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Saccharomyces cerevisiae-yhdistelm&vektorit ja niiden k&yt-
t8 polypeptidien valmistamiseksi - Saccharomyces cerevi-
silae-hybridvektorer och deras anvéndning f6r framst&llning
av polypeptider

Keksint8 koskee DNA-palasia, jotka sis&ltivi&t hiivan
happamen fosfataasin geenin eli happofosfataasigeenin
PHOS-promoottorin ja mainitun promoottorin sis#ltivis yh-
distelmdvektoreita, jotka kykenev&t transformoimaan Sacc-
haromyces cerevisiae-soluja. Keksint& tarjoaa my8s mene-
telmid mainittujen DNA-palasten, mainittujen yhdistelms-
vektorien ja niilly transformoitujen s. cerevisiae-solujen
valmistamiseksi yhdistelm#-DNA-tekniikkaa soveltamalla.
Edelleen keksint® koskee menetelmii sellaisten polypep-
tidien valmistamiseksi, jotka ovat mainittujen yhdistel-
mdvektorien sisiltdmien liitinndisten koodittamia, ja jot-
ka ovat hyddyllisid hoidettaessa ihmisilli ja eldimillj
esiintyvid sairauksia, sek# niiden johdannaisten valmis-
tamiseksi.

Yhdistelmd-DNA-tekniikan kehityksen my8td on tullut
mahdolliseksi tuottaa ohjatusti mikrobien avulla hyédyl-
lisid polypeptideji, erityisesti sellaisia, joilla on
mielenkiintoa l&3ketieteelliselts kannalta. Suurin osa
yhdistelmd-DNA-tekniikan alalla viime aikoina tapahtunees-
ta tyOstd koskee prokaryoottisia organismeja. Menetelmit
ovat kehittyneet tarkoiksi ja koetelluiksi niin, ettd
ndihin organismeihin voidaan siirtii DNA:ta, joka koo-
dittaa eukaryoottisia proteiineja. Useita bakteerilaje-
ja, erityisesti Escherichia coli-kantoja, jotka on muunnet-
tu tdmédn uuden tekniikan avulla, on nyt tarjolla ja niilli
on mahdollista tuottaa kaupallisessa mittakaavassa erittédin
tdrkeitd polypeptidej&, kuten insuliinia, ihmisen leuko-
syytti- ja fibroblasti-interferonia ja ihmisen kasvuhor-
monia.
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Kuitenkin tulevaisuudessa tulee moniin tarkoituk-
siin olemaan toivottavaa tai tarpeellista kdyttdd eu-
karyoottisia systeemejd valmistettaessa proteiineja,
erityisesti farmakologisesti térkeitd proteiineja, kau-
pallisesti. Koska hiivat ovat eukaryootteja, niilla
on monia samoja toimintoja kuin muilla eukaryooteilla,
joista erityisen tirkeind mainittakoon nisikdssolut.
Nisikissolut syntetisoivat monia farmakologisesti tdr-
keiti proteiineja, ja niiden kahden jdrjestelmén suku-
laisuussuhde voi olla edullinen. Esimerkiksi hiivan
eritysmekanismi muistuttaa korkeampien elidinsolujen vas-
taavaa, ja on tunnettua, ettd hiivasoluilla on mekanismi
signaalisekvenssien johkaisemiseksi (proteiinin varauk-
seton N-pddn osa, joka tavallisesti lohkeaa pois eritty-
miskuljetuksen yhteydessd) (47). Glykosylointijarjestel—
mi liittyy eritysmekanismiin. Perusvaiheet, jotka johta-
vat glykosyloituneisiin proteiineihin, ovat samanlaisia
kaikissa eukaryooteissa, ja on oletettavissa, ettd hiiva-
solut, toisin kuin prokaryoottiset solut, voivat tuottaa
proteiineja, jotka ovat tarkoin vastaavasti glykosyloi-
tuneita (vaikka ketjun jotkut loppuvaiheet jouduttaisiin-
kin modifioimaan) .

Sitdpaitsi hiivasolut ovat vapaita endotoksiineista.
Endotoksiiniepdpuhtauksia 16ytyy usein E. colista saa-
duista proteiinivalmisteista ja ne pit&dd poistaa kalliilla
puhdistustoimenpiteillé.

Koska hiiva on mikro-organismi, soluja on helppo vil-
jelld. Hiivan solumassa kasvuliuoksen tilavuusyksikkoa
kohti on huomattavasti suurempi kuin E. colin vastaava.
Lisiksi hiivan kdymisominaisuudet tunnetaan hyvin ja
suuren mittakaavan kdymisolosuhteet ovat jo vakiintuneet.

Aivan viime vuosina on leivontahiiva, Saccharomyces
cerevisiae, saanut osakseen lisddntyvdd huomiota sekd
kdytdnndn etta teorian parissa tyoskenteleviltad molekyy-

libiologeilta. T&md kehitys johtuu suuressa mididrin trans-
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formointisysteemin aikaansaamisesta (Hinnen et al. (1);
Beggs (2)), joka mahdollistaa t&m#n mikro-organismin
kdytdn geenimanipulaatioissa, kuten heterologisen
DNA:n siirtdmisessd ja kloonauksessa. Kuten prokary-
oottisissa systeemeissd, ovat plasmidit edullisia vek-
toreita my8s hiivasoluissa kédytettdviksi, so. kidytet-
tyind yhdistelmd&~DNA:n siirtdmiseksi hiivasoluihin.

On olemassa useita patenttihakemuksia ja muita
julkaisuja, jotka koskevat hiivasolujen transformointiin
soveltuvia vektoreita, mainituilla plasmideilla transfor-
moituneita hiivoja, mainituilla transformoituneilla hii-
voilla tuotettuja polypeptidejd ja niiden tuotantomene-
telmia:

Yleinen hiivan transformointimenettely on selostettu
julkaisuissa Hinnen et al. (1),Beggs et al. (2), Hicks et
al. (3) ja Struhl et al (4).

Julkaisussa Hitzeman et al.(5) on kuvattu ihmisen in-
terferonigeenin ilmentymist#, kun geeni on liitetty
Saccharomyces cerevisiaen alkoholidehydrogenaasi 1:n
(ADH1) DNA-palasten 5'-oheissekvensseihin plasmidissa,
jolla on transformoitu hiivasolut.

Beggs et al. (6) selostavat Saccharomyces cerevisiaen
transformointia plasmidilla, joka sis&ltdi kanin kromo-
somaalisen B-globiinigeenin. Julkaisussa on mainittu,
ettd geenin transkriptio tapahtuu virheellisesti eiki
primddristen @-globiinitranskriptien lomittumista voitu
havaita.

Eukaryoottisten solujen, kuten hiivasolut ja nisd-
kdssolut, sekatransformointia vieraalla DNA:1la, joka
koodittaa polypeptidis, ja joka on liitetty indusoi-
vaan pramoottoriin, ja ilman liitdnndistd olevalla
DNA:1la, joka tekee mahdolliseksi transformoitumattomien
solujen tunnistamisen, sekd n&iden valmistusmenetelmii on
selostettu PCT-patenttihakemuksessa 81/02425 (7).

Eurooppalaisessa patenttihakemuksessa 48081 (8)
on selostettu eukaryoottista toisiintumiskohtaa kooditta-
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vaa DNA-sekvenssiid, eukaryoottisia vektoreita, jotka an-
tavat mitoottisen stabiilisuuden pienelld kopiomddralla
ja sis#dltdvdt eukaryoottisen toisiintumiskohdan, seka
hiivasoluja, jotka on transformoitu mainituilla
vektoreilla.

Eurooppalaisessa patenttihakemuksessa 45573 (9)
on selostettu yhdistelmé-DNA—molekyylejé, joissa on mm.
eukaryoottisessa isinnissi autonomisesti toisiintuva
segmentti, menetelmda niiden valmistamiseksi ja mene-
telmdd, jolla voidaan suurella taajuudella transformoi-
da eukaryoottisia soluja, esim. hiivasoluja, mainituilla
yhdistelmé-DNA-molekyyleillé.

Saksan Offenlegungsschrift-julkaisussa 2923297 (10)
ja ranskalaisessa patenttihakemuksessa 2458585 (11) on
selostettu plasmideja, Jjotka sisidltidvit ovalbumiinigee-
nin, jota ohjaa Escherichia coli B-lac Z-geenin promoot-
tori, ja joilla voidaan transformoida hiivasoluja.

Eurooppalaisessa patenttihakemuksessa 11562 (12)
selostetaan yhdistelmédplasmideja, joissa on bakteeriplas-
midin DNA:ta, hiivan 2u-plasmidin DNA kokonaisuudessaan
tai osaksi ja hiivan URA3-geeni, sekd hiivoja, jotka on
transformoitu mainituilla yhdistelmdplasmideilla.

Viime vuosien aikana on tapahtunut suurta edistystd
geenitekniikan alalla ja ensimmdiset menetelmidt, joissa
kdytetddn geneettisesti manipuloituja mikro-organismeja,
erityisesti Escherichia coli-enterobakteerin kantoja, ovat
nyt toiminnassa. Kuitenkin on olemassa tarve kehittda
uusia ja parempia menetelmid, erityisesti eukaroyyttisia
menetelmii, joissa kdytetddn esim. hiivasoluja, jotka
soveltuvat proteiinien tuottamiseen taloudellisesti Jja
suuressa mittakaavassa teollisesti. T&lla hetkelld on
tarjolla erilaisia hiivavektoreita geenien kloonaukseen.
Jotta vieraat geenit ilmentyisivat tehokkaasti hiivassa,
pitdd rakennetta koodittavat sekvenssit yhdistda voi-

makkaisiin hiivapromoottoreihin, joilla mielellddn pitdi-
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si olla s&&tSominaisuuksia, jotka mahdollistavat geenin
ilmentymisen ohjauksen ulkopuolelta k&sin. T#m#n keksinn®n
tarkoituksena on tarjota hiivapromoottoreita, jotka td&yt-
tdvdt n&md vaatimukset. Lis&ksi t&m#&n keksinndn tarkoituk-
sena on tarjota yhdistelmivektorieta, jotka sis&ltévit
mainittuja promoottoreita ja vieraita rakennegeenej¥, joi-
ta mainitut promoottorit ohjaavat.

1. DNA-palasia, jotka sis#lt&vit Saccharomyces cerevi-
siaen happofosfataasin promoottoreita, ja niiden valmistus

Tdmé keksint® tarjoaa 4skettsin eristetyn S. cerevi-
siaen PHOS5-promoottorin, jolla on alkaisempaan verrattuna
paremmat ilment&misominaisuudet, sek4 menetelm#n sen val-
mistamiseksi.

Témén keksinndn mukainen promoottori on johdettu
Saccharomyces cerevisiaen perim&stH. Happofosfataasin il-
mentymiseen S. cerevisiaessa osallistuu ainakin kaksi ra-
kennegeenid (PHO3 ja PHOS) ja useita sddtdgeenejd (PHO2,
PHO4, PHO80, PHO81, PHO81) (ks. esim. viite (13)). PHOS ja
PHO3 koodittavat s#3deltdvissH¥ olevaa ja vastaavasti kons-
titutiivista hiivan happofosfataasia. PHO5-geeni on kyt-
ketty pois p#8lt4, kun epiorgaanisen fosfaatin vdkevyydet
ovat suuria, ja se kytkeytyy p&44lle, kun epdorgaanista
fosfaattia on liian v#h#n (tavallisesti suuressa m##rin
asianomaisissa fysiologisissa olosuhteissa); kun taas PHO3-
geeni ilmentyy konstitutiivisesti pienini pitoisuuksina.
Pois tuotannosta kytkett&vissi oleva entsyymi on glykosyloi-
tunut ja sen molekyylipaino on noin 490 kilodaltonia (14).

Happofosfataasigeenej4 ohjaavia promoottoreita ei ole
alkaisemmin eristetty tai kdytetty yhdistelmi-DNA-teknii-
kassa ja n&in ollen niiden nukleotidisekvenssej¥ ei ole
mddritetty. Toisin kuin muiden viimeaikaisessa yhdistelm4-
DNA-tekniikassa k#8ytettyjen hiivapromoottorien (ADH1) koh-
dalla on asian laite, hiivan happofosfataasipromootto-
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reita vdlittomisti seuraavat DNA-sekvenssit koodittavat
signaalipeptidejs, joiden ajatellaan liittyvdn erittymis-
prosessiin. Olisi edullista 1liittdd vierasta proteiinia
koodittava alue hiivan signaalisekvenssiin sen takaami-
seksi, ettd proteiini kulkeutuu in vivo hiivan solukal-
von l&8pi. T&md vdhentdisi isdntdsolun aiheuttamaa
tuotteen hajoamista ja kontaminoitumista ja helpottai-
si tuotteen talteenottoa.

Tihidn asti yhdistelm&-DNA-tekniikassa kdytettyihin
pramoottoreihin on liittynyt se haitta, ettd vastaavien
geenien transkriptio on tapahtunut konstitutiivisesti.
Ilmentynyt polypeptidi voi olla joko myrkyllinen hiival-
le (fungisidinen vaikutus) tai se voi ainakin estdd solu-
jen lis#ddntymisen (fungistaattinen vaikutus) tai poly-
peptidi voi hajota entsymaattisesti solun sisdlla, eri-
tyisesti, jos se on alttiina hiivan proteaasien vaikutuk-
selle pitkdn aikaa. Kaikissa mainituissa tapauksissa
halutun polypeptidin saanto on huono. N&md haitat voi-
daan vadlttaa kdyttdmdlls PHOS-pramoottoria ja vektoreita,
jotka sisdltdvdt mainitun pramoottorin. PHOS5-promoottori
voidaan kytked pois p&d&dltd tai kytked takaisin pddlle
kokeita suorittavan henkildn toimesta vain kohottamalla
tai laskemalla epidorgaanisen fosfaatin pitoisuutta véli-
aineessa. Niin ollen pramoottori voi olla kytkettynd pois
padidltd hiivan eksponentiaalisen kasvuvaiheen aikana ja
se voidaan kytked p#d&dlle aikaisen stationddrisen kasvu-
vaiheen kuluessa solutiheyden ollessa suurimmillaan,
jolloin PHOS5-pramoottorin ohjaama geeni ilmentyy. Téamd
ominaisuus sekd siihen liittyvd suuria pitoisuuksia tuot-
tava transkriptio tekevédt PHOS5-promoottorista edullisen
tdssd keksinndssd.

Tamd keksintd® koskee erityisesti DNA-palasta, joka
sisdltiy S.cerevisiaen PHOS—happofosfataasipromoottorin,

sekd oheissekvenssejé.
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Mahdollisesti S. cerevisiaen PHOS5-promoottoria seuraa
kokonaisena tai osana S. cerevisiaen PHOS:tt4 koodittava sig-
naalisekvenssi. Lis#ksi mainittu DNA-palanen voi sis#lt&s
sekvenssejd, jotka ovat tarpeen mRNA:n tehokkaan translaation
kannalta. Keksint$ kattaa my8s ne alafragmentit, joissa on
sdilynyt mainitun DNA-palasen promoottoritoiminta.

Keksinn®n mukainen DNA-palanen voidaan valmistaa esi-
merkiksi seuraavalla tavalla:

(A) valmistetaan happamen fosfataasin (PHO5) geeni tdydents-
mdlld happamen fosfataasin PHO5 suhteen vajaa Saccharo-
myces cerevisiae-hiivakanta suorittamalla transformointi
plasmidi-DNA:1la, joka on saatu mainitun geenin villi-
tyyppikopion sis#lt4vists s. cerevisiae-geenikirjastos-
ta, ja eristet#3n mainittu geeni,

(B) valmistetaan saadun geenin alaklooneja ja

(C) identifioidaan promoottorialueen sijainti edellfmaini-
tuissa alaklooneissa ja eristet&4n restriktiocentsyymi-
katkaisulla DNA-palaset, jotka olennaisesti koostuvat
happamen fosfataasin (PHOS5) promoottorista,

ja alajaksojen valmistamiseksi saadut DNA-jaksot lyhennet&in

katkaisemalla restriktioendonukleaasilla tai eksonukleaasilla.

Tarkemmin sanottuna mainitun DNA-palasen valmistus si-
sdl1td¥ seuraavat vaiheet:

(1) S. cerevisiaen geenikokoelma rakennetaan kdyttdm&lls

villityyppista S. cerevisiae-DNA:ta, joka on kloonattu bak-

teeri-S. cerevisiae-yhdistelm#plasmidiin (erityiseti Esche-
richia coli), joka sis&1t&4 tarvittavat merkkikohdat seki
bakteeri- ett& S.cerevisiae-solussa tapahtuvalle ilmentymi-
selle (sopivista merkkikohdista tarkemmin jdljemp&nd).

(2) Valitaan kloonit, jotka sis#ltivit S.cerevisiae-happo-

fosfataasi(PHOS)geenin, transformoimalla happofosfataasin

(PHO5) suhteen vajaa S.cerevisiae-kanta k&ytt#m41l14 edells-

mainitun kokoelman plasmidivarantoja.

(3) Plasmidit, jotka sis¥lt&v&t S.cerevisiaen happofosfataa-

Si(PHOS)geenin, eristet##n transformoiduista S.cerevisiae-

soluista ja vahvistetaan transformoimalla takaisin E.coliin

suorittamalla valinta bakteerin merkkikohdan fenotyyppisen
ominaisuuden mukaan (esim. vastustuskyky ampisilliinin suhteen).
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(2') vaihtoehtoisessa l&hestymistavassa geeenikokoelma jae-
taan alavarantoihin, joilla transformoidaan fosfataasin
(PHO5) suhteen vajaat S.cerevisiae-kannat, ja (3') positii-
viset alavarannot jaetaan edelleen ja suoritetaan niillé
transformointi edellfkuvatulla tavalla, kunnes saadaan iden-
tifioiduksi yksi ainoa klooni.

(4) Identifioidun kloonin plasmidi-DNA eristet&&n, hajote-
taan sopivilla restriktioendonukleaaseilla ja palaset kloo-
nataan uudestaan haluttuun S.cerevisiae-vektoriin.

(5) DNA-palaset, jotka sis&1t4vit S.cerevisiaen happofosfa-
taasi(PHOS)geenin, voidaan identifioida transformoimalla
hiivan happofosfataasin (PHOS) suhteen vajaat S.cerevisiae-
kannat mainituilla vektoreilla. T#m#n toimenpiteen avulla
voidaan happofosfataasigeenin rajat m&4ritt48 noin 300 emds-
parin tarkkuudella.

(6) 1Identifioitujen palasten DNA-emisjdrjestyksen médrityk-
sen avulla voidaan paikantaa promoottorialueet, happofosfa-
taasi(PHOS)proteiinia koodittavat alueet ja lis#ksi resktrik-
tiokohta (dat), jotka voivat olla hy8dyllisi¥ jatkokdsitte-
lyss4, esim. leikattaessa pois DNA-sekvenssej¥, jotka eivdt
ole v#lttimittSmi4 promoottorin toiminnalle, restriktioendo-
nukleaasien avulla.

Riippuen resktriktioendonukleaasien valinnasta voivat
happofosfataasipromoottorin sis#ltsv4t DNA-palaset sisdltda
my8s 3'- ja 5'-pdissé alkuper#isi¥ oheissekvenssejé4, jotka
eiv4t vaikuta promoottorin toimintaan, mutta joita voidaan
k8ytt84 apuna sekvenssien liitt¥misess¥d myShemmissd kloonaus-
toimenpiteiss&. Haluttaessa n3¥it4 lis8sekvenssejd voidaan
lyhent43 katkaisemalla restriktioendonukleaasien avulla (jos
mahdollista) tai sopivan eksonukleaasin, esim. Bal3l, avul-
la. Lis#ksi palasiin voidaan 1liitt&d kemiallisesti synteti-
soituja DNA-liitospolymeerejd, jotka mielell8#n sisdltavat
sopivan restriktionendonukleaasin tunnistuskohdan. N&in voi-
daan happofosfataasi(PHOS)promoottori edullisella tavalla
1iitt4s vierasta polypeptidi¥ koodittaviin alueisiin.
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PHO5:ttd koodittavasta alueesta on my8s mahdollista erist&i
jas/tai konstruoida DNA-palanen, joka sis#lt44 S.cerevisiaen
happofosfataasi(PHOS5)promoottorin ja siihen liittyv#n sig-
naalisekvenssin osaksi tai kokonaan. Liitettyn¥ oikealla
tavalla leikattuun vierasta polypeptidi& koodittavaan aluee-
seen ilmentyy saatu yhdistelm#-DNA S.cerevisiaessa ja saa-
daan polypeptidej¥, jossa on (PHOS) happofosfataasisignaa-
lisekvenssejd tai fuusioituneita signaalisekvensseji.

Témdn keksinndn mukaista S.cerevisiaen (PHO5) happo-
fosfataasipromoottoria voidaan k#ytt#4 ohjaamaan hiivape-
rdistd tai hiivaan kuulumatonta polypeptidi¥ koodittavan,
hiivan yhdistelmdvektorin sis3lt&m&n alueen ilment&mist.

2. Yhdistelmdvektoreita, jotka sis#lt&vit hiivan happofos-
fataasipromoottoreita, ja niiden valmistus

Tdmd keksint® koskee my8s hiivan yhdistelm#ivektoreita,
jotka sis8ltdv8t DNA-jakson, joka koostuu olennaisesti S.
cerevisiaen happofosfataasin (PHOS5) s##delt¥viss¥ olevasta
promoottorista, ja hiivaper#ist4 tai hiivaan kuulumatonta
polypeptidid koodittavan alueen, jota mainittu promoottori
ohjaa.

Termeilld "vektori", "yhdistelm#vektori", "DNA-sek-
venssit" jne., joita k#ytet#dn t#ss¥ hakemuksessa, tarkoi-
tetaan erityisesti kaksis4ikeisis DNA-ketjuja.

Kuitenkin yksis#dikeiset DNA-ketjut kuuluvat myss mu-
kaan. Vektorit ja yhdistelm#vektorit voivat olla 1&sn& 1li-
neaarisessa tai, mielell##8n, rengasmuodossa.

Hiivaperdistd tai hiivaan kuulumatonta polypeptidij
koodittava alue (geeni), jota ohjaa joku edell¥mainituista
promoottoreista, voidaan johtaa perim#n DNA:sta tai
CDNA:sta, joka on valmistettu mRNA-tietX k#ytt&Hen, tai
se voidaan syntetisoida kemiallisesti. Hiivaan kuulumatto-
mia polypeptidejd koodittavat alueet (geenit) ovat pe-
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ridisin viruksista, prokaryoottisista soluista tai eu-
karyoottisista soluista, korkeammat eukaryoottiset so-
lut, erityisesti ihmisen solut, mukaanlukien. Isdntd-
hiivasolussa ilmentyessiddn ndmd geenit voivat tehda
mahdolliseksi lukuisien eri polypeptidien tuotannon,
mukaanlukien glykosyloituneet polypeptidit, kuten
entsyymit, joita voidaan kdyttdd esim. ravintoaineiden
tuotannossa ja entsymaattisissa reaktioissa kemiassa,
ja ei-entsymaattiset polypeptidit, esim. hormonit, poly-
peptidit, joilla on immunomodulatorisia, viruslddke- ja
sybpidlidkevaikutuksia, vasta-aineet, virusten antigeenit,
rokotteet, hyytymdtekijdt, ruoka-aineet tms. Tdllai-
set geenit koodittavat esim. amylaaseja, proteaaseja,
lysotsyymis, virusten tymidiinikinaasia, renniinid,
R-laktamaasia, glukoosi-isomeraasia; sekretiinid, ty-
mosiinia, relaksiinia, kalsitoniinia, somatostatiinia,
ihmisen ja naudan kasvuhormonia, insuliinia, luteinisoi-
vaa hormonia, parakilpirauhashormonia, adrenokortikotro-
piinia, B-endotroniinia, melanosyytteja stimuloivaa hor-
monia, B -lipotropiinia, urogastronia; interferonia,
kuten ihmisen interferonia, esim. ihmisen leukosyytti-,
lymfoblastoidi- tai fibroblastisoluista johdettua ihmisen
interferonia @ taiB  tai ihmisen interferonia Y ;
lymfokiineja, kasvainten nekroositekij&a; antirenniini-
vasta-ainetta, maksatulehdus-A-viruksen antigeenid, mak-
satulehdus-B-viruksen (HBV) pinta- ja ydinantigeeneja,
maksatulehduksen non-A non-B viruksen antigeenid, ihmisen
kudosten yhteensopivuusantigeenej&, ruuan ja suusairaus-
virusten antigeeneji, influenssahemagglutiniinia, lintu-
ruttoviruksen hemagglutiniinia; seerumialbumiinia, oval-
bumiinia, taumatiinia, egliineja tai plasminogeeniakti-
vaattoreita.

Valittu polypeptidi#d koodittava alue voi haluttaessa
sisdltidd signaalisekvenssin tai osan siitd. Kuten edel-

14 mainittiin, t&dl18in voi syntyd fuusioitunut proteiini,
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jossa on PHO5:n signaalisekvenssi tai yhdistelmdsignaali-
sekvenssi, joka sisdltd& osan PHO5:n signaalisekvens-
sistd ja osan vieraan polypeptidin signaalisekvenssisti,
sekd vieraan kypsédn polypeptidin. Kummassakin tapauk-
sessa ne yhdistelmdt ovat edullisia, jotka johtavat
signaalisekvenssin lohkeamiseen vieraan polypeptidin
kypsymisen yhteydessi.

Happofosfataasi (PHOS5) promoottorin ja hiivaper#isti tai hii-
vaan kuulumatonta polypeptidid koodittavan alueen lis&ksi
keksinndnmukaiset yhdistelmdvektorit voivat sisdltdid lisi-
DNA-ketjun(juja), jotka eividt ole viElttidmidttémid tai ovat
vdhemmdn té&rkeitd promoottorin toiminnan kannalta, so. poly-
peptidid koodittavan alueen ilmentymisen kannalta, mutta
jotka voivat suorittaa tdrkeitd toimintoja, esim. maini-
tuilla yhdistelmévektoreilla transformoitujen hiivasolujen
lisdédntymisen yhteydessd. Lis&-DNA-sekvenssi(t) voi olla
johdettu prokaryoottisista ja/tai eukaryoottisista so-
luista, ja ne voivat sisdltd4 kromosomaalisia ja/tai
kromosomien ulkopuolisia DNA-sekvenssejd. Esimerkiksi li-
sd-DNA-sekvenssit voivat olla perdisin (tai muodostua)
plasmidi-DNA:sta, kuten bakteeriperdisestd tai virus-
perdisestd plasmidi-DNA:sta, virus-DNA:sta ja/tai kromo-
somaalisesta-DNA:sta, kuten bakteerien, hiivojen tai
korkeampien eukaryoottien kromosomaalisesta DNA:sta.

Lisd-DNA-sekvenssit sisdltdvdt mielellddn hiivan
toisiintumisen alkukohdan ja hiivaa varten selektiivi-
sen geneettisen merkkikohdan. Hiivan toisiintumisen
alkukohdan, esim. kromosomaalisen autonomisesti toisiin-
tuvan segmentin (segmentin osia) sisdltdvidt yhdistelmid-

vektorit sdilyvdt kromosomin ulkopuolella hiivasolussa
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transformoinnin jidlkeen ja toisiintuvat autonomisesti mi-
toosin yhteydessé. Yhdistelmivektoreita, jotka sisdltad-
vit sekvenssejid, jotka ovat homologisia hiivan 2u-plasmidin
DNA:n kanssa, voidaan kdyttdd yhtd hyvin. Ndm& yhdis-
telmivektorit intergoituvat rekombinoitumalla 2u-plasmi-
deihin, jotka jo ovat ldsnd solussa, ja toisiintuvat
autonomisesti. 2u-sekvenssit ovat erityisen sopivia
plasmideilla tapahtuvassa suurtaajuustransformoinnissa ja
voivat saada aikaan suuria kopiomddrid.

Lisdksi keksinndnmukaiset yhdistelmédvektorit voivat
sisdltdd sellaisen geenin DNA-sekvenssin, joka on ldsnd
isintihiivan kromosomissa (esim. PHO5), ja jonka promoottori
voi olla liittyneend hiivaperdistd tai hiivaan kuuluma-
tonta polypeptidid koodittavaan alueeseen. Homologisen
sekvenssin ansiosta koko vektori voidaan rekombinaatiolla
siirtdsd stabiilisti isdntdkromosomiin. Ndin ollen lisdén-
tymisen yhteydessd syntyvat jdlk=ldissolut sdilyttavat
geneettisen materiaalin jopa ilman selektiivistd painetta.

Hiivan selektiiviseni merkkikohtana voidaan kdytt&a
mitid tahansa merkkigeenid, joka tekee mahdolliseksi trans-
formanttien valitsemisen merkkikohdan fenotyyppisen ilmen-
tymisen johdosta. Hiivalle sopivia merkkikohtia ovat
erityisesti ne, jotka ilmentdavit vastutustuskyvyn antibioo-
tin suhteen, tai auksotrofisten hiivamutanttien ollessa
kyseessd geenit, jotka tdydentdvidt isdnndn vajeita.
Tillaiset geenit antavat esim. vastustuskyvyn antibiootti-
sen sykloheksimidin suhteen tai antavat prototropian
auksotrooppiselle hiivamutantille, esim. URA3~-, LEU2-,
HIS3- tai TRP1-geeni. On my6s mahdollista kdyttdd merk-
keini rakennegeeneiji, jotka ovat yhteydessa autonomisesti
toisiintuvaan segmenttiin edellyttden, ettd transformoi-
tava isintd on auksotrooppinen tuotteelle, jonka merkki
ilmentda.

Keksinndnmukaisissa yhdistelmdvektoreissa l&sn&ole-

vat lisid-DNA-sekvenssit voivat mielellidin sisdltdd myds toi-
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siintumisen alkukohdan ja selektiivisen merkkikohdan bak-
teeri-isdntdsd, erityisesti Escherichia coli, varten.

On olemassa edullisia seikkoja, jotka liittyvdt E. colin
toisiintumiskohdan ja E. colin merkkikohdan l&sn&doloon
hiivan yhdistelmdvektorissa: Ensinndkin suuret mdardt
yhdistelmi-vektori-DNA:ta voidaan saada kasvattamalla ja
vahvistamalla E. colia, ja toiseksi yhdistelmdvektorien
rakentaminen on edullista suorittaa E. colissa kdyttdmal-
14 hyvdksi koko E. coliin perustuvaa kloonausteknologi-
aa. E. coli-plasmidit, kuten pBR322 tms., sisdltdvat
sekd E. colin toisiintumiskohdan ettd E. colin geneet-
tisid merkkikohtia, jotka antavat vastustuskyvyn anti-
biooteille, esim. tetrasykliinille ja ampisilliinille, ja
niitd voidaan edullisesti kdyttdd yhdistelmdhiivavekto-
rien osina.

Lisi-DNA-sekvensseistd, jotka sisdltdvat esim. toi-
siintumisen alkukohdat Jja geneettiset merkkikohdat hii-
va- ja bakteeri-isdntdd varten (ks. edelld), kdytetddn
tis td ldhtien nimitystd "vektori-DNA", joka yhdessd PHOS-hap-
pofosfataasipramoottorin ja hiivaperdistd tai hiivaan
kuulumatonta polypeptidid koodittavan alueen kanssa muo-
dostavat keksinndnmukaisen yhdistelmdvektorin.

Yhdistelm4vektorit voidaan valmistaa alalla tunne-
tuilla menetelmills, esim. 1liitt#m#l18 vektori-DNA:han
DNA-jakso, joka koostuu olennaisesti S.cerevisiaen happo-
fosfataasin (PHO5) s43deltdviss4 olevasta promoottorista,
ja hiivaper#ist3 tai hiivaan kuulumatonta polypeptidid
koodittava alue, jota mainittu promoottori ohjaa.

voidaan k4ytt#4 kartaltaan sopivaa lineaarista tai
mielelldsn rengasmaista vektori-DNA:ta, esim. bakteeri-
palsmidi-DNA:ta tms. (ks. edell¥), jossa on vdhintd&n yksi
katkaisukohta, mielell#sn kaksi tai useampia katkaisukoh-
tia. Vektori-DNA voi mielell#8n jo sis#lt#d# toisiintu-
misen alkukohdat ja geenimerkit hiiva- ja/tai bakteeri-
is8nn#lle. Vektori-DNA katkaistaan sopivalla restriktio-
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endonukleaasilla. Katkaistu DNA liitetd&n DNA-palaseen,
joka sisdltidd happofosfataasipromoottorin, ja DNA-palaseen,
joka koodittaa hiivaper&distd tai hiivaan kuulumatonta
polypeptidii. Ennen pramoottorin ja polypeptidid kooditta-
van alueen liittimistd tai sen jdlkeen (tai yhtd hyvin
samanaikaisesti) voidaan my®s liittdd toisiintumisen
alkukohdat ja/tai merkkikohdat hiiva- tai bakteeri-isdn-
t4i varten. Joka tapauksessa katkaisu- ja liittdmisolo-
suhteet valitaan silld tavalla, ettd ne eivdt millddn
tavalla hiiritse vektori-DNA:n ja promoottorin oleellisia
toimintoja. Yhdistelmivektori voidaan rakentaa perdk-
kiisesti tai 1iitti#m#lld yhteen kaksi DNA-palasta, jotka
sisdltivit kaikki mielenkiinnon kohteena olevat sekvenssit.
Useita menetelmid voidaan kdyttdd DNA-palasten liit-
tidmiseksi in vitro. Tylpidt pdit (tdydellisistd emdspa-
reista koostuvat DNA-kahdenteet), jotka saadaan aikaan
tietyilld restriktioendonukleaaseilla, voidaan suoraan
liittd4 T4 DNA-ligaasia kdyttdmdlla. Tavallisemmin DNA-
palaset liitetdén yhteen yksisdikeisten kohesiivisten
pididensd vilitykselld ja suljetaan kovalenttisesti DNA-
ligaasilla, esim. T4 DNA-ligaasi. Tillaiset "kohesii-
viset pddt" voidaan muodostaa katkaisemalla DNA toisen-
tyyppisilld endonukelaaseilla, jotka tuottavat lomit-
taisia paditd (DNA-kahdenteen kaksi sdiettd on katkaistu
eri kohdista muutaman nukleotidin etdisyydeltd toisis-
taan). Yksisdikeisid p&dtkid voidaan myds muodostaa li-
siimill4 nukleotideja tylppiin p&ihin ja lomittaisia
pditd kidyttdmdlld terminaalista transferaasia ("homopo-
lymeerinen h&nndnmuodostus”) tai yksinkertaisesti syo-
mdlld pois toista sdiettd tylppdpdisestd DNA-palasesta
sopivan eksonukleaasin, kuten A-eksonukleaasin, avulla.
Vield erds tapa muodostaa lomittaisia pditd on se, ettd
tylppdpdiseen DNA-palaseen liitetddn kemiallisesti syn-

tetisoitu DNA-sidoksenmuodostaja, joka sisdltdd tunnis-
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tuskohdan lomittaisia p&ditd muodostavalle endonukleaa-
sille ja saatu DNA hajotetaan vastaavalla endonukleaa-
silla.

Ilmentydkseen tehokkaasti hiivaperdistd tai hii-
vaan kuulumatonta proteiinia koodittavan geenin tulee
sijaita oikealla tavalla niiden sekvenssien suhteen, jotka
sisdltidvdt transkriptio- (happofosfataasipromoottori) ja
luentafunktiot (ribosomaalinen sidoskohta). Ensinndkin
pramoottorin sisdltdvdn DNA-segmentin liittyminen polypep-
tidiid koodittavaan alueeseen pitdd saada tapahtumaan oi-
keassa suunnassa. Jos kaksi suuntaa on mahdollista, voi-
daan oikea midritti84 tavanomaisella restriktiocanalyy-
silld. Yhdistelmdvektorit, jotka sisdltdvdt vdadrin
suunnatun geeniliitdnndisen, voidaan suunnata uudestaan
leikkaamalla geeniliitdnndinen irti sopivalla restriktio-
endonukleaasilla ja liittdm&lld geeni uudestaan yhdistel-
midvektoripalaseen. Joka tapauksessa vd@drd suunta voi-
daan v&lttd4d liittdm8lld toisiinsa kaksi DNA-segmenttid,
joilla on pdissd eri restriktiokohdat. Lis&ksi yhdistel-
mdvektori pitdisi olla rakennettu niin, ettd transkriptio al-
kaa ja pddttyy oikein. Viimeksimainitussa kohdassa trans-
kription tulisi mielelld&n pddttyd DNA-sekvenssiin, joka
on johdettu hiivan kromosomaalisesti DNA:sta tai hiivan
2u~-plasmidista. Mielellddn transkriptio pddttyy DNA-
sekvenssiin, joka sisdltdd hiivan PHOS5-geenin
transkription loppumisen signaalin. Toiseksi pitédd
olla olemassa oikea lukukehys. Yleensd sekd promoottori-
alueen ettd polypeptidid koodittavan alueen nukleotidi-
sekvenssi tunnetaan ennen liittdmistd tai ne voidaan hel-
posti madrittdd (esim. viite (15)), joten oikean lukuke-
hyksen aikaansaamisessa ei ole ongelmia. Lis&dksi voidaan
tarvita tiettyjd sekundddrisid DNA-rakenteita geenin

vield tehokkaamman ilmentymisen saavuttamiseksi.
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Edullinen alue PHO5-happofosfataasipramoottorin liittdmi-
seksi vieraaseen koodittavaan alueeseen on laajan hapvo-
fosfataasi-mRNA:n alun ja happofosfataasia koodittavan
alueen ATG:n vdlissa,
noin 40 emdsparin pituudella laajan PHO>-mRNA:n
alun ja PHO5-happofosfataasia koodittavan alueen ATG:n
vdlilld. T&1l4 alueella olevaa liitosta varten pitdisi
vieraalla koodittavalla sekvenssilld olla oma ATG luennan
aloittamista varten tai muuten se pitdd saada aikaan 1li-
sddmdlld synteettinen oligonukleotidi.

Koska korkeampien organismien monet polypeptidit
ilmentyvit piiasiassa esipolypeptideind, joissa on sig-
naalipeptidi liittyneend kypsdn polypeptidin N-pd&hdn,
voi olla hyddyllistd sisdllyttdd signaalisekvenssi geeni-
liitdnndiseen. Sopivia signaalisekvenssejd ovat sellai-
set, jotka ovat luonnollisesti liittyneind polypeptidi-
geeniin, joka on tarkoitus ilment&d, tai happofosfataa-
sipromoottoriin. Vaihtoehtoisesti voidaan rakentaa yh-
distettyjid signaalisekvenssejd liittdmd&lld toisiinsa
osa happofosfataasin signaalisekvenssistd ja osa poly-
peptidin signaalisekvenssistd. Jos halutaan saada aikaan
kypsdn polypeptidin ilmentyminen suoraan, pitdd poistaa
signaalisekvenssit tai niiden osat, jotka mahdollisesti
seuraavat pramoottorialuetta tai mahdollisesti edeltavat
kypsdid polypeptidid koodittavaa aluetta, esim. suoritta-
malla hajotus eksonukleaasilla, esim. Bal31.

vialituotteet, kuten vektorit, joista vield puuttuu
vksi tai useampia vdltt&mdttSmid toimintaosia, seka
lopulliset keksinndnmukaiset yhdistelmdvektorit voidaan
siirtidi bakteeri-isdntdidn, erityisesti E. coliin, edella-
mainituista syistd (esim. saadaan tuotetuksi suuret mda-
rat vilituotteita tai yhdistelmivektoreita, vastaavasti).
Bakteerivektorit, kuten E. colin plasmidi pBR322 ja sen
palaset, jotka sisdltdvdt bakteriaalisen toisiintumisen
alkukohdan ja geeni merkkikohdan(t), ovat parhaita vek-

toreita tdstd syysta. K dytettdessd tdllaista bakteeri-
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vektoria, kuuluu lopullisten hiivan yhdistelmdvektorien
valmistukseen myds vaiheet, joissa liitetd&dn mukaan
geneettinen merkkikohta ja toisiintumisen alkukohta
hiivaa varten.

DNA-jaksot, jotka voidaan liitt&d bakteerivekto-
riin niin, ettd muodostuu keksinndnmukaisia yhdistel-
mivektoreita, kuten autonomisesti toisiintuva jakso
(ars, ks. (4)), hiivan 2u-plasmidin jaksoja (2) tai
hiivan merkki-DNA (ks. 16), voidaan eristd&d hiivan kro-
mosomaalisesta DNA:sta ja hiivan 2u-plasmidin DNA:sta,
vastaavasti, tavalliseen tapaan. Hiivaperdistd tai
hiivaan kuulumatonta polypeptidid koodittava geeni
voidaan eristd3d kromosomista perdisin olevasta DNA:sta
tai DNA:sta, joka on saatu kromosomin ulkopuolelta, jol-
loin johtaminen tapahtuu cDNA:sta, joka on valmistettu
mRNA-tietd kdyttden (ks. edelld) tavanomaisilla menetel-
milld (esim. 17, 18), tai se voidaan syntetisoida ke-
miallisesti.

Yhdistelmdvektorien valmistus koostuu seuraavista
vaiheista:

(1) valmistetaan S.cerevisiaen geenikokoelam kdyttdmdlld
villityyppist& hiiva-DNA:ta,

(2) eristetdin (PHO5) happofosfataasigeeni,

ja kloonataan se bakteeriplasmidiin, kuten pBR322,
tai vastaavaan biologisesti toimivaan yksikk®6n, jossa

on sen ehyen toisiintumisen alkukohdan ja valinnan
merkkikohdan sisdltdvd palanen,

(3) 1liitetd&n mainittuun plasmidiin hiivan geneettinen merkki-
kohta, kuten TRP1-geeni, ja hiivan toisiintumisen alkukoh-
ta, kuten kromosomaalinen autonomisesti toisiintuva jak-
so tai vaihtoehtoisesti hiivan 24 -plasmidijaksoja, sopi-
vaan restriktiokohtaan,

(4) liitetddn hiivaper&distd tai hiivaan kuulumatonta po-
lypeptidi&d, kuten ihmisen interferonia tai HBV-pinta-

antigeenid, koodittava DNA-jakso silléd tavalla, etta
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PPOS5-happofosfataasipramoottori chjaa mainittua polypeptidid
koodittavaa jaksoa, ja

(5) polypeptidid koodittavan alueen alapuolelle mahdolli-
sesti liitetddn PHO5-geenin transkription

pddtOsmerkki.

Yhtd lailla on mahdollista vaihtaa wvaiheiden, kuten
3 - 5, jarjestystd esim. siten, ettd ensin vaiheessa 2
saatuun yhdistelmdplasmidiin liitetd8n polypeptidid koo-
dittdvd jakso ja sen jdlkeen liitetddn geneettinen merk-
kikohta ja toisiintumisen alkukohta hiivaa varten.

Ennen hiivan geneettisen merkkikohdan, hiivan toi-
siintumisen alkukohdan ja polypeptidid@ koodittavan jakson
liittdmistd voidaan ei-valttdmdtttimid toimintoja koodittavat
alueet, kuten happofosfataasin rakennegeeni, leikata pois
vaiheessa 2 saadusta yhdistelmd@plasmidista.

Erityisesti hiivaperdistd tai hiivaan kuulumatonta
polypeptidi¥ koodittava DNA-jakso liitet&&n PHO5-happofosfataa-
sipromoottoriin (vaihe 4) alueelle, joka on laajan hap-
pofosfataasi-mRNA:n alun ja happofosfataasia koodittavan
alueen ATG:n vdlissd. Mahdollisesti liitetddn synteet-
tinen liitospolymeeri, jossa on tarvittava katkaisu-
kohta, jotta saadaan aikaan sidos mainitun DNA-jakson
ja happofosfataasipromoottorin valille.

Yhdistelmdvektorivédlituotteet, joissa on S.cerevisiae PHO5-hap—-
pofosfataasin pramoottori, mutta ei hiivaperdistd tai
hiivaan kuulumatonta polypeptidid koodittavaa aluetta, ovat
myds tdmdn keksinndn kohteena ja ne voidaan valmistaa edel-
ldkuvattujen perdkkdisten vaiheiden (1), (2), (3) ja mah-
dollisesti (5) avulla, jolloin happofosfataasipromoottori
mielellddn pddttyy alueeseen, joka on laajan happofosfa-
taasi-mRNA:n alun ja happofosfataasigeenin ATG:n vdlisséd
ja/tai mahdollisesti liitetddn synteettinen sidospolymee-
ri, Jjossa on tarvittava katkaisukohta, jotta voidaan
1iittd3d hiivaperdistd tai hiivaan kuulumatonta polypep-
tidid koodittava DNA-jakso.



19 80720

3. Hiivan transformointi yhdistelmivektoreilla, joissa

on hiivan happofosfataasipromoottori

Tdamd keksintd koskee lisdksi menetelm&d transformoi-
tuneiden S.cerevisiae-solujen valmistamiseksi, jotka kykeneviat
tuottamaan hiivaper&isid tai hiivaan kuulumattomia poly-
peptidejd, jossa menetelmdssd transformoicdaan S.cerevisiae
milld tahansa kappaleessa 2 kuvatulla yhdistelmidvektorilla.

S.cerevisiaen transformointi hybridivektoreilla voidaan suo-
rittaa kirjallisuudesta tunnetuilla menetelmilld, esim.
menetelmdllsd, jota on kuvattu julkaisussa Hinnen et al.
(1) . T&m& menetelmi voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen:
(1) Hiivan soluseinin poisto.

(2) "Alastomien" hiivasolujen (sferoplastit) k&dsittely
transformointi-DNA:1la PEG:n (polyetyleeniglykolin) ja
Ca2+-ionien ldsndollessa.

(3)  Soluseindn regenerointi ja transformoitujen solujen

valinta kiintedssd agarkerroksessa.

Edulliset menetelmit:

ad (1): Hiivan soluseini poistetaan kdyttdmidlli erilai-
sia glukosidaasivalmisteita, kuten etanan suolinestei-
td (esim. GlusulaseR tai HelicaseR) tai mikro-organis-
meista saatuja entsyymiseoksia (esim. ZymdbaseR) osmoot-
tisesti stabiloiduissa liuoksissa (esim. 1 M sorbitoli).
ad (2): Hiivan sferoplastit aggregoituvat PEG:n l&sni-
ollessa ja tapahtuu sytoplasmakalvojen paikallisia vyhty-
misid. "Yhtymisolosuhteiden" aikaansaaminen on ratkai-
sevaa ja useista transformoituneista hiivasoluista tulee
diploidisia tai triploidisia transformoinnin kuluessa. Me-
nettelytapoja, jotka mahdollistavat yhteenliittyneiden
sferoplastien valinnan, voidaan k&ytt#i transformanttien

rikastamiseen, so. transformoituneet solut voidaan seu-
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loa ennalta valittujen yhtymistuotteiden suhteen.
ad (3): Koska hiivasolut, joissa ei ole solunseinid,
eivdt pysty jakautumaan, pitdd soluseindt regeneroida.
Tdmd regenerointi on edullista suorittaa peittédmdlla
sferoplastit agariin. Esimerkiksi sferoplasteihin voi-
daan sekoittaa sulaa agaria (noin SOOC). Jadhdyttdamdlla
liuos hiivan kasvulampdtilaan (noin BOOC), saadaan kiinted
kerros. Tdmdn agarkerroksen on tarkoitus estd&d nopea
diffuusio ja vilttdmidttdmien makromolekyylien poistuminen
sferoplasteista ja ndin helpottaa soluseindn regeneroi-
tumista. Kuitenkin soluseinien regeneroituminen voidaan
myds saavuttaa (vaikka pienemmdlld teholla) kasvattamal-
la sferoplasteja valmiiden agarkerrosten pinnassa.
Regenerointiagar on edullista valmistaa siten, ettd
on mahdollista regeneroida soluseindt ja valita trans-
formoituneet solut samanaikaisesti. Koska valintamerk-
keind kdytetddn tavallisesti hiivageenejd, jotka koodit-
tavat aminohapon biosynteesid (ks. kappale 2), rege-
nerointi on edullista suorittaa hiivan suhteen minimaa-
lista ranintoalustaa sisdltdvédssd agarissa. Kuitenkin,
jos tarvitaan erittdin suuria regeneroitumistehoja, saat-
taa kaksivaiheinen prosessi olla edullinen: (1) Solun-
seindt regeneroidaan ravinnerikkaalla alustalla ja (2)
transformoituneet solut valitaan kasvattamalla soluker-
roksen toisinto uudestaan selektiivisilld agarlevyilld&.
Jos yhdistelmivektori ei sisdlld merkkigeenid, trans-
formoituneet solut voidaan identifioida vaihtoehtoisilla
menetelmilli. T&llaisia menetelmid ovat mm. in situ-hyb-
ridisointi radioaktiivisesti merkityll&d DNA-palasella,
joka on homologinen yhditelmdvektorin sekvenssien kanssa
(esim. menetelm&lld Hinnen et al. (1)), in situ-immuno-
midritykset, edellyttden, ettd geeniliitdnndisen tuot-
teen vasta-aine on saatavissa, tai muut seulontamenetel-
mit, joissa mitataan transformointiplasmidin(ien) koo-

dittamia geenituotteita.
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Vaihtoehtoisesti voidaan hiiva sekatransformoida kek-

sinndénmukaisella yhdistelmdvektorilla ja toisella vekto-
rilla, joka sisdltdd hiivan geneettisen merkkikohdan.
Jos kahdella eri vektorilla on samoja DNA-sekvenssejé
(ndmd voivat olla vektoreissa olevia bakteerisekvensse-
jd) , voi tapahtua yhtymimen, joka Jjohtaa yhtyneeseen,
valittavissa olevaan hybridimolekyyliin.

Keksint&8n 1liittyy siten my8s S.cerevisiae-isdntdsoluja,
jotka ovat transformoituneet yhdistelm#vektoreilla, joka sisé&l-
t3v4t hiivan happofosfataasi (PHOS5)promoottorin ja hiivaperd&is-
t4 tai hiivaan kuulumatonta polypeptidi¥ koodittavan alueen.

4. Transformoituneiden hiivasolujen viljely ja poly-

peptidisynteesin aikaansaaminen

Hiivasolut, jotka ovat transformoituneet autonomi-
sesti toisiintuvilla plasmideilla, esim. plasmideilla,
joissa on hiivan 2u-plasmidin DNA, ovat taipuvaisia
vaihtelevassa mddrin menettdmddn siirretyn yhdistelmd-
plasmidin (ks. (16)). Tdstd syystd tdllaisia hiivaso-
luja pitdd kasvattaa selektiivisissd& olosuhteissa, so.
olosuhteissa, jotka vaativat plasmidin koodittaman geenin
ilmentymistd kasvua varten. Useimmat t&l1ld hetkelld
kdytdssd olevat selektiiviset merkit ovat geenejd, jotka
koodittavat aminohappo- tai puriinisynteesin entsyymeji.
Ndin ollen pitd4d kdyttdd synteettisid minimikasvualustoja,
joista puuttuu vastaava aminohappo tai puriiniemds. Kui-
tenkin voidaan yhtd hyvin kdytt&dd joitakin geeneji, jot-
ka antavat vastustuskyvyn antibiootin suhteen (esim.
geenejd, jotka antavat vastustuskyvyn sykloheksimidin
tai aminoglykosidi G 418:n suhteen (21)). Hiivasoluja,
jotka ovat tmnsformoituneet vektoreilla, jotka antavat
vastustuskyvyn antibiootin suhteen, voidaan kasvattaa
ravinnerikkaissa alustoissa, jotka sisdltdvdt vastaavaa
antibioottia, jolloin voidaan saavuttaa nopeampi kas-

vu ja suuremmat solutiheydet.
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Hiivasolut, jotka ovat transformoituneet kromo-
someihin integroituneella DNA:1la, eivdt vaadi selektii-
visid kasvuolosuhteita. N&md transformoituneet solut
ovat riittdvdn stabiileja kasvatettaviksi ilman selek-
tiivistd painetta. Té&dstd syystd nditd soluja voi-
daan edullisesti kasvattaa ravinnerikkaissa kasvualus-
toissa.

Hiivasolut, jotka sisdltdvdt yhdistelmdplasmideja,
joissa on rakenteellisen happofosfataasin promoottori (esim.
PHO3), ilmentdvdt mainittuun promoottoriin liittyvin
hiivaperdistd tai hiivaan kuulumatonta polypeptidid koo-
dittavan geenin ilman indusointia. Jos kuitenkin hiiva-
perdisen tai hiivaan kuulumattoman proteiinin geeni on
sdddeltdvissd olevan happofosfataasin promoottorin PHO5
ohjauksessa, kasvualustan koostumus pitd3 muuntaa siten,
ettd saadaan maksimaaliset mddrdt mRNA-kopioita, so.
kasvualustassa pitdd olla pieni epdorgaanisen fosfaatin

vdkevyys, jotta PHOS-promoottori kytkeytyy pddlle.

5. Ilmentyneen polypeptidin erist&dminen ja puhdistus

Keksint® koskee myds menetelmdd hiivaperdisen tai
hiivaan kuulumattoman polypeptidin, kuten ihmisen inter-
feronin tai HBV-pinta-antigeenin, tuottamiseksi, jossa
menetelmdssd vaiheessa
(1) viljellddn sopivissa ravinneolosuhteissa S.cerevisiae-kantaa,
joka on transformoitunut yhdistelmédvektorilla, jossa
on hiivan happofosfataasin (PHO5) promoottori ja hiivaperdists
tai hiivaan kuulumatonta polypeptidid koodittava alue,
ja vaiheessa
(2) eristetddn ja puhdistetaan mainittu polypeptidi.

Tdmdn keksinn®dn mukaisia transformoituneista S.cerevisiae-
soluja viljelldin nestemdisessd kasvualustassa, joka
sisdltdd assimiloituvia hiili- ja typpildhteitd ja epd-
orgaanisia suoloja.

Voidaan kidyttdd erilaisia hiilil&hteitd. Edullisia
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hiilildhteitd ovat assimiloituvat hiilihydraatit, kuten
glukoosi, maltoosi, mannitoli tai laktoosi, tai ase-
taatit, joita voidaan kdyttdd joko yksin tai seoksina.
Sopivia typpildhteitd ovat esim. aminohapot, kuten
kasaminohapot, peptidit ja proteiinit ja niiden hajoamis-
tuotteet, kuten tryptoni, peptoni ja lihauutteet, ja
edelleen hiivauute, mallasuute, maissinliotusvesi,

sekd ammoniumsuolat, kuten ammoniumkloridi, -sulfaatti
tai -nitraatti, joita voidaan k&dyttdd joko yksin tai so-
pivina seoksina. Sopivia epdorgaanisia suoloja ovat mm.
natriumin, kaliumin, magnesiumin ja kalsiumin sulfaatit,
kloridit, fosfaatit ja karbonaatit.

Ravinnealusta voi sisdltdd lisdksi kasvua edistdvia
aineita ja/tai sellaisia aineita, jotka aiheuttavat valinta-
painetta, jotta yhdistelm&plasmidia ei menetettdisi. Kas-
vua edistdvid aineita ovat esim. hivenaineet, kuten rau-
ta, sinkki, mangaani tms. tai yksittdiset aminohapot.

Jos yhdistelmdplasmidi sisdltdd geenin, joka antaa
vastustuskyvyn antibiootin suhteen, t&l118in solut, jotka
sisdltédvdt tdllaisen yvhdistelmdplasmidin, pysyvdt elossa
kasvualustassa, johon on lis&dtty kyseistd antibioottia,
kun taas solut, jotka ovat menettdneet mainitun yhdistel-
mdplasmidin, sekd kontaminoivat antibiocotin suhteen her-
k&t mikro-organismit eivdt sdily hengissad. Jos vhdistel-
mdplasmidi sisdltdd geenin, joka antaa prototropian aukso-
trooppiselle hiivamutantille, esim. LEU2- tai HIS3-geenin,
voidaan saada aikaan valintapaine, kun geenituote, kuten
leusiini tai histidiini, j&dtetddn pois ravinnealustasta.

Jos viljelty hiivasolu on transformoitunut yhdistel-
médplasmidilla, joka sisdltdd sdddeltdvissd olevan happo-
fosfataasin pramoottorin PHOS5, orgaanisen fosfaatin pitoi-
suus tdytyy pitd4d alhaisena ravinnealustassa esiviljely-
faasin jdlkeen, jotta saavutetaan maksimaalinen mddrd mRNA-
kopioita ja sen seurauksena maksimaalinen mddrd polypepti-

dej&.
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Viljely suoritetaan k&yttdmdlld tavanomaisia mene-
telmid. Viljelyolosuhteet, kuten ldmpdtila, kasvualustan
pH ja kdymisaika, valitaan siten, ettd muodostuu mahdol-
lisimman suuret mddrdt polypeptideja. Valittua hiiva-
kantaa kasvatetaan mielelldédn aerobisissa olosuhteissa pin-
nanalaiskasvatuksena ravistelemalla tai sekoittamalla
ldmpdtila—-alueella noin 25 - 35°C, mielelld&n noin 300C:ssa,
pH-alueella 4 - 8, esim. noin pH:ssa 7, noin 4 - 20 tuntia,
mielellddn siihen asti, kunnes on saavutettu maksimaali-
nen polypeptidimdara.

Kun transformoituneet hiivasolut ovat kasvaneet tyv-
dyttdvddn solutiheyteen, on ilmentyneen polypeptidin en-
simmdinen talteenottovaihe se, ettd polypeptidi vapaute-
taan solun sisdltd. Useimmissa menetelmissd@ soluseinéd
poitetaan ensin entsymaattisella hajotuksella glukosidaa-
sien avulla (ks. kohta 3). Sen jdlkeen ndin saadut sfe-
roplastit kdsitellddn pinta-aktiivisilla aineilla, kuten
Triton. Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdd mekaanisia voi-
mia, kuten hankausvoimaa (esim. X-puristinta, ranskalaista
puristinta) tai ravistelua lasikuulien kanssa, solujen rik-
komiseksi. Saatu polypeptidiseos voidaan rikastaa halutun
polypeptidin suhteen tavanomaisilla menetelmilld, kuten
saostamalla ammoniumsulfaatilla tai trikloorietikkahapolla,
geelielektroforeesilla, dialyysill&d, kromatografisesti,
esim. ioninvaihtokromatografisesti, geelisuodatus-
kromatografialla, HPLC- tai kd&dnteisfaasi-HPLC-kromatogra-
fialla tms. Esipuhdistettu tuote voidaan puhdistaa lo-
pullisesti esim. vasta-aineaffiniteettikromatografialla.
Periaatteessa puhdistus (lukuunottamatta solujen hajotta-
mista) voidaan suorittaa menetelmdlld, jonka Staehelin
et al (22) ovat kehittdneet ihmisen leukosyytti-interfe-
ronin puhdistamiseksi.

Halutun polypeptidin eristdminen ja puhdistaminen voi-
daan suorittaa esimerkiksi seuraavalla tavalla:

(1) hiivasolut rikotaan glukosidaasin avulla,
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(2) suoritetaan kdsittely pinta-aktiivisella aineella,
(3) suurin osa ei-proteiinimateriaalista poistetaan kd-
sittelemdlld polyetyleeni-imiinilli,

(4) polypeptidit saostetaan kyllidstdmilli liuos ammonium-
sulfaatilla,

(5) suoritetaan dialyysi sopivassa puskuriseoksessa,

(6) suoritetaan pylviskromatografia DEAE-selluloosalla,
(7) suoritetaan affiniteettikromatografia monoklonaali-
sessa vasta-ainepylvddssid ja

(8) molekyylit erotellaan koon perusteella sopivassa
SephadexR—pylvééssé.

Jotta saataisiin aikaan riitt#vin puhdas tuote, saat-
taa olla tarpeen suorittaa jatkopuhdistus, esim. kationin-
tai anioninvaihtokromatografia, adsorptio hydroksyyliapa~-
tiittiin, kd&dteisfaasi~HPLC jne. Toisaalta voidaan vksi
tai useampi edelldmainituista vaiheista j&tt#4d pois, mikili
mahdollista, tai kdsittelyvaiheiden jdrjestystd voidaan
muuttaa.

Siind tapauksessa, ettd hiiva erittdid halutun poly-
peptidin periplasmaattiseen tilaan, voidaan k&ytt&s vk-
sinkertaisempaa menetelmdid. Polypeptidi voidaan ottaa tal-
teen soluja rikkomatta siten, ettd soluseind poistetaan
entsymaattisesti tai k&dsittelemilli kemiallisilla aineilla,
esim. tiolireagensseilla tai EDTA:1la, jolloin soluseind
vaurioituu ja polypeptidi vapautuu. Jos polypeptidi erit-
tyy kasvualustaan, se voidaan ottaa suoraan talteen siiti.

Tdmdn keksinndn mukaisesti saatavissa olevat polypep-
tidit ovat hyodyllisid ja arvokkaita hoidettaessa ihmisilli
ja eldimilld esiintyvid sairauksia tai ehkdistdessd niiti
(esim. interferoni, HBV-pinta-antigeeni jne.) tai niiti
voidaan kdytt&dd elintarvikkeina, rehuina, rehujen lis&-
aineina tai entymaattisissa reaktiossa (ks. 2 edelld).

On selvdd, ettd ndihin kuuluvat myds luonnossa esiin-
tyvdt ndiden polypeptidien johdannaiset, kuten proteo-
lyyttisesti katkaistut polypeptidit ja/tai glykosyloitu-
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neet polypeptidit.

Keksint® koskee erityisesti DNA-jaksoja ja yhdistel-
m¥vektoreita ja niiden valmistusmenetelmis, sekd transfor-
moituneiden hiivojen ja polypeptidien valmistusmenetelmid,
kuten esimerkeiss¥ on selotettu.

Seuraavassa tadmdn keksinn®n eri toteutustapoja kos-
kevassa selostuksessa viitataan liitteend oleviin piir-
roksiin, joissa:

Kuva 1 esittidi osittaista restriktioendonukleaasikarttaa
plasmideista pJDB207/PHO5, PHO3 Jja pBR322/PHO5Bam-Sal,
joita kidytetddn PHOS5-geenin lahteend ja DNA-sekvenssin-
midrityksessd vastaavasti.

Kuva 2 esittdi PHOS- ja PHO3-happofosfataasigeenien pai-
kantamista 5,1 Kb:n BamHI-jaksossa, joka on eristetty
hiivan geenikokoelmasta.

Kuvat 3a ja 3b esittdvdt PHO5:n ja PHO3:n promoottorialu-
eiden DNA-sekvenssejd vastaavasti.

Kuva 4 esittdd plasmidien p30IFN2(83) ja p30IFN2' (81)
rakentamisen kaaviollisesti.

Kuva 5 esittdd PHOS5-promoottorin DMA:n liittdmisen
IFN-S;-CDNA:han rakennettaessa plasmidia p30IFN1(8i).
Kuva 6 esittdd plasmidin pJDB207/IFN2‘(8%) rakentamista.
Kuva 7 on kaavio sellaisten yhdistelm&-DNA-molekyylien
rakentamisesta, jotka sisdltédvdt Namalwa-cDNA:ta.

Kuva 8 on kaavioesitys menetelmist&d, joita kdytetdan
syntetisoitaessa IFN-mRNA:n suhteen spesifinen 13-mee-
rinen DNA-aluke.

Kuva 9 on kaavioesitys sellaisten kloonien identifioin-

nista, jotka sisdltdvdt ihmisen lymfoblastoidi-IFN-cDNA:ta.
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Kuvat 10 - 14 esittdvit plasmidien CG-pBR322/HLycIFN-1"'b,
-81, —41, —8; ja —51 CDNA-liitdnndisten DNA- ja aminohap-
posekvensseji.

Kuva 15 esittdd plasmidin CG-pBR(AP) /LyIFN-a-1 rakenta-
mista ja kuva 16 esittdd sen cDNA-liitdnnidisen DNA- ja
aminohapposekvenssig.

Kuva 17 esittdd plasmidin CG-pBR(AP) /LyIFN-o-3 rakentamis-
ta ja kuva 18 esittd4 sen cDNA-liit&nni#isen DNA- ja
aminohapposekvenssii.

Kuva 19 esittdd plasmidin CG-pBR(AP)/LyIFN-a-2 DNA- ja
aminohapposekvenssii.

Kuva 20 on kaavioesitys plasmidin p31 rakentamisesta,

joka sis&ltdd PHO5:n pditdsjakson.

Kuva 21 esittdd PHOS:n transkription pddtdsjakeen Sau3A-
PstI nukleotidisekvenssii.

Kuva 22 on kaavioesitys plasmidien p31/IF1(S1), p31/IF2(51),
p31/IF3(51) ja p31/IF2(1'b) rakentamisesta.

Kuva 23 on kaavioesitys plasmidin p31/IF(8;) rakentami-
sesta.

Kuva 24 on kaavioesitys oikean liitoksen PHOS5-HBVs raken-
tamisesta plasmidiin pBR322/PHO5/HBVsA14.

Kuva 25 esittdd DNA-sekvenssii PHOS5-promoottoria ja HBVs:a
koodittavan alueen 1liitoskohdan ldheisyydessid plasmidissa
PBR322/PHO5/HBVs.

Kuva 26 on kaavioesitys hiivan ilment#misplasmidien
pJDB207/PHO5/HBVsA14 ja pJDB207/PHO5/HBVsA14t rakentami-
sesta.

Kuva 27 on kaavioesitys hiivan ilment&dmisplasmidien
pJDB207/IF2(1'b)A ja pJDB207/IF2(51)A72 rakentamisesta.
Kuva 28 esittdd plasmidien pJDBZO7/IF2(51)A72 ja
pJDB207/IF2(51)A82 nukleotidisekvensseji XhoI-liitoskoh-
dassa IFN-51:n 3'-pd&n ei-luetun alueen ja PHO5:n trans-
kription pddtésalueen vidlissi.

Kuva 29 on kaavioesitys plasmidin CG-pBR322/HLycIFN (a-3)-
252 rakentamisesta.



28 80720

Kuva 30 esitt&i plasmidien CG-pBR322/HLycIFN(o-2)-261
ja CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-258 rakenteita.
Kuva 31 esittdd kaaviollisesti PHO5:n signaalisekvens-
sin poistamisen ilment&misplasmidista p31 ja erityisesti
plasmidin p31/R rakentamisen.
Kuva 32 on kaavioesitys kloonikokoelmasta, joka saatiin
kuvassa 31 hahmotellulla menetelm&lls.
Kuvat 33 ja 34 esittdvat BamHI-EcoRI-restriktiojaksojen
nukleotidisekvenssejéd, jotka sisdltdvdt PHOS/R- ja
PHOS5/Y-promoottorialueet.
Kuvat 35 - 37 ovat kaavioesityksid menetelmdstd, jolla
IFN-a-3-, -a-2- ja -a-1-DNA liitet&ddn plasmidiin p31/R.
Kuva 38 on kaavioesitys plasmidin pJDB207R/IF (0-2) raken-
tamisesta.

Keksint®i valaistaan, mutta ei rajoiteta seuraavien
esimerkkien avulla.

‘ Esimerkeissid kiytet#dn seuraavia lyhenteitd:
EtBr: etidiumbromidi
BSA: naudan seerumialbumiini
DTT: 1,4-ditiotreitoli (1,4-dimerkapto—2,3—butaanidioli)
EDTA: etyleenidiamiinitetraetikkahappo
SDS: natriumdodekyylisulfaatti
TNE: liuvos, jossa on 100 mM NaCl, 10 mM Tris.HC1l
(pH 7,5) ja 1 mM EDTA
Tris.HCl: tris-(hydroksimetyyli)-aminometaani, pH sdé-
detty suolahapolla
PMSF: fenyylimetaanisulfonyylifluoridi
TE: livos, jossa on 10 mM Tris.HCl (pH 7,5) ja
1 mM EDTA

Esimerkki 1: Hiivan geenikokoelman aikaansaaminen

30 ug villihiivatyyppisen Saccharomyces cerevisiae-
kannan S288C DNA:ta (23),jonka kokonaismolekyylipaino  on suuri,
inkuboidaan 30 minuuttia 37°%:ssa 2 yksikon kanssa EcORI-

metylaasia (New England Biolabs) 250 pl:ssa EcoRI-mety-
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lointipuskuria, kuten valmistaja on suositellut. DNA
saostetaan etanolilla, suspendoidaan 500 pl:aan pusku-
ria, jossa on 25 mM Tris.HCl pH 8,5 ja 2 mM MgCl
(EcoRI*-puskuri) (24), ja hajotetaan EcoRI:lla

2

(Boehringer), kunnes DNA-jaksojen kokojakautuman mak-

simi on alueella 30 - 50 kb (kun ADNA hajotetaan XhoI:1l1l4,
saadaan sopivat 33 kb ja 17 kb merkit). Hiivan DNA, joka
on hajotettu EcoRI*-~olosuhteissa, fraktioidaan koon pe-
rusteella sakkaroosigradientissa (5 - 20 % sakkaroosia
puskurissa, jossa on 10 mM Tris.HCl pH 7,5 ja 1 mM EDTA)

6 tuntia nopeudella 38 000 1/min SW 40-roottorissa. Gra-
dientin pddltd kerdtddn 40 kpl 0,4 ml jaetta. Jae 16
sisdltdd DNA-jaksot, joiden pituus on 30 - 40 kb. Tdmén
jakeen sisdltdmd DNA (3 ug) saostetaan etanolilla ja
liitet&3n 16 tunnin aikana 15°C:ssa 15 pyl:n kokonaistila-
vuudessa 1 ug:aan kosmidivektoria pYcl1 (25), joka on teh-
ty lineaariseksi EcoRI:11d. Liittdminen suoritetaan

300 yksik611ld T4 DNA-ligaasia (New England Biolabs) kdyt-
tdmdlld valmistajan kuvaamaa puskurisysteemid. DNA
pakataan in vitro bakteriofaagi -2 :aan (26) ja kootut
faagit siirret&sn E. coli-kantaan HB101 (r,, m , leu , pro,
recA ). Siirron tehokkuus on noin 5000 ampisilliinin suh-
teen vastustuskykyistd pesdkettd per ug pYcl-vektoria.
3000 ampR-peséketté poimitaan ja kasvatetaan erikseen
mikrotitrauslevyjen koloissa LB-alustassa (10 g Bacto-
Tryptonea (Difco), 5 g Bacto-hiivauutetta (Difco), 10 g
NaCl), jossa on 100 ug/ml ampisilliiniid.

Esimerkki 2: Sdddettdvissd olevan happofosfataasin geenin

PHOS eristdminen

Geenikokoelman kopioita kasvatetaan LB-agarlevyilla
(LB-alusta + 15 g/l agaria), joissa on 100 upg/ml ampisil-
liinia. 500 pesdkkeen solumateriaali pestddn levyiltd
ja kerdtddn yhteen eriksi. DNA eristetddn yksittdai-

sistd eristd seuraavalla tavalla:
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Solut otetaan talteen sentrifugoimalla (Sorvall, GSA-
roottori, 10 min, 6000 1/min, 4OC), suspendoidaan uudes-
taan 100 ml:aan TE-liuosta (10 mM Tris.HC1l, 1 mM EDTA,
pH 8,0) ja sentrifugoidaan uudestaan edelldmainituissa
olosuhteissa. Solupelletti suspendoidaan uudestaan
3 ml:aan Tsuc-liuosta (50 mM Tris.HCl, pH 7,5, 25 %
(paino/tilavuus) sakkaroosia) ja siirretddn S5-34-poly-
propyleenisiin Sorvall-putkiin. Kaikki seuraavat vai-
heet suoritetaan j&ddn pddlld. Lis&tddn 0,3 ml lysotsyy-
miliuosta (10 mg/ml, ostettu Worthingtonilta, 11 000 U/mg),
5 min kuluttua lis#t#3n 1,2 ml EDTA (500 mM, pH 8,0) ja
vield 5 min kuluttua lisdtd3n 4,8 ml pinta-aktiivista ai-
netta (0,1 % Triton X-100 (merck), 50 mM EDTA, 50 mM
Tris.HCl, pH 8,0). 5 minuutin kuluttua lysaatti sentri-
fugoidaan esijddhdytetyssd SS-34-roottorissa (40 min,
4OC). Emiliuos poistetaan huolellisesti ja lisdtdan
kiintedtd CsCl (8,3 g CsCl per 8,7 ml emd&liuosta). Kun on
lisdtty etidiumbromidi (Sigma) (lopullinen vékevyys 1 mg/ml
emidliuosta), liuos siirret&&n 13,5 ml:n Quick Seal-poly-
allomeeriputkiin (Beckman) ja sentrifugoidaan Beckman
Ti50-roottorissa 40 tuntia nopeudella 40 000 1/min. Kaksi
fluorisoivaa kaistaa voidaan n&hdd pitkdaaltoisella UV-
valolla (366 nm). Alempi kaista sisdltdd erittdin kierty-
nyttd plasmidi-DNA:ta, joka otetaan talteen puhkaise-
malla putki sivusta 2 ml:n ruiskulla (18G-neula) . Eti-
diumbromidi poistetaan uuttamalla 5 kertaa yhtd suurilla
tilavuuksilla isopropanolia (kyll&stetty CsCl:1lla) ja
tuote siirret&din 30 ml:n Corex-putkiin. Lis&tddn 2,5 ti-
lavuutta TE-liuosta ja DNA saostetaan etanolilla. Sitten
livuosta pidetd8n 12 - 15 tuntia -20°C:ssa. Saostunut DNA
otetaan talteen sentrifugoimalla Sorvall HB-4-roottorissa
30 min nopeudella 12 000 1/min 0°C:ssa ja liuotetaan uu-
destaan 200 pl:aan TE-liuosta. 100 ml:sta viljelmaa saa-
daan 50 - 100 pg yhdistelmdplasmidi-DNA:ta.
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Ndistd eristd saadulla plasmidi-DNA:lla transfor-

moidaan S. cerevisiae-kanta AH216 (a, his3, leu3, pho3,

pho5) noudattamalla menetelmdd, joka on kuvattu julkai-
sussa Hinnen et al. (1). Hiivatransformanteista kasvate-
taan jdljenndkset levyilld, joissa on alhainen Pi—mini—
mikasvualusta (kuten "Difcon minimaalinen kasvualusta
ilman aminohappoja" t&ydennettynd 20 g/l glukoosia, mutta
valmistettu aineosista Difcon reseptin mukaan (Difco
Manual, Difco Laboratories, Detroit, USA) paitsi, etta
kdytetddn 0,03 g/1 KH2P04 + 1 g/1 KCl eikd 1 g/1
KH2PO4) ja varjidtddn happofosfataasiaktiivisuuden suh-
teen laittamalla pidlle virjdysagar (1% Difco-agar 100 mM
asetaattipuskurissa pH 4,0, 2 mg/ml Fast Blue B-suolaa
(Serva) ja 0,2 mg/ml a-naftyylifosfaattia (Serva)). Pe-
sikkeet, joissa on funktionaalinen PHOS5-geeni, vdrjay-
tyvdt punaisiksi, koska geenin toiminta kytkeytyy pddl-
le alhaisessa Pi-alustassa. Kun alaerid kerdtddn yhteen
(17), 18ytyy geenikokoelmasta 3 riippumatonta kloonia,
joilla on s#iidettdvissd oleva happofosfataasiaktiivisuus.
Yhdelle n#istd klooneista (pG7) suoritetaan jatkoana-
lyysi. Yhdistelm&plasmidin koko on 42 kb. pG7:n EcoRI-
ja BamHI-palaset jatkokloonataan plasmideihin pBR322/HIS3
(16) ja pJdDB207 (28) vastaavasti. Restriktiokatkaisut
suoritetaan valmistajan suosittelemalla tavalla (New
England Biolabs) ja liittdmiset suoritetaan 20 pl:ssa
kdyttdmilld 150 U T4 DNA-ligaasia (New England Biolabs)
ja 20 pug/ml yksittdisid hajotettuja plasmideja (New
England Biolabsin suosittelemissa olosuhteissa). 5,1 kb:n
BamHI-palanen, joka on osa 8 kb:n EcoRI-palasesta, jatko-
kloonataan hiivavektoriin pJDB207, ja sen jdlkeen kun on
suoritettu hiivakannan AH216 transformointi, t&m& yhdistel-
mdplasmidi (pJDB207/PHO5, PHO3, ks. kuva 1) tuottaa korkean
fosfataasiaktiivisuuden p#dllekytkeytymisolosuhteissa
(alhainen Pi—) (PHO5-geeni) ja matalan aktiivisuustason
normaalissa hiivan minimaalisessa kasvualustassa (PHO3-

geeni ilmentyy).
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Esimerkki 3: PHO5- ja PHO3-geenin paikantaminen ja DNA:n

sekvenssinmdédritys
a. PHOS5-geeni

PHO3:n ja PHO5:n paikantamisessa BamHI-palasen si-
sdlld kdytetddn hyvdksi Sau3A:n katkaisukohtien ryhmitel-
mdd ja ainoata esiintyvdd PstI-kohtaa. Kun BamHI-pala-
nen hajotetaan restriktioendonukleaasilla Sau3A (New
England Biolabs), saadaan 6 palasta (A-F,kuva 2). Kun
Sau3A:1lla osittain hajotettu tuote jatkokloonataan itses-
tddn toisiintuvan hiivavektorin pJdDB207 BamHI-kohtaan,
saadaan plasmideja, joissa on erilaisia Sau3A-jaksoyhdis-
telmid. Sitten n&illd plasmideilla transformoidaan
pho3,pho5-mutanttihiiva S. cerevisiae AH216. Transfor-
manttien happofosfataasiaktiivisuus tarkistetaan sen j&l-
keen, kun niitd on kasvatettu joko matala—Pi-alustaa
tai normaalia minimaalista alustaa sisdlt&dvilld levyilli.
Kloonit, jotka sis&dltdvdt ainakin Sau3A-palaset A ja B (kuva
2, no:t 1-4) ilmentdvdt happofosfataasin samalla tasolla
(kvalitatiiviset arviot, kun on peitetty happofosfataasia
vdrjddvdlld agarilla esimerkissd 2 kuvatulla tavalla) kuin
koko 5,1 kb:n BamHI-palanen. Ilmentymistd sdddelldin
tavallisesti kasvualustan sis&ltdm&lld epdorgaanisen
fosfaatin vdkevyydelld. Kloonit, joissa on ainoastaan
Sau3A-palanen A (kuva 2, no:t 5,6) ilmentdvit matalia
happofosfataasitasoja, johon ei vaikuta ep&dorgaanisen
fosfaatin vdkevyys kasvualustassa. T&dmd ilmaisee sen,
ettd Sau3A-palasen A sisdltdmid informaatio riitt#di konstitu-
tiivisen happofosfataasin (PHO3) ilmentymiseen. Sau3A-
palanen B (kuva 2, no. 7) ei yksin johda mink#&n happo-
fosfataasin ilmentymiseen, ei p#&ltd pois kytkevissi eiki
pddlle kytkevissd olosuhteissa. Kuitenkin alaklooni,
jossa on BamHI-kohdan ja PstI-kohdan vdlinen tdydellinen
sekvenssi (kuva 2, no. 10) osoittaa happofosfataasin sdédeltysd,
mutta ei konstitutiivista syntetisoitumista. Timin

alakloonin pitdd silloin sisdlt&3 hiivan PHO5-geeni (16).
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PHO5-geenin tarkka sijainti mddritetddn DNA-senvens-

sinmidritykselld Maxamin ja Gilbertin menetelmdlld (15).
632 bp sisdltdvd BamHI-SalI-restriktiopalanen kloona-
taan plasmidiin pBR322 (ks. kuva 1) korvaamalla sen
BamHI-SalI-palanen, joka ulottuu kohdasta 375 kohtaan

650 (pBR322:ssa k#dytetty merkitsemistapa), kdyttdmdlla
hajotus- ja liittdmisolosuhteita, jotka on selostettu
edellid (kaikki entsyymit ovat New England Biolabsilta).
BamHI-SalI-DNA-liit&nn&disen DNA-jaksot on radioaktiivi-
sesti merkitty asymmetrisesti 5'-pdistddn seuraavista
kohdista: BamHI (-541), Sau3A (-200) ja Sall (+82),
(numeroinnin suhteen ks. kuva 3a). 623 bp sisdltdvdn
BamHI-SalI-DNA-liit&nndisen nukleotidisekvenssi on esi-
tetty kuvassa 3a. Siitd ilmenee, ettd liit&nndinen si-
siltii PHOS-promoottorialueen ja osan PHO5-fosfataasipro-

teiinia koodittavasta alueesta.
b. PHO3-geeni

PHO3~-geenin tarkka paikka m&d&dritetddn DNA-sekvenssin-
misdritykselld kdyttdm&lld apuna kdsikirjaa "M13 cloning
and DNA sequencing system”, julkaisija New England Biolabs.
416 bp sisdltdvid (5')PstI-RsaI(3')-palanen jatkokloonataan
vektoreihin M13mp8 ja M13mp9 (49) kdyttdm&lld ainoita
PstI- ja SmaI-restriktiokohtia. 416 bp sisdltdvdn Pstl-
RsaI-DNA-liitidnndisen nukleotidisekvenssi on esitetty
kuvassa 3b. Siitd ilmenee, ettd liitdnndinen sisdltad
PHO3-pramoottorialueen ja osan PHO3-happofosfataasiproteii-

nia koodittavasta sekvenssistd.

Esimerkki 4: Plasmidin p30 rakentaminen (ks. kuva 4)

a) BalI-katkaisukohdan eliminointi plasmidista pBR322
Kuvassa 4 esitetty kaavio edellyttdd ainoan BalI-
katakisukohdan eliminoimista plasmidista pBR322. 3 ug
plasmidi pBR322 hajotetaan t&ydellisesti restriktio-
endonukleaaseilla Ball (BRL) ja PvulII (Biolabs) valmis-
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tajan ohjeiden mukaan. BalI:113 ja PvuIl:lla hajotettu
PBR322 johtaa kahteen restriktiopalaseen, joiden koot
ovat 3738 bp ja 622 bp. Kyseiset kaksi palasta ero-
tetaan toisistaan matalalla sulavassa agaroosigeelissd (Sigma)
(1%), joka on tehty TBE-puskuriin (90 mM Tris.HCl pH 8,3,
2,5 mM EDTA, 90 mM boorihappoa). DNA-kaistat virj&tdin
etidiumbromidilla ja tehd&dn n&kyviksi pitk#aaltoisella
UV-valolla allonpituudella 366 nm. Se agaroosipala, joka
sisdltdd 3738 bp pituisen jakson, leikataan irti geelis-
td, geeli nesteytetddn 650C:ssa, sdddetddn 500 mM NaCl-
pitoisuuteen ja inkuboidaan 20 minuuttia 65°C:ssa. Lisd-
tddn yksi tilavuus fenolia (tasapainotettu pitoisuuteen
10 mM Tris.HC1 pH 7,5, 1mM EDTA, 500 mM NaCl). Vesifaa-
si uutetaan kahdesti uudelleen fenonilla ja kerran kloro-
formilla. DNA saostetaan 2,5 tilavuudella kylmidd abso-
luuttista etanolia ja otetaan talteen sentrifugoimalla.
Pelletti pestddn kylm&lld 80-prosenttisella etanolilla

ja kuivataan vakuumissa. DNA suspendoidaan uudestaan
TE-liuokseen védkevyyteen 0,15 mg/ml.

Eristetyssd 3738 bp sisdltdvdssd DNA-palasessa on
kaksi tylpp&dd pddtd, jotka aiheutuvat BalI:lld ja
PvuIIl:1lla suoritetusta kaksoishajotuksesta. DNA saa-
tetaan renkaan muotoon liittd@m&lld tylpdt pddt yhteen.
0,6 g DNA:ta inkuboidaan yon yli huoneenldmpétilassa
30 pyl:ssa liuosta, jossa on 60 mM Tris.HCl pH 7,5,

10 mM MgClZ, 10 mM DTT, 4 mM ATP ja 900 U T4 DNA-ligaasia
(Biolabs) . 5 yl erdtliittdmisseosta lisdtiin 50 ul:aan
kalsiumilla kdsiteltyjd, transformointikelpoisia E. coli
BH101-soluja, jotka oli kdsitelty menetelmidlld Mandel

et al. (29). Seosta pidetd&dn jd4114 5 minuuttia, sen
jdlkeen sitd inkuboidaan 2 minuuttia 37°C:ssa ja ja-
tetddn 19 minuutiksi huoneenldmpétilaan enenkuin suori-
tetaan viljely LB-agarlevyilld, joissa on 100U g/ml ampi-
silliini&. Poimitaan kuusi ampR-peséketté ja niitd kas-

vatetaan erikseen 100 ml:ssa LB-alustaa (kuten edells,
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mutta ilman agaria), jossa on 100 ug/ml ampisilliinid.
Plasmidi-DNA valmistetaan soluista esimerkissd 2 kuva-
tulla tavalla. Hajotustuotteet, jotka on saatu kdsit-
telemdlld plasmidit HaeIII:lla (ostettu Biolabsista, hajo-
tusolosuhteet valmistajan suosittelemat), PvulII:lla ja
BalI:114, analysoidaan 1,5-prosenttisessa agaroosigee-
lissd, joka on tehty TBE=-puskuriin. Katkaisukohtakartta
ja vastamuodostuneen liitoksen ennakoitu koko viittaa-
vat siihen, ettd plasmidit ovat identtisid ja sisdltdvat
kaikki pBR322:n sekvenssit lukuunottamatta BalI-PvulI-
palasta. N&dissd plasmideissa ei ole BalI-katkaisu-

kohtaa, ja niistd kdytetddn nimitystd pBR322aBall.

b) Hiivan PHOS5:n ja PHO3:n sisdltdvdn BamHI-restrik-

tiopalasen (5,1 kb) kloonaus plasmidiin pBR322ABall

pJDB207/PHO5,PHO3 (ks. kuva 1) sisdltdd hiivan
5,1 kb:n BamHI-liitdnndisen, jossa on sdddeltdvissd ole-
van ja konstitutiivisen hiivan happofosfataasin geenit
(PHO5 ja PHO3). pJDB207/PHO5,PHO3 sekd plasmidi
pBR322ABall hajotetaan restriktioendonukleaasilla BamHI.
Tdydellisen hajoamisen tapahduttua enstyymi inaktivoidan
pitdmdlld 2 min 65°C:ssa. Kumpikin DNA saostetaan etano-
lilla ja suspendoidaan uudestaan liuokseen, jossa on 10 mM
Tris.HCl pH 8,0, vidkevyyteen 0,2 mg/ml kukin. 0,5 ug
kutakin kahdesta BamHI:1lla hajotetusta DNA:sta yhdiste-
tddn ja liitetddn toisiinsa 20 pl:ssa liitt&mispuskuria
(kuten New England Biolabs on suositellut), jossa on 300
U T4 DNA-ligaasia, reaktioajan ollessa 20 tuntia 15°%C:ssa.
5 pyl:n eridt liittdmisseosta lis&t&&n 50 pl:aan kalsiumil-
la kdsiteltyjd E. coli HB101-soluja ja transformointi suo-
ritetaan esimerkissd 4a kuvatulla tavalla. Transformoi-
tujen E. colisolujen vastustuskyky ampisilliinin ja
tetrasykliinin suhteen tutkitaan. Kahdeksan ampR,tetR—
pesdkettd eristetddn ja kasvatetaan 100 ml:ssa LB-alustaa,

jossa on 100 ug/ml ampisilliinid. Plasmidi-DNA eristetddn
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soluista (ks. esimerkki 2). Kun suoritetaan katkaisu
BamHI:114, havaitaan, ettd 4 plasmidia sisdltdi 5,1 kb:n
liitdnnédisen sekd 3,7 kb:n vektoripalasen (pBR322ABall).
Kun suoritetaan katkaisu Sall:11d (New England Biolabs),
saadaan selville liitetyn 5,1 kb:n palasen suunta: kah-
dessa plasmidissa on liitdnndinen kuvan 4 mukaisessa
suunnassa. Yhdelle niistd annetaan nimitys p30. PHOS5,PHO3-
geenien transkriptio 5,1 kb:n liitdnndisessd tapahtuu

vastapdivddn, kuten kuvassa 4 on esitetty.

Esimerkki 5: Vieraan DNA:n liitt&minen plasmidiin p30
(ks. kuva 4)

a) EcoRI-BallI-palasen (3,9 kb) eristd@minen plasmidista

p30 (A-palanen)

10 ug plasmidin p30 DNA:ta katkaistaan restriktio-
endonukleaasilla Ball. Suoritetaan uutto fenolilla ja
klororomilla ja DNA saostetaan etanolilla. DNA suspendoi-
daan uudestaan 100 ul:aan TE-puskuria. Hajotustuotteet
erotetaan toisistaan preparatiivisella, matalalla sulavalla
agaroosigeelilld (0,8 %) (Sigma). 5,1 kb:n palanen, joka
sisdltdd plasmidin p30 vektoriosan, eluoidaan geelisté
esimerkissd 4a kuvatulla tavalla. DNA puhdistetaan ad-
sorboimalla se DE52-ioninvaihtopylvddseen (Whatman) lai-
meaa suolaliuosta sisdltdvdssd puskurissa (150 mM NaCl,

10 mM Tris.HCl pH 8,0, 1mM EDTA) ja eluoimalla sen jdlkeen
vdkevdd suolaliuosta sisdltdvdllad puskurilla (1,5 M NaCl,
10 mM Tris.HCl pH 8,0 ja 1 mM EDTA). DNA saostetaan eta-
nolilla ja sen jdlkeen katkaistaan edelleen EcoRI:1l1ld
(Boehringer) . 3,9 kb:n EcoRI-Ball-restriktiopalanen ero-
tetaan sen jdlkeen preparatiivisella, matalalla sulavalla
agaroosigeelilld (0,8 %) ja otetaan talteen esimerkissé

4a kuvatulla tavalla ja saostetaan etanolilla. Tdtd DNA-
jaksoa kutsutaan A-palaseksi.

b) HaeIlI-EcoRI-palasen (602 bp) eristédminen plasmidista
CG-p-BR322/HLycIFN-8i (B-palanen)
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E. coli-kantaa HB-101 CG—pBR322/HLycIFN-8{ (ks.
esimerkki 10 E) kasvatetaan 100 ml:ssa LB-alustaa,
johon on lisdtty 10 pg/ml tetrasykliinid, ja plasmidi
eristetddn esimerkissd 2 kuvatulla tavalla. 9 ug
HLycIFN-Bi—DNA:ta hajotetaan tdysin restriktioendonuk-
leaasilla HaeIII. Hajotustuotteet erotetaan toisistaan
preparatiivisella, matalalla sulavalla agaroosigeelilla
(0,8 %). 940 bp:n HaellI-palanen leikataan irti ja
eluoidaan agaroosigeelistd esimerkissd 4a kuvatulla ta-
valla. DNA puhdistetaan DE52:1la, kuten esimerkissd 5a
on kuvattu, ja katkaistaan sen jdlkeen EcoRI:lla.

602 bp:n EcoRI-HaellI-palanen puolestaan erotetaan pre-
paratiivisella, matalalla sulavalla agaroosigeelilld
(0,8 %), otetaan talteen esimerkissd 4a kuvatulla ta-
valla ja saostetaan etanolilla. T&atd DNA-jaksoa kut-

sutaan B-palaseksi.

c) A-palasen ja B-palasen liittdminen yhteen (ks. kuva 5)
Kyseiset kaksi restriktiopalasta voidaan liittd&d yh-
teen lomittaisista EcoRI-pdistd ja tylpistd BalI- ja
HaelII-pdistd vastaavasti, jolloin syntyy rengasmainen mo-
lekyyli, jossa on yksi ainoa EcoRI-kohta ja BalI-HaeIlI-
liitos, joka katkeaa HaeIII:1lla (mutta ei katkea BalIl:
114) .
Liittdminen suoritetaan puskurisysteemissd, jossa
on 60 mM Tris.HC1 pH 7,5, 10 mM MgClz, 170 mM DTT, 4 mM
ATP ja 300 yksikk®6d T4 DNA-ligaasia, reaktioajan ollessa
16 tuntia 23°C:ssa ja DNA-vdkevyyden 20 ug/ml A-palasta
ja 3 pg/ml B-palasta ja kokonaistilavuuden 10 ul.

d) E.coli HB101:n transformointi yhteenliitetyilla pa-
lasilla

2 ul:n erdt liitosseosta (esimerkki 5c¢) lisdtddn
50 pl:aan kalsiumilla kdsiteltyjd E.coli HB101-soluja
(ks. esimerkki 4a). Sitten seoksia kasvatetaan LB-
agarlevyilld, joihin on lisdtty 100 ug/ml ampisilliinia.

Levyja inkuboidaan 16 tuntia 37°%C:ssa.
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Ndin saadaan noin 300 ampisilliinin suhteen vastustus-
kykyistd E. coli HB101-pesdkettd. Kahdeksasta ampi-
silliinin suhteen vastustuskykyisestd8 pesdkkeestd eris-
tetddn plasmidi-DNA, suoritetaan analyysi ja niiden raken-
ne mddritetddn vertaamalla EcoRI:1138 ia HaeIIl:lla saa-
tujen restriktiopalasten liikkuvuutta standardi DNA:han
(bakteriofaagi JA:n DNA, joka on hajotettu HindIII:1lla

N ew England Biolabs), p30-plasmidi-DNA, joka on hajo-
tettu HaeIII:1la ja EcoRI:11&). Kun liitoskohtien raken-
ne on todettu, saadaan 5 plasmidia, joissa on oikea ra-
kenne. Yhdelle ndistd plasmideista, joissa on PHOS5-pro-
moottori liittyneend 8%—interferonipolvpeotidié kooditta-

vaan alueeseen (ks. kuva 5) annetaan nimitys pBOIFN1(81).

Esimerkki 6: Hiivan toisiintumisen alkukohdan ja selek-

tiivisen merkkikohdan lisdd@minen (ks. kuva 4)

a) EcoRI-palasen (1,5 kb) eristdminen plasmidista Yrp7

ja sen liittdminen plasmidiin p3OIFN1(8;)

Liittdmisreaktion helpottamiseksi 1,5 kb:n EcoRI-
restriktiopalanen puhdistetaan. Plasmidi Yrp7 (4) lei-
kataan EcoRI:11d, saadut kaksi palasta erotetaan toisistaan
0,8-prosenttisessa agaroosigeelissd ja 1,5 kb:n palanen,
joka sisdltdd hiivan autonomisesti toisiintuvan jakson
ja hiivan TRP1-geenin, puhdistetaan ja eristetdédn esimer-
kissd 4a kuvatulla tavalla. Liittdminen suoritetaan (New
England Biolabsin ehdottamalla tavalla) kdyttdmdlld
20 j1g/ml EcoRI:114 leikattua p3OIFN1(8i)-plasmidia ja 10

ng/ml  Yrp7:std saatua 1,5 kb:n EcoRI-restriktiopalasta
ja 100 yksikkodd T4-ligaasia.

b) E. coli JA 194:n transformointi yhteenliitetyilla
palasilla

Plasmidit, jotka sisdltdavdt hiivan TRP1-geenin voi-
daan suoraan valita transformoimalla L. coli trpC:n mutant-
tikanta JA 194 (trpC, leuB, B1). E.coli trpC-geeni koo-

dittaa E. coli N-(5'-fosforibosyyli)antranilaatti-isome-
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raasia. E.coli trpC-mutantit voidaan tdydentdd hiivan
TRP1-geenilld (4). E. coli-kannan JA 194 transformointi
suoritetaan samoin kuin E. coli HB101:n (ks. esimerkki
4a) kohdalla on selostettu, mutta seuraavin muunnoksin:

e nnen agarlevyille levittdmistd solujen annetaan toipua
1 ml:ssa LB-alustaa 60 minuuttia 370C:ssa; solut pestdén
kerran E. coli M9:n minimaalisella kasvualustalla (30)
ja levitetddn M9:n minimaaliselle kasvualustalle, johon
on lisdtty Bl-vitamiinia (1 pg/ml) ja L-leusiinia (20 mg/ml).
Levyjd inkuboidaan 2 vuorokautta 379C:ssa. Ndin saadaan
noin 1000 tryptofaanin suhteen protctrofista E.coli-

pesdkettd.
c) Yhdistelmdplasmidien eristdminen ja tunnistaminen

Trp+—pesékkeet puhdistetaan LB-levyilld, joihin on
lisdtty 100 ug/ml ampisilliinia. Yksittdiset pesdkkeet
poimitaan ja plasmidit erotetaan esimerkissd 2 kuvatulla
tavalla. Puhdistetut plasmidit analysoidaan mittaamalla
niiden restriktiopalasten koot, jotka on saatu katkaise-
malla EcoRI-, HindIII-, PstI- ja BglII-entsyymilla
(Biolabs). N&din saadaan kaksi eri plasmidia, jotka si-
sdltdvdt 1,5 kb:n EcoRI-restriktiopalasen kyseisissé
kahdessa mahdollisessa suunnassa (ks. kuva 4). Niille
annetaan nimitykset p3OIFN2(8i) ja pBOIFNZ'(S;), kuten

kuvaan 4 on merkitty.

Esimerkki 7: Saccharomyces cerevisiae RH971:n transfor-

mointi ja interferonituotannon aikaansaaminen

Plasmidit p30IFN2(8;) ja p301FN2'(8{) siirretdéan
kukin Saccharomyces cerevisiae-kantaan RH971 (a, trpl,
leu?, his4) samoin kuin on kuvattu julkaisussa Hinnen
et al. (1). 1 jyg plasmidi-DNA:ta lisdtddn 100 pl:aan
sferoplastisuspensiota ja seos kdsitellddn polyetyleeni-
glykolilla julkaisussa (1) kuvatulla tavalla. Sfero-

plastit sekoitetaan 10 ml:aan regenerointiagaria ja le-
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vitetddn hiivan minimaalista kasvualustaa sisdltdville
levyille, joissa ei ole leusiinia. Kun on inkuboitu
noin 3 vuorokautta, saadaan noin 1000 transformoitunutta
solua.

Yksi ainoa hiivapesdke poimitaan hiivan trans-
formointilevyiltd (nimeltd&n Saccharomyces cerevisiae
RH971/p3OIFN2(Ri) ja /pBOIFNZ'(Si), vastaavasti) ja
sitd kasvatetaan 10 ml:ssa hiivan minimaalista kasvu-
alustaa 100 ml:n Erlenmeyer-pullossa 24 tunnin ajan 30°C:ssa
nopeudella 200 1/min solutiheyteen noin 2-3x107 solua/ml.
Solut pestddn kerran 20 ml:1la alhaisen Pi:n minimaa-
lista kasvualustaa. 3 ml uudelleensuspendoituja so-
luja siirrostetaan 300 ml:aan alhaisen Pi:n minimaalista
kasvualustaa ja 300 ml:aan normaalia minimaalista kasvu-
alustaa, vastaavasti, 1000 ml:n Erlenmeyer-pulloissa.
Inkubointi suoritetaan 30°C:ssa nopeudella 160 1/min.
PHOS-promoottorin induktiota seurataan mittaamalla
happofosfataasiaktiivisuuden esiintyminen kokonai-
sissa soluissa menetelmidll&d, jota Toh-e et al. ovat
kuvanneet (31). Soluja kasvatetaan tiheyteen noin
1-2x107 solua/ml (26-30 tunhin inkubointi)

Esimerkki 8: Hiivasolu-uutteiden valmistus ja interte-

fonitiitterin mdaritys

300 ml:n kasvualustasta (ks. esimerkki 7), jonka
solutiheys on 1—2x107/ml, kerdtidin solut talteen sentri-
fugoimalla Sorvall GSA-roottorissa 5 minuuttia nopeudel-
la 8000 1/min 4°C:ssa. Solut pestddn kerran 100 ml:lla
vettd ja suspendoidaan uudelleen 6 ml:aan jddkylméaa
rikkomisseosta (0,1M kaliumfosfaattipuskuri pH 7,4,

1% (tilavuusosina) Triton X-100, 0,0001M PMSF (Merck))
ja siirretddn 30 ml:n corex-putkeen. Suspensiota sentri-
fugoidaan vield 5 minuuttia Sorvall SS-34 -roottorissa no-
peudella 8000 1/min 4°C:ssa ja suspendoidaan uudelleen

. . o . -
3 ml:aan rikkomisseosta 0 C:ssa. Solususpensioon lisa-
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tddn 4 g lasihelmid (halkaisija 0,4 mm) ja suspensiota
ravistellaan Vortex Mixerissd (Scientific Instruments Inc.,
USA) tdydelld nopeudella 30 sekuntia ja sen j&lkeen sitéd
jddhdytetddn 1 minuutti j&d&hauteella. Tdmd ravistelu-
toimenpide toistetaan 5 - 10 kertaa, kunnes yli 90 % so-
luista on rikkoutunut (tarkistetaan valomikroskoopilla).
Rikkoutunut solumateriaali ja lasihelmet poistetaan liuok-
sesta sentrifugoimalla 10 minuuttia nopeudella 8000 1/min
Sorvall HB-4-roottorissa. Emdliuos siirretddn Eppendorf-
putkiin, jdddytetddn nestemdisessd typessd ja sdilytetdédn
-60°C:ssa. Interferoniaktiivisuus midritet&in Armstrongin
menetelmdlld (32) kayttdmdlld ihmisen CCL-23-soluja ja
rakkulastomatiittivirusta (VSV) drsytysviruksena. Tu-

loksista on esitetty yhteenveto taulukossa 1.

Taulukko 1

Saccharomyces cerevisiae-kannan RH971 interferoniaktii-
visuus sen jdlkeen kun se on transformoitu plasmideilla
p3OIFN2(8i) ja p3OIFN2'(8i) vastaavasti sekd myds plas-
midilla pJDB207/IFN2'(8;) (ks. esimerkki 9)

Interferoniaktiivisuus ilmaistuna

yksikdissd/ml hiivasolu-uutetta

plasmidi p3OIFN2(Si) p3OIFN2‘(8i) pJDB207/IFN2'(8i)

kytketty pois

pddltd (normaa-

li fosfaattipi- 0 30 100
toisuus)

kytketty pdal-

le(alhainen

fosfaattipitoi- 700 7000 50000
suus)

Esimerkki 9: 1Interferonigeenin liittdminen suuren kopio-

mddrdn tuottavaan hiivan 2u-vektoriin pJDB 207 (ks. kuva 6).

Plasmidi p301FN2'(8{) katkaistaan restriktioendonuk-

leaaseilla HindIII ja BamHI noudattamalla valmistajan oh-
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jeita (Biolabs). Saadaan kaksi palasta, joiden koot
ovat 4,0 kb ja 2,0 kb. 2,0 kb:n jae erotetaan ja
puhdistetaan kdyttdmdlld matalla sulavassa agaroosi-
geelissid tehtyd geelielektroforeesia, jota on selostet-
tu kohdassa 4a.

Plasmidi pJDB207 (28) katkaistaan restriktioendo-
nukleaaseilla HindIII ja BamHI. T&lldin syntyy kolme
palasta. 6,5 kb:n restriktiopalanen erotetaan edell&-
kuvatulla tavalla.

0,3 ug 2,0 kb:n palasta (joka sisdltdd PHO5-promoot-
torin liittyneend interferoniproteiinia koodittavaan
alueeseen) liitet#dn 15 tunnin ajan 6,5 kb:n vektori-
palaseen reaktioliuoksen kokonaistilavuuden ollessa
20 ul ja kdyttdmdlld 300 yksikk6d T4 DNA-ligaasia val-
mistajan kuvaamissa olosuhteissa (Biolabs). E. coli
HB101-solut transformoidaan ja ampisilliinin suhteen
vastustuskykyiset pesikkeet valitaan. Plasmidi-DNA eris-
tetdsdn Jja eristetyn plasmidi-DNA:n oikea rakenne tode-
taan restriktiokatkaisuilla kdytt&mdlld entsyymeja
HindIII ja BamHI ja k&dyttdm#lld molekyylipainostandar-
deina samoilla entsyymeilld katkaistuja plasmideja
p301FN2'(8i) ja pJDB207. Saadulle uudelle plasmidille
annetaan nimitys pJDBZO7/IFN2'(8i).

Plasmidi pJDB207/IFN2'(8%) transformoidaan S.cere-
visiae-kantaan RH971 julkaisussa (1) kuvatulla tavalla
valitsemalla leusiinin suhteen prototrooppiset pesdk-
keet. Yksi leusiinin suhteen prototrooppinen hiiva-
pesdke (nimeltddn Saccharomyces cerevisiae RH971/pJDB207/
IFN2'(8%)) poimitaan ja sitd kasvatetaan esimerkissd 7
kuvatulla tavalla. Interferonitiitteri mddritetdédn esi-
merkissi 8 kuvatulla tavalla. Tulokset on esitetty tau-

lukossa 1.
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Esimerkki 10: Sellaisten E. coli-kantojen valmistus, jotka
ovat transformoituneet yhdistelmdplasmideilla, jotka
sisdltdvdt ihmisen lymfoblastoidi-interferoneja koodit-

tavat alueet

A. HuIFN mRNA:n suhteen rikastetun poly(A) RNA:n eristi-
minen (kuva 7)
a) Namalwa-solujen indusointi

Namalwa-soluja kasvatetaan RPMI 1640-kasvualustassa,
jossa on 10 % naudan sikidaikaista seerumia, 37°% 1&8mp6-
tilassa. Kun solutiheys on 3x106 solua/ml, suspensio
sentrifugoidaan nopeudella 800x g 10 minuutin ajan huo-
neenldmpdtilassa. Kerdtyt solut suspendoidaan 200 ml:
aan kasvualustaa, jossa on glutamiinia- (0,027 tilavuus-%),
penisilliinid (100 yksikk&&d/ml) ja streptomysiiniid (50
ug/ml) . Soluja inkuboidaan 90 minuuttia 37°%C:ssa
Newcastle-sairausviruksen (NDV 110) kanssa suhteessa
190 HAU/106 solua (HAU = hemagglutinaatioyksikk&d). Li-
sddmdlld tuoretta kasvualustaa solutiheys sdddetddn ar-
voon 1,3x106 solua/ml ja solususpensiota ravistellaan
34°C:ssa nopeudella 100 1/min. 12 tunnin kuluttua keréa-
tddn talteen 6x109 solua ja ne suspendoidaan uudelleen
50 ml:aan fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta ("PBS":
1 1 PBS-liuosta sis&ltdd 80 g NaCl, 2 g KC1l, 14,4 g
NaZHPO4 ja 2 g KH,

ndyte ja interferoniaktiivisuus middritetidin Armstrongin

PO4). Ennen solujen korjuuta otetaan

menetelmdlld (32) k&yttdm&lld ihmisen CCL-23-soluja ja
rakkulastomatiittivirusta drsytysviruksena. Ndin saa-
daan tulokseksi 4300 IFN-yksikk&id/ml.

b) Solujen rikkominen ja deproteinisointi

Solususpensio (6x109 solua 50 ml:ssa PBS-puskuria)
lisdtdédn huoneenldmpbtilassa 800 ml:aan hajotuspuskuria,
jossa on 0,05 M Tris.HC1l (pH 7,5), 0,1 M NaCl, 5 mM EDTA
ja 2% SDS (kiteinen tutkimuslaatu, Serva). Lysaattia
hajotetaan mddrdlld 0,2 mg/ml esi-inkuboitua (2 h 37OC:ssa)
proteaasia (Protease P, type VI, Sigma) huoneenldmp&tilassa

sekoittamalla 1 tunnin ajan. Liuoksesta poistetaan pro-
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teiini uuttamalla 3 kertaa 500 ml:1la fenolilla kyl-
listettyd TNE-liuosta ja 5 kertaa 500 ml:lla klorofor-
mia. N&in saadaan 500 mg nukleiinihappoja, kun mita-

taan absorbanssina 260 nm:ssa.
c) Kontaminoivan DNA:n ja RNA:n poistaminen

Hieman viskoosinen vesiliuos, joka on saatu edel-
likuvatulla tavalla(vaihe Ab), sdddetddn pitoisuuteen
0,3 M NaCl ja 1 g oligo(dT)selluloosaa (tyyppi 7,

P-L Biochemicals). Kun on sekoitettu 30 minuuttia huo-
neenlidmpdtilassa, suspensio sentrifuogidaan 1 litran
Sorvall-pulloissa Sorvall RC-3-sentrifugissa nopeudella
4000 1/min 10 minuuttia huoneenlimpétilassa ja oligo(dT)-
liete pestdidn kahdesti 40 ml:1lla 2xTNE, jossa on 0,5 %
SDS. Sitoutunut poly(A) RNA eluoidaan sen jdlkeen vii-
delld perikkdiselld pesulla (2,4 ml HZO)' N&in saadaan
720 pug poly(A) RNA:ta optisen tiheyden perusteella
mddritettynd. Ensimmdisen adsorption jdlkeen saatu
emidliuos-RNA adsorboidaan toisen kerran 1 g:aan oligo(dT)-
selluloosaa ja eluoidaan edelldkuvatulla tavalla, jol-
loin saadaan 320 pg poly(A) RNA:ta. Eluaatit yhdistetddn,
sdidetidin TNE-liuokseksi ja poly(A) RNA saostetaan 67-
prosenttisella etanolilla -20°%C:ssa 10 tunnin ajan. RNA
otetaan talteen sentrifugoimalla nopeudella 10 000

1/min Sorwall RC-5B-sentrifugissa 10 minuuttia 0°C:ssa.
Sakka (1 mg) liuotetaan uudestaan 1 ml:aan TmM EDTA.

RNA:n HuIFN mRNA-aktiivisuus tutkitaan injektoimal-
la Xenopus laevis-sammakon varhaismunasoluihin seuraa-=
valla tavalla:

50 nl RNA-liuosta injektoidaan kuhunkin 20 varhais-
munasolusta. Varhaismunasoluja inkuboidaan Barth-alus-
tassa (2 mM Tris, 88 mM NaCl, 1mM KCl, 0,33 mM Ca(NOB).HZO,
0,417 mM CaC12.2H20, 0,82 mM MgSO4.7H20, 2,4 mM NaHCO3,
0,01 mg/ml penisilliinid, 0,01 mg/ml streptomysiinid ja

liuoksen pH sdddetddn suolahapolla arvoon 7,6) julkai-
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sujen Gurdon (33), Barth (34) ja Colman et al. (35) mu-
kaan. Injektoituja varhaismunasoluja inkuboidaan 42-

48 tuntia ja inkubointiv&liaine poistetaan, sentrifugoi-
daan 5 minuuttia Eppendorf-sentrifugissa ja emdliuosta
sdllytetddn -20 - -80°C:ssa, kunnes se kdytetdin midri-
tyksessi. IFN-aktiivisuus mddritetddn oleellisesti ot-
taen Armstrongin menetelmdn mukaan (32) paitsi, etta
VSV-virusta kidytetddn drsytysviruksena Hep-2-soluissa
(Flow Laboratories). Varhaismunasolu-uutteen ominais-
aktiivisuus on 600 IU interferonia per ug injektoitua
RNA:ta.

d) Poly(A) RNA:n rikastaminen HuIFN mRNA:n suhteen

Poly(A) RNA lasketaan Chelex-100-pylvddn ldpi (200-
400 mesh, Bio-Rad) (pakatun pylv&ddn tilavuus 0,5 ml).
Pylvds huuhdellaan 1 ml:lla TmM EDTA.

Eluaatti (1 mg poly(A) RNA:ta 2 ml:ssa EDTA) kuumen-
netaan 2 minuuttia 100°C:ssa ja sen jdlkeen suoritetaan
sentrifugointi sakkaroositiheysgardientin ldpi (6 kpl
14 ml:n sakkaroosiliuoksia, joiden sakkaroositiheys nou-
see 5 prosentista 23 prosenttiin (paino/tilavuus), ja
jotka sisdltdvit 50 mM Tris.HC1l (pH 7,5), 0,2 M MaCl ja
1 mM EDTA). Sentrifugointi suoritetaan TST 41-roottoris-
sa (Kontron AG) nopeudella 35 000 1/min 16 tunnissa 5
Oc:ssa. 0,3 ml:n jakeet keritddn ISCO-gradienttien kerdys-
laitteeseen. Kuhunkin jakeeseen lis&dtddn 2 tilavuutta
etanolia ja liuoksen annetaan seisoa 10 tuntia - 20°C:ssa.
Saostunut mRNA sentrifugoidaan talteen (Sorvall, HB-4-
roottori, OOC, 10 000 1/min, 10 minuuttia). Kunkin ja-
keen sakka liuotetaan uudestaan 25 pl:aan 1 mM EDTA ja
jokaisesta jakeesta mddritetddn ihmisen IFN mRNA-aktiivi-
suus edellikuvatulla tavalla (vaihe Ac) paitsi, etta RNA-
ndytettd kohti injektoidaan vain 10 varhaismunasolua eika
20. Saadut tulokset on esitetty taulukossa 2.
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Taulukko 2

Sakkaroositiheysgradientin jakeista maadritetty HuIFN

mRNA-aktiivisuus

jae n:o IFN-aktiivisuus (yksikk&d/ml)
1-18 -
19 162
20 162
21 162
22 162
23 ei tutkittu
24 729
25 ei tutkittu
26 405
27 ei tutkittu
28 486
29 ei tutkittu
30 162
31 ei tutkittu
32 162
33 el tutkittu
34 54
35-40 ei tutkittu

Jakeet 23 - 29 yhdistetddn ja poly(A) RNA puhdis-
tetaan seuraavalla tavalla:
Poly(A) RNA-liuos sdddetddn 2xTNE-vdkevyyteen 0,5-pro-
senttisessa SDS -liuoksessa ja siirretddn 200 ul:n
0ligo(dT)selluloosapylvddseen. Pylvds pestdédn 2 ml:1lla
0,5-prosenttista SDS-liuosta, jossa on 2xTNE, ja poly(3)
RNA eluoidaan pesemdlld 5 kertaa 0,5 ml:1lla HZO' Elu-
aatti sdddetddn TNE-pitoisuuteen ja liuos uutetaan kahdes-
ti yhtd suurella tilavuudella fenolia (kyldstetty TNE:11ld)

ja kahdesti yhtd suurella tilavuudella kloroformia.
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Poly (A) RNA saostetaan 2 tilavuudella etanolia -20%:ssa
10 tunnin ajan ja otetaan talteen sentrifugoimalla HB-4-
roottorissa edelldkuvatulla tavalla.

Poly (A) RNA liuotetaan 100 pl:aan 0,5 mM EDTA.
Saanto on 40 ug, kun mitataan optinen tiheys.

Osa poly(A) RNA:ta kdytetddn ihmisen IFN-aktiivi-
suuden mddritykseen edelldkuvatulla tavalla kdyttdmdlli
20 varhaismunasolua mddritystd kohti. Poly(A) RNA-val-
misteen ominaisaktiivisuus on 8100 IU interferonia per
1g RNA.

B. Kaksisdikeisen cDNA:n valmistus (kuva 7)

Poly (A) RNA:n suhteen rikastettua HuIFN mRNA:ta
(ks. vaihe Ad) ké&dytetddn templaattina valmistettaessa
kaksisdikeistd cDNA:ta kdyttdmdlld oleellisesti katsoen
niitd menetelmid, joita on kuvattu julkaisuissa Efstra-
tiadis et al. (36), Maniatis et al. (37) ja Hoeijmakers
et al.(38).

a) Ensimmdisen sdikeen synteesi

250 yl reaktioseosta, jossa on 40 mM Tris.HC1
(pH 7,5), 30 mM NaCl, 5 mM MgClz, 0,5 mM DTT (Calbio-
chem.), 1 mM 4dGTP, d4dCTP, dTTP (P-L Biochemicals) ja 1 mM
32P-dATP (Amersham, ominaisaktiivisuus 50 000 cpm/nmol),
20 ug/ml oligo(dT)12_18 (P-L Biochemicals), 40 ug/ml
poly (A) RNA ja 100 yksikk®dd linnun myeloblastosis-viruk-
sen (AMV) kddnteiskopioijaentsyymid (Life Sciences, Inc.,
St. Petersburg, Florida), inkuboidaan 80 minuuttia 37°C:ssa.
Reaktio katkaistaan s&ddtd@m&llid liuoksen pitoisuudeksi 10
mM EDTA ja 0,1% SDS. Seos uutetaan kerran 1 tilavuudel-
la fenolia. Vesifaasi uutetaan uusestaan 1 tilavuudel-
la kloroformia ja sijoitetaan 3 ml:n Sephadex G-30-pylvaad-
seen (Pharmacia, fine). Kerdtddn 0,1 ml:n jakeet. Kun-
kin jakeen radioaktiivisuus mddritetddn mittaamalla Ceren-
kov-sdteily. Radioaktiiviset jakeet yhdistetddn ja nuk-
leiinihapot saostetaan 2 tilavuudella etanolia -20%:ssa

10 tunnin aikana. Né&dytettd sentrifugoidaan HB-4-rootto-
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rissa 20 minuuttia nopeudella 10 000 1/min 0°C:ssa. Sak-
ka liuotetaan 95 ul:aan H20. Lis&dtddn 5 pl 10 N NaCOH ja
seosta inkuboidaan 40 minuuttia 25°C:ssa. Kun on neutra-
loitu 5 M etikkahapolla, 1lisdtd&n 50 ul vettd ja 2 tila-
vuutta etanolia ja ndytettd sdilytetdsén 10 tuntia -20%C:ssa.
Sakka sentrifugoidaan talteen edelldkuvatulla tavalla ja
liuotetaan uudestaan 200 uwl:aan 0,1 mM EDTA. Ndin saa-
daan 3,7 ug yksisdikeistd cDNA:ta. cDNA:n pituus on 700-
1500 nukleotidia, kun mddritetddn elektroforeettisen
liikkuvuuden perusteella 6-prosenttisessa polyakryyliamidi-
geelissid Tris-boraatti-EDTA:ssa (108 g Tris, 9,3 g di-
natrium-EDTA ja 55 g boorihappoa per 1 litra liuosta, pH
8,3), jossa on 7 M ureaa, vertaamalla pituudeltaan tun-

nettuihin merkki-DNA-palasiin (39).

b) Toisen sidikeen synteesi ja katkaisu S1—endonukleaa—

silla

Saatua cDNA-liuosta kuumennetaan 90 sekuntia 1OOOC:ssa,
jadhdytetddn ja inkuboidaan 400 pl:ssa reaktioseosta, jossa
on 0,1 M kaliumfosfaattipuskuria (pH 6,9), 10 mM MgClz,
10 mM DTT (Calbiochem), 1 mM dATP, 1mM 4CTP, 1mM 4dTTP (P-L
Biochemicals) 1mM 3H—dGTP (Amersham, ominaisaktiivisuus
94 000 cpm/nmol) ja 165 yksikk&&d/ml E. colin DNA-polymeraa-
si I:td (Biolabs, New England), 8 tuntia 15°C:ssa. Reak-
tio katkaistaan lisi#&m&lld EDTA ja SDS vdkevyyteen 10 mM
ja 0,1% vastaavasti. Seos uutetaan fenolilla ja klorofor-
milla, kromatografoidaan Sephadex G-50:11d (Pharmacia,
fine, pakatun kolonnin tilavuus 2 ml) Jja saostetaan eta-
nolilla edelldkuvatulla tavalla (vaihe Ba).

Saatu DNA kidsitellddn 50 pl:ssa inkubointiseosta, Jjos-
sa on 0,25 M NaCl, 50 mM natriumasetaattia (pH 4,5) Jja

1 mM ZnSO 6 yksikdlld S,-endonukleaasia (P-L Biochemi-

4’ 1

cals) 30 minuuttia 37°%C:ssa. Reaktio pysdsytetddan sda-
tdmdlls vidkevyydeksi 0,1% SDS ja 10 mM EDTA. Reaktio-
seoksesta poistetaan proteiini 1 tilavuudella fenolia

(kylldstetty 50 mM natriumasetaattiin, pH 4,5) ja kloro-
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formia. Vesifaasi kromatografoidaan 2 ml:n Sephadex G-50-
pylvididssd (Pharmacia, fine) TNE:ss&. 100 ul jakeet ke-
ratidsdn ja kunkin jakeen Cerenkov-sédteily mddritetdan.
Erotetut jakeet yhdistetd&n ja DNA saostetaan 2 tilavuu-
della etanolia 10 tunnin aikana -20°C:ssa edelldkuvatul-
la tavalla. Sakka sentrifugoidaan HB-4-roottorissa (ks.
edellsd) ja kertynyt sakka liuotetaan 100 pl:aan liuosta,
jossa on 10 mM Tris.HCl (pH 7,5) ja 0,5 mM EDTA. Ndin
saadaan 4 pg DNA:ta. DNA fraktioidaan TST-60-roottorissa
(Kontron AG) sakkaroosigradientin l&pi (5-23%), jossa on
50 mM Tris.HCl1 (Ph 7,5) ja 1 mM EDTA. Sentrifugointi suo-
ritetaan nopeudella 55 000 1/min 5 tunnissa 150C:ssa. DNA,
joka laskeutuu nopeammin kuin 800 emdsparin merkki-DNA,
jota kdsitellddn rinnakkaisgradientissa, kerdtiddn talteen,
siidetdin TNE-pitoisuuteen ja saostetaan 67-prosenttisel-
la etanolilla -20°C:ssa 10 tuntia. N&in saadaan 0,4 ug

kaksisdikeistd cDNA:ta.

C. pBR322:een liitetyn cDNA:n valmistus (kuva 7)
a) dCMP:113 pidennetyn cDNA:n valmistus

0,1 ug:aan saatua kaksisdikeistd cDNA:ta liitetdan
3'-pdihin poly(dC)-h&nndt 10 pl:ssa reaktiosesta, jossa on
100 mM natriumkakodylaattia (pH 7,2), 2,4 mM CoClz, 50
ug BSA (Calbiochem.) per ml, 1 mM 4CTP ja 10 yksikkdd ter-
minaalista deoksinukleotidyylitransferaasia (P-L Biochemi-
cals) per ug kaksisdikeistd cDNA:ta. Inkuboinnin j&lkeen
(20 min, 27OC) lisdtiddn EDTA vikevyyteen 10 mM ja seosta
siilytetdsn -20°C:ssa kdyttddn asti.

b) Pst I:114 katkaistun, dGMP:114 pidennetyn pBR322:n

valmistus

10 ug pBR 322:n plasmidi-DNA:ta hajotetaan 10 yksi-
k5114 Pst I-endonukleaasia (Biolabs) 100 pl:ssa liuosta,
jossa on 50 mM NaCl, 6 mM Tris.HCl (pH 7,5), 6 mM MgClz,
6 mM 2-merkaptoetanolia ja 100 ug/ml gelatiinia, 1 tunti
37°C:ssa. Liuos uutetaan 1 tilavuuella fenolia ja kloro-

formia. Liuos s#dddetddn TNE-pitoisuuteen ja linearisoitu
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DNA saostetaan 2 tilavuudella etanolia -20°C:ssa 5 tunnin
ajan.

Linearisoitu plasmidi-DNA pidennetddn dGMP:113 200
ul:ssa reaktioseosta, jossa on 100 mM natriumkakodylaat-
tia (pH 7,1), 5 mM MgClz, 20 mM NaH2P04, 50 ug BSA per ml,
1T mM dGTP ja 100 yksikk66d terminaalista deoksinukleoti-
dyylitransferaasia (P-L Biochemicals). Kun on inkuboitu
20 minuuttia 37°C:ssa, lisdtddn EDTA:ta vdkevyyteen 10 mM

ja reaktioseos jdddytetddn —ZOOC:een kdyttodn asti.

c) dGMP:114 pidennetyn pBR322:n liitt&minen 4ACMP:114 pi-
dennettyyn kaksisdikeiseen cDNA:han

Seosta, jossa on cCMP:118 pidennettyd kaksisdikeisti
cDNA:ta (0,1 ug) ja dGMP-h&dntdistd, linearisoitua pBR 322:ta
(0,5 ug) 500 pl:ssa TNE:td, inkuboidaan 65°C:ssa 1 tunti,
37°:ssa 1 tunti ja 20°C:ssa 1 tunti. Liuos, jossa on
PBR322 siihen liitetyn cDNA:n kanssa sijoitetaan jdihi#n

ja kdytetddn transformointiin vilittSmisti.

D. E. coli HB 101:n transformointi yhteenliitetylli yhdis-

telmdplasmidilla

Kalsiumilla kdsitelty E. coli HB 101 valmistetaan trans-
formointia varten menetelm&lld Mandel et al. (29).

10 yl reaktioseosta, jossa on edelldvalmistettua (vai-
he Cc) yhteenliitettyd pBR322-yhdistelmdplasmidi-DNA:ta li-
sdt3d¥dn seokseen, jossa on 150 pl kalsiumilla kdsiteltyd E.
coli HB 101:td, 10 mM MgClZ, 10 mM CaCl2 ja 10 mM Tris.HC1
(pH 7,5), kokonaistilavuuden ollessa 200 ul.

Seosta jddhdytetddn jddssd 20 minuuttia, kuumennetaan
42°C:een 1 minuutiksi ja inkuboidaan 10 minuuttia 20°C:ssa.
Lisatdan 1 ml tryptonialustaa (tryptonialusta sisdltdi
10 g Bacto-Tryptonia (Difco); 1 g hiivauutetta (Difco);
.2H,0 1 litrassa tis-

2 2
lattua vettd) ja saatua seosta inkuboidaan 30 minuuttia 37

1 g glukoosia; 8g NaCl ja 294 mg CacCl

Sc:ssa ravistelemalla nopeudella 300 1/min. Seosta kas-
vatetaan 2 agarlevylld (McConkey, Difco; 0,6 ml/levy), joi-
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hin on lisdtty 10 ug/ml tetrasykliinid (Sigma). Levyjd
inkuboidaan 37°C:ssa 12-17 tuntia. N&in saadaan noin
5600 tetrasykliinin suhteen vastustuskykyistd transfor-

moitunutta E. coli HB 101-kantaa.

E. Sellaisten kloonien identifiointi, jotka sisdltavit
HuIFN cDNA:n

a) 13-meerisen oligodecksinukleotidialukkeen syntetisointi
(kuva 8)

Oligodeoksinukleotidi, joka on komplementaarinen 13
nukleotidia sisdltidvdlle jaksolle, joka on sama sekd
HuIFN-a1:n ettd HulFN- B:n mRNA:ssa, syntetisoidaan ke-
miallisesti fosfotriesterimenetelmdlld (ks. Itakura et al.
(40) , de Rooij et al. (41)). Synteesin erilliset vaiheet
on esitetty periaatteellisesti kuvassa 8. Kuvan 8 rivilld
1 mainitut lihtSaineet (mono- ja dideoksinukleotidit, jois-
sa on suojaryhmit) tunnetaan kirjallisuudesta. Suoja-
ryhmidt lohkaistaan irti Itakura et al:n kuvaamilla mene-
telmilld: 5'-monometoksitrityylilld (M) tai dimetoksitri-
tyylilld (D) substituoitujen hydroksyyliryhmien suojaus poistetaan
etikkahapotla (80 %) huoneenldmpdtilassa ja B-syanoetyyli-
fosfaattiryhmdt lohkaistaan 0,1 N natriumhydroksidilla
dioksaani-vesiseoksessa (4:1) huoneenldmp&tilassa. Raken-
neosien kondensointi suoritetaan kdyttdmdlld tri-isopro-
pyylibentseenisulfonyylikloridia aktivointiaineena niin,
ettd saadaan oligodeoksinukleotideja aina tdysin suojat-
tuun 13-meeriseen alukkeeseen asti, joka on esitetty ku-
van 8 rivilld 7. Viimeinen vaihe (kaikkien suojaryhmien
poisto) suoritetaan seuraavalla tavalla:

Liuokseen, jossa on 64,6 mg tdysin suojattua 13-
meeristd oligodeoksinukleotidia dioksaanin (3 ml) ja
asetonitriilin (1 ml) seoksessa, lisd&tddn 200 mg syn-p-
nitrobentsaldoksiimia ja 124 mg N1, N1, N3, N3—tetrametyy—
liguanidiinia ja annetaan seisoa 27 tuntia. Lisdtd&an 10

ml ammoniakkia (25 %) ja liuosta sdilytetdédn 24 tuntia
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50°C:ssa. Kun liuos on haihdutettu vakuumissa, jddannds
liuotetaan veteen, pH sdidetdin etikkahapolla arvoon 4 ja
liuos uutetaan 20 kertaa kloroformilla. Vesiliuos haih-
dutetaan vakuumissa ja jddnnds liuotetaan 1 ml:aan etik-
kahappoa (80 %). Liuoksen annetaan seisoa 1 tunti, lai-
mennetaan 6 ml:lla vettd, uutetaan 3 kertaa kloroformilla
ja lyofilisoidaan. Kolmasosa epdpuhtaasta tuotteesta
puhdistetaan kromatografisesti k&dytt&m&dlld DEAE-Sephadex
A 25-pylvédstd (pylvd&n koko: 10x1,3 cm) ja 200 ml 0,2-
1,2 M trietyyliammoniumbikarbonaattigradienttia. Pddja-
keen eluoituminen tapahtuu vikevyydessd 0,87 M. Pddjae,
joka sis#@ltdid puhtaan tuotteen, todetaan HPLC-kokeella,
haihdutetaan 3 kertaa veden kanssa, suodatetaan 10 ml:n ldpi
Dowex 50 W:td (NH4-suola) ja lyofilisoidaan. HPLC (perma-
phase AAX, column size 90x0,3 cm, 60°C, 2 ml/min, gradi-
entti: A = 0,005 M KH,PO B=0,5M KH PO 0,5 M KC1,

2°74' 4’
pH 4,5; 20 % A > 100% B 30 mlnuutlssa). te 11,8 min.
b) 32P:ll'ai merkityn IFN-a:n ja IFNB:n suhteen spesifi-

sen cDNA-koettimen valmistus (kuva 9)

40 pmol synteettistd 13-meeristd oligndeoksinukleoti-
dialuketta (ks. vaihe Ea) ja 40 pmol [_y-3227—ATP:té
(5700 Ci.mmol-1, Amersham) yhdistetddn 100 pl:ssa 50 mM
Tris.HCl (pH 9,5), 10 mM MgCl, ja 5 mM DTT. 50 yksikkdd

-polynukleotldlklnaa81a (P-L Biochemiclas) lisdtddn ja
kun on pidetty 30 minuuttia 37%: ssa, lisdtddn vield
20 yksikk®id entsyymid ja inkubointia jatketaan vield
15 minuuttia 37°%C:ssa. Vesiliuos, jossa on 32P:lla' mer-
kitty aluke, puhdistetaan fenolilla uuttamalla. Jatko-
puhdistus suoritetaan kromatografisesti 4 ml:n Sephadex
G-50-pylvdidssd (Pharmacia, fine) 1 ml:ssa Tris.HCl-pusku-
ria (pH 8,0). Keritddn 0,1 ml:n jakeet. Kunkin jakeen
radioaktiivisuus miiritetddn mittaamalla Cerenkov-sdteily.
Ominaisaktiivisuudeksi saadaan 4x106 Cerenkov cpm per

mooli oligodeoksinukleotidia. 32P:lléi merkitty aluke
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(40 pmol) lyofilisoidaan, suspendoidaan uudestaan 91
Hl:aan vettd, jossa on 14 ug poly(A) RNA:ta (saatu indu-
soiduista Namalwa-soluista vaiheessa A kuvatulla tavalla)
ja kuumennetaan 60 sekuntia 1000C:ssa. 9 pyl 4 M KC1
lisdt3ddn ja seosta inkuboidaan 25°%C:ssa 60 minuuttia.

450 pl kd&dnteiskopioijaentsyymiseosta lisdtd8n niin,

ettd reaktiotilavuus sisdltdd 40 mM Tris.HCl (pH 8),

4 mM MgClz, 1 mM DTT (Calbiochem, Inc.), 74 mM KC1l,

dATP, d4dGTP, 4CTP ja 4dTTP, 1 mM kutakin, (P-L Biochemi-
cals) ja 90 yksikkOd linnun myeloblastosisviruksen (AMV)
kddnteiskopioijaentsyymid. Inkubointia jatketaan 1 tunti
37°C:ssa. Liuos uutetaan 1 tilavuudella fenolia (kyl-
ldstetty TNE-liuokseen) ja nukleiinihapot saostetaan 2
tilavuudella etanolia -20°C:ssa 10 tunnin kuluessa. Sak-
ka sentrifugoidaan talteen (HB-4-roottori, 20 min, 10 000
1/min, OOC) ja liuotetaan 20 pl:aan vadrjdysseosta, jossa
on 90 % (tilavuusosina) formamidia (Merck, pro analysis),
1 mM EDTA, 0,05 % bromifenolisinistd ja 0,05 % ksyleeni-
syanolisinistd. Ndytettd kuumennetaan 2 minuuttia 90°C:ssa
ja sen jdlkeen se sijoitetaan 5-prosenttiselle polyakryy-
liamidigeelille, jossa on Tris-boraatti-EDTA:ta (ks. Pea-
cock et al. (39)). T&1l1ld6in ndkyy autoradiogrammilla yk-
si kaista, joka liikkuu 32P:ll'ai merkittyjen 267 bp ja

435 bp sisdltdvien DNA-palasten vdlissd, jotka on saatu
leikkaamalla plasmidi pBR 322 Hae III:lla. 32P:lléi mer-
kitty cDNA-palanen uutetaan geelistd ja puhdistetaan
julkaisussa Mueller et al. (42) kuvatulla tavalla. Ndin
saadaan 32P:lléi merkitty ihmisen IFN-a:n ja IFN-8:n suhteen

spesifinen cDNA—koetin, jonka siteily on 20 000 Cerenkov cpm.

c) Sellaisten kloonien seulonta, joissa on HulIFN cDNA
(kuva 9)

1650 edell&dkuvatulla tavalla valmistettua transfor-
manttipesdkettd (vaihe D) siirretddn nitroselluloosasuo-

timille BA 85 (Schleicher & Schuell, halkaisija 8 cm).
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Solut hajotetaan ja niiden DNA denaturoidaan ja kiinni-
tetddn suotimiin in situ menetelmd@lld Grunstein Jja
Hogness (20). Pesdkkeet sisdltdvidt suotimet esihybri-
disoidaan liuoksessa, jossa on 4xSET (liuos, jossa on
0,15 M NaCl, 30 mM Tris.HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA}, 0,1 %
(paino/tilavuus) Ficoll 400 (Pharmacia), 0,1 % (paino/
tilavuus) polyvinyylipyrrolidonia (PVP-360, Sigma), 0,1 %
(tilavuusosina) BSA, 50 ug/ml denaturoitua vasikan kateen-
korva-DNA:ta (valmistettu seuraavalla tavalla: 5 mg
vasikan kateenkorva-DNA:ta (tyyppi I, Sigma) keitetdan
10 min 0,5 M NaOH:ssa DNA leikkaamiseksi, neutraloidaan
5M etikkahapolla ja saostetaan 2 tilavuudella etanolia
-20°C:ssa. Sakka sentrifugoidaan talteen HB-4-roottoris-
sa 10 minuutin ajan 0°C:ssa ja liuotetaan uudestaan 500
pyl:aan 0,5 mM EDTA), 65°C:ssa 4 tuntia kdyttdmdlld 20 ml
seosta suodinta kohti ja hybridisoidaan mddrdlla 103
Cerenkov cpm 32P:lléi merkittyd koetinta per nitrosellu-
loosasuodin liuoksessa, jossa on 5xSET, 0,02 % (paino/
tilavuus )Ficoll, 0,01% polyvinyylipyrrolidonia, 0,02 %
(tilavuusosina) BSA, 0,2 % SDS ja 50 pg/ml denaturoitua
vasikan kateenkorva-DNA:ta. Hybridisointi suoritetaan
65°C:ssa 36 tunnin kuluessa.

Suotimet huuhdellaan kerran kloroformissa, kahdesti
SET, 0,5 SDS:ssd huoneenldmpttilassa ja kahdesti SET,
0,5% SDS:ssd 1 tunnin ajan 60°C:ssa ja kerran 3 mM
Trizma-emiksessd huoneenlimpdtilassa 1 tunnin ajan. Suo-
timet kuivataan imem#lld 3 MM-paperilla (Whatman) ja
suotimista otetaan rdntgenkuva kdyttdmdlld varjostinta
(I1ford vahvistusvarjostin) -80°C:ssa 72 tunnin valotus-
ajalla.

Autoradiogrammilta loydetd&dn yhdeksdn positiivista
pesdkettd, jotka otetaan jatkotutkimuksiin.

Koska transformoituneiden solujen primddriset kloo-
nit sisdltdvit silloin t&118in useampaa kuin yhtd yh-

distelmd-DNA-molekyylilaatua, yhdistelmdplasmidi-DNA:t
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eristetddn yhdeks&dstd positiivisesti hybridisoituvasta
kloonista ja kdytetddn E. coli HB 101:n transformointiin
edelldkuvatulla tavalla.

Yhdistelmdplasmidi-DNA eristetddn seuraavalla ta-
valla: 1 pesdke siirrostetaan 10 ml:aan tryptonialustaa,
joka on tdydennetty 10 ug/ml:1lla tetrasykliinid, 25
ml:n Erlenmeyer-kolvissa edelldkuvatulla tavalla. Viljel-
mii ravistellaan 15-18 tuntia 37°C:ssa nopeudella 300
1/min. Solut sentrifugoidaan talteen (Sorvall, HS-4-
roottori, 10 minuuttia, 400 1/min, 4OC). Ndin saadaan
noin 0,1 g soluja, jotka suspendoidaan uudestaan 1 ml:aan
50 mM Tris.HC1l (pH 8,0). Lisdtddn 0,25 ml lysotsyymi-
livosta (10 mg/ml 50 mM Tris-HCl-puskurissa (pH 8,0),
lysotsyymi on hankittu Sigmalta) ja kun on inkuboitu
10 minuuttia 0°C:ssa, 1is&tdin 0,15 ml 0,5 M EDTA
(pH 7,5). Kun seosta on pidetty vield 10 minuuttia 0°c:
ssa, lis&dtddn 60 pl 2% Triton X-100 (Merck). Kun seosta
on pidetty vield 30 minuuttia OOC:ssa, ndytettd sentrigu-
goidaan 30 minuuttia nopeudella 15 000 1/min 4OC:ssa
Sorvall SA-600-roottorissa. Emd@liuos deproteinisoidaan
1 tilavuudella fenolia (kyll&dstetty TNE:hen). Faasit
erotetaan sentrifugoimalla (Sorvall HB-4-roottori) 10
min nopeudella 500 1/min 4°C:ssa. Ylempi faasi uute-
taan kahdesti 1 tilavuudella kloroformia. Haiman RNAaasia
A (Sigma; 10 mg/ml TNE:ssd, esikuumennettu 20 min 850C:ssa)
lisdtddn lopulliseen vdkevyyteen 25 ug/ml ja saatua seosta
inkuboidaan 40 minuuttia 37°C:ssa. Sitten liuos si#det&in
pitoisuuteen 1 M NaCl ja 10 % polyetyleeniglykolia 6000
(Fluka, autoklavoitu 20 min 120°C:ssa) ja inkuboidaan -10
©C:ssa 2 tuntia. Sakka otetaan talteen Sorvall HB-4-root-
torilla (20 min, 10000 1/min, OOC) ja liuotetaan uudestaan
100 pl:aan TNE. DNA-liuos uutetaan 1 tilavuudella fenolia
ja DNA saostetaan 2 tilavuudella etanolia -80°C:ssa 10
minuutin ajan. Sakka otetaan talteen sentrifugoimalla
Eppendorf-sentrifugissa ja DNA liuotetaan uudestaan 20 Vl:

aan luosta, jossa on 10 mM Tris.HCl (pH 7,5) ja 0,5 mM
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EDTA. 10 ml:sta viljelmd&d saadaan 8-10 pg yhdistelmi-
plasmidi-DNA:ta.

E. coli HB 101 transformoidaan kullakin yhdeksistd
eristetystd yhdistelmd&-DNA:sta ja transformoituja so-
luja kasvatetaan agar-levyillid, joissa on tetrasykliinii,
edelldkuvatulla tavalla (vaihe D). Kustakin transfor-
maatiosta poimitaan 3 tetrasykliinin suhteen vastustus-
kykyistd kloonia, valmistetaan 10 ml:n viljelmit ja
vyhdistelmd&-DNA:t eristetddn viljelmistd edelldkuvatul-
la tavalla.

Kaikki DNA-ndytteet analysoidaan ennen transformoin-
tia ja sen jdlkeen katkaisemalla PstI-endonukleaasilla
ja kdyttdmdlld apuna elektroforeesia 1 % agaroosigeelis-
sd, jossa on 50 mM Tris-asetaattia (pH 7,8) ja 1 mM EDTA.
Kaikilla ndytteilld on identtiset katkeamiskartat ennen
transformointia ja sen jdlkeen.

Yksi uudelleenkloonatuista yhdistelm&-DNA-molekyyleistd
antaa 2 kaistaa, joista toisen liikkuvuus vastaa PstI:1l1l4
katkaistun pBR322:n liikkuvuutta ja toinen noin 1000 bp
sisdltdvdn jakson liikkuvuutta. Sille annetaan nimitys
CG-pBR322/H1lycIFN-1'b.

Toinen yhdistelm&-DNA antaa 3 kaistaa, joista yhden
liikkuvuus vastaa PstI:11d katkaistua pBR322:ta, yhden
liikkuvuus noin 600 bp ja yhden liikkuvuus noin 150 bp.
Tdmdn kloonin yhdistelmd-DNA-molekyylille annetaan nimi-
tys CG-pBR322/HLycIFN- %.
d. Kloonien CG-pBR 322/HLycIFN-1b' ja CG—pBR322/HLycIFN—B1

karakterisointi

Kloonien CG-pBR 322/HLycIFN-1'b ja CG-pBR322/HLycIFN-
81 yvhdistelmd-DNA:t eristetdidn viljelmistd edelldkuvatulla tavalla
(ks. vaihe Ec) ja tunnistetaan mddritt&mdlld cDNA-liitanndi-
sen nukleotidisekvenssi Maxamin ja Gilbertin kuvaamal-
la menetelmdlld (15). Madritys tapahtuu periaatteessa

seuraavasti:
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Eristetty yhdistelmdplasmidi-DNA katkaistaan erilai-
silla restriktioendonukleaaseilla. Entsyymejd kdytetddn
oleellisesti ottaen valmistajan ohjeiden mukaan (New
England Biolabs) paitsi, ettd BSA korvataan gelatiinilla
entsyymipuskureissa. Liuos, joka sisdltidid katkaistun
DNA:n, deproteinisoidaan fenolilla (kyll&stetty TNE:11%).
DNA saostetaan etanolilla, liuotetaan uudestaan 50 mM
Tris.HCl-puskuriin (pH 8,0) DNA-vidkevyyfeen 50 ug/ml ja
inkuboidaan 0,1 yksikén kanssa naudan sisdelinten emisfos-
fataasia (Boehringer) per pmol DNA:n 5'-p&ditd 30 min 37
°C:ssa. Entsyymi inaktivoidaan kuumentamalla liuosta
60 minuuttia 65°C:ssa. DNA puhdistetaan DEAE-selluloosa-
kromatografisesti Mueller et al. (42) kuvaamalla menetel-
mdlld ja saostetaan etanolilla. Sitten DNA merkitdidn
5'-paistddn /7 >2P7-ATP:118 (55000 Ci/mmol, Amersham)
ja suoritetaan T4-polynukleotidikinaasireaktio (P-L
Biochemicals) oleellisesti ottaen julkaisussa Maxam ja
Gilbert (15) kuvatulla tavalla, mutta DNA:ta ei denatu-
roida ennen kinaasireaktiota. Yleens&d ominaisaktiivisuu-
det ovat 1-3x106 cpm/pmol 5'-pditd.

Radioaktiivisesti merkityt DNA-palaset katkaistaan
toisella restriktioendonukleaasilla ja tuotteet erotetaan
elektrofeettisesti k&dyttdmdlld 6%, 8% ja 10% polyakryyli-
amidigeelid Tris-boraatti-EDTA-puskurissa. DNA-palaset
uutetaan geelistd ja puhdistetaan Mueller et al. (42) ku-
vaamalla tavalla. Nukleotidisekvenssien midrittdmisek-
si DNA-palaset hajotetaan kemiallisesti ja tuotteet ero-
tetaan polyakryyliamidigeelielektroforeesilla Maxamin
ja Gilbertin (15) kuvaamalla tavalla.

Erityisesti kloonista CG-pBR 322/HLycIFN-1'b eriste-
tyt plasmidi-DNA:t kdsitellddn seuraavalla tavalla. Toi-
saalta 5 ug plasmidi-DNA:ta katkaistaan BglII:lla, mer-
kitddn radioaktiivisesti S5'-pdistd ja katkaistaan Pvull:
lla. PvulII-Bgl*- (* tarkoittaa radioaktiivisesti merkit-
tyd kohtaa) ja BglII-Pvull*-DNA-palaset eristetddn 6%
polyakryyliamidigeelilld. Toisaalta 5 ug plasmidia
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5 ug plasmidia hajotetaan Alu I:11&, merkitddan 5'-pdis-
t44n ja katkaistaan PstI:11&. PstI-Alul*-DNA-palanen
eristetddn 8% polyakryyliamidigeelilld. Sen jdlkeen
vksittdiset palaset hajotetaan ja sekvenssit mddritetddn
Maxamin ja Gilbertin menetelmdlld. Saatu nukleotidisek-
venssi on esitetty kuvassa 10. Noin 25-35 deoksiguano-
siinitihdettd sisdltidvd jakso on cDNA-liitdnndisen 5'-
pidn edessd. Esitetty nukleotidisekvenssi on jossain mada-
rin samanlainen kuin IFN-a:n (tyyppi F) cDNA:n vastaava,
jota Goeddel et al. ((43), ks. myds Weissmann (44)) ovat
kuvanneet, mutta siind esiintyy kuitenkin paljon selvia
poikkeamia (pistemutaatioita), joista jotkut vaikuttavat
aminohappoihin (ks. kuva 10).

Kloonista CG-pBR322/HLycIFN—B1 eristetty plasmidi-
DNA kisitellddn samalla tavalla. 5 ug plasmidi-DNA:ta
hajotetaan PvulIl:lla ja merkit&d&dn radioaktiivisesti 5'-
paistd. Puolet seoksesta katkaistaan PstI:1ld ja
loput Bgl II:lla. PstI-PvulI*- ja BglII-Pvull*-jakeet
eristetdin elektroforeettisesti 6% polyakryyliamidigee-
1il1ld ja hajotetaan edelldkuvatulla tavalla. Nukleoti-
disekvenssi (N-pdin sekvenssi) on esitetty kuvassa 11 ja
se osoittaa, ettd cDNA liiti#nndinen alkaa nukleotidista
numero 102 IFN—B1:n cDNA:ssa, kuten Taniguchi et al. (45)
kuvanneet. N#in ollen cDNA-liit#dnndiselld on kyky koo-
dittaa ihmisen IFN-B1:a, josta puuttuu 11 aminohappoa
N-pddssid. cDNA-liitdnndisessd on 5'-pddssd noin 20-25
oheisdeocksiguanosiinitdhdettd Jja siind on pistemutaatio
kohdassa 153, joka muuntaa C-tdhteen T-tdhteeksi vaikut-

tamatta syntyvddn aminohappoon.

e. Sellaisten kloonien identifiointi, jotka sisdltdvéat
DNA-molekyylejd, jotka ristihybridisoituvat. CG-PBR 322 /HLycIFN-
1'b:n ja CG-pBR 322/H1ycIFN—B1:n liitdnnédisiin

Kloonien CG-pBR 322/HLycIFN-1'b ja CG-pBR 322/HLycIFN-
81 vhdistelmdplasmidi-DNA:t eristetddn viljelmistd edel-
ldkuvatulla tavalla (vaihe Ec). CG-pBR 322/HLycIFN-1'b:n
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plasmidi-DNA (5ug) katkaistaan Bgl II:1la, merkitiin
radioaktiivisesti 5'-pdist#&n ja katkaistaan PvuII:lla.
Toisaalta eristetty CG-pBR 322/HLycIFN-B1-plasmidi~DNA

(5 pg) katkaistaan Pvu II:1la, merkitdin radioaktiivises~
ti 5'-pdistddn ja katkaistaan Bgl II:1la. Pvu II- Bgl
II*-DNA-palanen (351 bp) (koetin A) ja Pvu II*-Bgl II-
DNA-palanen (368 bp) (koetin B) eristetdin 8% polyakryy-
liamidigeelistd edelldkuvatulla tavalla (vaihe Ed) ja
kdytetddn in situ pesdkehybridisointiin (ks. jdljempdnd) .
Plasmidi-DNA-molekyylien katkaisu, radioaktiivinen merkit-
seminen ja DNA-palasten puhdistus suoritetaan edellikuva-
tulla tavalla (vaihe Ed).

Edelldkuvatulla tavalla valmistetaan 40060 transformant-
tipesdkettd (vaihe D), jotka siirret#din nitroselluloosa-
suotimille BA 85 (Schleicher & Schuell, halkaisija 8 cm).
Solut hajotetaan ja niiden DNA denaturoidaan ja kiinni-
tetddn suotimiin in situ menetelm#lli Grunstein ja
Hogness (20). Koettimien A ja B hybridisointi (molemmat koet-
timet on sekoitettu) suoritetaan edellikuvatulla tavalla
(vaihe Ec). Autoradiografisesti identifioidaan 6 posi-

tiivista pesédkettd, joista kolmelle annetaan nimet

E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—41,
E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—51 ja
E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-8)

ja ne tutkitaan tarkemmin. N#iden kloonien plasmidi-DNA:t
eristetddn, transformoidaan uudelleen ja eristetidin uudel-
leen edellé&kuvatulla tavalla (vaiheet Ec, ja Ed).

Yhdistelmd-DNA-molekyylien liitdnnidisten luonteen to-
teamiseksi cDNA-liitdnndisten nukleotidisekvenssit (osit-
tain tai kokonaan) mddritetdin kdyttdmidlli edellikuvattua
yleistd ldhestymistapaa (vaihe Ed).

Tarkemmin sanottuna 5 ug eristettyid plasmidi-DNA:ta
CG-pBR 322/HLyCIFN--41 ja CG-pBR 322/HLycIFN-8; kutakin
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hajotetaan Pvu II:lla, merkitddn radioaktiivisesti 5'-
pdistddn ja katkaistaan Pst I:114. DNA-palaset frakti-
oidaan 8% polyakryyliamidigeelilld ja 8;—DNA:n Pstl -
PvuII* (n. 120 bp) Jja 41—DNA:n Pst I - Pvu II* (82 bp)
eristetddn tavalliseen tapaan.

Eristetty CG-pBR 322/HLycIFN-5,:n eristetty plasmidi-
DNA k&dsitelldsn seuraavalla tavalla. Toisaalta 5 ug
plasmidi-DNA:ta katkaistaan Hae III:lla, merkitddn ra-
dioaktiivisesti 5'-pidist#dn ja katkaistaan Pst I:1ll4&.
Pst I -Hae III*-DNA-jakeet (57 bp) eristetddn 10% poly-
akryyliamidigeelilld. Toisaalta 5 pg plasmidia katkais-
taan EcoR I:114, merkit#in 5'-pdistddn ja katkaistaan Pst
I:114. Pst I -EcoR I*-DNA-palanen (235 bp) ja EcoR I* -
Pst I-DNA-palanen (n. 700 bp) eristetdédn 8% polyakryyli-
amidigeelills. Eri DNA-palasten sekvenssit middritetddn
Maxamin ja Gilbertin menetelm&lld (15).

cDNA-liitdnndisten nukleotidisekvenssit on esitetty
kuvissa 12-14. Kuvassa 12 on esitetty CG-pBR 322/HLycIFN-
41:n cDNA-liitdnniisen osittainen nukleotidisekvenssi. Lii-
tinniisessd on 5'-pddssd oheisena 23 deoksiguanosiinitdh-
teen jakso Jja se sisdltdd osan IFN-az:n (Le) cDNA:sta,
jota Streuli et al. (46) ovat selostaneet. 3'-ekstra-
kistronisessa alueessa on joitakin pienid poikkeamia (pis-
temutaatioita) ja 318 lisdnukleotidin jakso. CG-pBR 322/
HLycIFN-8i:n cDNA-liitidnndisen nukleotidisekvenssi on
esitetty kuvassa 13. Liitidnndisessid on 5'-pddssd ohessa
20-23 deoksiguanosiinitihdettd ja se on samanlainen, mut-
ta ei identtinen sen IFN-g:n (tyyppi D) cDNA:n kanssa,
jota Goeddel et al. ovat selostaneet 1743); ks. myds
Mantei et al. (27)7. Lukuunottamatta eroja cDNA-alueissa,
jotka edeltdvdt ja seuraavat IFN:44 koodittavaa sekvens-
sis, IFN-geeni sis&lt&d kohdissa 28-30 GCC-tripletin
ja kohdissa 409-411 GCG-tripletin, jotka koodittavat ala-
niinia, eikd triplettejd GTC ja GTG, vastaavasti, jotka
koodittavat valiinia. Viimein CG-pBR 322/HLycIFN—51:n

cDNA-liitdnndisen nukleotidisekvenssissd (kuva 14) on
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17 deoksiguanosiinit&@hdettd 5'-pddssd. Nukleotidisekvens-
si muistuttaa IFN-a:n (tyyppi B) cDNA:n vastaavaa, jota
Goeddel et al. ovat selostaneet (43). Kuitenkin
HLycIFN—51:n cDNA-liitdnndisen 5'-pddssd on lisdnukleo-
tideja, pistemutaatioita, puuttuvia kohtia ja lisdyk-

sid ekstrakistronisessa alueessa ja IFN:33 koodittavassa

sekvenssissd kohdissa 22 ja 361-372.

F. TIhmisen interferonien synteesi kdyttdamdlld E. coli-
bakteereita, joissa on ihmisen IFN:n suhteen spesifisia
vyhdistelmda-DNA-mokekyylejéa

5 kloonin, joiden on osoitettu sisdltdvdn ihmisen interfe-

ronin suhteen spesifisid DNA-molekyylejd, nimittdin

coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1'b
. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-41,
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-51,
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-8',, ja
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—B1,

HiH|H|E|E

IFN-aktiivisuus tutkitaan, mikd kussakin tapauksessa teh-
d&d&n seuraavalla tavalla:

Vastaavan E. coli-kloonin viljelmid (30 ml:n suspen-
siot) kasvatetaan tryptonialustassa optiseen tiheyteen
(OD650) noin 1. Solut otetaan talteen ja suspendoidaan
uudestaan 0,5 ml:aan vesiliuosta, jossa on 30 mM NaCl
ja 50 mM Tris.HCl (pH 8,0). Lisdtddn lysotsyymid mdd-
rddn 1 mg/ml (Sigma). Kun on pidetty 30 minuuttia 0°C:ssa,
suspensiot jdddytetddn (nestemdinen typpi) ja sulatetaan
(37OC:ssa) 5 kertaa ja sentrifugoidaan 20 minuuttia no-
peudella 20 000 1/min SS 34 Sorvall-roottorissa 4°c:ssa.
Emdliuosten IFN-aktiivisuus mddritetddn kdyttdmallad syto-
paattista biomddritystd Armstrongin mukaan (32), kuten
vaiheessa Ac on selostettu. Saadaan seuraavat aktiivi-

suudet:
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Uutteen l&hde IFN-aktiivisuus

Yhdistelmd3~-DNA:n sisdltava

E. coli HB 101 (IU/ml)
CG-pBR 322/HLycIFN-1'b 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-4, 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-51 10 000;10 000
CG-pBR 322/HLycIFN-81 100;100
CG-pBR 322/HLycIFN-8, 0;0

Mahdollisesti kloonit, jotka eivdt anna mitddn mi-
tattavissa olevaa IFN-aktiivisuutta, sisdltdvdt yhdis-
telmi-DNA-muotoja, joissa HuLyIFN-cDNA-liit&nndinen on
visridssi suunnassa transkription suunnan suhteen. Tas-
td syystd t&dllaisen kloonin (CG-pBR 322/HLycIFN-1"'Db)
yhdistelmd-DNA, jossa on tdyspitkd cDNA-liitédnndinen,
suunnataan uudestaan seuraavalla tavalla: Kloonin E.
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1'b plasmidi-DNA eriste-
tian edelldkuvatulla tavalla (vaihe Ec) ja katkaistaan
Pst I:114. 0,5 ug katkaistua DNA:ta 20 pl:ssa puskuri-
seosta, jossa on 20 mM Tris.HCl (pH 7,8), 10 mM MgClZ,
10 mM DTT, 25 mM NaCL ja 50 ug/ml gelatiinia, kdsitel-
144n 0,2 yksikollid T4 DNA-ligaasia (Biolabs) ja 0,5 mM
ATP 2 tuntia 15°C:ssa. E. coli HB 101 transformoidaan
cDNA-seoksella edelldkuvatulla tavalla (vaihe D). Trans-
formoituneet kloonit valitaan McConkey-agarlevyilld, joi-
hin on lisdtty tetrasykliinid ja sen jdlkeen otetaan
toisinnot nitroselluloosasuotimille. Nelj&lle bakteeri-
pesidkkeelle, jotka hybridisoituvat CG-pBR 322/HLycIFN-1'b:n
vhdistelmd-DNA:n 32P:lléi merkityn Pvu II-Bgl II*-palasen
(351 bp) kanssa annetaan nimet E. coli HB 101 CG-pBR
322/HLycIFN—1'b1 - —1'b4. Niistd 4 kloonista valmiste-
taan uutteet ja niiden IFN-aktiivisuus mitataan edelldku-

vatulla tavalla. Niin saadaan seuraavat aktiivisuudet:
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Uutteen ldhde IFN-aktiivisuus
Yhdistelmd-DNA:n sisidltiva
E. coli HB 101 (IU/ml)

CG-pBR 322/HLycIFN—1'b1 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-1'b2 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-1'b 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-1'b 30;30

3
4

Ndin ollen plasmidi CG-pBR 322/HLycIFN-1'b4 sisdltdd
cDNA-liitdnndisen, joka kykenee ohjaamaan sellaisen poly-
peptidin synteesid, jolla on IFN-aktiivisuus.

G. Sellaisten yhdistelmédplasmidien rakentaminen, jotka kv-
kenevdt tuottamaan suuria midrii IFN-aktiivisuuden omaa-

via polypeptideji

I. CG-pBR (AP)/LyIFN-a-1~-yhdistelmdplasmidin rakentami-

nen

Jotta saataisiin parannetuksi E. coli HB 101 CG-
PBR 322/HLycIFN-1'b-kloonin IFN-spesifisen proteiinin
saantoa, suoritettiin seuraava rakentaminen, joka on

esitetty kaaviollisesti kuvassa 15.
a. cDNA-liit&nndisen valmistus

Kloonin E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1'b yhdis-
telmé&plasmidi-DNA (150 ug) katkaistaan Pst I:114 (Biolabs)
tavallisilla menetelmilli (ks. vaihe Ed). Uutetaan fe-
nolilla ja saostetaan etanolilla ja leikattu liit&nndinen
eristetddn sakkaroositiheysgradienttisentrifugoinnilla
(5-23%) liuoksessa, jossa on 50 mM Tris.HC1 (pH 8,0) ja
1 mM EDTA. Sentrifugointi suoritetaan nopeudella
35 000 1/min TST 41-roottorissa (Kontron AG) 15°C:ssa
16 tunnissa. Ker&tddn 0,3 ml:n jakeet ISCO-gradientinke~-

rdyslaitteessa nopeudella 1 ml/min. Jakeet, jotka si-
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siltivit pienen jakeen (so. liitdnndisen) yhdistetddn.
DNA saostetaan etanolilla tavalliseen tapaan ja sakka
sentrifugoidaan HB-4-roottorissa (sorvall) nopeudella
10 000 1/min 0°C:ssa 10 minuuttia. Sakka liuotetaan
uudestaan 60 Wl:aan liuosta, jossa on 10 mM Tris.HC1
(pH 7,5) ja 0,05 mM EDTA. N&Zin saadaan 30 ug DNA:ta,
kun mitataan optinen tiheys.

DNA-liitinndinen (10 uqg) katkaistaan Hae III:lla (Biolabs)
ja palaset fraktioidaan 2-prosenttisella agaroosigeelil-
15 liuoksessa, jossa on 50 mM Tris, 50 mM boorihappoa,

1 mM EDTA ja 0,5 pg/ml etidiumbromidia. Suurimmat DNA-
palaset, Hae III-Pst I (869bp) ja HaeIll - Hae III (82 bp,
ks. kuva 15, palaset 3 ja 4 vastaavasti), ja kukin leika-
taan geelistd, ruiskutetaan ohuen neulan ldpi ruiskulla

5 ml:aan liuosta, jossa on 0,15 M NaCl, 50 mM Tris.HC1

(pH 8,0) ja 1 mM EDTA, ja eluoidaan ydn yli ravistellen.
Eluaatti lasketaan 100 ul:n DE-52 (Whatman) Pasteur-pipet-
tipylvddn ldpi DNA:n adsorboimiseksi. Pylvds pestdédn

2 ml:1la samaa puskuria ja DNA eluoidaan 400 pl:1la liuos-
ta, jossa on 1,5 M NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0) ja 1 mM

EDTA. Sakka saostetaan 2 tilavuudella etanolia -20%:ssa
yén aikana. Sakka sentrifugoidaan talteen Eppendorf-
sentrifugissa.

Hae III-Hae III-DNA-jae (82 bp) liuotetaan uudestaan
ja katkaistaan Sau 3A:11la (Biolabs). Entsyymi inaktivoi-
daan ldmmén avulla 650C:ssa 30 minuutin aikana. 1 ug
Hae III-Pst I-DNA-jaetta (869 bp) lisdtidn, liuoksen va-
kevyys sdddetddn mddrddn 10 mM MgClz, 10 mM DTT ja 0,5
mM ATP, ja lisdtddn T4 DNA-ligaasia (Biolabs) 30 vksik=-
k6d/ul reaktiotilavuutta. Liuosta inkuboidaan 10 tuntia
15°C:ssa. Uutetaan fenolilla ja kloroformilla ja seos
fraktioidaan 2% agaroosigeelilld, joka on tehty Tris-
boraatti-EDTA:han, etidiumbromidin lisndollessa. Sau 3A-
Pst I-DNA-jae (ks. kuva 15, jae 5) uutetaan edelldkuva-
tulla tavalla, saostetaan etanolilla ja liuotetaan uudes-

taan 10 pl:aan liuosta, jossa on 10 mM Tris.HCl (pH 7,5)
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ja 0,05 mM EDTA.

b. Sellaisen DNA-palasen valmistaminen, joka sisdltéai

PBR 322:n B-laktamaasin ohjausalueen (ApPr)

Plasmidi pBR 322 katkaistaan Pst I:11& (ks. vaihe
Cb) ja k&dsitellddn 4 yksikdlld/ml eksonukleaasia Bal 31
(Bethesda Research Lab.) 30°C:ssa 4-10 minuutin ajan
B-laktamaasia koodittavan sekvenssin poistamiseksi.

Syntetisoidaan kemiallinen DNA-sidoksenmuodostaja,

jonka kaava on
5'-ATGTGTGATCACACAT-3"'

edelldkuvatulla menetelmdlld (vaihe Ea). Sidoksenmuo-
dostaja liitetdsn Bal 31:118 k&siteltyyn pBR 322 DMA:han
kdyttdmdlld tavanomaisia menetelmi&. Saatu yhdistelmd-
molekyyli katkaistaan restriktioendonukleaaseilla Bcl I
(Biolabs) ja EcoR I. Katkaisutuotteet fraktiocidaan 8%
polyakryyliamidigeelilld Tris-boraatti-EDTA:ssa edella-
kuvatulla tavalla (vaihe Ba). DNA-palaset (ApPr-DNA-
palaset), jotka kulkevat 184 bp:n ja 234 bp:n merkki-
DNA-palasten vidlissd, eristetddn edelldkuvatulla tavalla
(vaihe Ia) ja saostetaan etanolilla tavalliseen tapaan.
Sakka liuotetaan uudestaan liuockseen, jossa on 10 mM
Tris.HCl1 (pH 7,5) ja 0,05 mM EDTA.

c. ApPr-DNA-palasen liittd@minen cDNA-liit&nndiseen

Liuokset, joissa on ApPr-DNA-palaset ja cDNA-liit&dn-
ndinen, yhdistetddn. Seos sdddetddn vdkevyyteen 10 mM
MgClz, 10 mM DTT ja 0,5 mM ATP, ja inkuboidaan 30 yksik&n/ul
kanssa T4 DNA-ligaasia (Biolabs) 15°C:ssa 12 tuntia. Kun
on uutettu fenolilla ja kloroformilla, seos fraktioidaan
1% matalalla sulavassa agaroosigeelissd (Biorad). Saatu
ApPr-cDNA-palanen liitetddn suureen pBR 322-palaseen, joka
on katkaistu sekd Pst I:114 (Biolabs) ettd Eco I:11d (Bio-

labs), seuraavalla tavalla. Geelipala, jossa on ApPr-
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cDNA-palanen (noin 20 pl) sekoitetaan pBR 322:n PstI -
Eco I-palaseen, sulatetaan 2 minuuttia 65°C:ssa ja
jddhdytetdédn 37°C:een ja vdkevyydeksi sdddetddn 0,5 mM
ATP, 10 mM DTT ja 10 mM MgCl2 ja inkuboidaan T4 DNA-
ligaasin (30 yksikk&&d/ul) kanssa (Biolabs) 12 tuntia
15°C:ssa.

Lisdtddn 1/10 tilavuutta liuvosta, jossa on 100 mM
Tris.HC1 (pH 7,5), 100 mM CaCl2 ja 100 mM MgClz, liuosta
kuumennetaan 10 minuuttia 65°C:ssa ligaasin inaktivoimi-
seksi ja jddhdytetdén 37°C:een. Sitten liuoksella trans-
formoidaan Ca2+-késitelty E. coli HB 1071-kanta edella-
kuvatulla tavalla (vaihe D) ja suoritetaan kasvatus
McConkey-agarlevyilld, joihin on lisdtty 10 ug/ml tetra-
sykliinid. Transformoituneet pesdkkeet seulotaan IFN-
aktiivisuuden suhteen (ks. vaihe F). Suurimman IFN-aktii-
visuuden tuottava klooni valitaan ja sille annetaan nimi
E. coli HB 101 CG-pBR(AP) /LycIFN-g-1. Aktiivisuudeksi
saadaan 40 000 (IU/ml), joka merkitsee 1300-kertaista
parannusta verrattuna alkuperdiseen klooniin E. coli
HB 101 CG-pBR322/HLycIFN-1'b.

Kloonin CG-pBR(AP) /LyIFN-a-1 yhdistelm&plasmidi eris-
tetddn viljelmdstd edelldkuvatulla tavalla (vaihe 3c)
ja tunnistetaan mddrittdmdlld cDNA-liitdnndisen (IFN-
geeni) ja B-laktamaasin ohjausalueen nukleotidisekvenssi.

Saadun tuloksen yhteenveto on esitetty kuvassa 16.

II. Yhdistelmdplasmidin CG-pBR(AP)/LyIFN-o-3 rakenta-
minen

Kloonin E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—8i:n
IFN-spesifisid proteiinisaantoja parannetaan seuraaval-

la tavalla (ks. kuva 17):

a. Sellaisen DNA-palasen valmistus, joka sis&ltdd CG-pBR

(AP) /LyIFN-a-1:n R-laktamaasin ohjausalueen.
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CG-pBR (AP) /LyIFN~o-1-DNA (100 ug) katkaistaan Hind
III:1la (Biolabs) ja Bgl II:lla (Biolabs). Uutetaan fe-
nolilla ja saostetaan etanolilla ja leikattu DNA-palanen
erotetaan sakkaroosigradienttisentrifugoinnilla (5-23%)
liuoksessa, jossa on 50 mM Tris.HC1l (pH 8,0) ja 1 mM
EDTA. Sentrifugointi suoritetaan nopeudella 58 000 1/min
TST 60-roottorissa (Kontron AG) 15°C:ssa 4 tunnin kuluessa.
Kerdtddn 0,2 ml jakeet edelldkuvatulla tavalla. Pienen
palan sisdltdvdt jakeet (Hind III - Bgl II) yhdistetdin
ja DNA saostetaan etanolilla tavalliseen tapaan. Sak-
ka liuotetaan uudestaan 80 pl:aan liuosta, jossa on 10 mM
Tris.HCl (pH 7,5) ja 0,05 mM EDTA. N&in saadaan 16 ug
DNA, kun mitataan optinen tiheys.

DNA-palanen (Hind III-Bgl II) (4 pg) katkaistaan Sau
3A:1la (Biolabs) ja katkaisutuotteet fraktioidaan 6%
polyakryyliamidigeelissd Tris-boraatti~EDTA:ssa edelli-
kuvatulla tavalla. DNA-palaset vdrjdtddn EtBr:ssd
(0,5 pg/ml), Hind III-Sau 3A-DNA-palanen (239 bp) uute-
taan ja ersitetddn edelldkuvatulla tavalla. DNA saoste-
taan etanolilla tavalliseen tapaan. Sakka liuotetaan uu-
destaan 20 pl:aan liuosta, jossa on 10 mM Tris.HC1l (pH
7,5) ja 0,05 mM EDTA.

b. cDNA-liitdnndisen valmistus

cDNA-liitdnndinen leikataan irti yhdistelmdplasmidis-
ta CG-pBR 322/HLycIFN—8i edelldkuvatulla tavalla (kohta
Ia).

cDNA-liit&nndinen (2ug) katkaistaan 2,5 yksik&lli
Sau 3A (Biolabs) k&dyttdmdlld 10 pg/ml EtBr ja inkuboidaan
60 minuuttia 37°C:ssa. Katkaisutuotteet uutetaan feno-
lilla ja DNA saostetaan etanolilla edelldkuvatulla tavalla.
DNA-palaset fraktioidaan 1,2 % agaroosigeelissd liuoksessa,
jossa on 50 mM Tris, 50 mM boorihappoa, 1 mM EDTA ja
0,5 pg/ml etidiumbromidia.

Toiseksi suurin DNA-palanen (Sau 3A-Pst I: 693 bp)
uutetaan geelistd ja puhdistetaan kohdassa Ia) kuvatulla
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tavalla. DNA liuotetaan uudestaan 20 pl:aan liuosta,
jossa on 10 mM Tris.HCl1 (pH 7,5) ja 0,05 mM EDTA.

c. Hind III-Sau 3A-DNA-palasen liitt&minen cDNA-liité&dn-
ndiseen (Sau 3A-PstI)

Yhtd suuret midrdt molempia DNA-palasia (n. 50 ng)
inkuboidaan liuoksessa, jossa on 10 mM MgClZ, 10 mM DTT,
0,5 mM ATP ja 30 yksikkdid/pl T4 DNA-ligaasia (Biolabs)
15°C:ssa 3 tuntia. Seosta inkuboidaan 15 minuuttia 80
Oc:ssa ja pitoisuus sidddetddn m&drddn 50 mM NacCl. DNA-
seosta hajotetaan 0,5 yksik®6lld PstI (Biolabs) ja 1 yksi-
k6114 Hind III (Biolabs) 20 minuuttia 37°C:ssa. DNA uu-
tetaan fenolilla, saostetaan etanolilla ja liuotetaan uu-
destaan 20 pl:aan liuosta, jossa on 10 mM Tris.HCl (pH
7,5) ja 0,05 mM EDTA.

Puolet saadusta liuoksesta 1liitetddn plasmidin pBR
322 suureen Hind III-PstI-DNA-palaseen (n. 100 ng) liuok-
sessa, jossa on 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP ja
30 yksikk®id/ul T4 DNA-ligaasia (Biolabs), 2 tuntia 15°C:ssa.

1/10 liuoksen tilavuudesta k&dytetddn E. coli HB 101:n
transformointiin kohdassa D) kuvatulla tavalla. Transfor-
moituneiden pesdkkeiden IFN-aktiivisuus tutkitaan edellé&-
kuvatulla tavalla (ks. vaihe F).

Suurimman IFN-aktiivisuuden syntetisoiva klooni vali-
taan ja sille annetaan nimitys E. coli HB 101 CG-pBR (aP) /
LyIFN-qa-3.

IFN-aktiivisuus mddritetddn edelldkuvatulla tavalla
(vaihe F). Niin saadaan aktiivisuudeksi 70 000 IU/ml, joka
vastaa 700-kertaista parannusta verrattuna alkuperdiseen
klooniin E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—8i.

Kloonin CG-pBR (AP)/LyIFN=-g-3 yhdistelmdplasmidi eris-
tetddn viljelmdstd edelldkuvatulla tavalla (vaihe Cc) ja
tunnistetaan miirittimidllid cDNA-liitdnndisen (IFN-geeni)
ja B-laktamaasin ohjausalueen nukleotidisekvenssi. Tu-

loksesta on esitetty yhteenveto kuvassa 18.
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Plasmidin CG-pBR (AP) /LyIFN-q-3 rakentamisjidrjes-
tystd voidaan k3yttdd kaikkien o~IFN~cDNA-geenien tai
sopivasti leikattujen kromosomaalisten a~IFN-geenien
rakentamiseen yleensi.

Esimerkiksi l&htem#114 plasmidista CG-pBR 322/HlycIFN-51
saadaan plasmidi CG-pBR (AP) /LyIFN-q-2 aivan samalla ta-
valla kuin plasmidin CG-pBR (AP) /LYIFN-q-3 kohdalla on ku-
vattu. Tdmd uusi plasmidi sisidltii CG-pBR 322/HLycIFN-
51:n DNA-liit&nndisen ja R-laktamaasin ohjausalueen
CG-pBR (AP) /LyIFN-a-1:stéd. Edellikuvatulla tavalla vali-
taan klooni E. coli HB 101 CG-pBR (AP) /LyIFN-q-2. IFN-
aktiivisuudeksi saadaan 50 000 IU/ml, joka vastaa 5-
kertaista kohoamista alkuperiiseen E. coli HB 101 CG-

PBR 322/HlycIFN—51-kantaan verrattuna. cDNA-liitdnnidisen
B-laktamaasin ohjausalueen nukleotidisekvenssi plasmi-
dissa CG-pBR (AP)/LyIFN-q-2 miiritetdin edellikuvatulla

tavalla ja se on esitetty kuvassa 19.

III. Valmistettujen mikro-organismien taltiointi

Esimerkissd 10 kuvatulla tavalla valmistetuista
mikro-organismeista ja yhdistelm&-DNA-molekyyleistd on
taltioitu ndytteet kokoelmaan Agricultural Research
Culture Collection (NRRL), 14. syyskuuta 1981, ja
niille on annettu kokoelmanumerot:

. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-8,; NRRL B-12528

. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-4,: NRRL B-12529
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1'b: NRRL B-12530
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-5.; NRRL B-12531
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-8!: NRRL B-12532

0| iE (e

— )

Esimerkki 11: E. coli-plasmidien CG-pBR 322/HLycIFN-1'b
ja —51 (ks. esimerkki 10) 1lymfoblastoidista IFN-1'b:ti
ja IFN-51:té koodittavat alueet voidaan alakloonata plas-
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midiin p30 (ks. esimerkki 4) vastaavasti kuin IFN—B%:n
kohdalla on kuvattu esimerkeissd 5 ja 6. Td11l6in tar-
vitaan osittainen hajotus restriktioendonukleaasilla
Hae III. T&lld tavalla saadut hiivan yhdistelmédplasmi-
dit ovat p30IFN2(1'b), p30IFN2' (1'b), p3OIFN2(51) ja
p30IFN2' (5,) .

Saatuja yhdistelméplasmideja voidaan kdyttda
Saccharomyces cerevisiae RH971-kannan transformointiin
esimerkissd 7 kuvatulla tavalla. Voidaan valita seuraa-
vat pesdkkeet, jotka sisaltivit yhdistelmdplasmidin, jos-

sa on lymfoblastoidisen IFN:n cDNA-liit&nndinen.

S. cerevisiae RH971/p30IFN2(1'b)
S. cerevisiae RH971/p39IFN2'(1'b)
S. cerevisiae RH971/p39IFN2(51)
S. cerevisiae RH971/p3OIFN2'(51)

Esimerkki 12: Esimerkissd 9 kuvatulla tavalla voidaan
saada seuraavat hiivan yhdistelmdplasmidit l15htemdlla
plasmideista p30IFN2(1'b), —(51), —(8;) ja p301FN2'(j'b),
—(51), vastaavasti:

pJDB207/IFN2 (1'b), pJDB207/IFN2' (1'b), pJDB207/IFN2 (51) ’
pJDB207/IFN2'(51) ja pJDB207/IFN2(8%).

Nimi yhdistelmdplasmidit voidaan transformoida S.
cerevisiae RH971-kantaan valitsemalla leusiinin suhteen
prototrooppiset pesdkkeet. N&in saadaan seuraavat pe-
sikkeet, joissa on yvhdistelmdplasmidi, jossa on lymfo-
blastoidisen IFN:n cDNA-liitdnndinen:

S. cerevisiae RH971/pJDB207/IFN2(1'Db)
S. cerevisiae RH971/pJdDB207/IFN2'(1'b)
S. cerevisiae RH971/pJdDB207/IFN2(51)
S. cerevisiae RH971/pJDB207/IFN2'(5,)
S. cerevisiae RH971/pJDB207/IFN2(8])
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Esimerkki 13: Sellaisen ilment&dmisplasmidin rakentaminen,
jossa on PHOS5-pramoottori ja PHOS:n transkription pdatos-
signaalit (ks. kuva 20)

a) EcoRI-katkaisukohdan poisto plasmidista p30:

Kuvissa 20-22 kaaviollisesti esitetty toimintatapa
vaatii plasmidissa p30 sijaitsevan ainoan EcoRI-katkai-
sukohdan poistamista. 5 ug p30-DNA:ta (ks. esimerkki
4) katkaistaan tdysin restriktioendonukleaasilla EcoRI
(Boehringer) . Syntyneiden lomittaisten pdiden tdyttédmi-
seksi 1 pg EcoRI:113 hajotettua p30-DNA:ta kisitelliin
50 pl:ssa liuosta, jossa on 50 mM NaCl, 10 mM Tris.HC1
(pH 7,5), 10 mM MgClZ, T mM DTT, 0,25 mM dATP ja 0,25
mM dTTP, 30 minuuttia 37°C:ssa 1 yksik&1ld DNA-polyme-
raasia (Klenow, suuri palanen, BRL). Etanolisaostuksella
saatu DNA liitet#d&n tavalliseen tapaan Jja silli trans-
formoidaan t&t4 varten kdsitellyt E. coli HB 101-solut
esimerkissd 4 kuvatulla tavalla. Kloonit, jotka ovat vas-
tustuskykyisid EcoRI:113 tapahtuvalle katkaisulle, ni-
metddn p30/EcoRIR:ksi.

b) PHOS5:n transkription paddttdmisen Sau3A-PstI-palasen

(0,37 kb) eristidminen

PHOS-transkripti on kartoitettu S1-nukleaasikartoi-
tuksella (48). Transkription pddtdksen signaalien on
Osoitettu sijaitsevan PHO5-geenin Sau3A-PstI-palasessa
(0,37 kb). Sau3A-PstI-palasen nukleotidisekvenssi on
esitetty kuvassa 21.

5 Wy pJDB207/PHO5,PHO3-DNA:ta (ks. esimerkki 2)
katkaistaan tdysin restriktioendonukleaaseilla Sau3A ja
PstI. Katkaisutulokset erotetaan vertikaalisessa 1,5%
matalalla sulavassa agaroosigeeliss&d TBE-puskurissa.
0,37 kb sisdltidvi Sau3A-PstI-palanen paikannetaan eti-

diumbromidivdrjidyksells ja t&dmdn DNA-palasen sisdltiavi
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geelikohta leikataan irti mahdollisimman tarkasti.
c) Sau3A-PstI-PHOS5-palasen kloonaaminen M13mp9:dan

M13mp9-fagi-DNA on hyddyllinen vektori, jossa
on kimppu ainoita katkaisukohtia (49). 5 ug M13mp9-
DNA:ta katkaistaan tdysin restriktioendonukleaaseilla
BamHI ja PstI. Suurempi 7,2 kb:n DNA-palanen erotetaan
hyvin pienestd palasesta (8 bp) 0,8% matalalla sulavas-
sa agaroosigeelissa. Suuren DNA-palasen sisdltidvd geeli-
kohta leikataan irti. Geelikohdat, joissa on 0,37 kb:n
Sau3A-PstI-palanen pJDB207/PHOS (PHO3:sta (ks. esimerkki
13b) ja 7,2 kb:n BamHI-PstI-palanen M13mp9:std, nestey-
tetddn 65°C:ssa, sekoitetaan keskendadn suunnilleen ekvi-
molaarisina mddrind ja laimennetaan vedelld agaroosipi-
toisuuden alentamiseksi 0,3%:iin. Liittdminen suorite-
taan 200 pl:ssa liuosta, jossa on 60 mM Tris.HCl, pH
7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1mM ATP ja 600 yksikkda
T4 DNA-ligaasia (Biolabs). THitd varten kdsiteltyjen E.
coli JM101 (Ca++]-soluien transduktio suoriteaan kdsikir-
jan "M13-kloonaus ja DNA—sekvenssinmééritysjérjestelmé"
mukaan, jonka on julkaissut New England Biolabs. Useista
valkoisista tdplist&d kasvatetaan faageja ja niiden DNA-
1iitinniisen koko analysoidaan katkaisemalla restriktio-
endonukleaaseilla EcoRI ja PstI.

M13mp9:std johdettu klooni, jossa on Sau3A-PstI-
PHOS-transkription pddtdspalanen eristetiddn ja sille
annetaan nimi M13mp9/PHO5 (Sau3A-PstI) .

d) PHOS:n transkription pddtospalasen kloonaus plasmi-
diin p3O/EcoRIR:

Alkuperdinen PHO5:n transkription paddtdspalanen,
joka on kloonattu faagiin M13mp9% (M13mp9/PHO5 (Sau3A-PstI),
kloonataan HaeIII-HindIII-palasena plasmidiin p30/EcoRIR,
joka on katkaistu BalI:114 ja HindIII:1lla: M13mp9/PHOS
(sau3A-PstI)-DNA katkaistaan tdysin restriktioendonukle-
aaseilla HaeIII ja Hind ITI. saadut kaksi DNA-palasta

erotetaan toisistaan 1,5 % vertikaalisessa matalalla sula-
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vassa agaroosigeelissd TBE-puskurissa. 0,39 kb:n pa-
lanen eristet&ddn geelistd leikatusta palasesta. p30/Eco
RIR-DNA katkaistaan BalI:114 ja HindIII:1la. Suuri

3,98 kb:n palanen erotetaan 0,8% matalalla sulavalla
agaroosigeelilld TBE-puskurissa ja eristetdin leik-
kaamalla irti tdmén DNA-palasen sis&ltivi geelipala.

Geelipalat, joissa on 0,39 kb:n HaeIII-HindIII
PHO5:n transkription p&it&spalanen ja 0,39 kb:n Ball-
HindIII-palanen p30/EcoRIR:sté, sulatetaan ja sekoitetaan
keskendén suunnilleen ekvimolaarisina m&##rini. Liitta-
minen ja kypsien E. coli HB101-solujen transformointi
suoritetaan Esimerkissd 4 kuvatulla tavalla. Transfor-
moituneiden solujen DNA analysoidaan katkaisemalla Ball:
114 ja HaeIII:lla. Klooni, jossa on PHO5:n transkrip-
tion pddtdsjakso, analysoidaan tarkemmin ja sille anne-
taan nimi p31 (ks. kuva 20).

Ilmentdmisplasmidi p31 sisdltdd PHOS:n promoottori-
alueen ja osan PHOS5:n signaalisekvenssii ja siihen
liittyneend DNA-jakson, jossa on PHO5:n transkription
pddtbssignaalit. Tdmidn vektorin ilmentidmiksi tarkoitet-
tuja vieraita kooditussekvensseji voidaan helposti
1liittdd promoottorin ja transkription p&d&tdssekvenssin
vdliin.

Esimerkki 14: Lymfoblastoidi—interferoni—51—DNA:n liit-

tdminen plasmidiin p31 (ks. kuva 22)

a) Plasmidin CG-pBR322/HLycIFN-5

erottaminen

1 HaelII-Hpal-palasten

E. coli-kantaa HB101 CG—pBR322/HLycIFN—51
merkki 10E) kasvatetaan 100 ml:ssa LB-alustaa, johon on 1li-

(ks. esi-

sdtty 10 ug/ml tetrasykliini¥, ja plasmidi-DNA eristet&din
esimerkissd 2 kuvatulla tavalla. 10 ug CG-pBR322/HLycIFN-
51-DNA:ta hajotetaan t&dysin restriktioendonukleaaseilla
PstI ja HpaI. Katkaisutuotteet erotetaan preparatiivi-
sella 0,8% matalalla sulavalla agaroosigeelilld. PstI-
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Hpal-palanen (noin 860 bp), jossa on IFN-S1:t§ koodittava
sekvenssi, leikataan irti geelistd ja eluoidaan agaroosi-
geelistd esimerkissd 4a kuvatulla tavalla ja puhdistetaan
DES52-ioninvaihtokromatografisesti esimerkissé 5a kuvatulla
tavalla.

PstI-Hpal-palasessa on 3 HaeIII-kohtaa: kohdissa
41, 65 ja 146 (ATG:sta ldhtien) IFN-51:té koodittavassa
sekvenssissi. Osittainen HaeIII-katkaisu johtaa kolmeen
HaeIII-Hpal-palaseen, joiden pituudet ovat vastaavasti
699 bp, 780 bp ja 804 bp. HaeIII-katkaisu sdddetdan
huolellisesti niin, ettd saadaan suunnilleen yhtd suuret
mairiat kaikkia kolmea palasta. Palasten seos uutetaan
fenolilla, saostetaan etanolilla ja suspendoidaan uudes-

taan 10 mM Tris:iin (pH 8) v&kevyyteen 0,1 mg/ml.

b) BalI:11& katkaistun, defosforyloidun plasmidin p31
valmistus

6 ug p31-DNA:ta (ks. esim. 13d) katkaistaan tdysin
restriktioendonukleaasilla Ball (BRL). Fenoliuuton ja
etanolisaostuksen jidlkeen DNA liuotetaan uudestaan 100
yl:aan liuosta, jossa on 50 mM Tris pH 8,0, ja lasketaan
50 pl:n kerroksen lapi tasapainotettua Chelex 100 (BiORAD)
silikonoidussa Pasteur-pipetissd. Ldpi virrannut m&ara
ja 450 ul sen jdlkeistd pesuliuosta yhdistetddn. Lisdtdédn
0,4 yksikkda vasikan sisdelinten emdsfosfataasia (Boeh-
ringer). Kun on inkuboitu 1 tunti 37°C:ssa, entsyymi in-
aktivoidaan 65°C:ssa 1,5 tunnin kuluessa. Inkuboidun seok-
sen NaCl-pitoisuus sdddetddn midrisdn 150 mM. Lineari-
soitu, defosforyloitu p31-DNA puhdistetaan DE52-ionin-
vaihtokromatografisesti (ks. esimerkki 5a). Etanolisaos-
tuksen jdlkeen DNA suspendoidaan uudestaan 10 mM Tris:iin

pH 8 vikevyyteen 0,3 mg/ml.

c) Linearisoidun, defosforyloidun p31-DNA:n liittdminen
IFN-51-DNA:n HaeIlI-Hpal-palasiin
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0,6 pg defosforyloitua p31-vektori-DNA:ta, joka on
katkaistu BalI:114, liitet&&n 0,5 ug:aan IFN—51-DNA:n
osittaisia HaeIII-Hpal-palasia (ks. esimerkki 14a). Liit-
tdminen suoritetaan 10 ul:ssa liuosta, jossa on 60 mM
Tris pH 7,5. 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 4 mM ATP ja 300
yksikk®d T4 DNA-ligaasia (Biolabs), y6n yli huoneenl&dm-
pStilassa. 1 ul:n erd liitosseosta lis&tdidn 50 pl:aan
kalsiumilla k&siteltyiji, transformointikypsid E. coli
HB 101-soluja. Transformointimenetelmd on selostettu
esimerkissd 4a.

Transformoituneita ampR-pesakkeité kasvatetaan yksit-
tdisesti LB-alustassa, jossa on 100 ug/ml ampisilliinii.
Plasmidi-DNA valmistetaan Holmes et al:n menetelmilli
(50) ja analysoidaan hajottamalla restriktioendonukleaa-
silla BstEII (yksi ainoa kohta PHO5-promoottorissa).

20 kloonia, joissa on IFN-51-liiténnéinen tutkitaan

tarkemmin BstEII-EcoRI-kaksoiskatkaisulla liit#nniisen

suunnan ja koon mdirittdmiseksi. 8 kloonista, joissa
liitdnndinen on oikeassa suunnassa, 16yde-
tddn kaikki 3 odotettua liit#nndiskokoa. Koko vastaa

niitd kolmea HaeIIIT_3—HpaI—palasta, jotka saatiin suo-
rittamalla osittainen IFN-51-geenin HaeIII-hajotus (ks.
esimerkki 14a). Klooneille annetaan nimet p31/IF1(51),
p31/IF2(51) ja p31/IF3(51), joiden sisdltimit IFN-51—

liitdnndiset ovat 804 bp:n (HaeIII1—HpaI—liiténnéinen),
780 bp:n (HaeIIIz-HpaI) ja 699 bp:n (HaeIII3—HpaI) vas-

taavasti.

Esimerkki 15: Lymfoblastoidi-interferoni-1'b-DNA:n liit-

tdminen plasmidiin p31 (ks. kuva 22)

a) Plasmidin CG-pBR322/HLycIFN-1'b:n HaeIII-Rsal-palasten

eristdminen

10 ug CG-pBR322/HLycIFN-1'b:n DNA:ta (ks. esimerkki
10E) katkaistaan restriktioendonukleaaseilla PstI ja Rsal.

Katkeamistuotteet erotetaan 0,8% matalalla sulavassa aga-
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roosigeelissd. Geelistd eristetédédn PstI-Rsal-palanen,
jonka koko on noin 870 bp, ja puhdistetaan edelldkuva-
tulla tavalla (esimerkii 14a).

PstI-Rsal-palanen sisdltdd kolme HaeIII-kohtaa: koh-
dissa 13, 37 ja 118 IFN-1'b:td koodittavan sekvenssin
ATG:stid lukien. Osittainen HaeIII-katkaisu johtaa kol-
meen HaeIII-Rsal-palaseen, joiden pituudet ovat 735 bp.,
816 bp ja 840 bp vastaavasti. Palasten seos uutetaan
fenolilla, saostetaan etanolilla ja suspendoidaan uudes-

taan 10 mM Tris:iin pH 8,0 vékevyyteen 0,1 mg/ml.

b) Linearisoidun, defosforyloidun p31-DNA:n liittaminen
IFN-1'b-DNA:n HaeIII-Rsal-palasiin

0,6 pg defosforyloitua p31-vektorin DNA:ta, joka on
katkaistu BalI:113i (ks. esimerkki 14b), liitetddn 0,5 ug:
aan IFN-1'b-DNA:n osittaisia HaeIII-Rsal-palasia. Liit-
timinen, kypsien E. coli HB 101-solujen transformointi
liitosseoksella ja transformoituneiden ampR-pesékkeiden
valinta suoritetaan esimerkissd 14c kuvatulla tavalla.
Plasmidi-DNA valmistetaan menetelmdlld Holmes et al. (50)
ja analysoidaan hajottamalla restriktioendonukleaasilla
BstEII.

7 kloonia, joissa on IFN-1'b-liitdnnéinen analysoi-
daan BstEII-PvulI-kaksoiskatkaisulla. LOytyy kaksi kloo-
nia, joissa HaeIIIz-RsaI-palanen (816 bp) on oikeassa suun-

nassa. Tialle rakenteelle annetaan nimi p31/IF2(1'b).

Esimerkki 16: Lymfoblastoidi—interferoni—8%-DNA:n liit-

tidminen plasmidiin p31 (ks. kuva 23)

a) Plasmidin p301FN1(8i) SalI-EcoRI-palasen (1,46 kb)

eristédminen
5 ug p301FN1(8%)—DNA:ta (ks. esimerkki 5d) katkais-
taan restriktioendonukleaaseilla Sall ja EcoRI. 1,46 kb:n

SalI-EcoRI-palanen, joka sisdlté&a PHO5-promoottorin liitty-
neend IFN—S%-proteiinia koodittavaan alueeseen, eristetddn

0,8% matalalla sulavassa agaroosigeelissa. DNA-kaista pai-
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kannetaan etidiumbromidivirjdykselld ja leikataan irti

geelistd.

b) Plasmidin p31 SalI-EcoRI-palasen (3,5 kb) eristé&-

minen

5 ug p31-DNA:ta (ks. esimerkki 13d) katkaistaan tdy-
sin restriktioendonukleaaseilla SalIl ja EcoRI. 3,5 kb:n
vektoripalanen, joka sis#lt3d PHOS5:n transkription pddtos-
sekvenssin erotetaan 0,8 % matalalla sulavalla agaroosi-

geelilld ja DNA leikataan irti.

c) p3OIFN1(8;):n SalI-EcoRI-palasen (1,46 kb) liittdminen
p31:n SalI-EcoRI-palaseen (3,5 kb)

Geelipalat, joissa on 0,67 ug p31:n SalI-EcoRI-pa-
lasta (3,5 kb) ja 0,5 ug p301FN1(8{):n SalI-EcoRI-palasta
(1,46 kb), liitetd&n 240 pl:n reaktiotilavuudessa esimer-
kiss3d 4a kuvatulla tavalla 15%C:ssa yén yli. 10 pl lii-
tosseosta kdytetddn transformointikypsien E. coli HB101-
solujen transformointiin.

Transformoituneita, ampR-pesékkeité kasvatetaan yksi-
tellen LB-alustassa, jossa on 100 ug/ml ampisilliinid.
Plasmidi-DNA valmistetaan menetelmd&lld Holmes et al.

(50) ja analysoidaan katkaisemalla restriktioendonukle-
aasilla BstEII (yksi ainoa kohta PHOS5-promoottosissa).

Joukko klooneja, joissa on IFN-Si—liiténnainen, ana-
lysoidaan BstEII-PvulI-kaksoiskatkaisulla. Ne kaikki si-
sdltdvidt 1,46 kb:n SalI-EcoRI-palasen. Identtisille
klooneille annetaan nimitys p31/IF(8{).

Esimerkki 17: Geenirakenteiden alakloonaus suuren kopio-

misirdn tuottavaan hiivavektoriin pJdDB207

Esimerkeissd 14-16 kuvatut rakenteet sis&dltd&vdt PHO5-
pramocttorin, eri interferoneja koodittavat alueet ja PHO5:n
transkription pdidtdssignaalit perdkkdin ryhmitettyind ja
kaikki sis&dllytettyind pBR322:sta johdettuun vektoriin.

Hiivassa tapahtuvaa ilment&dmistd varten koko liit&nndi-
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nen alakloonataan hiivavektoriin pJDB207 (28), jolloin
voidaan valita leusiinin suhteen prototrofiset pe-
sdkkeet (ks. esimerkki 9 ja kuva 6).

p31/IF(8%) DNA, p31/IF1(51) DNA, p31/IF2(S1) DNA,
p31IF3(51) DNA ja p31/IF2(1'b) DNA, 2 ug kutakin, kat-
kaistaan restriktioendonukelaaseilla Sall ja HindIII.
Katkaisutuotteet erotetaan toisistaan preparatiivisella
0.8% Matalalla sulavalla agaroosigeelilli. Kustakin

katkaisutuotteesta leikataan pieni jae (n. 2 kb) irti gee-

lista.
10 ug pJDB207-DNA:ta katkaistaan restriktioendonuk-
leaaseilla Sall ja HindIII. Suuri 6,2 kb:n palanen

eristetddn preparatiivisesta 0,8% matalalla sulavasta
agaroosigeelistd. Geelipalat, joissa on DNA-jaksot,
nesteytetdin 65°C:ssa ja laimennetaan vedellid niin, ettd
agaroosipitoisuus laskee noin 0,3 %:iin.

Kukin plasmidien p31/IF(8%), p31/IF1(51), p31/IF2(51),
p31/IF3(51) ja p31/IF2(1'b) 2 kb:n SalI-HindIII-jakeista
sekoitetaan ekvimolaariseen md&dr&ddn 6,2 kb:n HindIII-Sall-
jaetta, joka on saatu pJDB207:std. Liittidmiset suorite-
taan 100 pyl:n reaktiotilavuuksissa 4 tunnissa 15°C:ssa.

10 pl:1la kutakin 1liitosseosta transformoidaan transfor-
mointikypsdt E. coli HB101-solut esimerkissd 4a kuvatulla
tavalla. Useita kustakin kokeesta saatuja ampR—pesékkei—
td kasvatetaan erikseen LB-alustassa, jossa on 100 ug/ml
ampisilliinid. Plasmidi-DNA:n sisdltdmidn liitdnndisen
koko analysoidaan restriktioendonukleaaseilla HindIII ja
Sall. Saaduille klooneille, joissa on oikeat liit&nndi-
set, annetaan nimet pJDB207/IF(8i), pJDB207/IF1(51),
pJDB207/IF2(51) (ks. kuva 27), pJDB207/IF3(51) ja
pJDB207/IF2(1'b) (ks. kuva 27).

Esimerkki 18: Saccharomyces cerevisiae AH220:n transfor-

mointi ja interferonituotannon aikaansaaminen

Kukin plasmideista pJDB207/IF(8{), pJDBZO?/IF1(51),
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pJDB207/IF2(51), pJDB207/IF3(51) ja pdDB207/IF2(1'b) siir-
retddn Saccharomyces cerevisiae-kantaa AH220 (a, trp1,
leu-2, leu2-112, his3, pho5, pho3) kdyttdmdlld trans-
formoinnissa Hinnen et al. kuvaamaa menetelmii (1).
Transformoituneet hiivasolut valitaan hiivan minimaalis-
ta kasvualustaa sisdlt&viltd levyilti, joissa ei ole
leusiinia. Yksittdiset transformoituneet hiivapesdk-
keet poimitaan ja niit#d kasvatetaan esimerkissi 7 kuvatul-
la tavalla. Eri hiivapesikkeille annetaan seuraavat nimet:

Saccharomyces cerevisiae AH220/pJDB207/IF(8'1),
Saccharomyces cerevisiae AH220/pJDB2O7/IF1(51),
Saccharomyces cerevisiae AH220/pJDB207/IF2(51),
Saccharomyces cerevisiae AH220/pJD8207/1F3(51) ja
Saccharomyces cerevisiae AH220/pJdDB207/IF2(1'b)

Esimerkki 19: Hiivasolu-uutteiden valmistus ja interfero-
nitiitterin mddritys

Solu-uutteet valmistetaan ja interferoniaktiivisuus
mddritetddn esimerkissd 8 kuvatulla tavalla.

Saaduista tuloksista on esitetty yhteenveto taulukos-

sa 3.
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Taulukko 3:

Saccharomyces cerevisiae-kannan AH220 interferoniaktiivi-

suus sen Jjdlkeen kun se on transformoitunut yhdistelma-

plasmideilla:
Plasmidit Interferoniaktiivisuus yksikkod/
ml hiivasolu-uutetta
7
pJDBZO7/IF(8‘1) 1 - 10
5
pJDB207/IF1(51) 7 « 10

pJDB207/IF2 (5,) 5 - 10°
pIDB207/IF3(5,) 103

w

pJDB207/IF2 (1'b) 4 - 10

Esimerkki 20: Hepatitis B-viruksen pinta-antigeenin (HBVs)

ilmentdminen hiivan PHOS-promoottorin ohjauksen alaisena

a) Liitoksen rakentaminen PHO5-pramoottorin ja HBVs-proteii-

nia koodittavan alueen vidlille

5 ug plasmidin pHBV130 DNA:ta (51) katkaistaan rest-
riktioendonukleaasilla Aval valmistajan suosittelemalla
tavalla (New England Biolabs). N&in saadaan 1336 emds-
paria sisdltdvd jakso, joka sisdltdd koko HBVs-proteiinia
koodittavan alueen, mukaanlukien potentiaalisen esi-
HBVs-sekvenssin 27 emdsparia. (ks. kuva 2 viitteessd 51:
Aval-jakso ulottuu DNA-palasessa Xho-kohdasta Aval-kohtaan
62 emdsparia BamHI-kohdan yli, joka sijaitsee pintaa koo-
dittavan ja ydintd koodittavan alueen vidlissd). 1336 emds-
paria sisdltdvd jakso puhdistetaan pehmeéagaroosielektro-
foreesilla (0,8% agaroosigeeli) kuten esimerkissd 4a on

kuvattu.
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5 ug plasmidia pBR322/PHOS5Bam-Sal (ks. kuva 1) lei-
kataan restriktioendonukleaaseilla SalIl ja AvaI (pBR322:n
kohta 1424) ja saatu 3,9 kb:n vektoripalanen, joka si-
sdltdd pBR322-sekvenssit yhdessd PHO5 Bam-Sal-jakson
kanssa puhdistetaan pehmedagaroosielektroforeesilla edel-
ldkuvatulla tavalla.

1 ug 1336 emdsparia sisdlt&vdd jaksoa liitetdin 3
ug:aan 3,9 kb sis&dltédvéddn vektorijaksoon 50 pl:ssa reak-
tioseosta, jossa on 60 mM Tris.HCl pH 7,5, 10 mM MgClz,

10 mM DTT, 1 mM ATP ja 600 yksikkd4 T4 DNA-ligaasia
(Biolabs), 15°C:ssa 4 tuntia. E. coli HB101:n transfor-
mointi ampisilliinin suhteen vastustuskykyiseksi ja plas-
midin eristdminen suoritetaan esimerkissid 4a kuvatulla ta-
valla.

Plasmidin oikea rakenne todetaan restriktioanalyysil-
ld. N&in rakennetun uuden plasmidin nimi on pBR322/PHOS/
HBVs (ks. kuva 24).

b) PHOS5-pramoottorin asentaminen tarkoin HBVs-proteiinia

koodittavaan alueeseen

Edelldkuvattu liitos saa aikaan kuvassa 25 esitetyn
DNA-sekvenssiryhmitelmdn. Emdsjdrjestystiedot on otet-
tu kuvasta 3 (PHOS) ja julkaisusta Pasel et al. (52; HBVs).
mRNA:n aloituskohta md&ritetddn tavanomaisella S1-kartoi-
tuksella (48) kdyttdmd&lld pBR322/PHO5 Bam-Sal:n BamHI-
SalI-palasta (kuva 1). Jotta voitaisiin eliminoida plas-
midissa pBR322/PHO5/HBVs oleva PHOS5-proteiinia koodittava
alue, 5 yg plasmidia katkaistaan KpnI-restriktioendonukle-
aasilla (valmistajan ohjeiden mukaan), jolloin saadaan li-
nearisoitu plasmidi.

4 pug linearisoitua plasmidia katkaistaan 1 yksik&lli
eksonukleaasia Bal31 (Bethesda Research Laboratory) 30%:
ssa 45 sekunnin ajan kokonaistilavuudessa 100 pl reaktio-
sesta, jossa on 12 mM CaClz, 12 mM MgClz, 300 mM NacCl,

20 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,1. Reaktio pysdytetididn fenoli-
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wutolla edellikuvatulla tavalla. Etanolisaostuksen jal-
keen DNA suspendoidaan uudestaan 5 ul:aan TE~-liuosta.

1 ug:sta DNA:ta muodostetaan uudestaan rengas
liittidmilld yhteen T4-DNA-ligaasilla 20 pl:n tilavuudes-
sa (olosuhteet esimerkin 4a mukaiset). Kun E. coli HB101
on transformoitu ampisilliinin suhteen vastustuskykyisek-
si (ks. esimerkki 4a), plasmidi-DNA eristetddn edelld-
kuvatulla tavalla ja yksittdiset plasmidivalmisteet
analysoidaan restriktioanalyysilld seuraavilla entsyy-
meilld: HaeIII, PstI, BstEII ja Hhal. Té&md analyysi mah-
dollistaa HhaI-kohdan l&sndolon mddrittdmisen (6 emdspa-
ria ennen HBVs-proteiinia koodittavan alueen alkua) Jja
antaa mitan poistetun kohdan koolle. Liitoskohdan DNA-
sekvenssi miidritetdidn Maxamin ja Gilbertin menetelmdlla
(15) (radioaktiivinen merkitseminen BstEII-kohdassa,
jonka paikka on =374, ks. kuva 3). Yhteen plasmidiin
syntyneet poiston pididtekohdat on merkitty kuvaan 24.
Timin gasmidin nimi on pBR322/PHO5/HBVsAT14.

c) PHOS5-HBVs-liitédnndisen siirto hiivaplasmidiin pJDB207
(ks. kuva 26)

5 ug plasmidin pBR322/PHO5/HBVs 14 DNA:ta katkaistaan
restriktiocendonukleaasilla BamHI (New England Biolabs,
valmistajan kuvaamissa olosuhteissa). 1,8 kb:n BamHI-
palanen valmistetaan pehmeéagaroosigeelielektroforeesilla
(0,8 % agaroosi) esimerkissd 4a kuvatulla tavalla.

2 ug hiivavektoria pJdD207 katkaistaan samalla entsyy-
millda. 1 ug katkaistua plasmidia pJDB207 ja 1 ug 1,8 kb:n
BamHI-restriktiopalasta liitetddn yhteen 20 ul:n kokonais-
tilavuudessa kdyttdmidlls esimerkissd 20a kuvattuja olosuh-
teita. E. coli HB101:n transformointi ampisilliinin suh-
teen vastustuskykyiseksi ja plasmidi-DNA:n eristaminen
suoritetaan edelldkuvatulla tavalla (esimerkki 4a). Yk-
sittiiset plasmidit analysoidaan restriktioanalyysillad
(BamHI) ja liitetyn BamHI-palasen suunta madritetdadan
HindIII/BstEII-kaksoiskatkaisulla. Rakentaminen on esi-
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tetty kaaviollisesti kuvassa 26. Kuten kuvassa 26 on
merkitty, plasmidin nimi on pJDB207/PHO5/HBVsA14

Plasmidi transformoidaan hiivakantaan AH220 esimer-
kissd 7 kuvatulla tavalla. Transformoituneet hiivasolut
valitaan, inkuboidaan nestemdisessd alustassa ja kasva-
tetaan esimerkiss&8 7 kuvatuissa tuotannon pddllekytke-
vissd olosuhteissa.Yhdelle transformoituneelle hiivape-
sdkkeelle annetaan nimi Saccharomyces cerevisiae AH220/
pJDB207/HBVsA&14.

Solu-uute valmistetaan esimerkissd 8 kuvatulla ta-
valla ja tuotettu proteiinim8&r§ mddritetdadn Abbottin
radioimmuunimddritykselld (51). Olettaen, ettd hiivan
tuottama HBVs-antigeeni reagoi 8amalla tavalla kuin ihmi-
sen seerumin antigeeni, ldytyy pddlle kytketyissd olosuh-
teissa 2 ug HBVs-antigeenid per ml hiivauutetta. Pois
kytketyissd olosuhteissa tiitteri on alle 0,001 pg/ml.

d) PHOS5-HBVs-liitdnndisen siirto sellaiseen hiivaplas-

midiin, jossa on PHOS5:n transkription pd&tdssekvenssi

5 ug plasmidin pJDBZO?/IF(S;) DNA:ta (esimerkki 17)
katkaistaan BamHI:11ld edelldkuvatulla tavalla ja 6,9 kb:n
vektoriosa eristetddn pehmedagaroosielektroforeesilla
(0,8% agaroosi) kuten esimerkissd 4a on kuvattu. 5 ug
pBR322/PHOS5/HBVsA14:ta katkaistaan BamHI:11ld edell&a-
kuvatulla tavalla ja 1,8 kb:n BamHI-palanen eristetdédn
pehmedagaroosigeelielektroforeesilla. 1 ug 6,9 kb:n vek-
torinpalasta ja 1 ug 1,8 kb:n BamHI-palasta liitetd&n
vyhteen 20 ul:n kokonaistilavuudessa kdytté&mdlld esimerkis-
sd 20a kuvattuja olosuhteita. E. coli HB101:n transfor-
mointi ampisilliinin suhteen vastustuskykyiseksi ja plas-
midin eristd@minen suoritetaan esimerkissd 4a kuvatulla ta-
valla. Plasmidianalyysi suoritetaan restriktioendonuk-
leaasikatkaisuilla. Kuvan 26 mukaiselle plasmidille an-
netaan nimi pJDB207/PHO5/HBVsA14t. Hiivakannan AH220
transformointi ja transformoituneiden solujen valinta

suoritetaan esimerkissd 7 kuvatulla tavalla. Yhdelle
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transformoituneelle hiivapesikkeelle annetaan nimi
Saccharomyces cerevisiae AH220/pJDB207/HBVsAl4t.

Esimerkki 21:
Hepatiitti B-viruksen (HBV) DNA-sekvenssit, jotka on lei-

kattu irti plasmideista
pBR322-PstI dG:HBV-KpnI dC;

pBR322-PstI dG: HBV-BamHI dC;

pBR322-PstI dG: HBV-Bg1II dC;

pBR322-PstI dG: HBV-EcoRI dC;

pBR322-BamHI:: HBV-BamHI;

pBR322-EcoRI: HBV-ECORI;

pBR322-PstI dG:HBV-Kpnl dC,

pBR322-PstI' dG:pHBV114-PstI dC;

(pBR322-EcoRI HindIII: Lac pramoottorisekvenssi-HindIII:
sidoksenmuodostajat)-BamHI,

pUR2-EcoRI: HBV114-Hhal EcoRI sidoksenmuodostajat,

pUR2-EcoRI: HBV114-Hhal EcoRI sidoksenmuodostajat,

pBR322-PstI dG:pHBV114-Acal 4dC, ja

pBR322-PstI dG:pHB114-Taq d4C.

kuten eurooppalaisessa patenttihakemuksessa 13828 on ku-
vattu, voidaan liittd3 (mielellddn pdiden sopivan muo-
toilun jilkeen) plasmidiin p30 tai p31 esimerkkien 5,

14 tai 15 mukaisesti ja sen jdlkeen plasmidiin pJDB207
esimerkin 17 mukaisesti. S. cerevisiaen transformointi
suoritetaan esimerkin 18 mukaisesti. Sellaisten polypep-
tidien ilmentyminen, joilla on HBV-antigeenisyys, mddri-

tetiin esimerkin 20c mukaisesti.

Esimerkki 22: 3'-pddn luentaan osallistumattomien DNA-
sekvenssien poisto plasmideista FUDBZO?/IF2(51) ja
pJDB207/IF2(1'b) (ks. kuvat 27 ja 28)
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Plasmidien pJDBZO7/IF2(51) ja pdDB207/IF2(1'b)

(ks. esimerkki 17) syntyi suhteellisen pitk&t 3'-p&in
luentaan osallistumattomat jaksot, joiden pituudet oli-
vat noin 440 bp ja 480 bp vastaavasti. Jotta rakennet-
tujen plasmidien t&md alue saataisiin lyhemm&ksi, DNA
katkaistaan eksonukleaasilla Bal31 t&dmin alueen kes-
kelld sijaitsevasta yhdestd ainoasta SmaI-kohdasta. Lii-
tetddn Xho-sidoksenmuodostajat ja DNA:sta muodostetaan

rengas yhteenliitt&m&dlli.

a) Smal:11ld katkaistujen plasmidien pJDB207/IF2(51) ja
pJDB207/IF2(1'b) Bal31-hajotus

20 ug kutakin plasmidi-DNA:ta katkaistaan restrik-
tioendonukleaasilla SmaI. Kun on uutettu fenolilla ja
kloroformilla, DNA saostetaan etanolilla. DNA suspen-
doidaan uudestaan 10 mM Tris:iin pH 8,0 vikevyyteen
0,5 mg/ml. 10 ug SmaI:114 katkaistua DNA:ta kutakin ha-
jotetaan 2 yksik®1lld Bal31-endonukleaasia (BRL) 100 ul:ssa
reaktioseosta, jossa on 20 mM Tris pH 8,0, 100 mM NaCl,

12 mM MgClz, 12 CaCl2 ja 1 mM EDTA. 3 ug:n DNA-erit
otetaan sen j&lkeen, kun on inkuboitu 90, 120 ja 150 se-
kuntia 30°C:ssa, ja sekoitetaan vdlittdmdsti seokseen, jos-
sa on 50 ul fernolia ja 60 uyl TNE-liuosta. Kun on uutet-

tu fenolilla ja kloroformilla, suoritetaan saostus etano-
lilla ja DNA suspendoidaan uudestaan 10 mM Tris:iin pH

8,0 vdkevyyteen 100 ug/ml. Bal31:n eksonukleolyytti-

sen hajotuksen analysoimiseksi 0,7 ug kunakin ajankoh-

tana saatua DNA-ndytettd hajotetaan kutakin HindIII/EcoRI:
114, kun on kyseessd plasmidista pJDB207/IF2(51) joh-

detut ndytteet, ja PvuII/HindIII:1lla, kun on kyseessid plas-
midista pJDB207/IF2(1'b) johdetut niytteet. Jatkokokeis-
sa kdytetddn DNA-ndytteitd, jotka on otettu 90 sekunnin
kohdalla.

b) XhoI-sidoksenmuodostajien lis&iminen Bal31:114 kdsi-
teltyihin DNA-molekyyl eiin
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2,2 pg kutakin plasmidi-DNA:ta pJDB207/IF2(51) ja
pJDB207/IF2(1'b) inkuboidaan 90 sekunnin Bal31-hajo-
tuksen jdlkeen (ks. esimerkki 22a) 1 tunti 37°%C:ssa
2,8 yksik®dén kanssa Klenow-DNA-polymeraasia (polymeraa-
si I:n suuri palanen, BRL) 35 pl:ssa reaktioseosta,
jossa on 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MfCl2 ja 0,1 mM dNTP-
laatuja.

3 ug XhoI-sidoksenmuodostajia (5'-CCTCGAGG-3"', Col-
laborative Research) kinasoidaan 50 pl:ssa 6 mM Tris pH
7,5, 10 mM MgCl,, 4 mM DTT, 0,5 mM ATP ja 35 U T4 poly-
nukleotidikinaasia (Boehringer), 30 minuuttia 37°%C:ssa.

0,67 ug kinasoituja XhoI-sidoksenmuodostajia ja 0,4
ug Bal31:114 k&dsiteltyd tylppdpdistd plasmidin pJDB207/
IF2(51) tai pJDB207/IF2(1'b) DNA:ta liitetddn yhteen yoOn
ajan huoneenldmpdtilassa 25 ul:ssa reaktioseosta, jossa
on 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz, 5 mM DTT, 3,5 mM ATP
ja 450 U T4 DNA-ligaasia. Yhteenliitetty DNA erotetaan
ylimddrdisistd sidoksenmuodostajista isopropanolisaostuk-
sella, seoksessa jossa on 10 mM EDTA, 0,3 M natriumase-
taattia pH 6,0 ja 0,54 tilavuutta isopropanolia. Kun
on inkuboitu 35 minuuttia huoneenldmpdtilassa, DNA sedi-
mentoidaan sentrifugoimalla. Pelletit kuivataan ilmassa
ja suspendoidaan uudestaan 17 ul:aan seosta, jossa on 6
mM Tris pH 7,9, 150 mM NaCl, 6 mM MgCl2 ja 6 mM merkapto-
etanolia. DNA:han liitetyt XhoI-sidoksenmuodostajat
katkaistaan XhoI:11i, DNA saostetaan isopropanolilla edel-
likuvatulla tavalla ja muodostetaan rengas yhteenliit-
timillsd. Kun on liitetty yhteen 6 tuntia 15°C:ssa 50
ul:ssa reaktioseosta, jossa on 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM
MgClz, 10 mM DTT, 1 mM ATP ja 600 U T4 ligaasia, lisa-
tid&n 10 ul kutakin liittdmisseosta 100 ul:aan kalsiumil-
la kisiteltyj&, transformointikypsid E. coli HB101-soluja
(ks. esimerkki 4a).

72 transformoitunutta ampR-pesaketta, jotka sisdl-
tivit plasmidin, jossa on IFN—51-liiténnéinen, kasvatetaan
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vksitt&isesti LB-seoksessa, jossa on 100 mg/l ampisil-

liinid. Plasmidi-DNA-analysoidaan HaelIlI-hajotuksella.

Restriktiokartasta voidaan arvioida sen poistuman koko,
jonka Bal31 on saanut aikaan. Kaksi kloonia tutkitaan

tarkemmin ja niiden interferoniaktiivisuus mddritetddn.
Niille annetaan nimet pJDBZO7/IF2(51)A72 ja pJDB207/IF2
(51)A 82.

Kuvassa 28 on esitetty sen wuuden liitoksen (XhoI-si-
doksenmuodostaja) molemmilla puolilla oleva nukleotidisek-
venssi, joka 1liitos on IFN—51—geenin 3'-pddn luentaan
osallistumattoman alueen ja PHO5:n transkription pdatés-
alueen vdlissd.

Vastaavalla tavalla kasvatetaan yksittdisesti 60 ampR—
pesdkettd, joissa in IFN-1'b-liitdnndinen, LB-alustassa,
jossa on 100 mg/l ampisilliinid. Plasmidi-DNA analysoidaan
edellikuvatulla tavalla. Valitaan yksi klooni ja sen IFN-
aktiivisuus middritetddn. Sille annetaan nimi pJDB207/IF2
(1'b)a.

Esimerkki 23: Sellaisten yhdistelmdplasmidien rakenta-
minen, Jjotka sisdltdvdt siirrettévia IFN-51:n, —Si:n
ja -1'b:n cDNA-liit&nndisid, joita voidaan kdyttdd
kypsdn lymfoblastoidi-IFN:n suoraan ilment&miseen (ks.
kuvat 29 ja 30).

a) cDNA-liitdnndisten valmistus

cDNA leikataan yhdistelm&plasmideista CG-pBR322/
HLycIFN—B%, CG-pBR322/HLycIFN-1"'Db, CG-pBR322/HLycIFN—51
katkaisemalla 150 ug kutakin plasmidi-DNA:ta PstI:lld
(Biolabs) valmistajan ehdottamalla menetelmdlla. Kun
on uutettu fenolilla ja saostettu etanolilla, leikatut
liitdnndiset eristet#idn sakkaroositiheysgradienttisentri-
fugoinnilla (5-23%) liuoksessa, jossa on 50 mM Tris-HCl
(pH 8,0) ja 1 mM EDTA. Sentrifugointi suoritetaan nopeu-
della 35 000 1/min TST 41-roottorissa (Kontron AG) 15°%:

ssa 16 tunnin ajan. 0,3 ml:n jakeet kerdtddn ISCO-
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gradientinkerddjdlld nopeudella 1 ml/min. Jakeet, joissa
on pieni palanen (so. liit&nndinen), yhdistetd&&n. DNA
saostetaan etanolilla tavalliseen tapaan ja sakka sent-
rifugoidaan talteen HB-4-roottorissa (Sorvall) nopeudel-
la 10 000 1/min 0°C:ssa 10 minuutin ajan. Sakka liuo-
tetaan uudestaan 60 pl:aan liuosta, jossa on 10 mM Tris.
HCl (pH 7,5) ja 0,05 mM EDTA. N&in saadaan 30 ug DNA:ta,
kun mitataan optinen tiheys.

2 pg kutakin cDNA-liitd&nndistd hajotetaan 2,5 yksi-
k6118 Sau3A:ta (Biolabs) 10 pg/ml:ssa EtBr ja inkuboi-
daan 37°C:ssa 60 minuuttia. Katkaisutuotteet uutetaan fe-
nolilla ja DNA saostetaan etanolilla edell&dkuvatulla ta-
valla. DNA-palaset fraktioidaan 1,2% agaroosigeelissa
liuoksessa, jossa on 50 mM Tris, 50 mM boorihappoa,

1 mM EDTA ja 0,5 pg/ml etidiumbromidia.

Kunkin kolmen hajotustuotteen toiseksi suurin DNA-
jakso (Sau3A-PstI) leikataan irti geelistd, puristetaan
ohuen neulan 1ldpi ruiskulla 5 ml:aan 0,15 M NaCl, 50 mM
Tris.HCl1l (pH 8,0), 1 mM EDTA ja eluoidaan y6n yli ravis-
telemalla. Eluaatti lasketaan 100 pl:n DE-52 (Whatman)
Pasteur-pipettipylvddn ldpi DNA:n adsorboimiseksi. Pyl-
vds pestddn 2 ml:lla samaa puskuria ja DNA eluoidaan 400
pl:1la liuosta, jossa on 1,5 M NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0)
ja 1 mM EDTA. DNA saostetaan 2 tilavuudella etanolia
-20°C:ssa yobn yli. Sakka sentrifugoidaan talteen Eppen-
dorf-sentifugilla ja liuotetaan uudestaan 10 pl:aan liu-
osta, jossa on 10 mM Tris.HCl1l (pH 7,8) ja 0,05 mM EDTA.

b) Vastaanottajaplasmidi-DNA-jakson valmistaminen
1. Plasmidin pBR322 katkaisu EcoRI:1ld ja S1:llé

10 ug plasmidin pBR322 DNA:ta katkaistaan 15 yksikdl-
13 EcoRI:td (Biolabs) 60 minuuttia 37°%:ssa valmistajan
ohjeiden mukaan. Uutetaan fenolilla ja saostetaan eta-
nolilla ja DNA liuotetaan uudestaan 25 upl:aan vettd Jja
lomittaiset pddt poistetaan kdsittelemd@lld DNA 20 yksi-
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ké1l1ld S1—endonukleaasia (P-L Biochemicals) 350 ul:ssa
liuosta, jossa on 250 mM NaCl, 30 mM natriumasetaattia
(pH 4,5) ja 1 mM ZnSO4, 30°%:ssa 30 minuuttia. Reaktio
pysdytetddn lisd&m&dlld EDTA:ta (pH 7,5) mdidrdsdn 10 mM.
DNA uutetaan fenolilla, vidkevdiddidn etanolisaostuksella
ja liuotetaan uudestaan 50 pyl:aan liuosta, jossa on

10 mM Tris.HC1 (pH 7,8), 0,05 mM EDTA.

2. Kemiallisesti syntetisoidun DNA-sidoksenmuodostajan
liittdminen pBR322:een, joka on katkaistu EcoRI:11li

ja S1:11§

Seuraavien kaavojen mukaiset kaksi oligodeoksinukleo-
tidia
5'-AATTCTATGTGT-3' ja
5'-GATCACACATAGAATT-3"'
syntetisoidaan esimerkin 10 Ea mukaisesti.

Synteettiset oligodeoksinukleotidit fosforyloidaan 5°'-
pdistddn inkuboimalla 80 pmol kumpaakin oligodeoksinukleo-
tidia 20 wuCi:n kanssa /"y ~>2P7-ATP:t4 (6700 Ci.mmol ',
Amersham) 80 ul:ssa reaktioseosta, jossa on 0,1 mM rATP
(Sigma), 50 mM Tris.HCl (pH 9,5), 10 mM Mgc12, 5 mM DTT
ja 20 yksikkod 'I‘4 polynukleotidikinaasia (P-L Biochemicals),
30 minuuttia 37°C:ssa. Reaktio pysdytetddn jdddyttdmidllsd
seos -80°C:een.

Saatua radioaktiivisesti fosforyloitua sidoksenmuo-
dostajaa, jonka kaava on

(32P)-AATTCTATGTGT 32
TTAAGATACACACTAG- {~ “P)

inkuboidaan sen jdlkeen 6 ug:n kanssa pBR322:ta, joka
on katkaistu EcoRI:114 ja S1:llé (ks. edelld) 200 upl:n
reaktiotilavuudessa, jossa on 0.5 mM rATP (Sigma), 0,1
mM DTT (Calbiochem), 20 mM Tris.HCl (pH 7,8), 10 mM MgCl2
ja 4.107 yksikkéd T, DNA-ligaasia (Biolabs), 2 tuntia 15
°C:ssa.

Liuos deproteinisoidaan uuttamalla fenolilla ja DNA
vikevdiddédn etanolisaostuksella. DNA liuotetaan uudestaan
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100 ul:aan liuosta, jossa on 10 mM Tris.HCl (pH 7,5) Jja
0,05 mM EDTA, ja sentrifugoidaan sakkaroosigradientin

14pi (5-23%) liuoksessa, jossa on 50 mM Tris.HCl (pH 8,0)
ja 1 mM EDTA. Sentrifugointi suoritetaan nopeudella

60 000 1/min TST 60-roottorissa (Kontron AG) 15°C:ssa

2,5 tunnissa. 0,2 ml:n jakeet kerdtiddn ISCO-gradientin-
kerdyslaitteessa nopeudella 1 ml/min. Jakeet, joissa

on /~32p7:114 merkitty plasmidi-DNA (jakeet 11-14 kaik-
kiaan 22 jakeesta) yhdistet&&n, DNA saostetaan etanolil-
la ja hajotetaan 12 yksikdlla BclI:ta (Biolabs) valmista-
jan ohjeiden mukaan. Fenoliuuton ja etanolisaostuksen jal-
keen hajotettu DNA kdsitellddn 10 yksik®11d PstI:td (Bio-
labs) valmistajan ohjeiden mukaan. Fenolilla uutettu kat-
kaisutuote sentrifugoidaan sen jdlkeen sakkaroositiheys-
gradientin (5-23%) ldpi 15 tunnin ajan nopeudella 35 000
1/min 15°C:ssa TST 41-roottorissa (Kontron AG). 0,3 ml:n
jakeet keritddn (ks. edelld) ja jakeet, joissa on suuri
[_ 32_137—merkitty BclI-PstI-DNA-jakso (jakeet 27-31 kaik-
kiaan 42 jakeesta) yhdistetddn ja vikevoididdn etanolisaos-
tuksella. DNA liuotetaan uudestaan 20 Hl:aan livosta,
jossa on Tris.HCl pH 7,8 ja 0,05 mM EDTA.

c) Vastaanottajaplasmidin liitté&minen cDNA-liitdnndi-
siin

2 pyl vastaanottajaplasmidin DNA-jaksoa (n. 100 ng)
(ks. edelld) inkuboidaan 5 yl:n kanssa kutakin cDNA-1ii-
tinniistd (n. 20 ng) reaktiotilavuudessa, jossa on 20
mM Tris.HCl (pH 7,8), 10 mM MgClz, 0,1 mM rATP, 0,1 mM
DTT ja 400 yksikkda T4 DNA-ligaasia 10 ul:ssa 3 tuntia
15°C:ssa.

Sitten 5 ul reaktioseoksia lis#tisin seokseen, Jjossa
on 150 ul kalsiumilla kdsiteltyd E. coli HB101 200 ul:n
kokonaistilavuudessa, jossa on 10 mM MgClz, 10 mM CaCl2
ja 10 mM Tris.HCl (pH 7,5).

Seosta jddhdytetddn jadlla 20 minuuttia, kuumennetaan

42°C:een 1 minuutiksi ja inkuboidaan 20°C:ssa 10 minuuttia.



21 80720

Lisdtd&n 1 ml tryptonialustaa (tryptonialusta sisdltii

10 g Bacto-Tryptonia (Difco); 1 g hiivauutetta (Difco);

1 g glukoosia; 8g NaCl ja 294 mg CaC12.2H20 1 litrassa
tislattua vettd) ja saatua seosta inkuboidaan 30 minuut-
tia 37%:ssa ravistelemalla nopeudella 300 1/min. Seos
levitetddn 2 agarlevylle (McConkey-agar, Difco; 0,6 ml/
levy), joihin on lis&tty 10 g/ml tetrasykliiniid (Sigma).
Levyjd inkuboidaan 12-17 tuntia 37°C:ssa. Transformointi-
seosta kohti saadaan noin 1000 pesikettd. Kustakin trans-
formointiseoksesta poimitaan 4 pesdkettd jatkotutkimuksia

varten.

d) Yhdistelmdplasmidien restriktioanalyysi

Kiinnostavien yhdistelmdplasmidien tarkempaa tutki-
mista varten plasmidi-DNA eristetdin 12 pesdkkeestd
(4 kustakin kolmesta liitosseoksesta, ks. edelld).

Yhdistelmdplasmidi-DNA eristet&din seuraavalla tavalla:
1 pesdkkeelld siirrostetaan 10 ml tryptonialustaa, johon
on lisdtty 10 ug/ml tetrasykliini& kuten edelli, 25 ml:n
Erlenmeyer-pullossa. Viljelmidi ravistellaan 15-18 tuntia
37°%:ssa nopeudella 300 1/min. Solut sentrifugoidaan tal-
teen (Sorvall, HS-4-roottori, 10 minuuttia, 4000 1/min, 4
oC). Ndin saadaan noin 0,1 g soluja ja ne suspendoidaan
uudestaan 1 ml:aan liuosta, jossa on 50 mM Tris.HC1 (pH
8,0). 0,25 ml lysotsyymiliuosta (10 mg/ml 50 mM Tris.HC1l:
ssa (pH 8,0), lysotsyymi hankittu Sigmalta) lis&dt&din
ja, kun on inkuboitu 10 minuuttia OOC;ssa, lisdtdsdn 0,15
ml 0,5 M EDTA (pH 7,5). Kun seosta on pidetty 10 minuut-
tia 0°C:ssa, lis#tdfin 60 ul 2% Triton X-100 (Merck).  Kun
on pidetty 30 minuuttia OOC:ssa, ndytettd sentrifugoidaan
30 minuuttia nopeudella 15 000 rpm 4°C:ssa Sorvall SA-600-root-
torissa. Emdliuos deproteinisoidaan 1 tilavuudella feno-
lia (kyll&stetty TNE-liuokseen). Faasit erotetaan sentri-
fugoimalla (Sorvall HB-4-roottori) 10 minuuttia nopeudel-
la 5000 1/min 4°C:ssa. Ylempi faasi uutetaan kahdesti
1 tilavuudella klorofromia. Haiman RNAaasia (Sigma; 10
mg/ml TNE:ssd, esikuumennettu 10 minuuttia 85°C:ssa) lis&d-~-
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t&in lopulliseen vékevyyteen 25 ug/ml ja seosta inkuboi-
daan 40 minuuttia 37°%C:ssa. Sitten seoksen vidkevyys
siidetddn midrddn 1 M NaCl ja 10 % polyetyleeniglykolia
6000 (Fluka, autoklavoitu 20 minuuttia 120°C:ssa) ja in-
kuboidaan 2 tuntia -10°C:ssa. Sakka ker&t#dsn Sorvall
HB-4-roottorilla (20 minuuttia nopeudella 10 000 1/min,
OOC) ja liuotetaan uudestaan 100 pl:aan TNE-liuosta.
DNA-liuos uutetaan 1 tilavuudella fenolia ja DNA saos-
tetaan 2 tilavuudella etanolia -80°C:ssa 10 minuuttia.
Sakka otetaan talteen Eppendorf-sentrifugilla ja DNA liuo-
tetaan uudestaan 20 pl:aan liuosta, jossa on 10 mM Tris.HC1l
(pH 7,5) ja 0,5 mM EDTA. 10 ml:sta viljelmd@&@ saadaan
8-10 ng yhdistelmdplasmidi-DNA:ta.

Kaikki plasmidi-DNA-laadut analysoidaan seuraavilla
kaksoiskatkaisuilla: 0,5 ug kutakin DNA:ta katkaistaan
HindIII:1la (Biolabs) ja Pvull:lla (Biolabs), HindIII:lla
ja PstI:114 (Biolabs), HindIII:1lla ja BamH1:llé (Biolabs),
EcoRI:114 (Biolabs) ja PstI:114 tavalliseen tapaan ja
fraktioidaan 1,5 % agaroosigeelissd koon mukaan liuokses-
sa, jossa on 40 mM Tris.asetaattia (pH 7,8), 1 mM EDTA
ja 0,5 ug/ml EtBr.

valitaan sellaiset yhdistelméplasmidit, joilla on
haluttu restriktioentsyymikartta. Tuloksesta on esitetty
yhteenveto kuvissa 29 ja 30. Plasmidi-DNA-tyypeille,
joissa on pBR322/HLycIFN—8%:st5 tai pBR322/HLycIFN-51:sta
tai pBR322/HLycIFN1'b:std johdettu liitdnndinen nimetddn
vastaavasti CG-pBR322/HLycIFN(a-3)-252 ja CG-pBR322/HLycIFN
fa-2)-261 ja CG-pBR322/HLycIFN (a-1)-258.

Jotta saataisiin varmistetuksi tarkemmin sen liitos-
kohdan rakenne, joka on synteettisen sidoksenmuodostajan
ja IFN-cDNA-laatujen koodausalueen alun vdlissd, nukleo-
tidisekvenssi miiritetddn t&dltd alueelta. Tarkemmin sa-
nottuna 2 ug eristettyd plasmidin CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-
258 DNA:ta katkaistaan EcoRI:11l&, merkitdan 5'-pdistdédn ja
katkaistaan PstI:114. DNA-palaset fraktioidaan 6 % poly-
akryyliamidigeelilld ja EcORI*-PstI-DNA-jakso (9,4 bp)
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uutetaan edelldkuvatulla tavalla. DNA-palaselle suori-
tetaan sekvenssianalyysi Maxamin ja Gilbertin (15) mukaan.
Sidoksenmuodostajan ja IFN-cDNA-laatuja koodaavan
alueen alun vdlisen liitoskohdan rakenne mddritetddn
vastaavalla tavalla plasmideista CG-pBR322/HLycIFN(a-2)-
261 ja CG-pBR-322/HLycIFN(a-3)-252.
Plasmideissa CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-258, (a-2)-261
ja (a-3)-252 edeltdd interferonia koodittavaa sekvenssid

seuraava nukleotidijakso, jossa on EcoRI-katkaisukohta.

EcoRI Sau3A
~NGAATTCTATGTGTGATC.....
-NCTTAAGATACACACTAG.....

——D
IFN geeni

Esimerkki 24: PHOS5-signaalisekvenssin poisto ilmentdmis-
plasmidista p31 (ks. kuva 31)

Ilmentdmisplasmidi p31 sisd&ltdd PHOS5-promoottorisek-
venssin mukaanlukien mRNA:n aloituskohdat, happofosfataa-
sin luennan aloituskodonin ATG ja lisdksi 40 nukleoti-
dia, jotka koodittavat osaa happofosfataasin signaali-
sekvenssista. Tdssd rakentamistoimenpiteessd signaali-
sekvenssin nukleotidit ja ATG eliminoidaan Bal31-hajo-
tuksella. EcoRI-sidoksenmuodostajat liitetd&n, jotta
voidaan yhdist&dd PHOS5-promoottori haluttuihin kypsiin

koodaussekvensseihin (esim. interferonigeeneihin).
a) BalI:11& katkaistun plasmidin p30 hajotus Bal31:114

20 ug p30-DNA:ta (ks. esimerkki 4b) katkaistaan rest-
riktioendonukleaasilla Ball, jolloin saadaan 2 palasta,

joiden koot ovat 3,7 ja 5,1 kb. Kun on uutettu fenolil-
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la ja kloroformilla, DNA saostetaan etanolilla. DNA
suspendoidaan uudestaan 10 mM Tris:iin pH 8,0 vidkevyy-
teen 0,5 ug/ml. 9 ug BalI:11d katkaistua p30-DNA:ta
katkaistaan 2 yksik®lld eksonukleaasia Bal31 (BRL) 100
pl:ssa liuosta, jossa on 20 mM Tris pH 8,0, 100 mM NacCl,
12 mM MgClz, 12 mM CaCl2 ja 1 mM EDTA. 2 pg:n ndytteet
otetaan 15, 30, 45 ja 60 sekunnin kuluttua inkuboitaessa
30°C:ssa ja kukin niyte sekoitetaan v&littOmdsti seokseen,
jossa on 50 yl fenolia ja 60 pl TNE. Kun on uutettu fe-
nolilla ja kloroformilla, DNA saostetaan uudestaan 10 mM
Tris:iin pH 8,9 vikevyyteen 100 pg/ml. Jotta saataisiin
selville eksonukleolyyttisen Bal3l-katkaisun aste, 0,5
ug kunakin ajankohtana otettua DNA:ta katkaistaan endo-
nukleaasilla BamHI ja analysoidaan 1,5 % agaroosigeelilla
Tris-boraattipuskurissa pH 8,3. Keskimddrin 70 bp
poistuu palasen kustakin p&ddstd 45 sekunnin kuluttua
Bal31-hajotuksessa. Jatkotutkimuksissa kdytetddn DNA:ta,

joka on saatu 45 sekunnin kohdalla.

b) EcoRI-sidoksenmuodostajien liittdminen Bal31:11a
kdsiteltyyn DNA:han

Kaksi A260—yksikk6§ EcoRI-sidoksenmuodostajia
(5'-GGAATTCC-3', BRL) suspendoidaan uudestaan 250 ul:aan
liuosta, jossa on 10 mM Tris pH 8 ja 1 mM EDTA. 2 ug
EcoRI-sidoksenmuodostajia kinasoidaan 75 pl:ssa liuosta,
jossa on 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz, 15 mM DTT, 10

uM ATP ja 33 U T4 polynukleotidikinaasia (Boehringer).

Kun seosta on pidetty 1 tunti 37°C:ssa, sen annetaan j&ih-
tyd huoneenldmpdtilaan ja sen jédlkeen sitd sdilytetdédn
-20%:ssa.

Yhdistetyt, kaksisdikeiset EcoRI-sidoksenmuodosta-
jat liitet#d&n tylpistd pdistddn Bal31:113 kdsiteltyihin
DNA-palasiin. Puoli mikrogrammaa Bal31:11& kdsiteltyad
DNA:ta (ks. esimerkki 24a) inkuboidaan 16 tuntia huoneen-
ldmpotilassa 50-kertaisen ylimd&ré&n kanssa kinasoitu-

ja EcoRI-sidoksenmuodostajia 20 ul:ssa liuosta, jossa on
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60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 4 mM ATP ja

600 U T4 DNA-ligaasia (Biolabs). Kun T4 DNA-ligaasi on
inaktivoitu (10 min 65°C:ssa) EcoRI-sidoksenmuodostajien
ylimddrd katkaistaan 50 yksik®11l3 EcoRI (Boehringer)

50 ul:n tilavuudessa. DNA uutetaan fenolilla ja kloro-
formilla, saostetaan etanolilla ja suspendoidaan uudestaan
liuokseen, jossa on 10 mM Tris ja 1 mM EDTA.

Restriktioendonukleaasi EcoRI katkaisee pdihin lisa-
tyt EcoRI-sidoksenmuodostajat molemmissa BalI-palasissa
(3,7 kb ja 5,1 kb) ja myds 5,1 kb:n palasen sisdisessi
EcoRI-kohdassa, jolloin syntyy 3,9 kb:n ja 1,2 kb:n
palanen. 3,7 kb:n ja 3,9 kb:n palanen erotetaan 1,2 kb:n
palasesta 0,8% matalalla sulavassa agaroosigeelissd (Sigma)
liuoksessa, jossa on 90 mM Tris.HC1 PH 8,3, 90 mM boori-
happoa ja 2,5 mM EDTA. DNA-kaistat vdrjdtddn etidiumbro-
midilla ja tehd&dn ndkyviksi pitk#aaltoisella UV-valolla
aallonpituudella 366 nm. Kahta suurta 3,7 kb:n ja 3,9
kb:n DNA-palasta ei eroteta toisistaan. Ne leikataan
irti geelistd yhtend geelipalana ja uutetaan esimerkissi
4a kuvatulla tavalla.

Lineaariset palaset, jotka p&&ttyvidt EcoRI-pdihin,
muodostetaan renkaiksi yhteenliitti#milli. Noin 0,25
ug palasia liitet&d&n yhteen 100 ul:ssa reaktioliuosta,
jossa on 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM
ATP ja 600 yksikk®# T4 DNA-ligaasia 4 tuntia 15°C:ssa.

10 pl:n erdt liitosseosta lisdtdin 100 ul:aan kal-
siumilla kdsiteltyjd transformaatiokelpoisia E. coli
HB101-soluja (ks. esimerkki 4a). 35 transformoitunutta
ampR-peséketté kasvatetaan yksittdisesti LB-alustassa,
jossa on 100 pg/ml ampisilliinid. Plasmidi-DNA valmis-
tetaan menetelmdlld Holmes et al. (50) ja analysoidaan
EcoRI/BamHI-kaksoiskatkaisulla.

c) Nukleotidisekvenssianalyysi EcoRI-sidoksenmuodosta-

jan liittymdkohdan paikan middrittimiseksi

Useimmat 35 kloonia eroavat toisistaan sen kohdan
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suhteen, jossa EcoRI-sidoksenmuodostaja on liittynyt

PHOS5-pramoottorialueeseen,

riippuen siitd mddrdstd, jos-

sa Bal31 on hajottanut yksittdisia DNA-molekyylejé.

Nukleotidisekvenssianalyysid varten plasmidi-DNA katkais-

taan EcoRI:1l14&.

Kun on uutettu fenolilla ja klorofor-

milla, katkaistu DNA saostetaan etanolilla. DNA de-

fosforyloidaan ja 5'-p&d8t merkitdén radioaktiivisesti
Merkityt DNA-pala-

esimerkissid 10Ed kuvatulla tavalla.

set katkaistaan toisella restriktioendonukleaasilla,

BamHI. Tuotteet erotetaan 0,8% matalalla sulavalla aga-
0,5-0,6 kb:n pituinen 5'-merkitty EcoRI-

BamHI-palanen ersitetddn matalalla sulavasta agaroosis-

roosigeelilld.

ta esimerkissd 4a kuvatulla tavalla.

EcoRI-sidoksen-

muodostajan vieressd olevan nukleotidisekvenssin mddrit-

timiseksi eri DNA-palaset hajotetaan kemiallisesti ja

tuotteet erotetaan polyakryyliamidigeelielektroforeesilla

Maxanin ja Gilbertin (15) kuvaamalla tavalla.

Taulukossa 4 (ks. myds kuva 32) on lueteltu eri kloo-

nit ja vastaavasti PHOS5-sekvenssin viimeisen nukleotidin

(jota seuraa EcoRI-sidoksenmuodostaja) sijainti.

Taulukko 4

klooni

e
=

oL o R o A o o T R @ S @
A BT - B B SR o TR O B O

e}

PHOS5-sekvenssin viimeisen nukleotidin

sijainti

+25
+16
+15
+12

-4
-10
-16
-18
-21
-22
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-24
=27
-28
-29
-38
=50
=53
~-59
-67
-73
-81
-137

o e BN o IR Lo I o R o RN o T
2 4 0 R R ® n @O0

el R
o S SRRCH

d) 0,53 kb:n BamHI-EcoRI-palasen eristidminen, jossa on
PHO5/R-promoottori

Plasmidi pR sisdltdd PHOS5/R-promoottorin 534 bp:n
BamHI-EcoRI-palasessa. Kuvan 3a numeroinnin mukaan pa-
lanen kattaa PHOS5-promoottorisekvenssit nukleotidista
-541 (BamHI-kohta) nukleotidiin -10. EcoRI-sidoksen-
muodostaja, joka on liitetty nukleotidiin -10 (ks.
esimerkki 24b), antaa kaksi G-t&hdettid EcoRI-katkaisun
jédlkeen.

Plasmidi pR katkaistaan restriktioendonukleaaseil-
la BamHI ja EcoRI. 0,53 kb:n BamHI-EcoRI-palanen ero-
tetaan 0,8% matalalla sulavassa agaroosigeelissi esimer-
kissd 4a kuvatulla tavalla. Nukleotidisekvenssi on esi-
tetty kuvassa 33.

Vastaavalla tavalla katkaistaan plasmidi pY ja 0,53
kb:n BamHI-EcoRI-palanen eristet#in, jossa on PHO5/Y-pro-
moottori. Nukleotidisekvenssi on esitetty kuvassa 34.

e) SalI-EcoRI-palasen korvaaminen uusien rakenteiden

SalI-EcoRI-palasella plasmidissa p31

5 pg plasmidia p31 (ks. esimerkki 13d) katkaistaan
restriktioendonukleaasilla Sall. Katkaistu DNA saoste-
taan etanolilla ja suspendoidaan uudestaan 50 pl:aan liuos-
ta, jossa on 100 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl ja 5 mM MgClZ.
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DNA hajotetaan EcoRI:1lla tiydellisesti. Katkaisutuot-
teet erotetaan toisistaan 0,8% matalalla sulavalla
agaroosigeelilld Tris-boraatti-EDTA-puskurissa pH 8,3.
3,5 kb:n DNA-palanen eristetddn pienend geelipalasena,
jossa on DNA-kaista.

5 ug kutakin kloonia pR ja pY (ks. taulukko 4 ja ku-
va 32) katkaistaan SalI:114 ja EcoRI:1ld, kuten edella
on kuvattu. 0,8 kb:n palaset eristetddn pienind pala-
sina matalalla sulavasta agaroosigeelistd.

0,67 ug vektorin p31 SalI-EcoRI-palasta (3,5 kb) liite-
tdin 0,34 ug:aan plasmidin pR tai pY 0,8 kb:n SalI-EcoRI-
palasta vastaavasti. Vastaavat geelipalat, joissa on DNA-
jaksot, sekoitetaan keskenddn ja sulatetaan 65 Oc:ssa. Nes-
teytetty geeli laimennetaan kolminkertaisesti. Liittdmi-
nen suoritetaan 240 pl:n kokonaistilavudessa, jossa on
60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM ATP ja
750 yksikkdd T4 DNA-ligaasia (Biolabs), yon yli 15 ©c:ssa.

2 pl:n erd kutakin liitosseosta lisdtdsdn 100 pl:aan kal-
siumilla kdsiteltyjd, transformointikelpoisia E. coli
HB101-soluja (ks. esimerkki 4a)

8 transformoitunutta, amp —pesaketta kasvatetaan
erikseen LB-alustassa, jossa on 100 pg/ml ampisilliinia.
Plasmidi-DNA analysoidaan katkaisuanalyysilld. Kunkin
ryhmédn kloonit ovat identtisii. Kustakin otetaan yksi
klooni jatkokiyttddn, ja niille annetaan vastaavasti ni-
met p31/R ja p31/Y (kuva 31).

Esimerkki 25: Lymfoblastoidi—interferoni—a—3—DNA:n»liit—
timinen plasmidiin p31/R tai p31/Y (ks. kuva 35)

Tissd rakentamisessa liitetddn PHOS-promoottoriaiue
geeniin, joka koodittaa kypsédd interferoni-g-3:a. Ei
PHO5:n eikd interferonin signaalisekvenssejd ole ldsnd,
mutta liitoskohdassa on liitettyna EcoRI-sidoksenmuodos-
taja.

plasmidi p31/R (ks. esimerkki 24e) sisdltdd PHOS-
promoottorisekvenssin, joka padttyy 9 nukleotidia ennen hap-

pofosfataasigeenin ATG-kodonia EcoRI-sidoksenmuodosta-
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jaan 5'-GGAATTCC-3'. Plasmidin CG-pBR322/HlycIFN{q-3) -
252 lymfoblastoidi-interferoni-a-3-geeni (ks. esimerkki
23) on erityisesti sovitettu liitettdvdksi PHO5-pro-
moottorissa olevaan EcoRI-sidoksenmuodostajaan. Kypsdd
interferoni-aq-3:a koodittavan sekvenssin 5'-pddssd@ ole-
vat lisdnukleotidit antavat EcoRI-katkaisukohdan ja
ATG-kodonin, jotka tarvitaan interferonigeenin luennas-
sa (ks. kuva 29). Oleellisesti ottaen sama rakenta-

minen tehdddn myds plasmidilla p31/Y (ks. esimerkki 24e).

a) EcoRI:113 katkaistun, defosforyloidun plasmidin
p31/R rakentaminen

5 ug plasmidia p31/R katkaistaan restriktioendonuk-
leaasilla EcoRI (Boehringer) tdydellisesti. Kun on uutet-
tu fenolilla ja kloroformilla, DNA saostetaan etanolilla
ja suspendoidaan uudestaan 100 pl:aan 50 mM Tris-liuosta
pH 8,0. DNA lasketaan Chelex 100-pylvddn (BioRAD) lépi,
defosforyloidaan naudan sisdelinten emdsfosfataasilla
(Boehringer) ja defosforyloitu DNA puhdistetaan DE52-ionin-
vaihtokromatografisesti esimerkissd 14b kuvatulla tavalla.
DNA suspendoidaan uudestaan liuokseen, jossa on 10 mM
Tris.HC1l pH 7,5 ja 1 mM EDTA, vdkevyyteen 0,2 mg/ml.

b) Plasmidin CG-pBR322/HLycIFN(a-3)-252 EcoRI-palasen
(0,6 kb) eristdminen, jossa on IFN-a-3:a koodittava

sekvenssi

10 pg plasmidia CG-pBR322/HLycIFN(a-3)-252 katkais-
taan restriktioendonukleaasilla EcoRI. Ndin saadaan
kaksi palasta, joiden koot ovat 3,8 kb ja 0,6 kb. 0,6 kb:n
palanen sis&dltdd interferoni-a-3:a koodittavan alueen.
Palanen eristetddn 0,6 % matalalla sulavassa agaroosi-
geelissd Tris-boraatti-EDTA-puskurissa. Geelipala,
jossa on 0,6 kb:n DNA-jakso, leikataan irti geelisté

ja kdytetddn liittamisesséi.

c) Linearisoidun, defosforyloidun p31/R-DNA-palasen ja
IFN-a-3-DNA:n EcoRI-palasen (0,6 kb) liittd&minen yhteen
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1,5 ug defosforyloitua p31/R-vektori-DNA:ta, joka on
katkaistu EcoRI:114, liitetddn 0,19 pug:aan IFN-a=-3:n
0,6 kb:n EcoRI-palasta. Viimeksimainittu palanen on
pienessd, matalallasulavassa agaroosigeelileikkeesséd,
joka sulatetaan 65°C:ssa. Nesteytetty geeli laimenne-
taan kaksinkertaisesti. Liittd&minen suoritetaan kokonais-
tilavuudessa 220 uyl; jossa on 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM
MgClz, 10 mM ATP ja 8000 yksikkdd@ T4 DNA-ligaasia (Biolabs),
yon yli 15%C:ssa. 10 pl:n erd@ liitosseosta lisdtaan 100
pl:aan kalsiumilla k&dsiteltyjd, transformointikelpoisia
E. coli HB101-soluja (ks. esimerkki 4a).

6 transformoitunutta, ampR—peséketté kasvatetaan erik-
seen LB-alustassa, jossa on 100 pg/ml ampisilliinid. Plas-
midi-DNA valmistetaan Holmes et al:n menetelmdlld (50) ja
analysoidaan BglII/BstEII-kaksoiskatkaisulla liitdnn&isen
suunnan ja koon médrittdmiseksi. Yhdelle n&distd klooneista
annetaan nimi p31R/IF(a-3).

Sama rakentaminen tehd&in p31/Y:113 (ks. esimerkki 24e).
6 transformoituneen, ampR—pesékkeen plasmidit analysoidaan.
2 kloonissa on liitdnndinen oikeassa suunnassa. Yhdelle

niistd annetaan nimi p31Y/IF(a-3).

Esimerkki 26: Lymfoblastoidi-interferoni~-a-2-DNA:n liit-
tdminen plasmidiin p31/R (ks. kuva 36)

Tdssd rakentamisessa vhdistetddn PHOS-promoottori kyp-

sdd interferoni-a-2:ta koodittavaan alueeseen.

a) Vektorin p31/R 3,9 kb:n HindIII-EcoRI-palasen eristéd-
minen

10 ug vektoria p31/R katkaistaan tdysin HindIII:1lla.
Puskurointi sdddetddn 0,1 tilavuudella 1 M Tris pH 7,5.
Sitten HindIII:1lla katkaistu p31/R-DNA hajotetaan EcoRI:
11d4. 3,9 kb:n HindIII-EcoRI-palanen eristetddn 0,8 % ma-
talalla sulavasta agaroosigeelistd leikkaamalla geelipala

irti geelistd.

b) Plasmidin JDB207/IF2(51) XbaI-HindIII-palasen (0,9 kb)

eristdminen
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5 ug plasmidia pJDBZO7/1F2(51) (ks. esimerkki 17)
katkaistaan tdysin HindIII:1lla. Puskurointi sdddetdédn
0,1 tilavuudella 1M Tris pH 7,9. Sitten HindIII:1lla
katkaistu plasmidi katkaistaan XbaI:114. 0,9 kb:n
XbaI-HindIII-palanen sisdltdd osan interferonig-2:ta
koodittavasta sekvenssistd ja alapuolella olevan PHO5:n
transkription pddt&ssignaalit. 0,9 kb:n palanen erote-
taan 0,8 % matalalla sulavassa agaroosigeelissid ja lei-

kataan irti geelistd.

c) 252 bp:n EcoRI-XbaI-palasen erottaminen plasmidista
CG-pBR322/H1ycIFN(a-2)-261, jossa palasessa on IFN-g-2:
ta koodittava sekvenssi

10 ug plasmidia CG-pBR322/HlycIFN(a-2)-261 (ks.
esimerkki 23) katkaistaan XbaI:114 100 pl:ssa reaktio-
seosta, jossa on 6 mM Tris pH 7,9, 150 mM NaCl, 6 mM
MgCl2 ja 6 mM merkaptoetanolia. Kun on suoritettu kat-
kaisu kokonaan XbaI:11ld, linearisoitu plasmidi-DNA hajo-
tetaan osittain 3 yksik®1l1ld EcoRI:td (Boehringer). 20
minuutin kuluttua 37°C:ssa hajotus pysdytetddn jaadyt-
tdmdlld seos -70°C:een. DNA-palaset analysoidaan 1,5 %
agaroosigeelilld Tris-Boraatti-EDTA-puskurissa pH 8,3.
EcoRI-XbalI-palanen sis&dltdd kypsdd interferoni-a-2:ta
koodittavan sekvenssin 5'-osan (XbalI-kohtaan asti) sek&
erityisen sidoksenmuodostajan PHOS5-pramoottorin liittidmistd
varten. 252 bp:n palanen eristetddn pienestd geelileik-

keestd 0,8% matalalla sulavasta agaroosigeelisti.

d) DNA-palasten liittdminen

Esimerkeissd 26 a-c kuvatut kolme DNA-palasta, joissa
on tarvittavat lomittaiset pd&dt, liitetd&n yhteen yhdessi
reaktiossa:

0,67 ug 3,9 kb:n HindIII-EcoRI-palasta, joka on saa-
tu vektorista p31/8, 0,16 uyg 0,9 kb:n XbaI-HindIII-palas-
ta, joka on saatu plasmidista pJDB207/IF2(51) ja noin 70
ng 250 bp:n EcoRI-XbaI-palasta, joka on saatu plasmi-
dista CG-pBR322/HLycIFN(0-2)-261, liitetd3n yhteen. Kaikki
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kolme DNA-palasta ovat pienissd matalalla sulavan agaroo-
sin palasissa. Kyseiset kolme agaroosigeelipalasta yh-
distetddn, sulatetaan 65°C:ssa ja laimennetaan kolminker-
taisesti. Liittdminen suoritetaan 450 pl:n kokonais-
tilavuudessa, jossa on 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz,

10 mM DTT, 1 mM ATP ja 1200 yksikk®d T4 DNA-ligaasia, 15
Oc:ssa 16 tunnin kuluessa. 10 pl:n erd liitosseosta lisa-
tddn 100 pyl:aan kalsiumilla kdsiteltyjé, transformointi-
kypsid E. coli HB101-soluja (ks. esimerkki 4a).

12 transformoitunutta, ampR—peséketté kasvatetaan
erikseen LB-alustassa, jossa on 100 pg/ml ampisilliinia.
Plasmidi-DNA erotetaan Holmes et al. menetelmdlld (50)
ja analysoidaan BamHI/HindIII-kaksoiskatkaisulla. Kaikil-
la klooneilla on identtinen katkeamiskartta. Yhdelle an-
netaan nimi p31R/(a-2).

Plasmidin pJDB207/IF2(51) XbaI-HindIII-palasen (0,9
kb) tilalla voidaan liitt&@miseen kdyttdd plasmidista
pJDB207/IF2(51)A72 tai plasmidista pJDB207/IF2(51)A82
saatua 0,5 kb:n XbaI-HindIII-palasta (ks. esimerkki 22) .
Vektorin p31/R HindIII-EcoRI-palasen (3,9 kb) sijasta
liittdminen suoritetaan my®s vektorin p31/Y HindIII-
EcoRI-palaseen (3,9 kb).

DNA-palasten liittdminen ja E. coli HB101:n trans-
formointi suoritetaan edelldkuvatulla tavalla.

Kustakin liittimisseoksesta kasvatetaan 12 trans-
formoitunutta, ampR-peséketté yksittdisesti LB-alustas-
sa, jossa on 100 pg/ml ampisilliinid. Plasmidi-DNA ana-
lysoidaan BamHI/HindIII-kaksoiskatkaisulla. Saaduille
klooneille annetaan nimet p31R/IF(a-2)472, p31R/IF(a=-2)A82,
p31Y/IF (a=2), p31¥(a-2)A72 ja p31Y/IF(a-2)AR2.

Esimerkki 27: Lymfoblastoidi-interferoni-a-1:n liittami-

nen plasmidiin p31/R (ks. kuva 37)

a) Vektorin p31/R HindIII-EcoRI-palasen (3,9 kb) erot-

taminen
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10 yg vektoria p31/R hajotetaan HindIII:lla ja
EcoRI:114 esimerkissd 26a kuvatulla tavalla. Saadut
0,4 kb:n ja 3,9 kb:n palaset erotetaan preparatiivisella
0,8% matalalla sulavalla agaroosigeelilld. 3,9 kb:n
HindIII-EcoRI-palanen eluocidaan geelistd esimerkissd
4a kuvatulla tavalla. DNA puhdistetaan DE52-ioninvaihto-
kromatografisesti (Whatman) (ks. esimerkki 5a), saoste-
taan etanolilla ja suspendoidaan uudestaan liuokseen, jos-
sa on 10 mM Tris pH 8,0 ja 1 mM EDTA, vdkevyyteen 0,1
mg/ml.

b) Plasmidin pJDB207/IF2(1'b) PvulI-HindIII-palasen (0,9

kb) erottaminen

5 ug plasmidia pJdDB207/IF2(1'b) (ks. esimerkki 17)
katkaistaan PvulI:1lla ja HindIII:1lla. Saadut 0,9 kb:n ja
7,3 kb:n palaset erotetaan preparatiivisella 0,8% mata-
lalla sulavalla agaroosigeelilld. 0,9 kb:n palanen elu-
oidaan geelistd ja puhdistetaan esimerkissd 27a kuvatul-
la tavalla. DNA suspendoidaan uudestaan liuokseen, jos-
sa on 10 mM Tris pH 8,0 ja 1 mM EDTA, vdkevyyteen 0,05
mg/ml.

c) Plasmidin CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-258 EcoRI-PvuIll
(286 bp) palasen eristdminen, jossa on IFN-g-1:td koo-

dittava sekvenssi

10 ug plasmidia CG-pBR322/HLycIFN(qa-1)-258 (ks.
esimerkki 23) katkaistaan Pvull:1lla ja EcoRI:1lld. 286
bp:n katkaisutuote erotetaan 4,2 kb:n palasesta pre-
paratiivisella 0,8% matalalla sulavalla agaroosigeelilld.
286 bp:n EcoRI-Pvull-palanen eluoidaan geelistd ja puh-
distetaan esimerkissd 27a kuvatulla tavalla. DNA sus-
pendoidaan uudestaan liuokseen, jossa on 10 mM Tris
pH 8,0 ja 1 mM EDTA, vikevyyteen 0,03 mg/ml.

d) DNA-palasten liitt&minen

0,5 uyg 3,9 kb:n HindIII-EcoRI-palasta, joka on saa-
tu vektorista p31/R, 0,25 ug 0,9 kb:n PvuII-HindIII-
palasta, joka on saatu plasmidista pdDB207/IF2(1'b), Ja
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0,1 ug 286 bp:n EcoRI-PvuIIl-palasta, joka on saatu plas-
midista CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-258, liitetddn yhteen 15
Oc:ssa 20 pl:ssa liuosta, jossa on 60 mM Tris pH 7,5,

10 nM MgClz, 10 mM DTT, 4 mM ATP ja 600 yksikk®& DNA-
ligaasia. 3 pl:n erd liitosseoksesta lisdtd&dn 100 yl:aan
kalsiumilla k&siteltyji, transformointikelpoisia Z. coli
HB101-soluja (ks. esimerkki 4a).

12 transformoitunutta, ampR—peséketté kasvatetaan
yksittidisesti LB-alustassa, jossa on 100 pg/ml ampisil-
liinid. Plasmidi-DNA analysoidaan BamHI/HindIII-kaksois-
katkaisulla. Yksi klooni, joka antaa 1,4 kb:n BamHI-pa-
lasen ja 390 bp:n BamHI-HindIII-palasen, tutkitaan tarkem-
min ja sille annetaan nimi p31R/IF (a~1).

Vektorin p31/R HindIII-EcoRI-palanen (3,9 kb) voi-
daan korvata vektorin p31/Y HindITII-EcoRI-palasella. My®&s
liittimisessd voidaan kdyttii plasmidista pJDB207/IF2(1'b)
saadun 0,9 kb:n PvuII-HindIII-palasen tilalla plasmidista
pJDB207/IF2(1'b)A saatua 0,45 kb:n PvuII-HindIII-palasta.
Saadut kloonit analysoidaan edelldkuvatulla tavalla. Kloo-
neille annetaan nimet p31R/IF(a-1)A , p31Y/IF{a-1) ja p31Y/
IF(a-1)A.

Esimerkki 28: Geenirakenteiden alakloonaus suuren kopio-

midrdn tuottavaan hiivavektoriin pdDB207 (ks. kuva 38)

Esimerkeissd 25-27 kuvatuissa rakenteissa on PHOS5-
promoottori, eri interferoneja koodittava alue ja PHOS5:n
transkription pddtdssignaalit perdkkdisessd jidrjestykses-
sd kaikki plasmidista pBR322 johdettuun vektoriin 1lii-
tettyind. SalI-HindIII-palaset, jotka sisdltdvdt koko
ryhmitelmdn liitetd3n 6,2 kb:n SalI-HindIII-palaseen,
joka on saatu pJDB207:std, esimerkissd 27 kuvatulla taval-
la.

2 ug plasmidia p31R/IF(0-3) katkaistaan restriktioen-
donukleaaseilla Sall ja HindIII. Katkaisutuotteet erote-

taan toisistaan preparatiivisella 0,8% matalalla sulaval-
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la agaroosigeelilld. Geelistd leikataan irti pieni
palanen (koko 1,8 kb).

Plasmidi pJDB207 katkaistaan restriktioendonukle-
aaseilla Sall ja HindIII ja suuri 6,2 kb:n palanen ero-
tetaan esimerkissd 17 kuvatulla tavalla.

DNA-palasten liitt&minen ja transformointikypsien
E. coli HB101-solujen transformointi suoritetaan esimer-
kissd 17 kuvatulla tavalla. 8 ampR-peséketté kasvate-
taan yksittdisesti LB-alustassa, jossa on 100 ug/ml ampi-
silliinid. Plasmidi-DNA analysoidaan liit#nndisen liit&n-
ndisen koon mukaan katkaisemalla restriktioendonukleaa-
seilla HindIII ja SalI. Yksi klooni, jossa on oikea lii-
tdnndinen, valitaan ja sille annetaan nimi pJDB207R/IF
(a=3).

Vastaavalla tavalla l&htem&lld plasmideista p31Y/IF
(a=3), p31R/IF(a-2), p31R/IF(a-2)A72, p31R/IF(0-2)r82,
p31Y/IF(a-2), p31Y/IF(0-2)A72 , p31Y/IF(a-2)A82,
pP31R/IF(a-1), p31R/IF(a-1)A, p31Y/IF(0-1) ja p31/IF(a-1)A
saadaan seuraavat kloonit, joissa on oikeat liitd#nndi-
set:
pJDB207Y/IF (a-3),
pJDB207R/IF (a-2),
pJDB207R/IF (a-2)A72,
pJDB207R/IF (a-2)A82,
pJDB207Y/IF (a-2),
pJIDB207Y/IF (a=2)A72,
pJDB207Y/IF (a-2)A82,
pJDB207R/IF (0-1),
pJDB207R/IR(a=-1)4,
pJDB207Y/IF (a~=1), ja
pJDB207Y/IF (a=1)A.
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Esimerkki 29: Saccharomyces cerevisiae AH220:n transfor-
mointi ja interferonituotannon aikaansaaminen

Plasmidit pJDB207/IF2(51)A72, pJDBZO7/1F2(51)A82, pJDB207/
IF2 (1'b)A, pJDB207R/IF{(a=3), pJDB207Y/IF (a-3), pJDB207R/IF
(x-2) , pJDB207R/IF (a-2)A72, pIDB207R/IF (a-2)A82, pJDB207Y/
IF(a-2), pJDBZO?Y/IF(a—Z)A?Z, pJDB207Y/IF(a-2)A82, pJDB207R/
IF (a=1), pJIDB207R/IF (a-1)4, pIDB207(/IF(a-1)Aja pJDB207

(/IF(a—1)A (ks. esimerkit 22 ja 28)

vastaavasti) siirret#didn kukin Saccharomyces cerevisiae
AH220-kantaan (a, trpl, leu2-3, leu2-112, his3, pho5,
pho3) k&ytt&m&lld Hinnen et al. kuvaamaa transformointi-
menetelmdd (1). Transformoituneet hiivasolut valitaan
hiivan minimaalista kasvualustaa sis&dltdviltd levyiltd,
joissa ei ole leusiinia. Yksittdiset transformoituneet
pesikkeet poimitaan ja niit&d kasvatetaan esimerkissd 7 ku-

vatulla tavalla. Eri hiivapes#kkeille annetaan nimet

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharonyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharonmyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

AH220/pJDB207/IF2(54) 472,
AH220/pJDB207/IF2(5,) 482,
AH220/pJDB207/IF2(1'b)4,
AH220/pJDB207R/IF (a-3),
AH220/pJDB207Y/IF (a-3),
AH220/pJDB207R/IF (-2},
AH220/pJDB207R/IF (0-2)472,
AH220/pJDB207R/IF (0~2) 482,
AH220/pJDB207Y/IF (-2},
AH220/pJDB207Y/IF (0-2)A72,
AH220/pJDB207Y/IF(a-2)A82,
AH220/pJDB207R/IF (¢-1),
AH220/pJDB207R/IF (2-1)2,
AH220/pJDB207Y/IF(®-1), Ja
AH220/pJDB207Y/IF (a=1)4.
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Saccharomyces cerevisiae GRF18-kannan

transformointi ja interferonituotannon aikaansaaminen

Saccharomyces cerevisiae GRF18-kanta (o, his3-11,

his3-15, leu2-3, leu2-112, canl)
merkissd 29 luetelluilla

kuvatulla tavalla.

Saccharomyces

Eri

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces

cerevisiae

transformoidaan esi-
plasmideilla esimerkiss& 29
hiivapesdkkeille annetaan nimet
GRF18/pJDB207/IF2(51)A72,
GRF18/pJDB207/IF2(51)A82,
GRF18/pJDB207/IF2(1'b)4,
GRF18/pJDB207R/IF (0-3),
GRF18/pJdDB207Y/IF (0-3),
GRF18/pJDB207R/IF (0-2),
GRF18/pJDB207R/IF (a~2)A72,
GRF18/pJDB207R/IF (2~2) 482,
GRF18/pJDB207Y/IF (a=2),
GRF18/pJDB207Y/IF (2-2)472,
GRF18/pJdDB207Y/IF (2-2)A82,
GRF18/pKDB207R/IF (®~1),
GRF18/pJDB207R/IF (a-1)4,
GRF18/pJDB207Y/IF (%-1)
GRF18/pJDB207Y/IF(a=1)4,

ja

Esimerkki 31: Hiivasolu-uutteiden valmistus ja inter-
feronitiitterin mddritys

50 ml:sta kasvualustaa, jossa solutiheys on 1-2x107/m1,
kootaan solut sentrifugoimalla 10 minuuttia nopeudella
3000 1/min.
KH2P04 pPH 7,4 ja sentrifugoidaan huoneenladmpttilassa 5

Sedimentoituneet solut

Solut suspendoidaan uudestaan 2 ml:aan 0,1M

minuuttia nopeudella 3000 1/min.
suspendoidaan uudestaan 1,2 ml:aan jd&kylmdd lysointi-
seosta [5,1M kaliumfosfaattipuskuri pH 7,4, 1% (tilavuus-

osina) Triton X-100, 1 mM PMSF (Merckl7 ja siirretdan
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30 ml:n Corex-putkeen. 1,6 g lasikuulia lis&t&din (hal-
kaisija 0,4 mm) soluihin ja saatua suspensiota ravistel-
laan Vortex Mixerissd (Scientific Instruments Inc., USA)
tdydelld nopeudella 30 sekuntia ja sen jdlkeen jddhdyte-
td88n 1 minuutti j&dhauteella. T&md ravistelutoimenpide
toistetaan 5-10 kertaa, kunnes yli 90% soluista on rik-
koutunut (tarkistetaan valomikroskoopilla).

Rikkoutuneet solujdtteet ja lasikuulat poistetaan
liuoksesta sentrifugoimalla 10 minuuttia nopeudella
8000 1/min 4°C:ssa Sorvall HB-4-roottorilla. Em&liuos
siirretddn Eppendorf-putkiin, jdddytetddn nestemdisessi
typessd ja sdilytetddn -60°C:ssa. Interferoniaktiivisuus
mddritetddn Armstrongin menetelmdlld (32) kdyttdmdlla
ihmisen CCL-23-soluja ja rakkulastomatiittivirusta (VSV)
drsytysviruksena. Saaduista tuloksista on esitetty yh-
teenveto taulukossa 5.

S. cerevisiae-kantojen AH220 ja GRF18 interferoni-
aktiivisuus on yleensd identtinen sen jdlkeen, kun ne
ovat transformoituneet yhdistelmdplasmidilla. Taulu-
kossa 6 on esitetty molempien kantojen interferoniaktii-
visuuden vertailu, kun ne on transformoitu esimerkkeindad

luetelluilla plasmideilla.



Taulukko 5

S. cerevisiae-kannan AH220 interferoniaktiivisuus,
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kun

se on transformoitunut seuraavilla yhdistelmdplasmi-

deilla:
Esi~- Interferoniaktiivisuus ilmaistuna
Plasmidit merkki |yksikk&ind/ml | yksikkdin&/1 hiiva-
hiivasolu-gutetJ soluviljelmadd
aQ
pJDB207/IF(8'1) 17 1010 2.10°
9
pJDB207R/IF (a-3) 28 1-10° 210
pJDB207Y/IF (a-3) 28 1e 108 20 109
5 7
pJDBZO?/IFl(Sl) 17 7+10 1.4-10
pJDBZO7/IF2(51) 17 5-105 1 .0-107
pJDBZO7/IF3(51) 17 3-103 6 .3-104
5 7
pJDB207/1F2(5_)A72 22 5¢10 110
1 5 7
pJDB207/IF2(51)A82 22 5¢10 1e10
7 8
pJDB207R/IF (o 2) 28 110 2+10
pJDB207R/IF (o—2)A72 28 1-10’ 2010°
pJDB207R/TF(a-2) 282 28 1-10 2.10°
pJDB207Y/IF (a-2) 28 1010’ 24108
pJDB207Y/IF(a-2)A72 28 1010 24108
pJDB207Y/IF (a~2)A82 28 1.10° 2010°
3 4
pJDB207/1F2(1'b) 17 4+10 810
pJDB207/IF2(1*b)A 22 1010° 2010
pJDB207R/IF(a-1) 28 Se 10" 1le 106
pJDB207R/IF(a-1)A 28 410" 8+10°
pJDB207Y/IF(a-1) 28 5.10% 1.10°
pJDB207Y/1IF(a~1)A 28 4 -10" 8-105
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Taulukko 6: S. cerevisiae-kantojen AH220 ja GRF18 in-
terferoniaktiivisuus, kun ne ovat transformoituneet seu-
raavilla yhdistelmdplasmideilla:

| Interferoniaktiivisuus (yksikk&&/1 hiiva-.
R soluviljelmdd)
Plasmidit AH220 GRF18
, 8 8
pJDBZO?/IF(Bl) 2010 2010
pJDB207R/IF (a-3) 24100 2010
7 6
pJDB207/1F2(5;) le10 9e10
pJDB207R/IF (a-2) 2e 108. , 2e 108
pJDB207R/IF (a-2) 582 2010% 20108

Esimerkki 32: Interferoni-a-2:n tuottaminen hiivan
Saccharomyces cerevisiae yhdistelmdkannalla 300 1l:n mit-
takaavassa

Saccharomyces cerevisiae-kanta GRF18/pJDB207R/IF
(a-2)A82 kantaa plasmidia, jossa on leusiinimerkki, joka
mahdollistaa plasmidin selektiivisen yll&pidon is&nté&-
organismissa, ihmisen interferoni-o-2:n rakennegeeni ja
happofosfataasin PHOS-pramoottori, joka mahdollistaa IFN-
o=-2-geenin ilmentymisen kasvualustoissa, joissa on rajoit-
tava mddrd epdorgaanista fosfaattia.

Kantaa yllédpidetddn agarvinopintaviljelmissé,
joissa on mddriteltyd kasvualustaa ilman leusiinia, jotta
voidaan varmistaa plasmidin pysyvyys. Juurisiirrostettuja
vinopintoja inkuboidaan 24 tuntia 30°C:ssa. Yhden vino-
pinnan pintakasvusto suspendoidaan uudestaan 3 ml:aan
esikasvatusalustaa, joka sitten siirretddn ensimmdiseen

ravistelupullossa tapahtuvaan esikasvatukseen. 500 ml:n
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pullossa on yksi ohjauslevy Jja se sisdltdd 100 ml esi-
kasvatusalustaa, jonka koostumus on seuraava (mddrdat
g/1l): hiivauutetta (Difco) 10,0; L-asparagiinia 6,6;
KH2P04 1,0; MgSO4.7H20 1,0; L-histidiinid 0,02 ja
D-glukoosia (monohydraatti) 33,0. Kasvualusta on val-
mistettu kdyttdm&lld deionoitua vettd ja sen pH on noin
6,0. Glukoosi steriloidaan erikseen. Ensimmdistd esi-
viljelmdd inkuboidaan 24 tuntia 30°C:ssa orbitaalisekoit-
timessa, jossa on 5 cm:n heilahdus ja nopeus 250 kier-
rosta minuutissa.

Ensimmidisestd esikasvatuspullosta saadaan siirros-
teet toisiin esikasvatuspulloihin. Pulloihin laitetaan
siirrostetta 1% tilavuusosina. Kasvualusta ja inkuboin-
tiolosuhteet ovat samat kuin ensimmdisessd esikasvatukses-
sa. 36 tdllaisesta pullosta saadut kasvuliemet yhdiste-
ti4n niin, ettid saadaan 1% (tilavuusosina) siirrostetta
pddtuotantofermentoriin.

Tuotantofermentorin kokonaistilavuus on noin 500 1
ja se sisidltdd 4 ohjauslevyd ja yksisiipisen levyturbiini-
sekoittimen, jonka halkaisija on 230 mm. Sekoitusnopeus
on 450 kierrosta minuutissa ja ylipaine 0,3 bar ja il-
mastusnopeus 1 tilavuus/tilavuus/minuutti. Fermentori
sisdltdsd 300 1 kasvualustaa, jolla on seuraava koostumuus
(miirit g/1l): L-asparagiini 2,0; L-histidiini 0,02;
KH2PO4 0,03; MgSO4.7H20 0,5; NaCl 0,1; CaC12.2H20 0,1;

KC1 1,0; D-glukoosi (monohydraatti) 20,0; vitamiiniliuos

5 ml/1 ja hivenaineliuos 5 ml/l. Kasvualunstan PH sddde-
tisin arvoon 7,2 1lis#dmdllid natriumhydroksidia ennen ste-
rilointia. Glukoosi, vitamiinit ja hivenaineet steriloi-
daan erikseen ja lisdtddn kasvualustaan. Vitamiinien ja
hivenaineiden varastoliuoksilla on seuraavat koostumukset:
vitamiinit - biotiini 0,0002; kalsium-D-pantotenaatti 0,04;
foolihappo 0,0002; nikotiinihappo 0,04; p-aminobentsoe-=
happo 0,02; pyridoksiinihydrokloridi 0,04; riboflaviini
0,02; tiamiinihydrokloridi 0,04; Jja inositoli 0,2; 1 1:

ssa deionoitua vettd; hivenaineet - boorihappo 0,05; CuSO4.
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5H20 0,004; KI 0,01; FeCl3.6H20 0,02; MnSO4.4H20 0,04;
Na2M004.2H20 0,02 ja Zn.7H20 0,04; 1 l:ssa deionoitua
vettd. Fermentointil&mpdtila on 30°%. pH laskee alu-

eelle noin 4,0 - 4,2, mutta sitd voidaan haluttaessa pi-
tdd vdlilld olevassa arvossa natriumhydroksidia lisddmdl-
ld. Maksimaalinen interferonimd&rd saavutetaan, kun on
fermentoitu 18 tuntia. Optinen tiheys, joka saavuttaa
noin 2,0 yksikk®d, ja happofosfataasiaktiivisuus ovat hyo-
dyllisid indikaattoreita fermentaation etenemiselle.
Kdymisseos voidaan jd&hdyttdd 10°C:een ennen hiivasolu-
jen talteenottoa.

Esimerkki 33: HLyIFN-a-2:n eristdminen ja talteenotto

a) Polypeptidiliuoksen valmistus monoklonaalista vasta-
ainepylvdstd varten

Kaikkiaan 600 1 kasvatusseosta, jonka pH on 4,1, jd&h-
dytetdén 10°C:een. Solut erotetaan kdyttamdlla Alfa-
Laval BRPX-207 1lietteenpoistosentrifugia. Kirkkaassa
emdliuoksessa ei ole lainkaan IFN-aktiivisuutta. Solu-
jen piddttdmd emdliuosjddnnds poistetaan pesemdlld 20
litralla 1lysispuskuria A (100 mM KH2PO4, 500 mM NaCl,
0.1 % (tilavuusosina) Triton X-100% ja 0,1 mM PMSF-
livosta, pH sdddetty arvoon 7,5 kaliumhydroksidilla).
Sentrifugikulhon sisdltd (7 1) otetaan talteen kokonaan
ja lietteenpoistolaite pestddn kerran 5 litralla lysis-
puskuria A. Saatu solumassa liuotetaan puskurilla A
60 litraksi ja sen pH:ksi tulee 7,3. Suspensio jddhdy-
tetddn 5-10°C:een ja lasketaan DYNOR-Mill'in (tyyppi
KD5) 1dpi syottOnopeudella 100 1/h. Mylly on varustettu
polyuretaanisekoitinkiekoilla ja 4200 ml:lla lasihelmid,
joiden halkaisija on 0,5 - 0,75 mm, ja sitd kdytetdén
nopeudella 1625 kierrosta/minuutti. Rikottujen solujen
suspensio (pH n. 7,3) sentrifugoidaan edelldkuvatulla ta-
valla. Emdliuvos (75 1) vdkevdiddan 3 litraksi ultrasuo-

datuksella. Erd (300 ml) tdstd polypeptidiliuoksesta
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lasketaan H1P100 Hollow filter-makasiinin 1ldpi kaytta-
mdlld Amicon DC-2 Hollow Fibre Systemid. Suotimeen li-
sdtddn vield 2 1 puskurisysteemid B (30 mM Tris.HC1,

500 mL NaCl, pH s&d&ddetty arvoon 8,5). Suodos ja pesu-
liuokset (2 1) yhdistetddn ja vidkevdidddn 100 ml:ksi
H1P10 Hollow filter-makasiinin avulla. Konsentraatti
adsorboidaan DEAE—TrisacrleM DEAE (LKB Ltd.)-pylvdd-
seen. Pylvis pestdin ja eluoidaan sen jélkeen puskuril-
la C (200 mM NaCl, 25 mM Rris.HCl, pH §,5). Eluaatin
interferoniaktiivisuus on 1,4 x 106 IU/mg polypeptidid,
kun m#&ritys suoritetaan Armstrongin menetelm&lld (32).
Eluaattia sdilvtetdédn -20°C:ssa ennen monoklonaalisessa

vasta-ainepylvddssd tapahtuvaa jatkopuhdistusta.

b) Ihmisen LyIFN-a-2:n puhdistaminen monoklonaalisessa

vasta-ainepylvddssd

Monoklonaalinen vasta-ainepylvds NK2 (toimittaja
CELLTECH U.K.) (pakatun kolonnin tilavuus 20 ml) tasa-
painotetaan liuoksella, jossa on 20 mM Na-fosfaattia ja
154 mM NaCl, pH 7,4, ja edelldvalmistettua polypeptidi-
liuosta lisdtddn pylvddseen huocneenldmpdtilassa virtaus-
nopeudella 50 ml/h. Ensimmdiset jakeet, jotka sisdltd-
vit adsorboitumattomat polypeptidit Jja 100 ml PBR-pesu-
liuoksia, heitetddn pois. Muut epdspesifiset sitoutuneet
polypeptidit eluoidaan 110 ml:1la PBS-liuosta, jossa on
0,5 M NaCl ja 0,2 % Triton X-100%. Pylvis pestdin 200
ml:l1la liuosta, jossa on 20 mM Na-fosfaattia ja 0,3 M
NaCl, pH 7,4, jonka jdlkeen spesifisesti adsorboituneet
polypeptidit eluoidaan 50 ml:1lla puskuria D (0,1 M sit-
ruunahappoa ja 0,3 M NaCl, pH 2). T&médn liuoksen pH
siidetddn arvoon 6,3 2N natriumhydroksidilla ja vdkevdi-
dssn 4°C:ssa upotettavan-CXTM-molekyylierottimen avul-
la (MilliporeR). Konsentraatti lisdtdd@n Sephadex G-ZSR—
hienopylvddseen (2,6x34 cm, pakatun kolonnin tilavuus
200 ml), joka on tasapainotettu 0,025 M histidiini.HCl:
lla, pH 6,3. Pylvids eluoidaan samalla histidiini-HCl-
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puskurilla 4%C:ssa virtausnopeudella 42 ml/h. Kerdtdén
20 jaetta, joiden kunkin suuruus on 10,5 ml. Polypepti-
dipitoiset jakeet erotetaan optisen adsorption perusteel-
la aallonpituudella 280 nm. Jakeet 7 ja 8 sisdltdvdt sen
polypeptidin, jolla on IFN-aktiivisuus, kun mddritys
suoritetaan Armstrongin menetelm&lld (32). Aktiivisia
jakeita, joissa on LyIFN-a-2, varastoidaan —ZOOC:ssa
jatkokdyttdsd varten. Jakeiden IFN-aktiivisuus on 1,8.
108 IU/mg polypeptidid (32).

Kun edellidsaadut jakeet lyofilisoidaan, saadaan 1 ml:
sta liuosta 20-40 ug polypeptidid.

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi (ks. (53))
osoittaa, ettd saadun LyIFN-o-2:n molekyylipaino on noin
18 kDaltonia.

Esimerkki 34: Transformoituneiden hiivasolujen
tuottaman interferonin erittyminen kasvuliuokseen

Jotta saataisiin mi#ritetyksi N-pddn proteiinin
signaalisekvenssin vaikutus proteiinin erittymiseen,
hiivakantaa S. cerevisiae GRF18/pJDBZO7/IF(8i) (jossa
on yhdistelmidsignaalisekvenssi, ks. esimerkki 17) Jja
hiivakantaa S. cerevisiae GRF18/pJDB207R/IF(a-2) (ilman
signaalisekvenssii) kasvatetaan esimerkissd 28 kuva-
tulla tavalla. Kasvuliuokseen tuotetun interferonin
miirid sekid se interferonimiird, joka on solu-uutteis-
sa (valmistettu esimerkissd 31 kuvatulla tavalla), mda-

ritetisdn ja saadut tulokset on esitetty taulukossa 7.
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Taulukko 7: Vertailu transformoituneiden S. cerevi-
siae GRF18-kantojen kasvuliuokseen erittdmien inter-

feropimddrien vdlilla

4

7

Interferoniaktiivisuus (yksikkod/1l

iljelmdd
S. cerevisiae-kanta hiivasoluvilj

soclu-uute kasvuliuos

9 4
GRF18,/pJDB207R/IF (a-3) 1.5 e 10 {3 « 10

8 7
GRFlB/pJDB207/IF(8i) 2 e 10 2 ¢ 10
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Liite:
Liitteend olevien kuvien 10-14 piirrosten symbo-
leilla on seuraavat merkitykset:

vaihtunut aminohappo

eja s vaihtunut nukleotidi
sekvenssi, joka ei ole ldsnd ennestddn
----- tunnetun tiedon mukaan
polyadenyloituneet kohdat ennestd&n tunnetun
v .
tiedon mukaan
‘ poistunut nukleotidi
* lisdtty nukleotidi

Vastaavissa kuvissa viittaavat merkityt symbolit l&him-
piin tekniikan tason mukaisiin viitejulkaisuihin, kuten esi-
merkiss8 10 on esitetty.

Muissa liitteen8 olevien piirrosten kuvissa k#ytetyilld
symboleilla on seuraavat merkitykset:



EENEEE

I

omp®

tet

121

HBYs-geeni

pBR322-sekvenssit

hiivan kromosomaali-
nen DNA, joka on joh-
dettu PHO3, PHO5-
alueesta

hiivan 2u-plasmidi-
DNA

hiivan kromosomaali-
nen DNA, joka on joh-
dettu LEU2-alueesta

poistunut katkaisukohta

ihmisen lymfoblastoidi-
interferonigeeni

hiivan kromosomaalinen DNA,

joka on johdettu TRP1-
alueesta

poistunut kohta pBR322:ssa

katkaisukohta

transkription suunta

sidoksenmuodostajan DNA-
jakso

ampisilliinin vastustus-
kykygeeni

tetrasykliinin vastustus-
kykygeeni

80720
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Patenttivaatimukset:

1. DNA-restriktiojakso, joka koostuu olennaisesti Sacc-
haromyces cerevisiaen happamen fosfataasin (PHOS5) sdddeltd-
vissY4 olevasta promoottorista, tunnet tu siitd, ettd
se sis81t44 nukleotidisekvenssin

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGCAAGTCATCTT
ATCTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCCCACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCCCTTTTTCTTTGTCTCCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTCATTAAAAGACTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAAIGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAC
CACAGACTAAATTTATGANTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTCGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGCGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATCTTTTCCTAACTCGACGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCA

ATGTTTAAATCTCTTGTTTATTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATT

CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG

ja sen alajaksot, joissa promoottorifunktio on s&ilynyt.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA-jakso, t unn e t-
t u siit4, ettd sill¥ on nukleotidisekvenssi

G

ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAACCGCACCTCGTCTATAAACTTCAAACCAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CCTTTTCCCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTCATTAAAAGACTT

AATTCAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACCTGCGACTAG
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CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTCGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGCCATAAGGGTAAACATCTTT
CAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATCC
CTTCATCTCTCATGACAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAACCAAATTCGAGATTACCA

ATCTTTAAATCTCTTGTTTATTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGCTACCATT

CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG

ja sen alajaksot, joissa promoottorifunktio on s8ilynyt.
3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen DNA-jakso, t un n e t-
t u siit¥, ett4 sill¥ on sekvenssi

G

ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG

CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT

CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGACGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAACCAAATTCGGG,

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen DNA-jakso, t u n -
nettu siit§, ettd sill¥ on sekvenssi

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT

ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
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CGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA

' CGTTTTCGCAIACAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT

AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATCCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTAGG.

5. Menetelm# jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukaisen
DNA-jakson valmistamiseksi, tunnet tu siitd, ettd
(A) valmistetaan happamen fosfataasin (PHOS) geeni t&ydentd-

m#118 happamen fosfataasin PHO5 suhteen vajaa Saccharo-

myces cerevisiae-hiivakanta suorittamalla transformointi

plasmidi-DNA:1la, joka on saatu mainitun geenin villi-

tyyppikopion sis#lt&véstd S. cerevisiae-geenikirjastos-

ta, ja eristet&&n mainittu geeni,

(B) valmistetaan saadun geenin alaklooneja ja

(C) identifioidaan promoottorialueen sijainti edelld&maini-
tuissa alaklooneissa ja eristet&8n restriktioentsyymi-
katkaisulla DNA-palaset, jotka olennaisesti koostuvat
happamen fosfataasin (PHO5) promoottorista,

ja alajaksojen valmistamiseksi saadut DNA-jaksot lyhennetddn

katkaisemalla restriktioendonukleaasilla tai eksonukleaasil-

la.

6. Hiiva-yhdistelm#vektori, tunnet tu siitd, et-
t4 se sisH¥lt44 DNA-jakson, joka olennaisesti koostuu jonkin
patenttivaatimuksista 1-4 mukaisesta sdddeltdvissd olevasta
Saccharomyces cerevisiaen happamen fosfataasin (PHO5) pro-
moottorista ja hiivaper#ist& tai hiivaan kuulumatonta poly-
peptidi& koodittavasta alueesta, jota mainittu promoottori
ohjaa.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdistelmdvektori,
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tunnettu siit¥, ettd hiivaper#istd tai hiivaan kuu-
lumatonta polypeptidis koodittava alue koodittaa ihmisen in-
terferonia.

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdistelmivektori,
tunnettu siitd, ettd hiivaperdist8 tai hiivaan kuu-
lumatonta polypeptidi¥ koodittava alue koodittaa hepatiitti
B~viruksen antigeenié.

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdistelmdvektori,
tunnettu siitd, ettd se sis4lt4¥ hiivageenin trans-
kription pd4&t8ssignaaleja.

10. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdistelmdvektori,
tunnettu siitd, ettd hiivaper&istd tai hiivaan kuu-
lumatonta polypeptidi8 koodittavaa aluetta edelt&dd signaali-
sekvenssi.

11. Patenttivaatimuksen 6 mukainen yhdistelmdvektori,
tunnettu siit4, ettd hiivaperdistd tai hiivaan kuu-
lumatonta polypeptidi¥ koodittava alue liittyy happamen fos-
fataasin (PHO5) promoottorialueeseen happamen fosfataasin
(PHOS5) pd3-mRNA:n alun ja happanta fosfataasia (PHOS5) koo-
dittavan alueen ATG:n v&lissi.

12. Menetelmd8 jonkin patenttivaatimuksista 6-11 mukaisen
yhdistelm8vektorin valmistamiseksi, tunnettu siits,
ettd siin¥ liitet&&n vektori-DNA:han DNA-jakso, joka koostuu
olennaisesti jonkin patenttivaatimuksista 1-4 mukaisesta
sd8deltdvissd olevasta happamen fosfataasin (PHO5) promoot-
torista, ja hiivaperdist4 tail hiivaan kuulumatonta polypep-
tidid koodittava alue, jota mainittu promoottori ohjaa.

13. Menetelmd Saccharomyces cerevisiae-kannan valmista-
miseksi, joka on transformoitu hiiva-yhdistelm&vektorilla,
jossa on DNA-jakso, joka sisdltd8 jonkin patenttivaatimuk-
sista 1-4 mukaisen s88deltdvissd olevan happamen fosfataasin
(PHOS5) promoottorin, ja hiivaperdistd tai hiivaan kuuluma-
tonta polypeptidi¥8 koodittava alue, jota mainittu promootto-
ri ohjaa, tunnettu siit4, ett¥ Saccharomyces

cerevisiae-kanta transformoidaan patenttivaatimuksen 6 mu-
kaisella yhdistelmdvektorilla.
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14. Menetelm¥ hiivaperdisen tai hiivaan kuulumattoman
polypeptidin valmistamiseksi, tunnettu siitd, etts
(1) viljelld&n Saccharomyces cerevisiae-kantaa, joka on

transformoitu hiiva-yhdistelmdvektorilla, jossa on DNA-

jakso, joka koostuu olennaisesti jonkin patenttivaati-
muksista 1-4 mukaisesta sdddeltdvissd olevasta happamen
fosfataasin (PHOS5) promoottorista, ja hiivaperdistd

tai hiivaan kuulumatonta polypeptidid koodittava alue,

jota mainittu promoottori ohjaa, ja
(2) eristet88n ja puhdistetaan polypeptidi.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siit4, ettd polypeptidi on ihmisen interferoni.

16. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelm&, t u n -
nettu siitg, ettd polypeptidi on IFN-a-1.

17. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd polypeptidi on IFN-a-2.

18. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd polypeptidi on IFN-a-3.

19. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t un
nettu siitd, ettd polypeptidi on hepatiitti B-viruksen
antigeeni.
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Patentkrav:

1. DNA-restriktionsfragment, som v&sentligen bestar av
den regulerbara promotorn av Saccharomyces cerevisiae surt
fosfatas (PHO5), k &nnetecknat d3irav, att det
innehdller nukleotidsekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACCAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CCTTTTCCCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAACAéTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTCGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTCCGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATACAGCAAGCAAATTCGAGATTACCA
ATGTTTAAATCTGTTGTTTATTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATT

CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG

och dess subfragment, i vilka promotorfunktionen 4r bevarad.
2. DNA-fragment enligt patentkravet 1, k 8 nn e -
tecknat dirav, att det har nukleotidsekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGEATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTCATTAAAAGAGTT

AATTGAATAGGCAATCTCTAAATCAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
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CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTCGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTCCGATAAGGGTAAACATCTTT
CAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCA
ATGTTTAAATCTGTTGTTTATTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATT

CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG

och dess subfragment, i vilka promotorfunktionen &r bevarad.
3. DNA-fragment enligt patentkravet 2, k & nn e -
t ecknat ddrav, att det har sekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGCGAAGTCATCTT

ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAACAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGACGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGGG,
4. DNA-fragment enligt patentkravet 2, k 8 n n e -

tecknat dirav, att det har sekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT

ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
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GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAACAAATATATATTAAATTAGCA

' CCTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT

AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTCGGACTAG

CACACACTAAATTTATGATTCTCGTCCCTCTTTTCGAAGACATCGCACATCCCAAATTAT

CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTCCGATAAGGGTAAACATCTTT

GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACG.

5. Forfarande f&6r framst&llning av ett DNA-fragment en-

ligt nagot av patentkraven 1-4, k 8 nnetecknat
ddrav, att man

(A)

(B)
(C)

framstdller surt fosfatas(PHOS5)-genen genom att komplet-
tera en Saccharomyces cerevisiae-j&ststam, som &r de-
fekt betrdffande surt fosfatas (PHO5), genom att utfdra
transformation med plasmid-DNA, som erhdllits fran ett
Saccharomyces cerevisiae-genbibliotek, som innehdller en
vildtypkopia av den n&mnda genen, och isolerar den n8mn-

da genen,

framstdller subkloner av den erhdllna genen, och
identifierar l&dget av promotoromradet i de ovann#&mnda
subklonerna och isolerar genom restriktionsenzymklyv-
ning de DNA-fragment, som vdsentligen bestdr av surt
fosfatas (PHOS5)-promotorn,

och de f6r framst#dllning av subfragment erhdllna DNA-frag-
menten f8rkortas genom att klyva med ett restriktionsendo-
nukleas eller ett exonukleas.

6. Jdst-hybridvektor, k 8 nnetecknad dirav,

att den innehdller ett DNA-fragment, som v&sentligen bestir
av den regulerbara Saccharomyces cerevisiae surt fosfatas-
(PHOS)-promotorn och en en jést- eller icke-j4st-polypeptid
kodande region, som kontrolleras av den n&mnda promotorn.

7. En hybridvektor enligt patentkravet 6, k & nn e -
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tecknad d&rav, att den en j&st- eller icke-jidst-poly-
peptid kodande regionen kodar f&r m#&nniskointerferon.

8. En hybridvektor enligt patentkravet 6, k & nn e -
tecknad d&rav, att den en jdst- eller icke-jdst-poly-
peptid kodande regionen kodar f&r hepatitis B virusantigen.

9. En hybridvektor enligt patentkravet 6, k 8§ n n e -

t ecknad d&rav, att den innehdller terminationssigna-
ler f&6r transkription av en j&stgen.

10. En hybridvektor enligt patentkravet 6, k 8§ nn e -
t ecknad dirav, att en signalsekvens f8regdr den en
jdst- eller icke-j8st-polypeptid kodande regionen.

11. En hybridvektor enligt patentkravet 6, k & n n e -
tecknad d&rav, att den en j8st- eller icke-jdst-poly-
peptid kodande regionen &r bunden till promotorregionen av
surt fosfatas (PHO5) mellan b8rjan av huvud-mRNA av
surt fosfatas (PHO5) och ATG av den surt fosfatas (PHOS5) ko-
dande regionen.

12. FOrfarande f6r framstdllning av en hybridvektor en-
ligt nagot av patentkraven 6-11, k 8 nnetecknat
ddrav, att man d&ri infdr i ett vektor-DNA ett DNA-fragment,
som vdsentligen bestdr av den regulerbara surt fosfatas-
(PHOS)-promotorn enligt nagot av patentkraven 1-4, och en en
j8st- eller icke-jdst-polypeptid kodande region, som kont-
rolleras av den n&mnda promotorn.

13. F8rfarande f8r framst&llning av en Saccharomyces ce-
revisiae-stam, som dr transformerad med en j&st-hybridvek-
tor innehdllande ett DNA-fragment, som innehdller den regu-
lerbara surt fosfatas(PHOS5)-promotorn enligt ndgot av pa-
tentkraven 1-4, och en en jdst- eller icke-j&st-polypeptid
kodande region, som kontrolleras av den nd&mnda promotorn,

k&8nnetecknat didrav, att en Saccharomyces cerevi-

siae-stam transformeras med en hybridvektor enligt patent-
kravet 6.

14. FSrfarande f8r framst#dllning av en j&st- eller icke-
jédst-polypeptid, k 8 nnetecknat d&rav, att man
(1) odlar en Saccharomyces cerevisiae-stam, som transforme-
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rats med en j&st-hybridvektor, som vdsentligen bestar av
den regulerbara surt fosfatas(PHOS)-promotorn enligt né-

got av patentkraven 1-4, och en en

j8st- eller icke-

j8st-polypeptid kodande region, som kontrolleras av den

n&mnda promotorn, och
(2) isolerar och renar polypeptiden.

15. F8rfarande enligt patentkravet
tecknat dirav, att polypeptiden
ron.

16. F6rfarande enligt patentkravet
t ecknat dirav, att polypeptiden

17. F6rfarande enligt patentkravet
tecknat dirav, att polypeptiden

18. F8rfarande enligt patentkravet
tecknat ddrav, att polypeptiden

19. F6rfarande enligt patentkravet
t ecknat d&rav, att polypeptiden
virusantigen.

14, kd8nne -
48r midnniskointerfe-

14, kd&8nne -
dr IFN-a-1.
14, k &8nne -
dr IFN-a-2.
14, k&nne -
dr IFN-a-3.
14, kd@8nne -
4r hepatitis B-
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_kig-1

LihtSplasmidit DNA:n sekvenssinmdédrityksen ja ilmentdmis-

Eibﬁm.g&xﬁhjmehmﬂ

Hind I

EcoRl

pBR 322/PH05 Bam- Sal

l

PHOS-geenin DNA:n sekvenssin-
ldhde ilment&misplas- madritys
midia wvarten
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Sdddeltdvissd olevan (PHO5) ja rakenteellisen (PHO3)

Bam Hl
B“I""'_ POS  PHO3 l
T8 | A 0 F ¢
Sau3A Sau3A Sau3A SoudA  SaudA
Sau3A SaudA
Pst !
Fosfataasiaktiivisuus Kloonatut alajaksot
kytketty  kytketty
pois padlle
(*ﬁ, FPﬂ 3 B A D f C
1+ +4 —t +——t —i ~
2+ ++ —t +—t 1
3+ +4 - +—t 4
b+ ++ — +—t +—
5.+ + — t +—
b + + —t +—
1 - - —t —
8 - - —
g - - —r
10. - ++ +—t ~

—
‘—.
|
|
-+

-

Pstl
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_bhig.3a

PHO5:n BamliI-SalI-restriktiopalasen nukleotidisekvenssi
PHOS-promoterialue mukaanluwettuna _____________________

=540
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT

~-480
ATGTG.GCTGCTT TAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCOTCTATAAACTTCAAACGAA

-420
GGTAAAAGGTTCATAGCOGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAARATTARCA

-360
COGTTTICGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAANAAGT GATTAAAAGAGTT

-300
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTOGCACTCACACGTGGGACTAG

-240
CACAGACTAAATTTATGATTCTGOTCCCTGTTTTCOAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT

-180
CAAATTUGTCACCI TACTTGGCAAGGCATATACLCATTTGOGATAAGGGTAAACATCTTT

-120
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

-60
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTALCA

+]
ATG TTT AAA TCT GTT GTT TAT TCA ATT TTA GCC GCT TCT TT6 GCC *4°
MET PHE LYS SER VAL VAL TYR SER [LE LEU ALA ALA SER LEU ALA

AAT GCA GGT ACC ATT CCC TTA GGC AAA CTA GCC GAT G*82
ASN ALA GLY THR ILE PRO LEU GLY LYS LEU ALA ASP
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_khig. 3b

PHO3:n PstI-Rsal-restriktiopalasen nukleotidisekvenssi

GA

-360
GATATCCGAAACAGGTAAATGGATGTTTCAATCCCTGTAGTCAGTCAGGAACCCATATTA

-300

P ATTACAG AT TAGTCGCCOCTTAGGCACCCCTTTAAT FAGCAAAATCARACCTTAAGT
-240

(- TATGCCGTATAAGGGARACTCAAAGAALTGGCATCL .AARAAT GAAAAAAAGGAAGAD
-18l

{ SAAAAAAAAAAAATTCAAAAGAAAT T TALTAAATAATACCAGT T TOHGGAAATAGTAAAL

-120
ACCTITGAGTAGTCCTATGCAACATATATSAGTGCTTAAAT TTCCTGGATGGAAGTCAAT

- 60
TATGCCTTGATTATCATAAAAAAAATACTACAGTAAAGAAAGGGCCATTCCAAATTACCT

+1
ATG TTT AAG TCT GTT GTT TAT TLG GTT CTA GCC GCT GCT 1TA GTT +45
MET PHE LYS SER VAL VAL TYR SER VAL LLJ ALA ALA ALA LEU VAL

AAT GCA GoT *Y
ASN ALA GLY
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Yhdistelmd&plasmidien p3OIFN2(81) ja p30IFN2'(8)) raken-
tamiskaavio !

EcoRl EcoRl
ompR BU"&H' GmpR BG";(H |
tet 1.8all#Pvyl-kat- tet
pBR322ABall -—Amf——zqi —— PE’;:b??
* Wiketsin '
yhteen
Bol
Pvull
BamHI:118 katkaistu tuote + pJDB207/PHO5,PHO3:n
liittsa- +BomH|-palanen, jossa on PHO3, PHO5

Hae I

CG-pBR 322/HLyc IFN-8/;

EcoRl

BalI+EcoR]-kat-
aisu (3,9 kbin | geoR(+He ll-katkaisu
)

A-palanen) (602 bp :n B-palanen

liittdminen
EcoR |

Yrp7:n(15kb) EcoRl-palanen
jossa on Trp]
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_khig: 5

PHCS5~promoterin DNA:n liittdminen CG-pBR322/HLycIFN—8{:n
cDNA-liitdnndiseen

a. DNA-jakso, aoka sisdltidd PHOS-promoterin ja viereisen

proteiinin koodittavan alueen
BamHI
! "
........ PHOS §%¥xn3te4———-———ATG TTT AAA TCT GTT GTT

+43
TAT TCA ATT TTA 6CC GCT TCT TTG GCC AAT GCA GGT ACC .....

4
Bal I {Hae ITf)

b. DNA-jakso, joka sisdltdd interferonipromoterin ja vierei-
sen proteiinia koodittavan alueen CG—pBRBZZ/HLycIFN-Si:ssa

Hae I
------- interferoni~ AT GCC TCG CCC TTT GCT
+28

TTA CTG ATG GCC CTG GTG GTG CTC AGC TGC AAG TCA AGC ........

Haelll EcoRl

¢ a:n ja b:n yhtymistuotteen DNA-jakso p30IFN1(8:) :ssd
ja syntyvdn interferonipolypeptidin N-pddn emééjérjestys
BamH]

promote- +1
.............. PHOS teri ——— ATG TTT AAA TCT GTT GTT

Met Phe Lys Ser Vval Val

Haelll EcoRl

TAT TCA ATT TTA GCC GCT TCT TT6 6CC CTG GTG CTG CTC +vvuvu.
Tyr Ser Ile Leu Ala Ala Ser Lev Ala Leu Vol Val Leu ........

PHOS5-sekvenssejd

wawmammnan - interferonisekvensseijd
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_khig’k

Plasmidin pJDB207/IFN2'(8]) rakentaminen

EcoRl

pJDB207/1FN2’(87)
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Kaksisdikeisen Namalwa-cDNA:n synteesi ja yhdis-
telmd-DNA-molekyylien rakentamiseen

—— - - G —— T — T - s - G ————— —— A W - —— G — ——— —————— ———

Indusoidut Namalwa-so-  virus

lut

Newcastle-
sairaus-

Namalwa-solut

poly (A)RNA:n uutto

0ligo(dT) -selluloosa

s v a? _khig- 7
y ST AAA
3 - ————AAA poly (A) RNA
bo—me —AAA
5 e mee AAA
IFN AAA
1Kd4nteiskopioijaentsyymi (oligo EcoRl
2. RNA :n poisto (OH-k'?isit— (aT}) Tet’
, , tely
I 1E
R m éﬂ* 32
Fq—— cONA BamHl
§ —mmm o 11l )
IFN m mp 1 Pstl
. 2.d6TP/ terminaalinen
gNA-polynera§81 Jdecksinukleotidyylitransfe-
1 -nukleaasi raasi
R ' bkl
_______ H& S Tet
2 i = )
3ommoisi > ds cONA % BamHl
L :”:"::::# "G"-hdntdinen PstI:114 katkaistu pBR322
§f —— === AAA
"""""" 11
AAA
IFN Al )
d(TP/ terminaalinen #| "hybridisointi®
deoksinukleotidyyli-
transferaasi
5 3 EcoRl EcoRl
{FR S S AMACCC
------- 1T SE
Lot AL ' S8
3, —— — ——AAACCC 5 2:
=== il 20
b —memem AAACCC %
5m T m[IC EcoRl EcoRl
e W S
i e | S
J ‘ 1 '.‘ ':)
%‘0
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Fig- 4

HulFN-B:n ja HulFN-a:n suhteen spesifisen koettimen
syntetisointi ja sen kdyttd ihmisen lymfoblastoidi-IFN:a
sisdltdvien kloonien identifiointiin

-------- AAA - ————— -
S ~AAA ERUUUURRR KiSnteis—
IF-B————AAA "~hybridi- —gmms;— IFP  kopioija-  —mpo— If®
— ———AAA sointi" __ . ___ P* _ entsyymi 4_>__.___.Jl__
IF-o AAA "‘mi;_"’.'a Gn ANTE P IF-o
——————AAA _———r_ —_——r
" poly (A)RNA, joka on p* : o
saatu NDV:114 indu- R pidennetyn "sy-
soiduista IFN:a tuotta- |[ P]-T-AIP tyttimen” erista-
vista lymfoblastoidiso- T,‘-kinaasi minen (polyakryyli-
luista amidigeelielektro-
3/ b/ foreesi
oligodeoksinukleotidi ("sytytin"),
joka on komplement&&rinen IFN-cq:n ja ,
IFU-8,:n mRNA:n suhteen
[F-B pw
vhdistelmiplasmideja sisdl- IF-a p*
tavid pesdkkeitd agarilla
pesdkehybridisointi
nitroselluloosasuo-

1. nitroselluloosaan timella in situ

tehty levyn toi-
sinto

2. Pesdkkeiden rik-
kaominen in situ

pesdkkeet kasvavat
uudestaan autoradiogrammi
(rontgenfilmi)

filmin tummia kohtia
Vi rauﬁngastaa ii
kfgonel in viin

Peruslevy rontgenfilmilld olevat
tumat kohdat vastaavat

LI | positiivisia klooneja

positiiviset kloonit

otetaan erilleen
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_JpigoZ2l  1lrentinisplasmidin p31_rakentaminen

Katkaisu
1.EcoR| :114 1.50udA+Pst - katkaisu
2.dATP, dTTP 2.0,37 kb:n

ONA—polymeraasi Sau3A-PstI-palan eristdminen
3 Liittiminen

BamHkPst I-katkaisu

1.8all-Hind Il -katkaisu

2

"39Bkb :n palasen erottaminen BamH 1/Sau3A

EcoR|

liittsminen — Hae lll

M13mp9/PHOS (Sau 3A-Pstl)
1. Hae lll+HindIll ~katkaisu

[EcoR1)  Hindii

'0.39kb :n palasen erottaminen

LR ERIL " |

]
Hae llI lBomHI l\Hindlll
EcoR| Pst!

pramoteri
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Sau3A-PstI-PHOS-transkription pddt&sjakson nukleo-

s ot B s s U e o B i e S ——— — - —— —— o — - G ——— —

GATCCTGGTACGTTCCTCAAGGTGCTCGTGTCTACACCGAAAAATTCCAATGTTCTAACG
ACACCTACGTCAGATACGTCATTAACGATGCTGTTGTTCCAATTGAAACCTGTTCCACTG
GTCCAGGGTTCTCTTGTGAAATCAATGACTTCTACGACTATGCTGAAAAGAGAGTAGCCG
GTACTGACTTCCTAAAGGTCTGTAACGTCAGCAGCGTCAGTAACTCTACTGAATTGACCT
TCTACTGGGACTGGAACACTACTCATTACAACGCCAGTCTATTGAGACAATAGTTTTGTA
TAACTAAATAATATTGGAAACTAAATACGAATACCCAAATTTTTTATCTAAATTTTGCCG

AAAGATTAAAATCTGCA
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IFN-S,:td8 ja IFN-1'b:td koodittavien sekvenssien

_hEig 22 1iittivinen plasnidiin p3

Psti

IFK,

Hpal
Pstl

C6-pBR322/HLycIFN-51
Pst | ~katkaisu

Pstl Hpa Pstl

alol-katkaiSU

Pstl Haell  Hpal

1 osittainen HaeIII-katkaisu
Haelll

Hpal
1 oo 804 bp

2. e 780 bp
] sxmmmmm 699 bp

o — S > — — - ————————_——_— " ——

Rsa Psti
IFN-1’b
Pstl
CG-pBR322/HLycIFN-1/b
Pst I-katkaisu
Pst Rsal Psti

lnsu | ~katkaisu

Pst! Haell Rsal

osittainen HaeIII-katkaisu

Hoelll l Rsal
| commmmunen 840 bp

. cmsmumm 816 bp
] s 735 bp

Hind il
amp

1. Bal |-katkaisu

2. eméisfos~ Sall” N\
liittiminen fataasi  BgmH|

Hind Il
R Pstl
amp BamH|
EcoRl
Hpal

Sal | Ball/Hae III1_3

pIV/IF1{5,) [52kb) p31/IF211'b)
p3V/IF2(5;) (5.2kb)
p3V/IF3(5) (5.1kb)
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Fhig. 23

1. Sal l+EcoR Fkatkaisut 1. Sall+ EcoRI-katkaisut
2. 3,5 kb:n palasen eristdminen 2. 1,46 kb:n palasen eris-
tAminen

wn

LRI

Sall  Hindlll”~ Pst! BamHT™ EcoR| Sall BamHi EcoRl

liittdminen

R Hind Il
amp Pstl
2 PHOS padtssjakso
Y BamH|

Sall BamHl
p3/IF(8")
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Sellaisen PHOS5-HBVs:n rakentaminen, jossa on
oikea liitos

[ pHBY 130
2 8.2kb
Pstl
BamH| Ava | pBR322/PHO5/Bam-Sal
1. Aval-katkaisu 1. Aval+Sal | -katkaisu

2.1336 bp:n palasen eristdminen |23,9 kb:n palasen eristédminen

= T

Aval/Xhol  BamHI ~Aval Sal I” Kpnl BamHl

| |

liittdminen

EcoRl Aval

Kpnl
Sall-Xho! -1iitos
pBR322/ PHO5/ HBVs

2. Bal31-katkaisu
3 liittdminen

EcoRl

lm Kpni-katkaisu

pBR 322/ PHOS/ HBVs 1L
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PHO5-promoterin ja HBVs-proteiinia koodittavan alueen
liittdmisen (plasmidi pBR322/PHOS5/HBVs) jdlkeinen

... TAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCAATGTTTAAATCTGTTGTTTA
Kpnl
TTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATTCCCTTAGGCAAACTAGCCGAIETCGAG'
Hhal

BamHI —* PHO5 mRNA ({\-‘ — PHOS
A

-=HBVs
GATTGGGG;}CCTGCGCTGAACATGGAGAAC .......

I I liitoskohta (yhdistelmdn katkaisukohta Sa1I/XhoI)

—» PHO5 ~proteiinia koodittavan alueen alku

———— HBVs —proteiinia koodittavan alueen alku

,__——“"PHOS:n laajan mRNA:n alkukohta

{’ .’}poistetun alueen pddtepisteet plasmidissa pBR322/

PHO5/HBVsA14
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_khig- b

Plasmidin pJDB/PHOS5/HBVsA14 ja

Hind lli

BamH . EcoRl
BamH| ~katkaisu Hind Il

008207

EcoRl

EcoRl|
1. BamH|-katkaisu ,,R BstE
2 1,8 kb:n pala- 0M BamH!

sen eristdminen
pJ0B207/ PHOS/HBVs Ak
BamH! .
Aval 1 BamHI-katkaisu Eeonl Hind Il
pBR3I22/PHO5/HBVs A1k 2.1,8 kb:n palasen
S BamH!
EcoRl
Hind I 1 BamhFkatkaisu

EcoRl :n pal
sen eristaminen  ci|  BomHi

EcoRl
BamH! pJDB207/PHO5/HBYs AlLt

EcoR|
amp

Sall  gamHi
pJDBZU?/IF(BH)
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Ezz Plasmidien pJDB207/1IF2(1'b)A ja pJDB207/IF2(5 )A72

rakentaminen

BamH| BG“/HOG'”Z BamHi Bull/HneIIIz

pJUB?UHIFZ(S ) pmazm/lrzn'b)

1. Sma Fkatkaisu
2 Bal31-katkaisu

EeoRl Ecofl Hind
Hindlll
EcoRl EcoR| Bul31
m Bul31
Ecogll Pvull
co
BamHl BalI/Hoelllz BamHl Bull/HoelIl2

1 Klenow DNA-polymeraasi+dNTP
2 +kinasoitu XhoI-sidoksen-

3 muodostaja
EcoRl 1ittminen EcoR |
Hind Il Hind Il
Xhol
EcoR| Xhol EcoR
Xho! Xhol
Ecogll Pvull
Eco
BamHI Bal |/ Hae “|2 BumHI Bal!/Hae ||12
l 1. Xho Fkatkaisu
72 liittiminen
Ecofl EcoRl

Hind lil

Xhol

Pvull
Bal | /Hoelll2

BamHl
pJDBZU?/IFZ(SﬂA?Z pJ0B207/1F2(1'bla

BamH|
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Yhdistelmédplasmidin CG-pBR322/HLycIFN(a-3)-252 rakentaminen,
jossa on siirrettdvd ihmisen lymfoblastoidi-IFN-a-3-cDNA-1ii-

tdnndinen _______ _

Pstl EcoRl
EcoR| _khig.cq Hind I

ampR tetR IFN-8/

Pstli
CG-pBR322/HLycIFN-Bﬁ

pBR322

1. EcoR| —katkaisu

2.51-katkaisu Pstl -katkaisu
6 C
t e\ tetf Pst | Pstl
Sau3A
Pst i
1 Sou 3A
Cor-anTiciaterer
TTAAGATACACACTAG-{""P]
2 Bcll+Pst | -katkaisut
=GATCTG. .
Y Psti AC. .
Sou3A
EcoR |
tetR liitt&minen
Pstl

CG-pBR3I22/HLyclFN{a-3)-252
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_khig:30

Yhdistelmdplasmidien CG-pBR322/HLycIFN(0-2)-261 ja

EcoR|

Hind I
Pvu li \/ Bami |
Sat |
IFN-a.-
Pstl Pvull

Pvull

CG-pBR322/HLyc IFN (a-2)-261 C6-pBR322/HLycIFN (o -1]-258
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EI: E_ 31 PHOS5-signaalisekvenssin poisto ilmentdmis-

plasmidista___________________
EcoRl EcoRl BamH|
ampR \Bﬂl Ky
—————-—-—’
1.Bal | -katkaisu
2 Bal 31 _katkaisglul [
BumHl' 33'131

Bal |
1 EcoRI-sidoksenmuodostajan
pGGAA'I'ICCOH liitta8minen
2 EcoRl —katkaisu

EcoRi

umpR

Hind Ill Sal |

BamH!  EcoRl

1 Sal l+EcoR Fkatkaisu
2.3,5 kb:n palasen eristiminen

<————/

liittdminen 1 Sq| |+EcoR|-katkaisut

' 2.0,8 kb:n palasen Sall
eristdminen

Hind Il

Pst |

amp

Sal | X Bamhl
BamHI EcoRl
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BamHI-EcoRI-katkaisupalasen nukleotidisekvenssi, jossa
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAARAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTARATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGGG
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_khig: 34

BamHI-EcoRI-katkaisupalasen nukleotidisekvenssi,

S vt — e o s S e —————————— —— ——— T — . — o —— T ——

ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCOTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGT AAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTAGG
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—— - ———— - ———— - —— g~ — —— o o Wt o e e it o Wt e > i W o e

EcoRl
Bql Il e tetR Bamiil
amp
[FN-ot-3 Sall
EcoRl Sal |
st C6-pBR322/HLycIFN (- 31252

1. EcoRlkatkaisu
2 0,6 kb:n palasen eristiminen

=R

EcoRi EcoRl

1. EcoR| -katkaisu
2 defosforylointi

liittaminen

HindIll  Psti

BamH! BstE |l
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Lymfoblastoidi-IFN-o~2-DNA:n liittdminen plasmidiin p31/R

EcoRl R
ol 3Ll gomhi

Xbal g )
EcoR | Sal |
IFN’S]

Pst |
CG-pBR322/HLyc IFN-2]- 261

Sal 1" gy Bot1/ Hae il
pJ0B 207/1F2(5,)

1 Xba I-katkaisu 1.Hind Il + Xba Fkatkaisu
2 osittainen EcoRI-katkaisu 2 0,9 kb:n palasen eristd-
minen

3 252 bp:n palasen eristdminen

' '

EcoRl  Xba! Xba! EcoRl B“"‘"' Hindl

Hind I}
Hind I
Psti ump ECoR

- BT e[ (pIR/ IFla-2
1 Hind !l + EcoRl-katkaisu 5 2kb

BamHl 2 3r2sgnrlln$lasen Sal |

BamHI EcoRl BamHl  EcoRl
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EcoRl

Pvull R
let" BamHi
IFN-1D Sall
Pst| Pvull
CG-pBR 322/ HLycIFNlee-1)-258 Bamhl Ball/Haelll,
pJ0B207/1F2 (1'b)
1. Pvull+ EcoRl-katkaisut 1. Pvulls Hind lll-katkaisu
2.286 bp:n palasen erottaminen 2 0,9 kb:n palasen erotta-
minen

\

EcoRl Pyl Pvull /E Hilndlll

EcoRl  BamHi

1. Hind Il + EcoR I
katkaisu

2 3,9 kb:n palasen
ercottaminen




80720
_khig: 348

EcoRi
Hindll

BamHI

Sal | BamH!  EcoRl
1.Hindlli+ Sal | —katkaisu 1. Hind I « Sal | -katkaisu
? 6,2 kb:n palasen erottaminen 21,86 kb:n palan erottaminen
TS LSl i, VS, JREHIBRO Y T
[ [ |
Hind/ll EcoR! EcoRl Sal ! Satl BamHi Ecofl EcoRl \ Pstl Hindlll

BamH |

pJOB207R /IF (x-3)

Sall garmHl EcoRl
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