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Menetelmd ihmisen seerumialbumiinin ja muiden heterologis-

ten proteiinien mikrobiologiseksi valmistamiseksi hiivasta

Kyseinen keksint® koskee mikrobiologista menetelmaa
humaaniseerumialbumiinin (HSA:n) valmistamiseksi viljele-

malla hiivaa, erityisesti suvun Kluyveromyces-hiivaa, jota

on modifioitu DNA-rekombinaatiomenettelyitd kdyttéen.

HSA on 585 aminohappoj&danndksestd koostuva proteii-
ni, jonka molekyylipaino on 66 kilodaltonia (kd:td) ja
joka on pallomaisen, ei-glykosyloidun monomeerin muodossa.
Sen pallomaista rakennetta yllapitdvadt 17 disulfidisiltaa,
jotka muodostavat 9 kaksinkertaisen silmukan perdttdisen
sarjan (Brown, J.R., kirjassa "Albumin Structure, Function
and Uses", Rosenoer, V.M. et.al. (toim.), Pergamon Press,
Oxford, 1977, ss. 27-51). HSA:ta koodaavien geenien tiede-
t88n olevan erittdin polymorfisia ja elektroforeettisessa
analyysissa vaihtelevissa olosuhteissa on tyypitetty yli
30 ilmeisesti toisistaan poikkeavaa geneettistd varianttia

(Weitkamp, L.R. et.al., Ann.Hum.Genet. 37 (1973) 219-226).

Nelj&dtoista (14) intronisekvenssiad jakaa HSA-geenin 15
eksoniin ja geeni k&sittda yli 16,9 kilobaasia (kb:té&d)
oletetusta "Cap"-keskuksesta ensimmdiseen poly(A)-lisdys-~
keskukseen.

Humaanialbumiinia syntetisoituu maksassa maksaso-
luissa, joista se erittyy verenkiertoon. Se on veren ylei-
sin proteiini, jonka pitoisuus on noin 40 g/litra seeru-
mia; ndinollen ihmiselimist&ssd on jatkuvasti noin 160 g
kiertidvdd albumiinia. HSA:n tarkein tehtdva on yllapitada
normaalia osmolaarisuutta verenkierrossa. Sen sitoutumis-
kyky eri aineisiin on niinik&&n poikkeuksellinen, minka
lisaksi se osallistuu hydrofobisten molekyylien (esim.
steroidien ja sappisuolojen) sekd erilaisten terapeuttis-
ten aineiden endogeeniseen kuljetukseen, jolloin ndmd ai-
neet tulevat kukin kuljetetuksi vaikutuskeskukseensa.
Edelleen nyttemmin on esitetty tietoja HSA:n osallistumi-

sesta prostaglandiinien kataboliaan.
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HSA:n synteesissid maksasoluissa muodostuu ensin
prekursoriyhdiste, prepro-HSA, joka sisdltdd 18 aminohap-
pojédanndstd kdsittavan signaalisekvenssin, joka ohjaa syn-
tyvdn polypeptidin eritysreitille. Témad signaalisekvenssi
lohkeaa pois, mahdollisesti kotranslationaalisen proses-
soinnin yhteydess&d, ennen proteiinin irtoamista endoplas-
tisesta retikulumista. T&ssd ensimmdisessd proteolyytti-
sessd pilkkoutumisessa saadaan preKursoriyhdiste pro-HSA: -
ta, joka vield sis&ltidi N-piidtyheksapeptidin (Arg-Gly-Val-
Phe-Arg-Arg), jota ei normaalisti esiinny kiertdvassa,
kypsdssd& HSA-muodossa.

Erds mahdollisesti Golgi-rakkuloissa sijaitseva
konvertaasi irrottaa propeptidin toisessa proteolyyttises-
sd vaiheessa pilkkomalla kypsdn HSA:n N-pddtyasparagiini-
happoon sitoutuneen heksapeptidin (Judah, J.D., ja Quinn,
P.L., Nature 271 (1987) 384-385; Bathurst, I.C., et.al.,
Science 235 (1987) 348-350). Harvinaisissa heterotsygoot-

tisissa yksildissd, jotka omaavat perinndllisen mutaation

propeptidisekvenssissd, ei-prosessoitu humaanialbumiini
voi Kuitenkin muodostaa puolet verenkierrossa esiintyvasta
kokonaisalbumiinimdarastd ja jopa albumiinimddrdn kokonai-
suudessaan erdissd ddrimmdisen harvinaisissa homotsygoo-
teissa (Takahashi, N., et.al., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A.
84 (1987) 7403-7407). Erdstd tdllaista varianttia Kkutsu-

taan nimelld proalbumiini Christchurch, ja se alkaa sek-
1

venssillad Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln —Asp+1, jossa substi-
tuutio Arg-l - Gln estdid talla tavalla mutatoidun propep-
tidin lohkeamisen (Brennan, S.0., ja Carrel, R.W., Nature
274 (1978) 908-909). Toisissa tunnetuissa varianteissa,
kuten proalbumiini Lille (Abdo, Y., et.al., FEBS Letters
131 (1981) 286-288) ja Takefu (Nagata et.al., Rinsho Byori
30 (1982) 791-796), N-paadtysekvenssi on vastaavasti Arg-
Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp ja Arg-Gly-val-Phe-Arg-Pro-Asp.

Kussakin ndistd tapauksista todettu mutaatio koskee emdk-

sistd aminohappojddnndsparia Arg-Arg, joka normaalisti
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edeltdd kypsadn humaanialbumiinin aminohapposekvenssid, ja
on seurausta yhden emdksen muutoksesta arginiinikodonissa
(Takahashi, N., et.al., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 84

(1987) 7403-7407).
Pilkkoutuminen emd8ksisen aminohappojd&nndsparin

jédlkeen on oleellinen piirre muidenkin proteiinien kypsy-
misessd, mukaanlukien peptidihormonien, neuropeptidien ja
muiden plasmaproteiinien kuin HSA:n (Douglass, 0., et.al.,
Annu.Rev.Biochem. 53 (1984) 665). Nyttemmin on julkistettu

tieto, jonka mukaan maksassa proalbumiinin albumiiniksi

pilkkova konvertaasi muistuttaa ilmeisesti hyvin likeises-

ti hiivan yscF-proteaasia (Bathurst, I.C., et.al., Science

235 (1987) 348-350). T&atd kalsiumista riippuvaista tioli-

proteaasia koodaa Saccharomyces cerevisiaen KEX2-geeni ja

kyseinen proteaasi on ilmeisesti sitoutunut Golgin laite
-membraaniin. Sen tiedetd&dn osallistuvan alfa-tekijaksi
kutsutun feromonin sek& tappajatoksiinin kypsymiseen, sil-
lda S. cerevisiaen KEX2-mutantit eivdt kykene pilkkomaan

vastaavia proproteiineja em#ksisen aminohappojdédnndsparin
Lys-Arg kohdalta (Julius, D.J., et.al., Cell 32 (1983)
839). Lisdksi voidaan osoittaa, ettd KEX2-geenin koodaama

hiivaentsyymi tunnistaa ja pilkkoo in vitro asianmukaises-

ti albumiinin normaalin prosekvenssin (Arg-Arg), mutta ei
pilko proalbumiinin Christchurch mutatoitua prosekvenssia
(Arg~Gln) (Bathurst, I.C., et.al., Science 235 (1987) 348-
350). Nyttemmin on kuvattu, ettd K. lactiksen KEXl-geeni
koodaa yscF-proteaasiin ndhden analogista konvertaasia
(Wesolowski-Louvel, M., et.al., Yeast 4 (1988) 71-81).
Tdmdn havainnon perusteella tutkittiin ndiden hiivojen

kykyd8 Kkypsyttdd rekombinanttihumaanialbumiini oikealla
tavalla ja erittdd se sitten kasvualustaan.

Albumiinin osuus maailman plasmaproteiinimarkki-
noista on 40 %. T&han tuotteeseen kohdistuva kaupallinen
mielenkiinto johtuu sen laajasta k&yttstd esimerkiksi

niinsanotuissa veritilavuuden laajentajissa verihukan kom-
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pensoimiseksi kirurgisten toimenpiteiden, onnettomuuksien,
verenvuotojen yhteydessd annoksina, jotka ovat useita
grammoja pdivasd ja yksil®d kohden.

Tahan asti HSA:ta on yleensd valmistettu tavanomai-
sia menettelytekniikoita kayttden verenluovuttajilta saa-
tua plasmaa fraktioimalla (Cohn, E.J., et.al., J.Am.Chem.-
Soc. 68 (1946) 459), jolloin vuotuinen plasman Kkulutus

maailmassa on ollut suuruusluokkaa 9,5 x 106 litraa. Sita

voidaan my®ds uuttaa ihmisen istukasta J.Liautaudin et.al.
[13. kansainvdlinen IABS-kongressi, Budapest: "Purifica-
tion of Proteins. Development of Biological Standard”
(suom. "Proteiinien puhdistus. Biologisen standardin ke-
hittédminen”), Karger (toim.) , Bale 27 (1973) 107] kuvaa-
man menetelm&n mukaan.

Geeniteknisten menetelmien sekd uusien uutto- ja
puhdistustekniikoiden kehittyminen on tuonut mukanaan mah-
dollisuuden saada parempia, puhtaampia ja stabiilimpia
tuotteita, jotka eivat sisdlla epdpuhtauksina virusaines-
osia (esim. hepatiitti-B, aids-virus), ja alhaisemmin kus-
tannuksin. Kuitenkaan toistaiseksi ei tunneta yhtaan gee-
niteknologian k&ayttdon perustuvaa menettelytapaa, joka
olisi riittdvdn tehokas ollakseen kaupallisesti kiinnos-
tava HSA:n tuottamista teollisessa mittakaavassa silm&lla-
pitden.

T&md& on seurausta pddasiassa siitd, ett8 ollaan
vailla tehokasta is&ntd/vektorijdrjestelmdd, joka mahdol-
listaisi albumiinin tuottamisen suurina m&&rin& siten,
ettd se on asianmukaisesti kypsynyt, tulee asianmukaisesti
eritetyksi, omaa oikeanlaisen terti&&rirakenteen sekd na-
tiivin humaanialbumiinin fysikokemialliset ominaisuudet.

Vaikka nisdkdssoluviljelmien kaytt6 wvaikuttaisi
ihanteelliselta wvalinnalta humaaniproteiinien ilmaisemi-
seksi, tdllaisen menettelytavan kustannukset ylitté8isivat
ndayttdvasti farmaseuttisiin tarkoituksiin k&aytetyn albu-

miinin t8mé&nhetkisen myyntihinnan (Klausner, A., Biotech-
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nology 3 (1985) 119-125). Koska t&ata tuotetta mdadrdtdan
yleensd useita grammoja kerrallaan ja yksikkohinta on al-
hainen, HSA:n biotekninen tuotanto vaikuttaa toteutuskel-
poiselta vain mikrobifermentointijarjestelmid kayttéden.
Tdh&n asti valtaosassa geeniteknisid kokeita kau-
pallisesti tarkeiden heterologisten proteiinien tuottami-
seksi mikrobiologisin Kkeinoin on is&ntdorganismina kady-
tetty Escherichia colia. Vaikka tdllainen menettelytapa
on vaikuttanut tyydyttdvalta lukuisten heterologisten pro-
teiinien kohdalla, erilaiset yritykset HSA:n tuottamiseksi
tatd organismia kdyttden ja taloudellisesti hyvdksyttéavis-
sd olosuhteissa ovat olleet vain osittain menestyksekkdi-

ta.

Eras p&dasiallinen E. colin kdyttodén liittyva hait-
tatekijd on, ettd ta&md@ bakteeri ei yleensd kykene eritta-
mdadn muodostuneita heterologisia proteiineja kasvualus-
taan, jolloin ne keraantyvat yhteen soluosastoon. Talloin
haluttu proteiini joudutaan erottamaan soluaineksesta,
mikd johtaa monimutkaisiin ja hinnaltaan kalliisiin menet-
telyihin. Lisdksi E. coli tuottaa endotoksiineja ja pyro-
geeneja, jotka saattavat kontaminoida muodostuneet pro-
teiinit. Tamén vuoksi puhdistuksessa joudutaan kiinnitta-
m&dn runsaasti huomiota endotoksiinij@dmien poistamiseen
lopputuotteesta, erityisesti jos t&td aiotaan kdyttaa
lid&dketuotteena.

Erittyvat proteiinit menettdvadt useassa tapauksessa
taitonsa laskostua oikealla tavalla, jos ne syntetisoitu-
vat ja Kerddntyvadt sytoplasmaan. Yleensd ottaen eritys on
valttdmdtdn, jotta esimerkiksi HSA:ssa esiintyvien disul-
fidisidoksien muodostuminen olisi mahdollista. Koska E.
colissa tuotettu HSA ei erity, se tulee ndin muodoin saos-
tetuksi solunsisdisesti ei-liukoiseen muotoon (Latta, M.,
et.al., Bio/Technology 5 (1987) 1309-1314). T&aten baktee-

risoluista uuttamisen jalkeen proteiini joudutaan denatu-

roimaan ja sitten j&dlleen renaturoimaan in vitro.
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Edelleen E. colista puuttuu solumekanismi, joka
mahdollistaisi eukaryoottisille organismeille, mukaanlu-
kien hiivat ja ihminen, spesifisten transkription ja
translaation jdlkeisten modifikaatioiden suorittamisen.
HSA:n kohdalla vaikuttaa olevan vaikeata indusoida E. coli
ilmaisemaan tyydyttavassa maarasssd luontaista HSA-prekur-
soria, eli prepro-HSA:ta. Lisdksi keinotekoiset albumii-
nit, joissa HSA:n rakennegeeni on fuusioitu bakteeriperdi-
sistd pac- tai ompA-geeneistd saatuihin erityssignaalei-
hin, tulevat yleensd ep&ataydellisesti prosessoiduiksi
(ibid.). Edelleen HSA:n ilmaisu vailla prepro-sekvenssid,
eli muodossa Met-HSA, osoittaa, ettei E. colin metioniini-
aminopeptidaasi (MAP) leikkaa N-pdddyn metioniinijdanndsta
(ibid.; EP-hakemusjulkaisu 198 745; julk. 22.10.1986). T&a-
ten E. coli -perdistd HSA:ta ei voidan saada kypsdssd muo-
dossa in vivo, jolloin sitd joudutaan modifioimaan in vit-
ro trypsiinilld pilkkomalla fagiperdisen johtosekvenssin
leikkaamiseksi denaturoinnin ja renaturoinnin in vitro
jadlkeen (EP-hakemusjulkaisu 236 210, julk. 09.09.1987).

Mitd tulee muihin bakteeri-isdntiin, viime aikoina
on julkistettu HSA:n eritystd Bacillus subtiliksessa kos-
kevia tutkimuksia (Saunders, C.W., et.al., J.Bacterijiol.
169 (1987) 2917-2925). Vaikka tdmd tutkimus osoittaa, etta

prokaryoottisella organismilla, Kuten B. subtiliksella,

on periaatteessa kyky erittdd korkean molekyylipainon
omaavia humaaniproteiineja kuten HSA:ta, se osoittaa niin-
ikddn, ettd eritykseen kasvualustaan pddstdsdn vain kayt-
tdamidlla B. subtilis -protoplasteja, eli bakteerisoluja,
joiden normaali soluseinad on hajotettu entsyymikdsittelyl-
la. Lisdksi modifioidun HSA:n prosentuaalinen osuus on
kddntiden verrannollinen muodostuneeseen proteiinimd@draan:
jos ilmaisutaso on korkea, valtaosa rekombinantti-HSA:sta
on epdkypsdssd muodossa (ibid.). Niinik&dn ei ole julkais-

tu mitd&n B. subtiliksessa tuotetun rekombinantti-HSA:n

fysikokemiallisia ominaisuuksia koskevia tietoja. Lisdksi
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tdssd mikro-organismissa saadaan hyvin alhainen HSA-eri-
tystaso verrattuna viljelmadsupernatantissa todettaviin
HSA-md&riin immunologisia menetelmid kdytettdessd (EP-ha-
kemusjulkaisu 0 229 712 A2, julk. 22.07.1987).

Kiinnostava vaihtoehto bakteeri-isa&ntien kdytdlle
heterologisten proteiinien valmistamiseksi on eukaryoot-
tisten mikrobij&rjestelmien kuten hiivojen tai homeiden
kdyttd. Itse asiassa ndmd organismit omaavat kaikki niité
monimutkaisemmissa eukaryoottisissa organismeissa kuten
nisdkdssoluissa esiintyvidt rakenteeseen ja soluorganisaa-
tioon liittyvdt ominaispiirteet. Erityisesti hiivat kyke-
nevdt suorittamaan monien proteiinien aktiivisuudelle mer-
kitykselliset transkription ja translaation j&lkeiset mo-
difikaatiot. Lisdksi hiivat ovat hyvin yleisi& teollisen
mittakaavan tuotantoprosesseissa, niitd voidaan kasvattaa
korkeiksi solutiheyksiksi, ne eivdt ole patogeeneji, eivit
tuota endotoksiineja ja niitd on kdytetty elintarviketeol-
lisuudessa ammoisista ajoista 1ldhtien. Lopuksi wvastoin
kuin nis&dk&ssolujen kohdalla, hiivojen geneettinen mani-
pulointi on helppoa ja perinteisen genetiikan sekd mole-
kyyligenetiikan piirissé& on tuotettu runsaasti tdhidn liit-
tyvad informaatiota.

Ilmaisulla "hiiva" tarkoitetaan usein Saccharomyces

cerevisiaetd, eli leipomohiivaa, joka on yksi tavallisim-

mista ja parhaiten tunnetuista hiivalajeista. T&dstid eteen-
pdin Kyseisessd tekstissd todetaan ilmaisun "hiiva" tar-
koittavan muitakin sukuja, jolloin merkitys ei rajoitu
lajiin S. cerevisiae.

Prepro-HSA:n ilmaisu kelatiinipromoottorin s&&telyn

alaisena on osoitettu S. cerevisiaessd, jolloin korkein

saatava ilmaisutaso on noin 1 % kokonaisproteiinista
(Etcheverry, T., et.al., Bio/Technology 4 (1986) 726-730).

Kuitenkin tdssd tutkimuksessa kuvattu HSA-vastaisten vas-

ta-aineiden tunnistama materiaali pysyy soluliitteisens,

eikd siten tule todella kuljetetuksi viljelmdsupernatant-
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tiin. Lisdksi tdlle rekombinanttiproteiinille ei ole jul-
kistettu yksityiskohtaista karakterisointia.

HSA:n tuottamisesta leipomohiivassa fermentoinnin
jalkeisella prosessilla oluenpanon yhteydessd on niinikaan
raportoitu (EP-hakemusjulkaisu 0 201 239, julk. 12.11.
1986). Tdssdkddn yhteydessd ei ole Kkuvattu tuotteeseen
liittyvid kvantitatiivisia tai kvalitatiivisia seikkoja.
Lisdksi t&ma& prosessi johtaa Met-HSA:n ilmaisuun, jolloin
mainittu on siis HSA-alleeli, jonka sekvenssi alkaa amino-
hapolla metioniini juuri ylavirtaan kypsédn albumiinin sek-
venssistd. Signaalisekvenssin puuttuminen sulkee pois re-
kombinantti~HSA:n erityksen ja kypsymisen, ja johtaa so-
lunsisdisen albumiinin kerddntymiseen, jonka tertiddrira-
kennetta ei tunneta. Lis&ksi N-padtymetioniinin puuttumis-
ta lopputuotteesta ei ole osoitettu.

Kyseinen keksintd kuvaa geenimanipuloitujen, modi-
fioitujen hiivakantojen tuottamista, joita voidaan kasvat-
taa massatuotantoviljelmiss&@ ja jotka kykenevdt tehokkaas-
ti tuottamaan ja eritté@m&an kasvualustaan HSA:ta natiivis-
sa konformaatiossa.

Edullisessa ilmaisujdrjestelmdssad kdytetddn Kluyve-

romyces-suvun hiivoja isé@ntind sekd luontaisesta K. mar-

xianus var. drosophilarum -plasmidista pKDl saatuja vek-

toreita.

Lis&ksi albumiinin tuottamiseksi suoritetuissa tut-
kimuksissa on paljastunut tiettyjen pKDl-sekvenssien arvo
ja merkitys niitd@ sisdltdvien ilmaisuplasmidien teholle
ja erityisesti stabiilisuudelle.

Kyseinen keksintd koskee tdten myds ndiden oleel-
listen pKDl-ainesosien kaytt6d muidenkin proteiinien kuin
albumiinin ilmaisemiseksi, erityisesti kudosplasminogeeni-
aktivaattorin (tPA:n), metalloproteaasi-inhibiittorin
(TIMP:n) ja interleukiinien, esim. interleukiini-1f:n (Il-
1B:n) ilmaisemiseksi, jotka proteiinit tulee katsoa vain

liittyviksi esimerkeiksi sen osocittamiseksi, ettd pKD1-
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plasmidijohdannaisten kdyttd on luonteeltaan "yleista",
eli etta se tuskin, jos laisinkaan, on riippuvaista niiden
proteiinien luonteesta, joiden ilmaisuun ja/tai eritykseen
pyritdan.

Kluyveromyces-suvun hiivat ja erityisesti K. mar-

xianus (mukaanlukien var. lactis ja marxianus, joihin t&s-
td eteenpdin viitataan nimilla K. lactis ja K. fragilis)
ovat t&rkeitd organismeja, joiden Kkaupallinen merkitys

biotekniikan teollisuuden piirisséd on huomattava. K. lac-
tista ja K. fragilista kdaytetddn esimerkiksi entsyymin
laktaasi (B-galaktosidaasi) kaupallisessa tuotannossa.
N&8md hiivat kykenevd&t kasvamaan herassa, joka on meijeri-

teollisuuden pd&dasiallinen sivutuote. Useita Kluyveromy-

ces~-kantoja kaytetdadn "yksisoluproteiinin" (SCP:n) tuot-
tamiseksi suuressa mittakaavassa, jolla mainitulla pro-
teiinilla on huomattava merkitys karjarehuna. Lopuksi

Kluyveromyces-suvun organismeja esiintyy niinsanotulla

GRAS-listalla (Generally Recognized As Safe), mika on tar-
ked ndkokohta farmaseuttista laatua edustavien tuotteiden
tuotannon kannalta.

Geenimanipulointitekniikoita Kluyveromyces'lle on

kehitetty vasta viime aikoina. T&midn organismin kanssa
kadytettdviksi on kuvattu kolmen tyyppisid kloonausvekto-
reita: .

i) integroituvat vektorit, jotka sisdltavat Kluyve-
romyces-genomin eri alueisiin ndhden homologisia sekvens-
sejd, ja jotka soluihin vietyind integroituvat Kluyvero-
myces-kromosomeihin in vivo -rekombinaation vadlityksell&.
Integroitumiseen, joka on hyvin harvinainen, tehokkaan
valikointimerkin ldsndoloa edellyttédvd tapahtuma, pddstdén
silloin, kun ndmd vektorit eividt sisdllid itsendisen toi-
siintumisen solussa mahdollistavia sekvensseja. Taman j&r-
jestelmdn etu on transformoitujen kantojen stabiilisuus,
eli se, ettd niitad voidaan kasvattaa tavanomaisessa ravin-

netuessa, jolloin integroituneiden sekvenssien sdilyttdmi-
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seksi ei edellytetd valikointipaineen 1l&sn&doloa. Huono
pucli on kuitenkin se, ettd integroidut geenit esiintyvat
vain kertaalleen tai parhaassakin tapauksessa vain alhai-
sena Kopiomddridnd solua kohden. Tamd alhainen geeniannos-
taso johtaa usein heterologisen proteiinin muodostumiseen
vain pienind madring.

ii) toisiintuvat vektorit, jotka sisdltdvat Kluy-

veromyces sp. -Kromosomi-DNA:sta perdisin olevia itsendi-

sesti toisiintuvia sekvenssej& (ARS:id) (Das, S., ja Hol-
lenberg, C.P., Current Genetics 6 (1982) 123-128; PCT-ha-
kemusjulkaisu WO 83/04050, julk. 24.11.1983; PCT-hakemus-
julkaisu WO 83/04051, julk. 24.11.1983). N&iden vektorien

mielenkiintoarvo on wvain kohtuullinen, koska niiden ja-

kaantuminen mitoosissa on hyvin epdhomogeeninen, mik& joh-
taa niiden taajaan menetykseen soluista silloinkin, Kkun
viimemainittuja kasvatetaan valikointipaineen lasn&olles-
sa.

iii) toisiintuvat vektorit, jotka on saatu luontai-
sesti esiintyvistd hiivaplasmideista, joko lineaarisesta
tappajaplasmidista pGKl-1l:std (kl:std), joka on eristetty
K. lactiksesta (de Louvencourt, L., et.al., J.Bacteriol.
154 (1982) 737-742; EP-hakemusjulkaisu O 095 986; julk.
07.12.1983), tai ympyrd&n muotoisesta plasmidista pKD1,

joka on eristetty K. marxianus var. drosophilarum -orga-
nismista (EP-hakemusjulkaisu 0 241 435 A2, julk. 14.10.-

1987). Lineaarisesta tappajaplasmidista peraisin olevia

toisiintuvia sekvenssejd sisdltdvdt vektorit eivdt ole
kdyttdkelpoisia heterologisten proteiinien massatuotannos-
sa, koska niiden yll&pitamiseksi tarvitaan erityisravin-
nekasvualusta ja koska ne menetetdsdn 40-99 %:ssa tietyn
solupopulaation soluja vain 15 solupolvessa, jopa vali-
kointipaineen l&sndollessa (EP-hakemusjulkaisu 0 095 986,
julk., 07.12.1983). Tehokkain t&han mennessa kuvattu vek-

torijarjestelmda Kluyveromyces-suvun transformoimiseksi

saadaan endogeenisestd plasmidista pKDl: pKDl-sekvenssin
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kokonaisuudessaan sis&ltdvid rakenteita voidaan siirtaa
hyvé&lla siirtotiheydelld, ne esiintyvdt solua kohden 70-
100 kopiona ja mikd tdrkeintd, ne ovat verraten stabiileja
ei-valikoivissa olosuhteissa. Kuitenkin EP-hakemusjulkai-
sussa 0 241 435 kuvattujen vektorienkin kdyttokelpoisuus
rajoittuu tutkimussovellutuksiin, koska teollisen mitta-
kaavan fermentoinneissa plasmidin edellytet&dn olevan sta-
biili ainakin 40 solupolven ajan. Tehokkainkin EP-hakemus-
Julkaisussa O 241 435 Kkuvattu vektori (P3) menetetddn noin
70 %:ssa tietyn solupopulaation soluja vain kuudessa solu-
polvessa ei-valikoivassa kasvualustassa (EP-hakemusjulkai-
su 0 241 435 A2, julk. 14.10.1987). Vaikka on teknisesti
mahdollista yllapitdad valikointipainetta suuren mittakaa-
van fermentoinnissa, valikoivan kasvualustan kaytté johtaa
usein huomattavasti alentuneeseen solutiheyteen ja edel-
lyttad tarkkaan madriteltyjen kantojen kayttoda, mika te-
kee t&dstd l&hestymistavasta vdhemmdn kiinnostavan ja kal-
liin. Lis&ksi EP-hakemusjulkaisussa 0 241 435 ei esiteta
yhtdkddn esimerkkid kaupallisesti kiinnostavan heterologi-
sen proteiinin ilmaisemisesta. Itse asiassa ainoa "hetero-
loginen" geeni, jonka osoitetaan tulevan ilmaistuksi
PKD1l:std perdisin olevista vektoreista, on hiivan S. cere-

visiae URA3-geeni. Tdten on toistaiseksi toteen niyttamit-

td, ettd ei-hiivageenin, esim. nis&k&sperdisen geenin,

vieminen pKDl:een ja sen yli-ilmaisu Kluyveromyces'ssd ei

johda plasmidin lisd&ntyneeseen epdstabiilisuuteen.
Kyseisen keksinndn erds p&dmdard on sellaisten uu-
sien ilmaisuvektorien tuottaminen, jotka kykenevdt trans-

formoimaan Kluyveromyces-suvun hiivoja ja joiden stabii-

lisuusominaisuudet ovat merkittdvdsti paremmat kuin kuvat-
tu EP-hakemusjulkaisussa 0 241 435. Tullaan osoittamaan,
ettd kyseisessd keksinnossa kuvatut uvudet rakenteet tule-
vat yllapidetyiksi korkeana kopiolukuna 85-90 %:ssa soluja
50 solupolvea kasittavdssa viljelyssd ei-valikoivassa kas-
vualustassa. Taten on mahdollista tuottaa heterologisia
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proteiineja stabiileista monikopiovektoreista kdsin Kdyt-

téden teollisia Kluyveromyces -suvun kantoja, joita on k&y-

tetty jo vuosien ajan niiden optimaalisten kasvuominai-
suuksien vuoksi sekd korkeiden solutiheyksien vuoksi, joi-
hin niitd& kayttdmdlld on mahdollista padsta.

Kyseinen keksintd koskee erityisesti menetelmda
spesifioidun proteiinin valmistamiseksi, jonka menetelmén

mukaan kasvualustassa viljelladdn Kluyveromyces-suvun hii-

vaa, joka on transformoitu ilmaisuplasmidilla, joka késit-
tda:
- geenit A, B ja C plasmidista pKD1, .

plasmidin pKDl k&dnteiset toistot (IR),

- pKDl:n stabiilisuuskeskuksen

- pKDl:n toisiintumisalkukohdan ja ilmaisukasetin,
joka sisdltdd sanotun proteiinin rakennegeenii koodaavan
DNA:n ensinmainitun ilmaisun sanotussa hiivassa sallivien
sekvenssien sd&telyn alaisena,

- transformoidun hiivan valikointimerkin

- ja valinnaisesti Escherichia coli -toisiintumis-

alkukohdan ja -valikointimerkin.

Kyseisessd Keksinndssad kuvattujen vektorien kor-
keaan stabiilisuuteen on pddsty hyddyntamdlld tdydellises-
ti plasmidin pKD1l ominaisuudet. pKDl-perdiset vektorit
poikkeavat kaikista muista tunnetuista Kluyveromyces~vek-

toreista sik&dli, ettd ne sisdltdvat erikoistuneen toisiin-
tumisjdrjestelmdn, joka huolehtii plasmidin stabiilista
ylldpidosta korkeana kopiolukuna. Toisiintumisalkukohdan
ohella t&md jarjestelmd kisitt&dd kaksi kddnteistid toistoa,
joista kummankin pituus on 346 nukleotidia, seka kolme
avointa lukualuetta (geenit A, B ja C), jotka ovat plas-
midiin kiintedsti kuuluvia osia (Chen, X.J., et.al., Nuc-
leic Acids Research 14 (1986) 4471-4481). Naiden toisiin-

tumis~ ja stabiilisuusrakenneosien, geenien A, B ja C seka

kddnteisten toistojen (IR) s&dilymisen seurauksena saadaan

mitoosissa hyvin korkeata stabiilisuutta osoittavia vek-
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toreita. Analogisesti eniten tutkittuun j&rjestelmddn nah-

den, eli rakenteellisesti samankaltaiseen S. cerevisiaen

2 p plasmidi -jarjestelmd&dn, kahden naistad geeneistd (B
ja C) koodaamat proteiinit osallistuvat todennakodisesti
plasmidin jakaantumiseen mitoosissa, ja ne saattavat osal-
listua paikkaspesifistda rekombinaasia koodaavan geenin A
negatiiviseen s#ddtelyyn (FLP; Futcher, A.B., Yeast 4
(1988) 27-40). FLP-valitteisen 2 p -DNA:n ké&anteisten
toistojen védlisen rekombinaation on osoitettu muuttavan
plasmidin normaalin toisiintumistavan (2 p -plasmidien
yksi kahdentuminen/solujakaantuminen) vierivdksi, ympyréan
kehdlld etenevan tyyppiseksi toisiintumismuodoksi (kopio-
luvun vahvistuminen noin 50 kopioon solua kohden; ibid.).
Tdmd muutos normaaliin toisiintumistapaan indusoituu vé-
littomdsti plasmidin kopioluvun laskiessa liian alhaiseksi
sallimaan riittévien mddrien geenien B ja C tuotteita muo-
dostumisen, jolloin ndmd tuotteet toimivat FLP-rekombinaa-
sia koodaavan A-geenin repressoreina. Taman mekanismin
valitykselld 2 u:n (ja hyvin todenndkdisesti rakenteelli-
sesti samankaltaisten plasmidien kuten pKDl:n) kopioluku
pysyy korkeana itsesddtelyn omaisella ja valikointimerkin
lasndolosta riippumattomalla tavalla.
EP-hakemusjulkaisussa 0 241 435 aiemmin julkistetut
vektorit sisadltavat joko vain osan pKDl:std (Al5) tai si-
sdltdvat keskeytetyn geenin A (Pl ja P3, joissa PstI-kloo-
nauskeskus sijaitsee A-geenin koodisekvenssialueella (EP-
hakemusjulkaisu 0 241 435 A2, julk. 14.10.1987), jolloin
itsesddtdinen toisiintumisjdrjestelmd, joka on yksi ehyené
lédsndolevan plasmidin pKD1 tunnuspiirteistd, tuhoutuu.
Sitd vastoin kyseisessd keksinnossd kuvatuissa pKDl-plas-
midirakenteissa jdtetddn kajoamatta pKDl:n kaikkien t&r-
keiden avoimien lukualueiden funktionaaliseen yhten&isyy-
teen. Ta&mdn seurauksena alla kuvattujen plasmidien stabii-
lisuus on huomattavasti parempi kuin plasmidien P1 ja P3,
ja ndiden uusien vektoreiden kopioluvut s&dilyvat korkeina

solupopulaatiossa kauttaaltaan.
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Kyseisessd Kkeksinndssd ilmaisua "HSA" kdytetaan
merkitsemdin mitd tahansa humaaniperdistd seerumialbumii-
nia tai mita tahansa hiivasoluista eristettyd@ ja saman
aminohapposekvenssin, saman terti&drirakenteen ja samat
fysikokemialliset ominaisuudet, kuin humaaniper&inen na-
tiivi HSA, omaavaa proteiinia. Lis8ksi "HSA-varianttien”
ymmdrretddn merkitsevdn luontaisia variantteja sekd mole-
kyyvlejd, jotka omaavat saman aktiivisuuden kuin HSA, mutta
joissa sen ollessa tarkoituksenmukaista kyseisen aktiivi-~
suuden kannalta epdoleellisia alueita on typistetty.

Kyseinen Keksintd koskee sellaisten uusien vekto-
rien muodostamista geeniteknologisin keinoin, jotka mah-
dollistavat HSA:n tuottamisen helposti puhdistettavassa
muodossa hiivasoluja eukaryoottisena mikrobi-is&nténa
kdyttden. Tuotantomenetelmidn erds piirre on kypsédn, natii-
vin HSA:n tehokas erittyminen sanottujen hiivojen kasvu-
alustaan, mika helpottaa huomattavasti saadun rekombinant-
tiproteiinin puhdistusta. HSA-tuotantoon pddstddn kasvat-
tamalla hiivoja, jotka on transformoitu rekombinanttiplas-
midilla, joka Kk&sittdd sanotussa isdnndssd tehokkaasti
toimivan transkription ja translaation aloitusalueen seké
HSA:ta koodaavan avoimen lukualueen, jota edeltdd rekom-
binanttiproteiinin sanottujen hiivojen eritysreitille oh-
jaava erityssignaali.

Kyseisen keksinntn mukaan uudet rakenteet kadsitta-
vat HSA:n rakennegeenin tai sen jonkin variantin sisdlta-
vid ilmaisukasetteja. N&m&d rakenteet valmistetaan taval-
lisesti tarkoituksenmukaisia vektoreita kdyttden vaiheit-
tain edeten, kunnes ilmaisulle, eritykselle tai plasmidin
yvlladpidolle oleelliset rakenneosat on yhdistetty muodos-
tamaan vektori, joka voidaan sitten viedd yhteen tai
useampaan madriteltyyn isd@nt&&n halutun proteiinin ilmai-
semiseksi ja erittd@miseksi. Kaytetyt isdnnadt ovat eukary-
oottista alkuperd&d, erityisesti hiivoja, etenkin suvun

Saccharomyces- tai Kluyveromyces-hiivoja ja edullisesti
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laji Kluyveromyces marxianus mukaanlukien sen Kaikki muun-

nokset, erityisesti K. marxijianus var. lactis. T&ten kysei-
sen keksinndn mukaan valmistettavat ja kuvatut rakenteet
ovat esimerkkien piirissd mikrobiologista alkuperdad ole-
vissa eukaryoottisissa organismeissa, mutta edullisesti
ne viedddn Kluyveromyces-sukuun.

Nimenomaisesti Kk&aytetyt Kkannat ovat edullisesti
teollisia kantoja, jotka ovat stabiileja, jotka kasvavat

korkeiksi solutiheyksiksi sopivassa kasvualustassa ja joi-

den tuotantotaso on korkea.

Kannoista, jotka voidaan transformoida pKDl-pohjai-
silla plasmideilla, tulkoot nimenomaisesti mainituiksi
lajien K. wickerhamii, K. waltii kannat ja erityisesti K.
marxianus var. bulgaricus (K. bulgaricus), K. marxianus
var. drosophilarum (K. drosophilarum), K. marxianus var.

marxianus (K. fragilis) ja K. marxianus var. lactis (K.
lactis).

HSA:ta koodaava sekvenssi voidaan saada usealla
tavalla, jolloin yksinkertaisin tapa on eristdd ldhetti-
RNA:ta ihmisen maksasta ja syntetisoida siitd Kkopioita
komplementti-DNA:n (cDNA:n) muodossa. Kloonattuja sekvens-
sejd voidaan sitten modifioida eri menetelmid kayttden,
kuten in vitro paikkaohjautuvaa mutatointia, primerilaa-
jennusta, restriktioentsyymeilld pilkkomista, adaptorisek-
venssin insertointia tai ligatointia oligodeoksinukleoti-
diliittdjiin. Koodisekvenssi voidaan mukailla esimerkiksi
hiivan ensisijaisen kodonikdyt&nndén mukaiseksi proteiini-
synteesin (translaation) tehokkuuden sanotussa isdnnidssda
optimoimiseksi.

Proteiinisekvenssin N-pddtyyn voidaan liitt&d sig-
naalipeptidi (pre-sekvenssi) syntyvadn proteiinin ohjaami-~
seksi isdntdsolun eritysreitille. T&m& pre-sekvenssi voi
vastata proteiinin, erityisesti albumiinin, luontaista N-
pddtyjohtosekvenssiid, tai se voi olla perdisin muusta lah-
teestd, esimerkiksi se voidaan saada hiivageeneistd, kuten

alfa-feromonia tai tappajatoksiinia koodaavista geeneistd.
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Edelleen kypsdn albumiinin erityissignaalisekvens-
sin ja koodisekvenssin wvaliin voidaan sijoittaa muuta
peptidilaajennusta koodaava pro-sekvenssi. Tamd pro-sek-
venssi lijtetd&dn tavallisesti koodisekvenssiin spesifisen
proteaasin ainakin kaksi emdksistd aminohappojd&idnndsta,
edullisesti Lys-Arg tai Arg-Arg, kéasittdvassd pilkkomis-
keskuksessa.

Ilmaisukasetti k&sitt&dd koodisekvenssin 5'-pddtyyn
liitettynd transkription ja translaation aloitusalueen
sanotun sekvenssin transkription ja translaation ohjaami-
seksi ja sddtelemiseksi. Naiden promoottorialueiden valin-
ta on riippuvainen ké&ytetystd& nimenomaisesta isdnndsta.
N&m& sekvenssit valitaan yleensd hiivageeneistd peréisin
olevista promoottoreista. Erityisen kiinnostavia ovat tie-

tyt, Saccharomyces- tai Kluyveromyces-tyypin hiivan glyko-

lyyttisistd geeneistd saadut promoottori- ja/tai pdatos-
alueet, kuten geeneistd, jotka koodaavat fosfoglyseraat-
tikinaasia (PGK:ta), glyseraldehydi-3-fosfaattidehydroge-
naasia (GDP:t&d), enolaaseja (ENO), alkoholidehydrogenaa-
seja (ADH), tai promoottori- ja/tai pd&atdsalueet, jotka
ovat perdisin muista voimakkaasti ilmaistuksi tulevista
geeneistd, kuten laktaasin (LAC4:n), happaman fosfataasin
(PHO5:n) tai vastaavien geeneistd. Nditad sddtelyalueita
voidaan modifioida, esimerkiksi in vitro mutatointia kayt-
tden, lis&d&dmdlld muita sdidtelyosia tai synteettisid sek-
venssejd tai deletoimalla. Esimerkiksi voidaan kayttada
transkriptiota sddtelevid rakenneosia, kuten\niinsanottuja
UAS- (Upstream Activating Sequences) sd&telyosia, jotka
ovat perdisin jostain muusta promoottorista, esim. S. ce-
revisiae GAL10 - tai K. lactis LAC4 -geenipromoottoreista,

hybridipromoottorien rakentamiseksi, joita kédyttdm&lla

hiivaviljelmdn kasvufaasi pystyt&@&n erottamaan heterologi-
sen geenin ilmaisufaasista kaytetyn hiilildhteen mukaan.
Koodisekvenssin 3'-p&ddtyyn sijoitetaan suunnitellussa
isdnnidssd funktionaalinen transkription ja translaation

paatodsalue.
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Ndin rakennettu ilmaisukasetti fuusioidaan yhteen
tai useampaan merkkiin, joiden avulla transformoitu is&nta
voidaan valikoida. Edullisia hiivamerkkeja ovat dominoivat
merkit, eli merkit, jotka tuottavat vastustuskyvyn jolle-
kin antibiootille, esim. genetisiinille (G418) ilmaistaes-
sa sanotussa hiivassa bakteeritransposonin Tn803 aph(3')-
I-geeni (aph), tai jollekin muulle myrkylliselle yhdis-
teelle kuten kupari-ioneille, jolloin viimemainittuja voi-
daan kdyttda erityisestd isédntaéspesifisyydestd riippumat-
ta. Namd geenit sijoitetaan kyseisessd is&nndssa sopivien
transkriptio~ ja translaatiosignaalien sddtelyn alaisiksi.
On niinik&an mahdollista kayttdd auksotrofeja komplemen-

toivia merkkeja kuten S. cerevisiaen URA3- tai LEU2-geeni.

Ilmaisukasetin ja valikointimerkin muodostamalla
rakennekokonaisuudella voidaan joko transformoida isanta
suoraan tai ensinmainittu voidaan insertoida toisiintuvaan
vektoriin. Jos kdytetdé&n suoraa transformointia, t&hé&n
rakennekokonaisuuteen fuusioidaan kromosomissa tai ldsné-
olevassa plasmidissa esiintyviin alueisiin ndhden homolo-
gisia sekvenssejid. Ndmd sekvenssit sijoitetaan ilmaisuka-
setin molemmin puolin, jolloin ne indusoivat insertoitu-
misen homologiseen keskukseen in vivo rekombinaatiossa.
Ilmaisukasetti voidaan niinik&&n yhdist&d sanotussa isén-
ndssd funktionaaliseen toisiintumisjédrjestelmddn. Kluy-

veromyces'lle edullinen toisiintumisjdrjestelm&8 saadaan

plasmidista pKD1l, joka alunperin eristetddn lajista K.
drosophilarum (Falcone, C., et.al., Plasmid 15 (1986) 248-
252; Chen, X.J., et.al., Nucleic Acids Research 14 (1986)

4471-4481). Saccharomyces'lle edullinen toisiintumisjé&r-

jestelmd8 saadaan hiivan 2 p -plasmidista. Ilmaisuplasmidi
vol sisdlt88 sanotut toisiintumisjérjestelmdt kokonaisuu-
dessaan tai osia niistd, tai ilmaisuplasmidissa on voitu
yvhdistd8 seka pKDl:std ettd 2 p ~-plasmidista saatuja osia.
Edullisia ovat rakenteet, jotka sisdltdvadt plasmidin pKD1

sekvenssin kokonaisuudessaan, silloin kun kyseessd on il-
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maiseminen Kluyveromyces'ssd. Erityisesti edullisia ovat

ne rakenteet, joissa vierassekvenssien insertoinikeskus
pKDl:ssid sijaitsee SacIl-keskuksen (asema 4714 pKDl:n B-
muodossa; Chen, X.J., et.al., Nucl.Acids Res. 14 (1986)

4471-4481) ja MstI-keskuksen (asema 154 pKDl:n B-muodossa;
ibid.) valiselld 197 bp:n alueella tai on jompikumpi néais-
td kahdesta keskuksesta, tai vaihtoehtoisesti plasmidin
pKD1l SphlI-keskus.

Kitevammin plasmidi voi olla sukkulavektori: sel-
laisena se voidaan siirtdd bakteeri-isdntaan kuten E. co-
liin, jossa sitd on eri rakennusvaiheissa helpompi ka&asi-
telld kuin hiivassa. Tdssd tapauksessa tarvitaan kyseises-
s& bakteeri-is&@nndssd funktionaalinen toisiintumisalkukoh-
ta ja wvalikointimerkki. On samoin mahdollista sijoittaa
ilmaisuvektorissa yksittédin esiintyvat restriktiokeskukset
siten, ettd ne sivuavat bakteerisekvenssejd. Ndin baktee-
riperdinen toisiintumisalkukohta voidaan eliminoida pilk-
komalla ja uudelleenligatoida vektori ennen sen kidyttoa
hiivasolujen transformoinnissa, jolloin ehka pddstédan kor-
keampaan plasmidin kopiolukuun ja sen parempaan stabiili-
suuteen. Voidaan kdayttda esimerkiksi ké&atevid keskuksia
kuten 5'~GGCCNNNNNGGCC-3' (Sfil) tai 5'-GCGGCCGC-3'(Notl),
koska ne ovat hiivassa erittdin harvinaisia ja yleensa
eivat esiinny ilmaisuplasmidissa. Ndm& keskukset wvoidaan
viedd vektoriin oligodeoksinukleotidi-ohjautuvalla mutaa-
tiolla, tai lisdamalld spesifisid oligodeoksinukleotidi-
l1iittdjida tai -adaptoreita.

Vaikka kyseisessd kuvauksessa viitataan toistuvasti
humaanialbumiiniin, plasmidista pKD1l oikeaoppisesti saatu-
ja vektoreita hyodyntdvda menettelyd voidaan soveltaa al-
bumiineihin, interleukiineihin, tPA:han, TIMP:hen ja mui-
hin proteiineihin, joille on edullista tulla ilmaistuik-
si/eritetyiksi sanotuissa hiivoissa.

Koodisekvensseistd, joita voidaan ilmaista, mainit-

takoon erityisesti:



10

15

20

25

30

35

19

I1-18
prepro-HSA
Met-HSA
prepro-tPA
Met-tPA ja
TIMP.

Sitten kun vektorin rakentaminen on saatettu paa-
tbkseen, se viedddn haluttuun isantddn. Erilaisia suori-
tusjdrjestelyjé& transformoinnin suorittamiseksi hiivoissa
on kuvattu (Sherman, F., et.al., "Methods in Yeast Gene-
tics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1986). Transformantteja voidaan sitten kasvattaa so-
pivassa kasvualustassa halutun tuotteen tuottamiseksi.

Jos haluttu tuote on erittyvd, se voidaan puhdistaa
eri tavoilla viljelm&supernatantista. Se voidaan kylmé-
saostaa, tai uuttaa affiniteettikromatografiaa, elektrofo-
reesia tai muuta tavanomaista tekniikkaa k&yttden. Eritty-
nyt proteiini voidaan ottaa talteen panosviljelmdstd tai
jatkuvasta viljelmasta.

Seuraavat esimerkit esitetddn ilman rajaavaa tar-
koitusta, ja ne havainnollistavat keksinnén erityisi& suo-
ritusmuotoja ja tiettyja etuja.

Kuvioissa esitettyjd kaaviokuvia plasmideista ei
ole piirretty mittakaavassa ja vain rakenteiden kannalta
merkitykselliset restriktiokeskukset on esitetty.

Kuvio 1. Plasmidin pXL276 rakentaminen; plasmidi
sisdltdd8 kokonaisuudessaan Met-HSA:ta koodaavan sekvens-
sin, joka on saatu ihmisen maksasta eristetystd poly(A)-
mRNA:sta valmistetuista kolmesta cDNA-kloonista (katso
tekstiosuus).

Kuvio 2. Albumiinin prepro-sekvenssin muodostaminen
neljdstd synteettisestd oligodeoksinukleotidistd: plasmi-
din pXL290 rakentaminen.

Kuvio 3. Plasmidin pXL299 rakentaminen.

Kuvio 4. Plasmidin pXL322 rakentaminen.
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Kuvio 5. Plasmidin pXL855 rakentaminen.

Kuvio 6. Plasmidin pXL869 rakentaminen.

Kuvio 7. Nukleotidi- ja aminohapposekvenssi Hind-
III-fragmentille, joka on saatu plasmidista pXL869 ja si-
sdltdd prepro-HSA-rakennegeenin. Voimakkaassti piirretyt
nuolet osoittavat "pre"- ja "pro"-alueiden pdattymiskoh-
dat.

Kuvio 8. Plasmidin pUC-URA3 rakentaminen.

Kuvio 9. Plasmidin pCXJl rakentaminen.

Kuvio 10. Plasmidin pkl-PS1535-6 rakentaminen.

Kuvio 11. Plasmidin pUC-kan202 rakentaminen.

Kuvio 12. Plasmidin k1l ORFl-promoottorin nukleoti-
disekvenssi Scal-restriktiokeskuksesta eteenpdin, jolloin
mukana on ORFl:n ja Tn903-perdisen, aminoglykosidifosfo-
transferaasia koodaavan bakteerigeenin 5'-alueen vélinen
liitoskohta.

Kuvio 13. Plasmidin pKan707 rakentaminen.

Kuvio 14. Plasmidin pKan707 stabiilisuuskayra kan-
nassa MW9B-8C ei-selektiivisissd kasvatusolosuhteissa.

Kuvio 15. Plasmidin pYGll rakentaminen.

Kuvio 16. Plasmidin pYGl8 rakentaminen.

Kuvic 17. Plasmidin pY¥G1l9 rakentaminen.

Kuvio 18. Havainnollistava kuva plasmideista pYG19
(prepro-HSA) ja pYG23 (Met-HSA). Kummankin plasmidin ala-
puolella ndkyvd nukleotidisekvenssi on PGK-geenipromoot-
torin ja HSA:n eri muotoja koodaavien rakennegeenien vali-
nen liitoskohta.

Kuvio 19. Plasmidien pYG208, pY¥G210 (sivusta A) ja
pYG221B (sivusta B) rakentaminen.

Kuvio 20. Plasmidien pYGl4, pY¥YG26 ja pYG29 raken-
taminen.

Kuvio 21. A. S. cerevisiae PGK-promoottorin muta-

tointi UAS-aluetta sivuavien NotI-keskuksien liittamisek-
si. Paikkaohjautuvalla mutatoinnilla vaihdetut nelj3d emas-

paria on merkitty t&hdilld NotI-keskuksien alapuolelle.
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B. Ei-translatoitu PGK-johtosekvenssi rakenteissa
pYGl9 ja pYG44. Villityypin PGK-promoottorin -25-alueelle
paikkaohjautuvan mutaation avulla viety HindIII-Keskus on

merkitty laatikolla.

Kuvio 22. UASPGK:n korvaaminen synteettiselld DNA-

fragmentilla, joka sisaltda K. lactis LAC4-promoottorin
UAS:n, ja PGK~villityypin ATG-yhteyden jdlleenrakentaminen

ligatoimalla synteettinen adaptorisekvenssi mutatoituun

PGK~promoottoriin.
Kuvio 23. SalI-SacI-ilmaisukasetteja, jotka sisdl-

tdvdt pKan707-perdisissd plasmideissa esiintyvid eri pro-
moottoreita ja signaalisekvenssejd, jotka ohjaavat HSA:n

eritystd kasvualustaan.
Kuvio 24. S. cerevisiaen PHOS-promoottorin paikka-

ohjautuva mutatointi HindIII-keskuksen viemiseksi asemaan
-20.

Kuvio 25. Nukleotidisekvenssi promoottorialueelle,
joka rakenteessa pYG51 sijaitsee l&dhella ATG-aloituskodo-
nia.

Kuvio 26. Synteettisen HindIII-Dral-DNA-fragmentin
jdlleenrakentaminen, joka fragmentti sis&ltdad PGK-promoot-
torin 5'-ei-translatoidun johtosekvenssin, K. lactis tap-
pajatoksiinin signaalisekvenssin (pre-alue) ja muutaman
ensimmdisen kodonin pro-HSA-geenistd. Plasmidin pYG56 ra-
kentaminen.

Kuvio 27. Kaaviollinen esitys plasmideista p31/-
RAG2:URA3, pYG60-5 ja pYGHO-21.

Kuvio 28. HSA:n ilmaisevien plasmidien p¥YGl9 ja
pYG23 mitoottinen stabiilisuus ei-selektiivisissd@ kasva-
tusolosuhteissa: umpinaiset neli6t, plasmidilla pYG19
transformoitu kanta MW98-8C; avoimet nelidt, plasmidilla
pYG23 transformoitu kanta MW98-8C; avoimet kolmiot, plas-
midilla pYGl9 transformoitu kanta CBS683.

Kuvio 29. Coomassie-siniselld varjatty 8,5-%:inen

SDS-polyakryyliamidigeeli, joka havainnollistaa HSA:n il-
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maisua ja eritystd kannassa MW98-8C. Vyohykkeet 1-4: ih-
misen istukasta uutettu mallialbumiini (Sigma), jolloin
taplat on saatu kasvavista pitoisuuksista: 0,2 pg, 0,6 pg,
2 pg ja 6 png vydhykettd kohden. pYGl9 (prepro-HSA), pYG23
(Met-HSA) ja pYG25 (vailla ilmaisukasettia oleva verrok-
kivektori): kukin vyohyke vastaa 100 pl alkuperdistd vil-
jelmad vastaavaa proteiinim&dards. a) liukoiset fraktiot;
b) ei-liukoiset fraktiot; c) viljelm&supernatantit.

Kuvio 30. Blot -immuunimddritysmenettely nitrosel-
loloosakalvolle siirretylle 7,5-%:iselle polyakryyliami-
digeelille tekstiosuudessa kuvatun mukaisesti. Vythykkeet
1-5: ihmisen istukasta wuutettu mallialbumiini (Sigma),
joka on liuotettu YPD-kasvualustaan vaihteleviksi pitoi-
suuksiksi ja saostettu TCA:1la (5 % loppupitoisuus) kuten
kuvattu. HSA-standardindytteitd on siten kdsitelty samal-
la tavalla Kkuin viljelmdsupernatantteja. Molemmissa ta-
pauksissa geelitdpldt vastaavat ekvivalenttisia tilavuuk-
sia. 1) saostamiskokeita HSA-pitoisuuden ollessa 100 mg/-
litra; 2) 50 mg/litra; 3) 25 mg/litra; 4) 12,5 mg/litra;
5) 6 mg/litra. pYGl9 (prepro-HSA) ja pYG23 (Met-HSA): Kku-
kin vy8hyke vastaa 20 pyl alkuperdistd viljelm&a vastaavaa
proteiinien md&dr&dd; a) viljelmdsupernatantit; b) ei-liu-
koiset fraktiot; c¢) liukoiset fraktiot.

Kuvio 31. Coomassie-siniselld vdrjidtty 8,5-%:inen
polyakryyliamidigeeli, joka havainnollistaa HSA:n eritty-
misen Kinetiikkaa kannassa MW98-8C.

A. Vybhykkeet a-e: malli-HSA (Sigma), joka on liuo-
tettu VYPD-kasvualustaan vaihteleviksi pitoisuuksiksi ja
saostettu TCA:lla (5 % loppupitoisuus) kuten kuvattu (kat-
so kuvion 21 viiteteksti). 1) HSA:n (Sigma) pitoisuus 6
mg/litra; 2) 12,5 mg/litra; 3) 25 mg/litra; 4) 50 mg/lit-
ra; 5) 100 mg/litra. pYGl9: HSA:n pYGl9-valitteinen eritys
viljelmd&n i&n, 16 - 61 tuntia, funktiona merkintdjen mu-
kaan. Kukin n8yte vastaa 160 pl viljelmdsupernatanttia

vastaavaa maadraa.
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B. Vybhykkeet a-e: malli-HSA (Sigma), jonka té&pléan
muodostuksessa on kdytetty kasvavia pitoisuuksia: 0,4 ug,
0,6 pg, 0,8 pg, 1,0 pg ja 1,2 pg vyohykettd kohden. pYG1l9:
HSA:n pYGl9-vdlitteinen eritys viljelmdn i&n, 72 - 240
tuntia, funktiona merkintdjen mukaan. Kukin nidyte vastaa
25 pl viljelmadsupernatanttia vastaavaa maaras.

Kuvio 32. A. Graafinen esitys HSA:n erityksen kine-
tiikalle kannassa MW98-8C, joka on transformoitu plasmi-
dilla pYGl9 ja jota on kasvatettu erlenmeyerkolvissa kuten
testiosuudessa kuvattu. Kasvualustassa todetun albumiinin
pitoisuus (mg/litra) on esitetty viljelmdn i&n (tunneissa)
funktiona. Esitetddn neljdn riippumattoman kokeen tulok-
set.

B. Kasvukdyrd plasmidilla pYGl9 transformoidulle
kannalle MW98-8C.

Kuvio 33. Hiilildhteen vaikutus PGK:n tai PGK/LAC4-
hybridipromoottorin sd&dtelyn alaisena olevan albumiini-
erityksen tehokkuuteen: Coomassie-sinisella varjdtty SDS-
PAGE-analyysi plasmidilla pYG19 tai p¥G44 transformoidun
K. lactis kannan MW98-8C viljelm&supernatantille.

A. Supernatantit (12,5 pl vytShykettd kohden) ravis-
telukasvatuspulloista, joissa viljelmdd on kasvatettu 211
tunnin ajan joko YPD:ss& (jossa on 2 % glukoosia) (vyOhyk-
keet 1-3) tai YPD-kasvualustassa, johon on 1lisatty 2 3
laktoosia- 43 tunnin kuluttua kasvatuksen aloittamisesta
(vybhykkeet 4-6). Vyohykkeet a ja b: HSA (Sigma) 0,5 ja
vastaavasti 1,0 pg:; vyohykkeet 1 ja 4: plaémidi pYG44-5;
vyShykkeet 2 ja 5: plasmidi p¥YG44-7; vyothykkeet 3 ja 6:
plasmidi pYG19.

B. Supernatantit (25 pl vyodhykettd kohden) ravis-
telukasvatuspulloista, joissa viljelmd@a on kasvatettu 113
tunnin ajan joko YPD:ss& (jossa on 2 % glukoosia) (vyohyk-
keet 1, 4 ja 7); YPL:ssd (jossa on 2 % laktoosia) (vyobhyk-
keet 3, 6 ja 9) tai YPD-kasvualustassa, johon on lisdtty

2 % laktoosia 43 tunnin kuluttua kasvatuksen aloittamises-
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ta (vydhykkeet 2, 5 ja 8). Vyobhykkeet a, b ja c: HSA (Sig-
ma) 0,25, 0,5 ja vastaavasti 1,0 pg; vydhykkeet 1-3: plas-
midi pYG44-5; vyShykkeet 4-6; plasmidi pYG1l9; vydhykkeet
7-9; plasmidi pKan707, joka ei sisdlla ilmaisukasettia.

Kuvio 34. Promoottori- ja signaalisekvenssisubsti-
tuutioiden wvaikutus albumiinierityksen tehokkuuteen: Coo-
massie-siniselld varjatty SDS-PAGE-analyysi plasmidilla
pYG51, pYG1l9 tai pYG58 transformoidun K. lactis kannan
MW98-8BC viljelmédsupernatantille.

A. Supernatantit (25 pl vyShykettd kohden) ravis-
telukasvatuspulloista, joissa viljelmdd on kasvatettu 115
tunnin ajan YPD-kasvualustassa, johon on lisatty 2 % lak-
toosia 43 tunnin kuluttua kasvtuksen aloittamisesta. Vy6-
hykkeet a, b ja c: HSA (Sigma) 0,2, 0,5 ja vastaavasti 1,0
prg:; vyohyke 1: plasmidi pYG51 (PHOS-promoottori); vyodhyke
2: plasmidi pYG1l9 (PGK-promoottori).

B. Supernatantit (25 pl vydhykettd kohden) ravis-
telukasvatuspulloista, joissa viljelmad on kasvatettu 66
tunnin (vydhykkeet 1-3) tai 138 tunnin (vyohykkeet 4-6)
ajan YPD-kasvualustassa. Vyohykkeet a, b ja c: HSA (Sig-
ma) 0,25, 0,5 ja vastaavasti 1,0 pg; vydhykkeet 1, 2, 4
ja 5: plasmidi pYG58 (tappajatoksiinin erityssignaali,
kaksi riippumatonta transformanttia); vy®Shykkeet 3 ja 6:
plasmidi pYG1l9 (albumiinin erityssignaali).

Kuvio 35. Hiilildhteen vaikutus LAC4- tai PGK-pro-
moottorin sdidtelyn alaisena olevan albumiinierityksen te-
hokkuuteen: Coomassie~siniselld varjatty SDS;PAGE—analyysi
plasmidilla pYG404 tai pYG1l9 transformoidun K. lactis kan-
nas CBS2359 viljelmdsupernatantille.

Supernatantit (25 pl vyohykettd kohden) ravistelu-
kasvatuspulloista, joissa viljelm&d on kasvatettu 166 tun-
nin ajan joko YPD:ssd (jossa on 2 % glukoosia) (vyShykkeet
1 ja 4), YPL:ss&d (jossa on 2 % laktoosia) (vybhykkeet 3
ja 6) tai YPD-kasvualustassa, johon on lisadtty 2 % laktoo-
sia 48 tunnin kuluttua kasvatuksen aloittamisesta (vyOhyk-
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keet 2 ja 5). VyShykkeet a, b ja c: HSA (Sigma) 0,25, 0,5
ja vastaavasti 1,0 pg; vyohykkeet 1-3: plasmidi pYG404;
vybhykkeet 4-6; plasmidi pY¥YG1l9.

Kuvio 36. Integroidun tai plasmidipohjaisen PGK-
ilmaisukasetin s&atelyn alaisena olevan albumiinierityksen
tehokkuus: SDS-PAGE-~analyysi ja blot -immuunimddritys K.
lactis integroitujen kantojen MW98-8C::60-5 ja MW98-8C::-
60-21 viljelmasupernatanteille ja plasmidilla pYG1l9 trans-
formoidun kannan MW98-8C viljelmdsupernatantille. Super-
natantit (25 pl vyohyketta kohden) otettiin ravistelukas-
vatuspulloista, joissa viljelmda oli kasvatettu 137 tunnin
ajan YPD:ssé.

A. SDS-PAGE: vy®thykkeet a, b, c ja d: HSA (Sigma)
0,1, 0,25, 0,5 ja vastaavasti 1,0 pg; vydhyke 1l: plasmi-
dilla pYG1l9 transformoitu kanta MW98-8C; vyOhykkeet 2-7:
kuusi riippumatonta integroitua kantaa (MW98-8C::60-5#6,
MW98-8C::60-21#9, MW98-8C::60-21#7, MWI8-8C::60-5#4, MWI8~
8C::60-5#8 ja vastaavasti MW98-8C::60-21#11, katso 1luku
E.3.7).

B. Western blot -médritys: samat ndytteet kuin koh-
dassa A (25 pl supernatanttia vyohykettd kohden).

Kuvio 37. Albumiinierityksen tehokkuus plasmidilla

pYGlS tai pYG221B transformoiduissa eri Kluyveromyces-kan-

noissa: Coomassie-sinisellda vdrjdtty SDS-PAGE-analyysi
konsentroiduista viljelmdsupernatanteista. Soluja on kas-
vatettu 89 tunnin ajan G418:1la (200 pg/ml) tdydennetyssa
YPD~kasvualustassa. Supernatantteja konsentroitiin 10-ker-
taisesti mikrosuodattamalla Centricon 30 -mikrosuodatusyk-
sik8itd (Amicon) kdyttd@en. Vyohykettd kohden kaytetyn kon-
sentroidun supernatantin tilavuus standardoitiin biomassa-
tuotannon funktiona ja oli 9 - 25 pl.

Vythykkeet a ja b: HSA (Sigma) 0,5 ja vastaavasti
1,0 pg; vyohykkeet c ja d: mikrosuodatettu HSA (Sigma).
HSA-liuos YPD-kasvualustassa (10 mg/ml) konsentroitiin 10-

kertaisesti mikrosuodattamalla. 25 ja 2,5 pl konsentroitua
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standardia sijoitettiin vastaavasti vyoShykkeiksi c ja d.
Vydhyke 1: plasmidilla p¥G221B transformoitu kanta
ATCC16045 (K. marxianus var. bulgaricus); vyohyke 2: plas-
midilla pYG221B transformoitu kanta ATCC24178 (K. wicker-
hamii); wvyshyke 3: plasmidilla pY¥Gl9 transformoitu kanta
ATCC12424 (K. marxianus var. marxianus); vythyke 4: plas-
midilla pYG1l9 transformoitu kanta ATCC56500 (K. waltii):;
vybhyke 5: plasmidilla p¥G221B transformoitu kanta
ATCC36906 (K. marxianus var. drosophilarum); vythyke 6:
plasmidilla pYG1l9 transformoitu kanta CBS4574 (K. marxia-
nus var. lactis); vyOhyke 7: plasmidilla pYG1l9 transfor-

moitu kanta CBS683 (K. marxianus var. lactis); vyOhyke 8:
plasmidilla pY¥G1l9 transformoitu kanta MW98-8C (K. marxia-
nus var. lactis); vydhyke 9: plasmidilla pKan707 (vain
vektori) transformoitu kanta MW98-8C (K. marxianus var.
lactis); vyohyke 10: plasmidilla p¥YG221B transformoitu
kanta MW98-8C (K. marxianus var. lactis).

Kuvio 38. Elektroforeesitekniikkamalleja (S = stan-
dardi; L = hiiva-albumiini)

A. SDS-PAGE (Phast-geeli, Pharmacia, gradientti
8 % - 25 %), hopeasuolaviarjdys, S = 1 pg; L = 0,05 - 0,25
Hg.

B. Isocelektrinen fokusointi (Phast-geeli, pH 4,5-

6,0), vdarjadys Coomassie-siniselld, taplat = 1 pug.

C. SDS~PAGE (7,5 %), varjadys Coomassie-sinisells,

$=0,2-1,0pg; L =0,25 - 2,5 ng.

Kuvio 39. Ioninvaihtokromatografia - Mono Q
(Pharmacia). Alempi: hiiva-HSA, 40 pg; ylempi: standardi-
HSA, 50 ug.

Kuvio 40. Ka&teisfaasikromatografia, Nucleosil C4.
a) standardi-HSA; b) hiiva-HSA.

Kuvio 41. Tryptofaani-fluoresenssiemissiospektro-
metria. Kiinte& viiva: standardi-HSA; katkoviiva: hiiva-
HSA.

Kuvio 42. Lampdstabiilisuus 75°C:ssa. Kiinted vii-

va: standardi-HSA; katkoviiva: hiiva-HSA.
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Kuvio 43. Antigeenikarakterisoinnissa kaytettyjen
eri monoklonaalisten vasta-aineiden tunnistamia albumiini-
alueita.

Kuvio 44. A,B,C: Inhibitiokayrdt (katso tekstio-
suus) kiaytetylle vyhdeksdlle monoklonaaliselle vasta-ai-
neelle, joiden spesifisyydet esitettiin kuviossa 43: pro-
sentuaalinen inhibitio albumiinipitoisuuden (pg/ml) funk-
tiona; avoimet nelidt: standarsi-HSA; umpinaiset neliot:
hiiva-HSA.

Kuvio 45. Plasmidin pSPGK1l rakentaminen sekd eri-
tyssignaalina Kdytetyn synteettisen EcoRI-fragmentin nuk-
leotidisekvenssi. Lisdksi esitet&dn plasmidin pEPGK41l Eco-
RI-kloonauskeskusta ympdrSivd nukleotidisekvenssi.

Kuvio 46. Plasmidin pSPGK-IL17 rakentaminen sekd
signaalisekvenssin ja Met~IL-1B:n vdlistd 1liitoskohtaa
vastaava nukleotidisekvenssi.

Kuvio 47. Plasmidin pSPGK-IL21 rakentaminen.

Kuvio 48. Plasmidin pSPGK-IL31l rakentaminen.

Kuvio 49. Plasmidin pSPHO4 rakentaminen.

Kuvio 50. Plasmidin pSPHO-IL1l4 rakentaminen.

Kuvio 51. Plasmidin pSPHO-IL23 rakentaminen.

Kuvio 52. Plasmidin pSPHO-IL35 rakentaminen.

Kuvio 53. Stabiilisuuskadyrédt plasmideille pCXJl,
pSPGK-IL31 ja pSPHO-IL35 kannassa MW98-8C ei-selektiivi-
sissd olosuhteissa: umpinaiset nelidt, pCXJl; umpinaiset
kolmiot, pSPHO-IL35 (promoottori ei indusoidu); avoimet
kolmiot, pSPHO-IL35 (promoottori indusoituui; avoimet ne-
1liét, pSPGK-IL31.

Kuvio 54. IL-1B:n eritys kannassa MW98-8C; viljely-
supernatanttien Coomassie Blue'lla varjdtty SPS-PAGE-ana-
lyysi. Kukin n&ytet&pld vastaa 0,2 ml K. lactis kannan
MW98-8C viljelmdasupernatanttia, kun kanta on transformoitu
plasmidilla pKan707 (verrokkivektori, vyohyke 1), pSPGK-
IL31 (vybhyke 2) tai pSPHO-IL35 (vydhyke 3); vybhyke 4
vastaa 1 pg E. colissa tuotettua Met-IL-1B:aa (Rhone-Pou-
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lenc Sante). N&aitd transformoituja soluja kasvatettiin
kolmen paivan ajan YPD-kasvualustassa, jota oli tdydennet-
ty 200 pg:1lla/ml G418:aa. Supernatantteja konsentroitiin
saostamalla kuten kuvattu tekstiosuudessa.

Kuvio 55. Plasmidien pXL348 (Met-tPA) ja pXL459
(prepro-tPA) restriktiokartat.

Kuvio 56. Erittyneen tPA:n aktiivisuustesti. 5 pl
K. lactis kannan MW98-8C viljelmdsupernatanttia, kun kanta
on transformoitu plasmidilla pYG225B (prepro-tPA, vydhyke
1), pYG224B (Met-tPA, vybhyke 2) tai pKan707 (verrokkivek-
tori, vyohyke 3), on sijoitettu t&pliksi tPA-aktiivisuuden
5 p&divan - kasvatuksen selektiivisessd YPD-kasvualustassa
(200 pg/ml G418:aa) osoittavalle maljapinnalle.

Kuvio 57. TIMP:n ilmaiseminen ja eritys plasmidilla
pYG226B tai pKan707 transformoidussa kannassa MW98-8C.
0,25 pg humaani-TIMP:td (Rhone-Poulenc Sante, vy®bhyke 1);
hiiva-rekombinantti-TIMP:n solunsisdisen ilmaiseminen
(plasmidi pYG226B), ei-deglykosyloituna (vythyke 2) tai
kdsittelyn endoglykosidaasi-H:1lla j&lkeen (vydhyke 3); E.
coli rekombinantti-TIMP-ndyte (Rhone Poulenc Sante, vyo-
hyke 4); wverrokkivektorilla pKan707 transformoidun kannan
MW38-8C solunsisdisid fraktioita: ei-deglykosyloituna
(vyShyke 5) tai kasittelyn endoglykosidaasi-H:1lla j&lkeen
(vybhyke 6); ei-deglykosyloidun tuotteen késittdvit kon-
sentroidut viljelm&supernatantit: kanta MW98-8C, joka on
transformoitu plasmidilla pKan707 (vybhyke 7) tai pYG226B
(vybhyke 8); konsentroidut viljelmésupernafantit, joita
on konsentroinnin j&lkeen késitelty endoglykosidaasi-
H:1la: kanta MW98-8C, joka on transformoitu plasmidilla
pKan707 (vyshyke 9) tai pYG226B (vyohyke 10); 0,25 pg hu-
maani-TIMP:t4& (Rhone-Poulenc Sante, vyohyke 11).

Esimerkkeja

Yleiset kloonausmenettelyt
Molekyylibiologian tavanomaisia menetelmia kuten

plasmidi-DNA:n seesiumkloridi-etidiumbromidigradientti-
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sentrifugointi, restriktioentsyymeilld pilkkominen, geeli-
elektroforeesi, DNA-fragmenttien elektroeluutio agaroosi-
geeleistad, E. colin transformointi ja muita liittyviad me-
nettelyitd kuvataan kirjallisuudessa (Maniatis et.al.,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual"”, Cold Spring Har-
bor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel,
F.M., et.al. (toim.), "Current Protocols in Molecular Bio-
logy", John Wiley & Sons, New York, 1987).

Restriktioentsyymit saatiin laitoksesta New England
Biolabs (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL),
tai valmistajalta Amersham.

Ligatointia silmdll&apitden DNA-fragmentit erotetaan
koon perusteella 0,7-%:isissa agaroosi- tai B8-%:isissa
akryyliamidigeeleissa, puhdistetaan elektroeluutiolla,
uutetaan fenoliliuoksella, saostetaan etanolilla ja inku-
boidaan sitten puskurissa, joka kdsittda pitoisuudet 50
mM Tris-HCl, 10 mM MgClz, 10 mM ditiotreitoli, 2 mM ATP,
pH 7,4, fagi-T4-DNA-ligaasin (Biolabs) l&sndollessa.

Tarvittaessa 3'-typistetyt pdddyt omaavat DNA-frag-
mentit defosforyloidaan kédsittelem&lld alkalisella vasi-
kansuolifosfataasilla (CIP, Pharmacia) 37OC:ssa 30 minuu-
tin ajan seuraavassa puskurissa: 100 mM glysiini, 1 mM
MgClz, 1 mM ZnClz, pH 10,5. 5'-typistettyjen tai tylppa-
padtyisten 5'-pddtyjen defosforyloimiseksi kdytet&dn samaa
menettelyd, mutta kdsittely suoritetaan 37°C:ssa 15 mi-
nuuttia ja sitten 56°C:ssa 15 minuuttia kest&vani. Entsyy-
mi inaktivoidaan kuumentamalla reaktioseosk680C:seen 15
minuutiksi 1 %:n SDS:88 ja 100 mM NaCl l&sndollessa, min-
kd jdlkeen wuutetaan fenoli/kloroformilla ja saostetaan
etanolilla.

3'-typistetyt p&adyt tédytetdan kayttadmdlld E. coli
DNA-polymeraasi-I:n Klenow-fragmenttia (Biolabs). Reaktio
suoritetaan huoneen l&ampotilassa 30 minuuttia kestdvana
puskurissa, joka kéasitt&d pitoisuudet 50 mM Tris-HC1l, 0,4
mM 4ANTP, 10 mM MgSO4, 0,1 mM ditiotreitoli, 50 pg/ml BSA
(nautaseerumialbumiini), pH 7,2. 5'-typistetyistd pdaddyis-
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td tehdaan tylppédpddtyisid fagi-T4-DNA-polymeraasia (Bio-
labs) kayttden valmistajan suosituksia noudattaen. Typis-
tetyt paddyt pilkotaan kdsittelemdlla rajoitetusti Sl-nuk-
leaasilla (BRL) valmistajan suosituksia noudattaen.

In vitro oligodeoksinukleotidi-ohjautuva mutatointi

suoritetaan Taylorin et.al. (Taylor, J.W., et.al., Nucleic
Acids Research, 13 (1985) 8749-8764) kehittdmdn menetelmén

mukaan kayttden valmistajan Amersham markkinoimaa valmis-

tepakkausta. Nukleotidisekvensointi suoritetaan ketjupaé-
tymenettelyn mukaan (Sanger, F., et.al., Proc.Natl.Acad.-
Sci. U.S.A. 74 (1977) 5463-5467). Spesifisten DNA-frag-

menttien entsymaattinen vahvistaminen suoritetaan polyme-

raasiketjureaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) mukaan
(Mullis, K.B., ja Faloona, F.A., Meth.Enzym. 155 (1987)
335-350; Saiki, R.K., et.al., Science 230 (1985) 1350-
1354) "DNA-lampOkierratintad” (Perkin Elmer Cetus) valmis-

:tajan ohjeiden mukaan k&dyttéaden.

Ligatoidulla DNA:1la transformoidaan transformoi-
tumiskelpoisia, seuraavista kannoista saatuja soluja: E.
coli MC1060 ([lacIPOZYA], X74, galU, galkK, strA®) tai TGl
([lac pro A,B], supE, thi, hsdD5/F'traD36, proA*B’, laci9,
lacz M15). Plasmidi-DNA puhdistetaan ampisilliini- tai

tetrasykliiniresistenteistd transformanteista kulloisten-
kin tarpeiden mukaan. Plasmidi-DNA uutetaan Maniatiksen
et.al. (Maniatis, T., et.al., "Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1982) kuvaaman menettelyn mukaan, joka on
kehitetty Birnboimin ja Dolyn (Birnboim, H.C., ja Doly,
J., Nucleic Acids Research 7 (1979) 1513-1523) Kkuvaaman

menetelmdn pohjalta. Plasmidien analysoimiseksi nopeasti

valmistetaan bakteerilysaatteja Holmesin ja Quigleyn

(Holmes, D.S., ja Quigley, M., Anal.Biochem. 114 (1981)

193-197) menetelmdn mukaan, ja analysoidaan ne ilman edel-
tgvaa puhdistusta agaroosigeelielektroforeesilla. Endonuk-

leaaseilla suoritetun restriktioentsymaattisen analyysin
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jd&lkeen halutun rakenteen omaavia rekombinanttiplasmideja
valmistetaan suuressa mittakaavassa alkalisen lyysimenet-
telyn mukaan (Maniatis, T., et.al., "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1982) kdyttden 0,5 - 1 litran viljel-
mid, minkd jalkeen ne puhdistetaan seesiumkloriditiheys-
sentrifugointia kayttden.

K. lactiksen transformointia vieras-~DNA:1lla ja

plasmidi-DNA:n puhdistamista K. lactiksesta kuvataan teks-
tissa.
Esimerkki 1: Prepro-HSA-rakennegeenin sisgltédvéan

kasetin kloonaaminen

E.1.1. HSA:ta koodaavan komplementti-DNA:n (CDNA:n)
eristéminen

HSA:n ilmaisun E. colissa mahdollistavien rekombi-
nanttiplasmidien rakentamista on kuvattu yksityiskohtai-
sesti varhemmassa EP-hakemusjulkaisussa 0 198 745 (EP 198
745, julk. 22.10.1986). Yhteenvetona, cDNA saatiin ihmisen
maksasta eristetystd poly(A)-mRNA:sta guanidiinitiosya-
naattimenettelyn mukaan (Chirgwin, J.M., et.al., Biochem-

istry 18 (1979) 5294). DNA-sekvenssianalyysin avulla saa-
tiin eristetyksi kolme kloonia (pTIB11, pAA38 ja p6DS8,
kuvio 1), jotka sisdltavat limittyvia fragmentteja albu-
miinin rakennegeenistd& ja omaavat ndissd limittyvissa
osuuksissa yhteisid restriktioentsyymikeskuksia. N&iden
keskuksien avulla rakennettiin HSA:n cDNA-klooni (kuvio
1), joka on prepro-sekvenssid lukuunottamatta tdydellinen.
E.1.2. HSA:n prepro-sekvenssin synteesi
Plasmidissa pXL276, jonka rakentamista on kuvattu
vksityiskohtaisesti EP-hakemusjulkaisussa 0 198 745, kyp-
s8n HSA:n koodisekvenssi on fuusioitu lukualueella bakte-
riofagilambdan cII-geenin ribosomisitoutumiskeskuksen
(RBS:n) ATG-kodoniin (Kuvio 2). Fuusiossa muodostuu Ndel-
keskus vdlittomasti ylavirtaan HSA-geenin translaation

aloituskodonista. pXL276:ta kdyttden jdlleenrakennetaan
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HSA:n prepro-alue, jonka todetaan olevan typistyneend
cDNA:ssa valittémasti yldvirtaan Tagl-KesKuksesta amino-
happoaseman "-1" kohdalla. Keskus saadaan j&dlleenrakenne-
tuksi insertoimalla HSA-prepro-sekvenssid vastaava DNA-
fragmentti nelj&n, 33-36 emdksen pituisen oligodeoksinuk-
leotidin muodossa (Sg32, Sqg34, Sg35 ja Sqg38; kuvio 2) seka
E. coli -geenien ilmaisusignaalit kasitt&vd, pXL276:sta
saatu 120 bp:n EcoRI-Ndel-fragmentti plasmidin pUC8 ECORI-
ja Accl-keskuksien vadliin. TaqgI-keskus saadaan taten jal-
leenrakennettua taméan pXL290:ksi nimetyn plasmidin Kasit-
té&mdn insertin toiseen pasdhdn (kuvio 2). RBS:n ja prepro-
sekvenssin Tagl-keskuksesta ylévirtaan kédsittdvda pieni
HindIII-TaqI-fragmentti ligatoidaan HSA-cDNA-kloonin TaqI-
PstI-fragmentin (plasmidi plBl1l, joka sisdltdd HSA:n 5'-
padddyn), ohella pUC8:n HindIII- ja PstI-keskuksien valiin,
jolloin saadaan plasmidi pXL299 (kuvio 3). Plasmidi pXL322
rakennetaan ligatoimalla pXL299:n HindIII-Pvull-fragment-
ti, joka sisdltda RBS:n ja prepro-HSA-sekvenssin Pvull-
keskukseen asti, pXL276:sta perdisin olevaan suurikokoi-
seen Pvull-EcoRI-fragmenttiin, joka k&dsittdd replikonin
ja HSA-koodisekvenssin 3'-pd&dyn, ja pXL276:sta perdisin
olevaan, promoottorin kdsittdvadadn EcoRI-HindIII-fragment-
tiin (kuvio 4).

E.1.3. HindIII-keskuksen muodostaminen ylavirtaan
HSA:n translaation aloituskodonista

Prepro-HSA-kasetin saamiseksi, jonka kykenee vai-
keuksitta integroitumaan ilmaisuvektoreihin, edelld kuva-
tun plasmidin pXL322 Ndel-keskus vaihdetaan HindIII-kes-
kukseksi oligodeoksinukleotidi-ohjautuvan mutatoinnin
avulla. T&ssd tarkoituksessa prepro-HSA-geenin 5'-~-pdadyn
sisdltédvad pXL322:n HindIII-BglII-fragmentti alakloonataan
M13mpl8:aan, minkd jalkeen mutatointi suoritetaan hybri-
doimalla synteettinen oligodeoksinukleotidi 5'-ATCTAAGGA-
AATACAAGCTTATGAAGTGGGT-3' yksisdikeiseen templaattiin (al-

leviivattu ja vastaavasti lihavoitu sekvenssiosuus edustaa
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HindIII-keskusta ja vastaavasti translaation aloituskoh-
taa). N&in saatiin plasmidi pXL855 (kuvio 5), jonka muta-
toidun alueen nukleotidisekvenssi varmistettiin ketjupaa-
tymenetelmdn avulla. Taydellistd prepro-HSA:ta Kkoodaava
sekvenssi jdlleenrakennetaan insertoimalla mutatoidusta
fagista saatu HindIII-Pvull-fragmentti sekd pXL322:sta
perdisin oleva Pvull-HindIII-fragmentti, joka sisdltaad
HSA:n rakennegeenin 3'-pdddyn, pUC8:n HindIII-keskukseen,
jolloin saadaan plasmidi pXL869 (kuvio 6). Tama plasmidi
siis sisdltaa taydellisen prepro-HSA-rakennegeenin sisdl-
tavdn 1,87 kb:n HindIII-fragmentin sek& ei-translatoitu-
neen 61 bp:n alueen 3'-p&&dyssaadn. HindIII-fragmentin tdy-
dellinen sekvenssi sekd rekombinantti-HSA:n aminohapposek-
venssi esitetdsdn Kuviossa 7. Vailla erityssignaalia olevan
Met-HSA-rakennegeenin sisdltdvd HindIII-kasetti rakenne-
taan noudattamalla samaa menettelya lukuunottamatta, ettad
mutatoidaan pXL276-plasmidin M13-johdannainen kdyttéden
synteettistd oligodeoksinukleotidid 5'-ATCTAAGGAAATACAAG-
CTTATGGATGCACAC AAG-3'. Jdlleenrakentamalla tdydellinen
Met-HSA~-koodisekvenssi pUCB:aan saadaan plasmidi pXL868
samaan tapaan kuin plasmidi pXL869.

Esimerkki 2: Hiivakloonausvektorien rakentaminen

E.2.1. Plasmidin pKD1l eristé&minen ja puhdistaminen
Plasmidi pKDl voidaan puhdistaa K. drosophilarum
kanta UCD 51-130 (U.C.D. Collection, University of Cali-
fornia, Davies, CA 95616) -viljelmdn mydhdisestd logarit-

misesta kasvuvaiheesta seuraavan menettelyn mukaan, joka
on kehitetty Fleerin et.al. (Mol.Cell.Biol. 7 (1987) 1180-
1192) kuvaamasta menettelystd. Yksi litra YPD-kasvualus-
taan [1% hiivauutetta, 2 % Bacto-Peptone-tuotetta (Difco),

2 % glukoosia] kasvatettua viljelmad sentrifugoidaan, saa-

dut solut pestdaan ja uudelleenlietetddn 1,2 M sorbitoli-
liuokseen, minkd jalkeen soluista poistetaan soluseind,
eli muutetaan ne sferoplasteiksi, tsymolyaasin (300

pg/ml), 25 mM EDTA:n, 50 mM fosfaatin ja B-merkaptoetano-
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lin (1 pg/ml) ldsndollessa. Kun sferoplastit on pesty 1,2
M sorbitoliliuoksessa, ne (saatu madra vastaa 250 ml alku-
perdistd viljelm&s putkea kohden) uudelleenlietetddn 2,5
ml:aan 1,2 M sorbitoliliuosta, ja lis&tdadn sama tilavuus
puskuria, joka k&asittda pitoisuudet 25 mM Tris-HC1l, 50 mM
glukoosi ja 10 mM EDTA, pH 8,0. Seuraavat vaiheet vastaa-
vat aiemmin kuvattua alkalista lyysimenettelyd (Maniatis,
T., et.al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982)
lukuunottamatta, ettd DNA saostetaan 230C:ssa 15 minuu-
tissa lisd&m&lld 14 ml isopropanolia. Saatua materiaalia
kdsitell&dn RN-aasilla (50 pg/ml) 37°%:ssa 20 minuuttia ja
sitten proteinaasi-K:1lla (150 pug/ml) liuoksessa, joka ka-
sittd8 pitoisuudet 0,5 M NaCl, 0,5 % sarkosyylid ja 25 mM
EDTA, tunnin ajan 6OOC:ssa. Sitten sentrifugoidaan Eppen-
dorf-mikrosentrifugissa, minkd@ j&lkeen supernatantit saos-
tetaan etanolilla 10 minuutissa —7OOC:ssa, saadut pelle-
tit uudelleenliuotetaan ja DNA puhdistetaan seesiumklori-
di- (CsCl-) tiheysgradienttisentrifugoinnilla etidiumbro-
midin l&snd ollessa.

E.2.2. Plasmidin pCXJl rakentaminen

Rakennusvdlituote pUC-URA3 (kuvio 8) koostuu S.

cerevisiae URA3-geenin sisdltdvadstd 1,1 kb:n HindIII-frag-

mentista, joka on insertoitu plasmidin pUC19 yksittdiseen
NarI-Kkeskukseen (Yanisch-Perron, C., et.al., Gene 33
(1985) 103-119). HindIiI-fragmentti saadaan plasmidista
pG63 (Gerbaud, C., et.al., Curr.Genet. 3 (1981) 173-180),
jota on pilkottu HindIII:lla ja ké&sitelty sitten E. coli

DNA-polymeraasi-I:n Klenow-fragmentilla tylppien paadtyjen
muodostamiseksi. URA3-geenin sisdltdva 1,1 kb:n fragmentti
puhdistetaan ja insertoidaan sitten plasmidiin pUC19, jota
puolestaan con pilkottu NarI:11la ja kasitelty sitten E.
coli DNA-polymeraasi-I:n Klenow-fragmentilla. Plasmidi
pUC-URA3 sisdltad tdten: toisiintumisalkukohdan plasmidin

ylldapitdmiseksi E. colissa, ampisilliiniresistenssimerkin
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E. colin transformointeja silmd&ll&dpitéden, polyliittadjén
sisdltdvin lacZ-geenin (EcoRI, Sacl, Kpnl, BamHI, ZXbal,
Sall, SphI, HindIII yksittdisinad keskuksina) sekda S.

cerevisiaen URA3-geenin, joka toimii valikointimerkkina

K. lactiksen uraA-mutanteissa.
Plasmidi pCXJl (kuvio 9) sisdltda plasmidin pKDl

tdydellisen sekvenssin, joka on insertoitu pUC-URA3:n yk-
sittdiseen AatII-keskukseen. Tédm& rakenne on saatu linea-
risoimalla pKDl EcoRI-keskuksessa ja sitten kdsittelemdlld
kyseistda plasmidia E. coli DNA-polymeraasi-I:n Klenow-
fragmentilla. Ta&md& DNA-fragmentti ligatoidaan pUC-URA3:-
een, jota on edeltapain pilkottu AatIl:1lla ja kasitelty
T4-DNA-polymeraasilla. Ligatoimalla n&mé& kaksi fragmenttia
saadaan jdlleenrakennettua EcoRI-restriktiokeskukset. pUC-
URA3-DNA:n insertointi plasmidin pKD1l EcoRI-keskukseen ei
inaktivoi mit&&n plasmidin stabiilisuuden ja kopioluvun
yll&pidon kannalta valttdmdtontd geenid (koska EcoRI-kes-
kus sijaitsee 205 nukleotidia (nt:t&d) yl&virtaan geenin B
ATG-kodonista; Chen, X.J., et.al., Nucleic Acids Research
14 (1986) 4471-4481). Tastd johtuen plasmidi pCXJ1l, joka
transformoi K. lactis uraA cir® -soluja korkealla taajuu-~
della, wvahvistuu noin 70-100 kopioksi solua kohden ja tu-
lee stabiilisti ylldpidetyksi myds valikointipaineen puut-
tuessa. pUC-URA3:sta perdisin olevan toisiintumisalkukoh-

dan ansiosta plasmidi pCXJl kykenee toisiintumaan myds E.
colissa, mik& helpottaa plasmidin rakentamis- ja puhdis-
tusvaiheita. Plasmidin pCXJl kdsittdmidt yksittdiset kes-
kukset, joihin voidaan insertoida vieras-DNA:ta, ovat
pUC19-polyliittadjastd perdisin olevat HindIII- ja SallI-
keskus.

E.2.3. K. lactis Pk

aminoglykosidifosfotransferaasigeenin vdlisen fuusion ai-

l—promoottorin ja T™n9%03:n 3'~

kaansaaminen
pCXJl:n kayttd vektorina K. lactiksen ja muiden

Kluyveromyces-lajien transformoinneissa rajoittuu kantoi-
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hin, jotka ké&sittdvat kromosomi-uraA-mutaation auksotro-

fimerkkind. Teollisten Kluyveromyces-villityyppikantojen

transformoimiseksi valitsimme bakteeritransposonin Tn903
3'-aminoglykosidifosfotransferaasi- (aph-) geenin dominoi-
vaksi antibioottiresistenssimerkiksi, ja insertoimme sen
pCXJl:een. Aph-geeni tuo resistenssin kanamysiinille E.
colissa ja wvillityypin hiivakannoissa ilmaistuna resis-
tenssin antibiootille G418 (genetisiini), joka on tehok-
kaasti solukasvua inhiboiva aine (Jimenez, A., ja Davies,
J., Nature 287 (1980) 869-871). Aph-geenin riittdvan voi-

makkaan ilmaisun K. lactiksessa saamiseksi aph-geenin bak-

teeriperdiset transkriptiosignaalit korvataan K. lactis
tappajaplasmidista kl eristetylld ORFl-promoottorilla
(Pyp)-

P, ,-aph-fuusio aikaansaadaan useassa vaiheessa (ku-
viot 10 - 12). Ensimmdisessd vaiheessa plasmidista kl saa-
tu 1,5 kb:n ScalI-PstlI-fragmentti alakloonataan pBR322:n
yvksittdisten Scal- ja PstI-keskuksien valiin; ampisillii-
nille herkka, tetrasykliiniresistentti rekombinanttiplas-
midi nimet&d&n plasmidiksi pkl-PS1535-6 (kuvio 10). 1,5
kb:n alakloonattu ScalI-PstI-fragmentti saadaan lineaarisen
tappajaplasmidin toisesta p&ddysté: se sisdltdd 5'-puoli-
kasosan plasmidin k1l sisdltamdstd ORFl:stda ja noin 220

emdsparia yladvirtaan (Sor, F. ja Fukuhara, H., Curr.Genet.
9 (1985) 147-155). Koska Scal-keskus sijaitsee vain 22
emdsparin pddssd Kl:n vasemmanpuocleisesta p&dadystd (kuvio
10), 1,5 kb:n Scal-PstI-fragmentti todenndk&isesti sisal-
t8a8 promoottorialueen ORF1 (Pkl) kokonaisuudessaan. Pilk-
komalla pkl-PS1535-6:ta DdelI:lla saadaan 266 bp:n frag-
mentti, joka sis&ltda 17 pBR322:sta perdisin olevaa emds-
paria (bp:t&) toisessa pdadyssddn (ldhelld Scal:td) ja en-
simmdiset 11 kodonia ORFl:std vastakkaisessa padadyssaan.
Kdsittelyn E. coli DNA~polymeraasi-I:n Klenow-fragmentilla
jalkeen puhdistettu fragmentti insertoidaan plasmidin pUC-
kanl yksittdiseen Xhol-keskukseen (kuvio 11). Viimeksi
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mainittu plasmidi saatiin insertoimalla 1,25 kb:n EcoRI-
fragmentti, joka sis&ltdd Tn903:sta perdisin olevan aph-
geenin (Kanamycin Resistance Gene BlockTM, Pharmacia),
pUC19:n yksittdiseen EcoRI-keskukseen. Plasmidi pUC-kan202
saadaan pilkkomalla pUC-kanl t&dydellisesti XhoI:11ld, Jja
pilkkomalla sitd sitten lyhyesti Sl-nukleaasilla, jolloin
paadyista tulee tylppid, minka j&lkeen tulos ligatoidaan
pkl-PS1535-6:sta perdisin olevaan Ddel-fragmenttiin, josta
on tehty tylppapaddtyinen E. coli DNA-polymeraasi-I:n Kle-
now-fragmenttia kdyttéden (kuvio 11). Tata rakennetta kayt-
tdm&113 voidaan saada lukualueella oleva fuusio lineaari-
sen plasmidin k1 ORFl-geenin 11 ensimmdisen aminohapon ja
Tn903:n aph-geenin 5'-typistetyn paddyn vdlilld. Itse
asiassa ORFl:n ja aph:n vadlinen liitos palauttaa aph:n 12.
kodonin (AGG), jolloin aph:n 11 ensimmdistd aminohappoa
ovat tulleet korvatuiksi ORFl:n 11 ensimmdiselld aminoha-
polla. Pkl—'ggg—fuusiossa kdytetyn ORFl-promocottorin tdy-
dellinen sekvenssi sekd aph:ta koodaavan rakennegeenin
alku on esitetty kuviossa 12.

E.2.4. Plasmidin pKan707 rakentaminen

Plasmidi pKan707 (kuvio 13) on edelld kuvatun plas-
midin pCXJl johdanninen. Se rakennetaan leikkaamalla plas-
midia pCXJl HindIII:lla ja kdsittelemdlld sitd sitten E.
coli DNA-polymeraasi~I:n Klenow-fragmentilla. Saatu line-
arisoitu tylppépddtyinen plasmidi ligatoidaan sitten 1,2
kb:n Scal-HincII-fragmenttiin, joka on perdisin plasmidis-
ta pUC-Kan202 ja sisdltaa Pkl'-ggg—fuusion (kuvio 13).
Pilkkomalla pUC-Kan202:ta Scal:11& ja HincII:lla saadaan
tylppdp&dtyinen kanamysiiniresistentti kasetti, joka ei
endd sisdlld alkuperdistd Dbakteeripromoottoria. Saatu
plasmidi, pKan707, tuo resistenssin hyvin korkeille G418-
pitoisuustasoille (> 2,5 g/litra) K. lactis -kannoissa.
Kuten pCXJl, plasmidi pKan707 voidaan viedd K. lactis
gi{o -kantoihin korkealla taajuudella, jolloin se vahvis-

tuu 70-100 kopioksi solua kohden ja tulee stabiilisti yl-
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ldpidetyksi myos valikointipaineen puuttuessa (kuvio 14).
Koska useimmat Kluyveromyces-kannat ovat hyvin herkkia
G418:11le ja koska lasnd on tehokas, teollisten Kkantojen

transformoinnin mahdollistava dominoiva merkki, pKan707

on erittdin hyddyllinen kloonausvektori Kluyveromyces-su-

vun hiivoille.
Esimerkki 3: Ilmaisuvektorien rakentaminen, jotka

sisdltdvat ilmaisu- ja/tai erityskasetit albumiinille hii-
vassa
E.3.1. Ilmaisukasettien rakentaminen Met-~-HSA:lle

ja prepro-HSA:lle S. cerevisiae PGK-promoottorin sddtelyn

alaisina

Plasmidi pY¥G1l2 (kuvio 15) sis&ltdsa 1,8 kb:n Sall-
BamHI-restriktiofragmentin, joka koostuu S. cerevisiae
PGK-geenin promoottori- ja pdattdjd-alueista. Tama frag-
mentti saadaan 3,0 kb:n HindIII-genomifragmentista, Jjosta
1,2 kb:n rakennegeenia vastaava fragmentti on deletoitu,
ja joka ké&sittad translaation aloittavan ATG:n ja sen
BglII-keskuksen, joka sijaitsee 30 kodonia yl&dvirtaan
translaation padadtoksen mddrddvastd TAA-kodonista, vidlisen
alueen (Mellor, J., et.al., Gene 24 (1983) 1-14). N&in
mukaan tulevat 1,8 kb:n fragmenttia sivuavat HindIII-kes-

kukset tuhotaan sitten ja korvataan SallI- ja BamHI-keskuk-
sella, jotka tulevat sijaitsemaan yl&virtaan promoottori-
alueesta ja vastaavasti alavirtaan PGK-transkriptiopa&at-
tdjastd. Sitten sijoitetaan HindlII-keskus promoottori-
ja padtdsalueiden vdliseen liitoskohtaan; koska tédmd& kes-
Kus on yksittdinen, se sallii heterologisten geenien vai-
keuksitta tapahtuvan insertoinnin. T&m&n alueen nukleoti-
disekvenssi on esitetty kuviossa 15. Sitten plasmidin
pYG1l2 HindIII-keskukseen insertoidaan plasmidista pXL868
(katso E.1.3.) saatu ja Met-HSA:ta koodaava 1,8 kb:n Hin-
diII-fragmentti, jolloin saadaan rekombinanttiplasmidi
pYG10. Plasmidi pYGll muodostetaan vastaavalla tavalla
insertoimalla plasmidiin pYG1l2 HindIII-fragmentti, joka
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on saatu plasmidista pXL869 (katso E.1.3.) ja joka koodaa
prepro-HSA:ta (kuvio 15). Naiden toimenpiteiden seurauk-
sena saadaan siten rakennetuiksi kaksi SalI-BamHI-ilmaisu-
kasettia, jotka ovat kooltaan noin 3,6 kb:ta ja kasittavat
S. cerevisiae PGK-geenipromoottorin (PPGK)’ jota seuraa
joko Met-HSA:ta tai prepro-HSA:ta koodaava geeni ja lopuk-

si PGK-geenin transkriptiop&dtt&jaa (TPGK) vastaava alue,
johon alueeseen sisdltyy mRNA:n polyadenylaatiokeskus.

E.3.2. Ilmaisuplasmidien pYG1l9, p¥YG23 ja p¥G221
rakentaminen

Edella kuvattujen ilmaisukasettien viemiseksi vek-
toriin pKan707 plasmidista pYG1l0 ja vastaavasti pYGll saa-
dut 3,7 kb:n Sall-BamHI-fragmentit alakloonataan ensimméi-
send vaiheena plasmidin pIC-20R (Marsh, L., et.al., Gene
32 (1984) 481-485) vastaaviin kesKuksiin, jolloin saadaan
plasmidirakenteet pYG1l8 (prepro-HSA) (kuvio 16) ja pYG22
(Met-HSA). Naistd rakennusvdlituotteista saadaan PPGK/Met—
HSA/TPGK— PGK/prepro—HSA/TPGK
SacI-restriktiofragmenttien muodossa, jotka voidaan inser-

ja P -ilmaisukasetteja Sall-
toida suoraan pKan707:n vastaaviin keskuksiin (kuvio 17).
Pilkkomalla viimemainittua entsyymeilld Sall ja Sacl saa-
daan deletoitua URA3-merkki sekd pKDl:n B-geenistd ylavir-
taan sijaitseva 35 bp:n fragmentti. N&in saadut rakenteet,
jotka nimetd&&8n pYGl9:ksi jprepro-HSA) (kuvio 18) ja
pYG23:ksi (Met-HSA), kdsittavat PPGK/HSA/TPGK—1lmalsukase—
tit, K. drosophilarum plasmidin pKDl l&hes té&ydellisen

sekvenssin, itsendisen toisiintumisen E. colissa mahdol-

listavat sekvenssit sekd B-laktamaasia ja 3'-aminoglykosi-
difosfotransferaasia (Pkl—promoottorin sddtelyn alaisena)
koodaavat geenit, jolloin E. colissa valikointi wvoidaan

suorittaa ampisilliinin ja K. lactiksessa vastaavasti

G418:n l&sn&dollessa.
HSA-eritysvektoreita, joissa on tallella plasmidin
pKan707 URA3-geeni, rakennettiin niinik&&n. Kuten ilmenee

kuviosta 19A, plasmidi pYG208 saadaan plasmidista pYG1l2
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insertoimalla BamHI/Sall-adaptorisekvenssi (5'-GATCCGTCG-
ACG-3') PGK-paattajastd alavirtaan. Prepro-HSA:ta koodaa-
va HindIII-fragmentti puhdistetaan elektroeluution avulla
plasmidista pXL869 (prepro-HSA) ja kloonataan oikealla
tavalla suuntautuneena vektorin pYG208 HindIII-keskukseen
plasmidin pYG210 saamiseksi; n&din saatua Sall-ilmaisuka-
settia (PGK-promoottori/prepro-HSA/PGK-padattdaja) puhdis-
tetaan elektroeluutiolla, minkda jalkeen se Kkloonataan
plasmidin pKan707 SalIl-keskukseen ilmaisuplasmidien
pYG221A ja pYG221B saamiseksi (kuvio 19B), jotka eroavat
toisistaan vain SalI-ilmaisukasetin suuntautumisessa vek-
toriin pKan707 ndhden. Plasmidissa pYG221B Sall-ilmaisu-
kasetti on G418:1l1le vastustuskyvyn koodaavaan Kmr—geeniin
ndhden suuntautunut samalla tavalla kuin plasmidin pYG19
k&sittémd SalI-Sacl-ilmaisukasetti.

E.3.3. Optimoidun ATG-yhteyden omaavan PGK/LAC-hyb-
ridipromoottorin rakentaminen

Indusoitavan johdannaisen ilmaisuplasmidissa pYG1l9
esiintyvédstd PGK-promoottorista saamiseksi PGK-promootto-
rin UAS korvattiin K. lactis LAC4-promoottorista saadulla
UAS:118 (Breunig, K.D., et.al., Nucl.Acids Res. 12 (1984)
2327-2341). Tassd tarkoituksessa PGK-promoottorin sisdl-
tdva pY¥Gl2:n Sall-HindIII-fragmentti Kloonattiin bakterio-

fagi M13mpl8:aan, jolloin saatiin rakenne pY¥G1l4 (kuvio
20). Edelld kuvattua menettelytapaa kayttden PGK-promoot-
torialueelle vietiin kaksi NotI-keskusta paikkaohjautuvaa
mutatointia kdyttden, jolloin saatiin rakenne pYG26 (kuvio
20). Tassd kdytettiin seuraavia synteettisid oligonukleo-
tideja:
5'~CAAAACCTGTGA GCGGCCGC TAGGACCTTG-3' (Sg4l7) ja
5" -GGTAATTTCTTTCTCGATAA GCGGCCGC GTGCTTT ATG-3' (Sq4lb)
Talloin saatiin kaikkiaan neljd emdsparimuutosta
(alleviivattu) asemiin -397, -399, -536 ja -541 (jolloin
ATG-aloituskodoni on madritelty asemaksi +1; kuvio 21).

Talld tavalla saadut kaksi Notl-keskusta (lihavointi) si-
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vuavat PGK-promoottorialuetta, jonka on aiemmin kuvattu
sisdltavéan UASPGK:n kaksi funktionaalisesti erillistad
aluetta (A ja M kuviossa 21A) (Stanway, C., et.al., Nucl.-
Acids Res. 15 (1987) 6855-6873). Pilkkomalla t&tad PGK-joh-
dannaista entsyymilld NotI saadaan UASPGK deletoitua ja
sitten korvattua synteettiselld fragmentilla, joka sis&l-
taa NotlI-keskuksien sivuamana UASLAC:n (kuvio 22), kloo-

nattuna PGK-promoottoriin ndhden jommallakummalla tavalla

suuntautuneesti. UASLAC—fragmentti saatiin hybridoimalla
ja sitten ligatoimalla seuraavat neljd oligodeoksinukleo-
tidia:
5526, ylempi s&ie, fragmentti 1:
(-448) 5'-GGC CGC TGT GAA AAG TGT AGC GGA AAT ATG TGG TCC
GAG CAA CAG CGT CTT TTT CTA GTA GTG CGG-3' (-389)
sSg527, ylempi saie, fragmentti 2:
(-388) 5'-TCG GTT ACT TGG TTG ACA TTG GTA TTT GGA CTT TGT
TGC TAC ACC ATT CAC TAC TTG AAG TCG AGT GTG AGC-3' (-319)
Sgb28, alempi sdie, fragmentti 1:
(-319) 5'-GGC CGC TCA CAC TCG ACT TCA AGT AGT GAA TGG TGT
AGC AAC AAA GTC CAA ATA CCA ATG TCA ACC AAG T-3'(-382)
5g525, alempi sdie, fragmentti 2:
(-383) 5'-AAC CGA CCG CAC TAC TAG AAA AAG ACG CTG TTG CTC
GGA CCA CAT ATT TCC GCT ACA CTT TTC ACA GC-3' (-448)
Sulkeisiin merkityt numerot osoittavat kunkin oli-
godeoksinukleotidin sijainnin ATG-kodoniin (+1) né&hden
villityypin LAC4-promoottorissa (Breunig, K.D., et.al.,
Nucl.Acids Res. 12 (1984) 2327-2341). Asemat -328 - -435

kattavan alueen on osoitettu sisdltdvdn ensimmdisen kol-

mesta LAC4-promoottorissa tavattavasta UAS-osuudesta
(Breunig, K.D., et.al., b5th Internat.Sympos.Genet.In-

dustr.Microorgan., Alacevic, M. et.al. (toim.), 1986, 551-
560; Leonardo, J.M., et.al., Mol.Cell.Biol. 7 (1987) 4369-
4376). Lihavoidut kirjaimet merkitsevat nukleotideja, jot-

ka kuuluvat K. lactis LAC4-geenin UAS:4& sivuaviin kahteen

NotI-keskukseen; Sg525:t& komplementoiva Sg527:n liitos-

sekvenssi on alleviivattu.
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Koska 1l&helld voimakkaasti ilmaistuiksi tulevien
eukaryoottisten geenien ATG-kdynnist&djdad sijaitsevan nuk-
leotidisekvenssin arvellaan vaikuttavan translaation kayn-
nistymisen tehokkuuteen (Kozak, M., Microbicl.Rev. 47
(1983) 1-45; Hamilton, R., et.al., Nucl.Acids.Res. 15
(1987) 3581-3593), PGK-promoottorin ATG-yhteyttsd modifioi-

tiin seuraavasti: pY¥G26:n kdsittdmdn PKG-promoottorin ase-
maan -25 tuotettiin paikkaohjautuvan mutatoinnin avulla
ylimd&rdinen HindIII-restriktiokeskus (lihavointi), jol-
loin saatiin plasmidi p¥YG29 (kuvio 20). Tdssid kokeessa
kdytettiin seuraavaa synteettistd oligodeoksinukleotidia:
5'-TATATTTGTTGTAAAGCTTAGATAATTACTTCC-3"' (5gq449). Sitten
edelld kuvattu UASLAC—fragmentti kloonattiin pYG29:n NotI-
keskuksiin, jolloin saatiin plasmidit pY¥G63-1 ja pYG63-2
(kuvio 22). Viimemainittujen plasmidien PGK/LAC4-hybridi-
promoottorialueet puhdistettiin Sall-HindIII-fragmenttei-
na, minkd j&dlkeen ne ligatoitiin synteettiseen HindIII/-
BstEII-adaptorisekvenssiin, joka koostui seuraavista kah-
desta toisiaan komplementoivasta oligodeoksinukleotidista:
(i) 5'-AGC TTT ACA ACA AAT ATA AAA ACA ATG AAG TGG-3'
(Sg451) ja (ii) 5'-GT TAC CCA CTT CAT TGT TTT TAT ATT TGT
TGT AA-3' (Sg452) (prepro-HSA-aloituskodoni on osocitettu
lihavoimalla). Tam& adaptorisekvenssi jdlleenrakentaa vil-
lityypin PGK-promoottorista vdlittOmdsti ylé&virtaan si-
jaitsevat 22 bp:ta (kuvio 21B) ja k&sitt&d prepro-HSA-ra-
kennegeenin ensimmdiset neljd kodonia luontaisesti esiin-
tyvadn BstEII-keskuKkseen asti. Ndin saaduilla Sall-BstEII-
fragmenteilla (jotka kd&asittdvét optimoidun ATG-yhteyden
omaavan PGK/LAC4-hybridipromoottorin) korvattiin vastaava
restriktiofragmentti (joka sis&ltd& ei-mutatoidun PGK-pro-
moottorin) rakenteessa pYG1l8 (vrt. kuvio 16). T&td menet-
telytekniikkaa noudattaen saatiin kaksi rakennevadlituotet-
ta, jotka poikkeavat toisistaan vain UASLAC:n suuntautumi-
sessa PGK-promoottoriin n&hden. N&iden uusien rakenteiden

avulla rakennettiin Sall-SacI-ilmaisukasetteja, jotka



10

15

20

25

30

35

43

kloonattiin pKan707:n vastaaviin restriktiokeskuksiin
(vrt. kuvio 13), jolloin saatiin plasmidit p¥G44-5 ja
pYG44-7 (Kkuvio 23). Nadmd plasmidit ovat isogeenisid 1lu-
kuunottamatta, etta UASLAC:n sisdltavd synteettinen NotI-
fragmentti on pYG44-5:ssd villityypin mukaisesti suuntau-
tunut ja plasmidissa pYG44-7 vastakkaisesti suuntautunut.

E.3.4. Vektorin rakentaminen silm&ll&pitden prepro-

HSA:n eritystd S. cerevisiae PHOS-promoottorin sdédtelyn

alaisena
Vektori pEPHO (kuvio 24) sis&lt&a 0,94 kb:n BamHI-

PstI-restriktiofragmentin, joka ké&sittdd S. cerevisiaen
happaman fosfataasin geéenin (PHO5:n) promoottori- ja p&a-
t6salueen. T&émd fragmentti saadaan 2,03 Kkb:n BamHI-Pstl-
genomifragmentista (Bajwa, W., et.al., Nucl.Acids Res. 12
(1984) 7721-7739) deletoimalla PHOS5-rakennegeeni. Tama

deletio kasittdd asemat -3 (ATG-aloituskodoniin asemassa
+1 ndhden) ja +1109 (TAG-padtodskodonista ylavirtaan si-
jaitseva Sau3A-keskus). Promoottorin ja pa&dttédjan véliseen

liitoskohtaan insertoitiin polyliittdjda EcoRI/Smal/BamHI,

jota voidaan kayttiid kloonauskeskuksena jonkin heterologi-
sen geenin insertoimiseksi. PHO5-promoottorin ja taméan
polyliittadjan vidlinen liitoskohta on esitetty alla (poly-
liittdjaa vastaava nukleotidisekvenssiosuus on alleviivat-
tu):

5'-AAATTCGAGATTAG GAATTCCCGGGGATCC-3'

Rakenteen saamiseksi, jossa HSA-geeni tulee ilmais-

tuksi PHO5-promoottorin sekd PGK-geenin ei-translatoituvan
johtoalueen s&idtelyn alaisena, plasmidista pEPHO saadun
PHOS5-promoottorifragmentin  asemaan -20 sijoitettiin
HindIII-keskus. T&ssd tarkoituksessa pEPHO:n 0,83 kb:n
SalI-EcoRI-fragmentti alakloonattiin bakteriofagi M13mp9:n

polyliittdjdsan, minka jdlkeen saatua yksisdikeista temp-

laattia (pYGRF3) mutatoitiin oligodeoksinukleotidia 5'-
CCTAATCTCGAATAAGCTTGCTCTATTTG-3' (Sg487; siirretty Hind-
III-keskus on merkitty lihavoimalla) mutatointiprimerina

kayttden, jolloin saatiin plasmidi pYGRF4 (kuvio 24).
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Erilaisten, toisistaan poikkeavia promoottoreita
ja/tai pdattadjid sisdltdvien ilmaisukasettien rakentamisen
helpottamiseksi plasmidista pIC-20R (vrt. kuvio 16) muo-
dostettiin johdannainen, josta polyliitt&jdn HindIII-kes-
kus tuhottiin kdsittelem&lld koheesiopddtyja E. coli poly-
meraasi-I:n suurella fragmentilla (Klenow). Tam&dn uuden
kloonausvektorin (pIC-20R-delta-H3) avulla mukaan liitet-
tiin sitten plasmidista pYG1l2 (vrt. kuvio 15) saatu PGK-
geenin promoottori- ja pdatdsalueet sisdltdva Sall-BamHI-
fragmentti, ja saatiin plasmidi pYG61. Kayttamadlla pro-
moottoriosuuksia Sall-HindIII-fragmentteina ja padttaja-

osuuksia HindIII-BamHI-fragmentteina voidaan muodostaa

ilmaisukasetteja kayttden mitd tahansa yhdistelmd&d trans-
kription aloitus- ja pé&atdssignaaleja, joihin ilmaistava
rakennegeeni on Kloonattu HindlII-restriktiofragmenttina.
Pilkkomalla n&it& rakennevdlituotteita entsyymeilla Sall
ja Sacl saadut uudet ilmaisukasetit voidaan sitten siirtaa
hiivakloonausvektorin pKan707 vastaaviin keskuksiin (vrt.
kuviot 17 ja 18).

Titd perustekniikkaa noudattaen plasmidissa pYG61l
SalI-HindIII-PGK-promoottorifragmentti korvattiin PHOS5-
promoottorin késittdvdlld, pYGRF4:std peraisin olevalla
SalI-HindIII-fragmentilla. Insertoimalla plasmidista
pY¥G44-5 HindIII-fragmenttina,K (vrt. kuvio 23) eristetty

prepro-HSA:n rakennegeeni ja siirtéamdlla saatu ilmaisuka-
setti SalI-SaclI-fragmenttina plasmidiin pKan707 saatiin
eritysvektori pYG51 (kuvio 23). Tam& plasmidi sisdltaa
siis S. cerevisiae PHO5-promoottorin asemaan -17 asti
[mukaanlukien kaikki transkription aloituskohdat (Rudolph,
H., ja Hinnen, A., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 84 (1987)
1340-1344) kuvio 25], ja sen jédlkeen 21 bp:td& ei-trans-

latoituvaa PGK-johtosekvenssid, prepro-HSA:n rakennegeenin

ja lopuksi PGK-paattdjéan.
E.3.5. Vektorin rakentaminen silmdlldpitden HSA:n

eritystd K. lactis LAC4-promoottorin sddtelyn alaisena
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Polymeraasiketjureaktio- (PCR-) tekniikkaa (Mullis,
K.B. ja Faloona, F.A., Meth.Enzym. 155 (1987) 335-350;
Saiki, R.K., et.al., Science 230 (1985) 1350-1354) kayt-

tden K. lactis LAC4-promoottoria vahvistettiin hiivan ge-

nomi-DNA:sta SalI-HindIII-restriktiofragmenttina. Temp-
laattina kaytettiin kannasta CBS2359 eristettyd kokonais-
genomi-DNA:ta ja Tag-polymeraasireaktion primereind kay-
tettiin seuraavia synteettisii oligodeoksinukleotideja (K.
lactis LAC4-promoottorista yl&dvirtaan ja vastaavasti ala-
virtaan lisdtyt Sall-keskus ja HindIII-keskus on merkit-

ty lihavoimalla):
1) 5'-CCC GTCGAC ATGTAGAGTAGACAACAGACAGGGAGGGC-3'
2) 5'-A AAGCTT ATCTTTCAGTTCTCGATGAGTATGTGTGTT-3'
Ndiden primerien rakenne suunniteltiin Leonardon,
J.M., et.al. (Mol.Cell.Biol. 7 (1987) 4369-4376) aiemmin

julkistaman LAC4-sekvenssin nojalla. Tallad tavalla saatu

SalI-HindIII-restriktiofragmentti sisdlt&d8 asemat -1198-

-1 kattavan LAC4-promoottorialueen (kun ATG-aloituskodoni
madritellsddn asemaksi +1). Vahvistettua materiaalia pil-
kottiin entsyymeilld Sall ja HindIII, se kloonattiin plas-
midiin p¥YG61 (vrt. kohta E.3.4.) ja sen nukleotidisekvens-
sistd varmistuttiin didecksiketjupd&dtymenetelmdn avulla
(Sanger, F., et.al., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 74 (1977)
5463-5467).

Noudattaen edeltdvdssd kohdassa kuvattua yleisstra-

tegiaa saatiin pKan707-johdannainen, joka nimettiin pYG4-
04:ksi (kuvio 23), ja jossa prepro-HSA-geeni tulee ilmais-
tuksi K. lactiksen laktoosi/galaktoosi-indusoitavan LAC4-
promoottorin sddtelyn alaisena. T&ssd nimenomalsessa ra-
kenteessa vdlitttmdsti HSA-aloituskodonista ylavirtaan
sijaitseva sekvenssi saadaan plasmidista pYG44-5 (frag-
mentti HindIII), minkd vuoksi se sisdltdd osan ei-trans-
latoitua PGK-geenijohtosekvenssid (vrt. kohta E.3.3.).
E.3.6. Vektorin rakentaminen silmdll&pitden HSA:n

eristystd S. cerevisiae PGK-promoottorin ja K. lactis tap-

pajatoksiinierityssignaalin sddtelyn alaisena
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Kahta paria toisiaan komplementoivia synteettisié
oligodeoksinukleotideja kdyttden uudelleenrakensimme Hin-
dIlI-Dral-fragmentin, joka sisaltdd seuraavat osat: (1)
ATG:n viereiset 21 bp:td PGK-promoottorista, (ii) tappa-
jatoksiinigeenin erityssignaalisekvenssin ("pre"-alueen)
K. lactis plasmidista k1l (Stark, M.J.R., ja Boyd, A., EMBO
J. 5 (1986) 1995-2002) ja (iii) ensimmédiset 17 aminohappoa
pro-HSA-geenistd N-pdddyn Dral-keskukseen asti, fuusioi-
tuna lukualueella tappajatoksiinin pre-alueeseen. Té&éssa
rakenteessa kdytetyt neljad oligodeoksinukleotidia olivat
seuraavat:

Sqgl000, ylempi sdie, fragmentti 1:
5'-AGCTTAGCTTTACAACAAATATAAAAACAATGAATATATTTTACATATTTTTG-
TTTTTGCTGTC-3"

5g998, ylempi saie, fragmentti 2:
5'-ATTCGTTCAAGGTAGGGGTGTGTTTCGTCGAGATGCACACAAGAGTGAGGTTG-
CTCATCGGTTT-3'

59996, alempi s&die, fragmentti 1:
5'-AAAAACAAAAATATGTAAAATATATTCATTGTTTTTATATTTGTTGTAAAGCTA -
3!

Sq997, alempi saie, fragmentti 2:
5'-AAACCGATGAGCAACCTCACTCTTGTGTGCATCTCGACGAAACACACCCCTAC-
CTTGAACGAATGACAGC-3'

Lihavoidut kirjaimet merkitsevadt nukleotideja, jot-
ka kuuluvat tédssd kokeessa kaytettyihin HindIII-keskukseen
ja Dral-keskukseen; Sg996:ta komplementoiva Sq998-liitos-
sekvenssi on alleviivattu.

Oligodeoksinukleotidit Sg996 ja Sq998 fosforyloi-
tiin, minkd jdlkeen muodostettiin kaksisdikeinen HindIII-
DralI-fragmentti kuviossa 26 esitetyn kaavion mukaan. T&ma
130 bp:n fragmentti puhdistettiin geelielektroforeettises-
ti ja ligatoitiin 1,04 kb:n DraI-Xbal-fragmenttiin, joka
sisdaltda osan HSA:n rakennegeenistd eristettynd plasmidis-
ta pXL869 (vrt. kuvio 6). N&din saatu HindIII-Xbal-frag-

mentti kloonattiin sitten bakteriofagi M13mplO:een, jol-
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loin saatiin rakenne pYG56 (kuvio 26). Tamdn vdlituotteen
oikeasta, halutun mukaisesta nukleotidisekvenssista var-
mistuttiin dideoksisekvensoinnilla.

Tdaydellinen prepro-HSA-rakennegeeni saadaan sitten
kootuksi ligatoimalla seuraavat kolme osaa: (i) juuri ku-
vatusta pYG56-rakenteesta saatu 1,17 kb:n HindIII-XbaIl-
fragmentti, (ii) pYGl8:sta saatu Xbal-BamHI-fragmentti
(vrt. kuvio 16), joka sisdltdda HSA-geenin karboksyylipda-
dypuolikasosan sekd& PGK-paatosalueen, ja (iii) BamHI-Hin-
dIIlI-fragmentti plasmidista pYG62. T&md viimemainittu

plasmidi on rakenteen pYG61 johdannainen (vrt. kohta E.3.-

4.), Jjossa PGK-promoottorin kdsittdvd Sall-HindIII-frag-
mentti on korvattu vastaavalla, plasmidista pYG29 saadulla
restriktiofragmentilla (vrt. kuvio 20). Tdssd8 rakenteessa
kdytetty plasmidin pYG62 BamHI-HindIII-fragmentti sis&lsi
siis E. coli toisiintumisalkukohdan, ampisilliiniresis-
tenssigeenin sekd asemaan -25 sijoitettuna HindIII-keskuk-
sen kdsittdvdn PGK-promoottorin (vrt. kohta E.3.4.). Saatu
pIC-johdannainen nimettiin p¥YG57:ksi. T&t& viimemainittua
plasmidia kdytettiin l&hteend SalI-SacIl-fragmentille, joka
kloonattiin hiivakloonausvektorin pKan707 vastaaviin kes-
kuksiin, jolloin saatiin ilmaisuvektori p¥G58 (kuvio 23).

E.3.7. Integroidun vektorin rakentaminen PGK/pre-
pro-HSA-erityskasetin ohjaamiseksi K. lactiksen RAG2-kes-

kukseen

Plasmidi p31/RAG2:URA3 (kuvio 27), jonka meille
ystédvadllisesti luovutti Dr. M. Wesolowski-Louvel (Institut
Curie, Orsay, Ranska), sis&lt&8i 2,3 Kkb:n genomi-Nhel-frag-

mentin, joka kasittda K. lactiksen RAG2Z2-rakennegeenin pro-

moottori~ ja N-pddtyalueen, jolloin kyseinen geeni toden-
ndkdisesti koodaa fosfoglukoosi-isomeraasia (Wesolowski-
Louvel, M., et.al., Nucl.Acids Res. 16 (1988) 8714). Plas-
midi p31/RAG2:URA3 rakennettiin insertoimalla plasmidista
pCXJ1l (Kkuvio 9) saatu 1,6 kb:n EcoRI-fragmentti, joka si-

sdltda S. cerevisiae URA3~geenin, RAG2-promoottorin ECORI-
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keskukseen. Nidin saatu 3,9 kb:n NheI-fragmentti kloonat-
tiin sitten plasmidin pBR322 yksittdiseen Nhel-keskukseen.

Leikkaamalla plasmidia pYG18 (kuvio 16) restriktio-
entsyymeillda EcoRV ja Smal saimme 3,7 kb:n fragmentin,
joka sis&ltdd saman PGK/prepro-HSA-ilmaisukasetin kuin
hiiva-eritysvektorissa pYG1l9 (kuvio 18) ké&ytetty. Inser-
toimalla tam& kasetti plasmidin p31/RAG2:URA3 yksittdiseen
SmaI-keskukseen (joka sijaitsee 3'-suuntaan URA3-merkki-
geenistd) saatiin rakenteet pYG60-21 ja pYG60-5 (kuvio
27), jotka poikkeavat toisistaan vain prepro-HSA-ilmaisu-
kasetin suuntautumisen osalta.

Leikkaamalla plasmideja pYG60-21 ja pYG60-5 entsyy-
milld Nhel saimme 7,7 kb:n fragmentin, joka sisd@ltaa HSA-
ilmaisukasetin ja URA3-merkkigeenin RAG2-perdisten sek-
venssien sivuamana. Namd viimemainitut sekvenssit kykeni-
vdt kohdistamaan koko fragmentin integroitumaan K. lactis
-kannan MW38-8C RAG2-keskukseen homologisen rekombinaation
vdlityksellda (Rothstein, R.J., Methods in Enzymol. 101
(1983) 202-211). Integroituminen RAGZ2-Kkeskukseen varmis-
tettiin suorittamalla kolmen kuudesta testatusta integran-
tista (MW98-8C::60-5-integranttiklooni #6 ja MW98-8C::60-
21-integranttikloonit #7 ja #9) Southern-analyysi. Kolmen
jdljelle jadneen integrantin todettiin sis&lt&van yhden
(MW98-8C::60-5-integranttiklooni #8 ja MW98-8C::60-21-in-
tegranttiklooni #11) tai kaksi (MW98-8C::60-5-integrant-
tiklooni #4) HSA-ilmaisukasettia integroituina muuhun koh-

taan kuin RAG2-keskukseen. Kaikkien kuuden varman integ-

rantin HSA-erityksen tehokkuutta tutkittiin.
Esimerkki 4: Kluyveromyces-lajien transformointi

HSA:n ilmaisevilla plasmideilla

E.4.1. Transformointimenettelyt

K. lactis -kannan MW98-8C (alfa uraA arg lys K'
pKDlO) transformantteja saatiin joko kayttdmdlla solusei-
ndd vailla olevien solujen muodostus- eli sferoplastien

muodostustekniikkaa, jota alunperin kuvasivat Hinnen et.
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al. (Hinnen, A., et.al., Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 75

(1978) 1929-1933), sopivasti modifioituna, tai késittele-
malla kokonaisia soluja litiumasetaatilla (Ito, H., et.
al., J.Bacteriol. 153 (1983) 163-168), joka kdsittely
edesauttaa DNA:n liittymistd polyetyleeniglykolin (PEG

4000, Sigma) lisndollessa. Mainittua kantaa lukuunottamat-

ta kaikista alla kuvatuista Kluyveromyces-kKannoista trans-

formantit valmistettiin yksinomaan litiumasetaatilla Kka-
sittelem&lld.

Ndyte kannasta MW98-8C on talletettu talletuslai-
tokseen Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS), Baarn,
Hollanti, Budapestin sopimuksen sopimusehtojen mukaisesti,
jolloin kanta rekisterditiin 16.09.1988 ja se sai hakunu-
meron CBS 579.88.

Sferoplastien muodostukseen 1liittyvid modifikaa-
tioita on jo aiemmin kuvattu (Bianchi, M., et.al., Curr.-
Genet. 12 (1987) 185-192). Litiumasetaattimenetelmad kay-

tettdessd soluja kasvatetaan 28°C:ssa 50 ml:ssa YPD-kasvu-
alustaa ravistelua kayttden, Kkunnes optinen tiheys 600
nm:n aallonpituudella (OD6OO) on 0,6 - 0,8. Solut otetaan
talteen sentrifugoimalla alhaisella kierrosnopeudella,
mink&d jdlkeen ne pestddn steriilissd& TE-liuoksessa (10 mM
Tris-HCl, pH 7,4, 1 mM EDTA), uudelleenlietetddn 3 -
4 ml:aan litiumasetaattiliuosta (0,1 M TE:ssd) solutihey-
deksi noin 2 x 108 solua/ml ja inkuboidaan sitten 3OOC:ssa
tunnin ajan samalla kohtuullisella teholla sekoittaen.
Saadusta transformoitumiskelpoisia soluja kdsittéa-
vastd lietteestd otetaan 0,1 ml:n ndytteitd, joita inku-
boidaan 30°C:ssa tunnin ajan DNA:n ja PEG 4000 -valmisteen
loppupitoisuutena 35 % 1l&dsndollessa. Soluille tuotetaan
lamp&shokki 420C:ssa, 5 minuuttia, minkd@ jdlkeen ne pes-
td4n kahdesti steriililld vedelld, uudelleenlietetddn 0,2
ml:aan steriilig vettd ja siirretdan 10 ml:n koeputkiin.
Sitten lis&t&ddn 0,7 % agar-agaria sisdltdva ja 46°C:ssa

sulana pidetty YPD-kasvualusta (5 ml), ja seos kaadetaan
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valittomdsti YPD-maljoihin. Kasvualustan kiinteydyttya
lisatidadn vield 5 ml:sta pinta-agaria koostuva paddllysker-
ros. Inkuboidaan 18 - 24 tuntia 28OC:ssa, minkd jdlkeen
maljapinnoille levitetddn 0,16 ml G418-liuosta (Geneticin
50 mg/ml, Gibco, Grand Island, N.Y.) ja lasketaan trans-
formantit 4-5 p&ivan jatkoinkuboinnin 28°C:ssa jalkeen.

Maljoittamalla solut suoraan YPD + G418 -maljoihin
(eli kayttématta pinta-agaria) saadaan transformoituneiden
K. lactis -solujen suurikokoisempia klooneja. Pesdkkeiden
toteamiseksi joudutaan kuitenkin k&dyttamddn alhaisempaa
G418-pitoisuutta (loppupitoisuus 50 pg/ml), mikd@ johtaa
osittaista vastustuskykyd G418:11le omaavien mutanttien
valikoitumiseen, jotka ovat perdisin ei-transformoituneis-
ta soluista. Lis&ksi transformointitehokkuus on ainakin
10 kertaa alhaisempi kuin teho, joka todetaan resistenssi-
geenin 18 - 24 tuntia kestdneen fenotyyppi-ilmaisun j&al-
keen.

E.4.2. HSA:n ilmaisevien, pKDl-perdisten plasmidien
mitoottinen stabiilisuus ei-selektiivisissd kasvatusolo-
suhteissa

Plasmidien pYGl9 ja pYG23 mitoottinen stabiilisuus
mitataan vaihtelevan pituisten aikajaksojen kuluttua ei-
selektiivisessd kasvualustassa suoritetun kasvatuksen jal-
keen; se mdaritetdsn 200 pg/ml G418:aa sisdltdvissa YPD-
maljoissa kasvavien solujen prosentuaalisten loppu- ja
alkupitoisuuksien vdlisend suhteena. Kuten ilmenee kuvios-
ta 28, molemmat plasmidit ovat poikkeuksellisen stabiileja
huolimatta heterologisen geenin korkeasta ilmaisutasosta.
Kasvatettaessa kannan MW98-8C transformantteja ei-selek-
tiivisessad kasvualustassa 40 solupolven ajan ndmd plasmi-
dit s&dilyvat 40-45 %:ssa soluista. Plasmidi pYG1l9 osoit-
taa jopa korkeampaa mitoottista stabiilisuutta K. lactis-
kannassa CBS683: yli 80 %:ssa soluista plasmidi sdilyy 40
solupolven kasvatuksessa ei-selektiivisessd Kasvualustas-~

sa.
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E.4.3. K. lactis -kannan pYG19- ja pYG23-transfor-
mantit: HSA:n ilmaisu ja eritys

Plasmidin pYGl19 (prepro-HSA) tai p¥YG23 (Met-HSA)
sisdltdvien K. lactis ~kannan MW98-8C solujen ilmaisu- ja
eritystasot mddritetdadn vaihtelevan pituisen kasvatusajan
jdlkeen, kun kasvatus on suoritettu 28°C:ssa ei-selektii-
visessd YPD-kasvualustassa jatkuvaa ravistelua kdyttden.
Viljelmdsupernatantit saadaan kdyttdmalld kahta toisiaan
seuraavaa sentrifugointia (Kontron Hermle Z-365 K -sent-
rifugi, 5 min, 4000 kierr./min, ja sitten 10 min, 12 000
kierr./min), jotka suoritetaan kaiken mahdollisen solukon-
taminaation eliminoimiseksi. Jalkimmédisestd supernatantis-
ta otettu nayte (0,5 ml) kuumennetaan 95°C:seen 15 minuu-
tiksi saman tilavuuden puskuria l&dsnd ollessa, joka pus-
kuri sisaltaa 0,125 M Tris-HC1l, 20 % glyserolia, 10 $ 2-
merkaptoetanolia (B-ME), 4,6 % natriumdodesyylisulfaattia
(SDS) ja 0,4 % bromifenolisinistd. Haluttaessa maarittaa
supernatantin sis&ltdmien proteiinien pitoisuus 8 ml:aan
supernatanttia lisdtdan 0,4 ml 100 % w/v trikloorietikka-
happoliuosta (TCA-liuosta) ja saostetaan proteiineja jéis-
sd tunnin ajan. Saostunut materiaali otetaan talteen sent-
rifugoimalla 20 minuuttia 15 000 kierr./min kierrosnopeu-
della, mink& j&lkeen se uudelleenliuotetaan kuumentamalla
95°C:seen 15 minuutiksi 0,5 ml:ssa naytepuskuria, joka
sis&ltdd 63 mM Tris-HCl, 10 % glyserolia, 5 % B-ME:t4,
2,3 % SDS:8a ja 0,2 % bromifenolisinista.

Albumiinin solunsisdinen ilmaisu todetaan k&ytté&en
seuraavalla tavalla valmistettuja solu-uutteita: 0,25 ml:n
solupellettid vastaava mddrada (joka on pesty kertaalleen
suolaliuospuskurissa) uudellenlietetdan samaan tilavuuteen
lyysipuskuria, jota pidet&dn jdissd ja joka sis&ltasd 67
mM fosfaattia, pH 7, 5 mM B-ME:td, 1 mM fenyylimetyylisul-
fonyylifluoridia (PMSF), 2 pM leupeptiinid ja 2 pM pepsta-
tiini-A:ta (Sigma). 0,5 ml fosfaattipuskurissa (67 mM, pH
7) 4%C:ssa sailytettyja sirkonium-helmia (halkaisija 0,5
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mm) lis&t&8n, minkad j&lkeen solut rikotaan kédyttden seit-
semdad (7) toisiaan seuraavaa 30 sekunnin jaksoa solurik-
kojassa (Biospec Mini Bead-Beater, Biospec Products), jol-
loin jaksoja erottavat toisistaan 2 minuutin jddhtymis-
tau'ot jaissd. Ndissd olosuhteissa soluhajoamisen tehok-
kuus on yli 90 % solulaskennan faasikontrastimikroskoopil-
la mukaan. Sirkonium-helmistd vapaa nestefraktio siirre-
tddn Eppendorf-putkeen, minkad jdlkeen helmet pestdan 3
kertaan 0,2 ml:1la lyysipuskuria ja ker&tdan sitten samaan
Eppendorf-putkeen. Sentrifugoimalla putken sisdltdad 15
minuutin ajan 4°c:ssa 12 000 x g:ssd& saadaan liukoinen
proteiinifraktio (supernatantti) ja ei-~liukoinen proteii-
nifraktio (pelletti). N&dma kaksi fraktiota erotetaan ja
lietetddn sitten samaksi lopputilavuudeksi ndytepuskuri-
liuoksella laimentamalla. N&itad ndytteitd kuumennetaan 15
minuutin ajan 950C:ssa, minkd jalkeen ne sijoitetaan ker-
rokseksi 8,5-%:iselle SDS-polyakryyliamidigeelipinnalle,
jolloin niitd edeltdsa 5-%:inen pakkausgeeli (Laemli, U.K.,
Nature 227 (1970) 680-685), ja ajetaan elektroforeesiajo
25 mA:n virtaa kayttden, kunnes bromifenolisininen on kul-
kenut geelin pd&ahdn asti.

Kuviossa 29 on esitetty tyypillisestd kokeesta saa-
tu tulos, josta voidaan arvioida albumiinin ilmaisu ja
eritys, joihin on pddsty plasmidilla pYGl9 (prepro-HSA),
pPYG23 (Met-HSA) tai p¥YG25 (vailla ilmaisukasettia oleva
vektori) transformoidulla K. lactis -kannalla MW98-8C, kun
soluja on kasvatettu 50 ml:ssa vailla G418:aa olevaa YPD-
kasvualustaa 28°C:ssa 68 tunnin ajan. Kukin ndyte vastaa
100 pl alkuperdista viljelm&dd, jolloin liukoisia fraktioi-
ta, ei-liukoisia fraktioita ja wviljelmd@supernatantteja
voidaan verrata niiden migroitumisen 8,5-%:isessa polyak-
ryyliamidigeelissad ja Coomassie-sinivdrjdyksen jdlkeen.
Plasmidilla pYG19 tai pYG23 transformoiduista soluista
perdisin olevissa nidytteissd voidaan todeta kaupallisesti

saatavana olevan, molekyylipainomallina k&ytetyn humaani-
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albumiinin (Sigma) kanssa ko-migroituva proteiininauha,
jolloin t&d&td nauhaa ei ole todettavissa soluista, jotka
sisdltdvat vailla HSA-geenid olevan vektorin pY¥G25. Huo-
mattakoon, ettd pYG1l9:4838 (prepro-HSA) kaytté&mdlla ilmaistu
albumiini kulkeutuu k&ytdnndllisesti katsoen kokonaisuu-
dessaan viljelmdsupernatanttiin, kun sitd vastoin plasmi-
dia pYG23 (Met-HSA) kayttdmdlld muodostunut albumiini on
kokonaisuudessaan ei-liukoisessa sytoplasmaproteiinifrak-
tiossa. Lisdksi kuviossa 29 esitetyistd tuloksista ilme-
nee, ettd plasmidin pYGlY9 sisdltdmien solujen erittama
albumiini on ainoa merkitsevdssd mddrin ladsndoleva solun-
ulkoinen proteiini. Plasmidilla pYGl9 transformoidun ja
sitten sopivissa olosuhteissa (vrt. kohta E.4.6.) ravis-
telukolviviljelmdnd kasvatetun kannan MW98-8C viljelmésu-
pernatantissa albumiinin pitoisuus voi olla jopa 150 mg

HSA:ta/litra.
E.4.4. K. lactiksen tuottaman albumiinin toteaminen

immunologisin keinoin

Albumiinistandardin kanssa ko-migroituvien hiiva-
proteiinien identiteettid wvoidaan tutkia immunologisin
keinoin. Tdssd tarkoituksessa polyakryyliamidigeeli siir-
retddn siirtokopiona nitroselluloosasuodattimelle (Schlei-
cher & Schuell, 0,45 pm) kayttden puolikuiva blot-siirto-
laitteistoa (Biometra) ja siirtopuskuria, joka sis&dltas
25 mM Tris-eméstd, 150 mM glysiinid& ja 10 % metanolia.
Blot-siirtoaika on 30 minuuttia ja kaytetty wvirta noin
0,85 mA/cm2 geelipintaa. Blot-siirron jalkeen suodatinta
inkuboidaan kolmeen kertaan 5 minuutin ajan 50 ml:ssa pus-
kuria A (5 % rasvatonta maitojauhetta, 0,2 % Tween 20-
valmistetta PBS-puskurissa {137 mM NaCl, 2,7 mM KCl1l, 4,3
mM NazHPO4]), minkd j&alkeen inkuboidaan 30 minuuttia 40
ml:ssa puskuria A, joka sis&lt&a HSA:n vastaisia kaniinin
polyklonaalisia vasta-aineita laimennettuina 1:1000. Suo-
datin huuhdotaan kolmeen kertaan puskurilla A, minkad j&al-

keen lisdtddn toinen, biotinyloitu, kaniinivasta-aineet
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tunnistava vasta-aine (Vectastain ABC Immuno Peroxidase
Kit, Vector Laboratories) madrand yksi pisara/50 ml pus-
Kuria. Suodatinta inkuboidaan 30 minuuttia, minkd j&dlkeen
se huuhdotaan kolmeen kertaan puskurilla B (0,2 % Tween
20 -valmistetta PBS:ssd) ja inkuboidaan sitten avidiini
DH/biotinyloitu peroksidaasi H -kompleksin l&dsnédollessa.
Avidiini/biotinyloitu peroksidaasi -kompleksi valmistetaan
juuri ennen kdyttéd laimentamalla 1 pisara kumpaakin pak-
kauksen késitt&m8a reagenssia A ja B 5 ml:aan puskuria B
30 minuutin pituisen inkuboinnin 23%C:ssa jdlkeen. Suoda-
tinta inkuboidaan kompleksin 1:10 laimennoksessa puskuris-
sa B (50 ml kaikkiaan) 30 minuutin ajan. Suodatin huuhdo-
taan toistamiseen puskurilla B kolmeen kertaan 5 minuuttia
kulloinkin, minkd j&lkeen sitd kehitetdadn 2-3 minuutin
ajan liuoksella, joka kasittda 10 ml 1liuosta, jossa on
0,02 ¥ vetyperoksidia, ja 10 ml liuosta, jossa on 1 mg/ml
diaminobentsidiini& ja 0,4 mg/NiCl2 0,1 M Tris-HCl-pusku-
rissa, pH 7,4. Kuviosta 30 ilmenee, ettd@ K. lactis MW98-
8C ilmaisee (pYG23) ja erittda (pYGl9) HSA-vastaisten po-
lyklonaalisten vasta-aineiden tunnistamaa proteiinia. Ta-
mdn antigeenimateriaalin esiintyminen liittyy spesifisesti
albumiinin ilmaisevan Kasetin l&dsndoloon, koska sitid ei
todeta solu-uutteista tai viljelmdsupernatanteista, jotka
ovat perdisin vailla ilmaisukasettia olevalla vektorilla
transformoiduista hiivoista.

E.4.5. HSA-erityksen kinetiikka

Kuten esitet&dn kuviossa 31A, erlenmeyerkolvissa
albumiinin eritys tapahtuu verraten hitaan kinetiikan mu-
kKaan. Erityksen maksimitasot ilmeisesti saavutetaan 70-100
tunnin inkuboinnin j&lkeen, kun kyseessd on viljelmsa, jo-
hon alunperin on siirrostettu 105 solua/ml (kuvio 31B).
Merkittdvdd8 lisdystd tai alennusta ei ole todettavissa
viljelmdn kasvatusaikana 100 - 240 tuntia, mika viittaa
siihen, ettd HSA:n stabiilisuus on hyvd ndissa kasvatus-

ja la&mpdtilaolosuhteissa. Koska tdnd aikana ei Kkerdinny
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proteolyyttisesti hajonnutta materiaalia, voidaan pdédtel-
13, ettd l&snid ei ole solunulkoista proteaasia, joka
mahdollisesti pilkkoisi erittynyttd albumiinia.

Kuviossa 32 esitet#ddn erityskinetiikka graafisesti
(A) sekd plasmidilla pYGl9 transformoidun kannan MW98-8C
kasvukdyrd (B); ndmd tulokset osoittavat, ettd& albumiinin
eritys jatkuu sen jalkeen, Kkun solut ovat saavuttaneet
kasvun stationdidrivaiheen. Tdmad havainto on sopusoinnussa
aiemmin muiden hiivailmaisujédrjestelmien yhteydessd suori-
tettuihin havaintoihin n&hden (Tschopp, J.F., et.al.,
Bio/Technology 5 (1987) 1305-1308).

E.4.6. HSA-erityksen tehokkuus plasmidien pYG44,

pYG51, pYG404 ja pYG58 yhteydesséd

HSA:n eritystehokkuutta tutkittiin S. cerevisiae
PGK-promoottorin (plasmidi p¥G19; kuviot 29 - 32), opti-
moidun ATG-yhteyden omaavan PGK/LAC4-hybridipromoottorin
(plasmidit pYG44-5 ja pYG44-7; kuvio 33), S. cerevisiae
PHOS-promoottorin (plasmidi pYG51; kuvio 34 A) ja K. lac-
tis LAC4-promoottorin (plasmidi pYG404; kuvio 35) s&datelyn
alaisena. Lisdksi K. lactis tappajatoksiinin erityssignaa-
lisekvenssi (pre-alue) fuusioitiin 1lukualueella pro-HSA-
rakennegeeniin (plasmidi pY¥G58; kuvio 34 B) ja verrattiin
fuusioproteiinin eritystehokkuutta luontaisen prepro-HSA:n
eritystehokkuuteen (plasmidirakenteiden yksityiskohdat,
katso osa 3). Ndille rakenteille saadut tulokset voidaan
esittdd yhteenvetona seuraavasti:

Plasmidissa pYG44 l&sndolevasta PGK/LAC4-hybridi-
promoottorista ilmaistun ja kasvualustaan erittyneen HSA:n
pitoisuustaso kohoaa 2 - 3 -kertaisesti, jos soluja vil-
jelladn glukoosipitoisessa kasvualustassa, johon lisdtéén
laktoosia logaritmisen kasvuvaiheen puolivalin ja varhai-
sen stationd&rikasvuvaiheen valilla (kuvio 33). Tata il-
mioéta ei todeta, jos laktoosin asemesta lisadtaadan vastaava
m88rd glukoosia (tuloksia ei esitetty). Jos soluja viljel-

188n kasvualustassa, joka sisaltdd laktoosia ainoana hii-
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lilsihteend, erittyneet HSA-tasot eivat ole korkeampia kuin
tasot, joihin p&&dstddn glukoosia sis&ltdvdssd Kkasvualus-
tassa (kuvio 33 B). HSA-erityksen laktoosivdlitteinen 1li-
sdys, joka todetaan "indusoitaessa" soluja glukoosipitoi-
sessa kasvualustassa tapahtuneen alkukasvatuksen jalkeen,
ei kuitenkaan ole riippuvainen K. lactis LAC4-promoottorin
UAS-osan lasndolosta. Tamd laktoosividlitteinen lisays to-
detaan vastaavasti, jos HSA-eritystd ohjaa PGK-promoottori
(kuvio 33 A, B kannan MW98-8C -transformanteille; kuvio 35
CBS2359-transformanteille) tai S. cerevisiae PHOS5-promoot-

tori (tuloksia ei esitetty).
HSA-erityksen tapahtuessa K. lactis LAC4-promoot-

torin s&dtelyn alaisena pdastddn alhaisempiin HSA-tasoi-

hin kuin S. cerevisiae PGK-promoottorilla (kuvio 35). Toi-

saalta HSA:n LAC4-ohjattu ilmaisu on tiukasti sdddeltyad:
erittynyttd HSA:ta ei kyetty toteamaan CBS2359-transfor-
manttien viljelmdsupernatanteista, jos glukoosi oli ainoa
kaytettavissad oleva hiilildhde (kuvio 35).

Yllattdvdsti kasvatettaessa soluja téydellisessad
kasvualustassa (YPD) PHOS5-ohjatun HSA-erityksen tehokkuus
on vain vdhdn alle tason, joka todetaan glykolyyttisen
PGK-promoottorin sisdltdvilld rakenteilla (kuvio 34 A).

HSA-erityssignaalin korvaaminen K. lactis tappaja-
toksiinin pre-alueella ei vaikuta HSA-erityksen sen parem-
min kinetiikkaan kuin tehokkuuteenkaan (kuvio 34).

E.4.7. HSA:n eritystehokkuus integroitujen ilmaisu-
kasettien yhteydessa

Plasmidissa pYGl9 esiintyvd PGK-prepro-HSA-ilmaisu-
kasetti integroitiin K. lactiksen kromosomi-~DNA:han kayt-
tden yhden vaiheen geenirikkomismenetelmdd, jota ovat ku-
vanneet Rothstein, R.J. (Methods in Enzymol. 101 (1983)
202-211; kokeellisten yksityiskohtien osalta katso kohta
E.3.7.). Kuten esitetty kuviossa 36, integranttikantojen
(vytdhykkeet 2 - 7) kasvualustaan erittamdt HSA-tasot ovat

ainakin 20 kertaa alhaisemmat kuin tasot, joihin p&ddstaan
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kdyttdmdlld pKDl-johdannaista pYGl9 (vyohyke 1). HSA-eri-
tys oli pddpiirteissddn sama riippumatta siitéd, tapahtuiko
ilmaisukasetin integroituminen K. lactis -genomin RAG2-
keskukseen vai K. lactis -genomissa toisaalle (kuvio 36).
Lisdksi ilmaisukasetin suuntautumisella URA3-valikointi-
merkkiin ndhden ei ollut merkittdvadd vaikutusta HSA:n eri-
tystasoihin (kuvio 36, vybhykkeet 2 ja 3). Erittyneen
HSA:n ma&rdn todettiin kuitenkin kasvaneen kaksinkertai-
seksi sellaisilla transformanteilla, joissa genomiin oli
integroitunut kaksi ilmaisukasettia (kuvio 36, vyéhyke 5).
Yhteenvetona, HSA:n eritystehokkuus vaikuttaa olevan
suorassa yhteydessa transformoidun hiivasolun k&sitt&m&adn
rakennegeenikopiolukuun.

E.4.8. HSA:n eritys Kluyveromyces-suvun eri lajeis-

sa ja kannoissa
Plasmideilla pYG1l9, pYG221B ja pKan707 transformoi-

tiin seuraavia Kluyveromyces-kantoja: ATCC16045 (K. mar-

xianus var. bulgaricus), ATCC24178 (K. wickerhamii),
ATCC12424 (K. marxianus var. marxianus), ATCC56500 (K.
waltii), ATCC36906 (K. marxianus var. drosophilarum),
CBS4574 (K. marxianus var. lactis), CBS683 (K. marxianus

var. lactis) ja MW98-8C (K. marxianus var. lactis). Kai-

killa +tutkituilla transformanteilla saatiin todettavia
HSA-eritystasoja, vaikkakin eri kantojen v&lilla todettiin
huomattavaa vaihtelua. Korkeimmat tasot todettiin k&dytet-
t3dessid kannan MWI98-8C transformantteja (CBS579.88) ja kan-
nan CBS683 transformantteja, jolloin alhaisin taso todet-
tiin k8ytettdessd kantaa ATCC16045, jolla ei-hajonnutta
HSA:ta kyettiin toteamaan wvain immunologisia menetelmid
kdyttden (tuloksia ei esitetty). Plasmidit p¥YGl9 ja pYG22-
1B valittivat verrattavia erittyneen HSA:n tasoja kaikissa
tutkituissa kannoissa.

Esimerkki 5: Kasvualustaan erittyneen HSA:n puhdis-

taminen
Tyypillisessid puhdistuskokeessa plasmidilla pYG1l9

transformoitua kantaa MW98-8C kasvatetaan YPD-kasvualus-
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tassa 72 tunnin ajan jo edell& kuvatuissa vakio-olosuh-
teissa. Viljelm&supernatantti-ersdstd (0,5 litraa) poiste-
taan kaikki kontaminoiva soluaines sentrifugoimalla, minka
jalkeen sit& inkuboidaan 4°C:ssa 15 minuutin ajan 60 %:n
etanolia l&sn&dollessa (v/v). Sakka otetaan talteen sentri-
fugoimalla ja uudelleenliuotetaan 10 ml:aan liuosta, joka
kdsittdd pitoisuuden 50 mM Tris-HCl, pH 8,0, minkd jdlkeen
liuos panostetaan Trisacryl blue -kolonniin (I.B.F., Rans-
ka). Humaanialbumiini eluoidaan t&dstd kolonnista k&dytta-
mdlld 3 M natriumkloridiliuosta. HSA:ta sis&dltavid frak-
tioita dialysoidaan 50 mM Tris-HCl-1liuosta vastaan, minka
jdlkeen naita fraktioita puhdistetaan Mono Q -kolonnissa
(Pharmacia), josta ne eluoidaan natriumkloridipitoisuudes-
sa 0,25 M. Suorittamalla viimeisend vaiheena kromatogra-
fia-ajo Superose 12 -kolonnissa (Pharmacia) saadaan HSA
yli 99 %:n puhtausasteen omaavana SDS-polyakryyliamidigee-
li-hopedvédrjayksestd pdadtellen.

Esimerkki 6: Erittyneen ja puhdistetun albumiinin

karakterisointi

Ei ole k&ytettdvissd koetta, jolla albumiinin bio-
logisia ominaisuuksia voitaisiin mitata in vitro, joten
ei ole helppoa keinoa rekombinantti-albumiinin laadun ar-
vioimiseksi. T&mdn vuoksi puhdistuksen jdlkeen K. lactik-
sen erittdmda albumiinia karakterisoidaan useiden fysiko-
kemiallisten ja immunologisten kokeiden avulla. N&m& ko-
keet osoittavat, ettd K. lactiksen eritté&ma rekombinantti-
albumiini on Kyps&dssd muodossa ja natiivissa konfiguraa-
tiossaan: se ei ole erotettavissa plasmasta uutetusta hu-
maaniseruumialbumiinista mink&&dn kdytetyn kriteerin nojal-
la.

E.6.1. SDS-PAGE: Coomassie-sini- ja hopeavarjays

Elektroforeesi suoritetaan SDS-polyakryyliamidigee-
lissd (7,5 %) (kuvio 38 C) kuten edelld kuvattu, tai kayt-
tden "Phast gel" -jarjestelm&sa (Pharmacia, kuvio 38 A).
Vaihtelevia mdaria rekombinantti-albumiinia verrattiin

kaupallisesti saatavana olevaan standardialbumiinivalmis-
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teeseen (Sigma), joka on uutettu humaaniplasmasta. Geelin
varjaaminen Coomassie-siniselld (kuvio 38 C) tai hopeasuo-
loilla (kuvio 38 A) osoittaa hiivaperdisten albumiininiyt-
teiden olevan tdysin homogeenisia.

E.6.2. Isoelektrinen fokusointi

Isoelektrinen fokusointi suoritettiin pH-arvoissa
4,5 - 6,0 (Phast gel, Pharmacia, kuvio 38 B) ja pH-arvois-
sa 4,0 - 7,0 (Immobiline, LKB). Rekombinantti-HSA:n iso-
elektrinen piste on sama Kkuin mallihumaani-HSA:n (pl =
4,8).

E.6.3. Natiivi-PAGE ja blot -immuunimdaritys

Suoritettaessa rekombinantti-HSA:n elektroforeesi
ei-denaturoivassa polyakryyliamidigeelissd (10 %), ja sen
jalkeen blot-siirtdmdlld tulos nitroselluloosasuodattimel-
le ja toteamalla tuotteet immunologisesti kohdassa E.4.4.
kuvatun mukaisissa olosuhteissa sen todetaan ko-migroitu-
van humaaniplasmasta uutetun standardialbumiinin kanssa.
Tédma viittaa hyvin voimakkaasti siihen, ettd K. lactis-
eritysprosessissa tapahtuu rekombinantti-prepro-HSA:n oi-
keaoppinen kypsyminen. Todettavissa ei ole kontaminoitu-
mista ei-kyps&llad HSA:1lla, mikd viittaa siihen, ettd HSA:n
signééli- ja pro-sekvenssit lohkeavat tehokkaasti t&ssa
hiivassa.

E.6.4. Molekyyliseulakromatografia

Molekyyliseulakromatografia-ajo suoritetaan ké&ayt-
tden Superose 12 -valmistetta (Pharmacia). Eluointipusku-
rin (50 mM Tris-HCl, pH 8,0) virtausnopeus pidetéan luke-
massa 1 ml/min. Rekombinantti-albumiinin ja mallialbumii-
nin pitoisuudet ovat vastaavasti 0,4 ja 1 mg/ml. Albumii-
nin eluoituminen todetaan mittaamalla absorbanssi 280 nm:n
aallonpituudella. Kummassakin tapauksessa eluutiotilavuus
on sama (11,5 ml). '

E.6.5. Anioninvaihtokromatografia

Rekombinantti-albumiini, kuten my®s humaaniplasmas-
ta perdisin oleva mallialbumiini, eluoidaan Mono Q HR 5/5

-kolonnista (Pharmacia) pitoisuudessa 0,31 M natriumklori-
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dia. Kuviossa 39 esitetdan kromatogrammit, jotka saatiin
injisoitaessa 100 pl rekombinantti-HSA:ta (0,4 mg/ml) ja
malli-HSA:ta (0,5 mg/ml); t&ll®oin kaytettiin liuoksella 50
mM Tris-HCl, pH 8,0, tasapainoitettua kolonnia ja vakio-
virtausnopeutta 1 ml/min.

E.6.6. Kaidnteisfaasikromatografia

Hiiva-albumiinin kayttdytymistd ké&&teisfaasissa
analysoidaan Nucleosil (C4) -kolonnissa kayttden puskurei-
ta A (vesi, joka sisaltaa 0,1 % trifluorietikkahappoa,
TFA:ta) ja B (asetonitriili, joka sis&dltaa 0,1 % TFA:ta).
Hiiva-albumiinin eluutio gradienttia 20 % - 80 % B/A k&yt-
tden on esitetty kuviossa 40, jolloin hiiva-albumiinin
retentioaika on sama kuin mallialbumiinin.

E.6.7. Aminohappokoostumus

Rekombinantti-HSA:n aminohappokoostumus médritetasn
kddnteisfaasikromatografisesti happohydrolyysin (6 N HC1l)
ja fenyyli-isotiosyanyylijohdannaisen muodostuksen j&l-
keen. T&l11a menetelm&lld saadut tulokset osoittavat sel-
vasti, ettd rekombinantti-HSA:n koostumus on sama kuin
humaaniplasmasta saadun mallialbumiinin.

E.6.8. N-paadtysekvenssi

Kayttdmdlld Edman hajoamisen mittaamiseksi auto-
maattista laitteistoa (Applied Biosystems) todettiin, ettd
K. lactiksen erittd@mdn HSA:n N-pdadtysekvenssi on Asp-Ala-
His-Lys-Ser-Glu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp-Leu-Gly. T&m&n
sekvenssin mddritys siis varmentaa natiivipolyakryyliami-
digeelielektroforeesikokeissa saadut tulokset, ja osoit-
taa, ettd K. lactis -hiivan erittdmd albumiini on ocikealla
tavalla ja tdydellisesti kypsynyt.

E.6.9. Tryptofaanin fluoresenssi

295 nm:n aallonpituudella herdtetyn yksittdisend
l8sn8olevan tryptofaanin emittoima fluoresenssi omaa saman
profiilin rekombinatti- tai plasma-albumiinin kyseessa
ollen (maksimi 337 nm:n Kkohdalla), mikd osoittaa t&mén
aminohapon hydrofobisten ympdristdjen vastaavan toisiaan

ndissd tapauksissa (kuvio 41).



10

15

20

25

30

35

61

E.6.10.

Mallialbumiinin (Sigma) ja hiivan eritt&mdn albu-
miinin stabiilisuuskinetiikka 75°C:ssa on samanlainen (ku-
vio 42), miksd wviittaa siihen, ettd proteiinirakennetta
stabiloivat sidokset (hybrofobiset vuorovaikutukset ja
disulfidisillat) ovat ndissd tapauksissa identtiset.

E.6.11. Reaktiivisuus monoklonaalisten vasta-ainei-
den suhteen

Rekombinantti-albumiinin antigeenisyyttd tutkittiin
kdyttden erilaisia, humaanialbumiinivastaisia monoklonaa-
lisia vasta-aineita. Kuviosta 43 ilmenevédt niiden spesifi-
syydet: vasta-aineet HA10, HAll ja HA1l3 vastaavat epitoop-
peja, joiden sdilyminen edellyttd&d koko molekyylin koossa
pysymistid. Vasta-aineet HA21, HA6, HA4, HA3, HA8 ja HAl
vastaavat epitooppeja, jotka sijaitsevat peptidiketjun
varrella N-pdiadysta C-paadtyyn (Doyen, N., et.al., Mol.Im-
mun. 22 (1985) 1-10; Lapresle, C., Anal.Biochem. 174

(1988) 308-312).
Kokeena kdytettiin ELISA-inhibitiokoetta. Eri vas-

ta-aineita imeytettiin polystyreenimaljapintoihin ja kul-
lekin vasta-aineelle muodostettiin alkalisella fosfataa-
silla leimatun albumiinin sitoutumiskd@yr&. Kunkin vasta-
aineen kyllastyskdyrd on ulkon&dltdd&n sigmoidinen ja lei-
matun albumiinin mddrd, joka vastaa 50 3¥:n sitoutumista,
valittiin kunkin vasta-aineen inhiboitumisen tutkimiseksi.

Rekombinantti-albumiinindytteelld suoritetun inhi-
bitiokokeen tulosta verrattiin plasma-albumiinindytteel-
14 (Sigma) saatuun tulokseen. Kuviosta 44 ilmenee, etté
rekombinantti-albumiini inhiboi kutakin tutkittua yhdeksaa
vasta-ainetta yhtd suuressa mddrin kuin natiivialbumiini.
Ottaen huomioon tamidn kokeen erittdin suuri herkkyys ha-
vaituilla eroavaisuuksilla ei todenn&kdisesti ole merki-

tystad.
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Esimerkki 7: Hiivailmaisuvektorit, jotka sisdltdvat

kasetin interleukiini-1f8:n eritt&miseksi

E.7.1. IL-1B-rakennegeenin synteesi

IL-1B:td vastaavan rakennegeenin kemiallista syn-
teesid on jo kuvattu (Jung, G., et.al., Ann.Inst.Pasteur/-
Microbiol. 139 (1988) 129-146): 1lyhyesti, rakennegeeni
koottiin 14 synteettisestd oligodeoksinukleotidista NdeI-

HindIII-restriktiofragmenttina. Auronin et.al. (Proc.-
Natl.Acad.Sci. 81 (1984) 7907-7911) julkistamaan sekvens-

siin verrattuna nyt kyseessid olevassa esimerkissd kaytetty

synteettinen geeni sisdltdd seuraavat modifikaatiot: i)
AGC-kodoni (Ser) asemassa 483 on vaihdettu TCC-kodoniksi
HindIII-keskuksen eliminoimiseksi; ii) T asemassa 506 on
korvattu C:11d NdelI-keskuksen eliminoimiseksi; iii) on
muodostettu EcoRI-Keskus, jota seuraa Ndel-keskus asemassa
435 (GAATTCATATG), mukaanlukien translaation aloittava
metioniini; iv) sekvenssi AAGCTT on lisdtty asemaan 896
HindIII-keskuksen sijoittamiseksi valittémé&sti alavirtaan
translaation pdatdskodonista.

Rekombinantti-IL-1B:td4 koodaava rakennegeeni on
taten kaytettdvissda EcoRI-HindIII-restriktiofragmenttina,
joka sisadltyy pCI131l:ksi nimettyyn plasmidi pUC19 -johdan-
naiseen.

E.7.2. Eritysvektorin rakentaminen, joka sis&ltda

IL-1B:n S. cerevisiae PGK-promoottorin ja K. lactis tap-

pajatoksiinin erityssignaalin s#&&telyn alaisena

K. lactis tappajaplasmidin Kl toksiinigeenin
(stark, M.J.R., ja Boyd, A., EMBO J. 5 (1986) 1955-2002)
erityssignaalia ("pre"-alue) vastaava DNA-~fragmentti koot-
tiin seuraavista kahdesta synteettisestd oligodeoksinuk-
leotidista:

SqA : 5'-AATTATGAATATATTTTACATATTTTTGTTTTTGCTGTCAT-
TCGTTCAAGGTAAAAG-3'

SgB : 5'-AATTCTTTTACCTTGAACGAATGACAGCAAAAACAAAAAT-
ATGTAAAATATATTCAT-3



10

15

20

25

30

35

63

Nama kaksi oligodeoksinukleotidia hybridoitiin,
jolloin jdlleenmuodostui tappajatoksiinin signaalisekvens-
si, jota seuraa mahdollista sellaista pilkkoutumiskeskusta

edustava dipeptidi LysArg, jonka K. lactis KEXl-geenin

tuottama endopeptidaasi tunnistaa (Tanguy-Rougeau, C.,
et.al., FEBS Letters 234 (1988) 464-470). Tata sekvenssia

sivuavat kooheesiop&&8dyt, jotka sopivat EcoRI-keskuksen

vastaaviin pd&tyihin. Tdssd rakenteessa vain signaalisek-
venssistd alavirtaan sijaitseva pddty voi uudelleenmuodos-
taa funktionaalisen EcoRI-keskuksen. Tama DNA-fragmentti
kloonattiin halutun mukaisesti suuntautuneena plasmidin
PEPGK41 yksittdiseen EcoRI-keskukseen, jolloin saatiin
plasmidi pSPGK1l (Kuvio 45). pEPGK41l sis&lt8d S. cerevisiae
PGK-geenin promoottorin ja pddttdjén sisdltdvan Sall-Bam-
HI-kasetin, joka on identtinen plasmidin pYG12 (kuvattiin
aiemmin esimerkissd 3) sisidltdmdsan ndhden lukuunottamatta
HindIII-kloonauskeskusta, joka on korvattu EcoRI-keskuk-
sella (katso kuviossa 45 esitetty sekvenssi). Ké&ytetyn
strategian seurauksena plasmidi pSPGK1l kdsittasd yksittdi-
sen EcoRI-keskuksen, joka mahdollistaa rakennegeenien
kloonaamisen synteettisestd signaalisekvenssistd alavir-
taan.

IL-1B:ta koodaavan rakennegeenin saamiseksi EcCORI-
restriktiofragmenttina plasmidi pCii31 (katso kohta E.7.-
1.) linearisoitiin entsyymid HindIII k&yttden, minkad j&al-
keen sitd kdsiteltiin E. coli DNA-polymeraasi-I:n Klenow-
fragmentilla tylppien p&dtyjen saamiseksi ja ligatoitiin
sitten synteettiseen EcoRI-1liitt&j&&n (5'-GGAATTCC-3').
Pilkkomisen entsyymilld ECORI jdlkeen Met-IL-1B:td vastaa-
va fragmentti puhdistettiin elektroeluutiota k&yttamalla
ja kloonattiin plasmidin pSPGK1l EcoRI-keskukseen, jolloin
saatiin plasmidi pSPGK-IL7 (kuvio 46). Tass& rakenteessa
IL-1B:td& koodaava sekvenssi sijaitsee translaatioalueella
tappajatoksiinista perdisin olevan erityssignaalin kanssa.

Kypsédn IL-1B-geenin alkua (AlaProVal...) erottaa signaali-
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peptidaasin tunnistamasta pilkkoutumiskeskuksesta (GlnGly)
pentapeptidi LysArgIleHisMet.

Plasmidia pSPGK-IL17 k&ytetdsdn lahteend SalIl-Hin-
dIII-restriktiofragmentille, joka vastaa ilmaisukasettia
(PGK-promoottori/erityssignaali-IL-1B8/PGK-pdattaja); tama
fragmentti puhdistettiin elektroeluutiota kayttdmdllad ja
kloonattiin sitten plasmidiin pCXJl (vrt. kuvio 9), jota
0li pilkottu samoilla entsyymeilld, plasmidin pSPGK-IL21
saamiseksi (kuvio 47). Plasmidia pUC4K (Pharmacia) kayte-
tddn l&hteend genetisiini- (G418-) resistenssigeenille,
joka puhdistettiin elektroeluutiota kayttdmdllsd Sall-res-
triktiofragmenttina. Té&md fragmentti kloonattiin sitten
plasmidin pSPGK-IL21 Sall-keskukseen, jolloin saatiin il-
maisuplasmidi pSPGK-IL31 (kuvio 48).

E.7.3. Eritysvektorin rakentaminen, joka sisaltaa

IL-1B8:n S. cerevisiae PHOS-promoottorin sd&telyn alaisena

PHOS5-promoottorin merkitys perustuu siihen, etta

se on ilmaisujdrjestelmd, joka voidaan indusoida K. lac-

tiksessa: kuten S. cerevisiae'ssd t&md promoottori tulee
repressoiduksi ymparistdssd, jossa epdorgaanisen fosfaatin
pitoisuus on korkea, mutta indusoituu ymparistdssd, joka
ei sisalla fosfaattia (Chen, X.J., ja Fukuhara, H., Gene
369 (1988) 181-192).

Isantéaplasmidi pEPHO sisdltda BamHI-Pstl-restrik-

tiofragmentin, jonka koko on 0,94 kbp:td ja joka koostuu

S. cerevisiae PHO5-geenin promoottori- ja pddtdsalueista.
Témad fragmentti saadaan 2,03 kbp:n BamHI-PstI-genomifrag-
mentista (Bajwa, W., et.al., Nucl.Acids Res. 12 (1984)
7721-7739), josta hapanta fosfataasia koodaava rakennegee-
ni on deletoitu aseman -4 (translaation aloituskodoniin
ATG ndhden) ja translaation pddtdskodonista TAG ylavirtaan

sijaitsevan yksittdisen Sau3A-keskuksen vdlistd. Promoot-

torin ja sen pdattdjan vdliseen liitoskohtaan on insertoi-
tu EcoRI/Smal/BamHI-polyliittaj&, mika mahdollistaa raken-

negeenin insertoinnin translaation aloituskodoneineen.
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K. lactis tappajaplasmidin K1 toksiinigeenin (katso
kohta E.7.2.) eristyssignaalia vastaava gggRl—fragmentti
kloonattiin halutun mukaisesti suuntautuneena plasmidin
PEPHO EcoRI-keskukseen, jolloin saatiin plasmidi pSPHO4
(kuvio 49). Met-IL-1B:td vastaava EcoRI-restriktiofrag-
mentti puhdistettiin plasmidista pSPGK-IL17 (kuvio 46) ja
kloonattiin plasmidin pSPHO4 EcoRI-keskuKkseen, jolloin
saatiin plasmidi pSPHO-IL14 (kuvio 50). T&atd plasmidia
kaytetddn 1ladhteena §§;I—EigglII—restriktiofragmentille,
joka vastaa ilmaisukasettia (PHOS5-promoottori/erityssig-
naali-IL-1B/PHO5-p&att&aja); téma fragmentti puhdistettiin
elektroeluutiota kaytté&mdllad ja kloonattiin samoilla ent-
syymeilld leikattuun plasmidiin pCXJl, jolloin saatiin
plasmidi pSPHO-IL23 (kuvio 51). Genetisiini- (G418-) re-
sistenssigeenin sis&dltdvad Sall-restriktiofragmentti puh-
distettiin elektroeluutiota kdyttdm&alla plasmidista pUC4K
ja kloonattiin sitten plasmidin pSPHO-IL23 SalI-keskuk-
seen, jolloin saatiin ilmaisuplasmidi pSPHO-IL35 (Kuvio
52).

E.7.4. IL-1B:n ilmaisevien pKDl-perdisten plasmi-
dien mitoottinen stabiilisuus ei-selektiivisissd kasvatus-
olosuhteissa

Plasmidien pSPGK-IL31 ja pSPHO-IL35 mitoottista
stabiilisuutta seurattiin vaihtelevan pituisten aikajak-
sojen kuluttua, ja se mdariteltiin niiden solujen prosen-
tuaaliseksi osuudeksi, jotka ovat s&dilytté@neet kyvyn kas-
vaa selektiivisessd minimivaatimuskasvualustassa (jota ei
ole tadydennetty urasiililla) mddrdtyn lukum8&rén solupol-
via késittdvdn kasvatuksen ei-selektiivisessd kasvualus-
tassa jdlkeen. Kuten esitetty kuviossa 53, ndmd kaksi
plasmidia ovat huomattavan stabiileja, vaikkakin stabiili-
suus ei PGK-promoottoria kayttdvilld rakenteilla ole sama
kuin PHOS5-promoottorin sis&ltdvilld rakenteilla: 40 solu-
polven jadlkeen ei-selektiivisessd kasvualustassa 75 3%

(promoottori indusoituu) - 93 % (promoottori ei indusoidu)
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soluista on sdilyttédnyt plasmidin pSPHO-IL35, kun taas
plasmidi pSPGK-IL31 on tallella vain 44 %:ssa soluista.
Ndm&d tulokset osoittavat indusoitavan ilmaisujarjestelmdn
tarkedn merkityksen plasmidista pKDl saatujen ilmaisuvek-
torien teollisen hy&dyntamisen kannalta sen erottaessa
toisistaan hiivaviljelmdn kasvufaasin ja faasin, jossa
muodostuu mahdollisesti myrkyllistad heterologista proteii-
nia.

E.7.5. IL-1B:n eritys

Rakenteet pSPGK~-IL31 ja pSPHO-IL35 siirrettiin K.
lactis -kantaan MW98-8C aiemmin kuvattujen menettelytek-
niikoiden mukaan. Transformantit wvalikoitiin urasiilia
vailla olevassa minimivaatimuskasvualustassa, minka jal-
keen muutama klooni siirrostettiin 200 pg/ml G418:aa si-
sdltdvaan YPD-kasvualustaan, ja tutkittiin niiden kykya
erittaa IL-1p:téa.

Viljelmdsupernatantista otettuja nadytteitd kasitel-
tiin etanolilla (60 minuuttia —20°C:ssa, loppupitoisuus
60 %) erittyneen IL-1f:n saostamiseksi. Saostunut materi-
aali otettiin talteen sentrifugoimalla (20 minuuttia,
15 000 x g) ja uudelleenliuotettiin ndytepuskuriin (Laem-
1i, U.K., Nature 227 (1970) 680-685) kuumentamalla 95°C:-
sen 15 minuutiksi 1/10:ssa alkuperdisestd tilavuudesta,
mink&8 j&lkeen naytteet asetettiin 12,5-%:iselle polyakryy-
liamidigeelille. Ndytteiden elektroforeesiajon jalkeen IL-
1B-eritys todettiin joko denaturoivista geeleistd Coomas-
sie~siniselld varj&damalla (kuvio 54) tai immunologisesti
blot-siirtdmalla geeli nitroselluloosakalvoille ja sitten
humaani-IL-1B:n vastaisia polyklonaalisia vasta-aineita
(Genzyme) kayttden, jolloin ndytteitd kasiteltiin valin-
naisesti edeltédpdin endoglykosidaasi-H:1lla valmistajan
(Boehringer Mannheim) ohjeiden mukaan.

IL-1B:td8 vastaavilla rakenteilla transformoitujen
hiivojen viljelmdsupernatanteista saatu immunologinen sig-

naali on herkkd endoglykosidaasi-H-kasittelylle (ndennadi-
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nen molekyylipaino laskee 24 kD:sta 19 kD:hen), mika
osoittaa hiivan rekombinantti-IL-1B:n olevan glykosyloitu.
Ta&md tulos on sopusoinnussa mahdollisen N-glykosylaatio-
keskuksen ldsndoloon IL-1B:n N-pddtyosuudessa (Asn asemas-
sa 7) nahden.

K. lactis -kanta MW98-8C transformoitiin plasmidil-

1 a -

pPSPHO-IL35 ja transformantteja kasvatettiin erlenmeyer-
kolvissa, vailla epdorgaanista fosfaattia olevassa kasvu-
alustassa (Chen, X.J., ja Fukuhara, H., Gene 369 (1988)
181-192), minkd j&lkeen 2 ml:n ndyte-erid saadusta viljel-
masupernatantista panostettiin sellaisenaan kddnteisfaasi-
kolonniin erittyneen IL-1B:n puhdistamiseksi: 35 %:n ase-
tonitriilipitoisuutta vastaava eluutiopiikki otettiin tal-
teen, ja se vastaa haluttua rekombinantti-interleukiinia.
T&118 tekniikalla puhdistetun materiaalin m&&rd méadritet-
tiin spektrofotometrisesti, ja t&@médn perusteella voidaan
arvioida K. lactiksen erittdvan IL-1B:t& pitoisuustasona
35 mg/litra viljelmdsupernatanttia.

Puhdistetun IL-1f8:n N-pddtyosuus sekvensoitiin (au-
tomaattinen Edman-pilkkominen, Applied Biosystems), ja
saatu tulos osoittaa, ettda tappajatoksiinin "pre"-alue
kokonaisuudessaan puuttuu ja siten ettd K. lactis -kanta
MW98-8C on tehokkaasti kypsynyt GlnGly-pilkkoutumiskeskuk-
sessa, jonka hiivan signaalipeptidaasi tunnistaisi (Stark,
M.J.R., ja Boyd, A., EMBO J. 5 (1986) 1955-2002). Seurauk-
sena strategiasta, jota kaytettiin plasmidin pSPHO-IL35
sisdlté&mén IL-1B-ilmaisukasetin rakentamisessa, rekombi-
nantti~-IL-1f8:n N-puoleinen p&d&ty ei voi olla identtinen
kypsdn humaani-IL-1B:n N-pddtyyn ndhden: mikrosekvensoi-
malla m88ritetty 11 ensimmd@isen j&a&nndksen jdrjestys (Lys-
ArgIleHisMetAlaProValArgSerLeu) varmistaa, ettda ldsnd on
useita ylimdadraisia aminohappoja (LysArgIlleHisMet) Kyps&a
humaani-IL-1B:aa vastaavasta sekvenssistd yldvirtaan, ja

osoittaa erityisesti, ettd tdssd sekvenssiyhteydessa K.
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lactis KEXl-entsyymin mahdollinen pilkkomiskeskus (LysArg)

ei tule tunnistetuksi. Luomalla paikkaohjautuvan mutatoin-

nin avulla oikeanlainen liitoskohta tappajatoksiinin eri-
tyssignaalin ja kyps&n IL-1B8:n rakennegeenin valille (Gln-
Gly'AlaProVal) on siten ilmeisesti mahdollista saada oi-
kealla tavalla kypsynyttd, erittyvaa IL-1B:aa.

Esimerkki 8: Hiivailmaisuvektoreita, jotka sisdlta-

védt kasetin tPA:n ilmaisemiseksi ja erittémiseksi
E.8.1. Vektoreiden rakentaminen Met-tPA:n ilmaise-

miseksi ja prepro-tPA:n erittaémiseksi S. cerevisiae PGK-

promoottorin sddtelyn alaisena

tPA:ta koodaava rakennegeeni eristettiin plasmidis-
ta pXL348 (Met-tPA) ja pXL459 (prepro-tPA) (Sarmientos,
P., et.al., Bio/Technology 7 (1989) 495-501); vastaavat
restriktiokartat on esitetty kuviossa 55.

Lihtien plasmidista pXL348 (Met-tPA) saadaan plas-
midit pYG224 A/B (Met-tPA) ja p¥YG225 A/B (prepro-tPA) seu-

raavan kaavion mukaan:
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pXL348 (Met-tPA)

HindIII-keskuksen insertointi va-
l1ittomasti rakennegeenistd alavir-
taan sijaitsevaan XholII-keskukseen

pYG205
HindIII-keskuksen insertointi
NdeI-keskuksesta valittdmasti
ylavirtaan ja HindIII-
fragmentin al

tilla

kloonaus
pYG206:een (pUC8~delta~Ndel)
pYG211 — p pYG219
pYG21ll:n (Met-tPA) HindIII- pYG219:n (prepro-tPA)
fragmentin insertointi HindIII-fragmentin
pYG208:aan insertointi pYG-
208:aan
pYG222 pYG223
pYG222- ja pYG223-peraisten
SalIl-ilmaisukasettien vienti
plasmidiin pKan707
pYG224 A/B » pYG225 A/B
(Met-tPA) (prépro-tPA)

Plasmidia pXL348 pilkotaan entsyymilld XhoII, ja
saatu restriktioseos ligatoidaan fosforyloituun XhoII-Hin-
dIII-adaptorisekvenssiin (synteettinen oligodeoksinukleo-
tidi 5'-GATCAAGCTT-3'); sitten seosta pilkotaan entsyymil-
1ld HindIII ja Met-tPA:ta Koodaava restriktiofragmentti
kloonataan vektorin pUC8 HindIII-keskukseen, jolloin saa-
daan valituoteplasmidi pYG205. T&atad plasmidia leikataan
entsyymillda NdeI ja tulos ligatoidaan NdeI-HindIII-NdeIl-

pYG211l:n (Met-tPA) NdeI-SstI-fragmentin
korvaus pxXL459:n (prepro-tPA) Ndel-Sstl-fragmen-
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adaptorisekvenssin muodostavien fosforyloitujen, synteet-
tisten oligodeoksinukleotidien 5'-TAAGCTTCA-3' ja 5'-TAT-
GAAGCT-3' ekvimolaariseen seoKkseen; in vitro ligatoinnin
jdlkeen seosta pilkotaan HindIII:1lla ja Met-tPA:ta koodaa-
va restriktiofragmentti puhdistetaan elektroeluutiota
kayttden sekd kloonataan sitten vektorin pYG206 HindIII-
keskukseen, jolloin saadaan plasmidi pYG211l. Vektori
pYG206 vastaa plasmidia pUC8, josta sen yksittdinen Ndel-
keskus on tuhottu pilkkomalla entsyymilld NdeI, mink& jal-
keen Kkoheesipdddyt on taytetty E. coli polymeraasi-I:n
Klenow-fragmentilla ennen vektorin sisdistd ligatointia;
plasmidi pYG21ll sis&dltdd siten Met-tPA:ta koodaavan Hin-
dIlI-fragmentin, jossa on yksi yksittdinen Ndel-restrik-
tiokeskus, joka sijaitsee Met-tPA:n ATG-aloituskodonissa.
Plasmidin pY¥G21l nukleotidisekvenssi translaation aloi-
tuskodonista yl&avirtaan on seuraava: 5'-AAGCTTCATATG...-
3'.

Plasmidia pYG21l1l kaytetddn plasmidin p¥YG219 l&htee-
nd, joka viimemainittu plasmidi sis&ltd8 prepro-tPA:ta
koodaavan HindIII-fragmentin. Tamd plasmidi rakennettiin
korvaamalla pYG21ll:n NdeI-SstI-fragmentti plasmidin pXL459
NdeI-SstI-fragmentilla, joka sis&lt&da prepro-tPA:n N-paa-
tyosuuden (kuvio 55); plasmidit pYG211l (Met-tPA) ja pY¥G219
(prepro-tPA) ovat tadten tarkalleen isogeenisid@ lukuunot-
tamatta sitd eroavuutta, ettd plasmidissa pYG21l1l tPA:n
kypsdn muodon koodisekvenssii yélittbmésti edeltsad aloi-
tuskodoni, Kkun taas plasmidissa pYG219 kypsé&n tPA:n sek-
venssid edeltdd sen luontainen prepro-kuljetussekvenssi.

Met-tPA:ta ja prepro-tPA:ta koodaavat HindIII-frag-
mentit puhdistettiin elektroeluution avulla plasmideista
pYG211l ja pYG219, minkd jdlkeen ne kloonattiin oikealla
tavalla suuntautuneina samalla restriktioentsyymilld pil-
kottuun vektoriin pYG208 (vrt. kuvio 194), jolloin saatiin
valituoteplasmidit pYG222 ja pYG223. Namd plasmidit sisdl-

tdvat Sall-restriktiofragmenttina kéaytettdvissd olevan
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ilmaisukasetin, joka vektoriin pKan707 kloonaamalla saa-
tiin plasmidit pYG224 A/B (Met-tPA) ja pYG225 A/B (prepro-
tPA). Sall-kasettien A- ja B-suuntautuminen vektoriin n&h-
den maariteltiin kuten edelld plasmidien pYG221 A/B (pre-
pro-HSA) yhteydessa.

E.8.2. tPA:n eritys

Rakenteet pYG224 A/B (Met-tPA) ja pYG225 A/B (pre-
pro-tPA) vietiin erityisesti K. lactis -kantaan MW98-8C
kohdassa E.4.1. kuvattuja menettelyitd kdyttden. Solut va-
likoitiin G418:n 1l&dsnd ollessa, minkd jadlkeen muutama
klooni siirrostettiin selektiiviseen YPD-kasvualustaan,
jossa tutkittiin niiden kykyd& ilmaista ja erittda tPA:ta
seuraavien menettelytekniikoiden mukaan: (i) SDS-polyak-
ryyliamidigeelien varjadminen Coomassie-siniselld@; (ii)
immunologinen toteaminen blot-siirtd&mdlld geeli nitrosel-
luloosakalvolle ja kayttam&lla sitten humaani-tPA:n vas-
taisia primddrisid vasta-aineita (Biopool), mitad valinnai-
sesti edeltdad solufraktioiden kasittely deglykosyloivilla
entsyymeilld, endoglykosidaasi-H:1la tai glykopeptidaasi-
F:118, joita k&ytettiin valmistajan (Boehringer Mannheim)
ohjeiden mukaan; (iii) fibriini-maljamd&&ritys seuraavan
koostumuksen omaavissa indikaattorimaljoissa: 1 % agaroo-
sia, 0,1 % fibrinogeenia (KabiVitrum), 0,2 yksikk6d/ml
trombiinia (Sigma) liuotettuina PBS-puskuriin.

Ndiden kokeiden tulokset osoittavat, ettd ei-kdsi-
tellyistd viljelmdsupernatanteista (rakenne pYG225B) tai
solu-uutteista ei ole todettavissa spesifistda immunoclogis-
ta signaalia. Toteamismenetelmédad ei voida asettaa kyseen-
alaiseksi, silld rakenteet pYG224 A/B (Met-tPA) antavat
laajan spesifisen signaalin (1 - 10 mg/litra viljelm&a)
solu-uutteista ja erityisesti ei-liukoisia proteiineja
vastaavasta fraktiosta.

Deglykosyloivien entsyymien k&yttd vaikuttaa edel-

lytykselta K. lactiksen S. cerevisiae PGK-promoottorin

sgddtelyn alaisena ilmaiseman ja erittdmd@n prepro-tPA:n
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immunologiselle toteamiselle. Tadm&d havainto voidaan selit-
td48 tdmdn proteiinin heterogeeniselld hyperglykosylaatiol-
la ilmaistaessa mainittu kanta mainitun promoottorin saa-
telyn alaisena. Erityisesti t&m& hyperglykosylaatio saat-
taisi olla syypdd PGK-promoottorista ilmaistun hiivarekom-
binantti-tPA:n heikkoon antigeenisyyteen.

Kuviosta 56 ilmenee, ettd plasmidilla pYG225B (pre-
pro-tPA) transformoidun K. lactis MW98-8C -kannan viljel-
midsupernatanteissa esiintyy entsyymiaktiivisuus, joka kui-
tenkin puuttuu plasmidilla pKan707 (verrokkivektori) tai
pYG224B (Met-tPA) transformoidun kannan MW98-8C viljelma-
supernatanteista. Erittyneen tPA-aktiivisuuden toteaminen
osoittaa tdten, ettd tPA:n prepro-sekvenssi on funktionaa-
linen K. lactis MW98-8C -hiivassa. tPA-aktiivisuuskoe
indikaattorimaljoissa osoittaa niinik&&n aktiivisuuden
esiintymisen rakenteella Met-tPA transformoidun Kkannan
MW98-8C solunsisdisissd fraktioissa (tuloksia ei esitet-
ty).

E.8.3. Isadntdkannan vaikutus tPA-eritykseen

Plasmidi pKan707 -johdannaisia toisintamaan kykene-
vien hiivojen tPA-eritystasojen kannalta isdnt&solun va-

linta on keskeinen perustekijd. Suvun Kluyveromyces hiivo-

jen kykya erittad vektoriin pKan707 kloonattua tPA:ta tut-
kittiin kuten edelld selvitetty fibrinogeeni-agar-agar-
indikaattorimaljoissa. K. lactis -kantojen ATCC 34609 ja
ATCC 34610, ATCC 36906 (K. drosophilarum) ja K. fragilis
ATCC 36534 ja ATCC 36907 tPA-erityspotentiaali on samaa

suuruusluokkaa kuin K. lactis -kannan MW98-8C, kun sita

vastoin kokeissa, jotka suoritettiin samoissa olosuhteissa
kannoilla ATCC 12424 (K. fragilis), ATCC 24178 (K. wicker-
hamii) ja ATCC 56500 (K. waltii), ei kyetty toteamaan tPA-

aktiivisuutta viljelm8supernatanteista.
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Esimerkki 9: Hiivailmaisuvektoreita, jotka sisdlta-

vat kasetin TIMP:n ilmaisemiseksi ja erittdmiseksi
E.9.1. Vektorien rakentaminen TIMP:n ilmaisemiseksi

ja erittamiseksi S. cerevisiae PGK-promoottorin s&&dtelyn

alaisena
Taydellinen TIMP:td koodaava rakennegeeni eristet-

tiin plasmidista pPV2-TIMP. Tam& vektori koostuu HindIII-
restriktiofragmenttina kaytettdvissd olevasta TIMP-cDNA: -

sta (Kaczorek, M., et.al., Bio/Technol. 5 (1987) 595-598).

Tama restriktiofragmentti puhdistettiin elektroeluutiolla
ja kloonattiin oikealla tavalla suuntautuneesti rakenta-
misvdlituotteen p¥YG208 HindIII-keskukseen (vrt. kuvio
19A), jolloin saatiin plasmidi pYG220. T&std plasmidista
saadaan ilmaisukasettia vastaava Sall-fragmentti (PGK-pro-
moottori/TIMP/PGK-p&attaja), joka Kloonattiin vektorin
pKan707 SalI-keskukseen (vrt. kuvio 13), jolloin saatiin
ilmaisuplasmidit p¥YG226 A/B, jotka poikkeavat toisistaan
vain Sall-fragmentin suuntautumisessa vektoriin n&hden.
Plasmidien pYG226 A/B A- ja B-suunnat mddriteltiin kuten
edelld plasmideille pYG221 A/B (prepro-HSA), pY¥YG224 A/B
(Met~-tPA) ja pY¥YG225 A/B (prepro-tPA).

E.9.2. TIMP:n eritys

Rakenteet pYG226 A/B (TIMP) siirrettiin K. lactis-
kantaan MW98-8C edelld aiemmin kuvattujen menettelyteknii-
koiden mukaan. Solut valikoitiin G418:n l&sndollessa, min-
k3 j&lkeen muutama klooni siirrostettiin selektiiviseen
YPD-kasvualustaan ja tutkittiin niiden kyky& ilmaista ja
erittdd TIMP:td joko kayttden Coomassie-siniselld varjat-
taviad SDS-polyakryyliamidigeeleja, tai immunologisesti
toteamalla blot-siirtdam&lla geeli nitroselluloosakalvoille
ja kdyttédmadlls sitten humaani-TIMP:n vastaisia prim8drisii
vasta-aineita (Rhone-~Poulenc Sante), mitd valinnaisesti
edeltdad solufraktioiden kasittely endoglykosidaasi-H:1lla.

TIMP:t& vastaava immunologinen signaali on todet-

tavissa ei-glykosyloiduista solunsisdisistd uutteista (ei-
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liukoiset proteiinifraktiot), mutta ei ei-glyKkosyloiduista
viljelmdsupernatanteista (kuvio 57). Tamd@ immunologinen
signaali on herkka kasittelylle deglykosyloivilla entsyy-
meilld, mikd osoittaa, ettd hiivarekombinantti-TIMP on N-
glykosyloitu. Rekombinantti-TIMP:n eritys voidaan osoittaa
plasmidilla pYG226B transformoidun kannan MW98-8C viljel-
masupernatantista in vitro deglykosylaation jalkeen (kuvio
57), mika& osoittaa, ettd TIMP:n luontainen kuljetussek-
venssi on funktionaalinen K. lactis -kannassa MW98-8C.

Huomautus

Nadyte kannasta MW98-8C on talletettu talletuslai-
tokseen Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS), Baarn,
Hollanti, Budapestin sopimuksen sopimusehtojen mukaisesti;
se rekister®itiin 16.09.1988 ja sai hakunumeron CBS 579.-
88.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd proteiinin valmistamiseksi, t u n =
n e t t u siitd, ettd viljellddn kasvualustassa suvun

Kluyveromyces-hiivaa, joka on transformoitu ilmaisuplasmi-

dilla, joka kéasittaa:

- plasmidin pKD1l geenit A, B ja C
plasmidin pKD1 kd&dnteiset toistot
plasmidin pKD1 stabiilisuuskeskuksen

- pKD1l:n replikaatio alkukohdan ja ilmaisukasetin,

joka sisdltdd mainitun proteiinin rakennegeenin koodaavan
DNA:n sen ilmaisun mainitussa hiivassa mahdollistavien
sekvenssien sddtelyn alaisena,

- transformoidun hiivan valikointimerkin,

- ja valinnaisesti replikaatioalkukohdan ja vali-
kointimerkin Escherichia colille.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd ilmaisukasetti ja valikointi-

merkki insertoidaan pKD1:n EcoRI-kohtaan.
3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,

"tunnettu siitd, ettd ilmaisukasetti ja valikoin-

timerkki insertoidaan pKDl:n SacI- ja MstII-kohtien md&-
rittelemdlle 197 nukleotidin alueelle, tai pKDl:n SphI-
kohtaan.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 -~ 3 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd rakennegeenin ilmai-
sun mahdollistavat sekvenssit valitaan suvun Saccharomyces
tal Kluyveromyces hiivojen geeneistd perdisin olevista

promoottoreista.
5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm&d,

tunnettu siitd, ettd ndmd promoottorit saadaan

suvun Saccharomyces tai Kluyveromyces hiivojen glykolth—

tisistd geeneisti.
6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm&,

tunnettu siitd, ettd rakennegeenin ilmaisun mah-
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dollistavat sekvenssit valitaan geeneistd, jotka koodaavat
fosfoglyseraattikinaasia (PGK:ta), glyseraldehydi-3-fos-
faattidehydrogenaasia (GPD:td), enolaaseja (ENO), alkocho-
lidehydrogenaaseja (ADH), laktaasia (LAC4:3d) tai hapanta
fosfataasia (PHOS5:td).

7. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd rakennegeenin ilmaisun mah-
dollistavat sekvenssit valitaan geeneistd, jotka koodaavat
fosfoglyseraattikinaasia (PGK:td) tai hapanta fosfataasia
(PHO5:t4) .

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1 -~ 7 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd proteiinia koodaavia
sekvenssejd edeltdd proteiinin kuljetussekvenssi, Jjoka
valitaan proteiinin luontaisesta N-pddtyjohtosekvenssista.

9., Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 8 mukainen mene-
telmd, t unnettu siitd, ettd proteiinia koodaavaa
sekvenssiia edeltdd luontaisesta sekvenssistd poikkeava
kuljetussekvenssi.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd proteiinin kuljetuksen koo-
daava sekvenssi on alfa-feromonia tai tappajatoksiinia
koodaavista hiivageeneistd saatu sekvenssi.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 10 mukainen me-
netelmd, t unnettu siitd, ettd proteiini wvalitaan
seuraavista:

- interleukiinit,

- albumiinit,

- tPA

- TIMP

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd proteiinia koodaava sekvenssi
valitaan sekvensseistd, jotka koodaavat seuraavia:

- IL-18

- prepro-HSA

- Met-HSA
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- prepro-tPA
- Met-tPA ja
- TIMP.

13. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 10 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd proteiini on HSA ja
HSA:n erityksen mahdollistava sekvenssi on albumiinin
luontainen prepropddtyjohtosekvenssi.

14. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 13 mukainen me-
netelmd, t unne t tu siitd, ettd transformoitujen
hiivojen valikointimerkit valitaan vastustuskyvyn anti-
biooteille tai kupari-ioneille tuottavista geeneista.

15. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valikointisekvenssi on vas-
tustuskyvyn G418:11le tuottava geeni.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd valikointisekvenssi on K.
lactiksen lineaarisen plasmidin k1 ORFl-promoottorin ja
transposonin Tn903 aminoglykosidifosfotransferaasin geenin
valinen fuusio.

17. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 16 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd valikointimerkki on
auksotrofeja komplementoiva geeni.

18. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 17 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, ettd kanta on lajeista
marxianus, K. wickerhamii, K. waltii tai K. bulgari-

K.
cus.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelm3,
tunnettu siitd, ettd kanta on lajeista K. marxi-

anus var. drosophilarum, K. marxianug var. marxianus tai

K. marxianus var. lactis.

~ 20. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 19 mukainen
menetelmd, t unnettu siitd, ettd hiivat viljelldéan
glukoosia sisdltdvdssd alustassa, johon lisdt&ddn laktoosia

keskilogaritmisen ja aikaisen stationddrikasvuvaiheen via-

1i114.



PL1/61

Bgill Bglll Xbal
Saul3A Sau3A Sau3A Sau3A Sau3A
mMRNA o2 NbY ; Hindill
4% Al T Y .o + Iy - ‘} !
I ,
g Tagl Pvull Taql LwlTaql Tag) Tagqi 3
z-orl (vektori) Pst)
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PLI/61

5q32 5q35

5* - JATQAAGTGGGTAACCTTTATTTCCCTICTTTT  TCTCTTTAGCTCGGCTTATTCCAGGGGTGTGTTTCGT ~ 3
3'~ ACTTCACCCATTGGAAATAAAGGGAAGAAAAAGAG  AAATCGAGCCGAATAAGGTCCCCACACAAAGCAGC - 5°
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ligatointi
Bglll
Met-HSA
Pstl
Hindlil
Fsti
Sall, Accl
BamH]
Hindlil v Smal
Ndel EcoRI
[ Taql
HSA-johtopeptidi
EcoRl
EcoRl+Ndel:114 L)
pilkkominen —% b EcoRi+Accl: 113
trppromoo o pilkkominen
tori ligatointi
+ RBS cli i
. Hindtll
Ap Psil
lacZ Tagl, Accl
pXL230 Ndel
EcoRl

KUVIO 2



Hindlll

Ndel
Hindlll
EcoR!

HSA-johtopeptidi
(""prepro''-alue)

Hindill
Pstl

1 Sall, Accl
BamHI
Smal
EcoR!

Ap'

lacZ
pUC8
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Pl V/Al
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trp

lacZ Hindlll
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Psti

pXL855

Pvull
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Pvull

Hindll!
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Hindlll
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PL VII/61

MetLysTrpValThrPheIleSerLeuLeuPheLeuPheSerSerAlaTyrSe!;rgGlyValPheArq
AAGCTTATGAAGTGGGTAACCTTTATTTCCCTITCTTTITCTCTITTAGCTCGGCTTATTCCAGGGGTGTGTTTCGT
1 11 21 31 41 51 61 71

An;BpAJaHisLysSerGluValAlaHisArgPheLysAspLeuGlyGluGluAsnPheLysAlaLeuValLeu
CGAGATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGGTTTARAGATTTGGGAGAAGARAATTTCAAAGCCTTGGTIGTTG
76 86 96 106 116 126 136 146

IleAlaPheAlaGlnTyrLleuGlnGlnCysProPheGluAspHisVallysleuvalAsnGluvalThrGluPhe
ATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCAGCAGTGTCCATTTGAAGATCATGTAAARATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTT
151 161 171 181 191 201 211 221

AlaLysThrCysValAlaAspGluSerAlaGluAsnCysAspLysSerLeulHisThrLeuPheGlyAspLysLeu
GCAAAAACATGTIGTTGCTGATGAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTTTTGGAGACAAATTA
226 236 246 256 266 276 286 296

CysThrValAlaThrLeuArgGluThrTyrGlyGluMetAlaAspCysCysalalysGlnGluP roGluArgAsn
TCGCACAGTTGCAACTCTTCGTGAAACCTATGETGAAATGGC TGACTGCTGTGCARAACAAGAACCTGAGAGAAAT
01 311 321 231 341 351 361 371

GluCvsPhelLeuGlnHisLysAspAspAsnProAsnleuProArgleuValargProGluvValAspValMetCys
GAATCGCTTCTTGCAACACAAAGATGACAATCCAAATCTCCCCCGATTGGTCAGACCAGAGGTTGATGTCATGTGL
376 386 396 406 416 426 436 446

ThrAlaPheHisAspAsnGluGluThrPheLeulysLysTyrLeuTyrGlulleAlaArgArgHisProTyrPhe
ACTGCITTTCATGACAATGAAGAGACATTTTTGAAARAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTT
451 461 471 481 491 501 511 521

TyrAlaPrcGluLeuleuPhePheAlalysArgTyrLysAlaAlaPheThrGluCysCysGlnAlaAlaAsplLys '
TATGCCCCGGAACTCCTTTTCTT TGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAATGTTGCCAAGCTGCTGATAAA
£26 536 -546 556 566 576 586 596

AlaAlaCysLeulLeuProlysLeuAspGluLleudArgAspGluGlyLysAlaSerSerAlalysGlnArgleulys
GCAGCCTGCCTGTTGCCAAAGCTCGATGAACTTCGGCGATCGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAAACAGAGATTCAAG
501 611 621 631 641 651 €61 671

ACysAlaSerLeuGlnLysPheGlyGluArgAlaPheLysAlaT:pAlaValAlaArgLeuSerGlnArgPhePro
TETGCCAGTCTCCAAAAATTTGGAGAAAGAGC TTTCAAAGCATGGGCAGTAGC TCGCCTGAGCCAGAGATTTCCC
5276 686 696 706 716 726 736 746

LysAlaGluPheAlaGluValSerLysLeuValThrAspLeuThrLysValHisThrGluCysCysHisGlyAsp
AAAGCTCAGT TIGCAGAAGT T TCCAAGTTAGTCGACAGATCTTACCAAAGTCCACACGGAATGCTGCCATGGAGAT
751 761 771 781 791 801 811 821

LeuleuGluCysAlaAspAspArgAlaAspLleundlalysTyrlleCysGluAsnGlnAspSerIleSerSerLys
CTGCITGAATGTGCTGATGACAGGGCGGACCTTGCCAAGTATATCTGTCGAAAATCAAGATTCGATCTCCAGTANA
826 836 846 856 866 876 886 896

LeuLysGluCysCysGluLysProLeuLeuGluLysSerHisCyslleAlaGluValGluAsnAspGluMetPro
CTGAAGGAATGCTGTGAAAAACCTCTGTTGGARAAATCCCACTGCATTGCCCAAGTGGARAATGATGAGATGCCT
901 911 921 931 941 g51 961 971

AlasAspleuProSerleuAladlaAspPheValGluSerLlysAspValCysLysAsnTyrAlaGlualalysasp
GCTGACTTGCCTTCATTAGCGGC TGATTTT GTTCARAGTAAGGATGTTTGCAAAAACTATGCTGAGGCARAGGAT
976 986 996 1006 1016 1026 1036 1046

ValPheleuGlyMetPheLeuTyrGluTyrAlaArgArgHisProAspTyrSerValValleuleuleuvArgleu

GTCTTCTTGGGCATGTTTT TGTATGAATATGCAAGAAGGCATCCTGATTACTCTGTCGTACTGCTGCTGAGACTT
PRIED 1061 10Mm 1081 1081 1101 1111 1121

KUVio 7



Pl. VIII/el

AlalysThrTyrGluThrThrLeuGluLysCysCysAlaAlaAlaAspProHisGluCysTyrAlaLysValPhe
GCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCAGATCCTCATGAATGCTATGCCAAAGTGTTC
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196

AspGluPhelysPreLeuvValGluGluProGlnAsnLeullelysGlnAsnCysGluleuPheGluGlnLeuGly
GATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGAATTTAATCAAACAAAATTGTGAGCTTTTTGAGCAGCTTGGA
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271

GluTyrLysPheGlnAsnAlaLeuleuValArgTyrThrlysLysValProGlnValSerThrProThrLeuval
GAGTACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTTCGTTACACCAAGAAAGTACCCCAAGTGTCAACTCCAACTCTTGTA
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346

GluValSerArgAsnLeuGlyLysValGlySerLysCysCysLysHisProGluAlaLysArgMetProCysAla
GAGGTCTCAATNAACCTAGGAAAAGTGGGCAGCAAATGTTGTAAACATCCTGAAGCAARAAAGAATGCCCTGTGCA
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421

GluAspTyrleuSerValvValLeuAsnGlnleuCysValleuHisGluLysThrProValSerAspArgValThr
GAAGACTATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTATGTGTGTTGCATGAGAAAACGCCAGTAAGTGACAGAGTCACC
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496

LysCysCysThrGluSerLeuValAsnArgArgProCysPheSerAlaLeuGluValAspGluThrTyrValPro
AAATGCTGCACAGAATCCTTGGTGAACAGGCGACCATGCTTTTCAGCTCTGGAAGTCGATGAAACATACGTTCCC
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571

LysGluPheAsnAlaGluThrPheThrPheHisAlaAspIleCysThrLeuSerGluLysGluArgGlnllelLys
AAAGAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCATGCAGATATATGCACACTTTCTGAGAAGGAGAGACAAATCAAG
1576 1586 1596 1606 1616 1626 1636 1646

LysGlnThrAlaleuValGluLeuValLysHisLysProLysAlaThrLysGluGlnLeulysAlaValMetAsp
AAACAAACTGCACTTGTTGAGCTTGTGAAACACAAGCCCAARGGCAACAARAGAGCAACTGAAAGCTGTTATGGAT
1651 1661 1671 1681 1691 1701 1711 1721

AspPheAlaAlaPheValGluLysCysCysLysAlaAspAspLysGluThrCysPheAlaGluGluGlyLysLys
GATTTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAAGGCTGACGATAAGGAARCCTGCTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAA
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796

LeuvValAlaAlaSerGinAlaAlaleuGlyLeu***
CTTGTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGGCTTATAACATCACATTTAAAAGCATCTCAGCCTACCATGAGAATAA
15301 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871

GAGAAAGAAAATGAAGATCAAAAGCTT
1876 1886 1896

KUVIO 7 (JATKUU)
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P1. XI/61
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PL XIII/61

promoottori pkl
Scal
3t - AGTACTAAAAGTGAGAT TATTCGAAGATTAGATCGTCTCCATTTTTTTCTGTTTTTTTCGTTTTTAT

ATATTAGGTTATTTTTTTTCAGT TTTATATCTTCTCTGTATAACAAGTCTATTTTTTTATATTTTAAGTC

TATTTTACACTTATGACCTATAAGTCATTTTATTATACACATTTTCCAACTATAATATATGAATTACATT

(Ddel/Xhol)
ATT2ATTTAAAA | ATG GAT TTC AAA GAT AAG GCT TTA AAT GAT CTAIAGG CCG CGA
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TTA AAT TCC AAC ... - 3°
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PL. XV1/61
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P1. XIX/61
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P1. XXII/61
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tl\ prepro~HSA —=
Hindlll-keskus :

ATG-yhteys plasmidissa pYGLh

_ A
-451 -441 -431 -421 -411 -4
CGACTTCCTG TCTTCCTATT GATTGCAGCT TCCAATTTCG TCACACAACA AGGTCCT.
GC
-391 -381 -371 -361 -351 -341
CAC AGGTTTTGTA ACAAGCAATC GARGGTTCTG GAATGGCGGG AAAGGGTTTA
GaCT
* *
T UAS n mutatointi
PGK
Notl 6
ATG-yhteys plasmidissa pYG19
',_.,;. mRNA PGK-Villityyppisek~ —> HindIlI-keskus
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