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C O N V E N I E N T  P R O C E D U R E  FOR O L I G O N U C L E O T I D E - D I R E C T E D  i n  v i t r o  
MUTAGENRSIS OF C L O F E D  D N A  

t 
0. Chakhmakhcheva  , O . M i r s k i k h ,  V . E f i m o v ,  Y u . O v c h i n r i i k o v  
S h e m y a k i n  I n s t i t u t e  o f  B i o o r g a n i c  C h e m i s t r y  USSR Academy 

o f  S c i e n c e s .  u l . V a v i l o v a  3 2 ,  Moscow 117988,  USSR 
Summary. A new m o d i f i c a t i o n  of t h e  o l i g o n u c l e o t i d e - m e d i a t e d  
m u t a g e n e s i s  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  u s e d  t o  p r o d u c e  s p e c i f i c  b a s e  
c h a n g e s  i n  t h e  d o u b l e - s t r a n d e d  p l a s m i d  D N A .  

A p r o c e d u r e  h a s  b e e n  d e s i g n e d  f o r  c h t i n g i n g  s p e c i f i c  nu -  

c l e o t i d e s  i n  a D N A  s e q u e n c e  w i t h  h i g h  e f f i c i e n c y .  The m e t h o d  

i n v o l v e s  u s i n g  t h e  s p e c i a l  c o n s t r u c t e d  c l o n i n g  v e c t o r s  pIIS1 

a n d  pHS?. T h e s e  p l a s m i d s  a r e  d e r i v a t i v e s  o f  pBR322 in w h i c h  

t h e  E c o R I - H i n d 1 1 1  r e g i o n  h a s  b c c n  r e p l a c e d  b y  s y n t h e t i c  

d u p l e x e s  c a r r y i n g  S m a I ,  HpaI  a n d  XhoI s i t e s ,  i n  a d d i t i o n  t o  

EcoRI  a n d  H i n d 1 1 1  s i t e s .  The DNA f r a g m e n t  t o  b e  m u t a g e n i z e d  

i s  c l o n e d  i n  pHS1 (or pHS2) u s i n g  r e s t r i c t i o n  s i t e s  s i t u a t e d  

c l o s e  t o  t h e  SmaI a n d  R p a I  s i t e s .  The r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  

o b t a i n e d  i s  d i g e s t e d  w i t h  o n e  o f  t h e s e  e n z y m e s  t o  p r o d u c e  

d o u b l e - s t r a n d e d  DNA w i t h  b l u n t  e n d s .  T h i s  l i n e a r  D N A  is a 

s u b s t r a t e  f o r  e x o n u c l e a s e  111. The  d i g e s t i o n  i n  c o n t r o l l e d  

c on d it i on s p r o du c e s d u p l  e x  w i t 11 p r o  t r u d i n g s i n  g 1 e - s t r a n  d e d 

5 " r e g i o n s  w h i c h  i n c l u d e  t h e  s i t e  o f  t h e  d e s i r e d  m u t a t i o n .  

The s y n t h e s i s  o f  DNA b y  DNA-polymerase I ( K l e n o w  f r a g m e n t ) ,  

p r i m e d  i n  p a r t  b y  t h e  s y n t h e t i c  oligodeoxyribonucleotide c o n -  

t a i n i n g  t h e  d e s i r e d  m u t a t i o n ,  l e a d s  t o  l i n e a r  h e t e r o d u p l e x .  

The c l o s e d  c i r c u l a r  h e t e r o d u p l e x  i s  f o r m e d  b y  l i g a t i o n .  A f -  

t e r  t r a n s f o r m a t i o n  i n t o  E . c o l i ,  D N A  r e p l i c a t i o n  g e n e r a t e s  

h o r n o d u p l e x e ~ ~ s o m e  o f  w h i c h  c o n t a i n  t h e  m u t a t i o n . C o l o n y  h y b r i -  

d i z a t i o n  Q'i ' th t h e  same 3 2 P - l a b e l e d  o l i g o n u c l e o t i d e  i s  u s e d  

t o  s e l e c t  m u t a n t s .  The y i e l d  o i '  t h e  m u t a n t s  i n  1 0 - 2 0 8 .  T h i s  

t e c h n i q u e c a n  b e  e x t e n d e d  t o  r e p l i c a t i v e  f o r m  o f  M13  v e c t o r s .  

I t  c a n  be  a l s o  a p p l i e d  t o  a n y  DNA s u q u e n c e  w h i c h  ha,s  a u n i q u e  

s i t e  o f  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  g e n e r a t i n g  b l u n t  e n d s .  
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