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tavan tekijdn mddrittdmiseksi, joka tai fysikaalisin keinoin; kopiolukua
teki jit vaikuttaa suoraan tai cpdsuorasti verrataan vertailukokeeseen, jossa vai-
solun DNA:han, RNA:han ja/tai proteii- kuttavaa tekij## ei ollut lisnd ja/tai
neihin tai ndiden synteesikoneistoihin, sitd oli tunnettu mdird reaktliossa,
jossa menetelmdssd soluun siirretddn jolloin vaikuttavan tekijdn ldsndolo
yhdistelmd-DNA-plasmidi, jonka replikaa- ja/tai md¥r8 saadaan mddritettyd.

tiosta vastaavan monistuskoneiston aloi-
tuskohta tai -kohdat on sdddeltdvissd
olevan promoottorin alaisuudessa, jota
voidaan kontrolloida joko positiivisella
tai negatiivisella palautteella; yhdis-
telma-DNA-plasmidin siséltdmd solu saa-
tetaan kosketukseen vaikuttavan tekijén
kanssa; vaikuttavan tekijdn annetaan
vaikuttaa yhdistelmd-DNA-plasmidin si-
sdltdmddn soluun sopivan ajan, minkd
jdlkeen yhdistelmid-DNA-plasmidin repli-
kaatiosta vastaavan monistuskoneiston
aloituskohtaa sddtelevd promoottori
aktivoidaan, jolloin plasmidin kopioluku
alkaa kasvaa solussa, mik¥li vaikuttava
tekijd ei ole vaikuttanut plasmidin
replikoitumista estdvisti; yhdistelmi-
DNA-plasmidin kopioluvun muutos solussa

midritetddn suoraan tai eplsuorasti



Uppfinningen avser ett f&rfarande for
bestdmning av en till cellen inverkande
faktor, vilken faktor inverkar direkt
eller indirekt pd cellens DNA, RNA
och/eller proteiner eller deras syntesme-
kanismer, vid vilket fdrfarande intill
cellen infd8rs en rekombinant-DNA-plasmid,
vars initiationsstdlle eller -stdllen

av dupliceringsmekanism ansvarig for
replikationen 4r avhidngiga av en reguler-
bar promotor, som kan kontrolleras
antingen med en positiv eller en negativ
feedback; cellen innehdllande rekom-
binant-DNA-plasmiden bringas 1 kontakt
med en effektiv faktor; den effektiva
faktorn fa&r inverka pa3 cellen innehdllan-
de rekombinant-DNA-plasmiden f&r en
lamplig tid, varefter promotorn som
reglerar initiationsstéllet av duplice-
ringsmekanismen ansvarig fOr rekombinant-
DNA-plasmidens replikation aktiveras,
varvid plasmidens kopital bdrjar Oka i
cellen, om den effektiva faktorn inte har
inverkat p3 ett hindrande sdtt pa
plasmidens replikation; #8ndring av
rekombinant-DNA-plasmidens kopital i
cellen bestdms direkt eller indirekt

med biologiska, immunologiska, kemiska
eller fysikaliska metoder: kopitalet
jamfdrs med ett kontrollprov, vari ingen
effektiv faktor var n3rvarande och/eller
den fanns i en kdnd m3ngd i reaktionen,
varvid ndrvaron och/eller md&ngden av

den effektiva faktorn kan bestdmmas.
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Uusi biotesti

Biotesteiksi kutsutaan yleensd menetelmid, joissa kdytetdidn
apuna eldvid soluja tai organismeja. Useissa kehitetyissé
biotesteissd kdytetddn hyvdksi bakteeri- tai hiivasoluja.
Bakteerit ja erityisesti Escherichia coli -bakteeri tun-
netaan hyvin tarkasti. Hiivasolut edustavat eukaryootti-
soluja, mutta ovat yksisoluisia. Hiivojen kanssa ty&skente-
ly on helpompaa kuin korkeampien eukaryoottisolujen kanssa,
silld hiivat jakautuvat nopeasti yksinkertaisissa kasvatus-
liuoksissa eividtkd vaadi monimutkaisten kasvutekijoiden
liasndoloa. Hiivojen tuntemus kasvaa nopeasti ja muutamista
kannoista tunnetaankin jo kattavat geenikartat. Bakteereis-
ta ja hiivoista tunnetaan satoja mutanttikantoja, joiden
avulla on mahdollista tutkia esimerkiksi spesifisten reak-
tioiden aktiivisuutta ja tapahtumia. Antibiooteille eri-
tyisen herkilli bakteerimutanteilla jo pienetkin antibi-
oottijddmdt saavat aikaan kdytettdvén bakteerin metaboliassa
ja soluseinissd havaittavia muutoksia. Kéyttdmdlld sopivia
bakteerimutantteja voidaan antibioottijddméitestit kehittda
erityisen herkiksi. Tdllaiset bakteerikannat voivat olla
villikantojen mutantteja, joiden soluseindmdt voivat olla
rakenteeltaan poikkeuksellisia niin, ettd antibiootit paa-
sevdt villikantoihin verrattuna helpommin tunkeutumaan solu-
seindmdn ldpi. Samoin genotoksisille tekijfille herkiat
bakteerit ja hiivat ovat mutanttikantoja, joiden DNA:n
korjausmekanismit eivdt toimi yhtd tehokkaasti kuin vil-
likantojen. Mutanttikantoja hyvdksi kdyttdmdlld voidaan

ja on voitu mitata antibiootteja, mutageenisia ja toksisia
tekijditd. Bakteeri- ja hiivakantoihin on suhteellisen
yksinkertaista siirtdd uusia ominaisuuksia geeninsiirto-
tekniikoiden avulla, mikd seikka laajentaa ko. organismien
hyvidksikdyttdmahdollisuuksia biotesteissd. Uusilla ominai-
suuksilla tarkoitetaan tdssd yhteydessd viruksen, eukaryoot-
ti- tai prokaryoottisten solujen geenien koodittamia prote-
iineja, joita ei luonnostaan esiinny geeninsiirtotekniikkaa

hyvdksi kdyttdvissd kohdeorganismeissa.
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Karsinogeenisuuden ja mutageenisuuden vdlinen yhteys on
lahtdkohtana mutageenisuustestien kdyttdmiselle karsinogee-
nisten yhdisteiden esitestauksessa. Karsinogeenisuuden
testaus koe-eldimilld on erittdin kallista ja hidasta.
Mutageenisuustestien kdyttddn karsinogeenisuuden pikates-
teind onkin kiinnitetty paljon toiveita ja huomiota. Mik-
robien kdytt&dén perustuvia mutageenisuustesteja kehittdmdlla
eldinkokeita on mySs mahdollista vdhentdd. Kokeellisten
testien kaytdn perustana on deoksiribonukleiinihapon, DNA:n,
universaalisuus, jonka mukaan DNA:n rakenne ja toimintape-

riaatteet ovat eri organismeissa samanlaiset.

Yleisimmin kdytetty mutageenisuustesti on Salmonella typh-

imurium -bakteereja kohdeorganismina kdyttdvd Ames-testi

(Ames, B.N., McCann, J. and Yamasaki, E., (1975) Mutat. Res.
31-347). T&lla testilld kyetddn havaitsemaan muun muassa
useimpien mykotoksiinien, aromaattisten amiinien ja polysyk-
listen hiilivetyjen genotoksisuus. Ames-testi ei kuitenkaan
kykene tunnistamaan karsinogeenisten metallisuolojen tai
kloorattujen hiilivetyjen genotoksisuutta. Tassa testissd
kdytettdvissd Salmonella typhimurium -bakteerikannoissa on
pistemutaatioita histidiinin biosynteesiin tarvittavassa
geenissd. Kun bakteerit altistetaan mutageenisten yhdis-
teiden vaikutukselle, tapahtuu revertoituminen 1. takaisin-
mutaatio kyseisessd geenissd ja bakteeri alkaa tuottaa
histidiinid itsendisesti eikd tarvitse endd ulkopuolista
histidiinilihdettd. Haittapuolena Ames-testissd on sen
hitaus ja huono herkkyys. Tdssd testissd kaikki muut geno-
toksiset muutokset kuin ko. entsyymiin kohdistuvat jéavat
toteamatta. Testi on myds suhteellisen kallis testattavaa
yhdistettd kohden.

Bioluminesenssiin eli valonmuodostumisen mittaukseen perus-
tuva genotoksisten tekijoiden mddritysmenetelmd on myOs
kehitetty (Ulitzur S., Weiser, I. and Yannai, S., 1980,
Mut. Res., 74, 113-121). T&ssd menetelmdssa kdytetddn

hyvdksi valaisemattomia Photobacterium leiognathi -kantoja
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ja Photobacterium fischerin mutanttikantoja. Genotoksisten

tekijdiden vaikutuksesta edelld mainitut bakteerit alkavat
tuottaa valoa. Tamdn menetelmdn teoreettinen perusta on
vield arvailujen varassa. Muun muassa jonkin tuntemattoman
repressorin 1. estdjan vaikutuksen poistuminen tai sen
muodostumisen estymisen sekd bakteerien kromosomaalisen
DNA:n fysikaalisessa rakenteessa tapahtuvan muutoksen arvel-
laan edistdvidn lusiferaasin tuotannon alkamista bakteeriso-
luissa. Eri genotoksiset yhdisteet vaikuttavat tdssd tes-
tissd eri nopeuksilla johtuen tekijtiden vaikutusmekanismien
vaihtelevuudesta. T&md testi on Ames-testid nopeampi, mutta
ei ldheskddn yhtd helppokdyttdinen. Testissd kdytettyjen
bakteerien tuottamaa valoa tdytyy pystyd mittaamaan kineet-
tisesti hyvin pitki& ja vaihtelevia aikoja (30 min - 10 h)
tutkittavasta yhdisteestd riippuen. Kiaytettdvdt bakteerit
eivat mySskadn kykene tuottamaan stabiilia valoa, mikd tekee
méddrityksestd ongelmallisen. Edelld mainituista syistd
johtuen kuvattua bioluminesenssiin perustuvaa Photobacter-
ium-kantoja hyvdksi kdyttdvad genotoksisten tekijbiden
midritysmenetelmdid ei voida helposti automatisoida ja ottaa

rutiinikdyttésn, kun mddritettdvid ndytteitd on paljon.

Mikrobiliddkkeind kdytettyjd antibiootteja médritet&dn muun
muassa potilaiden seerumista selvitettdessd hoidossa kaytet-
tdvan ladkkeen annostusta ja imeytymistehokkuutta. Useiden
kdytettyjen antibioottien terapeuttinen pitoisuusalue on
suhteellisen kapea ja yliannostuksesta potilaalle aiheutuvat
riskit voivat olla suuria. Lihasta ja lehmdn maidosta on
tdrkedd middrittdi mikrobilddkejddmdt niiden allergikoille
aiheuttamien cireiden takia. Juuston valmistuksessa kdytet-
tdvad maito ei saa sisdltdd antibiootteja silld ne estdvat
juustobakteerien toiminnan. Yleisimmét tdmdnhetkiset mik-
robilddkkeiden tunnistamiseen kdytetyt menetelmdt ovat
mikrobiologisia. N&dissd testeissd mitataan joko antibioo-
teille herkkien mikrobien suoranaista kasvua tai kasvun
yhteydessd tapahtuvien aineenvaihduntatuotteiden tuoton
estymistd esimerkiksi bakteerien hapontuotantoa erilaisten

vdri-indikaattorien avulla. Yleisesti kdytdssd ovat aga-
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reilla tehtdvat mikrobiologiset testit. Agardiffuusiotestin
sylinteri-, kuoppa- ja kiekkomenetelmd ovat esimerkkisovel-
lutuksia. Niiden menetelmien vdlilld olevat erot rajoit-
tuvat ainoastaan ndytteen applikaatioon agarille ja bak-

teerikannan kdytt6tapaan testeissd.

Koska mikrobiologiset menetelmdt kdyttdvat hyvdkseen bak-
teereja tai bakteerien itibitd, on testibakteerin herkkyys
antibiooteille ratkaisevan tdrked ndissd menetelmissd.
Tihdn asti on ollut tarpeen tehdad kompromisseja sopivien
testimikrobien valinnoissa, koska suuri antibioottiherkkyys
ja muut testimikrobilta vaadittavat ominaisuudet eivdt

valttamittd ole olleet saman bakteerikannan ominaisuuksia.

Mikrobien kdyttdd antibioottijddmien testauksessa rajoittaa
ennen kaikkea menetelmien hitaus ja epdherkkyys. Koska
menetelmissd tavalla tai toisella aina kontrolloidaan tes-
timikrobien kasvua, ei testid voida kuvitellakaan saatavan
suoritetuksi alle tunnin. T&md johtuu siitd, ettd mikrobien
kasvu nopeimmillaankin on hidas tapahtuma. Lisdksi useissa
testeissd mikrobit ovat kylmdkuivattuina tai itidind, mika
entisestddnkin hidastaa testien suoritusta.

Myds bioluminesenssiin perustuvia antibioottien madritys-
menetelmi#d on kehitetty. Ulitzur (1986, Methods in En-
zymology, vol. 133, s. 275-284) on esittédnyt kolme erilaista
tapaa kdyttda bioluminesenssiin perustuvaa menetelmdd anti-
bioottien mddrityksissd ja ne ovat a) lysis-testi, b) induk-
tiotesti ja c) bakteriofagitesti.

Ensimmiisessd eli nk. lysis-testissd kdytetddn hyvdksi
Vibrio fischeristd eristettyjd lux-geeneja, jotka tuottavat

lusiferaasia ja substraatin lisndollessa muodostuu valoa.
Ndmd geenit on asetettu plasmidiin, joka on siirretty Bacil-
lus subtilikseen, joka on erittdin herkkd bakteerien solu-

kalvoihin vaikuttaville antibiooteille kuten esimerkiksi
penisilliineille ja kefalosporiineille. Testissd tdallaista

plasmidin sisdltdvda B. subtilista kasvatetaan antibioottia



10

15

20

25

30

35

5 88309
sisdltdvdn ndytteen kanssa ja bakteerisolukalvojen synteesin

inhiboituessa bakteerit hajoavat. Antibioottien vaikutus
todetaan kohdebakteerin alentuneessa valontuottotasossa.

Induktiotestissd kdytetddn hyvdksi nk. dim-mutantteja Pho-
tobacterium phosphoreum -bakteereja, jotka nimensd mukaises-
ti eivdt tuota valoa villikantoihin verrattuna. T&md kuten
muutkin Ulitzurin ryhmdn kehittdmdt bioluminesenssiin perus-
tuvat testit ovat kohdebakteerin kromosomaalisen DNA:n
hyvdksikdyttdén perustuvia testejd. Induktiotestilld voidaan
méddrittdd proteiinisynteesiin vaikuttavia antibiootteja.
Inkuboitaessa bakteereja DNA:han sitoutuvien yhdisteiden
l&sndollessa alkavat ndm& alunperin valoa tuottamattomat
bakteerit valaista 1. bakteeri alkaa tuottaa lusiferaasi-
proteiinia. Kun proteiinisynteesid inhiboivaa antibioottia
on mukana reaktiossa, jossa lusiferaasia tuotetaan indusoi-
tuneesti Photobacterium phosphoreumin kromosomaalisesta
DNA:sta, estdvdt antibiootit lusiferaasin synteesid. An-
tibiootin vaikutus todetaan bakteerien tuottaman valontason
laskuna verrattuna bakteereihin, joita ei ollut inkuboitu
proteiinisynteesid estdvien antibioottien kanssa. Tdll&
induktiotestilld ei voida kuitenkaan mddrittad DNA:n syn-
teesid estdvid antibiootteja. Mybskin kdytettdvdn induktion
tapahtumat ja selitys ovat arvailujen varassa. Testin
suorittamiseen tarvittavat olosuhteet ovat ongelmalliset,
koska em. bakteerit tarvitsevat mddritysliuoksessa minimi-
suolat (muun muassa Ca2* - ja Mg2*+-ionit), joiden tiedetdadn
vdhentdvan tai tdysin estdvdn aminoglykosidien (streptomy-
siini, kanamysiini, neomysiini, erytromysiini) toiminnan.
MySs bakteerin induktio-olosuhteet ovat erittdin tarkat ja
lisdksi ndytteissd saattaa olla antibiootteja (esim. nali-
diksiinihappo) tai muita yhdisteitd, jotka indusoivat bak-
teerin valontuotannon satunnaisesti. Tédssd testissd olemassa
olevien indusorien suuri lukumddrd onkin vaikea ongelma.
Testeissd kdytettdvdlld bakteeriméidrdlla on mySs mainittu
olevan vaikutusta mddritykseen. Testissd voidaan kdyttdd
suhteellisen pientd mddrd8 bakteereja, silld suuremman
bakteerimddrédn kdyttdminen vaatii reaktioseoksen erityistd
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hapetusta ndissd bakteereissa olevan bioluminesenssi-sys-
teemin happiherkkyyden takia. T&md aiheuttaa ongelmia
silloin, kun kdytetddn mittalaitteita (luminometrit, valo-
diodit, valokuvauslevy), jotka eivédt ole niin herkkid kuin
nestetuikelaskimet. My&s testin toistettavuus kdrsii ndiden

tekijoiden vuoksi.

DNA-synteesi#d, transkriptiota ja translaatiota estavat
antibiootit kuuluvat bakteriofagitestin piiriin. Té&ssa
testissd normaalit, valaisevat Photobacterium phosphoreum -
bakteerit infektoidaan lyyttisilld bakteriofageilla. Anti-
biootin lidsndollessa uusia bakteerisolua hajottavia viruk-
sia ei padse syntetisoitumaan DNA-, RNA- tai proteiinisyn-~
teesiin vaadittavien synteesikoneistojen toiminnan estyttya.
Antibiootin lisndollessa bakteerien tuottaman valon mddrdssa
ei todeta muutosta verrattuna antibiooteilla kdsittelemdt-
témiin kontrollisoluihin, joiden valotasot laskevat nopeasti
bakteriofagien kyetessid lis&intymddn ja hajottamaan bak-
teerisolun. Bakteriofagitesti on ongelmallinen suorittaa,
koska siinid vaaditaan erityinen bakteriofagien lisdys bak-
teerisuspensioon ja antibioottindytteen lisdamisen ajoi-

tus on tarkka. T&ssd testissd on my®ds samoja ongelmia kuin
induktiotestissi madritysliuoksen ja testissd kdytettdvien
bakteerimddrien suhteen.

Tamdn hetkisilld mikrobiologisilla antibioottitesteilld ei
voida mddrittdd yksittdisid antibiootteja tai antibioot-
tiryhmid vaan kaikki antibiootit, joille testissad kdytettava
mikrobi on herkkd. Mittausolosuhteita muuttamalla ja li-
s44dmdlld tiettyjd antibiootteja hajottavia entsyymejd voi-

daan erdiden antibioottien vaikutus poistaa.

Tarve raskasmetallien, toksiinien ja elintarvikkeiden lisa-
aineiden midrittidmiseksi nopeasti ja yksinkertaisesti on
suuri. T&114 hetkelld mddritykset tdytyy tehdd useimmiten
keskitetysti suurissa laboratorioissa, koska tarvittavat
mittalaitteistot ovat erittdin kalliita ja vaativat kayt-

tdjiltddn erityiskoulutusta. Nopeat, kvalitatiiviset testit
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voisivat olla paikan p&dlld tehtyind myds merkittdvad seula
jatkotutkimuksia vaativille ndytteille. T&11l8in labora-
torioiden kuormitus vdhentyisi ja ongelmandytteiden md&drit-

tdminen nopeutuisi.

Toksisten yhdisteiden mddrittdmiseksi ympdristdndytteistd on
kehitetty nk. Microtox-testi, jossa kaytetddn hyvdksi valoa
tuottavia Photobacterium phosphoreum -bakteereja. Tutkittavaa
niytettd ja bakteereja inkuboidaan yhdessd ja toksisten aineidc
mukanaolo todetaan bakteerien alentuneesta valontuottotasosta
verrattuna kontrollindytteeseen. MyOs useita eldinsolutestejd
on kehitetty mittaamaan toksisia tekijditd, mutta ndiden laaja-
mittaiselle kdytdlle on useita esteitd, kuten esimerkiksi niid¢

hitaus ja monimutkainen kdyttd seka valmistus.

Toksisia ja mutageenisia aineita on tarpeellista pystyd madrit-
tdmddn erilaisista vesistd, tdllaisia ovat esimerkiksi jédtevesi
talousvesi, raakavesi, pohjavesi, virkistyskdyttddn tarkoitetut
vedet, teollisuuden prosessivesi, elintarvikkeiden valmistus-
prosesseissa kdytetty vesi ja lddketeollisuudessa kdytettava
raakavesi. Myds maandytteistd ja ilmandytteistd on yhd lisdan-
tyvd tarve saada mddritetyksi toksisia ja mutageenisia tekijoi-
td. Elintarviketeollisuudessa kdytettdvien raaka-aineiden,
ravintoaineiden ja nautintoaineiden laadun kontrollointiin

kiinnitetdaan suurta huomiota.

Keksintd perustuu aiemmin tunnettuihin ja hyvdksyttyihin peri-
aatteisiin geenien ilmentymiseen eli ekspressioon vaikuttavist:
sddtelytekijoistd ja niiden kdayttéon yhdistelmd-DNA-tekniikalle
tuotetuissa elidissd kuten esimerkiksi bakteereissa ja hiivois-

sa.

Keksinndn oleelliset tunnuspiirteet on esitetty oheisissa

patenttivaatimuksissa.

Geeniteknologia on tehnyt mahdolliseksi bakteerien ja hii-
vojen kdytdn tuotto-organismeina sellaisillekin valkuaisai-
neille, joita ndmd mikrobit eivdt normaalisti tuota. N&i-

hin tarkoituksiin on valmistettu erilaisia yhdistelmd-
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DNA-plasmideja, jotka ovat kromosomin ulkopuolisia ja tata
paljon lyhyempid rengasmaisia DNA-molekyylejd. Yhdistelmd-
DNA-plasmidit voivat sisdltad useita eri geenejd ja ne
pystyvdt lisddntymdan itsendisesti. Yhdistelmd&-DNA-plas-
miditekniikka on yleisimmin kaytetty tapa siirrettdessa
vieraita geeneja bakteerisoluihin. Haluttu geeni voidaan
1iittd3 erityisilld restriktioentsyymeilld plasmidiin.
Plasmidin siirtiminen bakteerisoluun suoritetaan yleensa
transformaatiolla, jossa bakteerisolun seindmd on tehty
plasmidia ldpdisevdksi. Eukaryoottisoluissa kdytetdédn
yhdistelmd-DNA-vektoreita, jotka sisdltdvat prokaryoottista,
virusperdistd ja eukaryoottisolun DNA:ta sopivasti yhdistet-
tynd samassa vektorissa. Eukaryoottisoluihin saadaan yhdis-
telmd-DNA-vektoreja siirrettya esimerkiksi elektroporaatiol-
la ja Ca-saostustekniikalla.

Yhdistelmd-DNA-plasmideja, joissa vieraan, rekombinantti-
proteiinin tuotto on asetettu voimakkaan promoottorin kont-
rollin alaiseksi, on viime vuosina kehitetty erittdin pal-
jon. Kaikissa tapauksissa pyrkimyksena on ollut saada
aikaan mahdollisimman suuri vieraan proteiinin tuotto uusis-
sa tuottajaorganismeissa kuten E. colissa. Niissd tapauk-
sissa haluttua proteiinia voidaan tuottaa jopa 25 % bak-
teerin koko proteiinimddrdstd (Caulcott & Rhodes, 1986,
Trends in Biotech., June, 142-146). Tuotettaessa ndin
suuria maddrid vierasta proteiinia on hyvinkin todennédkdista,
ettd tdmd tuotto on haitallista bakteerille ja sen aineen-
vaihdunnalle. Haitallisuuden kannalta onkin kehitetty
plasmideja, joissa vieraan proteiinin tuotto on asetettu
siideltidvissd olevan promoottorin kontrollin alaiseksi.
T4116in proteiinin tuotto voidaan kytked pddlle halutussa
mikrobin kasvuvaiheessa. Ndissd tapauksissa kasvatus suori-
tetaan mikrobia stressaamattomissa olosuhteissa riittévén
kauan, jolloin mikrobikasvusto ehtii saavuttaa sopivan
solutiheyden. T&mdn jdlkeen kytketaan padlle halutun pro-
teiinin tuotto esimerkiksi lis#&mdlld kasvuliemeen kemial-
linen kytkent#molekyyli tai suoritetaan kytkentd fysikaa-

lisin keinoin, kuten ldmp&tilan kohottamisella. Kuvassa 6
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on esitetty plasmidi pCSS108 (Korpela & Karp, Biotechnol.
Lett., 10(6), 1988, 383-388), jota kayttden bakteerilusi-
feraasin tuotto saadaan aikaan lisddmdlla IPTG-niminen kemi-
kaali, joka kytkee ko. proteiinin tuoton pdédlle kloonatussa

E. colissa.

Kdytetyissd plasmideissa kussakin on tietty resistenssi-
tekijd, jonka avulla voidaan valita vain plasmidin sisdltama
solukanta hyvinkin suuresta solupopulaatiosta. Resistens-
sitekijd auttaa solua selviytymddn olosuhteissa, jotka ovat
muille soluille myrkylliset. Myrkyllinen tekijéd lisdtddn
kasvuympdristddn muiden kuin halutun solun kasvun ehkdise-
miseksi. Resistenssitekijd voi olla tietty geeni, jonka
koodaama proteiini hajottaa tai inaktivoi muuten kasvuympé-
rist8ssd olevan myrkyllisen tekijédn, kuten esimerkiksi an-
tibiootin. Eri antibiooteille tuovan resistenssin geeneja
tunnetaan useita, yleisimmin on kdytetty B-laktamaasia
koodittavaa geenid. Tamdn geenin toiminnan tuloksena solu
hajottaa kasvuympdrist8ssddn olevan penisilliinin, tai sen
johdannaisen, B-laktaamirenkaan, jolloin ko. antibiootti
menettdd toimintakykynsd. Muita yleisesti kdytettyjd gee-
nejd ovat kloramfenikoliasetyylitransferaasia, kanamysiini-
asetyylitransferaasia ja tetrahydrofolaattireduktaasia
koodittavat geenit. Riippuen solutyypistd voidaan kdyttda
myds geeneja, jotka tuovat solulle kyvyn kasvaa esimerkiksi
tetrasykliinin, erytromysiinin, spektinomysiinin, strep-
tomysiinin, sulfonamidien, neomysiinin, tiostreptonin, vio-
mysiinin ja kolisiinien ldsndollessa. Tunnetaan myds resis-
tenssitekijoéitd, jotka muuttavat tai poistavat kasvuympd-
rist8ssd olevan raskasmetallin. Valintapaine plasmidillisten
solujen eduksi voidaan myds luoda siirtdmdlld plasmidiin
geeni, jonka tuote korvaa solun kromosomista puuttuvan
ominaisuuden. Té&dllaisia geenejd ovat esimerkiksi aminohap-
pojen biosynteesiteihin osallistuvat tekijdt. Ndissa ta-
pauksissa solun kasvuympdristdstd puuttuu tietty elintdrked
aminohappo ja solu ei muutoin pysty toimimaan ellei plas-
midissa sijaitsevan geenin tuote syntetisoi ko. aminohappoa

tai sen biosynteesin vdlivaihetta. My®s muut solulle elin-
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tirkedt toiminnot aiheuttavat plasmidilliselle solulle edun
verrattaessa plasmidittomiin soluihin. Plasmidissa voi
olla esimerkiksi tietty geeni, jonka tuote osallistuu solu-

kalvon tai solun perimdn rakennusaineiden tuottoon.

Eri plasmidien kopioluku solussa on useinkin hyvin erilainen
vaihdellen yhdestd useaan sataan, jopa tuhanteen. Yleisim-
min kdytetyn plasmidin pBR322 kopioluku on noin 60, kun taas
sen johdannaisen pUC8:n kopioluku on noin 500. Ndin suuren
kopioluvun muutoksen kahden sukulaisplasmidin vdlilld on
osoitettu johtuvan yhden emdksen muutoksesta plasmidin ns.
ori-alueella (Chambers et al., 1988, GENE, 68, 139-149).
Vaikuttamalla plasmidin replikaation aloitukseen asettamalla
timi ori-alue voimakkaan ja sdddeltdvissd olevan promoot-
torin kontrollin alaiseksi, voidaan keinotekoisesti kasvat-
taa plasmidin kopiolukua halutulla tavalla sopivasti valit-
tuna ajankohtana. T&11# hetkelld tunnetaan useita plas-
mideja, joiden kopiolukua voidaan muuttaa mikrobien kaswvun
kuluessa. Nditd plasmideja kdytetddn l&hinnd teollisissa
prosesseissa tuottamaan vieraita rekombinanttiproteiineja
huomattavia midrid. N&din ollen t&hdnastinen kayttd ei sulje
pois tédssd keksinndssd kuvattuja menetelmia kdyttad kopio-
luvun muutosta erilaisten soluun vaikuttavien tekijdiden
mittaamiseksi. Tdssd keksinndssd kdytetddn esimerkkeind
kolmea ns. runaway-plasmidia, joissa kopioluvun muutos on
mahdollinen. Eniten tutkittuja ja kdytettyjd plasmideja
vieraiden proteiinien tuottamiseksi ovat ns. pOU-sarjan
plasmidit, joissa plasmidin replikaation aloituskohtaa
saitelevdt tekijit on asetettu voimakkaan ja sdddeltdvan
lambda-faagin ps-promoottorin kontrollin alaiseksi (Larsen
et al., 1984, GENE, 28, 45-54). Lambda-pr-promoottoria
sddtelee repressoriproteiini cI857, joka on tuhottavissa
+42°C:n lampdkadsittelylld. Repressoriproteiinin tuotto voi
tapahtua lysogeenisesta faagista, faagista, joka on kon-
jugoitu isd@ntdorganismin kromosomiin, plasmidista, johon

ko. proteiinia koodittava sekvenssi on siirretty tai eri
inkombatibiliteettiluokkaan kuuluvasta toisesta plasmidista.

Eri inkombatibiliteettiluockkien plasmideilla tarkoitetaan



10

15

20

25

30

35

11 883(9

tdssd tapauksessa plasmideja, jotka kykenevdt monistumaan
ja jakautumaan itsendisesti toisen plasmidin ldsndolosta
huolimatta samassa solussa. Kun repressoriproteiini on
tuhottu, pr-promoottori kytkeytyy pédlle ja alkaa tuottaa
kontrolloimattomasti matalan kopioluvun Rl-plasmidista
perdisin olevia copB- ja repA-proteiineja sekd ndiden ja
copA-geenejd vastaavia transkriptiotuotteita. N&md tekijat
ja erityisesti voimakas repA-proteiinin ylituottaminen
aikaansaavat lisddntyneen ja jopa kontrolloimattoman pOU-
pohjaisen plasmidin tuoton E. coli -bakteereissa.

Hiivat kuten bakteeritkin ovat yksisoluisia, mutta hiivat
eroavat bakteereista siin#, ettd ne ovat eukaryoottisoluja.
Verrattuna korkeampiin eukaryoottisoluihin hiivat ovat
geneettisiltd ominaisuuksiltaan paljon paremmin tunnettuja.
Saccharomyces cerevisiaen ja Schizosaccharomyces bombein
geneettinen kartta tunnetaan jo yksityiskohdittain (Petes,
1980, Molecular Genetics of Yeast, Ann. Rev. Biochem., 49,
845-876). Myds hiivojen kloonausmenetelmdt tunnetaan hyvin
ja ne ovat erittdin tehokkaita. Hiivasolut ovatkin erittain

vleisesti kdytettyjd kloonausiséntia.

Hiivoilla on erotettu neljd erilaista yhdistelmd-DNA-vek-
torityyppid: integroituvat plasmidit (YI,), episomaaliset
plasmidit (YEp), replikoituvat plasmidit (YRp) ja keinote-
koiset kromosomit. Hiivan integroituvat plasmidit voivat
sisdltdd bakteeriperdistd DNA:ta ja hiivan geeni(e)n osan-
/osia. TAmd plasmidityyppi sitoutuu tarkasti tiettyyn
kohtaan hiivasolun kromosomaalisessa DNA:ssa. Replikoituvat
hiivan plasmidit sis#ltdvdt DNA:ta bakteereista, hiivan
geenin osan ja erityisen alueen hiivan kromosomaalisesta
DNA:sta, joka sisdlt## ko. plasmidin replikoitumisen aloi-
tuskohdan. T&m# replikoitumista ohjaava alue sallii plas-
midin jakautumisen kromosomin ulkopuolisena DNA-molekyylina
hiivasolussa. Hiivan episomaaliset plasmidit sisdltdvat
bakteeriperdisen DNA-jakson, hiivasolun geenin ja kokonaisen
tai osan hiivan nk. 2 mikronin plasmidia (Hollenberg, 1982,
Current Topics in Microbiology and Immunology, 96, 119-144).
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Keinotekoiset kromosomit ovat lineaarisia DNA-vektoreita.

Niamd vektorit eivit sovellu hyvin proteiinien ekspressiovek-
toreiksi.

Hiivalle on kuvailtu plasmidirakennelma, jonka kopiolukua
voidaan sdadelld. Hiivan sentromeerit ovat alueita, jotka
vaaditaan hiivan kromosomin jakautumisessa mitoosin ja
meioosin aikana. Sentromeeri-DNA (CEN3) on eristetty ja

se on siirretty glukoosilla repressoituvan alkoholidehydro-
genaasipromoottorin (ADH2) sd&dtelyn alaiseksi. N&ain saadun
plasmidin CEN3 toimintaa voidaan sd&della kdytetyn hiili-
lihteen avulla hiivassa. Kidytettdessd glukoosia hiilil&ah-
teend ADH2-promoottori on repressoitunut ja té&ll&in CEN3
toimii normaalisti tasapainottaen mitoosissa kdytetyn plas-
midirakenteen (YRp). Jos hiilildhde vaihdetaan kasvulie-
messid YRp-plasmidia alkaa kerddntyd soluun, jolloin kopio-
luku saattaa nousta jopa sataan (Chlebowicz-Slediewska, E.
& Sledziewska, A., 1985, GENE, 39, 25-31).

Hiivoissa kdytettdvind ekspressiovektoreina ovat seuraavat
sdddeltdviat promoottorit osoittautuneet erittéin kdyttdkel-
poisiksi: alkoholi-isocentsyymi I:n (ADHI) geenin promoot-
tori, fosfoglyserolikinaasin (PGK) promoottori, repressoi-
tuvan happaman fosfataasin (PHO5) promoottori ja alfa-fak-
torin promoottori. ADHI on hiivan sytoplasminen entsyymi,
joka tuottaa etanolia asetaldehydista ja tarvitsee tdhén
synteesiin my&s NADH:ta. Kun hiivasoluja kasvatetaan glu-
koosin ldsndollessa niin ADHI:t3d on vdhintdén 1 % hiivasolun
kokonaisproteiinimddrdstéd. PGK:n promoottorin toimintaa
taas voidaan siidelld hiivan hiilil&hteen (esim. glukoosin)
avulla, joka aktivoi promoottorin alaisen entsyymin ekspres-
siota. PHO5:n ekspressio voidaan estdd epdorgaanisen fos-
faatin avulla; tamdn promoottorin toiminta aktivoidaan
poistamalla epdorgaaninen fosfaatti hiivasolujen kasvatus-
liuoksesta. PHOS:n sddtely tapahtuu erityisen sdédtelykom-
pleksin avulla, joka muodostuu PHOZ, PHO4, PHO80 ja PHO85
geenituotteista (Bosfiana, K.A., 1980, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 77, 6541-6545). Myds erditd mutantteja (PHO4:s88
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ja PHO80:ssd) tunnetaan, jotka ovat aktivoitavissa yksinker-
taisella ld&mpétilan muutoksella. N&md& mutanttihiivasolut
kasvavat +35°C:ssa, mutta eivdt tuota hapan fosfataasi -
entsyymid edes fosfaatin puuttuessa kasvatusliuoksesta.

5 Kun lampdtilaa lasketaan +23°C:een, hapan fosfataasia tuo-
tetaan hiivasoluissa runsaasti kasvatusliuokseen fosfataasin
ldsndollessa tai ilman sitd. Tdllaisella ladmpdtilan muutok-
sella sdddeltavid mutanttikantoja on kdytetty tuottamaan
esim. interferonia, kun interferonia koodaava DNA-jakso on

10 hiivan replikoituvassa plasmidissa sdddeltédvdn repressoi-
tuvan hapan fosfataasi PHO5:n alaisuudessa (Kramer, R.A.,
DeChiara, T.M., Schaber, M.D. ja Hilliker, S., 1984, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 81, 367-370). L&mpStilan muutoksella
saatiin tarkasti s#dddeltyd interferonin ekspressiota hiiva-

15 solussa.

Korkeampien eukaryoottisolujen kdyttdminen yhdistelm&-DNA-
vektorien isdntdsoluina haluttaessa tuottaa proteiineja on
nopeasti kehittyvd alue. Yleinen periaate kehitettdessd
20 ekspressiosysteemejd on se, ettd niilld voitaisiin tuottaa
haluttuja eukaryoottiproteiineja suuressa mittakaavassa.
Optimaalisella ekspressiosysteemilld olisi mahdollista
tuottaa proteiineja useissa eri solutyypeissd. Tédysin
sdddeltédvissd oleva proteiinien ekspressiosysteemi olisi
é.g 25 ihanteellinen ratkaisu. Yleisimpien sd&deltdvien promocot-
torien kdyttd on rajoittunut suhteellisen harvoihin is&ntéd-
soluihin. Usein mySs promoottorien sdddeltdvyys on puut-
teellista tai ekspressiovektorit on rakennettu tuumoreita
aiheuttavien virusten DNA:sta, jolloin niiden kdyt6lla on
30 olemassa riskitekijdnsa.

Eukaryoottisoluissa geenien ekspressiota on mahdollista
sdddelld muun muassa seuraavilla tavoilla: Simian virus 40
(SV40) T-antigeenin, metallotioneiini-geenien, heat-shock -
35 geenien, glukokortikoidisten hormonien, DNA:n metylaation
ja anti-sense RNA:n avulla. SV40:n tuottama antigeeni
sddtelee omaa transkriptiotaan. T-antigeenia tuotetaan
runsaasti vdlitt6mdsti viruksen infektoitua kohdesolunsa ja
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mydhemmin T-antigeeni sitoutuu omaan promoottorialueeseen-
sa ja estdd transkription. Kaytettdessd SV40-vektoreita
kloonauksiin tdmd T-antigeenin valittamd sadtelyfunktio
voidaan estdd kayttdmdlld sopivaa lampdherkkdd T-antigeeni
-mutanttia. TAllaiset ldmpdherkdat T-antigeeni -mutantit
tuottavat normaalisti T-antigeenia korkeissa inkubointi-
lampdtiloissa, kun taas huoneenlampdtilassa T-antigeenin
tuotto on estynyt (Rio, D.C., Clark, S.G. & Tjian, R
1985, Science, 227, 23-28).

.7

Metallotioneiinit ovat proteiineja, jotka sitovat itseensa
raskasmetalleja. Monet eukaryoottisolut alkavat tuottaa
nditd proteiineja raskasmetallien ldsndollessa. Metallo-
tioneiinien tuotannossa on todettu 50-kertainen kasvu, kun
kadmiumia lisdttiin solujen kasvatusliuokseen 4x10°% -mo-
laariseksi pitoisuudeksi (Hamer, D.H. & Walling, M.J.,
1982, J. Mol. Appl. Genet., 1, 273-288). Edella mainittua
kadmiumin indusoimaa proteiinien tuotantoa on mahdollista
vield nostaa kayttdmdlld kasvuliuoksia, jotka sisaltavat

mahdollisimman vdhidn raskasmetalleja.

Useat niin kutsuttujen heat-shock -geenien promoottorit ovat
osoittautuneet olevan toimivia ja tarkasti sdddeltdvissa
useissa eri solutyypeissd. Ndiden geenien promoottorien
sdateleminen tapahtuu yksinkertaisesti lampdtilaa muuttamal-
la. Heat-shock -geenit esiintyvat erittdin yleisesti euka-
ryoottisoluissa. Namd geenit aktivoituvat tuottamaan prote-
iineja korkeassa lampdtilassa kun taas normaalissa kasvatus-
lampotilassa proteiinien tuotto on vdhdista tai sita ei ta-
pah-du lainkaan. Parhaiten tutkittu heat-shock -systeemi on
banaanikdrpasen eli Drosophila melanogasterin, jossa lampd-
tilan kohottaminen +25°C:sta +37°C:een aiheuttaa nopean
normaalien proteiinien biosynteesin pysdhtymisen ja heat-
shock -proteiinien tuottamisen. Yleisin ja tunnetuin heat-
shock -proteiini on hsp70. Naiden proteiinien ekspression
sditelymekanismia ei vield tunneta tarkasti. Naita pro-
moottoreja kdyttdmalld (Drosophilian hsp70-promoottori)

on voitu kasvattaa hGH:n (humaani kasvuhormoni) tuottoa
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jopa 1200-kertaiseksi aktivoimattomiin soluihin verrattuna
(Dreano, M., Myers, A., Cheng-Meyer, C., Rungger, D.,
Voellmy, R. ja Bromley, P., 1986, GENE, 49 1-8).

Esilld olevassa keksinndssd k&dytetddn hyvdksi yhdistelmd-
DNA-tekniikalla valmistettuja eukaryootti- ja bakteerisolu-
ja, jotka ovat sopivasti valittuja kantoja tai linjoja ja
sisdltdvat tarkoituksenmukaiset yhdistelmd-DNA-vektorikon-
struktiot. Kytkemd&lld pddlle DNA:n, RNA:n ja proteiinien
synteesi hallitusti voidaan kaikki tekijdt, jotka vaikut-
tavat edelld mainittuihin synteesikoneistoihin suoraan tai
epdsuorasti, mitata. Mittausperustana voidaan kayttaa
valittua yhdistelmd-DNA-vektorin geenituotetta, markkeri-
proteiinia, sen aktiivisuutta tai yleisen aineenvaihdunnan
tilan mittaamista. Aktivoimalla yhdistelmd-DNA-vektorin
replikaatio hallitusti voidaan ndin muodostunutta DNA:ta
mitata suoraan esimerkiksi radioaktiivisia leimoja tai

virtaussytometriaa hyvaksikdyttamdlla.

Tutkittavien yhdisteiden mddrittdmiseksi voidaan valmistaa
sopivat yhdistelmd#-DNA-vektorit riippuen siitd, mihin mda-
ritettavadn yhdisteen vaikutus kohdistuu. Esimerkiksi DNA-
synteesin (nukleotidien) ja DNA:n replikaation estdvien
yhdisteiden sekd& DNA:han sitoutuvien yhdisteiden kuten
useiden sydpdlddkkeiden mddrittdminen on mahdollista ns.
runaway replication -tyyppisilld plasmideilla E. coli -bak-
teereilla. Kyseisessd plasmidissa on plasmidin jakautumis-
alue kontrolloitu lampSherkdlld, indusoitavalla lambdan Pre-
promoottorilla. Nd&in DNA-synteesi ja replikaatio voidaan
aloittaa haluttuna ajankohtana ja mitattavien yhdisteiden
vaikutus nivoutuu kiintedsti t&hdn solunjakautumisesta
riippumattomaan DNA:n hallittuun ja voimakkaaseen biosyn-
teesiin. Jos DNA:n synteesi tai replikaatio on estynyt,
ilmenee tdmd plasmidin kopioluvun pysymisend samana tai
jopa vihentymisend. Kontrollisoluissa, joiden DNA-synteesi
ei ole estynyt, plasmidien kopioluku kasvaa. Plasmidien
kopioluvussa tapahtuvat muutokset voidaan mé&ritt&d suoraan

DNA:ta mittaamalla sekd md8drittdmdlla plasmidin geenituot-
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teiden mddrdd tai aktiivisuutta. Tdllaisella plasmidilla on
mahdollisuus mddrittdd vaikutuksiltaan hyvinkin erilaisten
yhdisteiden vaikutusta, koska kyseiseen plasmidiin voidaan
liittdd myds sopivan markkeriproteiinin tuotosta vastaava
geenipala voimakkaan ja sdddeltivissd olevan promoottorin
alaisuuteen, jonka markkerin ilmentymistd testissd mitataan.
Td116in kaikki DNA:han, RNA:han, proteiineihin, ndiden
biosynteesiteihin tavalla tai toisella vaikuttavat yhdisteet
voidaan midrittdid. Haluttaessa kehittdd mahdollisimman
kattava testi soluseindmiin, nukleiinihappoihin, proteiinei-
hin ja metaboliaan vaikuttavien tekijdiden midrittdmiseksi
on tdllainen runaway replication -plasmidi ihanteellinen.
T4116in solun annetaan jakautua ja tdmén jalkeen aktivoidaan
solussa olevan yhdistelmd-DNA-plasmidin replikaatiota sadte-
leva promoottori ja markkeriproteiinin ilmentymisestd vas-
taava promoottori samanaikaisesti tai tietyn ajan kuluttua.
Ominaisuuksiltaan samanlainen yhdistelma-DNA-vektori on val-

mistettavissa myds eukaryoottisoluille.

Toisenlainen ldhestymistapa on kdyttdd plasmideja, joiden
replikoituminen on sidoksissa solujakautumiseen. Yhdis-
telmi-DNA-plasmideja, jotka ovat solussa erittdin monena
kopiona ja jotka sisdltédvat markkeriproteiinin voimakkaan

ja saddeltdvdn promoottorin alaisuudessa, voidaan kdyttaa
solukalvoihin, nukleiinihappoihin, proteiineihin ja aineen-
vaihduntaan vaikuttavien tekijtiden mddrittamiseksi. Seka
DNA:han ja solukalvoihin vaikuttavat tekijdt voidaan madrit-
tds tiallaisella testisysteemilld kdytettdessd aktiivisesti
jakautuvia soluja. Tdlldin erittdin monena kopiona oleva
yhdistelmd-DNA-plasmidi syntetisoituu tytdrsoluille ja
systeemi on ndin ollen erittdin herkka DNA:han vaikuttaville
tekijoille. Aktiivisesti jakautuvat solut ovat herkkid myds
solukalvoihin vaikuttaville tekijoille. Soluissa olevan
yhdistelmd-DNA-plasmidin markkeriproteiinin ilmentymista
sddtelevd promoottori aktivoidaan, jolloin alkaa voimakas
proteiinisynteesi ja systeemi on herkkd myGs proteiinisyn-

teesiin vaikuttaville tekijdille.
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Mutageenisten aineiden vaikutusta solun perimdidn eli DNA:han
voidaan havainnoida keksinndssd kuvatulla periaatteella
seuraamalla vajavaisen geenin (ja siten geenid vastaavan
proteiinituotteen) revertoitumista aktiiviseksi proteiinik-
si. Menetelmdlld voidaan seurata ko. tekijdiden vaikutusta
kdyttdmdlld joko aktiivisesti jakautuvia soluja tai jos on
tarve voidaan myds hySdyntdd nopeaa testia kdyttdmidlla
keksinndssd kuvattua runaway replication -pohjaista sys-
teemid.

Erityisend sovellutuksena, kdytettdessd lusiferaasigeenejd
plasmidissa, on solun energiametaboliaan vaikuttavien yhdis-
teiden mddrittdminen. Tam& on mahdollista, koska lusife-
raasientsyymin katalysoima reaktio vaatii solun aineenvaih-
dunnan energiarikkaita yhdisteitd. Tekijdt, jotka voivat
vaikuttaa solun energiametaboliaan milld tahansa biosyn-
teesitasolla (replikaatio, transkriptio, translaatio) tai
aineenvaihdunnassa, voidaan mddrittdi bioluminesenssin eli

valonmuodostuksen avulla.

Toisaalta solun energiametaboliaan vaikuttavien teki jéiden
vaikutus voidaan mddrittdd kuvaamallamme testiperiaatteella,
koska DNA:n ja RNA:n synteesit vaativat runsaasti energiaa
ja ovat ndin ollen mitattavissa. Erityistapauksena voidaan
pit&d8 bakteerilusiferaasi-proteiinia, joka kdyttdd solun
keskeisid aineenvaihduntatuotteita, NAD(P) ja FMNHa2, hyvdk-
seen. T&l1l86in saadaan myds solun aineenvaihdunta kytkettyd
plasmidiin siirretyn proteiinituotteen mddrdn tai aktiivi-
suuden mddrittédmiseen.

Keksinndn luonne tekee mahdolliseksi hyvin erilaiset mit-
taustavat, esimerkiksi spektrofotometriset, luminometriset,
ja silmémddrdiset mddritykset. Spektrofotometriset m#&ri-
tykset voivat tulla kyseeseen silloin, kun plasmidissa on
geeni, jonka tuotteen aktiivisuus voidaan mitata v3rid
muuttavan substraatin avulla, esimerkkind voivat toimia
beetta-galaktosidaasi, alkalinen fosfataasi, amylaasit tai

peroksidaasi-entsyymit. Luminometrinen md#ritys suorite-
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taan esimerkiksi bakteerilusiferaasigeenin sisdltdmén plas-
midin avulla. Lusiferaasin mittauksessa on hyvdnd puolena
valon mittauksen herkkyys verrattuna esimerkiksi spektro-
fotometrisiin mdarityksiin. Yksinkertaisen vari-indikaat-
torin kdyttdminen taas on perusteltua tapauksissa, joissa
herkkyys ei ole térkein kriteeri, vaan menetelmdn yksinker-
taisuus ja nopeus. Mitattaessa solun aineenvaihdunnassa
tapahtuvia muutoksia voidaan kayttaa esimerkiksi tetrazol-
jumsuoloja, jotka muodostavat pelkistyessadn vaikeasti
liukenevan formazan-punavdrin. Myds immunologiset madritys-
menetelmidt (vasta-aineet) liitettynd herkkiin mittaussys-
teemeihin (RIA, FIA) ovat mahdollisia. Samoin radioaktii-
visten leimojen ja virtaussytometrian kaytté&minen testin
lopputuloksen toteamisessa on mahdollista.

Yhdistelmi-DNA-vektorin kopioluvun muutokseen perustuva

menetelma:

Solu rakentaa perimdaineksensa eli DNA:n deoksiribonukleo-
tiditrifosfaateista. Solussa voi esiintyd myds kromosomin
ulkopuolista eli episomaalista DNA:ta, joka sijaitsee plas-
mideissa. Plasmidien monistuminen ei ole riippuvainen solun
jakautumisesta, vaan kullakin plasmidilla on oma menetelmd
monistua ja jakautua tytdrsoluihin solunjakautumisen yh-
teydessd. Plasmidi kdytt&d kuitenkin solun DNA:n monistus-

eli replikaatiokoneistoa omaan replikaatioonsa.

Kuvassa 1 on esitetty kaaviokuva kopioluvun muuttamiseen
perustuvasta menetelmdstd, jossa solun sisdltamd erityis-
plasmidi (esim. runaway replication -plasmidi (pCSS123))
saadaan hallitusti sopivana ajankohtana monistumaan voimak-
kaasti. Alkutilanteessa solu sisdlt#dd kuvattua plasmidia
harvoina kopioina. Tutkittavan tekijan annetaan vaikuttaa
riittdvan pitkdn ajan soluihin, jotka sisdltdvat ko. eri-
tyisplasmidin. T&mdn jédlkeen plasmidin monistuminen kytke-
tdan padlle ja plasmidi monistuu niin voimakkaasti kuin se
on mahdollista tutkittavan tekijin ldsndollessa. Plasmidin

monistuminen saadaan aikaan lisddmdlla kasvuliemeen esimer-
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kiksi kemiallinen kytkentdmolekyyli tai suorittamalla kyt-
kentd fysikaalisin keinoin kuten kohottamalla lampétila
+42°C:een. Samanaikaisesti tai sen jdlkeen, kun plasmidin
monistuminen on kytketty pddlle, voidaan aktivoida myd&s
halutun geenin ilmentyminen samasta erityisplasmidista.
Tdl116in plasmidin monistumisen aste voidaan suoraan madrit-
tdd mittaamalla tuotetun markkeriproteiinin md&rdd tai sen
aktiivisuutta, joka on riippuvainen plasmidin kopioluvusta
solussa. Kuvassa 1 tdmd on esitetty plasmidista tuotetun
proteiinin entsyymiaktiivisuuden mddrittdmisend soluista.
Tamd mahdollistaa mySs RNA:n synteesiin, translaatioon,
vaikuttavien tekijdiden tutkimisen kuvatulla plasmidin
monistumiseen perustuvalla menetelméilld. Plasmidin monis-
tumiseen perustuvaa menetelmdd voidaan ndin ollen kdyttad
hyvdksi mddritettdessd tai tutkittaessa muun muassa seuraa-
viin kohteisiin vaikuttavia tekij®ditd: DNA:n synteesi,
replikoituminen, RNA:n synteesi, transkriptio, translaatio,
soluseindmdt sekd spesifiset metaboliatiet ettd entsyymiak-
tiivisuudet.

Kuvassa 2 on esitetty ylimalkaisesti plasmidin kopioluvun
muutokseen perustuvan menetelmdn mahdollisuuksia mddrittdd
solun eri synteesikoneistoihin ja reaktioihin vaikuttavia
tekijbita. DNA:n, RNA:n ja proteiinin biosynteesit ovat
monivaiheisia ja ne vaativat usean eri tekijdn keskindistd
vuorovaikutusta. Kullakin vaiheella on sekd luontaisia

ettd keinotekoisia vaikuttajayhdisteitd, jotka joko akti-
voivat tai estdvdt toiminnan. Nalidiksiinihappo esimerkiksi
vaikuttaa DNA:n replikaatioon, estden DNA-polymeraasin
toiminnan.

Huomionarvoinen seikka on se, ettd menetelmidssd ldhdetddn
liikkeelle muutamista sdddeltdvissd olevista DNA-molekyy-
leistd, jotka voidaan saada monistumaan haluttuna ajankoh-
tana ilman, ettd se olisi mitenk#dn riippuvainen itse solun
jakautumisesta. Tdmd mahdollistaa jakautumattomienkin
solujen kdyttdmisen erilaisten tekijdiden testaukseen, jol-

loin mddritykseen kuluvaa aikaa ei rajoita solujen hidas
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jakautuminen. T&mdn menetelman keksinnéllisyys perustuu
plasmidin DNA:n, perimdaineksen, hallittuun monistumiseen

ja t&mdn mahdollistamaan erittdin laajojen yhdisteryhmien
ja tekijdiden tutkimiseen.

Keksinndssd kdytetddn hyvéksi sdddeltdvissd olevia promoot-
toreita ja ndiden promoottorien sddtelemid toimintoja, kuten
esimerkiksi yhdistelmd-DNA-vektorin kopioluvun kasvattamista
ja/tai valittujen markkeriproteiinien tuottamista soluissa
halutulla hetkelld. Promoottorit sisdltdvat alueen, johon
RNA-polymeraasi-entsyymi voi sitoutua, seka erityisen s&a-
telyproteiinin tai muun molekyylin kiinnittymiseen tarkoi-
tetun alueen. Promoottoreilla tarkoitetaankin yksinkertai-
sesti DNA:ssa olevaa yksikkdd, joka kontrolloi sen vieressa
tai 1dhist8114 sijaitsevan geenin ekspressiota. Kytkeytyvia
promoottoreita E. coli -bakteerilla ovat esimerkiksi lac-,
trp-, hybridipromoottori tac ja lambda-faagin pr.- ja p=x-pro-
moottorit. N&md promoottorit erocavat toisistaan muun muassa

voimakkuudessa ja kytkentdtavassa. lac- ja trp-promoottorit

voidaan kytked p#ddlle kemiallisilla yhdisteilléd, kun taas
pr.-promoottorin kytkeminen péddlle voidaan suorittaa yksin-
kertaisesti lampétilaa kohottamalla.

hyviaksi hallitusti aktivoitua valkuaisaineen biosynteesia

vhdistelmda-DNA~plasmidissa olevalla sdddeltdvdlla promoot-
torilla:

Solun toinen perimdaines DNA:n ohella on RNA, erityisesti
ns. lihetti-RNA (mRNA). Lihetti-RNA:ta syntetisoidaan
solussa, ribonukleotiditrifosfaateista, joita on solussa
varastoituneena. Liéhetti-RNA:ta syntetisoidaan DNA-mole-
kyylin kunkin geenin mukaiseksi erityisesséa transkriptio-
koneistossa, johon osallistuu tdstd toiminnasta vastaavia
molekyylejd. Valkuaisainetta eli proteiinia valmistetaan
lihetti-RNA-molekyylien toimiessa malleina yleisesti tunnet-
tujen hypoteesien mukaisesti. RNA:n synteesi on mahdollista
kytked padlle hyvin nopeasti, kuten my6s RNA:n koodittaman
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proteiinin synteesi. Keksinn®ssd kdytetddn hyvdksi erityi-
sid yhdistelmid-DNA-plasmideja, jotka on valmistettu niin,
ettd ne voidaan saada tuottamaan haluttaessa erittdin paljon
sopivasti valikoituja proteiineja. Tdssd tapauksessa eri-
tyisplasmidi on rakennettu niin, ettd plasmidin kopiolukua
ei voida s#idelld, vaan se on kdytetylle plasmidille omi-
nainen kdytettdvdssd mikrobissa. Pyrkimyksend on kdyttaa
tdssi tapauksessa sellaisia plasmideja, joiden kopioluku on
mikrobissa erittdin suuri, jolloin proteiinin tuotto on
erittdin suurta. Kun tdllaisiin erityisplasmideja sisdl-
tdviin soluihin vaikutetaan RNA:n tai proteiinien tuottoa
inhiboivilla tekij®illad, kuten esimerkiksi antibiooteilla,
ennen erityisplasmidin proteiinituotannon indusoimista,
voidaan indusoinnin jdlkeisestd muuttuneesta proteiinin
tuotosta arvioida antibiootin md&r#&, vaikutusmekanismia
tai ylipddtdin antibiootin mukanaoloa systeemissd. Keksin-
nén ideaa sovelletaan tdssd tapauksessa altistamalla mikrobi
tekijéille, jotka vaikuttavat sellaisiin biosynteesiteihin,
jotka kdynnistetdsin spesifisesti ja tarkasti sdddellysti
vaikuttavien tekijdiden ldsndollessa. T&ll6in, kun kayte-
tddn keksinndssd kuvatun kaltaisia yhdistelmd&-DNA-plasmi-
deja, saadaan sopivasti valitun proteiinin tuotto vaikut-

tavista tekijoista riippuvaiseksi.

Merkille pantavaa on samaten se, ettd tdllaisella yhdis-
telmid-DNA-plasmidin sisiltémd#ll¥ mikrobilla voidaan myds
midrittdd DNA:han ja solukalvoihin vaikuttavia tekijoitd.
TA4md on mahdollista siten, ettd mikrobin jakautuessa se
joutuu syntetisoimaan ndit# erittdin monena kopiona olevia
erityisplasmideja ja tdll¥in erityisplasmidit ovat alttiina
DNA:han vaikuttaville tekijbille. Aktiivisesti jakautuvat
solut ovat erityisen alttiita myds soluseindmiin ja niiden
biosynteesiin vaikuttaville tekijdille.

Kuvassa 3 on esitetty edelld kuvatun keksinnén soveltaminen
kdytidnnéssd, jolloin erityisplasmidi on hyvin monena kopiona
mikrobissa. Mikrobi saatetaan kuvan tapauksessa alttiiksi
biosynteesejd inhiboivalle tekijdlle ja riittdvén pitkan
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vaikutusajan jdlkeen erityisplasmidit hallitusti aktivoidaan
tuottamaan proteiinia, joka tdssd tapauksessa on entsyymi.
Kuvassa esitetyt nuolen paksuudet ovat verrannollisia l&het-
ti-RNA:n ja valkuaisainesynteesin tehokkuudelle ja siten
vaikuttavien tekiijdiden efektiivisyydelle. Tapauksessa,
jossa inhiboivaa tekijdd on ollut mukana, entsyymin tuotto
on jddnyt alhaiseksi. Vertaamalla tulosta tapaukseen, jossa
vaikuttavaa tekijdd on ollut tunnettuja mdarid ja/tai ei
lainkaan mukana, voidaan mddritys suorittaa joko kvantita-
tiivisesti tai kvalitatiivisesti. Kuvassa 4 on esitetty
yksinkertaistetusti ne kohdat biosynteesiteistd, joihin
vaikuttavia tekijditd voidaan mddrittdd edella kuvatun
kaltaista yhdistelmd-DNA-plasmidia kdyttden, kun ei kdytetd
aktiivisesti jakautuvia soluja. Jos kdytetddn aktiivisesti
jakautuvia soluja mddrityksessd, on mahdollista tutkia my&s
DNA:han vaikuttavia tekij®itd kuten kuvassa 2 on esitetty.
Erona kuvassa 1 esitettyyn menetelmddn on siis se, ettd
tissd tapauksessa ei kdytetd vain muutamina kopioina olevaa
yhdistelmd-DNA-plasmidia, jonka kopiolukua voidaan halut-
taessa kasvattaa runsaasti aktiivisesti jakautumattomassa
solussa.

On siis olemassa erilaisia promoottoreja, jotka voidaan
kytked piddlle sopivasti kdsittelemdlld. Promoottoreiden
voimakkuuksissa on huomattavia eroja, ja kaikki tédssd kek-
sinndssd mainitut promoottorit ovat suhteellisen voimak-
kaita. Kuitenkin voidaan sanoa, ettd pr-promoottori on
huomattavasti voimakkaampi kuin lac- ja trp-promoottorit.
Lambda-faagin pr-promoottori on my8s huomattavasti edellisia
promoottoreita nopeampi eli kytkenndn vaikutus ndkyy sel-
vdsti nopeammin verrattuna mainittuihin kahteen muuhun.
Osaksi mainittu nopeus voidaan selittdd kytkentdmolekyylin
hitaalla kulkeutumisella solukalvon ldvitse lac- ja trp-
promoottorien tapauksessa ja edelleen kulkeutumisella solun
sisdlld vaikutuskohtaansa (esimerkkind voidaan mainita lac-
promoottorin kytkentdmolekyyli IPTG). My®s kdytetyn plas-
midin kopioluku selitt#d osaltaan kytkenndn suhteellisia

eroja. Plasmidin pCSS112 (ks. kuva 7) kopioluku E. coli’ssa
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on noin 60, kun taas plasmidin pCSS108 (ks. kuva 8) kopio-
luku on noin kymmenkertainen. Kummassakin plasmidissa
lusiferaasin tuottoa sddtelee suhteellisen voimakas, repres-
soituva promoottori, edellisessd tapauksessa lambda-faagin
pr-promoottori ja jdlkimmdisessd tapauksessa E. coli’'n
laktoosioperonin lac-promoottori. Kumpaakin promoottoria
sdidtelevdt tietyt repressoriproteiinit, joita tuotetaan
rajoitettuja mddrid. Koska edellisessd tapauksessa kdytetyn
plasmidin kopioluku on huomattavasti pienempi kuin jadlkim-
mdisessd tapauksessa, on lusiferaasiproteiinin tuotto edel-
lisessd tapauksessa paremmin kytketty pois padltd eli de-
repressoitunut. N&in ollen jdkimmdisessd tapauksessa lac-
promoottori "vuotaa" repressoriproteiinin suhteellisen
mddrdn vahdisyydestd johtuen, jolloin mddritettdvdn aineen
tai aktiivisuuden perustaso on jo valmiiksi korkealla.
Toksisten tekijdiden vaikutus saadaan havainnollistettua
tehokkaammin kdytettdessd voimakasta ja nopeasti kytkeytyvaad
promoottoria, joka ohjaa tiettya geenid tai toimintaa yhdis-
telmd~-DNA-vektorissa.

Mutageenisten aineiden mddritys yhdistelméd-DNA-vektorin
hallittuun kopioluvun muutokseen tai vakioiseen kopiolukuun
perustuvalla menetelmdllid:

Mutageenisia aineita on perinteisesti middritety ns.Ames’in
testeilla, joissa kdytetddn hyvdksi Salmonellan mutanttikan-
toja. Mutanttikannoissa on histidiini-aminochapon biosyn-
teesitie puutteellinen siten, ettd biosynteesitietd koodit-
tavassa kromosomaalisissa DNA-jaksoissa esiintyy yksittdisia
pistemutaatioita tai ns. lukukehysmutaatioita. Kasvatet-
taessa nditd kantoja minimimaljoilla, joilta puuttuu his-
tidiini, ei periaatteessa voi tapahtua kasvua. Jos kuiten-
kin kantoja kdsitellddn mutagenisoivilla aineilla, jotka
korjaavat kyseiset muutokset kromosomaalisessa DNA:ssa
takaisin villityypin sekvenssiksi tai muutoin toimivaksi
proteiiniksi, siten ettd solulle palautuu kyky syntetisoida
histidiinid, saadaankin aikaan kasvavia bakteeripesdkkeitd,

joiden mddra on verrannollinen kdytetyn mutageenisen aineen
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madirdan. Menetelmdssd on kdytetty erilaisia Salmonella-
kantoja, joilla pystytddn arvioimaan usean eri vaikutus-
mekanismin omaavia mutageenisia aineita, eli menetelmd on
hyvinkin spesifinen. Menetelmdn haittapuolena on pitka
kasvatusaika minimimaljoilla (2 vrk) ja suuritdisyys.

Menetelmdi ei voida automatisoida.

Mutageenisten aineiden havainnointi ja mddrittdminen voidaan
suorittaa kehitt&mdll&amme yhdistelmd-DNA-vektorin kopioluvun
muutokseen perustuvalla tai nk. vakioisen kopioluvun mene-
telmdllsa. Edellisessd tapauksessa mddritys tehdddn akti-
voimalla kohdeplasmidi monistumaan mutageenisen tekijén
vaikutettua, jolloin mahdollinen vaikutus moninkertaistuu

ja lopputulos voidaan madrittad nopeasti ja herkdsti. Tdssa
tapauksessa ei aktiivinen solunjakautuminen ole vdlttamd-
tdntd, koska keksimdssamme menetelmidssa kdytetddn isdnta-
solun jakautumisesta riippumattomia, sdddeltdvdsti monis-
tuvia plasmideja. T&assa systeemissd on myds edullista, ettd
valkuaisaineen tuotto on erittdin vahvan promoottorin sda-
telyn alaisena. Jélkimmédisessda tapauksessa, jossa kdytetddn
vakioisen kopioluvun omaavia soluja, tarvitaan useimmissa
tapauksissa mutageenisten aineiden mddrittdmiseksi aktii-
visesti jakautuvia soluja. Madrityksessd lopputuloksen
esim. mutageenisen aineen aikaansaama aktiivisen entsyymin
muodostuminen aktivoidaan erityisilla saddettdvilla pro-
moottoreilla erityisissa yhdistelmd-DNA-plasmideissa. Tal-
lainen keino nopeuttaa mddritystd myOs merkittdvdsti ja

lisaid madrityksen herkkyyttd.

Esimerkkind tdssid keksinnéssd lusiferaasia koodittaviin
geeneihin on yhdistelma-DNA-teknisin keinoin aikaansaatu
pistemutaatioita siten, ettd tuotettava proteiini ei ole
funktionaalinen eikd nain ollen tuota valoa. Kidsiteltdessa
ndita uusia mikrobikantoja mutageenisilla aineilla voidaan
valontuottokyky palauttaa, jolloin saadaan selva korrelaatio
mutageenisen aineen madrdlle ja valontuotolle. Edelleen,
mutaatiot lusiferaasigeeneissd voidaan valita siten, ettad

menetelmilla havaitaan eri mutageenisten aineiden luokat.
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Keksinndssd kaytetyt solukannat, plasmidit ja niiden raken-

taminen sekd menetelmdt:

E. coli JM103 (Alac-pro, thi, strA, supE, endA, sbsBlS5,
hsdR4 (F’'traD34, proAB, lacI9z AM15) (Messing et al., Nucl.
Acids Res., 9, 1981, 309-321), MC1061 (cI*) (Casadaban &
Cohen, J. Mol. Biol, 138, 1980, 179-207) ja K-12 (M72 SmR-
lacZamAbio-uvrB trpEA2 (Nam7Nam53cl1857AH1) (Remaut et al.,

1981, Gene, 15, 81-93) kdytettiin geeninsiirtoisdntind ja
toksisuuskokeissa. Solut kasvatettiin asianmukaisilla
minimimaljoilla ja maljoja sdilytettiin korkeintaan 1 kuu-
kausi +4°C:ssa, minkd@ jadlkeen vedettiin uudet maljat. Kan-
toja sailytettiin myds -70°C:ssa 15 % glyserolissa, josta
tarpeen vaatiessa aloitettiin kasvatus minimimaljan kautta.
Plasmidien eristystd varten soluja kasvatettiin ensin 5
ml:n tilavuudessa (2xTY-mediumia, kuvattu j&ljempdna) 10
tuntia 30°C:ssa ravistellen, ja alkukasvatus siirrettiin

isompaan tilavuuteen samaa mediumia 10 tunniksi.

Kuvissa 5a ja 5b on esitetty yhdistelmd-DNA-plasmidin
pCSS123 (tallennettu DSM-numerolla 5119) rakentaminen ja
valmistus. Plasmidi pWH102 pilkottiin restriktioentsyymeilld
Sall ja Pvull. Katkaistu plasmidi pWH102 ajettiin agaroosi-
geeli-elektroforeesilla. T&amdn jdlkeen erotettiin 2300
emdsparin mittainen pala matalassa ldmpStilassa sulavalta
geeliltd leikkaamalla se ultraviolettivalossa. Saatu pala
sulatettiin 65°C:ssa ja se liitettiin ligaasientsyymin
avulla samoilla restriktioentsyymeilld katkaistuun plas-
midiin pEMBL19 (-) (Dente et al., 1983, Nucleic Acids Res.,
11, 1645-1655). Saatu rakennelma siirrettiin myShemmin
kuvatulla tavalla E. coli JM103 -bakteerikantaan. Tehtiin
yhdistelmd-DNA-plasmidien eristys pienessd mittakaavassa,
kuten on kuvattu (Maniatis et al., 1982, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor), ja todettiin restriktioentsyymikatkaisuin
oikea plasmidirakennelma. Plasmidieristys suuremmassa

mittakaavassa tehtiin saman kirjan ohjeiden mukaisesti.
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Saatu plasmidirakennelma pCSS111 (kuva 5a) katkaistiin
restriktioentsyymilld PvuIl ja 2400 emdsparin mittainen
DNA-pala erotettiin, kuten edelld on kuvattu. Tdmd pala
liitettiin edelld kuvatulla tavalla restriktio-entsyymilla
BamHI-katkaistuun plasmidiin pOU61 (Larsen et al., 1984,
Gene, 28, 45-54) sen jdlkeen, kun DNA-palan pddt oli tasattu
DNA-polymeraasientsyymin avulla asianmukaisessa puskuriseok-
sessa. Ligaatioseos siirrettiin my&hemmin kuvatulla tavalla
E. coli JM101 -bakteerikantaan ja oikean plasmidirakennelman
sisdltdvidt bakteeripesdkkeet valittiin transformaatiomal-
joilta pimedhuoneessa pipetoimalla maljan kanteen 5 pl
10 % dekanaalia, joka hdyrystyessddn aiheutti lusiferaasi-

geenit sisdltdvien pesdkkeiden valoa tuottavan ominaisuuden.

Kdytetyt symbolit ja lyhenteet: amp~ = B-laktamaasigeeni,
ori = plasmidirakennelman monistumisen aloituskohta, lux A
ja B = lusiferaasiproteiinia koodittavat geenit, lacP = E.
coli’'n laktoosioperonin promoottori, F1(IG) = faagin F1
intergeeninen alue, MCS = monelle restriktioentsyymille
soveltuva DNA:n katkaisualue, joka on perdisin yhdistelma-
DNA-plasmidista pUC18 (Yanisch-Perron et al., 1985, Gene,

33, 103-109), kb = tuhat emdsparia, repA, cOpA ja copB =
geenit, joiden proteiinituotteet vastaavat plasmidin kopio-
luvusta ja jakautumisesta tytdrsoluihin, cI857 = lambda-
faagin lé&mpdherkkd repressori, p= = lambda-faagin oikean-
puoleinen promoottori. Restriktioentsyymien lyhenteet: R

= EcoRI, H = HindIII, B = BamHI, S = Sall, P = PvulI, Sa =
SacI, K = KpnI, Sm = SmaI, X = Xbal, Ps = PstI, Sp = SphI.
B/P = liittdmiskohta BamHI, tasatut padt, Pvull.

Kuvassa 6 on esitetty plasmidi pCSS108 (Korpela & Karp,
Biotechnol. Lett., 10(6), 1988, 383-388), jota kdyttden
bakteerilusiferaasin tuotto saadaan aikaan lisddmdlld IPTG-
niminen kemikaali, joka kytkee ko. proteiinin tuoton padlle

sitoutumalla lac-repressoriproteiiniin.

Kuva 6. Yhdistelmd-DNA-plasmidin pCSS108 rakenne.
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Vibrio harveyi -bakteerin lusiferaasigeeni siirrettiin
plasmidirakennelmasta pWH102 (Gupta et al., 1985, Arch.
Microbiol., 143, 325-329) katkaisemalla ko. plasmidi re-
striktioentsyymilld BamHI. Saadut kaksi DNA-palaa kasitel-
tiin entsyymilld alkalinen fosfataasi (CIP) pddte-fosfaat-
tiryhmien poistamiseksi, jotta palat eivdt pddse uudelleen
liittym#&dn toisiinsa. Palat erotettiin toisistaan ajamalla
matalassa ladmpdtilassa sulava agaroosigeelielektroforeesi-
laitteistossa. 5000 emdsparin mittainen pala leikattiin
irti (suurempi pala), ja geeli sulatettiin kuumentamalla
65°C:ssa 15 minuuttia. Sulassa tilassa ocleva DNA laimennet-
tiin puskurilla ja osa tdstd lisdttiin restriktioentsyymilléa
BamHI katkaistun yhdistelmd-DNA-plasmidin pEMBL 18 (+)
(Dente et al., 1983, Nucleic Acids Res., 11, 1645-1655)
joukkoon. Ligaasientsyymilld liitettiin saadut DNA-palat
toisiinsa ympyrdnmuotoiseksi rakennelmaksi ja ne siirrettiin
myShemmin kuvatulla tavalla E. coli JM103 -bakteerikantaan.
Valoa tuottavat pesdkkeet havainnoitiin pime&dhuoneessa
silmdvaraisesti levittamdlld 5 pl 10 % n-dekanaalia kas-
vumal jan kanteen. Kéytetyt symbolit: kuten kuvassa 5.

Plasmidin pCSS112 (tallennettu DSM-numerolla 5120) rakenne
ja valmistus on esitetty kuvassa 7. Kyseisessd plasmidissa
lusiferaasigeenit on asetettu lambda-faagin pr.-promocottorin
toiminnan alaiseksi. Sopivassa isdnndssd, kuten K-12AHIAtrp
(cI857), ko. promoottorin toimintaa sdidtelee lampSkdsitte-
lylld tuhoutuva lambda-faagin repressoriproteiini cI857.
Plasmidi pWH102 katkaistiin restriktioentsyymeilld Sall ja
BamHI. Plasmidi pPLcAT110 (Stanssens et al., 1985 Gene,
36, 211-233, osaksi julkaisematon) katkaistiin restriktio-
entsyymeilld Sall ja BglII. Saadut DNA-palat erotettiin
geelielektroforeesilla siten, ettd katkaistusta plasmidista
pWH102 eristettiin noin 4000 emdsparin mittainen DNA-pala
ja plasmidista pPLcAT110 eristettiin noin 2900 emdsparin
mittainen pala. Saadut DNA-palat liitettiin toisiinsa
ligaasientsyymin avulla ja siirrettiin E. coli MC1061 (cI*)
-bakteerikantaan. Haluttu plasmidirakennelma etsittiin
kuten edelld on kuvattu ja siirrettiin E. coli K-12AtrpAHI
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(cI857) -bakteerikantaan. Kdytetyt symbolit ja lyhenteet:

kuten kuvassa 5, lisdksi pp, = faagin lambda vasemmanpuolei-

nen promoottori, Pv = Pvul.
Yhdistelmd-DNA-plasmidien siirto E. coli -kantoihin:

Yhdistelmd-DNA-plasmidit siirrettiin ns. CaClp-kdsiteltyihin
soluihin siten, ettd yli y®n kasvatetuista bakteereista
siirrettiin 5 ml:n kasvusto 2xTY:ssd (NaCl 8 g, hiivaeks-
trakti 8 g, tryptoni 16 g, Hp0 ad 1 1, pH 7,4) 100 ml:aan
samaa kasvatusliuosta. Bakteereja kasvatettiin noin 2 tun-
tia, kunnes absorbanssi mitattuna 600 nm:ssd oli 0,8. Solut
jddhdytettiin jddhauteella ja sentrifugoitiin 4000xg:ssa

5 min. Solupelletti suspendoitiin 50 ml:aan 50 mM CaClj:a
jddhauteella, minkd jdlkeen sentrifugoitiin alas 3000xg, 5
min 0°:ssa. Solut suspendoitiin 4 ml:aan 50 mM CaClj:a,
johon oli lisdtty glyserolia 15 %:ksi. N&md ns. kompetentit
solut jaettiin 1 ml:n eriin ja jaddytettiin nopeasti neste-
miisessd typessd ja sdilytettiin -70°:ssa myShemp&a kdyttod
varten.

E. coli-kantojen transformointi yhdistelmd DNA-plasmideilla:

250 M1 kompetentteja soluja lisdttiin jadhauteella kylmen-
nettyihin putkiin, joissa oli puhdasta plasmidi-DNA:ta tai
ns. ligaatioseosta 1-10 1 ja 26 1 10xTMC (100 mM Tris-
HCl, pH 7,4, 100 mM MgClp, 100 mM CaCljy). Putkia sekoi-
tettiin varovaisesti ja pidettiin j&3hauteella 10 min.
Tamin jdlkeen soluja ravisteltiin +42°C:ssa 2 min. Tamén
jalkeen lisdttiin 1 ml 2xTY-kasvatusliuosta ja ravisteltiin
1 tunti +30°C:ssa. Ligaatioseoksilla transformoidut solut
sentrifugoitiin alas 3 min 8000xg:ssd ja suspendoitiin noin
100 Ml:aan sentrifugoitua supernatanttia ja levitettiin
antibioottiselektio-maljoille. Transformoidut solut levi-
tettiin antibioottimaljoille.

Kaksinauhaisen DNA:n emidsjirjestyksen mddrittaminen:
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Noin 4 ug kaksinauhaista standardimenetelmilld puhdistettua
DNA:ta (esimerkiksi CsCl-gradientti) 1is&td&n 2 ul:aan 2 M
NaOH:ta. Annetaan seistd 5 min huoneenldmpdtilassa ja lisa-
tdadn 3 pl 3 M Na-asetaattia, pH 4,5 ja 2 pul H,0. DNA saos-
tetaan lisdamdlld 75 pl absoluuttista etanolia ja seosta
seisotetaan 30 min -70°C:ssa. Saostunut DNA sentrifugoidaan
pohjaan Eppendorf-mikrosentrifugissa (12000 rpm, 5 min) ja
sakka pestddn kertaalleen 70-%:1la etanolilla. Sentrifu-
goinnin jalkeen sakkaa kuivataan 5 min vakuumieksikkaatto-
rissa ja kuivauksen jdlkeen sakka liuotetaan 4 pl:aan vettd.
Samanaikaisesti 1isdtddn 5 pmol spesifistd aluketta ja 1 pul
10xKlenow-puskuria (koostumus kuvailtu kaupallisessa sekven-
tointiopaskirjassa, Amersham, Ltd.). Liuotuksesta alkaen
toimenpiteet suoritetaan 37°C:ssa. Putkia seisotetaan 15
min, minkd jdlkeen lisdtddn 1 yksikkdé Klenow-entsyymid, 4 pul
35s-leimattua deoksi-ATP:a (<500 uCi/ml) ja sekoitetaan sent-
rifugoimalla. Edellistd seosta otetaan 3,5 pl kuhunkin di-
deoksinukleotidireaktioputkeen (deoksi- ja dideoksinukleoti-
dien suhteet on kuvattu opaskirjassa) ja annetaan seistd 15
min. Kuhunkin neljdan putkeen lisitddn 1,5 ul Chase-liuos-
ta, joissa kunkin deoksinukleotidin loppupitoisuus on 1,0
mM. Putkia seisotetaan 15 min, minkd jdlkeen liuokset siir-
retdan polyakryyliamidigeelille. Geelid ajetaan riittavas-
ti, jonka jdlkeen geeli kiinnitetdan, kuivatetaan ja valote-
taan rontgenfilmilld yleisten periaatteiden mukaisesti.

Esimerkki 1:

Keksinndssd kuvattu plasmidi pCSS123 on ns. runaway replica-
tion -plasmidi, jossa kopioluvun muutos saadaan aikaan lam-
pdtilaa muuttamalla. Kuvassa 8 tidmd on havainnollistettu
tutkimalla ladmpdkdsiteltyjen E., coli-solujen, jotka sisidl-
tdvat kyseisen plasmidin, DNA:n m33r34 ja laatua. Kuvassa
on tutkittu tunnetun DNA:n replikaation estdvan aine aineen,
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nalidiksiinihapon, vaikutusta solujen DNA:han ja erityisesti
tissd hakemuksessa kdytetyn plasmidi pCSS123:n mddrdan.

E. coli pCSS123/JM103 -soluja kasvatettiin 20 ml:ssa 2xTY-
kasvatusliuosta +30°C:ssa neljdssd eri erlenmeyer-pullossa,
kunnes absorbanssi mitattuna 600 nm:ssd oli 0,3. Pulloihin
lisdttiin nalidiksiinihappoa, jonka tiedetd&n estdvan solun
DNA:n replikaation, loppupitoisuuteen 0, 1, 10 ja 100 ug/ml.
Jokaisesta pullosta otettiin valittOmdsti 2x1,5 ml:n nayt-
teet 15 ml:n putkiin, joita pidettiin +30°C:ssa 20 min.
Putket siirrettiin +42°C:een 1 tunniksi; pullot jatettiin
+30°C:een. Tidmdn jdlkeen putkia ja pulloja pidettiin viela
yksi tunti +30°C:ssa ravistelussa, minkd jalkeen eristettiin
totaali-DNA 1,5 ml:sta kasvustoa. Solut sentrifugoitiin
alas ja suspendoitiin sakat 500 pl:aan 50 mM TRIS-HCl, pH
8,0, 50 mM EDTA. Soluja pidettiin jddhauteella 30 min,
jonka jdlkeen lis#ttiin lysotsyymid 50 ul (10 mg/ml) ja
pidettiin jdissd 45 min. Tamdn jédlkeen lisdttiin 100 nl
STEP-liuosta (0,5 % SDS, 50 mM TRIS-HCl pH 7,5 ja 0,4 M
EDTA) ja pidettiin 60 min +50°C:ssa. Lisdttiin 600 pl feno-
lia, ravisteltiin 5 min kevyesti ja sentrifugoitiin 10 min
12000xg. Supernatantti otettiin talteen ja sille suoritet-
tiin DNA:n saostus lisddmdlla 2 tilavuutta 99,5 % etanolia
ja kaliumasetaattia, pH 6,0, 0,3 M:ksi. Pidettiin -70°C:ssa
30 min ja sentrifugoitiin 10 min 12000xg. Sakka pestiin
1x500 pl:lla 70 % etanolia, sentrifugoitiin kuten edella

ja sakka kuivattiin vakuumieksikkaattorissa 5 min. Kuivunut
sakka liuotettiin 50 pl 50 mM TRIS-HC1l, pH 7,5, 1 mM EDTA,
100 pg/ml RNAaasi A-liuosta ja pidettiin 20 min +65°C:ssa
sekd analysoitiin. Kuvassa on esitetty agaroosigeelielek-
troforeesiajo soluista eristetyistd DNA:ista. Kuvasta ha-
vaitaan, ettd ladmpdkdsittelemdttOmien ndytteiden DNA-md&rdt
ja laatu pysyvdt suhteellisen muuttumattomina. Edelleen
kdsiteltdessd soluja suurimmalla nalidiksiinihappopitoisuu-
della (100 pg/ml) DNA:n mddrd ja laatu ovat kuten kasit-
telemdttdmien kontrollindytteiden md&rd ja laatu. Lampo-
kdsitellyt solut, joita ei oltu kdsitelty nalidiksiinihapol-

la, antoivat geelielektroforeesissa huomattavan plasmidi-
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DNA:n mddrdn lisdyksen (kuvattu nuolella). Plasmidi-DNA:n
mddrd vdheni kdsiteltdessd soluja pienilld pitoisuuksilla
(1 ja 10 pg/ml) nalidiksiinihappoa.

Esimerkki 2:

Plasmidin kopioluvun muutokseen perustuva toksisten ainei-
den mddritys mitattuna valonmuodostuksen avulla:

Yon yli kasvaneita pCSS123/JM103-scluja laimennettiin

1:1 000. T&mén jdlkeen otettiin 0,5 ml laimennettuja soluja
2xTY:s8s8 ja lisdttiin eri mi#rid antibiootteja tai muita
toksisia aineita liuokseen ja inkuboitiin 20 min +30°C:ssa.
Putket siirrettiin +42°C:een 60 min:ksi lampSkdsittelyd
varten. Tamdn jdlkeen kaikki putket temperoitiin

+30°C:een 5 min:n aikana vesihauteella ja samalla lisdttiin
IPTG (isopropyyli-pf-D-tiogalaktopyranosidi) 1 mM:ksi ja n-
dekanaali 0,01 %:ksi. Putket siirrettiin automaattiseen
valoa kerddvddn mittauslaitteistoon eli luminometriin (LKB-
Wallac 1251, Turku), jonka mittauskaruselli oli temperoitu
+30°C:een. Mittaus suoritettiin automode-ohjelmalla siten,
ettd jokaista putkea mitattiin kerran kahdessa minuutissa
valontuoton suhteen. Tulokset kerdttiin luminometrid oh-
jaavan mikrotietokoneen muistiin myShemp#d analyysia varten.
Kuvassa 9 on esitetty nalidiksiinihapon toteaminen mad&ritys-
liuoksesta kayttdm&lld E. coli-soluja, joihin on kloonattu
plasmidi pCSS123. Kuvasta havaitaan, ettd jo kahden ug:n
pitoisuus nalidiksiinihappoa mddritysolosuhteissa voidaan
havaita kdytetylld menetelm#lld erittdin nopeasti.
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Esimerkki 3:

Antibiootin miidritys menetelmdlld, jossa kdytetddn hyvdksi
vhdistelmd#~-DNA-plasmidia missd replikaation aloitus ei ole

sdaddeltdvissa:

Esimerkissd on verrattu antibiootin vaikutusta kdytettdessa
plasmideja, joissa bakteerilusiferaasigeenin ekspressiota
ohjaa lac-(hidas) tai prz-promoottori (nopea). E. coli -
klooneja pCSS112/K-12AHIAtrp(cI857) kasvatettiin yli yon
2xTY-kasvatusliuoksessa, jossa oli 100 pg/ml ampisilliinia.
Timdn j&lkeen tehtiin sopiva laimennus HBSS-puskuriin tai
maitoon ja lisdttiin t&td 500 pl 3 ml:n luminometriputkiin.
Putkia temperoitiin +30°C:ssa ja lisdttiin eri madrid eri-
laisia toksisia aineita putkiin. Putkia seisotettiin 20
min 30°C:ssa. Tamdn jdlkeen nostettiin lampdtila +42°C:een
10 minuutiksi, jonka jdlkeen putket siirrettiin +30°C:een
temperoituun luminometriin mitattaviksi. Vertailuna kdytet-
tiin kloonia pCSS108/JM103, jolle tehtiin samanlaiset kdsit-
telyt silld erotuksella, ettd solut pidettiin koko ajan
+30°C:ssa ja mRNA- ja proteiinisynteesit kdynnistettiin
lusiferaasigeenien edessd olevasta lac-promoottorista IPTG-
kemikaalilla (loppupitoisuus 1 mM). Kuvasta 10 havaitaan,
ettd kdytettdessd plasmidirakennelmaa, jossa pr.-proomottori
ohjaa midaritettdvdn proteiinin tuottoa, saadaan toksisen
aineen vaikutus esille huomattavasti pienemmissd pitoisuuk-
sissa kuin kdytettdessd hidasta ja heikompaa lac-promoot-
toria. Kloramfenikolin tapauksessa valontuoton kinetiikka
on esitetty kuvassa 11 kdytettHdessd plasmidia pCSS112 E.
coli -kannassa K12AHIAtrp(cI857). Kuvasta havaitaan, etta
erot mitatussa aktiivisuudessa (valontuotossa) ovat ndky-
vissd mittauksen alusta saakka jopa 0,1 pg:n pitoisuuksilla
mddrityskyvetissa.

Esimerkki 4:

Toksisten aineiden middritys menetelmdlld ossa kidytetdidn

hyviksi E. colissa vakioisena méddrdnd olevaa vhdistelmd-

DNA-plasmidia ja s#ddeltdvdd lambda-faagin pr.—promoottoria

bakteerilusiferaasin biosynteesin aktivoinnissa:
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Seuraavassa on esimerkkejd muihin solujen biosynteesikoneis-
toihin ja aineenvaihduntaan vaikuttavien tekijdiden m&éri-
tyksestd kuvaamallamme menetelmdlld. Testit on suoritettu
samalla tavoin kuin aiemmissa esimerkeissd on kuvattu eli
tarkoituksena on ollut kehittdid mahdollisimman nopeasti
suoritettava testi, joka kuitenkin olisi riittdvdn herkka.
Testeissd kdytettiin plasmidia pCSS112 edelld mainitussa
bakteerikannassa.

Seuraavat kuvat esittdvdt kunkin testatun aineen vaikutusta
mitattuna valonmuodostuksen avulla. Kuten aiemmissakin
midrityksissd inhiboivien tekijdiden vaikutus ndkyy alen-
tuneena bioluminesenssin tuottona verrattuna tapaukseen,
jossa inhiboivaa tekijidd ei ole ollut mukana. Kuvassa 12

on esitetty transkription eli l&dhetti-RNA:n muodostuksen
estdvidn antibiootin, rifampisiinin, mi#ritys kehittd&médlldmme
menetelmd#lld. Jo yksi mikrogramma rifampisiinia voidaan
todeta t#1ld erittdin nopeasti suoritettavalla testilla.
Oksitetrasykliinin, joka sitoutuu 30S ribosomaaliseen alayk-
sikkdbn, vaikutus kehittdmé¥mme mittaussysteemiin erittdin
nopealla midritystavalla on esitetty kuvassa 13. Kuten
rifampisiini oli my8s t#min antibiootin vaikutus voimakas

ja selvdsti todettavissa. Kuvassa 14 on esitetty yleisen
aineenvaihdunnan est&jdn, sulfiitin, jota kdytetddn elintar-
viketeollisuudessa, vaikutus testisysteemissémme. T&ma
tulos osoittaa selvdsti kehittémimme testisysteemin mahdol-
listavan my®s solun yleiseen aineenvaihduntaan vaikuttavien
tekijbiden médrittimisen erittdin nopeasti.

Esimerkki 5:

Toksisen aineen md#ritys menetelmélld, jossa kdytetHdén
hyvdksi lambda-faagin pr-promoottoria beta-galaktosidaasin
biosynteesikoneiston aktivointiin:

Edellisissd esimerkeissd kdytettiin mittausperusteena bak-
teerin tuottamaa valoa, joka aiheutui lusiferaasia koodit-

tavista geeneistd. Valkuaisaineena voidaan kdyttdd mita
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tahansa proteiinia tai peptidid, jolle on olemassa masri-
tysmenetelmd. T&ssd esimerkissa lusiferaasia koodittava

geeni vaihdettiin beta-galaktosidaasi-geeniin. Kaytetty

plasmidi pPLcAT14 on kuvattu aikaisemmin (Stanssens, P.,

Remaut, E. & Fiers, W., 1985, GENE, 36, 211-223).

E. coli -klooneja pPlcAT14/iK12iHItrp kasvatettiin y6n yli
2xTY-kasvuliuoksessa, jossa oli 100 pg/ml ampisilliini&.
T4min j&dlkeen bakteereista tehtiin sopiva laimennos HBSS-
puskuriin ja lis&ttiin tehtya laimennosta 80 pl lasiput-
kiin. Kloramfenikolia lis#dttiin 20 pl:ssa eri m&drid edella
mainittuihin putkiin ja inkuboitiin huoneenl&mmossd seisot-
taen 15 min. Inkuboinnin jdlkeen suoritettiin pp-promoot-
torin aktivointi siirt#malld putket +42°C:een 30 min:ksi.
T4aman seurauksena solun biosynteesikoneisto aktivoituu
tuottamaan pPLcAT14-plasmidin beta-galaktosidaasi-geenin
koodittamaa vastaavaa entsyymi#. Induktion jdlkeen putkiin
1isi#tdsn tolueenia 10 %:ksi, jonka tarkoituksena oli tehda
bakteerien soluseinimi ONPG-kemikaalia l&pdisevdksi. Beta-
galaktosidaasi-entsyymi muodostaa ONPG-kemikaalin kanssa
reagoidessaan aallonpituudella 420 nm mitattavan keltaisen
védrin. T&mdn jalkeen putket sentrifugoitiin ja mitattiin
liuoksen absorbanssi 420 nm:ssd. Kuvassa 15 on esitetty
kloramfenikolin vaikutus menetelmdssdmme, Kun miadritettavénd
proteiinina oli beta-galaktosidaasi ja sen substraatin

tuottama varillinen lopputuote.

Taulukko 1
Yleisesti k#ytettyjad antibiootteja ja niiden vaikutuskohdat:

Soluseindt Proteiinisynteesi Nukleiinihapposynteesi
Penisilliinit Kloramfenikoli Nalidiksiinihappo
Kefalosporiinit Tetrasykliinit Nobobiosiini
Basitrasiini Aminoglykosidit Rifamysiinit
vankomysiini Makrolidit Phleomysiini
Polymyksiinit Erytromysiini Mithramysiini
Gramisidiinit Linkomysiini Aktinomysiini

Valinomysiini Puromysiini Kinolonit
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Patenttivaatimukset

l. Menetelmd yksisoluiseen organismiin, kuten esimerkiksi
mikrobi- tai hiivasoluun, vaikuttavan tekijdn mddrittimisek-
si, joka tekijd vaikuttaa suoraan tai epidsuorasti solun
DNA:han, RNA:han ja/tai proteiineihin tai niiden synteesi-
koneistoihin, tunnettu siitd, ettd

a) soluun siirretd#dn yhdistelmd-DNA-plasmidi, jonka repli-
kaatiosta vastaavan monistuskoneiston aloituskohta tai -koh-
dat ovat sdddeltdvissd olevan promoottorin alaisuudessa,
jota voidaan kontrolloida joko positiivisella tai negatii-
visella palautteella;

b) yhdistelmd~DNA-plasmidin sisdltdm# solu saatetaan kos-
ketukseen vaikuttavan tekij8n kanssa, esimerkiksi inkuboi-
malla nditd yhdessd;

c) vaikuttavan tekijdn annetaan vaikuttaa yhdistelm#-DNA-
plasmidin sisdltdmddn soluun sopivan ajan, mink# jdlkeen
yhdistelmd-DNA~plasmidin replikaatiosta vastaavan monistus-
koneiston aloituskohtaa sddtelevd promoottori aktivoidaan,
jolloin plasmidin kopioluku alkaa kasvaa solussa, mikdli
vaikuttava tekijd ei ole vaikuttanut plasmidin replikoitu-
mista estdvisti;

d) yhdistelmé-~DNA-plasmidin kopioluvun muutos solussa mdid-
ritetddn suoraan tai epdsuorasti;

e) kopiolukua verrataan vertailukokeeseen, jossa vaikutta-
vaa tekijdd ei ollut ld&snd ja/tai sitd oli tunnettu mddri
reaktiossa, jolloin vaikuttavan tekijdn ldsndolo ja/tai m#&d-
rd saadaan mddritettyi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd yhdistelmd-DNA-plasmidi sis&dlt#i DNA-jakson, joka
koodaa yhtd tai useampaa valikoitua viruksen, prokaryootti-
solun tai eukaryoottisolun valkuaisainetta tai sen biologi-

sen aktiivisuuden kannalta olennaista osaa ja plasmidissa
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voi olla yksi tai useampia DNA-jaksoja, jotka tekevdt solun
vastustuskykyiseksi antibiootteja, raskasmetalleja ja/tai

toksiineja vastaan.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd valkuaisainetta koodaava DNA-jakso on sdddeltavissa
olevan promoottorin alaisuudessa, joka on kontrolloitu posi-
tiivisella tai negatiivisella palautteella ja on sdddelta-
vissd kdytettdvdssd mikrobisolussa sekd aktivoidaan samanai-
kaisesti tai haluttuna hetkend sen jdlkeen, kun plasmidin
replikaation aloituskohtaa s&ddtelevd promoottori aktivoi-
daan.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd mddritettdvd tekijd on yhdistelmd-DNA-plasmidin
DNA:n biosynteesiin tai replikaatioon, RNA:n biosynteesiin,
transkriptioon, translaatioon, solukalvoihin, metaboliaan
tai entsyymiaktiivisuuteen vaikuttava tekijé kuten esimer-
kiksi aflatoksiinit, raskasmetallit, etidiumbromidi, nali-
diksiinihappo, trimetopriimi, fluorokinolonit, aminoglyko-
sidit, penisilliinit, kefalosporiinit, rifampisiini, klor-
amfenikoli, tetrasykliinit, sulfonamidit ja kdytettdvd solu

on midritettdville antibiooteille herkka.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd solu on Escherichia coli ja bakteerin sisalt&man

yhdistelmd-DNA-plasmidin replikaatiosta vastaavaa monistus-
koneistoa voidaan tarkasti sdiddelld voimakkaan promoottorin

avulla, kuten esimerkiksi lambda P;- ja lac-promoottorit.

6. Menetelmd soluun vaikuttavan tekijidn mddrittédmiseksi,
joka tekijd vaikuttaa suoraan tai epdsuorasti solun DNA:han,
RNA:han ja/tai proteiineihin tai ndiden synteesikoneistoi-

hin, tunnettu siitd, etta

a) soluun siirretddn yhdistelmid-DNA-plasmidi, joka on solus-
sa useana kopiona ja plasmidi sisdltdd markkeriproteiinina

viruksen, prokaryoottisolun tai eukaryoottisolun valkuais-
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ainetta tai sen biologisen aktiivisuuden kannalta olennaista
osaa koodaavan DNA-jakson, jonka ilmentyminen on sd#ddelta-
vissd olevan promoottorin alaisuudessa ja on kontrolloitu

joko negatiivisella tai positiivisella palautteella;

b) yhdistelmd-DNA-plasmidin sisdltdmd solu saatetaan koske-
tukseen vaikuttavan tekij#n kanssa, esimerkiksi inkuboimalla
nditd yhdessd;

c) vaikuttavan tekijén annetaan vaikuttaa yhdistelm&@-DNA-
plasmidin sisdltamddn soluun sopivan ajan, jonka jadlkeen
yvyhdistelmd-DNA-plasmidin markkeriproteiinin ilmentymista
kontrolloiva sdddeltdvd promoottori aktivoidaan, jolloin
markkeriproteiinin mddrd solussa alkaa kasvaa, mikdli vai-
kuttava tekijd ei ole vaikuttanut suoraan tai vdlillisesti

proteiinisynteesiin;

d) yhdistelmd-DNA-plasmidin sisdltdmin markkeriproteiinin

muutos mitataan;

e) markkeriproteiinin m#ér838 verrataan vertailukokeeseen,
jossa vaikuttavaa tekijdid ei ollut 1l¥snd ja/tai sitd oli
tunnettu mddré reaktiossa, jolloin vaikuttavan tekijdn las-

ndolo ja/tai mddrd saadaan mddritettyd.

7. Patenttivaatimuksen 1 tai 6 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd solu on gramnegatiivinen tai grampositiivinen
bakteeri kuuluen ryhmd¥n Enterobacteriaceae, edullisesti
Escherichia coli tai ryhm#dn Bacillus, edullisesti Bacillus
subtilis.

8. Patenttivaatimusten 1-3, 6 tai 7 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd promoottorin sddtelytekijbitd tuotetaan
joko isd@ntd@solun kromosomaalisesta DNA:sta, solussa olevasta
toisesta eri inkombatibiliteettiluokkaan kuuluvasta plasmi-
dista, samasta plasmidista, lyyttisestd tai lysogeenisestd
faagista tai viruksesta tai sHddtelytekijbit8 lisHit#dn solu-
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jen ulkopuolelta kuten esimerkiksi kemiallisia yhdisteita

lisdamdlla, lampdtilaa muuttamalla tai sdteilyttdmdlla.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
ti, ettd yhdistelmd-DNA-plasmidissa voi olla yksi tai useam-
pia DNA-jaksoja, jotka tekevat solun vastustuskykyiseksi
antibiootteja, raskasmetalleja ja toksiineja vastaan.

10. Patenttivaatimuksen 1 tai 6 mukainen menetelmd, tunnet-
tu siitd, ettd tutkittava ndyte on nestemdisessa tai kiin-
teissi muodossa tai ndyte sisdltda radioaktiivista sdteilya

tai ultraviolettisdteilya.

11. Patenttivaatimuksen 1 tai 6 mukainen menetelmd, tunnet-
tu siitd, ettd solut ovat kylmdkuivattuja ja ne rehydroidaan

ennen midritystd sopivalla puskurilla tai kasvatusliuoksel-
la.

12. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
ti, ettd vaikuttava tekijd on yhdistelmd-DNA-plasmidin DNA:n
biosynteesiin, RNA:n biosynteesiin, transkriptioon, trans-
laatioon, solukalvoihin tai metaboliaan vaikuttava tekija

kuten mutageenit, antibiootit, raskasmetallit tai toksiinit.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd solu on Bacillus subtilis.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd yhdistelmd-DNA-plasmidissa oleva markkeri-
proteiini on sdideltdvissd olevan vahvan promoottorin,
kuten ,105:n, alaisuudessa sekd markkeriproteiini on alfa-

amylaasi, alkalinen fosfataasi tai lusiferaasi.

15. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd solu on Escherichia coli.



10

15

20

25

39 88309

16. Patenttivaatimuksen 5 tai 15 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd yhdistelmd-DNA-plasmidi sisdlt&& DNA-
jakson, joka koodaa viruksen, prokaryoottisolun tai euka-
ryoottisolun valkuaisainetta tai sen biologisen aktiivisuu-
den kannalta olennaista osaa siitd ja proteiinin ilmentymis-
td voidaan kontrolloida sdddeltdvdn promoottorin, kuten esi-
merkiksi lac tai lambda P;, avulla.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd valkuaisaine on lusiferaasi, beta-galaktosi-

daasi, alkalinen fosfataasi, peroksidaasi tai T4-lysotsyymi.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd yhdistelmd-DNA-plasmidi koodaa Vibrio harveyin
lusiferaasia tai muuta bakteerilusiferaasia.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd yhdistelmd-DNA-plasmidi on plasmidi pCSS112.

20. Jonkin patenttivaatimuksen 17-19 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd aldehydid lis&t&ddn reaktioon mitattaes-

sa ekspressoituneen lusiferaasientsyymin md#rd& bakteerissa.

21. Patenttivaatimuksen 4 tai 12 mukainen menetelmd, tun-
nettu siitd, ettd madritys tehdddn maidosta, seerumista tai

vesistd.
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Patentkrav
1. Fdrfarande for bestdmning av en faktor, som inverkar

pd en encellig organism, sdsom till exempel en mikrob- eller
jastcell, vilken faktor inverkar direkt eller indirekt pa
cellens DNA, RNA och/eller proteiner eller deras syntesme-
kanismer, kédnnetecknat av att

a) intill cellen infdrs en rekombinant -DNA-plasmid, vars
initiationsstdlle eller -stdllen av dupliceringsmekanism
ansvarig for replikationen ar avhdngiga av en regulerbar
promotor, som kan kontrolleras antingen med en positiv eller
en negativ feedback;

b) cellen innehdllande rekombinant-DNA-plasmiden bringas i
kontakt med en effektiv faktor, till exempel genom att inku-
bera dem tillsammans;

c) den effektiva faktorn fdr inverka pd cellen innehdllande
rekombinant -DNA-plasmiden f&r en lamplig tid, varefter pro-
motorn, som reglerar initiationsstdllet av dupliceringsme-
kanismen ansvarig f£6r rekombinant-DNA-plasmidens replikation
aktiveras, varvid plasmidens kopital borjar oka i cellen, om
den effektiva faktorn inte har inverkat pa ett hindrande

sdtt pd plasmidens replikation;

d) andring av rekombinant-DNA-plasmidens kopital i cellen
bestams direkt eller indirekt;

e) kopitalet jadmfdrs med ett kontrollprov, vari ingen effek-
tiv faktor var narvarande och/eller den fanns i en kand
mingd i reaktionen, varvid nirvaron och/eller mangden av den
effektiva faktorn kan bestdmmas.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, kdnnetecknat av att
rokombinant -DNA-plasmiden innehdller en DNA-sekvens, som ko-
dar en eller flera selektiva proteiner eller en f&r biolo-
gisk aktivitet vasentlig del darav av en virus, prokariot-
cell eller eukariotcell och plasmiden kan innehdlla en eller
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flera DNA-sekvenser, som gdr cellen resistent mot anti-
biotika, tungmetaller och/eller toxiner.

3. Forfarande enligt patentkravet 2, kannetecknat av att
DNA-sekvensen som kodar proteinet &r avhangig av en reguler-
bar promotor, som kontrolleras antingen med en positiv eller
en negativ feedback och ar regulerbar i anvanda mikrobcellen
samt aktiveras samtidigt eller pd &nskad tidpunkt efter ak-
tiveringen av promotorn som reglerar initiationsstdllet av
replikationen.

4. Forfarande enligt patentkravet 3, kdnnetecknat av att
faktoren som skall bestdmmas &r en faktor som inverkar pa
rekombinant -DNA-plasmidens DNA biosyntes eller replikation,
RNA-biosyntes, transkription, translation, cellmembraner,
metabolism eller enzymaktivitet, sdsom till exempel aflato-
xiner, tungmetaller, etidiumbromid, nalidixinsyra, trimeto-
prim, fluorokinoloner, aminoglykosider, penicilliner, kefa-
losporiner, rifampicin, kloramfenikol, tetracykliner, sul-
fonamider och den anvdnda cellen ar sensitiv mot de bestamda
antibiotika.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, ké&nnetecknat av att
cellen &r Egcherichia coli och dupliceringsmekanismen ansva-
rig f&r rekombinant-DNA-plasmidens replikation i bakterie
kan stridngt regleras med en kraftig promotor, sdsom lambda
Py - och lac-promotorer.

6. Fdrfarande f&r bestdmning av en faktor som inverkar pd
en cell, vilken faktor inverkar direkt eller indirekt pa
cellens DNA, RNA och/eller proteiner eller deras syntesme-
kanismer, kdnnetecknat av att

a) intill cellen infdrs en rekombinant-DNA-plasmid, som
finns i cellen pd flera kopior och plasmiden innehdller som
markerprotein en DNA-sekvens, som kodar ett protein eller en
fdr biologisk aktivitet vasentlig del darav av en virus,
prokariotcell eller eukariotcell, vilken DNA-sekvens ar av-
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hingiga av en regulerbar promotor och ar kontrollerad antin-
gen med en positiv eller en negativ feedback;

b) cellen innehdllande rekombinant-DNA-plasmiden bringas i
kontakt med en effektiv faktor, till exempel genom att inku-
bera dem tillsammans;

c) den effektiva faktorn far inverka pd cellen innehdllande
rekombinant -DNA-plasmiden f£6r en lamplig tid, varefter den
regulerbara promotorn, som kontrollerar expression av rekom-
binant -DNA-plasmidens markerprotein aktiveras, varvid mar-
kerproteinets mingd bdrjar oka i cellen, om den effektiva
faktorn inte har inverkat direkt eller indirekt pd protein-
syntesen;

d) &ndring av markerproteinet i rekombinant-DNA-plasmiden
mats;

e) markerproteinets mingd jamfdrs med ett kontrollprov, vari
ingen effektiv faktor var ndrvarande och/eller den fanns i
en kdnd midngd i reaktionen, varvid ndrvaron och/eller ming-
den av den effektiva faktorn kan bestammas.

7. Fdrfarande enligt patentkrav 1 eller 6, kénnetecknat av
att cellen ar en gramnegativ eller grampositiv bakterie som
hér till gruppen Enterobacteriaceae, foretrddesvis Esche-
richia coli eller till gruppen Bacillus, fdretrddesvis Ba-
cillus subtilis.

8. Fdrfarande enligt patentkraven 1-3, 6 eller 7, kénne-
tecknat av att promotorns reguleringsfaktorer produceras
utav vardcellens kromosomala DNA, utav en andra till en an-
nan inkombatibilitetsklass hdérande plasmid i cellen, utav
densamma plasmiden, utav en lytisk eller lysogenisk fag el-
ler virus eller reguleringsfaktorer tillsadtts utifrdn celler
sdsom till exempel genom tillsattning av kemiska fdreningar,
fdrandring av temperaturen eller genom strdlning.
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9. Fdérfarande enligt patentkravet 8, kdnnetecknat av att
rekombinant -DNA-plasmiden kan innehdlla en eller flera DNA-
sekvenser, som gdr cellen resistent mot antibiotika, tungme-
taller och/eller toxiner.

10. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 6, kédnnetecknat
av att provet som skall undersdkas ar i en flytande eller
fast form eller provet innehdller radioaktiv strdlning eller
ultravioletstralning.

11. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 6, kédnnetecknat
av att cellerna ar lyofiliserade och de rehydreras fdre bes-
tdmningen med en ladmplig buffert eller odlingsldsning.

12. Forfarande enligt patentkravet 6, kdnnetecknat av att
den effektiva faktorn ar en faktor som inverkar pd rekom-
binant -DNA-plasmidens DNA-biosyntes, RNA-biosyntes, trans-
kription, translation, cellmembraner eller metabolism, sdsom

mutagener, antibiotika, tungmetaller eller toxiner.

13. Forfarande enligt patentkravet 12, kdnnetecknat av att
cellen dr Bacillus subtilis.

14. Forfarande enligt patentkravet 13, kdnnetecknat av att
markerproteinet i rekombinant-DNA-plasmiden dr avhdngig av
en regulerbar stark promotor, sdsom 5105, och markerpro-
teinet &r en alfa-amylas, alkalisk fosfatas eller luciferas.

15. FOorfarande enligt patentkravet 12, k#nneteckmat av att
cellen ar Escherichia coli.

16. Fdrfarande enligt patentkravet 5 eller 15, kdnneteck-
nat av att rekombinant-DNA-plasmiden innehdller en DNA-sek-
vens, som kodar ett protein eller en f£&r biologisk aktivi-
tet vasentlig del darav av en virus, prokariotcell eller
eukariotcell, och proteinets expression kan kontrolleras med
en regulerbar promotor, sdsom till exempel lac eller lambda
P;.
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17. Forfarande enligt patentkravet 16, kdnnetecknat av att
proteinet &r luciferas, beta-galaktosidas, alkalisk fosfa-
tas, peroksidas eller T4-lysozym.

18. Forfarande enligt patentkravet 17, kénnetecknat av att
rekombinant -DNA-plasmiden kodar luciferas av Vibrio harvey

eller en annan bakterieluciferas.

19. Forfarande enligt patentkravet 18, kdnneteckmat av att
rekombinant -DNA-plasmiden ar plasmiden pCSS112.

20. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 17-19, kénne-
tecknad av att aldehyd tillsdtts till reaktionen nar mangden
av det uttryckta luciferasenzymet i bakterien mats.

21. Forfarande enligt patentkravet 4 eller 12, kénneteck-
nat av att bestdmningen gdrs utav mjdlk, serum eller vatten.



88 2L

INHIBIOTTORIEN
VAIKUTUS

SOLU

Z
s
S
-
o
=
e

:
.

RUNAWAY

INDUKTIO
ENTSYYMIAKTIVISUUDEN MITTAAMINEN

—
<T
>
p
A



883(9

f\iq o) o
din

HZ:ELOWEAI <ZQ

—

ISHALNASQOIF
NHLLLVVASOATYL

LOA TXNNOHIFISHOHd




883(9

NANINVVLIIN NAQNNSIATL IV INA ASING

OLLXNANI

SILLOMIVA d
NHINO.LLOFIHNI eV

¢ VANA



RE 3"

INIIH HOﬁ&Aﬁ«ZMA@@ZQ
A

i VANA

—

ISHALNASOIA

NALLLY VASOATIL

LOHA TAINOEI]




88307

pEMBL 19 (-)
4.0 kb

N
\2¢
2/

HSeP«SXBSmK S

SiE
w
/

P
P Sat | Satl
Py ll Sma |
ligase
<
)

Q.

»CSS111 G

(&)

X

KUVA 5A



60
.
<

[ pCSS111

KSaR P

pCSS123

10 kb

KUVA 5B



BamH 6.0 ks .
(o 3]

B8SmKSsR

KUVA 6




88309

pPWH102
9.4 kb

2 pPLcAT110
o 3.0 kb Iy

BamH]
3.2 kb fr.

KUVA 7 ~ pCSS112
6.0 kb




339334y ‘pup 001

ess:w dn o1 oddeyruyrsyiprieu ‘gzrssod uojpwanihy ‘00T

£33934y ‘pur 01

ess:qw dn QT oddeyrurrsyiprreu ‘g215s3d uojBWaN3AY ‘01

K33934y ‘pur T

ess:[w dn T oddeyrurisyiprieu ‘gzrssdd ugipwanlAy ‘Y

8 YA £3393&y ‘puy 0
ess:quw 3n o oddeyrupysyIpireu ‘ggrssod ugjrway3zAy ‘0

88309

Ju 0og vy
du ooz £
3u oov A

3u 008 610nd yprwserdITrOJ3UOY ‘TY

PH 00L 00L OOL OOL €M o1 OL oL oL oA L
put pul pui pul pul pul pul



88309

- X

bnz v

bn g o

bn oz e

bn 06 O

Bn ool m

oddopy’|pN

6 VAN

0¢cl ool
1

08
!

CIEHEMN

09
|

oY
!

0l

— O

L
| n

58—

o

—00S

- 000l

- 006l

(AW)ISSNISININNIOIG



88309

(Jw/B7)TOMINIINVHO TN

ol 0°'S 0l G0 1’0 0
L | | | 1 O
1d X
vVl v oz
puaba
- 0%
- 09
- 08
— & * 00!
JdT VAN

- 071

(2)15SNISANINNTOIE



883C9

- X

Bnito V

Bng'0O

Bni @

Eng O

Enol N
loxluajuwipioly

T YA

(W)Y

o¢ G¢ 0c¢ Gl 0] S 0
| | 1 | | ] O
N n -
G- =) =) lm_
ad
—0G o
=
(o
- =
pd
M
— 00l W
m
prd
w
W
3
—~0Gl <
SN’

002



88309

Bnig v

Bnz'00

bni @

bnz O

Bnol m
lulisidwipiiy

T VAN

0h%
!

CIEENNL
om

0¢
I

ol

— 001

- 00¢

—00¢

—00v

- 00§

(AW)ISSNISANINNTDIE



88309

CIEHYMI\
0% 0¢ 9] 0
o_v . L _ . 00!
- A \.\.\.\\\\\\\\\\\\-/-
Engo 0 X \\\\\\\\\\I
Fnito V l\\\\\\\\t\\u
Bn n.oo X
Enl @
u:nD i
Brnol M . _
juilfAsoiye}isio 3
‘?\\\\\\\\@\@\\\\\o - s
I z
G o ” m
L0001 v
pd
wn
v
= wA
— =
==
X e
Dn\.\l‘ulqll.l\l\mv
¢T VAN ﬁ
00001




88309

- X

AW
AW Zo
T Nt e
 AW9O
L

LHINS

hT YANA

G¢ 0c

CIEHII

| _ _ : 01
I
\\\.\\\\.\. B
— Cool
Wooo_
. 8 L0000

(AW)ISSNISINIKNNTOI8



88309

ST YA

(Ilw/B)TOMINIINVHOTH
L gD 2% o8 5000 o

ooooooooooooooo
600080 csssncsssssvsvsovocssscece s e (NN

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

........



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

