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oleellisen puhdasta
ihmis-FSH-reseptoria tai sen FSH:ta sitovaa
fragmenttia tai mutanttia, mainittua resepto-
ria, fragmenttia tai mutanttia koodittavaa
DNA:ta, mainittua DNA:ta kdsittdviid ekspres-
sicvektoreita, soluja, jotka on transfektoitu
mainituilla ekspressiovektoreilla, ja mene-
telmid mainitun reseptorin, fragmentin tai
mutantin kasvattamiseksi kasvattamalla mai-
nittuja transfektoituja Keksintd
ny®s
jotka sis&ltidvat mainittua reseptoria, frag-

soluja.
koskee farmaseuttisia koostumuksia,
menttia tai mutanttia, samoin kuin menetelmii
potilaiden hoitamiseksi t3llaisilla koostu-
muksilla endogeenisen FSH-bioaktiivisuuden
vdhentémiseksi. Keksintd koskee myss paran-
nettua ihmis-FSH-midritystéd keksinnén mukais-
ta reseptoria,
kdyttamslls.

fragmenttia tai mutanttia

Uppfinningen avser en visentligt ren human
FSH-receptor eller dess fragment eller mu-
tant, som binder FSH, DNA, som kodar f&r den
nimnda receptorn, det némnda fragmentet eller
den nimnda mutanten, en exprimeringsvektor
omfattande niamnd DNA, celler som har trans-
fekterats med de ndmnda exprimeringsvektorer-
na, och forfaranden for framstdllning av den
nimnda receptoren, det namnda fragmentet
eller den namnda mutanten genom att odla de
niamnda transfekterade cellerna. Uppfinningen
avser #ven farmaceutiska kompositioner inne-
hdllande den nimnda receptorn, fragmentet
eller mutanten, likavdl som forfaranden for
behandling av patienter med s&dana komposi-
tioner f&r reducering av endogenisk FSH-bio-
aktivitet. Uppfinningen avser dven en for-
battrad bestémning av human FSH genom anvéand-
ning av en receptor, fragment eller mutant

enlint nnnfinninaen.
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Ihmisen follikkelia stimuloivan hormonin reseptori - Human
follikelstimulerande hormonreceptor

Tdmd patenttihakemus on jatkohakemus US-patenttihakemukselle
07/670,085, jatetty 15.03.1991, josta etuoikeus vaaditaan.

Keksinndén tausta

Tamd keksintd liittyy ihmisen follikkelia stimuloivan hormo-
nin reseptoriin ja sen synteesiin yhdistelmd-DNA-tekniikoil-
la.

Follikkelia stimuloiva hormoni (FSH) on aivolisdkkeestd pe-
rdisin oleva heterodimeerinen glykoproteiinihormoni, jolla on
rakenteellisia samankaltaisuuksia luteinisoivan hormonin (LH)
ja tyreotropiinin (TSH) kanssa, jotka molemmat myds muodostu-
vat aivolisdkkeessda, ja sikidn suonikalvon gonadotropiinin
(CG) kanssa, joka muodostuu istukassa. Hormonit ovat suhteel-
lisen suuria (28 - 38 kDa) ja koostuvat yhteisesta o-alayksi-
késtda, joka on ei-kovalenttisesti sitoutunut erilliseen B5B-
alayksikkddn, joka valittdd reseptoriinsitoutumisspesifisyy-
den.

Ndaiden hormonien solureseptorien tiedetddn olevan membraaniin
kiinnittyneiden reseptorien G-proteiiniin liittyneen luokan
jasenia, jotka aktivoituina stimuloivat adenylyylisyklaasin
aktiivisuuden kasvua. Tastd on tuloksena on solunsisdisen
toisen valittdjan adenosiini-3',5'-monofosfaatin (cAMP) tason
kohoaminen, mikd puolestaan aiheuttaa steroidisynteesin ja
-erityksen 1lisddntymisen. Naiden reseptorien aminohapposek-
venssien hydropaattisuuskaaviot paljastavat kolme yleistd
aluetta: (1) hydrofiilisen aminoterminaalisen alueen, jonka
katsotaan olevan aminoterminaalinen solunulkoinen alue, (2)
pituudeltaan membraanin poikki ulottuvan 7 hydrofobisen seg-
mentin, jonka katsotaan olevan transmembraaninen alue, ja (3)
karboksiterminaalisen alueen, joka sisdltdd mahdollisia fos-
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forylaatiokohtia (seriini-, treoniini- ja tyrosiinitahteitd)
ja jota pidetddn karboksiterminaalisena solunsisdisena tai
solulima-alueena. Glykoproteiinihormonireseptoriperheen erot-
taa muista G-proteiiniin 1liittyneistd reseptoreista, kuten
R2-adrenergisistd, rodopsiini- ja substanssi K -reseptoreis-
ta, hormonin sitomiseen liittyvdn hydrofiilisen aminotermi-
naalisen alueen suuri koko.

FSH-reseptori ekspressoituu kivesten Sertoli-soluissa ja mu-
nasarjojen munarakkulasoluissa. Vaikka on ymmirretty oleelli-
sen puhtaan ihmis-FSH-reseptorin aikaansaamisen tarve, ei
luonnosta perdisin olevien valmisteiden puhdistus ole kdytdan-
ndllistd eikd todenndkdisesti olisi riittdvad sallimaan ami-
nohapposekvenssin middrityksen. Hiljattain erds ryhmd on kloo-
nannut cDNA:n, joka koodittaa rotta-FSH-reseptoria, pdadtellyt
aminohapposekvenssin ja ekspressoinut sitd nisakadssoluissa
(Sprengel, Mol. Endocrinol. 4 (1990) 525). Erds toinen ryhma,
jonka aikomuksena oli kloonata TSH-reseptori, ilmeisesti myds
kloonasi ja tunnisti osan ihmisen FSH-reseptorin transmemb-
raanisesta alueesta (Parmentier, Science 246 (1989) 1620).

Keksinnén yhteenveto

Tama keksintd kasittdd ei-terapeuttiseen kayttddn tarkoitetun
oleellisen puhtaan ihmis-FSH-reseptorin tai sen fragmentin
tai mutantin, joka sitoo FSH:ta ja sisdltdd sekvenssissd nro
2 esitetyn aminohapposekvenssin 1 - 678, DNA:n, joka koodit:
taa mainittua reseptoria, fragmenttia tai mutanttia, ekspres-
siovektorit, jotka kdasittdavat mainittua DNA:ta, solut, jotka
on transfektoitu mainituilla ekspressiovektoreilla, ja mene-
telmdt mainitun reseptorin, fragmentin tai mutantin tuottami-
seksi kasvattamalla mainittuja transfektoituja soluja. Tama
keksintd sisdltdd myds ei-terapeuttiseen kayttddn tarkoitetut
koostumukset, jotka sisaltdvat mainittua reseptoria, frag-
menttia tai mutanttia. Kuvataan myds parannettu ihmisen FSH:n
madritys keksinndn mukaista reseptoria, fragmenttia tai mu-
tanttia kayttaen.
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Piirrosten lyhyt kuvaus

Kuvio 1 on ihmisen FSH-reseptori-cDNA-kloonien kartta. Esi-
tet3dn osittainen restriktioendonukleaasikartta, joka maari-
tettiin yhdistdmdlld DNA-sekvenssitiedot, jotka oli johdettu
kunkin viiden kloonin osista. Merkitddn 0,2 kiloemdsparin
(kb) differentiaalit. Alueet, joihin kloonit 1liittyvat, il-
maistaan kiinteilld viivoilla restriktioendonukleaasikartan
alapuolella. Kloonin merkintd ja likimddrdinen koko yksikdssa
kb ilmaistaan kunkin kiintedn viivan vasemmalla ja oikealla
puolella, vastaavasti. Kooditetun proteiinin aminoterminaali-
sen solunulkoisen alueen, transmembraanisen alueen ja karb-
oksiterminaalisen solunsisdisen alueen likimddrdiset sijain-
nit ilmaistaan katkonuolilla restriktioendonukleaasikartan
yldpuolella. Insertion (luultavasti intronin tai intronin
osan) asema 5-10-kloonissa ilmaistaan avoimella laatikolla.

Kuvioissa 2A ja 2B kuvataan strategia, jota kdytettiin "tay-
gsimittaisen" ihmisen FSH-reseptori-cDNA:n muodostamiseen yh-
distelmd-DNA-tekniikalla tarkoituksena ekspressoida koodi-
tettu proteiini nisdkdssolulinjassa.

Kuvio 3 on kaavio ekspressiovektoriplasmidista, jota kaytet-
tiin CHO-DUKX-solulinjojen kehittamiseen, jotka linjat olivat
stabiilisti transfektoituneet ihmisen FSH-reseptorilla.

Kuvio 4 on kaavio ekspressiovektoriplasmidista, jota kaytet-
tiin kehitettdessd Yil-solulinjoja, Jjotka ovat stabiilisti
transfektoituneet ihmisen FSH-reseptorilla.

Kuviossa 5 kuvataan solunsisdiset cAMP-tasot, jotka mitattiin
CHO-DUKX-solulinjalla CHOHFSHR4Q-13, joko FSH:n (ympyrdt) tai
LH:n (kolmiot) erilaisilla annoksilla kasittelyn jalkeen. Jo-
kainen piste edustaa keskiarvoa. Keskivirheet esitetdan pys-
tysuorilla palkeilla.

Kuviossa 6 kuvataan progesteronitasot, jotka mitattiin Y1-
solulinjan Y1HFSHR4-38 kasvatusvdliaineesta FSH:n eri annok-
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gilla kasittelyn jalkeen. Pystysuorat palkit kuvaavat pro-
gesteronimittausten keskivirhettd kullakin FSH-annoksella.

Keksinnén yksityiskohtainen kuvaus

Tassad kaytettdessd ihmisen FSH-reseptori ja sen FSH:hen si-
5 toutuvat fragmentit tai mutantit wviittaavat polypeptideihin,
jotka wvoivat tunnistaa ja selektiivisesti sitoutua ihmisen
FSH:n kanssa ja jotka eivat tuota merkittdvdad immunologista
vastetta ihmisissa. Siten tdmd keksintd sisdltdd ihmisen FSH-
reseptorin, jolla on sekvenssi nro 2:ssa kuvattu aminohappo-
10 sekvenssi, samoin kuin sen FSH:hen sitoutuvat fragmentit tai
mutantit, joilla sailyy hyvin korkea homologia-aste (ts. ai-
nakin 95-prosenttinen identtisyys) kuvatun aminohapposekvens-
sin tai ainakin sen solunulkoisen osan kanssa. Ihmisen FSH-
reseptorin fragmentteja, jotka tdmd keksintd sisdltda, ovat
15 mm. ne fragmentit, jotka jaavat jdljelle sen jdlkeen kun so-
lulima- ja/tai transmembraaniset alueet on poistettu tdydestd
polypeptidistd. Eras erityisen edullinen fragmentti, jonka
tamid keksintd sisdltdd, on aminoterminaalinen sgolunulkoinen
osa, joka kdasittdd suunnilleen aminohapot 1 - 349 ihmisen
20 FSH-reseptoriaminohapposekvenssistd, joka esitetddn sekvens-
sissd nro 2. Koska jotkin silmukat, jotka yltadvat transmemb-
raanisten alueiden poikki (luetellaan Piirteet-osassa, sek-
venssi nro 2), ovat myds solunulkoisia, namd voivat 1liittyd
(esimerkiksi sopivien valikemolekyylien kautta) fragmenttiin,
25 joka sisaltdd aminoterminaalisen solunulkoisen osan sitoutu-
misen parantamisen. Polypeptidi voi olla glykosyloitua, kuten
luonnollisessa reseptorissa, tai se voi olla osaksi tai tday-
gin deglykosyloitua.

et Edelleen ajatellaan, ettd vain osaa edelld kuvatusta amino-
30 terminaalisesta solunulkoisesta alueesta voidaan kdyttaa te-
hokkaasti FSH:n sitomiseen, koska on hyvin todenndkdistd, et-

td tdydellinen solunulkoinen alue ei ole valttdmidtdn tdhdn
tarkoitukseen. Siten voidaan helposti tuottaa ja testata te-

hokkaan FSH:hen sitoutumisen suhteen fragmentti, joka on jon-
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kin verran lyhyempi kuin tdydellisen solunulkoisen alueen 349
aminohappoa. Niin kauan kuin solunulkoisen osan FSH:hon si-
toutuva alue pysyy ehjidnd, koko kdytetyn fragmentin pituus ei
ole kriittinen. Tastd syystd odotetaan myds, ettd ei-hdirit-
5 sevid aminohappoja voidaan lisdtd solunulkoisen alueen tai
sen FSH:hon sitoutuvan fragmentin jompaankumpaan paahan vai-
kuttamatta haitallisesti polypeptidin kapasiteettiin sitoutua
FSH:hon. Niinpd tamd keksintd kdsittdd ihmisen FSH-reseptorin
fragmentin, joka k&sittdd oleellisen osan solunulkoisesta
10 alueesta ja jolla sdilyy oleellisesti samat FSH:hon sitou-
tumisen ominaispiirteet kuin tdydelliselld solunulkoisella

alueella.

Keksinndn suoja-alaan kuuluvat myds edelld kuvatun reseptorin
ja fragmenttien mutanttimuodot. Tallaisia mutantteja ovat

15 konservatiiviset substituutiot 1 - 10 aminohappotdhteessa,
jolloin tdllaisten substituutioiden sijainti ja luonne vali-
taan niin, etteivit ne merkittdvasti heikennd modifioidun re-
septorin tai sen fragmentin FSH:hon sitoutumisen ominaispiir-
teita.

20 Oleellisen puhdas ihmisen FSH-reseptori tai sen fragmentti
tai mutantti valmistetaan eristadmidlla ja kloonaamalla sitd
koodittava DNA cDNA:sta tai genomikirjastosta, liitetdaan DNA-
vektoriin transfektoimalla isdntdsolut vektorilla, kasvatta-
malla transfektoituja isdntdsolujat olosuhteissa, jotka sal-

25 livat reseptorin fragmentin tai mutantin ekspression, ja ot-
tamalla reseptori, fragmentti tai mutantti talteen viljelmas-
ta.

DNA, jota kaytetddn ekspressiovektorien tekemiseen, voi olla

e genomi-DNA:ta tai cDNA:ta, joka koodittaa ihmisen FSH-resep-
30 toria, ja voi sisdltdd alueita, jotka edistavit ekspressiota,
kuten introneita, promoottoreita, edistdjid ja vastaavia.

DNA:ta voidaan helposti modifioida nukleotidien substituu-

tiolla, deleetiolla tai insertiolla (esimerkiksi kohtaspe-
sifiselld mutageneesilld), joka ei vaikuta haitallisesti eks-
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pressoidun proteiinin biologiseen tai FSH:hen sitoutumisen
aktiivisuuteen. Voidaan esimerkiksi tehdd konservatiivisia
substituutioita (mutaatioita), jotka muuttavat 1 - 10 amino-
happoa vaikuttamatta ekspressoidun proteiinin (muteiinin) ko-
konaisrakenteeseen ja -aktiivisuuteen haitallisesti. Samalla
lailla voidaan poistaa madrdttyjd DNA:n osia, kuten ne osat,
jotka koodittavat solulima- ja/tai transmembraanisia alueita
niin, ettd proteiinista ekspressoituu vain fragmentti, kuten
liukoinen solunulkoinen alue. Ihmisen FSH-reseptori tai
FSH:hon sitoutuva fragmentti tai ndiden mutantti voi myds
ekspressoitua fuusioproteiinin osana. Erds tdllainen fuusio-
proteiini sisdltdisi karboksiterminaalisessa paassa polypep-
tidin, joka antaisi ominaispiirteet, Jjotka helpottaisivat
proteiinin puhdistusta tai puhdistetun proteiinin immobili-
sointia kiintedlle alustalle kaytettdvaksi FSH-mddrityksisci
tai FSH-puhdistusprotokollissa. Erds toinen tdllainen fuusic-
proteiini sisdltdisi aminoterminaalisessa paassd katkaistavan
polypeptidin, joka helpottaisi ekspressiota.

Keksinndén mukaisesti tuotettu ihmisen FSH-reseptori on oleel-
lisen puhdasta, tarkoittaen, ettd se on oleellisen vapaata
biologisista satunnaisista aineista, jotka normaalisti liit-
tyvat luonnollisista ldhteistd uutettuun FSH-reseptoriin, ku-
ten esimerkiksi bakteereista, viruksista ja muista proteii-
neista. Reseptori voidaan formuloida ei-terapeuttiseen kayt-
tddn tarkoitetuiksi koostumuksiksi sekoittamalla sopivien hy-
vaksyttdvien vdliaineiden kanssa ammattimiesten tuntemalla
tavalla.

Yleensd koostumukset voidaan formuloida oraaliseen, parente-
raaliseen (mukaan lukien ihonalaiseen, lihaksensisdiseen ja
laskimonsisdiseen), vaginaaliseen, rektaaliseen, bukkaaliseen
(mukaan lukien kielenalaiseen), transdermaaliseen tai intra-
nasaaliseen antoon. Parenteraaliseen antoon tarkoitetut koos-
tumukset ovat normaalisti nesteliuoksen, -dispersion tai
-emulsion, edullisesti isotonisessa muodossa; vaginaaliseen
tai rektaaliseen antoon voiteena tai perdpuikkona; oraaliseen
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tai bukkaaliseen antoon tablettina tai kapselina; ja intra-
nasaaliseen antoon jauheena, nendtippoina tai suihkeena. Voi-
daan kdyttdd erilaisia hitaasti vapauttavia, depotsiirréan-
ndis- tai injisoitavia annostelumuotoja. Aktiivinen kompo-
nentti voidaan myds sisdllyttda vapauttamisen kontrolloimi-
seksi polymeerimatriiseihin, liposomeihin ja mikropalloihin.

Nidmd koostumukset voidaan mukavasti antaa annosyksikkdémuo-
dossa ja voidaan valmistaa millda hyvadnsad farmaseuttisen alan
hyvin tuntemista menetelmistd. Parenteraaliseen antoon tar-
koitetut formulaatiot voivat sisdltdd tavallisina tdyteai-
neina steriilia wvettd tai suolaliuosta, alkyleeniglykoleja,
kuten propyleeniglykoli, polyalkyleeniglykoleja, kuten poly-
etyleeniglykoli, kasvisperdisid 06ljyjda, hydrogenoituja naf-
taleeneja ja vastaavia. Vaginaaliseen tai rektaaliseen antoon
tarkoitetut formulaatiot, esimerkiksi perdpuikot, voivat si-
sdltad tayteaineina esimerkiksi polyalkyleeniglykoleja, vase-
liinia, kaakaovoita ja vastaavia. Nasaaliseen antoon tarkoi-
tetut formulaatiot voivat olla jauhemuodossa ja voivat sisal-
tdd tdyteaineina esimerkiksi laktoosia tai dekstraania tai
voivat olla vesi- tai O6ljyliuoksia annettavaksi nendtippojen
tai mitatun suihkeen muodossa. Bukkaaliseen antoon tyypilli-
sid tdyteaineita ovat mm. sokerit, kalsiumstearaatti, esihyy-
teldity tarkkelys ja vastaavat. Liuos- tai jauheformulaatioon
voidaan lisdtd yhtad tai useaa surfaktanttihappoa tai -suolaa.
Sopivia surfaktanttisuoloja ovat ne, jotka sailyttavat 1li-
sdaantyneen peptidiabsorption ilmidn, samoin kuin yhdisteen
surfaktanttiominaispiirteet ja jotka eivat ole haitallisia
kohteelle tai muuten esteellisia.

Ei-terapeuttiseen kayttddn tarkoitettuja koostumuksia, jotka
sisdltdvat keksinndn mukaista ihmisen FSH-reseptoria tai sen
FSH:hon sitoutuvia fragmentteja tai mutantteja, voidaan antaa
sitoutumaan endogeenisen, verenkierrossa olevan FSH:n kanssa
kohteessa ja siten kontrolloimaan bioaktiivisen FSH:n kdytet-
tavissa olevaa tasoa. Siten keksinndén mukaisia koostumuksia
kdytetadn tehokkaasti endogeenisen FSH-bioaktiivisuuden alen-
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tamiseen. Naisella tdllaista kdsittelya voidaan kayttaa te-
hokkaasti estamddn munarakkulan kasvu ja kypsyminen, estden
tdten raskauden. Miehelld tdllaista kdsittelya voidaan kayt-
tdd tehokkaasti siittididen muodostumisen estoon. Erds eri-
tyisen sopiva koostumus edelld olevaan tarkoitukseen sisdltad
ihmisen FSH-reseptorin fragmenttia, joka sisdltdd aminotermi-
naalisen solunulkoisen alueen tai sen oleellisen osan, jolla
on oleellisesti samat FSH:hon sitoutumisen ominaispiirteet.

Oleellisen puhdasta ihmisen FSH-reseptoria voidaan edulli-
sesti kayttdd myds tavanomaisiin FSH:n reseptorimddrityksiin
kuten esimerkiksi niihin, jotka kuvataan julkaisussa:
Reichert; Endocrinology 94 (1974) 483. Keksinndn mukaisen
puhtaan reseptorin tai sen FSH:ta sitovan fragmentin korvaa-
minen parantaa oleellisesti tdllaisten mddritysten yhdenmu-
kaisuutta ja suorituskykyd. Fragmentti, joka sisdltda amino-
terminaalisen solunulkoisen alueen, tai sen FSH:ta sitova
fragmentti ja/tai fuusioproteiini voidaan myds liittdd affi-
niteettikolonniin FSH:n puhdistamiseksi nesteistd, uutteista
ja vastaavista.

Reseptori voidaan sisdllyttdd stabiiliin solulinjaan, edul-
lisesti eukarioottiseen solulinjaan, ja edullisimmin nis&-
kassolulinjaan, joka voi tuottaa mitattavan biologisen vas-
teen reseptoria stimuloitaessa. Soluvasteen mittaus mddri-
tettdvdn FSH:n 1ldsnd ollessa (esimerkiksi testiseerumissa,
plasmassa, kasvatusvdliaineissa, kudoshomogenaateissa ja vas-
taavissa) antaisi kayttddn bioaktiivisuuden indikaation, ja
antaisi tdten kdyttddn erittdin kdyttdkelpoisen diagnostisen
madrityksen. Tdllaista solulinjaa voitaisiin myds kayttaa
seulottaessa kemiallisia kirjastoja aineiden suhteen, jotka
voisivat olla vuorovaikutuksessa FSH-reseptorin kanssa tai
testaamaan peptideja tai pienid proteiineja niiden kyvyn suh-
teen sitoutua FSH-reseptoriin nopeakdyttdisessd seulontajar-
jestelmdssd. Erds esimerkki nopeakdyttdisestd seulontajarijes-
telmidstd, jossa ligandin sitoutuminen yhdistelmd-DNA-FSH-re-
septoriin antaa tulokseksi mitattavan tuotteen kuten cAMP:n
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tai progesteronin muodostumisen tai muodostumisen estymisen.
Tdllaista jarjestelmdd voisi edelleen parantaa liittamalla
toimintakykyisesti helposti mitattavan merkkielementin kuten
sellaisen, joka tuottaa bioluminenssia (esimerkiksi lusife-
raasigeeni) reseptorisignaalitransduktioreitille (esimerkiksi
kdyttamdlla cAMP-vaste-elementtid).

Oleellisen puhdasta ihmisen FSH-reseptoria tai sen FSH:ta si-
tovia fragmentteja tai mutantteja voidaan myds kayttdd roént-
genkristallografisessa analyysissd molekyylimallien kehittd&-
miseksi. Tallaiset mallit ovat kayttokelpoisia ihmisen FSH-
reseptorin hormoninsitomisalueiden tertiddrisen rakenteen
madrittdmisessa. Tdllainen informaatio antaisi selvan kasi-
tyksen FSH:n ja sen reseptorin vadlisten todellisten kontakti-
alueiden rakenteesta, auttaen siten suunnittelemaan peptide-
ja, joilla on FSH-agonistista tai antagonistista aktiivisuut-
ta.

Yhdistelmd-DNA-tekniikat, jotka soveltuvat tuottamaan kek-
sinndén mukaisia proteiineja ja DNA:ta, mukaan lukien sopivien
mutaatiotekniikoiden, vektorien, isdntdsolujen, kasvatusolo-
suhteiden ja vastaavien tunnistuksen, ovat ammattimiesten hy-
vin tuntemia ja kuvataan riittdvasti esimerkiksi US-patent-
tijulkaisussa 4 761 371 ja kansainvdlisessa PCT-patenttijul-
kaisussa W088/09818, joiden kuvaukset liitetd8dn t&hdn wviit-
teeksi. Jaljempand olevissa esimerkeissd olevat koetydselos-
tukset, bakteeri- ja bakteriofagikasvatusvdliaineet ja ke-
mialliset 1liuokset kuvataan yksityiskohtaisesti teoksessa
Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual," 2. pai-
nos, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, ellei muuta
viitettd esiteta.
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Esimerkki 1

Ihmisen FSH-reseptori-cDNA-kloonien eristys ja karakterisoin-
ti

Kirjaston seulonta

Rotta-FSH-reseptori-cDNA-klooni, joka on samanlainen kuin
julkaisussa Sprengel, Mol. Endocrinol. 4 (1990) 525 kuvattu,
saatiin tri William Moyle'lta, University of Medicine ja Den-
tistry of New Jersey-Robert Wood Johnson Medical School. Tami
cDNA-klooni insertoitiin mydéhdiseen V40-ekspressiovektori-
pSVL:dan (Pharmacia LKB, tuote nro 27-4509-01) ja sai nimen
PSVLFSHR. 2,1 kb:n DNA-fragmentti, joka sisalsi alueen, joka
vastaa tdydellistd rotta-FSH-reseptoriproteiinin koodaus-
aluetta, katkaistiin plasmidista kayttdmdllda restriktioendo-
nukleaasikohtia XbalI ja fRamHI. Sulatettu DNA fraktioitiin
koon mukaan geelielektroforeesilla, ja 2,1 kb:n rotta-FSH-
reseptorifragmentti puhdistettiin elektroeluoinnilla geelis-
ta. Tata puhdistettua DNA-fragmenttia kaytettiin koettimena
kirjastoseulontaan ihmisen FSH-reseptori-cDNA-kloonien tun-

nistamiseksi.

lambda gtl1l cDNA -kirjasto, joka oli muodostettu RNA:sta, jo-
ka o0li uutettu ihmisen kiveksistd, ostettiin yhtidstd Clon-
tech, Palo Alto, CA (luettelonumero HL1010b) ja monistettiin
ennen kayttda. 20 erdd monistettua kirjastoa, vastaten noin
7,5 x 10* tdpldn muodostavaa yksikkda (pfu), adsorboitiin ku-
kin noin 0,5 ml:aan E. coli -kannan Y1088 suspensiota. Sus-
pensio oli valmistettu kasvattamalla Y1088:n yon yli viljel-
tyd viljelmdd 37 °C:ssa NZYM:ssa tai LB:ssd, jota oli tdyden-
netty 0,2 %:1la maltoosia ja 10 mM MgSO4:114, pelletoimdlla
solut ja suspendoimalla ne sitten uudelleen 10 mM MgSO4:3an
ODggp-tasolle 0,5. Noin 6,5 ml sulatettua NZYM-huippuagaroo-
sia (0,7 %), lampdtilassa 48 °C, lisdttiin kuhunkin faagi/-
solu-suspensioon, ja tulokseksi saatu seos kaadettiin yhdelle
20:sta 150 mm:n NZYM-agarlevylle (esildmmitetty 42 °C:seen).
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Primddriseen seulontaan levyille siirretyn faagin kokonaislu-
kumddrd oli noin 1,5 X 10°8. Neljan tunnin 42 °C:ssa inkuboin-
nin jalkeen, minkd jdlkeen seurasi jadhdytys 4 °C:ssa useiden
tuntien ajan, muodostettiin rinnakkaismddrityksin nitrosellu-
loosasuodatin(Millipore) -taplakohotukset kustakin levystd me-
nettelytavoilla, jotka kuvataan julkaisussa: Benton ja Da-
vies; Science 196 (1977) 180. Sattumanvaraista oligonukleoti-
dialustusmenettelytapaa, jonka ovat kuvanneet Feinberg ja Vo-
gelstein (Anal. Biochem. 137 (1983) 266), kaytettiin muodos-
tamaan, templaatti-rotta-FSH-reseptori-DNA-fragmentista, joka
kuvataan edeltavassa kappaleessa, 32p.1eimattu koetin, jonka
spesifinen aktiivisuus oli 1 - 2 X 10° cpm/ug. Nitroselluloo-
sasuodatinfaagikohotusten esihybridisointi suoritettiin pus-
kurissa, joka sisdlsi 50 % formamidia, 5X SSC [1X SSC:ssda on
0,15 M natriumkloridia, 0,015 M natriumsitraattial, 20 mM
natriumfosfaattipuskuria, pH 7,2, 10X Denhardt'in reagenssia
(50X Denhardt'in reagenssissa on 1 % Ficoll, 1 % polyvinyyli-
pyrrolidonia ja 1 % naudanseerumialbumiinia) ja 100 ug/ml
tRNA:ta 37 °C:ssa noin 6 tunnin ajan. Suodattimien hybridi-
sointi suoritettiin samassa puskurissa paitsi, ettd rotta-
FSH-reseptori-DNA-koetinta 1lisdttiin konsentraatiossa noin
3 X 10° cpm/ml puskuria. Kun oli hybridisoitu 16 - 24 tunnin
ajan 37 °C:ssa, ylimdadrdinen koetin pestiin suodattimilta 2X
S8SC:11a, 0,1 % SDS huoneenlampdtilassa 30 min ajan, sitten
0,2X SSC:ssa, 0,1 % SDS 37 °C:ssa 60 min ajan. Seuraavaksi
suodattimet paljastettiin ydn yli -70 °C:ssa XAR-filmille
(Kodak) . Primddrisestd kirjastoseulasta tunnistettiin 6 rin-
nakkaispositiivista. Taplda sisdaltdvid agartulppia poistet-
tiin 150 mm:n levyiltd laajakdrkisella pasteurpipetilld aln-
eilta, joissa paikannettiin positiiviset kloonit. Faagi elu-
oitiin liuottamalla tulppia SM:ssa. Sitten suspendoitu faagi
levitettiin uudelleen 150 mm:n NZYM-agarlevyille primddriseen
seulontaan kuvatulla tavalla. Levyt, jotka sisadlsivat noin
500 pfu/levy, valittiin sekundddriseen seulontaan. Menettely-
tavat, joita kaytettiin sekundddrisen seulonnan suodatinkoho-
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tuksiin ja suodatinhybridisointeihin, olivat samat kuin pri-
mddriselle seulonnalle kuvatut.

Sekundadrisen seulonnan jdlkeen tunnistettiin 5 oletettua po-
sitiivista ihmisen FSH-reseptoria ja eristettiin puhdistet-
tuina Agtil-bakteriofagikloonit. Ne saivat seuraavat nimet:
1-5, 5-10, 11-11, 13-9 ja 15-6.

Oletettujen ihmisen FSH-reseptori-cDNA-kloonien DNA-sekvens-
sien mddrittaminen

Agtll-cDNA-isolaateista valmistettiin kustakin bakteriofagi-
DNA kayttdmdlla levylysaattimenetelmdd, joka kuvataan kasi-
kirjassa Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual,"
2. painos, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, s.
2.118. Bakteriofagi-DNA sulatettiin EcoRI-restriktioendo-
nukleaasilla ja fraktioitiin sitten koon mukaan agaroosi-
geelilld cDNA-insertiofragmenttien puhdistusta varten. Puh-
distetut cDNA-insertiot alikloonattiin pUC18:n EcoRI-kohtaan
seuraavien kloonauksen ja sekvenspintikdsittelyjen helpotta-
miseksi. Kaksisdikeinen plasmidi-DNA puhdistettiin isanta-
kanta E. coli MC1061:n 5 ml:n viljelmistd pienimittakaavai-
sella alkaliliuotusmenetelmdalld (Sambrook, sama, s. 1.25),
sitten puhdistettiin edelleen ajamalla Elutip-d-kolonnien
(Schleicher & Schuell, Keene, NH) ldapi valmistajan tydohjetta
kayttden. Sitten puolet kustakin pienimittakaavaisesta plas-
midinvalmistuksesta saadusta plasmidi-DNA:sta denaturoitiin
0,2 N NaOH:ssa, 0,2 mM EDTA, tilavuudessa 20 pl huoneenldmpd-
tilassa 10 min ajan. Denaturoitu plasmidi-DNA neutraloitiin
ja saostettiin etanolilla lisaamdlla 7,5 pl 7,5 M ammonium-
asetaattia ja 110 pl 100-prosenttista etanolia ja jaahdytta-
malld seos nestetypessd. DNA-sakka pelletoitiin sentrifugoi-
malla mikrofugissa 10 min ajan. DNA-pelletit pestiin 70-
prosenttisella etanolilla ja kuivattiin. Sekvensointireaktiot
suoritettiin Sequenase T7-DNA-polymeraasilla (United States
Biochemical) valmistajan ohjeiden mukaan. Alustavat sekveri-
sointireaktiot suoritettiin eteenpdin suuntautuvilla ja kdan-
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teisilld sekvensointialukkeilla (Pharmacia LKB) pUC18:n poly-
linkkerialueelle. Alustavasta sekvensoinnistd saatuja tietoja
kdytettiin suunniteltaessa ihmis-FSH-reseptorispesifisia sek-
vensointialukkeita. Alukkeet joko syntetisoitiin malli 391
5 Applied Biosystems DNA-syntetisaattorilla tai tilattiin yhti-
O0std National Biosciences, Inc., Hamel, MN. Jonkin wverran
DNA-sekvenssitietoja saatiin alikloonaamalla alkuperdisten
kloonien pienempia restriktioendonukleaasifragmentteia
pUCl8:aan ja toistamalla sekvensointireaktiot eteenpdin suun-
10 natuilla ja kdédnteisilla alukkeilla.

Alustavat sekvenssitiedot osoittivat, ettd mikddn viidesta
cDNA-isolaatista ei edustanut ihmis-FSH-reseptorin tdysimit-
taista proteiininkoodausaluetta, mutta ettd yhdistettyjid sek-
venssitietoja klooneista voitiin kdyttda tdydellisen prote-
15 iinisekvenssin pddttelemiseen. Kuviossa 1 esitetdan kaavakuva
viiden kloonin suhteellisista asemista suhteessa tdydelliseen
ihmis-FSH-reseptori-cDNA-sekvenssin karttaan. Taydellinen ih-
mis-FSH-reseptori-cDNA-sekvenssi, joka saatiin yhdistamalla
sekvenssitiedot pddllekkaisista klooneista kayttamdllid Gene-
20 tics Computer Group (GCG) fragmentinkokoamistietokoneohjel-
maa, kuvataan sekvenssissd nro 1 ja pdatelty aminohapposek -
venssi kuvataan sekvenssissd nro 2. Ihmis-FSH-reseptorin DN&4-
gekvenssin analyysistd saatiin tulokseksi pitkdn avoimen lu
kualueen tunnistus, joka lukualue oli pituudeltaan 2085 nuk-
25 leotidia ja joka kooditti 695 aminohapon proteiinia.

Sen vuoksi ihmisen FSH-reseptori on 3 aminohappoa pitempi
kuin rotta-FSH-reseptori. Rotta- ja ihmis-FSH-reseptori-DNA-
ja proteiinisekvenssien vdliset prosentuaaliset kokonais-
e identtisyydet madritettiin kdyttamdlla GCG Bestfit -ohjelmaa,
30 ja ne olivat 87 % ja 90 %, vastaavasti. Ihmis-FSH-reseptorin
solunulkoisen aminoterminaalisen hydrofiilisen osan pituudek-
si arvioidaan 349 aminohappoa, ja silla on 87 %:n identtisyys
rotta-FSH-reseptorin vastaavan alueen kanssa. Nadiden kahden
lajin seitsemdn membraanin poikki ulottuvilla alueilla, jotka
35 ovat silloittuneet kolmella solunulkoisella ja kolmella so-
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lunsisdiselld silmukalla, on 95 %:n identtisyys, ja karboksi-
terminaalisilla solunsisdisilld alueilla on vain 81 %:n
identtisyys. Osittainen aminohapposekvenssi, joka on julkais-
tu julkaisussa: Parmentier; Science 246 (1989) 1620-1622,
vastaa aminohappoja 399 - 525 sekvenssissa nro 2.

Klooni 5-10 oli variantti, joka sisdlsi 0,25 ke:n insertion
T:n jadlkeen nukleotidiasemassa 448 sekvenssissda nro 1. In-
sertion DNA-sekvenssi ei ollut samanlainen rotta- tai ihmis-
FSH-reseptori-DNA-sekvenssin minkdan osan kanssa, eikd se
mydskddn ollut samanlainen minkddn Genbank- tai EMBL DNA-
sekvenssitietokannoissa olevan tunnetun sekvenssin kanssa.
Vastaava alue kloonissa 11-11 ei sisdltdnyt tatd insertiota.
LH-reseptori-cDNA-kloonit, jotka on eristetty ihmisen kilpi-
rauhas-cDNA-kirjastosta, sisdltdvdt samanlaisia variaatioita
(Frazier, Mol. Endocrinol. 4 (1990) 1264-1276). Nama varian-
tit ovat todenndkdéisesti perdisin epatdydellisesti ja/tai ta-
vallisesta poiketen liittyneistd mRNA-molekyyleistd. 3'-1lii-
toskonsensussekvenssin (CAG'G) 1lasndolo 5-10-insertion 3'-
liitoskohdassa on tdtd selitystd tukeva todiste.

pUC18-plasmidit, jotka sisdltavat 11-11- (kutsutaan nimella
pHFSHR11-11), 15-6- (kutsutaan nimelld pHFSHR15-6) ja 5-
10-cDNA-insertion (kutsutaan nimella pHFSHR5-10), talletet-
tiin kansainvdliseen talletuslaitokseen American Type Culture
Collection (ATCC), Rockville, MD, 01.03.1991, tulonumeroilla
ATCC68538, ATCC68540 ja ATCC68539, vastaavasti. Nama talle-
tukset tehtiin kansainvdlisen Budapestin sopimuksen kaikkien

vaatimusten mukaisesti.
Esimerkki 2

Vektorien konstruointi tdysimittaisen ihmis-FSH-reseptorin
ekspressointiin nisdkdssoluissa

Strategia ihmis-FSH-reseptori-DNA-konstruktion muodostamiseen
yhdistelmd-DNA-tekniikalla nisdkdssoluissa ekspressointia
varten esitetddn kuvioissa 2A ja 2B. Viitaten kuvioon 2A, 5'-
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pddn 691 emidsparin (bp) NsiI/BamHI-fragmentti, joka sisdlsi
aloitus-ATG:n, puhdistettiin pHFSHR11-11l:sta ja alikloonat-
tiin pUC18:aan, joka oli sulatettu PstI:114 ja BamHI:1lld. Tu-
lokseksi saatu plasmidi, pHFSHR11-11nb, linearisoitiin
5 SphI:114. P&aat tehtiin tylpiksi kasittelemdlld DNA-polyme-
raasi I:n Klenow-fragmentilla (New England Biolabs, Beverly,
MA). Kun tylppiin pdihin oli 1liitetty XhoI-linkkerit (New
England Biolabs, Beverly, MA), seos sulatettiin XhoI:1lla ja
BamHI:114, ja puhdistettiin geelilld noin 700 emdsparin 5'-
10 padn ihmis-FSH-reseptorifragmentti. Fragmentti ihmis-FSH-
reseptori-cDNA:n keskiosasta eristettiin pHFSHR11-11:std su-
lattamalla BamHI:114 ja SphI:1148 ja puhdistamalla geelilla
sopivan 734 emdsparin palan. Ihmis-FSH-reseptorin 3'-frag-
mentti, joka sisdlsi TAA-lopetuskodonin, eristettiin
15 pHFSHR15-6:sta sulattamalla plasmidin ensin DraIll:lla, teke:
milld sitten pddt tylpiksi reaktiossa T4-DNA-polymeraasin
kanssa. Tylppiin pdihin liitettiin XhoI-linkkerit, ja tulok-
seksi saatu seos sulatettiin SphI:11a ja XhoI:11la, ja eris-
tettiin ja puhdistettiin 3'-pddn (suunnilleen) 690 emdsparin
20 SphI/XhoI-fragmentti.

Kuvioon 2B viitaten, 5'-pddn 700 emdsparin XhoI/BamHI- ja
keskiosan 734 emidsparin BamHI/SphI-ihmis-FSH-reseptori-cDNA-
fragmentit alikloonattiin pUC18-XhoI:een (muodostettu téassa
laboratoriossa muuttamalla Smal-kohdan pUC18-polylinkkerissa

25 XhoI-kohdaksi XhoI-linkkereilld), joka oli sulatettu XhoI:1lla
ja SphI:11a. Tulokseksi saatu plasmidi, pHFSHR1.4xs, sulatet-
tiin XhoI:11l4 ja SphI:11a. Sulatettu DNA fraktioitiin koon
mukaan elektroforeesilla 5 - 6-prosenttisella polyakryyliami-
digeelilld, ja leikattiin ja puhdistettiin elektroeluutiolla

“““ 30 noin 1400 emidsparin fragmentti, joka sisalsi ihmis-FSH-
reseptori-cDNA:n 5'- ja keskialueet. 3'-pddn SphI/XhoI-frag-
mentti, joka sisdltdd TAA-lopetuskodonin, alikloonattiin
pUC18-XhoI:een, joka oli sulatettu SphI:114 ja XhoI:lla. Tu-
lokseksi saatu plasmidi, pHFSHR675sx, sulatettiin SphI:lla ja

35 EcoRI:114. Sulatettu DNA fraktioitiin 5 - 6-prosenttisella
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polyakryyliamidigeelilld, ja leikattiin Jja puhdistettiin
elektroeluutiolla noin 700 emdsparin patka. Tdydellinen ih-
mis-FSH-reseptorin koodausalue koottiin yhdistamilla 5'-paan
1400 emisparin XhoI/SphI-fragmentin 3'-pddn 700 emdsparin
5 SphI/EcoRI-fragmentin kanssa liitoksessa pUCl8-XhoI:n kanssa,
joka oli sulatettu XhoI:114 ja EcoRI:114. Oikea kokoonpano
konstruktiolla, joka sai nimen pHFSHRX, varmistettiin rest-
riktioendonukleaasisulatuksella ja DNA-sekvensoinnilla. Tay-
dellisesti yhdistelmi-DNA-tekniikalla valmistettu ihmis-FSH-
10 reseptorin 2,1-ke XhoI-fragmentti, Jjoka sisdltdd noin 18
emisparia 5'-pddn ei-koodisekvenssistd ja 12 emisparia 3'-
padn ei-koodisekvenssistd koko ihmis-FSH-reseptoriproteiinin
koodialueen 1lisdksi, katkaistiin pHFSHRX:std XhoI-sulatuk-
sella. Sulatettu DNA fraktioitiin koon mukaan elektroforee-
15 silla 0,7-prosenttisella agaroosigeelilld. 2,1 kiloemdksen
XhoI-fragmentti leikattiin geelistd, puhdistettiin elektro-
eluoimalla Little Blue TankTM -tankissa (ISCO) valmistajan
suosittelemaa menettelytapaa kdayttden, ja insertoitiin nisa-
kdssoluekspressiovektoriplasmidien XhoI-kloonauskohtiin
20 Plasmidit, jotka sisdlsivat insertion sopivassa orientaatios:
sa ihmis-FSH-reseptori-mRNA-transkriptiota varten, valittiin
restriktioendonukleaasifragmenttianalyysilld. Ennen nisdkas-
soluihin lisddmistd ekspressiovektoriplasmidi-DNA puhdistet-
tiin joko kahdella perakkadiselld suurinopeuksisella sentrifu-
25 goinnilla cesiumkloriditiheysgradienttien lapi tai kdyttdmal-
14 "plasmid maxi"-reagenssipakkausta (Qiagen, Chatsworth, CA)
valmistajan tydohjeen mukaan.

Ihmis-FSH-reseptorin ekspressioon voidaan kayttda mitd hy-
vansd sopivaa nisdkdssoluekspressiovektoria. Valttdmattdmia
""" 30 vektoriplasmidikomponentteja ovat mm. seuraavat: eukarioot-
tinen promoottori kuten hiiri-metallotioneiini I (MMT-I)-pro-
moottori, Rous Sarcoma Virus -promoottori tai ihmisapinan vi-
rus 40:n varhainen tai myOhdinen promoottori ihmis-FSH-
reseptori-mRNA:n transkription ohjaamiseksi; merkkigeeni ku-

35 ten neomysiiniresistenssigeeni (Neo), dihydrofolaattireduk-
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taasi (DHFR) -geeni tai usean ladkkeen resistenssin geeni (MDR)
transfektoitujen solujen valintaan; polyadenylointisignaali
(poly A), kuten SV40 varhainen polyadenylointialue reseptori-
RNA-transkriptin 3'-pddn kidsittelya varten; ja bakteriaalinen
5 replikaationaloitus- ja antibioottiresistenssigeeni, kuten
PBR322 ori- ja ampisilliiniresistenssigeeni, mahdollistamaan
vektoriplasmidin kasvu ja lisddminen sopivassa E. coli -kan-
nassa. Joillain solulinjoilla voi olla tdarkedd sisallyttaa
introni alueelle, joka kddnnetddn ihmis-FSH-reseptoria koo-
10 dittavaksi mRNA:ksi. On edullista sijoittaa introni promoot-
torin ja ihmis-FSH-reseptori-cDNA-insertion wvaliin, sijoit-
taen se sgiten ihmis-FSH-reseptori-RNA-transkriptin kaanta-
mittomidlle 5'-alueelle. Voidaan kdyttdd mitd hyvansa sopivaa
intronia. Kokeissamme kaytetty introni oli 2 ke:n XbaI/PstI-
15 osa intronista A ihmis-glykoproteiini «-alayksikkdgeenista
(Fiddes, J. Mol. Appl. Genet. 1 (1981) 13). Ekspressiovekto-
reissa se insertoitiin MMT-1-promoottorialueen ja ihmis-FSH-
reseptori-cDNA-fragmentin v&aliin. Katkaistussa intronissa
sdilyi endogeeninen liitosakseptori, mutta liitoksenluovutta-
20 ja toimitettiin synteettiselld oligonukleotidilla.

Kuviossa 3 esitetddn kaavio ihmis-FSH-reseptoriekspressiovek-

torista, jota kaytettiin CHO-solutransfektioihin, pDoHFSHRI!
(ihmis-FSH-reseptori CLH3AXSV2DHFRhxIVS:ssd), ja kuviossa 4

esitetddn kaavio ihmis-FSH-reseptoriekspressiovektorista, jo-

25 ta kaytettiin transfektoimaan stabiilisti Y1l-soluja,

Y PNGHFSHRX (ihmis- FSH-reseptori CLH3AXSV2NEOhoIVS:ssi). MMT-I-
e geenisekvenssit (nukleotidinumerot 4542 - 7514 kuviossa 3,
nukleotidinumerot 5192 - 8164 kuviossa 4), jotka sisdltdavat
promoottorialueen, ovat samat kuin ne, jotka esitetddn yla-

30 virtaan XhoI-kohdasta CLH3X:n konstruktiossa (Reddy, DNA 6
(1987) 461). Ihmis-glykoproteiini o -alayksikdn geenin intro-

.....

ni A-fragmentti, joka kuvataan edeltavassa luvussa, sijaitsee
nukleotidinumeroiden 7514 ja 9514 valissa kuviossa 3, ja nuk-
leotidinumeroiden 8164 ja 10164 valissd kuviossa 4. XhoI-koh-
35 dasta alavirtaan MMT-I-intronit ja polyadenylointisignaali-
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sekvenssit poistettiin ja korvattiin SV40 varhaisella poly-
adenylointialueella (nukleotidinumerot 11614 - 11857 kuviossa
3, nukleotidinumerot 12264 - 12508 kuviossa 4). pML-alue
(Lusky, Nature 293 (1981) 79) sisdltdd bakteriaalisen repli-

5 kaationaloitus- ja ampisilliiniresistenssigeenin pBR322:sta
(nukleotidinumerot 1925 - 4542 kuviossa 3, nukleotidinumerot
2575 - 5192 kuviossa 4). DHFR-geenitranskriptioyksikkd (nuk-
leotidinumerot 1 - 1925 kuviossa 3), joka sisaltad hiiri-
DHFR-cDNA- ja SV40 varhaisen alueen promoottori-, pienen T-

10 introni- ja varhaisen alueen polyadenylointisekvenssit, vas-
taa Pvull/BamHI-fragmenttia pSV2DHFR:ssd (Subramani, Mol.
Cell. Biol. 1 (1981) 854). PvuII-kohta muutettiin BamHI-koh-
daksi ennen fragmentin insertoimista ekspressiovektoriplas-
midiin. Neo-geenitranskriptioyksikkd (nukleotidinumerot 1 -

15 2575 kuviossa 4) koottiin korvaamalla DHFR-cDNA (nukleotidi-
numerot 342 - 1077 kuviossa 3) 1385 emdsparin HindIII/Smal-
fragmentilla pSV2-neo:sta (Southern, J. Mol. Appl. Genet. 1
(1982) 327). Smal-kohta muutettiin BamHI-kohdaksi ennen frag-
mentin insertoimista ekspressiovektoriplasmidiin.

20 Plasmidia pNohFSHRX voidaan kdyttdd useimpien jatkuvien nisa-
kdssolulinjojen transfektointiin, ja talletettiin kansain-
vialiseen ATCC-talletuslaitokseen 19.11.1991, tulonumerolla
ATCC68833. Talletus tehtiin kansainvdlisen Budapestin sopi-
muksen kaikkien vaatimusten mukaisesti. Plasmidi pDohFSHRX

25 soveltuu parhaiten transfektoimaan solulinjoja, joista puut-
tuu dihydrofolaattireduktaasi (DHFR) -aktiivisuus.

Ammattimiehet voivat kayttdd DNA-kloonausta ja yhdistelma-
DNA-tekniikoita modifioimaan ihmis-FSH-reseptorin DNA-eks-

""" pressiokonstruktiota niin, ettd kooditetaan FSH:ta sitovia
30 fragmentteja. Namd modifioidut DNA-fragmentit voidaan inser-
toida ekspressiovektoreihin kuten téssd kuvattuihin ja kayt-

tdd transfektoimaan nisdkassoluja kehittamdan linjoja, jotka
erittdvidt ihmis-FSH-reseptorin liukoisia FSH:ta sitovia frag-
mentteja, kuten aminoterminaalista solunulkoista aluetta tai

35 sen FSH:ta sitovaa fragmenttia.
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Esimerkki 3

Funktionaalista ihmis-yhdistelmi-DNA-FSH-reseptoria tai sen
FSH:ta sitovaa fragmenttia tai mutanttia stabiilisti eks-
pressoivien nisdkdssolulinjojen kehittdminen

Sopivia nisdkassolulinjoja yhdistelmda-DNA-ihmis-FSH:n ja sen
johdannaisten ekspressointia varten ovat mm. kiinanhamsterin
munasarja (CHO), hiiren adenokarsinooma Y1, rotan aivolisak-
keen GH3, ihmisen rintakarsinooma MCF7 ja ihmisen alkion mu-
nuainen 293. Tassd esimerkissd kuvataan Y1- ja CHO-solujen
kayttd.

Yl-solut ovat klonaalista, steroidia erittavaa solukantaa,
joka on aloitettu hiiren lisamunuaiskuoren kasvaimesta (Ya-
sumura, Cancer Res. 26 (1966) 529-536). Ndma solut saatiin
ATCC-solupankista (ATCC CCL 79) ja ylldpidettiin viljelmdsu:éd
kasvattamalla Ham'in Fl0-vdliaineessa, jota oli taydennetty
15 %:1la hevosen seerumia (HS), 2,5 %:1la FBS:3da ja 1 %:1lla
L-glutamiinia (Yl-kasvatusvadliaine).

CHO-DUKX-solut ovat kiinanhamsterin munasarjasolujen klonaa-
lista mutanttia, josta puuttuu dihydrofolaattireduk-
taasiaktiivisuus (Urlaub G. ja Chasin, L.A. PNAS 77 (1980)
4216-4220). Soluja pidettiin minimaalisessa valttamattomdssi
vadliaineessa o (MEM-«), jota oli tdydennetty 10 %:1la FBS:38&
ja 1 %:1la L-glutamiinia (CHO-kasvatusvaliaine).

Kaikki solukasvatukset suoritettiin 37 °C:ssa 5-prosentti-
sessa COjp:ssa, kosteutetussa ilmakehdssa.

Kalsiumfosfaattitransfektiot

Kiytetty transfektioprotokolla oli muunnelma julkaistusta me-
netelmdstad (Graham, Virology 52 (1973) 456). Noin 24 tuntia
ennen transfektointia solut siirrostettiin halkaisijaltaan
100 mm:n maljoihin tiheydelld 7 X 10° solua/malja (CHO-DUKX)
tai 1 X 10° solua/malja (Y1). Transfektointeja varten 10 ug
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vektoriplasmidi-DNA:ta (pDoHFSHRX CHO-DUKX-soluilla,
PNoHFSHRX Yl-soluilla) 1lisdttiin 0,5 ml:aan transfektointi-
puskuria. Transfektointipuskuri valmistettiin yhdistdmdlla
4 g NaCl, 0,185 g KCl, 0,05 g NayHPO,, 0,5 g dekstroosia ja
5 2,5 g HEPES'id steriilissa tislatussa vedessd ja saatamalla
tilavuus 500 ml:ksi ja pH-arvo 7,5:een. DNA-transfektointi-
puskuriseokseen lisdttiin 31 pl 2 M CaCls:ta. Liuosta sekoi-
tettiin kayttadmdlla pyodrresekoitinta ja annettiin seistd huo-
neenlampdotilassa 45 min ajan DNA-sakan muodostumisen sallimi-
10 seksi. DNA-sakka padllystettiin solujen pddlle kasvatusvali-
aineen poistamisen jalkeen. 20 min huoneenldmpbtilassa olon
jalkeen lisattiin 5 ml sopivaa kasvatusvaliainetta ja soluja
kasvatettiin 6 tunnin ajan. Vdliaine poistettiin ja soluja
shokkikdsiteltiin 3,5 min ajan 3 - 4 ml:ssa transfektointi-
15 puskuria, joka sisdlsi 15 % glyserolia. Solut huuhdottiin
kahdesti fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella ennen kuin
lisdattiin 10 ml kasvatusvdliainetta. Noin 48 tuntia transfek-
tion jdlkeen CHO-DUKX-soluja alikasvatettiin 1:10-jakamissuh-
teella, ja lisattiin valintavaliainetta. Yl-solut saivat kas-
20 wvaa 72 tunnin ajan transfektion jalkeen ennen alikasvatusta
1:5-jakamissuhteessa valintavaliaineessa. CHO-DUKX-solujen
valintavaliaine koostui MEM-o:sta ilman ribonukleosideja ja
deoksiribonukleosideja taydennettyna 10 %:1la dialysoitua
FBS:da, 1 %:1la L-glutamiinia ja 0,02 uM:1lla metotreksaattia
25 (MTX) . Yil-solujen valintavaliaine koostui Yl-kasvatusvali-
aineesta, jossa oli 80 ug/ml G418:aa. MTX-resistentit CHO-
DUKX-solukoloniat ja G418-resistentit Yl-solukoloniat muodos-
tuivat noin 2 - 3 viikon kuluttua, ja ne poimittiin yksitel-
len ja kasvatettiin kunnes soluluvut olivat riittavat kryo-

30 sailytystd ja hormonivasteisuuden suhteen testausta varten.

ggggg

Ihmis-yhdistelmd-DNA-FSH-reseptorin bioaktiivisuuden osoitus
stabiilisti transfektoiduissa CHO-soluissa

et Jotta madritettdisiin, voisiko yhdistelmd-DNA-tekniikalia
valmistettu ihmis-FSH-reseptori-cDNA-konstruktio tuottaa pro-
35 teiinia, joka olisi biologisesti toimintakykyistd stabiliisti
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transfektoiduissa CHO-soluissa, MTX-resistentteja CHO-solu-
kolonioita kasiteltiin ihmis-yhdistelmd-DNA-FSH:1lla ja mitat-
tiin solunsisdiset cAMP-tasot. cAMP-mdaritystd varten soluja
alikasvatettiin 12-kaivoisilla levyilld tiheyteen 2,5 X 10*
solua/kaivo CHO-soluvalintaviliaineessa. Kun oli kasvatettu
72 tuntia, jokainen kaivo pestiin 1,5 ml:lla ladmmintd kasva-
tusvaliainetta. Jokaiseen pestyyn kaivoon lisdttiin 300 pl
seerumitonta kasvatusvaliainetta, joka sisdlsi 0,1 mM 3-iso-
butyyli-l-metyyliksantiinia (Sigma). Kun oli kasvatettu 215
min, jokaisessa kaivossa olevaan valiaineeseen lisattiin ih-
mis-yhdistelmd-DNA-FSH:ta niin, ettad lopullinen konsentraatio
0li noin 335 ng (2413 mIU)/ml. Kun oli kasvatettu 30 min,
madritys lopetettiin alistamalla solut neljdlle nopealle pa-
kastus/sulatus-syklille. 50 upl:n erd kutakin solulysaattia
siirrettiin 1,5 ml:n putkeen proteiinipitoisuuden madritysta
varten. Jokaiseen jdljelld olevaan lysaattindytteeseen lisdt-
tiin kylmda etanolia (300 pl) ennen siirtamistd erillisiin
1,5 ml:n putkiin. Kaikkia lysaattindytteitd sentrifugoitiin
solujadnteen poistamiseksi 15 min ajan nopeudella 13 000 X g.
Liukoisen proteiinin kokonaispitoisuuden mddrittaminen suori-
tettiin proteiinimddritysreagenssipakkauksella, joka ostet-
tiin yhtidstd Bio-Rad (luettelonumero 500-0002), kayttden
valmistajan toimittamaa protokollaa. Etanolilla kasitellyt
lysaattindytteet pakastekuivattiin 5 - 100 pl:n erissid, 3a
suspendoitiin wuudelleen 100 ul:aan maarityspuskuria, joka
toimitettiin Dupont/NEN Medical Products cAMP -midritysrea-
genssipakkauksessa (luettelonumero NEK-033). Uudelleen sus-
pendoitujen 1lysaattindytteiden cAMP-pitoisuus mddritettiin
kdyttamdalld "asetyloitu radioimmunomddritys"-protokollaa, jo-
ka oli toimitettu reagenssipakkauksen mukana. Naytteitd ei
laimennettu madritystd varten. Paddosassa ihmisen FSH-re-
septorilla transfektoituja CHO-solulinjoja mitattiin FSH-sti-
muloinnin jalkeen korkeammat solunsisdaiset cAMP-tasot kuin
kontrolleissa (kdsittelemdttdmdt CHO-DUKX-solut ja CHO-DUKX-
solut, jotka oli transfektoitu CLH3AXSV2DHFRhoIVS:113). Kes-
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kimddridinen vaste o0li noin 16-kertainen kontrolleihin wverrat-

tuna.

Erds ei-klonaalinen solulinja, CHOHFSHR4Q-13, valittiin hor-
moniannosvasteanalyysiin. Kaytetty menettelytapa oli sama
kuin edeltdvassa luvussa paitsi, ettd solut kdsiteltiin joko
ihmis-yhdistelmd-DNA-FSH:1la tai LH:1la konsentraatioissa
alueella 0 - 10 000 mIU/ml. Kukin annos analysoitiin kolmella
rinnakkaisndytteelld. Muodostuneen solunsisdisen cAMP:n maara
ilmaistiin yksikdéssd nmol/mg liukoista proteiinia ja kuvat-
tiin FSH- tai LH-konsentraation funktiona annos/vaste-kdyrien
muodostamiseksi. FSH- ja LH-annos/vaste-kdyrdat esitetdan ku-
viossa 5. Tulokset osoittavat, ettd CHOHFSHR4Q-13 CHO -solu-
linjalla oli kylléstettdvissd oleva solunsisdisen cAMP:n kas-
vu vasteena FSH-stimulaatiolle, muttei wvasteena LH-stimu-
laatiolle. Puolimaksimaalinen FSH-stimulaatio (EDsgp) tapahtui
annoksella 144 mIU/ml FSH. Sen vuoksi ihmis-FSH-reseptori-
cDNA:ta voidaan kayttdd tuottamaan biologisesti toimintaky-
kyistd ihmis-FSH-reseptoriproteiinia CHO-soluissa, mahdollis-
taen sen, ettd solut valittdvdt spesifisen CcAMP-vasteen
FSH:ta eika LH:ta kohtaan.

CHOHFSHR4(Q-13-linjan, tai samanlaisen, ihmis-yhdistelmd-DNA-
FSH-reseptoria tal sen FSH:ta sitovia fragmentteja tai mu-
tantteja tuottavan linjan ihmis-FSH-reseptoripitoisuutta voi-
daan kasvattaa alistamalla solut vaiheittaisille MTX-konsent-
raation kohotuksille. Tamd aiheuttaa DHFR-cDNA-kopioluvun
kasvun yhdessa liitettyjen sekvenssien kanssa, jotka sisdl-
tavat ihmis-FSH-reseptori-cDNA:ta, lisdten kooditettujen pro-
teiinien synteesid epdsuorasti. Tadmd voidaan suorittaa, mika-
1i valttamatdntd, biomddrityksen herkkyyden lisddmiseksi. Ni-
sdkdssoluja, jotka ekspressoivat korkeita ihmis-FSH-resepto-
rin tai sen FSH:ta sitovien fragmenttien tai mutanttien taso-
ja, voidaan kayttdd myds valmistettaessa suuria mddrid ihmis-
FSH-reseptoriproteiinia kaytettdvaksi ei-terapeuttisina ai-
neina tai reseptoriradioimmunomddrityksissa.
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CHOHFSHR4Q-13-1linjaa tai samanlaista linjaa voidaan myds
kdyttdd FSH:ta tail FSH-tyyppisid aineita sisdltdvien farma-
seuttisten valmisteiden in vitro -bicaktiivisuuden mddrityk-
sessd. cAMP-vaste-elementtiin voidaan 1liittda toimintaky-
kyisesti reportterigeeni kuten lusiferaasi, ja cAMP-tasojen
kohoamiset voidaan mitata epasuorasti ei-radioaktiivisella
menetelmidlld kuten bioluminenssilla FSH-bioaktiivisuuden mi-
tan aikaansaamiseksi.

CHOHFSHR4Q-13-linja talletettiin kansainvdliseen ATCC-talle-
tuslaitokseen 19.11.1991, tulonumerolla ATCC CRL 10921. Tal-
letus tehtiin kansainvalisen Budapestin sopimuksen kaikkien
vaatimusten mukaisesti.

Yhdistelma-DNA-ihmis-FSH-reseptorin bioaktiivisuuden osoitus
stabiilisti transfektoiduissa hiiren lisdmunuaisen Yl-soluis-
sa

Jotta osoitettaisiin, voiko yhdistelm3d-DNA-tekniikalla val-
mistettu ihmis-FSH-reseptori-cDNA-konstruktio tuottaa prote-
iinia, joka olisi biologisesti toimintakykyistd stabiilisti
transfektoiduissa Yl-soluissa, G418-resistenttejd Yl-soluko-
lonioita késiteltiin ihmis-yhdistelmd-DNA-FSH:114, ja kasva-
tusvdliaineista analysoitiin progesteronipitoisuus. Proges-
teronimddritystd varten solut alikloonattiin 6-kaivoisiin le-
vyihin (kaivon halkaisija 35 mm) tiheydelld 4 X 10° so-
lua/kaivo Yl-soluvalintaviliaineessa. Kun oli kasvatettu 2
pdivda, Yil-soluvalintavdliaine poistettiin ja korvattiin 3
ml:1la Ham'in F10-vdliainetta, joka oli tdydennetty 5 %:1lla
hevosen seerumia, 0,8 %:1la naudan sikidén seerumia, 1 %:1lla
L-glutamiinia ja 80 pg:1la/ml G418:aa. Kun oli inkuboitu 1
paiva, valiaine poistettiin ja solut pestiin kahdesti 2
ml:1la Ham'in Fl0-valiainetta, jota oli tdydennetty 1
mg:lla/ml naudanseerumialbumiinia (fraktio V), 1 %:1la L-
glutamiinia ja 80 pg:lla/ml G418:aa (madritysvaliaine). Tahén
aikaan keskimddrdinen soluluku/kaivo arvioitiin kullakin so-
lulinjalla poistamalla ja laskemalla soluja kolmesta testi-
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kaivosta. Sitten soluja kasvatettiin 4 tuntia 1 ml:n kanssa
midritysviliainetta, joka sisdlsi 100 mIU/ml ihmis-yhdistel-
mi-DNA-FSH:ta. Inkuboinnin jadlkeen kasvatusmaljat sijoitet-
tiin jdihin samalla kun kasvatusvaliaine jokaisesta kaivosta
siirrettiin erillisiin lasisiin 12 X 75 koeputkiin. Kasvatus-
vidliaineita sisdltdvat putket sijoitettiin kiehuvaan veteen
10 minuutiksi, sitten sentrifugoitiin 4 °C:ssa nopeudella
1 100 X g. Supernatantit siirrettiin puhtaisiin lasisiin 12 X
75 koeputkiin ja varastoitiin -20 °C:ssa ydn yli. Progeste-
ronitasot mitattiin kayttadmdlld Serono Diagnostics Proge-
sterone MAIA:aa, tuotenumero 12274, jota myy yhtid Ciba Cor-
ning, Medfield, MA. Maidritys suoritettiin valmistajan varus-
tamien ohjeiden mukaan paitsi, ettd kasvatusvdliainendytteet
ja progesteroni standardikdyrdd varten laimennettiin reagens-
sipakkauksessa toimitetun laimennuspuskurin sijasta fosfaat-
tipuskuroituun suolaliuokseen, joka sisdlsi 0,1 % naudansee-
rumialbumiinia ja 0,6 % natriumatsidia. Progesteroni standar-
dikdyrdd varten saatiin yhtidsta Cal Biochem (luettelonumero
5341), ja laimennettiin ennen kdyttdd konsentraatioon 15
ng/ml 100-prosenttista etanolia. Kantaliuosta sdilytettiin
-70 °C:ssa. Progesteronistandardikdyrdlaimennosten lopulliset
konsentraatiot olivat samat kuin mddritysreagenssipakkaukses-
sa suositellut. Laimennetut progesteronistandardit olivat
4 °C:gsa stabiileja yhden viikon.

Useat FSH:1la kdsitellyt Yi-linjat, jotka oli transfektoitu
stabiilisti ihmis-FSH-reseptorilla, erittivat kasvaneita pro-
gesteronitasoja suhteessa kontrolleihin (sama linja, jota ei
kdsitelty FSH:lla, transfektoimattomat Yl-solut, Yil-solut,
jotka oli transfektoitu CLH3AXSV2NEOhxIVS:114). Hormonian-
nos/vaste-analyyseihin valittiin yksi ei-klonaalinen 1linja,
Y1HFSHR4-38. Kaytetty menettelytapa oli sama kuin kuvattiin
edeltdvdssd luvussa paitsi, ettd solut kdsiteltiin FSH-kon-
sentraatioiden alueella, 0 - 100 mIU/ml. Kullkin annos suori-
tettiin rinnakkaiskoe. FSH:lla stimuloitujen Yl-solujen tuot-
tama progesteronimddrd normalisoitiin tasoon 1 X 10° solua ja
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kuvattiin FSH-konsentraation funktiona annos/vaste-kdyran
muodostamiseksi. Annos/vaste-kdyrd esitetddn kuviossa 6. Tas-
s§ erityisessd kokeessa havaittiin 25-kertainen progesteroni-
aktiivisuuden kasvu annoksella 20 mIU/ml ihmis-yhdistelma-
DNA-FSH:ta. Lineaarinen alue oli 2,5 - 20 mIU/ml FSH ja EDgg
oli 6,4 mIU/ml FSH:ta. Namd tulokset osoittavat, ettd ihmis-
yhdistelmi-DNA-FSH-reseptorilla stabiilisti transfektoiduilla
Yl-soluilla havaittiin FSH-annoksesta riippuvat progesteroni-
eritystasot. Sen vuoksi ihmis-FSH-reseptori on toiminnalli-
sesti aktiivinen hiiren lisdmunuaisen Yl-soluissa ekspressoi -
taessa.

Solupopulaatioita, jotka ovat perdisin CHOHFSHR4Q-13- tai
Y1HFSHR4-38-solulinjoista tai samanlaisista solulinjoista,
voidaan kdyttdd kehitettdessd herkkid in vitro -biomddrityk-
sid FSH:ta ja FSH-tyyppisid aineita varten. Muut in vitro
-FSH-biomddritykset, joita nykyisin kaytetdan, kuten munarak-
kulasoluaromataasibiomddritys ja Sertoli-soluaromataasibio-
midritys, vaativat primddristen soluviljelmien perustamista
rotista aina kun middritys suoritetaan. Uusilla Yil-solu- ja
CHO-solubiomddrityksilld kdytetddn stabiilisti transformoitu-
ja jatkuvia solulinjoja. Tamdn mahdollistaa in vitro -biomda-
ritysmenetelmien toteuttamisen, jotka menetelmdt ovat nykyi-
siin menetelmiin verrattuina ylivoimaiset yksinkertaisuuden,
tarkkuuden ja vastaavuuden suhteen.
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SEKVENSSILUETTELO
SEKVENSSIN ID.NRO 1 TIEDOT:

SEKVENSSIN TUNTOMERKIT:

(A) PITUUS: 2179

(B) TYYPPI: nukleiinihappo

(C) JUOSTEISUUS: kaksijuosteinen

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
MOLEKYYLITYYPPI: cDNA - mRNA
ALKUPERAINEN LAHDE:

(A) ORGANISMI: Homo sapiens

(F) KUDOSTYYPPI: kives

VALITON LAHDE:

(A) KIRJASTO: Agtll cDNA-kirjasto, ClonTech #HL1010b
(B) KLOONI: pHFSHR11-11, pHFSHR15-6
PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: proteiinikoodialue
(B) SIJAINTI: 75 - 2159

SEKVENSSIN KUVAUS: SEKVENSSI NRO 1:

TGTGGAGCTT CTGAGATCTG TGGAGGTTTIT TCTCTGCAAA TGCAGGAAGA AATCAGGTGG 60

ATGGATGCAT AATT ATG GCC CIG CTC CTG GTC TCT TTG CIG GCA TIC CIG 110
Met Ala Leu Leu Leu Val Ser Leu Leu Ala Phe Leu
-135 -10 .

AGC TTG GGC TCA GGA TGT CAT CAT CGG ATC TGT CAC TGC TCT AAC AGG 158
Ser Leu Gly Ser Gly Cys His His Arg Ile Cys His Cys Ser Asn Arg
-5 1 5 10

GTT TIT CTC TGC CAA GAG AGC AAG GTG ACA GAG ATT CCT TCT GAC CTC 206
Val Phe Leu Cys Gln Glu Ser Lys Val Thr Glu Ile Pro Ser Asp Leu
15 20 25

CCG A AAT GCC ATT GAA CTG AGG TTIT GTIC CTIC ACC AAG CTT CGA GIC 254
Pro Arg Asn Ala Ile Glu Leu Arg Phe Val Leu Thr Lys Leu Arg Val
' 30 35 40

ATC CAA AAA GGT GCA TTT TCA GGA TTT GGG GAC CTG GAG AAA ATA GAG 302
Ile Gln Lys Gly Ala Phe Ser Gly Phe Gly Asp Leu Glu Lys Ile Glu
45 50 55

s ATC TCT CAG AAT GAT GTC TTIG GAG GTG ATA GAG GCA GAT GIG TTC TCC 350
c Ile Ser Gln Asn Asp Val Leu Glu Val Ile Glu Ala Asp Val Phe Ser
” 60 65 70 75

e AAC CTT CCC AAA TTA CAT GAA ATT AGA ATT GAA AAG GCC AAC AAC CTG 393
el Asn Leu Pro Lys Leu His Glu Ile Arg Ile Glu Lys Ala Asn Asn Leu
80 85 90



CTC
Leu

CTG
Leu

ATT
Ile

ATC
Ile
140

GIG
Val

GCA
Ala

AAT
Asn

GTC
Val

GGC
Gly
220

Lys

cTC
Leu

ATC
Ile

GTIT
Val

GAC
Asp
3C0

TAC
Tyr

TTA
Leu

CAT
His
125

CAC
His

ATT
Ile

TTC

Phe

TTA
Leu

ATT
Ile
205

TTA
Leu

AAG
Lys

ACC
Thr

TCT
Ser

GAT
Asp
285

AAT
Asn

ATC
Ile

ATA
Ile
110

TCT
Ser

ACA
Thr

CTA
Leu

AAT
Asn

GAA
Glu
190

CTA
Leu

GAA
Glu

CTG
Leu

TAT
Tyr

GAG
Glu
270

TAT
Tyr

GAG
Glu

AAC CCT GAG GCC

Asn
95

TCC
Ser

CTC
Leu

ATT
Ile

TGG
Trp

GGa
Gly
175

GAA
Glu

GAT
Asp

AAT
Asn

CCT
Pro

ccc
Pro
255

CIT

Leu

ATG
Met

TCC
Ser

Pro

AAC
Asn

CAA
Gln

GAA
Glu

CIG
Leu
160

ACC
Thr

TIG
Leu

ATT
Ile

CiT
Leu

ACT
Thr
240

AGC

Ser

CAT
Eis

ACT
Thr

AGC
Ser

Glu

ACA
Thr

Lys

AGA
Arg
145

AAT
Asn

CAA
Gln

CCT
Pro

TCA
Ser

AAG
Lys
225

CIG
Leu

CAT
His

CCA
Pro

CAG
Gln

TAC
Tyr
305

Ala

GGT
Gly

GTT
Val
130

AAT
Asn

AAG
Lys

CTA
Leu

AAT
Asn

AGA
Arg
210

AAG
Lys

GAA
Glu

TGC
Cys

ATT
Ile

ACT
Thr
290

AGC
Ser

TTC
Phe

ATT
Ile
115

TTA
Leu

TCT
Ser

AAT
Asn

GAT
Asp

GAT
ASD
1935

ACA
Thr

CiG
Leu

AAG
Lys

TGT
Cys

TGC
Cys
275

AGG
Ar

AGA
g

CAG
Gln
100

AAG
Lys

Leu

TTC
Phe

GGG
Gly

GAG
Glu
180

GTT
Val

AGG
Tg

AGG
Arg

Leu

GCC
Ala
260

AAC
Asn

GGT
Gly

GGa
Gly

27

AAC
Asn

CAC
His

GAC
Asp

GTIG
Val

ATT
Ile
165
CTG
Leu

TTC
Phe

ATC
Ile

GCC
Ala

GTC
Val
245

Phe

Lys

CAG

Gln

Phe

Leu

Leu

ATT
Ile

GGG
Gly
150

CAA
Gln

AAT
Asn

CAC
His

CAT
Eis

AGG
Arg
23

GCC
Ala

GCA
Ala

AGA
Ar

GAC
Asp
310

CCcC
Pro

CCA
Pro

CAA
Gln
135

CTG
Leu

GAA
Glu

CTA
Leu

GGA
Gly

TCC
Ser
215

TCG
Ser

CTC
Leu

AAC
Asn

ATT
Ile

TCC
Ser
295

ATG
Met

AAC
Asn

GAT
Asp
120

GAT
Asp

AGC
Ser

ATA
Ile

AGC
Ser

GCC
Ala
200

CTG
Leu

ACT
Thr

ATG
Met

TGG
Trp

TTA
Leu
280

TCT
Ser

ACG
Thr

CIT
Leu
105

GTT
Val

AAC
Asn

Phe

CAC
His

GAT
Asp
185

TCT
Ser

CCT
Pro

TAC
Tyr

GAA
Glu

AGA
Arg
265

AGG
rg

CIG
Leu

TAC
Tyr

CAA
Gln

CAC
His

ATA
Ile

GAA
Glu

AAC
Asn
170

AAT
Asn

GGA
Gly

AGC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala
250

CGG
g

CAA
Gln

GCA
Ala

ACT
Thr

TAT
Tyr

AAG
Lys

AAC
Asn

AGT
Ser
135

TGT
Cys

AAT
ASn

cCA
Pro

TAT
Tvr

TTA
Leu
235

AGC
Ser

CAA
Glin

GAA
Glu

GAA
Glu

GAG
Glu
315

109360

446
494
542
590
638

686

782
830
878
926
974
1022

1070
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Phe

AAG
Lys

CTC
Leu

ATC
Ile

cccC
Pro
380

ATC
Ile

TAT
Tyr

GAC
AsSp

CCa
Pro

AGA
Arg

ATA
Ile
363

AGG
Ar

TAC
Tyr

CAC
Eis

CT GGC

ACA
Thr

CTG
Leu
460

- GGC

Gly

CCT
Pro

GCC
Ala

Gly

GCT
Ala

443
GAC

ASD

GG

Try

C AGC

Ser

TIG
Leu

!

(U1

tn 'y »r
[ % Ibe M

TAT
Tyr

GAT
ASp

GTC
Val
350

GTG
Val

TTC
Phe

CTG
Leu

AAC
Asn

Phe
430

ATC
Ile

TGC
Cys

ATT
Ile

TG

GAC TTA TGC AAT GAA GTG

Asp

GCA
Ala
335

CTG
Leu

CTA
Leu

CIT
Leu

CTG
Leu

TAT
Tyr
415

TTC
Phe

ACC
Thr

AAG
Lys

Phe

ATG
Met
495

CAG
Gln

GTIC A

Val

Leu
320

TTC
Phe

ATA
Ile

GIG
Val

ATG
Met

CTC
Leu
400

GCC

Ala I

ACT
Thr

TTG
Leu

TG
Val

GCT
Ala
480

Cys

AAC
AsSn

TGG
Trp

ATC
Ile

TGC
Cys
385

ATT
Ile

AG
Gln
4E5

s
o1
Phe

Asn

CCA
Pro

Phe

CTA
Leu
370

AAC
Asn

GCA
Ala

GAC
Asp

Phe

AGA
Arg
450

CTC
Leu

GCa
Ala

GC
Gly
530

Glu

TGT
Cys

ATC
Ile
335

ACT
Thr

CTG
Leu

TCA
Ser

TGG
Trp

GCC
Ala
435

TGG
Trp

CGC
Arg

GCT
Ala

TC

r Ile

C ATG
1 Met

313

TGC
Cys

Val

GAA
Glu
340

AGC
Ser

ACC
Thr

GCC
Ala

GTT
Val

CAA
Gln
420

AGT
Ser

CAT
His

CAT
His

GCC
Ala

TGC
Cys
500

TCC

Ser

TAT
Tyr

28

GTT
Val
325

GAT
Asp

ATC
Ile

AGC
Ser

TTT
Phe

GAT
Asp
405

ACT
Thr

GAG
Glu

ACC
Thr

GCT
Ala

CTIC
Leu
485

CIG
Leu

CIC
Leu

-t D

-

GAC
Asp

ATC
Ile

CIG
Leu

CAA
Gln

GCT
Ala
390

ATC
Ile

GGG
Gly

CTG
Leu

ATC
Ile

GCC
Ala
470

Phe

CCC
Pro

Leu

CAC
BEis

GTG
Val

ATG
Met

GCC
Ala

TAT
Tyr
375

GAT
Asp

CAT
Eis

GCA
Ala

TCA
Ser

ACG
Thr
455

AGT
Ser

CccC
Pro

ATG
Met

GIG
Val

ATC
Ile
535

ACC
Thr

GGG
Gly

ATC
Ile
360

Lys

CTC
Leu

ACC
Thr

GGC
Gly

GTIC
Val
440

CAT
His

GTC
Val

ATC
Ile

GAT
Asp

CTC
Leu
520

TAC
Tyr

TGC
Cys

TAC
Tyr
345

ACT
Thr

CTC
Leu

TGC
Cys

AAG
Lys

TGT
Cys
425

TAC
Tyr

GCC
Ala

ATG
Met

Phe

ATT
Ile
505

AAT

Asn

CTC
Leu

TCC
Ser
330

AAC
Asn

GGG
Gly

ACA
Thr

ATT
Ile

AGC
Ser
410

GAT
Asp

ACT
Thr

ATG
Met

GTG
Val

GGC
Gly
490

GAC
Asp

TC
Val

ACA
Thr

CCT
Pro

ATC
Ile

AAC
Asn

GTC
Val

GGA
Gly
395
CAA
Gln

GCT
Ala

CiG
Leu

CAG
Gln

ATG
Met
475

ATC
Ile

AGC
Ser

CIG
Leu

GTG
Val

109360

1118
1166
1214
1262
1310
1358
1406
1454

1502

1538
1646
1694

1742



CGG
Arg
540

CGC
Arg

TCT
Ser

TCC
Ser

GCC

Ala

TTC
Phe
620

ATT
Ile

AAT
Asn

ATA
Ile

SEKVENSSIN ID.NRO 2 TIEDOT:

AAC
Asn

ATG
Met

TTC
Phe

Lys

AAC
Asn
605

TTC
Phe

TAT
Tyr

GGC
Gly

Leu

ccc
Pro

GCC
Ala

Phe

GCA
Ala
590

cccC
Pro

ATT
Ile

AGG
Arg

CAC
His

GTC
Val
670

AAC
Asn

ATG
Met

GCC
Ala
575

AAG
Lys

TTC
Phe

CIG
Leu

ACA
Thr

TGC
Cys
655

CCT
Pro

ATC
Ile

CtC
Leu
560

ATT
Ile

ATT
Ile

CTC
Leu

CTG
Leu

GAA
Glu
640

TCT

Ser

CTA
Leu

GTIG
Val
545

ATC
Ile

TCT
Ser

CTG
Leu

TAT
Tyr

AGC
Ser
625

ACT
Thr

TCA
Ser

AGT
Ser

TCC
Ser

TTIC
Phe

GCC
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala
610

AAG
Lys

TCA
Ser

GCT
Ala

CAT
Eis

SEKVENSSIN TUNTOMERKIT:
(A) PITUUS: 695
(B) TYYPPI: aminohappo
TOPOLOGIA: lineaarinen
MOLEKYYLITYYPPI: proteiini
PIIRTEET:
(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu aminoterminaalinen solunulkoi-
nen alue
(B) SIJAINTI:
(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden dimeeristen
glykoproteiinireseptorin solunulkoisten alueiden kanssa,

(D)

hydrofiilinen

1 - 349

TCC
Ser

ACT
Thr

TCC
Ser

GTT
Val
595

ATC
Ile

TGT
Cys

TCC
Ser

ccC
Pro

TTA
Leu

675

29

TCT
Ser

GAC
Asp

CTC
Leu
580

CTG
Leu

TTT
Phe

GGC
Gly

ACT
Thr

AGA
Arg
660

GCC
Ala

AGT
Ser

TTC
Phe
565

AAG
Lys

TTT
Phe

ACC
Thr

TGC
Cys

GTC
Val
645

GTC
Val

CAA
Gln

GAC
Asp
350

CTC
Leu

GIG
Val

CAC
His

AAA
Lys

TAT
Tyr
630

CAC
His

ACC
Thr

AAC
Asn

ACC
Thr

TGC
Cys

CccC
Pro

cccC
Pro

AAC
Asn
615

GAA
Glu

AAC
Asn

AAT
Asn

AGG
Arg

ATG
Met

CTC
Leu

ATC
Ile
600

TTT
Phe

ATG
Met

ACC
Thr

GGT
Gly

ATC
Ile

GCA
Ala

ATC
Ile
585

AAC
Asn

CGC
Arg

CAA
Gln

CAT
Eis

TCC
Ser
665

GCC
Ala

cce
Pro
570

ACT
Thr

TCC
Ser

AGA
Arg

GCC
Ala

CCa
Pro
650

ACT
Thr

AAG
Lys
555

ATT
Ile

GTG
Val

TGT
Cys

GAT
Asp

CAA
Gln
6353

AGG

Arg

TAC
Tyr

109360

1790
1838
1886
1934
1982
2030
2078

2126

TAAAACACAA TGTGAAAATG 2179
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PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: transmembraaninen alue

(B) SIJAINTI: 350 - 613

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa
PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu transmembraaninen alue I

(B) SIJAINTI: 350 - 370

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa, hydro-
fobinen, pituus noin 20 - 23 aminohappoa

PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu transmembraaninen alue IT

(B) SIJAINTI: 382 - 404

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa, hydro-
fobinen, pituus noin 20 - 23 aminohappoa

PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu transmembraaninen alue III

(B) SIJAINTI: 427 - 448

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa, hydro-
fobinen, pituus noin 20 - 23 aminohappoa

PITRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu transmembraaninen alue IV

(B) SIJAINTI: 469 - 491

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa, hydro-
fobinen, pituus noin 20 - 23 aminohappoa

PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu transmembraaninen alue V

(B) SIJAINTI: 512 - 533

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa, hydro-
fobinen, pituus noin 20 - 23 aminohappoa

PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu transmembraaninen alue VI

(B) SIJAINTI: 557 - 580

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa, hydro-
fobinen, pituus noin 20 - 23 aminohappoa

PIIRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu transmembraaninen alue VII

(B) SIJAINTI: 592 - 613

(C) TUNNISTUSMENETELMA: samalla lailla muiden G-proteiiniin
liittyneiden reseptoritransmembraanialueiden kanssa, hydro-
fobinen, pituus noin 20 - 23 aminohappoa

PITRTEET:

(A) NIMI/AVAINSANA: oletettu karboksiterminaalinen solun-
sisdinen alue

(B) SIJAINTI: 614 - 678
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SEKVENSSIN KUVAUS: SEKVENSSI NRO 2

Met Ala Leu Leu Leu Val Ser Leu Leu Ala Phe Leu Ser Leu Gly Ser
-15 -10 -5

Gly Cys Eis His Arg Ile Cys Eis Cys Ser Asn Arg Val Phe Leu Cys
1 5 10 15

Gln Glu Ser Lys Val Thr Glu Ile Pro Ser Asp Leu Pro Arg Asn Ala
20 25 30

Ile Glu Leu Arg Phe Val Leu Thr Lys Leu Arg Val Ile Gln Lys Gly
35 40 45

Ala Phe Ser Gly Phe Gly Asp Leu Glu Lys Ile Glu Ile Ser Gln Asn
50 55 ) 60

Asp Val Leu Glu Val Ile Glu Ala Asp Val Phe Ser Asn Leu Pro Lys
65 70 75

Leu HEis Glu Ile Arg Ile Glu Lys Ala Asn Asn Leu Leu Tyr Ile Asn
80 85 90 95

Pro Glu Ala Phe Gln Asn Leu Pro Asn Leu Gln Tyr Leu Leu Ile Ser
100 105 110

Asn Thr Gly Ile Lys His Leu Pro Asp Val His Lys Ile His Ser Leu
115 120 125

Gln Lys Val Leu Leu Asp Ile Gln Asp Asn Ile Asn Ile Eis Thr Ile
130 135 140

Glu Arg Asn Ser Phe Val Gly Leu Ser Phe Glu Ser Val Ile Leu Trp
145 150 155

Leu Asn Lys Asn Gly Ile Gln Glu Ile Eis Asn Cys Ala Phe Asn Gly
160 165 170 173

Thr Gln Leu Asp Glu Leu Asn Leu Ser Asp Asn Asn Asn Leu Glu Glu
180 185 190

Leu Pro Asn Asp Val Phe His Gly Ala Ser Gly Pro Val Ile Leu Asp
195 200 205

Ile Ser Arg Thr Arg Ile His Ser Leu Pro Ser Tyr Gly Leu Glu Asn
210 215 220

Leu Lys Lys Leu Arg Ala Arg Ser Thr Tyr Asn Leu Lys Lys Leu Pro
225 230 235

Thr Leu Glu Lys Leu Val Ala Leu Met Glu Ala Ser Leu Thr Tyr Pro
240 245 250 255

L Ser His Cys Cys Ala Phe Ala Asn Trp Arg Arg Gln Ile Ser Glu Leu
et 260 265 270



His
Thr
Ser
Leu
320
Phre
Ile
Val
Met
Leu

400

Ala

Leu
Val
Ala
480

Lys

Leu

Pro

Gln

Tyr

305

Cys

Asn

Trp

Ile

Cys

385

Ile

Ile

Val

Glu

Gln

465

Phe

Val

Tyr

Ile
Thr
290
Ser
Asn
Pro
Phe
Leu
370
Asn
Ala

Asp

Phe

rg
450

Leu

Ser
Val
Gly
530

Ser

Phe

Cys
275
Arg
Arg
Glu
Cys
Ile
355
Thr
Leu
Ser
Trp
Ala
435
Trp
Arg
Ala
Ile
Met
515
Cys

Ser

Thr

Asn

Gly

Gly

Val

Glu

340

Ser

Thr

Ala

Val

Tyr

Ser

AsSp

Gln

Phe

Val

325

Asp

Ile

Ser

Phe

Asp

405

Thr

Glu

Thr

Ala

Leu

485

Leu

Leu

Ile

Ser

Phe
565

Ser
Arg
Asp
310
Asp
Ile
Leu
Gln
Ala
390
Ile
Gly
Leu
Ile
Ala
470
Phe
Pro
Leu
Bis
ASp

550

Leu

Ile
Ser
295
Met
Val
Met
Ala
Tyr
375
Asp
His
Ala
Ser
Thr
455
Ser
Pro
Met
Val
Ile
535

Thr

Cys

Leu
280
Ser
Thr
Thr
Gly
Ile
360
Lys
Leu
Thr
Gly
Val
440
HEis
Val
Ile
Asp
Leu
520
Tyr

Arg

Met

32

Arg

Leu

Tyr

Cys

Tyr

345

Thr

Leu

Cys

Lys

Cys

425

Ala

Met

Phe

Ile

305

Asn

Leu

Ile

Ala

Gln
Ala
Thr
Ser
330
Asn
Gly
Thr
Ile
Ser
410
Asp
Thr
Met
Val
Gly
490
ASD
Val
Thr

Ala

Pro
570

Glu
Glu
Glu

315

Pro

Asn
Val
Gly
395
Gln
Ala
Leu
Gln
Met

475
Ile

Ser

Leu

Val
Asp
300
Phe

Lys

Leu

Pro
380
Ile
Tyr
Ala
Thr
Leu
460
Gly
Ser
Pro
Ala
Arg

540

Arg

ASp
285

Asn

Ile
365
Arg
Tyr
His
Gly
Ala

445

Asp

Leu
Phe
525
Asn

Met

Phe

Tyr

Glu

Asp
Val
350
Val
Phe

Leu

Asn

Cys

Ile

Met
Ser
Asp
Ala
335
Leu
Leu

Leu

Leu

Tyr
415

Phe

Lys
Phe
Met
495
Gln
Val
Asn

Met

Ala
575

109360



Ile

Ile

Leu

Leu

Glu

640

Ser

Leu

Ser

Leu

Tyr

Ser

625

Thr

Ser

Ser

Ala

Leu

Ala

610

Lys

Ser

Ala

His

Ser

Val

595

Ile

Cys

Ser

Pro

Leu
675

Leu
580
Leu
Phe

Gly

Thr

rg
660

Ala

Lys

Phe

Thr

Cys

Val

645

Val

Gln

Val

His

Tyr
630
His

Thr

Asn

Pro

Asn

615

Glu

Asn

Asn

Leu
Ile
600
Phe
Met

Thr

Gly

33

Ile
585
Asn
Arg
Gln
His

Ser

Thr Val

Ser Cys

Thr Tyr

665

D Phe

620

Ile

Asn

Ile

Lys
Asn
605
Phe
Tyr

Gly

Leu

Ala
590
Pro
Ile
Arg
Bis

Val
670

Lys

Phe

Leu

Thr

Cys

635

Pro

1093560
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Patenttivaatimukset

1. Oleellisen puhdas ihmisen follikkelia stimuloiva hor-
moni (FSH) -reseptori tai sen fragmentti tai mutantti ei-tera-
tunnettu siitd,

peuttiseen kayttdon, ettd se sitoo FSH:ta ja

ettd se kasittdd sekvenssissid nro 2 esitetyn aminohapposek-

venssin 1 - 678.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen FSH-reseptori, tunnettu
siitd, ettd solulima-alue on poistettu.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen FSH-reseptori, tunnettu
siitd, ettd transmembraaninen alue on poistettu.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen FSH-reseptori, tunnettu

siitd, ettd se kisittdd sekvenssissd nro 2 esitetyn aminohap-
posekvenssin 1 - 349 tai sen oleellisen osan, jolla on oleel-
lisesti samat FSH:ta sitovat ominaispiirteet.

5. Eristetty DNA ei-terapeuttiseen kdyttddn, tunnettu sii-

td, ettd se koodittaa ihmis-FSH-reseptoria tai sen fragment-

tia tai mutanttia, joka sitoo FSH:ta, Jja ettd se kasittaa

sekvenssissd nro 1 esitetyn nukleotidisekvenssin.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen eristetty DNA, tunnettu

siitd, ettd nukleotidisekvenssi, joka koodittaa FSH-resepto-

rin solulima-aluetta, on poistettu.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen eristetty DNA, tunnettu

siitd, ettd nukleotidisekvenssi, joka koodittaa FSH-resepto-

rin transmembraanista aluetta, on poistettu.

8. Patenttivaatimuksen 5 mukainen eristetty DNA, tunnettu

giitd, ettd se kisittdd nukleotidisekvenssin, joka koodittaa
sekvenssissd nro 2 esitettyd aminohapposekvenssid 1 - 349 tai
sen oleellista osaa, jolla on oleellisesti samat FSH:ta sito-

vat ominaispiirteet.
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9. Yhdistelmd-DNA-ekspressiovektori, tunmettu siitd, ettd
se kasittda patenttivaatimuksen 5, 6, 7 tai 8 mukaista
DNA:ta.

10. Solu, tunnettu siitd, ettd se on transfektoitu patentti-

vaatimuksen 9 mukaisella ekspressiovektorilla.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen solu, tunnettu siit§,
ettd se on nisakassolu.

12. Menetelmd minka tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaisen
ihmis-FSH-reseptorin tai sen FHS:ta sitovan fragmentin tai
mutantin valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd kasvatetaan
patenttivaatimuksen 10 mukaista solua ravintovadliaineessa ja

otetaan reseptori talteen siita.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd solu on nisdkéssolu.

14. Koostumus ei-terapeuttiseen kdyttdOn, tunnettu sgiita,
etta se kdsittdd minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mu-
kaista ihmisen FSH-reseptoria tai sen FSH:ta sitovaa frag-
menttia tai mutanttia.

15. Parannus menetelmddan ihmis-FSH:n madrittamiseksi FSH-re-
septoria kayttamalla, tunnettu siitd, ettd mainittu FSH-re-
septori on minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaista
oleellisen puhdasta ihmis-FSH-reseptoria tai sen FSH:ta sito-
vaa fragmenttia tai mutanttia.

16. Menetelmd naytteen madrittdmiseksi aineiden suhteen,
joilla on FSH-bioaktiivisuutta, tunnettu siitd, ettd kasvate-
taan yhdistelma-DNA-solulinjaa mainitun ndytteen lasnd olles-
sa, kun mainittu yhdistelmd-DNA-solulinja soveltuu ekspres-
soimaan minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaista ihmie-
FSH-reseptoria ja tuottamaan mitattavan biologisen vasteen
FSH:n lasna ollessa, ja mitataan mikd hyvansd tdllainen bio-
loginen vaste.
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Patentkrav

1. Vasentligt ren human folikelstimulerande hormon (FSH)-re-
ceptor eller fragment eller mutant d&rav, for icke-terapeu-
tiskt bruk, kinnetecknad av att den binder FSH och att den
innefattar den i sekvens nr 2 presenterade aminosyrasekvensen
1 - 678.

2. FSH-receptor enligt patentkrav 1, k&nnetecknad av att cy-

tosolomradet har avlagsnats.

3. FSH-receptor enligt patentkrav 2, kannetecknad av att det

transmembrana omradet har avldgsnats.

4. FSH-receptor enligt patentkrav 1, kannetecknad av att den
innefattar den i sekvens nr 2 presenterade aminosyrasekvensen
1 - 349 eller en vasentlig del darav, som har véasentligen

samma FSH-bindande karakteristik.

5. Isolerat DNA for icke-terapeutiskt bruk, ka@nnetecknat av
att det kodar fdr human FSH-receptor eller fragment eller mu-
tant darav som binder FSH, och att den innefattar den 1 sek-

vens nr 1 presenterade nukleotidsekvensen.

6. Isolerat DNA enligt patentkrav 5, kannetecknat av att
nukleotidsekvensen som kodar fér FSH-receptorns cytosolomrade

har avlagsnats.

7. 1Isolerat DNA enligt patentkrav 6, kannetecknat av att
nukleotidsekvensen som kodar f6r FSH-receptorns transmembrana

omrade har avlagsnats.

8. TIsolerat DNA enligt patentkrav 5, kannetecknat av att den
innefattar en nukleotidsekvens som kodar for den i sekvens nr
2 presenterade aminosyrasekvensen 1 - 349 eller en véasentlig
del darav, som har vasentligen samma FSH-bindande karakteris-

tik.
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9. Rekombinant-DNA-expressionsvektor, kénnetecknad av att
den innefattar DNA enligt patentkrav 5, 6, 7 eller 8.

10. Cell, kannetecknad av att den ar transfekterad med en ex-

pressionsvektor enligt patentkrav 9.

11. Cell enligt patentkrav 10, k&nnetecknad av att den &r en
daggdjurscell.

12. Forfarande for framst&dllning av en human FSH-receptor el-
ler fragment eller mutant didrav som binder FSH, enligt vilket
som helst av patentkraven 1-4, kannetecknat av att man odlar
en cell enligt patentkrav 10 i1 ett ndringsmedium och till-

varatar receptorn ur detta.

13. Forfarande enligt patentkrav 12, k&nnetecknat av att cel-

len &r en ddggdjurscell.

14. Komposition f6r icke-terapeutiskt bruk, k&nnetecknad av
att den innefattar en human FSH-receptor eller fragment eller
mutant darav som binder FSH, enligt vilket som helst av pa-

tentkraven 1-4.

15. Forbattring av férfarandet fdér bestdmning av humant FSH
medelst anvadndning av en FSH-receptor, ké&nnetecknad av att
namnda FSH-receptor utgdrs av en vadsentligen ren human FSH-
receptor eller fragment eller mutant d&rav som binder FSH,

enligt vilket som helst av patentkraven 1-4.

16. Forfarande for att 1 ett prov bestdmma det pa &mnen vil-
ka uppvisar FSH-bioaktivitet, k&nnetecknat av att man odlar
en rekombinant-DNA-cellinje 1 ndrvaro av namnda prov, da
namnda rekombinant-DNA-cellinje l&mpar sig till att uttrycka
en human FSH-receptor enligt vilket som helst av patentkraven
1-4, och till att astadkomma en omfattande biologisk respons
1 ndrvaro av FSH, och att man uppmdter vilken som helst sadan

biologisk respons.
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