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Heterologisen proteiinin ilment&minen, kdsittely Jja

eritys hiivan avulla

Tam& keksintd koskee yleisesti yhdistelm&-DNA-
tekniikkaa, jossa kdytetdan hyvdksi hiivaisantadsysteeme-
jd& ja ilmentymisvdliaineita, Jjotka ilmentdvat, kdsitte-
levdt ja erittavat heterologista proteiinia erillisend
tuotteena, johon ei liity epdtoivottavaa esijaksoa tai
muuta ilmentymistuotetta.

LOytd, johon tdmd keksintd perustuu, on ensim-
mainen kerta, jolloin proteiinia, joka on normaalisti
vieras hiivaisdnndlle on eristettédvissd kayttokelpoisia
madrisd vidliaineesta, jossa hiivaviljelmd kasvaa, hiivan
ilmentidmind, ki3sittelmidni ja erittdmidnd tavalla, joka
jaljittelee sen tuotantoa luonnollisessa soluympdristos-
sd. Tdmd keksintd on siten tulosta ilmentdmisvdliainei-
den ja hiivaisdnndn onnistuneesta kdsittelystd siten,
ettd saadaan syntymddn proteiinia, jota hiivaisdntd
ei normaalisti tuota, ja, mikd@ on merkillepantavaa,
voidaan sdddelld hiivaisdntidid siten, ettd proteiini saa-
daan sen eritysreittien ohjaamaksi. Siten tdmd keksintd
koskee keinoja ja menetelmid kdyttdkelpoisten madrien
heterologista_ proteiinia saamiseksi hiivaviljelm&n va-
liaineesta, joka sisdltdd toimintakykyisid soluja, jot-
ka sisdltdvat proteiinia koodittavaa DNA:ta. Erittdin
edullista on se, ettd keksinndn mukaisesti pystytddn
saamaan kdyttdkelpoinen, erillinen proteiinituote solu-
viljelmidn vidliaineesta, mikd tekee mahdolliseksi jattda
pois solujen rikkomisen tuotteen eristdmiseksi; tdhdn
mennessid on tuote ollut saatavissa vain solun sisdllostd,
usein ei-valmiina.

Julkaisut ja muu materiaali, johon tassa viita-
taan keksinndén taustan ja erityistapauksissa sen kay-
tdnndn toteuttamisen lisdyksityiskohtien valaisemiseksi,
on liitetty tdhdn hakemukseen, ja ne annetaan mukavuuden

vuoksi numeroituna ja koottuina liitteend olevaan kirjal-
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lisuusluetteloon.

Hiivaorganismit kuljettavat luonnostaan pientd
lukumddrdd homologisia proteiineja plasmakalvoon ja
joskus sen ldpi, mikd on viadlttamatontd solun pinnan
kasvun ja solun aineenvaihdunnan edistadmiseksi. Solun
silmikoidessa, mikd on esivaiheena tytédrsolun muodos-
tumisessa, tarvitaan lisdproteiineja soluseindn ja plas-
makalvon muodostamiseen samoin kuin aineenvaihduntaan.
Joidenkin ndistd proteiineista taytyy 1loytdd tiensd
toimintakohtaansa; siten uskotaan, ettd erittymistie
on olemassa (1). Jotkut ylld mainittuihin prosesseihin
osallistuvat homologiset proteiinit muodostuvat translaa-
tion kautta plasman sisdisessd tumaverkossa. Homologisia
proteiineja ovat hiivalajin normaalisti tuottamat Ja
sen toimintakyvyn kannalta vdlttdmattdmdt proteiinit.
Muodostuttuaan ne siirtyvdt entsymaattisen siirron kaut-
ta Golgin laitteeseen, sitten rakkuloiden sisdlla plas-
makalvoihin, joihin jotkut liittyvdt tai jossakin mddrin
tunkeutuvat plasmakalvon ja soluseindn vdliseen tilaan.
Jotkut harvat homologiset proteiinit ndyttdvat kulkeu-
tuvan kokonaan soluseindn 1ldpi, kuten ~ -tekija ja
tappajatoksiini (2,3).

Silmualue ndyttdd j&dlleen olevan rakkuloiden
suuntautumiskohtana, ja sulautuessaan silmun sisdpin-
taan ne edistdvdt plasmakalvon kokonaiskasvua ja otak-
suttavasti soluseindn kasvua (4, 5, 6). Tadmd teoria ei
tarjoa mitddn ndyttdd siitd, ettd proteiini (e)n erit-
tymistd tai siirtymistd@ kalvon ldpi todella tapahtuu.
Samoin on vield epdvarmaa, voiko proteiinin glykolyysi
edistd3d niin kutsuttua erittymisprosessia tai liittya
siihen. Lisdksi mddritelmdn mukaan "erittyneissa" pro-
teiineissa uskotaan olevan signaaliesipeptidi, Jonka
otaksutaan liittyvdn kuljetukseen tai kalvon pintaan
kinnittymiseen. Tdllaisten valmiin proteiinin muunnosten
merkitys, jos sitd on, eritystapahtumalle ja eritys-

reitin kokonaisrooli pinnan kasvussa ovat olettamuksia,
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jotka eivat perustu lujiin todisteisiin.

Odotettiin, ettd yhdistelm&-DNA-tekniikka tar-
joaisi arvokasta apua etsittdessd vastausta hiivaorga-
nismien eritystapahtumaa koskeviin avoimiin kysymyksiin
ja, kun se osoittautui todistettavasti kdyttdkelpoiseksi
saamaan ndmd ja muut organismit tuottamaan suuria mddria
heterologisia polypeptidituotteita endogeenisesti (kat-
so 7 - 17), ké&siteltdessd hiivaisdntdid siten, ettd se
saattiin ohjaamaan heterologisen proteiinin erittymista
erillisend ja valmiina.

Tama keksintd perustuu siihen havaintoon, ettd
hiivaorganismi voidaan saattaa ilmentdmd&n, tuottamaan
ja erittdm&&n proteiinia, joka on sille normaalisti he-
terologinen, ja jota se el tarvitse toimintakykynséa
kannalta, siten ettd proteiini voidaan eristdd valiai-
neesta, jossa eldvdt, tuottavat hiivasolut kasvavat,
erillisessd muodossa, johon ei liity epdtoivottavaa
polypeptidiesijaksoa tail muuta ilmentymistuotetta. Ela-
vdssd viljelmdssd oleviin soveltuviin hiivasoluihin
siirretddn ilmentdmisvektoreita, jotka sisdltdvidt hete-
rogista proteiinia ja heterologista signaalipolypepti-
5§évkoodittavaa DNA:ta. Kun proteiini yhdessd hetero-
logisen signaalipolypeptidin kanssa on ilmentynyt, muo-
dostuu ilmentymistuote ja valmis heterologinen proteiini
siirtyy soluviljelmdn vdliaineeseen. Tuote on suhteel-
lisen helppo poistaa vdliaineesta tarvitsematta haital-
lisesti hdiritd eldvid hiivasoluja, ja se saadaan eris-
tettyd muuten alkuperéisessé muodossa kdyttdd varten
tarvitsematta poistaa epdtoivottavaa esijaksoa tai mui-
ta ilmentymistuotteita (esimerkiksi immetiotiinid, joka

on kiinnittynyt muuten ensimmdiseen N-pddteaminohappoon,

joka on AUG-translaation alkamissignaalikodonin ilmentymd) .

‘'Vdliaine voidaan siten saada muodossa, Jjoka on suurin-

piirtein vapaa eldvistd tai vahingoittuneista (rikotuis-
ta tai muuten rikkoutuneista) soluista, ja joka on si-

sdltédessddan haluttua tuotetta helpompi puhdistaa. Tuote
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on puhdistuksen jdlkeen valmis kdyttotarkoitukseensa.
Esimerkiksi ihmisen leukosyytti-interferonia voidaan
kdyttad ihmisessd virusten vastaisena ja/tai kasvain-
ten vastaisena aineena (katso 7 - 17).

Lyhyesti ilmaistuna keksintd koskee proteiinia,
joka on normaalisti heterologinen hiivaorganismille ja
jota se ei tarvitse elddkseen, erillisessid muodossa,
johon ei liity polypeptidiesijaksoa tai muuta ilmenty-
mistuotetta, ja joka syntyy hiivan ilmentdmis-, k&dsit-
tely~ Ja eritystoiminnan tuotteena, samoin kuin keinoja
ja menetelmid tdllaisen proteiinin tuottamiseksi. Lis&k-
si tamd keksintd koskee hiivaviljelmid, jotka pystyvéat
tuottamaan tdllaista proteiinia, sekd tuloksena olevaa
hiivaviljelmdn vdliainetta, Jjoka sisdltdd tdllaista
tuotteena olevaa proteiinia.

Ilmaus "heterologinen proteiini" tarkoittaa
tdssd kaytettynd proteiinia, jota hiivaorganismi ei
normaalisti tuota eikd tarvitse elddkseen, Tdhdn ilmauk-
seen sisdltyy tdllaista proteiinia koodittavan DNA:n
funktionaalinen sijoittaminen yhdistelm&-DNA-tekniikkaa
kdyttden ilmentd&misvektoriin, jota puolestaan kdytetddn
hiivaorganismi-isdnndn transformaatiossa. DNA:n funktio-
naalinen sijo%ttaminen kdsittdd heterologista proteiinia
ja esijaksoa koodittavan DNA:n sijoittamisen ilmentdmis-
vektoriin ilmentidmist&@ ohjaavien promoottorisysteemien
valvonnassa. Esimerkkejd tdllaisista heterologisista
proteiineista ovat hormonit, esimerkiksi ihmisen kasvu-
hormoni, naudan kasvuhormoni, jne.; lymfokiinit; entsyy-
mit, interferonit, esimerkiksi ihmisen sidekudos-, im-
muuni- ja leukosyytti-interferonit ja hybridileukosyytti-
interferonit, jne.; virusantigeenit tai immunogeenit,
esimerkiksi suu- ja sorkkatauti —-antigeenit, influenssa-
antigeeniproteiini, hepatiitin ydin- ja pinta-antigee-
nit, jhe.; ja monet muut polypeptidit, esimerkiksi ih-

misen seerumialbumiini, ihmisen insuliini, erilaiset

glykoproteiinit, jne. "Heterologinen esijakso™ tai
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"heterologinen signaalipolypeptidi" tarkoittaa poly-
peptidejd, joita hiivasysteemi ei normaalisti tuota

tai kdytd hyvakseen, ja ne voivat olla kyseessd olevan
heterologisen proteiinin alkuperdisid signaalipolypepti-
dejd tai muita heterologisia (signaali)polypeptideji,
jotka ovat funktionaalisesti sitoutuneita kyseess& ole-
vaan heterologiseen proteiiniin.

"Eritykselld" tarkoitetaan tdssd tuotteen kul-
Jettamista hiivaorganismin plasmakalvon 1ldpi Jja ainakin
soluseindmdan tai sen ldpi vdliaineeseen, joka toimii
soluviljelmdn kantajana. Tdssd yhteydessd on ymmdrrettd-
vd, ettd joissakin tapauksissa "erittynyt" tuote liittyy
jollakin tavalla soluseindmddn, jolloin ehkd on vialttid-
matonta tehdé'puhdistus eri tavalla tai muuntaa hiiva-
isdnndn rakennetta ja toimintaa. "K&sittely" tarkoittaa
solussa tapahtuvaa signaalipolypeptidin irrottamista
valmiista proteiinista, jolloin syntyy proteiini, johon
el liity ulkopuolista peptidid, ja joka on (niin kutsu-

tussa erillisessd) valmiissa muodossa. Ulkopuolisiin

peptideihin kuuluvat peptidi-ilmentymistuotteet, kuten

metioE}ini, kuten edelld mainittiin. Kdsittely tekee
mahdolliseksi signaalipolypeptidin seurauksia aiheutta-
mattoman irrottamisen kohdasta, joka ei ole inaktivoi-
vasti léhellé-signaalipolypeptidin ja valmiin proteiinin
tarkkaa liittymiskohtaa.

Kuvaésa 1 verrataan ihmisen IFM-&'1l:n (pre D),
IFN—O(Z:n (pre A), IFN—XE,Z:rIQKe D/A), IFN-Y :n (preY)
ja IFN-f3 :n (pref3 ) signaaliesipeptidin ‘aminohappojar-
jestysté. Alleviivatut aminohapot ovat erilaisia pre
A:n ja pre D:n aminohappojaksoissa. Kohta DdeI on D-
ja A-esijaksojen yhtymdkohta valmistettaessa hybridi-
pre D/A -esijaksoa.

Kuva 2 on kaavakuva hiivan ilmentdmisplasmidista
YEpIPT, jota kdytetddn tdssd yleisend vdlineend erilais-
ten geenisiirrdnndisten ilmentdmiseen; kuvassa nakyy

muutamia plasmidin restriktiokohtia ja erilaisia mielen-
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fermentointierdn kasvukdyrd. (o) on A

kiintoisia alueita.

Kuva 3 esittdd EcoRI-jakson, joka sisdltda
pre-plus -IFN- 4 l-geenin IFN-«'l:n ilmentidmiseksi suo-
rasti hiivassa, rakennetta.

Kuva 4 esittd8d EcoRI-jakson, joka sisdltiaid val-
miin IFN-¢&’2-geenin sen ilmentdmiseksi suoraan hiivassa,
rakennetta.

Kuva 5 esittdd EcoRI-jakson, joka sisdltdd pre-
plus -IFN-«&/2-geenin, jossa 14 ensimmdisen aminohapon
kooditusjakso on pre-IFN- Xl:n esijaksossa, IFN-«’2:n
ilment&miseksi suoraan hiivassa, rakennetta.

Kuva 6 esittéé EcoRI-jakson, joka sisdltdd pre-
plus —-IFN-Yy -geenin, jossa on 70 bp:n sddtelyjakso, joka
edeltdsd initiaatio -ATG-kodonia, IFN-Y:n ilmentdmisek-
si hiivassa.

Kuva 7 esittdd EcoRI-jakson, joka sisdltdd pre-
plus -IFN-7Y -geenin IFN-7Y :n ilmentdmiseksi suoraan
hiivassa, rakennetta.

Kuva 8 on yhteenveto kaikista rakenteista, joi-
ta kdytetddn keksinndn mukaisesti ilmentdmddn erilaisia
IFN-geenejd ja kédsiteltdessd ja eritettdessd ilmentamis-
tuotteita hiivoissa.

Kuva 9 on a) YEplPT-LeIFAl/pep4-3:n ja b) YEplPT-

preLeIFAS3t/pepd4-3:n kasvukdyrd mitattuna A —-arvona.

V&dliaineen interferoniaktiivisuus a):n ja b??gngllessa
kyseessd mitattiin biologisella menetelmdlld. Aika on
kasvatuksen kesto tunteina BOOC:ssa.

Kuva 10A on YEplPT-preLeIFAS53t/pep4-3:n 51:n
660nm—arvo ja (o)
solujen sisdinen interferoniaktiivisuus (miljoonaa yk-—
sikkod/litra) .

Kuva 10B on sama kasvukdyra kuin l0A:ssa, mutta
siind esitetddn vadliaineen aktiivisuus.

Kuva 11 on pre-D/A-~LelIF:n eluoitumiskdyrd mono-

klonaalista vasta-ainetta sisdltédvdstd pylvddsta.
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Kuva 12 on monoklonaalista vasta-ainetta sisdl-
tdvdstd kolonnista saadun interferonipiikin A HPLC-
kayra.

Kuva 13 on HPLC-puhdistuksen jdlkeen saadun
tuotteen aminohappojdrjestyksen mddritystulos.

Kuva 14 esittdd erilaisia rakenteita, joita
kdytettiin tuottamaan ihmisen kasvuhormonia (HGH) kek-
sinndn mukaisesti.

Kuva A esittdd kaavamaisesti vektorin pBl 3,1
kbp:n HindIII-siirrdnndisen, josta PGK-promoottori on
erotettu, restriktiokaaviota. Kuvassa ndkyy EcoRI-koh-
dan Ja XbaI-kohdan sijoitus PGK-geenin 5'-sivun DNa:ssa.

Kuva B esittdd 5'-sivujaksoa ja PGK-geenin
kooditusjakson alkuosaa ennen Xbal- ja EcoRI-kohtien
sijoittamista.

Kuva C esittdd kaavamaisesti tekniikkaa, jota
kdytetddn sijoitettaessa XbalI-kohta asemaan -8 PGK-
promoottorissa ja eristettdessd 39 bp:n jakso PGK:n
5'-sivuketjusta, Jjoka jakso sisdlsi tdmdn Xbal-pddn ja
Sau3A-pdan.

Kuva D esittdd kaavamaisesti 300 bp:n fragmen-
tin, joka sis&ltdd ylld mainitun 39 bp:n fragmentin
lisdksi PGK:n 5'-sivujakson (265 bp) Pvul:ta Sau3A:een
{katso kuva A) ja EcoRI-kohdan Xbal:n vieresséi.

Kuva E esittdd kaavamaisesti 1500 bp:n PGK-
promoottorifragmentin (HindIII/EcoRI), joka sisdltdd
kuvan 4 mukaisen fragmentin lisdksi 1300 bp:n fragmen-
tinHindIII:sta Pvul:een, joka kuuluu PGK:n 5'-sivujak-
soon (katso kuva A).

Kaikki DNA:n restriktio- Jja aineenvaihdunta-
entsyymit ostettiin yhtidiltd New England Biolabs ja
Bethesda Research Laboratories. DNA:n restriktioentsyy-
mid ja aineenvaihduntaentsyymejd kadytettiin valmistajien
suosittelemissa olosuhteissa ja puskureissa. ATP ja
deoksinukleotiditrifosfaatit 4dATP, 4dGTP, dCTP ja dTTP
ostettiin PL Biochemicals-yhtidlt&d. DNA:n liittdmis-
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daineet valmistettiin tavanomaisin menetelmin.

DNA:n valmistus ja transformaatio

E.colin kovalenttisesti suljettujen plasmidi
DNA:iden puhdistus (18) ja E.colin transformaatio (19)
tehtiin aiemmin kuvatuilla menetelmilld. E.coli-minis-
creen-erotus tehtiin kirjallisuudessa (20) kuvatulla
menetelmdlld. Hiivan transformaatio tehtiin aiemmin
kuvatulla tavalla (21) muuntaen kuitenkin menetelmé&a
seuraavasti: Kdytettiin 200 ml soluja pitoisuuden olles-
sa 2 x lO7 solua/ml, ja ne pestiin 25 ml:lla vettd sent-
rifugoimalla. N&md solut k&siteltiin 10 ml:1la liuosta,
joka oli 1M sorbitolin suhteen, 25mM EDTA:n suhteen
(pH=8) ja 50m!M ditiotreitolin suhteen, 10 min BOOC:Ssa,
minkd jdlkeen ne pestiin 10 ml:1la 1M sorbitolia. Pelle-
toidut solut suspendoitiin sitten varovasti 10 ml:aan
SCE:a (1M sorbitolin 0,1 M natriumsitraatin (pH=5,8) ja
0,01M EDTA:n suhteen) ja kidsiteltiin 30°C:ssa 200,

zymolyaasi 60 000:a (Kirin Brewery) . Soluista tehtiin

ug:lla

sferoplasteja 80-prosenttisesti lisdamdlla 100 /ul 0,9

ml:aan 10 % SDS-suspensiota ja mittaamalla A kayt-

tden solulaimennosta ennen entsyymin liséystgognga—
arvona ( 10 % SDS-suspensiossa tapahtuva hajoaminen
aiheuttaa A800nm:n alenemisen) . Solut pestiin sitten
kolmesti 10 ml:1la 1M sorbitoliliuosta. Soluja voidaan
sdilyttdd useita pidivid 0°C:ssa sorbitolissa. Sitten
solut pestiin kerran 1M sorbitolilla, 10mM CaClZ:lla

ja 10mM Tris-HCl:lla (pH 7,4) Ja suspendoitiin sitten

1 ml:aan samaa liuosta. 5 - 15 /ul puhdistettua plasmidi-
DNA:ta tai 20 /ul E.coli:sta saatua miniscreen-DNA:ta
(2/5 plasmidi DNA:sta 5 ml:n E. colin stationddrivil-
jelmdssid, joka oli kasvatettu LB-alustalla) lisdttiin
sitten ja sekoitettiin varovasti lOO/ul:aan uudelleen
suspendoituja soluja 15 min:n ajan. Sitten lisdttiin

1 ml liuosta, joka sisdlsi 20 % {(w/w) polyetyleenigly-
koli 4 000:a (Baker) ja oli 10 mM CaCl2

10 mM Tris-HCl:n suhteen (pH=7,5), sekoittaen varovasti

:n suhteen ja
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15 min. Sitten solut laskeutettiin sentrifugoimalla

ja suspendoitiin uudelleen varovasti 2 000 /ul:aan
SOS-1liuosta (1M sorbitolin ja 6,5 mM CaClzzn suhteen,
sisdltad 33,5 til-% YEPB-ravintoliuosta) ja inkuboitiin
30°C:ssa 20 min. 100 /ul tatd suspensiota levitettiin
sitten petrimaljalle, joka sisdlsi 20 ml pohja-agaria
(182 g sorbitolia, 20 g glukoosia, 6,7 g YNB ja 30 g
Difcoagaria litrassa vettd), Jja peitettiin 10 ml:1lla
50°¢C pinta-agaria égama kuin pohja-agar, mutta sisdlsi
1 ml adeniinia (1,2 mg/ml), 1 ml urasiilia (2,4 mg/ml)
ja 1 ml -trp-drop-out -seosta 50 ml:ssa pohja-agaria
(—trp—drop*out -seos sisdltdd seuraavia mddrid amino-
nappoja 100 ml:ssa vetta: 0,2 g arg, 0,1 g his, 0,6 g
ile, 0,6 g leu, 0,4 g lys, 0,1 g met, 0,6 g ohe ja 0,5 g

3 104 hiivatrans-

thrl7. Tama Trp+—valinta johtaa 10
formaattiin/1 /ug plasmidi-DNA.
Hiivaplasmidi saatiin hiivasta kasvattamalla

15 ml hiivaa stationddritilaan ( =5 - 6) YNB+CAA:lla

B660
(katso Strains and Media infra) muodostamalla sferoplas-
teja kuten edelld, pelletoimalla solut ja kdyttéden E.
coli -miniscreen-menetelmdd (ilman lysotsyymid), kuten
viitteessd (20) on kuvattu.

Plasmidien stabiilisuus méddritettiin laimenta-
malla solut YNB+CAA:1la tapahtuvan selektiivisen kasvun
aikana ja levittimilli YEPD-maljoille (ei-selektiivisid).
Kun viljelmid oli kasvatettu 2 vrk BOOC:ssa, maljat
siirrostettiin painamalla vasten YNB+CAA -maljoja (Trp+—
valikoima) . Plasmidin prosentuaalinen stabiilisuus las-
kettiin vdhentdmdlld ei-selektiivisesti kasvaneiden pe-
sdkkeiden lukumddrdstd niiden pesédkkeiden, Jjotka eiviét
kasva selektiivisesti, lukumddrd, jakamalla erotus ei-
selektiivisesti kasvaneiden pesdkkeiden lukumaardlla
ja kertomalla sadalla.

E.coli K-12 -kantaa 294 (ATCC no. 31446) (22)

kdytettiin kaikkien muiden bakteerien transformointiin.
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Hiivakantoja pepd4-3 (20B-12, d trpl pep4-3) (23) ja
GM3C-2(¢&,leu2-3, leu2-112, trp 1-1, his 4-519, cyc
1-1, cyp 3-1) (24) kdytettiin hiivatransformaatioihin.
Hiivakannat 20B-12 ja CM3C-2 on rajoituksetta tallen-
nettu the American Type Culture Collection:iin, ATCC-
numerot 20626 Jja 20625, vastaavasti, molemmat 5.3.1982.
Erilaisia hiivakantoja voidaan kayttad, katso Lodder
et al., The Yeasts, a Taxonomic Study, Noerth-Holland
publ. Co. Amsterdam. Samoin voidaan kdyttaa erilaisia
vdliaineita, katso Difco Manual of Dehydrated Culture
media and Reagents for Microbiological and Clinical
Laboratory Procedures, 9. p. Difco Laboratories, Inc. ,
Detroit, Michigan (1953).

LB o0li Millerin (25) mukainen, Jja siihen oli

lis&dtty 20 ,ug/ml amplisilliinia (Sigma) valiaineen

/

autoklaavikdsittelyn ja jadhdytyksen jdlkeen. Hiiva
kasvatettiin seuraavilla vdliaineilla:YEPD sisdlsi 1 %
hiivauutetta, 2 % peptonia ja 2 % glukoosia + 3 %
Difcon agaria. YNB+CAA sisdlsi 6,7 g hiivatyppiemdstd
(ilman aminohappoja) YNB) (Difco)}, 10 mg adeniinia,

10 mg urasiilia, 5 g Difcon cas-aminohappoja (CAA),

20 g glukoosia ja + 30 g agaria litrassa (kdytettiin
Trp * -lajitelmaan) .

Yksittdisiid hiivakantojen YEpIPT-preLeIF-A53t/
pep4-3 ja YEpIPT~LeIF-Al/pepd4-3 pesakkeitd kasvatettiin
7 h 30°C:ssa 100 ml:ssa YNB+CAA:ssa A66O
100 ml nditd viljelmid laimennettiin 1 l:ksi YNB+CAA:1lla,
oli 0,1. N&itd

-arvoon noin 1,1.

jolloin saatiin laimennos, jonka A660
1 1:n viljelmid kasvatettiin 30 C:ssa, ja 10 ml annoksia
otettiin ajoittain optisen tiheyden, interferonituotan-
non ja erityksen mittaamiseksi. Koetta varten kutakin

10 ml:n ndytettd sentrifugoitiin kierrosnopeudella 7K

15 min Sorval RC3B-sentrifugissa. Supernatantti (vali-
aine) tutkittiin laimentamatta. Solut suspendoitiin
uudelleen 0,4 ml:aan 7M guanidiini HCL:aa, joka sisdlsi

yhtd suuren tilavuuden lasihelmid, Jja sekoitettiin pyO-
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rittdm&dlld 2 min kahdesti suurella nopeudella.

Solujen

hajotusote laimennettiin sitten PBS/BSA-liuoksella (150

mM NaCl:n suhteen, 20 mM natriumfosfaatin suhteen (pH=

7,9) ja sisdlsi 0,5 % naudan seerumialbumiinia)

gista tutkimusta varten.

biolo-

Hiivauutteiden interferoni tutkittiin vertaamal-

la interferonistandardeihin sytopaattisen vaikutuksen

(CPE) estokokeella (26) . Hiivauutteet valmistettiin seu-

raavasti: 10 ml:n viljelmid kasvatettiin YNB+CAA:ssa,

kunnes A 0li 1 - 2. Solut kerdttiin sentrifugoimalla,

660

suspendoitiin sitten uudelleen 3 ml:aan liuosta,

0oli 1,2M sorbitolin ja 1lOmM KH

PO,:n

2

4

joka

(pH=6,8) suhteen

ja sisdlsi 1 % tsymolyaasi 60 000:a, ja inkuboitiin

sitten 30°C:ssa 30 min {90 % sferoplastien muodostumi-

nen) . Sferoplastit pelletoitiin kiihtyvyydella 3000 x 10

min, suspendoitiin sitten uudelleen 150 /ul:aan 7M guani-

diinihydrokloridia (GHCl) + 1 mM fenyylimetyylisulfo-

nyylifuridia (PMST'). Uutteet laimennettiin 20 -
kertaisiksi PBS/BSA-puskuriin (20mM NaH,PO,:n pH=7,4,

150 mM NaCl:n. ja 0,5 % BSA:n suhteen)

2774

koetta. Vaihtoehtoisesti, 10 ml solususpensiota,

0li sama A660’

100-

valittémdsti ennen

jolla

pelletoitiin ja suspendoitiin uudelleen

0,4 ml:aan 7M GHCl:a 1,5 ml:n Eppendorf-putkessa, joka

sisdlsi noin 0,4 ml lasihelmid

(0

,45 - 0,5 mm, B.Braun

Melsurgen AG). Putkia pyOritettiin kahdesti 2 min suu-

rimmalla nopeudella ja pitden valillad jdissd. Uutteita

sentrifugoitiin 0,5 min Eppendorf-sentrifugilla ja lai-

mennettiin PBS/BSA-puskurilla ylld mainitulla tavalla.

Biologiset kokeet tehtiin MDBK-soluille (26}, kun ky-

seessd olivat LelIF A, LelF D ja esimuodot, mutta Hela-
soluille (26), kun kyseessd olevat IFN-Y ja prelFN-Y .

Vdliaineessa olevan (pre D/A)

LelF A:n puhdistus

Yht&d hiivakannan YUpIPT-preLeIA-A53t/pepd4-3 pe-

sdkettd kasvatettiin 3OOC:ssa 500 ml:ssa YNB+CAA:a, kun-

nes A oli 2,4. 500 ml tdtd viljelmdd laimennettiin

660
5 l:ksi YNB+CAA:1la, jolloin A

660

tksi tuli 0,21;

tulok-
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kunnes A66O =4. Tdssd kasvun vaiheessa viljelmd kerdt-
tiin sentrifugoimalla kierrosnopeudella 7 000 rpm 10 min.
Fermentoinnin aikana otettiin ajoittain 10 ml:n nayt-
teita optisen tiheyden, interferonituotannon ja erityk-
sen mittaamiseksi. Ennen tutkimusta sentrifugoitiin ku-
takin ndytettd 5 min jddhdytykselld varustetussa sentri-
fugissa solujen erottamiseksi vdliaineesta. Vdliaine ja
soclut tutkittiin edelld kuvatulla tavalla (katso kuvat

9, 10A ja 10B).

Valiaine konsentroitiin lopputilavuuteen 200 ml
ja diasuodatettiin tris/cys/EDTA:aa vastaan pH:ssa 8,0
1 000 daltoninultrasuodatuskalvoa (0 - PS, Osmonics)
kdyttden Amicon-ohutkanavalaitteessa (TCF 10). Retentoi-
tunut osa (200 ml) johdettiin 1,5 ml:n immuuniaffini-
teettikolonnin, joka sisdlsi monoklonaalista LelIF-A:n
vasta-ainetta kovalenttisesti sitoutuneena Affigel 10:een
(BioRad), ldpi virtausnopeudella 15 ml/h. yli 80 % alku-
perdisen liuoksen interferoniaktiivisuudesta sitoutuil
kolonniin. Liuos laskettiin uudelleen kolonnin ldpi
virtausnopeudella 40 ml/h. Tdmédn toisen kdsittelyn jdl-
keen oli ldpivirranneessa liuoksessa jdljella noin 7 %
alkuperdisestd interferoniaktiivisuudesta. Sitten kolon-
ni pestiin tr&s/cys/EDTA—liuoksella, jonka pH oli 8,0,
ja joka oli 0,2M NaCl:n suhteen. Noin 1,7 % aktiivisuu-
desta eluoitui tamdn pesun aikana.

Suurin osa interferoniaktiivisuudesta (noin 50 %
alkuperdisestd aktiivisuudesta) eluoitiin sitten kolon-
nista 51,5 ml:1lla deionisoitua vettd, jonka pH oli 5,5.
Kolonni huuhdottiin lopuksi 22,5 ml:1lla 0,2M etikkahap-
poliuosta mahdollisesti j&dljelld olevan proteiinin elﬁ—
oimiseksi; noin 8 % alkuperdisestd aktiivisuudesta elu-
oitui. Etikkahapolla eluoinnin jdlkeen kolonni saatet-
tiin takaisin tasapainoon tris/cys/EDTA-liuoksella, pH
8,0. Vedelld, etikkahapolla ja tris/cys/EDTA:1lla elu-

oinnin aikana kerdttiin 2,25 - 4,5 ml:n fraktioita
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(kuva 11). Fraktiot 1 - 7 yhdistettiin ja kulmdkuivat-
tiin. Jd88nnds liuotettiin uudelleen 200 /u:aan 0,1 %
trifluorietikkahappoa (TFA), jonka pH oli 2,5, ja puh-
distettiin edelleen HPLC:1lla Synchropak RP-P-kolonnissa.
Kolonnia eluoitiin virtausnopeudella 1 ml/min kdyttden
lineaarista gradienttia 0 - 100 % asetonitriilid 0,1 %
TFA:ssa, pH 2,5. Kerdttiin 1 ml:n fraktioita, ja ne tut-
kittiin laimennettuina PBS/BSA:1lla edelld kuvatulla
tavalla. 2,5 /

tiin vertailukromatogrammi (kuva 12). Interferoniaktii-

ug:n puhdistetusta IFN-A-ndytteestd mitat-

visuus eluoitui kolonnista yhtend piikkind, jonka kes-
kusta oli fraktion 39 kohdalla. Tdmd& fraktio kylmé&kui-
vattiin ja jddnnbksen aminohappoijdriestys tutkittiin.

Aminohappojdrjestysanalyysi

Aminohappojdrjestysanalyysi perustui Edman-hajoa-
miseen (27). Nayte laitettiin Beckman 890B spinning cup
-analysaattorin kuppiin. Kupissa kdytettiin kantaja-ai-
neena Polybrene TM:a (poly-N,N,Nl—tetrametyyli—N—trime—
tyleeniheksametyleenidiammoniumdiasetaatti) (28). Ana-
lysaattori varustettiin kylmdloukulla ja siihen tehtiin
muutamia ohjelmamuutoksia taustapiikkien pienent&@miseksi.
Reagenssit olivat Beckmanin sekvenssianalyysi-puhtaus-
astetta olevat 0,1 M Quadrol-puskuri, fenyyli-isotiosya-
naatti ja heptafluoributaanihappo.

Analysaattorin ohjelman muunnoksiin kuului myds
2-aniliini-5~tiatsolinonijohdannaisten automaattinen
konversio niiden uuttuessa analysaattorista. l-kloori-
butaani kerattiin Pierce Reacti—VialTM—astioihin ja kui-
vattiin typen alla. Sitten lis&dttiin 25 % trifluorietik-
kahapon (TFA) vesiliuosta 2-aniliini-5-tiatsolinoniin
ja pidettiin 20°C:ssa 10 min sen muuttamiseksi 3-fenyyli-
2-tiohydantoiiniksi (PTH-johdannainen) (29). PTH-amino-
happoj&ddnnds liuotettiin sitten automaattisesti 50 %
asetonitriilin vesiliuokseen ja ruiskutettiin k&ddnteis-
faasi-HPLC-laitteeseen. Kukin PTH-aminohappo analysoi-

tiin sitten vertaamalla retentiocaikoja PTH-aminohappo-
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jen standardiseokseen, joka oli asetettu konversio-
astiaan ja kdsitelty samalla tavalla kuin ndytteet.
Tulokset ovat koottuina kuvaan 13 ja niistd keskustel-
laan infra.

Western Blotting -menettely

Proteiineille tehtiin ensin elektroforeesi poly-
akryyliamidigeelilevylld natriumdodekyylisulfaatin l&s-
nd ollessa (46,47) ennen elektroforeettista siirtoa
nitroselluloosapaperille (S + S BA 85) ja sitd seuraa-
vaa HGH:n immunologista tunnistusta. Siirtolaite
(Electroblot, E.C. Apparatus Corp., St. Petersburg Fla)
kytkettiin pddlle sen jdlkeen, kun geeli ja nitrosellu-
loosapaperi oli pesty nopeasti siirtopuskurilla, joka
0li 25 mM Tris:in ja 192 mM glysiinin suhteen, pH 8,4.
Siirto tehtiin virralla 400 mA 1,5 h, minkd j&lkeen

paperi laitettiin liuokseen, joka oli 50 mM Trisi:in

(pH 7,4), 0,15 M NaCl:n ja 5 mM EDTA:n suhteen ja si-

sadlsi 0,25 % (w/w) gelatiinia ja 0,05 % NP-40, ja se-
koitettiin varovasti y&n yli. Sopivasti laimennettu
kaniinin anti-human hGH-antiseerumi laitettiin muovi-
pussiin paperin ja NP-40/gelatiinipuskurin (tyypillises-
ti 100 /ul/cmz) kanssa ja inkuboitiin 2 h huoneen l&m-

potilassa varovasti ravistellen. Paperi pestiin nopeasti

vedelld, ja sen jadlkeen NP-40/gelatiinilla 1 h, ja mer-

kittiin NP-40/gelatiinilla laimennetulla 4“125

I_7—Protein
A:lla (New England Nuclear) Seal-a-Meal-pussissa 1 h
huoneen lampéttilassa varovasti ravistellen. Kun paperi
0li pesty useaan kertaan vedelld, se kadrittiin sello-
faaniin ja laitettiin kasettiin yon ajaksi intensiteet-
tid parantavalla verkolla varustetun X-Omat-Ar - filmin
(Kodak) kanssa lampotilaan -70%.

Geelin varjdys

Polyakryyliamidigeelit, jotka sisdlsivat prote-

iinit, vdrjédttiin Oakleyn et al. menetelmdalld (41).
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Nisdkkddn interferonigeenien eritys-signaalijaksot

Kun viime aikoina on pystytty eristamaan cDNA:ita,
jotka sisdltdvat leukosyytti-(7), sidekudos- (19) ja
immuuni-interferonien (30) geenit, on hiivojen kidytdn
kehittyminen heterologisten geenien ilmentdmissysteemi-
na (14) tehnyt mahdolliseksi tutkia signaalipeptidijaksoa
koodittavien heterologisten geenien ilmentdmistd hiivassa.

Kuva 1 esittdd viiden erilaisen interferonin sig-
naalijaksoja. Ndiden aminopdin jaksojen uskotaan vaikut-
tavan interferoniproteiinien eritykseen nisdkdssoluista.
Kdsittelyn aikana poistetaan signaalijakso spesifisen
proteaasin avulla katkaisemalla asemien -1 ja +1 vidlistd,
jolloin saadaan interferoni muodossa, joka tunnetaan ni-
melld "valmis". Ndill&d jaksoilla on muiden erityssignaali-
jaksojen yleiset piirteet (31). Ne ovat kaikki hyvin
hydrofobisia, suunnilleen saman pituisia kuin muut sig-
naalit, ja niissd on pieni aminohappo irtoamiskohdan va-
semmalla puolella. Vaikka preLeIFA, preLeIFD ja prelIFD-Y
kaikki irtoavat glysiinin ja kysteiinin vdlistd, ei t&dmd
ole yleinen sddntd muiden nisdkkdiden signaalien koh-
dalla, kuten preIFN-/ :sta ilmenee.

Itse asiassa ei ole olemassa mitddn yleistd or-
ganismeille yhteistd tai yhdelle organismille ominaista
signaalijaksoa. Ei ole my8skddn olemassa yleistd jaksoa
signaalijakson ja proteiinituotteen valmiin muodon ir-
toamiskohdassa.

Siksi o0li erittdin mielenkiintoista yritt&dd
ndiden preinterferonien ilmentamistd hiivassa, jotta
voitaisiin mddrittdd, voivatko ndmé& heterologiset pro-
teiinit erittyd hiivasta ja mink&lainen ndiden prote-
iinien kdsittely olisi luonteeltaan. Vaikka hiiva on
eukariocottinen organismi kuten nisdkédssolutkin, ja
vaikka hiivalla ndyttdd olevan eritysreitti, joka on
monessa suhteessa samanalainen kuin kehittyneemmillad
eukariooteilla (1,32), on hiiva hyvin primitiivinen

tukariootti, ja ndiden geenituotteiden kdsittely vaatisi
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kdsittelymenetelmdn sdilymistd suuressa midrin hiivan
ja nisdkassolujen vdlilld evoluution aikana, jonka tu-
lokset eivdt ole ollenkaan selvia.

Pre-interferonigeenien ilmentdmisessd kdytetté-

van hiivaplasmidin rakenne

Heterologisen geenin hiivassa ilmentdmisessé
kaytettdvan plasmidin rakennetta on kuvattu kirjalli-
suudessa (14).

Tassd tydssd kaytetty plasmidi on esitetty ku-
vassa 2. Tdamd plasmidi sisdltd8d pBR322:n osan (33),
jossa on ampisilliiniresistenssigeeii (ApR) ja E.coli-
replikoitumisl&hde E. colissa tapahiuvan selektiivisen
ja stabiilin kasvun aikaan saamiseksi (kdytetd&n vali-
vaiheena in vitro-rakenteen Jja hiivan transformaation
valilld) . Plasmidi sisaltdd myds TRPl-geenin jaksossa
EcoRI - Pstl, joka on perdisin hiivan kromosomista III
(34 - 36). Tamd geeni tekee mahdolliseksi valikoitumisen
trpl_—hiivassa ja sitd voidaan siten kdyttdd eristettd-
essd plasmidia sis&ltdvid hiivasoluja ja ylldpidetta-
essa plasmidia. Lisdksi plasmidi sisdltd& hiivan rep-
likoitumisldhteen 2,0 kbp:n jaksossa, joka on perdisin
endogeenisesta hiivan 2/u—plasmidi—DNA:sta (37} . Ta&ma
ldhde tekee mahdolliseksi DNA:n itsendisen replikoitu-
misen ja sdilymien plasmidina.

Jadrjestelmdn toinen pdakomponentti on hiivan
3-fosfoglyseraatti-kinaasin (PGK) promoottorijakso,
joka aloittaa transkription plasmidin ainocan EcoORI-
kohdan liheltd /toinen EcoRI poistettiin t&yttimilld
restriktiokohta kdyttiden E.colin DNA-polymeraasi I:a
(Klenow) ja liittdmdlla pdat yhteen (Hﬁht end ligationl7.

3~-fosfoglyseraattikinaasi- (PGK-)geenin eristystd
on kdsitelty toisaalla (37a) samoin kuin 1,6 kbp:n pro-
moottorin rakennetta (infra). Hiivan kromosomin III
TRPl-geenialueen fragmenttia HindIII/BgIII (34 - 36)
kdytettiin Hind III:n muuttamisessa Bgl II:ksi liitettd-
vdksi pBR322:n Bam Hi-kohdan kanssa, mikd tekee plas-
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midista herk&n tetrasykliinille (Tc®). Lisdksi on
mainittava, etta 2/uDNA:n 2,0 kbp:n fragmentilla on
toisena toimintona se, ettd se sisdlt&dd transkription
padttdmis/polyadenylaatiosignaalin, joka normaalisti

on terminaatiosignaalina 2/u—plasmidin "kykenevalle"
geenille (37). Tdllainen alue ndyttdd olevan oleellinen
hyvdan ilmentdmisen kannalta. Oikein orientoituneet gee-
nisiirrdnndiset, kuten EcoRI-fragmentit, voivat t4118in
ilmentyd proteiinina, kun vektori pakataan hiivaan.

Erilaisten interferonigeenien ilmentdmisessé

kdytettivien hiivaplasmidien rakenne

Hiivan ilmentémispéysmidi YE-IPT sisdltidi yhden
ECORI-kohdan.Vieraan geenin sijoittaminen t&h&dn nimen-
omaiseen ECORI-kohtaan johtaa t&mdn geenin ilmentymiseen
hiivan fosfoglyseraattikinaasi- (PGK-) promoottorin alai-
sena. Helppo tapa sijoittaa erilaisia interferonigeenejd
tamdn hiivan EcoRI-kohtaan on kdyttda DNAjkragmentteja,
joissa EcoRI-kohdat ovat erilaisten interferonigeenien
aloitus- ja pddttdmiskodonien vieressd. Me kuvaamme
tdssd interferonigeenien ilmentédmisessd kdytettdvien
tdllaisten EcoRI-fragmenttien rakennetta. On tdrkedd
kdyttdd EcoRI:ksi muuttajia geenin 3~ -pddssd, jolloin
ne eivdt pddtd transkriptiota vaan sallivat transkrip-
tion 2/u—terminaattoriin asti.

Olemme aiemmin kuvanneet EcoRI-kohdan, joka on
juuri valmiin IFN-<«(1 -geenin (14,17), valmiin IFN- &2
-geenin (7), valmiin IFN-f -geenin (lO)'ja valmiin IFn
-Y -geenin (30) ATG-initiaatiokodonin edella.

DNA:n restriktioanalyysi osoittaa, ettd IFN-«&
1:n (8) cDNA-kloonin 37-pddn koodittamattomalla alueella
on hyvédssd pailkassa EcoRI-kohta, siten plasmidin pLeIFD3
(17) kdsittely EcRI:1lla johtaa 583 bp:n EcoRI-fragment-
tiin, joka sis&dltii kokonaisen IFN-% 1 -geenin.

Kuva 3 esittdd EcoRI-fragmentin, joka sisdltaa

pre—IFN—‘Xl,—geenin, rakennetta. HaelII-kohta sijaitsee
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pre-IFN-#&"l:n ensimmdisen ja toisen aminohapon vdlissi
(8). Osittain HaeIII-kdsitelty 254 bp:n fragmentti, jo-
ka ulottuu tdstd HaellI-kohdasta kooditusalueen keskel-
lda olevaan BglIII-kohtaan, eristettiin. Itsetdydentdva
synteettinen oligonukleotidi 57CCATGAATTCATGG -3~ liitet-
tiin (blunt-end ligation) 254 bp:n HaeIII-BglII -frag-
menttiin, Jjotta saataisiin ATG-initiaatiokodonia edeltéa-
va EcoRI-kohta. 264 bp:n EcORI-BglII -fragmentti eris-
tettiin sitten kdsittelemidlld ligaatioseosta EcoRI:lla
ja BglII:1lla. Tamd EcoRI-BglII-fragmentti, joka sisdltda
preIFN- 1 -geenin etummaisen puoliskon, kiinnitettiin
sitten preIFN- X1 -geenin takapuoliskoon, 372 bp:n Bg
1II-EcoRI -fragmenttiin, Jjoka oli eristetty IFN-o 1l-
cDNA-kloonin késittelyseoksesta BglITI:lla ja EcoRI:lla.
EcoRI-fragmentti, joka sisdlsi kokonaisen pre-IFN- 1l
—-geenin, muodostettiin sitten kdsittelemdlld ligaatio-
seosta EcoRI:1lla ja eristdmdlld 636 bp:n fragmentti.
Kuva 4 esittdd EcoRI-fragmentin, Jjoka sisaltaa
valmiin IFN-¢&2-geenin, rakennetta. 876 bp:n EcORI-
PstI -fragmentti, joka sisdltdd valmiin IFN-='2 -geenin,
jossa on EcoRI-kohta juuri ATG-initiaatiokodonin edelld
ja cDNA-kloonista johdettu 400 bp:n 37 -padn ei-kooditta-
va jakso, eristettiin k&dsittelemdlld plasmidia pLeIFaZ25
(7) EcoRI:llé ja PstI:lla. Tamdn 876 bp:n fragmentin
PstI-pdd muutettiin sitten EcoRI-kohdaksi adaptori-
fragmenttia kdyttden. Tdmd 978 bp:n adaptorifragmentti
sisdltdd sisdisen EcoRI-kohdan ja Pstl-kohdat molemmissa
pdissd. 230 bp:n osa tastd fragmentista, joka ulottuu
toisesta Pst-pddstd EcoRI-kohtaan, on perdisin hiiva-
plasmidin 2 /u—DNA:sta (37). 748 bp:n osuus fragmentin
loppuosasta, EcoRI-kohdasta toiseen PstI-pddhan, on
perdisin bakteeriplaémidista pBR322 (koko fragmentti
on perdisin YEpl3:sta (37b)). Tdmdn adaptorifragmentin
liittdminen 876 bp:n EcoRI-PstI -fragmenttiin, joka
sisaltaa valmiin IFN—O(Z ~geenin, ja sitad seuraava ka-

sittely ECORI:1lla synnyttdd 1096 bp:n fragmentin, joka
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sisdltdd valmiin IFN-&’2 -geenin, Jjossa on ECORI-kohdat
molemmisa pdissa.

Kuva 5 esittdd EcoRI-fragmentin, Jjoka sisdltdi
pre—IFN—0(2 -geenin, rakennetta. Restriktiocanalyysi
Osoittaa, ettd sekd pre-IFN-AX'1l- ettd of-2 -geenin esi-
jaksossa on sama Ddel-kohta 14. ja 15. aminohapon vdlis-
sd. Pre-IFN-«’l -geenid koodittavasta EcoRI-fragmentis-
ta perdisin olevan 44 bp:n EcoRI-Ddel -fragmentin ja
IFN-22:n cDNA-kloonista perdisin olevan DdeI-PstI -frak-
mentin (900 bp) liittdminen toisiinsa, jota seuraa ka-
sittely EcoRI:1lla ja PstI:lla, muodostaa 944 bp:n frag-
mentin. Tadmd 944 bp:n fragmentti EcoRI-Pstl sisdltda
IFN-¢(1l:sta johdetun prepeptidin 14 ensimmidisen amino-
hapon kooditusjakson, prepeptidin loppuosan kooditus-
jakson ja IFN- §/2:sta perdisin olevan kokonaisen valmiin
proteiinin kooditusjakson. Taman 944 bp:n fragmentin
pstI-pdd muutettiin sitten EcoRI-kohdaksi kdyttden adap-
torifragmenttia, kuten muodostettaessa EcoRI-fragmentti
valmista IFN—O(Z:a varten.

Kuva 6 esittdd EcoRI-fragmentin, joka sis&ltdd
pre-IFN-7 -geenin ja 70 bp:n esijakson, Jjoka edeltis
ATG-initiaatiokodonia, rakennetta. IFN- ¥ -cDNA-kloonin
(39) kypsytys- synnyttdd 842 bp:n Sau3A-fragmentin, jos-
sa on 60 bp:n jakso 5 -reunassa, pre-IFN-Y :n koko koo-
ditysjakso ja 290 bp:n koodittamaton jakso. Tdmd Sau3A-
fragmentti klcoonattiin sitten BamHI-kypsytettyyn pUC7-
vektoriin, joka on yksisdikeisen faagin Ml3mp7 vastin-
osa (38). Plasmidi pUC7 johdettiin pBR322:sta poistamal-
la ensin 2067 emdsparin (bp) EcoRI-Pvull -fragmentti,
joka sisdltdd tetrasykliiniresistanssigeenin, sijoitta-
malla sitten 425 bp:n HaelI-fragmentti faagin M13 joh-
dannaisesta mP7 (38) tuloksena olevan plasmidin HaelI-
kohtaan asemaan 2352 (pBR322-merkinndn mukaan laskettu-
na) . mp7:n HaelIl fragmentti sis&dltdd N-pddtteisen E.

colin lacZ-geenin kooditusjakson, Jjossa jakson multi-
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restriktioentsyymin kloonauskohta on sijoitettuna /3 -
galaktosidaasin 4. ja 5. aminohappotdhteen vadliin.
Vieraan DNA-fragmentin sijoittaminen ndihin kloonaus-
kohtiin rikkoo jatkuvuuden lac-promoottorin ja lacZ-
geenin valillad ja muutaa siten JM83:n, joka on trans-
formoitu plasmidilla lac+—lac_, fenotyyppid. Koska
pUC7:n multirestriktiokloonauskohdassa on kaksi EcoRI-
kohtaa BamHI-kohtien sivuilla, johtaisi plasmidin,
jossa on 842 bp:n Sau3A-siirrdnndinen, kdsittely Eco—
RI:lla 862 bp:n fragmenttiin, joka sisdltdd kokonaisen
pre-IFN-Y -jakson, jonka sivuilla on EcoRI-kohdat.

Plasmidin pIFN- trpd48 (30) kdsittely EcoRI:lla
ja BglI:lla synnytt&dd 689 bp:n fragmentin, Jjossa on
ATG-initiaatiokodonia edeltidvd EcoRI-pdd, kokonainen
valmiin IFN-Y:n kooditusjakso ja 210 bp:n koodittama-
ton jakso. BglI-pdd muutettiin sitten EcoRI-pddksi

liittdmdlld pre-IFN-Y -EcoRI-fragmentista perdisin ole-

va 29 bp:n BglI-BEcoRI-adaptori edellda kuvatulla tavalla.

Sitd seuraava ligaatioseoksen kdsittely EcoRI:lla joh-
taisi 718 bp:n EcoRI-fragmenttiin, joka sisdltdd val-
miin IFN-Y -geenin.

Kuva 7 esittdd EcoRI-fragmentin, joka sisaltaa
pre-IFN-Y -geenin , jossa on EcoRI-pdd ja jakso AAA

ennen ATG-initiaatiokodonia, rakennetta. EcoRI-jaksoa,

joka sisdlsi ylld kuvatun pre-IFN-7Y -geenin, kdsiteltiin,

EcoRI:1lla ja MboII:1lla, jolloin syntyi 184 bp:n frag-
mentti. TA&mA gragmentti, joka sisdlsi pre-IFN-Y -gee-
nin etuosan, denaturoitiin l8mm®lld ja muutettiin (109
57-kinaasilla synteettiseksi oligonukleotidiksi 57—
PATGAAATATACA, joka koodaa pre—-IFN-Y -geenin neljda en-
simmdistd aminohappoa. EcORI-MbolIl -fragmentti, temp-
laatti ja oligonukleotidi pohjana kdytettiin E.coli-
DNA -polymeraasia yldsdikeen syntetisoimiseen ja pois-
tamaan 3~ -esiintyOntyvd pdd pohjasdikeestda. Tuloksena
oleva 178 bp:n tylppdpdinen fragmentti, joka ulottuu

ATG-initiaatiokodonista ensimmdiseen siitd alaspdin
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olevaan MboII-kohtaan, liitettiin sitten itsetdydenta-
vddn 57 -TTTGAATTCAAA-3" -EcoRI-1liitt&djd4n. Ligaatioseok-
sen kdsittely EcoRI:1la ja Ddel:lla synnyttdd 165 bp.n
EcoRI-Ddel -fragmentin, joka sisdltdd pre-IFN- Y -geenin
a2tuosan. kokonainen geeni koottiin sitten liittdmilli
600 bp:n DdeI-EcoRI -fragmentti, joka sisiltii IFN-Y -
geenin takaosan ja 37 -ei-koodaavan alueen. Ligaatio-
seosta késiteltiin sitten EcoRI:1lla, jolloin muodostui
765 bp:n EcoRI-gragmentti, joka sisdlsi kokonaisen pre-
IFN-Y -geenin.

Yhteenveto kaikista ndistd EcoRI -fragmentti-
rakenteista (I - IX) on kuvassa 8. Kaikki nadmi rakenteet
sijéitettiin vektoriin YEpIPT (kuva 2) ilmentdmis- ja
erityskokeiden tekemiseksi hiivaa kdyttden.

Nditd plasmideja sisdltdvdn hiivan avulla tapah-

tuva interferonien ilmentdminen ja erittyvdt m8drdt

Sen jdlkeen kun kuvan 8 mukaiset EcoRI-fragment-
tigeenit oli sijoitettu YEplIPT:hen (kuva 2), orientoi-
tuminen tarkistettu ja sijoitettu hiivaan Trp+—téyden—
nystd kdyttden, nditd plasmideja sisdltdvdn hiivan inter-
feronituotanto tutkittiin sytopaattista vaikutusta (CPE)
mittavalla kokeella (26) biologisella kokeella) uutteista,
soluseinémategiaalista ja vdliaineesta. Interferonitut-
kimukset tehtiin kolmesta erillisestd hiivaviljelmé&n

kohdasta. Tutkimusten tulokset ovat taulukossa 1.
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Ensimmdinen mittauskohta on solun sisdlli. Tami
fraktio mitataan valmistamalla solu-uute soluseinien
poiston jdlkeen, ja ndin mddritetddn erittymdtdn inter-
feroniaktiivisuus. Kaksi muuta kohtaa ovat vdliaine (hii-
vasolusta kokonaan erillddn oleva materiaali) ja vapautu-
nut aktiivisuus, kun soluseindt on poistettu tsymolyaasia
kdyttden (erittynyt, mutta soluseiniin ei-kovalenttises-
ti sitoutunut aine). Sekd vadliainefraktio etti solusei-
nien poiston jdlkeen vapautnut fraktio lasketaan kuulu-
viksi erittyneeseen kokonaismididrddn. Vaihtoehtoisesti,
kun soluseinid ei poistettu (katso: menetelmdt) sis&dltaa
solun sisdinen aktiivisuus my8s soluseiniin kiinnittyneen
aktiivisuuden.

Taulukon I yhteydessd tulisi huomata, ettd (pre
D/A)LeIFA on valmis LeIFA-geeni, jossa on hybridi-sig-
naalipeptidijakso (katso kuvat 1 ja 8). T&t& rakennetta
on kdsitelty alemmin; mutta kirjallisuuden mukaan se muo-
dostettiin kdyttdmédlld Ddel-restriktickohtaa, joka on yh-
teinen preLelFA:lle ja preLeIFD:1lle. Kuvassa 1 ndkyy t&-
md aminohapon =10 kohdalla oleva DdeI-kohta. Alleviiva-
tut aminohapot ovat erilaisia preLelIFD:n ja preLeiFA:n
aminohappoketjuissa. Hybridi-(preD/A)LeiFA muistuttaa
enemmdn preD:a kuin preA:a.

Sekd valmis LeIFA-ettd LeIFD-geeni (rakenteet I
ja III) ilmentyvit hiivassa proteiinimiirdni, joka on
1,0 % solun kokonaisproteiinista (2,0 %:n mddriid on myods
havaittu). Ndiden geenien tai esigeenien vaddrdt orientoi-
tumiset eivdt ilmenny. Ndiden kahden geenin samoin kuin
valmiin IFN—c{—geenin Ollessa kyseessd ei ilmene eritty-
mista.

‘Jos kuitenkin kdytetddn ndiden geenien esijaksoija,
16ytyy kaikkia kolmea proteiinituotetta vdliaineessa erit-
tyneind tuotteina. Jopa niin suuria mddrid kuin 8 2% koko-
naisaktiivisuudesta on havaittu viliaineessa (pre D/A)

LeIFA:n ollessa kyseessd ja absorbanssin ollessa A660 =
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3 - 4. Tulisi huomata, ettd kaikki ndmd plasmidit kas-
vavat 95 %:ssa soluista Trp+—selektiivisen paineen alai-
sena, mikad on todisteena autonomisesti replikoituvan
plasmidin ldsné&olosta.

(pre D/A)-LelFA -geenin sisdltdvdn hiivan kasvu-

kdayrd ja eritystoiminta vdliaineeseen

Kaksi interferonia tuottavaa hiivaa tutkittiin
madrittamdlla niiden lucnteenpiirteet tarkemmin. Nami
hiivat olivat YEplPT-preLeIFAS53t/pep4-3 ja YEplPT-LeIFA
1/pep4-3. Ensimmédinen sisdltdd kaksi rakenteen IV kopi-
ota (kuva 8) YEplPT:n EcoRiI-kohdassa, ja sen tuloksena
on aktiivisuus solun sisdlld, soluseindssd ja solun ulko-
puolella (vd@liaineessa). Tdtd kaksikopioista geenid
tandem-muodossa - molemmat asianmukaisen ilmentdmisen
kannalta oikein orientoituneita), Jjoka sis&ltdd plasmi-
din, kaytettiin yksikopiorakenteen sijasta, silld saatiin
joskus suurempia interferoniaktiivisuuspitoisuuksia vid-
liaineeseen. Pep 4 - 3 hiivaa kdytettiin, silld sen pro-
teaasipitoisuudet solun sisdlld ja ulkopuolella olivat
suuresti pienetyneet (23), mikd saattaisi olla etu hajoa-
mattoman proteiinin (interferonin) vdliaineesta saamisen
kannalta.

Jadlkimm&isessd on rakenne IITI (kuva 8) YEplPT:ssa,
ja se ilmentéé valmista LelFA:a solun sis&dlld, mutta ei
eritd sitda.

Kuva 9 esittdd ndiden kahden hiivakannan kasvu-
kdyrda YNB+CAA:ssa (Trp+—selektiivinen kasvu) . Logarit-
misen kasvun vaihe jatkuu A66Onm—arvoon 3 - 4, ja sitten
alkaa station&drivaihe. Kdyrat ovat suurinpiirtein ident-
tisid [ﬁiké viittaa siihen, ettei ndiden kahden erilaisen
proteiinin (LeIFA ja (preD/A)-LelFA) tuotanto vaikuta
hiivan kasvuun tai elinkykyyg7. Vadliaineelle tehtiin
biologinen tutkimus uéeita kertoja solun kasvun aikana,
jotta saataisiin selville ndiden kahden kannan interfe-
ronituotannon vdliaineeseen riippuvuus kasvukdyrdsta.

Ndistd tuloksista ilmenee, ettd LelFA:ssa oleva esijakso
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aiheuttaa interferoniaktiivisuuden vapautumisen vdliai-
neeseen. Ilman t&td jaksoa ei aktiivisuutta vapaudu
jJuuri ollenkaan. On myds ilmeistd, ettd aktiivisuuspi-
toisuudet vdliaineessa saavuttavat suurimman arvonsa
l8helld stationddrivaihetta.

(pre D/A)-LeIFA:n puhdistus vdliaineesta

Jotta saataisiin mddritetyksi (pre D/A)-LeIFA:n
hiivan vdliaineeseen suuntautuvan eritystapahtuman luon-
ne, oli vdlttdmdtdntd puhdistaa proteiinituote vidliai-
neesta. Jos higé pystyy eritté&mddn proteiinia, se toden-
ndkotisesti késittelee aminoryhmddn padttyvaa paatd jol-
lakin tavalla eritysprosessin aikana, kuten nisdkdssolut
normaalisti tekevat pre-interferoniproteiinin ollessa
kyseessd. Lisdkokeiden tarkoituksena oli m&drittdd tdmdn
kdsittelyn luonne seuraavalla tavalla:

A) Fermentaatio (5 1)

Kuva 10A esittdd interferoniaktiivisuutta solun
seindssa ja solun sisdlld saman fermentaation aikana.
Namd uutteet valmistettiin pelletoimalla ja kasittele-
malld sitten lasihelmilld 7M GHCl:ssa, Jjoten tdmd aktii-
visuus sisdltdd sekd solun sisdisen ettd soluseinien
sisdisen materiaalin. T&md aktiivisuus saavutti suurim-
man arvonsa n?in 25 x lO6 U/1, kun A66Onm =1l,5 - 2,0,
mika viittaa siihen, ettd solun sisdinen interferoni-
tuotanto loppuu logaritmisen vaiheen aikana ennen sta-
tionadrivaihetta, toisin kuin solun ulkopuolisen aineen
ollessa kyseessd. Siten noin 8 % aktiivisuudesta erit-
tyy vapaasti vdliaineeseen. Myds nyt voi kuitenkin olla
paljon aktiivisuutta soluseindsséd (katso taulukko 1).
Uutemateriaali sis&dltdd pddasiallisesti solun sisdistd
interferonia, ja tdmd aine puhdistetaan nyt, jotta ndh-
tdisiin, onko se ké&dsiteltyd vai kdsittelemdtdnta.

Kuva 10B esittdd kasvukdyradd, joka saatiin fer-
mentoimalla YEplPT-preLelFA53t/pepd4~-3:a YNB+CAA:ssa

(5 1). Fermentoinnin lopussa interferoniaktiivisuuden
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mddrd oli noin 2,0 x 106 U/1 MDBK-kokein mitattuna.
Suurin tuotanto havaitaan jdlleen stationddrivaiheessa.
Tulisi huomata, ettd tdssd vdliaineessa oleva interfero-
nituote on hyvin stabiili, vaikka ravistelua jatketaan
ylimddrdiset 24 h 30°C:ssa stationdirivaiheen alkamisen
jdlkeen. T&td vdliainetta kdytettiin lisdpuhdistusvai-
heisiin.

B) VAliainetiivisteen kdsittely immuuniaffini-
teettikolonnilla

YEplPT-preLelFAS53t/pepd4-3:n vdliaine ultrasuo-
datettiin ensin. Tdmid tiiviste laitettiin kolonniin,
joka sisdlsi monoklonaalista valmiin LeIFA:n vasta-ainet-
ta. Kun kolonnia oli huuhdottu tris/cys/EDTA-liuoksella
(pH=8,0), joka oli 0,2MNaCl:n suhteen, interferoni elu-
oitiin H,O0:11la (pH=5,5) kuvan 11l mukaisesti. Eluoitunut

2

piikki A (nuoli osoittaa H,O:n lisddmisen aloituskohdan)

2
saatiin td11l8 menettelylld, ja siind on 50 % kolonniin
laitetusta aktiivisuudesta. Piikki A yhdistettiin, sul-

kujen osittamalla tavalla, ja kdAytettiin lis&dpuhdistuk-

seen. Eluoimalla 0,2M etikkahapolla saatiin piikki B

(nuoli osoittaa puskurin vaihtokohdan) ja nuoli C osoit-
taa siirtymisen alkuperd@iseen huuhtelupuskuriin.

C) Piikin A aktiivisuuden HPLC-ajo

Piikin A fraktiot kylmdkuivattiin ja ajettiin

sitten HPLC:1lla (katso menetelmdt). Kuva 12 esittda ta-

/

(E.colista) ajettiin erikseen vertailundytteeksi.

m&n ajon tuloksia. 2,5 ,ug:n ndyte puhdistettua LelFA:a
Sekd vertailundytteelld ettd (pre~D/A)-LelFA:lla
(tai preLeIFA:1la) oli samanlaiset retentioajat, kuten
kuvasta ilmenee. Ndmd tulokset osoittavat, ettd vadliai-
neen interferoni on kdsiteltyd, silld preLeIFA:1la on
huomattavasti erilainen retentiocaika. Varjostettu osa
tdstd HPLC-ajosta kdytettiin proteiinin aminohappojar-

jestyksen tutkimiseen.
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Hiivan vdliaineesta puhdistetun (preD/A)-LeIFA:n

NHz—péétteisen jakson tutkiminen

Kuva 13 esittdd osittain puhdistetun interferonin
aminohappojdrjestysanalyysin tuloksia. Ylempi jakso on
sellainen, joka oli odotettavissa (pre-D/A)-LelFA:1lla,
ellei mitddn k&dsittelyd tapahtuisi. T&mdn interferonin
normaali irtoamiskohta, joka todenndkdisesti nisdkds-
soluissa esiintyvd, annetaan kuvassa.

, Proteiinijakson aminohappojarjestys saatiin tar-
kastelemalla, mink& PTH-aminohapon pitoisuus kohosi kus-
sakin vastaavassa Edman-syklissd ja aleni sitten seuraa-
vassa syklissd. PTH-aminohappojen, jotka normaalisti an-
tavat pienid saantoja (cys, ser, thr, arg, his), oletet-
tiin olevan kyseessd silloin, kun ei ollut havaittavissa
minkd&dn muun PTH-aminohapon mddrdn lisddntymistd. Mg-
madrdt arvioitiin vertaamalla mitattujen piikkien pinta-
alaa PTH—aminohappo—standardiseoksen, joka ajettiin sa-

malla HPLC:1la, antamaan pinta-alaan. Sisdisend standar-

‘dina kédytettiin kussakin kromatogrammissa norleusiinia,

jotta varmistettaisiin retenticaikoien toistettavuus. ,
Kuva 13 esittdd puhdistetulle (pre-D/A)-LeiFA:lle
saatuja aminohappojidrjestysanalyysin tuloksia. J&drjestys,
joka olisi odotettavissa, ellei mitadn kdsittelyd tapah-
tuisi, ja tdmdn pre-interferonin normaali irtoamiskohta
nisdkdssoluissa on my®ds esitetty. Tehtiin kaksi erillis-
td ajoa kahdelle soluista ja vadliaineesta puhdistetulle
eri naytteelle. Kuva 13 osoittaa, ettd suurin osa vali-
aineessa olevasta interferonista oli asianmukaisesti
kdsiteltyd (64 %), mutta l&dsnd oli my®s toista muotoa
(36 %), joka sisdlsi kolme ylimddrdistd esijakson amino-
happoa. My6s solun sisdinen interferonli sisdlsi naméd
kaksi muotoa, mutta hieman eri suhteessa, samoin kuin
kolmatta muotoa, joka sisdlsi esijakson 8 aminochappoa.

Kokonaista esijaksoa el havaittu kertaakaan, mika viit-

taa siihen, ettd hiiva kasittelee kaiken pre-IFN:n tavalla.
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On mahdollista, ettd kdsitelty muoto, joka si-
sdlsi esijakson kolme aminohappoa, oli seurausta pre-D/A-
signaalijakson hybridiluonteesta. Siksi tutkittiin my&s
éi—hybridisen {pre-D)-LelIFD:n kasittelyd. Pre-D eroaa
pre-D/A:sta vain aminohappokohdassa -2 (leu/val). Kun

vdliaineesta puhdistetun pre-IFN- ol:n kisittelyd tutkit-

tiin, havaittiin jdlleen sekd +1- ettd -3-muodot (kuva 13).

Vdliaineessa esiintyi kuitenkin myO0s pieni mddrd -14-
muotoa, jota ei havaittu (pre-D/A)-LeIFA:n ollessa ky-
seessd.

Jotta voitaisiin tutkia heterologisten proteii-
nien erittymista S. cerevisiaesta, olemme muodostaneet
plasmidit erilaisten valmiiden interferonien (IFN:ien)
ja erilaisten pre-IFN:ien geenien transkription tekemi-
seksi in vivo. Aina kun hydrofobisten signaalipeptidien
kooditusjaksoja on ldsnd, tulisi IFN:n virusten vastaista
aktiivisuutta esiintyd sekd isdntdsoluissa ettd viljelmén
vdliaineessa, kun taas kaikki IFN, jonka synteesi on
valmiiden IFN-geenien ohjaamaa, pysyy solun sisdlla.
Olemme yrittdneet saada selville erittymisen vaatimuksia
kdyttdmdlld rakenteita, joissa interferonigeeni on varus-
tettu omilla luonnollisilla signaalijaksoillaan. kuten
(pre-D/A)-LeIFA:n ollessa kyseessd, tai joissa se on
varustettu hygridi—signaalijaksolla, joka on kahden IFN-
0(—lajin yhdistelmdn tulos, kuten (pre-D/A)-LeIFA:n
olleésa kyseessd. Vaikka hiivasolut, Jjoissa oli naitda
rakenteita, yleensd erittivdt IFN:a viljelmdn vdliainee-
seen, aktiivisuuden mddrd vaihteli kantojen valilla,
samoin puhdistettu ja tutkittu IFN-laji.

Kolme erittymdtdntd interferonimuotoa, jotka
muodostivat 90 % ilmentyneen interferonin kokonaismda-
radstd, puhdistettiin soluista, joissa oli (pre-D/A)-
LeIFA -geeni. Yksi muoto (33 %) oli asianmukaisesti kd-
sitelty (41, kuva 13), toinen muoto (55 %) sisdlsi 3 yli-
mddrdistd aminohappoa (-3, kuva 13) ja kolmas muoto

(11 &) sisdlsi 8 ylimd&rdistd aminohappoa (-8). Viimeistd
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muotoa el esiintynyt valiaineessa, kun taas kokonaisella
esijaksolla varustettua IFN:a ei kertaakaan havaittu
soluissa tai vdliaineessa.

(pre-D)-LelFD:n kdsittely

Ravistuspullokasvatuksen, jota kdytettiin (pre-
D/A) -LelFA-hiivalle, sijasta kasvatettiin (pre-D)-LeIFD:a
ilmentdvd hiiva 10 1l:n fermentorissa ASSO—arvoon 60.

Kun vdliaineesta puhdistetun (pre-D)-LeIFD:n
(puhdistus samanlainen kuin pre-D/A-LeIFA:1la) kdsitte-
lya tutkittiin, havaittiin sekd +1- ettd -3-muotoja
kuva 13). Vdliaineessa esiintyi lisdksi pieni mddrd -14-
muotoa. Mitddn merkkejd solujen hajoamisesta viljelmdssa
el havaittu tutkittaessa SDS—-geelielektroforeesilla vali-
aineen proteiinit solun proteiineihin ndhden. On mielen-
kiintoista, ettd tdssd suuressa kasvutiheydessd havait-
tiin LelIFD:1la hyvin suuri prosentuaalinen erittyminen
(30 %) vdliaineeseen. Tihedt fermentaatiot, joissa kasva-
tetaan (pre-D/A)-LelIFA:n ilmentdvda hiivaa, tuottavat
myds nditd suuria prosentuaalisia eritysmdarid.

Hiiva ndyttdd kd8sittelevdn sekd erittynyttd ettd
erittymdtdntd interferonia. Erittyneen aktiivisuuden maa-
rd vaihtelee riippuen solujen kasvuvaiheesta, suurimpien
prosenttisuuksien esiintyessd stationddrivaiheessa ra-
vistuspulloissa ja tiheiden fermentaatioiden loppuvai-
vaiheessa (30 % vdliaineessa).

YEplPT-preLeIFA53t:a ja YEpiPT-LeIFAl:a sis&ltd-

vien hiivojen sisdltédmien plasmidien rakenteen vahvistus

Hiiva, joka sisdlsi nditd kahta plasmidia, Jja
jota kdytettiin edelld kuvattuihin kokeisiin, tutkittiin
vield poistamalla plasmidit uudelleen hiivasta. Tamd
tehtiin erottamalla plasmidi-DNA hiivauutteesta E.colin
transformaatiolla, minkd jdlkeen seurasi DNA:n valmistus
miniscreen-menetelmdlla ja plasmidi DHNA:n restriktioana-
lyysi. Useita E.coll -eristettyjd plasmidi DNA:ita ka-

rakteristisoitiin kummallekin hiivatyypille. Plasmidi
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sisdlsi kaikissa tapauksissa restriktiojakson, jota oli

odotettu, mikd viittaa siihen, ettd (pre-D/A)-LeiFA:a

sisdltdvdssd plasmidissa on esijakso ja se puuttuu valmiis-

ta LeIFA:a sis&ltdvdstd plasmidista.

pB:in 3,1 kb:n siirrdnndisen restriktiokartta

Jja osittainen aminohappojdrjestysanalyysi
300 /
HindIII:1lla reaktiotilavuuden ollessa 500

ug pBl:a (37a) kdsiteltiin perusteellisesti

/

tettiin sitten elektroforeettisesti 1 % agaroosia sisdl-

ul, ja ero-

tavdlld preparatiivisella agaroosigeelilld (Sea Kem) .
3,1 kb:n HindIII-siirrdnndinen erotettiin etidiumilla
varjatystd geelistd, elektroaluoitiin (39), uutettiin
kahdesti yhtd suurilla tilavuuksilla puskurilla kyll&ds-
tettyd fenolia ja kloroformia ennen etanolisaocstusta.
Uudelleen suspentoitu DNA jaettiin osiin ja tehtiin
restriktio ryhm&dllid erilaisia restriktioentsyymejd osit-
taisen restriktiokartan saamiseksi (kuva A).

30 /ug puhdistettua 3,1 kb:n siirrdnndistd ké-
siteltiin. Sau3A:1la ja ajettiin sitten 6 % akryyliamidi-
geelilld. Fragmentit, jotka vastasivat pituuksia 265 bp
ja 141 bp, puhdistettiin erikseen elektroeluoimalla
y1lld kuvatulla tavalla. Kullekin DNA-fragmentille tehtiin
sitten DNA-sekvenssianalyysi (39).

Osa tdstd DNA-jaksosta on kuvassa B. Aminohapot,
jotka vastaavat PGK-rakennegeenin N-pddtteisid aminohap-
poja, on painettu DNA:n jakson ylédpuolelle.

Restriktiokohdan sijoittaminen PGK-5"-promootto-

rialueelle

Synteettinen oligonukleotidi, jossa on jakso 57
ATTTGTTGTAAA3”,. valmistettiin tavanomaisin menetelmin
(40) . 100 ng tata péhjaiéinetta merkittiin 57 -pddsta
kdyttden 10 yksikkdd T4-polynukleotidikinaasia reaktio-
tilavuudelle 20 /ul, joka sisdlsi myds 200 /uCi 13"32—27—
ATP:a. Tdmd merkitty pohja-aineliuos kdytettiin pohja-

aineen tdydennysreaktiossa, joka suunniteltiin ensimm&i-
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seksi vaiheeksi monovaiheisessa prosessissa EcoRI-

restriktiokohdan sijoittamiseksi PGK-5"-reuna-DNA:han

juuri ennen PGK-rakennegeenijaksoa. Monivaiheinen proses-
Si on seuraava:

Vaihe 1 (kuva C)

Pohjajggpgqgﬁtéydennysreaktiot ja 39 bp:n Xbal-
Sau3A —PCK?;aiéggkldoﬁaus.

100 /ug pBl:a kdsiteltiin tdydellisesti HaeIII:1lla
ja ajettiin sitten 6 % polyakryyliamidigeelilld. Etidiu-
milla varjdtyn geelin ylin raita (sis&l1tdd PGK:n promoot-
torijakson) eristettiin elektroeluoimalla edelld kuvatul-
la tavalla. Talle 1200 bp:n DNA:n HaelIlIl-palalle tehtiin
sitten restriktio HindII:1lla ja ajettiin sitten 6 % akryy-
liamidigeelilld. 650 bp:n raita erotettiin elektroeluoi-
malla. Eristettiin 5 /ug DNA:ta. Tam& 650 bp:n DNA-pala
HaeIII-HindII suspentoitiin uudelleen 20 /ul:aan deioni-

/

tua fosforyloitua pohjaliuosta. Tdm&d seos uutettiin ker-

soitua vettd ja sekoitettiin sitten 20 ,ul:aan ylla kuvat-
ran fenoli-kloroformilla ja saostettiin sitten etanolilla.
Kuivattu DNA suspentoitiin uudelleen 50 /ul:aan vettd

ja pidettiin sitten kiehuvassa vesihauteessa 7 minuuttia.
Tam&d liuos jddhdytettiin sitten nopeasti hiilihappojaa-
etanolihauteessa (10 - 20 s) ja siirrettiin sitten jda-
vesihauteeseen. Tdhdn liuokseen lisdttiin 50 /ul liuvosta,
joka sisélsi 10 /ul (10X DNA-polymeraasi I)-puskuria
(Boehringer Mannheim), 10 /ul liuosta, joka oli juuri
tehty 2,5 mM:ksi kunkin deoksinukleosiditrifosfaatin
(dATP, ATTP, dGTP ha dCTP) suhteen, 25 ,ul deionisoitua
vettd ja 5 yksikkdd DNA-polymeraasi I:a (Klenow frag-
mentti). Ta&td 100 /ul:n reaktioseosta inkuboitiin 37°C:ssa
4 h. Seos uutettiin sitten kerran fenoli-kloroformilla,
saostettiin etanolilla, kylmdkuivattiin ja tehtiin sitten
perusteellinen restriktio 10 yksikdlld SauldA:a. Tama

seos ajettiin sitten 6 % akryyliamidigeelilla. Raita,

joka vastaa 39 bp:n pituutta, erotettiin geelistd ja

eristettiin sitten elektroeluoimalla edelld kuvatulla
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tavalla. Tdmdn 39 bp:n jakson toinen paa oli tylppa ja
toinen, Sau3A-pdad, terava. Tdmd fragmentti kloonattiin
muunnettuun pFIFtro69-vektoriin (10). 10 /ug pFIFtrp69:a
tehtiin lineaariseksi Xbal:1la, uutettiin kerran fenoli-
kloroformilla ja saostettiin sitten etanolista. Terdvd
XbaI—péé‘téytetiin kdyttden DNA-polymeraasin Klenow-
fragmenttia 50 /ul:n reaktiotilavuudessa, joka oli 250
mM kunkin nukleosiditrifosfaatin suhteen. Tdmd DNA kasi-
teltiin BamHI:1lla ja ajettiin sitten 6 % akryyliamidi-
geelilld. Vektorifragmentti eristettiin geelistd elektro-
eluoimalla ja suspentoitiin sitten uudelleen 20 l:aan
deionisoitua vettd. 20 ng tatd vektoria liitettiin 20
ng:aan ylla kuvatulla tavalla syntetisoitua 39 bp:n
fragmenttia 4 h:n ajan huoneen lamp®ttilassa. Viidesosa
ligaatioseoksesta kdytettiin muuttamaan E.colikanta 294
ampisilliinia kestdvdksi (maljoilla LB + 20 /ug/l amp) .
Transformaattien plasmidit tutkittiin pikatutkimusmene-
telm&lld (29). Yksi plasmidi, pPGK-39 (kuva C) valittiin
sekvenssianalyysiin. 20 /ug tdtd plasmidia kypsytettiin

Xbal:n kanssa, saostettiin etanolilla ja kdsiteltiin

sitten 1 000 yksik®lld bakteerin alkalifosfataasia 680C:ssa

45 min. DNA uutettiin kolmesti fenoli-kloroformilla ja
saostettiin etanolilla. Defosforyloidut pdat merkittiin
sitten 20

. ,232 -/ . I
Ci /8§ "-p/-ATP:a ja 10 yksikkda T,

sia. Plasmidi ké&siteltiin SalIl:lla ja ajettiin 6 % akryy-

ul:n reaktiotilavuudessa, joka sisdlsi 200

-polynukleotidikinaa-

liamidigeelilla.

Merkitty siirr&@nndisijakso eristettiin geelistd
ja sekvenssianalyysi tehtiin kemiallisella hajoitusmene-
telmdllsd (39). DNA-jakso tdmdn promoottorin 37 -pddssa
oli odotettu.

Vaihe 2 (kuva D)

312 bp:n promoottorifragmentin Pvul-EcORI muo-

dostaminen

25 /ug pPGK-39:a (kuva C) kdsiteltiin samanaikai-

sesti SalI:lla ja XbaI:lla (5 yksikk&d kumpaakin) ja
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erotettiin sitten elektroforeettisesti 6 % geelilla.

390 bp:n jakso, joka sisdlsi 39 bp:n promoottoriosan,
eristettiin elektroelucimalla. Uudelleen suspentoidulle
DNA:1lle tehtiin restriktio Sau3A:1lla ja erotettiin sitten
elektroforeettisesti 8 % akryyliamidigeelilld. 39 bp:n
PGK-promoottorijakso eristettiin elektroeluoimalla.

Tdmd DNA sisdlsi 39 bp:n jakson PGK-promoottorin 57 -
pddstd fragmentissa Sau3A-Xbal.

25 /ug:lle pBl:a tehtiin restriktio Pvul:lla ja
Kpnl:lla ja erotettiin sitten elektroforeettisesti 6 %
geelilld. 0,3 kbp:n jakso DNA:ta eristettiin elektroelu-
oimalla, sitten sille tehtiin restriktio Sau3A:lla ja
elektroforeesi 6 % geelilld. PGK-promoottorista eristet-
tiin 265 bp:n jakso (kuva A) elektroeluoimalla.

Tamd DNA liitettiin sitten 39 bp:n promoottori-
fragmenttiin (ylld kuvattu) 2 h:n ajan huoneen lampd-
tilassa. Ligaatioseokselle tehtiin restriktio Xbal:1lla
ja Pvul:lla ja erotettiin sitten elektroforeettisesti
6 $ akryyliamidigeelilld. 312 bp:n restriktiofragmentti
Xba-Pvul eristetttiin elektroeluocimalla ja se lisattiin
sitten ligaatioseokseen, joka sisdlsi 200 ng pBR322(33):a
Zﬁuuri eristetty jdttden pois 162 bp:n restriktiofrag-
mentti PvuI—Pstl7 ja 200 ng LelFA-cDNA-geenid XbaI-PstI,
joka oli juuri eristetty 20/ug:sta pLeIlFtrpA:a. Tatad
kolmitekijdistd ligaatioseosta kdytettiin E.coli-kannan
294 transformaatioon tetrasykliinid kestdvdksi. Trans-
formaattipesdkkeille tehtiin miniscreen-tutkimus, ja yksi
perdkkeistd, pPGK-300 eristettiin sellaisena, jossa on
305 bp:n jakso 5 -reunan DNA:ta fuusioituneena LelFA-
geeniin pBR322-pohjaisessa vektorissa. LeIFA-geenin 57—
pddssd on seuraava jakso: —CTAGAAATTC-37, siten Xbal-
kohdan fuusioituminen PGK-promoottorifragmentista tahdn
jaksoon tekee mahdolliseksi lisata Xbal-kohtaan EcoRI-
kohta. pPGK-300 sisdltdd siten osan PGK-promoottoria

eristettynd fragmenttiin PvuI-EcoRI.
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Vaihe 4
1500 bp:n PGK-promoottorifragmentin EcoRI-EcORI
muodostaminen
10
/
ja ajettiin 6 % akryyliamidigeelilla. 1,3 kb:n DNA-jakso

ug pBl:a kdsiteltiin Pvul:lla ja EcoRI:lla

PvuI-EcoRI PGK:n 57-reunan DNA:sta eristettiin elektroe-
luoimalla. 10 /ug pPGK-300:a kdsiteltiin EcoRI:1lla ja
PvuI:1la ja PvuI:lla ja 312 bp:n promoottorifragmentti
eristettiin elektroeluoimalla sen jalkeen, kun kdsittely-
seos ©0li erotettu elektroforeettisesti 6 % geelilléd.

>/
lilla ja kdsiteltiin sitten bakteerin alkallfosfé/51lla
-68°C:ssa 45 min. Kun DNA oli kdsitelty kolmesti fenoli-

ug pFRL4:a kdsiteltiin EcoRI:1lla, saostettiin etano-

kloroformi-seoksella, saostettu etanclilla ja suspentoi-
tu uudelleen 20 ml:aan deionisoitua vettd, 200 ng vekto-
ria liitettiin 100 ng:aan pPGK-300:n 312 bp:n EcCORI-
Pvul -DNA:ta ja 100 ng:aan pBl:n EcoRI-Pvul -DNA:ta.
Ligaatioseosta kaytettiin transform01maan E. COll -kanta
294 ampisillinille re31sten§$;k51 Joistakin Ap ~pesédk-
keistd saatiin pPGK—lSOO:a;‘Témé plasmidi sis&altdd 1500
bp:n PGK-promoottorifragmentin DNA-palana EcoRI-EcoRI
tai HindIII-EcoRI.

Valmista HGH:a (ihmisen kasvuhormoni) ja preHGH:a

ilmentdvien plasmidien muodostaminen

Kuvan 14 rakenteet A - E muodostettiin vektorei-
hin, joissa oli sopivat kohdat. Rakenteessa A laitettiin
synteettinen DNA kahdentamaan DNA-jaksoa preHGH-cDNA:n
alusta (42) HpaIIl-kohdasta ldhtien, jolloin muodostuu
EcoRI ATG-translaation aloituskohdan eteen. Fragmentti
HpaII-Pstl saatiin preHGH—cQNA:sta (42), ja tamd synteet-
tiselld DNA:lla Varustettuz;ragmentti liitettiin vekto-
riin EcoRI-PstI (pHGH 207-1, poistettu EcoRI-Pstl -frag-
mentti, joka sisdlt&dd osan ApR-geenisté, ja molemmat
kohdat kiinnitetty uudelleen Klenow-kdsittelyn jdlkeen),
joka sisdltdd HGH-~cDNA:n jakson PstI-Smal (43), raken-

teen A saamiseksi. Rakenne B tehtiin plasmidista, joka
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sisdltdd valmiin HGH-geenin, joka on viime aikoina

saatu ilmentymdadn suoraan NHz—pééteosan synteettisen
kooditusjakson 23 aminohapon jaksona (44). Plasmidi,
joka sisdltdd tdmén geenin, kasiteltiin PvuII:lla HGH-
geenin ja BamHI:1lla TCR—geenin kohdalla. Suuri fragment-
ti, joka sisdlsi suurimman osan geenistd, liitettiin

sitten synteettiseen DNA:han, joka kahdentaa HGH-geenin

loppuosan (TAG) ja muodostaa HindIII-kohdan. Tdm& HindIII-

kohta liitettiin pBR322:n HindIII-BamHI -fragmenttiin
kolmanneksi tekijdksi kolmen tekijdn liitosrakenteeseen
rakenteen B sisdltdvdn plasmidin muodostamiseksi.

A ja B yhdistettiin sitten kuvan 14 mukaisesti,
jolloin saatiin rakenne C. C muunnettiin edelleen D:ksi,
jossa HindIII-kohta oli muutettu EcoRI-kohdaksi. Siten
saatu EcoRI-pala sijoitettiin hiivan ilment&misplasmidin
YEpIPT EcoRI-kohtaan preHGH-geenin ilment8miseksi hii-
vassa. Rakenne E valmistettiin my®s kdyttden D:ssa kay-
tettyd muuttajaa, jolloin saatiin valmis interferoni-
geeni (ilman erityssignaalijaksoa) EcoRI-fragmenttiin
YEpIPT:ssa tapahtuvaa ilmentdmistd varten.

Valmiin HGH:n ja preHGH:n ilmentaminen hiivassa

YEpIPT:ssd oleva mHGH-rakenne (E) sijoitettiin
pep4~-3 trpl (20B-12) - kantaan, ja uutteet valmistettiin

kdyttden lasihelmid menetelmdosassa kuvatulla tavalla.

. Lasihelmet lisdttiin kuitenkin 10 ml:aan pnelletoituja

soluja 0,5 ml:n 0,1 % SDS:a kanssa. Laimennukset tenhtiin
hevosen seerumiin, ja RIA-kokeet tehtiin aiemmin kuva-
tulla tavalla (44).

RIA:n mukaan HGH ilmentyi noin 0,5 prosenttina
hiivan kokonaisproteiinimiddrdsta A66O:n ollessa 1,0
(0,5 mg/l/A66O). HGH:ta ei havaittu vdliaineessa.

Myds YEpIPT:ssa oleva preHGH-rakenne (D) laitet-
tiin hiivaan, ja soluista ja vdliaineesta tutkittiin
HGH. Solussa havaittiin alempi ilment&mistaso (0,08 mg/

l/A660) eli noin 0,08 % hiivan kokonaisproteiinista.
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Md&drd on siten noin 1/6 valmiin HGH:n ilmentdmdsta
madrdstd, mikd on hyvin samanlainen kuin leukosyytti-
interferonitulokset. Tdma& ei ehkd kuitenkaan ole oikea
vertaus, koska valmiin HGH:n (44) kodonien kdyttd on
erilaista 23 aminohapolle kuin samoille hapoille preHGH:n
ollessa kyseessd. Tdllainen ero saattaa johtaa eroihin
ndiden kahden tuotteen ilmentymismddrdssd (45). 10 %

eli 8 /uq/l/(A66O=l) solussa ilmentyneestd mddrdstd oli
preHGH:ta ilmentdvidn hiivan vdliaineessa. 10 l:n fermen-

torissa, jossa A =85, HGH-pitoisuudella 1 mg/l tapah-

550
tui noin 10 % erittyminen valiaineeseen.

PreHGH:n ilmentdmisen luonne

Solussa ja sen ulkopuolella olevan HGH-proteiinin
madréan vertailu tehtiin ylld kuvatulla tavalla Western
Blotting -menettelyd kd&yttden. Tulokset koskevat preHGH:ta
ilmentdvédn hiivan suuritiheyksisen fermentoinnin (A550=
85) wv&liainetta. N&dkyvissd on yksittdinen raita, joka
vastaa valmiin HGH:n kokoa. T&md raita vastaa 1 - 2
prosenttia hiivan v&liaineen proteiinista.

Kun tdmd vdliaineen HGH phhdistettiin vasta-
aine -—affiniteettikromatografialla (Hybritech Ab) ja
HPLC:1la interferoneille kdytettdvalld tavalla, osoitti

NH ,-pddst& tehty aminohappojdrjestysanalyysi, ettd lahes

lOS % HGH:sta oli valmista HGH:ta (sekvenssianalyysi
tehtiin 10 t&dhteelle), kuten kuvasta 13 osittain ilmenee.
Siten vidliaineen HGH on kokonaan oikein kdsiteltya, ku-
ten ihmissoluissakin tapahtuu.

Vaikka hakemuksessa on viitattu erityisiin edul-

lisiin toteutusmuotoihin, on ymmdrrettavd, etteivdt ne

‘rajoita keksint®6id, vaan keksint®d rajoittuu liitteend

oleviin patenttivaatimuksiin.
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Patenttivaatimukset

1. Hiivasoluviljelm&, joka pystyy ekspressoimaan,
tySstdmddn ja erittdmddn hiivaorganismille vierasta pro-
teiinia, t unnettu siitd, ettd se sisdltdd 1) ela-
vid hiivasoluja, jotka on transformoitu ekspressiovekto-
rilla, joka toiminnallisesti sis&dltd8d proteiinia ja sen
heterologista signaalipolypeptidia koodaavaa DNA:ta, jol-
loin hiivaorganismi ei normaalisti tuota tai kdytd mainit-
tua heterologista signaalia, ja 2) vdliainetta, joka yl-
ldpitdd soluviljelmdd, ja joka sisdltdd mainittua prote-
iinia, joka on hiivaorganismin ekspressio=-, ty&st6- ja
eritystuote.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen soluviljelmd,
tunnettu siitd, ettd hiivaorganismi on Saccharo-
myces cerevisiae.

3. Hiivasoluvilijelmd, joka pystyy ekspressoimaan,
tySstdmddn ja erittdmd&n hiivaorganismille vierasta prote-
iinia, tunnettu siitd, ettd se sisdltdda 1) elavia
hiivasoluja, jotka on transformoitu ekspressiovektorilla,
joka toiminnallisesti sisdltdd proteiinia ja sen heterolo-
gista signaalipolypeptidid koodaavaa DNA:ta, jolloin hete-
rologinen signaalipolypeptidi on proteiinille luontaisen
signaalin ja toisen heterologisen signaalipolypeptidin
hybridi, ja 2) v&liainetta, joka yll&dpitdd soluviljelmdd,
ja joka sisdltd& mainittua proteiinia, joka on hiivaorga-
nismin ekspressio-, ty6st6- ja eritystuote.

4. Hiivaper&inen ekspressiovektori, tunnet tu
siitd, ettd se toiminnallisesti sisdltdd hiivaorganismille
vierasta proteiinia koodaavaa DNA:ta ja heterologista sig-
naalipolypeptidid@ koodaavaa DNA:ta translaatioluentajak-
sossa heterologista proteiinia koodaavan DNA:n kanssa,
jolloin heterologinen signaalipolypeptidi on proteiinille
luontaisen signaalin ja toisen, heterologisen signaalipo-

lypeptidin hybridi.
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5. Menetelmd hiivaorganismille vieraan proteiinin
saamiseksi hiivan ekspressio-, ty8st6- ja eritystuotteena,
tunnettu siitd, ettd

(a) muodostetaan ekspressiovektori, joka toiminnal-

lisesti sisdltdd proteiinia ja heterologista signaalipoly-

peptidid koodaavag‘DNA:ta, jolloin hiivaorganismi ei nor-
maalisti tuota tai kdytd mainittua heterologista signaalia,

(b) ekspressiovektorilla transformoidaan hiivaorga-
nismi, jolla pystyy ekspressoimaan ja ty8stdmd&n proteii-
nia ja heterologista signaalipeptidid ja erittd@mddn hete-
rologista proteiinia,

(c) valmistetaan mainitun organismin viljelmd,

(d) viljellddn viljelmdd ja

(e) otetaan proteiini talteen viljelyvdliaineesta.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd talteenotettu heterologinen prote-
iini erotetaan proteiinimuodoista, joissa on lisdksi hete-
rologisen signaalipolypeptidin aminohappoja.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd heterologinen proteiini on ihmisen
kasvuhormoni.

8. Menetelmd hiivaorganismille vieraan proteiinin
saamiseksi hiivan ekspressio-, ty8std- ja eritystuotteena,
tunnettu siitd, ettd muodostetaan ekspressiovekto-
ri, joka toiminnallisesti sis&lt&8d proteiinia ja vieraalle
proteiinille luontaista heterologista signaalipeptidid@ koo-
daavaa DNA:ta, ekspressiovektorilla transformoidaan hiiva-
organismi, joka pystyy ekspressoimaan ja ty8std@mddn prote-
iinia ja heterologista signaalipeptidid ja eritt&mddn he-
terologista proteiinia, valmistetaan mainitun organismin
viljelm&, viljellddn viljelmd@d8 ja otetaan proteiini talteen
viljelyvaliaineessa.

9. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd heterologinen proteiini otetaan tal-
teen viljelyvdliaineesta kun viljelmd@ on saavuttanut sta-

tionaarisen vaiheen.
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10. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd vektori sisdltdd tandemkopi-
oita heterologista proteiinia koodaavasta DNA:sta.

11. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd heterologinen proteiini on
ihmisen proteiini.

12. Menetelmd hiivaorganismille vieraan proteiinin
saamiseksi hiivan ekspressio-, ty8st8- ja eritystuotteena,
tunnettu siitd, ettd muodostetaan ekspressiovekto-
ri, joka toiminnallisesti sisdltdd mainittua proteiinia
ja ei bakteeriperdistd heterologista signaalipeptidid koo-
daavaa DNA:ta, Jolloin hiivaorganismi ei normaalisti tuota
tai kdytd heterologista signaalia, ekspressiovektorilla
transformoidaan hiivaorganismi, joka pystyy ekspressoimaan
ja tySstdmddn proteiinia ja heterologista signaalipeptidid
ja erittdmddn heterologista proteiinia, valmistetaan maini-
tun organismin viljelmd, viljellddn viljelmdd ja otetaan
proteiini talteen viljelyvdliaineessa.

13. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd heterologinen proteiini on
ihmisen seerumialbumiini.

14. Menetelmd ihmisen kypsdn kasvuhormonin saamisek-
si, tunnettu siitd, ettd hiivaorganismi transfor-
moidaan ekspressiovektorilla, joka toiminnallisesti sisdl-
tdd ihmisen esikasvuhormonia koodaavaa DNA:ta, joka hiiva-
organismi pystyy ekspressoimaan ja tyOstd@mddn ihmisen esi-
kasvuhormonia ja erittdmddn ihmisen kypsdd kasvuhormonia,
valmistetaan mainitun hiivaorganismin viljelmd, viljellddn
viljelmdd ja otetaan talteen ihmisen kypsd kasvuhormoni
viljelyvdliaineesta.

15. Patenttivaatimuksen 22 mukainen soluviljelmd,
tunnettu siitd, ettd hiivaperdinen ekspressiovek-
tori lisdksi sisdltdd heterologista signaalipolypeptidid
koodaavaa DNA:ta.

16. Patenttivaatimuksen 22 mukainen soluviljelmd,

tunnettu siitd, ettd noin 100 ¢ viljelyvdliaineen
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heterologisesta proteiinista on kyps&d heterologista pro-
teiinia.

17. Patenttivaatimuksen 22 mukainen soluviljelmd,
tunnettu siitd, ettd heterologinen proteiini on
ihmisen seerumialbumiini tai kasvuhormoni.

18. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd hiivaorganismi on Saccharo-
myces cerevisial ja proteiini on ihmisen kasvuhormoni,
ihmisen albumiini tai ihmisen leukosyytti- tai immuuni-in-
terferoni.

19. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd proteiini on glykoproteiini.

20. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd proteiini on hormoni, virus-
antigeeni, ihmisen seerumialbumiini, ihmisen insuliini
tai glykoproteiini.

21. Patenttivaatimuksen 22 mukainen soluviljelmd,
tunnettu siitd, ettd proteiini on ihmisen proteiini.

22, Hiivaorganismisoluviljelmd, t unnet tu
siitd, ettd se sisdltda

(a) hiivaperdiselld ekspressiovektorilla, joka toi-
minnallisesti sis&@ltdd hiivaorganismille vierasta proteii-
nia koodaavaa DNA:ta, transformoitua hiivaorganismia ja

(b) viljelyvdliainetta, joka sisiltdi mainittua
vierasta proteiinia kyps&ssd muodossa hiivaerityksen tuot-
teena, joka muodostuu kun hiivaorganismia viljell&&n vil-
jelyvdliaineessa.

23. E. colissa tai Saccharomyces cerevisiaessa rep-
likoituva hiivaperdinen ekspressiovektori, tunne t tu
siitd, ettd se sisdltdd heterologista signaalipolypeptidid
koodaavaa DNA:ta translaatioluentajaksossa heterologista
proteiinia koodaavan DNA:n kanssa, jolloin signaalipoly-
peptidi on mainitulle proteiinille luontaisen signaalin ja
toisen heterologisen signaalipolypeptidin hybridi, ja jol-
loin vektorilla transformoitu Saccharomyces cerevisiae-
isdntdsolu ekspressoi ja erittdd mainittua heterologista

proteiinia.
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EcoRI  IFN-7 862 bp EcoRI ~jakso

Kuva 7

EcoRI

—qu:a l

” Mbo II
Ddel Mbo I

EcoRI, MboII

iste-184 bp :n jakso
EcoR1 = P

NNEE

Mbo II
Dde ]

Denaturointi
Lisd—l-ATGAAATATACA-3'.
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Fig.7
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CTTAA
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