Jjoka sisdlsi Salmo-

nella typhimurium'in trp A kistronin saatiin pES9:sta
(E.Selker et al., "Mitomycin C Induced Expression Of trp
A Of Salmonella typhimurium Inserted Into The Plasmid
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ColEl1l", J.Bacteriology, 129, sivut 388-94 (1977)) Jja
kytkettiin pPLa23:een sen EcoRI-kohtaan. Kaksi edus-—
tavaa plasmidia, joilla oli ta&md osanen kytkettynd jom-
paankumpaan kahdesta mahdollisesta suuntauksesta PL—
promoottorin suunnan suhteen, merkittiin QQ&gZBtrpAl:lla
ja pPLa23trpA2:lla.

Kannan KlZzﬁ,HI, joka sisdltdd joko pPLa23trpAl
tai pPLa23trpA2:n, induktioprofiilit on esitetty kuvassa

tn

9. Noin 25000 daltonin pddproteiini indusoitui pPLa23trpAl:
lla, mutta puuttui indusoiduista soluista, Jjotka sisdal-
sivat pPLa23trpA2:n. Tamdn proteiinin havaittu molekyyli-
paino on yhtdpit&vd teoreettisen arvon (28500) kanssa,

joka ennustettiin S.typhimurium trp A geenin nukleotidisek-
venssistd (B.Nichols & C.Yanofsky, "Nucleotide Seguences
Of trp A Of Salmonella typhimurium And Escherichia coli:

An Evolutionary Comparison", Proc.Natl.Acad.Sci. USA.,

76, sivut 5244-48 (1979). Lisdksi entsyymiaktivisuus 1li-
sddntyi yhtdpitdvdsti trp A geenituotteen ldsndolon kans-
sa, kuten on mddritetty 0.Smith'in & C.Yanofsky'n mene-
telmien mukaisesti "Enzymes Involved In The Biosynthesis
Of Tryptophan", Methods in Enzymology, 5, sivut 794-806,
(1962) rinnan'téman indusoidun proteiinin kerdytymisen
kanssa.

Sekd pPLa23trpAl:n ettd pPLa23trpA2:n pitkitetyn
induktion jdlkeen syntetisoituu proteiini, jonka likimdd-
rdinen molekyylipaino on 18K (kuva 9). Tédmdn proteiinin
syntetisoitumisprosentti verrattuna transformantin koko-
nais—-de novo-proteiinisynteesiin on riippumaton EcoRI trp A-
osasen suuntautumisesta transkription suunnan suhteen PL—
promoottorilta. Siten tdmdn proteiinin synteesid oletet-’
tavasti sddtelee, ehkd lievdsti lampdtilasta riippuva,
bakteeripromoottori, joka sijaitsee 5300 emdsparin EcoRI
trp A-osasella, jonka koodauskapasiteetti on todella pal-

jon tarvittua suurempi trp A varten (E. Selker, supra).
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trp A:n syntetisoitumisprosentti verrattuna koko-
nais de novo proteiinisynteesiin transformantissa, mda-
ritettiin pddasiallisesti kuten edelld kuvattiin A -lak-
tamaasille. Tulokset on esitetty taulukossa IV. Jdlleen
trp A-synteesi saavutti noin 30 %:n maksimitason kokonais

de novo-synteesistda.

Taulukko IV

trp A:n syntetisoitumisprosentti wverrattuna koko-

nais de novo proteiinisynteesiin

Minuutteja K12 A HI K12 A HI

induktion o /pPLa23Al /pPLa23A2
jalkeen 42%C:ssa (2) (%)
0-10 3 ' 2

30-50 4 2

60-80 14 1

90-110 21 2

120-1490 24 2

150-170 33 2

Vertailu 28°C:ssa 2 3

ii) pPLa2311
Valmistettiin myds rekombinantti-DNA-molekyyli,

joka o0li samanlainen kuin pPLa23trpAl, nmutta joka perus-
tui pPLa231ll:een, pddasiallisesti kuten edelld selos-
tettiin. K12 AAHI-transformantit pPLa231ltrpa,:n kanssa
kayttdytyivat samalla tavalla kuin transformantit
pPLa23trpAl:n kanssa (paitsi ettd tdssd kokeessa kokonais
de novo-synteesin maksimitaso oli ainoastaan 20 % 150 mi-
nuutin kuluttua) . Jdlleen pitkitetty induktio johti pie-
neen vdhennykseen kokonaisproteiinisynteesissd.

iii) pPLc23

PES9:n EcoRI-osasen toinen pdd sijaitsee trp B—gee-
nin sisalla ja sisdltdd yhden ainoan SalI-kohdan noin 2500

emdsparin pddssd EcoRI-kohdasta (E.Selker et al., supra).



10

15

20

25

30

35

40

Koska trp A-geeni ei sisdlld SallI-kohtaa, (B.Nichols
& C.Yanofsky, supra), tadytyy trp A-geenin sijaita tady-
dellisesti pES9:n EcoRI-osasen siind osassa, joka ulot-
tuu ensimmdisestd EcoRI-kohdasta SalI-kohtaan. Siten
edelld valmistettua pES9:n EcoRI-osasta digefoitiin
Sall:n kanssa ja saatu osanen kytkettiin pPLc23:een
korvaamaan EcoRI-SallI-osanen siind (kuva 4). trp A-gee-
nin translaation havaitun suunnan perusteella pPLa23trpAl:
ssa ja pPLa23trpA2:ssa, pPLc23-pohjainen rekombinantti-
DNA-molekyyli, Jjossa oli trp A-geeni kolineaarisena
transkription kanssa PL—promoottorilta, merkittiin
pPLc23trpAl:ksi.

E.coli K12.AHI (pPLc22trpA;) :n induktion jélkeen
(42°C) trp A syntetisoitui noin 40 %:n maksimitasolle
kokonais de novo-proteiinisynteesistd 3 tunnin induktion
jdlkeen. Lisdksi tdmd korkea de-novo-synteesi ylldpidet-
tiin 2 tuntia (kuva 10). N&8md& tulokset on esitetty tau-
lukossa V, infra. Siten, vastakohtana pPLa-tyyppisten vek-
torien kdyttdytymiselle, pPLc-tyyppisten transformanttien
proteiinisynteesi ei vidhene ennenkuin noin 5 tuntia in-

duktion jdlkeen.

Taulukko V
Minuutteja ' trp A:n syntetisoi- Kokonaisprote-
induktion jadlkeen tumisprosentti x) iinisynteesin
42°C:ssa (%) nopeus (%)
30-50 11 100 (vertailu)
60-380 17 198
120-140 1 228
180-200 41 162
240-260 36 205
300-320 39 213
Vertailu 28°C:ssa 3 -
(300-320)
X)

Verrattuna kokonais de novo-proteiinisynteesiin.
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Edelld esitettyihin transformantteihin kasautu-
neen indusoidun proteiinin tarkka madra mitatfiih my0Ss
merkitsemdalld jatkuvasti indusoidut solut. E.coli
KlZgS}HZ(pPLc23trpAl) kasvatettiin 28°C:ssa LB-vdli-
aineessa leO7 solua/ml tiheyteen. Solut merkittiin sit-
ten 10 /uCi l4C—aminohapposeoksella. Viljelytiheydelld
4 x 107 solua/ml solut vaihdettiin 42°C:seen ja inkuboin-
tia jatkettiin. Kun viljely saavutti kylldstyksen (6 tun-
tia induktion jdlkeen), proteiinit uutettiin soluista ja
erotettiin SDS-polyakryyliamidigeeleilld. Radioaktiivi-
suus-prosentti, joka oli yhdistynyt trp A-rihmaan, mdgri-
tettiin., Kdytetyissd olosuhteissa voidaan olettaa, ettada
solut ovat tulleet tasaisesti merkityiksi, niin ettd pro-
teiiniin yhdistetty radioaktiivisuus heijastaa solussa
lasndolevan proteiinin todellista mddrda. trp A-prote-
iinin havaittiin muodostavan 10 % solun kokonaisproteii-
neista.

Tamid trp A:n 10 %:n pitoisuus E.coli K12 A\HI
(pPLc23trpAl):n solun kokonaisproteiinista osoittaa myds
tdrkedt erot H. Bernard'in et al., supra, )‘PL sisdlta~
vien vektoreiden ja tdmdn keksinndn vektoreiden valilla.
Vastakohtana t&mdn keksinndn vektoreiden antamalle 10 %:n
todelliselle trp-A-pitoisuudelle H.Bernard et al. il-
moittaa trp A:n pitoisuudeksi ainoastaan 6,6 % - arvioi-~
tuna trp A:n entsymaattisen aktiivisuuden ja oletetun
spesifisen aktiivisuuden perusteella proteiinille. On
myds huomattava, ettd H.Bernard'in et al. ilmoittama
6,6 $:n trp A-pitoisuus oli havaittu vektoreilla, jotka
sisdlsivdat myds aktiivisen N-geenin, ja sentdhden trans-
kriptio toeenndkdisesti tapahtui anti—terminaatiqu-gee—‘
nituotteen ldsndollessa. H.Bernard et al. ilmoitti ai-
noastaan 2 %:n trp A-pitoisuuden vektorilla, joka ei
sisdltdnyt aktiivista N-geenid. Sensijaan tamdn keksinnodn
parannetuilla vektoreilla havaittu 10 %:n trp A-pitoi-

suus o0li saatu N-geenituotteiden poissaollessa. Siten
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namd vektorit ja menetelmdt muodostavat merkittdvan
parannuksen verrattuna tekniikan tasolla kuvéﬁfﬁihin
vektoreihin ja menetelmiin.
c) Bakteriofaagi MS2-replikaasi-proteiinigeeni
Plasmidi pMS-7 sisdltdd RNA-bakteriofaagi MS2:n

genomin ldhes tdysikokoisen kopion (R. Devos et al.,
supra) . Faagi-replikaasigeeni (R) sisdltyy EcoORI-PstI-
osaseen. Tamda osanen kytkettiin pPLa23ll:een korvaa-
malla yksinkertaisesti tdmdn vektorin EcoRI-PstI-osanen.
Transformantit E.coli K12 AHI (pPLa231lR;) seulottiin
karbenisilliini~herkkyyden suhteen, koska geeni ampi-
silliini-resistenssid varten ei endd ole koskematon

pPLa2311R, :ssa. Kytketyn osasen samaisuus todettiin ko-

elektrofoieesilla agarosegeeleilla tunnetuilla osa-
silla pMS2-7-DNA:sta. pPLa23llRl:ssé MS2-replikaasi-
proteiinin transkriptio tapahtuu kolineaarisesti trans-
kription kanssa PL—promoottorilta.

E.coli K12 AHI (pPLa2311R,) :n indusoidut solut
syntetisoivat proteiinin, jonka ndenndinen molekyyli-
paino on 59K (kuva 11). Tdmdn proteiinin koko on yhta-
pitdvd 60692 daltonin molekyylipainon kanssa, joka on
laskettu MS2-replikaasille virus-RNA:n sekvenssiarvoista
(W.Fiers et al., "Complete Nucleotide Sequence Of Bacterio-
phage MS2 RNA: Primary And Secondary Structure Of The
Replicase Gene", Nature, 260, sivut 500-507 (1976)).

Funktionaalisen MS2 replikaasiproteiinin ldsndolo
pPLaZBllRl:lla transformoitujen solujen proteiinituot-
teissa vahvistettiin mySs komplementaatioanalyysilla
MS2 meripihka (amber)-mutanteilla. Tamd analyysi var-
misti ettd pPLa2311Rl:llé transformoidut solut tuotti-
vat tuotteen, joka spesifisesti tdydensi MS2-mutantin
tuotteen, jossa on vika replikaasigeenissa ja ettd so-

lut, joita ei oltu transformoitu pPLa231l1lR,.:114, eivat

1
tdydentdneet tdllaisen mutantin tuotetta.

Mitd MS2 replikaasiproteiinisynteesiin tulee,
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kdyttdytyivat sekd E.coli K12 AHI (pPLa2311R;) ja E.coli
M5219 (pPLa23llRl) samalla tavalla - 30 minuutin induktion
jdlkeen MS2-replikaasin syntetisoitumisprosentti oli

29 % kokonais de novo proteiinisynteesistd, jolloin pro-
teiinisynteesin taso aleni nopeasti lisdinduktion aikana
(kuva 11). Koska tdllaista alentumista synteesitasossa ei
havaittu /& -laktamaasin tai trp A:n synteesissd, saattaa
alentuminen olla MS2-replikaasin jonkun erikoisominaisuu-
den aiheuttama. Esimerkiksi, faagireplikaasin havaittu
pyrkimys sitoutua omaan mRNA:hansa kohdassa ldhelld kistro-
nin keskiosaa (Meyer et al., "The Binding Sites Of Q[3
RNA", Experienta, 31, sivut 143 - (1975)) saattaa hdiritd
kompleksoidun mRNA:n jatkotranslaatiota.

3. Eukaryoottiset geenit

L/ . .
a) Simian virus 40 geenin pien~t antigeeni

HindIII DNA-osanen, joka siséisi tdydellisen
kocdaussekvenssin SV40 pien-t antigeenia varten (G.Volckaert
et al., "Nuckeotide Sequence Of The Simian Virus 40 Small-t
Gene", Proc.Natl.Acad.Sci. USA., 75, sivut 2160-64 (1978))
kytkettiin pBR322:n HindIIX-kohtaan (kuva 12). Insertio-
osan suuntautuminen mddritettiin restrikticanalyysilld, jo-
ka perustui asymmetrisesti sijaitsevan TagI-kohdan lasnd-
oloon. Tadstd hybridi DNA-molekyylistd leikattiin EcoRI-
BamHI-osanen, joka sisdlsi edelld mainitun HindIII-osasen
ja osia pBR322:sta ja kytkettiin pPLc28:aan korvaamaan
sen EcoRI-BamHI-osanen, niin ettd pien-t-antigeenin trans~
laatiosuunta kulkee kolineaarisesti transkription kanssa
PL-promoottorista (kuva 12). Saatu rekombinantti-DNA-mole-
kyyli merkittiin pPLcZBSVtS:ksi.

Etdisyyden lyhentdmiseksi PL—promoottorin ja )
geenin, joka koodaa pien-t-antigeenid, alotuskodonin (ATG)
vdalilla, pPLc28SVt5 modifioitiin EcoRI-HindIII-osasen pois-—
tamiseksi geenin ja PL—promoottorin valista. Naitda mani-
pulaatioita on kuvattu kuvissa 12 ja 13. Ne kdsittivdt

pPLc28SVt5:n pilkkomisen ClalI:1la, DNA:n 3'-pddn palauttami-
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sen kahdessa eri vaiheessa kdyttden T4 DNA:n 3'-eksonuk-
leaasi-aktiivisuutta GTP:n ja vastaavasti TTP:n ldsnd-
ollessa, Jjatkokdsittelyn Sl-nukleaasilla, EcoRI-liittd-
jien lisddmisen tylppaan pddhan, osasen pilkkomisen
EcoRI:1lla ja komplementaaristen pdiden uudelleenliittd-
misen.

E.coli K12 AHI:n transformointi n&ill4 modifioi-
duilla hybridi-DNA-molekyyleilld ja induktio sai aikaan
melko suurten mddrien proteiinia,jonka ndenndinen mole-~
kyylipaino oli 14K, ekspression (kuva 14). Tatd prote-
iinia ei valmistunut ilman induktiota ja sitd eivdt tuot-
taneet isdntdsolut, joita ei ollut transformoitu vekto-
reilla, jotka sisdltdvdt SV40 DNA.

Vaikka autenttisen piedﬁt—antigeenin molekyyli-
paino on 19K ja ndissd transformoiduissa soluissa tuo-
tettu proteiini saostui vain hyvin niukasti vasta-ai-
neilla, joita syntyi SV40:n suuf;T—antigeenia vastaan,
varmisti kaksi dimensiollista tuntomerkkis (elektrofo-
reesi pH 3,5:ss3, mitd seurasi t&dstd proteiinista ja au-
tenttisesta pieﬁ;t—antigeenisté perdisin olevien tryp-
tisten peptidieﬁ kromatografia butanoli/etikkahappo/pyri-
diini/vedessd 115:3:10:12)), ettd ndmd kaksi olivat suh-
teissa toisiinsa. Haluamatta olla sidottu mihink&dan
teoriaan oletetaan, ettd mRNA:n, joka alkaa PL—promootto—
rista, sekundaarinen rakenne on sellainen, ettd aloitus
piedit-antigeenin sisdiselld alq%uskodonilla on etu-
sijélla aldtukseen verrattuna tédellisella alotussig-~
naalilla. Tdmd hypoteesi on myds yhtdpitdvd sekundaarisen
rakenteen kanssa, johon pddstdisiin kdyttden D.Iserentant’'-
in & W.Fiers'in menetelmid, "Secondary Structure Of mRNA -
And Efficiency Of Translation Initiation", Gene, 9, sivut
1-12 (1980), joidenkin nditad SVt sisdltdvien vektoreiden
nukleotidisekvensseistd.

Yksi modifioiduista pPLc28Vt5—rekombinantti DNA~

molekyyleistd, jotka oli valmistettu kuten edelld, ekspres-
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soi pienid mddria 17K-komponenttia pdd-1l4K-proteiini-
komponentin lisdksi. Tdmd& molekyyli merkittiin pPLcSVtS—
37:ksi. Samalla kun 17K-proteiinin ldsndolo voitiin aluk-
si havaita ainoastaan spesifiselld immunopresipitaatiol-
la suur;T—antiseerumilla, molekyylin pidemméllé modi-
fioiminen teki mahdolliseksi 17K-komponentin parantuneen
synteesin. Tdmd modifikaatio, joka kasitti pPLc28$Vt—37:n
pilkkomisen EcoRI:1lla, perdytyneiden 3'-pdiden jatkamisen
DNA polymeraasi I:11d8 (K.Backman et al., supra) ja tylp-
pien pdiden uudelleenliitdnndn, on saattanut muuttaa
mRNA:n sekundaari-rakennetta. Isdnndt, jotka oli transfor-
moitu pPLc288Vt5—37-9:1lé, antoivat noin 4 % kokonais de
novo proteiinisynteesistddn l17K-proteiinikomponenttina
induktion jidlkeen. Ndmd tulokset on esitetty kuvassa 14.
Kuten kuvan 14 viiva ¢ osoittaa, l7K-komponentti oli immu-
nosakkautunut seerumilla hamsterista, jolla oli SV40-
tuumori, pddasiallisesti samaan mdarddn kuin autenttinen
pienﬁt—antigeeni, joka oli kasvanut SV40-infektoidun
afrikan vihrein apinan munuaissoluissa.

b) Ihmisen fibroblasti-interferoni (HFIF) geeni

Kuten on kuvattu brittildisessd patenttihakemuk-
sessa nro 80 18701, jatetty 6.6.1980, kytkettiin geeni,
joka koodaa ihmisen fibroblasti-interferonia, vektorei-
hin pPLa8 ja pPLc24 tuottamaan rekombinantti DNA-mole-
kyyleja, jotka pystyvdt transformoiduissa isdnnissa so-
pivan induktion j&dlkeen ekspressoimaan proteiineja,
joilla on viruksen vastainen, fysio-kemikaalinen, immu-
nologinen ja biologinen vaikutus, joka ldheisesti vastaa
autenttista ihmisen fibroblasti-interferonia.

c) FMDV antigeeni-geeni

Kuten brittildisessd patenttihakemuksessa nro
80 26661, jdtetty 15.8.1980, on esitetty, kytkettiin
DNA-sekvenssi, joka koodaa polypeptidid ja joka antaa
FMD virus-antigeenien spesifisyyden, vektoriin pPLc24

antamaan rekombinantti DNA-molekyylejd, jotka pystyvit
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transformoiduissa isdnnissd sopivan induktion ‘jdlkeen
ekspressoimaan polypeptidejd, joilla on FMD virus-anti-
geenien spesifisyys. '

Mikro-organismeista ja vektoreista, jotka on val-
mistettu tdssd kuvatuin menetelmin, ovat esimefkkejé
Viljelyt; jotka on talletettu kokoelmaan American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, United States
8.9.1980 ja nimetty PL-A - - PL-D:ksi:

A. E.coli M5219 (pPLa231l)
B. E.coli K12 A HI (pPLa8)
C. E.coli K12 _AHI (pPLc28)
D. E.coli M5219 (pPLc24)
"Ndille viljelyille annettiin tulonumerot ATTC
31694-31697, vastaavasti. |

Lisdksi mikro-organismeista ja vektoreista, jotka
on valmistettu tdssd kuvatuin menetelmin ja jotka my&s
sisdltdvdat kytkettyjd DNA-sekvenssejd ekspressiota var-
ten niissid, ovat esimerkkejd viljelyt, jotka on tallen-
nettu viljelykokoelmaan Deutsche Sémmlung von Mikro-
organismen in Gottingen, BRD ja ne on nimetty seuraavasti:
HFIF-D: E.coli.M5219 (G-pPLa~HFIF-67-12) /DSM 1851/
HFIF-E: E.coli K12 AAHI (G-pPLa-HFIF-67-12) /DSM 1852/
HFIF-F: E.coli M5219 (G-pPLa-HFIF-67-12 A19) /DSM 1853/
HFIF-G: E.coli M5219 (G-pPLc-HFIF-67-8) /DSM 1854/

FMDV-A: E.coli W6 (?\rex - pPL-vVP1l-1) /DSM 1879/
FMDV-B: E.coli NF1 (AN cro cIts—pPL—VPl-l) /DSM 1880/
FMDV-C: E.coli NF1 (AN cro cI _-pPL-VP1-5) /DSM 1881/.
Viljelyt HFIF-D-HFIF-G talletettiin 5.6.1980.

Viljelyt FMDV—A-FMDV-C‘talletettiin 31.7.1980.

Samalla kun edelld on esitetty joukko tdmdn kek- °
sinndn suoritusmuotoja, on selvdd, ettd tdtd perusraken-
netta voidaan muuttaa antamaan muita suoritusmuotoja,
jotka kdyttdvit tdmdn keksinndn menetelmid ja yhdistelmid.
Siten on selvidi, ettd tdmdn keksinndn piiri on mddriteltdva
oheisilla patenttivaatimuksilla eikd spesifisilld suoritus-

muotoilla, jotka on edelld esitetty esimerkinomaisesti.
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Patenttivaatimukset:

1. Vektori, joka sisdltdd ainakin yhden DNA-~-
sekvenssin, joka kdsittdd ainakin yhden promoottorin
ja operaattorin, jotka ovat perdisin bakteriofaagista R,
tunnettu ainakin yhdestd endonukleaasi-tunnistus-
kohdasta, joka sijaitsee vdhemmdn kuin noin 300 emds-
parin etdisyydelld DNA-sekvenssin siitd osasta, Jjoka si-
sdltdd promoottorin ja operaattorin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen vektori, t u n-
nettu aktiivisen cro-geenin tai aktiivisen N-geenin
poissaolosta. A

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd promoottori ja operaattori
on PLOL taiﬁ?BERL

4. Jonkun patenttivaatimusten 1-3 mukainen vek-
tori, tunnettu siitd, ettd tunnistuskohta on
EcoRI, BamHI, HindIII, PstI, Xba tai Sal.

5. Jonkun patenttivaatimusten 1-4 mukainen vek-
tori, tunnettu siitd, ettd tunnistuskohta si-
jaitsee vdhemmdn kuin noin 150 emdsparin pddssd DNA-sek-
venssin siitd osasta, joka sisdltdd promoottorin ja ope-
raattorin.

6. Jonkun patenttivaatimusten 1-5 mukainen vektori,
tunnet tu siitd, ettd se sisdltdd ribosomin sitomis-
kohdan.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen vektori, t un -
nettu siitd, ettd ribosomin sitomiskohta on perdisin
bakteriofaagi MS2-replikaasista.

8. Jonkun patenttivaatimusten 1-7 mukainen vektori,
tunnettu siitd, ettd yhteen endonukleaasitunnis-
tuskohdista sisdllytetddn DNA-sekvenssi, joka koodaa euka-
ryoottista, prokaryoottista tai virus-proteiinia, poly-

peptidid, entsyymid, hormonia, antigeenid tai niiden osasta.
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9. Menetelmd parannetun kloonausvektorin valmis-
tamiseksi, t unne t tu siitd, ettd olemassa ole-
vaan kloonaussiirtdjdan kytketdan ainakin yksi DNA-sek-
venssi, joka kdsittdd ainakin yhden promoottorin ja ope-
raattorin, jotka ovat perdisin bakteriofaagista A, Jja
jokarsiséltaé PROR:n tai PLOL:n, ja tdhdn kloonaussiir-
tdjdédn aikaansaadaan ainakin yksi endonukleaasi-tunnistus-
kohta vdahemmdn kuin noin 300 emdsparin pddhdn DNA-sekvens-
sin siitd osasta, joka sisdltdd promoottorin ja operaatto-
rin.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd inaktivoidaan jokainen aktii-
vinen cro-geeni tai jokainen aktiivinen N-geeni, joka
sijaitsee tdssd DNA-sekvenssissid.

11. Patenttivaatimuksen 9 tai 10 mukainen mene-
telmd, t unnettu siitd, ettd tunnistuskohta on
EcoRI, BamHI, HindIII, PstI, Xba tai Sal.

12. Jonkun patenttivaatimusten 9-11 mukainen mene-
telmd, tunnet tu siitd, ettd tunnistuskohta si-
jaitsee vdhemmdn kuin noin 150 emdsparin pddssd DNA-sek-—
venssin siitd osasta, joka sisdltdd promoottorin ja ope-
raattorin.

13. Jonkun patenttivaatimusten 9-12 mukainen mene-
telmd, t unnettu siitd, ettd vektoriin kytketddn
ribosomin sitomiskohta.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd ribosomin sitomiskohta on
perdisin bakteriofaagi MS2-replikaasista.

15. Menetelmd rekombinantti DNA-molekyylin valmis-
tamiseksi, t unne t t u siitd, ettd kytketddn DNA- ’
sekvenssi, joka koodaa eukaryoottista, prokaryoottista
tai virus-proteiinia, polypeptidi&d, entsyymid, hormonia,
antigeenia tai niiden osasta, ainakin yhteen endonukle-

aasi-tunnistuskohtaan vektorissa, joka kdsittda



“10

15

20

49

1) ainakin yhden DNA-sekvenssin, joka sisdltdd
ainakin yhden promoottorin ja operaattorin, joka on joh-
dettu bakteriofaagista A ja joka sisdltdd P_O_:n tai

R™R
PLOL:n ja
2) tamdn ainakin yhden endonukleaasi-tunnistus-
kohdan, joka sijaitsee vdhemmdn kuin noin 300 emdsparin
pddssd DNA-sekvenssin siitd osasta, joka sisdltdd pro-

moottorin ja operaattorin.

16 . Menetelmd polypeptidin valmistamiseksi, t u n-

nettu siitd, ettd viljellddn isdntdd, joka on trans-
formoitu patenttivaatimuksen 8 mukaiselia vektorilla, ja
kerdtddn polypeptidi.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd polypeptidi on leukosyytti-

interferoni, fibroblasti-interferoni, immuuni-interfero-

ni, insuliini, ihmisen kasvuhormoni, eldimen kasvuhormoni,

nhepatitiksen antigeenejd, suu- ja sorkkataudin ja muita
viruksia, ja muita prokaryoottisia, eukaryoottisia ja
virus-entsyymejd, hormoneja, polypeptidejd, proteiineja

tai aminohappoja.
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Patentkrav: TN

1. Vektor bestdende av minst en DNA-sekvens
som innehdller minst en promotor och operator som hdr-
letts fran bakteriofagen A, kdnnetecknad
av minst ett endonukleas-igenkdnningsstdlle som ligger
ndrmare dn ca 300 baspar fran den delen av DNA-sekvensen
som innehaller promotorn och operatorn.

2. Vektor enligt patentkravet 1, k @&nne teck-
n a d av borovaron av aktiv cro-gen eller aktiv N-gen.

3. Vektor enligt patentkravet 1 eller 2, k & n -
netecknad didrav, att promotorn och operatorn
ar PrOp eiller PO

4. vektor enligt ndgot av patentkraven 1-3,
kdnnetecknad ddrav, att igenkdnningsstdllet
dr EcoRI, BamHI, HindIII, PstI, Xba eller Sal.

5. Vektor enligt né&got av patentkraven 1-4, k & n-
netecknad ddrav, att igenkdnningsstdllet ligger
ndrmare dn ca 150 baspar fran den delen av DNA-sekvensen
som innehdller promotorn och operatorn.

6. Vektor enligt nagot av patentkraven 1-5, k & n -
netecknad dirav, att den innehdller ett ribosom-
bindningstdlle.

7. Vektor enligt patentkravet 6, k @& nne t e c k-
n a d dirav, att ribosombindningsstdllet hidrletts fran
bakteriofag MS2-replicas.

8. Vektor enligt nagot av patentkraven 1-7, k & n-
netecknad ddrav, att i ett av endconukleas-igen-
kdnningsstdllen inkluderas en DNA-sekvens som koderar for
ett eukaryotiskt, prokaryotiskt eller virus-protein, poly;
peptid, enzym, hormon, antigen eller fragment ddrav.

9. Forfarande for framstdllning av en f&rbattrad
kloningsvektor, k d nne tecknat dirav, att i en

existerande kloningsvehikel kopplas minst en DNA-sekvens
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som innehdller minst en promotor och operator som hédrletts
fran bakteriofagen A och som inneh&ller PROR eller PLOL
och i klonigsvehikeln &stadkommes minst ett endonukleas-
igenkdnningsstdlle ndrmare dn ca 300 baspar fran den de-
len av DNA-sekvensen som innehdller promotorn och opera-
torn.

10. F6rfarande enligt patentkravet 9, k & n n e -
t ecknat dirav, att alla aktiva cro-gener och alla
aktiva N-gener som ligger i DNA-sekvensen inaktiveras.

11. Forfarande enligt patentkravet 9 eller 10,
igenkdnningsstdllet d8r ligger ndrmare dn ca 150 baspar
fran den delen av DNA-sekvensen som innehaller promotorn
och operatorn. A

13. Forfarande enligt nagot av patentkraven 9-12,
k&@nnetecknat dirav, att i vektorn kopplas ett
ribosom-bindningsstdlle.

14. Forfarande enligt patentkravet 13, k &d n n e-
tecknat dirav, att ribosom-bindningsstdllet hdr-
letts fran bakteriofag MS2-replicas. '

15. Forfarande f6r framstdllning av en rekombi-
nant DNA molekyl, k 4 nne tecknat ddrav, att en
DNA-sekvens som koderar for ett eukaryotiskt, prokaryotiskt
eller virus-protein, polypeptid, enzym, hormon, antigen
eller fragment d&drav, kopplas till minst ett endonukleas-
igenkdnningsstdlle av en vektor som bestar av

1) minst en DNA-sekvens som innehaller minst en
promotor och operator som hirletts fr8n bakteriofag A och
innehaller P Op eller P Op och

2) minst ett endonukleas-igenkdnningsstdlle som
ligger ndrmare 4n ca 300 baspar fran den delen av DNA-
sekvensen som innehdller promotorn och operatorn.

l16. FOrfarande f6r framstdllning av en polypeptid,
Kk dnnetecknat ddrav, att en vdrd som transfor-
merats med en vektor enligt patentkravet 8 odlas och poly-

peptiden samlas.
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17. Forfarande enligt patentkravet 16'»k;a nne-
t ecknat ddrav, att polypeptiden dr leukocyt inter-
feron, fibroblast interferon, immun interferon, insulin,
humant vdxthormon, animaliskt vdxthormon, antigener av
hepatitis, mul- o. kl&vsjuka- och andra virus, '‘och andra
prokaryotiska, eukaryotiska och virus-enzymer, hormoner,

polypeptider, proteiner eller aminosyror.
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