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Tiivistelmd - Sammandrag

Tam3d keksint® k&sittdd uusia DNA-yhdisteitd, jotka koodaavat isopeni-
silliini N syntetaasia, ja my®s kdsittdd siihen liittyvi&d menetelmid,
transformantteja ja polypeptidejd. Uusi isopenisilliini N syntetaasia
koodaava DNA, yhdessd siihen liittyneen transkriptionaalisen ja trans-
laationaalisen sekvenssin kanssa eristettiin Cephalosporium acremoniu-
mista ja kloonattiin E.colin kloonausvektoriin. Isopenisilliini N syn=-
tetaasia koodaavaa DNA:ta on kdytetty konstruoimaan uusia E.colin eks-
pressiovektoreita, jotka vievdt stabiilin, aktiivin ja uuden isopeni-
silliini N syntetaasin ilmenemisen E.coliin. Intaktia C.acremonium
isopenisilliini N syntetaasia koodaavaa DNA:ta ja mukana olevaa trans-
kriptionaalista ja translaationaalista sekvenssid on myds kdytetty
konstruoitaessa C.acremonium ekspressiovektoreita, jotka siirtdvidt iso-
penisilliini N syntetaasin ilmenemisen C.acremoniumiin. C.acremonium
transkriptionaalinen ja translaationaalinen aktivoiva sekvenssi on
edelleen liitetty hygromysiini fosfotransferaasia koodaavaan DNA-seg-
menttiin ja sijoitettu C.acremonium ekspressiovektoreihin. Hyddylli-
sid uusien yhdisteiden johdannaisia ja vektoreita kuvataan myds.



Fbéreliggande uppfinning avser nya DNA-f¥reningar, vilka kodar f&8r iso-
penicillin-N-syntetas, och dven till dessa anslutna f&rfaranden, trans-
formanter och polypeptider. Det nya isopenicillin-N-syntetaskodande
DNA:et, tillsammans med den till detsamma anslutna transkriptionella
och translationella sekvensen, isolerades frdn Cephalosporium acre-
monium och klonades in i kloningsvektorn av E.coli. Det isopenicillin-
N-syntetaskodande DNA:et har utnyttjats f8r konstruerande av nya ex-
pressionsvektorer av E.coli, vilka leder till exprimerandet av ett sta-
bilt, aktivt och nytt isopenicillin-N-syntetas i E.coli. Ett isopeni-
cillin-N-syntetaskodande DNA av intakt C.acremonium och en medf&ljan-
de transkriptionell sekvens har #ven utnyttjats f8r konstruerande av
expressionsvektorer av C.acremonium, vilka $verfdr exprimerandet av
isopenicillin-N-syntetas pd C.acremonium. En transkriptionell och
translationell aktiverande sekvens av C.acremonium har vidare fogats
till ett hygromysin-fosfotransferaskodande DNA-segment och placerats

i expressionsvektorer av C.acremonium. Nyttiga derivat och vektorer

av de nya fdreningarna beskrivs Xven.
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Eristetty DNA-yhdiste, joka koodaa rekombinantti DNA iso-
penisilliini N -syntetaasia, sitsd sisaltaviat vektorit ja
menetelmd isopenisilliini N -syntetaasiaktiivisuuden tuot-

tamiseksi nadiden avulla

Tama keksintd koskee eristettyd DNA-yhdistetta,
joka koodaa isopenisilliini N -syntetaasia. Isopenisillii-
ni N -syntetaasi katalysoi reaktiota, jossa isopenisillii-
ni N muodostuu yhdisteesta 6-(L—a-aminoadipyyli)-L-kystei-
nyyli-D-valiini. T&ma reaktio on kriittinen vaihe tarkei-
den antibioottien biosynteesissa, kuten penisilliinit Pe-
nicillium chrysogenumista, Cephalosporium acremoniumista
ja Streptomyces clavuligeruksesta, kefalosporiinit C. ac-
remoniumista ja 7a-metoksikefalosporiinit S. clavuligeruk-
sesta. Keksint® koskee myds uutta DNA-yhdistettd sis&altéa-
visa vektoreita sekd menetelmad isopenisilliini N -synte-
taasiaktivisuuden tuottamiseksi is8ntasolussa.

Uusi DNA-sekvenssi, joka koodaa isopenisilliini N
-syntetaasin aktiivisuuden, eristettiin Cephalosporium ac-
remoniumista ja sitd on kdytetty konstruoimaan rekombina-
ntti DNA -ekspressiovektoreita, jotka aikaansaavat aktii-
visuuden ekspression. Kaksi lajia niiden ekspressiovekto-
reita ovat erityisen hyddyllisia. Ensimmidinen vektorityyp-
pi aikaansaa isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuuden
korkean tason ekspression E. colissa, ja toinen tyyppi
aikaansaa aktiivisuuden ekspression Cephalosporium acre-
moniumissa.

E. colin tuottaman isopenisilliini N -syntetaasin
aktiivisuuden on osoitettu in vitro -kokeissa muodostavan
isopenisilliini N:&& yhdisteesta &6-(L-a-aminoadipyyli)-L-
kysteinyyli-D-valiini. Taman keksinndn mukaisilla E. co-
1in vektoreilla transformoidun E. colin raaka solu-uute
osoitti isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuutta ilman
mitasn esi-aktivointikdsittelya. Tamin keksinndn mukaiset
E. colin vektorit ovat tehokas keino saada suuria maaria
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aktiivista isopenisilliini N -syntetaasia. Isopenisilliini
N -syntetaasi on hySdyllinen, ei ainoastaan isopenisillii-
ni N:n tuottamiseksi, vaan mybs tripeptidien kondensaa-
tiossa, muiden kuin 6-(L—a-aminoadipyyli)-L-kysteinyyli—D-
valiinin, uusien antibioottien tuottamiseksi.

Téamdn Kkeksinndn mukaiset Ceplialosporium vektorit
ovat hyddyllisi¥ kannan parannustarkoituksissa. Cephalos-
porium on taloudellisesti t#rke# organismi, joka on hys-
dyllinen penisilliini- ja kefalosporiiniantibioottien
tuottamisessa. Cephalosporiumin transformaatio tietyills
tdmdn keksinndén mukaisilla rekombinantti DNA ekspressio-
vektoreilla johtaa suurempiin isopenisilliini N -syntetaa-
sin in vivo -tasoihin transformanteissa, Jjoilla ndin ollen
on lis&dntynyt fermentointien tehokkuus ja saanto.

DNA-yhdisteet, jotka koodaavat isopenisilliini N -
syntetaasia, modifioidaan helposti ekspressiovektoreiden
konstruoimiseksi, Jotka lis#dvit muiden organismien, kuten
Penicillium chrysogenum ja Streptomyces clavuligerus, fer-
mentointien tehokkuutta ja saantoa. Vaikkakin t#m#n kek-
sinndn mukainen isopenisilliini N -syntetaasia koodaava
DNA eristettiin Cephalosporium acremoniumista, voidaan
nditd DNA-yhdisteits kdyttd4 konstruoimaan vektoreita,
jotka aikaansaavat isopenisilliini N -syntetaasin aktiivi-
suuden ekspressiota suuressa madrdssd iséntdsoluja, kuten
tdmdn keksinndn mukaiset E. coli-vektorit havainnollista-
vat. Kaikki organismit, Jotka tuottavat penisilliinej& ja
kefalosporiineja, kdyttdvat tavallisia prekursoreita 6&-
(L-,a-aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-D-valiini Jja isopeni-
silliini N. Sen t#hden voidaan t&#m&n keksinn6n mukaisia
isopenisilliini N -syntetaasia koodaavia DNA-yhdisteitd
kdyttdd vektoreiden tuottamiseen, jotka ovat hybdyllisis
kaikkiin sukuihin kuuluvien penisilliinija kefalosporiini-
antibiootteja tuottavien organismien fermentointien tehok-
kuuden ja saannon parantamiseksi.
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Tamin keksinnén mukaiset DNA-yhdisteet ovat perdi-
sin Cephalosporium acremoniumin genomin DNA:sta ja ne ovat
nukleotidisekvenssiltéanLmerkittavasti homologisia DNA-yh-
disteisiin n#hden, jotka koodaavat isopensiilliini N -syn-
tetaasin aktiivisuutta Streptomyces clavuligeruksessa,
Penicillium ja chrysogenumissa ja muissa isopenisilliini N
-syntetaasia tuottavissa organismeissa. T4midn homologian
johdosta voidaan tamin keksinnodn mukaisia isopenisilliini
N -syntetaasia koodaavia DNA-yhdisteitd merkitd ja k3yttaa
sellaisten organismien geenipankkien seulontaan, jotka
tuottavat isopensilliini N:44 tai samankaltaisia yhdistei-
ta isopenisilliini N -syntetaasityyppisten entsyymien lds-
ndollessa. Monet organismit sis8ltiévidt DNA:ta, joka koodaa
isopenisilliini N -syntetaasiaktiivisuutta, joka olleelli-
sesti vastaa témdn keksinntn mukaisten DNA-yhdisteiden
koodaamaa aktiivisuutta, ja t4m8 keksintd pitaad sisédllaan
nuo ekvivalentit DNA-yhdisteet.

Tamidn keksinndn mukaiset isopenisilliini N -synte-
taasia koodaavat DNA-yhdisteet saatiin Cephalosporium ac-
remoniumin genomin DNA:sta ja eristettiin yhdessd transk-
riptiota ja translaatiota aktivoivan sekvenssin kanssa,
joka sadtelee C. acremoniumin isopenisilliini N -syntetaa-
sia koodaavan genomisen DNA:n ekspressiota. Tamd keksintd
kisittas myds témdn uuden aktivoivan sekvenssin, jota on
kdytetty, kuten t4ss8d on kuvattu, heterologisten geenien
ekspression aikaansaamiseksi C. acremoniumissa.

Tsm4 keksintd k#dsittésd myds IPS-geenin s#dtelevit
signaalit, jotka sijaitsevat 1IPS-geenin koodaavan alueen
koodaavan s#ikeen 3' pddssa. Nami 3' s#itelevat sekvenssit
koodaavat IPS-geenin transkription p##ttymisen ja mRNA:n
polyadenylaation ja prosessoivat signaalit. N&iden signaa-
lien l&sndolo oikeassa paikassa, joka on ekspressoitavan
geenin koodaavan alueen koodaavan sdikeen 3' pddssd, eks-
pressiovektorissa tehostaa halutun tuotteen ekspressiota,
jota tuotetta koodaa vektori Cephalosporium acremoniumissa.
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Seuraavassa annetaan yksityiskohtaisempi kuvaus
keksinntstd. Selvyyden vuoksi ja keksinnodn ymmdrtdmisen
helpottamiseksi, m#&ritell&d&n seuraavat kohdat seuraavas-
sa.

Antibiootti - mikro-organismien tuottama aine, joka
joko luonnollisesti tai rajoitetusti kemiallisesti muun-
nettuna, inhiboi toisen mikro-organismin tai eukaryoot-
tisolun kasvua tai tappaa taméan.

Antibioottinen biosynteettinen geeni - DNA-segment-
ti, joka koodaa entsymaattisen aktiivisuuden, joka on
vilttamitdn entsymaattiselle reaktiolle prosessissa, jossa
primaarimetaboliitit muutetaan antibiooteiksi.

Antibioottia tuottava organismi - mik& tahansa or-
ganismi, joihin lukeutuu, n#ihin rajoittumatta, Strepto-
myces, Bacillus, Monospora, Cephalosporium, Podospora,
Penicillium ja Nocardia, jotka joko tuottavat antibioottia
tai sis#dltdvdt geeneji, jotka, jos ilmenevdt, tuottaisivat
antibioottia.

Antibioottiresistenssin antava geeni - DNA-segment-
ti, joka koodaa aktiivisuuden, joka antaa resistenssin an-
tibioottia wvastaan.

ApR - geeni, joka antaa ampisilliiniresistenssin.

Bifunktionaalinen kloonaussukkula -vektori - rekom-
binantti-DNA-kloonausvektori, joka voi replikoitua ja/tai
integroitua kahden eri luokan organismeihin.

Ceph DNA - Cephalosporium acremoniumin DNA.

Ceph ori - Cephalosporium acremoniumin mitokondri-
aalinen DNA, joka huolehtii rekombinantti-DNA-vektorin
ekstrakromosomaalisesta yll&pidosta.

Kloonaus - prosessi, jolla viedd&n DNA-segmentti
rekombinantti-DNA-kloonausvektoriin.

cos - faagi A:aan kohesiiviset loppusekvenssit.

Kosmidi - rekombinantti-DNA-kloonausvektori, joka
voi replikoitua is#nt#solussa samaan tapaan kuin plasmidi
mutta joka voi my®s pakkautua faagin pdihin.
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Funktionaalinen polypeptidi - talteenotettavissa
oleva bioaktiivinen heterologinen tai homologinen polypep-
tidi tai prekursori, talteenotettavissa oleva bioaktiivi-
nen polypeptidi, joka k&sittids heterologisen polypeptidin
ja osan tai kokonaan homologisesta polypeptidistd, tai
talteenotettavissa oleva pioinaktiivinen fuusiopolypeptidi
joka kéasittaa heterologisen polypeptidin ja bioinaktivoi-
van homologisen polypeptidin, joka voidaan spesifisesti
katkaista.

Geenikirjasto - joukko rekombinantti-DNA-kloonaus-
vektoreita, joihin on kloonattu DNA-segmenttejd, jotka
pidsdosin edustavat tietyn organismin koko genomia.

HmR - hygromysiiniresistenssin antava geeni.

Hybridisaatio - prosessi, jossa liitetdsn toisiinsa
kaksi homologista yksis#ikeistd DNA-molekyylid, jolloin
muodostuu kaksis#ikeinen DNA-molekyyli, joka saattaa olla
tai ei ole t#dydellisesti eméspariutunut.

IPS - isopenisilliini N -syntetaasia koodaava DNA.

IPS, - Cephalosporium acremoniumin isopenisilliini
N -syntetaasi (IPS) geenin transkriptiota ja translaatiota
aktivoiva sekvenssi.

IPSt - IPS-geenin transkription lopetus- ja mMRNA:In
polyadenylaatio ja prosessisignaalit. Isopenisilliini
N -syntetaasi - entsyymi, joka mybs tunnetaan nimelld syk-
laasi, joka katalysoi isopenisilliini N:n muodostusta 6-(L-
a—aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-D—valiinista.

KmR - kanamysiiniresistenssin antava geeni.

mel - tyrosinaasigeeni.

mRNA - ldhetti RNA.

PGK - Saccharomyces cere-visiae-niivan fosfoglyse-
raattikinaasigeenin transkriptiota ja translaatiota akti-
voiva sekvenssi.

Rekombinantti-DNA-kloonausvektori - mikd tahansa
autonomisesti replikoituva tai integroitunut molekyyli,
sisiltden, ndihin rajoittumatta, plasmidit, jotka kidsitté-
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vdt DNA-molekyylin, johon yksi tai useampi lis#-DNA-mole-
kyyli voidaan lisdtd tai on lis#tty.

Rekombinantti-DNA-ekspressiovektori - mik# tahansa
autonomisesti replikoituva tai integroitunut molekyyli,
sisdltéden, ndihin rajoittumatta, plasmidit, jotka kadsitta-
vdt transkriptiota ja translaatiota aktivoivan sekvenssin,
joka on valmiudessa aikaansaamaan DNA-segmentin ekspressi-
on, joka DNA-segmentti koodaa polypeptidia tai RNA:ta,
joilla on tutkimus- tai kaupallista kiinnostusta.

Rekombinantti DNA-vektori - mik& tahansa rekombi-
nantti DNA-kloonaus- tai -ekspressiovektori.

Restriktiofragmentti - mik&8 tahansa lineaarinen
DNA-molekyyli, joka on muodostunut yhden tai useamman ent-
syymin vaikutuksesta.

rRNA - ribosomaalinen RNA.

Sensitiivinen (herkkd) is#nt8solu - is#ntédsolu,
joka ei voi kasvaa tietyn antibiootin l&sn#dollessa ilman
DNA-segmenttis, joka antaa sille resistenssin.

TcR-tetrasykliiniresistenssin antava geeni.

Transkriptiota aktivoiva sekvenssi - DNA-sekvenssi,
joka edistd88 DNA:n transkriptiota.

Transfektantti - resipientti (vastaanottava)-isin-
tasolu, joka on transformoitu faagi-DNA:lla.

Transformantti - resipientti (vastaanottava) -
isadntésolu, joka on transformoitu.

Transformaatio - DNA:n vieminen resipientti- is#n-
té&soluun, mikd muuttaa genotyyppi# ja aiheuttaa muutoksen
resipienttisolussa.

Translaatiota aktivoiva sekvenssi - DNA-sekvenssi,
joka translaatioituneena mRNA:ksi edist#4 mRNA:n translaa-
tiota proteiiniksi.

trp - E. colin tryptofaanioperonin transkriptiota
ja translaatiota aktivoiva sekvenssi.

Kuvioissa 1-7 esitetyt restriktiopaikka- ja toimin-
takartat ovat tdssd kohteena olevien rekombinantti-DNA-
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vektoreiden summittaisia kuvauksia. Kartalla olevien rest-
riktiopaikkojen etdisyydet ovat suhteessa vektorilla ole-
vien restriktiopaikkojen todellisiin v#dlimatkoihin, mutta
havaitut restriktiopaikkojen etdisyydet voivat poiketa
jonkin verran ljasketuista karttaetdisyyksista. Restriktio-
paikkainformaatio ei ole tyhjentdvd; sentihden vektorilla
saattaa olla enemmdn tietyntyyppisid restriktiopaikkoja,
kuin itse asiassa on kartalla esitetty.

Kuvio 1. Plasmidin pIT335 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 2. Plasmidin pCZ106 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 3. Plasmidin pIT337 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 4. Plasmidin pIT221 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 5. Plasmidin pPS20 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 6. Plasmidin pPS19 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 7. Plasmidin pPS21 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 8. Plasmidin pPS21A restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 9. Plasmidin pPS25 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 10. Plasmidin pPS28 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 11. Plasmidin pPS29 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 12. Plasmidin pPS26 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 13. Plasmidin pPS34 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.
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Kuvio 14. Plasmidin pIT336 restriktiopaikka- ja
toimintakartta.

Kuvio 15. Plasmidin pPS35 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 16. Plasmidin pPS27 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

Kuvio 17. Plasmidin pPS37 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta.

T4m8 keksint® koskee eristetty8 DNA-yhdistettd ja
rekombinantti-DNA-kloonaus- ja -ekspressiovektoreita, jot-
ka koodaavat isopensilliini N -syntetaasin aktiivisuutta.

Keksinn®dn mukaiselle eristetylle DNA-yhdisteelle on
tunnusomaista, ettd se on

a) kuviossa 1 esitetyn plasmidin pIT335 noin 1,5
kb:n Ncol-BamHI -restriktiofragmentti, joka voidaan saada
E. coli -bakteerin kannasta K12 JA221/pIT335 (NRRL B-
15960), tai

b) DNA-sekvenssi, joka hybridisoituu edelld m8&ri-
tellyn DNA-yhdisteen kanssa rajoittavissa olosuhteissa ja
joka koodaa isopenisilliini N -syntetaasia.

Erityinen DNA-sekvenssi, joka koodaa isopenisillii-
ni N -syntetaasin aktiivisuutta on esitettynd alla. Siind
esitetddn ainoastaan kaksis#dikeisen DNA-molekyylin "sense"
- eli koodaava sdie ja DNA kuvataan vasemmalta oikealle
5's 3'- suuntaan. Nukleotidisekvenssi on numeroitu; nume-
rot ilmenev&t DNA-sekvenssin yl#puolella. VdlittOmdsti
kunkin DNA-sekvenssirivin alapuolella on merkittynd iso-
penisilliini N -syntetaasin aminohappot&hdesekvenssi va-
semmalta oikealle suunnassa aminopda - karboksip#&#d. Kukin
aminohappotdhde esitetéin sen DNA:n alla, joka koodaa si-
t4. Aminohappot#hdesekvenssi on numeroitu; numerot ilmene-
vdt aminohappotdhdesekvenssin alla.
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DNA-sekvenssi, joka koodaa isopenisilliini N -syn-
tetaasin aktiivisuuden ja vastaava aminohapposek-

venssi

10 20 30 40
5'-ATG GGT TCC GTT CCA GTT CCA GTG GCC AAC GTIC CCC CGA ATC GAT GTC
MET GLY SER VAL PRO VAL PRO VAL ALA ASN VAL PRO ARG ILE ASP VAL
5 10 15

50 60 70 80 90
TCG CCC CTA TTC GGC GAT GAC AAG GAG AAG AAG CTC GAG GTA GCT CGC
SER PRO LEU PHE GLY ASP ASP LYS GLU LYS LYS LEU GLU VAL ALA ARG
20 25 30

100 110 120 130 140
GCC ATC GAC GCC GCA TCG CGC GAC ACA GGC TTC TTT TAC GCG GTG AAC
ALA ILE ASP ALA ALA SER ARG ASP THR GLY PHE PHE TYR ALA VAL ASN
35 40 45

150 160 170 180 190

CAC GGT GTC GAC CTG CCG TGG CTC TCG CGC GAG ACG AAC AAA TTC CAC

HIS GLY VAL ASP LEU PRO TRP LEU SER ARG GLU THR ASN LYS PHE HIS
50 55 60

200 210 220 230 240
ATG AGC ATC ACG GAC GAG GAG AAG TGG CAG CTC GCC ATC CGG GCC TAC
MET SER ILE THR ASP GLU GLU LYS TRP GLN LEU ALA ILE ARG ALA TYR
65 70 75 80

250 260 270 280
AAC AAG GAG CAC GAG TCC CAG ATC CGG GCG GGC TAC TAC CTG CCG ATC
ASN LYS GLU HIS GLU SER GLN ILE ARG ALA GLY TYR TYR LEU PRO ILE
85 90 95

290 300 310 320 330

CCG GGC AAG AAG GCG GTC GAA TCG TTC TGC TAC CTG AAC CCC TCC TTC

PRO GLY LYS LYS ALA VAL GLU SER PHE CYS TYR LEU ASN PRO SER PHE
100 105 110

340 350 360 370 380
AGC CCA GAC CAC CCG CGA ATC AAG GAG CCC ACC CCT ATG CAC GAG GTC
SER PRO ASP HIS PRO ARG ILE LYS GLU PRO THR PRO MET HIS GLU VAL
115 120 125

390 400 410 420 430

AAC GTC TGG CCG GAC GAG GCG AAG CAC CCG GGG TTC CGG GCC TTC GCC

ASN VAL TRP PRO ASP GLU ALA LYS HIS PRO GLY PHE ARG ALA PHE ALA
130 135 140

440 450 460 470 480
GAG AAG TAC TAC TGG GAC GTC TTC GGC CTC TCC TCC GCG GTG CTG CGC
GLU LYS TYR TYR TRP ASP VAL PHE GLY LEU SER SER ALA VAL LEU ARG
145 150 155 160
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490 500 510 520
GGC TAC GCT CTC GCC CTA GGT CGC GAC GAG GAC TTC TTC ACC CGC CAC
GLY TYR ALA LEU ALA LEU GLY ARG ASP GLU ASP PHE PHE THR ARG HIS
165 170 175

530 540 550 560 570
TCC CGC CGT GAC ACG ACG CTC TCG TCG GTC GTG CTC ATC CGT TAC CCG
SER ARG ARG ASP THR THR LEU SER SER VAL VAL LEU ILE ARG TYR PRO
180 185 190

580 590 600 610 620
TAC CTC GAC CCG TAC CCG GAG CCG GCC ATC AAG ACG GCC GAC GAC GGC
TYR LEU ASP PRO TYR PRO GLU PRO ALA ILE LYS THR ALA ASP ASP GLY
195 200 205

630 640 650 660 670

ACC AAG CTC AGC TTC GAG TGG CAC GAG GAC GTG TCC CTC ATC ACG GTG

THR LYS LEU SER PHE GLU TRP HIS GLU ASP VAL SER LEU ILE THR VAL
210 215 220

680 690 700 710 720
TTG TAC CAG TCC GAC GTG CAG AAT CTG CAG GTC AAG ACC CCG CAG GGC
LEU TYR GLN SER ASP VAL GLN ASN LEU GLN VAL LYS THR PRO GLN GLY
225 230 235 240

730 740 750 760
TGG CAG GAC ATC CAG GCT GAC GAC ACG GGC TTC CTC ATC AAC TGC GGC
TRP GLN ASP ILE GLN ALA ASP ASP THR GLY PHE LEU ILE ASN CYS GLY
245 250 255

770 780 790 800 810
AGC TAC ATG GCC CAT ATC ACC GAC GAC TAC TAC CCG GCC CCG ATC CAC
SER TYR MET ALA HIS ILE THR ASP ASP TYR TYR PRO ALA PRO ILE HIS
260 265 270

820 830 840 850 860
CGC GTC AAA TGG GTC AAC GAG GAG CGC CAG TCA CTG CCC TTC TTC GTC
ARG VAL LYS TRP VAL ASN GLU GLU ARG GLN SER LEU PRO PHE PHE VAL
275 280 285

870 880 890 900 910

AAC CTG GGC TGG GAG GAC ACC ATC CAG CCG TGG GAC CCC GCG ACC GCC

ASN LEU GLY TRP GLU ASP THR ILE GLN PRO TRP ASP PRO ALA THR ALA
290 295 300

920 930 940 950 960
AAG GAT GGG GCC AAG GAT GCC GCC AAG GAC AAG CCG GCC ATC TCC TAC
LYS ASP GLY ALA LYS ASP ALA ALA LYS ASP LYS PRO ALA ILE SER TYR
305 310 315 320

970 980 990 1000
GGA GAG TAT CTG CAG GGG GGA CTG CGG GGC TTG ATC AAC AAG AAT GGT
GLY GLU TYR LEU GLN GLY GLY LEU ARG GLY LEU ILE ASN LYS ASN GLY
325 330 335

1010
CAG ACC Taa-3'
GLN THR
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jossa sekvenssissd A on deoksiadenyyli, G on deoksiguanyy-

li, C on deoksisytidyyli, T on tymidyyli, ALA on alaniini-

tahde, ARG on arginiinit&hde, ASN on asparagiinit&hde, ASP

on asparagiinihappotahde, CYS on kysteiinit&hde, GLN on

5 glutamiinit&hde, GLU on glutamiinihappotahde, GLY on gly-

siinitdhde, HIS on histidiinit&hde, ILE on isoleusiinitdh-

de, LEU on leusiinitdhde, LYS on lysiinitdhde, MET on me-

tioniinitihde, PHE on fenyylialaniinitahde, PRO on pro-

liinitihde, SER on seriinitédhde, THR on treoniinitédhde,

10 TRP on tryptofaanitdhde, TYR on tyrosiinitdhde, ja VAL on
valiinitéhde.

Edells esitetyn DNA-sekvenssin G ja C- pitoisuus on
noin 63 % ja se koodaa polypeptidia, isopenisilliini N -
syntetaasia, jolla on laskettu molekyylipaino 38 476 dal-

15 tonia ja havaittu molekyylipaino noin 40 000 daltonia.

Alan ammattimiehet ymmdrtavat, ettsd edelld esitetty
DNA-sekvenssi on térked osa ti4td keksintdd. Esitetty sek-
venssi voidaan tavanomaisesti syntetisoida modifioidulla
fosfotriesterimenetelmélld kdyttéaen t4ysin suojattuja de-

20 oksiribonukleotidi rakenneosia. Sellaiset synteettiset
menetelmdt ovat hyvin tunnettuja alalla ja ne voidaan suo-
rittaa oleellisesti kdyttden menetelm#d Itakura et al.
Science 198 (1977) 1056 ja Crea et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 75 (1978) 5765. Lis#ksi erityisen edullinen me-=

25 netelmi on esitetty julkaisussa Hsiung et al. Nucleic Acid
Research 11 (1983) 3227 ja Narang et al. Methods in Enzy-
mology 68 (1980) 90. v1ll4 mainittujen manuaalisten mene-
telmien lis#ksi voidaan DNA-sekvenssi syntetisoida kayt-
tden automaattisia DNA-syntetisaattoria, kuten Systec

30 1450A - tai ABS 380A - DNA:n syntetisaattoria.

Geneettisen koodin degeneroituneen luonteen takia,
mik3d johtuu siitd, etta on olemassa enemmén kuin yksi ko-
doni useimpia aminohappot#hteitd ja loppusignaalia kohden,
voi edellsd esitettyd isopenisilliini N -syntetaasin amino-

35 happotahdesekvenssia koodata joukko erilaisia DNA-sekvens-
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sej&. Koska nédm& vaihtoehtoiset DNA-sekvenssit koodaisivat
tdmén keksinndn mukaisen aminohappot&hdesekvenssin, kdsit-
td8 tdmd keksintd lis8ksi ndmd vaihtoehtoiset sekvenssit.

Lisdksi voisi olla olemassa td@mdn keksinnén mukai-
sen isopenisilliini N -syntetaasia koodaavan DNA:n geneet-
tisid variantteja. Naills geneettisilld varianteilla olisi
yhteisend piirteend huomattava DNA- ja aminohappot&hdesek-
venssin homologia t&dmén keksinntn mukaisten yhdisteiden
kanssa, ja niilld olisi samanlainen, ellei identtinen,
aktiivisuus, mutta ne eroaisivat jonkin verran t&mén kek-
sinn®n mukaisista varsinaisista yhdisteistd. N&md geneet-
tiset variantit ovat myds tdman keksinndn mukaisten yhdis-
teiden suhteen ekvivalentteja.

Tdmd&n keksinnén mukaiset isopenisilliini N -synte-
taasin aktiivisuutta koodaavat DNA-yhdisteet eristettiin
Cephalosporium acremonium -kannasta, joka yleisesti tunne-
taan nimelld Brotzu-kanta ja joka on saatavissa American
Type Culture Collection'ista Rockville, Maryland, talle-
tusnumerolla ATCC 11550. C. acremonium -kannan kokonais-
genomin DNA:n geenikirjasto konstruoitiin ja geenikirjas-
toa tutkittiin sekvenssien ldsn8olon suhteen, jotka olisi-
vat homologisia 64 erilaisesta deoksiribo-oligonukleoti-
dista koostuneen joukon suhteen. T&mi 64 erilaisen deoksi-
ribooligonukleotidin joukko konstruoitiin sen informaation
mukaisesti, joka oli saatu C. acremoniumin isopenisilliini
N -syntetaasin aminoterminaalisesta aminohapposekvenssistéd
Jja geneettisen koodin mukaisesti. Valikoima geenikirjaston
vektoreita identifioitiin, jotka olivat homologisia yhdel-
le tai useammalle 64:1le erilaiselle deoksiribo-oligonuk-
leotidille. DNA:n sekvensointi paljasti, mitkd vektorit
koodasivat C. acremoniumin isopenisilliini N -syntetaasia.

Sen jdlkeen kun isopenisilliini N -syntetaasia koo-
daavat vektorit oli identifioitu, modifioitiin yhtd eri-
tyistd isopenisilliini N -syntetaasia koodaavaa vektoria
suurimman osan Cephalosporium acremoniumin vektorissa l&s-
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nidolevan DNA:n poistamiseksi, joka ei koodannut isopeni-
silliini N -syntetaasia. Muodostunut vektori, joka nimet-
tiin plasmidiksi pIT335, on transformoitu E. coli K12
JA221 -is#nt#soluihin ja E. coli K12 JA221/pIT335 -trans-
formantit on talletettu ja saatettu osaksi kantaviljelma-
kokoelmaa talletuslaitoksessa Northern Regional Research
Laboratories, Peoria, 1Illinois, talletusnumerolla NRRL
B-15960. Plasmidin pIT335 restriktiopaikka- ja toiminta-
kartta on esitetty kuviossa 1.

Plasmidi pIT335 voidaan eristaa E. colista K12
JA221 menetelm&lls, joka on kuvattu esimerkiss4d 1. Plasmi-
dia pIT335 kédytettiin l13htdmateriaalina konstruoitaessa
plasmidia, joka nimettiin pIT337 ja joka toteuttaa korkea-
tasoisen isopenisilliini N -syntetaasin ekspression E. co-
lissa. Plasmidi pIT337 konstruoitiin 1iittémills plasmidin
pIT335 noin 1,5 kb NcoI-BamHI-restriktiofragmentti plasmi-
din pCZ106 noin 8,7 kb NcoI-Ncol ja noin 1,6 kb NcoIBamHI-
restriktiofragmenttiin.

Plasmidi pCZ1Q6 kdsittad "runaway"-replikonin,
trp:n transkriptiota ja translaatiota aktivoivan sekvens-
sin ja operaattorin, ja DNA-sekvenssin, joka koodaa naudan
kasvuhormonin johdannaisen. Plasmidilla pCz106 olevan
"runaway"-replikonityypin k#yttdd kuvataan US-patenteissa
4 487 835, 4 499 189 ja 4 495 287. Padasiallisesti, alhai-
sissa noin 25°C li#mpdtiloissa, on plasmidilla, joka sisél-
t43 "runaway"-replikonin, kopiom##ra noin 10-15 kopiota E.
coli-isdntésolua kohti, mutta kun l&mpdtilaa nostetaan
noin 37°C:seen, kopiom##r# nousee noin 1000:teen kopiota
per E. coli-is#nt#dsolua kohti. E. coli K12 RvV308/ pCZ106-
isidntasolut, joista plasmidi pCZ106 voidaan eristdd, on
talletettu ja saatettu osaksi kantavil jelm#kokoelmaa tal-
letuslaitoksessa Northern Regional Research Laboratories,
Peoria, Illinois, talletusnumerolla NRRL B-15959. Plasmi-
din pCz106 restriktiopaikka- ja toimintakartta on esitetty
kuviossa 2.
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Plasmidi pIT337 sis#dlt8d plasmidin pCZ106 "“runa-
way"-replikonin ja trp:n transkriptiota ja translaatiota
aktivoivan sekvenssin ja isopenisilliini N -syntetaasi-
geenin proteiinia koodaavan sekvenssin plasmidista
pIT335:st4d. Plasmidin pIT335 noin 1,5 kb NcoI-BamHI rest-
riktiofragmentti sisdltaa isopenisilliini N -syntetaasin
koko proteiinia koodaavan sekvenssin, ja Ncol-restriktio-
entsyymin tunnistussekvenssi, joka on:

5'-CCATGG-3'

3' GGTACC-5'
sisaltds:

5-ATG-3'

3-TAC-5'
joka koodaa isopenisilliini N -syntetaasin aminoterminaa-
lita metionyyli#. Plasmidi pIT337 konstruoitiin siten,
ettd trp:n transkriptiota ja translaatiota aktivoiva sek-
venssi sijaitsisi niin, ettd8 se voisi aikaansaada iso-
penisilliini N -syntetaasia koodaavan DNA:n ilmenemisen.
Plasmidin pIT337 restriktiopaikka- ja toimintakartta on
esitetty kuviossa 3. Esimerkki 2 kuvaa plasmidin pIT337
rakennetta yksityiskohtaisemmin.

Noin 37°C limpdtiloissa plasmidin pIT337 sisdltavat
E. coli K12 RV308 (NRRL B-15624)-solut ilmentdvét (eks-
pressoivat) isopenisilliini N -syntetaasin suurina mdari-
n4, ldhestyen noin 9 % solun kokonaisproteiinista. Ndiden
E. coli K12 RV308/piT337 -transformanttien raakasolu-uut-
teet kykenevidt katalysoimaan muutoksen 6-(L-a-aminoadipyy-
1i)-L-kysteinyyli-D-valiinista isopenisilliini N:ksi, kun
taas transformoimattomien E. coli K12 RV308 -solujen so-
lu-uutteet eivit pysty katalysoimaan tdtd muutosta. Kon-
versioreaktion m##ritysmenetelmid ja misritystulokset esi-
tet#in esimerkissd 3.

Plasmidi pIT337 tarjoaa tehokkaan keinon tuottaa
suuria m#irii isopenisilliini N -syntetaasia E. colissa.
Koska E. coli -transformantit, joissa on plasmidi pIT337,
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ekspressoivat isopenisilliini N -syntetaasia tasoina, jot-
ka léhestyvai: 9 % kokonaissoluproteiinista ja koska E.
colin viljely on vahemmdn komplisoitua kuin niiden orga-
nismien viljely, jotka luonnostaan tuottavat isopenisil-
liini N -syntetaasia, voidaan E. coli/pIT337 -transfor-
mantteja kadyttdad tuottamaan rekombinantti-isopenisilliini
N -syntetaasia tehokkaammin ja taloudellisemmin kuin ei-
rekombinantti- tai "luonnollisia” isopenisilliini N -syn-
tetaasituottajia. Isopenisilliini N -syntetaasia voidaan
kayttdd tuottamaan isopenisilliini N tuotteesta &6-(L-a-
aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-D-valiini soluvapaassa Sys-
teemisss kuten on kuvattu esimerkissd 3. Isopenisilliini N
ei ole ainoastaan hyddyllinen antibiootti, vaan se on myds
14htdmateriaali sellaisten térkeiden antibioottien tuotta-
misessa kuin penisilliini N, kefaleksiini ja muut kefalos-
poriinit (katso US-patentti 4 307 192). Ehk# kaikkein tar-
kein isopenisilliini N -syntetaasin kdyttd on entsyymin
k&yttd tripeptidien kondensoimiseksi, muiden kuin 6-(L-a-
aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-D-valiinin, uusiksi B-laktaa-
mijohdannaisiksi.

Penisilliinii tuottavien organismien soluvapaita
uutteita voidaan k#yttda syntetisoitaessa ei-luonnollisia
(ei-luonnossa tuotettuja) B-laktaameja. T&amdn keksinndn
mukaiset E. colin ekspressiovektorit tarjoavat halvan ja
tehokkaan menetelm#n isopenisilliini N -syntetaasin saami-
seksi, jota voidaan k#ytt&sd in vitro kondensoimaan tripep-
tidejd, jotka eivdt esiinny luonnossa, muodostamaan uusia
antibiootteja tai antibioottien ydinrakenteita. Ei-luon-
nollisten tripeptidien etsintd#, jotka toimivat isopeni-
silliini N -syntetaasin substraatteina, voidaan tdydentda
etsimills mutantti-isopenisilliini N -syntetaaseja, jotka
hyvéksyvdt ei-luonnolliset tripeptidit substraateiksi.
Tim8 keksint® antaa l#htSmateriaalin sellaiselle isope-
nisilliini N syntetaasi-mutantin etsinndlle. E. coli on
paras iséntéa mutaatiokloonauskokeisiin ja tém#n keksinndn
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mukaiset E. colin ekspressiovektorit voidaan helposti mu-
tatoida menetelmilld, jotka ovat hyvin alalla tunnettuja,
kuten esimerkiksi s&teilyk#sittely (réntgensidde tai UW)
tai kemialliset mutageenit (kuten etyylimetaanisulfonaat-
ti, nitrosoguanidiini, tai metyylimetaanisulfonaatti) tai
paikkaspesifinen mutageneesi, mutanttientsyymien saamisek-
si, jotka tunnistavat ei-luonnolliset tripeptidit subs-
traatteina ja katalysoivat nuo ei-luonnolliset tripeptidit
ei-luonnollisiksi B-laktaameiksi.

Tam& keksintd ei ole rajoittunut tdssi esimerkkeini
kuvattuihin erityisiin vektoreihin. Sen sijaan tamd kek-
sintY kdsittdd DNA-yhdisteits, jotka koodaavat isopenisil-
liini N -syntetaasin aktiivisuuden. T&m#&n keksinn®n mukai-
sia DNA-yhdisteit8 voidaan k#ytt&4 konstruoimaan ekspres-
siovektoreita, jotka tuovat esiin isopenisilliini N -syn-
tetaasin ekspression missi tahansa is#nt#solussa, jossa
ekspressiovektori replikoituu tai integroituu ja jossa
transkriptiota ja translaatiota aktivoiva sekvenssi, jota
k#éytetdsn isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuuden il-
menemiseen, toimii.

Sentdhden, vaikkakin E. colin ekspressiovektorit,
Jjoista tdssd on ollut esimerkkeji, k3yttdvdt hyviksi "ru-
naway"-replikonia, joka toimii E. colissa, sisdltd3d tiémi
keksint® minkd tahansa E. colin ekspressioplasmidin tai
vektorin, joka aikaansaa isopenisilliini N -syntetaasin
ekspression E. colissa. Niin ollen t#mi# keksintd kdsittss
ekspressiovektorit, jotka aikaansaavat isopenisilliini N -
syntetaasin ekspression ja k#yttdvidt hyviksi replikonia,
Jjoka toimii E. colissa, kuten esimerkiksi replikoni sel-
laisista plasmideista kuin pBR322, pACYC184, F, Colv-K94,
Rl, R6-5 tai R100. T4md keksint® ei mybsk&#n ole yksistdin
rajoittunut plasmidivektoreihin, silli t&m& keksint® si-
sdltdd mybs ekspressiovektorit, jotka ekspressoivat isope-
nisilliini N -syntetaasin aktiivisuuden Ja kdéyttdvat hys-
dyksi integraatiota tai virusreplikaatiota replikaation ja
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ylldpidon varmistamiseksi isdntdsolussa. Tim3 keksintd ei
ole rajoittunut tiettyyn transkriptiota ja translaatiota
aktivoivaan sekvenssiin isopenisilliini N -syntetaasin
aktiivisuuden koodaavan DNA:n ekspression aikaansaamisek-
si. Tami keksintd sis#ltidi mink# tahansa transkriptiota ja
translaatiota aktivoivan sekvenssin kdytdn, joka toimii E.
colissa ja jota kéytetddn ilmentdm&dan isopenisilliini N -
syntetaasi E. colissa. Tunnetaan monia transkriptiota ja
translaatiota aktivoivia sekvenssej&, jotka toimivat E.
colissa ja ne ovat sopivia isopenisilliini N -syntetaasin
aktiivisuuden ekspression aikaansaamiseksi E. colissa.
Sellaiset transkriptiota ja translaatiota aktivoivat sek-
venssit sis#dltidvidt, ndihin rajoittumatta, lpp-, lac-, trp,
tac-, 6P, ja 6P, transkriptiota ja translaatiota aktivoivia
sekvensseji.

Y114 kuvattujen erilaisten E. colin transkriptiota
ja translaatiota aktivoivien sekvenssien lisdksi wvoidaan
transkriptiota ja translaatiota aktivoivia sekvensseja
muista organismeista 1liitt#4 n#ihin isopenisilliini N -
syntetaasia koodaaviin DNA-yhdisteisiin, jolloin muodostuu
ekspressiovektoreita, jotka aikaansaavat isopenisilliini N
-syntetaasin aktiivisuuden ekspression is3ntdsoluissa,
joissa aktivoitu sekvenssi toimii. Vaikkakin E. coli on
isdntd, joka parhaiten sopii isopenisilliini N -syntetaa-
sin tuotantoon ja sen jdlkeiseen puhdistukseen in vitro -
k&yttbsd varten, ovat hyddyllisid my®s vektorit, jotka ai-
kaansaavat isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuuden
ekspression muissa is#ntédsoluissa kuin E. coli, erityises-
ti k#yttdtarkoituksissa, jotka lis##dvat B-laktaamianti-
biootin tuottokyky4 ja -tehoa tietyllé organismilla. Lu-
kuisat eri organismit tuottavat B-laktaamiantibiootteja.
Seuraavassa taulukossa esitet#sn ei-tyhjentdvd luettelo
B-laktaamiantibiootteja tuottavista organismeista.
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B-laktaamiantibioottia tuotavat organismit:

Organismi

Agrobacterium
Cephalosporium
acremonium

Chromobacterium
Gluconobacter

Nocardia
lactamadurans
uniformis

Penicillium
chrysogenum

Serratia

Streptomyces
antibioticus
argenteolus

cattleya
chartreusis

cinnamonensis
clavuligerus

fimbriatus
flavovirens
flavus
fulvoviridis
griseus

halstedi
heteromorphus

hygroscopicus
lipmanii
olivaceus

pana-yensis

pluracidomyceticus

rochei
sioyaensis
sp OA-6129
sp KC-6643
tokunomensis

viridochromogenes

wadayamensis

Antibiootti
erilaisia B-laktaameja,

penisillinis ja kefalosporii-
nia

erilaisia B-laktaameja
erilaisia B-laktaameja

kefamysiini C
nokardisiini

erilaisia penisilliinid
ja muita B-laktaameja

erilaisia B-laktaameja

klavulaanihappo,
asparenomysiini A,

MM 4550, ja MM 13902
tienamysiini

SF 1623 ja

kefamysiini A ja B
kefamysiini A ja B
PA-32413-1I, kefamysiini C,
Al16886A, penisilliinejé,
kefalosporiineja,
klavulaanihappo,

ja muita klavaameja
kefamysiini A ja B

MM 4550 ja MM 13902

MM 4550 ja MM 13902

MM 4550 ja MM 13902
kefamysiini A ja B

ja karpetimysiini A ja B
kefamysiini A ja B

C2081X ja

kefamysiini A ja B
deasetoksikefalosporiini C
kefamysiini, penisilliini N,
7-metoksikefalosporiini C,
A16884, MM4550, MM13902
epitienamysiini F,

MM 4550 ja MM 13902
C2081X ja

kefamysiini A ja B
plurasidomysiini A
kefamysiini A ja B

MM 4550 ja MM 13902
OA-6129A

karpetimysiini A,
asparenomysiini A
kefamysiini A ja B
WS-3442-D
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Monia edelld olevista B-laktaamiantibiootin tuotta-
jaorganismeista kdytetddn farmaseuttisessa teollisuudessa
antibioottien tuottamiseen. N#iden organismien antibioot-
tien tuottokykyd voidaan lisdtd ja tehdd tehokkaammaksi
lis48mil114 antibiootteja biosyntetisoivien entsyymien so-
lunsis&istd konsentraatiota fermentoinnin aikana. Tamdn
keksinndn mukaisia isopenisilliini N -syntetaasin aktiivi-
suutta koodaavia DNA-yhdisteitd voidaan k#éytt#3 konstruoi-
maan ekspressiovektoreita, jotka transformoituina sopivaan
isintidsoluun lisdivit transformoidun isdntdsolun solunsi-
s8istd isopenisilliini N -syntetaasin konsentraatiota ja
siten lis#ivit tuon solun antibiootin tuottokykyd ja te-
hokkuutta, edellytt#en, ettd is&ntdsolu tuottaa B-laktaa-
miantibioottia vdlireaktion kautta, johon liittyy isopeni-
silliini N -syntetaasin aktiivisuus.

Vektori, joka lis#& isopenisilliini N -syntetaasin
aktiivisuuden solunsis#istd konsentraatiota tietyssd isdn-
nidssd, johon vektori transformoidaan, tarvitsee seuraavat
elementit:

(1) t&m3n keksinn®n mukaisen isopenisilliini N -syntetaa-
sin aktiivisuutta koodaavan DNA-yhdisteen,

(2) transkriptiota ja translaatiota aktivoiva sekvenssi,
joka ei ainoastaan toimi is@nt#solussa, joka transformoi-
daan, vaan joka on myds oikeassa lukuvaiheessa ja asemassa
toteuttamaan isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuutta
koodaavan DNA:n ekspression, ja

(3) replikaatio- ja integraatiotoiminnot, jotka vastaavat
vektorin ylldpidosta isdntdsolussa.

Tietenkin voisi ylld kuvattu vektori sisdltd8 myOs anti-
bioottiresistenssin antavan geenin tai jonkin muun elemen-
tin, joka antaa keinon valikoida vektorin sisdltdvid isdn-
tdsoluja, mutta sellaiset valikoitavat elementit eivat
ehkd ole vilttémattdmisd eikd tavoiteltuja, kun vektori
integroituu is#nt#solun kromosomaaliseen DNA:han.
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Plasmidi pPS20 on tidm#én keksinndn mukainen ekspres-
siovektori, joka on esimerkkind vektorityypistd, joka on
tarkoitettu lis#im#in isopenisilliini N -syntetaasin ak-
tiivisuuden solunsis#istd konsentraatiota B-laktaamianti-
bioottia tuottavassa is#ént#solussa. Plasmidi pPS20 konst-
ruoitiin sijoittamalla plasmidin pIT221 noin 2,7 kb Hind-
III-restriktiofragmentti plasmidin pIT335 ainoaan HindIII-
restriktioentsyymin tunnistuspaikkaan. Plasmidin pIT221
noin 2,7 kb HindIIlI-restriktiofragmentti k#sittdd hiivan
Saccharomyces cerevisiae fosfoglyseraattikinaasi (PGK) -
geenin transkriptiota ja translaatiota aktivoivan sekvens-
sin liittyneen3 oikeassa asemassa ja suunnassa hygromysii-
niresistenssin antavan geenin ekspression toteuttamiseksi.
Koska plasmidin pIT221 noin 2,7 kb HindIlI-restriktiofrag-
mentti voitaisiin sijoittaa HindIII:lla hajotettuun plas-
midiin pIT335 molemmissa kahdesta suunnasta, liittyminen,
joka tuotti plasmidi pPS20:n, tuotti myds toiminnallisesti
ekvivalentin isomeerin, joka on nimetty plasmidiksi
pPS20,1. Plasmidin pPS20 restriktiopaikka- ja toiminta-
kartta on esitetty kuviossa 5; plasmidien pPS20 ja pPS20,1
konstruktiota kuvataan esimerkissd 4.

Plasmidi pIT221 -l#htbmateriaali, jota kéytettiin
plasmidien pPS20 ja pPS20,1 konstruoinnissa kuvattiin EP-
patenttijulkaisussa 177 243. Konstruktion kulkukaaviot
I-VI ja esimerkit 1-6 kuvaavat plasmidin pIT221 konstruk-
tiota ja julkaisu liitet#sn t#hén viitteend. Plasmidin
pIT221 restriktiopaikka- ja toimintakartta on esitetty
kuviossa 4.

Plasmidin pIT221 noin 2,7 kb HindIII-restriktio-
fragmentti sis#lt88 hygromysiiniresistenssin antavan gee-
nin liittyneend hiivan PGK transkriptiota ja translaatiota
aktivoivaan sekvenssiin oikeassa asemassa ja suunnassa
hygromysiiniresistenssin antavan aktiivisuuden ilmenemi-
seksi (HmR). Kuten on esitetty EP-patenttijulkaisussa
177 243 voidaan PGK-HmR -geeni# k#dyttd3 transformoimaan
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Cephalosporium acremonium ja ldheisid isintidsoluja hygro-
mysiiniresisténttin fenotyyppin muodostamiseksi.

Plasmidi pPS20 sis#ltaa PGK-HmMR -geenin ja Cepha-
losporium acremonium/pPS20 -transformantteja voidaan vali-
koida hygromysiiniresistenssin antavan aktiivisuuden pe-
rusteella, minka transformantit jlmentdvit. Plasmidi pPS20
sis#dltald mybs t&mén keksinndn mukaisen isopenisilliini N -
syntetaasia koodaavan DNA:n yhdessa genomin DNA:n kanssa,
joka reunustaa isopenisilliini N -syntetaasia koodaava
DNA:n Cephalosporium acremoniumin genomissa. Koska plas-
midi pPS20 sis#dltas melkein 3 kb genomin DNA:ta, joka si-
jaitsi vastavirtaan isopenisilliini N -syntetaasia koodaa-
vassa DNA:ssa Cephalosporium acremoniumin genomissa, si-
siltad plasmidi pPS20 ilman muuta isopenisilliini N -syn-
tetaasia koodaavan DNA:n transkriptiota ja translaatiota
aktivoivan sekvenssin. Useimmat transkriptiota ja trans-
laatiota aktivoivat sekvenssit koodataan aktivoitavan
DNA:n suhteen vastavirtaan, vaikkakin jotkut ribosomaalis-
ta RNA:ta koodaavat DNA-sekvenssit aktivoituvat transkrip-
tiota aktivoivien sekvenssien kautta, jotka eivdt sijaitse
koodaavassa alueessa vastavirtaan. "yvastavirtaan" on sana,
jota kdytetddn molekyylibiologian alalla, ja tdssd teks-
tissid se viittaa DNA:han 5'-suunnassa isopenisilliini N -
syntetaasia koodaavan DNA:n koodaavan sdikeen 5'-padsta.

Cephalosporium acremoniumin transkriptiota ja
translaatiota aktivoiva sekvenssi koodattuna plasmidilla
pPS20 sijaitsee oikein aikaansaamaan isopenisilliini N -
syntetaasin aktiivisuutta koodaavan DNA:n ekspression,
koska plasmidin pPS20 konstruoinnin yhteydessé ei tehty
deleetioita eik# insertioita, jotka olisivat vaikuttaneet
transkriptiota ja translaatiota aktivoivaan sekvenssiin,
DNA:ssa, joka oli isopenisilliini N -syntetaasin aktiivi-
suutta koodaavan DNA:n koodittavan sdikeen 5'-pidén vieres-
si. Plasmidia pPS20 voidaan sen tshden kiytt#d lisdsmaan
Cephalosporium acremoniumin ja vastaavien is#nt#solujen
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antibioottien tuottokyky# ja tehokkuutta, soluissa, joissa
C. acremoniumin transkriptiota ja translaatiota aktivoiva
sekvenssi toimii. T&m# lis##ntynyt antibiootin tuottokyky
ja tehokkuus johtuu isopenisilliini N -syntetaasin aktii-
visuuden lis#d#éntyneestd tasosta transformantissa, johtuen
isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuutta koodaavan
DNA:n ylimddrédisten ekspressoituneiden Kkopioiden l&sni-
olosta. Plasmidi pPS20 sis&ltd4 my8s hygromysiiniresis-
tenssin antavan geenin, joka toimii C. acremoniumissa ja
sallii C. acremonium/pPS20:n transformanttien seulonnan.

Sen jélkeen kun Cephalosporium acremonium/pPS20 -
transformantit on seulottu, ei kuitenkaan ole tarvetta
yllépit&d4 seulonta-ainetta, hygromysiini B:t&, transfor-
manttien kasvualustassa. Seulonta-aineeseen ei ole mit#4n
tarvetta, koska C. acremonium/pPS20 -transformantit ovat
hyvin stabiileja. T&m&n stabiilisuuden uskotaan johtuvan
siitd, ettd plasmidi pPS20 transformoi C. acremoniumin
kromosomaalisen integraation kautta. T4&m# keksintd ei kui-
tenkaan rajoitu plasmideihin, jotka aikaansaavat isopeni-
silliini N -syntetaasin aktiivisuuden ekspression C. acre-
moniumissa ja transformoivat kromosomaalisen integraation
kautta. Ekstrakromosomaalisia replikoituvia ekspressiovek-
toreita C. acremoniumia varten on helppo valmistaa US-pa-
tentissa 4 492 758 kuvatun mukaisesti. US-patentti
4 492 758 kuvaa mitokondriaalisia DNA-segmentteji, jotka
voidaan sijoittaa vektoriin kuten plasmidin pPS20, anta-
maan valttamdttdmdt toiminnat vektorin replikaatiolle C.
acremoniumissa.

Kuten edelld kuvattiin, sis#lt#4 plasmidi pPS20 ja
yksi plasmideista, joista pPS20 on perdisin, pIT335, Cep-
halosporium acremoniumin transkriptiota Ja translaatiota
aktivoivan sekvenssin. Koska C. acremoniumin transkriptio-
ta ja translaatiota aktivoivaa sekvenssis, joka sijaitsee
plasmideissa pIT335 ja pPS20, voidaan k4ytti#4 aikaansaa-
maan laajan DNA-sekvenssijoukon ekspressiota, on aktivoiva
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sekvenssi témin keksinndn tirked osa. Vaikkakin C. acremo-
niumin transkriptiota ja translaatiota aktivoivan sekvens-
sin sekvenssitiedot ovat rajoitetut, aktivoivan sekvenssin
tiedetdin koodautuvan noin 500 bp SallI-Ncol -restriktio-
fragmentissa, Jjoka sijaitsee valittomasti vastavirtaan
isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuutta koodaavan
DNA:n suhteen ja sen vieressi plasmideissa pIT335 Ja
pPS20. Mik& tahansa restriktiofragmentti, joka sisdltda
edells mainitun noin 500 bp Sall-Ncol -restriktiofragmen-
tin, sis#ltdd ilman muuta C. acremoniumin transkriptiota
ja translaatiota aktivoivan sekvenssin.

Cephalosporium acremoniumin transkriptiota ja
translaatiota aktivoivasta sekvenssistd, joka koodautuu
plasmidissa pIT335, on olemassa sekvenssitietoja. Alla
oleva sekvenssi on DNA-sekvenssi, joka sijaitsee vastavir-
taan isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuutta koodaa-
vasta DNA:sta, joka on plasmidissa pIT335. Vain osa noin
500 bp Sall-Ncol -restriktiofragmentin sekvenssistd, joka
sis#ltias aktivoivan sekvenssin, tunnetaan, kuten ilmenee
sekvenssissd esitetystd merkinndlls "XXXXXXXXXX" varuste-
tusta alueesta. Lis#selvityksend siitd, kuinka aktivoiva
sekvenssi on sijoittunut plasmidissa pIT335, kuvataan
restriktiofragmentti yksinsdikeisen DNA:n padllekkdissek-
vensseind jotka on ominaisia restriktioentsyymien Sall ja
Ncol katkaisulle.
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Osa Cephalosporium acremoniumin DNA-sekvenssista-
Plasmidissa pIT335 koodautuvat transkriptiota ja translaa-
tiota aktivoiva sekvenssi

+~380 bp ~

5'-TCGAC XXXXXXXXXX CGAATACTTG AATATTCCTT GGTICGCTCTT

Corrrererrer ey ererrrei e e rl
3'-G XXXXXXXXXX GCTTATGAAC TTATAAGGAA CCAGCGAGAA

CTGATTTTCG AGGCTTCTCC TTCCGCCATC GTCGCCTCAC

PELLEEEer e v b e
GACTAAAAGC TCCGAAGAGG AAGGCGGTAG CAGCGGAGTG

GCATATCTCG TCTTTCACAT CTTACACCAG CAGGACAAAC

PCCEerrrer ceerrernd e ceeereeeb e peerern |
CGTATAGAGC AGAAAGTGTA GAATGTGGTC GTCCTGTTTG

CGTCAC-3'

SRRNN
GCAGTGGTAC-S5'

1 - isopenisilliini N -syntetaasia koodavan
alueen alku. "TAC" on komplementaarinen
5'-ATG-3':1le, joka koodaa isopenisilliini
N -syntetaasin aminoterminaalista metionyy-
1ia.

Cephalosporium acremoniumin transkriptiota ja
translaatiota aktivoivaa sekvenssi# voidaan kdytt&a minkd
tahansa DNA-sekvenssin ekspression toteuttamiseen, kuten
on havainnollistettu plasmidilla pPS2l1. Plasmidi pPS21 on
plasmidi pIT221:n johdannainen, joka saadaan, kun Kkorva-
taan PGK:n transkriptiota ja translaatiota aktivoiva sek-
venssi, jota kdytetdsn aikaansaamaan hygromysiiniresis-
tenssin antavan geenin ekspressio, t&m#n keksinndn mukai-
sella C. acremoniumin transkriptiota ja translaatiota ak-
tivoivalla sekvenssillid. Korvaaminen suoritettiin poista-
malla ensin plasmidin pIT221 noin 300 bp Xmal-fragmentti,
jolloin syntyy plasmidi pPS19. Tém& Xmal-deleetio suori-
tettiin BamHI-restriktioentsyymin tunnistuspaikan poista-
miseksi, joka olisi voinut h#irit8 pPS21l:n konstruoimista.
Plasmidi pPS19 hajotettiin sitten BamHI:11l8 ja kdsiteltiin

" Sl AN b
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E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenow-fragmentilla. BamHI-

hajotus poistaa noin 230 bp BamHI-restriktiofragmentin,
joka sisdltdd pGK:n transkriptiota ja translaatiota akti-
voivan sekvenssin; Klenow-kdsittely muodostaa kaksisdi-
keistd DNA:ta yksis#ikeisista BamHI: -piddllekkdisfragmen-
teista. Suuri, noin 7,7 kb plasmidin pPS19 BaHI-fragmentti
liitettiin sitten plasmidin pIT335 noin 0,8 kb, Klenow-ka-
siteltyyn, Ncol-restriktiofragmenttiin, joka plasmidi si-
s4ltd3 C. acremoniumin transkriptiota ja translaatiota
aktivoivan sekvenssin.

Tietenkin Klenow-késitelty Ncol-restriktiofragment-
ti voisi 1liittyd toiseen kahdesta suunnasta vain yhden
mahdollisista sijaintipaikoista saavuttaessa halutun tu-
loksen oikean Cephalosporium acremoniumin transkriptiota
ja translaatiota aktivoivan sekvenssin sijainnin aikaan-
saamaan hygromysiiniresistanssin antavan geenin ekspres-
siota. Plasmidin pPS21 restriktiopaikka- ja toimintakartta
on esitetty kuviossa 7 ja plasmidin pPS19 restriktiopaik-
ka- ja toimintakartta on esitetty kuviossa 6. Yksityiskoh-
taisempi kuvaus plasmidin pPS21 konstruktiosta on esitetty
esimerkisséd 5.

Plasmidi pPS21A on toinen taman keksinn®n mukaisis-
ta vektoreista, joka k#ytt#dd hyvaksi IPS-geenin transkrip-
tiota ja translaatiota aktivoivaa sekvenssii aikaansaamaan
hygromysiiniresistenssin antavan geenin ekspressiota Cep-
halosporium acremoniumilla. Hy8dyllist8 vélituote plasmi-
dia, joka nimet#sn plasmidiksi pPS23, kdytettiin konstru-
oitaessa plasmidi pPS21A. Plasmidi pPS23 konstruoitiin
eristidmills plasmidin pIT335 noin 850 bp Ncol-restriktio-
fragmentti, joka plasmidi sis#ltaa IPS-geenin aktivoivan
sekvenssin, kiinnitt#m#ll4 linkkerit joissa on BamHI:n ja
Ncol:n kanssa yhteen sopivat yksis#ikeiset p##llekkdis-
fragmentit noin 850 bp Ncol-fragmenttiin, ja liittémalla
muodostunut plasmidista pIT335 perdisin oleva noin 860 bp
BamHI-restriktiofragmentti BamHI:114 hajotettuun plasmi-
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diin pUC8B. T&md liitt8minen tuotti kaksi plasmidia, pPS23
Ja pPS23,1, jotka erocavat ainoastaan liitetyn BamHI-res-
triktiofragmentin sijoittumisen puolesta. Plasmidi pUCS8 on
saatavissa Pharmacia P-L Biochemicalsilta, 800 Centennial
Ave., Piscataway, N.J. 08854.

Plasmidi pPS23 hajotettiin restriktioentsyymills
BamHI, ja noin 860 bp BamHI-restriktiofragmentti, joka
sisdltdd IPS:n transkriptiota ja translaatiota aktivoivan
sekvenssin, eristettiin ja liitettiin BamHI:1l4 hajotet-
tuun plasmidiin pPS19. T&md liit&ntd tuotti joukon hyddyl-
lisid plasmideja, mukaan lukien plasmidin pPS21A. Plasmidi
PPS21A muodostuu kun plasmidin pPS23 noin 0,86 kb BamHI-
restriktiofragmentti liitet#&n plasmidin pPS19 noin 7,7 kb
BamHI-restriktiofragmenttiin ja se k#sittdd IPS-geenin
transkriptiota ja translaatiota aktivoivan sekvenssin oi-
keassa asemassa aikaansaamaan hygromysiiniresistenssin
antavan geenin ekspression. Linkkerit, joita k#ytettiin
plasmidin pPS23 konstruoinnissa varmistivat, ett# plasmi-
dissa pPS21A s#ilyisi sopiva lukukehys hygromysiiniresis-
tenssin antavan geenin ilmenemiselle. Plasmidin pPS21A
konstruktiota kuvataan esimerkissi 7: plasmidin pPS21A
restriktiopaikka- ja toimintakertta on esitetty kuviossa
8.

Useita muita hyddyllisis plasmideja tuotettiin myds
samassa ligaatiossa, joka tuotti plasmidin pPS21A. Plasmi-
di pPS22 sisdlt#4 samat sekvenssit kuin plasmidi pPS21A,
mutta BamHI-restriktiofragmentti, joka sis#lt#i IPS-geenin
aktivoivan sekvenssin, on sijoittunut vastakkaiseen suun-
taan plasmidin pPS21A sijaintiin n#hden. N&#in muodoin
plasmidi pPS22 ei tuo hygromysiiniresistenssis Cephalospo-
rium acremoniumille suurella frekvenssilld, joten plasmidi
pPS22 toimii hy8dyllisens negatiivisena kontrollina C. ac-
remonium-transformaatioissa.

Toisella tdss#d ligaatiossa muodostuneella plasmi-
dilla on k#yttdd sekd negatiivisena kontrollina Cephalos-
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porium acremoniumin transformaatioissa ett# myts plasmidi-
na, jota voidaan k&ayttaa identifioimaan C. acremoniumin
sekvensseji, joilla on transkriptiota ja translaatiota
aktivoivaa aktiivisuutta. Kuten edelld on kuvattu, sisdl-
t44 plasmidi pPS19 Saccharomyces cerevisiaen PGK:n trans-
kriptiota sen ja translaatiota aktivoivan sekvenssin so-
pivassa asemassa aikaansaamaan hygromysiiniresistenssin
antavan geenin ekspression. Plasmidin pPS19 hajotus res-
triktioentsyymillé BamHI tuottaa kaksi fragmenttia: toinen
fragmentti on kooltaan noin 230 bp ja sisdltdd PGK:n akti-
voivan sekvenssin, ja toinen fragmentti on kooltaan noin
7,6 kb ja sis#dltdd enimm@n osan hygromysiiniresistenssin
antavan geenin koodaavasta sekvenssista.

Plasmidin pPS19 noin 7,6 kb BamHI-restriktiofrag-
mentin renkaanmuodostus tuottaa plasmidin pPS24, jolta
puuttuu transkriptiota ja translaatiota aktivoiva sekvens-
si asemassa, joka tuottaisi hygromysiiniresistenssin anta-
van geenin ekspression vektorissa. Plasmidi pPS24 voi sen
tihden transformoida Cephalosporium acremoniumin hygromy-
siiniresistentiksi integroitumalla C. acremoniumin DNA:han
sellaiseen asemaan, ettd C. acremoniumin endogeeninen
transkriptiota ja translaatiota aktivoiva sekvenssi tuot-
taa geenin ekspression. Ndin muodoin plasmidin pPS24 DNA:n
integraatiopaikanidentifiointihygromysiiniresistenstissa
C. acremonium/pPS24 -transformantissa identifioi myds C.
acremoniumin transkriptiota ja translaatiota aktivoivan
sekvenssin. Vaihtoehtoisesti voitaisiin C. acremoniumin
DNA kloonata plasmidin pPS24 ainoaan BamHI-paikkaan ja
syntyneitd plasmideja voitaisiin k#ytt#d C. acremoniumin
transformointiin. Ne plasmidit, jotka transformoivat C.
acremoniumin hygromysiiniresistenssiksi suurella frekvens-
sills, sisdltdisivdt ilman muuta transkriptiota ja trans-
laatiota aktivoivan sekvenssin, joka on toiminnallinen C.

acremoniumissa.
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Vield muita hyddyllisis plasmideja muodostui samas-
sa liigaatiossa, joka tuotti plasmidin PPS21A. N4mi plas-
midit, plasmidit pPS25 ja pPS25,1, muodostuivat liitt4m4l-
18 kaksi plasmidin pPS19 BamHI-restriktiofragmenttia plas-
midin pPS23 noin 860 bp BamHI-restriktiofragmenttiin.
Plasmidissa pPS25 sekd PGK:n ett# IPS:n aktivoivat sek-
venssit ovat sopivassa asemassa aikaansaamaan hygromysii-
niresistenssin antavan geenin ekspression. Plasmidi pPS25
sis8dltdd IPS:n aktivoivan sekvenssin, joka sijaitsee vi-
littdmésti vastavirtaan hygromysiiniresistenssin antavan
geenin koodaavaan sekvenssiin n#hden ja PGK:n aktivoivan
sekvenssin, joka sijaitsee v&littSmisti vastavirtaan IPS:n
aktivoivaan sekvenssiin n&hden. Plasmidi pPS25 antaa hyg-
romysiiniresistenssin Caphalosporium acremoniumille. Plas-
midin pPS25 restriktiopaikka ja toimintakartta on esitetty
kuviossa 9. Plasmidien PPS22, pPS24 ja pPS25 konstruktioi-
ta kuvataan my®8s esimerkissi 7.

Plasmidi pPS25,1 eroaa plasmidista pPS25 vain noin
0,23 kb BamHI-restriktiofragmentin aseman puolesta, joka
sis#dlté8 PGK:n aktivoivan sekvenssin. Plasmidissa pPS25,1
el PGK:n aktivoiva sekvenssi sijaitse sellaisessa asemas-
sa, joka sallii PGK:n aktivoivan sekvenssin aikaansaada
hygromysiiniresistenssin antavan geenin ekspression. Kui-
tenkin, sek# plasmidi pPS25 ett# pPS25,1 transformoivat
Cephalosporium acremoniumiin hygromysiiniresistenssifeno-
tyypin samalla suurella frekvenssilld, osoittaen, ettei
PGK:n aktivoiva sekvenssi ole valttamitén hygromysiinire-
sistenssifenotyypin ilmenemiselle.

Muita hy6dyllisi8 t&m#n keksinn®n mukaisia plasmi-
deja, jotka antavat hygromysiiniresistenssin Cephalospo-
rium acremoniumille voidaan konstruoida hajottamalla osit-
tain plasmidia pPS21 restriktioentsyymills PstI, jota seu-
raa uudelleenligaatio. Plasmidi pPS28 syntyy, kun poiste-
taan plasmidista pPS21A noin 1,85 kb Pstl-restriktiofrag-
mentti, joka sisdltis Cephalosporiumin replikaation aloi-

95810
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tuskohdan. Plasmidi pPS29 syntyy, kun poistetaan plasmi-
dista pPS21A sama PstIl-fragmentti, joka poistettiin, jotta
saatiin plasmidi pPS28, yhdessd noin 0,49 kb Pstl-restrik-
tiofragmentin kanssa, joka sijaitsee Cephalosporiumin rep-
likaation aloituskohdan ja plasmidin pPS21A IPS-geenin ak-
tivoivan sekvenssin v#liss#. Plasmidien pPS28 ja vastaa-
vasti pPS29 restriktiopaikka- ja toimintakartat on esitet-
ty kuvioissa 10 ja 1l. Plasmidien pPS28 ja pPS29 konstruk-
tiota on kuvattu esimerkissé 8.

Vield toinen hyddyllinen johdannainen konstruoitiin
kdyttamialla plasmidia pPS21A 1ihtbmateriaalina. Plasmidin
pPS21A noin 3,45 kb HindIII-restriktiofragmentti sijoitet-
tiin plasmidin pIT335 ainoaan HindIII-paikkaan, jolloin
syntyivdt plasmidit pPS26 ja pPS26,1, jotka eroavat toi-
sistaan ainoastaan plasmidista pPS21A otetun HindIII-res-
triktiofragmentin sijoittumisen puolesta. Plasmidit pPS26
ja pPS26,1 sisdltavdt kdsittelemdttdmén Cephalosporium
acremoniumin IPS-geenin ja hygromysiiniresistenssin anta-
van geenin IPS-geenin aktivoivan sekvenssin tuottamana.
Plasmidien pPS26 ja pPS26,1 konstruktiota kuvataan esimer-
kissd 9 ja plasmidin pPS26 restriktiopaikka- ja toiminta-
kartta on esitetty kuviossa 12.

EP-patenttijulkaisussa 177 243, kuvataan samanlai-
sen vektorin konstruoimista kuin plasmidi pIT221, plasmi-
di, jota kuten edelld on todettu, kuvataan myds samassa
patenttijulkaisussa, mutta téma samanlainen vektori sisdl-
t44 lisdksi Cephalosporium acremoniumin ribosomaalisen
RNA:n koodaavan DNA:n. Plasmidilla, pPS26, on lisaantynyt
kyky integroitua C. acremoniumin kromosomaaliseen DNA:han
rRNA:ta koodaavan DNA:n l#sn#dolosta johtuen. Plasmidin
pPS26 konstruktio on esitetty em. EP-patenttijulkaisun
esimerkissd 13, joka mainitaan téssa viitteend. Koska
plasmidi pPS26 sis&ltda saman PGK-HmR -geenin kuin plasmi-
di piT221, on pPS26-johdannainen, joka voisi synty# kor-
vattaessa PGK:n transkriptiota ja translaatiota aktivoiva
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sekvenssi t&midn keksinn®én mukaisella C. acremoniumin akti-
voivalla sekvenssill¥, selvdsti t#m#n keksinn®n piirissi.

Plasmidi pPS26 sisdltdid noin 3,7 kb Xmal-restrik-
tiofragmentin, joka sis#ltd48 Cephalosporium acremoniumin
rRNA-geenit. Tdmdn Xmal-fragmentin 1l&sn#olo plasmidissa
lisdd todenndkdisyyttd, ettd plasmidi integroituu C. acre-
moniumin genomiin homologisen rekombinaation kautta, kun
plasmidi transformoidaan C. acremoniumiin. N&in ollen kon-
struoitiin plasmidit pPS30 ja pPS30,1 1is#&m&l114 plasmidin
PPS6 noin 3,7 kb Xmal-restriktiofragmentti, joka sis&lt&i
osan C. acremoniumin rRNA-geeneistd plasmidin pPS21A ai-
noaan Xmal-paikkaan; plasmidit pPS30 ja pPS31,1 eroavat
toisistaan ainoastaan Xmal-restriktiofragmentin sijainti-
suunnan puolesta. Plasmidit pPS31 ja pPS31,1 konstruoitiin
lis#8mdll8 plasmidin pPS6 noin 3,7 kb:n Xmal-restriktio-
fragmentti plasmidin pPS29 ainoaan Xmal-paikkaan. Plasmi-
dien pPS30, pPS30,1, pPS31 ja pPS31,1 konstruktiota kuva-
taan esimerkissa 10.

T&man keksinndn mukaiset plasmidivektorit, jotka
kdyttdvdt hyvdksi Cephalosporium acremoniumin IPS-geenin
transkriptiota ja translaatiota aktivoivaa sekvenssii ai-
kaansaamaan hygromysiiniresistenssin antavan geenin eks-
pressiota, ovat paljon parempia kuin plasmidit, jotka
kdyttavdt hyvdksi Saccharomyces cerevisiaen PGK:n akti-
voivaa sekvenssi¥ aikaansaamaan hygromysiiniresistenssin
antavan geenin ekspressiota C. acremoniumissa. N4iden vek-
toreiden paremmuutta osoittaa kaksi havaintoa:

(1) transformaatiofrekvenssi mitattuna hygromysiiniresis-
tenttien Cephalosporium acremonium -transformanttien luku-
mddrdnd per mikrogrammaa kohti transformaatiossa k#ytettys
DNA-vektoria, on 50-300 kertaa suurempi, kuin IPS:n akti-
voivaa sekvenssis, verrattuna PGK:n aktivoivalle sekvens-
sille, kéytetsdn toteuttamaan vektorissa olevan hygromy-
siiniresistenssin antavan geenin ekspressiota; ja

(2) regeneraatioaika, mitattuna aikana, joka kuluu kunnes

[N L N T Y
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pesékkeet tulevat paljaalla silm#éllé ndkyviksi transfor-
maation j#élkeen, on noin 50 % pienempi, kun kdytetddn
IPS:n aktivoivaa sekvenssis, verrattuna PGK:n aktivoivalle
sekvenssille, toteuttamaan vektorilla olevan hygromysiini-
resistenssin antavan geenin ekspressiota.

Cephalosporium acremoniumin transkriptiota ja
translaatiota aktivoivaa sekvenssi#i voidaan kdytt&d& ilmen-
t4imidsn mitd tahansa DNA-sekvenssid C. acremoniumissa, ku-
ten edellid kuvatut ekspressiovektorit osoittavat. Ndin
ollen tém# keksint® kdsittdd C. acremoniumin transkriptio-
ta ja translaatiota aktivoivan sekvenssin kdytdn, koodat-
tuna plasmidin pIT335 noin 0,5 kb SalI-Ncol-restriktio-
fragmentissa, toteuttamaan minkd tahansa DNA-sekvenssin
ekspressio, joka sekvenssi koodaa hyddyllisen aineen.

T4m#4 keksintd perustuu intaktin toiminnallisen,
Cephalosporium acremoniumin DNA-sekvenssin kloonamiseen,
joka koodaa ei ainoastaan isopensilliini N -syntetaasin
aminohapposekvenssia, vaan myds transkriptiota ja trans-
laatioto aktivoivaa sekvenssid, joka on vdlttamatdn toteu-
tettaessa isopenisilliini N -syntetaasin ilmeneminen C.
acremoniumissa. Samaten, t#m#n keksinntn mukainen IPS-gee-
ni k&sittd8 sekvenssit, jotka sijaitsevat mydtavirtaan
koodaavassa alueessa, jotka vastaavat transkription paat-
tdmisestd ja mRNA:n polyadenylaatiosta ja prosessisignaa-
lista. Tavallisesti sekvenssit, jotka vastaavat transkrip-
tion p#ittémisestd, polyadenylaatiosta ja mRNA:n proses-
soinnista koodautuvat alueella noin 5000 bp my&dt#évirtaan
koodausalueen 1lopetuskodonista. Sen t#&hden noin 0,5 kb
BamHI-Pstl -restriktiofragmentti, joka sis#lt8& IPS:n kar-
boksiterminaalia koodaavan DNA:n ja sen mydtévirtasekvens-
sit, sis8ltdd myds IPS-geenin transkription lopetus- ja
mRNA:n polyadenylaation ja prosessisignaalit.

Yksi vektori, plasmidi pPS27, on konstruoitu, joka
sisdltidd IPS:n transkriptiota ja translaatiota aktivoivan
sekvenssin, jota seuraa hygromysiiniresistenssin antava
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geeni, jota seuraa IPS-geenin transkription lopetus ja
mRNA :n polyaéenylaatio- ja prosessisignaalit. Plasmidi
pPS27:n konstruoimiseksi liitettiin plasmidin pIT335 noin
1,4 kb BamHI-XholI-restriktiofragmentti SallI-BamHI:11& ha-
jotettuun plasmidiin pUC8 (Sall- ja XholI-"overlapit"
(pd8llekkdisfragmentit) ovat yhteensopivia), jolloin saa-
tiin plasmidia pIT336 (kuvio 14).

Plasmidi pIT336 hajotettiin restriktioentsyymilla
Pstl ja suljettiin renkaaksi kaikkien Cephalosporiumin
DNA-sekvenssien poistamiseksi plasmidista paitsi noin 0,5
kb:n BamHI-Pstl-restriktiofragmentti, joka sis&lt&48 IPS-
geenin transkription lopetus- ja mRNA:n polyadenylaatio-
ja prosessisignaalit, jotta saataisiin plasmidi pPS35 (ku-
vio 15)

Plasmidi pPS35 hajotettiin sitten restriktioentsyy-
mill8 HindIII, ja plasmidin pPS29 noin 2,3 kb:n HindIII-
restriktiofragmentti, joka plasmidi sis&dlt88 IPS-geenin
transkriptiota ja translaatiota aktivoivan sekvenssin,
jota seuraa hygromysiiniresistenssin antava geeni, inte-
groitiin HindIII:1lla hajotettuun plasmidiin pPS35 sopivas-
sa sijaintiasemassa, jotta saataisiin plasmidi pPS27.
Plasmidin pPS27 konstruktiota kuvataan esimerkissd 11, ja
plasmidin pPS27 restriktiopaikka ja toimintakartta on esi-
tetty kuviossa 16.

Plasmidin pPS27 hyddyllinen johdannainen voidaan
konstruoida eristdmdlld plasmidin pPS27 noin 2,3 kb:n
HindIII- ja noin 0,5 kb:n HindIII-BamHlI -restriktiofrag-
mentit ja liittadmdlls ndmé8 fragmentit sopivassa asemassa
plasmidin pIT335 noin 5,9 kb:n BgIII-HindIIl -restriktio-
fragmentit, jolloin saadaan plasmidi pPS34. Plasmidi pPS34
sisdltiad sekd hygromysiiniresistenssin antavan geenin ettad
myds isopenisilliini N -syntetaasia koodaavan geenin, joi-
ta kontrolloivat IPS-geenin s#ddtelyelementit. Plasmidin
pPS34 restriktiopaikka- Jja toimintakartta on esitetty
kuviossa 13.
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Plasmidia pIT336 voidaan k#yttdd l&htOmateriaalina
konstruoitaessa plasmidi, joka integroituu Cephalosporium
acremoniumin genomiin isopenisilliini N -syntetaasin gee-
niin lokukseen. T&ll4 plasmidilla, pPS37, on kdyttbd in-
sertio- inaktivaatiotutkimuksissa, silld plasmidin pPS37
transformaatio C. acremonium-kantaan tuottaa kannan IPS-
vajaita mutantteja, kun plasmidi pPS37 integroituu IPS-
geenin koodaavaan alueeseen. Plasmidi pPS37 konstruoitiin
lis44m&114 plasmidin pPS21A noin 3,45 kb:n HindIII-res-
triktiofragmentti, joka sis&dlt8d hygromysiiniresistenssin
antavan geenin IPS-geenin aktivoivan sekvenssin sddtelyn
alaisena, Nrul:11l& hajotettuun plasmidiin pIT336. Plasmi-
dissa pIT336 on ainutkertainen Nrul-paikka, joka sijaitsee
plasmidissa olevan IPS:n koodaavan alueen osassa. Lisda-
m4ll4 noin 3,45 kb:n HindIll-fragmentti, joka on tasapdi-
nen johtuen Klenow-entsyymik#dsittelystd, Nrul:11l4 hajotet-
tuun plasmidiin pIT336 itse asiassa tuotetaan kaksi plas-
midia, pPS37 ja pPS37,1, jotka eroavat toisistaan ainoas-
taan sijoitetun kappaleen orientaation puolesta. Seka
plasmidi pPS37 ettd4 plasmidi pPS37,1 ovat hybdyllisid
transformoitaessa C. acremonium, hygromysiiniresistent-
tien, IPS-vajaiden transformanttien muodostamiseksi.

T4m& keksintd® on uraauurtava keksint$ siind suh-
teessa, ettd se edustaa ensimméisté DNA-sekvenssin kloo-
nausta ja modifiointia, joka sekvenssi koodaa entsymaat-
tista aktiivisuutta jota usein kutsutaan syklaasiaktiivi-
suudeksi, joka on vdlttamdtdn tripeptidisubstraatin kon-
densaation katalysoimiseksi substituoiduksi B-laktaamiksi.
Monet organismit, muut kuin C. acremonium, ekspressoivat
suuressa mddrin samanlaista, ellei identtistd, syklaasiak-
tiivisuutta. Eri sukua olevien antibiootteja tuottavien
organismien syklaasiaktiivisuuden samanlaisuus johtuu eri
syklaasien aminohapposekvenssin vastaavasta samanlaisuu-
desta ja DNA-sekvenssin samanlaisuudesta, joka koodaa syk-
laasiaktiivisuutta.
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Tam4 keksint® tarjoaa syklaasientsyymin sekd& amino-
happo- ett# DNA-sekvenssin, erikoisesti Cephalosporium ac-
remoniumin isopenisilliini N -syntetaasille, ja sitd voi-
daan niin ollen kayttdd syklaasientsyymia koodaavan DNA:n
eristimiseen B-laktaamia tuottavista organismeista. Naitd
DNA-sekvenssejd voidaan esimerkiksi kdyttdd leimattujen
koettimien valmistukseen, joita vuorostaan voidaan kayttaa
syklaasia koodaavien DNA-sekvenssien seulontaan edelld
mainituissa B-laktaamia tuottavissa organismeissa. Tamén
isopenisilliini N -syntetaasia koodaavan DNA:n suuri G- ja
C-pitoisuus, noin 63 %, tekee ném& DNA-yhdisteet erityisen
hytdyllisiksi Streptomyces clavuligeruksen isopenisilliini
N -syntetaasia koodaavan DNA:n eristidmisessa. Streptomy-
ces-DNA:lla tiedetd8n olevan suuri G- Jja C-pitoisuus,
usein lihestyen 70 %, joten t#m#n keksinndn mukaisen DNA:n
suuri G- ja C- pitoisuus tekee DNA-yhdisteet erityisen
hy®dyllisiksi homologisten S. clavuligerus- tai muiden
Streptomyces-DNA-sekvenssien eristémisessd. Tama keksintd
koskee DNA-yhdisteitd, jotka koodaavat syklaasiaktiivi-
suutta ja lis#ksi ekspressiovektoreita, jotka aikaansaavat
syklaasi- aktiivisuuden ekspression suuressa mddrdssé
isdntdorganismeja.

Seuraavat esimerkit annetaan keksinndn edelleen ja
valaisemiseksi mutta niiden ei ole tarkoitettu mitenk&an
rajoittavan té&m#én keksinndn piirid.

Esimerkki 1

E. colin K12 JA221/pIT335 viljely ja plasmidin

pIT335 eristéminen

A. E. colin K12 JA221/pIT335 viljely

E. colin K12 JA221/pIT335 lyofilisaattiampulli saa-
daan Northern Regional Research Laboratories'lta, Peoria,
Illinois, talletusnumerolla NRRL B-15960. Lyofilisaattiam-
pullia voidaan suoraan kdayttaa "viljelménd" seuraavassa
prosessissa.
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Yksi litra L-lientd (10 g tryptonia, 10 g NaCl, ja
5 g hiivauutetta litraa kohti), joka sisdlsi 50 pg/ml am-
pisilliinia siirrostettiin E. colin K12 JA221/pIT335 -vil-
jelm#lls ja inkuboitiin ilmaravistelijassa 37°C:ssa kunnes
optinen tiheys 590 nm:ssa (ODggo) ©li noin 1 absorbanssi-
yksikkdd, jolloin 150 mg kloramfenikolia lisdttiin viljel-
mi4n. Inkubointia jatkettiin noin 16 tuntia. Kloramfeniko-
lilisdys estdd proteiinisynteesin, ja estdd ndin solujen
edelleen jakautumisen, mutta sallii plasmidin replikoinnin
jatkuvan.

B. Plasmidin pIT335 erist&éminen

Esimerkissd 1A valmistettua viljelm#d sentrifugoi-
tiin Sorvallin GSA-roottorissa (Dupont Co., Instrument
Products, Biomedical pivision, Newtown, CN 06470) 6000 rpm
5 minuutin ajan 4°C:ssa. Muodostunut supernatantti heitet-
tiin pois ja solupelletti pestiin 40 ml:1lla TES-puskuria
(10 mM Tris-HCl, pH = 7,5; 10 mM NaCl ja 1 mM EDTA) ja
sitten jalleen pelletoitiin. Supernatantti poistettiin
jalleen ja solupelletti j4sdytettiin kuivassa jddetanoli-
hauteessa ja sulatettiin sitten. Sulanut solupelletti sus-
pendoitiin 10 ml:aan liuosta, jossa oli 25 % sakkaroosia
ja 50 mM EDTA. Seokseen 1isattiin 1 ml lysotsyymiliuosta 5
mg/ml, 3 ml 0,25 M EDTA, pH = 8,0, ja 100 ul RNA A 10 mg/
ml, sekoitettiin ja inkuboitiin j#iden p#&lld 15 minuut-
tia. 3 ml hajottavaa liuosta (valmistettu sekoittamalla 3
ml 10 % Triton-X 100, 75 ml1 0,25 M EDTA, pH = 8,0, 15 ml 1
M Tris-HCl, pH = 8,0, ja 7 ml vettd) lisattiin lysotsyymi-
kasiteltyihin soluihin, sekoitettiin ja syntynyttd liuosta
inkuboitiin j#iden p##lla vield 15 minuuttia. Hajonneet
solut jaddytettiin kuivassa jédetanolihauteessa ja sitten
sulatettiin.

Solujdénteet poistettiin liuoksesta sentrifugoimal-
la 25 000 rpm 40 minuutin ajan SW27-roottorilla (Beckman,
7360 N. Lincoln Ave., Lincolnwood, IL 60646) ja uuttamalla
puskuroidulla fenolilla. Sitten lisdttiin 30,44 g CsCl ja
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noin 1 ml etiumbromidiliuosta 5 mg/ml liuoksen tilavuus
sdddettiin 40 ml:ksi ja dekantoitiin VTi50 ultra-sentrifu-
giputkeen (Beckman). Putken sulkemisen j&lkeen liuosta
sentrifugoitiin VTi50-roottorissa 42000 rpm noin 16 tunnin
ajan. Muodostunut plasmidivydhyke, tehtynd n8kyvdksi ul-
traviolettivalon avulla, eristettiin ja laitettiin sitten
Ti75-putkeen ja -roottoriin (Beckman) ja sentrifugoitiin
50 000 rpm 16 tuntia. Kaikki tarvittavat tilavuuden sdaaddt
tehtiin k#éyttden TES:1id8, joka sisdlsi 0,761 g/ml CsCl:a.
Plasmidivydhyke eristettiin jdlleen, uutettiin suolalla
kylldstetylld isopropanolilla etiumbromidin poistamiseksi
ja laimennettiin 1:3 TES-puskurilla. Kaksi tilavuutta eta-
nolia lisdttiin sitten liuokseen, mits8 seurasi inkubointi
yli ybn -20°C:ssa. Plasmidi-DNA pelletoitiin sentrifusoi-
malla liuosta SS34 roottorissa (Sorvall) 15 minuuttia
10 000 rpm. Noin 1 mg plasmidin pIT335 DNA:ta, joka saa-
tiin t&118 menetelm#lls, suspendoitiin 1 ml:aan TE-pusku-
ria (10 mM Tris-HCl, pH = 8,0, ja 1 mM EDTA) ja sdilytet-
tiin -20°C:ssa. Plasmidin pIT335 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta on esitetty kuviossa 1.

Esimerkki 2

Plasmidin pIT337 konstruointi

A. E. colin K12 RV308/pCZ106 viljely ja plasmidin

pCZ106 eristaminen

E. colin K12 RV308/pCZ106 1lyofilisaattiviljelmi
saadaan Northern Regional Research Laboratories'lta, Peo-
ria, Illinois, tallentusnumerolla NRRL B-15959. Lyofili-
saattia kdytetddn siirrostamaan 1 litra L-lientd, joka
sisdltdd 50 pg/ml kanamysiini8, ja siirrostettua lientid
inkuboidaan 25°C:ssa ilmaravistelijalla, kunnes OD,,, on
0,5-1,0 absorbanssiyksikktd. Kun viljelmdn optinen tiheys
saavuttaa tason 0,5-1,0 absorbanssiyksikk&d, nostetaan
lémpttilaa 37°C:seen ja inkubointia jatketaan 2-6 tuntia.
"Runaway"-replikoni on kuten aikaisemmin on todettu, l&m-
pbtilaherkkd ja menettdd kopiomddrdn sddtelyn 37°C:ssa.
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2-6 tunnin inkubointi 37°C:ssa on tdysin riittéva aika
kontrolloimattomalle replikaatiolle.

2-6 tunnin inkuboinnin j#lkeen 37°C:ssa, solut ote-
taan talteen ja plasmidin pCZ106 DNA eristetddn suuressa
masrin esimerkin 1B menetelmdn mukaisesti. Noin 5 mg plas-
midin pCZ106 DNA:ta saadaan ja suspendoidaan 5 ml:aan TE-
puskuria. Plasmidin pCZ105 restriktiopaikka- ja toiminta-
kartta on esitetty kuviossa 2.

B. Plasmidin pCz106 Ncol- ja BamHI-hajotus ja
plasmidin pCZ106 noin 8,7 kb:n NcoI-Ncol- ja
noin 1,6 kb:n Ncol-BamHI -restriktiofragmenttien
eristdminen

Suunnilleen 25 ug, vastaten 25 ul:aa, plasmidin
pCZ106 DNA:ta, joka valmistettiin esimerkissid 2, lisdttiin
ja sekoitettiin seuraavien komponenttien kanssa: 10 pl 10
x BamHI-reaktiopuskuria [1,5 M NaCl, 60 mM Tris-HCl1l, pH
7,9, 60 mM MgCl,, ja 1 mg/ml naudan seerumin albumiini
(BSA)], 5 pl (noin 50 yksikkss) restriktioentsyymis”
BamHI, 5 pl (noin 50 yksikktd) restriktioentsyymia Ncol ja
55ul H,0:ta. Syntynyttd reaktioseosta inkuboitiin nelja
tuntia 37°C:ssa, mink# ajan j#lkeen reaktio oli olennai-
sesti pddttynyt.

NcoI-BamHI -reaktioseokselle suoritettiin sitten
elektroforeesi 1 % agaroosigeelilld kunnes halutut noin
1,6 kb:n Ncol-BamHI- ja noin 8,7 kb:n NcoI-Ncol -fragmen-
tit olivat selvasti erottuneet muusta reaktiotuotteesta,
noin 0,3 kb:n restriktiofragmentista. Elektroforeesikédsi-
tellyn DNA:n visuaalinen tarkastelu suoritettiin varjaa-
mills geeli laimeassa etidiumbromidiliuoksessa (0,5 pg/ml)
ja altistamalla vérjatty geell pitk#aaltoiselle UV-valol-
le. Haluttujen fragmenttien paikantamisen j&lkeen tehtiin
geeliin pieni rako kunkin halutun fragmentin eteen, ja
pieni pala Schleicher and Schuell (Keene, NH 03431) NA-45
DEAE -membraania pistettiin kuhunkin rakoon. Elektroforee-
si jatkettiin, jolloin DNA sitoutui ei-kovalenttisesti
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DEAE -membraaniin. Sen j#lkeen kun halutut fragmentit oli-
vat sitoutuneet DEAE-membraaniin, membraanit poistettiin
ja huuhdeltiin matalasuolaisella puskurilla (100 mM KCl,
0,1 mM EDTA, ja 20 mM Tris-HCl, pH 8). Seuraavaksi kukin
membraani pistettiin pieneen putkeen ja upotettiin kor-
keasuolaiseen puskuriin (1 M NaCl, 0,1 M EDTA ja 20 mM
Tris-HCl, pH 8) ja inkuboitiin sitten 65°C:ssa yksi tunti
DNA:n poistamiseksi DEAE-paperista. Inkuboinnin j&lkeen
65°C:ssa, inkubointipuskuri otettiin talteen ja membraani
huuhdeltiin korkeasuolaisella puskurilla. Huuhteluliuos
yhdistettiin inkubointipuskurin kanssa ennen haluttujen
DNA-fragmenttien talteenottoa.

Korkeasuolaisen DNA-liuoksen tilavuus s&d#ddettiin

niin, ett#d NaCl-pitoisuus oli 0,25 M ja sitten lisattiin
kolme tilavuutta kylm## absoluuttista etanolia. Syntyneet
liuokset sekoitettiin ja laitettiin -70°C:seen 10-20 mi-
nuutin ajaksi. J&&hdytt#misen j&lkeen liuckset sentrifu-
goitiin 15 000 rpm 15 minuutin ajan. Toisen saostuksen
jdlkeen j&&nndssuolan poistamiseksi, DNA-pelletit huuhdel-
tiin etanolilla, kuivattiin, suspendoitiin 20 pl:aan TE-
puskuria, ja muodostivat noin 5,0 pg haluttuja plasmidin
pCZ106 noin 1,6 kb:n Ncol-BamHI- ja noin 8,7 Kkb:n Ncol-
Ncol -restriktiofragmentteja. Saadut puhdistetut fragmen-
tit liuotettiin erikseen 25 pl:aan TE-puskuria ja sdily-
tettiin -20°C:ssa.
*'Ellei toisin ole mainittu, saatiin restriktio- ja ligaa-
tioentsyymit New England Biolabs'lta, 32 Tozer Road, Be-
verly, MA 01915. Tdss# olevat yksikkOmddritelmdt vastaavat
valmistajan antamia yksikkom&dritelmis.

C. Plasmidin pIT335 Ncol- ja BamHI noin 1,5 kb
Ncol-BamHI-hajotus ja -restriktiokappaleen noin
eristéminen, joka koodaa isopenisilliini N -syn-
tetaasia

Suunnilleen 25 pg, vastaten 25 pl:aa, plasmidin
pIT335 DNA:ta, jota valmistettiin esimerkissd 1B, hajotet-
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tiin restriktioentsyymeilld Ncol ja BamHI oleellisesti
esimerkin 2B menetelm#n mukaisesti. Saatu Ncol-BamHI -ha-
jotettu DNA laitettiin 1 % agaroosigeelille ja haluttu 1,5
kb:n Ncol-BamHI -restriktiofragmentti eristettiin oleelli-
sesti esimerkin 23 menetelm&n mukaisesti. Suunnilleen 5 pg
haluttua fragmenttia saatiin, suspendoitiin 25 pl:aan TE-
puskuria ja s#ilytettiin -20°C:ssa.

D. Plasmidin pIT337 lopullinen konstruointi

5 pl plasmidin pCZ106, noin 1,6 kb:n Ncol-BamHI- ja
2,5 pl noin 8,7 kb:n Ncol-Ncol -restriktiofragmentteja,
joka plasmidi oli puhdistettu esimerkissd 2B ligatoitiin 5
pl:aan plasmidin pIT335 noin 1,5 kb:n NcolI-BamHI -restrik-
tiofragmenttiin, joka plasmidi oli pundistettu esimerkissa
2C, jolloin muodostui plasmidi pIT337. Reaktiotilavuus oli
30 pl ja se kdsitti edells mainitut DNA-fragmentit, 1,1 nl
(noin 100 yksikk&d) T4 DNA-ligaasia, 3 pl 10 x ligaatio-
puskuria (0,5 M Tris-HC1l, pH 7,8, 100 mM MgCl,, 200 mM di-
tiotreitoli (DTT), 10 mM ATP, ja 1 mg/ml BSA) ja 13,4 ul
H,0. Reaktioseosta inkuboitiin kaksi tuntia 15°C:ssa, minkd
jdlkeen reaktio oli oleellisesti p##ttynyt. Ligatoitu DNA
muodosti halutun plasmidin pIT337 DNA:n. Plasmidin pIT337
restriktiopaikka- ja toimintakartta on esitetty kuviossa
3.

Esimerkki 3

E. colin K12 RV308/pIT337 konstruointi ja E. colin

tuottaman isopenisilliini N -syntetaasin mddritys

A. E. colin K12 RvV308/pIT337 konstruointi

50 ml E. coli K12 RV308 (NRRL B-15624) -viljelmad
L-liemess# kasvatettiin OD,,-arvoon noin 0,5 absorbanssi-
yksikkéd. Viljelmd jéshdytettiin jdiden padlla kymmenen
minuutin ajan, ja solut otettiin talteen sentrifugoimalla.
Solupelletti suspendoitiin 25 ml:aan kylmaa 100 mM CaCl, ja
inkuboitiin jdiden p##114 25 minuuttia. Solut pelletoitiin
taas kerran sentrifugoimalla, ja pelletti suspendoitiin
2,5 ml:aan kylm&4 100 mM CaCl, ja inkuboitiin j&iden p&&lla
yli yon.
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200 pl t4dtd solususpensiota sekoitettiin ligatoidun
DNA:n kanssa, jota oli valmistettu esimerkissd 2D ja inku-
boitiin jdiden p&#sllad 20 minuuttia ja sitten solut kerat-
tiin talteen sentrifugoimalla. Solupelletti suspendoitiin
noin 1 ml:aan L-lient# ja suspensiota inkuboitiin 25°C:ssa
yksi tunti. Soluseoserid viljeltiin L-agarmaljoilla (L-
liemi, jossa oli 15 g/1 agaria), joissa oli 50 pg/ml kana-
mysiinisd, ja maljoja inkuboitiin 25°C:ssa. E. coli K12
RV308/pIT337 -transformantit todettiin oikeiksi seulomalla
kanamysiiniresistenssin suhteen ja transformanttien plas-
midi-DNA:n restriktioentsyymianalyysilld plasmidi-DNA:ta
saatiin E.colin K12 RV308/pIT337 -transformanteista oleel-
lisesti esimerkissi 2A kuvatun mukaisesti, mutta pienem-
midssd mitassa, ja CsCl-gradientti -vaiheet jatettiin pois.

B. E. colin K12 Rv308/pIT337 viljely isopenisillii-

ni N -syntetaasin aktiivisuuden ekspressoimisek-
si

Useita E. colin K12 RvV308/pIT337 transformanttien
isolaatteja, jotka transformantit oli valmistettu esimer-
kin 3A mukaisesti, siirrostettiin Kkukin erikseen 5 ml:n
L-liemieriin, joissa oli 50 pg/ml kanamysiinid, ja viljel-
mis inkuboitiin ilmaravistelijalla 25°C:ssa kunnes ODgy oli
noin 0,2 absorbanssiyksikktd. Viljelmdt siirrettiin sitten
37°C:sen ilmaravistelijalle ja inkuboitiin 37°C:ssa noin 6
tunnin ajan.

6 tunnin kuluttua, 37°C:ssa inkuboiden, yksi ml ku-
takin viljelm#d otettiin talteen, ja solut pelletoitiin
sentrifugoimalla Solupelletit pestiin kukin erikseen 1
ml:1la 10 mM NaCl ja suspendoitiin sitten 1 ml:aan IPS-
uuttopuskuria (0,05 M Tris-HCl, pH 8,0, 0,01 M KC1 ja 0,01
M MgsoO,). Soluja sonikoitiin kuudessa viiden sekunnin so-
nikointier#dss#d, joka aikaansaatiin Sonifier Cell Disrup-
tor'illa, Malli W185, Heat Systems-Ultrasonics, Inc.,
Plainview, Long Island, NY, kdayttden mikrokérked. Soni-
kointikidsittelyerien v#linen aika oli 60 sekuntia, ja
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seosta pidettiin j&#detanolihauteessa k3dsittelyn aikana.
Sonikoinnin jdlkeen soluseosta sentrifugoitiin jdanndsten
poistamiseksi ja k#dytettiin sitten suoraan midrityksessa.

C. Isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuuden

madritys

Seuraava mairitysmenetelmd on muunnettu Shenin et
al. menetelmidstd, [J. of Antibiotics 37 (1984) 1044-1048].

Isopenisilliini N -syntetaasin miiritysreaktio suo-
ritettiin kokonaistilavuuden ollessa 500 pl. Reaktion
aloittamiseksi 1,0 ml liuosta, jossa oli 1,4 mM 6-(L-a-
aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-D-valiinia ja 3,75 mM DTT:t&
annettiin reagoida huoneenldmmyssd 30-60 minuutin ajan
kaiken dimeerisen tripeptidin pelkist#miseksi monomeeri-
seen muotoon. 50 pl kutakin seuraavaa kantaliuosta jaet-
tiin kuhunkin m##ritysputkeen (steriilit, lasiset, kerta-
kdyttdiset 13 x 100 mm putket): 500 mM Tris-HCl, pH 7,4,
100 mM KC1, 100 mM MgSO,, 2,0 mM FeSO, ja 6,7 mM askorbii-
nihappo. Seuraavaksi lis#ttiin vaihtelevia miédrid uutetta,
joka oli laimennettu vedell#d 150 pl:ksi. Kuhunkin putkeen
lisittiin sitten noin 100 pl:n erin# tripeptidiliuosta;
tripeptidin lis#ys aloittaa reaktion. Kutakin putkea se-
koitettiin substraatin lis#yksen yhteydess#. Reaktioseos-
astiat sijoitettiin sitten pydrivéa liiketta tekevdsn ra-
vistelijahauteeseen 250 rpm, inkubaatioldmpdtilassa 25°C.
Reaktioaika oli 45 minuuttia. 45 reaktiominuutin jélkeen
otettiin kaksi 100 pl:n niytett#d ja annosteltiin biomddri-
tyslevyjen kuoppiin, ja 100 yksikkda penisillinaasi A:ta
lis#ttiin ndytteen loppuosaan. Penisillinaasi A saatiin
Riker's Laboratories Inc.'lta, entsyymi# myyd&&n 100 000
yksikén ampulleissa, jotka liuotettiin 5 ml:n vesierilld.
Viisi pl (100 yksikkdd) liuotettua penisillinaasi A:ta 1i-
sittiin kuhunkin reaktioseokseen, annettiin reagoida 5
minuuttia huoneenlsmmdssd ja sitten 100 pl kutakin peni-
sillinaasi A:lla k#sitelty#d uutetta annosteltiin biomaa-
rityslevyjen kuoppiin. Tama penisillinaasi A -k#sittely
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tehddsdn, jotta voitaisiin tarkistaa, ett# biomddritysle-
vyjen vybhykkeet johtuvat penisilliinin l#4sn#olosta eiki
kefalosporiinin tai muun kontaminantin l#sn#olosta.

Penisilliini N:n standardikdyrd valmistettiin 1li-
sdamdlla 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 ja 20,0 pg penisilliini
N:d88 biom#&rityskuoppiin. Penisillinaasi A:n aktiivisuus
tarkistettiin mySs lis#8mi8ll8 4 pl entsyymivalmistetta
noin 200 pl:aan penisilliini N:83 (0,2 pg/ml).

Biomddrityslevyt koostuivat Kl13l-ravintoagarista,
joka valmistetaan liuottamalla 30,5 g BBL:n Antibiotic
Mediumia # 11 (Becton Dickinson & Company, Cockeysville,
MD) yhteen 1litraan deionisoitua vettd, kiehauttamalla
liuos, j&&hdyttiém#lls 70°C:seen ja sitten autoklavoimalla
35 minuuttia 121°C:ssa ja 15 psi. Maljoille levitettiin 4
ml tuoretta yli y®n kasvanutta Micrococcus luteusta (ATCC
9341) per 700 ml agaria. M. luteusta kasvatettiin K544-
ravintoliemessd, jonka koostumus on: Difcon peptoni, 5,0
g, Difcon hiivauute 1,5 g, natriumkloridi, 3,5 g, dika-
liumfosfaatti (vedettn), 3,7 g, monokaliumfosfaatti, 1,3
g, Difcon lihauute, 1,5 g, yhdess# litrassa deionisoitua
vettd - - liuos kiehautetaan, j##hdytetdsn 25°C:seen, pH
sdddetddn 7,0:ksi 1N HCl:n ja 1IN NaOH:n avulla, ja sitten
autoklavoidaan 20 minuuttia ja 15 psi ennen kdytt&&. Siir-
rostettu agar annosteltiin 100 x 15 mm:n maljoille, 15 ml
siirrostettua agaria maljaa kohti. Kuopat valmistettiin
imun avulla kdytt8en kertak#ytt®distd 5 ml:n pipettia, ku-
kin kuoppa oli 10 mm halkaisijaltaan.

Kun maljat oli valmistettu ja n#ytteet annosteltu
kuoppiin, maljat laitettiin 37°C:n inkubaattoriin 18 tun-
niksi. M#&8ritystulokset m#iritettiin mittaamalla kunkin
ndytekuopan ympdrill¥ olevan kirkkaan alueen halkaisija,
joka on seurauksena siit#d, ettei M. luteus kykene kasva-
maan, kun penisilliini8 on l&sni.

Madritystulokset on alla taulukoituna.
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Taulukko II
Isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuus E. colin

K12 RV308/pIT337 solu-uutteissa

Nédyte vythykkeen koko

(mm)

2 pg penisilliini N -standardi 16

5 " penisilliini N -standardi 18
10 " penisilliini N -standardi 27
20 " penisilliini N -standardi 31
25 " E. coli K12 RvV308/pIT337 solu-uutetta 10
50 " E. coli K12 RV308/pIT337 solu-uutetta 22
100 " E. coli K12 RV308/pIT337 solu-uutetta 27
150 " E. coli K12 RV308/pIT337 solu-uutetta 29
Kaikki k#sitellyt penisilliinindytteet 0]
E. coli K12 RvV308/pCZ106 solu-uutekontrolli 0
Kontrollireaktiot ilman substraattia 0

Vaikkakin m&#rityksen lineaarisuus, mitattuna vyo-
hykkeen kokona, putoaa huomattavasti kun vybhykekoko kas-
vaa yli 21 mm, osoittavat m#iritystulokset selvdsti, etta
E. colin K12 RV308/pIT337 transformantit ilmentdvat iso-
penisilliini N -syntetaasin aktiivisuuden, kun taas E.
colin K12 RV308/pCzZ106 transformantit eivit.

E. colin tuottama materiaali on huomattavasti pysy-
v4mp44 kuin Cephalosporium acremoniumista per#disin oleva
isopenisilliini N -syntetaasi. Tdm# suurempi pysyvyys ha-
vaittiin ensiksi ja#dytys-sulatuskokeissa. C. acremoniumin
isopenisilliini N -syntetaasin aktiivisuus inaktivoituu
nopeasti uudelleen jaédytettdessd ja sulétettaessa, mutta
t&min keksinn®n mukainen E. colin tuottama isopenisilliini
N -syntetaasin aktiivisuus on melkoisen resistentti jdaa-
dyttémiselle ja sulattamiselle.

Suurempi stabiilisuus johtuu luultavasti eroavai-
suudesta entsyymid valmistettaessa C. acremoniumin ja E.
colin v&l1ill&. Esimerkiksi, C acremoniumista eristetylld
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isopenisilliini N -syntetaasilla ei n&dyt4d olevan ensimm&i-
si8 kahta aminoterminaalista aminohappotdhdettsd, metionii-
nia ja glysiinid, jotka koodautuvat C. acremoniumin iso-
penisilliini N -syntetaasin aktiivisuuden koodaavassa
DNA:ssa ja jotka ovat myts ldsnd t&mén keksinndn mukaises-
sa E. colin tuottamassa materiaalissa. Kuten tuodaan esiin
Jjulkaisussa Tsunasawa et al. J. of Biol. Chem. 260 (1985)
5382-91, E. coli tuottaa peptidaasia, joka katkaisee ami-
noterminaalisen metioniinitd&hteen proteiinista, kun seu-
raavalla t&hteelld on suhteellisen pieni sivuketju. IPS-
proteiinissa seuraa aminoterminaalista metioniinia gly-
siinit&hde, joten aminoterminaalinen metioniini katkeaa.

Huomioon ottaen E. colin tuottaman isopenisilliini
N -syntetaasin aktiivisuuden suurempi stabiilisuus ja eri-
lainen aminohappot&hdesekvenssi, sis#ltdi t4m8 keksintd
my8s uuden proteiinin: E. colin tuottaman isopenisilliini
N -syntetaasin.

Esimerkki 4

Plasmidin pPS20 konstruointi

A. HindIII:lla hajotetun plasmidin pIT335 valmis-

taminen

5 pl plasmidin pIT335 DNA:ta valmistettuna esimer-
kissd 1B, joka vastaa noin 5 pg plasmidin DNA:ta, lis&t-
tiin ja sekoitettiin 5 pl:aan 10 x HindIII-puskuria (500
mM NaCl, 500 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM MgCl, ja 1 mg/ml
BSA), 5 pl:aan (noin 50 yksikk®d) restriktioentsyymid Hin-
dIII ja 35 pl:aan H,0. Syntynyttd reaktioseosta inkuboitiin
37°C:ssa nelj& tuntia. HindIII:lla hajotettu plasmidin
pIT335 DNA uutettiin kerran fenolilla ja kerran CHCl1,:1lla.
Uuttamisten jdlkeen, HindIII:lla hajotettu plasmidin pIT3-
35 DNA tehtiin 0,25 M:ksi NaCl:ssa, laimennettiin kahdella
tilavuudella absoluuttista etanolia, j##hdytettiin kuivas-
sa jddetanolihauteessa ja sitten saostunut DNA otettiin
talteen sentrifugoimalla. Noin 5 pg HindIII-hajotettua
plasmidin pIT335 DNA:ta, joka saatiin t#114 menetelm&lld,
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liuotettiin 10 pl:aan TE-puskuria ja sdilytettiin -20°C:-
ssa.

B. Plasmidin pIT221 HindIII-hajotus ja plasmidin
pIT221 noin 2,7 kb:n HindIII-restriktiofragmen-
tin eristéminen, joka plasmidi sis&lt&a hygro-
mysiiniresistenssin antavan geenin

EP-patenttijulkaisussa 177 243 kuvataan vektoreita
ja olosuhteita Cephalosporium acremoniumin transformoimi-
seksi. Konstruktiokulkukaaviot 1-6 ja esimerkit 1-6 jotka
sisidllytetdsin tah&n viitteend, kuvaavat plasmidin pIT221
konstruoinnin. Plasmidin pIT221 restriktiopaikka- ja toi-
mintakartta on esitetty kuviossa 4.

Plasmidi pIT221 eristettiin E. colista K12 JA221/
pIT221 oleellisesti témdn julkaisun esimerkin 1 menetelmdn
mukaisesti. Noin 50 pg plasmidia pIT221 hajotettiin 100
pl:ssa 1 x HindIII-reaktiopuskuria, jossa oli 100 yksikkdd
restriktioentsyymid HindIII, oleellisesti esimerkin 4A
menetelmidn mukaisesti. HindIII:lla hajotetun plasmidin
pIT221 DNA:n uuttamisen, saostamisen ja uudelleenliuotuk-
sen j#lkeen esimerkin 4A menetelmdn mukaisesti, laitettiin
DNA 1 %:1le agaroosigeelille elektroforeesia varten. Ha-
luttu plasmidin pIT221 noin 2,7 kb:n HindIll-restriktio-
fragmentti, joka plasmidi sisdltaa hiivan Saccharomyces
cerevisiae fosfoglyseraattikinaasin transkriptiota ja
translaatiota aktivoivan sekvenssin ja koodaa hygromysii-
niresistenssin antavan fosfotransferaasientsyymin, eris-
tettiin ja puhdistettiin geelistad ja muista liuotustuot-
teista oleellisesti esimerkin 2B menetelm#n mukaisesti.

Noin 5 pg haluttua noin 2,7 kb:n HindIII restrik-
tiofragmenttia eristettiin edelld kuvatulla menetelmdlld.
Saatu puhdistettu fragmentti liuotettiin 10 pl:aan TE-pus-
kuria ja s#ilytettiin -20°C:ssa.

C. Plasmidin pPS20 lopullinen konstruointi

Noin 1 pl HindIII-hajotettua plasmidin pIT335
DNA:ta, joka oli valmistettu esimerkissé 4A, ja 4 pl plas-
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midin pIT221 noin 2,5 kb:n HindIlII-restriktiofragmenttia,
joka oli valmistettu esimerkissi 4B, liitettiin 30 pl:ssa
ligaatiopuskuria, jossa oli 100 yksikk®3 T4 DNA -ligaasia
oleellisesti esimerkin 2C menetelm&n mukaisesti. Ligatoitu
DNA muodosti halutun plasmidin pPS20. Plasmidin pPS20 res-
triktiopaikka- ja toimintakartta on esitetty kuviossa 5.

Noin 2,7 Kkb:n HindlII-restriktiofragmentti voisi
sijoittua plasmidiin pIT335 molemmissa kahdesta orientaa-
tiosta, joten ligatoitu DNA muodosti my®s toisen plasmidin
pPS20,1. Plasmidi pPS20,1 on toiminnallisesti ekvivalent-
tinen plasmidin pPS20 kanssa ja eroaa plasmidista pPS20
vain noin 2,7 kb:n HindIII-restriktiofragmentin orientaa-
tion suhteen.

D. E. colin K12 JA221/pPS20 konstruointi ja plasmi

din pPS20 DNA:n eristéminen

50 ml E. colin K12 JA221 (NRRL B-15211) viljelmds
L-liemessd kasvatettiin ODgy-arvoon noin O0,2. Viljelm&a
jéshdytettiin j&ills kymmenen minuuttia ja solut otettiin
talteen sentrifugoimalla. Solupelletti suspendoitiin 25
ml:aan kylm84& 100 mM CaCl, ja inkuboitiin j4ill& 25 minuut-
tia. Solut pelletoitiin jdlleen kerran sentrifugoimalla ja
pelletti suspendoitiin 2,5 ml:aan kylm#& 100 mM CaCl, ja
inkuboitiin j4ill4 yli yon.

200 pl t4td solususpensiota sekoitettiin ligatoidun
DNA:n kanssa, joka oli valmistettu esimerkiss# 4C, ja in-
kuboitiin j#iden p&#4114 20 minuuttia. Seosta inkuboitiin
sitten 2 minuutin ajan 40°C:ssa, mit4 seurasi 10 minuutin
inkubointi huoneenl&mméssd. 3 ml L-lientd lis#ttiin so-
luseokseen, ja sitten soluja inkuboitiin ilmaravistelijas-
sa 37°C:ssa kaksi tuntia.

Soluseoksen jakeita viljeltiin L-agarmaljoilla (L-
liemi, jossa on 15 g/l agaria), joissa oli 100 pug/ml ampi-
silliinia, ja maljoja inkuboitiin sitten 37°C:ssa. E. co-
lin K12 JA221/pPS20-transformantit osoitettiin oikeiksi
ampisilliiniresistenttien transformanttien plasmidi DNA:n
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restriktioentsyymianalyysillé. Plasmidi-DNA:ta saatiin E.
colin K12 JA221/pPS20 ja E. colin K12 JA221/pPS20,1 trans-
formanteista oleellisesti esimerkin 1 menetelmén mukaises-
ti, mutta pienemmissi mitassa, ja CsCl-gradienttivaiheet
jadtettiin pois.

Esimerkki 5

A. Plasmidin pIT335 DNA:n Ncol-hajotus ja Klenow-

kdsittely ja syntyneen noin 0,85 kb:n fragmentin

eristéminen, joka fragmentti koodaa Cephalosporium

acremoniumin transkriptiota ja translaatiota akti-

voivan sekvenssin

Noin 50 pl, vastaten 50 pg, plasmidin pIT335 DNA:
ta, jota oli valmistettu esimerkissd 1, lis#ttiin ja se-
koitettiin 10 pl:aan 10 x BamHI-puskuria, 5 upl:aan (noin
50 yksikkdtd) restriktioentsyymid Ncol, ja 35/ul:aan H,0.
Syntynyttd4 reaktioseosta inkuboitiin 37°C:ssa neljd tun-
tia. Reaktioseos tehtiin sitten 0,25 M:ksi NaCl:ssa, lai-
mennettiin kahdella tilavuudella absoluuttista etanolia,
jashdytettiin 10 minuuttia kuivassa jda-etanoli -hauteessa
ja; sentrifugoitiin saostuneen DNA pelletoimiseksi. Nsol-
hajotettu plasmidin pIT335 DNA-pelletti 1liuotettiin S50
Hl:aan 1 x Klenow-puskuria (40 mM KPO,, pH 7,5, 6,6 mM
MgCl,, 1,0 mM 2-merkaptoetanoli, 33 puM 4dATP, 33 uM 4CTP
33 pyM 4GTP, ja 33 pM TTP). 2 pl (noin 10 yksikkdd, New
England Biolabs) E. colin DNA-polymeraasi I:n, tunnettu
nimelld Klenow, suurta fragmenttia lis#ttiin ja sekoitet-
tiin DNA:n kanssa, ja syntynyttd reaktioseosta inkuboitiin
16°C:ssa yksi tunti. Reaktio lopetettiin uuttamalla pusku-
roidulla fenolilla.

Ncol-hajotettu, Klenow-kdsitelty plasmidin pIT335
DNA laitettiin sitten 1 $:1le agaroosigeelille elektrofo-
reesia varten. Noin 0,85 kb:n restriktiofragmentti, joka
sisiltds Cephalosporium acremoniumin IPS-geenin transkrip-
tiota ja translaatiota aktivoivan sekvenssin, eristettiin
geeliltd ja puhdistettiin oleellisesti esimerkin 2B mukai-
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sesti. Noin 4 pg haluttua fragmenttia saatiin ja suspen-
doitiin 10 pl:aan TE-puskuria.

B. Vdlituote plasmidin pPS19 konstruointi

1 pl plasmidin pIT221 DNA:ta liuotettiin viiteen

pl:aan 10 x XmaI-puskuria (250 mM NaCl, 60 mM Tris~-HCl, pH
7,5, 60 mM MgCl,, 60 mM 2-merkaptoetanoli ja 1 mg/ml BSA),
43 pl:aan H,0:ta ja 2 pl:aan (noin 10 yksikk®4) restriktio-
entsyymid Xmal. Syntynytt# reaktiota inkuboitiin 37°C:ssa
neljd tuntia. Reaktio lopetettiin fenoliuutolla. XmaI-re-
aktioseos uutettiin CHCl,:1la, mink4 j&lkeen reaktioseos
tehtiin 0,25 M:ksi NaCl:ssa, laimennettiin 2:11a tilavuu-
della absoluuttista etanolia, ja#hdytettiin 10 minuuttia
kuivassa jd8-etanoli-hauteessa ja saostunut XmaI-hajotettu
plasmidin pIT221 DNA pelletoitiin sentrifugoimalla.

XmaI:11l8 hajotettu plasmidin pIT221 DNA liuotettiin

uudelleen 100 pl:aan IX ligaatiopuskuria, Jossa o0li 500
yksikkéd T4 DNA -ligaasia. Ligaatioreaktiota inkuboitiin
12°C:ssa noin 16 tuntia ja k#ytettiin sitten E. colin K12
JA221 transformoimiseksi oleellisesti esimerkin 4D mene-
telmsn mukaisesti. Ampisilliiniresistentit plasmidin pPS19
transformantit identifioitiin transformanttien plasmidi-
DNA:n restriktioentsyymianalyysill#. Plasmidin pPS19 DNA: -
ta valmistettiin oleellisesti esimerkin 1 menetelmin mu-
kaisesti. Plasmidin pPS13 restriktiopaikka ja toiminta-
kartta on esitetty kuviossa 6.

C. Plasmidin pPS19 DNA:n BamHI-hajotus ja Klenow-
k3sittely ja noin 7,7 kb:n fragmentin erist#mi-
nen

50 pg plasmidin pPS19 DNA:ta hajotettiin restrik-

tioentsyymill¥d BamHI ja k#siteltiin Klenowilla oleellises-
ti esimerkin 4A menetelm#n mukaisesti, paitsi ettd BamHI-
restriktioentsyymid, eiki Ncol-restriktioentsyymid, k&y-
tettiin hajottamaan plasmidin pPS19 DNA:ta. BamHI:114 ha-
jotettu, Klenow-k#sitelty plasmidin pPS19 DNA laitettiin 1
%$:1le agaroosigeelille, ja noin 7,7 kb:n fragmentti eris-
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tettiin ja puhdistettiin oleellisesti esimerkin 2B mene-
telmén mukaisésti. Noin 5 pg haluttua fragmenttis saatiin,
liuvotettiin 10 pl:aan TE-puskuria ja s#ilytettiin -20°C:-
ssa.

D. Plasmidin pPS21 lopullinen konstruointi

2 pl noin 0,85 kb:n fragmenttis, joka oli valmis-
tettu esimerkiss# 5A, liitettiin 2 pl:aan noin 7,7 kb:n
fragmenttia, joka oli valmistettu esimerkissd 5C, 30 pl:-
ssa 1 x ligaatiopuskuria, joka sisdlsi 500 yksikk®dad T4 DNA
-ligaasia. Ligaatioreaktioseosta inkuboitiin 12°C:ssa 16
tuntia, ja liitetty DNA muodosti halutun plasmidin pPS21
DNA:n.

‘ E. E. colin JA221/pPS21 konstruointi

Ligatoitua DNA:ta, jota oli valmistettu esimerkissi
5D, kéaytettiin E. colin K12 JA221 transformoimiseksi
oleellisesti esimerkin 4D menetelmi#n mukaisesti. Ampisil-
liiniresistentit transformantit seulottiin plasmidin pPS21
lidsnéolon suhteen transformanttien plasmidi-DNA:n restrik-
tioentsyymianalyysill4. Koska noin 0,8 kb:n fragmentti
saattoi sijoittua plasmidin pPS19 noin 7,7 kb:n fragment-
tiin jommassa kummassa kahdesta orientaatiosta, ja koska
vain yksi sijainti on oikeassa asemassa Cephalosporium
acremoniumin transkriptiota ja translaatiota aktivoivaan
sekvenssiin nihden hygromysiiniresistenssin antavan geenin
ekspressiota varten, vain noin puolet transformanteista
olivat haluttua E. colia K12 JA221/pPS21. Yhtd sellaista
E. colin K12 JA221/pPS21 -transformanttia k&ytettiin
plasmidin pPS21 DNA:n valmistamiseksi oleellisesti esimer-
kin 1 menetelmén mukaisesti.
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Esimerkki 6

Cephalosporium acremoniumin geneettinen transfor-

mointi plasmideilla pPS20 ja pPS21

EP-patenttijulkaisussa 177 243 kuvataan seuraava
transformaatiomenetelmi.

A. Cephalosporium acremonium -kannat

Edullinen Cephalosporium-kanta transformaatiota
varten saadaan American Type Culture Collectionista, Rock-
ville, Maryland, talletusnumerolla ATCC 11550. Muut Cep-
halosporium-kannat tai mitk& tahansa kaupalliset kannat,
jotka on johdettu ATCC 11550:st4 mutaatiolla, valinnalla
tai geneettiselld jalostuksella kefalosporiini C:n paran-
netun tuoton aikaansaamiseksi, ovat my®s sopivia kdytetta-
vidksi transformanttien valmistukseen t#m#n keksinn®n mu-
kaisilla vektoreilla ja plasmideilla.

B. Soluviljelmdn siirroksen valmistaminen

Cephalosporium acremonium -solujen geneettiseksi
transformoimiseksi tehokkaasti, on vilttadm#tonts poistaa
soluseindt stabiilien protoplastien muodostamiseksi. Sel-
laisten protoplastien valmistuksessa on hyvin edullista
aloittaa tasalaatuisella siirroksella. Muutoin solujen
preparointi viljelmdssd ei ole toistettavissa ja aikaa
menetetddn yrityksissd valmistaa C. acremoniumin proto-
plasteja epdsopivista ja riittémidttOmistd solums&risti.

C. Soluviljelmsn tasalaatuisen siirroksen valmis-

taminen

Ampulli itiditd (suunnilleen 10° konidiaa 1,5 ml:ssa
sdilytysalustaa: 5 % laktoosi, 10 % glyseroli ja 0,1 %
Tween 80)1 joko lyofilisoituna tai otettuna nestetyppiva-
rastosta ja sulatettu huoneenldmmssi, laimennetaan 5 ml:-
aan steriilid saliinia. Noin 0,1 ml t&t4 suspensiota kdy-
tetddn siirrostettaessa jokainen noin 50:st# vinopinnasta,
jotka sisdltdvit 20 ml Tryptikaasio-Soy Agar-(BBL™, Divi-
sion of Becton, Dickinson & Company, Cockeysville, Mary-
land 21030) -alustaa. Ennen siirrostamista alustan anne-
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taan kuivua kunnes pintakosteutta ei en&# havaita. Siir-
rostettuja vinopintoja inkuboidaan noin nelji pdivaa 25
°C:gsa. Noin 10 ml s#dilytysalustaa lis#dt8én myseelikasvus-
toon, joka peittdd jokaisen vinopinta-alustan pintaa. Vi-
nopintoja sekoitetaan koeputkisekoittajalla konidioiden
suspendoimiseksi ja kunkin vinopinnan konidiosuspensio
yhdistetd4n ja ja#dytetddn 10 ml:n erind -80°C:ssa. Jaaty-
nyt konidiosuspensio menettaad hitaasti elinkykynsd, eikd
sitd tulisi kayttdd noin kolmen kuukauden sdilytyksen jal-
keen -80°C:ssa.

D. Solujen kasvatus protoplastien valmistusta var-

ten

Noin 106 ml nestem#ist#d alustaa 500 ml:n ravistelu-
pullossa siirrostetaan soluilla jadtyneestd 10 ml:n itid-
suspensiosta, joka oli valmistettu esimerkissd 6C. Solut
saadaan sentrifugoimalla (10 min x 2600 rpm), ja suspen-
doidaan sitten suoraan nestemi#iseen kasvualustaan *’. Su-
pernatantin dekantointi on vilttimitdntd ennen suspendoin-
tia, koska laktoosi ja glyseroli vaikuttavat haitallisesti
solujen kasvuun. Pullo, jossa suspendoidut solut ovat,
laitetaan pydrivids liikettd tekevdéén vesihauderavisteli-
jaan ja inkuboidaan 29-30°C:ssa 24 tuntia 285 rpm 1 tuuman
liike. Suositeltu 29-30°C:n l&mpstila viljelyvaiheessa on
erityisen edullinen transformoitavien protoplastien val-
mistukseen, mutta myds alemmat noin 25°C:n lémpbtilat ovat
sopivia. Alan ammattimiehet, huomaavat, ettd 29-30°C on
erilainen kuin l&mp&tila (25°C), joka on edullinen viljel-
tdessd Cephalosporium acremoniumia antibioottien tuotanto-
tarkoituksissa.
*)Nestemidinen kasvualusta valmistettiin seuraavasti: 100 ml
l1iuosta A annostellaan 500 ml:n ravistuspulloon, pullo
suljetaan kaupallisella tulpalla ja autoklavoidaan 121°C: -
ssa 20 minuutin ajan. 2 ml liuosta B ja 4 ml liuosta C 1li-
s4tdsn sitten liuokseen A nestemidisen kasvualustan valmis-

tamiseksi.
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Liuos A: sakkaroosi, 36 g/1, L-asparagiini, 7,5 g/l,
KH,PO,, 15 g/1, K,HPO,, 21 g/1, Na,sO,, 0,75 g/1, MgSO, 7H,0;
0,18 g/1, CaCl,, 0,06 g/l, suolaliuos 1 ml/1l, s#&t&m&tdn
PH. Suolaliuos: Fe(NH,)(SO,),-6H,0, 15 g/1, MnSO, 4H,0, 3
g/1l, ZnsSO, 7H,0, 3 g/1, CusO, 5H,0, 0,8 g/1) Liuos B: glu-
koosi, 108 g/1 (autoklavoitu 121°C, 30 min). Liuos C: sak-
karoosi, 25 g/1, maissin liotusvesi (4 % w/v typpi), 12,5
ml, ammoniumasetaatti, 5,5 g/l1, CaCO,, 5 g/l, pH s#idetty
KOH:1la 6,5, ja autoklaavissa 121°C:ssa 20 minuuttia.

E. Cephalosporium-protoplastien valmistaminen

Solut 24 tunnin ik&8isestd viljelmdstd otetaan tal-
teen imusuodatuksella (Whatman # 1 paperi Biichnersuppilos-
sa) ja suspendoidaan Mcllvain's puskuriin, pH 7,1 (0,1 M
sitruunahappo ja 0,2 M kaksiem#ksinen natriumfosfaatti),
johon on lis#tty ditiotreitolia pitoisuuteen 0,01 M. Riit-
tdvd mddrd puskuria lis#t#4n jotta saataisiin lopullinen
solupitoisuus 1 g (punnittu imusuodatuksen j&lkeen) solu-
massaa 20 ml puskuria kohti. Solususpensio laitetaan py&-
rivédd 1liikettd tekev#sn vesihauderavistelijaan 50 ml:n
ravistuspullossa ja inkuboidaan 29-30°C:ssa 90 minuuttia
140 rpm, yhden tuuman liike. Ditiotreitolilla kdsitellyt
solut pestddn vedelld ja suspendoidaan sitten entsyymi-
liuokseen (25 mg/ml beta-glukuronidaasi, Sigma Chemical
Company, McIlvaine's puskurissa, pH 6,35, johon on lisdtty
0,8 M NaCl ja 0,02 M MgsO,). Lopullinen solupitoisuus on 1
g k#siteltyd solumassaa 10 ml entsyymiliuosta kohti. So-
lususpensio laitetaan sitten pydrivii liikettd tekeville
vesihauderavistelijalle 29-30°C:ssa kolmeksi tunniksi 120
rpm, 1 tuuman liike. Protoplastien suspensio laimennetaan
4 tilavuudella pesuliuosta (0,8 M NaCl ja 0,02 M MgsoO,) ja
sitten suodatetaan ilman imua kahden paperipyyhekerroksen
ldpi. Suodos, joka sisdltds protoplastit, sentrifugoidaan
huoneenldmmdss8 5 minuuttia 2600 rpm. Supernatantti dekan-
toidaan ja protoplastipelletti suspendoidaan 10 ml:aan
pesuliuosta. Pesumenettely toistetaan kahdesti, sitten
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protoplastit suspendoidaan riittavaan méarssn 0,8 M NaCl
konsentraation 2-3 x 10° protoplastia ml kohti saavuttami-
seksi, laskettuna hemasytometrilla.

F. Transformaatiomenettely

Kutakin transformoitavaa plasmidia varten lisdtdan
1 ml Cephalosporiumin protoplastisuspensiota (2-3 x 10° per
ml) 0,8 M NaCl:ssa 0,005 ml:aan juuri tislattua DMSO:ta ja
tehdiin sitten 80 mM:ksi CaCl,:ssa. Noin 20 pg transformoi-
vaa plasmidia, transformaatiosta riippuen joko pPS20 tai
pPS21, ja polyetyleeniglykolia 4000 (Baker, > 20 % w/v
vedessi) lis&dtdan protoplastisuspensioon, seoksen muodos-
tamiseksi, jonka tilavuus on 10 ml. Seosta inkuboidaan 10
minuuttia huoneenldmmdssd ja sentrifugoidaan sitten 700
rpm 5 minuuttia, mitd seuraa sentrifugointi 2500 rpm 10
minuuttia. Protoplastipelletti suspendoidaan 1 ml:aan 0,8
M NaCl:ia. Jakeita (0,1 ml) siirretdan tryptikaasi-soija-
agaralustan pinnalle (BBL), joka on rikastettu 10,8 %:1lla
sakkaroosia protoplastien osmoottiseksi stabiloimiseksi.
Petrimaljat inkuboidaan 24 tuntia 15°C:ssa, mink8 jdlkeen
jokaiseen maljaan lisdtdan 4 ml nesteytetty# agaria (0,41
% w/v, 42°C:ssa), jossa on 0,8 M NaCl ja riittévésti hyg-
romysiini#, jotta saavutetaan loppukonsentraatio 100 ng/
ml. Kun p&&allimdinen kerros on jahmettynyt, inkuboidaan
petrimaljoja sitten 25°C:ssa kosteuskaapissa. vaikkakin
jatkoviljelyyn riittévén kokoiset transformanttipesdkkeet
ovat lasnd 12 pidiva#d transformaation jélkeen, hitaammin
kasvavilta transformanteilta voi viedd niinkin kauan kuin
60 pdivdd, ettd ne saavuttavat sopivan koon jatkoviljelya
varten. Ep#onnistuneet transformantit on helposti erotet-
tavissa pysyvista transformanteista, koska ep#onnistuneet
transformantit eivét pysty kasvamaan jatkoviljeltdessé
tuoreessa kasvualustassa, jossa on 100 pg/ml hygromysii-
nid.
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G. Cephalosporium acremoniumi/pPS20 - ja C. acremo-
nium/pPS21 -transformanttien analyysi

Cephalosporium acremonium/pPS20 -transformantit
ekspressoivat merkittdvésti suurempia tasoja isopenisil-
liini N -syntetaasin aktiivisuutta kuin kontrolliplasmi-
dien X. acremonium-transformantit, kuten plasmidi pIT221.
Tdstd suuresta aktiivisuustasosta seuraa transformanttien
lisd&ntynyt kyky valmistaa isopenisilliini N:44, joko fer-
mentaatiossa tai C. acremonium/pPS20 -transformanttien so-
lu-uutteissa. Cephalosporium acremonium/pPS21 -transfor-
mantit ovat hygromysiiniresistenttej¥, mik# osoittaa t&mi#n
keksinndn mukaisen C. acremoniumin transkriptiota ja
translaatiota aktivoivan sekvenssin toimivuuden.

Esimerkki 7

Plasmidien pPS21A, pPS22, pPS23, pPS23,1, pPS24,

pPS25 ja pPS25,1 konstruoiminen

A. Vdlituoteplasmidien pPS23 ja pPS23,1 kons-

truointi
(i) BamHI-hajotetun plasmidin pUC8 valmistaminen
Noin 5 pg plasmidia pUC8 (saatu Pharmacia P-L Biochemi-
cals'ilta) liuotettiin 5 pl:aan 10 x BamHI-reaktiopuskuria
ja 40 pl:aan H,0. Noin 5 pl (50 yksikk&#) restriktioentsyy-
mi& BamHI lisdttiin DNA-liuokseen, ja syntynytt# reaktio-
seosta inkuboitiin 37°C:ssa kaksi tuntia. Reaktio lopetet-
tiin uuttamalla puskuroidulla fenolilla, jota seurasi uut-
to kloroformilla. BamHI:114 hajotettu plasmidin pUC8 DNA
saostettiin s#&tdm8ll¥ NaCl-pitoisuus 0,25 M:ksi, lis#i-
mdlla 2 tilavuutta etanolia ja ja#hdytt#m#lls -70°C:ssa 10
minuuttia. BamHI-hajotetun plasmidin pUC8 DNA otettiin
talteen sentrifugoimalla ja suspendoitiin 5 pl:aan H,0.
(ii) Plasmidin pIT335 noin 0,85 kb:n Ncol-restriktiofrag-
mentin eristéminen

Noin 10 pg plasmidia pIT335 liuotettiin 5 pl:aan 10
x BamHI-puskuria ja 40 pl:aan H,0. Noin 5 pl (50 yksikkti)
restriktioentsyymi& Ncol lis#ttiin DNA-liuokseen, ja syn-
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tynytté reaktioseosta inkuboitiin 37°C:ssa kaksi tuntia.
Reaktioseos laitettiin sitten 1 $:1le agaroosigeelille, ja
haluttu noin 0,85 kb:n Ncol-restriktiofragmentti, joka
sisdltdd IPS-geenin transkriptiota ja translaatiota akti-
voivan sekvenssin, eristettiin oleellisesti esimerkin 2B
menetelmdn mukaisesti. Noin 1 pg haluttua fragmenttia saa-
tiin ja suspendoitiin 5 pl:aan H,0.
(1ii) Plasmidin pPS23 konstruoinnissa kdytetyn linkkerin
valmistaminen

Seuraavan linkkerin yksinkertaiset séikeet synteti-

soitiin kdyttden automaattista DNA:n synteesilaitetta:

5'-CATG¢§?§§G-3'
]
3'-TTCTTCCTAG-5"'

Noin 75 pikomoolia linkkerin kutakin yksittdistd s#iettd
liuotettiin jokainen erikseen 22,5/pl:aan H,0 ja 2,5 pl:aan
ligaasi-puskuria. Noin 1/upl (10 yksikk®3) T4 DNA -kinaasia
(Bethesda Research Laboratories) lis#ttiin kuhunkin yksi-
s8ikeisen DNA:n liuokseen ja reaktioseoksia inkuboitiin
37°C:ssa 10 minuuttia. Kinaasireaktion j&lkeen reaktio-
seoksia inkuboitiin 70°C:ssa 15 minuuttia. Sitten, yksi-
s8ikeisen DNA:n sulkemiseksi renkaaksi ja linkkerin muo-
dostamiseksi, kaksi reaktioseosta yhdistettiin, inkuboi-
tiin 65°C:ssa 10 minuuttia, inkuboitiin huoneenldmm®ssi 2
tuntia ja inkuboitiin sitten 4°C:ssa yli ydén.
(iv) Plasmidien pPS23 ja pPS23,1 lopullinen konstruointi
1/pul BamHI-hajotetun plasmidin pUC8 DNA:ta lis#t-
tiin seokseen, jossa oli 4 pl plasmidin pIT335 noin 0,85
Kb:n Ncol-restriktiofragmenttia ja 10 pl suljettua linkke-
rid. Noin 4 pl 10 x ligaasipuskuria, 2 pl (500 yksikkdd)
T4 DNA -ligaasia, ja 29 pl H,O0:ta lisdttiin DNA-seokseen ja
syntynyttd8 reaktioseosta inkuboitiin yli y6¥n +4°C:ssa.
Ligatoitu DNA muodosti halutut plasmidit pPS23 ja pPS23,1.
50 ml E. colin K12 JM109 -viljelm#i, saatavissa Pharmacia
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P-L Biochemicalsilta, L-liemess# kasvatettiin ODg,-arvoon
noin 0,5 absorbanssiyksikktd. Viljelm#d jéd8hdytettiin jai-
den p#&&ll4 10 minuuttia, ja solut otettiin talteen sentri-
fugoimalla. Solupelletti suspendoitiin 25 ml:aan kylmaad
100 mM CaCl,:a ja inkuboitiin j&iden p#dlld 25 minuuttia.
Solut pelletoitiin jédlleen kerran sentrifugoimalla, ja
solupelletti suspendoitiin 2,5 ml:aan kylmda 100 mM CaCl,:a
ja inkuboitiin jdiden p&#lls yli yOn.

200 pl t#4t4 solususpensiota sekoitettiin ligatoidun
DNA:n kanssa, jota valmistettiin edells, ja inkuboitiin
jdiden p#&lld 20 minuuttia. T&mén jakson lopussa solut
asetettiin vesihauteeseen 42°C:seen 2 minuutiksi ja pa-
lautettiin sitten j#dihin vield 10 minuutiksi. Solut otet-
tiin talteen sentrifugoimalla ja suspendoitiin 1 ml:aan
L-lientd ja inkuboitiin 37°C:ssa 2 tuntia.

Eri8 soluseoksesta viljeltiin L-agarmaljoilla (L-
liemi, jossa oli 15 grammaa litra agaria kohti), jJjoissa
oli 100 pg ampisilliinia/ml, 40 pg X-gal/ml, ja 40 ug
IPTG/-ml. Maljoja inkuboitiin 37°C:ssa yli ybn. Pesd&kkeet,
jotka sis#ltévét plasmidin ilman insertti¥, kuten E. coli
K12 JM109/pUC8, ndyttdvit sinisiltd ndilld maljoilla. Pe-
sdkkeet, jotka sis#dltévdt plasmidin insertin kanssa, kuten
E. coli K12 JM109/pPS23, ovat valkoisia. Useita valkoisia
pesdkkeitd valittiin ja seulottiin suorittamalla niiden
plasmidi-DNA:n restriktioanalyysi noin 0,85 kb:n BamHI
-restriktiofragmentin l&sn#dolon suhteen, jossa fragmentis-
sa on IPS:n aktivoiva sekvenssi. Plasmidi-DNA:ta saatiin
E. colin K12 JM109/pPS23 ja E. colin K12 JM109/pPS23,1
soluista oleellisesti kuten esimerkissd 2A on kuvattu.

B. Plasmidin pPS23 noin 0,85 kb:n BamHI-restriktio-

fragmentin eristé@minen
Noin 50 pg plasmidin pPS23 DNA:ta liuotettiin 15 pl:aan 10
x BamHI-reaktiopuskuria ja 125 pl:aan H20. Noin 10 pl (100
yksikktd) restriktioentsyymisd BamHI lis#ttiin DNA-liuok-
seen ja syntynyttd reaktioseosta inkuboitiin 37°C:ssa kak-
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si tuntia. BamHI:114 liuotettu plasmidi pPS23 DNA laitet-
tiin 1 % agaroosigeelille, ja noin 0,85 kb:n BamHI-rest-
riktiofragmentti, joka sis#lt##8 IPS-geenin aktivoivan sek-
venssin, eristettiin oleellisesti esimerkin 2B menetelmdn
mukaisesti. Haluttua fragraenttia saatiin noin 5 pg ja se
suspendoitiin 10 pl:aan H,0.

C. BamHI:1l4 hajotetun plasmidin pPS19 DNA:n val-

mistaminen

Noin 5 pg plasmidin pPS19 DNA:ta liuotettiin 10
pl:aan 10 x BamHI-reaktiopuskuria ja 35 pl:aan H,0. Noin 5
pl (50 yksikkdd) restriktioentsyymin BamHI lisdttiin plas-
midin pPS19 DNA-liuockseen, ja syntynytta reaktioseosta
inkuboitiin 37°C:ssa kaksi tuntia. Reaktioseosta, jossa
oli BamHI:114 hajotettua plasmidin pPS19 DNA:ta, uutettiin
kerran puskuroidulla fenolilla ja sitten kahdesti fenolil-
la. DNA saostettiin sitten, otettiin talteen sentrifugoi-
malla ja suspendoitiin uudelleen 10 pl:aan H,0.

D. Plasmidien pPS21A, pPS22, pPS24, pPS25 ja

pPS25,1 lopullinen konstruktio

Noin 1 pl noin 0,86 kb:n BamHI-restriktiofragment-
tia lis#ttiin seokseen, jossa oli 1 pl BamHI:1l& hajotet-
tua plasmidin pPS19 DNA:ta, 3 pl 10 x ligaasipuskuria, 2
pl T4 DNA -ligaasia, ja 23 pl H,0. Syntynytt#d ligaatioreak-
tioseosta inkuboitiin yli yon 15°C:ssa. Ligatoitu DNA ka-
sitti halutut plasmidit pPS21A, pPS22, pPS24, pPS25 ja
pPS25,1.

Ligatoitua DNA:ta k#ytettiin E. coli K12 C600:n
transformointiin, mik# kanta on saatavissa American Type
Culture Collectionista, Rockville, MD 20852, talletusnu-
merolla ATCC 33525, oleellisesti esimerkin 7A (iv) mene-
telmén mukaisesti. Transformoidut solut viljeltiin L-agar-
maljoilla, joissa oli 100 pg/ml ampisilliinia, ja maljoja
inkuboitiin yli y®n +37°C:ssa.

Yksittdisi8 pes#kkeitd poimittiin transformaatio-
maljoilta, viljeltiin ja kdytettiin plasmidi-DNA:n valmis-



10

15

20

25

30

35

95810

58

tukseen. Plasmidi-DNA analysoitiin restriktioentsyymiana-
lyysillé. Seuraavassa taulukossa osoitetaan sopivat res-
triktioentsyymien hajotustuotteet, joita voidaan kiytt#i
plasmidien erottamiseksi toisistaan.

Plasmidi Entsyymi kappaleiden koko(kb)
pPs19 BamHI 7,62 ja 0,23

Pstl 5,15, 1,85 ja 0,85
pPS21A BamHI 7,62 ja 0,85

Pstl 5,15, 1,85, 0,99 ja 0,49
pPS22 BamHI 7,62 ja 0,85

Pstl 5,15, 1,85, 0,94 ja 0,54
pPS24 BamH1 7,62

Pstl 7,62
pPS25 BamHI 5,15, 1,85, 0,99 ja 0,72

Jja

pPS25,1 Pstl 7,62, 0,85 ja 0,23

Plasmidien pPS21A ja pPS25 restriktiopaikka- ja toiminta-
kartat esitetd#n kuvioissa 8 ja 9, vastaavasti.
Plasmideja -PS21A, pPS25,1 ja pPS25 k#ytettiin Cep-
halosporium acremoniumin transformoimiseksi oleellisesti
esimerkin 6 menetelm#n mukaisesti. C. acremonium/pP521A-,
C. macremonium/pPS25,1- ja C. acremonium/pPS25 -transfor-
mantit olivat hygromysiiniresistentteji. Plasmideja pPS22
Ja pPS24 k#ytettiin my®s C. acremonium transformoimiseksi,
mutta ndm8 plasmidit transformoivat C. acremoniumin hygro-
mysiiniresistentiksi paljon alhaisemmalla frekvenssilli
kuin plasmidit pPS21A, pPS25,1 ja pPS25, oletettavasti sen
vuoksi, ettd plasmidien pPS22 ja pPS24 téytyy liittys C.
acremoniumin genomiin sopivassa orientaatiossa, jotta C.
acremoniumin genomin aktivoiva sekvenssi voisi toteuttaa
hygromysiiniresistenssin antavan geenin ekspression.
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Esimerkki 8

Plasmidien pPS28 ja pPS29 konstruointi

Noin 20 pl plasmidin pPS21A DNA:ta liuotettiin 10
pl:aan 10 x PstlI-reaktiopuskuria (1,0 M NaCl, 100 mM
Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM MgCl,, ja 1 mg/ml BSA) ja 88
pl:aan H,0. Noin 2 pl (150 yksikkdd) restriktioentsyymid
Pstl lisdttiin DNA-liuokseen, reaktioseosta inkuboitiin 4
minuuttia 37°C:ssa, ja sitten reaktio lopetettiin inkuboi-
malla 10 minuuttia 70°C:ssa. Osittain PstI-hajotettu plas-
midin pPS21A DNA laitettiin agaroosigeelille ja elektro-
foreesin ja geelin vdrjdyksen jdlkeen havaittiin seuraavat
kappaleet: 8,5 kb (lineaarisoitu plasmidi), 8,0 kb, 7,5
kb, 7,0 kb, 6,6 kb, 6,1 kb, 5,2 kb, 3,3 kb, 2,3 kb, 1,9
kb, 1,5 kb, 1,0 kb, ja 0,5 kb. Noin 6,6 kb:n ja noin 6,1
kb:n PstI-restriktiofragmentit eristettiin erikseen oleel-
lisesti esimerkin 2B menetelmdn mukaisesti; kumpaakin
fragmenttia saatiin talteen noin 0,5 pg. Noin 6,6 kb:n
Pstl-restriktiofragmentti liuotettiin 3 pl:aan 10 x ligaa-
sipuskuria ja 25 pl:aan H,0. Noin 2 pl T4 DNA -ligaasia li-
s8dttiin DNA-liuokseen, ja syntynyttd reaktioseosta inku-
boitiin yli y®n 15°C:ssa. Ligatoitu DNA muodosti halutun
plasmidin pPS28 DNA:n, jota k#ytettiin E. colin K12 C600
transformoimiseksi oleellisesti esimerkin 7 menetelmén
mukaisesti. Samalla tavalla suljettiin noin 6,1 kb:n
Pstl-restriktiofragmentti 1ligatoimalla, jolloin saatiin
pPS29, joka myds transformoitiin E. coliin K12 C600. Plas-
midien pPS28 ja pPS29 restriktiopaikka- ja toimintakartat
on esitetty kuvissa 10 ja 11, vastaavasti.

Plasmideja pPS28 ja pPS29 k#ytettiin Cephalosporium
acremoniumin transformoimiseksi oleellisesti esimerkin 6
menetelmdn mukaisesti. C. acremonium/pPS28 - ja C. acre-
monium/pPS29, -transformanteilla o0li hygromysiiniresis-
tentti fenotyyppi ja plasmidien pPS2B ja pPS29 DNA trans-
formoi C. acremoniumin hygromysiiniresistentiksi suurella
frekvenssillé.
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Esimerkki 9

Plasmidien pPS26 ja pPS26,1 konstruointi

Noin 20 pg plasmidia pPS21A liuotettiin 10 pl:aan
10 x HindIII-reaktiopuskuria ja 85pl H,0. Noin 5 pl (50 yk-
sikkdd) restriktioentsyymid HindIII 1lisdttiin DNA-liuok-
seen ja syntynyttd8 reaktioseosta inkuboitiin kaksi tuntia

37°C:ssa. HindIII-hajotettu plasmidin pPS21A DNA lai-
tettiin 1 % agaroosigeelille ja suoritettiin elektroforee-
si kunnes noin 3,45 kb:n, noin 3,16 kb:n, noin 1,2 kb:n ja
0,69 kb:n HindIlI-restriktiofragmentit erottuivat selvisti
geelilld. Noin 3,45 Kkb:n HindIIll-restriktiofragmentti
eristettiin oleellisesti esimerkin 2B menetelmdn mukaises-
ti. Noin 5 pg haluttua noin 3,45 kb:n HindIlI-restriktio-
fragmenttia saatiin ja suspendoitiin 10 pl:aan H,0.

Noin 2 pl plasmidin pPS21A noin 3,45 kb:n HindIII-
restriktiofragmenttia lis#éttiin 1 pl:aan HindIII-hajotet-
tua plasmidia pIT335, jota oli valmistettu esimerkissi 4A,
3 pl:aan 10 x ligaasipuskuria, 22 pl:aan H,0 ja 2 ul T4 DNA
-ligaasia. Syntynyttd 1ligaatioreaktioseosta inkuboitiin
yli ybn 15°C:ssa. Ligatoitu DNA muodosti halutut plasmidit
pPS26 ja pPS26,1. Ligatoitua DNA:ta k#ytettiin E. colin
K12 C600 transformoimiseksi oleellisesti esimerkin 7 mene-
telmdn mukaisesti. E. coli K12 C600/pPS26 - ja E. coli K12
C600/pPS26,1 -transformantit identifioitiin ampisilliini-
resistentin fenotyypin suhteen ja niiden plasmidi-DNA:n
restriktioentsyymianalyysilla. Plasmidin pPS26 restrik-
tiopaikka ja toimintakartta on esitetty kuviossa 12.

Plasmideja pPS26 ja pPS26,1 kdytettiin Cephalospo-
rium acremoniumin transformoimiseksi oleellisesti esimer-
kin 6 menetelmdn mukaisesti. Plasmidit pPS26 ja pPS26,1
transformoivat C. acremoniumin hygromysiinille resisten-
tiksi suurella frekvenssilld ja C. acremonium/pPS26 - ja
C. acremonium/pPS26,1 -transformantit tuottivat merkitti-
vésti enemmdn isopensilliini N:#8, mitattuna Micrococcus
luteuksen kasvun inhibiitiovybhykkein&, kuin niiden ei-
transformoidut rinnakkaisviljelmé&t.
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Esimerkki 10

Plasmidien pPS30, pPS30,1, pPS31 ja pPS31,1 kons-

truointi

A. Plasmidin pPS6 noin 3,7 Xmal-restriktiofragmen-

tin eristédminen

Plasmidi pPS6 kuvataan EP-patenttijulkaisun 177 243
esimerkissd 13, joka sis#llytet##n t&h&n viitteend. Noin
10 pg plasmidia pPS6 liuotettiin 20 pl:aan 10 x Xmal-reak-
tiopuskuria (250 mM NaCl, 100 mM Tris-ELCl, pH 7,5, 100 mM
MgCl, 100 mM 2-merkaptoetanoli, ja 1 mg/ml BSA) ja 165
pl:aan H,0. Noin 15 nul (30 yksikkdéd) restriktioentsyymid
Xmal lis#ttiin plasmidin pPS6 DNA-liuokseen ja syntynyttd
reaktioseosta inkuboitiin nelj& tuntia 37°C:ssa.

XmaI:114 hajotettu plasmidin pPS6 DNA laitettiin 1
% agaroosigeelille ja sille tehtiin elektroforeesi, kunnes
noin 3,7 kb:n Xmal-restriktiofragmentti erottui selvasti
muista hajotustuotteista. Noin 3,7 kb:n Xmal-restriktio-
fragmentti eristettiin sitten oleellisesti esimerkin 2B
menetelm#dn mukaisesti. Noin 5 pg haluttua noin 3,7 kb:n
Xmal-restriktiofragmenttia saatiin ja suspendoitiin 10 pl:
aan H,0.

B. Plasmidien pPS30 ja pPS30,1 lopullinen kons-

truoiminen

Noin 1 pg plasmidin pPS21A DNA:ta liuotettiin 2
pl:aan 10 x Xmal-reaktiopuskuria ja 6 pl:aan H;0. Noin 2 jul
(6 yksikkdd) restriktioentsyymi# Xmal lisdttiin plasmidin
pPS21A DNA-liuokseen ja syntynyttd reaktiota inkuboitiin
nelj4 tuntia 37°C:ssa. Reaktio lopetettiin uuttamalla pus-
kuroidulla fenolilla, mit# seurasi kaksi uuttoa klorofor-
milla. Reaktioseos saostettiin sitten, otettin talteen
sentrifugoimalla ja suspendoitiin 23 pl:aan H,0.

Noin 2 pl plasmidin pPS6 noin 3,7 kb:n Xmal-rest-
riktiofragmenttia, 3 pl 10 x ligaasi-puskuria ja 2 pl T4
DNA-ligaasia lis#ttiin XmaI:11l8 hajotetun plasmidin pPS21A
DNA-liuokseen, ja syntynyttd8 ligaatioreaktioseosta inku-
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boitiin yli y®n 15°C:ssa. Ligatoitu DNA muodosti halutut
plasmidit pPS30 ja pPS30,1, jotka eroavat toisistaan aino-
astaan noin 3,7 kb:n XmalI-fragmentin orientaation puoles-
ta.

Ligatoitua DNA:ta k#ytettiin E. coli K12 C600
transformoimiseksi oleellisesti esimerkin 7 menetelmin
mukaisesti. E. coli K12 C600/pPS30 - ja E.coli K12 C600/
pPS30,1 -transformantit identifioitiin niiden ampisillii-
niresistentin fenotyypin osalta ja niiden plasmidi-DNA:n
restriktioentsyymianalyysilli.

Plasmideja pPS30 ja pPS30,1 kéytettiin myd®s Cepha-
losporium acremoniumin transformoimiseksi. C. acremonium/
pPS30 ja C. acremonium/pPS30,1 -transformantit olivat re-
sistenttejd hygromysiinille.

C. Plasmidien pPS31 ja pPS31,1 lopullinen kons-

truointi

Plasmidit pPS31 ja pPS31,1 konstruoitiin ja sitten
transformoitiin E. coliin K12 C600 ja Cephalosporiurn ac-
remoniumiin oleellisesti esimerkin 10B menetelm#n mukai-
sesti silld poikkeuksella, ett# plasmidia pPS29, eiki
plasmidia pPS21A, k3ytettiin liht8materiaalina konstruoin-
nissa.

Esimerkki 11

Plasmidin pPS27 konstruointi

A. Plasmidin pIT336 konstruointi

Noin 1 pg plasmidia pUC8 liuotettiin 2 pl:aan 10 x
BamHI-reaktiopuskuria ja 16 pl:aan H,0. Noin 2 pl (20 yk-
sikktd) restriktioentsyymid BamHI lisdttiin plasmidin pUCS8
DNA-liuokseen, ja syntynyttd8 reaktioseosta inkuboitiin
kaksi tuntia 37°C:ssa. BamHI:114 hajotettu plasmidin pUCS
DNA saostettiin, otettiin talteen sentrifugoimalla ja sus-
pendoitiin 2 pl:aan 10 x Sall-reaktiopuskuria (1,5 M NaCl,
60 mM Tris-HCl, pH 7,9, 60 mM MgCl,; 60 mM 2-merkaptoeta-
noli, ja 1 mg/ml BSA) ja 16 pl:aan H,0. Noin 2 pl (20 yk-
sikkdd) restriktioentsyymis Sall lis&ttiin BamHI:114 hajo-
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tetun plasmidin pUC8 DMA-liuokseen ja syntynyttd reaktio-
seosta inkuboitiin kaksi tuntia 37°C:ssa. Reaktio lopetet-
tiin fenolilla uuttamalla kanssa, mita seurasi kaksi uut-
toa kloroformilla SalI-BamHI:11l4 hajotetun plasmidin puUCS8
DNA saostettiin, otettiin talteen sentrifugoimalla ja sus-
pendoitiin 5 pl:aan H,0.

Noin 10 pg plasmidia pIT335 liuotettiin 10 pl:aan
10 x BamHI-reaktiopuskuria ja 80 pl:aan H;0. Noin 5 pl (50
yksikkdd) kumpaakin restriktioentsyymi# Xhol ja BamHI 1li-
sittiin plasmidin pIT335 DNA:n liuokseen ja syntynytta
reaktioseosta inkuboitiin kaksi tuntia 37°C:ssa. Reak-
tioseos laitettiin sitten 1 % agaroosigeelilla ja sitten
tehtiin elektroforeesi kunnes noin 1,4 kb:n BamHI-Xhol -
restriktiofragmentti erottui muista reaktiotuotteista,
jotka olivat 5,6 kb:n, 1,3 kb:n ja 0,01 kb:n fragmentit.
Noin 1,4 kb:n BamHI-Xhol -restriktiofragmentti, joka si-
s8lsi IPS-geenin transkription lopetus- ja mRNA:n polyade-
nylaatio- ja prosessisignaalit, eristettiin oleellisesti
esimerkin 2B mukaisesti. Noin 2 pg haluttua fragmenttid
saatiin ja suspendoitiin 5 pl:aan H;0.

5 pul SalI-BamBI:1ld hajotettua plasmidia pUC8 1li-
sittiin seokseen, jossa oli 2 pl plasmidin pIT335 noin 1,4
kb:n BamHI-Xhol -restriktiofragmenttia, 3 pl 10 x ligaasi-
puskuria,'18 pl H,0 ja 2 pl T4 DNA -ligaasia. Syntynyttéa
reaktioseosta inkuboitiin yli ydn 15°C:ssa. SalI- ja XhoI-
"overlapit" (p48llekkdisfragmentit) sopivat yhteen liga-
tiota varten mutta kerran ligatoituvaan ei Sall eikd Xhol
katkaise DNA:ta liitoskohdasta. Ligatoitu DNA muodosti
halutun plasmidin pIT336 ja sitd kdytettiin E. colin K12
RR1 A M15 transformoimiseksi, joka on saatavissa NRRL:sta
talletusnumerolla NRRLB-15440, oleellisesti esimerkin 7A
(iv) menetelmdn mukaisesti. Transformoidut solut viljel-
tiin L-agarmaljoilla, jotka sisdlsivit 100 pg/ml ampisil-
liinia, 40 pg/ml X-gal ja 40 pug/ml IPTG. Pesikkeitd, jotka
eivdt osoittaneet sinistd viérid transformaatiomaljoilla,
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viljeltiin, kéytettiin plasmidi-DNA:n valmistamiseksi ja
plasmidi-DNA analysoitiin restriktioentsyymianalyysilld E.
coli K12 RR1 A M15/pIT336 -transformanttien identifioimi-
seksi. Plasmidin pIT336 restriktiopaikka- ja toimintakart-
ta on esitetty kuviossa 14.

B. Plasmidin pPS35 konstruointi

Noin 2 pl plasmidia pIT226 liuotettiin 2 pl:aan 10
x Pstl-reaktiopuskuria ja 17 pl:aan H,0. Noin 1 upl (10 yk-
sikkbd) restriktioentsyymid PstI lisdttiin pIT336:n DNA-
liuokseen ja syntynyttd reaktioseosta inkuboitiin 2 tuntia
37°C:ssa. Reaktio lopetettiin uuttamalla fenolilla, mita
seurasi kaksi wuuttoa kloroformilla. PstI:114 hajotettu
plasmidin pIT336 DNA saostettiin sitten, otettiin talteen
sentrifugoimalla ja suspendoitiin 86 upl:aan H,0:ta.

Noin 10 pl 10 x ligaasi-puskuria ja 4 pl T4 DNA
-ligaasia lisdttiin PstI-hajotetun plasmidin pIT336 DNA-
liuokseen ja syntynyttd reaktioseosta inkuboitiin yli ydn
15°C:ssa. Ligatoitu DNA muodosti halutun plasmidin pPS35
Jja sitéd kéytettiin E. colin K12 JA221 transformoimiseksi,
joka on saatavissa NRRL:st#d talletusnumerolla NRRL
B-15211, oleellisesti esimerkin 7A (iv) menetelmdn mukai-
sesti. Transformoidut solut viljeltiin L-agar-maljoilla,
Jjoissa oli 100 pg/ml ampisilliinia. Useita ampisilliinille
resistenttejd pesdkkeitd eristettiin ja kdytettiin plasmi-
di DNA:n valmistukseen. Halutut E. coli K12 JA221/pPS35
-transformantit identifioitiin niiden plasmidi-DNA:n res-
triktioentsyymianalyysilld. Plasmidin pPS35 restriktio-
paikka- ja toimintakartta on esitetty kuviossa 15.

C. Plasmidin pPS27 lopullinen konstruointi

Noin 2 pl plasmidia pPS35 liuotettiin 2 pl:aan 10 x
HindIIIl-reaktiopuskuria ja 17 pl:aan vettd. Noin 1 upul (10
yksikkdd) restriktiocentsyymid HindIII lisattiin plasmidin
pPS35 DNA-liuokseen, ja syntynyttd8 reaktioseosta inkuboi-
tiin kaksi tuntia 37°C:ssa. Reaktio lopetettiin uuttamalla
fenolilla, mitd seurasi kaksi uuttoa kloroformilla. Hind-

" TR NORY IR
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II1I-hajotettu plasmidin pPS35 DNA saostettiin, otettiin
talteen sentrifugoimalla ja suspendoitiin 3 upl:aan 10 x
ligaasipuskuria ja 23 pl:aan H,0.

Noin 2 pl plasmidin pPS29 noin 2,3 kb:n HindIII-
restriktiofragmenttia, joka plasmidi valmistettiin ja
eristettiin oleellisesti esimerkin 9 menetelmidn mukaisesti
kdyttéden 1shtémateriaalina plasmidia pPS29 plasmidin
pPS21A sijasta, Jja joka sisdltaa hygromysiiniresistenssin
antavan geenin, jonka IPS-geenin aktivoiva sekvenssi to-
teuttaa, ja 2 pl T4 DNA -ligaasia lisidttiin HindIII-hajo-
tetun plasmidin pPS35 DNA-liuokseen. Syntynyttd ligaatio-
reaktioseosta inkuboitiin yli ybn 15°C:ssa. Ligatoitu DNA
muodosti halutun plasmidin pPS27 ja sitd k&ytettiin E. co-
1in K12 JA221 transformoimiseksi oleellisesti esimerkin
11B menetelmidn mukaisesti.

Ampisilliiniresistentteja transformantteja viljel-
tiin ja k#ytettiin plasmidi-DNA:n valmistamiseen, joka
analysoitiin restriktioentsyymianalyysilléa haluttujen E.
coli K12 JA221/pP527 -transformanttien identifioimiseksi.
vain yksi lisdtyn 3,45 kb:n HindIII-restriktiofragmentin
orientaatio tuottaa halutun plasmidin pPS27. Plasmidin
pPS27 restriktiopaikka- ja toimintakartta on esitetty ku-
viossa 12.

Plasmidi pPS27 transformoi Cephalosporium acremo-
niumin hygromysiiniresistentiksi fenotyypiksi suurella
frekvenssilld. C. acremonium/pPS27 -transformantteja val-
mistetaan oleellisesti esimerkin 6 menetelmdn mukaisesti.
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Patenttivaatimukset

l. Eristetty DNA-yhdiste, tunnettu siits,
ettd se on

a) kuviossa 1 esitetyn plasmidin pIT335 noin 1,5
kb:n NcoI-BamHI -restriktiofragmentti, joka voidaan saada
E. coli -bakteerin kannasta K12 JA221/pIT335 (NRRL B-
15960), tai

b) DNA-sekvenssi, joka hybridisoituu edelld mi&ri-
tellyn DNA-yhdisteen kanssa rajoittavissa olosuhteissa ja
joka koodaa isopenisilliini N -syntetaasia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen eristetty DNA-
yhdiste, tunnettu siitd, ettd se on plasmidin
PIT335 noin 1,5 kb:n NcoI-BamHI -restriktiofragmentti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen eristetty DNA-

vyhdiste, tunnettu siitid, ettd sen koodaavan s#i-
keen sekvenssi on

§'-ATG GGT TCC GTT CCA GTT CCA GIG GCC AAC GTC CCC CGA
ATC GAT GTC TCG CCC CTA TTC GGC GAT GAC AAG GAG AAG AAG
CTC GAG GTA GCT CGC GCC ATC GAC GCC GCA TCG CGT GAC ACA
GGC TTC TTT TAC GCG GTG AAC CAC GGT GTIC GAC CTG CCG TGS
CTC TCG CGC GAG ACG AAC AAA TTC CAC ATG AGC ATC ACG GAC
GAG GAG AAG TGG CAG CTC GCC ATC CGG GCC TAC AAC AAG GAG
CAC GAG TCC CAG ATC CGG GCG GGC TAC TAC CTG CCG ATC CCG

C AAG AAG GCG GTC GAA TCG TTC TGC TAC CTG AAC CCC TCC
TTC AGC CCA GAC CAC CCG CGA ATC AAG GAG CCC ACC CCT ATG
CAC GAG GTC AAC GTC TGG CCG GAC GAG GCG AAG CAC CCG GGG
TTC CGG GCC TTC GCC GAG AAG TAC TAC TGG GAC GIC TTC GGC
CTC TCC TCC GCG GTG CTIG CGC GGC TAC GCT CTC GCC CTA GGT
CGC GAC GAG GAC TTC TTC ACC CGC CAC TCC CGC CGT GAC ACG
ACG CTC TCG TCG GTC GTG CIC ATC CGT TAC CCG TAC CTC GAC
CCG TAC CCG GAG CCG GCC ATC AAG ACG GCC GAC GAC GGC ACC
AAG CTC AGC TTC GAG TGG CAC GAG GAC GIG TCC CTC ATC ACG
GTG TTG TAC CAG TCC GAC GTG CAG AAT CTG CAG GTC AAG ACC
CCG CAG GGC TGG CAG GAC ATC CAG GCT GAC GAC ACG GGC TIC
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CTC ATC AAC TGC GGC AGC TAC ATG GCC CAT ATC ACC GAC Gac
TAC TAC CCG GCC CCG ATC CAC CGC GTC ARA TGG GTC AAC GAaG
GAG CGC CAG TCA CTG CCC TTC TTC GTC AAC CTG GGT TGG GAG
GAC ACC ATC CAG CCG TGG GAC CCC GCG ACC GCC AAG GAT GGG
GCC AAG GAT GCC GCC AAG GAC AAG CCG GCC ATC TCC TAC GGa
GAG TAT CTG CAG GGG GGA CTG CGG GGC TTG ATC AAC AAG AAT
GGT CAG ACC TAA-3!

jossa sekvenssissi A on deoksiadenyyli, G on deoksiguanyy-

1li, C on deoksisytidyyli ja T on tymidyyli.

4, Rekombinantti-DNA—vektori, tunnettu
siitd, ettd se kdsittas patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3
mukaisen DNA-yhdisteen.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen vektori, t un -
nettu siitid, ettd se on plasmidi.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen vektori, t u n -
net+tu siitd, ettd se on plasmidi pIT335 (NRRL B-
15960), joka on esitetty kuviossa 1.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen vektori, tun -
Nnettu siitd, ettsd se on plasmidi pIT337, Jjoka muodos-
taan liitt&msalls plasmidin pCZ106 (NRRL B-15959) noin 1,6
kb:n NcoI-BamHI - ja noin 8,7 kb:n NcoI-Ncol -restriktio-
fragmentit plasmidin pPIT335 (NRRL B-15960) noin 1,5 kb:n
Ncol-BamHI —restriktiofragmenttiin, ja joka on esitetty
kuviossa 3.

8. Patenttivaatimuksen 4 mukainen vektori, t u n -
nettu siitd, ettid se kdsittss Saccharomyces cerevi-
siae ~-hiivan fosfoglyseraattikinaasin geenin transkriptio-
naalisen ja translaationaalisen aktivoivan sekvenssin val-
miudessa hygromysiiniresistenssin antavaa geenid koodaavan
DNA-sekvenssin ekspressiota varten.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen vektori, tun -
nettu siitd, ettsd se on kuviossa 5 esitetty plasmidi
PPS20, joka muodostetaan insertoimalla plasmidin pIT221
noin 2,7 kb:n HindIII-restriktiofragmentti, joka késittas
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Saccharomyces cerevisiae -hiivan transkriptionaalisen ja
translaationaalisen aktivoivan sekvenssin, edells patent-
tivaatimuksessa 2 madritellyn plasmidin PIT335 ainocaan
HindIII—restriktioentsyymin tunnistuskohtaan, tai sen
funktionaalisesti ekvivalentti isomeeri, plasmidi pPS20,1.

10. Menetelm& isopenisilliini N -syntetaasiaktii-
visuuden tuottamiseksi is&ntdsolussa, tunnettu
siitd, ettd se kisittss vaiheet, joissa:

(1) transformoidaan bakteeri- tai homesieni-isints
rekombinantti—DNA-ekspressiovektorilla, joka kasittids pa-
tenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukaista DNA-yhdistetts, joka
on varustettu ekspressiota varten transkriptionaalisella
ja translaationaalisella aktivoivalla sekvenssilla, joka
on toiminnallinen mainitussa isdntésolussa, ja

(2) viljellssn vaiheessa (1) transformoitua isin-
tdsolua olosuhteissa, jotka mahdollistavat mainitun DNA:n
ekspression.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd DNA-yhdiste on kuviossa 1
esitetyn plasmidin PIT335 noin 1,5 kb:n Ncol-BamHI -rest-
riktiofragmentti, joka voidaan saada E. coli -bakteerin
kannasta K12 JA221/pIT335 (NRRL B-15960).

12. Patenttivaatimuksen 10 tai 11 mukainen menetel-
mi, tunnettu siitd, ettd DNA-yhdiste koodaa ami-
nohapposekvenssii:

MET GLY SER VAL PRO VAL PRO VAL ALA ASN VAL PRO ARG ILE
ASP VAL SER PRO LEU PHE GLY AS? ASP LYS GLU LYS LYS LEU
GLU VAL ALA ARG ALA ILE ASP ALA ALA SER ARG ASP TER GLY
PHE PHE TYR ALA VAL ASN EIS GLY VAL ASP LEU PRO TRP LEU
SER ARG GLU THR ASN LYS PEE HIS MET ILE TER ASP GLU
GLU LYS TRP GLN LEU ALA ILE ARG ALA ASN LYS GLU KIS
GLU SER GLN ILE ARG ALA GLY TYR TYR PRO ILE PRO GLY
LYS LYS ALA VAL GLU SER PHE CYS TYR ASN PRO SER PHE
SER PRO ASP HIS PRO ARG ILE LYS GLU PRO. THR PRO MET HIS

hbgg
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GLU VAL ASN VAL TRP PRO AS? GLU ALA LYS HIS PRO GLY PEE
ARG ALA PEE ALA GLU LYS TYR TYR TRP ASP VAL PEE GLY LEU
SER SZR ALA VAL LEU ARG GLY TYR ALA LEU ALA LEU GLY ARG
ASP GLU ASP PHE PHE THER ARG EIS SER ARG ARG ASP THR TER
LEU SER SER VAL VAL LEU ILE ARG PRO TYR LEU AS? PRO
TYR PRO GLU PRO ALA ILE LYS THR ASP AS? GLY TER LYS
LEU SER PEE GCLU TRP HIS GLU AS? SER LEU ILE TER VAL
LEU TYR GLN SER ASP VAL GLN ASN GLN VAL LYS TER PRO
GLN GLY TRP GLN ASP ILE GLN ALA ASP ASP THR GLY PHE LEU
ILE ASN CYS GLY SERXR TYR MET ALA HIS ILE THR ASP ASP TYR
TYR PRO ALA PRO ILE HIS ARG VAL LYS TRP VAL ASN GLU GLU
ARG GLN SER LEU PRO PHE PHE VAL ASN LEU GLY TRP GLU ASP?
TER ILZ GLN PRO TRP AS? PRO ALA TER ALA LYS AS?P GLY ALA
LYS AS?P ALA ALA LYS ASP? LYS PRO ALA ILE SER TYR GLY GLU
TYR LEU GLN GLY GLY LEU ARG GLY LEU ILE ASN LYS ASN GLY
GLN THR

HEE

Jjossa sekvenssissid ALA on alaniinitdhde, ARG on arginii-
nitdhde, ASN on asparagiinitdhde, ASP on asparagiinihap-
potdhde, CYS on kysteiinitdhde, GLN on glutamiinitihde,
GLU on glutamiinihappot&hde, GLY on glysiinitdhde, HIS on
histidiinit&hde, ILE on isoleusiinitdhde, LEU on leusiini-
tdhde, LYS on lysiinit&hde, MET on metioniinitihde, PHE on
fenyylialaniinitihde, PRO on proliinit&hde, SER on serii-
nitdhde, THR on treoniinitdhde, TRP on tryptofaanitédhde,
TYR on tyrosiinit&hde ja VAL on valiinitihde.

13. Patenttivaatimuksen 10, 11 tai 12 mukainen me-
netelmi, tunnettu siit¥, ettd isidntidsolu kuuluu
sukuihin Cephalosporium tai E. coli.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd isdntisolu on Cephalosporium
acremonium tai E. coli.
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15. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 10 - 14 mu-
kainen menetelmd, tunne<ttu siitd, ettd viljelty
is&ntdsolu on E. coli/pIT337, joka saadaan transformoimal-
la E. coli plasmidilla PIT337, joka saadaan eristi#mills
plasmidi pCZ106 E. coli -bakteerikannasta K12 RV308/pCz106
(NRRL B-15959), hajottamalla ja eristdm&lld noin 8,7 kb:n
NcoI-Ncol - ja noin 1,6 kb:n Ncol-BamHI -fragmentit ja 1li-
gatoimalla n&m& fragmentit plasmidin pIT335:n noin 1,5
Kb:n NcoI-BamHI-restriktiofragmentti, joka voidaan saada
E. coli -bakteerin kannasta K12 JA221/pIT335 (NRRL B-
15960).

16. Mink# tahansa patenttivaatimuksen 10 - 14 mu-
kainen menetelmi, tunnettu siitsd, etti viljelty
isdntdsolu on Cephalosporium acremonium/pPS20, joka saa-
daan transformoimalla Cephalosporium acremonium kuviossa 5
esitetylld plasmidilla pPS20.

17. Bakteeri tai homesieni, tunnettu sii-
td, ettd se on transformoitu mink&a tahansa patenttivaati-
muksen 4 - 9 mukaisella rekombinantti-DNA-vektorilla.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen is&ntdsolu,
tunnettu siitd, ettd se on E. coli.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen isédntédsolu,
tunnettu siitd, ettd se on E. coli K12/pIT335
(NRRL B-15960).

20. Patenttivaatimuksen 17 mukainen isdntésolu,
tunnettu siit4, ettid se on Cephalosporium acre-
monium.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen isd@ntésolu,
tunnettu siitd, ettad se on Cephalosporium acremo-
nium/pPS21, joka saadaan transformoimalla Cephalosporium
acremonium kuviossa 7 esitetylls plasmidilla pPS21.
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Patentkrav

1. Isolerad DNA-férening, k& nnetecknad
didrav, att den &r

a) ett 1,5 kb:s NcoI-BamHI -restriktionsfragment
fran plasmiden pIT335 som presenteras i figur 1, vilket
fragment kan fas fran E. coli -bakteriestammen K12 JA221/-
pIT335 fragment (NRRL B-15960), eller

b) en DNA-sekvens som hybridiseras med den ovan
definierade DNA-féreningen under begrénsande férhdllanden
och som kodar f&r isopenicillin N -syntetas.

2. Isolerad DNA-fdrening enligt patentkrav 1,
k annetecknad darav, att den &r det 1,5 kb:s
NcoI-BamHI -restriktionsfragmentet fran plasmiden pIT335.

3. Isolerad DNA-fdrening enligt patentkrav 1,
kiannetecknad dirav, att den kodande strdngens
sekvens &r

5'-ATG GGT TCC GTT CCA GTT CCA GTG GCC AAC GTC CCC CGA
ATC GAT GTIC TCG CCC CTA TIC GGC GAT GAC AAG GAG AAG RAG
CTC GAG GTA GCT CGC GCT ATC GAC GCC GCA TCG CGC GAC ACA
GGC TTC TTT TAC GCG GIG AAC CAC GGT GTC GAC CTG CCG TGG
CTC TCG CGC GAG ACG AAC AAA TTC CAC ATG AGC ATC ACG GAC
GAG GAG AAG TGG CAG CTC GCC AIC CGG GCC TAC AAC AAG GAG
CAC GAG TCC CAG ATC CGG GCG GGC TAC TAC CTG CCG ATC CCG
GGC AAG AAG GCG GTC GAA TCG TTC TGC TAC CTG AAC CcCC TCC
TTC AGC CCA GAC CAC CCG CGA ATC AAG GAG CCC ACC CCT ATG
CAC GAG GTC AAC GTC TGG cCG GAC GAG GCG AAG CAC CCG GGG
TTC CGG GCC TTC GCé GAG AAG TAC TAC TGG GAC GTC TTC GGC
CTC TCC TCC GCG GTG CTG CGC GGC TAC GCT CTC GCC CTA GGT
CGC GAC GAG GAC TTC TTC ACC CGC CAC TCC CGC CGT GAC ACG
ACG CTC TCG TCG GTC GTG CTC ATC CGT TAC CCG TAC CTC GAC
CCG TAC CCG GAG CCG GCC ATC AAG ACG GCC GAC GAC GGC ACC
AAG CTC AGC TTC GAG TGG CAC GAG GAC GTG TCC CTC ATC ACG
GTG TTG TAC CAG TCC GAC GTG CAG AAT CTG CAG GTC AAG ACC
CCG CAG GGC TGG CAG GAC ATC CAG GCT GAC GAC ACG GGC TIC
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CTC ATC AAC TGC GGC AGC TAC ATG GCC CAT ATC ACC GAC GAC
TAC TAC CCG GCC CCG ATC CAC CGC GTC AAA TGG GTC AAC GAG
GAG CGC CAG TCA CTG CCC TTC TTC GTC AAC CTG GGC TGG GAG

GAC ACC ATC CAG CCG TGG GAC CCC GCG ACC GCC AAG GAT GGG
GCC AAG GAT GCC GCC AAG GAC AAG CCG GCC ATC TCC TAC GGA

GAG TAT CTG CAG GGG GGA CTG CGG GGC TTG ATC AAC AAG AAT
GGT CAG ACC TAA-3'

i vilken sekvens A &r deoxiadenyl, G &r deoxiguanyl, C &r
deoxicytidyl och T &r tymidyl.

4, Rekombinant-DNA-vektor, kdnnetecknad
ddrav, att den omfattar en DNA-f&rening enligt patentkrav
1, 2 eller 3.

5. Vektor enligt patentkrav 4, kd&nneteck-
N a d dirav, att den 4r en plasmid.

6. Vektor enligt patentkrav 5, k & n n e teck -
n ad dé&rav, att den &r plasmiden pIT335 (NRRL B-15960),
vilken presenteras i figur 1.

7. Vektor enligt patentkrav 5, k 4 n n e teck -
n a d d&rav, att den &r plasmiden pIT337, vilken bildas
genom att fbrena ett ca 1,6 kb:s Ncol-BamHI- och ett ca
8,7 kb:s NcoI-Ncol -restriktionsfragment fran plasmiden
PCZ106 (NRRL B-15959) med ett ca 1,5 kb:s NcoI-BamHI
-restriktionsfragment fran plasmiden pIT335 (NRRL B-
15960), och vilken presenteras i figur 3.

8. Vektor enligt patentkrav 4, k 8 n n eteck -
nad dirav, att den omfattar jdstens Saccharomyces cere-
visiae fosfoglyceratkinasgens transkriptions- och transla-
tionsaktiverande sekvens i beredskap f&r expression av
DNA-sekvensen som kodar f&r eén gen som medfdr hygromycin-
resistens.

9. Vektor enligt patentkrav 8, k & n n eteck -
n ad dirav, att den &r den i figur 5 Presenterade plas-

miden pPS20, vilken bildas genom att insertera ett ca 2,7
kb:s HindIII-restriktionsfragment frdn plasmiden pIT221,
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vilket innehdller jastens Saccharomyces cerevisiae tran-
skriptions- och translationsaktiverande sekvens, till det
enda igenkdnningsstdllet f6r HindIII-restriktionsenzymet i
plasmiden pIT335, som definieras i patentkrav 2, eller
dess funktionellt ekvivalenta isomer, plasmiden pP20,1.

10. Foérfarande f6r produktion av isopenicillin N -
syntetasaktivitet i en vdrdcell, k @& nneteckn at
darav, att det omfattar steg, i vilka:
(1) en bakterie- eller j&stsvampvdrd transformeras med en
rekombinant-DNA-expressionsvektor, som omfattar en DNA-£f&-
rening enligt patentkrav 1, 2 eller 3, vilken &r fOrsedd
med en transkriptions- och translationsaktiverande sek-
vens, som dr funktionell i namnda vardcell, och
(2) den i steg (1) transformerade vardcellen odlas i for-
hallanden, som m$jliggdr expression av n&mnda DNA.

11. Forfarande enligt patentkrav 10, k &8 nn e -
t ec knat darav, att DNA-féreningen 8r det 1,5 kb:s
NcolI-BamHI -restriktionsfragmentet fran den i figur 1 pre-
senterade plasmiden pIT335, som kan fas frdn E. coli -bak-
teriestammen K12 JA221/pIT335 (NRRL B-15960).

12. F6rfarande enligt patentkrav 10 eller 11,
kd&d8nnetecknat dirav, att DNA-fdreningen kodar
f6r aminosyrasekvensen:

MET GLY SER VAL PRO VAL PRO VAL ALA ASN VAL PRO ARG ILE
ASP VAL SER PRO LEU PEE GLY ASP ASP LYS GLU LYS LYS LEU
GLU VAL ALA ARG ALA ILE ASP ALA ALA SER ARG ASP THR GLY
PHE PHE TYR ALA VAL ASN HIS GLY VAL ASP LEU PRO TRP LEU
SER ARG GLU THR ASN LYS PHE HIS MET SER ILE TER ASP GLU
GLU LYS TRP GLN LEU ALA ILE ARG ALA TYR ASN LYS GLU HIS
GLU SER GLN ILE ARG ALA GLY TYR TYR LEU PRO ILE PRO GLY
LYS LYS ALA VAL GLU SER PHE CYS TYR LEU ASN PRO SER PHE
SER PRO ASP HIS PRO ARG ILE LYS GLU PRO. THR PRO MET HIS
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GLU VAL ASN VAL TRP PRO ASP GLU ALA LYS HIS PRO GLY PHE
ARG ALA PHE ALA GLU LYS TYR TYR TRP ASP VAL PHE GLY LEU
SER SER ALA VAL LEU ARG GLY TYR ALA LEU ALA LEU GLY ARG
ASP GLU ASP PHE PHE THR ARG HIS SER ARG ARG ASP THR THR
LEU SER SER VAL VAL LEU ILE ARG TYR PRO TYR LEU ASP PRO
TYR PRO GLU PRO ALA ILE LYS THR ALA ASP ASP GLY THR LYS
LEU SER PHE GLU TRP HIS GLU ASP VAL SER LEU ILE THR VAL
LEU TYR GLN SER ASP VAL GLN ASN LEU GLN VAL LYS THR FRO
GLN GLY TRP GLN ASP ILE GLN ALA ASP ASP THR GLY PHE LEU
ILE ASN CYS GLY SER TYR MET ALA HIS ILE THR ASP ASP TYR
TYR PRO ALA PRO ILE HIS ARG VAL LYS TRP VAL ASN GLU GLU
ARG GLN SER LEU PRO PHE PHE VAL ASN LEU GLY TRP GLU ASP
THR ILE GLN PRO TRP ASP PRO ALA TER ALA LYS ASP GLY ALA
LYS ASP ALA ALA LYS ASP LYS PRO ALA ILE SER TYR GLY GLU
TYR LEU GLN GLY GLY LEU ARG GLY LEU ILE ASN LYS ASN GLY
GLN THR
i vilken sekvens ALA ir en alaningrupp, ARG 4r en arginin-
grupp, ASN &r en asparagingrupp, ASP &r en asparaginsyra-
grupp, CYS &r en kysteingrupp, GLN &r en glutamingrupp,
GLU &r en glutaminsyragrupp, GLY &r en glycingrupp, HIS &r
en histidingrupp, ILE &r en isoleucingrupp, LEU &r en leu-
cingrupp, LYS &r en lysingrupp, MET 4r en metioningrupp,
PFE &r en fenylalaningrupp, PRO &r en prolingrupp, SER &r
en seringrupp, THR &r en treoningrupp, TRP 4r en trypto-
fangrupp, TYR 4r en tyrosingrupp och VAL 4r en valingrupp.

13. Fdrfarande enligt patentkrav 10, 11 eller 12,
k& nnetecknat ddrav, att virdcellen h&r till
slaktena Cephalosporium eller E. coli.

1l4. Forfarande enligt patentkrav 13, k& nne -
t ecknat dirav, att vdrdcellen 4r Cephalosporium
acremonium eller E. coli.

15. Férfarande enligt nagot av patentkraven 10 -
14, k&nnetecknat ddrav, att den odlade vird-
cellen &r E. coli/pIT337, som fas genom att transformera
E. coli med plasmiden pPIT337, vilken fds genom att isolera
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plasmiden pcZl06 fran E. coli -bakteriestammen K12 RV308/-
pCZ106 (NRRL B-15959), sénderdela och isolera ett ca 1,6
kb:s NcoI-BamHI - och ett ca 8,7 kb:s Ncol-Ncol -restrik-
tionsfragment och ligatera dessa fragment med ett ca 1,5
kb:s NcoI-BamHI -restriktionsfragment frdn plasmiden
pIT335, som kan fas fran E. coli -bakteriestammen K12
JA221/pIT335 (NRRL B-15960).

16. Fo6rfarande enligt nagot av patentkraven 10 -
14, k@nnetecknat dirav, att den odlade vird-
cellen &r Cephalosporium acremonium/pPS20, som fas genom
att transformera Cephalosporium acremonium med den i figur
5 presenterade plasmiden pPS20.

17. Bakterie eller jdstsvamp, k &nneteck -
n ad d&arav, att den dr transformerad med en rekombinant-
DNA-vektor enligt ndgot av patentkraven 4 - 9.

18. vardcell enligt patentkrav 17, kK & nn e -
tecknad ddrav, att den 8r E. coli.

19. Vérdcell enligt patentkrav 18, k & nn e -
tecknad darav, att den &4r E. coli K12/pIT335 (NRRL
B-15960).

20. vdrdcell enligt patentkrav 17, k 8 nn e -

t ec knad ddrav, att den &r Cephalosporium acre-
monium.

21. Vé&rdcell enligt patentkrav 20, k 8 nne -

t e cknad dérav, att den 4r Cephalosporium acre-
monium/pPS21, vilken fds genom att transformera Cephalos-
porium acremonium med den i figur 7 presenterade plasmiden
pPS21.
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