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Ihmisen interleukiini-1l:n synteesi& koodaava rekombinant-
tiplasmidi~DNA pPR-IL2-19, menetelm& sen valmistamiseksi
ja tdtd DNA:ta sisdltdvd, ihmisen interleukiini-2:ta tuot-
tava bakteerikanta Escherichia coli VNIIGenetica (pPR-IL2-
19)

Keksinnén ala
Td&md keksintd kuuluu geeniteknologian alaan ja eri-

tyisesti se koskee uutta rekombinanttiplasmidi-DNA:ta pPR-
IL2-19, joka koodaa ihmisen interleukiini-2:n synteesié§,
menetelm8d sen valmistamiseksi sekd t&t& DNA:ta sisdltavas
bakteerikantaa Escherichia coli VNIIGenetika VL 903 (pPR-
IL2-19), joka tuottaa ihmisen interleukiini-2:ta.

Keksinnén tausta

Luonnolinen ihmisen interleukiini-2 eli T-solujen
kasvutekijd on glykoproteiini, jonka polypeptidiketjun
molekyylipaino on noin 15 000 Daltonia, ja sit& tuottavat
T-solut, kun niitd aktivoidaan leptiinilld tai wvastaaval-
la antigeenilla. Interleukiini-2 on monimutkaisesti vai-
kuttava immunomodulaattori, joka stimuloi erityisesti T-
lymfosyyttien aktivoitumisesta johtuvaa immuunivastetta
ja joka lis&a tymosyyttien mitogeneesisi, indusoi T-solujen
sytotoksista vaikutusta ja vastaavaa. Niinp& interleukii-
ni-2:ta voitaisiin hyvin k&ytt&8d immunologisten h&iridi-
den, kuten pahalaatuisten degeneroitumisten, bakteeri- tai
virusinfektioiden, immuunipuutostiloihin liittyvien sai-
rauksien, autoimmuunisairauksien ja vastaavien hoidossa.
Luonnollista ihmisen interleukiini-2:ta, jota saadaan suo-
raan ihmisen seerumista tai Yrkat-solulinjan viljelyvali-
aineesta, on saatavissa vain hyvin rajoitettuja m&&ariia,
jotka eivdt riitd sen ominaisuuksien ja kliinisten mahdol-
lisuuksien tutkimiseen. Vaihtoehtoisen interleukiini-2-
ldhteen voivat tarjota geeniteknologisin menetelmin wval-
mistetut mikro-organismikannat, jotka kantavat interleu-

kiini-2:n geenid sisdltdvid rekombinanttiplasmideja ja
/
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ekspressoivat t&td geenid tehokkaasti.

Alalla tunnetaan ihmisen interleukiini-2:ta kooda-
avia rekombinanttiplasmidi-DNA:ita, Kkuten rekombinantti-
plasmidi-DNA pPLcMuHiL 201 ja sitd sis&ltdva E. coli -kan-
ta K12AHIAtrp (pPLCMuHiL201) (Devos, R., Plaetinck, G.,
Cheroutre, H., Simons, G., Degrave, W., Tavernier, J.,
Remaut, E., Fiers, W., Nucl. Acid. Res. 11 (1983) 4307-
4323).

Tdssd yhdistelm&-DNA-molekyylissd interleukiini-2:n
geenin transkirptiota s&&delldsdn bakteriofagi A:n sdately-
vksikén P O, avulla ja geenin proteiinituotteen translaa-
tion aloittaminen varmistetaan wvalmistamalla faagin Mu
SD-sekvenssistd ribosomeja sitovahybridialue. Tuottaja-
kantaa E. coli KlZAHIAtrp (pPLcMuHil 201) viljelem&lla
saadun ihmisen interleukiini-2:n maksimisaanto on 5-10 %
solun kokonaisproteiinimddrasta.

Y114 mainituilla rekombinanttiplasmidi-DNA:illa ja
niitd sisiltdavdlld kannalla on lukuisia huonoja puolia,
jotka johtuvat siitd, etta P -promoottorin varmistama IL-
2~geenin kontrolloitu ekspressio vaatii joko ylimdadrdisen
plasmidin, joka sis&altaa lampotherkd@n cI-repressorin
(cIts857), tai mutanttialleelia clI kantavan, viallisen

profaagin sisdltdvidn kannan kayttdd vastaanottajana. T&ma

- kaikki johtaa siihen, ettd vastaanottajakantojen madrd on

pieni sekd siihen, ettd rekombinanttiplasmidit voivat olla
pysymattotmiad massatuotannon viljelyolosuhteissa, mika joh-
tuu reCA:sta riippuvaisesta rekombinaatiosta interleukii-
ni-2:n geenin sisdltdvéd@n plasmidin ja sopivan plasmidin
tai viallisen profaagin vastaavien alueiden v&dlilla.
Edelleen suhteellisen lyhyen S$SD-sekvenssin k&ytto
ribosomia sitovan hybridialueen muodostamisessa ei mahdol-
lista E. colin translaatiokoneiston kaikkien voimavarojen
kdyttamistd tdydessd laajuudessaan, mikd johtaa suhteel-
lisesti alempaan ihmisen interleukiini-2:n synteesitasoon

tuottajakannan soluissa.
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Kaikki tama voi huomattavasti alentaa interleukii-
ni-2-pitoisuutta tuottajakannan biomassassa sen massanvil-
jelyssa ja tamd lopulta vaikeuttaa puhtaan proteiinin tal-
teenottoa ja alentaa halutun tuotteen saantoa.

Keksintd

Rekombinanttiplasmidi-DNA pPR-IL-2-19, joka koodaa
ihmisen interleukiini-2:n synteesid, menetelmd sen valmis-
tamiseksi sekd sitd sis&ltdva bakteerikanta Escherichia
coli VNIIGenetika VL 903 (pPR-IL-2-19) ovat uusia ja tois-
taiseksi tuntemattomia kirjallisuudessa.

Tamd Kkeksint& koskee uutta rekombinanttiplasmidi-
DNA:ta, joka koodaa ihmisen interleukiini-2:n synteesid,
menetelmdsd sen valmistamiseksi sekd sitd sisaltavaa, hy-
vatuottoista interleukiini-2:n tuottajakantaa, jolla in-
terleukiini-2:ta voidaan tuottaa hyv&dlld saannolla.

Tamd tavoite saavutetaan siten, ettda ihmisen inter-
leukiini-2:n synteesia koodaavan rekombinanttiplasmidi-
DNA:n pPR-IL2-19 koko on 3 850 emdsparia ja se muodostuu
seuraavista yksikdista:

- 3 400 emd@sparia sisadltdva, pPR40:std ja pML24:sta
valmistetun vektoriplasmidin pPRI124B BamHI - Bgl II
-fragmentti,

- 450 emdsparia sisadltdva Cfrl3 - Bgl II -fragment-
ti plasmidista pAA-1213-23B, joka on valmistettu plasmi-
dista pBR~-322 valmistetusta, 5400 emdsparia sisdltadvasta
plasmidista pAAl1213-23 korvaamalla Stul:n restriktioalue
Bgl II:n restriktioalueella ja joka sis&lt88 ColEI-repli-
konin, ampisilliiniresistenssigeenin ja , DNA-kopion ihmi-
sen interleukiini~2:n geenistd, jonka ekspressio varmis-
tetaan promoottorin ja E. colin tryptofaanioperonin SD-
sekvenssin avulla ja jolle ovat ominaisia seuraavat piir-
teet:

- sis&dltd8 replikaation aloitusalueen ColEI-repli-
koni, faagin A l&mpdherkdn repressorin cIts857 geenin,

lampisilliiniresistenssigeenin, faagin fd p-sta riippumat-
/
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tomien transkription terminaattoreiden kaksoisjakson, sada-
telyalueen PO, , SD-sekvenssin ja faagin A cro-geenin ATG-
-aloituskodonin koodaten ihmisen kypsdd interleukiini-2:-
ta;

- sdatelyalueen P, 0O, ja cro-geenin ATG-kodonin yh-
distdminen interleukiini-2:n geenisekvenssiin ja fd:n
transkription terminaattoreihin suoritetaan siten, ettéd
muodostuu ribosomeja sitova hybridialue, jonka nukelotidi-
sekvenssi on seuraava: 5'-...TAAGGAGGTTGTATGGCC...3', jos-
sa TAAGGAGGT ja ATG-SD-sekvenssi ja cro-geenin aloitusko-
doni, wvastaavasti; GCC-interleukiini-2:n ensimm@&inen Ala--
kodoni, interleukiini-2:n geenin 1lopetuskodonin j&lkeen
on fd:n
p :sta riippumattomien transkription terminaattoreiden kak-
soisjakso;

- sisdltd3d ainutlaatuiset tunnistusalueet restrik-
tioentsyymeille Clal, jonka koordinaatti on lukemisen alku
(0), XbaI (noin 990), Bgl II (noin 1 250) ja PstI (noin
3070); talletettu 12.1.1987 Collection of Cultures of Mic-
roorganisms of the All-Union Research Institute of Anti-
biotics -talletuslaitokseeen ja rekisterdity talletusnu-
merolla 1869.

Tamdn keksinndén mukaisen rekombinanttiplasmidi-
DNA:n valmistusmenetelmédssd plasmidista pBR-322 valmistet-
tu, 5 400 emdsparia sis8ltdvad plasmidi pAA1213-23, joka
sisdlt88 ColEI-replikonin, ampisilliiniresistenssigeenin
sekd ihmisen interleukiini-2:n , DNA-kopion, jonka ekspres-
sio on varmistettu promoottorin ja E. colin tryptofaani-
operonin SD-sekvenssin avulla, modifioidaan korvaamalla
Stu I:n restriktioalue Bgl II:n restriktioalueella; saatua
plasmidia pAAl1213-23B kd&dsitelldsdn restriktioentsyymilla
Cfrl3 ja syntyneet yksisdikeiset DNA-molekyylien p&dt tdy-
tetddn jédlkeenpdin E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenov-
fragmentilla, jonka jdlkeen plasmidin pAAl1213-23B Cfr-

fragmentti, joka sisdlt&& interleukiini-2:n geenin, ote-
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taan talteen kayttden preparatiivista geelielektroforeesia
agaroosigeelissd ja integroidaan T4-faagin DNA-ligasin
avulla plasmideista pPR40 ja pML24 valmistettuun vektori-
molekyyliin pPR124B, joka on ensin pilkottu k3yttden re-
striktioentsyymid& BamHI ja DNA:n yksisdikeiset padat re-
striktioalueella eliminoidaan SI-endonukleaasin avulla,
jonka jilkeen saatua seosta kdsitell8&n restriktioentsyy-
milld BglII ja DNA-molekyylit yhdistet&&n renkaiksi kayt-
tden T4-DNA-ligaasia; E. coli C600 -solut transformoidaan
saadulla seoksella; transformantit siirrostetaan ampisil-
liinia sisdltdvdlle vdlineelle ja viljell&ddn 28°C:een ldm-
pbtilassa, jonka j&lkeen valikoidaan alentuneen kasvuno-
peuden 42°C:een l&ampbtilassa suhteen, plasmidi pPR-IL2-
19 otetaan talteen valikoiduista klooneista, joissa frag-
menttien yhdistymistarkkuus varmistetaan palauttamalla
DNA:n aloitusalueiden liitoksissa aikaisemmin ei ldsn&ole-
va restriktioentsyymin Bsp RI tunnistussekvenssi.

Tdmdn keksinndn mukaiselle plasmidille on luonteen-
omaista se, ettd geeni cIts857, bakteriofagi A:n tran-
skription aloituksen s&dtelijd, on molekyylin sisédssd ja
ettd interleukiini-2:n geenin ekspressio on P, -promootto-
rin kontrollinen alainen. N&ma& olosuhteet tekevdt mahdol-
liseksi wvadlttda mahdollinen recA:sta riippuva yhdistelmd
interleukiini-2:n geenid koodaavan plasmidin ja sopivan
residenttiplasmidin tai viallisen profaagin v&lill&a. Re-
kombinanttiplasmidin pPR-IL2- 19, jossa SD-sekvenssi ja
bakteriofagi A:n cro-geenin AUG~kodoni yhdistet&&n ihmisen
interleukiini-2:n geenin koodaavaan alueeseen, valmistus-
menetelmd8 varmistaa interleukiini-2:n geenin ribosomeja
sitovan hybridialueen muodostumisen, jolla on optimaalinen
primaarinen ja steerinen rakenne RNA-matriisin 5'-termi-
naaliseen alueeseen ndhden.

Tdma keksintd koskee myts kantaa E. coli VNIIGene-
tika VL 903 (pPR-1IL2-19), joka tuottaa ihmisen interleu-
kiinia ja joka sisdltdd rekombinanttiplasmidi-DNA:n pPR-
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IL2-19, joka tdmdn keksinnén mukaisesti saadaan geenitek-
nologista valmistusmenetelm&d kayttden viemdlla rekombi-
nanttiplasmidi~DNA pPR-IL2-19 Escherichia coli -baktee-
riin. Tdmdn keksinndn mukainen kanta talletettiin
12.1.1987 Collection of Cultures of Microorganisms of the
All-Union Research Institute of Antibiotics -talletuslai-
tokseen ja rekisterditiin talletusnumerolla 1869. T&améan
keksinndén mukainen kanta mahdollistaa ihmisen interleukii-
ni-2:n jatkuvan kerddntymisen massaviljelyolosuhteissa ja
halutun tuotteen saannon (8-10) x 107 MU/l saamisen, miki
vastaa 8 - 12 % solun kokonaisproteiinimddrésta.

Paras keksinn®n suoritustapa

Tdmdn keksinnodn mukaisen rekombinanttiplasmidi-
DNA:n rPR-IL2-19 valmistusmenetelmd suoritetaan useissa
vaiheissa.

5 400 emdsparia sisdltéva plasmidi pAA1213-23, joka
on valmistettu plasmidista pBR-322 ja joka sisdltda ColEI-
replikoni, ampisilliiniresistenssigeenin ja ihmisen inter-
leukiini-2:n geenin , DNA-kopion, jonka ekspressio on var-
mistettu promoottorilla ja E. colin tryptofaanioperonin
SD-sekvenssilld, modifioidaan korvaamalla Stu I:n restrik-
tiokohta Bgl II:n restriktiokohdalla, jolloin saadaan
plasmidi pAA1213-23B, jota kédsitellddn restriktioentsyy-
milld Cfrl3 ja syntyneet DNA-molekyylien yksisdikeiset
padat tdytetdsdn E. colin DNA-polymeraasi I:n Klenov-frag-
mentin avulla. T&mdn jdlkeen kayttden preparatiivista
elektroforeesia alhaisessa lampdtilassa sulavassa agaroo-
sigeelissd interleukiini-2:n geenin sis&dltdvd plasmidin
pAAl1213-23B Cfrl3-fragmentti eristeté&éan.

Sitten valmistetaan vektoriplasmidi pPR124B. T&al-
18in plasmidin pPR40 DNA:han restriktiocentsyymin Bgl II
tunnistuskohtaan aiheutetaan deleetio eksonukleaasia Bal3l
kdyttden, jolloin saadaan plasmidi pPR100, jossa BamHI:n
tunnistuskohta on valittémdsti faagin A ribosomien sito-

miskohdan j&lkeen siten, ettd AUG-aloituskodonin alueelle
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AUGGATCC
BamHI

Mythemmin kdyttden geeniteknologian tavanomaisia
menetelmid plasmidin pPRIOO pienin PstI-BamHI-fragmentti
yvyhdistetd&n plasmidin pML24 suurimpaan PstI-BamHI-frag-
menttiin, jolloin saadaan plasmidi pPRI24, johon k&yttden
oligonukleotidi 1iitt&ajad8 restriktioentsyymin Bgl II tun-
nistuskohta viedd&n Xbal:n sijasta, jolloin saadaan plas-
midi pPRI24B.

Sitten interleukiini-2:n geenin sisdltdva plasmidin
pAA1213-23B Cfrl3-fragmentti integroidaan faagin T4 DNA-
ligaasin avulla vektorimolekyyliin pPRI24B, joka on pil-
kottu restriktioentsyymin BamHI avulla ja jolla on SI-en-
donukleaasin avulla tdytetyt yksisdikeiset DNA-pddt, ja
lineaarisista DNA-molekyyleistd muodostetaan rengas T4:n
DNA~-ligaasin avulla. Nain saadulla seoksella transformoi-
daan E. coli C600 -solut, transformantit siirrostetaan
ampisilliinia sisdltdvdlle v&liaineelle ja viljell&é&n
28°C:een lampdtilassa, jonka jédlkeen valikoidaan alentu-
neen kasvunopeuden 42°C:een l&mpotilassa suhteen. N&din
valikoiduista klooneista otetaan talteen plasmidi-DNA,
joka nimet&dn pPR-IL2-19:ksi, jossa fragmenttien liitty-
mistarkkuus varmistetaan palauttamalla DNA:n aloitusaluei-
den liitoksissa aikaisemmin ei l&sndoleva restriktioent-
syymin BspRI tunnistussekvenssi.

Tdmdn keksinntn mukainen kanta E. coli VNIIGenetika
VL 903 (pPR-IL2-19) tuotetaan transformoimalla wvastaanot-
tajabakteeri Escherichia coli kayttden rekombinanttiplas-
midi-DNA:ta pPR-IL2-19. Vastaanottajakantoina voidaan
kdayttda kantoja E. coli C600, E. coli VNIGenetika VL-903
(talletettu All-Union Collection of Industrial Microorga-

nisms of the All-Union Research Institute of Genetics and
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Selection of Industrial Microorganisms -talletuslaitokseen
ja rekister6ity talletusnumerolla BKIIMB-3546) sekd@ muita
E. coli Kl12:n johdannaisia. Tranformoinnin j&lkeen rekom-
binanttikloonit valikoidaan ampisilliinia sisdltdvalla
vdliaineella lampdtilassa 28°C.

Tdmdn keksinndén mukaiselle kannalle on luonteen-
omaista ihmisen interleukiini-2:n syntetisointi P, -pro-
moottorin repression olosuhteissa, resistenssi ampisillii-
nille sekd@ alentunut kasvu viljeltdessd soluja 42°C:een
lampobtilassa.

Tdmé&n keksinndn mukainen kanta mahdollistaa ihmisen
interleukiini-2:n jatkuvan kerd&ntymisen massaviljelyolo-
suhteissa ja johtaa sen lisaantyneeseen synteesiin E. coli
VNIIGenetika VL 903 (pPR-1L2-19) -soluissa ja se muodostaa
8 - 12 % solun kokonaisproteiinimddrdsta.

Kannalla E. coli VNIIGenetika VL 903 (pPR-IL2-19)
on seuraavat piirteet.

Morfologiset piirteet. Solut suoria sauvamaisia,

hitaasti 1liikkuvia, kykenevdt muodostamaan lankamaisia
muotoja, gram-negatiivisia, eivat tuota itiditda, yksit-
tdisten solujen koko 3 - 5 pm.

Viljelypiirteet. Solut kasvavat hyvin kiinteilld ja
nestemdisilld tavallisilla synteettisilld, puolisynteet-
tisilld ja monimutkaisilla wv&liaineilla. Kasvatettaessa

agaria sis&ltdvdlld Hottingerin kdymisliemelld tai L-kay-
misliemellsd, ne muodostavat sileitd, py&reitd, hieman mat-
tamaisia, limanpeitt&miad pesdkkeit&d. Kasvatettaessa nes-
temdisessd vdliaineessa, kuten L-kdymisliemessd tai
M9:ssd, joka sis&dltdd kasamiinihappoja, ne muodostavat
yhtendisen suspension.

Fysiologis-biokemialliset piirteet. Solut pystyvat

kasvamaan 5 - 40°C:een lémpdtilassa (optimi 37°C) pH:ssa
6,7 - 7,5. Hiilildhteend kdytetd&dn hiilihydraatteja (ku-
ten sakkaroosia) ja aminohappoja. Ne ovat auksotrofisia

metioniinin suhteen. Typpil8hteen& kidytetddn mineraalisuo-
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loja niiden ammoniummuodossa samoin kuin orgaanisia yhdis-
teitd peptonin, tryptonin, hiivauutteen ja aminohappojen
muodossa.

Antibioottiresistenssi. Kanta on resistentti ampi-

silliinille pitoisuutena enintd#n 100 mg/l kasvatettaessa

nestemdisessd vdliaineessa ja agaria sis&dltdvilld ravin-
tovédliaineilla.

Plasmidin stabiilius. Sailytettdessd soluja agaria
sisdltavdllsd valiaineella, sarjassa perdkkdisid uudelleen

siirrostuksia ja syvdviljelyssd antibioottia sisdltévasséa

nestemdisessd vdliaineessa ei tapahdu plasmidin haviota
eikd8 rakenteenmuuttumista.

T&td keksintdd valaistaan edelleen t&mdn keksinnédn
mukaisen plasmidin valmistusmentelmdd, kannan valmistusta
ja sen viljelyd kuvaavien suoritusmuotojen avulla ja sita
valaistaan mytds liitteend olevilla kuvioilla, joissa:

Kuvio 1 - fysikaalis-geneettinen kartta t&mdn kek-
sinnén mukaisesta rekombinanttiplasmidista pPR-IL2-19;

Kuvio 2 -~ diagrammi, joka kuvaa t&mdn keksinndén
mukaisen rekombinanttiplasmidin pPR-IL2-19 wvalmistusta.

Esimerkki 1

Tamdn keksinndn mukaisen rekombinanttiplasmidin
valmistus suoritetaan useassa vaiheessa. Ensin valmiste-
taan vektoriplasmidi pBRI24B.

3 pg plasmidin pPR40 DNA:ta pilkotaan kaytt&en res-
triktioentsyymid Bgl II 60 ul:ssa restriktiopuskuri I,
joka sis&dltda 10 mmol/l Tris-CCl:a (pH 8,0), 6 mmol/1
MgCl, :a, 6 mmol/l 2-merkaptoetanolia ja 150 mmol/1 NaCl:a.
DNA saostetaan uudelleen k3Ayttden kahta tilavuutta etano-
lia. Sakka liuotetaan 20 pl:aanFHZO:ta. DNA:ta kasitell&én
eksonukleaasilla Bal 31 kolmen minuutin ajan 30°C:een liam-
pbtilassa 30 pl:ssa puskuria, joka sisdltdd 30 mol/1
NaCl:a, 60 mmol/l CaCl,:a, 60 mmol/l MgCl, :a, 100 mmol/l
Tris-HCl:a, pH 8,0 ja 5 mmol/l etyleenidiamiinitetraetik-
kahappoa. DNA saostetaan uudelleen kahdella tilavuudella
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etanolia. Sakka liuotetaan 10 pl:aan H,O:ta. Kidsittely
restriktioentsyymilld BamHI suoritetaan 30 nl:n nayteti-
lavuudessa, joka sisdltd8 yllsd mainittua restriktiopusku-
ria 1. DNA:n yksisdikeiset 3'-pddn alueet tdytetdan E.
colin DNA-polymeraasi I:n Klenov-fragmenttia k&yttden 20
pl:n ndytetilavuudessa, joka sis&daltdd8 10 mmol/1l Tris-

HCl:a, (pH 8,0), 10 mmol/1l MgCl, :a, 2 pg DNA-valmistetta,
30 pl jokaista deoksiribonukleosiditrifosfaattia, 5 yksik-
kb4 DNA-entsyymid reaktioseoksesta saostetaan etanolia
kdyttden ja liuotetaan 100 pl:aan H,0:ta. Lineaarisoidun
plasmidi-DNA:n liitt&minen suoritetaan 16°C:een l&mpdti-
lassa 12 tunnin ajan k&yttden faagi T4:n DNA-ligaasia
ndytteessd, joka sisdltdd ligaatiopuskuria (60 mml/1l Tris-
HCl, pH 7,6, 10 mmol/1l MgCl,, 10 mmol/l 2-merkaptoetanolia
ja 0,4 mmol/1l adenosiinitrifosfaatti) ja 1 pg DNA:ta. Saa-
dulla seoksella transformoidaan E. coli C600 -solut,
transformointitehokkuus on jopa 5 x 10° pesdkettd 1 pg:aa
natiivia plasmidia pPR40 kohti. Ampisilliinille (100 pg/-
ml) resistentit kloonit valikoidaan, niistd eristetdédn
plasmidi-DNA k&dyttden Birnboimin ja Dalin modifioitua me-
netelmdd, jonka jdlkeen se kdytetd&n restriktioanalyy- si-
in. Tuloksena saadaan plasmidi pPRIOO, jossa on ainutlaa-
tuinen BamHI:n pilkkomiskochta. Tamdn j&lkeen muodostetaan
plasmidi pPRI124. T&lléin 2 pg plasmidin pML24 DNA:ta pil-
kotaan yhdessd restriktioentsyymeilld BamHI ja PstI 40
pl:ssa restriktiopuskuria I. Yhdistetddn kayttden faagin
T4 DNA-ligaasia O0°C:een ldmpdtilassa plasmidin pPRIOO
DNA:n hydrolyysistd restriktioentsyymej& BamHI ja Pstl
kdyttden saatuihin fragmentteihin. Saadulla DNA-valmis-
teella transformoidaan E. coli C600 -solut ja transforman-
tit valikoidaan ampisilliinia sisd&ltdv&allad valiaineella,
jonka jdlkeen valikoidan Cm™-kloonit vdliaineella, joka
sisdltda 300 pg/ml kloramfenikolia viljelem&lld soluja
42°C:een ldmpdtilassa. Ndin valikoiduista klooneista eris-
tetddn plasmidi-DNA ja testataan restriktioanalyysid kayt-
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tden. Tuloksena saadaan plasmidi pPRI24, jossa on restrik-
tiocentsyymi BamHI:n pilkkomiskohta.

Sitten 3 pg plasmidin pPRI24 DNA:ta pilkotaan res-
triktioentsyymilld Xbal 70 pl:ssa restriktiopuskuria I,
joka sisdltdda 10 mmol/l Tris-HCl:a (pH 7,9), 6 mmol/l
MgCl, :a, 6 mmol/1l 2-merkaptoetanolia ja 150 mmol/l NaCl:a,
DNA saostetaan uudelleen kdyttden kahta tilavuutta etano-
lia. Sakka liuotetaan 15 pl:aan H,O:ta. DNA:n yksisdikei-
set 3'-pddn alueet tdytetddn kdsittelemdlld E. colin DNA-
polymeraasi I:n Klenov-fragmentilla 20 pl:n ndytetilavuu-
dessa, joka sisdltdd 10 mmol/l1l Tris-HCl:a (pH 8,0), 10
mmol/1 MgCl, :a ja 2 pg DNA-valmistetta, 30 pl:lla jokaista
deoksiribonukleosiditriforfaattia, 5 yksikkod entsyymid.
DNA reaktioseoksesta saostetaan uudelleen etanolilla ja
liuotetaan 100 pl:aan H,0:ta. Lineaarisoidun plasmidi-
DNA:n yhdist&minen Blg-liitt&jiin suoritetaan 16°C:ssa 12
tunnin ajan k&yttden faagin T4 DNA-ligaasia ndytteesss,
joka sisdlt&d ligaatiopuskuria (60 mg Tris- HCl:a, pH 7,6,
10 mmol/1 MgCl,:a, 10 mmol/l 2-merkaptoetanolia ja 0,4
mmol/1 adenosiinitrifosfaattia), 2 pg plasmidi-DNA:ta ja
0,5 pg liitt&jia. Kun liittdminen on tehty reaktioseoksen
DNA saostetaan etanolilla, liuotetaan ja hydrolysoidaan
entsymaattisesti kdyttden restriktioentsyymida Bgl II 40
pl:n ndytetilavuudessa, joka sisdltdd restriktiopuskuria
2 (6 mmol/l1 Tris-HC1l, pH 7,6, MgCl,, 6 mmol/l 2-merkap-
toetanolia ja 50 pl NaCl:a). DNA saostetaan uudelleen eta-
nolilla, liuotetaan ja tehd&&n renkaaksi; t&l11l6in 1 pg
plasmidi-DNA-valmistetta 240 pl:ssa ligaatiopuskuria ké&-
sitellddn faagi T4:n DNA-ligaasilla. Saadulla seoksella
transformoidaan E. coli C600 -solut.

Transformaatiotehokkuus on jopa 5 x 10% pesdketta
1 pg:aa natiivia plasmidia pPRI24 kohti. Ampisilliinille
(100 pg/ml) resistentit kloonit valikoidaan ja niist& ote-
taan talteen plasmidi-DNA ja se kdytetd83dn restriktioana-

lyysiin. Tuloksena saadaan plasmidi pPRI24B, jossa pdin-
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vastoin kuin ldhtovektorimolekyylissa pPRI24 on ainutlaa-
tuinen Bgl II:n pilkkomiskohta aikaisemmin olleen Xbal:n
tunnistussekvenssin sijasta (kuvio 2).

Sitten 3 pg plasmidin pPRIZ2B DNA:ta pilkotaan kayt-
tden restriktioentsyymid BamHI 12 m:n ndytteessd, joka
sisdltdd restriktiopuskuria I. Reaktio keskeytetddn kayt-
tden DNA:n fenolista deproteiinisaatiota ja nukleiinihapon
uudelleensaostusta etanolilla. Sakka liuotetaan 20 pl:aan
H,O:ta. Pilkottaessa DNA restriktioentsyymilld syntyneiden
vksisdikeisten p&diden poisto suoritetaan kdyttden SI-en-
donukleaasia. T&ll6n DNA hydrolysoidaan 30 yksikd&lla SI-
endonukleaasia 50 pl:ssa ndytettd, joka sis&dltdd 30 mmol/l
CH,COONa:a, pH 4,4, 4,5 mmol/l ZnSO, :a ja 250 mmol/1l
NaCl:a, 20 minuutin ajan 20°C:een l&mpdtilassa. Reaktio
pysdytetdasdn fenolikdsittelyllda ja DNA saostetaan uudelleen
etanolilla. Sakka liuotetaan 15 pl:aan H,O:ta.

Tdmdn jdlkeen tuotetaan plasmidi pAA1213-23B. T&l-
16in 3 pg DNA:ta 5 400 emdsparia sisdltavastd plasmidista
pAA1213-23, joka on valmistettu plasmidista pBR-322 ja
joka sisdlt&& ColEI-replikonin, ampisilliiniresistenssi-
geenin ja ihmisen interleukiini-2:n geenin DNA-kopion,
jonka ekspressio on varmistettu promoottorilla ja E. colin
tryptofaanioperonin SD-sekvenssilld, pilkotaan 10 yksikol-
18 restriktioentsyymid Stu I 30 pl:n ndytteessd, joka si-
s81t83 restriktiopuskuria I (10 mmol/l Tris-HCl, pH 7,9
MgCl,, 6 mmol/l 2-merkaptoetanolia ja 150 mmol/l NaCl),
jonka jadlkeen DNA saostetaan reaktioseoksesta etanolia
lisdsmallsa. Sakka erotetaan sentrifugoimalla 20 pl:ssa
H,0:ta. Lineaarisoidun plasmidin liitt&minen Bgl II -1liit-
t4jiin suoritetaan kayttden 20 yksikk6d T4:n DNA-ligaasia
30 pl:n ndytteessd, joka sis&ltda ligaatiopuskuria (60
mmol/1 Tris-HCl, pH 7,6, 10 mmol/1 MgCl,, 10 mmol/l 2-mer-
kaptoetanoli ja 0,4 mmol/l adenosiinitrifosfaatti), 2 pg
plasmidi-DNA:ta ja 0,5 pg 1liitt&djia. Ligaation jdlkeen

reaktioseoksen DNA saostetaan etanolilla, liuotetaan ja
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hydrolysoidaan entsymaattisesti k#ytt#en restriktioentsyy-
mid Bgl II 40 nul:n nidytteessd, joka sis8lt&838 restriktio-
puskuria 2 (6 mmol/l Tris-HCl1l, pH 7,7, 6 mmol/l1 MgCl,, 6
mmol/1l 2-merkaptoetanoli ja 50 mmol/1 NaCl). DNA saoste-
taan uudelleen etanolilla, 1liuotetaan ja DNA-molekyylit
tehd&&n renkaaksi, t&ll6éin 1 pg plasmidi-DNA-valmistetta
240 pl:ssa ligaatiopuskuria kdsitell&an 2 yksiko6lld T4:n
DNA-ligaasia. Saadulla seoksella transformoidaan E. coli
C600 -solut. Transformaatiotehokkuus on jopa 5 x 10% pe-
sdkettd 1 pg natiivia plasmidia pAA1214-23 kohti. Ampisil-
liinille (100 pg/ml) resistentit kloonit wvalikoidaan,
plasmidi-DNA otetaan talteen kdytt8en modifioitua Birnboi-
min ja Dalin menetelm&@&d ja kaytetddn restriktioanalyysiin.
Ndin valmistettu plasmidi pAAl1213-23B, p&invastoin kuin
ldhtdrekombinanttimolekyyli pAAl1213-23, sisdltaa ainutlaa-
tuisuuden Bgl II -pilkkomiskohdan aikaisemmin olleen Stu
I:n tunnistuskohdan sijasta (kuvio 2).

30 pg plasmidin pA1213-23B DNA:ta pilkotaan kayt-
tden restriktioentsyymi& Cfrl13 (200 yksikk&d aktiivisuut~
ta) 100 pl:n ndytteessd, joka sisdltdd restriktiopuskuria
I. Entsymaattisen hydrolyysin tuotteista ajetaan elektro-
foreesi 1,1 %:ssa, alhaisessa la@mpétilassa sulavassa aga-
roosigeelisséd Tris-asetaattipuskurisysteemissd kenttdvoi-
makkuudella 5 V/cm. Geelivythyke, joka sis&dltad 750 emds-
paria pitk8n interleukiini-2:n geenin sis&ltdvdan DNA:n,
leikataan irti ja DNA eluoidaan. DNA:n yksisdikeisten p&i-
den t&dyttadmiseksi k&yttden E. colin DNA-polymeraasi I:n
Klenov-fragmenttia, geelistd eristetty fragmentti kadsitel-
1l48n 20 pl:n n3dytteessd, joka sisdltdd 10 mmol/l Tris-~
HCl:a, pH 8,0 ja 10 mmol/l1 MgCl,:a, 30 pm:lla jokaista
deoksiribonukleosiditrifosfaattia. Reaktio pysdytetdidn
kuumentamalla, seoksen DNA saostetaan etanolilla ja liuo-
tetaan 20 pl:aan H,O:ta.

Sitten aikaisemmin saatu 1lineaarisoitu plasmidi
pBRI24B-valmiste liitetdan plasmidi pAA1213-23B-fragment-
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tiin. T&1l16in 1 pg plasmidi-DNA:ta ja 2 pg fragmenttia
kdsitelld&n faagin T4 DNA-ligaasilla ligaatiopuskurissa,
jolloin reaktioseoksen tilavuus on 30 pl. DNA:n saostami-
sen ja sakan liuottamisen 20 pl:aan H,0:ta jdlkeen valmis-
te kdsitelldsdn restriktioentsyymilld Bgl II y1l1ld kuvatulla
tavalla, DNA saostetaan uudelleen etanolilla, liuotetaan
ja lineaaristen DNA-molekyylien liitt&minen rengasmuotoon
suoritetaan kdyttden faagi T4 DNA-ligaasia, késittelemdl-
13 entsyymivalmistetta reaktioseoksen tilavuudessa enin-
td8n 300 pul. Saadulla valmisteella transformoidaan E. coli
C600 -solut, jonka jdlkeen transformantit valikoidaan am-
pisilliinia sisdltdvissd vdliaineessa viljelemdlld soluja
yvyhden pdivdn ajan 28°C:ssa. Saaduista transformanteista
valitaan ne lajit, joiden kasvukyky on alentunut 42°C:een
lampdtilassa. N&aistd klooneista eristetddn plasmidi-DNA
aikaisemmin kuvatulla tavalla ja niille tehd&&8n restrik-
tiocanalyysi. Saadussa plasmidissa pPR-1L2-19 (kuvio 2)
faagin A cro- geenin ensimmdistd kodonia ja ihmisen inter-
leukiini-2:n Ala-kodonia koodaavan DNA:n liitettyjen alu-
eiden 1liitoskohtaan muodostuu restriktioendonukleaasin
BspRI pilkkomiskohta.

Esimerkki 2

Kannan E. coli VNIIGenetika VL 903 (pPR-IL2-19),

joka tuottaa ihmisen interleukiini-2:ta, valmistus suori-

tetaan seuraavalla tavalla. Ihmisen interleukiini-2:n syn-
teesid koodaava plasmidi pPR-IL2-19, vied&dn transformoi-
malla vastaanottajakannan E. coli VNIIGenetika V1 903 -so-
luihin, joka kanta on talletettu All-Union Collection of
Industrial Microorganisms of the All-Union Research Insti-
tute of Genetics and Selection of Industrial Microorga-
nisms -talletuslaitokseen ja rekistertity talletusnumerol-
la BKIIM B-3546. E. coli VNIIGenetika V1 903 -solujen
transformaatiotehokkuus on noin 10° kloonia 1 pg:aa natii-
via plasmidia pPR-IL2-19 kohti. Transformantit valikoidaan

ampisilliinia (100 pg/ml) sisdltdvdlls valiaineella sen
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jdlkeen, kun soluja on viljelty yhden pdivdn ajan 28°C:een
lampdtilassa. Valikoiduista klooneista otetaan talteen
plasmidi-DNA ja sen identtisyys plasmidin pPR-IL2-19 kans-
sa varmistetaan restriktioanalyysilld. Saadaan kanta E.
coli VL 903 (pPR-1L2-19), joka tuottaa ihmisen interleu-
kiini-2:ta.

Esimerkki 3

Kantaa E. coli VL 903 (pPR-I1L2-~19) kasvatetaan vi-

nopinnoilla 28°C:een lampdtilassa agaria sisdltadvdllad Hot-
tingerin védliaineella, joka sis&ltda 50 pg/ml ampisillii-
nia, 14 tunnin ajan. Vinopinnoilla kasvanutta biologista
massaa kdytetddn siirrostusmateriaalin valmistamiseen.
TA4116in solut siirretddn 750 ml:n erlenmeyerpulloihin,
jotka sisaltavat 100 ml 100 pg/ml ampisilliinia sis&ltavaa
Hottingerin védliainetta, ja kasvatetaan 28°C:een l&mpdti-
lassa ravistelijassa kierrosnopeudella 240 rpm 6 tunnin
ajan. Siirrostusviljelmdn optinen tiheys on 1,5 - 2,5 yk-
sikkoa.

Fermentointi suoritetaan fermenttorissa, joka on
varustettu pH:n l&mpdtilan, sekoitusnopeuden ja ilmaistuk-
sen kontrollonitisysteemeilld. Fermentontiin kaytetdan
Hottingerin v&liainetta, joka sisdlt&da 100 pg/ml ampisil-
liinia ja 10 g/1 glukoosia. Siirrostusviljelm8d lis&tdan
5 - 10 massa-%:a. Viljely suoritetaan pH:ssa 6,6 - 6,8 ja
tdmd taso pidetddn ylld lisddmdlla ammoniakin vesiliuosta.
Ensimm@inen osa fermentonnista suoritetaan optiseen tihey-
teen 3,5 aallonpituudella 550 nm lampdtilassa 28°C, jonka
jdlkeen suoritetaan la&mpSindusointi nostamalla lampdtila
42 - 45°C:een 5 minuutin ajaksi, jonka j&lkeen fermenton-
tia jatketaan vield kahden tunnin ajan.

Kun prosessi on pddttynyt ihmisen interleukiini-
2-aktiivisuuden md&rittémiseksi 1 ml:ssa viljelyliuosta
olevat solut saostetaan sentrifugoimalla ja sakka suspen-
doidaan uudelleen 1 ml:aan 8 mol/l guanidiinikloridiliuos-
ta lampodtilassa 20°C 40 minuutin ajan. Tdm&n jdlkeen j&&n-

nds poistetaan sentrifugoimalla ja supernatanttinesteessi
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olevan interleukiini-2-fraktion aktiivisuus mdaritetdan.
N&in valmistetun interleukiini-2:n biologinen aktiivisuus
on (8-10) x 107 Mu/1l.

Syntetisoidun ihmisen interleukiini-2:n osuuden
solun kokonaisproteiinista m&drittdmiseksi 1 ml:ssa vil-
jelynestettd olevat solut saostetaan sentrifugoimalla ja
kdsitelldsdn tdssd aikaisemmin kuvatulla tavalla. Valmiste
analysoidaan elektroforeettisesti 15 %:ssa polyakryyliami-
digeelissd 0,1 %:n natriumdodekyylisulfaattia l&snsdolles-
sa. Geelissd erotetut proteiinit varj&dt&an Kumassi R-250
"Serva" (Saksan Liittotasvalta) -liuoksella normaalia me-
netelmdd kdyttden. Proteiinin mdard vyohykkeissd mddrite-
td&n skannaamalla varjatty geeli densitometrilld. Soluissa
syntetisoitua kypsdd ihmisen interleukiini-2:ta vastaava
vybhyke identifioidaan vertaamalla merkkiaineproteiinien
elektroforeettiseen aktiivisuuteen sek8 siirtdm&lld eris-
tetyt proteiinit nitroselluloosasuodattimille ja sen jal-
keen kehittdmdlld interleukiinivydhykkeet kdsittelemdlla
suodattimia liuocksissa, jotka sisadltdvadt hiiren moniklo-
naalisia vasta-aineita interleukiini-2:ta vastaan ja pi-
parjuuriperoksidilla konjugoituja kanin antihiiri-vasta-
aineita. Kun asianmukainen v&rjdysmenetelmd on suoritettu,
interleukiinivythyke kehittyy ruskeana nauhana nitrosel-
luloosasuodattimen varjdytymdténtd taustaa vasten. Soluis-
sa syntetisoidun interleukiini-2:n geenin osuus proteii-
nituotteesta on jopa 12 % solun kokonaisproteiinimidarastd.

Teollinen soveltuvuus

T&mdn keksinnén mukaista rekombinanttiplasmidi-
DNA:ta pPR~IL2-19, joka koodaa ihmisen interleukiini-2:n
synteesid, voidaan kdyttdd valmistettaessa ihmisen inter-
leukiini-2:ta erittd@in aktiivisesti tuottavia kantoja.
kanta E. coli VNIIGenetika VL 903 (pPR-IL2-19) -ihmisen
interleukiini-2:n tuottaja on erittdin kayttokelpoinen
mikrobiologisessa ja la&keteollisuudessa valmistettaessa
ihmisen interleukiini-2:ta, jota voidaan kayttaa lasdketie-

teessa.
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L g
Patenttivaatimukset:

1. Ihmisen interleukiini-2:n synteesi8i koodaava
rekombinanttiplasmidi-DNA, t un n e t t u siitsd, etta
se on kooltaan 3 850 emdsparia ja muodostuu seuraavista
yksikOistéd:

- pPR40:std ja pML24:std valmistetun vektoriplas-
midin pPRI24B 3 400 emdsparia sisdltavd BamHI - Bgl - II
-fragmentti;

- 450 emdsparia sis&ltdva Cfrl3 - Bgl II - frag-
mentti plasmidista pM1213-23B, joka on valmistettu plas-
midista pBR-~322 valmistetusta, 5 400 em&dsparia sisdltavids-
td plasmidista pAAl1213-23 korvaamalla Stu:n restriktioalue
Bgl II:n restriktioalueella ja joka sis&ltdd ColEI-repli-
konin, ampisilliiniresistenssigeenin ja , DNA-kopion ihmi-
sen interleukiini-2:n geenistd, jonka ekspressio on var-
mistettu promoottorilla ja E. colin tryptofaanioperonin
SD-sekvenssilla, ja jolle ovat luonteenomaisia seuraavat
piirteet:

- sisdltdd replikaation aloitusalueen COlEI-repli-
koni faagin A l&mpoherkd&n repressorin cIts857 geenin am-
pisilliiniresistenssigeenin, faagi fd:n p:std riippumat-
tomien transkirption terminaattorien kaksoisjakson, s&d&d-
telyalueen P, O, SD-sekvenssin ja faagi ) :n cro-geenin ATG-
kodonin koodaten kyps&& ihmisen interleukiini-2:ta;

- sdatelyalueen P,0, ja cro-geenin ATG-kodonin 1li-
gaatio interleukiini-2:n geenin sekvenssin ja fd:n tran-
skription terminaattorin kanssa suoritetaan siten, etta
muodostuu ribosomeja sitova hybridialue, jonka nukleoti-
disekvenssi on seuraava: 5'...TAAGGAGGTTGTATGGCC...3',
jossa TAGGAGGT ja ATG-SD-sekvenssi ja cro-geenin aloitus-
kodoni, vastaavasti, GCC-interleukiini-2:n ensimmdinen
Ala-kodoni, samalla kun interleukiini-2:n geenin lopetus-
kodonin jdlkeen on fd:n p-sta riippumattomien transkrip-

tion terminaattorien kaksoisjakso;
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- sisdltd8 ainutlaatuiset tunnistusalueet restrik-
tioentsyymeille CIal, jonka koordinaatti on lukemisen al-
ku (0), Xbal (noin 990), Bgl II (noin 1 250), Pst (noin
3 070); talletettu 12.1.1987 Collection of Cultures of
Microorganisms of the All-Union Research Institute of
Antibjiotics -talletuslaitokseen ja rekisterdity talletus-
numerolla 1869.

2. Menetelmd rekombinanttiplasmidi-DNA:n pPR-IL2-19
valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd 5 400 emas-
paria sis#dltdva plasmidi pAA1213-23, joka on valmistettu
plasmidista pBR322 ja joka sisdltd88 ColEI-replikonin, am-
pisilliiniresistenssigeenin ja , DNA-kopion ihmisen inter-
leukiini~2:n geenistd, jonka ekspressio on varmistettu
promoottorilla ja E. colin tryptofaanioperonin SD-sekvens-
silld, modifioidaan korvaamalla Stul:n restriktioalue Bgl
II:n restriktioalueella, saatu plasmidi pAA1213-23B kidsi-
tellddn restriktioentsyymillda Cfr-13 ja muodostuneet DNA-
molekyylien yksisdikeiset pd&at tdytetddn E. colin DNA-po-
lymeraasi I:n Klenov-fragmentilla, jonka jalkeen saatu
plasmidin pAAl1213-23B Cfr-13 -fragmentti, joka sisdltaa
ihmisen interleukiini-2:n geenin, eristet8dn preparatii-
visella agaroosigeelielektroforeesilla ja integroidaan
faagin T4 DNA-ligaasin avulla plasmideista pPR40 ja pML24
valmistettuun pPRI24B-vektorimolekyyliin, joka ensin pil-
kotaan BamHI:11ld, ja restriktioalueella olevat DNA:n yksi-
sdikeiset pddt poistetaan SI-endonukleaasin avulla, jonka
jélkeen saatua seosta kdsitellddn restriktioentsyymilléa
Bgl II ja DNA-molekyylit liitet&&n renkaaksi T4:n DNA-l1i-
gaasia k&yttden; ndin saadulla seoksella transformoidaan
E. coli C600 -solut, transformantit siirrostetaan ampisil-
liinia sisdltédvdlle vdliaineelle ja viljelld&n 28°C:een
lampotilassa, jonka jadlkeen suoritetaan valikointi alen-
tuneen kasvunopeuden 42°C:ssa suhteen, valikoiduista kloo-
neista plasmidi pPR-1L2-19 otetaan talteen, jolloin frag-
menttien ligaatiotarkkuus varmistetaan palauttamalla DNA:n
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aloitusalueen liittymiskohdassa aikaisemmin ei l&sn&oleva
restriktioentsyymin BspRT tunnistussekvenssi.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen rekombinantti-
plasmidi-DNA:n pPR-IL2-19 sis&dltdva kanta E. coli VNIIGe-
netika VL 903 (pPR-IL2-19), joka tuottaa ihmisen interleu-
kiini-2:ta, tunnettu siitd, ettd se valmistetaan
kdyttden geeniteknologista menetelmdd, jossa rekombinant-
tiplasmidi-DNA pPR-IL2-19 viedddn Escherichia coli -bak-
teeriin, joka on talletettu 12.1.1987 Collection of Cul-
tures of Microorganisms of the All-Union Research Insti-
tute of Antibotics -talletuslaitokseen ja rekisterdity
talletusnumerolla 1869.
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Patentkrav:

1. Rekombinantisk plasmid-DNA pPR-IL2-19, som kodar
mdnniskointerleukin-2-syntesen, k 8 nne t e c knad
ddrav, att den har en storlek (langd) av 3850 nuukleotid-
par (3,85 kilobaser eller 3,85 kb) och bestdr av féljande
element:

- dels av BamHI-Bgl II-fragment (med en l&ngd av
3,4 kb) av en vektorplasmid, som erhallits pd& basis av
plasmider pPR40 och pML24;

- dels ett Cfrl2-Bgl II-fragment (med en l&ngd av
0,45 kb) av en plasmid pAA1213-23B, som erhdllits genom
ersdttning av ett restriktionsavsnitt f£f6r restriktasen
Stul med ett restriktionsavsnitt f&6r restriktasen Bgl II
i en plasmid pAA1213-23 med en ldngd av 5,4 kb, som kons-
truerats pad basis av en plasmid pBR-322 och innehdller en
ColEI-replikon, en gen for bestd@ndighet mot ampicillin och
en cDNA-kopia av ménniskointerleukin-2-genen, vars expres-
sion dastadkommes av en promotor och en SD-f6ljd f6r en
tryptofanoperon av kulturen E. coli, och av att den (den
rekombinantiska plasmid-DNA:n pPR-I1L2-19) uppvisar fdéljan-
de egenskaper:

- dels den innehdller ett replikationsinitierings-
avsnitt eller en s.k. ColEI-replikon, en fags gen cITs857
for den temperaturkédnsliga repressorn, en gen for besté&n-
dighet mot ampicillin, en tandem av en fags fd p-oberoende
transkriptionsterminatorer, ett regleringsomrade (P O,,
en SD-f61jd (som kodar genfdljden eller gensekvensen for
moget manniskointerleukin-2) och en ATG-initieringskodon
fér fagens A gen cro;

- dels regleringsomradet P,O, och ATG-kodonen f&r
fagens gen cro d8r férbundna med genfdljden (gensekvensen)
f6r interleukin-2 och fagens fd transkriptionsterminatorer
pd ett sddant sidtt, att ett hybridavsnitt f£6r hoplénkning
av ribosomer bildas, vilket hybridavsnitt har f6ljande
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nukuleotidfoljd (sekvens):
5'-...TAAGGAGGTTGTATTGGCC...-3', dar TAAGGAGGT och ATG &r
SD-f6ljden respektive initieringskodonen fdr fagens gen
cro, GCC dr den forsta genkodonen fd6r interleukin-2, under
det att den terminerande genkodonen fo6r interleukin-2 ef-
terfdljes av tandemet av fagens fd p-oberoende transkrip-
tionsterminatorer;

- dels den (den f6reslagna plasmid-DNA:n) uppvisar
unika avsnitt f&6r identifiering av restriktaser Clal (ko-
ordinatan fO0r restriktasen cIal f6rinstdller origon 0),
Xba I (~990), Bgl 1I) (~1250) och och Pst (~3070), varvid
den plasmiden (DNA:n) (bakteriestammen) har deponerats i
en samling av kulturer av mikroorganismer vid Sovjetunio-
nens vetenskaps- och forskningsinstitut £6r antibiotika
och &8r registrerad under registreringsnummer 1869 den
12.,01.1987.

2. Forfarande fOr konstruering av den rekombinan-
tiska plasmid-DNA:n pPR-IL2-19, k 8 nne tecknat
ddrav, att dels en plasmid pAA1213-23 med en l&ngd av 5,4
kb, som konstruerats utgdende fran (pad basis av) en plas-
mid pBR-322 och innehdller en s.k. ColEI-replikon, en gen
f6r bestdndighet mot ampicillin och en cDNA-kopia av mdn-
niskointerleukin-2~genen, vars expression astadkommes av
en promotor och en SD-f31jd (SD-sekvens) f6r en tryptofan-
operon av kulturen E. coli, modifieras genom ersdttning av
ett restriktionsavsnitt £f6r restriktasen Stu I med ett
restriktionsavsnitt fOr restriktasen Bgl II, dels den er-
hdllna plasmiden pAA1213—23B‘behandlas med restriktasen
Cfrl2, dels DNA-molekylernas bildade entrddiga &ndar (&n-
davsnitt) efterbyggas medelst ett Klenow-fragment av DNA-
polymeras I av Kulturen E. coli, dels plasmidens pAA1213-
23B bildade Cfrl3-fragment med genen f6r interleukin-2
darefter isoleras genom preparativ elektrofores i ett aga-
rosgelo och integreras - medelst en fags T4 DNA-ligas - in
i en vektormolekyl av en plasmid pPR124B, som konstruerats
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pad basis av plasmider pPR40 och pML24 och som 1 f&rvig
spjédlkts medelst restriktasen BamHI, dels DNA:ns enkedjiga
dndar i restriktionsavsnittet avldgsnas medelst SI-endo-
nukleas, dels den sd erhdllna blandningen ddrefter behand-
las med restriktasen Bgl II, dels DNA-molekylerna aterfdr-
enas till ringformade formar medels fagens T4 DNAligas,
dels celler av kulturen C. coli C600 transformeras medelst
den bildade blandningen, dels transformanterna ympas pa
ett ampicillinhaltigt ndringsmedium och odlas vid en tem-
peratur av 28°C med efterfdljande selektion med avseende
pad den minskade tillvidxthastigheten vid en temperatur av
42°C och dels plasmiden pPR-IL2-19 isoleras fran de uttag-
na klonerna, varvid noggrannheten i aterfdrening av frag-
menten i plasmiden pPR-IL2-19 kontrolleras genom att vid
skarvstdllet for de ursprungliga DNA-avsnitten ateruppbyg-
ga den tidigare franvarande identifieringsfoljden (iden-
tifieringssekvensen eller serien) f&r restriktasen BspRI.

3. Manniskointerleukin-2-producerande bakteriestam
av kulturen E. coli VNIIGenetica VL-903 (pPR-IL2-19), som
innehdller den rekombinantiska plasmid-DNA:n pPR-IL2-19
enligt patentkravet 1, k @ nnetecknad darav,
att den erhdlles enligt genkonstrueringsteknik genom in-
férande av den rekombinantiska plasmid-DNA:n pPR-IL2-19
i bakterier av arten Escherichia coli, vilken bakteriestam
har deponerats i en samling av kulturer av mikroorganis-
mer vid Sovjetunionens vetenskaps- och forskningsinstitut
f6r antibjotika och &8r registrerad under nummer 1869 den
12.01.1987.
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