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HIV-sitoutuvien proteiinien ilmentyminen

Tdmd keksintd liittyy HIV-sitoutuvien proteiinien, jotka

on johdettu liukoisista CD-4 (sCD-4)-proteiineista, tuotan-
toon. Tarkemmin sanottuna se liittyy HIV-sitoutuvien prote-
iinien ilmentymiseen E. colissa, Streptomycesissd ja hiivas-
sa tarkoitettujen vektoreiden wvalmistukseen.

-Ihmisen T-solun glykoproteiini, CD-4 (joskus aikaisemmin
nimitetty "T4":ksi), on yksi useista ei-polymorfisista T-
lymfosyytin pintareseptoriproteiineista, joiden on havaittu
liittyvédn tehokkaan T-solun ja kohdesolun vdlisen vuorovai-
kutuksen syntymiseen.

Ihmisen CD-4 (T-4)-reseptorin cDNA-sekvenssi tunnetaan
(Maddon ym., Cell 42:93 (1985)). Taydellinen CD-4-preprote-
iinisekvenssi on 458:n'aminohapon pituinen k#sittden olete-
tun 23 aminohapon"pituisen erityksen johtosekvenssin, 372:n
aminohapon pituisen pinta(V;-V4)-, 23:n aminohapon pituisen
védlimembraani- ja 40 aminochapon pituisen sytoplasma-alueen.
Pinta—alueessa erottuu neljéd aluetta, jotka ovat osittain,
"20-30-%:sesti, homologisia immunoglobuliinin muuttuja-alu-
eelle (V) ja liittymdalueelle (J). Nelja viidestd pinta-
‘alueen introni-eksoni-raja-alueista ovat l&helld ndiden V-
J-alueiden 1liittymdkohtia.

Ihmisen immuunikatovirus (HIV), joka on hankitun immuunika-
to-oireyhtymén (AIDS) etiologinen aiheuttaja, kiinnittyy
huomattavan voimakkaasti CD-4-lymfosyytteihin. Viruksen
kiinnittymistd CD-4:48n vdlitt3& viruskuoren gpl20-glykopro-
teiini. CD-4-proteiini voidaan saostaa hajotetuista HIV-
infektoituneista soluista anti-env-vasta-aineella ja, toisin
pdin, gpl20 voidaan saostaa anti-CD-4 - monoklonaalisella
vasta-aineella, mik& osoittaa, ettd viruksen sitoutumista
CD-4:88n v&littad viruskuoren gpl20-glykoproteiini.

Hiljattain useat tutkijat ovat julkaisseet 1l6ytdj&nsd, jotka
liittyvdt CD-4:n ja AIDS-infektion v&liseen vuorovaikutuk-
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seen, jossa on kdytetty nis#dkkdiden solusysteemeissd ilmen-
tyvd8 CD4-johdannaista. '

Deen ym., Nature 331:82 (1988) tekevdt selkoa sCD-4:n eris-
tédmisestd ja ilmentymisestd useissa soluympdristdissd. sCD-
4 on liukoinen johdannainen CD—4:sta,vjosta puuttuvat CD-
4:n vidlimembraani- ja sytoplasma-alueet. Kayttd&mdlla dfhr-
vajaata Kiinan hamsterin munasolulinjaa (CHO) he ovat osoit-
taneet ilmentyvdn sCD-4:n sdilyttdvidn CD-4:n rakenteelliset
ja biologiset ominaisuudet solupinnalla, sitoutuvan HIV -

gp 110 -kuoriproteiiniin ja voivan est#i CD-4*-lymfosyyttien
sitoutumista.

Traunecker ym., Nature 331:84 (1988) selostavat sCD-4:n
kdyttdd estdmdsdn viruksen kiinnittymisen kohdesoluun. Esi-
tetty aineisto osoittaa HIV-infektion estymisen in vitro,
kun kdytetddn sCD-4:n rekombinanttimuotoa.

Fisher ym., Naturé 331:76 (1988) selostavat sCD-4:n puhdis-
tusta (CHO):sta ja sen kdyttdd sekd virusreplikaation etta
viruksella indusoitujen solujen yhdistymisen mahdollisena
estdjéna.

Hussey ym., Nature 331:78 (1988) selostavat baculoviruksen
ilmentymissysteemin kayttodd tuottamaan sCD-4:84, jonka
havaittiin estdvdn viruksella indusoitujen solujen yhdis-
tymistd (solusitkoksen muodostuminen) ja HIV-infektiota
sitoutumalla gpl20:t8 ilmentdviin soluihin. 0l1li my®ds osoi-
tettu, ettd sCD-4-proteiini ei niytd estdvd@n II-luokalle
spesifisid T-soluvuorovaikutussuhteita.

Smith ym., Science 238:1704 (1987) selostavat my&s CHO-
nis8késsolusysteemin kdyttdd sCD-4:n tuottamiseen. He selos-
tavat CHO-soluissa tapahtuvan sCD-4-proteiinin tuottamista,
Jjonka proteiinin voidaan osoittaa sitoutuvan HIV - gp 120-
kuoriproteiiniin ja neutraloivan HIV-1l:n infektiivisyytta

in vitro. Aineisto osoittaa, ett# sCD-4:84 voidaan k&yttas
AIDS-infektion terapeuttiseen hoitoon.
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Edelleen kuitenkin on olemassa bakteeri- ja alempien eukary-
oottisysteemien tarvetta s-CD-4-proteiinien ilmentdmiseen.

T&md keksintd perustuu siihen havaintoon, ettd CD-4-prote-
iinin HIV-sitoutuminen voi ilmentyd E. colissa ja siihen
havaintoon, ettd sellainen HIV-sitoutuva proteiini voi
erittyd kasvatusalustaan. Erityisesti t&mén vuoksi td&mad
keksintd on E. colin ilment&misvektori, joka kdsittdd sdite-
lyalueeseen toimivasti liitetyn HIV-sitoutuvan proteiinin.

Tdmd keksintd perustuu myds siihen havaintoon, ettd CD-4-
proteiinin HIV-sitoutuminen voi ilmenty& Streptomycesissi
Ja siihen havaintoon, ettd sellainen HIV-sitoutuva proteiini
vol erittyd kasvatusalustaan. Erityisesti tdmdn vuoksi t&mi
keksintd on Streptomycesin ilment#misvektori, joka k#sittaa
sddtelyalueeseen toimivasti liitetyn HIV-sitoutuvan proteii-

nin.

Tdmd keksintd perdstuu my®ds siihen havaintoon, ettad CD-4-
proteiinin HIV-sitoutuminen voi ilmentyd hiivassa ja siihen
havaintoon, ettd sellainen HIV-sitoutuva proteiini voi
erittyd kasvatusalustaan. Erityisesti t#mdn vuoksi t&mi
keksintd on hiivan ilment#émisvektori, joka k#sittasd sastely-

alueeseen toimivasti liitetyn HIV-sitoutuvan proteiinin.

Tédmd keksintd perustuu myds siihen havaintoon, ettd OMPA-
johtosekvenssisd voidaan k8yttdd heterologisen proteiinin
uloskuljetukseen E. colista. Erityisesti t&m&n vuoksi t&mi
keksintd on E. colin ilment#misvektori uloskuljetettujen
proteiinien ilment&miseksi E. colissa k&dsitt#den DNA:ta
koodaavan sekvenssin, joka on toimivasti liitetty sadtely-
alueeseen ja joka DNA:ta koodaava sekvenssi koodaa proteiini
X-Y:td, jossa X on OMPA-johtosekvenssi ja Y on heterologinen
proteiini,.

Taman keksinntn mukaisesti HIV-sitoutuvat proteiinit, jotka
on johdettu CD-4-reseptorista, ilmentyvdt hyddyllisess#
mddrin k8ytettdvdksi hoitavina tai suojaavina tekijdina
estdamddn HIV-alkuinfektiota ja esté&mdén HIV:n solusta soluun
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kulkeutumista, mit# seuraa is#nni#n infektoituminen; kdytet-
tdvdksi HIV-lymfosyyttisitoutumisen estdjien erottelijoihin;
tai muihin tarkoituksiin, kuten j#ljemp&nd kuvattuihin.
Kaikilla proteiineilla on HIV:iin sitoutumisominaisuus,

joka on perdisin CD-4:1td. Parhaita esimerkkejd sellaisista
proteiineista ovat sCD-4-proteiinit ja niiden johdannaiset.
sCD-4-proteiinit ovat CD-4:n johdannaisia, joilta puuttuu
CD-4:n vdlimembraani- ja sytoplasma-alueet. Esimerkkejd sCD-
4-proteiineista on kuvattu Naturen numeron 331:76-88 (1988)
erillisissd artikkeleissa, jotka Deen ym., Traunecker ym.,
Fisher ym. ja Hussey ym. ovat laatineet ja Smithin ym.
artikkelissa, Science 238:1704 (1987).

Tdssd esimerkkind esitetyn sCD-4-proteiinin, joka on nimi-
tetty SKBsCD-4:ksi, ovat esittdneet Deen ym., mainittu
edelld, sivulla 83. Se on esitetty seuraavassa aminohappo-
ja nukleotidisekvenssissi. Sekvenssissid erottuu 5'-trans-
loimaton alue ja johtosekvenssi, joka on johdettu Maddonin
ym., Cell 42:93 (1985) esittdmdsta CD-4-cDNA:sta. Valmiin
SKBsCD-4:n, sellaisena kuin se CHO-soluissa ilmentyy ja
niistd erittyy, ensimmdinen aminohappo on lysiini, jota
emdsparit 151-153 koodaavat. Vdlimembraanialue poistettiin
avaamalla cDNA Hpall:lla em&spari 1252:n kohdalta ja liit-
tdmdllad siihen liitt&dj&molekyyli, joka liitti paikalleen
emdsparit 1253-1257 ja joka liitti p3atekodonin, TAA, C-
pdén valiinin j&lkeen. Kuten Maddon ym. ovat esitténeet,
valmiin CD-4:n kolme ensimmdistd aminochappoa ovat glﬁtamiini
(tdssd esitetty aminochappona (-)2) - glysiini (t#dssd esitet-
ty aminohappona (-)1) - asparagiini (tdssd esitetty amino-
happona (+)1). Muuten seuraavassa esitetty sekvenssi on

sama kuin Maddonin ym. esittidmi.
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10 30 50
CAAGCCCAGAGCCCTGCCATTTCTGTGGGCTCAGGTCCCTACTGCTCAGCCCCTTCCTCC

70 90 110
CTCGGCAAGGCCACAATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGGTGCTGCAA
MetAsnArgGlyValProPheArgHisLeuLeuLeuValLeuGln

130 150 : 170
CTGGCGCTCCTCCCAGCAGCCACTCAGGGAAAGAAAGTGGTGCtGGGCAAAAAAGGGGAT
LeuAlaLeuleuProAlaAlaThrGlnGlyLysLysValValLeuGlyLysLysGlyAsp

-9 -1 +1

190 | 210 | 230
ACAGTGGAACTGACCTGTACAGCTTCCCAGAAGAAGAGCATACAATTCCACTGGAAAAAC
ThrValGluLeuThrCysThrAlaSerGlnLysLysSerIleGlnPheHisTrpLysAsn

250 270 290
TCCAACCAGATAAAGATTCTGGGAAATCAGGGCTCCTTCTTAACTAAAGGTCCATCCAAG
SerAsnGlnIleLysIleLeuGlyAsnGlnGlySerPheLeuThrLysGlyProSerLys

310 330 | 350
CTGAATGATCGCGCTGACTCAAGAAGAAGCCTTTGGGACCAAGGAAACTTCCCCCTGATC
LeuAsnAspArgAlaAspSerArgArgSerLeuTrpAspGlnGlyAsnPheProLeulle

370 390 410
ATCAAGAATCTTAAGATAGAAGACTCAGATACTTACATCTGTGAAGTGGAGGACCAGAAG
IleLysAsnLeulysIleGluAspSerAspThrTyrIleCysGluValGluAspGlnLys

430 450 470
GAGGAGGTGCAATTGCTAGTGTTCGGATTGACTGCCAACTCTGACACCCACCTGCTTCAG
GluGluValGlnLeuLeuValPheGlyLeuThrAlaAsnSerAspThrHisLeuLeuGln

104

490 . 510 530
GGGCAGAGCCTGACCCTGACCTTGGAGAGCCCCCCTGGTAGTAGCCCCTCAGTGCAATGT
GlyGlnSerLeuThrLeuThrLeuGluSerProProGlySerSerProSerValGlnCys

550 570 590
AGGAGTCCAAGGGGTAAAAACATACAGGGGGGGAAGACCCTCTCCGTGTCTCAGCTGGAG
ArgSerProArgGlyLysAsnlleGlnGlyGlyLysThrLeuServValSerGlnLeuGlu

610 630 : 650
CTCCAGGATAGTGGCACCTGGACATGCACTGTCTTGCAGAACCAGAAGAAGGTGGAGTTC
LeuGlnAspSerGlyThrTrpThrCysThrValLeuGlnAsnGlnLysLysValGluPhe
151

670 690 710
AAAATAGACATCGTGGTGCTAGCTTTCCAGAAGGCCTCCAGCATAGTCTATAAGAAAGAG
LysIlleAspIleValValLeuAlaPheGlnLysAlaSerSerIleValTyrLysLysGlu

183

730 750 770
GGGGAACAGGTGGAGTTCTCCTTCCCACTCGCCTTTACAGTTGAAAAGCTGACGGGCAGT
GlyGluGlnValGluPheSerPheProLeuAlaPheThrValGluLysLeuThrGlySer

790 810 830
GGCGAGCTGTGGTGGCAGGCGGAGAGGGCTTCCTCCTCCAAGTCTTGGATCACCTTTGAC
GlyGluLeuTrpTrpGlnAlaGluArgAlaSerSerSerLysSerTrpIleThrPheAsp



850 870 890
CTGAAGAACAAGGAAGTGTCTGTAAAACGGGTTACCCAGGACCCTAAGCTCCAGATGGGC
LeuLysAsnLysGluValSerValLysArgValThrGlnAspProLysLeuGlnMetGly

910 930 950
AAGAAGCTCCCGCTCCACCTCACCCTGCCCCAGGCCTTGCCTCAGTATGCTGGCTCTGGA
LysLysLeuProLeuHisLeuThrLeuProGlnAlaLeuProGlnTyrAlaGlySerGly

970 9390 - 1010
AACCTCACCCTGGCCCTTGAAGCGAAAACAGGAAAGTTGCATCAGGAAGTGAACCTGGTG
AsnLeuThrLeuAlaLeuGluAlaLysThrGlyLysLeuHisGlnGluValAsnLeuVal

1030 1050 1070
GTGATGAGAGCCACTCAGCTCCAGAAAAATTTGACCTGTGAGGTGTGGGGACCCACCTCC
ValMetArgAlaThrGlnLeuGlnLysAsnLeuThrCysGluValTrpGlyProThrSer

1090 1110 1130
CCTAAGCTGATGCTGAGCTTGAAACTGGAGAACAAGGAGGCAAAGGTCTCGAAGCGGGAG
ProLysLeuMetLeuSerLeuLysLeuGluAsnLysGluAlaLysValSerLysArgGlu

1150 1170 : 1190
AAGGCGGTGTGGGTGCTGAACCCTGAGGCGGGGATGTGGCAGTGTCTGCTGAGTGACTCG
LysAlaValTrpValLeuAsnProGluAlaGlyMetTrpGlnCysLeulLeuSerAspSer

1210 1230 1250
GGACAGGTCCTGCTGGAATCCAACATCAAGGTTCTGCCCACATGGTCCACCCCGGtgtaa
GlyGlnValLeuLeuGluSerAsnIleLysValLeuProThrTrpSerThrProvValEnd
351 369

1270
tggcgcctctaga
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Lyhennetyt sCD-4-sekvenssit ja niiden johdannaiset, jotka
olenhaisilta osiltaan sdilyttdvét sCD-4:n HIV-sitoutumis-
kykynsd, voivat myds ilmentyd t&mdn keksinnén mukaisesti.
Parhaita tdllaisten pdtkien joukossa ovat proteiinit tai
polypeptidit, jotka sis#dltévat V1- ja V2-alueiden HIV-sitou-
tumisalueen, joka kidsittdd osapuilleen aminohapot 1-182.
Yksi nimenomainen esimerkki edelld esitetystd sekvenssistéa
on proteiini, jota téss8 kutsutaan V1J4:ksi, joka kdsittad
aminohapot (-)2-104 (N-glutamiini-glysiini-lysiini- kautta
~alaniini-asparagiini-seriini-C), liitettynd aminohappoihin
351-369 (-glysiini-glutamiini-valiini- kautta -treoniini-
proliini-valiini-C). Toinen esimerkki on proteiini, jota
tdssd kutsutaan V1V2J4:ksi, joka kdsittdd aminochapot (-)2-
183 (N-glutamiini-glysiini-lysiini- kautta -lysiini-alanii-
ni-seriini-C) liitettynd aminohappoihin 351-369. Kolmas
esimerkki on proteiini, jota t&ss& kutsutaan YV1:ksi, joka
kdsittdd aminohapot (-)9-151 (N-alaniini-leusiini-leusiini-
kautta —leusiini-glutaﬁiinihappo-leusiini—c). Neljés esi-
merkki on proteiihi, jota tdssd kutsutaan SKBYsCD-4, joka
kdsittdd aminohapot (-)9-369. Jokaisella ndistd HIV-sitoutu-
vista proteiineista, jotka perustuvat esim. OKT4A-sitoutu-
miseen, on sCD-4-proteiinien HIV-sitoutumiskyky, erityisesti
SKB3CD-4:n, ja, nimenomaan, sisdltdviat sCD-4-proteiinien
V1l- ja V2-alueiden HIV-sitoutumisalueen, erityisesti SKBsCD-
4:n.

Tdss8 esimerkkeind esitettyjen proteiinien lis#ksi alaan
tavanomaisesti perehtynyt voi helposti valmistaa muiden
sCD-4-johdannaisten DNA:ta koodaavia sekvenssejé. Sellaiset
johdannaiset s8ilyttdvdt olennaisilta osiltaan sCD-4-prote-
iinien HIV-sitoutumiskykynsd, toisin sanoen, proteiinin
sitoutuminen HIV-env-proteiiniin, gpl20:een, ei merkitsevin
haitallisessa md&rin esty. Esimerkiksi voidaan valmistaa
johdannainen, joka k&sittdid vain Vl-alueen, esim. osapuil-
leen aminohapot 1-94 tai johdannainen, joka k&sittad vain
osan CD-4:n Vl-alueesta. Voidaan myds valmistaa tdssd eri-
tyisesti esimerkkeini esitettyjen proteiinien johdannaisia,
kuten johdannaisia, jotka eroavat vain yhden tai muutaman

aminohappopoiston, -lis#dyksen tai -korvauksen suhteen.



Vaihtoehtoisesti voidaan valmistaa hybridiproteiini, esim.
translaatioyhdistymd, sCD-4-proteiinin ja kantajaproteiinin,
toisen antigeenin tai toisen sCD-4-proteiinin v&liin poly-
sCD-4-molekyylin valmistamiseksi. Vield toisessa vaihtoeh-
dossa voidaan sCD-4-deleetiomutantti synteettisesti kon-

jugoida kantajaproteiiniin.

sCD-4-molekyylien kiinnittymistd HIV:iin voidaan havainnol-
listaa kilpailevalla kiinnittymismenetelmilli, jossa k3yte-
td8n sCD-4-molekyylid, jonka sitoutuminen on tunnettu tai
kdyttdmdlls vasta-aineita, jotka tunnistavat CD-4-resep-
torin, kuten OKT-4 ja OKT4A. Hy6dylliset keksinnén mukaiset
sCD-4-proteiinit saostetaan valikoidusti OKT4A:ta sisdlta-
vdstd alustasta niin kuin j8ljempdnd olevissa esimerkeissi
on esitetty. CD-4, fragmentit ja johdannaiset voidaan val-
mistaa kemiallisesti, ilmentymisen jdlkeen, tai geneettises-
ti, ennen ilmentymisté; muuttamalla johtosekvenssin ja/tai
solun ulkopuoliseh alueen koodaussekvenssid.

sCD-4:n DNA:ta koodaava sekvenssi tai siitd johdettu HIV-
sitoutuva proteiini voidaan valmistaa, esimerkiksi syntetoi-
malla geeni kdyttdmdlla tunnettua DNA-sekvenssid, sekvens-
siin perustuvilla tunnetuilla kloonaustekniikoilla ja eris-
tdmdllad uudestaan paikallistettu proteiini, toisin sanocen,
transfektoimalla cDNA-kloonit CD-4:8& ilmentdvistd solulin-
joista ja tunnistamalla proteiinia vastaan kohdistetuilla
vasta-aineilla (Katso Maddon ym., supra).

cDNA-kloonit, joilla on tietyn sCD-4-proteiinin koodaussek-
venssi, voidaan identifioida k&ytt&m&lld oligonukleotidi-
hybridisaatiokoettimia. Koettimet voidaan suunnitella prote-
iinin.tietyn sekvenssin pohjalta. Sen jdlkeen kun kiinnos-
tuksen kohteena olevan koodaussekvenssin sis#lt&mi klooni

on identifioitu, proteiinia koodaava sekvenssi voidaan avata
restriktioendonukleaaseja kiyttden ja siirtidi kloonaus-
ja/tai ilment&misvektoreihin. Ilmentdmisvektorissa sCD-4-
proteiinin koodaussekvenssi on toimivasti liitetty siitely-

toimintoihin, jotka ovat tarpeellisia tai toivottavia trans-
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kriptiolle, translaatiolle ja koodaussekvenssin muokkaami-

selle.

Kun esilld oleva keksintd toteutetaan E. colissa, DNA:ta
koodaava sekvenssi, joka koodaa HIV-sitoutuvaa proteiiniaan,
esim. sCD-4:88 tai sen johdannaisia, on toimivasti liitetty
DNA-vektorin sddtelyosaan, joka vektori on tarkoitettu E.
colin transformoimiseen. Saatavilla on lukuisia gram-nega-
tiivisten bakteerien ilmentdmisvektoreita, jotka sissdltavit
kyseiset s&dstelyosat. Saételyosa kdsittda promoottorin,
joka vaikuttaa RNA-polymeraasin sitoutumiseen ja transkrip-
tioon. S&&deltdvat, toisin sanoen indusoitavat tai repres-
soitavat promoottorit ovat suositeltavimpia. Saatavilla on
lukuisia hyddyllisid promoottoreita heterologisten polypep-
tidien ilment&miseen E. colissa. Ndihin sisdltyvit trp-
promoottori ja lambda-PL-promoottori. Katso esim. US-patent-
ti 4 578 355; Courtney ym., Nature 313:149 (1985). Mieluim-
min sditelyosa kasittdd johtosekvenssin HIV-sitoutuvan
proteiinin kuljetfamiseksi solukalvoon tai sen 1&pi, koska
tdm3n keksinnén yhteydessd on havaittu, ettd HIV-sitoutuva
proteiini voidaan erittdd ulos. Johtosekvenssi, jonka on
osoitettu kuljettavan proteiinia E. colin ulkokalwvolle, on
Bacillus licheniformiksen penisillinaasigeeni. Katso Sarvas
ym., J. Bacteriol. 155:657 (1983).

Erityisend esimerkkind tédssi esitetsidn ulkokalvon polysak-
karidi-A:n johtosekvenssi, jota t&ssd nimitetdsn OMPA-joch-
tosekvenssiksi tai signaalisekvenssiksi. Katso Movva ym.,

J. Molec. Biol. 143:317 (1980). OMPA-koodaussekvenssi k#sit-
tdd johtosekvenssin, joka on hyddyllinen HIV-sitoutuvan
proteiinin eritykseen kasvatusalustaan. Nyt on havaittu,
ettd OMPA-johtosekvenssid voidaan kdyttd3 useiden pienimole-
kyylisten proteiinien tai polypeptidien t#ydelliseen erityk-
seen kasvatusalustaan. Esimerkiksi OMPA-signaalisekvenssii
on kidytetty tuottamaan suuria m3&rii (esim. enemmin kuin

1 - n. 10 mg/1) aktiivista ihmisen kasvutekij&-alfaa (TGF-
alfa), kasvaimen nekroositekij&i (TNF) ja interleukiini-1-
beetaa (IL-1l-beeta), SKBsCD-4:n, V1J4:n ja V1V2J4:n lis#ksi.
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OMPA-signaalisekvenssi k#sitt#3 olennaisilta osiltaan seu-
raavat 21 aminohappoa: N—met—lyséiys—thr—ala-ile-ala—ile-
ala-val-ala-leu-ala-ala-gly-phe-ala-thr-val-ala-gln-ala-C.
Sellaisen johtosekvenssin DNA:ta koodaava sekvenssi voidaan
syntetoida, mieluiten niin, ettid yksi tai useampi restrik-
tiokohta liitet&&n C-p##n viimeisen aminohapon viereen
toivotun DNA:ta koodaavan sekvenssin liitt&miseksi ja niin,
ettd terminaattori liitetddn alaspdin toivotusta koodaussek-
venssistd. Asiaa valaiseva synteettinen koodaussekvenssi

on esitetty jaljempana'esimerkeissa.

HIV-sitoutuvan proteiinin minigeenin, toisin sanoen koodaus-
sekvenssin, joka on toimivasti liitetty sd&dtelyosaan, lisdk-
si transformaatioon kdytetty vektori mielell&&n sisdltad
ainakin yhden fenotyyppisen transfbrmaatiomarkkerin, toisin
sanoen geneettisen selektiomarkkerin, Kuten antibiocottire-
sistenssigeenin, kromogeenisen tekij&n tai geenin, joka
kdsittdd auksotrofisen mutaation. Vektori sisdltaid myods
autonomisen replikaation edellyttédmid alueita.

Kuvaavia malleja hyddyllisistd ilmentdamisvektoreista, jotka
on tarkoitettu sCD-4-proteiinien ilmentymiseen E. colissa,
on esitetty yksityiskohtaisesti esimerkeissd. Proteiinit
ilmentyivdt alustaan ja ilmeisesti kiertyivdt kunnolla.

Esill8 olevaa keksintdd@ toteutettaessa Streptomycesissd DNA-
koodaussekvenssi, joka koodaa HIV-sitoutuvaa proteiinia,
esim. sCD-4:44 tai sen johdannaisia, liitet#d#n toimivasti
Streptomycesin transformoimiseen tarkoitetun DNA-vektorin
sd8dtelyosaan. Sddtelyosa kdsittdd promoottorin, joka vaikut-
taa RNA-polymeraasisitoutumiseen ja transkriptioon. S#idel-
tdvdt, toisin sanoen indusoitavat tai repressoitavat pro-
moottorit ovat parhaita. Kaytettidvissid on lukuisia hy&dyl-
lisid promoottoreita heterologisten proteiinien ilment&mi-
seen Streptomycesissd. Esimerkit kdsittavat Streptomycesin
galaktoosioperonin galaktoosilla indusoitavan promoottorin
(Fornwald ym., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2130 (1987)),
S. lividansin B-galaktosidaasigeenin konstitutiivisen pro-
moottorin (Eckhardt ym. J. Bacteriol. 169:4249 (1987);
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Brawner ym., US-patentti 4 717 666) jé S. longisporuksen
trypsiinid inhiboivan geenin (EP-patenttihakemus 87 307
260.7), tai lampHsdstdisen promoottorin kuten M. echinospor-
sasta raportoitu (Baum ym., J. Bacteriol. 170:71 (1988)).
Transkription lopetuksen alueet Streptomycesissd on johdettu
useiden Streptomycesin geenien 3'-pdidstd, esimerkkind Strep-
tomycesin galaktoosioperonin loppupddssd oleva pddtesignaali
tai S. fradiaen neomysiinifosfotransferaasigeenin pddssa
havaittu alue (Thompson ja Gray, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80:5190 (1983)). Streptomycesin proteiinin uloskuljetukses-
ta vastaaviin sekvensseihin sisdltyvdt S. lividansin B-
galaktosidaasigeenistd, S. lividansin LEP-10-geenistd (EP-
patenttihakemus 87 307 260.7) ja S. longisporuksen tryp-
siinin inhibiittorigeenistd eristetyt sekvenssit.

sCD-geeni sisdltyy suurempaan DNA-molekyyliin, joka k#sitt&s
geneettisen selektiomarkkerisysteemin. Selektiomarkkerisys-
teemi voi olla mikad tahénsa lukuisista tunnetuista markkeri-
systeemeistsi, joidén markkerigeeni antaa selektoitavan uuden
fenotyypin transformoituun soluun. Esimerkit kasittaviat
Streptomycesin ld&keresistenssigeenit kuten tiostreptonire-
sistenssin ribosomaalinen metylaasi (Thompson ym., Gene
20:51 (1982)), neomysiinifosfotransferaasi (Thomnpson ym.,
supra) ja erytromysiiniresistenssin ribosomaalinen metylaasi
(Thompson ym. supra). DNA-molekyyli voi myOs sisdltdd Strep-
tomycesin autonomisen replikaation sekvenssin, kuten pIJ101-
johdannaiset (Keiser ym., Mol. Gen. Genet. 185:223 (1982))
tai SLPl-johtoinen vektori (Bibb ym., Mol. Gen. Genet.
184:230 (1981)). DNA-molekyyli voi myds sis&altdsd markkerin,
joka laajentaa geenid. Markkereihin, jotka lis#ivdt geenin
kopiolukua Streptomycesissd, sis#ltyvdt spektinomysiinire-
sistenssigeeni (Hornemann ym. J. Bacteriol. 169:2360 (1987))
Jja arginiiniauksotrofiageeni (Altenbuchner ym., Mol. Gen.
Genet. 195:134 (1984)).

Alustavia ilment&miskokeita varten, CD-4-koodausjakso, joka
on tarkemmin Kkuvattu esimerkeissi jéljempdnd, liitettiin
Bgal-signaalisekvenssiin paikkaan, joka oli 8 aminohapon
pa&ssd Bgal-signaalipeptidin katkaisukohdan alapuolella.
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Plasmidi pIJ702:1ta saatiin t&lle ilmentémisvektorille
Streptomycesin replikaatiotoiminnot (Katz ym., J. Gen.
Microbiol. 129:2703 (1983)), joka plasmidi on pIJl0l:n joh-
dannainen (Keiser ym., Mol. Gen. Genet. 184:230 (1981)).
Kdytetty isdntdkanta oli villin tyypin S. lividans 1326
(Bibb ym., Mol. Gen. Genet. 184:230 (1981)). Bgal-sCD-4-fuu-
sioproteiini havaittiin sek#d viljelmén supernatantissa etti
koskemattomissa soluissa. Toinen koesarja osoitti, ettd
LTI-promoottoria voitiin kdyttdd sCD-4-proteiinien tehok-
kaampaan ilment#miseen.

LTI-ilmentdmis/eritysvektorit ovat analogisia gal-systeemil-
le siind, ettd geenin ilment&mistd johtaa LTI-promoottori

Ja proteiinin uloskuljetusta helpottaa LTI-signaalipeptidi.
Useiden HIV-sitoutuvien proteiinien koodaussekvenssejd on
kloonattu LTI-vektoriin, sis&dltden ViV,J4:n ja ViJgs:n.
Kaikkien n#diden proteiinien koodaussekvenssit oli liitetty
8 aminohapon p&&hdn LTI-signaalisekvenssin katkaisukohdasta
alaspdin. Niin kuin gal-fuusiotkin, sCD-4-proteiinit voidaan
kuljettaa viljelm8supernatanttiin LTI-signaalipeptidin
kautta. Streptomycesin replikaatiotoiminnot saatiin taas
pIJl0l-johdannaisilta: plJ702:1ta ja plJ351:1td (Keiser

ym. supra).

SKBsCD-4:n, VIJ4:n ja V;V,J4:n ilmentyminen LTI-ilment&mis-
systeemistd tutkittiin aluksi S. lividans-1326:ssa. Seka
SKBsCD-4:88 ettd V;V,J4:84 esiintyi yhtd paljon viljelmé&-
supernatantissa ja Koskemattomissa soluissa. Vaikka ndmi
proteiinit kuljetetaankin ep&dtdydellisesti ulos solusta,
solun sisdpuoliset ja ulkopuoliset muodot ndyttdvit olevan
molekyylipainoltaan samanlaisia md&dritettynd niiden liik-
kuvuutena SDS-polyakryyliamidigeeleissd. Ep&selvdi on,
poistetaanko signaalipeptidi proteolyyttisesti sis#puolises-
ta muodosta. SKBsCD-4:n maksimipitoisuudet arvioitiin 30
mg:ksi/l viljelmédsupernatantissa ja my®s koskemattomissa
soluissa. V3VoJ4-pitoisuudet arvioitiin ainakin 30 mg:ksi/l
(viljelm8&supernatantissa ja koskemattomissa soluissa).
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Yksi sCD-4:n ilmentymiseen liittyv8 ongelma S. lividansissa
on sen herkkyys proteaasiaktiivisuuksille. Tam& ongelma
voidaan eliminoida tai ainakin merkittdvédsti vdhentdd il-
mentdmills sCD-4:88 toisissa Streptomyces-lajeissa. sCD-4-
proteiineja voidaan ilmentda esimerkiksi S. coelicolorissa,
S. longisporuksessa ja S. albuksessa. Molekyylin stabiili-
suuden odotetaan lisdantyvan, kun k&ytetdan nditd vaihtoeh-
toisia is&ntid. sT4-proteiinien ilmentyminen S. longisporuk-
sessa lienee edullista, koska td&md isdntd erittdd suhteel-
lisesti v&hemmén proteiineja viljelmdsupernatanttiin, josta
on hyttyd puhdistusprosessissa.

Kun tdtd keksinttsd toteutetaan hiivassa, DNA:ta koodaava
sekvenssi, joka koodaa HIV-sitoutuvaa proteiinia, esim.
sCD-4:88 tai sen johdannaisia, liitetd&@n toimivasti sé&tely-
osaan DNA-vektorissa joka on tarkoitettu hiivan transfor-
moimiseen. Mit& tahansa hiivais&ntdd, jolle on olemassa
transformointi-, kloonaus-~ ja ilmentdmissysteemit, wvoidaan
kadyttaa. Erityiseéti esimerkeiksi sopivat hiivat, jotka
kuuluvat sukuihin Hansenula, Pichia, Kluveromyces, Schizo-
saccharomyces, Candida ja Saccharomyces. Suositeltava hiiva-

isdntd on Saccharomyces cerevisiae.

Sddtelyosa kdsittdd promoottorin, joka vaikuttaa RNA-polyme-
raasi-sitoutumiseen ja transkriptioon. S&&deltdvdt, toisin
sanoen indusoitavat tai repressiosta uudelleen aktivoitavat
promoottorit ovat parhaita. Tarjolla on useita hyddyllisii
promoottoreita heterologisten polypeptidien ilmentidmiseksi
hiivassa. Ndihin sisdltyv4t kuparilla indusoitavan metal-
lotioneiinigeenin (CUPl) promoottori ja glykolyyttisten
geenien glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasin (TDH3)

Ja alkoholidehydrogenaasin (ADH) konstitutiivinen promoot-
tori. Transkription p&dtealueet hiivassa on johdettu mistéi
tahansa monien hiivageenien 3'-p#d&std, esim. iso-1l-sytokromi
C:n geenistd (CYCl).

sCD-4-geeni on liitetty suurempaan DNA-molekyylin, joka
kdsittdd geneettisen selektiomarkkerisysteemin. Selektio-
markkerisysteemi voi olla mikid tahansa useista tunnetuista
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markkerisysteemeistd, jossa markkerigeeni antaa selektoita-
vissa olevan uuden fenotyypin transformoidulle solulle.
Esimerkit sisiltavdt hiivan biosynteettisten entsyymien
geenit kuten fosforibosyyli-antranilaatti-isomeraasi (TRPl)
tai orotidiini-5'-fosfaattidekarboksylaasi (URA3) tai hete-
rologiset l&skeresistenssigeenit kuten G418-resistenssin
tai benomyyliresistenssin (BEN1). DNA-molekyyli voi myds
sisdltdd hiivan autonomisen replikaation sekvenssin kuten
hiivan 2-mikroni-rengas-ori-alueen tai kromosomaalisen
autonomisen replikaation alueen (ARS), kuten ARSl:n, ja
hiivan sentromeerin (CEN) kuten CEN3:n, jotta plasmidin
autonominen replikaatio olisi mahdollinen.

Suositeltavassa ilmentd@missysteemissd HIV-sitoutuvan prote-
1inin koodaussekvenssi on liitetty koodaussekvenssiin, joka
stabiloi ilmentymistd, koska on huomattu, ettd SKBsCD-4
vksin ilmentyy huonosti; t&llainen heikko ilmentyminen voi
johtua tehottomasta transkriptiosta ja translaatiosta tai
nopeasta proteiinin hajoamisesta. Joka tapauksessa on osoi-
tettu, ettd geenifuusion tuote, jossa ubikitiinin koodaus-
sekvenssi on liitetty SKBsCD-4:n koodaussekvenssin 5'-paa-
hdn, ilmentyy suhteellisen korkeilla tasoilla ja pilkkoutuu
jolloin tuloksena on ubikitiini& ja sCD-4-geenituote.

Ubikitiinin DNA:ta koodaava sekvenssi voidaan eristdd hiiva-
tai muusta eukaryoottisolusta, sisédltden nis#kdssolut,
tavanomaisilla geenin kloonaustekniikoilla. Vaihtoehtoisesti
se voidaan syntetoida tavanomaisilla tunnetuilla tekniikoil-
la. Ecker ym., J. Biol. Chem. 262:3524 (1987) ovat kuvanneet
tdmdn keksinndn kuvaamiseen kdytetyn ubikitiinigeenin nuk-
leotidisekvenssin. Sekvenssi on olennaisilta osiltaan seu-

raavanlainen:

AATTCATTATGCAGATCTTCGTCAAGACGTTAACCGGTAAAACCATAACTCTAGA
AGTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTCGAAAATTCAAGACAAGGAA
GGCATTCCACCTGATCAACAAAGATTGATCTTTGCCGGTAAGCAGCTCGAGGACG
GTAGAACGCTGTCTGATTACAACATTCAGAAGGAGTCGACCTTACATCTTGTCTT
AAGACTAAGAGGTGGTTGAGGTAC
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Kun signaalipeptidin DNA-sekvenssi liitetd@dn HIV-sitoutuvan
proteiinin sekvenssin 5'-p&&h#n, seurauksena on proteiinin
erittyminen kasvatusalustaan. T&h&n tarkoitukseen sopivia
signaalisekvenssejid ovat esimerkiksi hiivan yhdistymisteki-
jadn, alfa-tekij&n, signaalisekvenssit (Kurjan ja Herskowitz,
Cell 30:933 (1982).vLiséksi ilmentyminen voidaan saada
aikaan 1liitt#m&lld hiivan sCD-4-ilmentdamiskappale hiivan
kromosomiin, mit&d seuraa kertautuminen k&yttadm&lld markke-
reita kuten hiivan DHFR-geenii lisddntyneen kopioluwvun
selektoimiseksi.

Yleisesti ottaen keksinndn mukaiset sCD-4-proteiinit voidaan
puhdistaa kdytetystd kasvatusalustasta k&dyttden useita
proteiinin puhdistustekniikoita, esimerkiksi affiniteetti-
kromatografia; ioninvaihtokromatografia; kokoekskluusio-
kromatografia; hydrofobinen kromatografia tai k&&nteinen

faasikromatografia.

sCD-4, sen fragmentit ja johdannaiset voidaan puhdistaa
affiniteettikromatografialla kdyttamdlla yleisid ryhméspesi-
fisid adsorbentteja, esim. hiilihydraatti-sitoisia tai
vadriaffiniteetti-ligandeja; tai kayttamalla ligandeja; jotka
spesifisesti sitoutuvat sCD-4:8&n, esimerkiksi monoklonaa-

lisia vasta-aineita tai HIV gpl20-proteiinia tai sen osia.

Puhdistus kdsittasd, sen jdlkeen kun soluja on kasvatettu
selektiiviselld kasvualustalla noin 28:sta noin 45°C:een,
fermentointialustan kirkastamisen ja sitten HIV-sitoutuvan
proteiinin erotuksen muista alustassa olevista proteiineis-
ta. Parhaassa menetelmdssd sCD-4-proteiinit puhdistetaan
kasvualustasta kdyttdmédlld kromatografiavaiheitten sarjaa,
joka perustuu sCD-4-molekyylin fysikaalisiin ominaisuuksiin.

Vaihtoehtoinen menetelmd sCD-4-proteiinien puhdistukseen
kdsittdd sCD-4:88 vastaan kohdistettujen monoklonaalisten
vasta-aineiden k&ytén. Proteiini voidaan puhdistaa yhdelld
kertaa antamalla kirkastetun kasvualustan kulkea affini-
teettigeelin l&pi, johon geeliin proteiinia vastaan kohdis-
tettu monoklonaalinen vasta-aine on sidottu. Kiinnostuksen
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kohteena oleva proteiini sitoutuu pylvédseen vasta-aineen
sitoutumiskohtaan kun taas kontaminoivat proteiinit huuh-
toutuvat pylvdidn ldpi. Proteiini eluoidaan sen jdlkeen
pylvddstsd sellaisissa olosuhteissa, jotka estdvat kontami-

noitumisen.

sCD-4-proteiinien in vitro biologisten ja immunologisten
ominaisuuksien karakterisointi osoittaa, ettd proteiineilla
on merkityst# AIDS:in estossa ja hoidossa. Tutkimukset
osoittavat, ettd proteiinit toimivat solunulkopuolisen ja
solusta soluun levidmisen estdjdnd. Koska sCD-4:n ja sen
fragmenttien ja johdannaisten, jotka on kuvattu tdssd kek-
sinnéssd, on osoitettu estdvédn viruksen sitoutumista CD-
4%*-kohdesoluihin viljelmdss#d, uskotaan, ettd ndiden prote-
iinien antaminen infektoituneille henkil®ille estdisi viruk-
sen solun ulkopuolista levidmistd. Sen vuoksi sCD-4-prote-
iineilla on arvoa sekd estdvénd ettd hoitavana tekijand
AIDS:n tai AIDS:iin liittyvan kompleksin (ARC) hoidossa.

Suojaajana sCD-4-proteiineja annetaan henkiléille, joilla
on suuri riski sairastua tai henkildille, joilla on HIV
ndkyy viruksen vasta-aineita kdytettdessd. Proteiinin tehok-
kaan mddrsn antaminen sairauden alkuvaiheessa tai ennen

sen alkamista estda CD-4%-lymfosyyttien infektoitumista
HIV:1la. Hoitavana tekijdnd sCD-4:n antaminen henkiléille,
jotka ovat infektoituneet HIV:1la, estdd viruksen solun
ulkopuolista levi@mista.

HIV:1lla infektoituneiden solujen ja toisten CD-4%-lymfosyyt-
tien v&linen fuusio ndyttdd myds olevan viruksen levidmisen
vdyld. Lis#ksi fuusio voi osittain olla syynd CD-4%-lym-
fosyytti-toiminnan heikkenemiseen ja voi lopulta johtaa
CD-4*-1lymfosyyttien katoamiseen infektoituneissa henkil-
Oissd. Solufuusio on riippuvainen sekd viruksen kuorigeenin
tuotteista ettd CD-4-reseptorista ja voidaan estd&d OKT-
4A:11a tail samanlaisella monoklonaalisella vasta-aineella
(Mabs) (Sattentau ym., Science 234:1120 (1986)). Tdssa kuva-
tut sCD-4-proteiinit haéiritsevdt solufuusiota ja sen vuoksi
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vihentidvit viruksen solusta soluun levi#mistd ja CD-4*-

lymfosyytti-toiminnon vdhenemisti.

>CD-4-reseptori on monomorfinen ja tdten sCD-4-proteiinien

uskotaan olevan viruksen yleinen estdjid, joka tunnistaa
CDh-4-reseptorin pinta-alueen k#dsittden kaikki HIV:t.

sCD-4-proteiineja voidaan k3yttds yhdessd muiden tekijodiden
kanssa, esimerkiksi yhdessd muita HIV-proteiineja vastaan
valmistettujen tekijodiden kanssa, kuten kdsdnteisen trans-
kriptaasin, proteaasin tai tat:n. Tehokkaan hoitavan tekijé&an
HIV:a vastaan pitdisi estdid virusvidlitteistd sekd myéts
infektion solusta soluun siirtymistd. sCD-4-proteiineja
voidaan myd¢s kdyttdd yhdessi muiden antiviraalisten teki-
jbiden, esimerkiksi atsidotymidiinin (AZT) kanssa.

T&m&n keksinnén sCD-4-proteiineilla on myds kdyttoa CD-4%-
solutoiminnan estdjind sitoutumalla solun ulkopuolisiin
kohdemolekyyleihin, jotka normaalisti toimivat CD-4-resep-
torin pinta-alueen kanssa. Lukuisten tutkimusten mukaan
CD4-reseptorilla olisi t&rked osuus immunologisessa sieto-
kyvyssd, erityisesti autoimmuunisairauksien patogeenisuudes-
sd ja etenemisessd ja iséntédspesifisessd siirradnndisen
hylkimiséssé.

Suojaavana tai hojitavana tekij&nd sCD-4-proteiinit annetaan
parenteraalisesti, mielell&&n suonensisdisesti. Tekiji
voidaan antaa infuusiona tai injektiona, esim. p#8ivittdin,
viikottain tai kuukausittain. Tekij3n m&&rd ja antamisen
tiheys on valittu niin, ettd tehoava m##rd sCD-4-proteiinia
sd8ilyy verenkierrossa. Vaihtoehtoinen tapa antaa proteiinia
olisi kehon ulkopuolisesti antamalla sCD-4-proteiineja
dialyysin muodossa.

Tédmdn keksinndn sCD-4-proteiinia voidaan my®s kdyttii rea-
genssina tunnistamaan luonnollisia, synteettisid tai rekom-
binanttimolekyylej&, jotka toimivat hoitavina tai esté&vini
tekijoind CD-4%-solun vuorovaikutussuhteissa.
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Esimerkiksi sCD-4-proteiineja voidaan k&yttdd seulonta-
analyyseissd, kuten proteiinien vuorovaikutusanalyyseisséd,
joita md&ritetddn ELISA-menetelmilld, jotta saataisiin
aikaan biokemiallisesti puhdas, nestemdinen liukoinen rea-
genssi, jota voidaan kdyttdd yhdessd8 muiden reagenssien
kanssa analysoimaan CD-4-reseptorin pinta-alueen vuorovaiku-
tussuhteiden kilpailijoita. Esimerkiksi koska sCD-4-prote-
iinit sitoutuvat HIV-env-proteiiniin tai seoksiin, jotka
sisdltdvat HIV-env-proteiineja, proteiineja voidaan kdyttaa

seulomaan virus-sitoutumisen est&jia.

Koska in vitro ~-tulokset osoittavat, ettd sCD-4-proteiinit
sitoutuvat HIV-env-proteiineja ilmentéviin soluihin, naméa
proteiinit voivat my&s toimia HIV:1la infektoituneiden
solujen kohdemolekyyleind in vivo. Kohdespesifiseni kan-
tajaproteiinina sCD-4-proteiinit voivat toimia esimerkiksi
kantajana sytotoksisille tekijdille, jotka on tarkoitettu

vapautettavaksi infektoituneissa soluissa.

Lis8ksi, koska on osoitettu, ettd CD-4-reseptori sitoutuu
erityisesti luokan II MHC-antigeeneihin antigeenii tuot-
tavien solujen pinnalla, mit& on ehdotettu CD-4*-solujen
luokkajaon perusteella, sCD-4-proteiineja voidaan kayttaa
yhdessd II-luokan antigeenien kanssa testaamaan CD-4-lym-
fosyytti - kohdesolu -vuorovaikutussuhteita. Nididen esimerk-
kien lisdksi, jotka esimerkit perustuvat suoriin sitoutumis-
analyyseihin proteiinin ja sen kohdemolekyylien v&lills,
voidaan my®ts kehitt&d monimutkaisempia analyysimenetelmis,
Jotka perustuvat proteiinitunnistuksen biokemiallisiin
vasteisiin. Deleetiomutantteja voidaan kaytt#d diagnostisis-
sa analyyseissd CD-4-proteiinien tai niiden kanssa reagoi-
vien molekyylien tunnistamiseen. Esimerkiksi CD-4:n ja CD-~
4+-solujen sekd CD-4:n vasta-aineiden madrittimiselld olisi
diagnostista arvoa AIDS:n hoidossa.

Lisdksi sCD-4-proteiineja voidaan k&ayttdi uusien diagnostis-
ten reagenssien, esimerkiksi Mabs:n tai muuntyyppisten
molekyylien valmistamiseen kdytettdvdksi immunologisissa
standardianalyyseissd, toisin sanoen ELISA:ssd, -immunoana-
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lyyseissd ja radioimmuunianalyyseissd. Koska sCD-4 osoittaa
OKT-4-, OKT-4A- ja, jollei kaikkia niin l8hes kaikki muutkin
CD-4-reseptorin pintaepitoopit, proteiinit ovat erityisen
kdayttbkelpoisia CD~-4-pitoisuuksien absoluuttiseen mddrit-
tdmiseen systeemissd immunodiagnostisin menetelmin.

CD-4-reseptori esiintyy kolmessa erilaisessa kemiallisessa
ympdristdssi: hapettuneella hydrofiilisella solupinnalla:;
hydrofobisella kalvolla; ja pelkistyneessd hydrofiilisessi
solulimassa. N&dmd erilaiset ympdristdt melko varmasti estdi-
sivdt reseptorin erist@misen sen tdysin alkuperdisessid
muodossa. sCD-4-proteiinit, jotka koostuvat ainoastaan
valikoiduista solun ulkopuolisen alueen segmenteistd, erite-
td8n liukoisina proteiineina solusupernatanttiin ja niiden
konformaatio ndyttdd jdljittelevdn merkittidvidssd mdidrin
reseptorin pinta-alueen pintaa. N&in ollen sCD-4-proteiinit
sopivat yksityiskohtaiseen rakenneanalyysiin, erityisesti
réntgenkristallografiaan. sCD-4-proteiinien kolmiulotteisen
rakenteen mddritté&minen yksin tai yhdistelmd@muodossa muiden
vaikuttavien molekyylien kanssa voisi tarjota perustan SCD-
4:n valikoitujen antagonistien ja agonistien jérkevidlle

suunnittelulle.

Esimerkit

Tdssd seuraavat esimerkit ovat asiaa kuvaavia eivdtkd rajoi-
ta keksintdd. Geneettisissd manipulaatioissa kdytetyt ent-
syymit saatiin kaupallista l&dhteistd ja niitd kaytettiin
p&dpiirteissddn myyji&n ohjeiden mukaan. Ellei toisin ole
mainittu, kokeet suoritettiin péépiirteisséén Maniatiksen
ym., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, 1982,
mukaan.

Esimerkki 1: E. colin ilmentdmisvektorien valmistaminen

Kidyttdmdlld rekombinantti-DNA-manipulaatioita tdyspitkéan
SKBsCD-4:n koodaussekvenssi ja deleetiomutantit V1V2J4 tai
V1J4, joita seurasi oikeassa lukujaksossa TAA-pddtekodoni
(katso sekvenssid edelld), liitettiin alasp&in E. colin

ilmentdmisvektorin OMPA-signaalisekvenssistd plasmidien
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OMPAST4BBV1, OMPAV1V2 ja OMPAV1 luomiseksi. Vektorit valmis-

tettiin seuraavalla tavalla:

Plasmidi JRT4:n valmistaminen: Plasmidi JRT4:n valmistami-
seksi plasmidi DSPl (Pfarr, ym., DNA 4:461 (1985)) avattiin
XhoI:114, SV40-polyA:n alkualue poistettiin ja Xhol-kohdat
tdytettiin DNA-polymeraasin Klenow-fragmentilla. Naudan

kasvuhormonin (BGH) polyadenylaatioalue (Pfarr, ym., DNA
5:115 (1986)) avattiin PvuIl:lla ja KpnI:11ld ja KpnI-kohta
tasoitettiin kdsittelemdlld sitd T4-DNA-polymeraasilla.
Tdmd 230 emdsparin fragmentti liitettiin DSPl:een DSP1BGH:n

valmistamiseksi.

DSP1BGH avattiin Smal:118 ja Sall:1l& ja galK-kasetti (joka
kd@sittdd sv40:n alkuvaiheen promoottorin, galK:ta koodaavan
alueen ja BGH-polyA-alueen) liitettiin pUC19:d&8n (Yanisch-
Perron ym., Gene 33:103 (1985) SalI-kohtaan kayttam&lls
synteettistd liittédjamolekyylid, joka koostuu Sall-paisti,
BglII-kohdasta ja”SmaI-paésté. T&mdn kolmiosaisen liitoksen
tuloksena o0li plasmidi DSP1BZBGH.JT.

DSP1BZBGH.JT, joka avattiin StuI:114 ja BclI:1lid galK:ta
koodaavan alueen poistamiseksi, liitettiin 1,7 ke:n EcoRI-
(tdytetty)-BamHI-fragmenttiin, joka sisdlsi CD-4-cDNA:n
plasmidista pT4B (Maddon ym., Cell 42:93 (1985)), plasmidin
JRT4:n luomiseksi.

Plasmidi pUCsT4:n valmistaminen: Plasmidin pUCsT4:n valmis-
tamiseksi plasmidin pT4b:n CD-4-cDNA:n HaelI-HpalI-frag-
mentti (1125 emdsparia) liitettiin synteettisten liitt4j&mo-
lekyylien avulla vektoriin pUC18, joka oli avattu KpnI:1ll:
ja Xbal:118. CD-4-cDNA:n HaeIl-p&&d liitettiin pUC18:n KpnI-
kohtaan k&dytt&mdllad synteettistd liitt&jamolekyylis, jolla
oli Kpnl- ja HaelI-p#&. CD-4-cDNA:n HpaII-p#4 liitettiin
pUC18:n XbaI-kohtaan kdytt&m#lld synteettistd liittdjamole-
kyylisd, jossa oli HpalIlI- ja Xbal-p#d. Tamin liittdjamolekyy-
lin mukana liitettiin myés TAA-p&ditekodoni CD-4-koodausalu-
een nukleotidin 1257 jidlkeen. Tuloksena oli plasmidi pUCsT4.
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pST4sal:n valmistaminen: Plasmidin pST4sal valmistamiseksi
plasmidi JRT4 avattiin BglII:lla ja SacI:118 ja 959 emdspa-
rin fragmentti (joka koostui SvV40:n alkuvaiheen promoottorin
ja CD-4-cDNA:n 602 ensimmiisestd nukleotidista) eristettiin.
Plasmidi pUCsT4 avattiin SacI:118 ja XbaI:114 ja 660 emds-
parin fragmentti (joka k&sitti CD-4-cDNA:n nukleotidit 603-
1257, joita seurasi synteettisen liitt&j&molekyylin TAA-
kodoni) eristettiin. N#&m3 kaksi fragmenttia liitettiin
DSP1BZBGH.JT:hen, joka oli avattu BglII:lla ja XbaI:114
SV40:n alkuvaiheen promoottorin ja tédyspitk#n CD-4-koodaus-

alueen poistamiseksi. Tuloksena oli plasmidi pST4sal.

PST4DHFR:n valmistaminen: Plasmidin pST4DHFR:n valmistami-

seksi BglII-BamHI-fragmentti, joka sisdlsi B-globiinin DHFR-
ilmentymiskasetin, liitettiin pST4sal:n BamHl-kohtaan. B-
globiini-DHFR-ilment&miskasetti koostuu: hiiren B-globiini-
promoottorista (550 emdsparin HinclI-fragmentti plasmidista
pPK288 (Berg ym., Mol. Cell. Biol. 3:1246 (1983)), joka on
muokattu 5'-pddstddn synteettisellsd liittidjimolekyylilla
BgllI-kohdan valmistamiseksi; hiiren DHFR-koodausalueen

(735 emdsparin HindIII-(tdytettdvd)-fragmentin plasmidista
PSV2-DHFR:std (Subramani ym., Mol. Cell. Biol. 1:854
(1€81)); DSPl:std Nhel-(tdytettdvd)-SV40-polyA:n alkuvaiheen
alue (Pfarr ym., DNA 4:461 (1985)); ja hiiren p&&tealueen
(907 emdsparin HindIII (plasmidin mDH9:n tdytettdvd frag-
mentti (Frayne ym., Mol. Cell. Biol. 4:2921 (1984)), joka
on muokattu 3'-pd&dstéd&n synteettiselld liittijimolekyylilli
BamHI-kohdan luomiseksi.

psT4BBV1DHFR§n valmistaminen: Plasmidin psT4BV1DHFR:n luomi-
seksi plasmidi pST4DHFR avattiin EcoRI:11& ja XbaI:11& ja
pienempi fragmentti, joka sis&lsi sCD-4:#4% koodaavan jakson,
poistettiin. Plasmidi sT4sal avattiin Xbal:11l& ja BbvI:11l&
ja 1120 emd@sparin koodausfragmentti, joka sisalsi liukoisen

CD-4:n sekvenssin, josta puuttui johtoalue, eristettiin.
Tdmd fragmentti liitettiin EcoRI:114 ja Xbal:11lid avattuun
PST4DHFR:88n k&yttdmdllsd synteettistd liittdjamolekyylid,
jossa oli EcoRI-p&4, KpnI-kohta ja BbvI-p#d. Témd fragmentti
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sopii edells eristetyn sCD-4-fragmentin BbvI-p&#han. Tulok-
sena ollutta plasmidia kutsuttiin pST4BBV1DHFR:ksi.

OMPAST4:n valmistaminen: Plasmidin OMPAST4 valmistamiseksi
plasmidi OMPA.GS avattiin NcoI:11l4 ja SalI:1ld ja liittdja-
molekyylialueen sis#dltdva pienempi fragmentti poistettiin.

OMPA.GS on pASl:n johdannainen (Rosenberg ym., Meth. En-
zymol. 101:123 (1983); US-patentti 4 578 355), jolla on
sekvenssi, joka on liitetty cII-ribosomisitoutumissekvenssin
3'-pddn Ndel-kohtaan. Synteettinen sekvenssi kidsittdd OMPA-
johtosekvenssin, jota seuraa moniliittdj&molekyylisekvenssi.

Synteettinen sekvenssi on pddpiirteissddn seuraavanlainen:

5'-T ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT GCA GTG GCA CTG GCT
GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GGC TCT AGA GTC GAC CTA
GTT AAC TAG-3'

Plasmidi pUCsT4 avattiin NcoI:114 ja SalI:11d ja 1149:n
emdsparin fragmenfti, joka sisdlsi sCD-4-sekvenssin (CD-4-
nukleotidit 124-1257), eristettiin. T&mi fragmentti liitet-
tiin NcoI:1l1l8 ja Sall:118 avattuun OMPA.GS:38&n OMPAST4:n

valmistamiseksi.

OMPAST4BbvI:n valmistaminen: Plasmidin OMPAST4BbvI valmis-
tamiseksi plasmidi OMPAST4 avattiin NaeI:11& ja XbaI:1l14.
Pienempi fragmentti, joka syntyi t&m&n avauksen tuloksena

Ja joka sisdlsi sCD-4:84 koodaavan alueen, poistettiin.
Plasmidi ST4BBVIDHFR avattiin KpnI:11l3 ja tuloksena ollut
3'-riippuva pd38 tasoitettiin T4-DNA-polymeraasilla. P&&std4n
tasoitettu DNA katkaistiin sen j&lkeen XbaI:11ld ja 1124:n
emdsparin fragmentti, joka sisdlsi CD4-cDNA:n nukleotidit
145-1257, eristettiin. Eristetty fragmentti liitettiin
NaeI:1134 ja XbaI:114 katkaistuun OMPAST4-plasmidiin plas-
midin OMPAST4BbvI:n valmistamiseksi.

pucST4184:n valmistaminen: Plasmidin pucST4184 valmistami-
seksli CD-4-cDNA:n EcoRI-Nhel-fragmentti [682:n emisparin

fragmentti, joka koodaa aminohappoja (-25)-(+176)] liitet-
tiin synteettiseen liitt&jimolekyyliin sk727/725 (Nhel ja
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AvaI-p3&t) Nhel-kohtaan. sk727 koodaa CD-4:n aminchappoja
177-183. sk727/725:n Aval-pad liitettiin pucST4:n (joka
kdsittidd ihmisen cDNA:n emdsparit 1198-1257 ja joka koodaa
CD-4-reseptorin aminchappoja 351-369, joita seuraa TAA-
paddtekodoni) AvaI-Xbal-fragmenttiin. T&8m38 sekvenssi, jolla
on EcoRI- ja XbaI-pdd, liitettiin pUC19:4&n pUC19:n moni-
liittdjamolekyylin (sk727/725) EcoRI- ja XbaIl-p&dihin.
sk727/725 on p#dipiirteissidin seuraavanlainen:

5' ctagctttccagaaggcc 3'
3' gaaaggtcttccggagec 5°'

pucST4106:n valmistaminen: Plasmidin pucST4106 valmistami-
seksi CD-4-cDNA:n EcoRI-Ava II-fragmentti (joka k&sitti

emdsparit 1-413 ja joka koodaa aminohappoja (-)25-87) 1lii-
tettiin synteettiseen sk791-792-1iitt&jamolekyyliin (Ava
I1-Aval-pddt) Avall-kohtaan. sk791-792 koodaa CD-4-aminohap-
poja 88-104. sk791/792:n Aval-pdid liitettiin pucST4:n (joka
kdsittd8 ihmisen cDNA:n emdsparit 1198-1257 ja joka koodaa
CD-4-reseptorin aminohappoja 351-369, joita seuraa TAA-
pddtekodoni) Aval-Xbal-fragmenttiin. T&m& sekvenssi, jolla
on EcoRI- ja Xbal-pd&t, liitettiin pUCl19:48n pUCl9-moniliit-
tdjdmolekyylin EcoRI- ja XbaI-pdihin. sk791/792 on p&dpiir-

teissddn seuraavanlainen:

5' gaccagaaggaggaggtgcaattgctagtgttcggattgactgccaac
gtcttcctcectccacgttaacgatcacaagcctaactgacggttgage 5

ST4184.DHFR:n valmistaminen: Plasmidin sT4184.DHFR:n valmis-
tamiseksi pucST4184:n (joka koodaa aminohappoja -25 - 183,
Jotka on liitetty 351-369:44n) EcoRI-XbaI-fragmentti liitet-
tiin psT4.DHFR:n EcoRI-Xbal-pdihin SKBsCD-4:44 koodaavan
EcoRI-Xbal-fragmentin paikalle.

sT4106.DHFR:n valmistaminen: Plasmidin sT4106.DHFR:n valmis-
tamiseksi pucST4106:n (joka koodaa aminohappoja -25 - 104,
jotka on liitetty aminohappoihin 351-369) EcoRI-Xbal-frag-
mentti liitettiin psT4.DHFR:n EcoRI- ja Xbal-p&ihin SKBsCD-

4:88 koodaavan EcoRI-XbaI-fragmentin paikalle.
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OMPAV1:n valmistaminen: OMPAV1:n valmistamiseksi plasmidi
OMPAST4BbvI katkaistiin Af1II:1la ja XbaI:11l3 ja pienempi
fragmentti, joka sis#lsi CD-4-cDNA:n koodausalueen nukleo-
tidit 371-1257, poistettiin. Plasmidi pst4101.DHFR katkais-
tiin AflII:1la ja XbaI:11l4 ja 160 emdsparin fragmentti,

Jjoka sisdlsi nukleotidit 371-459 ja 1198-1257 CD-4-cDNA-
sekvenssistd, eristettiin. N&m#8 kaksi fragmenttia liitettiin
toisiinsa plasmidi OMPAV1:n valmistamiseksi.

OMPAV1V2Z2:n valmistaminen: OMPAV1V2:n valmistamiseksi plas-
midi OMPAST4Bbvl katkaistiin SacI:114 ja XbaI:114 ja pienem-
pi fragmentti, joka sis#dlsi nukleotidit 603-1257 CD-4-cDNA-
sekvenssistd, poistettiin. Plasmidi ST4184.DHFR katkaistiin
SacI:118 ja XbaI:11ld ja 164 emdsparin fragmentti, joka
sisdlsi nukleotidit 603-696 ja 1198-1257 CD-4-cDNA-sekvens-
sistd, eristettiin. N&mi kaksi fragmenttia liitettiin yhteen
plasmidin OMPAV1V2:n valmistamiseksi.

Esimerkki 2: sCD-4-proteiinien ilmentyminen E. colissa
OMPAV1- ja OMPAV1V2-rakenteet transformoitiin heikennet-
tyihin E. colin lambda-lysogeeneihin AR58 (cl1857) ja AR120
tavanomaisin menetelmin. L&mp®d- (Rosenberg ym., Meth. En-
zymol. 101:123 (1983)) tai nalidiksiinihappoinduktioita
(Mott ym. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:88 (1985)) kaytet-
tiin kuten j&ljempdnid on kuvattu.

Lamp&induktio: Solulinjan AR58 osalta 200 ml LB:t# (joka
sisdlsi 50 p/ml ampillisiinia) siirrostettiin 7 ml:1la 10
ml:n yli ybn (O.N.) inkuboitua AR58-solu - viljelm#id, joka
sisdlsi OMPAST4Bbvl-, OMPAV1- tai OMPAV1V2-plasmidin ja
joka on kasvatettu ravistelijassa 32°C:ssa. Siind vaiheessa,
kun viljelmd oli saavuttanut 0,8 absorbanssiyksikksda 650

nm:n (0.D.gg5p) optisessa tiheydess&, 200 ml 55 C-asteiseksi
lammitettyd LB:td lisdttiin viljelm#&n ja pullo siirrettiin
ravistelijaan 42°C:seen. 30, 60 ja 90 minuutin kuluttua
ldmpdtilan vaihdoksen jilkeen otettiin viljelm&std yhden
ml:n ndyte analysoitavaksi. 90 minuutin niytteen solut
ja8hdytettiin 15 minuuttia jédsvedessd ja sen jidlkeen sentri-
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fugoitiin 3500 kierrosta/minuutti 15 minuutin ajan 4°C:ssa
J-6-Beckman-sentrifugissa (Beckmah Instruments, Fullerton,
California). Solupelletit sdilytettiin pakastettuina
-20°C:ssa kdyttddn asti. Valmis alusta sdilytettiin pakas-
tettuna -20°C:ssa kdyttddn asti.

Nalidiksiinihappoinduktio: Solulinjan AR120 osalta 400 ml
LB:t4 (joka sisdlsi 50 ug/ml ampisilliinia) siirrostettiin
13 ml:1la 20 ml:n AR120-solujen O.N.-viljelm#s, joka sisdlsi
OMPAST4Bbvl-, OMPAV1- tai OMPAV1V2-plasmidin ja joka oli
kasvatettu ravistelijassa 37°C:ssa. Kun oli saavutettu 0,4
yksikk6d O0.D.ggn:ssd@ 400 pl nalidiksiinihappoa (50 mg/ml)
lisdttiin viljelm3&n. Viljelm&s pidettiin 37°C:ssa ravis-
telijassa ja siitd otettiin 1 ml:n ndytteet 1, 3 ja 5 tuntia
nalidiksiinihappolisdyksen jdlkeen. 5 tunnin n#dytteen solut
jdahdytettiin 15 minuuttia j&i#vedessd ja sen jdlkeen ne
sentrifugoitiin 3500 kierrosta/minuutti 4°C:ssa J-6-Beckman-
sentrigugissa. Solupelletit s#dilytettiin pakastettuina
-20°C:ssa kéyttbbﬁ asti. Kdytetty alusta sdilytettiin pakas-
tettuna -20°C:ssa k&yttddn asti.

Induktion j&dlkeen solut pelletoitiin yhden ml:n ndytteista
ja analysoitiin tdyspitk&n ja mutantti-sT4-proteiinien
(SKBsCD-4, V1J4 ja V1V2J4) ilmentymisen suhteen western
blot -menetelm&lld k&ytt&m&lls kanin polyklonaalista vasta-
ainetta bakteerien tuottamaa denaturoitua liukoista T4:353
vastaan. Sopivan kokoiset proteiinit mddritettiin seki
l8mpd- ettd nalidiksiinihappoindusoitujen n#dytteiden solu-
lysaateista. Havaitut tasot vaihtelivat 1-5 %:n v&lilla

kokonaisproteiinista.

Kdytetyn alustan k&dsittely: Pakastettu kiytetty alusta
sulatettiin huoneenldmmdssd ja siit#d otettiin 30 ml:n nayt-

teitd, jotka sentrifugoitiin 4°C:ssa yhden tunnin ajan

24 000 kierrosta/minuutissa Beckmanin SW28 roottorissa.
Sentrifugoinnin j&lkeen supernatantit yhdistettiin ja kon-
sentroitiin 10-20-kertaisiksi 4°C:ssa painekalvosuodatuksel-
la.
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Konsentroitu alusta analysoitiin tdyspitkien SKBsCD-4-,
V1J4- tai V1V2J4-proteiinien suhteen western blot -analyy-
si11¥8 (kuten edells), kilpailu-ELISA:lla ja immunosaostuk-
sella.

Jokaisessa ndytteessd havaittiin sopivan kokoinen proteiini
konsentroidussa kdytetyssd alustassa Western blot - analyy-
sisss pitoisuuksina, jotka olivat 1-5 % (0,1-0,5 ng/ml
konsentroimatonta kdytettyd alustaa) siitd mddridstd, joka
havaittiin solun sis#dpuolella. Kaikki 3 proteiinia sitoutui-
vat OKT4A:han kilpailu-ELISA-analyysissd. ViJ4- ja V1V2J4-
proteiinit analysoitiin lis@ksi immunosaostamalla CD-4:8a
(Ortho, Raritan, New Jersey) vastaan sarjalla monoklonaali-
sia vasta-aineita. OMPAV1:n ja V1J4:n ilment&md proteiini
immunosaostettiin OKT4A:1la ja OKT4D:11d, mutta ei OKT4:114,
OKT4B:1148, OKT4C:118, OKT4E:1138 tai OKT4F:114. OMPAV1V2:n
ja vV1v2J4:n ilment&md proteiini immunosaostettiin kaikilla
OKT4-monoklonaalisilla vasta-aineilla lukuun ottamatta
OKT4:44. Lisiksi t&mén proteiinin affiniteetti OKT4C:hen
oli alhaisempi kuin muihin monoklonaaleihin.

Solupelletin k8sittely: OMPAST4Bbvl/AR58:n lampdinduktion

90 minuutin ajankohdan solupelletit sulatettiin jdissd ja
suspendoitiin uudelleen puskuriin (100 mM Tris-HCl, pH 8,
0,5 mM EDTA ja 0,5 M sakkaroosi) 4°C:ssa pelletti/puskuri-
suhteessa 100 0.D.ggg/ml. Lysotsyymi (10 mg/ml 0,05 M Tris-
HCl:ssa, pH 8) lisittiin niin, ett# sen lopullinen pitoisuus
oli 0,2 mg/ml ja sen jdlkeen suspensiota inkuboitiin j&issi
15 minuuttia. Yhtd paljon jddkylm&d vettd lis&dttiin ja sen
j8dlkeen suspensiota inkuboitiin jdiss& 15 minuuttia. PMFS
(50 mM) lis&ttiin niin, ettd sen lopullinen pitoisuus oli

1 mM, jonka jalkeen lisdttiin MgCl, (1 M) niin, etta sen
lopullinen pitoisuus oli 2 mM. Solususpension annettiin
kulkea 18-numeron neulan l&pi 3 kertaa visKositeetin v&hen-
témiseksi ja sentrifugoitiin sen jalkeen 20 000 x g 10
minuuttia 4°C:ssa.

Sentrifugoinnin jé&lkeen pelletti suspendoitiin uudelleen
20 mM Tris-HCl:iin, pH 8, 5 mM EDTA, 5 mM BME saman verran
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kuin ennen sentrifugointia. Suspensio sonikoitiin 60 sekun-
nin ajan (10 sekunnin hajotukset, joiden v#1ills 30 sekun-
nin jdshdytys), ja sen jdlkeen se sentrifugoitiin 20 000 x

g 15 minuutin ajan 4°C:ssa. Western blot -analyysi tuloksena
olleesta pelletistid ja supernatantista osoitti, ettd 70 %
SKBsCD-4—proteiinisté oli supernatanttifraktiossa. Super-
natanttifraktio sentrifugoitiin 100 000 x g 60 minuuttia.
Western blot -analyysi tuloksena olleesta pelletistd ja
supernatantista osoitti, ettd <5 % SKBsCD-4-proteiinista

oli ja&nyt liuokseen. Supernatanttifraktio laimennettiin
yhtd suureen mairdidn 40 mM MES:&, pH 6,0, ja vietiin 1 ml:n
S-Sepharose (Pharmacia, Piscataway, New Jersey) -pylvaa-
seen, joka oli tasapainoitettu 20 mM MES:114, pH 6,0. Pylvéas
huuhdeltiin 10 ml:1la 20 mM MES:&, pH 6,0. Sitoutunut
SKBsCD-4 eluoitiin 20 mM MES:114, pH 6,0 ja 0,5 M NaCl:1lla

1 ml:n fraktioina. Western blot -analyysi l&pi kulkevasta
virrasta, huuhtoutumasta ja eluutiofraktioista osoitti,

ettd <5 ¥ SKBsCD-4:std sitoutui pylvidseen ja eluoitui
fraktioihin 2 ja 3.

Lipi kulkeneesta virrasta, huuhtoutumasta ja eluutiofrak-
tioista tehtiin kilpailu-ELISA-analyysi toimivan SKBsCD-
4:n osoittamiseksi. Sekd l1l&pi kulkenut virta ettd eluutio-
fraktio 2 sisdlsi SKBsCD-4:88, joka sitoutui OKT4A:han.

Immunosaostus: Konsentroitu alusta (100 pl) laimennettiin

samalla md&r&llsd saostuspuskuria (10 mM natriumfosfaattia,
pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,1 % NP-40, 0,5 % rasvatonta maitoa)
ja kirkastettiin 3 pg:lla kanin IgG:té 15 minuuttia 4°C:ssa,
jonka j&lkeen lisdttiin 30 pl (pakkausmdsri) proteiini-A-
Sephrarose-helmid (Pharmacia, Piscataway, New Jersey) 30
minuuttia 4°C:ssa. Kirkastettuja supernatantteja inkuboitiin
5 pg:ssa OKT4-, -4A-, -4B-, -4C-, -4D-, -4E-, -4F- ja OKT8-
monoklonaalisia vasta-aineita (Ortho Pharmaceuticals),
hiiren IgG:t& (Cooper Biomedical, Malvern, Pennsylvania)

tai kanin anti-hiiri-IgG:t4 (Cooper Biomedical) 30 minuut-
tia 4°C:ssa. OKT4, -4A, -4C, OKT8, hiiren IgG ja kanin anti-
hiiri-IgG saostettiin inkuboimalla 20 pl:ssa (pakkausm3iri)

proteiini-A-Sephrarose-helmiid 30 minuuttia 4°C:ssa. OKT4B,
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-4D, -4E ja -4F inkuboitiin 10 pg:ssa hiiren anti-hiiri-
IgG:t4 30 minuuttia 4°C:ssa ennen proteiini-A-Sepharose-
helmien lis#imistd. Saostuksen j&lkeen helmet huuhdeltiin
kahdesti 200 pl:1lla saostuspuskuria ja kerran 200 pl:lla
saostuspuskuria, jossa ei ollut NP-40:td8 ja rasvatonta
maitoa. Huuhdeltuja helmi& keitettiin S5 minuuttia 20 pl:ssa
nidytepuskuria (125 mM Tris-HCl, pH 6,8, 20 % glyseroli,

1,4 M BME (beeta-merkaptoetanoli). Keittdmisen jdlkeen
supernatantit kdsiteltiin elektroforeesilla 12,5-%:ssa SDS-
polyakryyliamidigeelissd ja analysoitiin western blot
-tekniikalla kuten edelld on kuvattu.

Sekd V1J4- etta V1V2J4-proteiinit immunosaostettiin OKT4A: -
lla. OMPAV1l:n ilmentdmd proteiini immunosaostettiin OKT4A-
:1la ja OKT4D:114 mutta ei OKT4:114, OKT4B:114, OKTAC:114,
OKT4E:118 tai OKT4F:11&. OMPAV1V2:n ilment&m& proteiini
immunosaostettiin kaikilla muilla OKT4-monoklonaalisilla
vasta-aineilla paitsi OKT4:11&. Lisdksi t&mé&n proteiinin
affiniteetti OKT4C:hen o0li alhaisempi kuin muihin mono-

klonaalisiin vasta-aineisiin.

Kilpailu-ELISA: Mikrotiitterilevyt (Flow Laboratories,

McLean, Virginia) peitettiin yli y®n huoneen l&mp6tilacssa
suhteessa 100 pl/kuoppa 0,1 M NaHCO3/Na,CO3 (pH 9,4), joka
sisdlsi 15 ng puhdistettua sCD-4:84.

Mddrderdt (2,5-80 pl) konsentroitua alustaa tai soluekstrak-
tia inkuboitiin yli yYn huoneen l&mp&tilassa yhdessd 5 ng
OKT4A-erien kanssa niin, ettd mukana oli my®s 1 mg/ml naudan
seerumin albumiinia (BSA), niin ettd lopullinen tilavuus

oli 100 pl. Naytteet, jotka olivat tilavuudeltaan vdhemman
kuin 100 pl, laimennettiin 100 pl:aan fosfaatilla puskuroi-
dulla saliinilla (PBS). Inkuboinnin j&lkeen levyt tyhjennet-
tiin, huuhdeltiin 3 kertaa PBS:1la ja ravisteltiin kuiviksi.
Jokaiseen kuoppaan lis&ttiin 380 pl PBS/0,5 % gelatiinia.
Levyj& inkuboitiin 37°C:ssa yksi tunti.

37°C:ssa inkuboinnin jilkeen levyt tyhjennettiin, huuhdel-
tiin 3 kertaa PBS:1lla ja ravisteltiin kuiviksi. 100 pl:n
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inkubointindytteet, jotka sis#dlsivdt monoklonaalista vasta-
ainetta, lisdttiin ennalta kidsitellyn levyn yksittdisiin
kuoppiin ja inkuboitiin 5 tuntia 37°C:ssa.

Inkuboinnin jalkeen levyt tyhjennettiin, huuhdeltiin 5
kertaa PBS:1lla ja ravisteltiin kuiviksi. 100 pl liuosta,
joka sisdlsi biotinyloitua hevosen/anti-hiiri-IgG:t&, lisdt-
tiin jokaiseen kuoppaan. T&md vasta-ainepreparaatti valmis-
tettiin lis&&8mdll8 yksi tippa hevosen/anti-hiiri-IgG:téa
(Vector Labs, Burlingame, California) 10 ml:aan PBS:a, joka
sisdlsi 1 % hevosen seerumia. Levyjd inkuboitiin 30 minuut-
tia 37°C:ssa.

Inkuboinnin jélkeen levyt tyhjennettiin, huuhdeltiin 5
kertaa PBS:lla ja ravisteltiin tyhjiksi. 100 pl ABC-komplek-
sia (Vector Labs, Burlingame, California) lis&ttiin jokai-
seen kuoppaan. Levyj& inkuboitiin sen j&lkeen huoneenlidmm&s-
sd 30 minuuttia.

Levyt tyhjennettiin taas, huuhdeltiin 5 kertaa PBS:1lla ja
ravisteltiin kuiviksi. 100 pl p-nitrofenyylifosfaattiseosta
(2 mg/ml p-nitrofenyylifosfaattia (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri) 0,1 M natriumbikarbonaatissa, pH 9,4, ja
10 mM MgCl,:ssa) lis&ttiin jokaiseen kuoppaan. Levyj& in-
‘kuboitiin 37°C:ssa pime&dssd 30 minuuttia. Inkuboinnin jal-
keen levyt luettiin 405 nm:n absorbanssissa. sCD-4-konsen-
traatiot mddritettiin standardikdyr&dlts, joka oli laadittu
inkuboimalla tunnettuja puhdistetun sCD-4:n m&arid OKT4A-
vasta-aineen kanssa. Molempien profeiinien (V134 ja V1v2J4)
todettiin sitoutuvan OKT4A-monoklonaalisen vasta-aineen
kanssa tdssd kilpailu-ELISA:ssa.

Esimerkki 3: Hiivan ilmentdmisvektorien valmistaminen

Plasmidit, joita kaytet##n hiivan ilment&misvektorien val-
mistamiseen sCD-4-proteiinien ilmentdmiseksi, on johdettu
perusvektorista pYSK102, joka on korkean kopioluvun omaava
sukkulavektori (Rosenberg ym., Genetic Engineering 8:151
(1986)). Kaikilla sellaisilla plasmideilla on 823 em#sparin
ECORI-PstI-fragmentti hiivan TRPl-geenistd (Tsumper ja
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Carbon, Gene 10: 157 (1980)), joSSa on selektoitava markke-
ri; 2,0 kiloem8ksen EcoRI-PstI-fragmentti hiivan 2 mikronin
renkaasta (Hartley ja Donaldson, Nature 286:860 (1980)),
jossa on hiivan replikaation aloituskohta; osa pBR322:sta
(poistettu osa on BamHI-Pvull) (julkaisussa Cloning Vectors,
Pouwels, Enger, Valk, toim., 1985), joka mahdollistaa repli-
kaation ja selektion E. colissa ja hiivan promoottori-ter-
minaattori-kappale, joka on liitetty pBR322:n HindIII- ja
BamHI-kohtien v&liin. Promoottori on joko 431 emdsparin
BamHI-Rsal-fragmentti CUPl:st&, joka fragmentti on johdettu
BamHI-EcoRI-fragmentista pYSKl2:sta (Butt ym., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:3332 (1984): Rosenberg ym., Genetic En-
gineering 8:151 (1986)) tai 1,1 kiloemdksen TDH3-promoot-
torisekvenssi (Holland ym., J. Biol. Chem. 255:2596 (1980)),
joka on johdettu BamHI-EcoRI-fragmenttina plasmidista pYSK18
(Rosenberg ym., supra; Gorman ym., supra). Pidtesekvenssi
on 361 emdsparin KpnI-HindIII-fragmentti CYCl-geenisti
(smith ym., Cell 16:753 (1979). Promoottorin ja CYCI-frag-
mentin vdliin voi liitt#s erilaisia synteettisia sekvensseja
kuten jdljemp&nd on kuvattu.

PYSK147:n ja pYSK148:n valmistaminen: Plasmidit pYSK137
(CUPI-promoottori) ja pYSK138 (TDH3-promoottori) sis#ltavat
synteettisen oligonukleotidisekvenssin EcoRI-kohdan promoot-

torisekvenssin 3'-p8d8ssd ja Kpnl-kohdan terminaattorisek-
venssin 5'-pddssa vdlissd. Tama synteettinen sekvenssi
sis8lt&d8 ainoat XhoI:n, Ncol:n ja SallI:n restriktiokohdat
yldspdin translaation pddtekodonista kaikissa kolmessa

lukujaksossa. Synteettisen linkkerin sekvenssi on:

GAATTCTCGAGCCATGGCCAGTCGACGTAGTTAAGTAGGTACC

Plasmidin pUCsT4 Ncol-Sall-fragmentti, joka sisdlsi sCD-
4-sekvenssin emékset 124-1257, liitettiin NcoI:lla ja KpnI:-
114 katkaistuun pYSK137:84n tai pYSK138:aan, niin ettd lop-
putuloksena o0li pYSK147 ja pYSK148 mainitussa jarjestyk-
sessd.
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pYSK154:n ja pYSK155:n valmistaminen: Ubikitiinin fuusiogee-

nin ilmentdmisvektorit sisdltdvat kasettiin sopivan synteet-
tisen hiivan ubikitiinigeenin (Ecker ym., J. Biol. Chem.
262:3524 (1987)) promoottorin ja CYCl-terminaattorin vdlis-
sd. Ubikitiinisekvenssi on samanlainen kuin Eckerin ja ym.
julkaisema paitsi ettd Af1II-KpnIl-pditefragmentti oli kor-
vattu oligonukleotidisekvenssilld, joka sisdlsi Ncol-kat-
kaisukohdan 3'-pd&ssd. p¥YSK147:n Ncol-KpnI-fragmentti, joka
sis8lsi halutun sCD-4-sekvenssin, liitettiin t3mdn Ncol-
kohdan ja KpnI-kohdan CYCl-fragmentin 5'-pd&ssd viliin
PYSK154:n aikaansaamiseksi. pYSK154:n johdannainen, josta
sCD-4-sekvenssin ensimm8isen seitsemdn aminop&&n aminohapon
sekvenssi pYSK154:ssd (johtopeptidisekvenssit) poistettiin,
valmistettiin katkaisemalla pYSK154 KpnI:11l4, mit# seurasi
tdyttéminen E. colin DNA-polymeraasi-I:n (polIK) Klenow-
fragmentilla ja psT4BBV1DHFR:n, joka oli k#&sitelty pollK:lla
yvyhteen tarttuvien paiden tdyttdmiseksi, KpnI:11ld ja Xbal:1l1la
katkaistun sCD-4-sekvenssin (em#kset 145-1257 sCD-4:sti)
liittdminen. Téma'plasmidi nimitettiin pYSK155:ksi.

pYSK159:n ja pYSK1l6l:n valmistaminen: Vektorit, jotka sis&dl-

sivdt lyhennetyn sCD-4-sekvenssin (emidkset 124-603) valmis-
tettiin liittdm8lla synteettinen oligonukleotidisekvenssi,
joka sisdlsi pdatekodonin, sCD-4-sekvenssin (emds 602) SacI-
kohtaan. Synteettisen liitt&dj&molekyylin (2-juosteisen)

sekvenssi on:

CTAAGCGGC
TCGAGATTCGCCGGC

Synteettinen sekvenssi liitettiin SacI:113 ja NarI:113
katkaistuun pYSKl48:aan ja pYSK154:&3n pYSK159:n ja pYSK-
161:n valmistamiseksi mainitussa j#rjestyksessd. N&in ollen
CD-4 pYSK159:ss8 k&sittdd kodonit aminohapoille -9 (ala-
niini) - 151 (leusiini) (YV1).

Esimerkki 4: sT4:n ilmentyminen hiivaviljelmissi
Plasmidi-DNA:ta (2-10 pg/ml) k&éytettiin hiivan (Saccharomy-

ces cerevisiae) transformoimiseen kdytt&m&lla tavanomaisia
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menetelmid (Sherman ym., Methods in Yeast Genetics, Cold
Spring Harbor, 1986) ja etsim#ll# tryptofaaniprototrofeja.
Kdytetyt kannat olivat kanta F762 (Mata, trpldl, ura3-52)
tai PEC1-8B (Mata, proAA::URA3-52, trpl-289, his3). Valit-
tuja transformanttiviljelmis kasvatettiin hiiva-typpialus-
talla (YNB, Difco, Detroit, Michigan), joka sis&lsi lisi-
aineita (2 % glukoosia, 20 pl/ml urasiilia, 20 pl/ml his-
tidiini3). CUPl-promoottoria k&ayttdville plasmideille lisdt-
tiin kuparisulfaattia 100 mikromooliin asti. Viljelmidt
korjattiin mybhdisessd log-vaiheessa sentrifugoimalla ja
pestiin ja rikottiin sen jdlkeen. Solulysaatti analysoitiin

sCD-4:n suhteen tavanomaisin immunoblottausmenetelmin.

S. cerevisiaessd, joka sisdlsi pYSK1l47:n ja p¥YSK148:n, sCD-
4-proteiini, SKBYsCD-4 (aminohapot -9 - 369) ilmentyi v&h&i-
sessi médrin (vdhemm&n kuin 0,5 ng/l). Aktiivisuuden huomat-
tiin liittyvdn tiettyyn fraktioon, mutta se voitiin helposti
saada liukoiseksi ei-ionisten detergenttien avulla. SKBYsCD-
4:n m38ri (aminohépot -9 - 369) S. cerevisiae-viljelmiss4,
Jjotka sisdlsivdt pYSK154, oli 2-6 mg/litra (pitoisuudessa
2x108 solua/ml). Té&md oli noin viisinkertainen parannus
PYSK147:118 ja PYSK148:1la ilmennetyn CD-4:n mdarididn, toisin
sanoen ilman stabiloivan ubikitiinisekvenssin ldsnéoloa.
Syntetoidun sCD-4-proteiinin arvioitu koko oli sama kaikissa
tapauksissa indikoiden, ettd proteiinin ubikitiiniosa oli
poistettu SKBsCD-4:std. Té&m3 vahvistettiin immunoblottaus-
toimenpitein ké&ytt&m&lla hiivan ubikitiinin vasta-ainetta.

Typistettyjen sCD-4-proteiinien (YV1) ilmentymisen tasot
pYSK159:ssd ja pYSK16l:ssd olivat samanlaiset Kkuin ubikitii-
nifuusiona ilmentyneen sCD-4-proteiinin. Havaitun sCD-4:n

madrd oli samanlainen jokaisessa tutkitussa isdntdkannassa.

SKBsYCD-4 kannasta F762, joka sis&dlsi pYSK154:n, puhdistet-
tiin osittain viem&lld se S-Sepharose-pylvddn l&dpi. Raaka
uute, joka oli valmistettu 10 mM Tris-puskuriin, pH 6,0,

ja 1 % Tween-20:een, sentrifugoitiin 30 000 x g. Superna-
tantti s#d8dettiin pH 4,0:n ja vietiin S-Sepharose-pylvdad-
seen, joka oli tasapainotettu 50 mM asetaattipuskurissa.
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Ndyte eluoitiin yhtend er#nd 50 mM MES [2-(N-morfolino)-
etaanisulfonihappo, pH 6,0] -puskurilla, joka sisdlsi 0,5

M NaCl:a. SKBYsCD-4:n lisndolo eluaatissa varmistettiin
immunoblottausmenetelmi#lli. Materiaali oli aktiivista, mika
todettiin kilpailu-ELISA:aan perustuvalla menetelmdlla
kdyttdmdlld puhdistettua SKBsCD-4:84 CHO-soluista ja OKT4A-
vasta-ainetta, mistd voidaan arvella, ettd hiivasta per&isin
olevan SKBsSYCD-4:n konformaatio muistuttaa nis&@kdssoluista

(CHO) perdisin olevaa materiaalia.

Esimerkki 5: Streptomyces-vektorien valmistaminen
Kayttdm&dlld rekombinantti-DNA-manipulaatioita ihmisen CD-
4-cDNA-sekvenssin kappaleet liitettiin S. longisporuksen

trypsiini-inhibiittori(LTI)-geenin signaalisekvenssiin ja

S. lividansin B-galaktosidaasi(pgal)-geeniin. sCD-4-mini-
geenit liitettiin Streptomyces-plasmideihin pIJ702 (Katz
ym., supra) ja plJ35l:een (Kieser ym., supra) plasmidien
pLTI:sT4/1, pLTI:sT4/7, pLTI:V1V2 ja pBgal:sT4/7:n luomisek-
si. Vektorien rakénne oli seuraavanlainen.

pLTI:sT4/1l:n valmistaminen: Plasmidi pLTI:sT4/1 valmistet-
tiin kolmesta muusta plasmidista: pUCsT4, plIJ351 ja PLTI450.
Plasmidin pLTI450:n rakenne on seuraavanlainen:

pPLTI450:n valmistaminen: 0,92 kiloemdksen SacIl-Kpnl-frag-

mentti, joka sisdlsi LTI-geenin, liitettiin pUCl8:aan, joka
oli digestoitu SacI:114 ja KpnI:1lld. T&m& plasmidi, pLTI520,
digestoitiin osittain EagI:118 ja kokonaan SalIlI:114 ja sen
j8lkeen liitettiin synteettiseen liittéjémolekyyliin (2-
Jjuosteinen), jossa oli EagI- ja SalI-p#dat:

5'-GGCCGCCGCCCCCGCG
CGGCGGGGGCGCAGCT-5"'

Tdstd liitoksesta saaduista plasmideista seulottiin ne,
joissa synteettinen liitt#jimolekyyli oli liittynyt EagI-
kohtaan, joka sijaitsee noin 0,5 kiloemidstd SacI-kohdasta.
Tamd EagIl-kohta sijaitsee emdsparin 86 kohdalla suhteessa
LTI-geenin 5'-p&&dhé&n. Tuloksena ollut plasmidi sis#lsi LTI-



34

promoottorin ja signaalipeptidin koodaussekvenssin ja sig-
naalipeptidien poistokohdan. Sekd Eagl- ettd Sall-kohtia
voidaan kdyttdid sCD-4-minigeenien liittdmiseen LTI-signaali-

sekvenssiin.

pLTI:sT4/1:n valmistaminen: Plasmidin pLTI:sT4/1 valmis-
tamiseksi sCD-4:83 koodaava sekvenssi eristettiin noin 1,1
kiloeméksen BbvI-PstI-fragmenttina pUCsT4:std8. T&é&md8 frag-
mentti sisdltdid emdsparit 149-1257 CD-4-cDNA-sekvenssista.
Plasmidi pUCsT4 digestoitiin BbvI:11&, jonka jdlkeen se
kdsiteltiin k&d&nteistranskriptaasilla vapaiden 5'-pdiden
tdyttadmiseksi. DNA digestoitiin sitten PstI:114. Témd 1,1
kiloemdksen BbvI(RT)-PstI-fragmentti, joka koodaa SKBsCD-
4:88, liitettiin pLTI450:een, joka oli k&sitelty SalI:1ll&

ja kdd&nteistranskriptaasilla, jota oli seurannut PstiI-diges-

tointi. T&mén liitoksen seurauksena oli plasmidi pLTI450s-
T4/1. Viimeinen vaihe pLTI:sT4/1:n valmistamisessa vaati
Streptomycesin replikaatiotoimintojen liitt&misen pLTI-
450sT4/1l:een. Tamd tdydennettiin digestoimalla pIJ351
(Kieser ym., supra) PstI:11d ja liitt&msdlla se Pstl:1l4
digestoituun pLTI450sT4/1l:een.

pLTI:sT4/7:n valmistaminen: Plasmidi pLTI:sT4/7 valmistet-
tiin kolmesta muusta plasmidista: pUCsT4, pIJ702 ja pLTI450.
Plasmidin pLTI:sT4/7:n valmistamiseksi sCD-4:43 koodava

sekvenssi eristettiin noin 1,1 kiloem&ksen Ncol-PstI-frag-

menttina pUCsT4:std. Tamd fragmentti sisdltai emésparit
124-1257 ihmisen CD-4-cDNA-sekvenssistd. Namd emisparit
asetettiin ATG-aloituskodonin ja TAA-lopetuskodonin vdliin
kuten esimerkiss8 1 on kuvattu. Aloituskodoni kuuluu osana
NcoI-tunnistuskohtaa. sCD-4:84 koodaava sekvenssi, joka
sis8ltyy t&h&n fragmenttiin, sisdltdi 9 aminohappoa CD-4:n
johtosekvenssistd. pUCsT4:84 k&siteltiin Ncol:11l4 ja k&&n-
teistranskriptaasilla, jota seurasi digestointi PstI:1l14.

Tdmd fragmentti liitettiin sen j#lkeen pLTI450:een, joka

oli kdsitelty HincII:lla ja PstI:114. T&mdn liitoksen tulok-
sena oli plasmidi pLTI450sT4/7. Streptomyces-replikoni
saatiin plasmidilta PIJ702 (Katz ym., supra). Se liitettiin
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pPLTI450sT4/7:448n molempien plasmidien ainoiden PstI-kohtien
kautta plasmidin pLTI:sT4:n valmistamiseksi.

Plasmidin pLTI:V1V2:n valmistaminen: Plasmidi pLTI:V1V2

oli valmistettu plasmideista psT4.184, pLTI450 ja pIJ351.
0,54 kiloemdksen Xbal-EcoRI-fragmentti eristettiin psT4.184-
:std. Tdmd8 fragmentti k&siteltiin BbvI:11l8 ja k&&nteistrans-
kriptaasilla. BbvI-p&4d vastaa ihmisen CD-4-cDNA-sekvenssin
emdsparia 149. Témd tasapdinen fragmentti liitettiin pLTI4-
50:een, joka oli kisitelty Sall:113 ja k&dnteistranskrip-
taasilla plasmidin pLTI450V1V2 valmistamiseksi. Streptomyce-
sin replikaatiotoiminnot saatiin pIJ351:1td. T&md plasmidi
kloonattiin pLTI450V1V2:een ainoan sekd plJ351:ssd ettld
pLTI450V1V2:ssa olevan PstI-kohdan kautta. Tuloksena ollut
plasmidi oli pLTI:V1V2.

pBgalsT4/7:n valmistaminen: Plasmidi pBRgalsT4/7 valmistet-
tiin plasmideista pUCsT4, pIJ702 ja p3SSXMCP. p3SSXMCP on
puUC9:n (Vieira ja'Messing, Gene 19:259 (1982)) johdannainen,
joka sis#ltsdsa B-galaktosidaasipromoottorin ja signaalisek-

venssin. 26 emdsparia alaspdin signaalipeptidin koodaussek-
venssistd on Xmnl-kohta (Eckhardt ym., J. Bacteriol. 169:
4249 (1987)). Tdh&n kohtaan oli liitetty synteettinen liit-
téjamolekyyli, joka sis&8ltdd BamHI:n tunnistuskohdan (New
England Biolabs, Beverly, Massachusetts) plasmidin p3SSX10:n
luomiseksi. T&m& vektori oli k&dsitelty BamHI:11ld ja kiin-
teistranskriptaasilla, mitd seurasi XholI-digestointi. T#&h#n
vektoriin oli liitetty fragmentti, jossa oli Ncol-pai, jota
oli kdsitelty k#dnteistranskriptaasilla tasapdsn ja Sall-
pdédn luomiseksi. Tdytetyn BamHI-kohdan liitt&minen tiytet-
tyyn NcoI-kohtaan loi uudestaan sekd BamHI- ettd Ncol-koh-
dat. Tuloksena oli plasmidi p3SSXMCP. pUCsT4 késiteltiin
XbaI:11d ja k&ddnteistranskriptaasilla, mitd seurasi diges-
tointi NcoI:1ll&. T&md 1,1 kiloemdksen NcoI-XbaI(RT)-frag-
mentti liitettiin sen j&lkeen p3SSXMPC:hen, joka oli k&si-
telty Sacl:118 ja T4-DNA-polymeraasi I:118, mitd seurasi
digestointi NcoI:114. Streptomycesin replikatiotoiminnot
saatiin pIJ702:1ta, joka oli liitetty p3SSXsT4:&&n molempien
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plasmidien ainoan BglII-kohdan kautta. Tuloksena oli plas-
midi pBgalsT4/7.

Esimerkki 6: sCD-4-minigeenien ilmentyminen Streptomyce-

sissé:

Plasmidit pLTI:sT4/1, pLTI:sT4/7, pLTI:V1V2 ja pBRgal:sT4/7
transformoitiin S. lividans 1326:een (Bibb ym., supra).
Lisdksi pLTI:sT4/1, pLTI:sT4/7 ja pLTI:V1V2 vietiin S.
coelicolor M124:848n (Hopwood ym., Genetic Manipulation of
Streptomyces - A Laboratory Manual, F. Crowe & Sons, Ltd.,
Norwich, England (1985)), S. albus J1074:88n (Chater ja
Wilde, J. Gen. Microbiol. 116:323 (1980)) ja S. longisporuk-
sen (ATCC:n talletusnumero 23931) valkoiseen johdannaiseen.
Kaikki plasmidit vietiin eri isdntiin kayttémdlld menetel-
mdd, jonka aikaisemmin on kuvannut Thompson ym., J. Bac-
teriol. 151:668 (1982). Transformantit seulottiin peitt&dm&l-
14 transformaatiomaljat 3 ml:1la 0,4-%:ta agaria, joka
sisdlsi 100 pg/ml tiosfreptonia.

Kloonit, jotka ilmensivdt CD-4-minigeenej&, identifioitiin
lis&8mdll8 tiostreptoni-resistenttejd transformantteja
kymmenessd millilitrassa tryptikaasi-soija-lihalientd plus
5 pg/ml tiostreptonia 48-72 tunnin ajaksi. Viljelmien super-
natantit ja solulysaatit erotettiin 12 % polyakryyliamidi-
(30:0,8 akryyliamidi:bis) - 1 % natriumdodekyylisulfaat-
tigeelissd ja sen jdlkeen ne siirrettiin nitroselluloosalle
(Towbin ym., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:4350 (1979)).
Nitroselluloosafiltteri kdsiteltiin koettimella kidyttdmalla
kanin sCD-4-antiseerumia kuten Deen ym., supra ovat kuvan-
neet.

Kaikki S. lividansin pLTI:sT4/1-, pLTI:sT4/7- ja pBgal:sT4-
transformantit ilmensivdt noin 45 kilodaltonin proteiinia,
joka on ndiden plasmidien koodaaman sCD-4-proteiinin ar-
vioitu koko. Samalla tavalla S. lividansin pLTI:V1V2-trans-
formantit ilmensivdt noin 20 kilodaltonin proteiinia, joka
on V1V2Z2-proteiinin arvioitu koko. SKBsCD-4:n ja V1Vv2J4:n
ilmentyminen tutkittiin myds S. coelicolorissa, S. albukses-

sa ja S. longisporuksessa. Kuten S. lividansissakin 45
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kilodaltonin (pLTI:sT4/1- ja pLTI:sT4/7-transformantit) ja
20 kilodaltonin (pLTI:V1V2-transformantit) proteiinit ilmen-
tyivdt muissakin Streptomyces-lajeissa.

Seurannut S. lividans -viljelmien supernatanttien ja soluly-
saattien sis#ltdmin SKBsCD-4:n miarittdminen osoitti 1-5
mg/l tasoja. V1V2J4:84 oli 2-10 mg/l sekd8 viljelmien super-
natanteissa ettd solulysaateissa. Vidhemmdn kuin 1 mg/1l
ilmensivdt S. lividans -transformanttien pBgal:sT4.

Kayttamalld S. lividansin pLTI:sT4/7-solulinjaa SKBsCD:n
ilmentymistd on tutkittu myts 12 litran fermenttorissa.
Samalla tavalla kuin pienenkin mittakaavan tutkimuksissa
soluja kasvatettiin tryptikaasi-soija-lihaliemessd plus 5
pg/ml tiostreptonia. Sekd viljelmidn supernatantit etta
solulysaatit analysoitiin SKBsCD-4:n ilmentymisen suhteen
7,5, 24, 31,5, 54 ja 72 tuntia siirrostuksen jilkeen. Tila-
vuudeltaan suurin ilmentymistaso oli 60 mg/l ja se saavutet-
tiin 24 tuntia siirrostuksen jdlkeen. SKBsCD-4 o0li tasaises-
ti levinnyt viljelm&n supernatantin ja koskemattomien solu-

jen v&dlilla.

Osittain puhdistettujen supernatanttien, jotka sis&dlsivét
V1V2J4:48 ja SKBsCD-4:83, osoitettiin kilpailu-ELISAlla

" sitoutuvan OKT4A:han osoittaen, ettd nadma Streptomycesistd
perdisin olevat proteiinit ovat HIV:iin sitoutuvia proteii-
neja. ’

HIV-sitoutuva proteiini, V1J4, oli samalla tavalla sitoutu-
nut LTI-promoottoriin ja western-analyysiss& osoitti ilmen-
tyvdn S. lividansissa.

Edelld mainitut esimerkit osoittavat, ettéa CD-&:sté johdetut
HIV-sitoutuvat proteiinit, esim. SKBsCD-4, SKBYsCD-4, V1J4,
VIV2J4 ja YV1l, joita keksinnén rekombinanttiorganismit
ilmensivdt ja erittivat, ovat HIV-sitoutuvia proteiineja,
joilla on sCD-4:n HIV-sitoutumistoiminto. Erityisesti niilla
on SKBsCD-4:n Vl-alueen HIV-sitoutumisalue.
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Edelld oleva kuvaus ja esimerkit kuvaavat keksinnén kokonai-
suudessaan sisidltden sen parhaana pidetyt toteutustavat.
Toteutustapojen, jotka nimenomaan on tdssd kuvattu, muun-
nokset ja parannukset kuuluvat seuraavien vaatimusten pii-

riin.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelm& HIV-sitoutuvan proteiinin tuottamiseksi,
tunnettu siitd, ettl se kisittdsd E. coli -solujen, jotka on
transformoitu vektorilla, joka kdsittdda HIV-sitoutuvan
proteiinin koodaussekvenssin toimivasti liitettynd sddtely-
osaan, viljelyn ja HIV-sitoutuvan proteiinin kerddmisen
niista.

2. Menetelmd@ HIV-sitoutuvan proteiinin tuottamiseksi,
kdsittédd Streptomyces-solujen, jotka on transformoitu vek-
torilla, joka kdsitt&d HIV-sitoutuvan proteiinin koodaus-
sekvenssin toimivasti liitettynd sddtelyosaan, viljelyn ja
HIV-sitoutuvan proteiinin kerdadmisen niisté.

3. Menetelmd HIV-sitoutuvan proteiinin tuottamiseksi,
kdsittd8 hiivasolujen, jotka on transformoitu vektorilla,
joka késittdd HIV-sitoutuvan proteiinin koodaussekvenssin
toimivasti liitettynd s#ddtelyosaan, viljelyn ja HIV-sitoutu-
van proteiinin keféémisen niista.
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