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Betr: Microbiologisch verkregen poly'psptn'fde met de aminozuurvolgorde
van het. profnsuline van primaten, DNA en plasmiden, die deze
volgorde coderen, microdrganismen die deze genetische informatie

Bevatten en het maken daarvan,

Tn toenemende mate zijn menselijke hormonen in de therapie nodig.
Daartoe behoort o.a. het hormoon insuline. Omdat het onmogelijk is, hor-
monen in grote hoeveelheden uit menselijke organen te winnen, moeten
geschikte technieken worden ontwikkeld, deze hormonen buiten het men-
selijk organisme te doen vormen. |

De uitvinding geeft cen dergelijke weg weer. Deze betreft de iso=-
latie ven nucleotidenvolgorden, die de genetische code voor een spe-
cifiek eiwit bevatten, de synthese van DNA met deze specifieke nucleo-
tidevolgorden en een transfer van dit DNA in een microdrganisme als
gastheer, waarin de replicatie en expressie van dit DNA plaatsvindt.

Het is bekend, polypeptiden en proteinen door het kweken van bac-
terién te bereiden, die plasmiden met genen dragen, die de gewenste
polypeptiden of proteinen coderen'. Voorts is het bekend, dat plasmiden
kunnen worden geconstrueerd, die de hen bevattende gastheer ertoe aanzet-
ten genprodukten te bereiden, die van nature niet voor deze gastheer
karal;teristiek zijn. Het is ook bekend, dat door DNA-recombinatietech—-
nieken de genetische informatie van ratten-preproinsuline in bacterién
gecloneerlis. Er kon worden aangetoond, dat deze bacterién een eiwit
exprimeren, dat antigeen-determinanten van insuline bezit. Bovendien is
het bekend, dat de genetische mformatie van de A- en B-keten van men-
selijk insuline gescheiden in bacterién is gecloneerd. Dit werd aldus
bereikt, dat de betreffende DNA's voor A- en B-keten de novo werden ge-
synthetiseerd. De door de bacterién geproduceerde A~ en B-ketens konden
hierna in vitro tot het insulinemolecuul worden verknoopt.

Geen van deze methoden };eeft tot een in de menselijke therapie
toepasbaar geneesmiddel geleid. Bij het rattenproinsuline is het eind-
produkt, het ratteninsuline, een eiwit, dat tot allergische reacties
leidt. Bij de menselijke A~ en B-ketens stuitte men op de eigenschappen
van de B-keten wegens zijn polymerisatieneiging en de zeer slechte op-
brengst bij de combinatie van A- en B-keten tot het einddoel, men-
selijk insuline.

Met de uitvinding wordt derhalve een andere weg ingeslagen. Het
is bekend, dat ape- en menselijk insuline een identieke struetuur be-
zitten. Wanneer men erin slaagt ape-proinsuline te bereiden, kan men

daaruit door splitsing memselijk insuline winnen.
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De uitvinding betreft nu in het bijzonder de vorming' van genen
voor ape-proinsuline, de transfer van deze genen in een microbe-gastheer,
replicatie van gastheer en gen en expressie van dit gen door de gastheer.
Daarbij ontstaan proteinen, die de aminozuurvolgorde van ape-pro-
insuline bevatten.

Voor het bereiken van dit doel kan men op de volgende wijze te
werk gaan, waarbij de aangegeven weg als voorbeeld voor verscheidener
andere moet worden opgevat. |

Men wint uit apepancreas, liefst ven rhesﬁsa.pen of cynamolgen,
door een proteolytische afbrask, die wegens de mogélijke verdergaande
ontleding zeer zorgﬁ’uldig moet worden gecontroleerd, en vervoigens cen-
trifugeren afzonderlijke cellen. Hieruit wordt door een dichtheidscen~-
trifugering over een gradiér een aan Acellen rijke laag gewonnen. Deze
cellaag wordt gedenatureerd en het RNA als neerslag vqj.gens een cesium-

chloridecentrifugering gewonnen. Na verder hernieuwd neerslaasn wordt

- wit dit RNA de mRNA via een oligo-dT-cellulosekolom afgescheiden.

De gewonnen mRNA wordt met behulp van het enzym reverse transcriptase
tot een RNA-DNA-dubbelstrengcomplet verwerkt. Na afbrask van de RNA-
streng wordt de DNA-streng (de complementaire DNA = cDNA) met reverse
transcriptase of het enzym polymerase I tot een DNA~DNA-dubbelstreng
(dsDNA) gecompletteerd. '

Dit dubbelstrengige DNA moet nu in een plasmide worden inge-
bouwd. Daartoe is een verlenging van het 3'-uiteinde van het DNA b.v.
met 4CMP-resten nodig. Het plasmide (b.v. pBR 322) wordt met het res-
trictienuclease PstI opgesneden en b.v. met d@P-resten verlengd. Bij sa-
menvoegen van het aldus verlengde DNA met een passend verlengd plasmide
vindt baseparing tussen DNA en plasmide plaats. Dit circulaire molecuul
wordt daarna in microdrganismen (liefst bacterién, met name E. coli,
zoals ;E‘.c‘g_l]:i_ K 12 of X 1776) getransformeerd; de nog niet gesloten - -
bindingen worden door‘.de enzymen van het microdrganisme covalent ¥&X=
knoopt. De getransformeerde organismen worden op agarplaten uitge~-
streken en op antibioticaresistenties, die door het gekozen plasmide en
de toegepaste restrictienuclease gegeven zijn, geselecteerd.

Met behulp van immunologische proeven worden de clonen, die in-

sulinehoudende proteinen exprimeren, uitgezocht. Deze clonen worden
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gekweekt, de microdrganismemassa afgecentrifugeerd, ge€xtraheerd en op
insulinegehalte nagegaen. Hierbij konden in éen reeks van clonen insu-
linewaardervan meer dan een insulinegenheid (= 1 IE) per liter
cultuuroplossing worden gemeten. Deze cultuuroplossing fungeert als uit-
gangsmateriaal voor het winnen van ape—proinsu]iﬁe en vervolgens men-
selijk insuline. )

De onderhavige trappen kummen als volgt worden uitgevoerd:

1. Werkwijze voor het isoleren van RNA,

a) De isolatie van insuline producerende pancreascellen.

Van primaten, liefst rhesusapen of cyncamolgen werden de pancreas-
klieren onder steriele voorwaarden gewonnen en na wegwerpen van de
huidjes en grotere bloedvaten eerst mechanisch door snijden ver-
kleind. Daarbij moet er op worden gelet, dat het weefsel tijdens
deze behandeling koel wordt gehouden om een zelfontsluiting ten-
gevolge van de daarin aanwezige pancreatine-enzymmengsels te vermij—
den. Het verkleinde weefsel wordt enige malen met gekoeld zoog-
dierenserum, bi] voorkeur kalverserum, gewassen, daarna in kolven
gebracht en met een steriele 0,125 %4's verwarmde collagenaseoplos-—
sing in PBS gemengd. De collagenaseoplossing moet steeds vers voor
de ontsluiting worden bereid. Doorslaggevend voor de opbrengst aan
cellen uit de pancreas is een gelijktijdige toevoeging van 20 en
meer procent serum, liefst kalverserum, aan de collagenase. Dit
mengsel wordt 10 minuten geroerd en de gehele bovenstaande vloei-
stof vervolgens weggeworpen. Daarna wordt opnieuw een collagenase--
serummengsel toegevoegd en ca. 6-10 minuten geroerd. Deze behandeling
. wordt ca. diiemaal herhaald en het telkens gewonnen ontsloten materi-
aal in een koele houder verzameld. Het verzamelde materiaal met
de enzymatisch gewonnen cellen wordt bij ca. 1000 tpm 10 minuten
in een gekoelde centrifuge gecentrifugeerd, de bovenstaande vloei-
stof weggeworpen en het cel-bodemmateriaal in vers Dulbecco-medium
met 1 g/l glucose en 20% kalverserum geresuspendeerd. Dit centri-
fugéren wordt herhaald en het daarbij gewonnen bodemmateriaal in
10 cm3 Dulbecco-medium met 15% serumtoeslag geresuspendeerd..r
Dit celmateriaal, dat uit een mengsel van B-cellen, fibro-

blastén en epitheloide cellen bestaat, werd vervolgens over een
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dichtheidsgradiént, biv. uit ficolen of percol, gescheiden. Het
bests  is hiervoor-een ficol-dichtheidsgradiént gebleken. Daartoe
werd ficol L00/Pharmacia in Dulbecco-medium zonder serum opgelost
en in een refractometer op een viscositeit van 1,38 of met een as
op een dichtheid van 1,16 ingesteld, door een membraanfilter met
een poriediameter van O,hS/u steriel gefiltreerd en bij +h°C.tqt
de toepassing bewaard. Van deze ficol-uitgangsuspensie werden
dichtheden met een viscositeit.van 1,373, 1,370 en 1,3672 door een
toevoeging van Dulbecco-medium ingesteld en in centrifugebuisjes
in tagen boven elkander aangebracht. Bovenop werden de geresus-
pendeerde pancreascellen aangebracht en 10 minuten werd bij +4°%
en 3200 tpm gecentrifugeerd. Na dit centrifugeren werden de af-
zonderlijke banden voorzichtig gewonnen en van restantficolen
met Dulbecco-medium vrijgewassen. De hoofdmassa van de insulne
producerende f—cellen werd op de bovenste lagen met de geringste
dichtheid en een viscositeit van 1,3672 geconcentreerd.
Wimnen van RNA

De verkregen cellen werden in "denaturerend medium" (4 M gu-

anidiniumthiocyanaat, 1 M mercaptoéthanol, 0,15 M natriumacetaat;
pH 5,5) opgencmen en lfminuut.bij 0°C met een ultra-turrax gehomo-
geniseerd. De oplossing werd 5 minuten op 80°C verwarmd en on-
middellijk in een ijsbad gebracht.

Deze werd vervolgens op een oplossing ("kussen") van 5 cm3
5,7 M CsCl, 10 mM tris-hydroxyemincmethaan (tris), 10 mM ethyleen-
diaminetetrefzi jnzuur (EDTA) met pH 7,6 als laag aangebracht en
in een Beckman—-SW 27 rotor 36 uren bij 20°C en 22.000 tpm ge-
centrifugeerd. Gevonden werd, dat in tegenstelling tot opgaven
in de literatuur een toeslag van CsCl aan het lysaat moet worden
vermeden cm een zo volledig mogelijke afscheiding van het mRNA
bij de volgende reactietrap té bereiken. Na afloop van het cen-
trifugeren werden de polyallomeerbuisjes in vloceibare stikstof
ingevroren en de bodem van het buisje waarop zich het RNA-neerslag
bevond, afgesneden. Dit neerslag werd in een oplossing van 10 mM
tris, 10 mM EDTA en 1% "Sarkosyl" (N-lauryl-sarkosine-natriumzout )

met pH 7,6 opgencmen en de suspensie bij 20.000 tpm gedurende
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.2'0 mimiten afgecentrifugeerd. Het verkregen neerslag werd nogmasls
in dezelfde buffer opgencmen, 5 minuten op 65°¢ vez;wamd en opnieuw
gecentrifugeerd. De verenigde bovenstaande vloeistoffen werden
0,3 molair aan natriumacetaat gemaskt met het 2,5-voudige volume
aan ethanol gemengd en bij -2000 opgeslagen.
Winning van mRNA i
Het RNA werd door afcentrifugeren uit de etha.noloploss:!.ng (20.000
tmm, 30 minuten, -5 C)' afgescheiden en in 0,5 M NaCl, 10 oM tris met

pH T.5 opgelost. Deze oplossing werd op een oligo-dT-cellulosekolom
_(van_Collaborative Research, type 3) die met een zelfde buffer was ge-
equilibreerd, aangeﬁracht en met 1 mM tris pH 7,6 of gedestilleerd
water geSlueerd. De elutie van het poly-A-houdende RNA (mRNA) kan door
extinctiemeting bij 260 nm worden gevolgd. Het aldus verkregen mRNA
werd met natriumacetast tot een eindconcentratie va 0,3 M gemengd ,

een 2,5-voudig volume aan ethanol toegevoegd en de oplossing bij -20°¢C

opgeslagen.
Winnineg van cDNA

2) Winning van enkelstreng-cDNA
De transcriptie van een mRNA tot het overeenkomstige DNA (cDNA)

vindt plaats met behulp van het enzym reverse transcriptase. Het
incubatiemengsel bevatte: 50 mM tris, pH 8,3, 10 mM MgCl,, 30 M
2-mercapt&thanocl, 0,5 mM aan alle vier gewoonlijk voorkomende des-
oxyrlbonucleos:Lde’ch.fosfaten (de passende ‘br:.fosfa‘ben van adenine,
guanine, cytosine en thymidine), 100 ,ug/cm oligo-dT 12-18 (pro-
ducent Boehringer Mannhelm) ca. 100 ,ug/ cm gepolyadenyleerd RNA
en 800 eenheden/cm3 reverse transcriptase (producent:Life Science
Tne., St. Petersburg, USA). Om de reactie te kunnen volgen kan een
op de ¢f-plaats met 32 P-gemerkt desoxyribonycleosidetrifosfaat
(specifieke activiteit: 50 Ci/mmol) asn het mengsel worden toege-
voegd. Het mengsel werd 60 minuten bij 42°C gefncubeerd, waarna
door een toevoeging van 20 mM EDTA de reactie werd afgebroken.

" De oplossing werd met een gelijk volume met water verzadigde fenol
gedxtraheerd, de fenol door uitschudden met ether verwijderd en
restanten etlier met stikstof afgedestilleerd. Niet ingebouwde des-

oxyribonucleosidetrifosfaten werden door een kolomchromatografie
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over Sephadex G50 in 10 mM tris, pH 9,0, 100 M NaCl, 1 mM EDTA

afgescheiden. Het ge€lueerde cDNA werd door een toevoeging van

0,3 M natriumacetasat en het 2,5-voudig volume ethanol neergeslagen.

Na. centrifugeren werd het neerslag in 0,1 M natronloog opge-
ncmen en 20 minuten bij 'TOOC geincubeerd of in 0,3 M natronloocg
een nacht bij kamertemperatuur geincubeerd. Het mengsel werd met
1M zoutzuur en I M tris op pH T,6 gebracht. 7
Vorming van dubbelstreng-cDNA (ds DNA) B
Voor de synthese van de tweede DNA-streng kan wéderom het enzym

reverse transcriptase' of het enzym polymerase I worden gebruikt.

Vorming ven dsDNA met reverse transcriptase:

Dit incubatiemengsel (pH 8,3) bevatte 50 mM tris, 10 mM Mg.Clz', 7
30 mM 2-mercaptoéthanol, 0,5 mM van de bovengenocemde vier desoxy-
ribonueleosidetrifosfaten, 50 /u.g/cm3 cDNA en 800 eenheden/ cm3

reverse transcriptase. De reactie werd 120 minuten Bij 4% uitge-

voerd en door een toevoeging van EDTA tot de eindconcentratie van
20 oM be&indigd. Vervolgens vond de fenol-extractie en een gel-
permeatiechromatografie over Sephadex G50 als tevoren beschreven

plaats.

Vorming van dsDNA met polymerase I:

Het incubatiemengsel met pH 6,9 bevatte 200 mM hepes, 0,5 mM van
de” bovengenoemde b desoxyribonucleosidetrifosfaten, 10 mM MgCl.,
30 mM 2-mercaptoéthanol en TO mM KCl. Door een toevoeging van 32
P-gemerkte desoxyribonucleotiden (op deot-plaatsen) asn het incu-
batiemengsel kan de reactie wordén gevolgd. De reactie werd met
800 eenheden/cm3 polymerase I gestart en 2 uren bij 15%¢ uitge-
voerd. Door een toeveeging van 0,1 % natriumdodecylsulfaat en

100 Iug/cm3 RNA werd de reactie afgestopt. De oplossing werd als
beschreven geéxtraheerd. De na de extractie verkregen oploésing
werd op een Sephédex G50-kolom aangebracht en gechromatografeerd
met 10 mM tris pH 9,0, 100 mM NaCl en 1 mM EDTA. Het geélueerde
DNA kon door zijn radicactiviteit worden bepaald en werd door een
toevoeging van 0,3 M natriumacetaat en het 2,5-voudig volume etha-
nol neergeslagen. Dit ethanol-neerslag werd in een oplossing (pH

4,5) van 300 mM NaCl, 30 mM natriumacetaat en 3 mM ZnCl, opgencmen
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en met 1500 eerheden/ em3 S1 muclease (Boehringer, Mannheim)
gemengd. De reactie werd na 1 uur biJj 3700 door een toevoeging van
EDTA tot een eindconcentratie van 20 mM bedindigd. Vervolgens werd
geéxtraheerd met fenol en met ethanol neérgeslagen als eerder
beschreven.

¢) Winning van cDNA volegens een eenvatsprocédé.
Nazst de beschreven reacties kan het dsDNA uit het mRNA ook met een

eenvatsprocédé worden gewonnen. Daarbij wordt de reactie van de
reverse transcriptase als beschreven uitgevoerd, maar aan het
incubatiemengsel nog 140 mM KCI toegevoegd. Na afloop van de reac-
tie wordt het: momster It minuten op 100°C verhit en het gevormde
neerslag afgecen'b-rifugeerd-. Asn de bovenstaande vloelstof wordt
een gelijk volume asn O,l M hepesbuffér (pH 6,9) toegevoegd, waar-
bij de bovengenocemde L desoxyribonucleotiden in de buffer 0,5 mM
aanwezig zijn. Door een toevoeging van 800 eenheden/ cm3 polymerase
T wordt de reactie als beschreven bij 15% uitgevoerd en door

een toevoeging van natriumdodecylsulfaat en RNA afgestopt. Hieraan

aansluitend wordt als onder 3b verder gewerkt.

k. Verlenging ven de 3'-uiteinden van cDNA met 4aCcTP (desbxyci'bosine—

trifosfaat)
Voor de irbouw in het plasmide is de verlenging van het 3t-uiteinde

van het DNA met een van de bovengencemde I desoxynucleotiden nodig.
Voorts worden de 3'-uiteinden van het gesneden plasmide met het cam-
plementaire desoxynucleotide verlengd. Bij samenvoeging van DNA met
plasmide vindt dan een baseparing tussen DNA en plasmide plaats.
Dit weer circulair gemaskt molecuul kan voor het transformeren van
bacterién worden gebruikt; de nog niet gesloten bindingen worden door
een enzymsysteem in de bacterie covalent verknoopt.

~ B.v. kunnen de 3’-{1iteinden.van cDNA met dCMP-resten (desoxy-
cytosinemonofosfaatresten) en het plasmide met dGMP-resten (des-
o:qy'gugnidinemonofosfaatresten) worden verlengd. Bij toepassing van
deze desoxynucleotiden op de beschreven wijze en bij opening van het
plasmide door het restrictie-enzym Pst I wordt na imbouw van het
vreemde DNA een Pst I-splitsingsplaats op elke insertieplaats nieuw

gevormd, zodat na vermeerdering van het plasmide het geinserteerde

8100210




10

15

20

25

30

35

8-

DNA voor verder onderzoek gemakkelijk weer met een restrictie-
enzym Pst I uitgesneden kan worden. '

Het neerslag verkregen na de alccholtoevoeging na afbraak met
S1 nuclease werd in een waterige oplossing (pH 6,?) uit 30 mM tris,
1 mM CoCl,, 140 mM kaliumeacodylaat, 150 mM dCTP, 100 ug geauto-
claveerd gelstinehydrolysaat en 0,1 M dithio&rytritol opgelost. Voor
het volgen van de reactie kan 32 P-gemerkt 4CTP worden gebruikt.
De reactie werd door een toevoeging van terminaal desoxynucleotidyl—
transferase gestart en 10 minuten bij 3T°C uitgevoerd. Na afloop
van deze reactietijd werd het monster in ijs gebracht en door een
radioactiviteitsmeting in een met trichloorazijnzuur verkrijgbaar
neerslag het aantal vaen de ingebouwde dCMP-resten bepaald. Bij de
reactie moet ca. 10% van het oorépronkelijk aanwezige nucleotide
zijn geaddeerd; wanneer dit niet het geval is, kan door een toe-
voeging van verder enzym de reactie worden voortgezet. Indien een
te groot aantal dCMP—resten is geaddeerd, kan de gevormde keten ’
met behulp van het enzym Sl1-nuclease worden verkort.
Werkwijze voor het integreren van DNA in een plasmide.
Een geschikt circulair plasmide, b.v. pBR 322, werd met een res—

trictieéndonuclease gesneden, dat slechts een sequentie op het plas-

mide erkent. Gunstig is het, wanneer deze plitsingsplaats achter
een sterke of induceerbare promotor is gelegen en/of zo is geloca-
liseerd, dat een antibioticaresistentie wordt beinvloced.

Het aldus gelineafiseerde plasmide werd hierna aan de 3'-uit-
einden met een van de vier desoxynucleotiden verlengd.

Dit werd b.v. als volgt uitgevoerd: 30 ug plasmide Werd met
50 eenheden Pst I restrictieendonuclease bij aanwezigheid van 50 mM
NaCl, 6 mM tris, 6 mM MgCl,, 6 mM 2-mercapto&thanol en 0,1 mg/cm
gelatine gedurende 40 minuten bij 37 °C en een pH van T,5.:geincubeerd.
Vervolgens werd met fenol en ether als beschreven geéxtraheerd‘en .
het gesneden plasmide met ethanol bij aanwezigheid van 0,3 M na-
triumacetaat ﬁaergéslageh, De verlenging van de 3'-uiteinden
van het plasmide met 4GTP (desoxyguanidinetrifosfaat) vond plaats
analoog met de bovenbeschreven verlenging van het cDNA met

dcCTP.
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Het verlengde plasm.de-])m werd daarna in een oplossing met PH
8,0 uit 0,1 M NaCl, 10 mM tris en 1 nM EDTA met het verlengde ds
cDNA gemengd, 2 minuten op 56°C verwarmd, 2 uren bij 42°C ge-
incubeerd en daarna langzaam op kamertemperatuur afgekoeld Het
aldus verkregen hybride DNA werd daarna voor een transformering
ven E. co.‘Li gebruikt. ‘
Clonerlng van het Ig[dnde'olasmde in E. coli.

De bacterién, b.v. E. c:ol:. X 1776, werden bij 37 °c in 50 cm.3
van een gebruikelijke voedingsbodem tot een optische ‘dichtheid van

AGOO = 0,5 - 0,6_gekweekt, gesedimenteerd, eenmaal met 10 mM tris
met pH 7,5 gewassen en daarna in ko c:m.3 van een oplossing van 75 mM
Ca.Cl s 5 mM Mg(‘fl2 en 5 mM tris met pH 8 0 geresuspendeerd en 20
mimlten in ijs geincubeerd. Daarna werden de cellen gesedimenteerd
en in 2 cm3 ‘TS mM CaClz, 5 mM MgCl,, 5 mM tris pH 8,0 geresuspen- ,
deerd. ’

0,2 cm3 van deze bacteriesuspensie werd daarna me‘b 0,1 cm3
hybride-DNA-oplossing gemengd en 45 minuten op ijs gelncubeerd

Daarna werd 90 seconden op 42°¢ verwarmd en vervolgens met 0,2 cm3

voedingsbodem gemengd. 50 tot T5 nm3 van deze suspensie Werden daar-
na op tetracycline en ampicilline houdende agarplaten uitgestreken
en op antibiotica-resistentie gesélecteerd.

Tsolatie van stammen, die insulinehoudende protelinen produceren.

Met behulp van een door Broome en Gilbert (E. PNAS T5, 27TL6,
(1978)) ontwikkeld proefsysteem werden de clonen op de expressie
van insulinehoudende proteinen onderzocht. Clonen, die insuline-
houdende proteinen exprimeren werden door de binding van radioac-
tieve antilichamen asn de proteinen met hieropvolgende autoradio-
grafie aldus onderkend, dat de réntgenfilm op deze plaatsen werd
gezwart. Daartoe werd tot 50 clonen per nitrocellulosefilter gé-—
durende 2 dagen bij BTOC gekweekt. Daarna werden de filters op
een agarblok gelegd, dat 1 mg/cm3 lysozyme bevatte; op de bacterie-
kolonie werd een met insulineantilichamen beklede PVC-folie aan-
gebracht, en daarna werd 2-3 uren bij 4% geIncubeerd. De FVC-
folie werd vervolgens 15 uren bij 4°C in een oplossing van met 132

jodium-gemerkte insulineantilichamen geIncubeerd. De specifieke
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activiteit van de oplossing bédi'oeg ca. 1 x iQ cpm/cm”. Na wassen
en drogen van de folies werden deze gea.utoradigfafeerd.
De op de plaat immunologisch op insuline reagerende clonen terden
in een gebruikelijke voedingsbodem gekweekt, de bacterién afgecen-
trifugeerd, geéxtraheerd en nu met een radioimmunocproef op -aanwezigheid van

insulinegehalte uitgetest. Een aantal van deze clonen vertoonden

daarbij insulinewasrden van meer dan 1 IE per liter cultuuroplossing.
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CONCILUSIES:

1. Microbidlogisch verkregen polypeptide, dat de aminozuurvolgorde
ven proinsuline van primaten geheel of gedeei‘belijk gevat.

2. Microbiologisch verkregen polypeptide volgens conclusie 1, dat
de aminozuurvolgorde van het C-peptide van proinsuline van priﬁaten ge-
heel of gedeeltelijk bevat.

3. cDNA, dat voor aminozuurvolgorden van proinsuline volgens con-— .
clusies 1 of 2 codeert, verkregen met behulp van mRNA van prima:ben._

k. Plasmide, dat voor aminozuurvolgorden volgens conclusies 1 of 2

codeert, verkregen uit het cDNA volgens conclusie 3 en een plasmide,

liefst plasmide pBR 322.

5. Microdrgenisme, speciaal E. goli, met de genetische informatie
voor de biosynthese van het polypeptide volgens conclusies 1 of 2.
6. Werkwijze voor het bereiden van een polypeptide volgens de

conclusies 1-2, met het kemmerk, dat men de genetische informatie voor
de biosynthese van het polypeptidé met mRNA van primaten wint, het
verkregen gen op een op zichzelf bekende wijze in microdrganismen san-
brengt en die microdrganismen op een op zichzelf bekende wijze uit-
selecteert en cultiveert, die dit polypeptide produceren.

T. Werkwijze voor het bereiden van cDNA volgens conclusie 3, met
het kermerk, det men uit de pancress van primaten RNA wint, daaruit het
mRNA isoleert en hiermede op een op zichzelf bekende wijze cDNA bereidt.
8. Werkwijze volgens conclusie 7, met het kenmerk, dat men bij

Het winnen van eilandcelletjes uit de pancreas ven primaten een zoogdier-
serum, liefst kalverserum, in een hoeveelheid vanbij voorkeur 20 of
meer procent van het totale volume toepast en uit de aldus gewonnen ei-

landcellen RNA wint.
9. Werkwijze voor het maken van een microdrganisme volgens conclu-

sie 5, met het kenmerk, dat men een microdrganisme, bij voorkeur E. coli,

met een plasmide volgens conclusie b transformeert.
10. ‘Werkwijze voor het winnen van RNA, met het kenmerk, dat men
een cesiumchloride-vrij lysaat op een waterige geconcentreerde cesium-

chlorideoplossing als laag aanbrengt, centrifugeert en het RNA wint.
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