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Menetelmd, jolla voidaan stabiloida ja identifioida
isdntdsoluja, jotka sisdltdvdt hyddyllisid polypepteja
ekspressoivia yhdistelmd-DNA-molekyyleja

Keksinndn kohteena on menetelmd isdntdsolujen,jotka
sisdltdvdt rekombinantti-DNA:n, Jjoka ekspressoi funktionaa-
lisen polypeptidin, stabiloimiseksi ja valitsemiseksi, se-
kd uusia organismeija ja kloonaus-vektoreita, joita kayte-
tddn menetelmdn kéyténnéssé. Keksintd voidaan sovittaa an-
tamaan yksinkertainen, mukava ja halpa menetelmd isdntdso-
lujen hajottamiseksi solunsisdisten tuotteiden puhdistami-
seksi.

Erityisesti keksint®d antaa menetelmidn isdntdsolujen,
jotka sisdltdvat rekombinatti-DNA:n, joka ekspressoi funk-
tionaalisen polypeptidin, stabiloimiseksi: ja valitsemisek-
si, jolloin menetelmdn mukaisesti:

a) isdntdsolut transformoidaan rékom inantti-DNA-kloo-
nausvektorilla, joka sisdltdd sekd repressorigeenin ettd
geenin, joka ekspressoi funktionaalisen popypeptidin; 3Ja

b) lysogencidaan transformoidut isdntdsolut lysogeeni-
sellda organismilla, joka sisdltdd merkitsijén, joka on Kkuo-
lettava tai ehdonalaisesti kuolettava isdntdsoluissa, mutta
joka tukahtuu transformoiduissa isdntdsocluissa rekombinant-
ti-DNA-kloomausvektorin sisdltamdn repressorigeenin vaiku-
tuksesta; edellytys rajoitukselle, ettd rekombinatti-DNA-
kloonausvektori siééiféé replikonin ja promoottorin, jotka
ovat herkkid repressorille, ja edellytyksend lisdrajoituksel-
le, ettd kun transformoidut isdntdsolut lysegenoidaan lyso-
geeniselld organismilla, Jjoka sisaltda geegzg, joka on ehdon-
alaisesti kuolettava, on, ettd syntyneet isdntdsolut viljel-
188n rajoittavissa olosuhteissa.

Keksintd antaa myds transformoidun isdntdsolun, joka
sisdltaa:

a) rekombinaggg;-DNA—kloonausvektorin, joka sisdltdd sekd
repressorigeeni;ﬂ;t£é geenin, joka ekspressoi funktionaalisen

polypeptidin; ja



b) kromosomaalisen merkitsijdn, joka on kuolettava tai
ehdonalaisesti kuolettava, mutta joka tukahtuu rekombinantti-
DNA-kloonausvektorin sisdltdmdn repressorigeenin vaikutuksesta;
ehtona rajoitukselle on, ettd rekombinatti-DNA-kloonaus-—
vektori sisdltdd replikonin ja promoottorin, jotka eivdt

ole herkkid repressorille.

Keksintd antaa my0s menetelmdn isdntdsolujen hajoit-
tamiseksi, jonka menetelmdn mukaisesti tuodaan kuolettava
tai ehdonalaisesti kﬁolettava merkitsijd, joka aiheuttaa
isdntdsolun hajoamisen
a) isdntdsoluihin, Jjotka on transformoitu rekombinantti-
DNA-kloonausvektorilla, joka sisdltdd repressorigeenin, joka
tukahduttaa merkitsijdn, joka saa aikaan isdntdsolun hajoa-
misen ja joka inaktivoituu jossakin lémpétiléssa tai sen
yldpuolella tietylld& ldmpdtila-alueella, ja transformoidut
isdntdsolut lyseogenoidaan lysogeenisella organismilla,
joka sisdltdd merkitsijdn, joka on luotettava tai ehdona-
laisesti kuolettava isdntdsoluissa, mutta joka tukahtuu
transformoiduissa isd@ntédsoluissa rekombinatti-DNA-kloonaus-
vektorin sisdltdmdn repressorigeenin vaikutuksesta; tai
b) isdntdsoluihin lysogenoimalla isdntdsolut lysogeeni-
selld organismilla, joka sisdltdd ehdonalaisesti kuoletta-
van merkitsijdn, tai fransformoimalla isdntdsolut rekombi-
nantti-DNA-kloonausvektorilla, joka sisdltdd ehdonalaisesti
kuolettavan merkitsijdn, ja viljell&&n syntyneitd isdntd-
soluja la&mpdtilassa, joka inaktivoi repressorin tai tapa-
uksessa, jossa on kysymys ehdonalaisesti kuolettavasta mer-
kitsijdstd,ldmpbtilassa, joka ei ole lampotila—-alueella i-
sdntdsolujen sallivaa viljelyd varten.

Keksint®d antaa kdytettdvdksi selektiivisen systeemin,
joka tarjoaa keinon rekombinantti-DNA-isdntdsolujen stabiloi-
miseksi ja valitsemiseksi kdyttdmdlla kuolettavaa kromosomaa-
lista merkitsijas, jonkafgggauttaa geeni, joka syntyy re-
kombinatti-DNA-kloonausvektorilla. Tdmd on erinomaisen tédrked-
td, koska rekombinatti-DNA-kloonausvektorit, kuten plasmidit,

hdvidvdt usein nopeasti bakteeripopulaatioista ja teollismit-
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takaavaiset fermentoinnit saattavat vaatia enmmdn kuin
1016 solusukupolvea. Siten, kun rekombinatti-DNA~, joka
koodaa toivottua tuotetta, on kytketty plasmidiin, on
toivottavaa ellei olennaista, ettd mikro-organismivilje-
ly, joka sisdltdd plasmidin, stabiloidaan niin ettd kaikki
viljelyn muodostavat solut sisdltdvdt halutun plasmidin.
Tama 6n ratkaisevaa, koska rekombinatti-plasmidit vieraan
DNA:n kanssa ovat tunnetusti pysymdttdmid ja usein yli
90 ¢ soluista populaatiossa eivdt sisdlli rekombinatti—
plasmidia sen jdlkeen kun viljelya on kasvatettu yIi yon.
Niin muodoin tuotantokapasiteetéi alenee erittdin voimakkaas-
ti, koska haluttujen geenien ekspresscituminen on mahdollis-
ta ainocastaan niissd soluissa, jotka piddttdvdt plasmidin.

Hyvin harvoja tehokkaita menetelmid on kuvattu re-
kombinatti-plasmidien stabiloimiseksi ja kaikilla niilld
on vakavia haittoja. Erds menetelm& kdsittdd antibiootti-
resistenssigeenin yhdistdmisen rekombinantti-plasmideihin
ja sitten sopivan antibiootin lis&d&dmisen viljelyvéliainee—
seen. Solut, jotka pidattdvat plasmidin, Jjossa on antibi-
oottiresistenssigeeni, valitaan puolesta ja ne, jotka menet-
tdvdt plasmidin, valitaan vastaan ja poistetaan sentdhden.
Tamén yrityksen pddhaittana on, ettd se vaatii antibiootin
kdyttdmisen kdymisvdliaineessa ja sen jdlkeisen puhdistuk-
sen antibiootin poistamiseksi halutusta tuotteesta.

Auksotroopp;sen.mutaation tdydentdminen kromosomilla
on toinen tunnegzzwmenetelmé rekombinantti-plasmidien stabi-
loimiseksi. Tdmd yritys rajoittaa vakavasti kdymisvidliai-
neen koostumusta ja vaatii kdymisen vdliaineessa, joka ei
sisdlld tarvittavaa isédntédbakteerien ravintoainetta. Lisdksi
syntrofismi voi tehdd mahdolliseksi solujen jatkaa’kasvuaén
plasmidin hdvidmisen jdlkeen. Siten kumpikin valintatyyppi
riippuu vdliaineen psefisestd kdsittelystd. Tdllaiset ra-
joitukset liséévét‘Eérmentointikustannuksia ja rajoittavat
kaytettdvissd olevia vapaitawlintoja tuottavuuden paranta-
miseksi.

Vaihtoehtoisia valintoja, jotka ovat riippumattomia

vdliaineiden koostumuksesta ja jotka saavat aikaan rekombi-
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nantti-DNA-kloonausvektorin ylldpitdmisen kaikissa kdymis-
olosuhteissa, tarvitaan kiireellisesti. Soluitsemurha on
sovellutettavissa tdmdn tarpeen tyydyttdmiseksi sikdli,
ettd itsemurhasolut, jotka sisaltdvdt kuolettavan merkitsi-
jan kromosomilla ja repressorin tai tdydentdvdn geenin
rekombinantti-DNA~kloonausvektorilla, voidaan rakentaa.
Solut, jotka on rakennettu ndiden mddrittelyjen mukaises-
ti, kuolevat, jos ne menettdvdt vektorin. Tamd keksintd to-
teuttaa t&man periaétteen ja niin muodoin takaa, ettd kaik-
ki elinvoimaiset solut viljelyssd sisdltdvdt halutun rekombi-
nantti-DNA-kloonausvektorin. Tdmd on erityisen tarkedtd,
koska tédllaisten viljelyiden potentiaalinen tuottawvuus
lisddntyy ilman mitddn edelld kuvatuista haitoista. Tama
keksintd,kuten se tdssid kuvataan, esittdd menetelmdn plas-
midin sisdltdvdn bakteeripopulaation valitsemiseksi ja
vlldpitdmiseksi k&yttdmdlld kuolettavaa kromosomaalista
merkitsijdd, joka tukahtuu plasmidi-syntyisen geenin vaiku-
tuksesta. 4

Tamdn keksinndén tarkoituksia varten ja kuten té&ssd
mddritellddn on rekombinatti—DNA—kloonausvektori mika
tahansa tekijd, joka k&dsittdd, mutta ndihin rajoittumatta,
rekombinatti-plasmideja, bakteriofageja ja viruksia, jJa
joka koostuu DNA-molekyylist&d, johon voidaan lis&td tai on
lisdtty yksi tai useampia ylim8&dr&disid DNA-osasia.

Répressori, kuten se tdssd mddritellddn, on geent,
joka sijaitsee rekombinatti-DNA-kloonausvektorilla Jja joka
;gkghgﬁtaa Ja estdd kuolettavan tai ehdonalaisesti kuoletta-
van geenin ekspressoitumisen isdntdsolun kromosomissa.

Funktionaalinen polypeptidi,kuten se tdssd mddritel-
1dd8n, on talteenotettavissa oleva biocaktiivinen kokonaan
vieraslajinen polypeptidi tai prekursori, talteenotetta-
vissa oleva bioaktiivinen polypeptidi, joka koostuu vieras-

lajisesta polypeptidistd ja osasta tai kokonaan samankaltai-

sesta polypeptidistd, tai talteenotettavissa oleva bioinak-

tiivinen yhdistelmidpolypeptidi, joka koostuu vieraslajises-

ta polypeptidistd ja bioinaktivoivasta samankaltaisesta
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polypeptidistd, joka voidaan spesifisesti pilkkoa.

Yhdistetty geeni-tuote, kuten se tédssd mddritel-
184n, on talteenotettavissa oleva Y}eraslajinen polypepti-
di, joka on yhdistynyt osaan tai kggohaan samankaltaista
polypeptidia. -

Merkitsijd, kuten t&dssd mddritellddn, on geeni
tai geenien yhdistelmd, joiden toiminta ja sijainti kromo-
somilla tai rekombinantti-DNA-kloonausvektorilla tunnetaan.

Kuten tidssd edelld on mainittu voidaan tadtid keksintda
kdyttdd viljelyjen kasvattamiseen, jotka tuottavat rekombi-
nantti-DNA:n koodaamia tuotteita. Ilman tehokasta valikoi-
vaa systeemid monet solut tdllaisissa viljelyissd menettda-
vdt halutun plasmidin ja siten halutun tuotteen valmistumi-
nen vihenee merkittdvdsti. Koska t&mid keksintd takaa, ettd
kaikki elinvoimaiset solut viljelyssd sisdltdvat rekombi-
nantti-DNA-kloonausvektorin, viljelyn potentiaalinen tuotta-
vuus paranee kiyttadmilld keksintdi.

Tdamd keksintd on erityisen monipuolisesti kdyttdokel-
poinen, silld sitd voidaan kdyttdd minkd tahansa aineen
tuottamiseen, jolle synteesin mddrdd rekombinantti-DNA-
kloonausvektori. Edullinen rekombinantti-DNA~kloonausvekto-
ri on plasmidi, vaikka bakteriofagi ja muut vektorit, jot-
ka ovat kdyttdkelpoisia valaisemaan t&atd keksintédd, ovat
alaan perehtyneille selvid. Keksintd voi myds kdyttdd mita
tahansa kuolettavaa merkitsijdd yhdistettynd is&ntdsolun
kromosomiin, jos kuolettavuus on vuorovaikutuksessa tai sita
tdydentdd merkitsijd, joka on yhdistetty sopivaan rekombi-
nantti-DNA-kloonausvektoriin. Koska t&mdn keksinnOn kaytto-
kelpoisuus on riippumaton muista merkitsijéisté, jotka on
kloonattu kloonausvektorilla, voidaan keksintdd kdyttda
rekombinantti-kantojen kanssa, jotka sisdltdvdt yhden tai
useampia geenejd, joilla on kaupallista tai tutkimusarvoa.

Bakteriofagin A vuaovaikutusta E.coli K12 kanssa
kdytetddn kuvaamaan soluitsemurhan kdyttdkelpoisuutta re-
kombinantti~DNA-isdntdsolujen yllidpitimiseksi ja stabiloimi-

seksi. Bakteriofagi A on piddttyvdinen bakteriofagi, joka
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seuraa Jjompaakumpaa kahdesta tocinen tcisensa poissulkevaa
syklid, kun tartutetaan E. coli K12. Liukenevassa faasissa
bakteriofagi DNA monistuu itsendisesti, ohjaa bakteriofa-
gi-komponenttien synteesid ja kokonaisuutta ja tappaa so-
lut, samanaikaisesti kypsdn bakteriofagin vapautumisen
kanssa. Lysogeenisessd faasissa bakteriofagi yhdistyy isdn-
ndn kromosomiin profagina, monistuu merkitsijédnd kromoso-
milla ja salpaa bakteriofagi-komponenttien synteesin. Bak-
teriofagigeeni, )cI, koodaa repressoria, joka ylldpitda
lysogeenisen tilan ja salpaa geenien ekspressoitumisen
bakteriofagi-komponentteja ja kypsymistd varten. Jos repros-
sori inkativoidaan tai poistetaan solusta, kehittyy pro-
fagi kromosomista, tulee liukenevaan sykliin ja tappaa so-
lun. Bakteriofagi, jossa on puutteellinen )cI-geeni, ei
vol yll&pitd8 lysogeenistd tilaa ja on kuolettava solul-
le, ellei funktionaalista repressoria saada vaihtoehtoi-
sesta ldhteestd. Tdmidn keksinndn erdidssd valaisevassa
suoritusmuodossa AcI90 kdytetddn repressorista riippuvana
profagina ja cI-geeni, joka on kloonattu rekombinatti-DNA-
kloonausvektoriin, toimii funktionaalisena repressorina.
Tdmdn keksinndn selektiivinen systeemi ja kdytto-
kelpoisuus voidaan osoittaa kloonaamalla bakteriogafin
lambda]\cISS7—repressorigeeni insuliiniplasmidille pIAZ2.
Plasmidi pIA2 on perdisin pIAl:sta (esittdnyt Goeddel et
al., 1979, Proc, Nat. Acad. Sci. 76:106-110) ja saatu £etra—
sykliiniresisténssi—merkitsijén insertiolla. Tetrasykliini-
Ja muiden antibioottiresistenssimerkitsijdiden insertio tun-
netuille plasmideille on alalla hyvin ymmérretty ja sen
voi alaan perehtyneet helpoisti suorittaa. Plasmidin pIA2
pilkontakohta ja funktionaalinen kartta on esitetty oheis-
ten ptrirrosten kuviossa 1. Bakteriofagin lambda)\c1857 rep-
ressorigeenin kloonaamisesta plasmidille pIA2 on seurauksena
uusi plasmidi, joka on merkitty pAR2:ksi ja joka estdid bak-
teriofagin lambda lyyttisen kehittymisen ja koodaa ihmis-
insuliinin A-~ketjun yhdistetyn geenituotteen tuotantoa.
Plasmidin pAR2 restriktio- jagggnktionaalinen kartta on

esitetty oheisten piirrosten kuviossa 2.



10

15

20

25

30

35

Tamd uusi pARZ2-rekombinantti-plasmidi voidaan
transformoida E.coli K12 RV308:aan (esittd@nyt Mauer et al.,
1980, J. Mol. Biol. 139:147-161) ja sitten syntynyt ketju
voidaan lysogenoida bakteriogafilla \ACI90. Koska AcI90 ei
tuota dunktionaalista cI—reé?EZsoria, vaatii rakennettu kan-
ta E. coli KI2 RV308 AcI90/pAR2 pAR2-plasmidin pidattidmis-
td, kun taas rakennettu kanta E.coli K12 RV308/pAR2 pysyy
elossa yht&d hyvin ilman plasmidia. Plasmidi retention ver-
tailu ndissd kahdessa kannassa osoittaa selvdsti, ettd
pddasiallisesti kaikki elinvoimaiset solut keksinndn mukai-
sessa kannassa sisdltdvat halutun plasmidin. Lisdksi E.
coli K12 RV308 )cI90/pAR2-kanta ei ainoastaan yllapidé
pAR2-plasmidia, vaan tuottaa myds halutun yvhdistetyn geeni-
tuotteen kuten polyakryyliamidi-geeli-elektroforeesilla ha-
vaitaan.

Plasmidi pAR2 voidaan my®s transformoida E. coli K12
C600Rk—Mk—:een (esittdneet Chang ja Cohen, 1974, Proc.

Nat. Acad. Sci. 71:1030-1034):ssa ja sitten syntynyt kanta
voidaan lysogenoida bakteriofagilla )ZcI90. Rakennettu

E. coli Kiz2 C600Rk—Mk— NcI9%90/pARa-kanta vaatii siten eloon-
jddmistd varten plasmidin pAR2 ja on siten myOds esimerkkind
tdstd keksinndsta.

Lisdesimerkkien esittidmiseksi t#dstd keksinnostéa
voidaan kdyttdd myds muita plasmideja. Esimerkiksi bakte-
riofagin lambda cro-geeni voidaan kloonata plasmidille
PBR322 (esittanyt Bolivar, 1979, Life Sci. 25:807-818)
bakteriofagin )\cI857 BamHI-EcoRI-osasen insertiolla. Uusi
plasmidi, joka on merkitty pARl:ksi, voidaan transformoida
E. coli K12 RV308:aan ja sitten syntynyt kanta voidaan lyso-
genoida bakteriofagilla AcI90. Samanlainen toimitus voidaan
suorittaa my®s kdyttden E. coli K12 C600 isdntidnd ja bakte-
riofagia \cI857 lysogeenisend organismina. Koska )\ cro—-geeni
tuottaa repressorin, joka korvaa cI-repressorin toiminnan

kdy helposti ilmi, ettd rakennetut kannat E. coli K12

RV308 AcI90/pARl, E. coli K13 C600R, =M, = AcI857/pARl ja

E. coli K12 C600 AcI857/pARl vaativat )Acor:n sisdltdvdn plas-
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midin eloonjddddkseen. Kuitenkin, koska AcI857-repressori
inkativoituu 38~44CC:ssa tai sen ylidpuolella (rajoittavat
olosuhteet) Jja aktivoituu alemmissa ldmpdtiloissa (salli-
vat olosuhteet), tarvitaan Acor:n sisdltdvdd plasmidia
eloonjddntid wvarten ainoastaan\5élkimméisessé kgﬁpassa
rajoittavissa viljelyolosuhteissa. Plasmidi-retention
vertailu E.coli K12 C600Rk-Mk— AcI857/pARl:ssa sallivissa
olosuhteissa ja siten ilman t&td keksintdd ja rajoittavissa
olosuhteissa ja siten tdmdn keksinnbn mukaisesti, osoittaa
selva8ti, ettd pddasiallisesti kaikki elinvoimaiset solut
viljelyssid tdmidn keksinndn mukaisesti sisdltivit halutun
plasmidin. My®s plasmidi-retention vertailu rakennetuissa
kennoissa E. coli K12 RV308 ) cI90(pARL keksintdd kdyttden
ja E. coli K12 RV308/pARl keksintdd kdyttdmdttd, osoittaa
samanlaisia tuloksia. Plasmidin pARl kdyttd on erityisen
edullista, koska plasmidi sisdltdd promoottorin, joka on
helposti sovitettavissa insertiota varten mihink& tahansa
joukosta geenejid, jotka koodaavat hyddyllisid tuotteita.
Plasmidit pPRl ja pPR3 rakennettiin myds lisdesi-
merkkien antamiseksi ja tdmdn keksinndn laajan kdytto-
kelpoisuuden osoittamiseksi. Plasmidi pPRl1 rakennettiin
kytkem#llsd bakteriofagiin NcI857, 2,5 Kb BglII-osanen pas-
midin pIa7A4Al ainoaan BamHI-pilkontakohtaan. Kuviossa 3
on esiteé?; PIA7A4Al:n pilkontakohta ja funktionaalinen
kartta oheisissa piirfoksissa. Kuten tédssd on osoitettu,
sisdltdd pIAT7A4Al E. coli-tryptofaanipromoottorin, antibi-
oottiset resistenssimerkitsijdt ja geenin, joka ekspressoi
yhdistetyn geenituotteen, joka sis&ltd4d osan trp E-prote-
iinista yhtyneend ihmisinsuliinin A polypeptid;iketjuun.
Plasmidi pIa7A4Al johdetaan pBR322:sta ja rakennetaan
tdssd esitetyn esimerkin 13A-I esitetyn menetelmdn mukaises-
ti. Mukavuussyistd symboli "A" tarkoittaa deleetiota. Siten
esim;}kiksi viittaus plasmidiin, jota seuraa " AEcoRI-XbaI"
tarkoittaa plasmidia, josta nukleotidisekvenssi EcoRI ja
XbalI restriktioentsyymikohtien vdlissd on poistettu uutta-

malla nailld entsyymeilld. Mukavuussyistd tietyt deleétiot
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on merkitty nuerolla. Siten, aloittaen EcoRI-tunnistuskoh-
dan ensimméiséggg«emésparista.("bp"), joka tunnistuskohta
edeltdd geenid tetrasykliiniresistenssid varten emdplasmi-
dissa pBR322, tarkoittaa "Al" emdsparien (bp) 1-30 deleetio-
ta eli poisjdttdd (ts.AEcoRI-HindIII) ja siten tetrasykliini-
promoottori/operaattori-systeemin toimintakyvyttomaksi te-
kemistd; "aA2" tarkoittaa bpl-375:n (ts. AEcoRI-BamHI)
deleetiota ja siten sekd tetrasykliini-promoottori/operaat-
tori-systeemin ja osan rakennegeenistd, joka koodaa tetra-
sykliiniresistenssid, poistamista; ja "A4" tarkoittaa emds-
parien n. 900 - n. 1500 deleetiota trp-operoni-osasesta pois-
taen rakennegeen;p trp D polypeptidié'va;teg.

Bakteriofééin lambda AcI857:represéorigeenin kloonaa-
misesta plasmidille pIA7A4A1 on seurauksena uusi plasmidi,
joka on nimetty pPRl:ksi ja joka estdd bakteriofagin lambda
lyyttisen kehittymisen ja samanaikaisesti koodaa edelléd
mainitun yvhdistetyn geenituotteen tuotantoa. Oheisten piir-
rosten kuviossa 4 on esitetty pPRl:n pilkontakohta ja funk-
tionaalinen kartta. Kuviossa BglII-BamHI-liitdntdkohdat
on merkitty symbolilla "Z§/§7.

Uusi rekombinanttiplasmidi pPRl1 voidaan transformoi-
da esimerkiksi E. coli K12 RV308:aan, E. coli K12 C600:aan
(esittdnyt Bachman, 1972. Bacteriol. Rev. 36:526-557) ija
E. coli K12 C600Rk-Mk—:hon (esittdneet Chang ja Cohen, 1974,
Proc. Nat. Acad. Sci. 71:1030-1034) ja sitten syntyneet kan-
nat voidaan lysogenoida bakteriofagilla 3cI90. Koska 7cI90
ei tuota funktionaalista cI-repressoria, rakennetut kannat
E. coli K12 RV308 A cI90/pPRI, E. coli K12 C600 ) cIS0/pPR1
ja E. coli K12 C600Rk—Mk—ACI90/pPRl vaativat pPRl-plasmi-
din piddattdmisen, kun taas rakennetut kannat E. coli K12
RV308/pPRl, E. coli K12 C600/pPRl ja E. coli K12 C600Rk%&f/
PPRl jdavat eloon yhtd hyvin ilman plasmidia. Plasmidi-pida-
tyksen vertailu ndissd kannoissa osoittaa selvdsti, ettd
pddasiallisesti kaikki elinvoimaiset solut keksinntn mukai-
sissa kannoissa sisdltdvdt halutun plasmidin. Lis#dksi
E. coli K12 RV308 \cI90/pPRl-, E. coli K12 C600 A cI90/pPR1-
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ja E. coli K12 C6OORk—Mk—th90/pPRl—kannat ylldpitavat myos
PPRl1-plasmidin ja tuottavat halutun yhdistetyn geeni-tuot-
teen, mikd voidaan havaita polyakryyliamidi-geeli-elektrofo-
reesilla.

Plasmidi pPR3 rakennettiin kytkemdlld bakteriofagin
ANcl857 2,5 Kb BglII-osanen plasmidin
ainoaan BamHI-pilkontakohtaan. pIB7p4Al:n pilkontakohta
ja funktionaalinen kartta on esitetty oheisten piirrosten
kuviossa 5. Kuten t&ssi on kuvattu, sisdltdd pIB7p4Al gee-
nin, joka ekspressoi yhdistetyn geeni-tuotteen, joka sisdl-
tdd osan trp E-proteiinia yhdistyneend ihmisinsuliinin B
polypeptidi-ketjuun.

Plasmidi pIB784Al johdetaan pBR322:sta vastaavalla

tavalla kuin pIA7A4Al:11le kuvattiin. Spesifinen rakenne -

on tdssd eésitetty esimerkissa 21.

Bakteriofagin lambda ncI857-repressorigeenin kloonaa-
misesta pIB7A4Al:1le on seurauksena uusi plasmidi pPR3.
Tdmd viimeksimainittu plasmidi estd& bakteriofagin lambda
lyyttisen kehittymisen ja koodaa samanaikaisesti edelli
mainitun yhdistetyn geeni-tuotteen tuotantoa. pPR3:n pil-
kontakohta ja funktionaalinen kartta on esitetty oheisten
piirrosten kuviossa 6. Kuviossa BglII-BamHI-liitdnt&dkohdat
on merkitty symbolilla "[§/§7". ‘

Tdmd uusi rekombinanttiplasmidi pPR3 voidaan transfor-
moida esimerkiksi E. coli K12 RV308:aan, E.coli K12 C600:aan
ja E. coli K12 C600Rk—Mkf:hon ja sitten syntyneet kannat
voidaan lysogenoida bakteriofagilla AcI90. Kuten edelld ku-
vattiin lysogenoiduille pPRl:td sisdltdville kannoille,
vaativat rakennetut E. coli K12 RV308AcI90/pPR3-, E. coli
K12 C600AcI90/pPR3- ja E. coli K12 csoORk-Mk—-}\q190/ppR3—
kannat plasmidin pPR3 pid&dttdmistd, kun taas kannat E. coli
K12 RV308/pPR3, E. coli K12 C600/pPR3 ja E. coli K12
C600Rk—Mk—/pPR3 eivdt vaadi ja jdavdt yhtd hyvin eloon ilman
plasmidia. Plasmidi-piddtyksen vertailu ndissid kannoissa
osoittaa selvdsti, ettéa pééasialliseéti kaikki elinvoimaiset

solut keksinndn mukaisissa kannoissa sisdltdvdt halutun plas-
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midin. Lisdksi E. coli K12 RV308 cIS0/pPR3-, E. coli K12
C600 cI90/pPR3~ ja E. coli K12 C6//Rk—Mk— cI%0/pPR3-kan-
nat myos ylladpitdavdt plasmidinsa ja tuottavat halutun
vhdistetyn geenituotteen, mikd voidaan havaita polyékryy—
liamidi-geeli-elektroforeesilla.

ACI857-repressorigeeni, jota tdssd kdytettiin va-
laisemaan keksintod, on lampdtilaherkkd ja inaktivoituu
38-44°C:ssa tai sen yvldpuolella. Siten ldmpdtilan muutos
38-44°C:een hajottaa solut induscimalla lambdaprofagin
lyyttisen syklin, joka lambda-profagi, tdmidn keksinndn mu-
kaisesti,nn yhdistetty isdnt&solukantaan. Kuten helposti
kdy ilmi,kun kdytetddn lampdtilaherkkdd repressoria, joka
tukahuttaa kuolettavan tai ehdonalaisesti kuolettavan mer-
kitsijédn, joka aikaansaa isdntdsolun hajoamisen, ja kun
isdntdsoluja viljellddn lampbtilassa, joka inaktivoi tdmén
repressorin, ja kun on kysymyksessd ehdonalaisesti kuoletta-
va merkitsijd, lédmpOtilassa, joka el ole lampdtila-alueel-
la isdntdsoluijen sallivaa viljelyd varten, antaa témé kek-
sintd my0s yksinkertaisen, mukavan jarhalvan menetelmdn solu-
jen hajottamiseksi solunsisdisten tuotteiden puhdistamista
varten.

Edelld esitetyn menetelmdn erds valaiseva suoritus-
muoto rekombinantti-DNA:ta sisdltdvien isdntdsolujen hajot-
tamiseksi k&dsittdd isdntdsolujen lysogenoinnin lysogeeni-
selld organismilla, joka sisdltdid ehdonalaisesti kuoletta-
van merkitsijdn, joka saa aikaan isdntdsolujen hajoamisen,
sekd isdntdsolujen viljelyn rajoittavissa olosuhteissa. Li-
sdksi tdmdn menetelmdn erds lisdesimerkki isdntdsolujen hajot-
tamiseksi kdsittdd isdntidsolujen transformoinnin rekombinant-
ti-DNA-kloonausvektorilla, joka sisdltdd ehdonalaisesti kuo-
lettavan merkitsijidn, joka saa aikaan isdntdsolujen hajoami-
sen, ja transformuloitujen isdnt8solujen viljelyn rajoitta-
vissa olosuhteissa. Isdntdsolujen viljely rajoittavissa
olosuhteissa voidaan helposti suorittaa viljelyn aikana mi-
nd ajankohtana tahansa kun isdntdsolun hajoamista halutaan.

Kuten tdssd on kuvattu, kaytetddn td@mdn keksinndn

erddssa edullisessa suoritusmuodossa plasmidi-syntyista
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geenid kuolettavan kromosomaalisen merkitsijdn tukahuttami-
seksi. Solujen valinta riippuu replikonista ja myds muista
geeneisté plasmidilla. Lisdksi,vaikka t&ssd kuvatussa suo-
ritusmuodossa kdytetaddn bakteriofagi pcI857-geenid, voidaan
kdyttdd mitad tahansa muuta pcI-geenid, joka tuottaa funktio-
naalisen repressorin. Muita repressorigeenejd, kuten
esimerkiksi Ncro-geenid, voidaan myds kdyttdd, koska, kuten
edelld kuvattiin, se tuottaa repressorin, joka voi korvata
cI-repressorin funktion. Profagi, jota kdytettiin esimerkki-
nd keksinndn valaisemiseksi, sisdltdi )cI90~mutaation, eika
niinmuodoin tuota funktionaalista AcI-repressoria. Voidaan
kdayttad myds muita bakteriofagi A-mutantteja jos myds niil-
td puuttuu funktionaalinen cI-geeni tai repressori; kuten on
selvdd vaativat tdllaiset mutantit vaihtoehtoisen repres-
sori~ldhteen lysogeenisen tilan ylldpitdmiseksi.

Téman keksinndn selektiivinen systeemi voidaan maara-
td is&dntdsoluille, jotka sisdltdvdt plasmideja, joissa on
geenejd, jotka ekspressoivat joukon hyddyllisid tuotteita.
Plasmidi-syntyinen geeni voi esimerkiksi olla luonnossa
esiintyvd geeni, geeni, jota ei esiinny luonnossa tai geeni,
joka on osaksi luonnollinen ja osaksi synteettinen tai luon-
nossa esiintymdtdn. Erityisesti keksintda voidaan kdyttdd
valikoimaan ja yllédpitdmddn soluja, jotka sisdltdvat plasmidi-
syntyisen geenin, joka koodaaihmisen pre-pro-insuliinia,
ihmisen proinsuliinia, ihmisinsuliinin A-ketjua, ihmisinsu-
liinia, ihmis-interferonia, ei-ihmis-interferonia, virus-
antigeenia, urokinaasia, jotakin peptidi—hofmonia, jotakin
entsyymid, jotakin polypeptidid tai itseasiassa mit#d tahansa
muuta geenid, jolla on tutkimus- tai kaupallista arvoa.

Tdssd kuvatuissa keksinndn spesifisissd suoritusmuo-
doissa madraytyvdt plasmidi-monistuminen ja lopputuotteen
ekspressointi vastaavasti replikonilla pMBl:stid (esittdnyt
Bolivar, 1979, Life Sci. 25:807-818) ja joko lac- tai trp-
promoottorilla. Muita replikoneja ja promoottoreja voidaan
myOs kdyttdd niin kauan kuin ne ovat funktionaalisia

E. coli Kl2:ssa eivdtkd ole herkkid kdytetylle nimenomaiselle
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repressorille. On selvdd, ettd alaan perehtyneet voivat
helposti madrittaa mitkd replikonit ja promoottorit ovat
funktionaalisia E. coli Kl2:ssa ja mitkd eivdt ole herkkii
jollekin nimenomaiselle repressorille. Esimerkkej& muista
replikoneista ovat, mutta rajoittumatta ndihin, replikonit
seuraavista: ColEl, NR1l, RK2, RK6, pSCl0l1, RP1l, RP4, F jne.
mukaanlukien bakteriofagit, jotka monistuvat E. coli Kl2:ssa.
Esimerkkejd muista promoottoreista ovat,mutta rajoittumatta

niihin, bakteriofagi APL'—promoottori, lipoproteiinipromoot-

.tori, ribosomaalinen proteiini tai RNA-promoottorit ja itse-

asiassa mikd tahansa muu promoottori. On selvdd, ettd muita
replikoneja ja promoottoreita voidaan rakentaa ja tamd on
alaan perehtyneille ilmeista.

Tdm8 keksintd esittdd, kuten edelld on todettu ja
tdssi kuvattu, menetelmdn plasmidin sisdltdvdn bakteeri-
populaation valitsemiseksi ja ylldpitdmiseksi kdyttdmdlla
kuolettavaa kromosomaalista merkitsijdd, joka tukahtuu
plasmidi-syntyisen geenin vaikutuksesta. Tdmdn keksinndn
monet suoritusmuodot ovat mahdollisia. Esimerkiksi bakterio-
fagi A voidaan korvata eriliaisilla bakteriofageilla ja voi-
daan k&gttdd kuolettavien mutaatioiden muita luokkia niin
kauan kuin ne tukahtuvat plasmidi-syntyisen geenin vaikutuk-
sesta. Valaisevia esimerkkejd kuolettavista mutaatioista,
jotka ovat kdyttbkelpoisia t&mdn keksinndn mukaisesti, mut-
ta rajoittumatta ndaihin, ovat seuraavat: kromosomaalinen
DNA-monistuminen, soluseind-synteesi, ribosomi-funktio,
RNA-polymeraasi, tRNA-synteesi ja modifikaatio aminoasyyli-
tRNA-syntetaasi. DNA-restriktio ja modifikaatio sekd solun
jakautumismutaatiot. Muut kuolettavat mutaatiot ovat alaan
perehtyneelle selvid.

Kuolettavien mutaatioiden monia luokkia, jotka tun-
nistetaan ehdonalaisesti kunlettaviksi mutaatioiksi, ekspros-
soituu ainocastaan rajoittavissa olosuhteissa, kuten esimer-
kiksi korotetussa ldmpétilassa. Tdllaiset mutaatiot voidaan
eristdd Ja ne ovat kuolettavia soluille kun ne ekspressoitu-

vat mutta niitd ei ekspressoidu tai eivdt ole kuolettavia
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tietyissd sallivissa viljelyolosuhteissa. Tamidn keksinnén
soluitsemurhaa voidaan kdyttdd rajoittavissa oclosuhteissa
minkd tahansa ehdonalaisesti kuolettavan mutaation kanssa
niin kauan kun plasmidi tai muu rekombinatti-DNA-kloonaus-
vektori sisdaltdd sopivan repressorin, joka on funktionaali-
nen rajoittavissa olosuhteissa. Tdllainen mutaatio ei taas
tulisi ehdonalaisesti kuolettavaksi ellei plasmidi tai muu
rekombinantti-DNA-kloonausvektori hdvidisi.

"Nonsense"-mutaatiot ja repressorit edustavat erdstd
erikoisgeeniluokkaa, jota voidaan kdyttdd valaisemaan tdsséa
keksinndssd kuvattua stabilointia ja valintaa. Nonsehse-
mutaatio on emds-substituointi- tai rakennemuutosmutaatio,
joka muuttaa aminohapon madrittelevidn kodonin ketjun pddte-
kodoniksi. Siten nonsense-mutaatioista on seurauksena
polypeptidiketjun ennenaikainen terminaatio pisteessd, Jjos-
sa nonsense-kodoni esiintyy ldhetti-ribonukleaasihapossa
(mRNA) . Nonsense-repressori on geeni, joka sallii aminohapon
insetion kasvavaan polypeptidi-ketjuun vasteena nonsense-
kodonille. Tdllaisen nonsense—-repressorin poissaollessa saa
nonsensemutaatio aikaan polypetidi—terminaation. Keksinndn
edelleen esimerkein haviannol£1;£amiseksi voidaan kuoletta-
va nonsense-mutaatio yhdistdd transformoidun isdntdsolun
kromosomiin, jos sopiva nonsense-repressori kloonataan re-
kombinantti-DNA-kloonausvektoriin is&ntdsolun sisdlléi.
Geneettinen tasapaino ylldpidetddn siten ellei rekombinantti-
DNA-kloonausvektori h&dvid, jona ajankohtana isdntidsolu me-
nettdd elinvoimaisuutensa ja tuhoaa itse itsensi.

E. coli Kl2:ta koskevan geneettisen ja biokemialli-
sen informaation runsaus tekee sen sopivaksi isdntdsoluksi
tdmdn keksinndn tarkoituksia varten. Keksintd ei kuitenkaan
rajoitu ainoastaan thteen sukuun, lajiin tai kantaan vaan
sita voidaan kdyttdd milld tahansa organismilla, jolla on
kuolettavia mutaatioita ja repressoreita kdytettdvissid tai
niitd voidaan eristdd tai rakentaa. Esimerkiksi, keksintd
on kéYttékelpoinen prokaryooteille, vapaasti eldville

eukaryooteille, jotka ovat viljelylld vastaanottavaisia, ja
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erityisesti bakteereille, kuten, mutta rajoittumatta ndi-
hin, bakteereille Bacillus, Bacillus subtilis, Staphylococ-
cus, Streptococcus, Actinomycetes, Streptomyces, Serratia,
Agrobacterium ja Pseudomonas; sienille, mutta rajoittumat-
ta ndihin, Neurospora, Cephalosporium, Aspergillus, Penicil-
lium, ja hiiva, sekd viljelyalttiille soluille, jotka ovat
perdisin monisoluistenorganismien, kuten, rajdittumétta
ndihin, Chordata, Mgﬁﬁélia, Aves, Amphibia, Reptilia, kudok-
sesta tai kasveista.

Tamdn keksinnon kaikilla suoritusmuodceilla on yhtei-
send piirteend, ettd ne ovat tunteettomia vdliaineiden koos-
tumukselle.Siten keksintd tekee mahdolliééksi laaja-alaisen
fermentointi-manipuloinnin tuottavuuden parantamiseksi. |

Seuraavat esimerkit valaisevat ldhemmin t&ssd esitet-
tyd keksintdd ja antavat siitd myds edullisen suoritusmﬁo-
don. Tarpeen mukaan on kuvattu keksinnén selitystd sekd var-
sinaisia menetelmid sen rakentamiseksi.

Esimerkki 1

Rekombinantti-plasmidi pAR2:n rakentaminen

Useat BglII-pilkontakohdat bakteriofagissa A cI857

ja yksi ainoa BamHI-pilkontakohta plasmidissa pIA2 sallivat
bakteriofagi-osasten kloonaamisen pIA2-kloonausvektoriin.
Bakteriofagi \cIB857 sisdltdd 6 kohtaa, jotka ovet. herkkid
BglII:lle. Yksi BglII-osasista sisdltdd 2,5 Kb, joka sisdaltad
NcT-geenin ja myds Arex—-geenin (Szybalski ja Szybalski,
1979, Gene 7:217-280 3ja 0'Brien, toim. maaliskuu 1980,
Genetic Maps, Vol. 1, NIH). BglII-osaset sisdltdvdt 5'-
hdantid, joissa on sekvenssi GATC, ja jotka ovat samoja ja
tdydentdvid 5'-hdnnille BamHI-osasilla. Thmisen insuliini-
plasmidi pIA2 sisdltdd 11,0 Kb, jossa on vksi ainoa kohta,
jonka BamHI pilkkoo. Kloonaaminen BamHI-kohtaan inaktivoi
Tc-resistenssigeenin, joka on pIA2:1la. BglII-osasten ja
BamHI-osasten liitdntd antaa rekombinantteja, joissa on

AGATCC ., GGATCT

sekvenssit TCTAGG tai cCTAGA_llltoskohdlssa. Nditd sekvens-

sejda el BglII tai BamHI pilko. Siten pilkkominen kummallakin

entsyymilla poistaa kaikki liitdntdtuotteet lukuunottamatta
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niitd, jotka sisdltdvidt \BgllI-osasen liitettynd pIA2:n
BamHI-kohtaan.

Restrikticentsyymejd ostettiin kaupallisista
ldhteistd ja niitd kdytettiin valmistajan antamien ohjeiden
mukaisesti.~ Rekombinantti-DNA-molekyylejd muodostettiin
T4 DNA-ligaasilla 0,10 ml:ssa reaktioseosta, joka siedlsi
3,0 x lO~13 moolia pilkottua vektoria ja 6,0 x 10—13
moolia bakteriofafi A-pilkontaosasia. Muut ja tdydellisemmit
reaktio-olosuhteet ovat kuten Tanaka ja Weissblum ovat
esittidneet, 1975, J. Bacteriol., 121:354-362.

Esimerkki 2

Rekombinantti-plasmidi pAR2:n transformointi E. coli K12

C600RK—MK—:aan

E. coli K12 CGOORK—M

g tuoreista yhden y&n vilje-
lyistd (esitténeet Chang ja Cohen, 1974, Proc. Nat. Acad.
Sci 71:1030-1034) tehtiin alaviljelyijid 1:10 tuoreeseen L-
liemeen (esittd@nyt Miller, 1972, Experiments in Molecular
Genetics, Cold Spring Harbor Labs. Cold Spring Harbor,

New York) ja kasvatettiin 37°%C:ssa 1,0 tuntia. Talteen kor-
jattiin yhteensd 660 Klett-soluyksikkéd, pestiin 2,5 ml:1lla
100 mM NaCl, suspendoitiin 150 mM CaClZ:een 10,0 %:sella
glyserolilla ja inkuboitiin huoneen lampotilassa 20 mi-
nuuttia. Solut korjattiin talteen linkocamalla, suspendoi-
tiin uudelleen 0,5 ml:aan CaClZ—glyserolia, jééhdytettiin
jdissd 3-5 minuuttia ja pakastettiin. Solu-suspensioita va-
rastoitiin nestemdisessd typessd kdyttdon asti. Sdilontd

ja varastointi eivdt vaikuttaneet haitallisesti kovalentti-

% Restrikticentsyymejd ja ohjeita voidaan helposti saada
seuraavista ldhteistd:

Bethesda Research Laboratories Inc. Box 6010, Rockville,
Maryland 20850 v

Boehringer Mannheim Biochemicals, 7941 Castleway Drive
P.0. Box 50816 Indianapolis, Indiana 46250

Research Products Miles Laboratories, Inc. Elkhart,
Indiana 46515
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sesti suljetun DNA~renkaan transformoinnin elinvoimaisuu-
teen tai taajuuteen. Solut sulatettiin jddhauteessa ja se-
koitettiin suhteessa 0,1 ml solua 0,05 ml DNA (valmistettu
esimerkin 1 oppien mukaisesti) vidkevyydesséa 2,0/ug/ml. Ndin
valmistettuja naytteitd jddhdytettiin jdissd 10,0 minuuttia
ja laimennettiin sitten 0,85 ml:1lla L-lientd, inkuboitiin
32CC:ssa 2,0 tuntia, levitettiin L-agarille (esittdnyt
Miller, 1972) 5 x 109 Ab2:n kanssa ja inkuboitiin 32°C:ssa .
Transformantit valittiin immuniuden suhteen bakteriofagille
Ab2 32°C:ssa. Rekombinantteja testattiin Apr, Tcs, b2-
immuuniuden suhteen 32°C:ssa ja b2-herkkyyden suhteen
42°C:ssa. Valittiin vksi transformantti ja se nimettiin

E. coli K12 C600RK—MK—/pAR2:ksi. Tdtd eloonjdidnyttd pesdket-

.td testattiin odotettujen ilmiasujen suhteen ja kédytettiin

rakennetun rekombinantti-plasmidin pAR2 eristdmiseen ja vah-
vistamiseen.

Esimerkki 3

Rekombinanttiplasmidin pAR2 vahvistaminen ja eristaminen

E. coli K12 C600RK~MK—/pAR2:n plasmidi-DNA vahvis-

tettiin klooriamfenikolilla ja eristettiin kirkastetulla
lysaattimenetelmidlld (esittdnyt Bazaral ja Helinski, 1968,
J. Mol. Biol. 36:185-194). Kovalenttisesti suljettu DNA-
rengas puhdistettiin kdyttden tasapainoultrasentrifugointia
CsCl:ssa ja propidium-di-jodidissa. Propidium-di-jodidi
uutettiin 2-propanolilla ja DNA varastoitiin CsCl:ssa
‘—2OOC:ssa. DNA:n tydskentelyliuokset muutettiin SSC/10

-~ puskuriksi (0,015 M NaCl, 0,0015 M natriumsitraatti

pH 7,0) kromatografialla Sephadex (PDle) lvdissa.
p pYy

Esimerkki 4

' I~
Rekombinaﬁti—plasmidin PAR2 transformointi E. coli K12
RV308:aan

Rekombinatti-plasmidin pAR2 transformointi E. coli

K12 RV308:aan suoritettiin menettelytavan mukaisesti, joka

x Saatavissa firmasta Pharmacia, 800 Centennial Ave,

Piscataway, New Jersey 08851.
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esitettiin esimerkissd 2, paitsi ettd kdytettiin 300 mM
CaClz. Néyttéet laimennettiin 0,85 ml:1la L-lientd, inku-
boitiin 32°C:ssa 2,0 tuntia, levitettiin L-agarille
5 x 109 Ab2:n kanssa ja inkuboitiin 32°C:ssa. Eloonjddneet
pesdkkeet testattiin odotettujen ilmiasujen suhteen ja ne
muodostuivat halutuista E. coli K12 RV308/pARZ2 transforman-
teista.

Esimerkki 5
E. coli K12 RV308 ncI90/pAR2:n rakentaminen lysogenoimalla
AcI90:11la

E. coli K12 RV308/pAR2 (valmistettu esimerkin 4 esi-

tvksen mukaisesti) kasvatettiin 320C:ssa 35 Klett-yksikkdon
asti ja siirrettiin sitten 45°C:seen 60,0 minuutiksi. Solut
tartutettiin sitten ANcI90:1la moe:ssa 20 ja inkuboitiin
45°C:ssa 40 minuuttia. PesékkéiééHEAQVétettiin 32°C:ssa
L-agarilla, joka sisdlsi lO/ug/ml ampisilliinia. Saadut

E. coli K12 RV308AcI9%0)pAR2-pesdkkeet testattiin kasvun
todentamiseksi 32©9C:ssa ja herkkyyden todentamiseksi
42%C:ssa.

Esimerkki 6

Rekombinantti-plasmidin pARl rakentaminen
EcoRI- ja BamHI-pilkontakohdat bakteriofagissa
NcI857 ja plasmidissa pBR322 sallivat bakteriofagi-osasten

kloonaamisen pBR322-kloonausvektorille. Restriktioentsyymit
ostettiin kaupallisista ldhteistd ja niitd kdytettiin wval-
mistajan toimittamien ohjeiden mukaisesti. Siten bakterio-
fagia \cI857 ja plasmidia pBR322 kdsiteltiin kumpaakin kah-
desti restriktioentsyymeilld EcoRl ja BamHI. Noin 528/ug
ndin valmistettua pilkottua \cI857 DNA:ta 10 mM Tris-HCl:ssa
n. 8:ssa inkuboitiin 10.000 yksik®61ll4d/ml alkalista bakteeri-
fosfataasia 65°C:ssa 30 minuuttia. Alkalinen bakteerifosfa-
taasi poistaa pddte-fosfaattiryhmdt bakteriofagi lambda-
pilkontaosasista ja estdd siten niiden liittymisen toisiinsa.
Tdmd entsymaattinen k&sittely ei kuitenkaan estd liittymis-
td kdsittelemdttémddn DNA:han, kuten esimerkiksi pilkottuun

plasmidiin pBR322.
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Kidsitelty bakteriofagi NcI857-pilkottu DNA puhdis-
tettiin tasapaino-ultrasentrifugoimalla CsCl:ssa ja pro-
pidium-di-jodidissa. Propidium-di-jodidi uutettiin 2-pro-
panolilla | DNA:ta varastoitiin CsCl:ssa -20°C:ssa. DNA:n
tyGskentelyliuokset muutettiin SSC/10-puskuriksi
(0,015M NaCl, 0,0015M natriumsitraatti, pH 7) kromatografial-
la Sephadex (PD 1,0)-pylvdissd. Rekombinatti-DNA-molekyyle-
jd muodostettiin T4 DNA ligaasilla 0,10 ml:ssa reaktioseos-
ta, joka sisdlsi 2,2/ug pilkottua pBR322 vektoria ja
3,8/ug bakteriofagi lambda-pilkontaosasia. Muut ja tdydel-
lisemmdt reaktio-olosuhteet ovat Tanaka'n ja Weisblum'in
kuvaamien mukaiset, 1975, J. Bacteriol., 121:354-362.

Esimerkki 7

Rekombinantti-plasmidin pARl transformointi E. coli K12

CGOORk—Mk—

Plasmidin pARi tranformointi E. coli KI2

:hon

(Eooagﬂk—ﬁwn suoritetaan esimerkisd 2 esitetyn menettelyn
mukaisesti. Koska Ncro-repressori ei ole ladmpdtilaherkkd,
valittiin transformantit immuuniuden suhteen bakteriofa-
gille )\b2 sekda 32 ettd 42°C:ssa. Rekombinantteja testat-
tiin edelleen Sgr:n ja Tc®:n todentamiseksi ja yksi trans-
formanteista Vaiittiin ja nimettiin E. coli K12
C600Rk—Mk—/pAR1:ksi. Tatd eloonjddnyttd pesadkettd testattiin
odotettujen fenotyyppien suhteen ja kdytettiin rekombinant-

tiplasmidin pARl eritdmiseen ja vahvistamiseen. Sekd eris-

‘tys- ettd vahvistusvaihe suoritettiin esimerkissd 3 esite-

tyn menetelmdn mukaisesti.

Esimerkki 8

E. coli K12 RV308 A cI90/pARl:n rakentaminen lysogenoimal-
la NcI90:114
E. coli K12 RV308/pARl (plasmidin pARl transformointi

E. coli K12 RV308:aan suoritettiin esimerkissd 4 esitetyn
menettelyn mukaisesti) kasvatettiin 329C:ssa 35 Klett-
yksikkdon asti ja siirrettiin sitten 45°C:een 30,0 tai 60;0
minuutiksi. Solut tartutettiin sitten/\cI90:llé moe:ssa

20 ja inkuboitiin 45°C:ssa 40 minuuttia. Pesdkkeitd kasva-
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tettiin 32°C:ssa L-agarilla, joka sisdlsi lO/ul/ml ampisil-
liinia. Saatuja E. coli K12 RV308 )cIS0/pARl-pesdkkeitd
testattiin odotetun ilmaisun suhteen ja t&dlld tavalla ra-
kennetun kannan perusasu vahvistettiin.

Esimerkki 9
E. coli K12 C600Rk—Mk— hcIB857/pARl:n rakentaminen transfor-
moimalla pARLl:1lla

E. coli K12 C600R,-M, - ncI857 (rakennettu Miller'in
mukaisesti, 1972) tehtiin kykenevdksi ja transformoitiin
esimerkissda 2 esitetyn menetelmdn mukaisesti, paitsi ettd
soluja kasvatettiin 32°C:ssa eiki 37°C:ssa. Pesidkkeitd
kasvatettiin L~agarilla, joka sisdlsi lO/ug/ml ampisilliinia
ja saatuja E. coli K12 C600Rk—Mk— NcI857/pARl-pesdkkeitd
testattiin odotetun ilmaisun suhteen ja t&dll&d tavalla halu-
tun kannan perusasu vahvistettiin.

Esimefﬁkimié
E. coli K12 C600 NcI90/pAR2:n rakentaminen

Haluttu kanta rakennetaan paddasiallisesti esimerk-

kien 1, 2 ja 5 esityksen mukaisesti, paitsi ettd isdntéa-

kantana kdytetddn E. coli K12 C600 eikd E. coli K12 RV308.
Esimerkki 11

E. coli K12 C600 NcI857/pARl:n rakentaminen

Haluttu kanta rakennetaan pddasiallisesti esimerk-
kien 6, 7 ja 9 esityksen mukaisesti, paitsi ettid isdntdkan-
tana kdytetddn E. coli K12 C600 eikd E. coli K12 C600Rk—Mk—.

Esimerkki 12

Menetelmd isdntdsolujen, jotka sisdltdvédt rekombirnantti-

plasmideja, pysyvyyksien mddrittdmiseksi, wvalinnan kanssa

tai ilman

Rekombinantti-plasmidien Apr-geenia kaytettiin
plasmidia sisdltdvien solujen lukuisuuden madrittamiseksi.
Viljelyn sarjalaimennuksia levitettiin L-agarille ja kas-
vatettiin 32°C:ssa lO/ug/ml kanssa ampisilliinia ja ilman
sitd. Plasmidi+-solujen lukuisuus otettiin ampisilliinille
resistenttien pesdkkeiden suhteeksi pesdkkeiden, jotka kas-

voivat L-agarilla ilman ampisilliinia, kokonaislukumddrddn.
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Vaihtoehtoisesti pesdkkeet L-agarilla levitettiin monis-
tumaan L-agarille, jossa oli lO/ug/ml ampisilliinia ja kas-
vatettiin 32°C:ssa. Plasmidi+-solujen lukuisuus otettiin
ampisilliinille resistenttien pesdkkeiden suhteeksi pesdk-
keiden, jotka kasvoivat L-agarilla ilman ampisilliinia,
kokonaislukumddradn.

Esimerkki 13

Plasmidin pIA7A4Al:n rakentaminen

A. Plasmidin pBRHtrp rakentaminen

" Plasmidilla pGM1 on E. coli tryprofaani-operoni,
joka siséltéé deleetion ALE1413 (Miozzari, et al., 1978,
J. Bacteriology, 1457-1466), ja se ekspressoi Siten yhdis-
telmd-proteiinin, joka sis&dltdd trp-johto-osan 6 ensimmdis-
t4 aminohappoa ja likimddrdisesti viimeisen kolmanneksen
trp E polypeptidistd (nimitetddn tdmdn jdlkeen yhteydessé
LE':ksi), sekd myO8s trp D polypeptidin kokonaisuudessaan,
kaikki trp-promoottori-operaattori-systeemin sididtelyn alai-
Sia E. coli K12 W31l1l0tna2trp-Al02/pGMl on talletettu
kokoelmaan American Type Culture Collection (ATCC nro
31622) ja pGMl voidaan tavanomaisesti poistaa kannasta
kdytettdvdksi seuraavassa kuvatuissa menetelmissa.

Noin ZO/ug tdtd plasmidia digeroitiin restriktio-

entsyymilld Pvull, joka pilkkoo plasmidin viidestd kohdasta.

Geeni-osaset yhdistettiin ensin EcoRI-kytkentdosasilla

dan myochempd&d kloonausta varten gasmidiin, joka sisdltda
EcoRI-kohdan. 20/ug DNA-pdatkid, jotka saatiin pGMl:std,
kdsiteltiin 10 yksikolla T4 DNA-ligaasia 200 pikomoolin
5'-fosforyloitua synteettistd oligonukleotidid
pCATGAATTCATG ldsndollessa ja 20/ul:ssé T, DNA-ligaasipus-
kuria (20 mM Tris, pH 7,6, 0,5 mM ATP, 10 mM MgClz, 5 mM
ditiotreitoli) 4°C:ssa yli ybn; Livosta kuumennettiin sitten
10 minuuttia 70°C:ssa liit&nnin pysdyttdmiseksi. Liitdnta-
osaset pilkottiin EcoRI-digeroinnilla ja osaset, joissé
nyt oli EcoRI-p&ddt, erotettiin kdyttden 5-%:sta polyakryy-

liamidi-geeli-elektroforeesia (tdmdn jdlkeen "PAGE").
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Kolme suurinta osasta eristettiin geelistd varjaamdlld en-—
sin etidiumbromidilla ja paikantamalla osaset sitten ultra-
violettivalolla ja leikkaamalla geelistd kiinnostavat osat.
Jokainen geeliosanen pantiin yhdessd 300 mikrolitran kanssa
0,1xTBE dialyysipussiin ja saatettiin elektroforeesiin

100 V:ssa 1 tunniksi 0,1xTBE-puskurissa (TBE-puskuril si-
sdltdda: 10,8 g trisemdstd, 5,5 g boorihappoa, 0,09 g
Na,EDTA 1 litrassa H,0). Vesipitoinen liuos koottiin dialyy-
sipussista, uutettiin fenolilla, uutettiin kloroformilla

ja tehtiin 0,2M:ksi natriumkloridin suhteen. DNA otettiin
sitten talteen veteen etanoli-saostuksen jdlkeen. trp
promoottori/operaattorin sisdltdvd geeni, jolla on EcoRI-
"hdnndt", tunnistettiin seuraavaksi kuvatussa manetelmdssi,
mitd seuraa patkien insertio tetrasykliini-herkk&dn plasmi-
diin, joka, promoottori/operaattori-insertion jdlkeen tulee
tetrasykliiniresistentiksi. Kaikki t&mén j&dlkeen selostetut
DNA-osasten eristidmiset suoritetaan kdyttden PAGE, mitd
seuraa edelld kuvattu sdhkdeluutiomenetelmd.

B. Plasmidin pBRH trp, joka ekspressoi tetrasykliiniresis-
tenssid Trp promoottori/operaattorin siddtelyn alaisena, ra-
kentaminen ja Trp promoottori/operaattorin sisdltdvdn DNA-~
jakeen, joka eristettiin edelld kohdassa "A", tunnistaminen

ja vahvistaminen

Plasmidi pBRH1 (Rodriguez, et al., 1979, Nucleic
Acids Research 6, 3267-3287) ekspressoi ampisilliiniresis-

tenssin ja sis&dltdd geenin tetrasykliiniresistenssia varten,

mutta koska ei ole yhdistynyttd promoottoria mukana, se ei

ekspressoi tdtd resistenssi&d. Plasmidi on siten tetrasyklii-
herkk&d. Tuomalla promoottori/operaattori-systeemi EcoRI-
kohtaan plasmidi voidaan tehdd tetrasykliiniresistentiksi.
Plasmidia pBRH1 digeroitiin EcoRI:lla. Entsyymi pois-
tettiin fenoli-uutolla, mitd seurasi kloroformi-uutto ja
sitten DNA otettiin talteen veteen etanoli-saostuksen
jdlkeen. Saatu DNA-molekyyli yhdistettiin, erillisissd reak-
tioseoksissa, jokaisen kanssa kolmesta DNAjpétkésté, jotka

oli saatu edelld esimerkissd 13A ja liitettiin T, DNA-lignaa-

4
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silla kuten edella kuvattiin. Reaktioseoksessa ldsndolevaa
DNA:ta kdytettiin transformoimaan kykenevd E. coli K12 kan-
ta 294 (Backman et al., 1976. Proc. Nat. Acat. Sci. USA
73:4174-4198, ATCC nro 31448) standardimenetelmin
(Hershfield et al., 1974, Proc. Nat. Acad. Sci. USA
71:3455-3459) ja bakteerit levitettiin sitten LB-levyille
(Millexr, 1972), jotka sisdlsividt 20/ug/ml ampisilliinié ja
S/ug/ml tetrasykliinia.

Valittiin useita tetrasykliiniresistenttejd pesdkkei-
td ja plasmidi-DNA eristettiin ja nimettiin pBRHtrp:ksi.
Halutun osasen ldsndolo vahvistettiin restriktioentsyymi-
analyysilla. Plasmidi pBRHtrp ekspressoi p-laktamaasin,
antaen ampisilliiniresistenssin, ja sisdlt&dd DNA-pdtkdn, jo-
ka sisdltdd trp promoottori/operaattorin. Tdmd DNA-osanen
koodaa myds ensimmdistd proteiinia, (mefkitty LE':ksi),
joka kdsittdd trp-johto-osan kuuden ensimmdisen aminohapon
vyhdistelmén ja likimd&rdisesti ainakin kolmanneksen trp-
E-polypeptidistd, toista proteiinia (merkitty D':ksi), mikad
vastaa likimddrdisesti trp D polypeptidin ensimmdistd puo-
likasta, ja kolmatta proteiinia, jota koodaa tetrasykliini-
resistenssi-geeni.

C. Plasmidin pSOM7A2 rakentaminen

Plasmidia pBRHtrp digeroitiin EcoRI restriktioent-
syymilld ja saatu osanen, joka eristettiin PAGE:lla ja

sdahkdeluutiolla, yhdistettiin EcoRI-digeroidun plasmidin

pSOM11 kanssa (Itakura et al., 1977, Sci, 198:1056,

G. B. Patent Publication nro 2 007 676A). Seos liitettiin

T, DNA-lignaasilla ja saatu DNA transformoitiin E. coli

K12 kantaan 294, kuten edelld kuvattiin. Transformantti-
bakteerit valittiin ampisilliinia sis&ltdvilld levyilld ja
saadut ampisilliiniresisténtit pesakkeet seulottiin pesidke-
hybridisoinnilla (Gruenstein et., 1975, Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 72:3951-3965). trp promoottori/operaattorin si-
sdltdvdd osasta, joka oli eristetty pBRH trp:sta ja merkit-
ty sitten radioaktiivisesti p32:lla, kdytettiin koettimena
edelld esitetyssd menetelmdssd. Useiden pesdkkeiden osoitet-

tiin pesdke-hybridisoinnilla olevan positiivisia ja valit-
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tiin sentdhden. Plasmidi-DNA eristettiin ja kytkettyijen
osasten suuntautuminen mddritettiin restriktioanalyysilla
kdyttden entsyymeja BglII ja BamHI kaksoisdigeroinnissa.
Pesdkkeitd, jotka sisdlsivat halutun plasmidin, jossa oli
trp promoottori/operaattori-osanen oikein suunnattuna, kas-
vatettiin LB-vdliaineessa (Miller, 1972), joka sisdlsi
lO/ug/ml ampisilliinia. Haluttu plasmidi nimettiin
pPSOM7A2:ksi ja sitd kdytettiin mydhempid rakenteluja varten,
joita seuraavassa on kuvattu.

D. Plasmidin pTrp24 rakentaminen

1. Geeni-osasen rakentaminen, joka osanen sisaltda kodo-
nit LE'-polypeptidin keskipisteestd erillddn olevia aluei-
ta varten, joissa on BglII- ja EcoRI-pilkontakohdat vas-

taavasti koodaussdikeen 5'- ja 3'-pdissd

Plasmidi pSOM7A2 HindIII-digeroitiin, mitd seurasi
digerointi lambdaeksonukleaasilla (5' - 3'-eksonukleaasi)
olosuhteissa, jotka oli valittu niin, ettd digeroidaan
BglII-pilkontakohdan ylitse LE'-koodausalueelle. Noin
20/ug HindITII-digeroitua pSOM7A2 liuotettiin puskuriin
(20 mM glysiini-puskuria, pH 9,6, 1 mM MgClZ, 1 mM B-mer-
kaptoetanoli). Saatua seosta kdsiteltiin 5 yksik6ll&d
lambda-eksonukleaasia 60 minuutin ajan huoneen lamp®ttilassa.
Saatua reaktioseosta uutettiin sitten fenolilla, klorofor-
milla ja saostettiin etanolilla.

EcoRI-tdhteen muodostamiseksi LE'~geeni-osasen

keskipisteestd erillddn olevaan pddhdn, syntetisoitiin pri-

meri 32pCCTGTGCATGAT parannetulla fosforitriesteri-menetel-
malla (Crea et al., 1978, Proc. Nat. Acat. Sci. USA
75:5765) ja hybridisoitiin lambda-eksonukleaasi~digeroinnis-
ta saadun LE'-geeni-osasen yksisdikeiseen pddhdn. Hydridi-
sointi suoritettiin liuottamalla 20/ug plasmidin pSOM7A2
lambda-eksonukleaasi-kdsiteltyd HindIII-digerointituotetta
20/ul:llsé H20 ja yhdistémélié 6/ul:n kanssa liuosta, jbka
sisdlsi likimd&drdisesti 80 pikomoolia edelld kuvattua 5'-
fosforyloitua oligonukleotidia. Synteettinén osanen hybridi-

soitiin LE'-koodaussekvenssin 3'-pddhdn ja LE'-osasen jidl-
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jelle jdanyt yksisdikeinen osa tdytettiin Klenow
Polymerase I:1la kadyttden daTP, dTTP, dgTP ja dCTP.

Klenow Polymerase I on osanen, joka on saatu proteolyytti-
sesti pilkkomalla DNA Polymerase I. Se sisdltdd emd-ent-
syymin 5' — 3' polymeroimisaktiivisuuden, 3' —% 5' ekso-
nukleolyyttisen aktiivisuuden, mutta ei emd-entsyylin

5' = 3' eksonukleolyyttistd aktiivisuutta (Kornberg, 1974,
W. H. Freeman and Co., SFO, 98).

Reaktioseos kuumennettiin siten 50°C:seen ja annet-
tiin hitaasti jdahtyad lOOC:seen, minkd jdlkeen lisdttiin
4/ul Klenow-entsyymi&. 15 minuutin inkuboinnin jdlkeen huo-
neen ldmp&tilassa, mitd seurasi 30 minuutin inkubointi
37OC:ssa, reaktio pysdytettiin lisddm&dllia S/ul 0,25 molaa-
rista EDTA. Reaktioseosta uutettiin fenolilla, klorofor-
milla ja saostettiin etanolilla. DNA pilkottiin senjil-
keen restriktiocemtsyymilld BglII ja osaset erotettiin
PAGE:1lla. Geelistd saatu autoradiogrammi paljasti 32P—mer—
kityn osasen, Jjolla oli odotettu pituus n. 470 emdsparia
ja joka otettiin talteen sihkduutolla. Kuten hahmoiteltiin,
oli t&dlld osasella LE'(d) BglII-pd&dte ja tylppd pdd, joka
sopii yhteen primerin alun kanssa.

2. Plasmidin pThal rakentaminen

Plasmidi pThal rakennettiin kytkemdlld syntetisoi-
tu geeni tymosiini alfa 1:t& varten plasmidiin pBR322.

Tymosiini alfa 1l:td koodaavan DNA:n synteesi kdsittdid 16

oligonukleotidin (Tl - Tl6), jotka on osoitettu kaksipdisil-

ld nuolilla oheisten piirrosten kuviossa 7, synteesin ja
senjdlkeen liitdnndn. Met-kodoni ATG kytkettiin N-pditteelld
ja 5'~pddt rakennettiin yksis&dikeisilld koossapitdvillid
padtteilld helpottamaan liittymistd plasmideihin, jofka oli
pilkottu EcoRI:1lla ja BamHI:1lla. Kuten helposti voidaan to-
deta, auttaa BgllI-kohta geenin keskelld rekombinatti-
plasmidien analyysissi.

O0ligodeoksiribonukleotidit T15T16 syntetisoitiin
modifioidulla fosfotriesteri-menetelmdlld kdyttden tdysin

suojattuja trideoksiribonukleotidi-rakennemdhkileits
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(Itakura et al., 1977, Science 198:1056 ja Crea et
al., 1978). Eri oligodeoksiribonukleotidit on esitettty

seuraavassa taulukossa 1.

Taulukko 1

Synteettisid oligonukleotidejd tymosiini®l-geenid varten

Yhdiste Sekvenssi Pituus HPLC
Analyysi
Pidatysaika

T, A-A~T=T-C-A-T-G-T-C | Ty
c _ 10 17,4

T, T-G-2~T-G~C~T-G~C=T-G=T-T~G-A 15 24,3
T, T-A~C-T-T-C-T-TOC-T-G-A 12 20,3
T, G-A~T-T-A-C-T~A-C-T-A~A-A 13 22,0
Te G-C-A-G-C-A~T-C~A-G-A~C=A-T~G 15 24,8
T¢ G-A~A-G~T-A~T-C-A-A-C-A 12 20,1
T, A-G-T-A-A-T-C-T-C-A-G-A-A 13 22,6
Tg A-A~G~A-T-C-T~T-T-A-G~T 12 20,2
T, G-A-T-C-T-T-A~A-G-G~A~G 12 20,4
T o A-A-~G-A-A-G=G~A-A-G-T~T 12 21,1
T, G-T-C~G-A~A~G~A=G=G=C-T 12 2015
T, G-A-G-A-A-C-T~A~A~T-A-G 12 20,4
T, C=T=T~C=T~T=C~T~C~C=T=T 12 19,9
Ty, T-T~C~G-A-C~A~A-C=T=T-C 12 20,5
T« G=T=T-C-T-C~A-G-C=C~T-C 12 20,2
T G-A-T~C-C-T-A-T-T7-A 10 17,2

* Ympdristdn ldmpdtilassa

Edelld esitetylle synteesille on tyypillistd seu-

raava'menettely osaselle T,., kuten oheisten piirrosten ku-
viossa 8 on pddkohdittain esitetty. Eri nukleotidi-osaset,

joita kdytetddn T15:n synteesissid, on merkitty numeroin
kuviossa. Kaytetyt lyhenteet ovat seuraavat: TPSTe, 2,4, 6-
tri-iropropyylibentseenisulfonyylitetratsoli; BSA, bentsee-
nisulfonihappo; TLC, ohutlevykromatografia; HPLC, suurteho-
nestekromatografia; DMT, 4,4'~-dimetoksitrityyli; CE, 2-
syaanietyyli; R, p-kloorifenyyli; Bz, bentsoyyli; An, aniso-
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yyli; iBu, isobutyryyli; Py, pyridiini; AcOH, etikkahappo;
Et3N, trietyyliamiini.

Taysin suojatut tridecksiribonukleotidit 4 (85 mg,
0,05 mmol) ja 2 (180 mg, 0,1 mmol) purettiin suojauksesta
5'-hydroksyyleilld kdsittelemdlld 2-%:sella BSA 7:3 (tilav./
tilav.) kloroformi/metanoli-seoksessa (10 ja vastaavasti
20 ml) 10 minuuttia 0°C:ssa. Reaktiot pysdytettiin lisd&mal-
1d kylldstettyd vesipitoista ammoniumbikarbonaattia (2 ml),
uutettiin kloroformilla (25 ml) ja pestiin vedelld
(2'x 10 ml). Orgaaniset kerrokset kuivattiin (magnesiumsul-
faatti), haihdutettiin pieniin tilavuuksiin (n. 5 ml) ja
saostettiin lisdamdlld petrolieetterid (jae 35-6OOC). va-
rittdmat sakat koottiin linkcamalla ja kuivattiin eksik-
kaattorissa tyhj6ssd antamaan 6 ja vastaavasti 8, kumpikin
homogeeninen piihappogeeliohutlevykromatografialla (Merck
60 F254, kloroformi/metancli, 9:1).

Trimeerit 1 ja 3 (270 mg, 0,015 mmol; 145 mg,
0,075 mmol) muutettiin fosfodiestereikseen (5 ja 7) kédsitte-
lemdlld trietyyliamiini/pyridiini/vedelld (1:3:1, tilav./
tilav.,10 ml) 25 minuuttia ympdristdn limpStilassa. Rea-
genssit poistettiin pyOrodhaihdutuksella javjéénnékset kui-
vattiin toistuvin haihdutuksin vedettomdlld pyridiinilld
(3 x 10 ml). Trimeeri 8 (0,05 mmol) ja trimeeri 7 yhdistet-
tiin TPSTe:n kanssa (50 mg, 0,15 mmol) vedettOmidssd pyri-
diinissd (3 ml) ja reaktioseos jdtettiin tyhjodn ympdristdn
ldmpodtilassa 2 tunniksi. TLC-analyysi osoitti, ettd 95 %
trimeeristd 8 oli muuttunut heksameeri-tuotteeksi (tehtiin
ndkyvédksi havaitsemalla DMT-ryhm& ruiskuttamalla 10-%:sella
vesipitoisella rikkihapolla ja kuumentamalla 600Cissa).
Reaktio tukahutettiin lisddm&dlld vettd (1,0 ml) ja liuotin
haihdutettiin alennetussa paineessa. Pyridiinin poistamisen
jdlkeen rinnakkaishaihdutuksin tolueenin kanssa heksameeri
purettiin 5'-asemassa 2-%:sella BSA:1la (8 ml), kuten
edelld kuvattiin trimeereille 4 ja 2. Tuote (10) puhdistet-
tiin piihappogeelipylvddssa (Merck 60 H, 3,5 x 5 cm) porras-

gradienttieluoinnillarkloroformi/metanolilla (98:2 - 95,5,
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tilav./tilav.). Jakeet, jotka sisdlsividt tuotteen 10,
haihdutettiin kuiviin.

Samalla tavalla trimeeri 5 kytkettiin 6:een ja tdy-
sin suojattu tuote puhdistettiin suoraan piihappogeelilla.
Tdmd jdlkimmdinen yhdiste purettiin 3'-pddssd trietyyli-
amiini/pyridiini/vesi-seoksella kuten edelld kuvattiin an-
tamaan osanen 9.

Lopuksi heksameerit 9 ja 10 kytkettiin vedettOmdssd
pyridiinisd (2 ml), TPSTe (75 mg, 0,225 mmol) kondensoimis-
aineena. Kun kytkeminen oli loppuunsuoritettu (4 tuntia,
ymparistdn lampbtila) seos pyOrthaihdutettiin ja jdannds
kromatografoitiin piihappogeelilld. Tuote 11 (160 mg) saa-
tiin saostamalla petrolieetterilld 3ja se ndytti homogeeni-
selti TLC:lla. Osa yhdisteestd 11 (20 mg) pyridiinissi |
(0,5 ml) purettiin tdydellisesti kdsittelemdlld vikevdlld
ammoniumhydroksidilla (7 ml, 8 tuntia, 6OOC) ja senjalkei-
selld kdsittelylld 80-%:sessa etikkahapossa (15 minuuttia,
ympdriston ldmpdtila). Etikkahapon haihduttamisen j&lkeen
kiinted jdannds liuotettiin 4-%:seen vesipitoiseen ammonium-
hydroksidiin (tilav./tilav., 4 ml) ja uutettiin etyyli-
eetterilld (3 x 2 ml). Vesipitoinen faasi vidkevditiin
1-2 ml:ksi ja osa saatettiin HPLC:éan 12:n puhdistamiseksi.
Jakeet, jotka vastasivat pdidhuippua,yhdistettiin (n. 2,0
0.D.254—yksikkéé) ja vékevéitiin n. 5 ml:ksi. Lopullisesta
tuotteesta 12 poistettiin suolat Bio-gel P-2:1la (1,5 x 100 am)
elwimalla 20-%:sella vesipitoisella etanolilla, haihdutettiin
kuiviin ja suspendoitiin uudelleen veteen(ZOO/ul) antamaan
A254= 10~-liuos. 12:n sekvenssi vahvistettiin kaksiulottei-
sella sekvenssianalyysilld.

Tdydellinen tymosiini alfa l-geeni koottiin 16'syn—
teettisestd oligo-nukleotidistd menetelmin, jotka aikaisem-
min yksityiskohtaisesti on kuvattu somatostatiinille
(Itakura et al., 1977), insuliinista (Goeddel et al., 1979)
ja kasvuhormonista (Goeddel, Heyneker et al., 1979) Nature
281:544). 10 mikrogramman mddrid oligonukleotideiji

T,-T,s fosforyloitiin kvantitatiivisesti Z?—3227—ATP:lla
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(New England Nuclear) T4 polynukleotidikinaasin ldsndolles-
sa (Goeddel et al., 1979) antamaan spesifiset aktiivisuudet
n. 1 Ci/mmol. Radio-merkityt osaset puhdistettiin 20-%:sella
polyakryyliamidi/7 M urea-geeli-elektrcreesilla ja eluoitujen
osasten sekvenssit todennettiin kaksiulotteisella elektro-
foreesi/homokromatografialla (Jay et al., 1974, Nucleic
Acids Res. 1:331) osittaisille kddrmeenmyrkkyuutoille.
Jakeet Ty ja T16 jatettiin fosforyloimalla ei-toivotun poly-
meroitumisen vadhentdmiseksi jdlkeentulevien liitdntdreak-
toiden aikana. N&md ocligonukleotidit (2/ug kumpaakin) koot-
tiin neljdksi neljédn jakeen ryhmdksi (ks. oheisten piirros-
ten kuvio 9) T, DNA-lignaasilla kdyttden julkaistuja mene-
telmid (Goeddel et al., 1979). Reaktiotuotteet puhdistettiin
geeli-elektroforeesilla 15-%:sella polyakryyliamidigeelil-
14, joka sisdlsi 7 M ureaa (Maxam ja Gilbert, 1977, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 71:3455). Ndmd neljd eristettyd
tuotetta liitettiin yhteen ja reaktioseos analysoitiin
10-%:sella polyakryyliamidi-geeli-elektroforeesilla. DNA
tymosiini alfa l-geenin kokoalueelta (90-105 emdsparia)
sdhkbeluoitiin.

~ Plasmidia pBR322 (O,S/ug) kdsiteltiin BamHI- ja EcoRI-
restriktioendonukleaaseilla ja osaset erotettiin polyakryy-
liamidi-geeli-elektroforeesilla. Suuri osanen otettiin tal-
teen geelistd sdhkOeluutiolla ja liitettiin senjdlkeen
koottuun synteettiseen DNA:han (Goeddel, Heyneker et al.,
1979). T&td seosta kdytettiin transformoimaan E. coli K12
kanta 294, ATCC nro 31446. 5 % transtormointiseoksesta levi-
tettiin LB-levyille, jotka sisdlsividt’ 20/ug/ml_ampisillii—
nia. Saadut 4 ampisilliiniresistenttid pesdkettd olivat
hérkkié tetrasykliinille, mikd@ johdattaa mieleen insertion
tetrasykliiniresistenssi-geeniin. Plasmidien analyysi ndis-
td neljastd pesdkkeestd osoitti, ettd jokaisessa tapaukses-—
sa plasmidi, joka nimettiin pThal-:ksi, sisdlsi (a) BglII-
kohdan, jota ei esiintynyt pBR322:ssa itsessdidn, osoittaen
siten tymosiini alfa l-geenin lésnéoion kuten kuviossa 7
on esitetty, ja (b) n. 105 emdsparin osasen, joka on kehit-

tynyt BamHI/EcoRI-pilkonnalla. Plasmidin pThal rakennustie
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(ei piirretty asteikkoon) on esitetty oheisten piirrosten
kuviossa 9, jossa raskaat pisteet osoittavat 5'-fosfaatti-
ryhmid.

3. Késitellyn pThol:n ja LE' (d)-osasen reaktio

Plasmidi pThal sisdltdd geenin, joka mddrdd ampisil-
liiniresistenssin ja rakennegeenin, joka mé@adrdd tymosiini
alfa 1, joka on kloonattu 5'-koodaussdikeen pddssd EcoRI-
kohdaksi ja 3'-pddstdan BamHI-kohdaksi. Tymosiini-geeni si-
sdaltad samoin BglII-kohdan. Plasmidin muodostamiseksi, jo-
ka PYSfYY hyvéksymiidn edelld valmistetun LE' (d)-osasen,
pTMol EcoRI-digeroitiin, mitd8 seurasi Klenow-polymeeri
I reaktio dTTP:n ja dATP:n kanssa EcoRI-tdhteiden tylpis-
tdmiseksi. Syntyneen tuotteen BglII-digerointi muodosti
suoraviivaisen DNA-osasen, joka sisdlsi geenin ampisilliini-
resistenssid varten ja vastakkaisissa pdissddn BglII-hdntid
ja tylpén paddn. Syntynyt tuote voitiin uudelleen muodostaa
renkaaksi reaktiolla LE' (d)-osasen kanssa, joka sisélsi
BglII-hdntid ja tylpdn pddn, Ty-ligaasin ldsndollessa plas-
midin pTrp24 muodostamiseksi. Tekemdlld ndin muodostetaan
uudelleen EcoRI-kohta asemaan, jossa tylppdpddliitdntéd
tapahtui.

E. Plasmidin pSOM7A2A4 rakentaminen

pTrp24:n perdkkdinen digerointi BglII:lla ja
EcoRI:1la, mitd seurasi PAGE ja sd&hkdéluutio, antaa osasen,

jossa on kodoneja LE' (d)-polypeptidid varten, jossa on

‘BglII-h&ntid sisdltdvd pdd ja EcoRI-hdntid sisdltdvd piaa

l1dhelld sen 3' koodauspdidtettd. LE' (d)-osanen voidaan
kloonata plasmidin pSom7A2 BglII-kohtaan muodostamaan LE'-~
polypeptidi/somatostatiini yhdistynyt proteiini, joka on
ekspressoitu tryptofaani-promoottori/operaattorin sddtelyn
alaisena. Tdmdn tekeminen vaatii (1) pSom742:n osittai-
sen ‘EcoRI-digeroinnin EcoRI-kohdan pilkkomiseksi, joka on
erilldan tryprofaani-promoottori)operaattorista ja (2) pri-
meeri-sekvenssin oikean valinnan kodoni-lukukaavan oikein
ylldpitdmiseksi ja EcoRI-pilkontakohdan uudelleenluomisek-
Si.

Siten 16/ug plasmidia pSom742 laimennettiin 200/ul£%m
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puskuria, joka sisdlsi 20 nM Tris, pH 7,5, 5 mM MgCl,,

0,02 NP40 pesuainetta ja 100 nM NaCl, ja kdsiteltiin

0,5 EcoRI-yksikdlld. 15 minuutin kuluttua 37°C:ssa reaktio-
seos uutettiin fenolilla,uutettiin kloroformilla, saostet-
tiin etanolilla ja digeroitiin sen jdlkeen BglII:lla.
Saatu suurempi osanen eristettiin PAGE-menetelmdlld, mitd
seurasi sidhkdeluutio. Timd osanen sisdltdd kodonit "LE'

(p)

BglII-kohdasta yldvirtaan. Tamd osanen lijitettiin seuraa-

LE'-polypeptidin l&dhint&d p&&dtd varten, ts. kodonit

vaksi em.LE' (d)-osaseen T4 DNA-ligaasin l&dsndollessa muodos-
tamaan plasmidi pSom7A2A4, joka transformoinnin jdlkeen

E. coli kantaan 294 tuotti tehokkaasti yhdistelmdproteiinin,
joka kdsitti tdysin uudelleenmuodostetun LE-polypeptidin

ja somatostatiinin tryptofaani-promoottori/operaattorin
sddtelyn alaisena.

F. Suoraviivaisen DNA rakentaminen, jossa on PstI- tdhde 3'-
paassa ja 5'-pdédssa Bglll-tdhde, joka sitoo geenin, joka

madrdd tetrasykliiniresistenssin

Plasmidi pBR322 HindIII-digerointiin ja ulostydntyvat
Hind-pddt digeroitiin Sl-nukleaasilla. Sl-nukleaasi-digeroin-
nissa kdsiteltiin 10 ug HindIII-pilkottua pBR322 30/ul:ssé
Sl-puskuria (0,3 M NaCl, 1 mM ZnCl,y, 25 mM natriumasetaatti,
pH 4,5) 300 yksik®11lid Sl-nukleaasia 30 minuuttia 15°C:ssa.
Reaktio pysdytettiin lisdamdlld l/ul 30 x Sl-nukelaasipysdy-
tysliuosta (0,8 M tris-emds, 50 nM EDTA). Seos uutettiin

fenolilla, kloroformilla, saostettiin etanolilla ja

EcoRI-digercitiin sitten kuten edelld selostettiin. Synty-

neelld osasella, joka oli saatu PAGE-menetelmdlld, mitd seu-
rasi sahkGeluutio, on EcoRI-hdntid sisdltdvd pdd ja tylppa
pad, jonka koodaussdie alkaa nukleotidilla tymidiini. S1-
digeroitu HindIII-tdhde, joka alkaa tymidiinilld, voidaan
liittdd Klenow Polymerase I-kdsiteltyyn BglII-tdhteessen
niin, ettd muodostetaan uudelleen BglII-pilkontakohta 1ii-
tdnndn jdlkeen. '

Siten plasmidi pSOM742, joka valmistettiin esimerkissi

13C, BglII-digeroitiin ja syntyneet BglII-hdntid sisdltdvit
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pddt tehtiin kaksisdikeisiksi kdsittelemdlld Klenow
Polymerase 1:1148 kdyttden kaikki neljd deoksinukleotiditri-
fosfaattia. Saadun tuotteen EcoRI-pilkonta, mitd seurasi
pienen osasen PAGE ja sdhkdeluutio, antoi suocraviivaisen
DNA-patkdn, joka sisdlsi tryptofaani-promoottori-operaatto-
rin ja LE' "l&heisimman" sekvenssin kadonit yldvirtaan
BglII-kohdasta ("LE'(p)"). Tuotteella oli EcoRI-p&dd ja
tylppdd pda, joka oli scuraus BglII-kohdan tdyttdmises-

td. BglII-kohta on kuitenkin muodostettu uudelleen liittd&-
malld tylppd pdd edelld Sl-digeroidun HindIII-osasen tylp-
pddn pddhdn. Siten ndméd kaksi osasta liitettiin T4 DNA~
ligaasin l&dsndollessa muodostamaan uudelleen renkaaksi
muodostettu plasmidi pHKY10, joka saatettiin lisddntymddn
transformoimalla kykeneviin E. coli kannan 294 soluihin.
Tetrasykliiniresistentit solut, jotka sisdlsivdt rekom-
binanttiplasmidin pHKY10, valittiin ja plasmidi-DNA uutet-
tiin. Digerointi BglII:1la ja PstI:lla,mitd seurasi suuren
Osasen eristdminen PAGE-menetelmdlld ja s&hkodeluutiolla,
antoi halutun suoraviivaisen DNA-pdtkdn, jossa oli PstI

ja BglIT-hdnndt pdissd. Tdmd DNA-osanen, tdlld tavalla
valmistettuna pHKY10:std, sisdltdid monistumisen alkukohdan
ja on sentdhden hyddyllinen komponenttina rakennettaessa
plasmidia pIA7A4A1 Jjossa kumpaakin geenid, jotka koodaavat
trp LE'-polypeptidi-yhdistelmdproteiinia ettd tetrasyklii-
niresistenssid, sddtelee trp promoottori/operaattori.

G. Suoraviivaisen DNA, jossa on Trp promoottori/operaatto-

ri, rakentaminen

Esimerkissd 13E valmistettu plasmidi pSOM7A2A4 saa-
tettiin osittaiseen EcoRI-digerointiin, mitd seurasi PstI-
digerointi. Syntynyt osanen sisdlsi trp promoottori/operaat-
torin ja eristettiin PAGE-menetelmdlld, mitd seurasi sdhko-
eluutio. Osittainen EcoRI-digerointi oli tarpeen osasen saa-
miseksi, joka pilkottiin somatostatiini-geenin 5'-pdén vie-
destd, mutta ei pilkottu EcoRI-kohdasta, joka sijaitsi ampi-
silliiniresistenssigeenin ja trp promoottori/operaattorin

vdlissd. Ampisilliiniresistenssi, joka menetettiin PstI-
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leikkauksella ampisilliiniresistenssi~-geenissd, voidaan
palauttaa liitdnndn jalkeen lopulliseen pHKY1l0 suoraviivai-
sen DNA-johdannaiseen, joka tuotettiin edelld esimerkissd
13F.

H Insuliini A ketjurakennegeenin eristdminen

Insuliini A ketjurakennegeeni saatiin plasmidin
pIAl, jonka rakenteen on esittidnyt Goeddel et al., 1979,
Proc. Nat, Acad. Sci. USA 76:106, EcoRI- ja BamHI-dige-
roinnilla. Haluttu osanen puhdistettiin PAGE:1lla ja s&hko-
eluutiolla ja siind oli EcoRI~ ja BamHI-pddtteet.
I. Insuliini A ketjurakennegeenin, trp promoottori/ope-
raattorin ja pHKYlO-suoraviivaisen DNA-osasen, jossa on

PstI- ja BgliI-pdatteet, liitdnta

Insuliini A ketjurakennegeeni, suoraviivainen DNA-
osanen, joka sisdltdd trp promoottori/operaattorin (valmis-
tettu esimerkissd 13G) ja pHKYlO-suoraviivainen DNA-johdan-
nainen (valmistettu esimerkissd 13F)liitettiin toisiinsa
oikein suunnattuina, kuten on kuvattu kuviossa 3, muodosta-
maan haluttu plasmidi pIA7A4Al. Plasmidi pIA7A4Al voidaan
helposti valita ampisilliini- ja tetrasykliiniresistenssin
palautumisen perusteella.

Esimerkki 14

Rekombinantti-plasmidin pPR1 rakentaminen

Plasmidi pIAT7A4Al sisdltdd yhden ainoan BamHI-pilkon-
takohdan, joka sallii bakteriofagin lambda )cI:n ja )rex:n
'sisdltdvdn 2,5 Kb BglII-osasen insertion. T&md tehtiin pda-
asiallisesti esimerkin 1 esityksen mukaisesti. Siten haluttu
pPrl-plasmidi valmistettiin liittdmdlld BglII-osanen
pIA744A]l:n BamHI-kohtaan.

Esimerkki 15

Rekombinantti-plasmidin pPRl transformointi E coli K12

CGOORk—Mk—:hon

Haluttu transformointi suoritettiin pddasiallisesti
esimerkin 2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd E. coli-solut
transformoitiin DNA:1la, joka oli valmistettu esimerkissd 14

eikd esimerkissd 1. Transformantit nimettiin E. coli K12
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C600Rk—Mk—/pPR1:ksi ja valittiin ja viljeltiin. Saatuja
pesdkkeitd testattiin odotettujsn ilmiasujen suhteen ja
niitd kdytettiin plasmidin pPRl eristamiseen ja vahvista-
miseen. Plasmidin pPR1 restriktiocentsyymianalyysi osoitti,
ettd prex-, eikd NcI-een oli ldhinnd trp E-insuliini A-
ketjugeenid. Plasmideja, joilla on pdinvastianen suuntautu-
minen ei havaittu edelld tuotettujen transformanttien jou-
kossa.

Esimerkki 16

Plasmidin pPRl vahvistaminen, eristdminen ja sen jdlkeen
transformointi E. coli K12 RV308:aan
E. coli K12 C600Rk—Mk—/pPRl:n plasmidi-DNA:n vahvis-

taminen ja eristédminen suoritettiin pddasiallisesti esimer-
kin 3 esityksen mukaisesti. Plasmidin pPR1 transformointi
E. coli K12 RV308:aan sen jdlkeen suoritetaan pddasiallises-
ti esimerkin 4 esityksen mukaisesti antamaan halutut
E. coli Kle RV308/pPRl-transformantit.

Esimerkki 17
E. coli K12 RV308\cI90/pPRl:n rakentaminen lysogenoimalla
AcI90:11&

Haluttu rakentaminen suoritetaan pdaddasiallisesti

esimerkin 5 esityksen mukaisesti. Saadut E. coli K12
RV308AcI90/pPR1-perdkkeet voidaan testata hyvdn kasvun
todentamiseksi 329C:ssa ja herkkyyden todentamiseksi
42°C:ssa.

Esimerkki 18

Rekombinantti-olasmidin pPR1 transformointi E. coli K12
C600:aan

Haluttu rakentaminen suoritetaan pddasiallisesti

esimerkin 4 esityksen mukaisesti. Eloonjddneet pesdkkeet
voidaan testata odotettujen ilmiasujen suhteen ja ne
muodostuvat halutuista E. coli K12 C600 pPRl-transforma-

teista.
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Esimerkki 19

E. coli K12 C600AcI90/pPRl:n rakentaminen lysogenoimalla
NcI90:11a

Haluttu rakentaminen suoritetaan padasiallisesti
esimerkin 5 esityksen mukaisesti. Saadut E. coli K12
C600AcIf%0-pesdkkeet voidaan testata kasvun todentamiseksi
32°C:ssa ja herkkyyden todentamiseksi 420C:ssa.

Esimerkki 20
E. coli K12 C600R
mallaAcI90:114

Haluttu rakentaminen saatiin valmistamalla E. coli

k—Mk-%cI90)pPRl:n rakentaminen. lysogenoi-

K12 C600Rk—Mk—/pPRl kuten esimerkissd 14 kuvattiin ja lysoge-
noimalla sitten transformantit bakteriofagilla)\cI90 pddasial-
lisesti esimerkin 5 esityksen mukaisesti. Eloonjddneet pe— |
sdkkeet testattiin odotettujen ilmiasujen suhteen ja ne
muodostavat halutun kannan.

Esimerkki 21

Plasmidin pIB7A4A1 rakentaminen

Haluttu plasmidi rakennettiin esimerkin 13A-I mukai-
sesti, paitsi ettd lopullisessa liitdnndssd kdytettiin raken-
ne-geenia, joka mddrdd insuliini B-ketjun eikd insuliini
A-ketjua. Insuliini B ketjurakennegeeni saatiin-plasmidin
pIB, jonka rakentamisen on esittdnyt Geoddel et al., 1979,
EcoRI- ja BamHI-digeroinnilla. Insuliini B-ketjua koodaava
DNA-osanen puhdistettiin PAGE:1la ja sdhkOeluutiolla ja silléd
0li EcoRl- ja BamHI-pddtteet.

Plasmidi pIB7A4A1 on esitetty kuviossa 5 ja voidaan
helposti valita ampisilliini-tetrasykliiniresistenssin pa-
lautumisen perusteella.

Esimerkki 22

Rekombinantti-plasmidin pPR3 rakentaminen

Ainoa BamHI-pilkontakohta plasmidissa pIB7A4Al sallii

bakteriofagi lambdan AcI:n ja jrex:n geenin sisdltdvdn 2,5 Kb

" BglII-osasen kloonaamisen pIB7A4Al:1le. Tdmd voidaan suorittaa

padaasiallisesti esimerkin 1 esityksen mukaisesti. Siten
ABglII-osasen liitdntd pIA7A4Al:n BamHI-kohtaan antaa halutun
plasmidin pPR3.
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Esimerkki 23

Rekombinantti-plasmidin pPR3 transformointi E. coli K12
C6OORk—Mk—:hon

Transformointi suoritettiin p&&dasiallisesti esimerkin
2 esityksen mukaisesti, paitsi ettd E. coli-solut transfor-
moitiin DNA:1la, joka oli valmistettu esimerkissa 22 eiki
esimerkissa 1.

Trassformantit nimettiin E. coli K12 C600Rk-Mk—/
PPR3:ksi ja valittiin ja viljetiin. Saatuja pesidkkeitd
testattiin odotettujen ilmiasujen suhteen ja kaytettiin
plasmidin pPR3 eristdmiseen ja vahvistamiseen. Plasmidin
pPPR3 restriktioentyymianalyysit osoittivat, ettd )rex-
eikd8 NcI-geeni oli ldhimpdna trp E-insuliini B-ketju-geeniid.
Plasmideja, joilla on pdinvastainen suuntaus, ei havaittu
edelld tuotettujen transformanttien joukossa.

Esimerkki 24

Rekombinantti-plasmidin pPR3 vahvistaminen, eristdminen
ja senjdlkeen transformointi E. coli K12 RV308:aan
E. coli K12 C600Rk—Mk—/pPR3:n plasmidi-DNA vahvis-

tettiin ja eristettiin pddasiallisesti esimerkin 3 esityk-

sen mukaisesti. Plasmidin pPR3 transformointi E. coli K12
RV308:aan sen jdlkeen antamaan E. coli K12 RV308/pPR3 suori-

tetaan pddasiallisesti esimerkin 4 esityksen mukaisesti.
Esimerkki 25

Tekombinantti~plasmidin pPR3 transformointi E. coli K12
C600:aan _
pPR3:n transformointi E. coli K12 C600:aan

E. coli K12 C600/pPR3:n tuottamiseksi tehdddn pddasiallises-

ti esimerkin 4 esityksen mukaisesti.Eloonjddneitd pesdkkeitd

voidaan testata odotettujen ilmiasujen suhteen ja ne muodos-

tavat halutuista E. coli K12 C600/pPR3~transformanteista.
Esimerkki 26

E. coli K12 RV308)\cI90/pPE3:n rakentaminen lysogenoimalla

NcI90:114

Haluttu rakenne tehd&ddn lysogenoimalla E. coli K12

RV 308/pPR3 bakteriofagilla NcI%0 pddasiallisesti esimerkin
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5 esityksen mukaisesti. Saatuja E. coli K12 RV308AcI90/
pPR3-pesdkkeitd voidaan testata kasvun todentamiseksi
32°C:ssa ja herkkyyden 420¢.ssa.

Esimerkki 27

E. coli K12 C600)cI90/pPR3:n rakentaminen lysogenoimalla
AcI90:114

Haluttu rakenne tehdddn lysogenoimalla E. coli K12

C600/pPR3 bakteriofagilla NcI90 piiasiallisesti esimerkin
5 esityksen mukaisesti. Saatuja E. coli K12 C600AcI90/
pPR3-pesdkkeitd voidaan testata kasvun todentamiseksi
32°C:ssa ja herkkyyden 42°C:ssa.

Esimerkki 28
E. coli K12 C600R, -M; - )cI90/pPR3:n rakentaminen lysogenoi-
malla AcIS80:11a

Haluttu rakenne saatiin valmistamalla E. coli K12

C600Rk-Mk—/pPR3, kuten esimerkissd 21 selostettiin ja lyso-
genoimalla sitten transformantit bakteriofagilla AcI90 paa-
asiallisesti esimerkin 5 esityksen mukaisesti. Saadut

E. coli K12 C600Rk—Mk— hNcI90/pPR3-pesdkkeet testattiin
kasvun todentamiseksi 32°C:ssa ja herkkyyden todentamisek-
si 42%C:ssa.

Esimerkki 29

Menetelmd& isdntdsolujen, jotka sisdltédvdt rekombinantti-
plasmidin pPR3,pysyvyyksien madrittdmiseksi wvalinnan kans-

sa ja ilman sitéd

Plasmidi-piddtyksen suhteen testattavia kantoja yllad-
pidettiin logaritmisessa kasvussa ei-selektiivisissd vali-
aineissa (L-liemi) jaksottain ala-viljelmdlld tuoreisiin
vdliaineisiin. Plasmidi-piddtyksen aste mddritettiin
esimerkin 12 menetelmdllsd.

Muita edustavia kantoja, jotka rakennetaan edelléd

esitetyn opetuksen mukaisesti ovat:
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Esimerkki nro Nimi
30 E. coli K12 RV308AcI857/pAR1
31 E. coli K12 C600)cI90/pAR1
32 E. coli K12 C600Rk-MkacI90/pARl
33 E. coli K12 C600/pARl
34 E. coli K12 C600/pAR2

Rekombinantti-plasmidin pysyvyydet mitattiin kuten
edelld esimerkissd 12 ja 29 selostettiin. Tulokset esite-
tddn prosentteina taulukossa 2 kannoille E. coli K12
RV308AcI90/pAR2 ja k. coli K12 RV308/pIA2, ja taulukossa
3 kannoille E. coli K12 C600k-Mk—AcI90/pPR3 ja E. coli K12
C600R —Mk—/pPRB.

k
Taulukko 2
Rekombinantti-plasmidien pysyvyyksid
Viljelytoisto- Plasmidi-piddtys-%
jen lukumddrd E.coli K12 RV308)c190/pAR2 E. coli K12 RV308/
plAZ
9 100 100
14 100 36
23 100 22
32 83 13
40 82 9
- Taulukko 3
Rekombinantti~-plasmidien pysyvyyksia
Viljely- Plasmidi-piddtys-2
toistojen E. coli K12 C600R -M -  E. coli K12 C600R -M -/
lukumddrd AcI90/pPR3 PPR3
100 100
34 100 0

Tulokset taulukoissa 2 ja 3 osoittavat selvdsti selektiivi-
sen systeemin paremmuuden rekombinantti-plasmidien yll&pita-
miseksi bakteeripopulaatioissa. Noin 78 % soluista E. colil
K12 RV308/pIA2:n viljelyssd olivat plasmidi-miinus 23 vil-
jelytoiston jdlkeen ja n. 100 % soluista E. coli K12
C600Rk—Mk—/pPR3—Viljelyssé olivat plasmidi-miinus 34 vilje-

lytoiston jdlkeen. Lisdksi, 23 ja vastaavasti 34 viljely-
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toiston jdlkeen yksikddn soluista E. coli K12 RV308)\cI90/
pAR2:n viljelyssd ja E. coli C600 Rk—Mk—Z\cI90/ppR3:n vil-
jelyssd, joilla oli selektiivinen systeemi tilalla, oli
plasmidi-miinus. Laajakantoisimman kasvun jdlkeen néhtiin
pientd plasmidi-segregaatiota. Tulokset heijastavat kuiten-
kin rekombinaatiota profagin ja plasmidin wvdlilla.
Plasmidi-pystyvyys rakennetussa kannassa E. coli
K12 CGOORk—Mk-)p1857/pARl mddritettiin viljelemdlld kantaa
L-liemessd yli ydn erikseen 42°C:ssa (rajoittavat olo-
suhteet) ja 32°C:ssa (sallivat olosuhteet). Plasmidi+—solu-
Jen lukuisuus otettiin viljelyjen suhteeksi 42°C:ssa
viljelujen, jotka kasvoivat 32°C:ssa kokonaislukumddrdin.
Suhde ilmaistiin prosenttina. Tulokset osoittavat, ettd
n. 46 % soluista viljelyssd, joka oli kasvatettu sallivissa
olosuhteissa ja siten ilman t&td keksintdd, olivat plasmidi-
miinus, kun taas yksikddn soluista viljelyssd, joka oli kas-
vatettu rajoittavissa olosuhteissa ja niinmuodoin tamin
keksinndn mukaisesti,ei ollut plasmidi-miinus viljelyvai-
heessa. Tdmd keksintd on selvdsti varsin kdyttdkelpoinen
ja tehokas rekombinantti-plasmidien yll&dpitamiseksi bak-

teeripopulaatioissa.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd isdntdsolujen, jotka sisdltdvidt rekombi-
nantti-DNA:n, joka ekspressoi funktionaalisen polypeptidin,
stabiloimiseksi ja valikoimiseksi, t unn e t t u siitd,
etta
a) transformoidaan isd@ntédsoluja rekombinantti-DNA-kloonaus-
vektorilla, joka sisdltdid sekd repressori-geenin ettd gee-
nin, joka ekspressoil funktionaalisen polypeptidin; ja
b) lysogenoidaan transformoidut isdntdsolut lysogeeniselld
organismilla, joka sisdltaad merkitsijén, joka onvkuolettava
tai chdonalaisesti kuolettava isdntdsoluissa, mutta joka
tukahtuu transformoiduissa isdntdsoluissa rekombinantti-
DNA—kléohausvektorin sisdltdmdn repressorigeenin vaikutuk-
sesta; edellytyksend rajoitukselle, ettd rekoméénélti4DNA-
kloonausvektori sisdltdd replikonin ja promoottorin,; jotka
eivdt ole herkkid repressorille, ja edellytyksena liiéra—
joitukselle, ettd kun transformoidut isdntdsolut lysééenoi—
daén lysogeeniselld organismilla, joka sisdltdd geeﬁin,
joka on ehdonalaisesti kuolettava, on, ettd syntyneet isan-
tdsolut viljellddn rajoittavissa olosuhteissa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd ekspressoi funktionaalisen polypep-
tidin, on luonnossa esiintyvd geeni, ei-luonnollinen geeni

tai geeni, joka on osaksi luonnossa esiintyvd ja osaksi syn-

‘teettinen tai ei-luonnollinen.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettau siitd, ettd geeni, joka ekspressoi funk-
tionaalisen polypeptidin, on geeni, joka koodaa ihmisen insu-
liinia, ihmisen pre-pro-insuliinia, ihmisen proihsuliinia,
ihmisen insuliinin A-ketjua, ihmisen insuliinin B-ketjua,
ei-ihmisen insuliinia, ihmisen kasvuhormonia, ei-ihmisen
kasvuhormonia, ihmisen interferonia, ei-ihmisen interfe-
ronia, virusantigeenia, urokinaasia, jotakin polypeptidia

tai jotakin peptidihormonia tai entsyymid.
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4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd repressorigeeni on kromosomaa-
linen DNA replikaatiomutaatiorepressori, soluseindn syntee-
simutaatiorepressori, ribosomimutaatiorepressori, RNA-poly-
meraasimutaatiorepressori, tRNA-mutaatiorepressori, amino-
asyyli, tRNA-syntetaasimutaatiorepressori, solun jakautumis-
mutaatiorepressori tai nonsense-mutaatiorepressori.

5. Jonkun patenttivaatimuksien 1-4 mukainen menetel-
mi, tunnet tu siitd, ettd cI-repressori-geeni on
cI857."

6. Jonkun patenttivaatimuksien 1-5 mukainen menetel-
md, t unnettu siitd, ettd repressorigeeni on limpdti-
laherkkd ja inaktivoitun 1Hmp#itilassa tietylld limpotila-
alueella tai sen yldpuolella.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd ladmpdtila-alue on vadliltad 38-44°cC.

8. Jonkun patenttivaatimuksien 1-4 mukainen menetel-
md, tunnettu siitd, ettd repressorigeeni on bakte-
riofagin lambda cI-repressorigeeni.

9. Jonkun patenttivaatimuksien 1-4 mukainen menetel-
mi, tunnettu siité, ettd repressorigeeni on bakterio-
fagi lambdan Acro-geeni. »

10. Jonkun patenttivaatimuksien 1-9 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd rekombinantti-DNA-
kloonausvektori on plasmidi.

_ 11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd plasmidi on pAR2.

12. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmid, t u n-
nettu siitd, ettd plasmidi on pARl.

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd rekombinantti-DNA-kloonausvek-
tori on plasmidi pPR1.

14. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd rekombinantti-DNA-kloonausvektori

on plasmidi pPR3.
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15. Jonkun patenttivaatimuksien 1-14 mukainen
menetelmd, t unnae tt u siitd, ettd lysogeeninen orga-
nismi sisdlt&di bakteriofagi \ cI-geenin.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd lysogeeninen organismi on
bakteriofagi lambda cI90.

17. Jonkun patenttivaatimuksen 1-14 mukainen mene-
telmd, tunnet tu siitd, ettd lysogeeninen organismi
on bakteriofagi \cI857.

18. Jonkun patenttivaatimuksien 1-17 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd isdntdsolut ovat
prokaryoottcija.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelmd,
tunnettau siitd, ettd isidntdsolut ovat bakteereja.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen menetelmd,
tunnettau siitd, ettd bakteerit ovat E. coli, E.coli
K12, E. coli K12 RV308, E. coli K12 C600, E. coli K12

’“'C600Rk—Mk—,fBacillus, Bacillus subtilis, Staphylococcus,

StreptocoEEus, Actinomyctes, Streptomyces, Serratia,
Pseudomonas tai Agrobacteriuﬁ:

| 21. Jonkun patenttivaéfimuksien 1-17 mukainen mene-
telmd, t unnettu siitd, ettd isdntdsolut ovat
vapaasti eldvid eukaryootteja, jotka ovat viljelyalttiita.

22. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmé,.t u n-
netttu siitd, ettd isdntdsolut ovat sienia.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen menetelma, t u n-
nettu siitd, ettd sienet valitaan ryhmdstd Neurospora,
Cephalosporium, Aspergillus, Penicillium ja hiiva.

24. Patenttivaatimuksen 21 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd,ettd isdntdsolut ovat perdisin moni-
soluisen organismin kudoksesta, jolloin solut ovat alttiita
viljeltdaviksi.

25. Patenttiwatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd rekombinantti-DNA-kloonausvektori on

bakteriofagi.
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26. Transformoitu isdntdsclu, tunnet tu sii-
td, ettd se sisdltaa
a) rekombinantti-DNA-kloonausvektorin, joka sisdltéa seka
repressorigeenin tai geenin, joka ekspressoi funktionaa-
lisen polypeptidin; ija
b) kromosomaalisen merkitsijdn, joka on kuolettava tai
ehdonalaisesti kuolettava, mutta joka tukeutuu rekombinait-
ti-DNA-kloonausvektorin sisdltdmidn repressorigeenin vaiku-
tuksesta; ja
edellytyksend rajoitukselle on, ettd rekombinantti-DNA-
kloonausvektori sis&ltdd replikonin ja promoottorin, jotka
eivdt ole herkkid repressorille,

27. Patenttivaatimuksen 26 mukainen transformolitu
isdntdsolu, t un n e t t u siitd, ettd rekombinantti-
DNA-kloonausvektori on plasmidi.

22, Patenttivaatimuksen 26 tai 27 mukainen_ffans—
formoitu isdntdsolu, t unne t t u siitd, ettd geeni,
joka ekspressoi funktionaalisen polypeptidin, on luonnossa
esiintyvd geeni, ei-luonollinen geeni tai geeni, joka on
osaksi luonnossa esiintyvd ja osaksi synteettinen tai ei-
luonnollinen.

29. Patenttivaatimuksen 26, 27 tai 28 mukainen
transformoitu isdntdsolu, t un n e t t u siitd, ettd
geeni, joka ekspressoi funktionaalisen polypeptidin, on
geeni, joka koodaa ihmisen insuliinia, ihmisen pre-pro-
insuliinia, ihmisen proinsuliinia, ihmisen insuliini A-ket-
jua, ihmisen insuliini B-ketjua, muun kuin ihmisen insu-
liinia, ihmisen kasvuhormonia, muun kuin ihmisen kasvuhormo-
nia, ihmisen interferonia, muun kuin ihmisen interferonia,
virusantigeenid, urokinaasia, jotakin popypeptidid tai jota-
kin peptidihormonia tai entsyymid.

30. Jonkun patenttivaatimuksen 26-29 mukainen. trans-
formoitu isantdsolu, t unne t t u siitd, ettd represso-
rigeeni on kromosomaalinen DNA-replikaatiomutaatiorepresso-

si, soluseindn synteesimutaatiorepressori, ribosomimutaatio-
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repressori, RNA-polymeraasimutaatiorepressori, tRNA mutaa-
tiorepressori, DNA-restriktio- ja modifikaatiomutaatio-
repressori, aminoasyyli-tRNA-syntetaasimutaatiorepressori,
solun jakautumis-mutaatiorepressori tail nonsense-mutaatio-
repressori. |

31. Patenttivaatimuksen 30 mukainen transformoitu
isdntdsolu, t un n e t t u siitd, ettd repressorigeeni
on bakteriofagin lambda cI-repressorigeeni.

32. Patenttivaatimuksen 31 mukainen transformoitu
isdntidsolu, t unn e t t u siitd, ettd repressorigeeni
on cIB857. |

33. Jonkun patenttivaatimuksen 26-33 mukainen
transformnitu isdAntdseolu, t unnetttu siitd, ettd
kromosomaalinen merkitsijd on bakteriofagi AcI-geeni, joka
el tuota funktionaalista cI-repressoria. ‘

34, Patenttivaatimuksen 34 mukainen transformoitu
isdntdsolu, tunnettau siI;E: etté;AcI-geeni on
bakteriofagi lambda cI9O0.

35. Jonkun patenttivaatimuksen 26-33 mukainen
transformoitu isdntdsolu, t unn e t t u siitd, etta
kromosomaalinen merkitsija on bakteriofagi NcI857.

36. Jonkun patenttivaatimuksen 26-36 mukainen
transformoitu isdntdsolu, t un ne t tu siitd, ettd
se on prokaryootti. ‘

37. Patenttivaatimuksen 37 mukainen transformoitu
isdntdsolu, t un ne t t u siitd, ettd se on hakteeri.

38. Patenttivaatimuksen 37 tai 38 mukainen trans-
formoitu isdntidsolu, t un ne t t u siitid, ettd baktee-
ri on E. coli K12 RV308, joka sisdltdd plasmidin pARIL,
pAR2, pPR1 tai pPR3.

39. Patenttivaatimuksen 37 tai 38 mukainen transfor-
moitu isdntdsoclu, tunnet t u siitd, ettd bakteeri on
E. coli K12 C600, joka sisdltdd plasmidin pARl, pARZ, pPR1
tai pPR3.

40. Patenttivaatimuksen 37 tai 38 mukainen trans-

formoitu isdntdsolu, t unnet tu siitd, ettd bakteeri
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on E. coli K12 C600Rk—Mk—, joka sis&ltdd plasmidin pAR1,
pAR2, pPR1 tai pPR3. '

41. Patenttivaatimuksen 39, 40 tai 41 transformoitu

isdhtdsolu, t un n e t tu siitd, ettd se on lysogenoitu
bakteriofagilla AcI90.

42, Patenttivaatimuksen 39, 40 tai 41 mukainen trans-

formoitu isantdsolu, t unn e t t u siitid, ettd se on
lysogenoitu bakteriofagilla ) cI857.

43. Jonkun patenttivaatimuksen 26-36 mukainen
transformoitu isdntdsolu, t un n e t t u siitd, ettd se
on vapaasti eldvd eukaryootti, joka on altis viljeltd-
vaksi,

44 . Patenttivaatimuksen 44 mukainen transformoitu
isdntdsolu, t un n e t tu siitd, ettd se on sieni.

45, Patenttivaatimuksen 45 mukainen transformoitu
isdntdsolu, t un ne t t u siitd, ettd sieni on
Neurospora, Cephalosporium, Aspergillus, Penicillium tai
hiiva.

46. Jonkun patenttivaatimuksen 26-36 mukainen
transformoitu isdntdsolu, t un n e t t u siitd, ettd se
on peréisin monisoluisen organismin kudoksesta.

47. Patenttivaatimuksen 26 mukainen transformoitu
isdntdsolu, t un ne t t u siita, ettd rekombinantti-
DNA-kloonausvektori on bakteriofagi.

48. Menetelmd isdntdsolujen hajottamiseksi, t u n-

'ne t tu siitd,ettd tuodaan kuolettava tai ehdonalaises-

ti kuolettava merkitsijd, joka saa aikaan solun hajoami-
sen.

{a) isdntdsoluihin, jotka on transformoitu rekombinantti-
DNA-kloonausvektorilla, joka sisdltdd repsessorigeenin,
joka tukahuttaa merkitsijdn, joka aikaansaa isd@ntdsolun
hajoamisen ja joka inaktivoituu ladmpdtilassa m&drdtylla
ldampotila-alueella tai sen ylapuolella, ja lysogenoidaan
transformoidut isdntdsolut lysogeeniselld organismilla,
joka sisdltdd merkitsijdn, joka on kuolettava tai ehdon-

alaisesti kuolettava isdntdsoluissa, mutta joka tukahtuu



10

15

20

25

30

35

46

transformoiduissa 1isdntdsoluissa rekombinantti-DNA-kloo-~
nausvektorin sisdltdmdn repressorigeenin vaikutuksesta; tai
(b) isdntdsoluihin lysogenoimalla isdntdsolut lysogeeni-
selld organismilla, joka sisdltdd ehdonalaisesti kuocletta-
van merkitsijdn, tail transformoimalla isadntdsolut rekom-
binantti~DNA-kloonausvektorilla, Jjoka sisdltdd ehdonalai-
sesti kuolettavan merkitsijédn,

ja viljelld&n syntyneitd isdntdsoluja l&mpdtilassa, joka
inaktivoi repressorin tai, kun kysymyksessd on ehdonalai-
sesti kuolettava merkitsijd, ldmpdtilassa, joka ei ole
ldmpotila-alueella isdntdsolujen sallivaa viljelyd varten.

49, Patenttivaatimukssn 49 mukainen menetelmd,
tunnettu siitid, ettd rekombinantti-DNA-kloonaus-=
vektori, joka sisdltdd repressorigeenin, sisdltdd myos
geenin, Jjoka ekspressoi funktionaalisen popypeptidin, Jja
replikonin ja promoottorin, jotka eivat ole herkkid represso-
rille.

50. Patenttivaatimuksen 49 tai 50 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd ldmpdtila, joka inaktivoi
repressorin, on vdliltd 38-44°c.

El. Patenttivaatimuksen 49, 50 tai 51 mukainen mene-
telmd, t unnettu siitd, ettd rekombinantti-DNA-
kloonausvektori on plasmidi.

52. Jonkun patenttivaatimuksen 49-52 mukainen mene-
telmi, t unn e t tu siitd, ettd repressorigeeni on
kromosomaalinen DNA-replikaatiomutaatiorepressori, solu-
seindn synteesimutaatiorepressori, ribosomimutaatiorepres-
sori, RNA-polymeraasimutaatiorepressori, tRNA-mutaatiorepres-
sori, aminoasyyli—tRNAfsyntetaasimutaatiorepressori, sOo-
lunjakautumis-mutaatiorepressori tai nonsense-mutaatio-
repressori, solunjakautumis-mutaatiorepressori tai nonsense-
mutaatiorepressori.

53. patenttivaatimuksen 53 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd repsessorigeeni on bakterio-

fagin lambda cI-repressorigeeni.
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54 . Patenttivaatimuksen 53 tai 54 mukainen mene-
telma, tunnet tu siitd, etta Cl-repressorigeeni on
CI1857.

55. Jonkun patenttivaatimuksen 49-52 mukainen
menetelmd, t unne t t u siitd, ettd lysogeeninen orga-
nismi sisdltdd bakteriofagi nNcI-geenin, joka el tuota
funktionaalista cI-repressoria.

56 . Patenttivaatimuksen 56 mukainen menetelm&,
tunnettu giitd, ettd lysogeeninen organismi on
bakteriofagi lambda cI9O0. v

57. Patenttivaatimuksen 53 mukainen menetelmi,
tunnet tu siitd, ettd isantdsolut ovat levid, jotka
ovat alttiita viljeltdviksi.

58. Patenttivaatimuksen 49-57 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd isdntdsolut ovat prokaryoot-
teja.

59 . Patenttivaatimuksen 59 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd isdntdsolut ovat bakteereja.

60 . Patenttivaatimuksen 59 tai 60 mukainen menetel—
md, tunnet tu siitd, ettd bakteerit ovat E. coli,

E. coli K12, E. coli K12 RV308, E. coli K12 C600, E. coli
K12 C600-R,~M, -, Bacillus, Bacillus subtilis, Staphylococ-
cus, Actinomycetes, Streptomyces, Serratia, Pseudomonas tai
Agrobacterium. ‘

61 . Jonkun patenttivaatimuksen 49-57 mukainen mene-
telmd, t unne t tu siitd, ettd isadntdsolut ovat vapaasti
eldvid eukaryootteja, jotka ovat alttiita viljeltdviksi.

62 . Patenttivaatimuksen 62 mukainen menetelmd,
tunne¢ttu siitd, ettd isdntdsolut ovat sienid.

63 . Patenttivaatimuksen 62 tai 63 mukainen menetelmd,
tunnet tu siitd, ettd sienet valitaan ryhmastd
Neurospora, Cephalosporium, Aspergillus, Penicillium ja
hiiva.

64 . Patenttivaatimuksen 62 mukainen menetelmd,
tunnet tu siitd, ettd isdntdsoluw ovat perdisin moni-
soluisen organismin kudoksesta, jolloin solut ovat alttii-~

ta viljeltdviksi.
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65. Jonkun patenttivaatimuksen 49-57 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd rekombinantti-DNA-kloo-
nausvektori on plasmidi pARZ2, pPR1l tai pPR3.

66. Patenttivaatimuksen 59, 60 tai 61 mukainen mene-
telmd3, t unne t tu siitd, ettd transformoidut isanta-
solut ovat E. coli K12 RV308, joka sisdltdd plasmidin
pAR2, pPR1 tai pPR3.

67. Patenttivaatimuksen 59, 60 tai 61 mukainen
menetelmd, t unnet tu siitd, ettd transformoidut isdan-
tdsolut ovat E.coli K12 C600, joka sisaltdd plasmidin
pAR2, pPR1 tai pPR3.

68 . Patenttivaatimuksen 59, 60 tai 61 mukainen
menetelmd, t unn e t tu siitd, cttd transformoidut
isdntdsolut ovat E. coli K12 C600Rk—Mk-,'joka sisadltéaa
plasmidin pAR2, pPR1 tai pPR3.

69 . Patenttivaatimuksen 67, 68 tai 69 mukainen
menetelmd@8, t unne t t u siita, ettéﬁﬁ;ansformoidut
isdntdsolut ovat lysogenoitu bakteriofagilla AC.

70 . Patenttivaatimuksen 49 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd rekombinantti-DNA-kloonaus-

vektori on bakteriofagi.
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Patentkrav:

l. F6rfarande fOr stabilisering och v&ljande av
védrdceller, vilka innehdller rekombinant-DNA som uttrycker
en funktionell polypeptid, k @ nn.e t e cknat ddrav,
att
a) vdrdcellerna transformeras med en rekombinant-DNA-klonings-
vektor som innehdller bade en repressorgen och en gen som
utrycker en funktionell polypeptid; och
b) de transformerade vérdcelierna lysogeniseras med en lys-
ogenisk organism som innehaller en markSr som dr dédande
eller villkorligt d&dande eller villkorligt dédande i vdrd-
cellerna men undertrycks i de transformerade vdrdcellerna
genom repressorgenen som innehalls i rekombinant—DNA—klonings—
vektorn; med den begrdnsningen att rekombinant-DNA-klonings-—
vektorn innehdller ett replikon och en promotor, vilka ej
dr kédnsliga for repressorn, och ytterligare med den den
begrédnsningen att d& de transformerade védrdcellerna lys-
ogeniseras med en lysogenisk organism, vilken innehdller en
gen som dr villkorligt dédande, odlas de resultersnde vdrd-
cellerna under restriktiva férhallenden.

2. Forfarande enligt patenktravet 1, k & nn e -
t ecknat d&rav, att genen som uttrycker en funktionell
polypeptid &r en naturellt f&rekommande gen, en icke naturellt
forekammande gen, eller en gen som delvis &r naturellt f&re-
kommande och dels syntetisk eller icke naturellt f&rekommande.

3. Forfarande enligt patenktravet 1 eller 2, k & n -
netecknat d&rav, att genen som uttrycker en funk-
tionell poelypeptid dr en gen som kodar fo6r humant inslulin,
humant pre-proinsulin, humant proinsulin, human insulin,
human insulin-A-kedja, human insulin-B-kedja, icke humant
insulin, humant tillv@xthormon, icke humant tillvdxthormon,
humant interferon, icke humant interferon, viral antigen,
urokinas nagon polypeptid eller ndgot peptidhormon eller

enzym.
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4. Forfarande enligt patentkravet 1,

kdnneteckna

t dé&Erav,

2 eller 3,

att repressorgenen ar

en kromosomal DNA-replikationsmutationsrepressor, cell-

vagg-syntesmutaionsrepressor, rikbosommutationsrepressor,

RNA-polymerasmutationsrepressor,

tRNA-mutationsrepressor,

aminoacyl-tRNA-syntetasmutationsrepressor, celldelning-

mutationsrepressor eller en nonsensmutationsrepressor,

5. Fbrfarande enligt ndgot av patentkraven 1-4

k @&nneteckna
cI857.

t darav,

att cI-repressorgenen &r

6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-5,

kEdnneteckna

t dédrav,

att repressorgenen &r

temperaturkédnslig och inaktiveras vid eller &ver en tem-

peratur inom ett visst temperaturomrade.

7. Forfarande enligt patenktravet 6,

kdnne-

tecknat dirav, att temperaturomradet ar 38—44OC.

8. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-4,

kdidnneteckna

t dédrav,

en cI-repressorgen av bakteriofag lambda.

att repressorgenen ar

9. FOrfarande enligt nagot av patenktraven 1-4,

kdnneteckna

t dé&rav,

Acro—genen av bakteriofag lambda.

10. Pdrfarande
kdnneteckna
kloningsvektorn dr en

11. F&rfarande

t ecknat dirav,

12. Fbrfarande
t ecknat darav,
13. FPorfarande

tecknat dirav,
dr plasmid pPRI.
14.

tecknat dé&rav,

Fo6rfarande

ar plasmid PpR3.

att repressorgenen dr

enligt ndgot av patentkraven 1-9,

t ddrav,

plasmid.

enligt patentkravet 10,

att plasmiden &r pAR2.

enligt patenktravet 10,

att plasmiden dr pARIl.

enligt patenktravet 10,

att rekombinant-DNA-

kdnne -

k 3nne -

kadanne -

att rekombinant-DNA-kloningsvektorn

enligt patenktravet 10,

kdnne -

att rekombinant-DNA-kloningsvektorn
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15. FPbrfarande enligt ndgot av patentkraven 1-14,
kdnnetecknat didrav, att den lysogeniska orga-
nismen inneh&ller en bakteriofag } cI-gen.

16. F&rfarande enligt patentkravet 15, k & nn e -
t ecknat dirav, att den lysogeniska organismen dr
vakteriofag lambda cISO0.

17. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-14,
k&@&nnetecknat dirav, att den lysogeniska orga-
nismen dr bakteriofag AcI857.

18. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-7,
k@&nnetecknat dirav, att vdrdcellerna omfattar
prokaryoter.

19. Forfarande enligt patentkravet 18, k & nn e =~
tecknat didrav, att vdrdcellerna omfattar kakterier.

20. Fo6rfarande enligt patentkravet 19, kX & nne -
t ecknat dirav, att bakterierna &r E.coli, E.coli
K12, E.coli K12 RV308, E.coli k12 C600, E.coli, K12 C600Rk—
Mk—, Bacillus, Bacillus subtilis, Staphylococcus, Strepto-
coccus, Actinomycetes, Streptomyces, Serratia, Pseudomanas
eller Agrobacterium.

21. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1-17,
kd8annetecknat didrav, att vidrdcellerna omfattar
fritt-levande eukaryoter, varvid de ndmnda eukaryoterna
dr mottagliga f6r odling. ‘

22. Fdrfarande enligt patentkravet 21, k & nn e -
t ecknat ddrav, att vdrdcellerna omfattar svampar.

23. Forfarande enligt patentkravet 22, kX & n n e -
t ecknat ddrav, att svamparna valts bland neurospora,
cephalosporium, Aspergillus, Benicillium och j&st.

24. rdrfarande enligt patentkravet 21, X & nne -
t ecknat d&rav, att vidrdcellerna deriveratsvfrén
vdvnader av en multiceulluldr organism, varvid de n3mnda
cellerna dr mottagliga fOr odling.

25. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nn e -
t ecknat dirav, att rekombinant-SNA-kloningsvektorn
ar ett bakteriofag.

26. Transformerad vdrdcell, k & nnetecknaid
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ddrav, att den omfattar

a) en rekombinant-DNA-kloningsvektor som innehéller béade

en repressorgen och en gen som uttrycker en funktionell
polypeptid; och

b) en komosomal markdr, vilken dr dddande eller villkorligt
dodande men dr undertryckt av repressorgenen som innehdlls
i rekombinant-DNA-kloningsvektorn;

med den begrdnsningen att rekombinant-DNA-kloningsvektorn
innehé&ller ett replikon och en promotor, vilka ej dr kdns-
liga £0r repressorn.

27. Transformerad vdrdcell enligt patentkravet 26,
k&d@&nnetecknad didrav, att rekombinant-DNA-klonings-
vektorn dr en plasmid.

28. Transformerad vdrdcelle enligt patentkravet 26
eller 27, k dnnetecknad ddrav, att genen som
uttrycker en funktionell polypeptid &r en naturellt f&rekom-
mande gen, en icke naturellt fdrekommande och dels syntetisk
eller icke naturellt fdrekommande.

29. Transformerad vdrdcell enligt patentkravet 26, 27
eller 28, kdnnetecknad ddrav, att genen som ut-
trycker en funktoinell polypeptid dr en gen som kodar for
humant insulin, humant pre-proinsulin, humant proinsulin,
humant tillv&xthormon, icke humant interferon, viral antigen,
urokinas ndgon polypeptid eller nagot peptidhormon eller
enzym.

30. Transformerad vdrdcell enligt nagot av patent-
kraven 26-29, k dnnetecknad d&rav, att repres-
sorgenen dr en kromosomal DNA-replikationsmutationsrepres-
sor, cellvidgg-syntesmutationsrepressor, ribosommutationsrep-
ressor, RNA-polymerasmutationsrepressor, tRNA-mutations-
repressor, aminoacyl—tRNA—syntetasmutationsrepreséor, cell-
delning-mutationsrepressor eller en nonsensmutationsrep-
ressor.

31. Transformerad vdrdcell enligt patenktravet 30,
kdnnetecknad didrav, att repressorgenen dr en

cI-repressorgen av bakteriofag lambda.
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32. Transfomerad v&rdcell enligt patentkravet 31,
kdnnetecknad ddrav, att clI-repressorgenen &r
cI857.

33. Transformerad vdrdcell enligt nagot av patent-
kraven 26-32, kdnne tecknad dirav, att kromo-
somala markdren &dr en bakteriofagiicI—gen som ej produce-
rar en funktionell cI-repressor.

34. Transfomerad vdrdcell enligt patentkravet 33,
kdnnetecknad dédrav, att/(cI—genen adr bakterio-
fag lambda c190.

35. Transformerad védrdcell enligt nagot av patent-
kraven 26-33, k &@&nnetecknad ddrav, att kromo-
somala mark&ren dr vakteriofag cI857.

36. Transtormerad vdrdcell enligt nadgot av patent~
kraven 26-36, k @ nnetecknad dirav, att den &r
ett proaryot.

37. Transformerad vdrdcell enligt patentkravet
36, k &n netecknad ddrav, att den dr en bakterie.

38. Transformerad vdrdcell enligt patenktravet 36
eller 37, k E&nnetecknad dirav, att bakterien
dr E.coli K12 RV308 som innehdller plasmid pARl,pAR2,pPR1
eller pPR3.

39. Transfomerad vdrdcell enligt patentkravet 36
eller 37, kdnnetecknad dirav, att bakterien
d&r E.coli K12 c600 som innehéller plasmid pSR1l, pAR2,

PPR1 eller pPR3.

40. Transformerad vdrdcell enligt patentkravet 36
eller 37 k @& nnetecknad didrav, att bakterien
dr E.coli K12 C600R, -M, - som innehéller plasmid pAR1,
PAR2, pPR1 eller pPR3.

41. Transfomerad vdrdcell enligt patentkravet 38,
39 eller 40, kX &@&nnetecknad didrav, att den lyso-
geniserats med bakteriofag Ncl90.

42. Transfomerad v&rdcell enligt patenktravet 38,
39 eller 40, k dnnetecknad dirav, att den lyso-

geniserats med bakteriofag \c1857.
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43. Transformerad vdrdcell enligt ndgot av patent-
kraven 26-35, k &nnetecknad didrav, att den &r
ett fritt levande eukaryot, varvid eukaryotet dr mottagligt
f6r odling.

44. Transformerad vdrdcell enligt patentkravet 43,-

k &nnetecknad dirav, att den &r en svamp.

45. Tranfomrmerad vdrdcell enligt patentkravet.44,
kidnnetecknad ddrav, att svamparna valts bland
Neurospora, Cephalosporium, Aspergillus, Penicillium och jdst.

46. Transformerad vérdcell enligt nagot av patent-
kraven 26-35, kdnnetecknad dirav, att den
deriverats frdn vdvnad av en multicelluldr organism.

47. Transformerad v&drdcell enligt patentkravet 26,

k Ednnetecknad ddrav, att rekombinant-DNA-klonings-
vektorn &dr ett bakteriofag.

48. Forfarande f8r lyserande av vdrdceller, k & n -
netecknat dirav, att det omfattar infdrande av
en dodande eller villkorligt dodande markdr, vilken for
orsakar vdrdcellysering, i
a) viardceller, vilka transformerats med en rekombinant-DNA-
kloningsvektor som innehdller en repressorgen som undertryc-
ker en markdr som fdrorsakar vdrdcellysering och inaktive-
ras vid eller ovanfdr en temperatur inom ett visst tempera-
turomr&de, och lysogeniserande av de transformerade, och
lysogeniserande av de transformerade vdrdcellerna med en
lysogenisk organism som innehdller en mdrkdr som dr dbdande
eller villkorligt dddande i védrdcellerna men som undertrycks
i de transformerade vdrdcellerna genom repressorgenen som
innehdlls i rekombinant-DNA-kloningsvektorn; eller
b) i vdrdceller genom lysogeniserande av vdrdcellerna med
en lysogenisk organism som innehdller en villkorligt dddande
markdr, eller genom transformerande av vardcellerna med en
rekomk inant-DNA-kloningsvektor som innehdaller en villkorligt
ddédande markor,

och odlar de resulterande vidrdcellerna vilka inaktiverar
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repressorn eller, da det dr fraga om en villkorligt dddande
markdr, vid en temperatur som ej ligger inom temperatur-
omriadet f&r tillatlig odling av vidrdcellerna.

49. Forfarande enligt patentkravet 48, k & n n e -
t ecknat ddrav, att rekombinant-DNA-kloninosvektorn,
vilken innehdller en repressorgen, &dven innehd&ller en gen
som uttrycker en funktionell polypeptid och ett replikon
och en promotor som ej &dr k&nliga f8r repressorn.

50. Forfarande enligt patentravet 48 eller 49,
k&nnetecknat dirav, att temperaturen som inak-
tiverar -repressorn &r fran 38 till 44°c.

51. Fdrfarande enligt patentkravet 48, 49 eller 50,

'k @&nnetecknat didrav, att rekombinant-DNA-klonings-

vektorn dr en plasmid.
52. Forfarande enligt nagot av patentkraven 48-51,
k@&nnetecknat ddrav, att repressorgenen &r en

kromosomal DNA-replikationsmutationsrepressor, cellvidgg-

-syntesmutationsrepressor, ribosommutationsrepressor, RNA-

polymerasmutationsrepressor, RNA-polymerasmutationsrepres-
sor, tRNA-mutationsrepressor, aminoacyl-tRNA-syntetasmuta-
tionsrepressor, celldelning~mutationsrepressor eller en non-
sensmuationsrepressor.

53. Férfarande enligt patentkravet 52, k 8 n n e -
tecknat ddrav, att repressorgenen dr en cl-repres-
sorgen av bakteriofag lambda.

54. F6rfarande enligt patentkravet 52 eller 53,

k &nnetecnat didrav, att cI-repressorgenen dr cI857.

55. Fdrfarande enligt nagot av patentkraven 48-51,
kdannetecknat didrav, att den lysogeniska organis-
men innehdller en bakteriofag AcI-gen som e]j producerar en
funktionell cI-repressor.

56. Forfarande enligt patenktravet 55, k & n n e -
tecknat darav, att den lysoageniska organismen &r
bakteriofag lambda cI9%0.

57. Forfarande enligt patentkravet 52, kX & nn e -

t ecknat didrav, att vdrdcellerna omfattar alger, var-

vid de ndmnda cellerna dr mottagliga f&r odling.



10

15

20

25

30

35

56

58. Fdrfarande enligt né&got av patentkraven 48-56,
kdnnetecknat didrav, att virdcellerna omfattar
prokaryoter.

59. Forfarande enligt patentkravet 58, k @ nn e -
t e c knat dirav, att vdrdcllerna omfattar bakterier.

60. Fbrfarande enligt patentkravet 58 eller 59,
kidnnetecknat dirav, att bakterierna d4r E.coli,
K12 C600Rk—Mk—,
Streptococcus, Actinomycetes, Streptomyces, Serratia, Pseu-

Bacillus, Bacillus subtilis, Staphylococcus,

domonas eller Agrobacterium.

61. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 48-56,
kE&nnetecknat ddrav, att vidrdcellerna omfattar
fritt levande eukaryoter, varvid de ndmnda eukaryoterna &r
mottagliga £&6r odling.

62. F6rfarande enligt patentkravet 61, k & nn e -
t ecknat dirav, att vdrdcellerna omfattar svampar.

63. Férfarande enligt patentkravet 61 eller 62,
k@&nnetecknat dirav, att svamparna valts kland
Neurospora, Cephalogporium, Aspergillus, Penicillium och
jast.

64. F&rfarande enligt patentkravet 61, k & nn e -
t ecknat dirav, att virdcellerna deriverats frén
vivnader av en multicelluldr organism, varvid de ndmnda
cellerna dr mottagliga for odling.

65. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 48-56,
kinnetecknat ddrav, att rekombinant-DNA-klonings-—
vektorn dr plasmid pAR2, pPR1 eller pPR3.

66. FOrfarande enligt patenktravet 58, 59 eller 60,
kdnnetecknat didrav, att de transformerade vird-
cellerna dr E-coli K12 RV308 som innehé&ller plasmid pAR2Z,
pPR1 eller pPR3.

67. Forfarnde enligt patentkravet 58, 59 eller 60,
kdnnetecknat dirav, att de transformerade vird-
cellerna d4r E.coli K12 C600 som innehdller plasmid pAR2Z,
PPR1 eller pPR3.
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68. Forfarande enligt patentkravet 58, 59 eller 60,
k dnnetecknat didrav, att de transformerade vdrd-
cellerna dr E.coli K12 CGOORk—Mk— som innehdller plasmid
pPAR2, pPR1l eller pPR3.

69. Forfarande enligt patentkravet 66, 67 eller 68,
k&@8annetecknat dé&rav, att de transformerade vird-
cellerna lysogeniseras med bakteriofag | c.

70. Fo8rfarandende enligt patentkravet 48, k & n -
netecknat ddrav, att rekombinant~DNA-kloningsvek-

torn dr ett bkateriofag.
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