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Synteettiset IGF I ja IGF II geenit liitetlilin leader- ja
prosessointisignaaleihin, mik8 saa alkaan geenin tuotteen
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saantoja voidaan sitten ottaa talteen elatusaineesta.

Hiivakannat S. cerevisiae AB103 (pYIGF-I-~10/1) sek# AB103
(pYIGF-II-10/1) talletettiin American Type Culture
Collectioniin huhtikuun 23 pH#ivind, 1983, ja ne saivat
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Uppfinningen avser férfaranden och sammansittningar for
effektiv framstdllining av en humaninsulinlik tillvixtfaktor.
Syntetiska IGF I- och IGF II-gener kopplas till ledar- och
processignaler, vilket Astadkommer expression och utsdndring
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kan sedan tillvaratas fridn n4ringsmediet.

Jéststammarna S. cerevisiae AB103 (pY1GF-I-10/1) samt AB103
(pY1GF-II-10/1 deponerades hos American Type Culture
Collection den 23 april 1983, och de erhdll respektive ankomst-
nummer 20673 och 20674.
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MENETELMA IHMISEN INSULIININ KALTAISEN KASVUTEKIJAN (IGF)
TUOTTAMISEKSI

Keksinnon tausta

Pidetsddn mahdollisena, ettd somaattinen kasvu, joka seuraa
kasvuhormonin antamista in vivo, vidlittyy mitogeenisten,
insuliininkaltaisten peptidien ryhman vidlityksella, joiden
seerumikonsentraatiot riippuvat kasvuhormonista. Hdihin poly-
peptideihin sisdltyvét somatomediini-C, somatomediini-A seki
insuliinin kaltaiset kasvutekijdat I ja II (IGF I sekd IGF
II). IGF I ja II voidaan eristd& ihmisen seerumista, ja
niiden aminohapposekvenssit ovat suurin piirtein homologiset
insuliinin aminohapposekvenssien kanssa. Nykyisin voidaan
saada ainoastaan rajoitettuja mddrid naitad kasvutekijoita
ihmisen seerumista eristamalla. TdAten olisi sekd kliinisestl
ettd tieteellisesti merkittdvdd pystyd valmistamaan suhteel-
lisen suuria madrid kasvutekijoita yhdistelma-DNA-tekniikan

avulla.

Ihmisen insuliinin kaltaisten kasvutekijoiden I ja II (IGF I
ja II) aminohapposekvenssit masrittivat ensiksi Rinderknecht
ja Humbel (1978) J. Biol. Chem. 25%:2769-2776 sekd FEBS
Letters 89:283-286. IGF-reseptoreiden luonnetta ovat kuvan-
neet Massague ja Czech (1982), julkaisussa J. Biol. Chem.
257:5038-5045. Kurjan ja Herskowitz, Cell (1982) 30:933-934,
kuvaavat oletettua o -tekijdn prekursoria, joka sisdltad
nelji perdkkdistd kypsdn A-tekijén kopiota, ja he kuvaavat
sekvenssid ja oletettua valmistusmekanismia. Kurjan ja
Herskowitz kuvaavat tiivistelmissi, Abstract of Papers, joka
on esitetty 1981 Cold Spring Harbor Meeting on The Moleculur
Biology of Yeast, sivulla 242, otsikolla "A Putative Alpha-
Factor Precursor Containing Four Tandem Repeats of Mature
Alpha-Factor", sekvenssia, joka koodittaaock-tekijaa, sekid

kahden tdallaisen sekvenssin vdlialueita.
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Keksinnon yhteenveto

Keksintd koskee menetelmid ja koostumuksia kypsdan, ihmisen
insuliinin kaltaisen kasvutekijdan (IGF) tehokkaaksi valmista-
miseksi. Erityisesti hiivaisdnndssd tapahtuva "pre"-IGF I:n
ja "pre"-IGF II:n ekspressio helpottaa polypeptidin eritty-
mistd elatusaineeseen. DNA-rakenteet saadaan aikaan liitté-
mdlld yhteen eri ldhteistd perédisin olevia DNA-sekvenssejd,
luonnon sekd synteettisistd ldhteistd saadut DNA-sekvenssit
mukaanluettuina. Syntyvdt DNA-rakenteet replikoituvat hiivas-
sa jatkuvasti sekd antavat kdyttoon valmistettujen "pre"-
polypeptidien, jotka saatetaan eristdid suurena saantona
elatusaineesta, tehokkaan, korkeatasoisen tuotannon. Kek-
sinndlle on tunnusomaista se, mitd on esitetty patentti-

vaatimusten tunnusmerkkiosissa.

Keksinto koskee DNA-sekvenssejd, jotka voivat ekspressoida
ihmisen insuliinin kaltaisia kasvutekijoitd (IGF I ja II).
Nditd DNA-sekvenssejd voidaan sisdllyttdad vektoreihin, ja
syntyvid plasmideja kdytetddn herkkid isdntid transformoita-
essa. Sellaisilla yhdistelmdplasmideilla suoritetun, herkén
isdnndn transformoinnin tuloksena on insuliinin kaltaisen

kasvutekijageenin ekspressio sekd polypeptidituotteen
valmistuminen.

Erityisesti keksintd koskee uusia DNA-rekenteita prekursori-
polypeptidien ("pre"-IGF I sekd "pre"-IGF II) valmistami-
seksi hiivaisinndssd, joka pystyy valmistamaan mainittuja
prekursoripolypeptidejd sekd erittamdan kypsén polypeptidi-
tuotteen elatusaineeseen. DNA-rakenteisiin sisdltyy repli-
kointijdrjestelmsd, joka voi sdilyd pysyvasti hiivaisénnéssa,
tehokas promoottori, rakennegeeni, johon sisdltyvat joh-
danto- ja proéessointisignaalit lukuvaiheistuksessa mainitun
rakennegeenin kanssa, sekd transskription lopetussignaali
rakennegeenin alapuolella.
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Valinnaisesti voidaan antaa kidyttoon muita sekvensseji trans-
skription sditelyd, geenin monistumista, transskriptioh ekso-
peenisti siitelyi yms. varten. "Pre"-IGF:11li seki "pre"-
IGF:11i4 tarkoitetaan, ettd kypsdid polypeptidii koodaava DNA-
sekvenssi on liitetty lukuvaiheistukseen ja lukuraamissa joh-
dantojakson kanssa, joka sisdltdid hiivaisénndn tehokkaasti
tunnistamat prosessointisignaalit. Tdten "pre" merkitsee
hiivaisintiddn kytkeytyvien eritys- ja prosessointisignaalien
sisdltymistd eikd mitdidn kyseistd polypeptidid koodittavaan

geeniin liittyneita prosessointisignaaleja.

DNA-konstruktiota valmistettaessa on valttdmdtontd liittaa
yhteen yksityiset sekvenssit, jotka sulkevat piiriinsad repli-
kaatiojdrjestelmdn, promoottorin, rakennegeenin, johon sisil-
tyviit johdanto- ja prosessointisignaalit, sckilt lopetussipgnaa—
lin, edelti midirityssi jirjestyksesusii, jobta varmislutaan
siitd, ettd ne voivat toimia sopivasti syntyvassa plasmidis-
sa. Kuten tdssd yhteydessi myohemmin kuvataan, saatetaan
kayttdd liittajamolekyyleja varmistamaan sekvenssien sopiva

suuntaus sekid jarjestys.

IGF I- ja IGF II-geenit, joita kdytetdin, saattavat olla
kromosomaalista DNA:a, cDNA:a, synteettistd DNA:a tai niiden
yhdistelmd. Johdanto- ja prosessointisignaalit ovat normaa-
listi perdisin luonnostaan hiivassa esiintyvistd DNA-sekvens-
seistd, jotka ylldpitdviat polypeptidin erittymisti. sellai-
siin polypeptideihin, joita hiiva luonnostaan erittid, sisidl-
vit sekvenssit ,jotka kidsittdvidt rakenteen johon sisiltyvit
replikaatiojirjestelmd, promoottori seka lopetussignaali,

ovat hyvin tunnettuja sekd kirjallisuudessa kuvattuja.

Koska erilaiset DNA-sekvenssit, jotka liitetddn yhteen
kyseessd olevan keksinndn mukaisen DNA-rakenteen muodostami-

seksi, ovat perdisin erilaisista ldhteistd, on tarkoituksen-
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nmukaista liittdd sekvenssit yhdistdjua- tai liittidjidmolekyyli-
en avulla. Erityisesti voidaan kayttdid liittijid yhdistdmiin
Johdanto- ja prosessointisignaalisekvenssiii koodaavan siti-
keen 5'-pui IGF:a koodaavan siiikeen H'-paidhin yhdessi niiden
vastaavien komplementaaristen DNA-sidikeiden kanssa. Johdan-
to- ja prosessointisignaalisekvenssi saatetaan pilkkoa
restriktioentsyymin avulla sisiisesti liheltd sen 3'-pdatet-
t4d niin etta siitd puuttuu koodittavan alueen emédsparien
ennalta madratty lukumadrad. Liittdja voidaan sitten konstru-
oida siten, ettd kun johdanto- ja prosessointisekvenssi
yhdistetdan IGF:a koodittavaan sdikeeseen, puuttuvat emdspa-
rit annetaan kayttoon ja IGF:a koodittava sdie on sopivassa
lukuvaiheistuksessa johdantojakson suhteen. Synteettinen
IGF:a koodittava alue ja/tai liittdji sen 3'-piissi antaa
kdyttoon translationaaliset pysdytyskodonit sen seikan var-
mistamiseksi, ettd polypeptidin C-pddte on sama kuin luonnos-

sa esiintyva C-pddte.

Liittdjilld tulee olemaan 5-40 enidsti, useammin noin 3-35
emdstd, koodittavassa sekvenssissid, ja niilld voil olla joko
liimautuvat tai tasapddt, liimautuvien piiden ollessa edulli-
sia. On toivottavaa, ettd adaptorin piidtteelli tulee olemaan
liimautuvat pddt, jotka liittyvidt erilaisiin restriktioent-
syymeihin, niin ettd liittdjd selektiivisesti kytkee kaksi
erilaista DNA-sekvenssii, joilla on sopivat, komlementaari-

set, liimautuvat piiit.

Kyseessd olevaa keksintod valaistaan synteettisten fragment-
tien avulla, jotka koodittavat IGF I:a seka IGF II:a, jotka
liittyvdt hiivan o-tekijadn johdanto- ja prosessointisignaa-
leihin. Hiivan ol-tekiji saatetaan katkaista HindIII:1lla
sekd Salll:1lla. HindIII pilkkoo oKL-tekijadn prekursorin pro-
sessointisignaalissa pilkkoen Glu-kodonin koodaussidikeessa
3'-kohdan toiseen emikseen saakka, samalla kun HindIII:n
tunnistussekvenssi tdydentaa Glu-kodonia, koodittaa alaninia

sekd antaa kdyttoon kypsdn oK -tekijan aminoterminaalisen
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trp-kodonin ensimmdisen 5'-emdksen. & -tekijdn geenin
transkription suunnan johdosta Sall-kohta on paikannettu

transkriptionaalisen lopetussignaalin ylipuolelle.

IGF:a koodittavilla synteettisilld geeneillid on nukleotidi-
sckvenssit, jotka perustuvat IGR I seki IGF I1 polypeptidicen
tunnettuihin aminohapposekvensseihin. Synteettiset sekvens-
sit kdyttdavat mieluummin kodoneja, joita hiivaisidntd ensisi-
jaisesti kdyttdd hyvdksi, esim. hiivan glykolyyttisii entsyy-
mejid koodittavissa geeneissid esiintyvien kodonien taajuuden
perusteella. Synteettinen sekvenssi sisiltii sopivasti lii-
mautuvia paitid pikemmin kuin tasapaiti kloonaavassa siirta-
jassd sijaitsevaan restriktiokohtaan tapahtuvaa insertiota
varten. Lis#ksi, restriktiokohdat laaditaan synteettisiin
sekvensseihin mykkid mutaatioita kdyttdmalld, fragmenttien
tuottamiseksi, joita saatetaan lampckdsitelld sekvensseiksi,
jotka voivat valmistaa IGF I/IGF II-hybridipeptidimole-
kyyleja.

Esimerkeissd annetaan kdyttoon synteettisia fragmentteja,
joissa on EcoRI:a varten liimautuvat padt ja jotka on inser-
toitu pBR328:ssa sijaitsevaan EcoRI-kohtaan. Tavallisesti
synteettinen sekvenssi sisdltdd muita restriktiokohtia,
jotka sijaitsevat proksimaalisesti polypeptidid koodittavan
alueen kunkin pdidn suhteen. Valitaan sellaisetl sisdiset
restriktiokohdat, etti saadaan koodausalue tarkasti leikat-
tua kloonaavasta siirtdjdstd ja liittadjiin yhdistamisti
varten, niin ettd lopullinen DNA-rakenne, joka sisiltia
johdanto- ja prosessointisignaalit seki koodittavan alueen,
ovat sopivassa lukuvaiheistuksessa seki sopivassa rinnakkalis-
asemassa transkription lopetussignaaliin nihden. Mieluummin
restriktiokohdilla tulee olla tunnistussekvenssihaara pilk-
koutumiskohdasta, jossa pilkkoutuminen on suunnattu proksi-
maalisesti koodausalueeseen ndhden ja tunnistuskohta on
havinnyt. Tamd tekee mahdolliseksi pilkkoutumisen tarkasti

koodausalueen kussakin pidssi nukleotidisckvenssistii huoli-
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matta. Hgal-kohdat on annettu kidyttoon esimerkeissi.

Synteettistd geenid valmistettaessa, tavanomaisin tekniikoin
valmistetaan pddllekkkdin menevidt yksisdikeiset DNA (ssDNA)-
fragmentit. Sellaiset ssDNA-fragmentit tulevat tavallisesti
olemaan pituudeltaan 10-40 emdstd. Vaikka saatetaan kiyttid
huomattavasti pitempid fragmentteja, synteesin saanto vihe-
nee ja tulee vaikeammaksi varmistaa, ettei sopiva sekvenssi
ole tuotamuksellisesti huonontunut tai muuttunut. Sen
jdlkeen kun ssDNA-fragmentit on syntetisoitu, ne yhdistetdidn
lampokasittelyolosuhteissa komplementaarisen emidsparin
kanssa sopivan jiarjestyksen varmistamiseksi. Sitten fragment-
tien padt sidotaan, ja syntyvd synteettinen fragmentti kloo-
nataan sekid suoritetaan geenin monistuminen, tavallisesti
bakteeri-isannassid, kuten esim E.colissa. Kuten aiemmin on
ilmaistu, synteettinen rakennegeeni saattaa olla varustettu
liimautuvin pain, jotka ovat komplementaariset sopivalle
restriktiokohdalle kyseessa olevassa kloonaavassa siirtajis-
sd (vektorissa) sekd sisdisissd tunnistuskohdissa, jotka
sallivat koodaavan alueen tarkan poistamisen. Synteettisten
sekvenssien kloonauksen sekd monistumisen jdlkeen saatetaan
poistaa sekvenssien kdyttokelpoisia md&arid, tavallisesti
IGF:a koodaavan alueen kummassakin pddssd sijaitsevissa
sisdisissd restriktiokohdissa.

Promoottori, jota kidytetddn, saattaa olla liitetty johdanto-
jaksoon ja prosessontisekvenssiin. Tdlld tavalla saatetaan
antaa kdyttoon 5'-siirrettdva tekijad, joka sisdltad sekd
promoottorin ettd johdantojakson sopivassa avaruussuhteessa
tehokkaan transkription suhteen. Sisdllyttdmdalla lisdksi
transkriptionaalinen lopetussignaali, luodaan "kasetti",
joka sisdltii promoottorin/johdanto-restriktiokohdan (-koh-
dat)-lopetussignaalin, jossa IGF:a kooduava aluc saattaa
olla insertoitu liittdjien avulla. Tavallisesti sellaisia
"kasetteja" saatetaan saada eristamdlla DNA-fragmentti, joka

sisdaltad hiivaisdnndstd perdisin olevan intaktin geenin sekid
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geenin yla- ettd alapuolisen transkription sHatelysekvens-—
sit, joissa geeni ekspressoi polypeptidin, jonka isintad

erittad.

Vaihtoehtoisesti voidaan korvata luonnossa esiintyvid hiiva-
promoottori muilla promoottoreilla, jotka ottavat huomioon
transkription sddatelyn. Tamd edellyttidd alueen sekvenssi-
ja/tai restriktiokartoitusta sditelysekvenssin yldpuolella,
erilaisen promoottorin liittimiseksi. Joissakin tapauksissa
saattaa olla toivottavaa sdilyttasa luonnossa esiintyva hiiva-
promoottori ja antaa kdyttoon toinen promoottori, joka si-
jaitsee perdkkain, joko yla- tai alapuolella luonnossa esiin-

tyvasta hiivan promoottorista.

Monia erilaisia promoottoreita on kaytettavissad tai voidaan
saada hiivan geeneistd. Erityisen mielenkiintoisiin promoot-
toreihin sisiiltyvat promoottorit, jotka kytkeytyviit glyko-
lyyttisen metaboliatien entsyymeihin, kutlen esimerkikisi
promoottorit alkoholidehydrogenaasia, ¢lyseraldehydi-3-fos-
faattidehydrogenaasia, pyruvaattikinaasia, triocosifosfatti-
isomeraasia, fosfoglukoisomeraasia, fosfofruktoosikinaasia,
jne. varten. Kayttamalla nditd promoottoreita sddtelysekvens-
sien, kuten esimerkiksi lisddjien operaatoreiden jne. kanssa
sekd kayttamdlla isdntdd, jolla on koskematon sddtelysekvens-—
si, voidaan siidellda prosessoidun "pre"-IGF:n ekspressiota.
Taten saatetaan kdyttdd erilaisia, pieni#d, orgaanisia
molekyylejd, esim. glukoosia, halutun polypeptidin valmistuk-

sen sddtelyyn.

Saatetaan kadyttia myos lampotilalle herkkid siddtelymutantte-
ja, jotka tekeviit mahdolliseksi transkription moduloinnin
lampdtilaa vaihtelemalla. Tidten kasvattamalla solut ei-salli-
vassa lampotilassa, ne voidaan kasvattaa suureen tiheyteen,
ennen kuin lampotilaa muutetaan, jotta saadaan "pre"-polypep-
tidien ekspressio IGF I:a ja IGF II:a varten.



.....

8 87799

Muita mahdollisuuksia voidaan myds sisdllyttdd rakenteeseen.
Esimekiksi jotkut geenit huolehtivat monistumisesta, jolloin
stressin kohdistuessa isiintidiin, ei ainoastaan peenti, Jjoka
vastaa stressiin, monistu, vaan myds reunustavat alueet.
Sijoittamalla sellainen geeni promoottorin koodausalueen
sekd muiden sddtelysignaaleiden yliapuolelle, jotka antavat
kayttoon "pre"-polypeptidin transkription kontrollin, saate-
taan saada plasmideja, joissa on suuri mdiarsd toistuvia sek-
vensseja, joihin sisdltyy "pre"-polypeptidigeeni sditelysek-
vensseineen. Valaiseviin geeneihin kuuluvat metallotioniee-
nit seka dihydrofolaattireduktaasi.

Saddtelysekvenssi-fragmentin lisdksi rakenne saattaa sisdltas
muuta, isdnndn perintdainekselle homologista DNA:a. Jos halu-
taan IGF-geenin integraatiota kromosomiin (kromosomeihin),
voidaan integraatiota lisdtd hankkimalla IGF-geenikonstrukti-
oita reunustavia sekvenssejd, jotka ovat homologisia isdnnin
kromosomaalisen DNA:n kanssa.

Hiivaisdnndn tulee tunnistaa replikaatiojdrjestelmsd, jota
kaytetdan. Sen tdhden on toivottavaa, ettid replikaatiojér jes-
telmd kuuluu luonnostaan hiivaisdntddn. Botstein et al., ne
(1979) 8:17-24, ovat tehneet selkoa monista hiivavektoreis—
ta. Erityisen mielenkiintoisia ovat YEp-plasmidit, jotka
sisaltdavdt 2 um-plasmidin replikaatiojédrjestelmdan. NHiti
plasmideja sdilytetdidn pysyvdsti moninkertaisina kopioina.
Vaihtoehtoisesti tai lisdksi saatetaan kdyttdd ARS1:n sekii
CEN4:n yhdistelmdd pysyvdd sdilyttdmistd varten.

Kunkin kdsittelyn jalkeen rakenne saatetaan kloonata, niin
ettd haluttu rakenne saadaan puhtaana ja riittdvassid mddrin
jatkokdsittelyd varten. Haluttaessa saatetaan kayttad sukku-
lavektoria (se on vektoria, joka kidsittidd seki hiiva- etti
bakteerialkuperdd olevan replikation), niin ettd kloonaus
voidaan suorittaa prokaryooteissa, erityisesti E. colilla.
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Plasmidit saatetaan viedd hiivaisdntdin milld tahansa taval-
lisella keinolla, kdyttdmidlli isidntdsoluja tai sferoplasteja
seki kdyttdmilld kalsiumilla saostettua DNA:ta transformaa-
tioon tai liposomeja tai muita tavanomaisia menetelmii.
Modifioidut isidnndt saatetaan valita geneettisten markkerei-
den mukaisesti, joita tavallisesti on vektorissa, jota kidyte-
taan ekspressioplasmidin konstruktioon. JSaatetaan kdyttaa
auksotrofista isdntdd, jossa plasmidilla on geeni, joka tdy-
dentdd isdntdd ja saa aikaan prototrofian. Vaihtoehtoisesti
voidaan plasmidiin sisdllyttida markkerina resistenssi sopi-
valle biosidille, esim. antibiootille, raskasmetallille, myr-
kylle tms. Valinta saatetaan sitten suorittaa kayttamalla
elatusainetta, joka kuormittaa kantasoluja niin, ettd voi-
daan valita solut, jotka sisiltdvidt plasmidin. Plasmidin
sisiiltiividt solut saatetaan sitten kasvattaa sopivassa elatus-—
aineessa, ja haluttu, eritetty polypeptidi eristetdan tavan-
omaisin menetelmin. Polypeptidi saatetaan puhdistaa kromato-
grafian, suodatuksen, uuttamisen jne. avulla. Koska polypep-
tidi tulee olemaan elatusaineessa kypsdssd muodossa, elatus-
ainetta voidaan kierrattda jatkuvasti poistamalla haluttu

polypeptidi.

Seuraavien esimerkkien tarkoituksena on valaista eikid rajoit-

taa keksintoa.
Kokeellinen osa

Nukleotidisekvenssit ihmisen insuliinin kaltaisia kasvuteki-
joitd I ja II (IGF I ja II) varten, sisdltden edullisia hii-
van kodoneita, suunniteltiin aminohapposekvenssien perusteel-
la, joista raportvoidaan Rinderknechtin ja Humbelin julkaisus-
sa (1978), J. Biol. Chem. 253:2769-2776 sekii Rinderknechtin
ja Humbelin julkaisussa (1978), FEBS Letters 89:28%-286. Sek-
venssit (koodittavat sdikeet, jotka on esitetty 5':sta

%3':iin) ovat seuraavat:
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IGF 1

b Koodittava alue
snSerThrleuMetGlyProGluThrLeuCysGlyAlaGluleuValAspAlaLeuGla

]
TTCGACGCTTATGGGTCCAGAAACCTTGTGTCGTGCTGAATTGGTCGATGCTTTGCAA
CTGCGAATACCCAGqICTTTGGAACACACCACGACTTAACCAGCTACGAAACGTT
EcoRI1 Hgal

Ptha1CysGlyAspArgGlbeeTerbeAsnLysP;oThrGlyTyrGlySerScher
TTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCAACAAGCCAACCGGTTACGGTTCTTCTTCT
AAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGTTGTTCGGTTGGCCAATGCCAAGAAGAAGA

ArgArgAlaProGlnoThrGlylleValAspGluCysCysPheArgSerCysAspleuArg
AGAAGAGCTCCACAAACCGGTATCGTTGACGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTGAGA
TCTTCTCGAGGTGTTTGGCCATAGCAACTGCTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACTCT

Hgal EcoRI
ArgleuGluMetTryCysAlaProleulysProAlalysSerAlaOP MetArgA
AGATTGGAAATGTACTGTGCTCCATTGAAGCCAGCTAAGi[TGCTTGAATGCGTC -3
TCTAACCTTTACATGACACGAGGTAACTTCGGTCGATTCAGACGAACTTACGCAGCTTAA

Koodittava alue

IGF I

* Koodittava alue
snSerThrleudetiAlaTyrArgProSerGluThrLeuCysGlyGlyGluLeuValAsp
TTCEKéEE;;;;EGCTTACAGACCATCCGAAACCTTGTGTGGTGGTGAATTGGTCGAC
CTGCGAATACCGAATIGTCTGGTAGGCTTTGGAACACACCACCACTTAACCAGCTG
EcoRI Hgal

ThrLeuGlnPheValCysGlyAspArgGlyPheTyrPheSerArgProAlaSerArgVal
ACCTTGCAATTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCTCCAGACCAGCTTCCAGAGTT
TGGAACGTTAAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGAGGTCTGGTCGAAGGTCTCAA

SerArgArgSerArgGlylleValGluGluCysCysPheArgSerCysAspleuAlaleu
TCTAGAAGATCCAGAGGTATCGTTGAAGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTGGCTTTG
AGATCTTCTAGGTCTCCATAGCAACTTCTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACCGAAAC

Hgal EcoRI

AACCTTTGGATGACACGATGGGGTCGATTCAGACT

CTTACGCAGCTTAA
» . — i ‘
Kooditltava alue



....

h 87799

Sekvensneliscit on EcoRI liimautuvat piitt kummassakin prissi.
IGF I:n koodaus alkaa koodittavan sidikeen emiksesti 16 ja

padttyy emdkseen 225. Hgal restriktiokohdat sijaitsevat IGF
I:a koodittavan alueen kummassakin pafdssi. Hgal:n tunnistus-
kohdat (5'-GACGC-3') sijaitsevat IGF I:a koodittavan alueen
ulkopuolella, so. synteettisen sekvenssin pdan ja Hgal pilk-
komiskohdan vdlissd. IGF II synteettinen sekvenssi on konst-
ruoitu samalla tavalla siten, ettd koodittava sdie alkaa

emdksestd 16 ja pddttyy emdksen 219 kohdalla.

Synteettinen DNA-fragmentti IGF I:a varten, jolla on sckvens-
si, jota on juuri kuvattu IGF I:n suhteen, valmistettiin syn-
tetisoimalla 20 limittdistd DNA-segmenttid kidyttamalla
fosforamidiittimenetelmdd (katso kdsittelyn alaisena olevaa
hakemusta, sarja no. 457,412, jatetty tammikuun 12 pdivani,

-83%). ssDNA-sekvenssit olivat seuraavat:

Nimitys Sekvenssi
A AATTCGACGCTTATGG
B-I-1 GTCCAGAAACCTTGTGTGGT
C-1-2b GCTGAATTGGTC
C-1-2a GATGCTTTGCAATTCGT
D TTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTC
I-3 AACAAGCCAACCGGTTACGGTTCTTCTTC
E-I-4 TAGAAGAGCTCCACAAACCGGTATCGTT
F=-I-5 GACGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTG
G-1-6 AGAAGATTGGAAATGTACTGTGCT
I-7 CCATTGAAGCCAGCTAAGTCT
BH-1-8 GCTTGAATGCGTCG
J-~1-9 GTTTCTGGACCCATAAGCGTCG
K-1I-10 AAAGCATCGACCAATTCAGCACCACACAAG
L CTCTGTCACCACAAACGAATTGC
M-I-11 AACCGGTTGGCTTGTTGAAGTAGAAAC
I-12 TGGAGCTCTTCTAGAAGAAGAACCGT
I-13 GAAACAACATTCGTCAACGATACCGGTTTG
N-I1-14 CCAATCTTCTCAAGTCACAAGATCT
I-15 GGCTTCAATGGAGCACAGTACATTT

I-16 AATTCGACGCATTCAAGCAGACTTAGCT
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ssDNA-segmentit yhdistettiin seuraavasti: .
50 pikomooliu kutakin segmenttiii, paitsi A:a sekii I-16:a
5'-fostoryloitiin T4-polynukleotidikinansilla. Sitten S0
pikomoolia kaikkia sepmentteji lampokisiteltiin yksinkertai-
950C:sta 259 :een 1,5 tunnin kuluessa. Sidonta saatiin
aikaan 3QM12H reaktiotilavuudessa, joka sisdlsi 1mM ATP:t4,
10mM DTT:tda, 100mM tris-HCl:d4d, pH 7,8, 10mM MgClo:a, tug/ml
spermidiinid seka T4-ligaasia. Tarkoituksenmukainen, kaksi-
sdikeinen fragmentti, joka syntyy kuvassa 1 esitettyjen
fragmenttien ryhmityksestd ja pariutumisesta, puhdistettiin
7 % puhdasta polyakryyliamidia sisdltdvalld elektroforeesi-
geelilld.

Kuva 1

IGF I:n lampokdsittely ja sidontakaavio

A B-11-1C-1-2b C-1-2a_D 1-3 (E-1-4 . F-1-5 G-1-6 . 1-7 - H-1-8

5|

3 o
J-1-9  K-I-10 L I-11 1-12 I-13 N-1-14 I-15 1-16

IGF II:a varten DNA-sekvenssi syntetisoitiin samalla
tavalla. Valmistettiin seuraavat ssDNA-lisdfragmentit.

Nimitys Sekvenssi
B-II-1 CTTACAGACCATCCGAAACCTTGTGTGGT
.. C-11-2 GGTGAATTGGTCGACACCTTGCAATTCGT
‘ I1-3 TCCAGACCAGCTTCCAGAGTTTCT
E E-11-4 AGAAGATCCAGAGGTATCGTT
F-11-5 GAAGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTG
""" G-11-6 GCTTTGTTGGAAACCTACTGTGCT
H-I11-7 ACCCCAGCTAAGTCTGAATGAATGCGTCG
J-I1I-8 GTTTCGGATGGTCTGTAAGCCATAAGCGTCG
K-I1-9 AAGGTGTCGACCAATTCACCACCACACAAG
M-II-10 AAGCTGGTCTGGAGAAGTAGAAAC
I1I-11 CTGGATCTTCTAGAAACTCTGG
11-12 GAAACAACATTCTTCAACGATACCT
N-II-13 TTCCAACAAAGCCAAGTCACAAGATCT
I1-14 AGACTTAGCTGGGGTAGCACAGTAGGT

II-15 AATTCGACGCATTCATTC
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200 pikomoolia nditd ssDNA-fragmentteja seki fragmentteja A,
D sekid L yhdistettiin samalla tavalla kuin edelld on esitet-
ty, jolloin A ja II-15 eiviit olleet fosforyloituja ja tulok-

sena oli seurauva segmenttien jarjestys ja pariutuminen.

Kuva 2

IGF II:n ladmpokdsittely ja sidontakaavio

g A 8-11-1  C-II-2 D I1-3 E-11-4 F-11-5 G-II-6 H-11-7 3

+

3 '

J-11-8 K-11-9 L M-11-10 II-11 1I1-12 N-II-13 I1-14 I1-15

Synteettiset DNA-sekvenssit liitettiin pBR328:n EcoRI-koh-
taan plasmidien p328IGF I:n ja p328IGF II:n valmistamiseksi.
Kloonauksen jilkeen IGF:a koodittavat siaikeet leikattiin

kdyttden Hpal:a

Synteettiset oligonukleotidiliittiijdt sidottiin Hgal-restrik-
tiofragmentteihin. IGF I:& varten 1liittdjilla oli seuraavat

sekvenssit:

a) 5'-AGCTGAAGCT-3"
3'-CTTCGACCAGG=5"

b) 5'-CTGCTTGATAAG-3"'
3'~ACTATTCAGCT-5"

Mitd tulee koodittavan sdikeen suuntaukseen, ensimmdisen
liittdjidn a) 3'-pdd on komplementaarinen 5' Hgal-pilkkoutu-
miskohdalle IGF I:n synteettisessi sekvenssissii, samalla kun
ensimmdisen liittdjdn 5'-pda saa HindIII liimautuvan pdén.
Toinen liittiji b) on komplementaarinen 5'-pidstain IGF I
sekvenssin 3'-piissi sijaitsevalle Hgal pilkkomiskohdalle,
samalla kun liittdjan 3'-pdid antaa kidyttoon Sall tarttuvan

paan.
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TGF TT:11e 1iittajilli on seurnavat sekvenaanit, .

c) 5'-AGCTGAGAAGCT-3'
5'-CTTCGACGAAT-5"

d) S5'-CTGAATGATAAG-3'
3'-ACTATTCAGCT-5S'

Suuntauksen ollessa kuten edell#, ensimmdinen 1iittdjs c) on
komplementaarinen %'-prdstidn IGF II synteettisessid sekvens-
sigséd sijaitsevalle 5'-Hgal pilkkoutumiskohdalle, kun taas
5'-p84d antaa kiiyttoon HindIII liimautuvan pddin. Toinen liit-
tdjd d) on 5'-piAfstdAdn komplementaarinen IGF 11 synteettises—
sii sckvenssissi sijaitsevalle toiscelle Hgal pilkkoutumiskoh-

dalle ja antaa 3'-pHHassddn kidyttoon Sall liimautuvan piiiin.

Synteettiset fragmentit ja niihin yhdistetyt 1iittdjgt puh-
distettiin preparatiivisella geelielektroforeesilla sekd
sidottiin 100 ng:aan pAB113:a, joka aiemmin oli uutettu tay-
dellisesti endonukleaaseilla HindIII sekd Sall:11d. pAB113
saatiin pAB112:sta poistamalla kolme 63 pb HindIII fragment-
tia. pAB112 on plasmidi, joka sisdaltaa 1,8 kb EcoRI-fragmen-
tin hiivan X-tekijdgeenin kanssa, joka on kloonattu pBR322:n
EcoRI kohdassa, josta HindIII sekd Sall kohdat on poistettu.
pPAB112 johdettiin plasmidi pAB101:std, joka sisdltdd hiivan
o -tekijin geenin osittaisenn JausA fragmenttina, joka on
kloonattu plasmidi YEp’4:n BamHI-kohdassa. pAB1O1 santiin
seulomalla YEp24:ssid kloonattu hiivan genomikokoelma kiytta-
milld entsymaattisesti P32:11a radiomerkattua, synteettista
oligonukleotidimallia, joka oli homologinen julkaistulle
o-tekijdd koodittavalle alueelle (Kurjan ja Herskowitz,
Abstracts 1981 Cold Spring Harbor Meeting on the Molecular
Biology of Yeast, sivu 242).

Syntyvi¥ seoxsia kdytettiin transformoimaan E. coli HBR 101
soluja, ja saatiin plasmidit pAB113-IGF-I sekd pAB113-IGF-1I
vastaavasti IGF I:a sekd IGF II:a varten.
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Plasmidit pAB113-I1GF-I sekd pAB113-IGF-TI (5 B kumpaakin),
joissa oli vastaavasti rakennegecenit TGF T ja IGF TI, pilkot-
tiin tdydellisesti EcoRI:11d, ja syntyviit fragmentit yhdie-
tettiin ylimiiiriiin EcoRI-BamH1 1iittéjis jo uutettiin

BamHI:n kanssa. Syntyvat 1,8 kb BamHI fragmentit eristettiin
preparatiivisen geelielektroforeesin avulla, ja noin 100 ng
kutakin fragmenttia sidottiin 100 ng:aan pCl/1:a, joka aiem-
min oli pilkottu tdydellisesti BamHI:11% sek& kiisitelty

alkalisella fosfataasilla.

Plasmidi pCl/1 on pJDB219:n johdannainen, Beggs, Nature
(1978) 275:104, jossa pJDB219:ssid sijaitsevaa bakteeriperdis-
td plasmidia pMB9 vastaava alue on syrjdytetty pC1l/1:ssi
sijaitsevalla pBR%*22:11a. Kutakin sidontaseosta kdaytettiin
transformoimaan E. coli HB 101:n soluja. Transformantit
valittiin ampisilliiniresistenssin perusteella, niiden plas-
midit analysoitiin restriktioendonukleaasiuuton avulla. Val-
mistettiin DNA, joka oli perdisin kutakin rakennegeenia IGF
T tai IGF 11 (pYIGF-I-10/1) varten vastaavasti valitusta
kloonista, ja sitd kaytettiin transformoimaan hiivan AB103
soluja. Transformaatit valittiin niiden Leu*-fenotyypin

perusteella.

Kaksi hiivakannan AB10%3 (x,pep 4-3, 2-3, leu 2-112, ura
3.52, his 4-580), jotka oli transformoitu plasmidilla
(pYIGF-I-10/1), viljelmda (5 ja 9 litraa) kasvatettiin
300C:ssa, —-leu-vidliaineessa, kylldstykseen asti (optinen

tiheys 650 nm:ssid 5) ja jatettiin ravistellen 300C:een vielil

12 tunnin mittaiseksi ajaksi. Solusupernatantit koottiin
kustakin viljelmdstsa sentrifugoiden, ja IGF konsentroitiin
absorboimalls ioninvaihtohartsiin (Biorex-70 on saatavissa
Bio-Rad Laboratories, Inc.:1td Richmond, Kalifornia). Sen
jalkeen kun oli eluoitu 80 %#:seen etanoliin valmistetulla

10 mM:11a HC1:1la, IGF I-jakeet (0,4 ml ja 3 ml vastaavasti)
madritettiin kokonaisproteiinikonsentraation ja IGF I

konsentraation suhteen. Proteiinimddritys suoritettiin
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Coomassie Blue:lla, jota on saatavissa Bio-Rad Laboratorics,
Inc.:1t4 Richmond, Kalifornia. IGF I-mifiritys oli tavanomai-
nen kompetitiivinen radioimmunologinen madritys, jossa kdy-

tettiin radiomerkattua TGF T:n. Tulokset olivat seuraavat:

Tilavuus konsent- Kokonnia-

Tutkimus no Tilavuus roinnin jilkeen proteiini IGF 1

1 0,4 ml 5,0 mg/ml 3,75 mg/ml
2 91 3,0 ml 2,9 mg/ml 3,00 mg/m)

IGF I:n biologinen m#ddritys, joka perustuu peptidin synergis-
tiseen vaikutukseen kyyhkysenkupuvasteen lisddmiseksi prolak-
tiinille Anderson et al. (1983), kirjassa Somatomedins/ Insu-
lin-Like Growth Factors, Spencer, E.M., Toimittaja Walter
deGruter, Berliini), ilmaisee, ettd ndiden valmisteiden IGF

I tuotteella on aktiivisuutta; joka on samanarvoista autent-

tisen IGF T:n kanssa, joka on eristetty ihmisen seerumista.

AB103(pYIGF-II-10/1):n viljelmit, jotka oli kasvatettu edel-
15 kuvatulla tavalla seki madritetty kayttamdalls ihmisen
istukan membraanin radioreseptorimddritystd (Spencer et al.
(1979) Act. Endocrinol. 91:36-48) IGF II:n suhteen, osoitti-
vat 3,9 yksikkoda/ml, kun ihmisen normaali seerumissa on 1
yksikko/ml.

Kyseessd oleva keksintd antaa kayttoon uusia rakenteita, jot-
ka saatetaan 1iittdid vektoreihin ihmisen insuliinin kaltai-
nen kasvutekijid IT:n ekspressiota varten valmistuksen ja corit-
tymisen aikanansaamiseksi. Tidten voidaan sanda polypeptidi,
Jolla on identtinen sekvenasi lTuonnosso coiintyviing, ithmicen
insuliinin kaltaisen kasvutekijd 1:n kanssa. Kdyttoon saadun
erittymisen johdosta voidaan saada lisdfintyneitd saantoja
solupopulaatioon perustuen, ja seuraavat preparatiiviset toi-

minnot ja puhdistus ovat yksinkertaistettuja.
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Valkka cdelld esitettyld keksint6d on kuvattu yksityiskohtai-
sestl valaisemalla sitd esimerkein, jolloin tarkoitulksena on
ollut selventdd keksintdd, on ilmelstld, ettd kiytdnndssd saa-
tetaan toteuttaa tiettyjd muutoksia liitteend olevien patent-

tivaatimusten puitteissa.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd ihmisen insuliinin kaltaisen kasvutekij&n (IGF)
tuottamiseksi, t un ne t t u siitd, ettd kasvatetaan hiivaa,
joka sisdltdd toiminnallisen DNA-rakenteen, joka sisdltdid gee-
nin, joka koodaa seuraavaa aminohapposekvenssid:

GlyProGluThrLeuCysGlyAlaGluLeuValAspAlaLeuGln

PheValesGlyAspArgGlyPtherheAsnLysProThrGlyTycGlySerSerSer

ArgArgAlaPtoGlnThrGlyI1cValAspGIuCysCysPheArgSctCysAschuArg

ArgLeuGludetTyrCysAlaProLeulysProAlalysSerAls
tai

AlaTyrArgProSctGluThrLeuCysGlyﬁlycluLcuValAsP

ThrLeuGlnPheValCysGlyAspArgGlyPheTyrPheSerArgProAlaSerArgVal

SerArgArgSerArgGlyIleValGluGluCysCysPheArgSerCysAspLeuAlaLeu

LeuGluThrTyrCysAlaThrProAlalysSerGlu

liitettyn8 sopivaan lukuvaiheistukseen hiivan tunnistamien DNA-
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:ta koodaavien erityksen ohjaaja- ja prosessointisignaalisek-
venssien kanssa rakennegeenin muodostamiseksi hiivan kanssa yh-
teensopivassa vektorissa sijaitsevan transkription aloitusalu-
een alapuolelle ja transkription sddtelyn alaiseksi, ja etta
eristetddn hiivasta sen insuliinin kaltainen kasvutekija.

2. Rekombinantti DNA, tunnettu siitd, ettd se koodaa
insuliinin kaltaista kasvutekijdd, edullisesti hiivassa, nukle-
otidisekvenssin ollessa:
5'~GGTCCAGAAACCTTGTGTGGTGCTGAATTGGTCGATGCTTTGCAA
CCAGGTCTTTGGAACACACCACGACTTAACCAGCTACGAAACGTT

TTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCAACAAGCCAACCGGTTACGGTTCTTCTICT
AAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGTTGTTCGGTTGGCCAATGCCAAGAAGAAGA

AGAAGAGCTCCACAAACCGGTATCGTTGACGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTGAGA
TCTTCTCGAGGTGTTTGGCCATAGCAACTGCTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACTCT

AGATTGGAAATGTACTGIGCTCCATTGAAGCCAGCTAAGTCTGCT-3"
TCTAACCTTTACATGACACGAGGTAACTTCGGTCGATTCAGACGA
.':fa'
PR * 5"GCTTACAGACCATCCGAAACCTTGTGTGGTGGTGAATTGGTCGAC
CGAATGTICTGGTAGGCTTTGGAACACACCACCACTTAACCAGCTG

ACCTTGCAATTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCTCCAGACCAGCTTCCAGAGTT
TGGAACGTTAAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGAGGTCTGGTCGAAGGTCTCAA

TCTAGAAGATCCAGAGGTATCGTTGAAGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTGGCTTTG
AGATCTTCTAGGTCTCCATAGCAACTTCTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACCGAAAC

TTGGAAACCTACTGTGCTACCCCAGCTAAGTCTGAA-3'
AACCTTTGGATGACACGATGGGGTCGATTCAGACTT
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KRAV
1. Forfarande f&r framst&llning av humaninsulinlik tillvixtfak-
tor (IGF), k@ nnetecknat dirav, att man odlar jast

som innehdller en funktionell DNA-struktur som kodar féljande

aminsyrasekvens
~ GlyProGluThrLeuCysGlyAlaGluLeuValAspAlaLeuGln

PheValCysGlyAspArgGlyPheTyrPheAsnLysProThrGlyTyrGlySerSerSer

ArgArgAlaProGlnThrGlyIleValAspGluCysCysPheArgSerCysAspLleuArg

ArgLeuGluMetTyrCysAlaProLeuLlysProAlaLysSerAla

eller

AlaTyrArgPtoSetGluThrLeuCysGlyGlyGluLeuVa1Asp

ThtLeuGlnPheVa1CysGlyAspArgGlyPheTerheSerArgPtoAIaSerArgVal

SerArgArgSerArgGlyIlcVa1GluGluCysCysPheArgSetCysAspLeuAlaLeu

LeuGluThrTthysAlaThrProAlaLysSerGlu

M:~kopplad i ldmpligt ldssystem med av nimnda jast igenkdnda DNA-
B kodande ledar- och processignalsekvenser f&r utsdndringen f&r
att bilda en struktur gen under samt underordnad den transkrip-
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tionsregulatoriska kontrollen av ett transkriptionsbegynnelseom-
rdde i en vektor kompatibel med nidmnda jdst och att utséndrad
human-~IGF isoleras frdn ndmnda jist.

2. Rekombinant DNA, k @ nnetecknad dirav, att den ko-
dar insulinlik tillvaxtfaktor, f&rdelaktigt i jdst, med f&ljande
nukleotidsekvens

S'~GGTCCAGAAACCTTGTGTGGTGCTGAATTGGTCGATGCTTTGCAA i
CCAGGTCTTTGGAACACACCACGACTTAACCAGCTACGAAACGTT !

|

|

TTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCAACAAGCCAACCGGTTACGGTTCTTCTTCT
AAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGTTGTTCGGTTGGCCAATGCCAAGAAGAAGA

AGAAGAGCTCCACAAACCGGTATCGTTGACGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTGAGA
TCTTCTCGAGGTGTTTGGCCATAGCAACTGCTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACTCT

AGATTGGAAATGTACTGTGCTCCATTGAAGCCAGCTAAGTCTGCT-3"
TCTAACCTTTACATGACACGAGGTAACTTCGGTCGATTCAGACGA
i‘eller

5*'~GCTTACAGACCATCCGAAACCTTGTGTGGTGGTGAATTGGTCGAC
CGAATGTCTGGTAGGCTTIGGAACACACCACCACTTAACCAGCTG

ACCTTGCAATTCGTTTGTGGTGACAGAGGTTTCTACTTCTCCAGACCAGCTTCCAGAGTT
TGGAACGTTAAGCAAACACCACTGTCTCCAAAGATGAAGAGGTCTGGTCGAAGGTCTCAA

TCTAGAAGATCCAGAGGTATCGTTGAAGAATGTTGTTTCAGATCTTGTGACTTGGCTTTG
AGATCTTCTAGGTCTCCATAGCAACTTCTTACAACAAAGTCTAGAACACTGAACCGAAAC

TIGGAAACCTACTGTGCTACCCCAGCTAAGTCTGAA-3"
AACCTTTGGATGACACGATGGGGTCGATTCAGACTT
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