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Saadaan aikaan hiivan alfa-faktorieks-
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alfa-faktorisignaalipeptidin ja yhden
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koodaavaan sekvenssiin.

Det 8stadskoms ett alta-taktorexpressionssystem for jast
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Taman keksinnén kohteena on rekombinanttiproteiinien valmis-
tus hiivassa. Etenkin tamin keksinndn kohteena on parannettu
alfa—faktoriekspressiojérjestelmé, joka huolehtii heterolo-
gisten proteiinien erittymisesta hiivaisantdsoluista.

Kurjan et al. (1982) Cell 30: 933 - 943 ovat selittaneet
hiivan alfa-faktoriesiastegeenii koodaavan geenin ensimmaista
kloonausta ja sekvenssointia. Kurjan et al., US-patentti n:o
4,546,082, ovat selittineet myO0s tdman geenin kloonausta ja
ehdottaneet, ettd alfa-faktoriohjaajasekvenssia voidaan
kayttaad heterologisten proteiinien erityksen ohjaamiseksi
hiivassa. Patentissa ei ole kuitenkaan mitaan tietoja, jotka
osoittaisivat, ettad patentin haltijat ovat koskaan kdyttaneet
onnistuneesti alfa-faktoriohjaajaa heterologisen proteiinin

ilmaisemiseksi ja erittamiseksi hiivassa.

EPO-julkaisussa n:o 116,201 selitetiin alfa-faktoriohjaajan
ensimmdaistd onnistunutta sovellutusta heterologisen proteii-
nin, epidermaalisen kasvutekijdn ekspression ja erittymisen
ohjaamiseksi transformoidusta hiivasta. Taman Jjulkaisun
jélkeen on esitetty useita raportteja, jotka koskevat hetero-
logisten proteiinien ekspressiota hiivassa kayttamalla alfa-
faktoriohjaajaa. Ks. esim. Elliott et al. (1983), Proc. Nat'l
Acad. Sci. USA 80: 7080 - 7084; Bitter et al. (1984), Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 81: 5330 - 5334; Smith et al. (1985),
Science 229: 1219 - 1229; EPO-julkaisut n:ot 114,695,
123,228, 123,294, 123,544, 128,773 ja 206,783. Ks. my&s Brake
et al., Protein Transport and Secretion, s. 103 (J. M. Get-
hing, julk. 1984).

Y1lla mainittujen raporttien ekspressiojarjestelmissi valmis-

tetaan tiysipituinen alfa-faktoriohjaaja, joka on liitetty
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heterologiseen proteiiniin. Vaikka ylld mainituissa julkai-
suissa osoitetaan, ettd alfa-faktoriekspressiojdrjestelmi on
yleisesti kdyttokelpoinen, yleensd ei ole ennakoitavissa en-
nen kokeen suorittamista, onko erityinen heterologinen pro-
teiini onnistuneesti erittynyt, kdsitelty ja biologisesti
aktiivinen. Ks. esim. EPO 206,783, supra (= ylld mainittu),
s. 2 - 5; Rothblatt et al. (1987) EMBO J. 6: 3455 - 3463; V.
L. MacKay, "Secretion of Heterologous Proteins in Yeast"
(painossa).

On esitetty useita raportteja, jotka perustuvat julkaisemat-
tomiin tietoihin, siitd, ettd deleetiot alfa-faktoriohjaajan
"pro"-alueelta (signaalipeptidin ja ensimmiisen viliosan vi-
listd) vdhentdvdt olennaisesti ei-hiivaproteiinin miirii,
joka eritetddn hiivan avulla, joka on transformoitu hetero-
logisilla rakenteilla. Sidu et al. (1987), Gene 54: 175 -
184, ovat esittdneet, ettd hiivahappofosfataasia (PHOS) eri-
tetddn vdliaineeseen, joka on perdisin heterologisesta ra-
kenteesta, kdyttdmdlld sekd tdysipituista alfa-faktoriohjaa-
jaa ettd katkaistua alfa-faktoriohjaajaa, mutta ilmaisutasot
ovat 3 - 4 kertaa pienempid kuin PHO5-geenille sen homologi-
sen ohjaajan valvonnassa. On myds esitetty, ettd deleetiot
preproalfa-faktoriesiastegeenissd alentavat olennaisesti
luontaisen alfa-faktoripeptidin erittymistid. Ks. esim. V. L.
MacKay, supra; Rothblatt et al;, supra.

Tdstd syystd on olemassa tarve parantaa alfa-faktoriekspres-
siojdrjestelmda, etenkin sen soveltamiseksi ei-hiivaproteii-
neihin, joita ei valmisteta tehokkaasti nykyisillid alfa-fak-

tori ekspressiorakenteilla.

Nyt on yllattdvdsti havaittu, ettd alfa-faktoriohjaajasek-
venssin kKatkaistu muoto voi ohjata tehokkaasti heterologis-
ten polypeptidien ekspressiota ja erittymistd hiivassa.
Etenkin yllatt&dvd oli se havainto, ettd katkaistut alfa-

faktoriohjaajasekvenssit voivat parantaa olennaisesti tal-
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laisten heterologisten proteiinien ekspression tehokkuutta
suhteessa ekspressiojidrjestelmiin, joissa kdytetddn tdysipi-
tuista a-faktoriohjaajaa, s.o. heterologisten proteiinien
oikean N-pddtteen kdsittely, erittymisen korkeammat tasot,
jolloin molekyylien suurempi prosenttimiiri on biologisesti
aktiivinen jne. Nimid tulokset ovat erityisen yllattidvii ra-
porttien kannalta, joissa esitetiin, etti deleetio alfa-
faktoriesiasteen ohjaajasekvenssistd alentaa aktiivisen
alfa-faktorin erittymisen tasoja.

Tdmd keksintd saa siten aikaan vaihtoehtoisia alfa-faktoriin
perustuvia ekspressiorakenteita, joita voidaan kdyttdd eten-
kin heterologisten polypebtidien ilmaisemiseksi, jotka joko
ilmaistaan tehottomasti tdysipituisilla alfa-faktoriohjaaja-
rakenteilla tai joita ei ilmaista ollenkaan t&llaisilla tay-

sipituisilla rakenteilla.

Tamdn keksinndn erds suoritusmuoto on kohdistettu hiivaso-
luun, joka kd@sittdd DNA-rakenteen, joka saa aikaan ei-hiiva-
proteiinin ekspression ja erittymisen, jolloin tdmd DNA-ra-
kenne kdsittdd koodaussekvenssin hiivalla tunnistettujen
transskription aloitus- ja pdidtdssekvenssien valvonnassa,
jolloin esiastepolypeptidid koodaava koodaussekvenssi koos-
tuu ohjaajasekvenssisti ja ei-hiiva-proteiinista, joka on
liitetty késittelypaikalla, joka saa aikaan ei-hiiva-
proteiinin lohkaisun esiastepolypeptidistd, jolloin ohjaaja-
sekvenssi 6n pituudeltaan n. 25 - n. 50 esiastepolypeptidin
N-terminaalista tdhdettd ja kdsittdi hiivan alfa-faktoriesi-

asteen signaalipeptidin ja yhden ainoan glykosylointipaikan.

Tédmdn keksinndn erds toinen suoritusmuoto kohdistuu kaksisad-
ikeiseen DNA-molekyyliin, joka kdsittai alueen, joka koodaa
esiastepolypeptidid, joka voidaan eritt#i hiivaisinnin toi-
mesta, jolloin alueen rakenne on toisen DNA-siikeen suhteen

seuraava:
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5'-AF-CHO-Xp-S-Gene*-3'

jossa AF Koodaa hiivan alfa-faktorisignaalipeptidid, CHO
koodaa glykosylointipaikkaa, X, koodaa pituudeltaan n amino-
happoa kédsittdvdd polypeptidid, joka ei sisdlld glykosyloin-
tipaikkaa tai kdsittelypaikkaa, joka saa aikaan esiastepoly-
peptidin lohkaisun in vivo hiivalla, n on kokonaisluku 0 -
n. 30, Gene* koodaa ei-hiiva-proteiinid ja S koodaa kidsitte-
lypaikkaa, joka saa aikaan esiastepolypeptidin lohkaisun.

Tdmdn keksinndn kohteena ovat mySs menetelmdt ylld mainittu-
jen solujen ja DNA-rakenteiden kdyttdmiseksi rekombinanttip-
roteiinien tuottamiseksi samoin kuin ylli mainituilla me-
netelmilld valmistettujen rekombinanttiproteiinien koostu-
mukset. Muita suoritusmuotoja selvidi helposti alan ammatti-

henkildlle.

Kuv. 1 on vuokaavio, joka esittdd pYBCAS5:n rakennetta ja
esimerkissd I Kdytetyn synteettisen proinsuliinigeenin
nukleotidi- ja aminohapposekvenssejd. Rakenteessa kdytetyt
erilaiset synteettiset oligonukleotidit on merkitty mustilla
pisteilld. Sekvenssin yldpuolella olevat nuolet osoittavat
B-, C- ja A-proinsuliiniketjujen alun ja lopun. Laatikot
merkitsevdt kaksiemd3ksisid kdsittelypaikkoja.

Kuv. 2 esittdd synteettisen oligonukleotidin nukleotidi- ja
aminohappoéekvenssi&, joka koodaa muunnettua alfa-faktorioh-
jaajaa ja proinsuliinigeenin ensimmdisid 13 aminohappoa,
joita kdytetddn esimerkin I mukaisen pYGAI3:n muodostamisek-
si. Muunnetulla alfa-faktoriohjaajalla on ollut glykosyloin-
tipaikat, jotka on poistettu muuttamalla Asnz3,657,¢7:n kodo-
nit Gln:n (merkitty laatikolla) koodaamiseksi. Nuolet mer-
kitsevdt KEX2-endopeptidaasipaikkaa ja ihmisperdisen proin-
suliinin N-pddtettd koodaavan sekvenssin valistd liitosta.

Kuv. 3 esittdd fragmentin pYGAIC3 synteettistd geenid, joka
koodaa proinsuliinianalogia, jolloin KEX2-endopeptidaasi-
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paikka on korvannut C-peptidin (merkitty laatikkoon). Esi-
merkissd II esitetyn synteettisen 133 emisparin fragmentti
on mddritetty pystysuorilla ja vaakasuorilla viivoilla

nukleotidisekvenssin ldpi.

Kuv. 4 on hiivan sukkulavektorin (shuttle vector) PAB24
restriktiokartta.

Kuv. 5 esittdd synteettisen geenin DNA-sekvenssii, joka koo-
daa esimerkissid III esitetty3d IGFl:ti.

Kuv. 6 esittdd pYLUIGF1-55:n, esimerkissid III esitetyn eks-

pressiovektorin restriktiokarttaa, joka koodaa IGFl:td kat-

kaistun alfa-faktoriohjaajan valvonnassa.

Kuv. 7 on pYLUIGF1-24:n, esimerkissi III esitetyn ekspressi-
ovektorin restriktiokartta, joka koodaa IGFl:tid kolme glyko-
sylointipaikkaa sis&ltidvidn tidysipituisen alfa-faktoriohjaa-

jan valvonnassa.

Tamdn keksinndn kdytdnndn toteutuksessa kdytetddn, mikdli
toisin ei ole mainittu, tavanomaista molekyylibiologiaa,
mikrobiologiaaa ja yhdistelmd-DNA~tekniikkoja alan tason
puitteissa. Tdllaiset tekniikat on selitetty tdydellisesti
kirjallisuudessa. Ks. esim. Maniatis, Fritsch & Sambrook,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982);: DNA Cloning,
osat I & II (D. N. Glover, julk. 1985); Oligonucleotide
Synthesis (M. J. Gait, julk. 1984); Transcription and Trans-
lation (B. D. Hames & S. J. Higgins, julk. 1984); Immobili-
zed Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Prac-
tical Guide to Molecular Cloning (1984).

Tadmdn keksinndn selityksessid kiytetiin seuraavaa terminolo-
giaa alla esitettyjen middritelmien mukaisesti:

"Replikoni" on geneettinen elementti (esim. plasmidi, kosmi-
di, kromosomi, virus), joka toimii DNA-replikaation autono-
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misena yksikkdnd in vivo, s.o. pystyy replikoitumaan omassa

valvonnassaan.

"Vektori" on replikoni, kuten plasmidi, fagi tai kosmidi,
johon toinen DNA-segmentti voidaan liittdd kiinnitetyn seg-

mentin replikaation suorittamiseksi.

"Kaksisdikeinen DNA-molekyyli"” on deoksiribonukleotidien
(adeniinin, tymidiinin tai sytosiinin) polymeerinen muoto
sen normaalissa, kaksisdikeisessd kierteessd. Tamd kidsite
koskee ainoastaan molekyylin primaarista ja sekundaarista
rakennetta eikd se rajoita sitd mihinkddn erityiseen terti-
aariseen muotoon. Siten tdmd kdsittdd kaksisdikeisen DNA:n,
joka tavataan mm. lineaarisissa DNA-molekyyleissd (esim.
restriktiofragmenteissa), viruksissa, plasmideissa ja kromo-
someissa. Puhuttaessa erityisen kaksisdikeisen DNA-
molekyylin rakenteesta tdssd selitetddn sekvenssejd normaa-
lin tavan mukaisesti ilmoittaen ainoastaan sekvenssi 5' - 3'
suunnassa DNA:n ei-transkriboitua sdiettd pitkin, s.o.
sdiettd pitkin, jossa on erityisestd koodaussekvenssistd

muodostetun mRNA:n suhteen homologinen sekvenssi.

DNA:n "koodaussekvenssi" on DNA-sekvenssi, joka voidaan
transkriboida ja siirtdd polypeptidin in vivo sijoittamalla
sopivien sddtelysekvenssien valvonnassa. Koodaussekvenssin
rajat on mddritetty translaation kdynnistyskodonilla ja ne
sis&ltévét‘tamsn 5' (amino) -pddtteessd ja translaation pdd-
téskodonilla ja ne sisdltdvat tamdn 3' (karboksi)
-pddtteessd. Koodaussekvenssi voi sisdltdd prokaryoottisia
DNAsekvenssejd, viraalisia DNA-sekvenssejd, cDNA- tai
genomiDNA-sekvenssejd, jotka ovat perdisin eukaryoottisista
lahteistd (esim. nisdkkddstd) ja jopa synteettisid DNA-

sekvenssejd rajoittamatta sitd kuitenkaan ndihin.

"Hiivalla tunnistetut transkription aloitus- ja pddtSssek-
venssit" koskevat DNA:n sddtelyalueita, jotka sivuavat
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koodaussekvenssié ja vastaavat mRNA:n transkriptiosta hii-
vassa, joka on homologinen koodaussekvenssin suhteen, joka
voidaan siirtdd koodaussekvenssilli koodattuun polypepti-
diin. Transkription aloitussekvenssit sisdltividt hiivan
aktivaattorisekvenssejd, jotka ovat DNA:n sddtelysekvensse-
jd, jotka pystyvdt sitomaan hiivan RNA-polymeraasin solussa
ja aloittamaan myStdvirtaan (3'-suunta) olevan koodaussek-
venssin transkription. Tdmin keksinn®n midrittimiseksi akti-
vaattorisekvenssi on sidottu (ja se sulkee pois)
3'-pddttessddn koodaussekvenssin translaation kdynnistysko-
donilla ja se ulottuu vastavirtaan (5'-suunta), niin etti se
s8isd1tdd minimimddrdn nukleotideji tai elementtejd, jotka
tarvitaan transkription aloittamiseksi tasoilla, jotka ovat
havaittavissa nollavaikutuksen ylﬁbuolella.
Aktivaattorisekvenssissi havaitaan transkription aloitus-
paikka (sopivasti mddritetty kartoittamalla nukleaasilla S1)
samoin kuin proteiinin sitomisaloja (konsensussekvensseji),
jotka vastaavat hiivan RNA-polymeraasin sitomisesta. Tassi
keksinnOssd kdytettdvid aktivaattoreita ovat villi alfa-
faktoriaktivaattori samoin kuin muut hiivan aktivaattorit.
Erittdin edullisia aktivaattoreita ovat aktivaattorit, joita
tarvitaan entsyymien kanssa glykolyyttiselli tielld, esim.
fosfoglukoisomeraari, fosfofruktokinaasi, fosfotrioosi-
isomeraasi, fosfoglukomutaasi, enolaasi, palorypédlehappoki-
naasi, glyseraldehydi-3-fosfaattidehYdrogenaasi, alkoholide-
hydrogenaasi samoin kuin niiden aktivaattoreiden hybridit.
Ks. esim. EPO-julkaisut n:ot 120,551, 164,556. Transkription
aloitussekvenssit voivat sisdltid mySs muita sditelyalueita,
jotka vastaavat aktivaattorin sddtelystd tai parantamisesta.
Vastaavalla tavalla transkription pidittdjisekvenssi, joka
sijaitsee 3'-suunnassa translaation pysdytyskodonin suhteen,
voi olla joko villi alfa-faktorin transkription pdatossek-
venssi tai jokin muu hiivalla tunnistettu piitdssekvenssi,
kuten sellaiset, jotka ovat perdisin ylli mainittujen glyko-

lyyttisten entsyymien geeneistd.
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Koodaussekvenssi on transkription aloitus- ja pditSssekvens-
sien "valvonnassa" silloin, kun RNA-polymeraasi sitoo trans-
kription aloitussekvenssin ja siirtdd koodaussekvenssin
mRNA:han, joka pddttyy transkription pddtdssekvenssissid, ja
mRNA siirretd@n sitten polypeptidiin, jota koodataan
koodaussekvenssilld (esim. "ekspressio"). Tdmdn keksinndn
mukaisilla koodaussekvensseilld koodattu esiastepolypeptidi
"eritetddn" silloin, kun vdahintddn osa (tavallisesti ei-
hiivaproteiini ohjaajasekvenssin poissaollessa) siirretdin
solun ulkopuolelle, jolloin se 10ydetddn solun kasvuvidliai-
neessa. Tavallisesti ainoastaan osa esiasteproteiinista myd-
tdvirtaan ohjaajasekvenssistd eritetddn ja timd mydtidvirtaan
oleva osa voidaan my8s alistaa lisdkdsittelyyn erittymisen
aikana, kuten proteolyyttiseen lohkaisuun, glykosylointiin,
taittamiseen (folding), disulfidisidoksen muodostamiseen

jne.

Solu on "transformoitu" eksogeenisella (ulkosyntyiselld)
DNA:1lla, kun tdllainen eksogeeninen DNA on ohjattu solusei-
ndmdn sisdpuolelle. Eksogeeninen DNA voi olla integroitu tai
sitten ei (kovalenttisesti liitetty) kromosomaaliseen
DNA:han, Jjoka muodostaa solun genomin. Eksogeeninen DNA voi-
daan sdilyttdd ekstrakromosomaalisesti replikonissa, kuten
plasmidissa. Kun eksogeeninen DNA on integroitu kromosomiin,
tytdrsolut periv§t4sen kromosomireplikaation kautta. Solua,
joka on transformoitu eksogeenisella DNA:1lla, joka on in-
tegroitu kromosomiin, kutsutaan "stabiilisti" transformoi-
duksi soluksi. "Klooni" tai "kloonipopulaatio" on solujen
populaatio, joka on johdettu yhdestd ainoasta solusta tai

yhteisestd kantaisdstd (ancestor) mitoosilla.

Kaksi DNA-sekvenssid ovat "olennaisesti homologisia", kun
vdhintddn n. 60 8 (edullisesti vdhintddn n. 75 % ja etenkin
vahintddn n. 90 %) nukleotideistd sopivat yhteen molekyylien
mddrdtylld pituudella. Sekvenssit, jotka ovat olennaisesti

homologisia, voidaan tunnistaa Southern-
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hybridisaatiokokeessa tille erityiselle jdrjestelmdlle va-
littujen rajojen olosuhteissa. Sopivien hybridisaatio-
olosuhteiden mddritys on selvdi alan ammattihenkildlle. Ks.
esim. Maniatis et al., supra; DNA Cloning, supra:; Nucleic
Acid Hybridization, supra.

DNA-molekyylin "heterologinen alue" on DNA:n tunnistettavis-
s8a oleva segmentti suuremmassa DNA-molekyylissi, jota ei
18ydetd suuremman molekyylin yhteydessi luonnossa. Siten,
kun heterologinen alue Koodaan nisdkkiin proteiinia, hetero-
logista aluetta sivuaa tavallisesti DNA, joka ei sivua
nisdkkddn DNA-sekvenssii ldhdeorganismin genomissa. Erids
toinen esimerkki heterologisesta koodaussekvenssistd on ra-
kenne, Jjossa itse koodaussekvenssii ei laydeté luonnossa
(esim. cDNA, jossa genominen koodaussekvenssi sisiltii int-
roneja, tai synteettiseti sekvenssit, joissa on organismeis-
ta poikkeavia kodoneja, jotka koodaavat samaa tai erilaista
proteiinia). Alleeliset muunnelmat tai luonnossa esiintyvat
mutationaaliset tapahtumat eivit saa aikaan tissi kdytettyad
DNA:n "heterologista” aluetta.

Tdssd kdytettynd "hiiva" sisidltii askosporogeeniset hiivat
(Endomycetales), basidiosporogeeniset hiivat ja vaillinais-
sieniin (Blastomycetes) kuuluvat hiivat. Askosporogeeniset
hiivat on jaettu kahdeksi heimoksi, nimitt&din Spermophthora-
_Ceae ja Saccharomycetaceae. Viimeksi mainittu koostuu
neljdstd alaheimosta, nimittiin Schizosaccharomycoideae
(esim. suku Schizosaccharomyces), Nadsonioideae, Lipomycoi-
deae ja Saccharomycoideae (esim. suvut Pichia, Kluyveromyces
ja Saccharomyces). Basidiosporogeeniset hiivat sisiltivit

suvut Leucosporidium, Rhodosporidium, Sporidiobolus, Filoba-
sidium ja Filobasidiella. Vaillinaissieniin (Fungi imperfec-
ti) kuuluvat hiivat on jaettu kahdeksi heimoksi, nimitt&iin
Sporobolomycetaceae (esim. suvut Sporobolomyces, Bullera) ja
Cryptococcaceae (esim. suku Candida). Erittidin mielenkiin-

toisia ovat Saccharomyces-lajit S. cerevisiae, S. carlsber-
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gensis, S. diastaticus, S. douglasii, S. kluyveri, S. nor-

bensis ja S. oviformis. Suvussa Kluyveromyces erittdin mie-

lenkiintoinen laji on K. lactis. Koska hiivan luokittelu voi
muuttua tulevaisuudessa, hiiva mdaritetdan julkaisun Biology
and Activities of Yeast mukaisesti (F. A. Skinner, S. M.
Passmore & R. R. Davenport, julk. 1980) (Soc. App. Bacteri-
ol. Symp. Series n:o 9). Tdmdn lisdksi alan ammattihenkildt
tuntevat oletettavasti hiivan biologian ja hiivagenetiikan
manipuloinnin. Ks. esim. Biochemistry and Genetics of Yeast
(M. Bacila, B. L. Horecker & A. O. M. Stoppani, julk. 1978);
The Yeasts (A. H. Rose & J. S. Harrison, julk., 2. painos,
1987); The Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces
(Strathern et al., julk. 1981). Edelld olevien viitejulkai-
sujen selitykset on liitetty tdahdn viitteend.

Tdssd keksinndssd kdytetddn katkaistuja ohjaajasekvenssejid
hiivan alfa-faktorigeenistd. alfa~faktori on oligopeptidin
liittavd feromoni, joka on pituudeltaan n. 13 t&hdettd ja
joka on valmistettu suuresta esiastepolypeptidistd, joka on
pituudeltaan n. 100 - 200 tdhdettd (tavallisesti n. 120 -
160) (prepro-alfa-faktori). Esiaste koostuu hydrofobisesta
"signaalisekvenssistd", joka sisdltdd n. 20 tahdettd (esim.
n. 19 - 23, tavallisesti n. 20 - 22), jota seuraa ylimddrdi-
nen ohjaaja-alue, jossa on n. 60 hydrofiilistd t&dhdettd
("pro"alue), ja joka liitetdan sitten useiksi valmiin fero-
monisekvenssin tandem-toistoiksi (tavallisesti n. 2 -~ 6),
jotka on erotettu lyhyilld oligopeptidivdliosa-alueilla
(tavallisesti n. 6 - 8 tdhdettd), jotka huolehtivat
proteolyyttisestd kdsittelystd valmiiksi feromoniksi.

Kirjallisuudessa on esitetty erilaisten prepro-alfa-faktori-
geenien kloonausta. Ks. esim. Kurjan et al., US-patentti n:o
4,546,082; Singh et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11: 4049 -
4063; yhteisomistuksessa oleva US-patenttihakemus n:o
078,551, jdtetty 28.7.1987 (vastaa Fl-hakemusta 883541),
joiden selitykset on otettu tdhdn viitteeksi. Lisdksi DNA-
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sekvenssit, jotka koodaavat prepro-alfa-faktorigeenid, voi-
daan tunnistaa hybridisoimalla koettimilla tunnetuista pre-
pro-alfa-faktorisekvensseista. Ks. esim. Brake et al. (1983)
Molec. & Cell Biol. 3: 1440 - 1450. alfa-faktori voi olla
mySs puhdistettu hiivalajista, sekvenssoitu ja koettimia
suunniteltu kloonaamaan prepro-alfa-faktorigeenii. Ks. esim.
McCullough et al. (1979) J. Bacteriol. 138: 146 - 154; Sato
et al. (1981) Agric. Biol. Chem. 44: 1451 - 1453; Singh et
al. (1983), supra. On mySs middritetty, ettd alfa-faktorioh-
jaajasekvenssi, joka on perdisin yhdestd hiivalajista, voi
olla toiminnallinen toisessa hiivalajissa. Ks. esim. USSN
078,551, supra. Siten tidmidn keksinndn tehtivini ei ole aino-
astaan hiivasta perdisin olevien alfa-faktoriohjaajasekvens-
sien kdyttd yleensid, vaan tillaisten ohjaajasekvenssien
kdyttd heterologisissa hiivalajeissa. Yksinkertaisuuden
vuoksi keksint8d selitetddn S. cerevisiae'sta peridisin ole-

van prepro-alfa-faktorigeenin MFal muodossa. Ks. esim. Kur-
jan et al., US-patentti n:o 4,546,083; Singh et al. (1983),

supra.

Tdssd keksinnOssd kdytetddn kimeerisid DNA-rakenteita, jotka
koodaavat hybridiesiastepolypeptidejd, jotka koostuvat
ohjaajasekvenssistd ja ei-hiiva-polypeptidistd. Timin kek-
sinndn tarkoituksia varten ohjaajasekvenssi-DNA miiritelldin
alkavaksi esiastepolypeptidin N-terminaalisessa kdynnistys-
kodonissa (metioniini) ulottuen kodoniin, joka koodaa
viimeistd éminohappotéhdetté ennen kdsittelypaikkaa, joka
tulee ohjaajasekvenssin ja ei-hiiva-proteiinia koodaavan
sekvenssin vdliin. Tdmdn keksinndn mukainen ohjaajasekvenssi
koostuu hiivan alfa-faktoriohjaajasekvenssin katkaistusta
muodosta, joka on pituudeltaan tavallisesti n. 25 - n. 50
aminohappotdhdettd. Siten timidn keksinndn mukainen ohjaaja-
sekvenssi on n. 30 aminohappotdhdettd lyhyempi kuin tavano-
mainen tdysipituinen alfa-faktoriohjaaja. MFal esimerkiksi
sisdltdd ohjaajasekvenssin, jossa on 83 aminohappotdhdettd,
joita seuraa heksapeptidi-vdliosasekvenssi, joka wvoidaan
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lohkaista hiivan kdsittelyentsyymeillid. Tehtiessi deleetioi-
ta ohjaajasekvenssistd on tdrkedd, ettd vdhintddn yksi gly-
kosylointipaikka (-Asn-Y-Thr/Ser-) jitetiin tehokkaan erit-

tymisen aikaansaamiseksi.

On mySs tarpeen, ettd ohjaaja piddattdd funktionaalisen alfa-
faktorisignaalisekvenssin. Kuten yll3 on esitetty, signaali-
peptidi on tavallisesti pituudeltaan n. 20 aminohappoa ja
ominaispiirteind on hydrofobinen ydin. Ks. esim. von Heijne,
(1984) J. Mol. Biol. 173: 243 - 251. Kaikki tdnd pdivéni
tutkitut prepro-alfa-faktorisekvenssit koodaavat hydrofobi-
sen peptidid, joka on pituudeltaan n. 20 tdhdettd. Vaikka
esiastepolypeptidin ohjaamiseksi erittymistielle tarvittavan
signaalipeptidin tarkkaa pituutta ei ole mdiritelty, se tar-
vitsee tavallisesti n. 19 - n. 23 tdhdettd, jolloin tarvit-
tava minimisekvenssi voidaan helposti midirittdi testaamalla

deleetiomutantteja.

Siten viitaten MFal:iin t&114 keksinndlli tarkastellaan de-
leetioita, jotka sisdltdvdt n. 30 - 60 tihdettd, tavallises-
ti n. 33 - n. 58 tdhdettd ja etenkin n. 48 - 58 tihdettd.
Ndmd deleetiot tapahtuvat yleensd tihteiden 26 ja 83 vdli-
selld alueella. On edullista, etti deleetiot sisdltadvit gly-
kosylointipaikat tdhteissd 57 - 59 ja 67 - 69. Poistetut
alfa-faktoriohjaajasekvenssit voidaan korvata osittain ha-
luttaessa ei-alfa-faktoriohjaajasekvensseillid. Sekvenssien
tulisi yleensd koodata hydrofiilisii aminohéppot&hteité,
niiden ei tulisi koodata glykosylointi- tai kdsittelypaikko-
ja ja mieluummin ne tulisi valita siten, ettd sdilytetdin
ohjaajan koko pituutena korkeintaan n. 50 tdhdettd, edulli-
sesti n. 23 - 40 tdhdettd ja etenkin n. 25 - 35 tihdettd.

Kuten ylld esitettiin, td@midn keksinndn mukaisessa ohjaaja-
sekvenssissd on vdlittomdsti 3'-suunnassa kdsittelypaikka,
joka mahdollistaa ohjaajan lohkaisun ei-hiiva-proteiinisek-
venssistd, Jjohon se on liitetty esiastepolypeptidissd. Tidssd
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keksinn&ssd kdytetty kdsittelypaikka on middritetty kodoneik-
si, jotka rajaavat minimimddrin aminohappoja, jotka tunnis-
tetaan spesifisesti lohkaisun suhteen valitulla menetelmilli
(esim. kemiallisella, entsymaattisella jne.). Alalla tunne-
taan erilaisia kdsittelypaikkoja mukaanlukien sellaiset,
jotka ovat aktiivisia sekd in vivo ettd in vitro. Esimerkik-
si kdsittelypaikka voi huolehtia in vitro-kdsittelystd koo-
daamalla proteolyyttisen entsyymin lohkaisupaikkaa, joka ei
esiinny hiivaisidnnidssid. Talteenotettu esiastepolypeptidi
voitaisiin sitten kdsitelld entsyymilld ei-hiiva-proteiinin
lohkaisemiseksi esiasteesta. Erds toinen in vitro-kdsittely-
paikka on metioniinikodoni, joka voidaan lohkaista post-eks-
pressiokédsittelylld syaanibromidilla. Ks. esim. US-patentti
n:o 4,366, 246.

In vivo-késittelypaikkoja voidaan valita mistd tahansa pep-
tidisignaaleista, jotka tunnistetaan hiivan proteolyytti-
selld entsyymilld, joka saa aikaan halutun ei-hiiva-proteii-
nisekvenssin ekspression. Etenkin edullisia kdsittelypaikko-
ja ovat niiden entsyymien kidsittelypaikat, jotka ovat osal-
lisia luontaisen prepro-alfa-faktorin kdsittelyssd. Esimer-
kiksi dipeptidyyliaminopeptidaasi A (DPAPaasi A) poistaa
terminaaliset -X-Ala-sekvenssit, joissa X on Glu tai Asp.
Ks. esim. Julius et al. (1983) Cell 32: 839 - 852. KEX2-gee-
nilld koodattu endopeptidaasi lohkaisee emiksisii dipeptide-
jd, jotka koostuvat Lys-ja Arg-tihteistd, s.o. Lys~-Arg, Arg-
Arg, Arg-Lys ja Lys-Lyé. Fuller et al., Microbiology 1986,
s. 273 - 278 (1986). Hiivassa alfa-faktoriesiaste lohkais-
taan ensin KEX2-endopeptidaasilla ja sitten N-piitteet sii-
detddn DPAPaasi A:lla valmiin alfa-faktoriferomonin aikaan-
saamiseksi. Koska n&hdiddn, ettd viimeksi mainittu proteo-
lyyttinen prosessi on melko rajoittava vaihe, on edullista
eliminoida DPAPaasi A:n signaalit siten, etti kdsittelypaik-
ka koostuu ainoastaan KEX2-endopeptidaasin signaalista. T&l-
laisessa suoritusmuodossa ohjaajasekvenssi liitet#in tisti

syystd ei-hiiva-proteiinisekvenssiin KEX2-endopeptidaasin
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kaksiemdksisen peptidin tunnistuspaikalla, kuten Lys-Arg tai
Arg-Argqg.

Tdmdn keksinndn mukaisen esiaste-polypeptidin karboksi-
terminaalinen osa on ei-hiiva-proteiini. Tdtd osaa koodaava
DNA-sekvenssi mddritetddn t&ssd siten, ettd se alkaa ensim-
midiselld kodonilla mydtdvirtaan (3'-suunnassa) kdsittelypai-
kan viimeisestd kodonista ulottuen translaation pysidytys-
kodoniin, joka mddrittdd esiaste-polypeptidin karboksi-ter-
minaalin. Tdmdn DNA-sekvenssin katsotaan koodaavan "ei-hii-
va-proteiinia", kun se koko sekvenssissddn rajaa polypepti-
din, joka ei ole olennaisesti homologinen polypeptidin suh-
teen, joka ilmaistaan hiivalla. Yleensd edullisia ei-hiiva-
proteiineja ovat nisdkkdiden proteiinisekvenssit (mukaanlu-
kien niiden analogit; s.o. "muteiinit”, fragmentit jne.).
Tdssd mddriteltynd ei-hiiva-proteiinit voivat tédstd syystd
sisdltdd fuusioproteiinin, joka koostuu nisdkkdaidn ja hiivan
sekvensseistd, samoin kuin valmiin nisdkkdan proteiinin

"pro"muodot.

Ei-hiiva-proteiineja koodaavat DNA-sekvenssit voivat olla
sekvenssejd, jotka on kloonattu ei-hiiva-organismista, tai
ne voivat olla synteettisid sekvenssejid, jotka on tavalli-
sesti valmistettu kdyttamdlld hiivalle edullisia kodoneja.
Tavallisesti ei-hiiva-proteiinit ovat pituudeltaan vdhintdéin
n. 8 aminohappoa ja ne voivat sisdltdd polypeptidejid, jotka
ovat n. 100.000 daltonia tai enemmin. Tavallisesti ei-hiiva-
polypeptidisekvenssi on alle n. 300.000 daltonia ja tavalli-
simmin alle n. 150.000 daltonia. Erityisen mielenkiintoisia
ovat polypeptidit, jotka ovat n. 5.000 - n. 150.000 daltoni-
a, etenkin n. 5.000 - n. 100.000 daltonia. Esimerkkeind mie-
lenkiintoisista ei-hiiva-proteiineista mainittakoon hormonit
ja tekijdt, kuten kasvuhormoni, somatomediinit, epidermaali-
nen kasvutekijd, luteinisoiva hormoni, kilpirauhasta stimu-
loiva hormoni, oksitosiini, insuliini, vasopressiini, renii-
ni, kalsitoniini, follikkelia stimuloiva hormoni, prolaktii-
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ni, erytropoietiini, pesdkkeitd stimuloivat tekijit, lymfo-
kiinit, kuten interleukiini-2, globiinit, immunoglobuliinit,
interferonit (esim. a, b tai q), entsyymit, b-endorfiini,
enkefaliini, dynorfiini, insuulinin kaltaiset kasvuteki jat

jne.

Tamdn keksinndn erdidssid edullisessa suoritusmuodossa DNA-ra-
kenteilla, jotka koodaavat ylld esitettyji esiaste-polypep-
tidejd, on seuraava rakenne:

5'-AF-CHO-Xp-S5~Gene*-3'

jossa AF koodaa hiivan alfa-faktorisignaalipeptidid, CHO
koodaa glykosylointipaikkaa, X, koodaa pituudeltaan n amino-
hapon olevaa polypeptidiid, joka ei sisilli glykosylointi-
paikkaa tai kdsittelypaikkaa, joka saa aikaan esiastepoly-
peptidin lohkaisun in vivo isdntdhiivalla, n on kokonaisluku
0 - n. 30, Gene* koodaa ei-hiiva-proteiinia ja S koodaa ki-
sittelypaikkaa, joka saa aikaan esiastepolypeptidin lohkai-

sun.

AF:1138 koodattu signaalipeptidi on sama ylld esitetty alfa-
faktorisignaalipeptidi. Se on pituudeltaan n. 20 tihdettd
(esim. n. 19 - 23) ja se on riittédvin pituinen esiastepoly-
peptidin ohjaamiseksi hiivan erittymistielle. Tarkka minimi-
tai maksimipituus voidaan mdiritt3d erityiselle alfa-fakto-
rille analysoimalla joukko deleetiorakenteita.

CHO:1la mddritetty DNA-sekvenssi koodaa glykosylointipaik-
kaa. Se on yleensd pituudeltaan 9 nukleotidid mukaanlukien
aminohappojen Asn-Y-Y' kolme kodonia, jolloin Y on mikd ta-

hansa aminohappotdhde ja Y' on Thr tai Ser.

Xn koodaa, mikdli 1&snd, esimerkiksi alfa-faktoriohjaajan
osia, joita ei ole poistettu tai jotka eivdt ole erillisii

aminohapposekvenssejd. Yleensi X, on pituudeltaan maksimaa-
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lisesti n. 30 aminohappotd@hdettd, edullisesti maksimaalises-
ti n. 20 tdhdettd ja etenkin maksimaalisesti n. 10 tidhdettd.
Vaikka ei ole tarpeen, ettd X, koodaa mitdan polypeptideja
(s.0., n = 0), voi olla toivottavaa saada aikaan hiukan ti-
laa glykosylointipaikan CHO ja kdsittelypaikan S vialiin
siind tapauksessa, ettd hiilihydraattiadditiot glykosyloin-
tipaikassa estdvdt steerisesti aineen pddsyn, joka lohkaisee
kdsittelypaikat. Tdllaisessa tapauksessa n on tavallisesti
vdhintd3n n. 1, etenkin vdhintddn n. 2 ja etenkin vahintdin
3.

On edullista, jos Xp, mikdli se on ldsnd, ei sisdlld mitdidn
funktionaalisia glykosylointipaikkoja tai kdsittelypaikkoja,
jotka tunnistetaaq ja lohkaistaan hiivaisdnndlld. Edelleen
poikettaessa alfa-faktoriohjaajassa havaituista sekvensseis-
td on edullista valita hydrofiilisi3d aminohappotdhteitd. On
mahdollista, ettd X, vaikuttaa ei-hiiva-proteiinin ekspres-
sion ja erittymisen tehokkuutteen. Xp:n sopivan pituuden va-
linta ekspression optimoimiseksi voidaan suorittaa analysoi-
malla erikokoisia rakenteita.

Gene*:113d Koodattu ei-hiiva-proteiini ja S:113 koodattu k-
sittelypaikka on selitetty ylla.

Tdmdn keksinnén mukaiset DNA-rakenteet pidetddn tavallisesti
replikonissa, joka pystyy sdilyttdmddn ne stabiilisti isdn-
niss3d, etenkin hiivaisdnnidssid. Replikonit, tavallisesti
plasmidit sisdltdvdt yhden tai useamman replikaatiojarjes-
telmdn, edullisesti kaksi replikaatiojdrjestelmdd, jotka
mahdollistavat replikonin ylldpitdmisen sekd hiivaisénndssd
ekspressiota varten ettd prokaryoottisessa isdnndssd kloo-
nausta varten. Esimerkkeind tdllaisista isadntd-bakteeri-
sukkulavektoreista mainittakoon YPp24 (Botstein et al.
(1979) Gene 8: 17 - 24), pCl/1 (Brake et al. (1984) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 8l1: 4642 - 4646) ja YRpl7 (Stnichomb et
al. (1982) J. Mol. Biol. 158: 157). Edelleen plasmidieks-
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pressiovektori voi olla suuren tai pienen kopiomiirin plas-
midi, jolloin kopiomddrd on yleensid n. 1 - n. 200. Suuren
kopiomddridn hiivavektoreilla yhdessid ainoassa isdnnissi on
Yleensd vdhintddn 10, etenkin vdhintddn 20 ja tavallisesti
korkeintaan n. 150 kopiota. Riippuen valitusta ei-hiiva-
proteiinista joko suuren tai pienen kopiomiirin vektori voi
olla toivottava riippuen vektorin ja vieraan proteiinin vai-
kutuksesta isdntdin. Ks. esim. Brake et al., supra. Tamidn
keksinndn mukaiset DNA-rakenteet voidaan my&s integroida
isdntdgenomiin integrointivektorilla. Alalla tunnetaan esi-
merkkejd tdllaisista vektoreista. Ks. esim. Botstein et al.,

supra.

Sopivan hiiva- ja muiden mikro-organismi-isintien valinta
tdmdn keksinndn kdyt&nndn toteutusta varten on alan tason
puitteissa. Valittaessa hiivaisintii ekspressiota varten so-
pivia is@ntid voivat olla sellaiset, joilla on mm. hyvd eri-
tyskyky, alhainen proteolyyttinen aktiivisuus ja yleisraken-
ne. Hiiva ja muut mikro-organismit ovat yleisesti saatavilla
useista ldhteistd, esim. Yeast Genetic Stock Center, Depart-
ment of Biophysics and Medical Physics, University of Cali-
fornia, Berkeley, California ja American Type Culture Col-
lection, Rockeville, Maryland.

Menetelmdt eksogeenisen DNA:n ohjaamiseksi hiivaisidntdan
ovat hyvin tunnettuja alalla. On olemassa useita tapoja hii-
van transformoimiseksi. Esimerkiksi on esitetty sferoplas-
titransformaatiota (esim. Hinnen et al. (1978) Proc. Natl.
Acad. Sci. USa 75: 1919 - 1933, ja Stinchcomb et al., EPO-
julkaisu n:o 45,573). Transformantit kasvatetaan sopivassa
ravintovdliaineessa ja s#ilytetdin tarvittaessa selektiivi-
sessd paineessa endogeenisen DNA:n pidittdmisen varmistami-
seksi. Milloin ekspressio on indusoitavissa, isdntdhiivan
kasvu voidaan sallia suuritiheyksisten solujen tuottamiseksi
Ja ekspressio indusoidaan. Erittynut, kdsitelty ei-hiiva-
proteiini voidaan kerdtd tavanomaisella tavalla ja puhdistaa
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kromatografialla, elektroforeesilla, dialyysilld, liuotin-

livotin-uutolla tai vastaavalla.

Esimerkkeja

Seuraavat esimerkit ovat ainoastaan havainnollistavia eika
niiden tarkoituksena ole rajoittaa keksinndn piirid. Usko-
taan, ettd ldhtbaineina kdytettyjen biologisten materiaalien
talletus ei ole tarpeen tdmdn keksinndn kdytdnndn toteutta-
mista varten, koska joko samanlaisia tai ekvivalenttisia ma-

teriaaleja on yleisesti saatavilla.

Seuraavassa esimerkissd verrataan ilmaisun ja erittymisen
tasoja, jotka saadaan modifioiduilla alfa-faktorirakenteil-
la, joita kaytetddn ihmisperdisen proinsuliinin ilmaisemi-
seksi. Kolmessa rakenteessa Kdytetddn tdysipituisia alfa-
faktoriohjaajia, yhdessd on alfa-faktoriohjaaja, jossa on
kolme luontaista glykosylointipaikkaa, yhdessd kaikki kolme
glykosylointipaikkaa on eliminoitu, ja yhdessd kaikki paikat

on poistettu lukuunottamatta yhtd asemassa Asnjj.

A. pPYGAIl

Tamd plasmidi koodaa alfa-faktoriohjaajaa (Brake et al.
(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8l: 4642 - 4646; EPO-
julkaisu n:o 116,201), joka on liitetty ihmisperdiseen
proinsuliiniin. Proinsuuliinia koodataan synteettiselld gee-
nilld, joka on valmistettu hiivalle edullisilla kodoneilla
(kuv. 1). alfa-faktoriohjaajasekvenssi, synteettinen proin-
suliinigeeni ja alfa-faktori-pddtOssekvenssi ovat
pPYBCAS5:std, jonka rakenne on esitetty kuviossa 1. Transkrip-
tio vdlitetddn 404 emdsparin BamHINcol GAPDH-aktivaattori-
fragmentilla. Travis et al. (1985) J. Biol. Chem. 260: 4384
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- 4389. 1206 emdsparin BamHI-ekspressiokasetti, joka koostui
GAPDH-aktivaattorista, proinsuliiniin liitettyd alfa-fakto-
riohjaajaa koodaavasta sekvenssistd ja alfa-faktori-termi-
naattorista, kloonattiin hiivan sukkulavektorin pAB24 (alla)
tai pCl/1 erikoiseen BamHI-paikkaan siten, ettd GAPDH-akti-
vaattorisekvenssi oli lihinnd vektorin Sall-paikkaa plasmi-
dien pYGAI1-AB24 tai vast. pYGAIl-Cl/l tuottamiseksi. 1206
emdsparin BamHI-ekspressiokasetti alakloonattiin my&s
PBR322:n johdannaisen erikoiseen BamHI-paikkaan (pBR322
(WEcoRI-Sall)BamHI, Travis et al. supra). T&td plasmidia
kutsuttiin pGAIl:ksi.

Plasmidi pAB24 (kuv. 4) on hiivan sukkulavektori, joka
sisd1tdd tdydellisen 2m-sekvenssin (Broach, Molecular Biolo-
gy of the Yeast Saccharomyces, Vol., 1, s. 445 (1981)) ja
PBR322-sekvenssit. Se sisdltdd myds hiivan URA3-geenin, joka
on johdettu plasmidista YEp24 (Botstein et al. (1979) Gene
8: 17) ja hiivan LEU2d-geenin, joka on johdettu plasmidista
pCl/1. (EPO-julkaisu n:o 116,201). Plasmidi pAB24 muodostet-
tiin sulattamalla YEp24 EcoRI:113 ja liittdmdllid uudelleen
vektori osittaisten 2m sekvenssien poistamiseksi. Muodostu-
nut plasmidi YEp24WRI linearisoitiin sulattamalla Clal:lli
ja liitettiin tdydelliselli 2m plasmidilla, joka oli linea-
risoitu ClaI:11d. Muodostunut plasmidi pCBou sulatettiin
sitten XbaI:11i ja 8605 emdsparin vektorifragmentti
geelieristettiin. Tdmd eristetty Xbal-fragmentti liitettiin
4460 emdsparin Xbal-fragmentilla, joka sisdlsi pCl/l:std
eristetyn LEUd2-geenin, jonka suuntaus oli samassa suunnassa

kuin URA3-geenin.

B. pYGAI3

Plasmidi pYGAI3 poikkeaa pYGAIl:std siind, ettd se koodaa
modifioitua alfa-faktoriohjaajaa, jossa Asn:n kodonit
tdhteissd 23, 57 ja 67 on muutettu Gln:n koodaamiseksi, jol-
loin eliminoidaan kaikki kolme N-liitetyn glykosyloinnin

signaalia.
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Ti114 plasmidilla koodattu alfa-faktoriohjaaja ja proinsu-
liinin N-terminaalin 13 aminohappoa muodostettiin liittdmdl-
14 synteettiset oligonukleotidit 294 emdsparin fragmentin
muodostamiseksi, jossa on 5' Ncol-uloke (overhang) ja 3'
HindIII-uloke, joiden sekvenssi on esitetty kuviossa 2. So-
pivien oligonukleotidien sekvenssid@ vaihdettiin synteesin
aikana, niin ettd kodonit, jotka spesifioivat Asn:n luonnol-
lisen alfa-faktoriohjaajan asemissa 23, 57 ja 67, spesifioi-
vat nyt Gln:n samoissa asemissa. Proinsuliinin N-terminaalin
13 aminohappoa spesifioiva DNA-sekvenssi oli identtinen
pYGAIl:ss3i olevan kanssa. 294 emdsparin synteettinen DNA
(NcolI-HindIII) -fragmentti laitettiin pGAIl:n ja
PYGAI1-Cl/1:n verrattavissa olevan fragmentin tilalle, jotka
tuottivat plasmidit pGAIl ja vast. pYGAI3.

C. pPYGAIS

Plasmidi pYGAI8 sisdltidd DNA:n, joka koodaa alfa-faktorioh-

jaajan, joka eliminoi kaksi kolmesta glykosylointipaikasta.

Asng7,67 ©on modifioitu Glngy,e7:ksi. Muodostuneessa plasmi-
dissa on ainoastaan yksi ainoa glykosylointipaikka asemassa

Asng3. PYGAI8 valmistettiin seuraavasti.

Ensiksi 5'-fragmentti eristetiin pGAIl:n ekspressiokasetista
leikkaamalla HpaII:113% ja sitten BamHI:11d ja sitten geeli-
eristimdllid 504 emidsparin fragmentti, joka sisdlsi GAPDH-
aktivaattorin ja sekvenssin, joka koodaa alfa-faktoriohjaa-
jan tdhteitd 1 - 33. Seuraavaksi glykosylointipaikkoja vail-
la olevaa alfa-faktoriohjaajaa koodaava plasmidi pYGAI3 lei-
kattiin my®s perdkkdin HpaIIl:113 ja BamHI:11ld ja eristettiin
702 emisparin fragmentti, joka sisdlsi sekvenssit, jotka
koodaavat modifioituja alfa-faktoriohjaajatdhteitd 34 - 83,
LysArg-kdsittelypaikkaa, proinsuliinisekvenssid ja alfa-
faktoriterminaatiosekvenssid. Tdmi fragmentti liitettiin
sitten 504 emidsparin fragmenttiin, joka oli perdisin
pGAIl:std, leikattiin BamHI:11& ja eristettiin 1206 emdspa-

rin fragmentti.
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Y114 oleva 1,2 ke:n BamHI-fragmentti, joka sisdlsi tdydelli-
sen GAPDH-aktivaattori/alfa-faktoriohjaa/proinsuliini/alfa-
faktoriterminaattori-ekspressiokasetin, liitettiin sitten
BamHI-leikattuun ja fosfataasi-kdsiteltyyn pBR322(WEcoORI-
Sall)BamHI:hin, jolloin saatiin plasmidi pGAI8, joka kloo-
nattiin E. coliin.

PGAI8:sta 1,2 ke:n ekspressiokasetti poistettiin leikkaa-
malla BamHI:11& ja sitten fragmentti geelieristettiin. Se
liitettiin BamHI-leikattuun ja fosfataasi-kdsiteltyyn hiivan
sukkulavektoriin pAB24. Ekspressiokasetin sovitus oli
PBR322-sekvenssien erikoisessa BamHI-paikassa sellainen,
ettd GAPDH-aktivaattori oli l&hinni vektorin erikoista Sall-
paikkaa. Tdmd plasmidi oli pYGAIS.

D. pYGAl7

Plasmidi pYGAI7 sisdlt&i DNA:n, joka koodaa katkaistua alfa-
faktoriohjaajaa ja ihmisperdisen proinsuliinin synteettisti
geenid. alfa-faktoriohjaaja on katkaistu siten, ettd se koo-
daa ainoastaan alfa-faktoriohjaajan aminohapot 1 - 35 ja
tdstd syystd se sisdltdi yhden ainoan glykosylointipaikan
asemassa Asn23. Tdmd@ hiivan ekspressiovektori muodostettiin

seuraavasti.

Ensiksi pGAIl leikattiin HindIII:lla. Seuraavan rakenteen
omaava Hpall-HindIII-liittdjd lisdttiin:

5 ' ~CGGCTAAAAGATTCGTTAACCAACACTTGTGTGGTTCTCACTTGGTTGA
CGATTTTCTAAGCAATTGGTTGTGAACACACCAAGAGTGAACCAACTTCGA-5'

Liittdjdn lisdyksen jdlkeen linearisoitu plasmidi leikattiin
BamHI:11la ja 558 emdsparin HpalI-BamHI-fragmentti geelieris-
tettiin. Tdmd fragmentti sisdltdi kodonit alfa-faktoriohjaa-
jan tdhteille 34 - 35, joka on liitetty suoraan Lys-Arg-ka-
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sittelypaikkaan ja proinsuliinisekvenssin. Ei ole mit&in
hdiritsevid sekvenssejd alfa-faktoriohjaajan tidhteen 35 ko-
donin ja suoraan proinsuliinisekvenssin vieressi olevan ki-
sittelypaikan vidlissi.

Seuraavaksi pGAIl leikattiin HpaII:114 ja BamHI:11& ja 504
emdsparin fragmentti geelieristettiin. Tdmd fragmentti
sisdltdd GAPDH-aktivaattorin ja nukleotidit, jotka koodaavat
alfa-faktoriohjaajan aminohappoja 1 - 33, 3'-pditd, joka
pddttyy Hpall-ulokkeeseen, joka on komplementaarinen ylla
esitetyn 558 emdsparin Hpall-BamHI-fragmentin 5'-pdin suh-
teen. Ndméd kaksi fragmenttia liitettiin yhteen ja leikattiin
BamHI:114, jolloin saatiin ekspressiokasetti, joka sisilsi
GAPDH-aktivaattorin, sekvenssit, jotka koodaavat modifioitua
alfa-faktoriohjaajaa, joka sisdltdd tahteet 1 - 35, jotka. on
liitetty suoraan Lys-Arg-kdsittelypaikkaan, proinsuliinigee-
nin ja alfa-faktoriterminaattorin. Kasetti liitettiin sitten
PBR322(WEcOoRI-Sall)BamHI:n BamHI-paikkaan, kuten yll&d on
esitetty, jolloin saatiin plasmidi pGAI7 ja kloonattiin E.
coliin.

PGAlI7 leikattiin sitten BamHI:113 ja 1062 emisparin ekspres-
siokasetti geelieristettiin. Ekspressiokasetti liitettiin
sitten pAB24:n BamHI-paikkaan, jolloin saatiin plasmidi
pYGAIT.

E. Vertailuesimerkkejid

Plasmidi pYGAI1-Cl/1, pYGAI3, pYGAI1l-AB24, pYGAI7 ja pYGAIS
transformoitiin Saccharomyces cerevisiae-kantaan AB103.1
(Mata, leu2-3,112,ura3-52, his4-580, pep4-3[cir©]) olennai-
sesti julkaisussa Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75: 1929 - 1933 esitetylld tavalla. pYGAIl-Cl/l:n

ja pYGAI3:n transformantit valittiin leusiini-prototrofiaa

varten, muiden plasmidien transformantit valittiin ura-

prototrofiaa varten.
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Taulukossa I esitetyissd arvoissa verrataan proinsuliinin
erittymistd, joka on vidlitetty luonnollisella alfa-faktori-
ohjaajalla (pUGAI1-Cl/1l) tai alfa-faktoriohjaajalla, jossa
on Gln, joka on Asn:n tilalla asemissa 23, 57 ja 67
(PYGAI3). Istuteviljelyjd (0,2 ml yksilSllistd transformant-
tia) kasvatetiin 48 tunnin ajan synteettisessi tdydellisessd
vdliaineessa, josta puuttui leusiini (SD-leu; Sherman et
al., Methods in Yeast Genetics, s. 62, Gold Spring Harbor
Laboratory, 1982) ja laimennettiin 20-kertaiseksi samaan vi-
liaineeseen. Viljelyjd kasvatettiin 48 - 72 tunnin ajan,
viljelysupernatantit valmistettiin linkoamalla ja ne analy-
soitiin immunoreaktiivisen ristireagoivan insuliinin kaltai-
sen materiaalin (ILM) suhteen kilpailuradioimmunoanalyysissi
12511eimatulla insuliinilla. Kuten taulukosta 1 voidaan n3h-
dd, ndiden kolmen glykosylointipaikan eliminointi alfa-
faktori ohjaajasta saa aikaan sen, ettd insuliinin kaltaista
materiaalia ei erity olennaisesti ollenkaan verrattuna luon-
taisella alfa-faktoriohjaajalla vdlitettyyn.

Taulukossa 2 esitetyissd arvoissa verrataan pGYAIl-pAB24:n
(tdysipituisen luontaisen alfa-faktoriohjaajan), PYGAIS8:n
(tdysipituisen, ainoastaan yhden glykosylointipaikan asemas-
sa Asnj3 sisdltdvidn alfa-faktoriohjaajan) ja pYGAI7:n
(katkaistun, ainoastaan yhden ainoan glykosylointipaikan
asemassa Asnj3 sisdltdvdn alfa-faktoriohjaajan) transfor-
mantteja niiden kyvyn suhteen eritti#i insuliinin kaltaista
materiaalia. Esitettyjen transformanttien (0,2 ml) istute-
viljelyt, joita oli kasvatettu SD-Leu:ssa 48 tunnin ajan
30°C:ssa, pelletoitiin linkoamalla, pestiin ja laimennettiin
20-...50-kertaiseksi ura~-viliaineeseen. Tami vidliaine
sisdltdd 0,67 % hiivatyppiemdstd, 1 % meripihkahappoa,

0,35 % NaOH:ta, 0,5 % kasaminohappoja, 2 % glukoosia,

0,005 % adeniinia, 0,01 % tryptofaania ja 0,02 % treoniinia.
Viljelyjd kasvatettiin 30°C:ssa 48 - 72 tunnin ajan ja vil-
jelysupernatantit valmitettiin ja analysoitiin ylla esite-
tylld tavalla. Taulukossa 2 esitetyt arvot osoittavat, ett#
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transformantit, joissa oli rakenne, jossa kidytetdidn katkais-
tua alfa-faktoriohjaajaa, joka sisdlsi yhden glykosylointi-
paikan asemassa Asnj3j, erittivdt yleensd enemmdn immunoreak-
tiivista insuliinin kaltaista materiaalia Kkuin transforman-
tit, joissa oli tdysipituisen luontaisen alfa-faktoriohjaa-
jan sisdltdvd rakenne. Transformantit, joissa oli rakenne,
joka sisdlsi tdysipituisen alfa-faktoriohjaajan, jossa oli
sama ainoa glykosylointipaikka (Asnj3), erittivdt paljon vd-
hemmidn ristireagoivaa insuliinimateriaalia kuin transforman-
tit, joissa oli tdysipituinen luontainen a-faktoriohjaaja
tai katkaistu alfa-faktoriohjaaja.

Taulukko 1. alfa-faktoriohjaajan glykosylointipaikkojen eli-
minoinnin vaikutus insuliinin kaltaisen materiaalin eritty-

miseen
Transformantti ODgs0 1Mt
ng/ml mg/ml,0Dgs0
ABlO3.1[pYGAIl-C1/1]-1 5.9 .24 .04
2 5.9 .24 .04
-3 2.1 .08 .04
AB103.1[pYGAI3] -1 ND .003 -
-2 ND .007 -

1) Ristireaktiivinen insuliinin kaltainen materiaali (ILM)
maaritettyﬁﬁ kilpailuradioimmunoanalyysilla 1251-1eimatulla
insuliinilla ja insuliinistandardeilla. Arvot on esitetty
ILM:nd, joka erittyi viljelyn ml:a kohden, ja joissakin ta-
pauksissa ILM:nd, joka erittyi ml:a kohden normalisoituna
viljelysolutiheyteen, jonka absorbanssi oli aallonpituudessa

650 mm = 1.
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Taulukko 2. Katkaistun tai tdysipituisen, yhden glykosyloin-
tipaikan asemassa Asnj3 sisdltdvidn alfa-faktoriohjaajan vai-

kutus insuliinin kaltaisen materiaalin erittymiseen

Transformantti Testi 1 182
numero~ mg/ml mg/ml ODgso
Midrd Keski- Vakio- Miird Keski- Vakio-
arvo noikkeama arvo  voikkeama

ABl103.1

[pYGAxl-uz‘] 7 .22".55 -37 -12 -02‘-0‘ -025 -01
AB103.1

(pYGAI?] 8 .38-1.0 .62 24 .03-.06 .043 .01
AB103.1

(pYGA18] 8 .03-.18 .09 .05 .003-,01 .007 .003

1) Kolmen itseniisen transformantin minimimi#ird testattiin.
2) Eritetty ristireaktiivinen insuliinin kaltainen materiaa-
1i (ILM) mddritettiin kilpailuradioimmunoanalyysilli
12511eimatulla insuliinilla ja insuliinistandardeilla. Arvot
on esitetty ILM:nd, joka erittyi viljelyn ml:a kohden, ja
ILM:nd, joka erittyi ml:a kohden normalisoituna viljelysolu-
tiheyteen, jonka absorbanssi oli aallonpituudessa 650 mm =
1.

II
Tdmd esimerkki vertaa tdysipituisen alfa-faktoriohjaajara-
kenteen ekspressiota, joka sdilyttdd kaikki glykosylointi-
paikat, ekspressiorakenteeseen, jossa on katkaistu alfa-
faktori sekvenssi, joka sisiltdd ainoastaan yhden ainoan
glykosylointipaikan asemassa Asnjy3. Tissd esimerkissid kady-
tetty ei-hiiva-proteiini on ihmisperiistd proinsuliinianalo-
gia, jossa yhdistdvd "C"-peptidi on korvattu hiivan
KEX2-endopeptidaasilohkaisupaikalla.
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A. PYGAIC3

Plasmidi pGAIC3 valmistettiin korvaamalla pGAIl:n 231 emds-
parin HindIII-Sall-fragmentti, joka koodaa B-ketjun amino-
happoja 14 - 30, C-peptidid, A-Ketjua ja 2 translaation py-
sdytyskodonia, 132 emdsparin synteettiselld HindIII-Sall-
geenifragmentilla (esitetty kuviossa 3), joka koodaa B-ket-
jun aminohappoja 14 - 30, Lys-Arg-KEX2-endopeptidaasilohkai-
supaikkaa, A-ketjua ja translaation pysdytyskodoneja. Plas-
midi pYGAIC3 valmistettiin pGAIC3:sta seuraavalla tavalla.

Plasmidi pGAIC3 sulatettiin BamHI:11d ja 1107 emdsparin
BamHI-ekspressiokasetti, joka sisdlsi GAPDH-aktivaattorin,
proinsuliinianalogiin liitettyd alfa-faktoriohjaajaa kooda-
van sekvenssin ja alfa-faktorin transkription terminaatto-
rin, eristettiin ja liitettiin BamHI:11d sulatettuun ja fos-
fataasikdsiteltyyn pAB24:3dn ja sitten kloonattiin E. co-
liin. Saatiin plasmidi pYGAIC3, jossa ekspressiokasetti
suuntautui siten, ettd GAPDH-aktivaattori oli 1&hinnd vekto-

rin erikoista Sall-paikkaa.
B. pYaf;7C3

Plasmidi pYaf;7C3 sisdltdd DNA:n, joka koodaa ylld esitettyd
PYGAI7:n katkaistua alfa-faktoriohjaajaa, joka on liitetty
proinsuliinanalogin sekvenssiin, joka on samoin esitetty
yllia (pYGAiC3). Tdmd plasmidi muodostettiin seuraavalla ta-

valla.

Ensiksi pGAIC3 leikattiin HindIII:lla ja SalI:ll&d ja 132
emdsparin fragmentti geelieristettiin. Tdmd fragmentti
sisdltii sekvenssit, jotka koodaavat proinsuliinianalogin
kaikkia kodoneja lukuunottamatta 12 ensimmdistd kodonia. Se
liitettiin geelieristettyyn 4640 emidsparin fragmenttiin
HindIII- ja Sall-sulatetusta pGAI7:std plasmidin paf; 7C3:n

tuottamiseksi. Tdmd plasmidi kloonattiin E. coliin ja sitten
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se leikattiin BamHI:11d ja 1062 emdsparin fragmentti geelie-
ristettiin. Tdmd ekspressiokasetti sisiltdi pGAI7:n katkais-
tun alfa-faktoriohjaajarakenteen, jolloin proinsuliiniana-
logi oli normaalin proinsuliinisekvenssin tilalla. Ekspres-
siokasetti liitettiin sitten pAB24:n BamHI-paikkaan, kuten
ylld on esitetty, pYafy7C3:n tuottamiseksi.

Vertailuekspressio

Ekspressiotasot mddritettiin pYGAIC3:lle ja pYafy,7C3:11e
kahdessa S. cerevisiaen kannassa. Kanta AB103.1 on esitetty
esimerkissd I. Kanta AB110-4 on Saccharomyces cerevisiaen
kannan AB110 (Mata, leu2, ura3-52, pep4-3, his4-580[cir®])
johdannainen, jossa deleetio oli manipuloitu pep4-geeniin.
Namd kannat transformoitiin ylli esitetylld tavalla plasmi—‘"
deilla pYGAIC3 ja pYafy7C3 ja ura-prototrofit valittiin.
Istuteviljelyjd kasvatettiin SD-leu:ssa (Sherman et al.,
supra) 30°C:ssa 24 - 48 tunnin ajan, sitten ne pelletoitiin
linkoamalla, pestiin ja laimennettiin 20-kertaiseksi ura-

-véliaineeseen. Soluvapaa vakioitu viljelyviliaine valmis-
tettiin linkoamalla analyysid varten insuliinin kilpailura-

dioimmunoanalyysissi.

Tulokset on esitetty taulukossa 3. Kuten voidaan ndhdi, kat-
kaistu alfa-faktorirakenne valittii immunoreaktiivisen
proinsuliinin lisddntynyttd erittymisti verrattuna luonnol-

liseen alfa-faktoriohjaajasekvenssiin.
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Taulukko 3. ILM:n eritys proinsuliinianalogirakenteesta va-
litettynd katkaistulla alfa-faktoriohjaajalla tai luonnolli-
sella alfa-faktoriohjaajalla

Transformantti '1.‘estil 1Ly2
numero mg/ml ng/ml, ODgso
Mddrd Keski- Vakio- Mddrd Keski- Vakio-
arvo noikkeama arvo roikkeama

AB103.1

[pYGAIC3] 6 1-2.75 1.66 .65 .11-.20 .14 .0¢
AB103.1 .

{pYafy7C3] 6 1.5-6.63 4.46 2.15 .14-.60 .40 .19
AB110.4

[pYGAIC3] 3 1.,15-1.4 1.28 .13 .10-.12 .11 .01
ABl110.4¢

[pYa£L7C31 3 2.15-4.12 3.46 1,14 .19-.38 .31 .10

1) Kolmen itsendisen transformantin minimim3&rd testattiin.
2) Eritetty ristireaktiivinen insuliinin kaltainen materiaa-
1i (ILM) mddritettiin kilpailuradioimmunoanalyysilla
1251jeimatulla insuliinilla ja insuliinistandardeilla. Tu-
lokset on esitetty ILM:n md33drind/ml viljelyd ja mddrand, jo-
ka eritettiin ml:a kohden normalisoituna solutiheyteen, jon-

ka absorbanssi oli aallonpituudessa 650 mm = 1.

III

Tadmd esimerkki esittdd katkaistun alfa-faktoriekspressiovek-
torin rakennetta, joka vdlittdd aktiivisen insuliinin kal-

taisen kasvutekijd-l:n lisddntyneitd ekspressiotasoja.

Ensiksi valmistettiin DNA-sekvenssi, joka koodaa katkaistua
alfa-faktoriohjaajaa ja IGFl:n koodaussekvenssid. Synteetti-
nen sekvenssi valmistettiin standardimenetelmilld kdyttdmidl-
13 Applied Biosystems 380A DNA-synteesikonetta valmistajan
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ohjeiden mukaisesti. Valmistettiin 14 DNA-sekvenssid, joiden
pituus oli 22 - 57 emidstd, puhdistettiin PAGE:1la ja fosfo-
ryloitiin yksiléllisesti T4-kinaasilla ATP:n ldsndollessa.
Sekvenssit ldmpSkdsiteltiin sitten ja liitettiin standardi-

menetelmilla.

Synteettisen geenin sekvenssi on esitetty kuviossa 5. Puh-
distettu synteettinen geenifragmentti kloonattiin
NcoI/SalI:11d sulatettuun pBS100:aan (esitetty alla). Muo-
dostunut plasmidi oli pBS100 Tafj, IGFl.

Plasmidi pBS100 sisdltdd hiivan ekspressiokasetin, joka on
kloonattu pBR322-johdannaiseen pABl2. Ekspressiokasetti
sisdltdd hybridi-ADH-2/GAPDH-aktivaattorin ja GAPDH-
terminaattorin, joka sivuaa ei-olennaista geenisegmenttii.
ADH-2/GADPH-aktivaattori on 1200 emiisparin BamHI-Ncol-
fragmentti, joka on eristetty pJS103:sta (ks. alla), ja
GAPDH-terminaattori on 900 emidsparin Sall-BamHI-fragmentti,
joka on eristetty plasmidista pPAGl (EPO-julkaisu n:o
164,556). Plasmidi pBS100 sisidltdd myds ei-olennaisen frag-
mentin NcoI- ja Sallpaikkojen vdlissd, joka on korvattu
kiinnostavilla geenifragmenteilla. Ekspressiokasetti voidaan
poistaa pBS100:sta sulattamalla BamHI:11d ja kloonata hiivan

sukkulavektoreihin sen ohjaamiseksi hiivasoluihin.

Plasmid pJS103, joka sis&ltdi ylld kdytetyn hybridi-ADH-2/-
GAPDH-akti%aattorin, muodostettiin seuraavalla tavalla.
Aktivaattorin ADH-2-osa muodostettiin leikkaamalla plasmidi,
joka sisdlsi villin ADH2-geenin plasmidista pADR2 (Beier et
al. (1982) Nature 300: 724 - 728) restriktioentsyymilli
EcoR5, joka leikkaa asemassa +66 ATG-kdynnistyskodonin suh-
teen samoin kuin kahdessa muussa kohdassa pADR2:ssa
ADH2alueen ulkopuolella. Saatu vektorifragmentin ja kahden
pienemmidn fragmentin seos saatettiin reagoimaan Bal3l-ekso-
nukleaasin kanssa n. 300 emdsparin poistamiseksi. Synteetti-
set XhoI-liitt&djdt liitettiin Bal3l-kidsiteltyyn DNA:han.
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Muodostuva DNA-liittdjdvektorifragmentti (n. 5 ke) erotet-
tiin liittdjistd pylvaskromatografialla, leikattiin restrik-
tioentsyymilld Xhol, liitettiin uudelleen ja kdytettiin E.
colin transformoimiseksi ampisilliiniresistentiksi. Xhol-
liittdjdn asemat médritettiin DNA-sekvenssoinnilla. Yksi
plasmidi, joka sisdlsi XhoI-liittdjdn ADH2-geenin 5'-suunnan
ei-transkriboidulla alueella (asema -232 ATG:st&d), leikat-
tiin restriktioentsyymilld XholI, k&dsiteltiin nukleaasilla Sl
ja kd@siteltiin tdmdn jdlkeen restriktioentsyymilld EcoRI 1li-
neaarisen vektorimolekyylin tuottamiseksi, jossa oli 1
tylppd pdd Xhol-liittdjdn paikassa ja yksi EcoRI-pdid. Akti-
vaattorin GAPDH-osa muodostettiin leikkaamalla plasmidi
pPGAP (EPO-julkaisu n:o 164,556) entsyymeilli BamHI ja EcoRI
ja eristdmdlld tdmdn jdlkeen 0,4 ke:n DNA-fragmentti. Tami

" puhdistettu fragmentti sulatettiin sitten tdysin entsyymilla
Alul ja n. 200 emdsparin fragmentti eristettiin. T&md GAPD-
Haktivaattorifragmentti liitettiin ADH-2-fragmenttiin, joka
oli 1dsnd ylld esitetyssd lineaarisessa vektorissa, jolloin

saatiin plasmidi pJS103.

BamHI-fragmentti eristettiin sitten pBS100 Tafj, IGFl:std.
Tamd fragmentti sisdltdd ADH2/GAPDH-aktivaattorin, katkais-
tun alfa-faktoriohjaajan (AA 1-25, 81-83), LysArg-kdsittely-
paikan, IGFl:n koodaussekvenssin ja GAPDH-terminaattorisek-
venssin. Tdmd3 BamHI-fragmentti kloonattiin sitten pAB24:3idn,
joka oli edelld sulatettu BamHI:114. Positiivinen klooni va-
littiin ja.vaikka sitd aluksi kutsuttiin plasmidiksi 18.5,
sille annettiin t&dmidn jdlkeen nimitys pYLUIGF1-55 (ks. kuv.

6).

Toinen ekspressiovektori, pYLUIGFl1-24, valmistettiin myds
vastaavilla menetelmilld. Restriktiokartta on esitetty kuvi-
ossa 7. Tdmd8 vektori on samanlainen kuin pYLUIGF1-55, pait-
si, ettd siind on tdysipituinen alfa-faktoriohjaaja, joka
ohjaa erittymistd kolmella glykosylointipaikalla (vert.
esim. I.A.) ja alfa-faktoriterminaattorilla.



" 100995

Hiivakanta AB110 (EPO-julkaisu n:o 164,556) transformoitiin
PYLUIGF1-55:114 ja pYLUIGF1-24:11i tavanomaisilla sferoplas-
timenetelmilld (Hinnet et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75: 1919 - 1933) ja verrattiin ekspressiota.

IGFl:n ekspressio AB110 (pYLUIGF1-55):std ja ABll0
(PYLUIGF1-55):8td on ei-konstitutiivinen. IGFl:n ekspression
induktio saatiin aikaan muodostamalla glukoosin alhainen
konsentraatio kasvuvdliaineessa. Vakio-olosuhteissa tédrypul-
loviljelyt (25 ml) kdyttHvidt tdysin hyviksi vidliaineen glu-
koosin 18 - 24 tunnissa inokulaation jilkeen. Siten 25 ml:n
AB110 (pYLUIGF1-22)- ja AB1l10 (PXLUIGF1-23)-viljelyjd kasva-
tettiin vakio-olosuhteissa 72 tunnin ajan. Supernatantti-
ndytteet otettiin 49 ja 72 tunnin kuluttua inokulaation jal-
keen ja analysoitiin IGFl:n biologisen aktiivisuuden (RRA)
ja immunoreaktiivisuuden (RIA) suhteen anti-IGFl-vasta-
aineiden kanssa. Kuten voidaan nihdi, PYLUIGFl1-55, jossa

on katkaistu alfa-faktoriohjaaja, eritti proteiinia, josta
olennaisesti suurempi fraktio oli biologisesti aktiivinen.
Vaikkakin pYLUIGF1-24 eritti enemmin proteiinia, joka osoit-
ti reaktiivisuutta IGFl-vasta-aineiden kanssa, suhteellisen

pieni md3drd tdstid proteiinista oli biologisesti aktiivista.

Tulokset on esitetty taulukossa 4. Radioreseptorianalyysi
(RRA) mittaa IGF-1l:n kykyd sitoutua reseptoriinsa. Tdmd on
rekombinanttipolypeptidin biologisen aktiivisuuden mitta,
koska uskotaan, ettid IGF-1 kohdistaa koko aktiivisuutensa
reseptorinsa kautta. Reseptorianalyysi on esitetty julkai-
sussa Marshall et al. (1974) J. Clin. Endorinol. Metab. 19:
283 - 292. Radioimmunoanalyysi (RIA) on kilpaileva analyysi,
joka mittaa proteiinin m#irdn, joka on antigeneettisesti
ristireaktiivinen luontaisen IGF-1l:n kanssa, oli se sitten
biologisesti aktiivinen tai ei. Analyysi on esitetty julkai-
sussa Zapf et al. (198l1) J. Clin. Invest. 68: 1321 - 1330.



32 100995

Taulukko 4. Katkaistulla alfa-faktoriohjaajalla tai luonnol-
lisella alfa-faktoriohjaajalla vdlitetyn IGFl:n erittyminen

Transformantti 43 h
TZh
RRAL R1A2 RRA RIA
AB110 o
(pYLUIGF1-55) 1.0 14 1.3 14
ABll0
(PYLUIPG1-24) 1.3 54 2.7 66
1) mg/ml
2) mg/ml

Biologisten materiaalien talletus

Seuraavat ekspressiovektorit talletettiin laitokseen Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC), 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland, USA ja sdilytetdin Budapestin sopimuk-
sen sopimusehdoilla. Talletuksen saantinumerot ja talletuk-
sen pdivamddrdt on esitetty alla.

Talletettu materiaali ATCC-numero Talletuspdiva
E. coli (pYGAI7) 67597 12/29/87
E. coli (pYaf,7C3) 67596 12/29/87
E. coli (pYLUIGFI-55) 67595 12/29/87

Ndmd talletukset on jidrjestetty alan ammattihenkildiden
kdytt6on. Namd talletukset eivdt tarkoita sitd, ettd tidllai-
sia talletuksia tarvitaan tdmdn keksinndn toteuttamiseksi
kdytdnndssd, eivdtkd sitd, ettd samanarvoiset suoritusmuodot
eivdt ole alan tasolla tdmdn selityksen kannalta. Ndiden
talletusten julkinen kdytettdvyys ei merkitse lisenssin
myontdmistd valmistaa, kdyttdd tai myydd talletettuja mate-
riaaleja t&lld tai millddn muullakaan patentilla. Talletet-
tujen materiaalien nukleiinihapposekvenssit on otettu t&hé&n
selitykseen viitteend ja ne ovat ohjaavia, mikdli ristirii-

dassa tdssd esitettyjen sekvenssien kanssa.



33 100995

Vaikkakin edelld olevaa keksintdi on selitetty joissakin yk-
sityiskohdissa havainnollistamistarkoituksessa, on selvds,
ettd alan ammattihenkildt voivat tehdi muutoksia ja muunnel-
mia oheisten patenttivaatimusten puitteissa.
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Patenttivaatimukset

1. Hiivasolu, joka k&sitt#d DNA-rakenteen, joka saa aikaan
ei-hiivaproteiinin ekspression ja erittymisen, jolloin t&#mi
DNA-rakenne ké&sittdd koodaussekvenssin hiivassa tunnistet-
tujen transkription aloitus- ja piit&sekvenssien valvonnassa,
jolloin koodaussekvenssi koodaa esiastepoiypeptidia, joka
kdsittd8d ohjaajasekvenssin ja ei-hiivaproteiinin, jotka on
liitetty késittelypaikalla, joka saa aikaan ei~hiivaproteii-
nin lohkaisun esiastepolypeptidistd, tunnettu siiti, etti
ohjaajasekvenssi on pituudeltaan n. 25 - n. 50 N-terminaalis-
ta esiastepolypeptidin ti#hdetti ja k&sittidi hiivan alfa;fak-
toriesiasteen signaalipeptidin ja yhden ainoan glykosylointi-
paikan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, tunnettu siiti, etti

ei-hiivaproteiinina on nisdkk#in proteiini.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen solu, tunnettu siit&d, etti
nisdkkddn proteiinina on ihmisperdisen insuliinin esiaste.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen solu, tunnettu siitd, etti
ihmisperdisen insuliinin esiasteena on ihmisperdinen proinsu-
liini.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen solu, tunnettu siit#d, ettd
ihmisperdisin insuliinin esiaste k#sitt&4 insuliini-a-ketjun
ja insuliini-b-ketjun, jotka on liitetty hiivassa tunniste-
tulla késittelypaikalla, joka lohkaistaan in vivo.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen solu, tunnettu siitid, etti
kdsittelypaikka lohkaistaan Saccharomyces’in
KEX2-geenituotteella.

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen solu, tunnettu siitid, ettd
nisdkkddn proteiinina on insuliinin kaltainen kasvutekiji I.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen solu, tunnettu siitid, etti

hiivasolu on Saccharomyces-suvusta.
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9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen solu, tunnettu siitd, etti
hiivasoluna on S. cerevisiae.

10. Patenttivaatimuksen 8 mukainen solu, tunnettu siitd, etti
hiivan alfa-faktoriesiasteena on S. cerevisiae MFal.

11. Kaksisdikeinen DNA-molekyyli, joka kisittii alueen, joka
koodaa esiastepolypeptidid, joka voidaan erittii hiivaisdnnin
toimesta, jolloin alueen rakenne on toisen DNA-sdikeen suh-
teen seuraava:
5/ ~AF-CHO-Xn-S-Gene*-3"

jossa AF koodaa hiivan alfa-faktorisignaalipeptidiid; CcHO
koodaa glykosylointipaikkaa; Xn koodaa pituudeltaan n
aminohappoa késittdvii polypeptidid, joka ei sis#lld gly-
kosylointipaikkaa tai kdsittelypaikkaa, joka saa aikaan
esiastepolypeptidin lohkaisun in vivo hiivalla; n on koko-
naisluku 0 - n. 30; jolloin alueella AF~CHO-Xn on vain yksi
hiivan alfa-faktorin esiasteen glykosylointipaikka; Gene*
koodaa ei-hiiva-proteiinia ja S koodaa kdsittelypaikkaa, joka
saa aikaan esiastepolypeptidin lohkaisun.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd AF koodaa pituudeltaan n. 19 - 23 aminohappoa
kdsittdvdd polypeptidii.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd n on kokonaislukuna n. 0 - n. 20.

l4. Patenttivaatimuksen 11 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd n on kokonaislukuna n. 0 - n. 10.

15. Patenttivaatimuksen 11 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd n on kokonaislukuna n. 3 - n. 10.

16. Patenttivaatimuksen 11 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd hiivaisintini on Saccharomyces.

17. Patenttivaatimuksen 11 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd hiivan alfa-faktorisignaalipeptidind on Saccha-



10

15

20

25

30

35

> 100995

romyces-signaalipeptidi.

18. Patenttivaatimuksen 11 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd S koodaa hiivaisdnndn in vivo tunnistamaa ki-
sittelypaikkaa.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu

siitd, ettd S koodaa dipeptidii, jonka KEX2-endopeptidaasi
tunnistaa.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd dipeptidind on 5’-Lys-Arg-3’ tai 5’Arg-Arg-3’'.

21. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd se k&dsittdd replikonin.

22. Patenttivaatimuksen 21 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd esiastepolypeptidii koodaava alue on hiivassa
tunnistettujen transkription aloitus- ja pdidtSssekvenssien
valvonnassa ja replikonina on hiivareplikoni.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd replikonina on plasmidi.

24. Patenttivaatimuksen 22 mukainen DNA-molekyyli, tunnettu
siitd, ettd replikonina on kromosomi.

Patentkrav

1. Jédstcell omfattande en DNA-struktur vilken A&astadkommer
expression och utséndring av ett icke-jdstprotein, varvid
namnda DNA-struktur omfattar en kodsekvens kontrollerad av
jdstidentifierade initierings- och termineringssekvenser,
varvid kodsekvensen kodar en prekursorpolypeptid vilken
omfattar en ledsekvens samt nidmnda icke-jdstprotein, vilket
dr infogat vid ett ingreppsstille som dstadkommer spjdlkning
av icke-jédstproteinet frdn prekursorpolypeptiden, kénneteck-
nad ddrav att ledsekvensen utgér ca 25 - ca 50 N-terminala
rester av nidmnda prekursorpolypeptid, samt omfattar signal-
peptiden f6r en jdst-alfa-faktorprekursor och ett enda gly-
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kosyleringsstidlle.

2. Cell enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att icke-jist-
proteinet 4r ett ddggdjursprotein.

3. Cell enligt patentkrav 2, kidnnetecknad av att ddggdjurs-
proteinet &r en prekursor f£8r humaninsulin.

4. Cell enligt patentkrav 3, kinnetecknad av att prekursorn
for humaninsulin #&r humant proinsulin.

5. Cell enligt patentkrav 3, kiénnetecknad av att prekursorn
f8r humaninsulin omfattar insulinets a-kedja och insulinets
b-kedja, infogade vid ett jéstidentifierat ingreppstidlle
vilket spjdlks in vivo.

6. Cell enligt patentkrav 5, kiénnetecknad av att ingrepps-
stédllet spjédlks av Saccharomyces’ genprodukt KEX2.

7. Cell enligt patentkrav 2, kiénnetecknad av att didggdjurs-
proteinet &r den insulinlika tillvixtfaktorn I.

8. Cell enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att jédstcellen
dr fran sliktet Saccharomyces.

9. Cell enligt patentkrav 8, kénnetecknad av att jédstcellen
dr S. cerevisiae.

10. Cell enligt patentkrav 8, kidnnetecknad av att jédstens
alfa-faktorprekursor dr S. cerevisiae MFal.

11. Tvastridngad DNA-molekyl omfattande ett omrade vilket
kodar en prekursorpolypeptid vilken kan utsdndras av en
jdstvdrd, varvid nimnda omrdde i avseende 4 den ena stringen
har strukturen
5’=AF-CHO-Xn-S-Gene*-3’

vari AF kodar en jdst-alfa-faktorsignalpeptid; CHO kodar ett
glykosyleringsst&lle; Xn kodar en n aminosyror lang polypep-
tid vilken inte innehdller ett glykosyleringsstdlle eller ett
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ingreppsstédlle vilket &stadkommer spjdlkning av prekursorpo-
lypeptiden in vivo; n &r ett heltal 0 - ca 30; varvid sekven-
sen AF-CHO-Xn innehdller bara ett glykosyleringsstille f£&r
jdst-alfa-faktor prekursor; Gene* kodar ett icke-jdstprotein
och S kodar ett ingreppsstélle vilket &stadkommer spj&lkning
av prekursorpolypeptiden.

12. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kidnnetecknad dirav att
AF kodar en polypeptid omfattande ca 19 - 23 aminosyror.

13. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kdnnetecknad dirav att
<
n dr ett heltal frdn ca 0 - ca 20.

14. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kidnnetecknad dirav att
n &r ett heltal frdn ca 0 - ca 10.

15. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kdnnetecknad dirav att
n d&r ett heltal fr&n ca 3 - ca 10.

16. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kdnnetecknad dirav att
jdstvdrden &r en Saccharomyces.

17. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kdnnetecknad dirav att
jdst-alfa-faktorsignalpeptiden &r en Saccharomyces-signalpep-
tid.

18. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kdnnetecknad dirav att
S5 kodar ett ingreppsstille vilket virdjdsten identifierar in
vivo.

19. DNA-molekyl enligt patentkrav 18, kidnnetecknad dirav att
S kodar en dipeptid identifierad av KEX2-endopeptidas.

20. DNA-molekyl enligt patentkrav 19, kdénnetecknad dirav att
dipeptiden dr 5’-Lys-Arg-3’ eller 5’-Arg-Arg-3’'.

21. DNA-molekyl enligt patentkrav 11, kiénnetecknad didrav att
den omfattar en replikon.
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22. DNA-molekyl enligt patentkrav 21, kdnnetecknad dirav att
omrddet vilket kodar prekursorpolypeptiden kontrolleras av

39

jédstidentifierade sekvenser fér initiering och terminering av
transkription och replikonen dr en jdstreplikon.

23. DNA-molekyl enligt patentkrav 22, kiéinnetecknad dirav att
replikonen &r en plasmid.

24. DNA-molekyl enligt patentkrav 22, kinnetecknad dirav att
replikonen &r en kromosom.
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PYGAI3:n synteettisen geenifragmentin sekvenssi

PYGAI3
P O D S O o O S
NLA1IT TALUL ~ HPAll  TAQL BBV-1_ HINCIl-1
PST1 BBV-1 ALUl FNU4H1 HIND11l1
BBV-2 MBOl1l-1 MBO1l-1  ALUL
FNU4H1 MAE3 XBAl RSAL
SFAN1-1 DDE1 MAE1
FOK1-2 HINF1
MNL1-1 HPAL
FNU4H1
GSU1-1

MetArgPheProSerIlePheThrAlavalleuPheAlaAlaSerSerAlaleuAlaAla
GATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCT
TACTCTAAAGGAAGTTAAAAATGACGTCAAAATAAGCGTCGTAGGAGGCGTAATCGACGA

1 NLA1ll, 24 PST1, 38 BBV FNU4H1l, 41 SFAN1, 42 FOKl, 45 MNLl
» 55 ALUl, 56 BBV FNU4H1l, 60 GSUl,

Proval hrThrThrGluAspGluThrAlaGlnIleProAlaGluAlavValIleGly
62 CCAGT(Q CTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGT
GGTCA ATGTTGTQTTCTACTTTGCCGTGTTTAAgGCCGACTTCGACAGTAGCQA

80 MBOll, 101 HPAll, 109 ALUl, 120 MAE3,

TyrLeuAspLeuGluGlyAspPheAspValAlaValleuProPheSerGlrnSerThrAsn
122 TACTTAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTC GCACAAAT
ATQAATCTAAATCTTCCCCTAA&GCTACAACGACAAAACGGTAAAAGqGT TCGTGTTTA

124 DDE1l, 144 TAQl,

AsnGlyLeuleuPheIl hrThrIleAlaSerIleAlaAlaLysGluGluGlyVval
182 AACGGGTTATTGTTTAT. CTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTA
TTGCCCAATAACAAATA TGATAACGGTCGTAACGACGATTTCTTCTTCCCCAT

221 BBV FNU4H1, 230 MBOll,

SerLeuAspLysArétheValAsnGlnHisLeuCysG1ySerHisLeuValG uAlaleu
242 TCTCTAGATAAAAGATTCGTTAACCAACACTTIGTGTGGTTCTCACTTGGTTGARGCTTTG
AG&QATCTATTTTQTAAGQAATTGGTTGTGAACACACCAAGAGTGAACCAACEQC c

244 XBAl, 245 MAEl, 255 HINF1l, 260 HINC1l HPAl, 294 HIND1lll,
295 ALUl, 301 Rsal,

Tyr
302 TACTT FIG. 2

ATGAA
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PYLUIGF1-55

PBR322 14,164 bp

FIG. 6
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