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Ihmisen proinsuliini ja sen kanssa analogisia yhdisteiti
sekd menetelmd niiden valmistamiseksi mikrobisella poly-
peptidi-ekspressoinnilla ja niiden muuttaminen ihmisen

insuliiniksi

Tamda patenttihakemuson yhteydessd eurooppalaisten
patenttihakemusijulkaisujen n:o 0001930 (A.N. 78300597.8)
pdivatty 16.5.1979, ja 0036776 (A.N. 81301227.5), pdivatty
30.9.1981, esityksiin ja niihin viitataan té&ssa.

Keksinndn kohteena on polypeptidien mikrobinen ekspres-
sointi. Sen yhtend kohteena on geenien valmistus ihmisen
insuliinin valmistukseen kdyttdkelpoisten vdlituotteiden mik-
robista ekspressointituotantoa varten. Sen toisena kohteena
on ihmisen proinsuliinin tai sen kanssa analogisten yhdistei-
den, jotka poikkeavat ihmisen proinsuliinista "C"-ketju-
osassa, valmistus. Vield on sen kohteena ihmisen insuliinin
valmistaminen valmistetusta ihmisen proinsuliinista tai sen
kanssa analogisesta yhdisteestd.

Ihmisen tila, jota luonnehtii haiman kyvyttSmyys ke-
hittdd polypeptidihormonia insuliini riittdvissd mddrissd,
hoidetaan ainakin vakavissa tapauksissa antamalla ruiskeena
insuliinia, joka on perdisin teurastettujen eldinten haimois—
ta. Erityisesti naudan ja sian insuliinia kdytetddn tdhédn
tarkoitukseen.

Eldinperdisen insuliinin k&yttd on epdtyydyttdvaa
ainakin kahdelta né&dkdkannalta. Ensinndkin insuliinin uutta-
minen teurastettujen eldinten haimoista on monimutkainen
prosessi, joka vaatii suuria mddrid elimid. Toiseksi,
ja tarkedmpdd diabeetikon kannalta on, ettd eldinldhteistd
perdisin oleva insuliini ei ole kemiallisesti samanlaista
kuin ihmisen insuliini poiketen peptidi-yksikdiden sekvens-
sissd. Lisdksi se sisdltdd joskus ei-homologisia eldin-
hormoneja, kuten vastaavaa proinsuliinia, vaikkakin pienissda
mddrissd. Seurauksena tdstd eldinperdiselld insuliinilla

hoidettujen potilaiden vasta ei ole niin tyydyttdvad kuin
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toivotaan. Esimerkiksi immuunivasteen eldin-insuliinille
uskotaan olevan kroonisten sivuhdirididen ld&hde sokeritaudin
tietyissd hoidoissa.

Niinmuodoin on jo kauan ollut olemassa tdyttdmdaton
tarve 10ytdd8 insuliinin, joka on kemiallisesti samanlainen
kuin ihmisen insuliini Jja muiden biologisesti aktiivisten epéa-
puhtauksien saastuttamaton, ldhde, joka antaa riittavida
maddrid diabeetikkojen hoitamiseksi taloudellisesti. T&aman
tehtdvdn tekee monimutkaiseksi ihmisen insuliinin monimut-
kainen kemiallinen rakenne. Rakenteellisesti sillid on kaksi
polypeptidi-ketjua, joita nimitetddn "A" ja "B"-ketjuiksi,
jotka ovat sitoutuneet toisiinsa disulfidi-sidoksin. A-ketju,
joka on pituudeltaan n. 21 aminohappoyksikkdd, on sitoutunut
(silloittunut) B—ketjuu%, jossa on 30 aminohappoa, disulfidi-
sidoksin am&hohappqusteiiniyksikéiden vdlissd kummassakin
ketjussa. ’

Ollakseen maksimaalisen tehokas ihmisissd tdytyy
insuliinin aminohappoyksikdiden olla tédsmédllisesti jdrjesty-
neind vastaamaan in vivo tuotettua. Molekyylin monimutkai-
suus on kuitenkin sellainen, ettd tavalliset kemialliset
synteesimenetelmdt eividt sovi sen valmistukseen, ainakaan
kaupallisessa mittakaavassa.

Insuliinia syntyy in vivo haimassa esiproinsuliinin
muodossa. Esiproinsuliini on polypeptidi, joka sisdltad A-
ketjun 21 yksikkd3, B-ketjun 30 yksikkdd, 35 yksikdn silloi-
tus- eli yhdysketjun, jota nimitetddn C-ketjuksi, ja 24:n
aminohapon "esisekvenssin" (Met Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu
Pro Leu Leu Ala Leu Leu Ala Leu Trp Gly Pro Asp Pro Ala Ala
Ala) liittyneend N-pddte-fenyylialaniini-aminohappoon,
joka aloittaa B-ketjun. Proinsuliini, josta esisekvenssi
puuttuu, on esitetty kuvassa 1, Jjossa on metioniini-aminohap-
po esisekvenssin paikalla. T&m& esisekvenssi ottaa osaa
eritykseen soluista, joissa sitd syntyy. Kun esiproinsulii-
nia erittyy saarekesoluista haimalla, esisekvenssi poistuu

jattdmddn proinsuliini-ketjun. T&admd ketju taittuu raken-
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teeksi, jossa muodostuu kolme disulfidi-sidosta, joista kaksi
on proinsuliinin A- ja B-ketjuosien vdlissd. Yhdistdva C-
ketju poistetaan sitten proteolyyttisesti jattdmddn jaEnnos,
joka on insuliini, Jjoka koostuu A- ja B-ketjuista disulfidi-
sidosten yhteensitomina.

Tdssd patenttihakemuksessa selostetaan menetelmd ih-
misen insuliinin ja ihmisen proinsuliinin sekid niiden kans-
sa analogisten yhdisteiden, jotka poikkeavat ihmisen proinsu-
liinista C-ketjun muodostavassa aminochapposekvenssissa,
saamiseksi. Menetelmdssd kdytetddn vastakehitettyd rekombi-
nantti- (yhdistelm&-) DNA-teknologiaa. Tdmdn teknologian
elementtien seuraava selostus antaa taustan keksinndn yksi-
tyiskohtaiselle kuvaamiselle.

Rekombinantti-DNA-teknologian tulon my&td hyddyllisten
polypeptidien sdddetty bakteeri-tuotanto on tullut mahdolli-
seksi. Nyt on saatu bakteereita, jotka on modifioitu t&ll&
teknologialla, sallimaan sellaisten polypeptidi-tuotteiden
kuin somatostatiini (K. Itakura et al., Science igﬁ, 1056
(1977)), ihmisen insuliinin (komponentti) A- ja B-ketjujen
(D.V. Goeddel et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 76, 106

(1979)) Jja ihmisen kasvuhormonin (D.V. Goeddel et al., Nature
281, 544 (1979)) valmistus. Sellainen kyky tdlld teknolo-
gialla on, ettd itse asiassa mikd tahansa polypeptidi voi-
daan valmistaa bakteerien avulla asettaen ulottuville hormo-
nien, entsyymien, vasta-aineiden ja rokotteiden, jotka ovat
hyddyllisid suurta joukkoa tauteja vastaan, hallitun valmis-
tuksen. Mainitut ainekset, jotka yksityskohtaisemmin kuvaa-
vat edustavia esimerkkejd, joihin edelld viitattiin, esitetddn
tdssd viittein samoin kuin muut julkaisut, joihin viitataan
jdljempdnd keksinndn taustan valaisemiseksi.
Rekombinantti-DNA-teknologian Eyéjuhta on plasmidi,
kaksisdikeisen DNA:n ekstra-kromosomaazlgéﬂ\gilmukka, jota
esiintyy bakteereissa, usein moninkertaisina kopioina bak-

teerisolua kohti. Plasmidi-DNA:han koodattuun informaatioon

sisdltyy informaatio, Jjoka tarvitaan J&dljentdmddn plasmidi
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tytdrsoluihin (ts. "replikoniin") ja tavallisesti yhden tai
useamman valintaominaisuuden, kuten resistenssin antibioco-
teille, mikd sallii kiinnostavan plasmidin sisdltdvdn isén-

tdsolun kloonien tunnistamisen ja viljelyn etuoikeutetusti

valikoivissa vdliaineissa. Plasmidien, jotka voiééén o££aa
talteen Ja eristdd isdntad-mikro-organismista, hyvéksikdyttd
perustuu siihen, ettd ne voidaan spesifisesti pilkkoa yh-
delld tai useammalla restriktio-endonukleaasilla eli "restrik-
tioentsyymilld", joista jokainen tunnistaa eri kohdan plasmi-
di-DNA:1la. Sen jadlkeen erilajisia geenejd tai geeni-osasia
voidaan kytked plasmidiin liitt&mdlld pdaittdin P%lkonta—
kohtaan tai uudelleenmuodostettuihin pdihin pilkontakohdan
vieressa.

Kdsite "heterologinen" (vieraslajinen), kuten sitd
tdssd kaytetddn, tarkoittaa geenid, Jjota ei tavallisesti
esiinny isénté—mikgg;orqanismissa, tai polypeptidisekvens-
sid, Jjota isdntd-mikro-organismi ei tavallisesti tuota,
kun taas ké&sitteelld "homologinen" (samankaltainen) tarkoi-
tetaan geenid tai polypeptidid, jota syntyy isdntd-mikro-or-
ganismissa, kuten E. coli:ssa. DNA-rekombinaatio suoritetaan
mikro-organismin ulkopuolella, mutta saatu "rekombinantti"-
plasmidi voidaan tuoda mikro-organismiin menetelmdlli,
joka tunnetaan transformointina, ja suuria mddrid erilajisen
geenin sisdltdvdd rekombinantti-~plasmidia voidaan saada
viljelemdlld transformanttia. Lisdksi, kun geeni on oikein
kytketty plasmidien osien suhteen, jotka hallitsevat kooda-
tun DNA-viestin transkriptiota ja translaatiota, ohjaa synty-
nyt plasmidi eli "ekspressointi-siirtdjd", kun se yhdiste-
tddn isdntd-mikro-organismiin, polypeptidisekvenssin, jota
kytketty geeni koodaa, valmistumista, prosessia, Jjota nimi-
tetddn ekspressoinniksi.

Ekspressointi aloitetaan alueella, joka tunnetaan
promoottorina, joka tunnistetaan RNA-polymeraasilla ja
sidotaan silld. Joissakin tapauksissa, kuten trp-operoin-

nissa, jota kdsitellddn jdljempdnd, limittyvdt promoottori-
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alueet "operaattori"-alueilla muodostaen yhdistetyn promoot-
tori-operaattorin. Operaatiot ovat DNA-sekvenssejid, jotka
ns. repressori—proteiinit tunnistavat, joiden tehtdvdnd on
sdddelld transkription alcocituksen taajuutta Jjollakin nimen-
omaisella promoottorilla. Polymeraasi kulkee pitkin
DNA:ta transkriboiden koodaussdikeen sisdltdmdn informaation
sen 5'-pd&dsta 3'—-paddhdn ldhetti~RNA:han, joka vuorostaan trans-
latoidaan polypeptidiin, jolla on aminohappo-sekvenssi,
jota DNA koodaa. Jokaista aminohappoa koodaa erikoinen
nukleotidi-kolmikko eli "kodoni", jonka sisdlld olevaa voi-
daan nditd tarkoituksia varten nimittdsd "rakenne-geeniksi',
ts. se osa, joka koodaa ekspressoidun tuotteen aminohappo-
sekvenssin. Promoottoriin sitomisen jdlkeen RNA-polymeraasi
transkriboi ensin nukleotidit, jotka koodaavat ribosomi-sito-
miskohdan, sitten translaation alcituksen eli "aloitus"-
signaalin (tavallisesti ATG, josta syntyneessd lidhetti-RNA:ssa
tulee AUG), sitten nukleotidikodonit itse rakennegeenissi.
Ns. lopetus-kodonit transkriboidaan rakennegeenin padssi,
minkd Jdlkeen polymeraasi muodostaa l&dhetti~-RNA:n lisd-
sekvenssin, Jjoka, lopetus-signaalin ldsndolon vaikutuksesta
Jd8 ribosomeilta translatoimatta. Ribosomit sitoutuvat lahet-
ti-RNA:11la aikaansaatuun sitomiskohtaan, bakteereissa ta-
vallisesti, kun mRNA muodostuu, ja ne itse tuottavat kooaatun
polyeptidin, aloittaen translaation alotus-signaalista Jja
lopettaen edelld mainitulla lopetus-signaalilla. Haluttu tuo-
te syntyy, Jos sekvenssit, Jjotka koodaavat ribosomin sito-
miskohdan, ovat sijoittuneet oikein AUG-alotuskodonin suh-
teen ja jos kaikki jdljelld olevat kodonit seuraavat alotus-
kodonia vaiheessa. Syntynyt tuote saadaan hajottamalla isdn-
tdsolu ja ottamalla tuote talteen sopivalla puhdistamisella
muusta mikro-organismiproteiinista.

Polypeptidit, jotka ekspressoidaan kayttdmdllda rekom-
binantti-DNA-teknologiaa, voivat olla kokonaan vieraslajisia,
kuten ihmisen kasvuhormonin suoran ekspressoinnin tapauk-

sessa, tal vaihtoehtoisesti ne k&sittdvdt vieraslajisen
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polypeptidin sekd, siihen yhdistyneend, ainakin osan homo-
logisen peptidin aminohappo-sekvenssistd, kuten vialituottei-
den valmistuksen tapauksessa somatostatiinia ja ihmisen insu-
liinin aineosia varten. Jdlkimmdisissd tapauksissa, esimer-
kiksi, yhdistynyt homologinen polypeptidi k&sitti osan amino-
happo-sekvenssistd beta-galaktosidaasia varten. Niissa
tapauksissa aiottu bioaktiivinen tuote bioinaktivoituu yhdis-
tyneen, homologisen polypeptidin vaikutuksesta kunnes jdl-
kimmdinen pilkkoutuu pois solun ulkopuolisessa ympdristdssi.
Yhdistyneet proteiinit, kuten juuri edelld mainitut, voidaan
suunnitella suorittamaan erittdin spesifinen prekursori-
proteiinin lohkaisu aiotusta tuotteesta, kuten syaanibromidin
vaikutuksella metioniiniin, tai vaihtoehtoisesti entsymaat-
tisesti pilkkomalla. Ks. esim. brittildinen patenttijul-
kaisu n:o 2 007 676 A. |

Ihmisen insuliinia on tdhdn saakka saatu kdyttden
rekombinantti-DNA-teknologian menetelmid. Menetelmdssi
kdytettiin synteettistd geenid A-ketjua varten, joka ekspres-
soidaan E. coli:ssa Ja erillistd synteettistd geenid B-ketjua
varten, Joka ekspressoidaan toisessa E. coli:ssa. D.V. Goeddel
et al., Proc. Nat. Acad. Schi., USA 76, 106 (1979). Né&md

kaksi ketjua saadaan kimeerisind polypeptideind (proteiinei-
na), jotka sisdltavat halutun aminohappo-sekvenssin (joko
A- tai B-ketju-sekvenssin) sidottuna toiseen osaan kannin-
polypeptidissa, joka on tarkoitettu suojaamaan haluttua
sekvenssid proteaaseilta E. coli:ssa. Kimeerisilld prbteii—
neilla on A- tai B-ketjun halutun polypeptidisekvenssin vie-
ressd selektiivinen pilkontakohta, Jjocka sallii halutun sek-
venssin erottamisen kannin-polypeptidistd. Ndiden kahden
sekvenssin eristédmistd seuraa disulfidi-sidosten muodosta-
minen in vitro.

Tatd prosessia monimutkistaa valttamdttd se, ettd
tdytyy saada ja yll&dpitda kaksi erillistd geneettisesti
modifioitua bakteerikantaa. Lisdksi aikaisempi prosessi

vaatil A~ ja B-ketjun eristdmisen erikseen ja ndiden kahden
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ketjun silloittamisen muodostamalla disulfidi-sidokset ilman
suuntaamisapua, jonka antaa koskematon C-ketju.

Tassa patenttihakemuksessa kuvataan menetelmd yhden
ainoan geenin rakentamiseksi ekspressoimaan yvhdessd ainoassa
mikro-organismissa kimeerinen proteiini, joka sisaltida
tdydellisen ihmisen proinsuliini-polypeptidin tai sen kanssa
analogisen yhdisteen, joka poikkeaa ihmisen insuliinista
ainoastaan C-ketjun aminohappo-sekvenssissd. TIhmisen insulii-
ni voidaan puhtaasti poistaa ndistd polypeptideistd disulfidi-
silloitusten in vitro-muodostamisen jdlkeen A- ja B-ketjujen
valille. v

Tdlld menetelmdlld voidaan proinsuliinia ja sen kanssa
analogisia yhdisteitd saada suoraan pddasiallisesti puhtaas-
sa muodossa ja vapaana biologisesti aktiivisista epdpuhtauk-
sista. Samoin voidaan proinsuliineja tehokkaasti kdsitelld
insuliinin saamiseksi, Jjoka on kemiallisesti samanlaista kuin
ihmisen insuliini ja samoin vapaa biologisesti aktiivisista
epdpuhtauksista, mikd siten lupaa ihmisen sokeritaudin
tehokkaamman hoidon kuin on mahdollista eldinperdistd insu-
liinia kayttden.

Tdmd keksintd antaa menetelmdn ihmisen insuliinin saa-
miseksi kimeerisen proteiinin avulla, joka sisdltdd ihmisen
proinsuliinin tai sen kanssa analogisen yhdisteen, joka'
poikkeaa ihmisen proinsuliinin polypeptidisekvenssistd ami-
nohappojen sekvenssissd, polypeptidisekvenssin, joka sisdl-
tdd C-ketjun, joka on yhdistynyt lisdproteiiniin selektii-
visen pilkontakohdan vieressd, joka sallii proinsuliinin tai
sen kanssa analogisen yhdisteen lohkaisemisen lisdproteiinis-
ta. Lohkaistu proinsuliini-tuote saatetaan sitten suuntau-
tumaan muodostamalla luonteenomaisesti insuliini A- ja B-
ketjun disulfidi-silloitukset ja silloitettu insuliini-
prekursori poistetaan sitten "C"-ketjukantimesta.

Taman keksinndn mukaisesti tehtyjen analogisten
proinsuliinien aminohappoyksikkdjen "C"-ketju (eli, t&mén

Jdlkeen, silloitusketiju) voi sisdltdd niinkin va&hidn kuin
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2 aminohappoyksikkdd. Aminohappoyksikkdjen identtisyys Ja
sekvenssi silloitusketjujen pdiden vdlissd ihmisen pro-
insuliinin kanssa analogisissa yhdisteissd eividt ole eri-
tyisen merkityksellisiad. WNiiden pddtcyksikdiden téytyy
kuitenkin olla yksikoitd, jotka sallivat silloitusketjun
helpon poistamisen ihmisen insuliinin A- ja B-ketjuista.
Edullisesti poistaminen tapahtuu sen Jjdlkeen, kun proinsu-
liinimolekyyli on lohkaistu kimeerisen polypeptidin lisd-
proteiinista, ja edullisimmin sen jdlkeen kun tdten loh-
kaistu proinsuliinimolekyyli on taittunut ja disulfidisi-
dokset A- ja B-ketjujen vdlissd, Jjotka ovat luonteenomaisia
ihmisen insuliinille, ovat muodostuneet. Lisdksi silloitus-
ketjussa on edullisesti kohtia, jotka sallivat sen poistamisen
entsymaattisesti. Edullisia tdtd tarkoitusta varten ovat
Arg-Arg- ja Lys-Arg-yksikot silloitusketjulla, jotka ovat
B-ketjun pddte-COOH-pddn ja vastaavasti A-ketjun pééte~NH2-
pddn vieressd, kuten havaitaan ihmisen proinsuliinissa it-
sessadn. Edullisia ovat my&skin kaksi Arg-Arg-vyksikkod

B- ja A-ketjujen vdliss4.

Tdmdn keksinndn kimeeriset proteiinit saadaan ekspres-
soimalla heterologinen rakennegeeni proinsuliinia tai sen kans-
sa analogista yhdistettd varten rekombinantti—mikrobi—klpo—
naussiirtdjdssd, jossa on tdmd geeni on koodikaavassa,
jossa on DNA-sekvenssi, joka koodaa kimeerisen proteiinin
lisdproteiiniosaa ja pilkontakohtaa. Keksinntn edullisissa
suoritusmuodoissa pilkontakohta on metioniini proinsuliinin
N-pddtteessd, mikd tekee mahdolliseksi pilkonnan syaani-
bromidia kidyttden.

Lisdproteiini voi vaihdella, mutta edullinen lisda-
proteiini on metioniini-aminohappo tai esiproinsuliinin esi-
sekvenssi tail sen osa taiﬁz—galaktosidaasin esisckvenssi tai
olennainen osa siitd tai osa aminohappo-sekvenssistd, jota
koodaa trp—igﬁgp—polypeptidin geenin osanen, joka on yhdis-
tynyt trp E-polypeptidigeenin tai trp D-polypeptidin osaan.

Lisdtty, lopuksi liiallinen kimeerisen proteiinin osa vali-
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taan antamaan suoja bakteeriproteaaseilta, jotka muutoin
saattaisivat uuttaa proinsuliinin.

Ehdotettu rekombinantti-mikrobi-kloonaussiirtajd on
modifioitu, edullisesti bakteerinen plasmidi, joka sisaltaid
rakennegeenin koodikaavassa, jossa on DNA-sekvenssi, joka
koodaa kimeerisen polypeptidin lisdttyd, liiallista osaa
ja selektiivistd pilkontakohtaa.

Tapa, jolla ndm& ja muut keksinndn tavoitteet ja edut
saavutetaan,kdy alaan perehtyneille selvidksi edullisten
suoritusmuotojen ja kuvien 1 - 6 esitysten seuraavan selos-
tuksen tarkastelun jdlkeen.

Kuva 1 esittdd geenin nukleotidisekvenssid ihmisen
proinsuliinia varten, joka on valmistettu keksinndn mukai-
sesti. -

Kuva 2 esittdid kaaviota plasmidin saamiseksi, joka
sisdltdd osasen kuvan 1 geenistd, joka saatiin k&dnteis-
transkriptiota kdyttden mRNA:sta.

Kuva 3 esittdd kaaviota plasmidin saamiseksi, joka
sisdltdd kuvan 1 geenin, joka on sopiva transformoitavaksi
esim. E. coli:in ihmisen proinsuliinin ekspressointia
varten.

Kuva 4 kuvaa ihmisen proinsuliinin, joka on saatu
ekspressoimalla esim. E. coli-transformantista, Jjoka sisaltaa
kuvan 3 kaaviosta saadun plasmidin, HPLC-kromatografian ana-
lyysia.

Kuva 5 kuvaa geenin segmenttejd ihmisen proinsuliinin
kanssa analogisen vhdisteen ekspressoimiseksi, joka poikkeaa
ihmisen proinsuliinista C-silloitusketjun aminohappo-
sekvenssissd.

Kuva 6 esittdd kaaviota plasmidin kokoamiseksi, Joka
sisdltdd geenin transformointia varten esim. E. coli:in ihmi-

sen proinsuliinin kanssa analogisen yhdisteen ekspressointia

varten.
A, Ihmisen proinsuliinin valmistus
1. Synteettisen geenin valmistus, joka koodaa proinsu-

liinin 32 N-pddte-aminohappoa
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a. Oligonukleotidi-synteesi

Sarja, jossa oli 18 oligonukleotidid, pituudeltaan
10 - 12 yksikdn lyhyttd nukleotidiketjua, jotka on esitetty
taulukossa 1, valmistettiin ensimmdisend vaiheena geenin
rakentamiseksi, joka koodaa proinsuliinin 32 ensimmidisti
aminohappoa, jonka proinsuliinin aminohapposekvenssi on
esitetty kuvassa 1 koko geenin, Jjoka lopuksi rakennettiin
tamén keksinndn mukaisesti, ihmisen proinsuliinin ekspres-
siota varten, nukleotidi-sekvenssin osana. Yksittdiset
nukleotidit geenissd tunnistetaan kirjaimista A, T, C tai G,
jotka edustavat emdksid adeniini, tymiini, sytosiini tai

guaniini, jotka erottavat yhden nukleotidin toisista.

Taulukko 1

Oligonukleotidit:
HL AATTCATGTT
H2 CGTCAATCAGCA
H3 CCTTTGTGGTTC
H4 TCACCTCGTTGA
H5 TTGACGAACATG
H6 CAAAGGTGCTGA
H7 AGGTGAGAACCA
H8 AGCTTCAACG
Bl AGCTTTGTAC
B2 CTTGTTTGCGGT
B3 GAACGTGGTTTC
B4 TTCTACACTCCT
B5! AAGACTCGCC
B6 AACAAGGTACAA
B7 ACGTTCACCGCA
B8 GTAGAAGAAACC
B9 AGTCTTAGGAGT
B10' GATCCGGCG

Synteettiset nukleotidit on esitetty hakasten vidlissa
ja alleviivattuina kuvassa 1. N&dmd oligonukleotidit synte-

tisoitiin triesteri-menetelmdlls’. R. Crea et El-' Proc. Nat.
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Acad. Sci., USA, 75, 5765 (1978), K. Itakura et al., J. Biol.

Chem., 250, 4592 (1975) ja K. Itakura et al., J. Am. Chem.

Soc., 97, 7327 (1975). Jotkut ndistd ovat nukleotidejd, joita
kdytettiin geenissad, Jjoka koodaa ihmisen insuliinin B-
ketjua, kuten aikaisemmin ovat selostaneet Crea et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 75, 5765 (1978) Ja Goeddel et al.
Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 76, 106 (1979). Kahden synteet-

tisen nukelotidin (B5' ja B10') nukleotidisekvenssit synteti-
soitiin tdtd projektia varten; muut valmistettiin Crea et al.:n
mukaisesti (supra). Kaksi uutta oligonukleotidia, Jjotka
on myos valmiégttu Crea et al.:n mukaisesti, sisdaltavat
restriktioentsyymin tunnistuskohdat HpalI:1lle ja pdate-Bam-
HI:1le, joista Jjalkimmdistd kaytetd@dn kloonausta varten.
Geenin toinen pdd sisdltdd EcoRI-kohdan yksisdikeisen hdnnd
kloonaustarkoituksia varten.
b. Synteettisten oligonukleotidien liitt&minen

Kahdeksaa oligonukleotidia H1-H8 kdytettiin etukdteen
B-ketjugeenin vasemman puolikkaan rakentamiseen, jota k&y-
tettiin t&dssd menetelmdssd Jja sitd on kuvannut Goeddel et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 106 (1979). Se sisdltdd kodo-

nit B-ketjugeenin 1 - 13 aminohappoa varten ja metioniini-
vksikdn N-pddtteelld, jota kdytetddn mydhemmin lohkaisemaan

proinsuliini bakteerisesti ekspresscidusta kimeerisestd pro-

teiinista kdyttden syaanibromidia (CNBr).

B-ketjugeenin oikea puolikas saatiin oligonukleo-
. o . . ,
tideista Bl’ B2, B3, B4, 85 ’ B6’ B7, B8’ B9 ja B10 '

liittam&dlld kdyttden T,-ligaasia Jja Goeddel'in et al.,

(Supra) kuvaamaa menetglméé. Geeni--osanen antoi koodit B-
ketjun 14-30 aminohappo-yksikdlle ja silloitusketjun
ensimmdiselle yksikolle Arg. Geenisekvenssiin on yhdistetty
HpaII-restriktioentsyymi-kohta samaan koodikaavaan Jja paik-
kaan kuin HpalI-kohta ihmisen insuliinigeenissa. Liitetyn
geeni-osasen puhdistamisen j&lkeen polyakryyliamidi-geeli-
elektroforeesilla, ja suurimman DNA-nauhan eluoimisen jdlkeen
osanen kytkettiin plasmidiin pBR322, joka oli pilkottu re-

striktioendonukleaaseilla HindIII ja BamHI, kdyttden siten
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hyvaksi HindIII- ja BamHI-kohtia synteettiselld geeni-
osasella. DNA kytkettiin E. coli 294 (ATCC No. 31446) :44n

transformoimalla. Yhdelld plasmidilla, pB3':1la, joka oli
otettu talteen ampisilliini-resistentisgtd, tetrasykliinille
herkdsta kloonista, havaittiin olevan haluttu nukleotidi-

sekvenssi A.M. Maxam'in et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA

74, 560 (1977) menetelmdn mukaisesti.

Plasmideista pHG 1 Ja pB3' otettiin talteen kaksi
DNA-osasta, 46 emdsparin osanen EcORT:sta HindIII:een
pBHl:sta ja 58 emdsparin osanen HindIII:sta BamHI:een
pB3:sta.

Ndmd kaksi osasta liitettiin yhteen antamaan osanen,
jossa oli EcoRI-kohta ja BamHI-restriktioendonukelaaseilla

kdayttden Goeddel'in et al. Proc. Natl. Acad. Sci., USa, 76

106 (1979) kuvaamaa menetelmdd ja kloonattiin E.coli K-12-
kantaan 294 (ATCC No. 31446) antamaan plasmidi pIBB. Kloo-
nauksen jédlkeen plasmidi pIB3 pilkottiin EcoRI- ja Hpall-
restriktioendonukleaaseilla synteettisen geeni-osasen (osa-
nen 1, kuva 3) talteenottamiseksi, joka sisaltdad kodonit
N-pddte-proinsuliini-aminohappoja varten, joita edeltdid
metioniinikodoni kuten kuvissa 1 ja 3 on esitetty. Tdmd
synteettinen geeni eristettiin polyakryyliamidi-geelielektro-
foreesilla. 27 ¢DNA-Geenin, joka koéoddaa ihmisen |
2. cDNA-geenin, joka koodaa ihmisen proinsuliinin

50 C-pddteaminohappoa, eristdminen

Kaavio c¢DNA-geenin saamiseksi on esitetty kaavamai-
sesti kuvassa 2.

Syntetisoitiin dekanukleotidi, joka sisdlsi tunnis-
tussekvenssin BamHI-endconukleaaseja varten, johon lisdttiin
3'-polytymidyylihappoalue, jossa oli n. 20 tdhdettd. Sen
sekvenssi on pCCGGATCCGGTTlgT. Tata oligonukleotidiad
kdytettiin panemaan alullec AMV-kddnteis-transkriptaasi
cDNA-synteesid varten.

| "primeri" valmistettiin kdyttden pddte-deoksinukleo-

tidyyli-transferaasia (Enzo Biochem, 200 yksikkdd), jossa
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oli yksi /umooli EggHI—dekanukleoti?ia 0,6 ml:n reaktio-
tilavuudessa, joka sisdlsi 1,5 x 10 "TTP. Reaktio saatet-
tiin tapahtumaan 37°C:ssa 1 tunnin aikana puskurijdrjestel-
mdssd, jonka on selostanut A. Chang et al. Nature, 275, 617
(1878).

Ihmisen insulinoma polyA-kudosta (2,5 /ug), jota toi-

mittaa Institute fuer Diabetesforschung, Muenchen, BRD,
(Dr. Wolfgang Kemmler) ja joka sisdltdd mRNA:ta, joka on
eristetty Ullrich'in et al., Schience, 196, 1313 (1977) mene-

telm&dlla, muutettiin kaksirihmaiseksi cDNA:ksi Wickens'in

et al. J. Biol. Chem., 253, 2483 (1978) menetelmalld. Siten
80 /ul[ joka sisdlsi 15 mM Tris/HCl (pH 8,3 42°C:ssa), 21 mM
KCl, 8 mM MgCl
dCCGGATCCGGTT

97 30 mM f-merkaptoetanolia, 2 mM "primerid"

l8T ja 1 mM dNTPs, esi-inkuboitiin 0©C:ssa.
Sitten lisdttiin 40 yksikk&d AMV-k&édnteis-transkriptaasia ja
seosta inkuboitiin 15 minuuttia 42°C:ssa.

Tdydentdcd cDNA-rihma syntetisoitiin 150 /ul:n tila-
vuusmddridssd, joka sisdlsi 25 mM Tris/HCl1 (pH §,3), 35 mM

KCl, 4 mM MgCl 15 mM(@—merkaptoetanolia ja 9 yksikkdd DNA—

'
polymeraasi I:ié (Klenow-osanen). Seosta inkuboitiin 15°C:ssa
90 minuuttia, mitd seurasi 15 tuntia 4°C:ssa. Sl-nukleaasi-
uutto suoritettiin sitten 2 tunnin aikana 37°C:ssa kdyttden
1000 yksikkdd Sl-nukleaasia (Miles Laboratories), kuten on
selostanut Wickens et al. supra. Kaksi-sdikeinen cDNA

(0,37 /ug) saatettiin elektroforeesiin 8-%:sella polyakryyli-
amidi-geelilld. DNA-osaset, Jjotka olivat suurempia kuin 500
emdsparia, eluoitiin. Oligodeoksisytidyylihappotdahtieta
lisdttiin osasten 3'-pdihin kdyttaen pééte—deoksinukleoti—
dyyli-transferaasia J.V. Maizel Jr.:n menetelmalld Meth.
Virol., 5, 180 (1971). dC-hd&nnilld varustettuja cDNA-osasia
ldmpokdsiteltiin pBR322:een, Jjoka oli pilkottu restriktioendo-
nukleaasilla PstI ja varustettu deoksiguanidyylihappohdnnalld
kdyttden pddte-deoksinukleotidyyli-transferaasia. Saadut
plasmidit transformoitiin E. coli K-12 kantaan 294 ja kloonat-

tiin. Pesdkkeet, jotka olivat resistenttejd tetrasykliinille
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mutta herkki& ampisilliinille, eristettiin ja seulottiin
plasmidien suhteen, joissa on kolme paikkaa, Jjotka olivat
pilkottavissa reastriktioendonukleaasilla, PstI, mikd osoit-
taa geenin insuliinia varten ldsndolon. Sures et al. Science,
208, 57 (1980).

Yhden plasmidin, pHI1l04:n, joka sisdlsi 600 emdsparin
insertion Ja joka antoi odotetun PstI-pilkontamallin, mddri-

tettiin sisdltdvan kohdan, joka on pilkottavissa BamHI:lla,

3'-polyA:n ja polyGC:n, joka on tuotu cDNA:n valmistuksen
aikana, vdlissd. Jonkin verran insertion nukleotidisekvens-
sistda on esitetty kuvassa 1. Tédmd sekvenssi poikkeaa jonkin
verran siitd, jonka aikaisemmin esittivdt I. Sures et al.
Science, 208, 57 (1980) ja G. Bell, et alL Nature, 282, 525

(1979), jossa oli AT-emdspari alleviivattuna mieluummin kuin

CG-pari, koska kdytetty mRNA oli kudoksesta, joka oli eris-
tettytetty-eri yksildstd8. Resistenssi antibiooteille, joka
annetaan bakteerille t&l11l4 plasmidilla, on oscitettu mer-
kittimelld Aps am%pisilliini—herkkyydelle ja Tc':1la tetra-
sykliini—resistenésille.
3. Geeni-ryhmd, Jjoka koodaa ihmisen proinsuliinia

Kaavio, jota kdytetddn geenin kokoamiseksi, joka
koodaa ihmisen proinsuliinia, on esitetty kuvassa 3.

Synteettinen geenisegmentti, joka koodaa proinsulii-
nin 31 ensimmdistd aminohappoa, osanen 1 kuvassa 3, otettiin
talteen 50 /ug:sté plasmidia pIB3 kdyttden restriktiocendo-
nukleaaseja EcoRI ja HpalI, kuten edelld selostettiin. T&dmi
osanen sisdltdd myds kodonin ATG metioniinia varten esipro-
insuliinin "esisekvenssin" asemesta. Metioniini-yksikdn tuo-
minen tdssd pisteessd sallii lopuksi ekspressoituvan poly-
peltidin lohkaisun t&dss&d pisteessd syaanibromidilla (CNBr)
pgéinsuliinin erottamiseksi polypeptidi-tdhteestd, jonka
tehtdvand oli suojata proinsuliini-osaa bakteeriproteaa-
seilta.

cDNA-geenisegmentti, joka koodaa aminohappoja 32-86
sekd my0s translaation lopetuskodoneja ja mRNA:n 3'-transla-

toimatonta aluetta, otettiin talteen 40 /ug:sta plasmidia
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PHI104 kasittelemdalld ensin BamHI:1la ja sitten Hpall:1lla,
kuten on esitetty kuvassa 3, osasena 2.

Ndama kaksi osasta eriste-tiin polyakryyliamidi-~
elektroforeesilla, mitd seurasi sahkbeluutio. Geeni-osaset
liitettiin kdsittelemdlld T4 DNA-ligaasilla 20 /
puskuria (Goeddel et al. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 76, 106

ul:ssd ligaasi-

(1979) 4°C:ssa 24 tunnin ajan. Seos laimennettiin 50 /ul:llé
HZO’ uutettiin fenolilla, sitten kloroformilla ja saostettiin
sitten etanolilla.

Saatua DNA:ta kdsiteltiin BamHI:1lla ja EcoRI:1la ndiden
paikkojen uudistamiseksi ja geenipolymeerien poistamiseksi.
Koottu proinsuliinigeeni eristettiin polyakryyliamidi-geeli-
elektroforeesilla ja liitettiin kdyttden T4 ligaasia plas-
midiin pBR322, jota oli sitd ennen k&sitelty EcoRI:lla ja

BamHI:1lla. Saatu DNA transformoitiin E. coli K-12 kantaan 294

ja kloonattiin. Pesdkkeet seulottiin kdyttden plasmidia,
jolle o0li annettu antibioottiresistenssi-merkittimet. Halu-
tut kloonit olivat tetrasykliini-herkkid (Tc®) ja ampisillii-
ni-resistentteja (Apr). Plasmidi pHI3 eristettiin yhdestd
tdllaisesta pesdkkeestd ja proinsuliinia luonnehdittiin nuk-
leotidisekvenssianalyysilld ja sen havaittiin sisdltdvidn ku-
vassa 1 esitetty sekvenssi.
4, Plasmidin, Jjoka con tarkoitettu ekspressocimaan kimee-
risen proteiinin, joka sis&ltdd ihmisen proinsuliini-pepti-
din, rakentaminen

Plasmidi pBRH1l, (r. I. Rodriguez, et al., Nucleic Acids
Research 6, 3267-3287 (1979) ekspressoi ampisilliini—resis—
tenssin ja sisdltdd geenin tetrasykliini-resistenssia var-
ten, mutta koska yhdistynyttd promoottoria ei ole, se ei
ekspressol tdtd resistenssid. Plasmidi on niinmuodoin tetra-
sykliini-herkkd. Tuomalla promoottori-operaattori-systeemi
EcoRI-kohtaan voidaan plasmidi tehdd tetrasykliini-
resistentiksi.

Plasmidissa pGMl on E. coli-tryptofaani-operoni,

joka sisdltdd deleetion LE1413 (G. F. Miozzari, et al.,
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(1978) J. Bacteriology 1457-1466)) Ja ekspressoli siten

vhdistetyn proteiinin, joka sisdltdd trp-johtajan 6 ensim-
madistd aminohappoa Jja likimAdrdisesti trp E-polypeptidin
(jota tdamdn jdlkeen tdssd yhteydessd nimitetddn LE':ksi)
kolme viimeistd aminohappoa, sekd8 mysd trp D-polypeptidin
kokonaisuudessaan, kaikki promoottori-operaattori-systeemin
sddtelyn alaisena. Plasmidia, 20 /ug, uutettiin restriktio-
entsyymilld Pvull, joka pilkkoo plasmidin viidess& kohdassa.
Geeni-osaset 2 yhdistettiin seuraavaksi EcoRI-liittajilla
(joka kdsittdd itsetdydentyvdn oligomeeriplasmidin 3, jolla
on sekvenssi: pCATGAATTCATG), mikd antaa EcoRI-pilkontakohdan
myShempdd kloonausta varten plasmidiin, joka sisdltdd EcoRI-
kohdan. 20 /ug DNA-osasia 2, jotka oli saatu pGMl:std, kdsi-
teltiin 10 yksikdlla T4 DNA-ligaasia 200 pikomoolin 5'-fos-
foryloitua synteettistd oligonukleotidia pCATGAATTCATG léds-

ndollessa ja 20 /ul:ssa T, DNA-ligaasi-puskuria (20 mM tris,

pH 7,6, 0,5 mM ATP, 10 mM4MgC]_2, 5 mM ditiotreitolia) 4°C:ssa
y1li yon. Liuosta kuumennettiin sitten 10 minuuttia 70%C:ssa
liité&nndn pysdyttidmiseksi. Liittdjdt pilkottiin EcoRI-uutol-
la ja osaset, joissa oli nyt EcoRI-pddt, erotettiin kdyttden
5-%:sta polyakryyliamidi-geeli-elektroforeesia (tdmdn Jal-
keen "PAGE") ja kolme suurinta osasta eristettiin geelistd
vérjéémélla ensin etidiumbromidilla, paikallistamalla oséset
ultraviolettivalolla ja leikkaamalla geelistd kiinnostavat
osat. Jokainen geeli-osanen, 300 mikrolitran kanssa

0,1 x TBE, pantiin dialyysi-pussiin Ja saatettiin elektro-
foreesiin 100 V:1la 1 tunniksi 0,1 x TBE-puskurissa (TBE-
puskuri sisdltdd: 10,89 tris-emdstd, 5,5 g boorihappoa,

0,09 g Na,EDTA 1 litrassa HZO)' Vesipitoinen liuos kerdt-

tiin dialiysipussista, uutettiin fenolilla, uutettiin kloro-
formilla ja pestiin 0,2 M:ksi NaCl:n suhteen ja DNA poistet-
tiin H,O:ssa EtOH-saostuksen jdlkeen.

pBRH1:td uutettiin EcoRI:1lla Jja entsyymi poistettiin
fenoli-uutolla, mitd seurasi kloroformi-uutto ja talteenotto

vedessd etanoli-saostuksen jadlkeen. Saatu DNA-molekyyli
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vhdistettiin, erillisessd reaktioseoksessa, jokaisen kanssa
kolmesta DNA-osasesta, jotka saatiin edelld, ja liite-tiin
T, DNA-ligaasilla kuten edelld selostettiin. Reaktioseok-
sessa ldsndoleva DNA kdytettiin transformoimaan kelvollinen
E. coli K-12 kanta 294, K. Backman et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 73, 4174-4198 (1976) (ATCC no. 31446) standardi-
menetelmin (V. Hershfield et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA

71, 3455-3459 (1974)) Jja bakteerit levitettiin LB-levyille,

jotka sisdlsivdt 20 /ug/ml ampisilliinia ja 5 /ug/ml tetra-
sykliinid. Valittiin useita tetrasykliini-resistentteja
pesdkkeitd, plasmidi-DNA eristettiin ja halutun osasen ldsna-
olo vahvistettiin restrikticentsyymianalyysilld. Saatu
plasmidi nimettiin pBRHtrp:ksi.

PBRH trp:td uutettiin EcoRI restriktioentsyymilld ja
saatu osanen eristettiin PAGE:lla ja s&hkOeluutiolla. EcORI-
uutettu plasmidi pSOMALll (K. Itakura et al., Schience 198,
1056 (1977); brittildinen patenttijulkaisu no. 2 007 676 A)

yhdistettiin tdmdn osasen kanssa. Seos liitettiin T4 DNA-
ligaasilla kuten edelld selostettiin ja syntynyt DNA trans-
formoitiin E. coli K-12 kantaan 294 kuten edelld selostettiin.
Transformantti-bakteerit valittiin ampisilliinia sisdlt&dvilla
levyilld. Saadut ampisilliini-resistentit pesdkkeet seulot-
tiin pesdke-hybridisoinnilla (M. Gruenstein et al., Proc Natl.
Acad. sci. USA 72, 3951-3965 (1975)) kayttéden koettimen
trp promoottori-operaattoria sisdltdvdd osasta, joka oli
eristetty pBRHtrp:sta, joka oli merkattu radiocaktiivisesti
P32:11a. Valittiin useita pesdkkeitd, jotka osoitettiin po-
sitiivisiksi pesdke-hybridisoinnilla, plasmidi-DNA eristet-
tiin ja kytkettyjen osasten .suuntautuminen madritettiin re-
striktiocanalyysilld kdyttden restriktioentsyymeja BglII ja

BamHI kaksoisuutossa. E. coli 294, joka sisdlsi plasmidin,

joka nimettiin pSOM7A 2:ksi.
Plasmidi pBR322 uutettiin HindIITI:1lla ja ulostydntyvat
HindIII-pddt uutettiin vuorostaan Sl-nukleaasilla. Sl-nukle-

aasiuutto kdsitti 10 /ug:n HindIII-pilkottua pBR322 k&sittelyn
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30 /ul:ssé Sl-puskuria (0,3 M NaCl, 1 mM ZnClz, 25 mM
natriumasetaattia, pH 4,5) 300 yvksikolld Sl-nukleaasia 30
minuutin ajan 15°C:ssa. Reaktio pysdytettiin lisdamallad

1 /ul 30 X Sl-nukleaasi-lopetusliuosta (0,8 M tris-emdstd,

50 mM EDTA). Seosta uutettiin fenolilla, uutettiin klorofor-
milla ja saostettiin etanolilla, EcoRI-uutettiin sitten kuten
edelld kuvattiin ja suuri osanen 1' saatiin PAGE-menetelmdlli,
mitd seurasi sdhkdeluutio. Saadulla osasella on ensimméinen
EcoRI-yksirihmainen p&& ja toinen tylppd pdd, jonka koodaus-
sdlie alkaa nukleotidilla tymidiini.

16 /ug plasmidia pSOM7432 laimennettiin 200 ,ul:aan

puskuria, joka sisdlsi 20 mM Tris, pH 7,5, 5 mM MgC{ , 0,02 %
NP40-detergenttid ja 100 mM NaCl, ja kdsiteltiin 0,5 yksi-
k61ld EcoRI. 15 minuutin kuluttua 37°C:ssa reaktioseos
uutettiin fenolilla, uutettiin kloroformilla ja saostettiin
etanolilla ja uutettiin sen jdlkeen Bgl II:1la. Saatu suurempi
osanen 3' eristettiin PAGE-menetelmdlld, mitd seurasi s&hko-
eluutio. T&dm& osanen sisdltdd kodonit "LE' (p)" LE'~polypepti-
din l&heisintd pdidtd varten, ts. yldvirtaan Bgl II-kohdasta
olevat. Osanen 3' liitettiin seuraavaksi osaseen 4'. Osanen
4' valmistetaan pTrp24:n perdkkdiselld uutolla (valmistettu

pTh&]l :n EcoRI-uuton jdlkeen (Biochemistry 80, 6096 (1980)),

mitd seuraa Klenow-polymeraasi I-reaktio EcoRI-tdhteiden
tylpdksi tekemiseksi, Bgl II-uutto antaa suoran osasen, joka
muodostettiin uudelleen renkaaksi reaktiolla LE':n kanssa, jo-
ka sisdlsi Bgl II yksisdikeiset ja tylpdt pddt) Bgl II:n ja
EcoRI:n kanssa, mitd seurasi PAGE ja sdhkdeluutio. Liitdntad
tehtiin T, DNA-ligaasin l&sndollessa plasmidin pSOMTA2 A4
muodostamiseksi, joka transformoitiin E. coli kantaan 294,
kuten edelld selostettiin.

Plasmidia pSOM74$2 uutettiin Bgl II:lla ja saadut
Bgl IT-yksisdikeiset pddt tehtiin kaksisdikeisiksi Klenow-
polymeraasi I-menetelmdlld kdyttden kaikkia neljdd deoksinuk-
leotidi~trifosfaattia. Syntyneen tuotteen pilkonta EcoRI:1lla,

mitd seurasi pienen osasen 2' PAGE ja sadhkdeluutio, antoi
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suoran patkdn DNA:ta, joka sisdlsi tryptofaani-promoottori-
operaattorin ja LE' "likimddrdisen" sekvenssin kodonit ylda-
virtaan Bgl II-kohdasta ("LE'(p)"). Tuotteella oli EcCORI-
pdd ja tylppd pdd seurauksena tdyttamisestd Bgl II-kohdassa.
Bgl II-kohta muodostetaan kuitenkin uudelleen liittdmalla
osasen 2' tylppd pa&d osasen l' tylppaan paahdn. Siten

nama kaksi osasta liitettiin T4 DNA~ligaasin ldsndollessa
muodostamaan uudelleen renkaaksi tehty plasmidi pHKY 10,
joka saatettiin lisddntymddn transformoimalla kelvollisiin
E. coli kannan 294 soluihin. Tetrasykliini-resistenttejd
soluja, jotka sisdlsividt rekombinantti~-plasmidin pHKY 10,
viljeltiin, plasmidi-DNA uutettiin ja digeroitiin vuoros-
taan Bgl II:1lla ja Pst:lla, mitd seurasi suuren osasen, DNA:n
suoran pdtkdn, jossa oli Pst- ja Bgl II-yksisdikeiset paat,
eristdminen PAGE-menetelmdlld ja sahkdeluutiolla antamaan
DNA-osanen 7'.

Plasmidia pSOM74 2.A4 voitiin manipuloida antamaan
toinen komponentti systeemid varten, joka pystyy ottamaan
vastaan suuren valikoiman vieraslajisia rakennegeeneijd.
Plasmidi saatettiin osittaiseen EcoRi-uuttoon, jota seurasi
Pst-uutto ja osaset, Jjotka sisdlsivdt trp promoottori-ope-
raattorin, eristettiin PAGE-menetelmdlld, mitd seurasi sahko-—
eluutio. Osittainen EcoRI-uutto oli tarpeen osasen saami-
seksi, joka pilkottiin somatostatiini-geenin 5'-pddn vie-

ressd mutta ei pilkottu EcoRI-kohdassa, joka sijaitsee ampi-

silliini-resistenssigeenin ja trp promoottori/operaattorin

vdlissd. Ampisilliini-resistenssi, joka menetettiin Pst I-
leikkauksella apr—geenissé, voitiin palauttaa liitdnndn jal-
keen osasen 5' kanssa.

Ensimmdisessd havaintoesityksessada saatiin kolmas
komponentti, rakenne-geeni somatostatiinia (69 wvarten ja
puhdistettiin PAGE:1la ja sdhkdeluutiolla.

Ndm& kolme geeni-osasta 7', 5' ja 6' voitiin nyt liit-
tdd yhteen sopivasti suunnattuina muodostamaan plasmidi

som7 ALA4.
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Tdydellinen ihmisen proinsuliini-geeni, joka sis&dlsi
N-pddtekodonit, jotka koodaavat metioniinia, otettiin
talteen plasmidista pHI3 kdsittelemdlld EcoRI:lla ja BamHI:1l-
la ja puhdistettiin geeli-elektroforeesilla. T&md geeni,
osanen 3 kuvassa 3, liitettiin kahteen muuhun DNA-osaseen
T4 ligaasilla; ndmd tunnistetaan osasiksi 4 ja S5 kuvassa 3.

Osanen 4' sisdltad promoottorin ja kanninproteiini-
geenin, joka on saatu plasmidista pSOM7TAL1A4 osittain uut-
tamalla EcoRI.lla ja tdydellisesti uuttamalla PstI:11&. Tamd
osanen sisdltdda E. coli-tryptofaani (trp)-promoottori/operaat-
torin, 9 kodonia trp johtopeptidistd, 190 kodonia trp E-gee-
nistd ja EcoRI-pilkontakohdan, joka on tuotu trp E-pddtekodo-
nin paikalle. (Edtd geeni-rakennetta nimitetddn seuraavassa
trp LE':ksi) Tryptofaani-vaimenninalue, joka sis&ltdd aina-
kin 5 kodonia trp johto-peptidisekvenssistd ja ensimmdiset
kaksi kolmannesta trp E-geenistd, on jdtetty pois tdstid
rakenteesta.

trp E-geeni (trp LE'), joka sisdltyy osaseen 4', modi-
fioidaan sis&dltdmddn EcoRI-kohta trp E-geenin pd&dtekodonin
paikalla, mink& on osoitettu antavan oikean koodikaavan
kytketyn geenin kanssa, osanen 3.

Tdmd osanen sidotaan vastakkaisesta padstd PstI-koh-
dalla, joka on perdisin pBR322:sta ja yhdistdd ensimmdisen
puolikkaan/d-laktamaasigeenistd. Osanen otettiin talteen
20 /ug:sta plasmidia pSOM7A1A4 osittaisuutolla EcoRI:lla,
mitd seurasi kdsittely PstI:lla. Promoottorin sisdltava
osanen eristettiin polyakryyliamidi-geeli-elektroforeesilla.

Osanen 5' saatiin plasmidista pHKY10. Timi plasmidi
on pBR322:n johdannainen ja sis&dltdd tryptofaani-promoot-
tori-operaattorin tetrasykliinipromoottorin asemesta.
pBR322:n HindIII-kohta on muutettu BglII-kohdaksi. Plasmi-
dia, 20 /ug, kédsiteltiin PstI:1lla ja BglII:1la ja suuri osa-
nen, joka on merkitty 5:ksi kuvassa 3, puhdistettiin poly-
akryyliamidi-geeli-elektroforeesilla.

Namd kaksi osasta 4 ja 5 kokoavat uudelleen, kun ne
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liitetadn yhteen, geenin,@—laktamaasia varten PstI-kohdan
kautta ja antavat ampisilliini-resistenssin (Apr). paat
edustavat sitten EcoRI-kohtaa ja BglII-kohtaa geenin inser-
tiota varten. Nditd kahta kohtaa ei voida 1iittdd yhteen,
mik& johtuu 3'-ulostydntyvien pdiden hybridiscimattomuu-
desta ja ne voidaan 1iittdd ainostaan yhdistdmdlld DNA-osa-
nen, jossa on 3'-pddt, Jotka ovat tdydentdvid EcoRI- ja Bgl-
II-paille. Proinsuliini-geeni, osanen 3, Jjoka sisdltda
EcoRI- ja BamHI-pd&t, on tdllainen molekyyli. Siten n&mi
kolme osasta, 5 /ug 4, 1 /ug 3 jal /ug 5 yhdistettiin jJja
kdsiteltiin T4 DNA-ligaasilla 4°C:ssa 24 tunnin ajan ligaasi-
puskurissa. Renkaan uudelleenmuodstamisen jdlkeen plasmidin
sulkemiseksi tryptofaani-promoottori/operaattori sdidtelee
vhdistelmd (kimeerisen) proteiinin, Jjosta proinsuliini muodos-
taa sen osan, ekspressointia. Samalla annetaan myds tetra-
sykliini-resistenssi (TcT) .

DNA-seos liitdnndstd transformoitiin E. coli K-12 kan-

taan 294 Goeddel'in et al., Nature, 281, 541 (1979) mene-

telmdlld. Valittiin pesédkkeet, jotka kasvaisivat seki
ampisilliinilla ettd8 tetrasykliinilld. Kolmesta testatusta
pesdkkeestd havaittiin kahden SDS-polyakryyliamidi-geeli-
elektroforeesilla (J.F. Maizel, Jr., Meth. Virol., 5, 180,

(1971)) ekspressoivan odotetun molekyylipainon omaavan pro-
teiinin trp LE'-proinsuliini-yhdistelmdstd. Yksi plasmidi,
PHI7 luonnehdittiin tdydelliseksi lisdtyn geenin DNA sek-
venssiksi vektorin pBR322 restriktioanalyysilla. '
5. Proinsuliinin eristdminen

Plasmidi pHI7 transformoitiin E. coli K-12 kantaan
RV308 (ATCC No. 31608) ja viljeltiin 500 ml:ssa LB-vdliainet-

ta (J.H. Miller, Experiments In Molecular Genetics, 433,

Cold Spring Harbor 1972), joka sisaltda 10 /ug/ml ampisillii-
nia solutiheyteen 5 OD (optinen tiheys). Tdmd laimennettiin
10 1:n k&ymisastiaan (New Brunswick) ja viljeltiin M9-vali-

aineissa (Miller, supra, s. 431) solutiheyteen 14 OD. Solut

koottiin linkoamalla ja pakastettiin.
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Solut (164 g) sulatettiin 5 tilavuusosaan sakkaroosi-

hajotuspuskuria (10 % sakkaroosia, 0,1 M tris HCl, pH 7,9,
50 mM EDTA, 0,2 M NaCl), joka sisdlsi 0,1 mM fenyylimetyyli-

sulfonyylifluoridia ja 1,0 mM dimerkaptopropanolia, hajoi-

tettiin &dnikdsittelylld. Hajotuspelletti koottiin lin-

koamalla ja suspendoitiin sekoittaen yli ydn 4°C:ssa 4 tila-

vuusosan kanssa 7,0 M guanidiini-HCl, 1 mM dimerkaptoetanolia,

1 mM EDRTA. Linkoamisen Jjdlkeen sakan pd&dlld oleva neste

laimennettiin 20-kertaiseksi kylmdlld vedelld ja annettiin

seista

2 tuntia 4°C:ssa. Sakka (9,6 g kuivana) koottiin lin-

koamalla ja saatettiin reagoimaan yli y6n huoneen lampdtilas-

sa 220

ml:ssa 88-%:sta muurahaishappoa 5 g:n kanssa CNBr pro-

insuliinin lohkaisemsiseksi trp LE'-yhdistelmdstd. Pydro-

haihdutuksen jdlkeen j&&nnds suspendoitiin 200 ml:aan 7,5 M

ureaa,

1 mM EDTA, 20 mM ammoniumkarbonaattia, ja pH ase-

tettiin 9,0:aan etanoliamiinilla (5,5 ml). 10 g natriumsul-

fiittia ja 5 g natriumtetrationaattia lisdttiin %ysteiinien

ja systiinien muuttamiseksi S-sulfonaatti-ryhmiksi ja reak-

tiota sekoitettiin huoneen l&mpdtilassa 6 tuntia,

Reaktioseoksesta poistettiin suolat pylvddssd, jossa

oli G-25 Medium'ia 7,5 M ureassa 10 mM Tris'iss& pH 8,5,

10 mM EDTA:ssa. Proteiini, Jjosta suolat oli poistettu, pan-

tiin DEAE-sephadex (A-25)-pylvéddseen ja eluoitiin 2-litran

suoraviivaisella gradientilla O:sta 0,5 M:een NaCl samassa

Tris-urea-puskurissa. Proinsuliinin kaltainen aine, joka

tunnistettiin RIA:1la tai HPILC:1la (ks. seuraavaa), vake-

vditiin Amicon YMS-membraanilla ja a,ﬁotettiin Tris-urea-

puskuriin G-50 Medium-pylvéddssd. G-50-jakeet, jotka tunnis-

tettiin HPLC:1la, yhdistettiin (104 ml) ja puskurit sydtet-

tiin G-

25 Fine-pylvéddseen, joka oli tasapainoitettu 30 mM

ammoniumkarbonaatilla, pH 8,8. Lyofiloitu proteiini painoi

216 mg.

Talteenotot kussakin vaiheessa on esitetty taulu-

kossa 2.

6.

Proinsuliinin analyysi

Saatu S-sulfonoitu proinsuliini analysoitiin amino-
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happo-analyysilld. T&mdn analyysin suoritti Eli Lilly and Co.
ja se on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3

Aminohapot  Aminchapot Aminohapot  Aminohapot
laskettu ennustettu laskettu ennustettu

Asp 4,40 4 Ile 1,34 2

Thr 2,90 3 Leu 12,21 12

Ser 4,50 5 Tyr 3,93 4

Glu 15,64 15 Phe 2,61 3

Pro 3,42 3 His 2,02 2

Gly - 11,08 11 Lys 1,96 2

Ala © 4,46 4 Arg 3,92 4

Cys 2,85 6 val 5,58 6
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Proinsuliinin l&sndolo vahvistettiin my&ds radioimmu-
noanalyysilld. Radioimmunoaktiivisuuden madrittamiseksi
kdytettiin Corning 125I—insuliini—sarjaa. Vasta—-aineen
havaittiin olevan n. 4-%:sesti poikki-reaktiivinen proinsu-
liinin kanssa ja n. 0,2-%:sesti poikki-reaktiivinen pelkis-
tetyn proinsuliinin kanssa. Tuntemattomia kuumennettiin 2
minuuttia 90°C:ssa 7,5 M ureassa, 2 lié—merkaptoetanolissa,
H 8 - 10 (etanoliamiini) ja tasaosia laimennettiin fosfaatti-
puskuroidussa suolaliuoksessa (0,1 gelatiini) ja analysoitiin
vdlittOmasti. N&dmd tulokset mddritettiin vertailuista
pelkistetyn proinsuliinin standardikdyrédlle, joka oli kehi-
tetty samalla tavalla joko naudan proinsuliinista tai ihmisen
proinsuliini-S-sulfonaatista.

Proinsuliini-S-sulfonaatti analysoitiin my&s HPLC:1lla.
Kuvassa 4 on esitetty profiilit S-sulfonoidulle naudan pro-
insuliinille, bakteerisesti johdetulle ihmisen proinsuliinil-
le ja ndiden kahden yhdistelmdlle. Tdssd analyysissd sydtet-
tiin naudan ja ihmisen proinsuliini-sulfonaatin ja ndiden
kahden seoksen ndytteitd 10 m RP~189-pylvddseen ja eluoitiin
kdyttden suoraviivaista gradienttia 21:std 33:een prosenttia
4 OAc (pH 7).

Proteiinien n&hdddn kulkevan hyvin l&dhelle yhtenevyyttd.

n-propanolia ja asetonitriilia (2:9) 50 mM NH

Suuri A278—huippu kromatogrammin lopussa johtuu nopeista muu-
toksista liuotinkoostumuksessa ja eluoimattomasta proteiinis-
ta.
B. Proinsuliinin kanssa analogisen yhdisteen valmistus
Seuraavassa selitetddn geenin synteesi, joka koodaa
proinsuliinin kanssa analogisen yhdisteen ekspressiota, joka
vhdiste sisdltdid ihmisen insuliinin A- ja B-ketjut yhdistet-
tyind silloitusketjulla, joka poikkeaa ihmisen proinsuliinin
C-ketjusta siind, ettid se sisdltdd ainoastaan 6 eikd 35 ami-
nohappoyksikkdd, kuten kuvassa 1 esitetty ihmisen proinsu-
liinin polypeptidi. Eriteltyind ndmd kuusi yksikkda ovat,
lukien jarjestyksessd B-ketjun viimeisestd yksikosta A-

ketjuun, Arg-Arg-Gly-Ser-Lys—-Arg. Tdssa sekvenssissd on
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samat pddte-sekvenssit Arg-Arg ja Lys—-Arg kuin ihmisen
proinsuliinissa, mikd sallii silloitusketjun leikkaamisen
proteolyyttisesti.

6 aminohapon ketju on hyvdksyttdvid pituus modifioi-
dulle (tai analogiselle) silloitus-"C"-ketjulle, joka sal-
l1ii taittumisen ja sen jdlkeen disulfidi-poikkisidosten
muodostumisen A- ja B-ketjujen vdlille, mik&d on. luonteen-
omaista hormoni-insuliinille. Alaan perehtyneilleron kui-
tenkin selvad, ettd silloitusketjut, jotka ovat lyhyempid tai
pitempid kuin 6, olisivat myds kdyttdkelpoisia salliessaan
taittumisen ja tarpeellisten disulfidi-sidosten muodostumi-
sen. 100 tai useampien aminohappoyksik&iden sekvenssejd voi-
daan kdyttdd silloitusketjussa. Kuitenkin kdyta8nndn vaikeus
saada geeni—oéasia, jotka koodaavat hyvin pitki&@ sekvensseja
tekevdt analogiset silloitusketjut, joissa on vdhemmdn kuin
35 aminohappoyksikkdd, houkuttelevammiksi kéyténnéh nakdkan-
nalta.

Silloitusketijun pddt, huolimatta siitd kuinka monta
vdlissd olevaa aminohappoyksikkdd on tai missd jarjestyksessd
ne ovat, tdytyy rakentaa sallimaan silloitusketjun leikkaa-
minen. Vaikka voidaan kdyttdd vaihtoehtoisia keinoja, pi-
detddn parempana kdyttdd sekvenssejd Arg-Arg Ja Arg-Lys,
kuten 1dydettiin proinsuliinissa itsessdén, proﬁgiyyttisené
lohkaisuna trypsiinii kdyttiden ja karboksipeptidaasi B
esiintyy puhtaana ndissd kohdissa.

1. Synteettisen geenin valmistus, Joka koodaa proinsu-
liinin kanssa analogisen yhdisteen 57 aminohappoa
a. Oligonukleotidi-synteesi

Kemialliset synteesimenetelmdt sekd myds DNA-geeni-
osasten, jotka koodaavat ihmisen insuliinin A- ja B-ketjuja,
synteesi on selostettu. K. Itakura et al., J. Biol. Chem.,
250, 4592 (1975), K. Itakura et al., J. Biol. Chem., 250,
4592 (1975, K. Itakura et al., J. Am. Chem. Soc., 97, 7327
(1975), Crea et al., Proc. Nat. Acad. §ci., USA, 75, 5765
(1978) ja Goeddel et al., Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 76,
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106 (1979). Viisi uutta oligonukleotidi-osasta syntetisoi-
tiin samanlaisin menetelmin kdyttden myds triesteri-menetel-
mdd, Jjoka on kuvattu edelld mainituissa viitteissid. Nama
sekvenssit on esitetty seuraavassa taulukossa 4 ja kuvassa 5.

Taulukko 4

Oligonukleotidit
Cl AAGACTCGTCGTG
C2 GATCCAAGCGTGGCATC
C3 GATCCACGACGAGTCTT
C4 CAACGATGCCACGCTTG
C5 TCGACTATTAGTT
b. Synteettisten ocligonukleotidien liittaminen

Kuva 5 esittad insuliinin aikaisemmin valmistettujen
A- ja B-ketjugeenien synteettiset oligonukleotidit ja tavan,
jolla uusia osasia Cl—C5 kdytettiin tdydellisen geenin pro-
insuliinin kanssa analogista yhdistettd varten entsymaatti-
sessa rakentelussa. Kaavio td&mdn geenin saamiseksi on esi-
tetty kuvassa 6.

Plasmidia pBH1l, Jjoka sisdltdd B-ketjugeenin vasemman
puolikkaan, kdytettiin t&ssd menetelmidssd ja sitd on selos-

tanut Goeddel et al., Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 76, 106

(1979) . Sse sisdltdd kodonit B-ketjun 1-13 aminohappoa varten
ja metioniini-yksikdn N-pddtteelld, jota kdytetddn myShemmin
proinsuliinin kanssa analogisen yhdisteen lohkaisemiseksi
bakteerisesti ekspressoidusta kimeerisestd proteiinista kayt-
tden syaanibromidia. (CNBr).

Geeni B-ketjun oikeata puolikasta varten saatiin
oligonukleotideistd By, B,, By, B,, C;, B, ja B, Bs' By Jja
C3 (jolloin Cl ja C3 korvaavat BS— Ja Blo—sekvenssit aikai-
semmin valmistetussa geeni-osasessa) liittdmdlld kdyttden
T4 ligaasia tavanomaisissa menetelmissd. T&ama geeni-osanen
koodaa B-ketijun 14-30 aminohappoyvksikkda ja silloitus- (modi-
fioidun "C"-) ketju-pBCl:n ensimmdiset kaksi yksikkdd
Arg-Arg.

Puhdistamisen jdlkeen polyakryyliamidi-geeli-elektro-



10

15

20

25

30

35

23

foreesilla ja suurimman DNA-nauhan eluution jalkeen osanen
kytkettiin plasmidiin pBR322, joka oli pilkottu restriktio-
endonukleaaseilla HindIITI ja BamHI, kdyttden siten hyvéksi
HindIII- ja BamHI-kohtia geeni-osasella, ja kloonattiin E.
coli 294 (ATCC No. 31446) :ssa. Plasmidilla pBC, joka otettiin
talteen ampisilliini-resistentistd, tetrasykliini-herkdsta
kloonista, o0li haluttu nukleotidisekvenssi A.M.. Maxam'in

et al., Proc. Nat. Acad. Sci., USA, 74, 560 (1977) menetel-

mdn mukaisesti.
A-geeni rakennettiin samalla tavalla oligonukleoti-
deista C2, A2, A3, A4, AS’ A6’ C4, A8, A9, AlO’ All Ja C5

{jolloin C2, C4 ja C5 korvaavat Al—, A= ja Alz—sekvenssit
aikaisemmin valmistetussa geeni-osasessa) kdyttden T4 ligaa-
sia tavanomaisissa menetelmissd. Tdamd osanen koodaa A:n 21
aminohappoa ja silloitus-C-ketjun 4 yksikkdid, Gly-Ser-Lys-
Arg. Puhdistamisen jdlkeen, myds polyakryyliamidi-elektro-
foreesilla, osanen kytkettiin plasmidiin pBR322, joka oli pil-
kottu restriktioendonukleaaseilla EcoRI ja SalIl kdyttden

EcoRI- ja Sall-kohtia osasella ja kloonattiin E. coli 294:ss4.

Ampisilliini-resistentti, tetrasykliini-herkkd klooni antoi
plasmidin pCAl8, jossa oli haluttu nukleotidi-sekvenssi,
A. W. Maxim'in et al., supra, menetelmdlld.
2. Proinsuliinin kanssa analogisen geenin ja vastaavén
ekspressointi-plasmidin rakentaminen

Haluttu ekspressointi-plasmidi valmistettiin plasmi-
deista pBH1l, pBCl ja pCAl8, kuten kuvassa 6 on esitetty.
Plasmidi pBHl pilkottiin HindIII:1la ja liitettiin osaseen
BC, joka oli leikattu plasmidista pRBCl kdsittelemdlla
HindIII:1lla ja BamHI:1lla. Syntynyt plasmidi pBCl35 pilkot-

tiin EcoRI:1la ja liitettiin plac5:n EcoRI-osaseen, joka

sisdltda lac-kontrollialueen ja pddosan Aa—galaktosidaasi—
rakennegeenistd (merkitty z:1la). K. Itakura et al., Science,
198, 1056 (1977). T&md liitdntd antoi plasmidin pIB254, joka
pilkottiin BamHI:11d, Sal:11d ja alkalisella fosfataasilla.

Taman pilkonnan tuote liitettiin osaseen CA, joka oli lei-
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kattu plasmidista pCAl8 kdsittelemdlld BamHI:1lla ja
Sall:118, kuten kuvassa € on esitetty, Ja transformoitiin
E. coli 294:88n ja kloonattiin. Plasmidi pBCAS5 otettiin

talteen ampisilliini-resistenteistd, tetrasykliini-herkista

klooneista E. coli 294:ssa, joka oli viljelty X-geeli-
levyilld, jotka sisdlsividt ampisilliinid ja sisdlsivat DNA-
koodaus-sekvenssin proinsuliinin kanssa analogista yhdis-
tettd varten, kuten on osoitettu A.M. Maxam'in et al., supra,
menetelmdllad.
3. Proinsuliinin kanssa analogisen yhdisteen ekspressointi
Tdysin luonnehdittu plasmidi pBCA5 kytkettiin E. coli
RV308:aan ja viljeltiin 4 l:n pulloissa, jotka sis&dlsivit
1,5 1 LB, joka sisdlsi 20 mg/l ampisilliinia. Talteenotetut
solut (322 g markind) hajotettiin ddnikdsittelylld 2 l:aan
10-%:sta sakkaroccsia, 50 mM EDTA, 0,1 M tris/HCl, pH 7,9,
0,1 M fenyylimetyylisulfonyylifluoridia, 0,2 M NaCl ja 1 mM
1,3-ditio-2-propanclia. Linkoamisen jdlkeen (30 min., 5000
r/min) pelletti suspendoitiin sekoittaen 400 ml:aan 7M gua-
nidiini-hydrokloridia, 0,1 mM 1,3-ditio-2-propanolia, 1lmM
EDTA. T&dtd suspensiota lingottiin (30 min., 12.000 r/min.)
ja padlla oleva neste laimennettiin 6-kertaiseksi kylmd&an ve-
teen. Saostunut proteiini (12,4 g kuivapaino) koottiin lin-
kocamalla (20 min., 5000 r/min.) ja kdsiteltiin yli yon
huoneen lampotilassa 2,8 g:lla (26,4 mmoolia) CNBxr 200 ml:ssa
88-%:sta muurahaishappoa proinsuliinin kanssa analogisen
yvhdisteen (tdmdn jdlkeen "analogi-'C'"-proinsuliini) lohkai-
semiseksi Aﬁ—galaktosidaasi—téhteisté N-metioniini-yksikolla.
Kuiviin haihduttamisen jdlkeen pyéréhaihduttimella'alle
30°C:ssa lisdttiin vetta ja tilavuus pienennettiin uudelleen.
Jdadnnds uutettiin 300 ml:aan 6 M guanidiini-hydrokloridia ja
pH asetettiin 9,0:aan etanoliamiinilla. T&han lisdttiin
15,0 g natriumsulfiittia ja 7,5 g natrijmtetrationaattia
systeiinien ja systiinien muuttamiseksi systeiini-S-sulfo-
naatti—ryhmiksiwaa seoksen annettiin reagoida huoneen ldmpo-

tilassa 6 tuntia. Reaktioseos dialysoitiin tdydellisesti
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(Spectropor 3) 1 mM EDTA:a vastaan 4°c:ssa ja saostuneet
proteiini-S-sulfonaatit kerdttiin linkoamalla (20 min.,
5000 r/min.). Pelletti suspendoitiin 50 ml:aan 7,5 mM
Tris/HCl, pH 7,5, suodatettiin Jja pantiin DE-52-pylvddseen
(2,5 x 87 cm) samassa puskurissa 4°C:ssa. Pylvds eluoitiin
lineaarisella gradientilla O:sta 0,5:een M NaCl samassa pus-
kurissa. Mini-C-proinsuliini-S-sulfonaatin l&sn&olo havait-
tiin insuliini~-RIA-anlyyseilld, joita seuraavassa selos-
tetaan OD-huipun pid&ssi eluoimiseksi. Yhdistetyt jatkeet
pantiin G-50F Sephadex-pylvddseen (2,5 x 100 cm) ja eluoi-
tiin 7 M urealla, 50 mM tris/HCl:11la, pH 7,5, 1 mM EDTA:1lla.
Jakeet,Ajotka sisdlsivdt insuliini-RIA-aktiivista ainetta
yhdistettiin ja dialysoitiin 20 mM ammoniumkarbonaattia
vastaan, pH 8,8, ja lyofiloitiin. Valkoinen jauhe suspendoi-
tiin uwudelleen 7 ml:aan 20 mM ammoniumkarbonaattia, pH 8,8
ja varasboitiin -40°C:ssa. Osaa vhdistetystd tuotteesta
puhdistettiin edelleen valmistavalla HPLC:1lla Jja insuliini-
RIA-aktiivinen huippu analysoitiin aminohapposisdllon suh-
teen, joka on esitetty taulukossa 3.

Analogi-"C"-proinsuliini-S-sulfonaatti puhdistettiin
HPLC:1lla valmistavasti kokoamalla analyyttisestd C-8-pyl-
vddstd. Hajoittava gradientti oli 21 -~ 39-%:nen 2-propanoli
50 mM NaOAc:ssa, pH 7,0 0,6%:11la/min. ja 2 ml/min. Prote-
iiniliuosta hajoitettiin 1,5 mooliin asti yhdess& kokeessa
kolmella perdkkdiselld ruiskutuksella 500 /
kautta.

Taulukko 5

ul:n silmukan

Puhdistetun analogi-"C"-proinsuliinin 24-tuntisen 6N
HCl-hydrolyysin (llOo) aminohappoanalyysi. Systeiini mdari-
tettiin kvantitatiivisesti systeiinihapon erilliselld mddri-
tykselld permuurahaishapolla hapetetulla ndytteelld ja
laskettiin systeiini/alaniini-suhteesta. Osat, jotka lisdan-
tyivdt korvaamaan hapon hajoamisen, olivat seriini (10 %)

ja treoniini (5 %). N.D. = el mddritetty.
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Ennustettu aa mooli-% x 57 aminohapot
Ala 1,19 1
Arg 4,06 4
Asp 3,17 3
Cys/2 4,87 6
Glu 6,95 7
Gly 5,37 5
His 2,03 2
Ile 1,39 2
Leu 5,98 6
Lys 2,02 2
Met - 0 0
Phe 3,03 3
Pro 1,96 1
Ser 4,21 4
Thr 3,09 3
Trp N.D. 0
Tyr 3,99 4
Val 3,74 4

4. Analogi-"C"-proinsuliinin taittaminen

Analogi-"C"-proinsuliinin taittaminen silloitetun muo-
don saamiseksi suoritettiin saattamalla 4 mg proteiinia,
joka sisdlsi n. 30 % analogi—“C"-proinsuliinisulfonaattia,
reagoimaan. Proteiini liuvotettiin puskuriin, josta kaasut
0li poistettu ja jossa o0li 40 mM glysiinid, pH 10,6, 3 M
ureaa, 0,3 M NaCl, 0°:ssa. T&héin liséttiinﬂf—merkaptoetano—

lia vdkevyyteen 0,4 mM ja reaktio suljettiin Nz—atmosfaariin.

- Reaktion kulkua seurattiin mittaamalla lisdys RIA-aktiivi-

suudessa ja se oli tdydellinen n. 4 tunnissa. Reaktio py-
sdytettiin lisdamdlld etikkahappoa.

Reﬁdtioseos puhdistettiin HPLC:1lla valmistavalla
kokoamiselia C-18 Ultrosphere-pylvddstda. Hajotusgradientti
oli 21 - 28-%:nen asetonitriili 0,2 m ammoniumsulfaatissa,
50 mM NaOAC:ssa, pH 4,0 0,2 %:1la/min ja nopeudella 1,0 ml/

min.
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5. Analyysi analogi-"C"-proinsuliinia varten
Analogi-"C"-proinsuliinilla ei ole silloittumis-
reaktiivisuutta insuliini-radioimmunoanalyysissid S-sulfo-
naattina. Kuitenkin analogi~"C"-proinsuliinin muodostumi-
nen ekspressointituotteena vahvistettiin tioli-muodon
silloittumisreaktiivisuudella. Tuntemattomien ndytteitid
kdsiteltiin 2 minuuttia 90%°C:ssa 1 mMﬂﬁ—merkaptoetanolilla,
laimennettiin RIA-puskuriin (0,1 M natriumfosfaattia, pH 7,4,
0,15 M NaCl, 0,1 % NaNB, 0,1 % gelatiinia) ja analysoitiin
valittémdsti. Jdljentymiskyky riippuu tarkasta ajoituk-
sesta, koska laimennetun, pelkistetyn testiliuoksen piden-
netty inkubointi johtaa molekyylin vaihtelevaan hapettavaan
taittumiseen muodoiksi, joilla on suurempi RIA~aktiivisuus.
Tioli~muoto antoi 0,9 %:n aktiivisuuden verrattuna
insuliinin 100 %:iin. Vertailun vuoksi oli naudan proinsu-
1iinin RIA-aktiivisuus 7,3 % insuliinin aktiivisuudesta ja
naudan proinsuliinin tioli-muodon aktiivisuus oli 1,9 3.
Sian proinsuliinin B-ketjun kolmannen muodon aktiivisuus oli
0,1 %. Inkuboinnin jdlkeen pienen ylimd&dré&n kanssa,{b—merkap—

toetanolia taittuneen, silloittuneen tuotteen saamiseksi,

on reaktioseosten RIA-aktiivisuus 20 - 40 % insuliinin ak-
tiivisuudesta.

C. Ihmisen insuliinin valmistus

1. A- ja B-ketjujen taittaminen Jja sitominen

Ihmisen proinsuliini tai sen kanssa analogiset yhdis-
teet, jotka on valmistettu tamin keksinn®d®n mukaisesti, esimer-
kiksi seuraten edelld esitettyjen osien A tai B menetelmdd,
vastaavina S-sulfonaatteinaan, saatetaan taittumaan muodos-

taen sopivasti sisdiset disulfidi-sidokset (systeiini B:n

7
B:n ja systeiini

A:n vdlille)

Ja systeiini 7A:n vdlille, systeiini

A:n valille sekd systeiini

19
20 6A:n ja Eysteiini 11
sdddetyn sisdisen sulfohydroksyyli-vaihdon avulla, jota
katalysoidaan 45—merkaptoetanolilla.
Proinsuliini-S-sulfonaatin 0,1 mg/ml liuokseen

50 mM natriumglysinaatissa, Jjosta kaasut oli poistettu,
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pH 10,6, 4OC:ssa, lis&ttiin Aﬁ—merkaptoetanolia 0,3 mM
lopulliseen vakevyyteen. 4 tunnin kuluttua reaktio on pddasi-
allisesti tdydellinen mitattuna seoksen silloitusreaktio-
aktiivisuuden lisdykselld insuliini-RIA:ssa. Proinsuliinin
saalis on n. 80 %. Proinsuliini puhdistetaan sitten sivu-
tuotteista geeli-1l&pdisylld, ioninvaihdolla ja/tai k&dnteis-
faasi-suurpainenestekromatografialla antamaan tuote pddasial-
lisesti puhtaassa muodossa.
2. Silloitusketjun poistaminen

Ihmisen proinsuliini ‘tai sen kanssa analogiset yh-
disteet, jotka on valmistettu tdmdn keksinndn mukaisesti,
esimerkiksi seuraamalla edelld esitetyn osan C.l menettelyi,
muutetaan proteolyyttisesti insuliiniksi esimerkiksi

Kemmler'in et al., J. Biol. Chem., 246, 6786 (1971) mene-

telmdn mukaisesti. Saatu insuliini puhdistetaan sitten
pylvdskromatografialla tai sinkki-kiteytykselld antamaan pada-
asiallisesti puhtaassa muodossa tucte, joka on samanlainen
kuin luonnollinen ihmisen insuliini ja joka on vapautettu
bioclogisesti aktiivisista saasteista.

Samalla kun keksintdd edullisimmassa suoritusmuodos-
saan selostetaan E. coli:n suhteen voivat muut mikro-organis-
mit samalla tavalla toimia isé&dntdsoluina, esimerkiksi hiivat,
kuten Saccharomyces cerevisiae, basillit, kuten Bacillus
substilis ja edullisesti muut suolistobakteerit, joista
mainittakoot es}perkkeiné Salmonella typhimurium ja
Serratia marcesghs, kdyttden plasmideja, jotka voivat
jdljentdd ja ekspressoida heterologisia geenisekvensseji
ndissd organismeissa. Siten ei keksintdd tule rajoittaa
selostettuihin edullisiin suoritusmuotoihin, vaan ainoas-

taan oheisten patenttivaatimusten laillisella piirilla.
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Patenttivaatimukset

1. Kimeerinen polypeptidi, tunne t t u

siité,‘etté se kasittida

5 a) proinsuliinin polypeptidisekvenssin, joka sisdltii
ihmisen insuliinin A- ja B-ketjut yhdistettyind silloitus-
ketjulla, jossa on vdhintdin 2 aminohappoyksikk6d, jolloin
silloitusketjussa on kummassakin pddssd kohdat, jotka sal-
livat leikkaamisen A~ ja B-ketjujen vdlisti;

10 b) lisdproteiinin; ja

c) pilkontakohdan lisdproteiinin vieressid ja yhden t&min
proinsuliinin polypeptidisekvenssin p&én.

2. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen kimee-

risen polypeptidin valmistamiseksi, tunnettu
15 vaiheista, joissa:
1) kytketddn geeni, joka koodaa t&td proinsuliinia,

mikrobiseen kloonaussiirtdjddn, jossa geeni on koodikaavassa
DNA~-sekvenssin kanssa, joka koodaa lisdproteiinia ja
pilkontakohtaa;

20 2) 'trahéformoidaan kloonaussiirtdjd, joka sisdltdd kyt-
ketyn geenin, mikrobiiggégtéén kimeerisen polypeptidin

ekspressoimiseksi;

3) ekspressoidaan kimeerinen polypeptidi; ja
4) eristetddn ekspressoitu kimeerinen polypeptidi.
25 3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,

Ma ownfl,/;tunnet tu lisjvaiheesta, jossa kimeerinen polypeptidi

T pilkotaan proinsuliinin vapauttamiseksi.

S, r 4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,

tunnet tu lisdvaiheesta, jossa silloitusketju lei=-

kataan proinsuliinista.

30 5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnet tu siitd, ettd silloitusketjun leikkausta
edeltdd disulfidi-sidosten muodostaminen A- ja B-ketijujen

vdlille ja leikattu tuote on ihmisen insuliini.

6. Thmisen proinsuliini, kun se on valmistettu
35 patenttivaatimuksen 3 menetelmdlli.
7. Ihmisen insuliini, kun se on valmistettu

patenttivaatimuksen 5 menetelmdlls.
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8. Kloonaussiirtdjd, joka on sovitettu mikrobi-
isdnndn transformointia varten kdytettdavdksi siind patentti-
vaatimuksen 1 mukaisen kimeerisen polypeptidin ekspres-
sointiin.

9, Plasmidi pH17.

10,‘ Plasmidi pBCAbS.

11, Mikrobi-transformanttien, jotka sisdltdvat
patenttivaatimuksen § mukaisen kloonaussiirt&ajdn,
elinvoimainen viljely.,

12. Menetelmd jhmisen insuliinin valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd 1) viljellddn patenttivaati-
muksen 11 mukaista viljelyd, 2) erotetaan syntynyt solu-
massa, 3) eristetdidn jhmisen insuliinin prekursorit, jotka
sisdltdvdt patenttivaatimuksen 1 mukaisen kimeerisen polypep-
tidin, 4) lohkaistaan lisdproteiini siitd, 5) aikaansaadaan
taittuminen ja A¥ ja B-ketjujen sitominen ja 6) leikataan
silloitusketiju.

13. Mikrobisesta ekspressoinnista saatu tuote,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd proinsuliinin
polypeptidisekvenssin, joka sisdltdd ihmisen insuliinin A-
ja B-ketjun yhdistettynid silloitusketijulla, jossa on vihin-
ti4dn 2 aminohappoyksikk®d ja josta ihmisen insuliini on

johdettavissa tdmdn silloitusketjun poisleikkaamisen jdlkeen.
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mRNA Eco RI

— (A

{danteis-transkriptaasi + dNTP't
+ Bam HI liittdja
5 CCGGATCCGO(T), 3

(A) )

n

(T), GGCCTAGGCC 5

‘L Denaturoidaan RNA/DNA-hybridi

Pst T
; Klenow Pol I _ Pddte~transferaasi
+dGTP
Bom HI
L (A) CCGGATCCGG 3

(T), GGCCTAGGCC &

‘¥ SI-nukleaasi

$ Piite—transferaasi + dCTP

- (A), CCGGATCCGGLLCCC
.:ccce {T),GGCCTAGGCC

Lampokasittely
,l, Transformoidaan E. coli
‘l Valitaan Tc™
¢ Seulotaan

tEco RI

Thmisen insuliini

cDNA

K OV A 2



£ YAnM

\w\/
Tuo3sTPuA
TIUTOWIOISURIYT
TSeRbTT tL
3 = vv 115 219 199 2v9 29V ¥2) 111
' S 9 9vd V29 910 931 1990 vvv —
oyl wéd o ney  ses L0 sAf V
20153 9163 0r€3 6¢3 &1 81
\\ HH\DQIH iSq 7 m \ / N ’,
B} 0_>XIQ 11041
eas R T T .,
/ IHwog Iy o027
IHwog ‘1Y 027
1 /% TSeRHTIT b1
5 -
1557 I 2Sd ‘°33TSO 1yo027
2 ] -
Hmw%\%wx\ T e B : . ] ATQ_ QEomQ
IHwog T ody IL 20 Iy 037
I oy ‘' THwWog T ody 14027
9999209!0¥120091 141 01D D129 999 991 0Ll "9l D09 909 voL DLl 9YD OVV OVl 9Olvv 14D
2222990 31V3900vvYY 2vO 9937293 20V 9wy 391v 9921099 1oV ovv 219 0Ll O4v DL VVM
\ . \ vz B0 Bs0 sy SA7 ., B0 b0 oyr SAY 100 wd jew wgd B
\ / € g of ce z )
A ’
\ ' \ - S~ i
\ K \ L L \
/ ;~ K \\\\ ////: !
e 5005009 | 1] 1 ——— S RSB ESRA
--~-=—0333003 Vuyyy B s

_ d ...:__ ,v; _

1/8% IHwog T /54 I odyy I /5 IHwog T 0dy 14027
0] ITHd ¢grd



————

v

% Y AN A /J

gt

usuTwyTt

+ e'3nenN

usuTwy7T

Mmeumomeouxxoqmmzcﬂcﬂﬂazmcﬂoug UnNpIouUOITNS-S

822 v



S ¥y AN0XA

‘nl3ex-y 3ea0 /G-,¢ el inf3aysipyl 3eno 9¢-T¢ ‘nlia-g jeao og-1 3odeyoutury

ALLEMSALTIOTIIS-INITTAOSNIOEd NINAID NISIODOTYNVY NASILLAZLNAS

— 90 . 11V L __01v ., 6V A
109y J1lv 11lv S14L viov 91v 911 J13 vvd 319 91lY vYv9 vav 90V SYl Y3V vl
rm:: vviL Jvy 131 Wm\% Jdvy 9v9 113 Ud.\,uluﬁ: 113 121 291 wwq 131 J
9V 6V _ v 19
use SsA3 IA3 use N7b nNaT urb I1A3 nay( I35 SAD 37T 135S Iu
0s
S 1! 70 1 £o L @m — 3 84 1 r L8
ATy H40d 019 LLD vyl 9Y¥Ll 923 vI9 01l 99Y 120 vI09 vi9 v9l JLL ¥Y3D v¥Ool JlY Jvy 3vyv viD Y30 LI
091 191 9¥J v¥9 119 21v 089 190 9¢vy 231 ¥399 193 180 10V 9vy L33 1Jv Ovl Ji1 Jll 199 193 Y¥
v A0, 10 Hd £d
sA2 sAo urh n1b Tea 37T ATD D12 sA1 13s A16 Bie BHie 1yl sAT oxd 1y3z 1A} 3ud ayd A1b Die n7
on A 0¢
- 9d - 8H L — LH _ 9H Ve SH _
Y12 90% Yyl vvd OLlv Jvy v3J L1J vv¥d 9v3d 919 ¥iv Y33 YIY vvo ILJ J19 vil 9¥0 9vyY Jvl 9
109 291 119 110 Jvl J1il 109 9¥9 119 310 Jv¥d 101 199 19L 113 J¥J JYJ 1Y¥ J19 Jil Oly J311lvy,
cd 1d 7H CEH : CH TH
£16 sk 1ea nal 1Ay nay ete nib Tea nal sty 13s A6 sAo nar sty ulb use Tea ayd jsuw
. 0T T

0l



pBCI

MHing T

BomHl

BCA
C——/—™/)

!

f
Mg TL

Born Hl

T4 -ligaasi
Pransformolntl

lombda ploc 5

o -ml.:;' »
v -
. Som
- Sol1
lac p o ,
£coR1 5 g;};c_‘ l
o EcoR1

¥0

pBCI35 o
£co R1 -
14 Jligaasi -
Transtrm01ntl o/ 1

CA

:

!
Bom 11 Sall

ransformointi
E. coli:in
8y
1
@O
[@]
: ey
pBCADS



saksal. Offenlegungsschrift) aumeron

Merkitse hakemusjulkaisun (esim.

eteen H ja vastaavasti kuulutus- ja patenttijulkaisun numeron eteen K ja P.

Hak.n:o X/L//?«?

Viitejulkaisuja - Anfdrda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia: - Offentliga finska patentansdkningar:

Hakemus-, kuulutus- ja patenttijulkaisuja: - Ansdkningspublikationer,
utldggnings— och patentskrifter:

FL -4 - 792 48] -H-7918Y) -H- 803537

DK

GB

NO

SE

us

Kdaanna Vand



EP

WO

Muita julkaisuja: - Andra publikationer:

é7W$y%A/:JZ!szL(
7

Allekirjoitus



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - CLAIMS
	Page 36 - CLAIMS
	Page 37 - DRAWINGS
	Page 38 - DRAWINGS
	Page 39 - DRAWINGS
	Page 40 - DRAWINGS
	Page 41 - DRAWINGS
	Page 42 - DRAWINGS
	Page 43 - SEARCH_REPORT
	Page 44 - SEARCH_REPORT

