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Genentecn Inc, 460 Point San Bruno Boulevard, San Francisco,
Ralifornia 94080, Yhdysvallat

Menetelmd imettidvdisen polypéptidin valmistamiseksi ekspressoi-
malla mikrobisessa rekombinanttikloonausvektorissa cleva, poly-
petidii koodaava heterologinen rakennegeeni - Fdrfarande fo&r
framstdllning av en polypeptid hos ddggdjur genom att exprimera
en f4r polvpeptiden kodande heterolcg strukturgen i en mikrobiell

rekcmbinantkloningsvektor

Geneettinen informaatio on koodattu kaksisdikeiseen deok-
siribonukleiininappoon (DNA eli geenit) sen jdrjestyksen mukaan,
jossa DNA koodausketiussa ovat sen toistuvien nukleotidikomponent-
tien tyypillisel emdkset. Koodatun informaation ekspressio popep-
tidien muodostamiseksi on kaksiosainen prosessi. Geenien tietty-
jen kontrollialueiden (regulonien) midridysten mukaan RNA~polyme—
raasi voidaan saada siirtym&&dn koodausketijua pitkin ja muodosta- *
maan ldhetti-RNA:n (ribonukleiinihappo) prosessissa, jota nimite-.
taan transkriptioksi. Sitd seuraavassa translaatiovaiheessa solun
riboscmit yhdessd siirtdja-RNA:n kanssa muuttavat mRNA:n "tiedon-
annon" polypeptideiksi. Informaatiossa, jonka mRNA vdlittdd DNA:
sta, on signaaleja, jotka mddrdvdt ribosomitranslaation alkamisen

.

ja pddttymisen sekd myds niiden aminohappojen luonteen ja sekvens-



sin, joista polvpeptidi koostuu. DNA-koodausketju sisdltdd pitkid
nukleotiditriplettisekvenssejd, joita nimitetddn kodoneiksi, kos-
ka kunkin tripletin eli kodonin sisdltidmien nukleotidien emikset
koodaavat spesifisid informaation osia. Esimerkiksi 3 nukleoti-
dia, joita merkitddn ATG:113 (adeniini-tymiini-guaniini) aikeutta-
vat mRNA~-signaalin, joka tulkitaan "ldhtOtranslaatioksi", kun taas
lopetuskodonit TAG, TAA ja TGA tulkitaan “pééttym;stranslaatioksi".
Aloitus- ja lopetuskodonien vilissd ovat ns. rakennegéenit, joiden
kodonit middrittelevdat lopullisesti itse aminohapposekvenssin. Tama
mddrittely tapahtuu vakiintuneen kdsityksen mukaan geneettisen koo-
din mukaan (esim. J.D. Watson, Mclecular Biology of the Gene, W.A,
Benjamin Inc, N.Y., 3.painos 1976), joka kuvaa kodonit eri amino-
happoja varten. Geneettinen kodoni on siind mielessé degeneroitﬁ—
nut,; ettd eri kodonit voivat aiheuttaa saman aminohapon muodostumi-
sen, mutta tdsmdllinen siind mielessd, ettd kutakin aminohapproa wvar-
ten on yksi tai useampi kodoni, joka on vain sitd varten. Esimer-
kiksi kaikki kodonit, TTT, TTC, TTA ja TTG, luettuna sellaisenaan
koodaavat seriinii eikd mitHin muuta aminohappoa. Transkription
aikana on sdilytettdvd oikea lukuvaihe eli iukusuunta. Voidaan esi-
merkiksi kuvitella, mitd tapahtuu, kun RNA-polymerasasitranskripto-
ri lukee sekvenssissd .... GCTGGTTGTAAG ... kodonin (alleviivattu)
ensimmdisen emdksen eri tavalla:

. - .+ GCT GGT TGT AAG . . . . . .« Ala-Gly-Gys-Lys . . .

. « « G CGT GIT GTA AG . . . . L . Leu-Val-Leu . . .

« « » GC GG TTG TAA A . . . . . « Trp~-Leu-{(seis) .

Lopullisesti tuotettu polypeptidi riippuu siten elintdrke-
dsti rakennegeenin ja reguloinnin avaruudellisesta suhteesta toi-
siinsa. '

Geneettisen prosessin selvd@n ymmdrtédmisen kannalta on tie-
tyt geenien komponentit mddriteltdvd:

Operoni - Geeni, joka k&sittdd rakennegeenin tai -geenit
peptidiekspressiota varten ja kontrollialueen (reguloinnin), joka
sddtelee tdtd ekspressiota.

Promoottori - Reguloinnissa oleva geeni, johon RNA-polyme-

raasin on sitouduttava transkription alkuunsaattamiseksi.

Operaattori - Geeni, johon repressoriproteiini voi sitou-

tua estiden siten RNA-polymeraasin sitoutumisen viereiseen promoot-~
toriin.

Induktori - Aine, joka deaktivol repressoriproteiinin,



vapauttaa operaattorin ja mahdeollistaa RNA-polymeraasin sitoutumi-
sen promoottoriin, jolloin transkriptio alkaa.

Kataboliittisen aktivaattoriproteiinin {CAP) sitoutumis-

kohta - Geeni, joka sitoo syklisen adenosiinimonofosfaatin ("cAMP")
vdlittdmdn CAP:n, jota myOs yléensa tarvitaan transkription alkuun-
saattamiseen. CAP-sitoutumiskohta voi md8drdtyissd tapauksissa olla
tarpeeton, esimerkiksi faaginAplac UV5 promoottorimutaatio lak-
toosioperoinnissa tekee cAMP:n ja CAP:n tarpeettcmiksi ekspressios-
sa, J. Beckwith et. al., J. Mol. Biol. 69, ISS~160 (1972).

Promoottori--operaattori-systeemi - Tassd kdytettynd se mer-

kitsee operonin toimintakykyistd kontrollialuetta riippumatta siitsd,
sisdltyyk® siihen CAP~sitoutumiskohta tai riippumatta se kyvyista
kocdata repressoriproteiiniekspressiota.

Seuraavassa mdiritelliin rekombinantti-DNA:ta koskevassa
selvityksessd kdytetyt nimitykset.

Kloonausvektori - Kromosomin ulkopuolinen kaksisdikeinen

DNA, joka sisdltdd muuttumattoman "replikonin", jclloin vektori
replikoituu "transformaatio—meﬁetelméllé", kun se sijoitetaan vyksi-
soluiseen organismiin (mikrobiin), Ndin transformoitua organismia
nimitetddn "transormantiksi®.

Plasmidi - Tdssd yhteydessd viruksista tai bakteereista saa-
tu kloonausvektori; bakteereista saatua nimitetdén "bakteeripiasmi-
diksi".

Komplementaarisuus -~ Yksis&dikeisen DNA:n emdssekvenssiin

liittyvd ominaisuus, joka saa aikaan kaksisdikeisen DNA:n muoqos-
tumisen vetysiltojen avulla vastaavien sdikeiden komplementtaaris-—
ten emdsten vdlilld. Adeniini (A) on tymiinin (T) komplementti ja
guaniini (G) on sytosiinin (C) komplementti.

Biockemian viime vuosien tutkimusten tuloksena on muodostet-
tu "rekombinantti"-kloonausvektoreita, joissa esimerkiksi plasmi-
deihin on saatu sisdllytettyd eksogeenista DNA:ta. Erityistapauk-
sissa rekombinantti saattaa sisdltdd "heterologista" DNA:ta, jolla
tarkoitetaan DNA:ta, joka kocodaa polypeptidejd, joita rekombinantti-
vektorilla transformoitava organismi ei tavallisesti tuota. Plas-
midit pilkotaan lineaarisen DNA:n muodostamiseksi, jossa on li-
goitavissa olevat terminaalit. Ndm& sitoutuvat eksogeeniseen gee-
niin, jossa on ligoitavissa oievat terminaalit, joihin muodostuu

biologisesti toimintakykyinen osa, jossa on muuttumaton replikoni



ja haluttu fenotyyppiominaisuus. Rekombinanttiosa insertoidaan
transformaation avulla mikro-~organismiin ja transformantit eris-
tetdidn ja kloonataan tarkoituksena saada aikaan populaatioita,
jotka pystyvdt ekspressocimaan uuden geneettisen informaation. Me-
netelmid ja keinoja rekombinanttiklocnausvektoreiden muodostami-
seksi ja organismien transformoimiseksi niiden avulla on esitetty
laajalti kirjallisuudessa, ks. esim. H.L. Heynecker et. al., Nature
263, 748--752 (1976); Cohen et. al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.
69, 2110 (1972); ibid., 70, 1923 (1973); ibid., 70, 3240 (1973);
ibid., 71, 1030 (1274); Morrow et al., Proc.Nat. Acad. 3ci. U.S.A.
71, 1743 (1974); Novick, Bacteriological Rev., 33, 210 (1969);
Hershfield et. al., Proc. Soc. Nat.l. Acad. Sci. U.S.A. 71, 3455
(1574) ja Jackson et. al., ibid. 69 , 2904 (1972). Asiaa on ylei-
csesti kdsitelty julkaisussa S. Cohen, Scientific America 233, 24
(1975).

Tunnetaan useita DNA:n rekombinaatiomenetelmid, joissa
erillisten DNA-fragmenttien yhteen liitettdvdt pddt tehdddn tavalla
tail toisella ligatioon sopiviksi. Ligaatiolla tarkoitetaan foszfodi-
esterisidosten muondostamista yhteen liitettd@vien nuklieotidien va-
1ille useimmiten T4-DNA~ligaasi-entsyymin avulla. T&dlla tavalla
voidaan tylpdt pdidt suoraan sitoa. Vaihtoehtoisesti yhteen liitet-
tdvissd pdissd komplementaarisia yksisdikeisid ketjuja sisdltdvien
fragmenttien sitoutumista helpottavat vetysillat, jotka asettavat
pddt asemiin ligaatiota varten. Tdllaisia yksisdikeisi& ketjuja,
joita nimitetddn kohesiiviterminaaleiksi, voidaan nuodostaa 1liit-~
tdmdlld nukleotideja tylppiin pdihin kdytt&mdlld terminaalitrans-~
feraasia, ja toisinaan yksinkertaisesti katkaisemalla tylpédstd
pddstd toinen ketju esim. ) -eksonukleaasin avulla. Useimmiten on
kuitenkin turvauduttava restriktiendonukleaaseihin, Jotka pilkko-
vat fosfodiesterisidoksia erityisiin nukleotidisekvensseihin, joi—
den pituudet ovat noin 4-6 emdsparia. Tunnetaan monia restrikti-
endonukleaaseja ja niiden tunnistuskohtia. Tavallisimmin kéytetty
on ns. EcoRI endonukleaasi. Restriktioendonukleaasit,jotka pilkko-
vat kaksisdikeisen DNA:n kierteisesti symmetrisissi "palindromeis-
sa", aiheuttavat kohesiiviterminaalien muodostumisen. Plasmidi
tai muu kloonausvektori voidaan siten pilkkoa, joten siitd jdi ter-
minaalit, jotka kdsittavét puolikkéan restriktioendonukleaasin tun-

nistuskohdasta. Samalla restriktioendonukleaasilla saadulla eksogee-
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nisen DNA:n pilkkoutumistuotteella on plasmidi-terminaalien kanssa
komplementaariset terminaalit. Toisaalta, kuten jdljempnd esitetddn,
synteettisd DNA:ta, jossa on kohesiiviterminaalit, voidaan inser-
toida pilkottuun vektoriin. Eksogeenisen DNA:n insertoimisen helpot-
tamiseksi vektoriin voidaan vektorin kohesiiviterminaalien jdlleen-
liittymistd estdd k&sittelemdlld terminaaleja alkalisella fosfataa-
silla, mikd saa aikaan eksogeenisen fragmentin kédsittdvin mddrdtyn
molekyylin liittdmisen.

Vektorin suhteen sopivasti orientcoituneen £ragmentin
liittyminen voi helpottua, kun fragmentti syrjidyttdé kahden erilai-
sen restrikticendonukleaasin lohkaiseman vektori DNA:n, ja itse
sisdltdd terminaalit, jotka koostuvat eri endonukleaasien tunnis--
tuskohtien sekvenssipuolikkaista. B

Huolimatta laajoista viime vuosina suoritetuista rekombi-
nantti-DNA:ta koskevista tutkimuksista con saavutettu vain harvoija
sellaisia tuloksia, joita>mahdollisesti voitaisiin wvdlittOomdasti so-
veltza k8ytantdsdn. Niin on kdvnyt varsinkin epdonnistuneissa yri-
tyksiss& ekspressoida synteettisen DNA:n koodaamia pclypeptidedd
tai sen kaltaisia riippumatta siitd, onko DNA koottu tavalliseclia
tavalla liittdmdlld nukleotideja toisiinsa val saatu kddnteiselld
transkriptiolla eristetystd mRNA:sta (komplementaarinen eli "cDNA").
Myt kuvataan ensimmdistd kertaa synteettisen geenin funktionaali-
sen polypeptidituotteen ekspressiota.’

Keksintd koskee menetelmdi imettidviisen polypeptidin val-
mistamiseksi ekqxﬁssoimalla nikrobisessa rekombinanttikloonausvek-
torissa oleva poleypeptidid koodaava heterologinen rakennegeeni.
Menetelmidlle on tunnusomaista, ettd popypeptidin aminchapposekvens-
sid koodaava heterologinen geeni on lukusuunnassa toisen proteiinin
aminohapposekvenssia koodqavien kodonien suhteen niin, ettd eks-
pressiossa saadaan prekursoriproteiini, joka sisdltdd sekd poly-
peptidin ettd toisen proteiinin aminohapposekvenssit ja jossa on '
selektiivinen pilkkoutumiskohta mainitun polypeptidin amihohéppd;'
sekvenssin vieressd. .

Menetelmdlld valmistettava tuote voi esim. clla somatos-—
tatiini (Guillemin, US-patenttijulkaisu 3 904 594, kasvuhormonin,
insuliinin ja glukagonin erittymistid ehkdisevd aine, jota voidaan

kdyttdd akromegalian, akuutin haimatulehduksen ja insuliinista



johtuvan sdkéritéudin hoidossa, ks. R. Guillemin et. al., Annual
Rev. Med. 27, 379 (1976). -

Liitteend olevat kuviot valaiset edullisia suoritusmucto-
ja somatostatiinin ja insuliinin valmistamiseksi.

~ Seuraavassa kuvioita tarkastellaan ldhemmin.

Kuvio 1. Menetelmdn kaavioesitys: somatostatiinin geeni,
joka on valmistettu kemiallisella DNA-synteesillid, liitetd&n plas-—
midissa pBR322 olevaan E. colin & “galaktosidaasigéeniin. E. co~
liin transformoinnin jdlkeen rekombinanttiplasmidi aikaansaa pre-
- kurscriproteiinin synteesin, joka‘proteiini voidaan spesifisesti
pilkkoa in vitro syaanibromidilla metioniinit&hteiden kohdalla,
jolloin saadaan aktiivista imettdvdisen polypeptidihormonia.

A, T, C ja G esittdvdt somatostatiinigeenin koodausketiussa ole~
vien deoksiribonukleotidien tyypillisid em&ksid@ (vastaavasti ade-
niinia, tymiinid, sytosiinia ja guaniinia).

Kuvio 2. Synteettisen geenin kaaviokuva, jcnka geenin koo-
dausketju.(so. "ylempi" ketju) sisdltdi esitetyn scmatostatiinin

aminohapposekvenssin kodonit.

Kuvio 3. Kaaviokuva edullisesta menetelmistd synteettis-
ten geenien kokoamiseen kdytettyjen nukleotiditrimeerien valmis-
tuksesta. Kuviossa 3 olevien nukleotidien tavanomaisessa piirta-

mistavassa 5'-OH on vasemmalla ja 2'-0H on oikealla, siis
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Kuvio 4. Somatostatiinia ("SOM") sis&dltavéa proteiinin.
ekspressioon pystyvén rekbmbinanuﬁrplasmidin (esim. pSOM11l-3)
muodostamista esittdvd kaavio, jossa muodostaminen aloitetaan
l8htoplasmidista pBR322. Kuviossa 4 kunkin plasmidin likimddrdi-

: r .
nen molekyylipaino on ilmoitettu daltoneina ("d"). Ap ja Tt



esittidvdt ampisilliini ja vastaavasti tetrasykliihiresistenssié
vastaavia geenejd, kun taas Tc® tarkoittaa tetrasykliiniherkkyyttd,
joka on saatu aikaan poistamalla osa Tcr;géenisté. Restriktioendo-
nukleaasin eri spesifisten pilkkomiskohtien suhteelliset asemat

plasmidissa on merkitty piirrokseen (esim. EcoRI, BamI jne.).

Kuviot 5A ja 5B. Ndissd on'esitetty kahden plasmidin
avainosan nukleotidisekvenssit sekd ldhetti-RNA:n ("mRNA"}) tranri
skriptio, joké aina etenee koodausketjun 5'-pdidstd l&htien. Restrik-
tioendonukleaasin substraattikohdat on esitetty. Jokainen piirret-
ty sekvenssi sisdltdd sekd@ lac-operonin (laktoosi-operonin) kont-
rollielementit ettid kodonit somatostatiinin aminochapposekvenssin
ekspressiolle (kursiivilla).KZ—galaktosidaasia ("/ﬁ—gal")‘vasé
‘taavien aminohapposekvenssien numerot ovat suluissa.

Kuviot 6-8. Kuten l&hemmin kuvataan jdljempdnd esitetyssa
kokeellisessa osassa, nidmid kuviot esittdvdt tuloksia vertaile-
viste radioimmunokokeista, jotka osoittavat rekombinanttiplasmi-

dien ekspressiolla saadun tuotteen somatostatiiniaktiivisuutta.

Kuvio 9. Synteettisten geenien kaaviokuva, joiden geenien
koodausketjut sisdltidvidt kodonit ihmisen insuliinin A- ja B-ketjun

aminohapposekvensseille.
Kuvio 10. Juoksukaavio rekombinanttipiasmidin muodostami-
seksi, joka plasmidi pystyy ekspressoimaan ihmisen insuliinin B-

ketijun.

1. Heterologistakpolypeptidié koodaavien geenien valmistus

Minkd tahansa, tunnettua aminohapposekvenssid olevan poly-
peptidin DNA voidaan valmistaa valitsemalla geneettisen koodin mu-
kaisia kodoneja. Puhdistamisen ym. helpottamiseksi valmistetaan
erikseen oligodeoksiribonukleotidifragmentteja, joissa on esimer-
kiksi 11-16 nukleotidia, jotka fragmentit sitten kootaan halutuksi
sekvenssiksi. Valmistetaan sarja sopivan kokoisia oligodecksiribo-
nukleotidifragmentteja ja sitten edelleen toinen sarja. Ensimmii-
sen sarjan fragmentit liitetddn yhteen sopivaksi sekvenssiksi,
jolloin saadaan DNA-koodausketju polypeptidiekspressiolle (Kks.

esim. kuvio 2, fragmentit A, B, C ja D). Toisen sarjan fragmentit



muodostavat samalla tavalla yhteenliitettynd sopivaksi sekvenssik-
si koodausketjua vastaavan komplimentaarisen ketjun.(ésim. kuvio
2, fragmentit E, F, G ja H). Vastaavien ketjujen fragmentit me-
nevdt edullisesti toistensa pddlle siten, ettd niiden komplemen-
taarisuus edistdid niiden yhteenliittymistd itsestddn fragmentti-
ryhmien kohesiivisten terminaalien vetysiltojen vidlitykselld.
Yhteenliittymisen jdlkeen suoritetaan ligaatio tavallisella taval-
la.

Geneettisen koodin degeneraatio mahdollistaa sen, ettd
tietyn aminohapposekvenssin kodonit voidaan pddasiallisesti vali-
ta vapaasti. T&dm&n keksinndn tarkdituksiin kodonin wvalintaan
vaikuttaa kuitenkin 1l&hinnd kolme seikkaa. Ensinndkin kodonit
ja fragmentit valitaan ja fragmenttiyhteenliittymd mddritd88n si-
ten, ettd viltetdidn fragmenttien - paitsi halutun geenin viereis?
ten fragmenttiensopimatonta komplementaarisuutta toistensa suh-
teen. Toiseksi ennenaikaisen transkription pddttymisen estdmisek-
gi wvdltetddn sekvensseijd, joigéa on runsaasti AT-emdspareia
(esim. noin 5 tai enemmin), varsinkin kun niitid edeltidid sekvenssi,
ijossa on runsaasti GC-emdspareja. Kolmanneksi ainakin suurin csa
kodoneista valitaan siten, ettd ne ovat edullisia mikrobien geno-
mien ekspressiossa (ks. esim. W. Fiers et. al., Nature 260, 500
(1276)) .Seuraavassa mddritelliin kodonit, jotka ovat "edullisia

mikrobien ekspressiossa®.



Taulukko T

Kodonien edullinen yhteenliittyma

1. asema 2. asema (lue vaakasuoraan) 3. asema
(5'-pdd) | ‘ (3'-pad)
(lue alaspdin) T C A G (lue alaspdin)
Phe —-—— -~~~ Cys T
T Phe Ser Tyr —-- C
Leu - seis seis ' A
- Ser sels Trp G
Leu Pro His Arg T
c Leu Pro His Arg c
Leu Pro Gln =--- A
- Pro éih —_— G
Ile Thr Asn —--- T
a Ile Thr Asn Ser C
——— -——— —— e ——— A
Met Thr Lys  —-r— G
(1ahto) ’
val Ala Asp Gly T
G vVal - Asp -—- C
Val -~  Glu --- A
Val Ala Glu -—--- G

Somatostatiinin tapauksessa rakennegeenin edullisimmat ami-
nchappo-(kodoni) suhteet ovat:

Gly (GGT); Cys (TGT); Lys (AAG); Trp (TGG); Ala (GCT, GCG) ;
Asn (AAT, AAC); Phe (TTC, TTT); Thr (ACT, ACG); ja Ser (TCC, TCG).

Kun halutun polypeptidin rakennegeeni liitetddn kloonausvek=-
toriin ekspressiota varten,niin geenii edeitdd "l&htOkodoni" (esim.

ATG), ja sit3d seuraa viAlittOmidsti yksi tai useampi "lopetus" -kodonia
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(ks. kuvio 2). Kuten jadljempdnd kuvataan, tietyn polypeptidin ami-
nohapposekvenssi voidaan kuitenkin ekspressoida niin, ettd sitda
edeltdd ja/tai seuraa lisdproteiini. Jos polypeptidin aiottu kayt-
t6 vaatii lis8@proteiinin lohkaisemista, niin sopivat pilkkomiskoh-
dat saadaan polypeptidi-lisdproteiinikodoniliitoksen vieressdole-
van koodauksen avulla. Kuviossa 1 on tdstd esimerkki, siind eks- -
pressiotuote on prekursoriproteiini, joka sis&ltdd sekd@ somatosta-
tiinin ettd suurimman osan/%rgalaktosidaasipolypeptidisté. Tassa
ei tarvita ATG:td koodaamaan translaation alkua, koska lis&prote--
iinin,[&-gal~proteiinin-ribosomikoostumus lukee suoraan somatosta-
tiinirakennegeenin. S&ilytt&mdlld ATG-signaali voidaan kuitenkin
koodata metioniinia, joka on spesifisesti syaanibrcomidilla lohke-
ava aminohappo, jolloin on saatu helppo menetelméd prekursoriprote-
iinin muuttamiseksi‘halutuksi polypeptidiksi, ‘

Kuviossa 2 on vielid erds piirre, joka on edullinen rekombi-
nanttikdytttdn tarkoitetulle heterologiselle DN2A:1lle, so. kohesii-
viset terminaalit, jotka edullisesti kdsittivat toisen sdikeen
restriktioendonukleaasin tunnistuskchdan kahdesta sdikeestd. Ai--
kaisemmin esitetyistd syistd terminaalit ovat edullisesti sellai-
sia, ettd ne vastaavasti muodostavat erilaiset tunnistuskohdat re-
kombinaatiossa. _

Vaikka téssi kuvatut tutkimustulokset voidaan onnistuneesti
soveltaa somatostatiiniin, niin on huomattava, ettd heterologista
DNA~-koodausta voidaan k&yttdd itse asiassa mille tahansa tunnetul-
le aminohapposekvenssille tarpeelliset muutokset huomioonottaen.
Edelld ja jdljempdnd kuvattua tekniikkaa voidaan siten sopivasti
muuntaen soveltaa poly(amino)happojen, kuten polyleusiinin ja poly-
alaniinin, entsyymien, seerumiproteiinien, analgeettisten polypep-
tidien, kuten/ﬁ—endorfiinien, jotka siirtdvdt kipukynnystd, jne.,
valmistukseen. Edullisimpia sellaisenaan valmistettuja polypepti-
dejd ovat imettdvidisten hormonit tai niiden vdlituotteet. NAistd
voidaan mainita esim. somatostatiini, ihmisen insuliini, ihmisen
ja hdridn kasvuhormoni, luﬁeinisoiva hormoni, ACTH, haiman polypep-
tidi jne. Vdlituotteita ovat esimerkiksi ihmisen preproinsuliini, .
ihmisen proinsuliini, ihmisen insuliinin A~ ja B-ketjut jne. In
vitro valmistetun DNA:n ohella heterologinen DNA saattaa sisdltdid
cDNA:ta tuloksena mRNA:n kdidnteisestd transkriptiosta.Katso esim.
Ullrich et al., Science, 196, 1313 (1977).
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2, Rekombinantit, jotka koodaavat prekursoriproteiinin eksp-

ressiota

Kuviossa 1 esitetyssd prosessissa saadaan ekspres-
siossa prekursoriproteiinia, joka sisdltdid sekd heterologisen
rakennegeenin koodaamaa polypeptidia (somatostatiini) etti
lisdproteiinia (joka sisdltdd osan/3—galaktosidaasientsyymista).
Selektiivinen pilkkoutumiskohta scmatostatiiniaminohapposekvenssin
vieressd mahdollistaa sitten halutun polypeptidin erottamisen yli-
madrdisestd proteiinista. Kuviossa 1 esitetty tapaus on edustava
esimerkki menetelmistd, joihin voidaan soveltaa tdssd@ kuvattua tek-
niikkaa.

Useimmiten pilkkominen sdoritetaah plasmidin tai muun vekto-
rin replikaatioalueen ulkopuolella, esimerkiksi mikrobiviljel-_
mdn talteenoton jdlkeen. T&lld tavalla pienten polypeptidien vdli-
aikainen liittyminen ylimd&r&iseen proteiiniin saattaa suojata edel-
liset esim, in vivo tapahtuvaa endcgeenisten entsyymien hajotta-
vaa vaikutusta vastaan. Samalla lisdproteiini tavallisesti estdd
halutun polypeptidin biocaktiivivisuudesta riippuvan sclun ulkopuo-
iella tapahtuvan pilkkoutumisen ja siten vaikuttaa menetelmdn bio-
turvallisuutta kohottavasti. Erityistapauksissa saattaa tietenkin
olla toivottua saada aikaan pilkkoutuminen solun sis&dlld. Kloonaus-.
vektorit voidaan varustaa esimerkiksi sellaisia entsyymejd kocodaa-
valla DNA:lla, jotka muuttavat inSuliiniprekursorit aktiivimuotoon,
jolloin ne toimivat yhteistyOssd prekursorimuodon ekspressiota koo~
daavan toisen DNA:n kanssa.

Edullisessa tapauksessa halutusta, mdadrdtysté. polypeptidistd
puuttuu sisdiset pilkkoutumiskohdat, jotka vastaavat ylimaéraisen
suojaproteiinissa kédytettyjd, vaikka on otettava huomioon, ettd
milloin ndin el ole laita, haluttua tuotetta saadaan lisdreaktioil-
la vaikkakin alemmalla saannolla. Kun haluttu tuote on metioniini-
vapaa, niin erittdin tehokkaaksi on osoittautunut syaanibromidiloh-
kaisu halutun sekvenssin vieressd olevan metioniinin kohdalla. Sa-
malla tavoin arginiini- jé lysiinivapaita tuotteita voidaan entsy-
maattisesti pilkkoa esim, trypsiinilld tai kymotrypsiinilld halu-
tun sekvenssin vieressd olevissa Arg-Arg-, Lys-Lys-pilkkoutumiskohdis-
sa, Milloin pilkkomisesta jd&d haluttuun tuotteeseen esimerkiksi ei
toivottu arginiini, se voidaan poistaa karboksipeptidaasikdsitte-

lylld, Kun Arg-Arg-pilkkomiseen kdytetdin trypsiiniid, niin halu-
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tun polypeptidin lysiinikohdat voidaan ensin suojata esimerkiksi
maleiinihappo- tai sitrakonihappoanhydridilld. Tdssd esitetyt pilk-
komismenetelmdt ovat ainoastaan esimerkkejd, joista voidaan alal-
la tunnetulla tavalla tehdd& monia eri muunnoksia.

Lohkaistava proteiini saattaa olla ekspressioitu spesifisen
polypeptidin C- tail N-terminaalin vieressd tail jopa itse polypepti-
dissd, kuten siind tapauksessa, ettd sekvenssissd erottuvat proin-
suliini ja insuliini. K8ytetty vektori voi koodata prdteii—
niskspressiota, jossa on halutun polypeptidin toistuvia sekvensse-
jd, joita kutakin erottaa selektiiviset pilkkomiskohdat. Edullisim-
min kuitenkin ylimddrdisen proteiinin kodonit transloituvat ennen
halutun tuotteen rakennegeenid, kuten kuviossa on esitetty, Joka
tapauksessa olisi huolehdittava siitd, ettd regulonin suhteen sopi-
va lukusuunta sdilyy.

3. Immunogeenien ekspressio

Xoska pystytZdn ekepressoimaan sekd specifisil polypeptidejéd
ettd yiimdardisia proteiineja, saadaan tdstd sopiva keino immuno-
geenisten aineiden tuottamiseen. Polypeptidihapteenit (so. aineet,
jotka sisdltdvét vasta-aineisiin tms. erityisesti sitoutuneita de-

erminantteja, mutta jotka yleensd ovat liian pienid saamaan aikaan
immuunivastetta) voidaan ekspressoida konjugaatteina lisaproteiinin
kanssa, joka on kooltaan riittdvé@ aiheuttamaan immunogecnisuuden.
Tdssa valmistetulla/%—gal—somatOstatiini~konjugaatilla on esimer-
kiksi immunogeeninen koko, ja sen voidaan odottaa aihsuttavan sel-
laisten vasta-aineiden muodostumista, jotka sitovat somatostatiini-
hapteenin, Proteiinit, joissa on yli 100 aminohappoa, yleensd yli
200 aminohappoa, ovat luonteeltaanr immunogeenisid.

Edelld kuvatulla tavalla valmistettuja konjugaatteja voidaan
kayttaa radioimmunologisissa madrityksissd tai muissa hapteenin mda-
rityskokeissa kdytettdvien vasta-aineiden tuottamiseen tai vaihto-
ehtoisesti rokotteiden tuottamiseen, Virusvaippaproteiinin syaani-
bromidi~ tai muilla pilkkomistuotteilla saadaan oligopeptideja,
jotka sitoutuvat itse proteiinia vastaan syntyneisiin vasta-ainei-
siin. Annettaessa heterologiselle DNA:lle tdllaisen oligopeptidi-
hapteenin aminohapposekvenssi, se voidaan ekspressoida konjugaat-
tina lisdproteiinin kanssa, jolla-aikaanéaadaan immunogeenisuus.
Tdllaisten konjugaattien kdyttd rokotteina saattaa vdhentdd sivu-

reaktioita, joita vaippaproteiinit aiheuttavat itse immuuniudelle.
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4., Kontrollielementit

Kuviossa 1 on esitetty prosessi, jossa tranformanttiorga-
nismi ekspressoil regulonin kontrollin alaiseksi saatetun hetérolo-
gisen DNA:n polypeptidituotteen, jolloin reguloni on transformoi-
mattomassa tilassa olevan organismin "homologi". Laktoosiriippu-
vainen E. colin kromosomi-DNA sisdltdd laktoosi—- eli lac-operonia,
joka v&littdd laktoosihajoamisen, mm. valmistamalla entsyywmid |
;@ -galaktosidaasi. Kuvatussa tapauksessa lLac-kontrollielementit
saadaan bakterifaagista,n plac 5, joka pystyy tartuttamaan E.
colin. Faagin lac-operoni puolestaan saadaan transduktoimalla sa-
sa bakteerilaji, tdstd nimitys "homologi". Esilld olevan keksin-
ndn menetelmdssid kidytettdviksi sopivat homolegiset regulonit voi-
daan vaihtoehtoisesti saada organismista perdisin olevasta plasmi-
di-DNA:sta.

Lac-promoottori-operaattori-systeemin yksinkertaisuus ja
tehcokkuus puoltaa sen kdyttdd kuvatussa systeemissd; samoin sen
k&yttod puoltaa sen kyky indusoitua IPTG:n vaikutuksesta (isopro-
pyylitioffﬁ-D—galaktosidi). Voidaan tietenkin kdyittdsd vhtd hyvin
muita operoneja tai niiden osia, esim. lambda-promoottori-operaat--
toria, arabincosi-operonia (phi 380 dara), tai kolisiini El1:8, ga-
laktoosia, alkalista fosfataasia tai tryptofaani—operoneja. Vii-
meksi mainitusta johdettujen promoottori-operaattorien (so. "tryp-
operoni") voidaan olettaa aiheuttavan 100-%:sen repsessiosta riippu-
van induktion (indoliakryylihapon avulla) ja talteenoton.

5. Plasmidin muodostaminen yleensi

Prosessin yksityiskohdat, joita kaavamaisesti on kuvattu
kuviossa 4, ilmenevidt jiljempini olevasta kokeellisesta osasta. Seu-
raavassa kdsitellddn erilaisia edullisia menetelmid, joita keksin-
nén mukaisessa edullisessa toteutusmuodossa kdytetiidn rekombinantti-
plasmidin muodostamiseksi. 4

Synteettisen somatostatiini-geenin kloonaukseen ja ekspressi-
oon kdytettiin kahta plasmidia. Kummassakin plasmidissa on/?—galék-
tosidaadin rakennegeenin (katso kuviot 4 ja 5) eri alueella EchI-
substraattikohta. Synteettisen somatostatiini-DNA-fragmentin si-
joittaminen ndiden plasmidien EcoRI-kohtiin saa aikaan fragmentin
geneettisen informaation ekspression lac-operonin konttorielement-
tien sddtelyn alaisena. Somatostatiinifragmenttien sijoittaminen
ndihin plasmideihin johtaa translaatioon, jonka tuloksena on soma-

tostatiinipolypeptidi, jota edeltdd joko 10 aminochappoa (PSOMIL)
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tai itse asiassa koko&-galaktosidaasialayksikkd rakenne (pSOM11-3).

Plasmidin muodostaminen alkaa plasmidista pBR322, joka on
hyvin karakterisoitu kloonausvektori. Lac-elementtien vieminen ti-
hdn plasmidiin suoritettiin insertoimalla HaelIII-restrikticendo-
nukleaasifragmentti (203 nukleotidia), jossa oli lac-promoottori,
CAP-sitoutumiskohta, operaattori, ribosomi-sitoutumiskohta ja
/? —galaktosidaasi-rakennegeenin ensimmdiset 7 aminohappokcdonia.
HaellI-fragmentti oli johdéttu?yplac 5 DNA:sta. EcoRI-pilkottu
pBR322-plasmidi, jonka terminaaléja oli ki#sitelty T4 DNA-polyme-
raasilla ja deoksiribonukleotidi-trifosfaateilla, ligoitiin tylp-
pdpdisesti HaeIII—fragménttiin, jolloin saatiin EcoRI-terminaalit
insertiokohtiin. Liittéméllévnémé HaeIII ja kdsitellyt EcoRI-ter-
minaalit saadaan syntym&é&n EcoRI—réStriktiokohta (katso kuviot 4 ja
5) kumpaankin terminaaliin. E. coli RRl:n transformantteja t&mén
DNA:n kanssa valittiin tetfasykliinin (Tcg ja ampisilliini (Ap)
resistenssikokeeseen 5—bfdmi—4—kloori—indolyylilaktosidivéliaineel-
la (X-gal). T&dlli indikaattorivéliaineella/3—galaktosidaasisyntee—
sille olennaiset pesdkkeet voidaan indentificida sinisen virin pe-

" rusteella; td&md johtuu lac-operaattorien titrausrepressorin lisddn-
tymisestd. HaeIII-fragmenttien kaksi orientaatiota oli mahdollisia,
mutta ndmd erotettiin Hha-restriktioaseman asymmetricsen sijainnin
perusteella fragmentissa. Plasmidi pNH10 modifioitiin edelleen eli-
minoimalla EcoRI-endonukleaasikohta, joka on vastakkaisella puolel-
la kuin lac—operaattori>(pBH 20).

Kahdeksan kemiallisesti systesitoitua oligodeoksiribonukleo-
tidia leimattiin (kuvio 2) 5'-terminaalien kchdallalj-3zg;7— JQ~ATP:
114 polynukleotidikinaasin avulla ja liitettiin yhteen T4 DNA-ligaa-
silla. Vetysiltojen muodostumisessa pddllekkdin menevien fragment-
tien vdlille somatostatiini-geeni syntyy itsestddn .ja polymeroituu
lopuksi suuremmiksi molekyyleiksi kohesiivisten restriktiokohtater-
minaalien vaikutuksesta. Ligoituja tuotteita kédsiteltiin EcoRI-
ja BamHI-restriktioendonukleaaseilla somatostatiinigeenin tuottami-~
seksi, kuten kuviossa 2 ndhd&in.

Synteettinen somatostatiinigeenifragmentti, Jjossa o0li EcoRI-
ja BamI-terminaalit 1ligoitiin pBH20-plasmidiin, jota oli aikai-
semmin k&dsitelty EcoRI- ja BamHI-restriktioendonukleaaseilla ja al-
kalisella fosfataasilla. Alkalisella fosfataasilla ké&sittelem&lld

saadaan insertoidun fragmentin sisdltédvdlie plasmidille sopiva mo-



[
(8]

lekyylirakenne. Ampisilliiniresistenteille transformanteille, jot~
ka oli saatu ndin ligoidulla DNA:1lla suoritettiin seulontakoe
tetrasykliiniherkkyyden suhteen, ja useita niistd tutkittiin sopi-
van kokoisten insertoitujen EcoRI~BamHI-fragmenttien suhteen.

Kahdesta kloonista olevien plasmidien EcoRI-BamHI-fragment-
tien molemmat siikeet analysoitiin nukleotidisekvenssianalyysilli,
ldhtien BamHI- ja EcoRI-kohdista. Sekvenssianalyysi ulotettiin lac-
kontrolloituihin elementte%hin asti; lac-fragmenttisekvenssi oli
muuttumaton, ja'erééssé tapauksessa pSOM1, molempien saikeiden
nukleotidisekvenssi md&dritettiin itsendisesti, jolloin saatiin ku-
viossa 5A oleva sekvenssi, .

pSOMl-plasmidin EcoRI-Pst~ffagmeg£ti, jossa oli lac- kontrol-
lielementti, poistettiin ja korvattiin pBR322:n EcoRI-Pst-~fragmen-
tilla, jolloin saatiin plasmidi pSOM1l.Aplac5:n EcoRI-fragmentti,
jossa oli lac—operonikontrollialﬁe ja suurin osa/;—galaktosidaasi—
rakennegeenistd, insertoitiin pSOMll:n EcoRI-kohtaan. Oli cdotetta-
vissaV\plac5:n kaksi EcoRI-lac-crientaatiota, Toinen ndistd orien-
taatioista sdilyttdd oikean lukusuunnan somatostatiinigeeniin, toi-
nen ei,Analysoimalla itsendisesti eristettyj& scmatostatiiniaktivi-
teettia aiheuttavia klooneja voitiin identifioida klooneja, joissa
oli oikein orientoituneet geenit, joista klooni, joka nimitezt&d&n
pSOM11~3, on yksi,

6. Mikro-organismi

Transformaatioon on ehdotettu k8ytettdvédksi erilaisia yksi-
soluisia mikro-~organismeja, kuten bakteereja, sienid ja levid, ts.
sellaisia yksisoiuisia organismeja, joita voidaan kasvattaa viljel-
mind fermentoimalla,., Yleensd sopivimpia ké&ytettdviksi ovat baktee-
rit. Transformaatio-alttiita bakteereja ovat esimerkiksi heimoon .
Enterobacteriaceae kuuluvat, kuten Escherichia coli ja Salmonella,
heimoon Bacillaceae, kuuluvat Bacillus subtilis, sek& Pneumococcus,
Streptococcus ja Haemophilus influenzae.

Seuraavissa somatostatiinia koskevassa tutkimuksessa kdy-
tetty organismi oli E. coli, kanta RR1l, genotyyppi: Pro Leu Thi
Ry M rec”A"str’Lac y”. E.coli RRL on johdettu E.coli EBLOL:std. (.H.W.
Boyer et al., J. Mol, Biol. (1969) 41, 459-472) yhdistdm&dlld se
Hfr-donorina olevan E. coli K12-KL l6-kannan kanssa. Katso J.H.
Miller, Experiments in Molecular Genetics (Cold Spring Harber,
New York, 1972). Sekd E. coli RRl:n (ATCC no. 31343) ettd E. coli
RRL (pBR322):n {ATCC no. 31344) viljelmdt on deponoitu lai-
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tokseen The American Type Culture Collection, josta ne ovat va-
paasti saatavissa,

Somatostatiinia tuottava organismi on samoin deponoitu
(ATCC no. 31447). Ihmisen insuliinin A- ja B-ketjun tapauksessa
geenit kloonataan E. coli K-12 kantaan 294 ( p&&te A, thi , hsr ,
hsm, T), ATCC no. 31446 ja tdti organismia kiytettiin A-ketjun
ekspressioon (E.coli K-12 kanta 294 /pIAI/, ATCC no. 31448). Ihmi-
sen insuliinin B-~ketju eképressoitiin ensin HB10l:n jbhdannaisessa,
so. E. coli K-12 kanta D1210 lac. (iQo+zty+), ja B-geenin sisdltdva
organismi on.samoin deponoitu . (ATCC no. 31449). Vaihtoehtoises-
ti B-geeni voidaan liittd8 ensin mainittuun organismiin, so. kan-
taan 294 ja ekspressoida siind. - -

Kokeellinen osa

I Somatostatiini 7

1. Somatostatiinin geenifragmenttien muodostaminen

Ensin koottiin kuviossa 2 merkeilld A-H merkityt kahdek-
san oligodeoksiribonuklebtidia pddasiassa K. Itakura'n et al.,
J. Am, Chem. Soc. 97, 7327 (1975) esitt&dmilli modifioidulla tri-
esterimenetelmilld. Fragmenttien C, E ja H tapauksessa turvaudut-
tiin kuitenkin parannettuun tekniikkaan, jossa ensin valmistettiin
tdysin suojattuja trimeerejd pitempien oligodeoksiribonukleotidin
rakentamiseen tarvittaviksi perusyksikdiksi. Parannettu tekniikka
on esitetty kaaviona kuvassa 3, joSsa B on tymiini N-~bentsyloitu
adeniini N—bentsyloifu sytosiini, tai N-isobutyroyloitu guaniini.
Viittaamalla kuvioon 3 menetelmd suoritettiin lyhyesti kuvattuna
seuraavasti: kayttdmdlld T:td ylimddrin (2 mmol) kytkentéreaktid
II:n (1 mmol) kanssa tapahtui l&hes t&vdellisesti 60 minuutissa
vaikuttavan kytkentdreagenssin, 2,4,6-tri-isopropyylibentseeni-
sulfonyylitetratsolidin (TPSTe, 4 mmol; 2) avulla. 5'-suojaryhmé&n
poistamisen jdikeen 2-%:1lla bentseenisulfonihappoliuoksella 5'~hyd-
roksyylidimeeri V voitiin erottaa 3'~fosfodiesterimonomeerin IV
ylim&8drdstd yksinkertaisella liuotinuutolla vesipitoisella NaHCO3:
1lla CHC13:ssa. Tdysin suojattu trimeeriyhdiste valmistettiin sen
jadlkeen 5'~ hydroksyylidimeeristd V, I:std (2 mmol) ja TPST:std (4
mmol) ja eristettiin kromatografoimalla silikageelilld (B. T. Hunt
at el., Chem. and Ind. 1967, 1868. (1967). Parannetulla menetelm&dl-

18 valmistettujen trimeerien saanot on esitetty taulukossa II.
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TaulpkkgﬁII

Tdysin suojattujen trimeerien saannot

Sekvenssi Saanto Sekvenssi Saanto
TTT 81 % ATG 69 %
TTT 75 % Gee 61 %
GGA 41 % cca 72 %
GA 49 3 CAA 72 &
ATC 71 % TTA - 71 %
cer 61 3 caTr - 52 3
ACA 63 % cce ) 73 8
ACC 65 % ACC . 59 3%
CGT 51 3 GAT 60 %

Kahdeksan oligodeokg@ribonukleotidia, joista suojaryhmét
0li poistettu, puhdistettiin'Suurpainenestekromatoqrafialla Perma-
phase AAX:11d& ( R.A. Henry et al.,, J. Crom. Sci., II, 358 (1973).
Kunkin oligodimeerin puhtaus tarkistettiin homokromatografialla
DEAE-selluloosaochutkerroksella ja myds geelielektrocforeesilla 20-
$:1la akryyliamidikerrcksella, jolloin oligomeerit oli leimattu
polynukleotidikinaasin lésnéollessa_[2”F3297-ATP:llé. Kustakin
DNA-fragmentista saatiin yksi p&d&asiallinen leimattu tuote.

2, Ligaatio ja somatostatiini-DNA:n akryyliamidigeeliana-

lyysi |

o Kemiallisesti syntetisoitujen fragmenttien A-H 5'~OH-termi-
naalit fosforyloitiin erikseen T4-polynukleotidikinaasilla. Fosfo-
rylointiin kéytettiin_1:3297 -/¥~ATP:t4, jolloin reaktiotuotteita
pystyttiin tarkkailemaan autoradiograafisesti, vaikka on huomatta-
va, ettd leimaamatonta ATP:td voitaisiin yhtd hyvin kdyttdd, jos
ei kdytetd autoradiografiaa. Juuri ennen kinaasireaktiota 25 pCi
[2”Z3297 ATP:td {( noin .1500 Ci/mmol) (Maxam ja Gilbert, Proc. Nat.
Acad;. Sci, USA, 74, 1507 (1977)) haihdutettiin kuiviin 0,5 ml:n
Eppendorf-putkissa. 5 mg fragmenttia inkuboitiin 20 minuuttia 37%:
ssa 2 yksikdn kanssa T4-DNA-kinaasia (hydroksyvliapatiittifraktio,
2500 yksikk&d/ml; 27) 70 mM tris-HCl:sHi (pH 7,6) ja 10 mM MgC12:
ssa, 5 mM ditiotreitolissa kokonaistilavuudessa 150 aul, Fragment-

tien ligaation kannalta maksimaalisen fosforylaation takaamiseksi



18

lisd&ttiin seos, joka sisdlsi 70 mM tris-HC1l (pH 7,6), 10 mM MgClZ,
5 mM ditiotreitolia, 0,5 mM ATP:td ja 2 yksikkdd& DNA-kinaasia, ja
inkubointia jatkettiin vield 20 minuuttia 7°C:ssa. Fragmentteja,
(250 mg/ml) sdilytettiin- 20°C:ssa ilman enempidid kidsittelyd. Ki-
naasik8siteltyjen fragmenttien A, B, E ja F (1,25 ag kutakin) 1li-
gaatio suoritettiin 50 ml:n kokonaistilavuudessa 20 mM tris-HC1
(pH 7,6), 10 mM MgClz, 10 mM ditiotreitolia, 0,5 mM ATP ja 2 vk-
sikkdd T4 DNA-ligaasia (hydroksyyliapatiittifraktio, 4900 yksikkdi/
ml; 27) 16 tunnin ajan 4°C:ssa. Fragmenttien C, D, G ja H ligaa-
tio suoritettiin samankaltaisissa olosuhteissa. Otettiin 2 ul:n
ndytteitd analyysiid varten elektroforeesilla 1l0-%:sella polyakryy—
liamidigeelilld ja sitten autoradiografialla (H. L. Heyneker et al.,
Nature 263, 748 (1976), jossa reagoimattomat DNA-fragmentit esiin-
tyivdt nopeasti etenevdnd materiaalina ja ligoitujen fragmenttien
monomeeri eteni bromifenolisinivdrin (BPB) kanssa. Tapahtui myds
jdonkin verran dimerisoitumiéta ligoitujen fragmenttien A, B, ‘
E ja F ja ligoitujen fragmenttien C, D, G ja H ja kohesiivisten
pddtteiden johdosta., N&mid dimeerit olivat hitaammin etenevii mate-
riaalia, ja ne voitiin pilkkoa restriktioendonukleaasilla EcoRI

ja vastaavasti BamHI. '

Molemmat molekyylin puclikkaat (ligoidut A+B+E+F Jja 1li-
goitu C+D+G+H) liitettiin yhteeﬁ uudessa ligaatiovaiheessa, joka
suoritettiin 150 ul:n lopullisessa tilavuudessa 4°C:ssa 16 tunnin
ajan., 1 jul otettiin analysoitavaksi., Reaktioseosta kuumennettiin
15 minuuttia 65°C:ssa T4 DNA~ligéasin inaktivoimiseksi. L3mpdki-
sittely el vaikuta DNA—~seoksen elektroforeesitulokseen. Reaktio-
seokseen lisdttiin rijitt8vdsti restriktioendonukleaasia BamHI so-
matostatiini DNA:n multimeeristen muotojen pilkkomiseksi 30 minuu-
tin kuluessa 37°C:ssa. Lis#ttiin NaCl 0,1-m konsentraatioon ja sit-
ten DNA hajotettiin EcoRI-endonukleaasilla. Kisittely restriktio-
endonukleaasilla keskeytettiin uuttamalla DNA fenoli»klorofofmil-
la. Somatostatiini-DNA-fragmentti puhdistettiin poistamalla sii-
t& reagoimattomat ja osittain  ligoituneet DNA-fragmentit prepara-
tiivisella elektroforeesilla 10-%:sella polyakryyliamidigeelills.

Somatostatiini-DNA~fragmenttia sisédltdvd nauha leikattiin irti
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geelistd ja DNA eluoitiin leikkaamalla geeli pieniksi kappaleik-
si ja uuttamalla DNA eluointipuskurilla (0,5 M ammoniumasetaatti,
10 mM MgClZ, 0,1 mM EDTA, 0,1 % sDS) y6n yli 65°C:ssa, DNA saos-
tettiin 2 tilavuudella etanolia,sentrifugoitiin ja liuctettiin uudel-
leen 200 pl:aan 10 mM tris-HCl (pH 7,6) ja dialysoitiin samaa pus-
kuria vastaan, jolloin saatiin somatostatiini-DNA-pitoisuus 4 ug/
ml, ‘

3. Rekomblnanttlplasmldlpn muodostaminen

Kuviossa 4 on kaaviona esitetty somatostatiinigeenin si-
sdltdvien rekombinantti-plasmidien muodostus. Seuraavassa lihem-
mdssd tarkastelussa viitataan t&hdn kuvioon.

A, L&htbaine-plasmidi pBR322

Somatostatiinikloonaukseen valittu plasmidi oli pBR322,
joka on pieni (molekyylipaino noin 2,6 megadaltonia) plasmidi,
jossa on ampisilliinin (Ap\ ja tetrasykliinin (Tc) resistenssi-
geenit, Kuten kuviossa 4 on es;tett} ampisilliiniresistenssigee-
nissd on restriktioendonukleaasille Pat pilkkoutumiskohta ja tet-
rasykliiniresistenssigeenissd on samanlainen kchta restriktioenso-
nukleaasille BamHI, ja EcoRI kohta sijaitsee Apr - ja Tc’ - geenien
vdlissd. Plasmidi pBR322 on johdettu plasmidista pBR313, joka on
5,8 megadaltonin AprTcholimm~plasmidi (R,L. Rodriquez et al.,
ICN-UCLA Symposia on Molecular and Cellular Biology 5, 471-77
(1976), R,L. Rodriquez et al., Construktion and Characterization
of Cloning Vehicles in Molecular Mechanisms in the Control of Gene
Expression, s. 471-77, Aéademic Press, Inc. (1976)).Plasmidi ka-
rakterisoitiin johdosten avulla siten kuin ovat kuvanneet F. Boli-
var et al., " Construktion and Characterization of New Cloning
Vehicles II, A. Multipurpose Cloning System", Gene (marraskuu
1977) .

B. Plasmidin pBH10 muodostaminen

5 pg plasmidia pBR322 DNA hajotettiin 10 yksikd1lld restrik-
tiocendonukleaasia EcoRI liuoksessa 100 mM tris-HClL (pH 7,6) , 6 M
MgCl2 37°C:ssa 30 minuutin ajan.Reaktio keskeytettiin fenolikloro-

formiuutolla, DNA saostettiin 2,5 tilavuudella etanolia, suspen-
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doitiin 50 pl:aan T4 DNA-pclymeraasipuskuria (67 mM tris-HCl, pH
8,8, 6,7 mM MgClz, 16,6 mM (NH4)ZSO4, 167/ug/ml hdrdn seerumial-
bumiinia, 50 aM kumpaakin 4dNTP:td; A, Planet et al., Biochem. 12,
5045 (1973)). Reaktio pantiin alulle lis&d8m#dild 2 yksikkdd T4 DNA-
polymeraasia. 30 minuutin inkubaation jdlkeen 37°C:ssa reaktio
keskeytettiin DNA:n fenoli-kloroformiuutolla ja sitten sacstamal-
la etanolilla., 2 aug plac5 DNA:ta (Shapirc et al., Nature 224,
768 (1969)) kdsiteltiin tunnin ajan 37°C:ssa restriktioentsyymil-
14 HaeIII (3 yksikkﬁé) 20 jpl:ssa 6 mM tris-HCl (pH 7,6) 6 mM MgClz,
6 mM/2 -merkaptoetanolia. Reaktio keskeytettiin kuumentamalla 10
minuﬁttia 65°C:ssa. pPBR322-kdsitelty DNA ‘sekoitettiin HaeIII-k&si- ~
tellyn?\plac5 DNA:n kanssa ja tylppé&pdd ligoitiin 1,2 yksikdn
kanssa T4 DNA-ligasasia (hydroksyyliapatiittifraktio; A, Planet

et al., ks. edelld , 30 ml:ssa 20 mM tris-HCL (pH 7,6), 10 mM
MgCl,, 10 mM ditiotreitolia, 0,5 mM ATP 12 tuntia 12°C:ssa. Li-
goitu DNA-seos dialysoitiin 10 mM tris-HCl-puskuria (0H 7,6) vas-
taan, ja sitd k&ytettiin sitten E. coli kannan RR1 transformaati-
oon. Transformanteista valittiin tetrasykiiini~ ja ampisilliini-
resistentit minimivéliaihelevyilté, jotka sisdlsivit 40 ag/ml
5-bromi-~-4-kloori~-indolyyliigalaktosidi-(X-gal) vdliainetta (J.H.
Miller, Experiments in molecular Genetics, Cold Spring Harbor,

New York, 1972). Pesékkeet,joille_oli ominaistaIﬁ—galaktosidaasi-
synteesi, tunnistettiin sinisestd vdristd. 45:std erikseen eris-
tetystd siniscsestd pesdkkeestd havaittiin kolmen sisdltdvan plas-
midi-DNA:ta, Jjossa oli kaksi EcoRI-kohtaa, joiden vdlissd oli suun-
nilleen 200 emdsparia. Epdsymmetrisesti sijaitseva HhaI-fragmentti
HaeIII lac kontrollifragmentin emdsparin 203 kohdalla (W. Gilbert
et al., Proteiﬁ—Ligand Interactions, H.Sand ja G. Baluer, De
Greyter, Berliini (1975). s, 193-210) mahdollistaa HaeIII-fragmen-
tin, joka nyt on EcoRI-fragmentti, orientaation mdd&rittdmisen, Plas-
midin pBH10 osoitettiin siséltévénvfragmentin halutussa orientaa-

o . . . . - r . . e ss
tiossa, sc. lac~transkriptio meni plasmidin Tc ~geenin sisddn.
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C. Plasmidin pBH20 muodostaminen

Plasmidi pBH10 modifioitiin seuraavaksi eliminoimalla lac—
operaattorin toisella puolella oleva EcoRI-kohta. Témé suoritet-
tiin lohkaisemalla valikoivasti EcoRI-endonukleaasilla kyseinen
kohta, jollein toinen EcoRI-kohta, joka sijaitsi Tetin jallac~
promoottororien vdlissd, ja jotka ovat ainoastaan 40~emés§arin pads-
sd toisistaan, oli osittain suojattu RNA-polymeraasilla. RNA-po-
lymeraasin sitomisen jdlkeen DNA (5 jug) kd&siteltiin EcoRI:11d
(1 yksikkd) lopullisessa tilavuudessa 10 pl 10 minuutin ajan 37°¢c:
ssa. Reaktio kegkeytettiin kuumentamalla 65°C:ssa 10 minuuttia.
FEcoRI:n kohesiivisia terminaaleja kdsiteltiin Sl-nukleaasilla 25
- mM Na-asetaattia (pH 4,5), 300 mM NaCl ja 1 mM ZnCl2 sig&ltdvidssd
liuoksessa 25°C:ssa 5 minuuttia. Reaktio keskeytettiin lis#smidlli
EDTA:n (10 nM lopullinen konsentraatio) ja tris-HCl-puskuria, pHS
50 mM lopullinen konsentraatio) DNA uutettiin fenolikloroformilia,
saostettiin etanolilla ja suspendoitiin 100 al:aan T4 DNA-ligaatio-
puskuria. Lisdttiin T4 DNA ligaasia (1 pl) ja seosta inkuboitiin
12°C:ssa 12 tuntia. Ligoitu DNA transformoitiin E. c¢oli kantaan RR1,
ja transformanteista valittiin AprTcr—kannat X~gal-antibicottivi-
liaineella. Sucrittamalla restriktioentsyymianalyysi 10:1le eris-
tetylle siniselle pesdkkeelle havaittiin, ettd ndissd pesdkkeissd
oli plasmidi-DNA:ta, joissa oli yksi EcoRI-kohta. Seitsemdlld niis-
td oli EcoRI-kohta lac- ja Tcr~prombottorin valissé sdilynyt. Yh-
den plasmidin, pBH20:n nukleotidisekvenssi EcoRI-kohdasta lac-
kontrollialueeseen vahvistettiin. T&dtd plasmidia k&dytettiin seu-

raavassa somatostatiinigeenin kloonaukseen. .

D. Plasmidin pSOMl1 muodostaminen

20 pg plasmidia éBH 20 k&siteltiin restriktioendonuklieaa-
seilla EcoRI ja BamHI lopullisessa tilavuudessa 50 ul. Lisdttiin
bakteeriperdistd alkalista fosfataasia (0,1 yksikkdd Worthington
BAPF) ja inkubointia jatkettiin 10 minuuttia 650C:ssa.’Reaktioth_
keskeytettiin uuttamalla fenoli-kloroformilla, ja DNA saostettiin
2 tilavuudella etanolia, sentrifugoitiin ja liuotettiin 50 pl:aaﬁ
10 mM-tris-HCl (pH 7,6), 1 mM EDTA. Kdsittely alkalisella fosfa-
taasilla estidi tehokkaasti EcoRI:n, ja BamHI-k&dsitellyn pBG20-
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DNA:ta sisdltévia rengasmaisia rekombinantti-plasmideja voi vield
ligaatiossa muocdostua. Koska E. coli RRL transformoituu erittiin
alhaisella tehokkuudella lineaarisen plasmidi-DNA:n vaikutuksesta,
niin suurin osa transformanteista sisdltdd rekombinantti-plasmi-
deja. 50 pl somatostatiini~DNA:ta (4 Pg/ml) ligoitiin 25 pl:n
kanssa BamHI:11&, EcoRI:11& ja alkalisella fosfataasilla ké&si- '
teltyd pBH20-DNA:ta 22°C:ssa kokonaistilavuudessa 5’pl, joka si-
sdlsi 20 mm tris-HCl, pH 7.6, 10 mM MgClZ, 10 mM ditiotreitalia,
0,5 mM ATP:td ja 4 vksikk®6d T4 DNA-ligaasia. 106, 20 ja 30 minuu-
tin kuluttua reaktioseokseen ligdttiin lisdmdd&rd DNA:ta (40 ng)
(asteittainen somatostatiinin lisiiminen saattaa edistdi ligaatio-
ta plasmidiin itseligaatioon verrattuna}. Li@aatiota jatkettiin
tunnin ajan, sitten seos dialysoitiin 10 mM tris-HCl:& (pH 7,6)
vastaan. Kontrollikokeessa ligoitiin BamHI:]1d, EcoRI:lia, alka-
lisella fosfataasilla ké&sitelty pBH20-DNA samoissa closuhteissa
ilman scmatostatiini~-DNA:ta. Kumpaakin valmistetta kdytettiin ilman
enempid kdsittelyid E. coli RRl:n transfermaatioon. Transformaatio-
_kokeet suoritettiin P3-laitoksessa. (National Institutes of Health,
U.S.A. Rebombinant DNA Research Guidelinenes, 1976). Transformantit
valittiin minimi-kasvatusainelevyiltd, jotka sisdisividt 20 Fg/ml
Ap ja 40 Pg/ml X-gal. 10 transformanttia, Jjotka kaikki olivat
Tc~-herkkid, eristettiin. Ndille annettiin nimitykset pSCM1, pSOM2
jne.... pSOM 10. Kontrollikokeesta ei saatu vhté&dn transformanttia.
4 transformanttia 10:std sisdlsi plasmideja, joissa o0li sekd EcoRI~
ettd BamHI-kohta. Ndiden rekombinanttiplasmidien pienet EcoRI- ja
BamHI-fragmentit olivat kaikissa neljdssd@ tapauksessa kooltaan
samanlaisia kuin in vitro valmistettu somatostatiini-DNA. Emdssek-
venssianalyysi (Maxam ja Gilbert, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 74,
560 (1977)) osoitti, ettd plasmidissa pSOM1l oli haluttu scomatosta-
tiini~-DNA-fragmnentti. '

Klooniin sisdltyvdn plasmidin pSOM1 DNA-sekvenssiana-
lyysin perusteella oli odotettavissa, etti se tuottaisi somatos-—
tatiinia sisdltdvdd peptidiid. Kuitenkaan ei soluaineen uutteis-
ta eikd surernatantista 18ydetty somatostatiinin radiocimmuu-
niaktiivisuutta, eikd somatostatiinia my&skiin 1lSydetty, kun

kasvavaa viljelmdd lis&ttiin suoraan 70-%:seen muurahaishappoon
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kasvavaa viljelmdd lisdattiin suoraan 70—%:seeh.muurahaishappoon
ja syaanibromiaiin. E, coli RRl:n on havaittu hajottavan eksogee-
nisen somatostatiinin erittéin nopeasti, Somatostatiinin puuttumni-
nen plasmidi pSOM1l:d sisdltdvistd klooneista saattaa hyvin olla seu-
rausta endogeenisten proteolyyttisten entsyymien solunsisdisestid ha-
jotuksesta, Plasmidia pSOM1 kAytettiin siten rakentamaan plasmidi-
koodi somatostatiinia sis&dltévdlle prekursoriproteeiiniile, joka on
riittdvdn suuri, Jjotta se voisi vastustaa proteolyyttist& hajoamista.

E. Plasmidien pSOMll ja pSOM 11-3 muodostaminen

Muodostettiin plasmidi, jonka somatostatiini-geeni sijoitet-
tiin/g— galaktosidaasigeenin C-terminaaliin ja joka piti translaa-
tion oikeassa vaiheessa. Tdmdn geenin C-terminaalin 1l&helld oleva
EcoRI-kohta ja tdmdn proteiinin tunnettu aminchapposekvenssi (B,
Polisky et al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 73, 3900 (1976), A.V.
Fowler et al., idem 74, 1507 (1976), A.I. Bukhari et al., Nature
New Biology 243, 238 (1973), ja K.E. Langley, J. Biol. Chem. 250.
2587 (1975)) mahdollistavat“ﬁchI BamHI somatostatiinigeenin inser-
toimisen EcoRI-kohtaan samalla s#ilyttden cikean lukusuunnan.T&llai-
sen plasmidin rmuodostaniseksi pSOM1~DNA: ta (SO/ug) digeroitiin restrik-
tioentsyymien EcoRI ja PstI kanssa lopullisessa tilavuudessa 100 aul.
Somatostatiinigeenin sisd&ltdv3d suuren Pst—EcoRi—fragmentin erotta-
miseen lac-kontrollielementit sisdltdvdstd pilenemmdstd fragmentis-
ta kdytettiin 5-%:ista polyakryyliamidigeelid. Leved nauha leikat-
tiin irti geelistd ja DNA eluoitiin leikkelemdlld geeli pieniksi
palasiksi ja uuttamalla DNA 65°C:ssa yon yli., Samalla tavalla plas-
midi pBR322 DNA (50 mug) digeroitiin PstI- ja EcoRI-restriktioendo-
nukleaasilla, ja saadut kaksi DNA-fragmenttia puhdistettiin pfepa—
ratiivisella elektroforeesilla 5-%:isella polyakryyliamidigeelilld.
pBR322:sta (1 ug) saatu pieni PstI-EcoRI-fragmentti ligoitiin
pSOMl:std saadun suuren PstI—Ecori—DNA—fragmentin'( 5 jg) kanssa
50 pl:ssa 1 yksikdn kanssa T4 DNA-ligaasia 12°C:ssa 12 tunnin ai-
kana. Ligoitua seosta kdytettiin transformoimaan E,coli RR1l, ja tran
formanteista valittiin ampisilliiniresistentit kannat X~gal-kasvu-
alustalla. Odotetusti lihes kaikki AP'-transformantit (95%) kasvoi-
vat valkeina pesdkkeind (ei lac-operaattoria) X-gal-indikaattorile-
vyilld., Saatua plasmidia pSOMll kdytettiin plasmidin pSOM1l1l~3 muo-
dostamiseen, Seosta, Jjossa oli 5 ug pSOM1l1-DNA:ta ja 5 mgAplacS
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DNA:ta digeroitiin EcoRI:n (lO.yksikkéé, 30 minuuttia 37OC:ssa)
kanssa. Restriktio—endoggkleaasikésittely pééteftiin uuttamalla
fenoli-kloroformilla. DNA saostettiin =itten etanolilla ja suspen-
doitiin T4 DNA-ligaasipuskuriin (50 pl). Seokseen lisdttiin T4
DNA-ligaasia (1 yksikkd), ja sitd inkuboitiin 12°C:ssa 12 tuntia.
Ligoitu seos dialysoitiin 10 mM tris-~HCl1l:4& (pH 7,6) vastaan, ja
sitd kdytettiin E. coli kannan RR1 transformaatioon. Transfcrman-
teista valittiin AérNtransformantit ampisilliinia sis&ltdvilli
X~-gal-levyilld, ja niistd valittiin sellaiset, jotka tuottavat

/6 ~galaktosidaasia. Noin 2 % pesdkkeistd oli sinisid (pSOMll-1,
11-2 jne.). Ndistd klooneista saadun plasmidi~DNA:n restriktio-
entsyymianalyysi osoitti, ettd kaikissa plasmideissa oli uusi
EccRI-fragmentti, jonka koko oli noin 4,4 megadaltonia, jossa on
lac-operonikontrolliasemat ja suurin osa/ﬁ-—galaktosidaasigee—
nistd. Koska EcoRI-fragmentilt saattavat olla orientuneita kahdella
eri tavalla, HindIII—resE}iktioaseman epdsymmetristd asemaa kdy-
tettiin mEsrittimd&n, mitkd nidisti pesidkkeistd sisilsivit EcoRI-
fraginentin, jonka lac-transkriptio siirtyy somatostatiinigeeniin.
Kaksoisdigeroinnilla IIindIII-BamHI:118 voitiin osoittaa, etta vain
kloonit, joissa oli plasmidi+ pSOMI1l-3, pSOM1ll-5, pSCM11l-6 ja
pSCM11-7, sisdlsivat tdlld tavoin orientoituneen EcdRI—fragmentin.

4. Radioimmunokoe somatcestatiiniaktiivisuuden mdarittdmi-

seksi . ‘
Standardiradioimmunokoetta (RIA) somatostatiinin madrittd-
miseksi (A. Arimura et. al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 148, 748
(1975)) modifioitiin pienentdmdlld koetilavuutta ja kdyttédmdlla
fosfaattipuskuria. Tyrllnsomatostatiini Jodattiin kloramiini-T-
menetelmdlld (idem). Somatostatiinin mddritté&miseksi ndyte, joka
oli tavallisesti 70-%:isessa muurahaishapossa, joka sisdlsi 5 mg/ml
syaanibromidia, kuivattiin kartiomaisessa polypropyleeniputkessa
(0,7 ml, Sarstedt) tyhjossd kostean KOH:n yll&. Putkeen lisdttiin
20 pl PBSA-puskuria (75 mM NacCl, 75 mM natriumfosfaattia, pH 7,2,
1 mg/ml hdrdn seerumialbumiinia ja 0,2 mg/ml natriumatsidia) ja
senjdlkeen 40/ulif—125é7 -gsomatostatiini-"cocktailia" ja 20 pl
PBSA:11la 1000-kertaisesti laimennettua kaniinin antisomatostatiini-
immuuniseerumia S$39 (Vale et. al., Metabolism 25, 1491 (1976)).
1_12?i7 -somatostatiini-cocktail sisdlsi PBSA-puskurin ml:aa koh-

ti 250 pg normaalia kaniinin gammaglobuliinia (Antibodies, Inc).
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1500 yksikkod proteaasi-inibiittoria (Trasylol, Calbiochem) ia
noin 100 000 sykett@{~125g/ Tyrll—sdmatostatiinia. vdhint&ddn 16
tunnin seisotuksen jélkeén huoneen l8mpbtilassa nayteputkiin 1li-
sdttiin 0,333 ml vuohen anti-kaniini-gammaglobuliinia (Antibeodies,
Inc. P=0,03) PBSA-puskurissa. Seosta inkuboitiin 2 tuntia 37OC:ssa,
se jddhdytettiin 5°C:een ja sentrifugoitiin sitten 10 000 % g:ssd
5 minuuttia. Supernatantti poistettiin ja saostuman syke lasket-
tiin gammalaskimelia. Kdytetylld antiseerumimd&rdlld 20 % sykkees-
td saostui eikd leimaamatonta kilpailevaa somatostatiinia saostu~
nut lainkaan. Infiniitti-somatcstatiinin (200/ug) tausta ocli tavalm
lisesti 3 %. Puolet maksimikilpailusta saatiin 10 pg:11l& somatos—
tatiinia. E. coli kannan RR1l (vastaanottajakanta) uutteilla tehdyt
esikokeet osoittivat, ettd alle 10 pg somatostatiinia voitiin hel-
posti havaita, kun ldsnd oli 16 ug tai enemmidn syaanibromidi-k&si-
teltyd bakteeriproteiinia. Yli 2 Ag proteiinia muuranaishappolla
ké&sitellyistd bakteeriuutteista hdiritsi jonkin verran lisddamdlla
taustaa, mutta syaanibromidilohkaisu vdhensi huomattavasti t&ti3
hdirintdd. Uudelleen suoritetut kokeet osoittivat, ettd somatosta-
tiini on pysyvd syaanibromidikdsitellyissd uutteissa.

A. Bakteeriuutteiden kilpailu

E. coli kantoja RRL (pSOM11-5) ja RR1 (pSOM1l-4) kasvatet-
8

tiin 37°C:ssa Turia-elatusliuocksessa, kunnes solumdsrd oli 5 x 10
solua/ml. Sitten lisd&ttiin IPTG:td konsentraatioon 1 mM ja kasvatus-
ta jatkettiin 2 tuntia. Otettiin 1 ml:n néytteité ja ne sentrifu-
goitiin joidenkin sekuntien ajan Eppendorf-sentrifugissa, Ja pelle-
tit suspendoitiin 500 Pl aan 70-%:ista muurahaishappoa, joka si-
sdlsi 5 mg/ml syaanibromidia. Noin 24 tunnin seisotuksen jdlkeen
huoneen l&mpdtilassa otettiin osandytteitd, jotka laimennettiin
10-kertaisiksi vedelld ja kuviossa 6A esitetyistd tilavuuksista
mitattiin kolmoiskokeella somatostatiini. Kuviossa 6A B/B on nayt-
teen l&sndollessa 51touLuneen/l 5J/ -somatostatiinin ja 1lman
kilpailevaa somatostatiinia 31toutuneenZL12%9/ ~somatostatiinin
suhde. Laimentamattomien ndytteiden proteiinipitoisuus mddritet~
tiin, ja se oli E. coli RR1 (pSOMil-5)-kannalla 2,2 mg/ml ja E.

coli RRl1 (pSOMll-4)-kannalla 1,5 mg/ml.

B. pSOMll-klocnien somatostatiinialkuseulonta

11 kloonin {(pSOM1i-2, pSOM11~-3 jne.) syaanibromidi-kédsitel-

lyt uutteet valmistettiin edellid kuvion 6A yvhteydessid kuvatulla
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tavalla. Kutakin uutetta otettiin radioimmunokokeen kolmoiskokedi-
siin 30 Fl’ Tulokset ndhd&dn kuviossa 6B. Koépisteet on esitetty,.
Somatostatiinimddrit pikogrammoina luettiin saman kokeen osana
tehdyltad standardikdyralta.

Suorite£tujen radioimmuunikdkeiden_tuloksiSta voidaan esit-
tda seuraava yhteen&eto. Poiketen pSOMLl:114 suoritettujen kokeiden
tuloksesta havaittiin neljalld kloonilla (psSOM11-3, 11-5, 11-6 ja
11-~7) olevan heipoéti mdaritettava somatostatiinin radipimmuuni—
aktiviteetti (kuviot 6A ja 6B). Restriktiofragmenttianalyysi oscit-
ti, ettd pSOMl1l-3:1la, pSOM1l1l-5:114, pSOMll-6:1la ja »SCM11-7:114
0li toivottu lac-operoinnin orientaatio, kun taas pSOMll—Z:lla da
11-4:11& oli vastakkainen orientaatio. Lac-operonin sopivan
orientaation ja somatostatiinin radioimmunoaktiviteetin vadlilla
on siten tdydellinen korrelaatio.

C. IPTG=induktion ja CNBr-lohkaisun vaikutus positiivisiin

ja negatiivisiin klooneihin . ’

Somatostatiiniplasmidin mallista voidaan péétella, ettd
somatostatiinisvnteesi on léé;éperoinnin kontrolloira. Lac-repres-
sorigeeni ei sisdlly plasmidiin ja vastaanottava kanta (E. coli
RR1) sis&ltdd villintyyppist&@ kromosomi-lac-repressorigeenid, joka
tuottaa ainoastaan 10-20 repressorimolekyylid solua kohti (15).
Plasmidin kopioluku (ja sitenlac—operaattorien lukumddrd) on noirn
20-30 solua kohti, joten tdydellinen repressio ei ole mahdollinern.
Kuten j&ljemp&dnd esitetyssid taulukossa III ndhdd&n, IPTG, joka on
lac-operonin induktori, kohotti somatostatiinin spesifistd aktivi-
teettid E. coli RR1 (pSOM1ll-3):ssa. Odotetusti induktion taso oli
alhainen, ja se vaihteli 2,4-kertaisesta 7-kertaiseen. Kokeessa
7 (taulukko IIT) ol -—-aktiviteetti, joka on/@lmgalaktosidaasin 92
ensimmdinen aminohapon mitta, kohosi myéé kertoimella 2. Missddn
suoritetuista monista kokeista ei voitu havaita somatostatiinin
radioimmunoaktiviteettia ennen kokonaisen soluprotetiinin pilkko-
mista syaanibromidilla. Koska radioimmunokokeessa kdytetty dnti-
seerumi, S 39, tarvitsee vapaan N-terminagalialaniinin, niin aktii-

visuutta ei vecitu odottaa ennen syaanibromidipilkkomista.
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Taulukko ITII

Somatostatiinin spesifinen radicimmunoaktiviteetti

Lyhennykset: Luria elatusliuyos, LB; isopropyylitiogalakto-~
sidi, IPTG; syaanibromidi, CNBr; somatbstatiini, SS. Proteiini mid-

ritettiin Brandford'in, Anal. Biochem. 72, 248 (1976) menetelmilli.

Esim. Kanta Elatusaine IPTG CNBr L
no. '1mM S my/ml pg SS/ug proteiinia
1 11-2 LB + + < 0.1
11-3 LB + + 12
11-4 L3 + T+ < 0.4
11-5 ‘LB + + 15
2 11-3 LB + + ) 12 .
11-3 LB + - < 0.1
3 11-3 Lg + + 61
11-3 LB - + 8
11-3 LB + - < 0.1
4 11-3 LB " + + 71
' 11-3 vB© + glyseroli + 3+ 62
5 11-3 LB + glyseroli + + - 250
6 11-3 LB. + + 128
11-2 L8 + + < 0.1
7 11-3 LB v+ + 249 :
11-3 ' LB - + 10

® Vogel-Bonner-minimi~elatusaine + glyseroli.

D. Syaanibromidi-k&siteltyjen uutteiden geelisuodatus

Positiivisten kloonien {(psSOM1l1-3, 11-5, 11-6 ja 11-7) muura-
haishapolla ja syaanibromidilla kégitellyt uutteet yhdistettiin
(kokonaistilavuus 250 ul), kuivattiin ia suspendoitiin 0,1 ml:aan
50-%:ista etikkehappoa. Suspensioon 1iséttiin'L3H}leusiinia, ja nay-
te vietiin Sephadex G-50-pylvddseen 50~%:isessa etikkahapossa pyl-
vaan koko oli 0,7 x 47 cm. Pylvddstd saaduista fraktioisté otettiin
50 pl:n ndytteitd somatéstatiinimééritykseen. Yhdistettyjd nega-
tiivisten kloonien (11-2, 11-4 ja 11-11) uutteita kdsiteltiin sa-
malla tavalla. Tulékset ndhdddan kuviossa 5C. Samasta pylvddsta
eluoituil tunnettu somatostatiini (Beckman Corp) esitetylld tavalla
(SS) . Tdlld systeemilld somotostatiini saadaan hyvin eroon suuris-
ta peptideistd ja siihen liittyneistd pienistd molekyyleistd.vVain
somatostatiinin suhteen nositiivisten kloonien uutteet osoittivat
radioimmunoaktiivisuutta pylvdsfraktioissa, ja tdmi aktiivisuus

eluoitul samassa kohdassa kuin kemiallisesti syntetisoitu somatos-
tatiini.
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Yhteenveto aktiivisuusinformaatiosta

Somatostatiiniaminohappesekvenssid sisdltdvd polypeptidin
synteesid koskevat tiedot voidaan yhteenvetona esittdd seuraavasti:
(1) Somatostatiiniradioimmuncaktiivisuutta on E. coli soluissa,
joissa on plasmidi pSOM11-3, joka sisdltdd todistetusti oikean
sekvenssin ja lac-EcoRI-DNA-fragmentin oikean orientaation omaavan
somatostatiinigeenin. Solut, jossa on lihisukuinen plasmidi pSOM1ll-
2, jossa on somatostatiinigeeni, mutta vastakkainen lac-EcoRI-frag-
mentin orientaatio, ei tuota havaittavasti somatostatiiniaktiiwvi-
suutta; (2) Kuten rakennuskaaviosta voidaan ennustaa, mink&dnlais-
ta havaittavaa radioimmunoaktiivisuutta ei ole ennen solu-uutteen
kdsittelyd syaanibrgmidilla} {3) Somatostatiiniaktiivisuutta kont-
rolloin lac-opercni, kuten IPTG:n, joka on lac-operoni-induktori,
induktiosta voidaan todeta; (4) Somatostatiiniaktiivisuus kromato-
grafoituu yhdessd tunnetun somatostatiinin kanssa Sephadex G-50:114;
(5) Kloonatun somatostatiinigeenin DNA-sekvenssi on bikea. Jos
translaatiossa on vaihepoikkeama, syntyy peptidi, joka on joka koh-
daltaan erilainen kuin somatostétiini. Radioimmunoaktiivisuudesta
- havaitaan, ettd on nuodostunut somatostatiiaia ldheisesti nmuistutta-
va peptidi, ja translaation on oltava oikeassa vaiheessa. Kun trans~
laatio on oikeassa vaiheessa, niin geneettinen kcodi m&8&rd sellaisen
peptidin muodostumisen, jossa on tdysin sama sekvenssi kuin soma-
tostatiinissa; (6) Edelld saadut E‘.coli RR1 (pSOM1l1-3) uutteet eh-
kdisevit kasvuhormonin vapautumista rotan aivolisdkkeen etulohkon
soluista, kun taas samanaikaisesti valmistetun E. coli RR1l {pSOM1ll-
2) ndytteet, joissa on sdma proteiinikonsentraatio, eivdt vaikuta
kasvuhormonin vapautumiseen.

Somatostatiinin pvsyvyys, saanto ja puhdistus

EcoRI lac-operonifragmentin sisdltdvat kannat (pSOM11l-2,
pSOM11-3 jne.) erottuvat plasmidifenotyypin suhteen. Esimerkiksi
noin 15 sukupolven jdlkeen noin puolet E. coli RR1 (pSOM11-3
viljelmidstd oli/ —galaktosidaasia tuottava, so. sisdlsi lac-ope-
raattorin, ja ndistd noin puolet o0li ampisiliiniresistentteji. So-
matostatiinin suhteen positiiviset kannat (pSOM11l-3) ja negatiivi-
set kannat (pSOM11l-~-2)} ovat pysymdtt&mi&, ja siitd syystd kasvuhait-
ta oletettavasti johtuu epdtdydellisen ja inaktiivisen galaktosi-
daasin ylituotannosta. Somatosfatiinin saanto wvaihteli v3dlilla
0,001-0,3 % solun kokonaisproteiinista (taulukko I) todenndkOisesti
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johtuen soluen valinnasta viljelm&ssd, jossa on plasmideja ilman
lac—-aluetta. Suurimmat somatostatiinisaannot saatiin valmisteista,
joissa viljely aloitettiin yhdestd ainoasta ampisilliiniresisten-—
tistd pesdkkeestd. Myds naissd tapauksissa 30 3:1lla soluista esiin-
tyi talteenotettaessa lac-alueen hidvidmistd.Sdilyttédminen ja&dy--
tettynd (lyofilisoituna) ja kasvattaminen yhdestd ainoasta tdllai-
sesta pesdkkeestd on siten kuvatulle systeemille suositeltavaa.
Saantoja voidaan parantaa esim. turvautumalla bakteerikantoihin,
joilla on lac-repressorin ylituotantoa, jotta prekursoriproteiinin
ekspressio olennaisesti tdysin estyy ennen induktiota ja talteen-
ottoa. Toisena mahdollisuutena on, kuten edelld kuvattiin, etta
kaytetddn tryptofaania tai muuta operaattori-promoottorisysteemid,
joka on tavallisesti tdysin estetty. |

KB —-galaktsodaasi-scmatostatiiniprekursoriproteiini on liu-
kenematon soluja hajoftaﬁélla, esim. Eaton-puristime}la saatuun
raakauutteeseen ja saadaan eroon ensimmiisessi alhaisella nopeudella
suoritetussa sentrifugoinnissa mucdostuneesta saostumasta. Aktiivi-
suus voidaan saada liukenemaan 70-%:iseen muurahaishappoon, &€ M gua-
nidiniumhyvdroksidiin tai 2-%:iseen natriumdodekyylisqlfaattiin. ‘
Edullisimmin Eaton-puristimesta saatu raakauute kuiterkin uutetaan
8 M urealla, ja j&&nnds pilkotaan syaanibromidilla. Alustavissa
kokeissa E. coli kannasta RR1 (pSOM1l-3) séétu somatostatiiniaktii-
visuus rikastettiin noin 100-kertaiseksi uuttamalla pilkkomistuote
alkoholilla ja kromatografoimalla Sephadex G-50:114 50-%:isessa
etikkahapossa. Kun tuote kromatografioidaan uudelleen Sephadex G-
50:118 ja sitten suurpainenestekromatografialla, saadaan olennai-
sesti puhdasta somatostatiinia.

II Thmisen insuliini

Edelld kuvattuja menetelmid sovellettiin seuraavaksi ihmisen
insuliinin tuottamiseen. Niinpd geenit insuliinin B-ketjua varten ‘
(104 emdsparia) ja insuliinin A-ketjua varten (77 emdsparia) suun-
niteltiin ihmisen polypeptidien aminohapposekvenssin mukaan, jol-
loin kummassakin oli kohesiiviterminaalit EcoRI- ja BamHI-restrik-~-
tioendonukleaasille, ja kumpikin o0li suunniteltu erikseen sijoitet-
tavaksi pBR322 plasmideihin. Synteettiset fragmentit, deka- ja pen-
tadekanukelotidit, syntetitoisiin blokkifosfotriesterimenetelmdlld
kdyttden trinukleotideja rakennusblokkeina ja puhdistettiin lopuksi

suuren erotuskuvun nestekromatografialla (HPLC). Ihmisen insuliinin
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A- ja B-ketjun synteett;set geenit kloonattiin erikseen plasmidiin
pBR322. Kloonatut synteettiset geenit fuusioitiin samoin kuin edel-
14 E. colin ﬁ3—galaktosidaasigeeniin tehokkaan transkription, trans-
laation ja pysyvdn prekursoriproteiinin saamiseksi. Insuliinipepti-
dit lohkaistiih/?—galaktosidaasiprekursorista, mddritettiin radio-
immunokokeella ja puhdistettiin. Insuliinin radioimmunoaktiivisuus
synnytettiin sitten sekoittamalla E. coli tuotteet.

1. Ihmisen insuliini-geenien malli ja synteesi

Ihmisen insuliinia wvarten rakennetut geenit on esitetty ku-
viossa 9. Geenit ihmisen insuliinin B-ketjua ja A-ketjua varten
suunniteltiin ihmisen polypeptidien aminohapposekvensseistd. Kunkin
geenin 5'-pddtteessd on yksisdikeinen kohesiiviterminaali FEcoRI-.
ja BamHI-restriktioendonukleaaseille kunkin geenin insertoimiseksi
oikein plasmidiin pBR322. B-ketjun geenin keskelle sijoitettiin
HindIII-endonukleaasi~tunnistuskohta aminohapposekvenssille Glu-Ala
kummankin geenin puolikkaéh laajentamisen ja toteuttamisen mahdol-
listamisksi erikseen ennen koko B-ketjun geenin rakentamista.
B-ketiun ja A-ketjun geenit suunniteltiin rakentuviksi 29 erilai-
sesta oligecdeoksiribonukleotidista, jotka vaihtelivat dekamesereis-
ta pentadekameereihin. Kukinr nuoli osoittaa parannetulla fosfotri-
esterimenetelmdlld syntetiscitua fragmenttia H1-H3 ja BR1-B1l2 B-
ketjun geenissid ja Al-All A-ketjun geenissa.

2. Oligodeoksiribonukleotidien kemiallinen synteesi

Materiaalit ja menetelm&t, joita k&ytettiin oligodeoksiri-
bonukleotidien synteesissd olivat seuraavia muunncksia lukuunotta-
matta olennaisesti ne, jotka Itakura, K. et. al., (1975), J. Biol.
Chem. 250; 4592 ja Itakura, K. et. al., (1975), J. Amer. Chem. Soc.
97, 7327, ovat kuvanneet:

a) Tdysin suojatut mononukleotidit, 5'-0-dimetoksitrityyli-
3'—p~kloorifenyyli—é¥—syaanietyylifosfaatit syntetisoitiin nukleo-
sidijohdannaisista kdyttdm&dlld monofunktionaalista fosforylointi-
ainetta, p-kloorifenyyli-/-syaanietyylifosforokloridaattia (1,5
mooliekvivalenttia) asetonitriilissd l-metyyli-imidatsolin ldsn&d-
ollessa /Van Boom, J.H. et. al., (1975) Tetrahedon 31, 29537.
Tuotteet eristettiin suuressa mittakaavassa (100-300 g) prepara-

tiivisella nestekromatografialla (Prep 500 LC. Waters Associates).



31
b) 32 bifunktionaalista trimeerid syntetisoitiin (katso tau-
lukko 1V) kdyttden liuotinmenetelmdd /Hirose, T. et al. (1978).
Tetrahedron ﬁetters,'244%7 5-10 mmol mittakaavassa, ja 13 trimeerid
3 tetrameerid ja dimeerid 3'~terminaalirvhmiksi syntetisoitiin samo
1 mmol mittakaavassa. Tdysin suojattujen trimeerien homogeenisuus
tarkistettiin ohutkerroékromatografialla silikageelilld kahdella

(=]

metanoli/kloroformiliuotinsysteemilld: liuotin a 5 % (tilav./tilav.
ja liuotin b 10 % (tilav./tilav.) (katso taulukko IV). Ldhtien
tdstd yhdistekokoelmasta syntetisoitiin 29 mddritellyn Sekvenssin
omaavaa'oligodeoksiribonukleotidia, ndistd 18 B-ketjun geenia var-
ten ja 11 A-ketjun geenid varten.

Taulukko IV

Trimeerirakennusblokkien synteesi

‘No. Yhdiste Saanto =z Rf - Puhtaus Kuviossa 9 lisni
: x (%) a. b. . (%)=xxx

1. AAG 47 0.15 0.40 93 BS5,B6

2. AAT 49 7 0.25 0.52 95 H1,Al,A6

3. AAC 52. . 0.28 0.55 93 HS,B6,A2,A8

4, ACT- 43 0.27 0.53 91 B4,B5,356

5. ACC 586 0.33 .60 96 B7

6. ACG . 39 0.318  0.45 90  H5,B7

7. AGG 45 0.10 0.26 89 H6,H87,B9

8, AGT 33 .14 0.40 96 B3,A2,A11

g. AGC 50 6.19 0.48 92 H8,B1l,AS5,Al0
16.  AGA 48 0.24 0.50 91 a9,

11, TTC 44 0.26 0.52 .95 B4,B7,A3
12. TTC 49 0.11 . 0.31 94 H3,H5,A2,A3,A5
13. TCT 58 0.24 0.49 96 Ad

14, TCA ‘ 45 0.28 0.53 92 H1,42,H4,AlL
15. TCG 39 0.12 0.34 91 A2

16. TGG 32 0.10 0.28 87 H3,al1,Al0
17.. TGC - 51 0.18 0.47 23 H6,B2,A4,A7,A8
13. TGA 46 0.12 .37 94 H7 .
19. TAC 6l 0.22 0.50, 90 24,211

z20. TAA 55 0.17 0.44 - 95 BS,Al0

21. CCT 53 0.30 0.55 97 H3,H4,B10
22. CAC 47 0.25 0.51. 92 A3

23. CaA 58 0.25 0.51 93 HZ,HS,H8,57
24, CTT 41 0.28 0.54 92 B2,B9,A4

25. CGA 40 0.27 0.52 33 A7
26, CGT 75 o 0.25 0.50 89 392,64,B3,B1
27. GGT 35 0.09 0.26 30 B3

28. GTT 46 0.18 0.45 93 B2

29. GTA 38 0.25 0.50 95 B6,B8,A6
30. GAA 39 0.15 0.39 88 H7,B3,B8,A5
31, GAT 52 0.22 .0.49 59 B10,A9

32. GCA 42 0.14 0.35 93 A9

# Tdysin suojatut trideoksinukleotidit; 5-09~-dimetoksitrityyli-3 '~
p-kloorifenyyli- /4 -syaanietyylifosfaatti

®»% Saanto oli kokonaissaanto laskettuna 5'-hydroksyylimonomeereista

" ®%x® HPLC-analyysin mukaan.
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Polynukleotidien rakentamiseen kdytetyt perusyksikdt olivat
kahta trimeeriblokkityyppid, sc. taulukossa IV esitettyjen bifunk-
tionaalisia trimeeriblokkeja ja vastaavia 3'-terminaalitrimeerejd,
joiden 3'-hydroksiryhmd oli suojattu anisoyyliryhméllé. Bifunktio-
naalinen trimeeri hydrolysoitiin vastaavasti 3'-fosfordiesteri-
komponentiksi pyridiini-trietyyliamiini-vesi-seoksella (3:1:1
tilav./tilav.) ja myds vastaavaksi 5'—hydroksikomponentiksi 2-%2
sella bentseenisulfonihapolla. Edelld mainittua 3‘—termiiniblokkia
kdsiteltiin 2-%:sella bentseenisulfonihapolla, jolloin saatiin
vastaava 5'~hydroksyylii. Ylim8irin kdytetyn 3'-fosforiesteritri-
meerin (1,5 mooliekvivalenttia) kytkentireaktio saadun 5'-hydrok-
syylikomponentin (1 mooliekvivalentti) kanssa 2,4,6-~tri-isopropyy-
libentseenisulfonyylitetratsolidin (TPSTe,- 3~4 ekvivalenttia)
ldsndollessa tapahtui ldhes tdydellisesti 3 tunnissa. Ylim&idrdisen
3'-fosfodiesteriblokkireaktantin poistamiseksi reaktiosecksesta
seos laskettiin lasisintteripohjalla olevan silikageelikerroksen
lavitse. Pylvias pestiin ensithHCl3:lla joiden sivutuotteiden

eluocimiseksi ja sitten CHCl,-MeCH-seoksella (55:5, tilav./tilav.)},

joilloin l&hes kaikki téysin3suojattu oligomeeri eluoitui. Ndissd
olosuhteissa 3'-fosfodiesteriblokkireaktantti jdi pylvid&dseen. Kyt~
kentdjd jatkettiin samalla tavalla, kunnes‘oii saatu rijittdvd
ketjun pituus. o

Oligonukleotidisynteesin éikana kdytettiin Jlaajalti suuren
erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC) a) trimeeri- ja tetrameeri-
blokkien analyysiin, b) wdlituotefragmenttien (heksameerit, nona-
meerit ja dekameerit) analyysiin, c) viimeisen kytkent&r=aktion
analysointiin ja d) lopputuotteiden puhdistamiseen. HPLC suoritet-
tiin kdyttden Spectra-Physics 3500B nestekromatografia. Kun kaikki
suojaryhmdt oli poistettu kédsittelemdlld vdkevdlld NH4OH:lla 50°C:
ssa (6 tuntia) ja 80-%:sella etikkahapolla huoneen lampdtilassa
(15 min), yhdisteet analysoitiin Permaphase AAX-pylvddlla (l'm X
2 mm) (PuPont) Lﬁén Boom, J. et. al., (1977), J. Chromatography
131, 1697, ja eluoitiin lineaarisella liuottimen B (C,05M KH,PO, ,
1, OM KC1l, pH 4,5) ja liuvcttimen A (0,01M KH2P04, pH 4,5) gradi-
entilla. Gradientti muodostettiin lihtien puskurista A ja lisdd-
malla puskuria B 3 ¢ minuutissa. Eluointi suoritettiin 60°C:ssa
virtausnopeudella 60°C:ssa virtausnopeudella 2 ml/min. My3s 29

lopullisen cligonukleotidin puhdistus suoritettiin Permaphase
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ANX:114 edelld kuvatuissa olosuhteissa. Haluttua tuotetta sisdltidvit
fraktiot yhdistettiin, suola poistettiin dialysoimalla ja tuote
lyofilisoitiin. 5'-termiinit merkittiin (Y °2P)ATP:113 kiyltien
T4—polynukleotidikinaasia, Ja jokaisen oligonukleotidin homogeeni-
suus tutkittiin elektroforeesilla 20-%:1la polyakryyliamidigee;illé.

3. B-ketjugeenin ja A-ketjugeenin kokoaminen ja kloonaus

Ceeni-insuliinin B-ketjua varten suunniteltiin siten, ettd
siin& oli EcoRI-restriktioasema vasemmassa‘piétteessa, HindIII-
asema keskelld ja BamHI-asema cikeassa piddtteessd. Tadmd tehtiin
siten, ettd molemmat puolikkaat, vasen EcoRI-HindIII-puolikas (BH)
ja oikea HindIII-BamHI-puolikas (BB) voitiin erikseen kloonata so-
pivassa'kloonausvehikkelissa PBR322, ja sekvenssien mucdostumisen
jdlkeen liittdad yhteen tdydelliseksi B~geeniksi (kuvio 10). BB-puo-
likas koottiin liittdm&dlli 10 oligodeoksiribonukleotidia, joita
kuviossa 9 on merkitty B1-B1l0, jotka oli valmistettu fosfotrieste-
risynteesilld. B1-Bl0 eivdt olleet fosforyloituja, jolloin vdltet-
tiin nididen fraktioiden ei-toivottu polymeroituminen kohesiivipdit-
teiden vdlitvkselld (HindIII ja BamBHI). Preparatiivisella akryyli-
amidigeelieiektoroforeesilla suoritetun puhdistuksen ja suurimman
DNA~nauhan eluoimisen jdlkeen BB~fragmentti sijoitettiin plasmidiin
pPBR322, joka oli pilkottu HindIII:1lla ja BamﬁI:llé. Ncin 50 %
DNA:sta johdetuista ampisilliiniresistenteisté pesdkkeistd oli
herkki&d tetrasykliinille, mikd osoitti ei-plasmidi HindIII-BamHI-
fragmentin insertoituneen. Neljdstd ndistd pesdkkelstd (pBB1l0l-
pBB103) saadut pienet HindIII-BamHI-fragmentit koottiin sekvens-
siksi ja todettiin oikeiksi.

BH—fragmentti valmistettiin samalla tavalla ja sijoitettiin
pBR322:een, joka oli pilkottu EcoRI- ja HindIIT-restrikticendonuk-
leaaseilla. Kolmen ampisilliiniresistentin, tetrasykliiniherkdn
transformantin plasmidit (pBHl-pBH3) analysoitiin. Pienill&d EcoORI-
HindIII-fragmenteilla todettiin olevan odotettu nukleotidisekvenssi.

A-ketjugeeni koottiin kolmessa osassa. Neljd vasemmalla ole-
vaa, neljid keskelld olevaa ja neljd oikealla olevaa oligonukleoti-
dia (kuvio 9) ligoitiin erikseen, sekoitettiin ja liitettiin yhteen
(ocligonukleotidit Al ja A2 olivat fosforyloimattomia). Koottu A-
ketjugeeni fosforyloitiin, puhdistettiin geelielektroforeesilla
ja kloonattiin pBR322:n EcoRI- ja BamHI-kohtiin. EcoRI- ja BamHI-
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fragmentit kahdesta ampisilliiniresistentistd, tetrasykliiniherk&std
pesdkkeestd (pAlO, pAll) sisdlsivdt halutun A-geenisekvenssin.

4. Plasmidien muodostaminen A- ja B-insuliinigeenien eksp-

ressiota varten.

Kuviossa 10 on esitetty 1ac—inshliini~B—plasmidin (pIBI)
muodostus. Plasmideja pBHl1 ja pBBl0l digeroitiin EcoRI- ja HindIII-
endonukleaasien kanssa. pBHl:n pieni BH-fragmentti ja pBBl0l:n suu-
ri fragmentti (joka sisdlsi BB—fragmentih ja pddosan pBR322:a)
puhdistettiin geelielektroforeesilla, sekoitettiin ja.ligoitiin
EcoRI-lohkaistun ) plac 5:n lisniollessa. AN\ plac 5:n megadalton
EcoRI~-fragmentti sisdltdid lac-kontrollialueen ja pééosan/ﬁ—galak—
tosidaasirakennegeenistd. Restriktiokohtien konfiguraatio varmistaa
BH:n ja BB:n oikean liittymisen. Fragmentti lac EccRI voi sijoittua
orientoituneena kahdella tavalla; siten vain puolet transformaation
jédlkeen saaduista klooneista on halutulla tavoin orientoituneita.
Kymmenen ampisilliiniresistentin,ﬁ?—galaktosidaasikonstitutiivisen
klocorin orientaatio tutkittiin restriktioanalyysilld. Viidessd
naisti oli koko B-geenisekvenssi ja oikea lukusuuntag -galaktosi-
daasigeenistd B-ketjugeeniin. Yksi, nimittdin plBl, valittiin seu-
raavin kokeisiin.

Samankaltaisessa kokeessa 4,4 megadaltonin lac~fragmentti
'F\placAS:sté sijoitettiin pAll—plasmidiin EcoRI—kohtaan, jolloin
saatiin pIAl. pIAl on muuten identtinen pIBl:n kanssa paitsi, ettd
B-geenifragmentin sijasta on A~geenifragmentti. DNA-sekvenssianha-
lyysilld osoitettiin, ettd pIAl:ssd ja pIBl:ssd sdilvivdt vastaa-
vasti oikeat A~ ja B-ketjugeenit.

5. Ekspressio

KRannat, jotka sisdltdvdt insuliinigeenit oikealla tavalla
liittyneiné‘é?-galaktOSidaasiin tuottavat molemmat suuria mddria
;3~galaktosidaasin kokoista proteiinia. Noin 20 % solun koko pro-
teiinista oli tdtd ff-galaktosidaasi-insuliini-A- tai B~ketjuhybri-
dii. Hybridiproteiinit ovat liukenemattomia, ja ne olivat ensimm&i-
sessd alhaisella nopeudella saadussa saostumassa, jossa niiden
osuus oli noin 50 % proteenista.

Insuliini-A- ja B-ketjun ekspression havaitsemiseksi kdy-
tettiin radioimmunokoetta (RIA), joka perustui insuliinin rekons-—
tituointiin erillisistd ketjuista. Insuliinirn rekonstituointimene-

telmd, jonka Katsoyannis et al., (1967) ovat esittidneet julkaisussa
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Biochemistry 6, 2642-2655, sovitettuha 27 pl:n koetilavuuteen,

on erittdin sopiva koe. Helposti havaittava insuliiniaktiivisuus
saadaan, kun insuiiiniketjujen S-sulfonoidut johdannaiset sekoite-
taan ja rekonstituoidaan. Erilliset insuliinin S-sulfonoidut ketjut
eivdt reagoi pelkistyksen ja hapetuksen jdlkeen merkitsevdsti kéy-
tetyn anti-insuliini-vasta-aineen kanssa. '

Rekonstituointikokeen suorittamiseksi;ﬂ—galaktosidaasi—An
tai -B-ketjuhybridiproteiini, osittain puhdistettiina, pilkottiin
syaanibromidilla jé muodostettiin S-sulfonoiduiksi johdannaisiksi.

Todisteena siitd, ettd on saatu ihmisen insuliinin kemial-
lisesti syntetisoitujen geenien oikea ekspressio, voidaan esitté&d
vhteenvetona seuraavaa: o

a) Molemmilla ketjuilla on havaittu radioimmunoaktiivisuus.

b) Kloonauksen ja plasmidin muodostamisen j&lkeen saadut
DNA-sekvenssit on osoitettu malliltaan oikeiksi. Radioimmunocaktii-
visuus c¢soittaa, ettd translaatic on oikeassa faasissa. Senvuoksi
geneettinen koodi sanelee sellaisten peptidien muodostuksen, Jjoissa
on ihmisen insuliinin sekvenssit.

c) E. coli tuotteet kdyttédytyvdt syaanibromidipilikkomisen
jdlkeen kuten insuliiniketjut kclmessa eri kromatografiasysteemis-
séd, joissa erotus tapahtuu eri periaatteilla {geelisucdatus, ionin-
vaihto ja kddnteisfaasi-HPLC). E. coli'n tuottama A-ketju on puh-
distettu pienessd mittakaavassa HPCﬂ:llé, ja siini on oikea amino-

happokoostumus.
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1. Menetelmd imettdvdisen polypeptidin valmistamiseksi® eks-
pressoimalla mikrobisessa rekombinanttikloonausvektorissa oleva
polyneptidid koodaava heterologinen rakennegeeni, tunn et t u
siitd, ettd polypeptidin aminohavposekvenssid koodaava hetero-
loginen geeni on lukusuunnassa toisen proteiinin aminochapposek-
venssid koodaavien kodonien suhteen niin, ettd ekspressiossa saa-
daan prekursoriproteiini, joka sisdltdd sekd polypeptidin ettd
toisen proteiinin aminohapposekvenssit ja jossa on selektiivinen
pilkkoutumiskohta mainitun polypeptidin aminochappcsekvenssin vie-
ressd.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen mencetelmd, t un n e t t u
siitd, ettd selektiivinen pilkkoutumiskohta on mainitussa toisessa
proteiinissa.

3. Patenttivaatinuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd@, t u n-
nettu siitd, ettd mainittu toinen proteiini on ylimddrdinen
ja ettd prekursoriproteiini ekspression jdlkeen pilkotaan maini-
tussa kohdassa. S , A

4, Jonkin patenttivaatimuksen 1--3 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siiti, ettd mainittu toinen proteiini sisdltdi yhden
tal useamman polypeptidin aminohapposekvenssid vastaavan amino-
happosekvenssin ja ettd selektiiviset pilkkcutumiskchdat erotta-
vat kaikki prekurscriproteiinissa olevat polypeptidin aminohappo-
sekvenssit toisistaan. ‘

5. Patenttivaatimuksen 3 tai 4 mukainen menetelméd, t un -
net+tau siité, ettd pilkkoutuminen tavahtuu kloonausvektorin
replikaatiocalueen ulkopuolélia.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd mainitussa polypeptidissd ei ole yhtdidn samanlaista
selektiivistd pilkkoutumiskohtaa. |

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen mensatelmd, t un ne t t u
siitd, ettd mainittu polypeptidi ei sisdlld metioniinia ja ettd
pilkkominen suoritetaan syaanibromidilla.

8. Jonkin edelld esitetyn patenttivaatimuksen mukainen mene-
telmd, t unnett tu siitd, ettd vektori on bakteeriplasmidi.

9. Jonkin edelld esitetyn patenttivaatimuksen mukainen mene-
telmi, t unnet tu siitd, ettd heterologista geenid seuraa

lukusuunnassa yksi tai useampi lopetuskcdoni.
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10. Jonkin edelld esitetyn patenttivaatimuksen mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd mainittua polypeptid edeltdid
mainittu toinen proteiini.

11. Jonkin edelld esitetyn patentti&aatimuksen mukainen mene-
telmd, tunnet t u siitd, ettd mainittu polypeptidi on imet-
tivdisen hormoni tai sen vdlituote.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, t unne t £t u
siit, ettd prekursoriproteiinilla ei ole hormonin biocaktiivisuutta.

13. Patenttivaatimuksen 11 tai 12 mukainen menetelmda, t u n-
net*tu siitd, ettd hcrmoni on somatostatiini, insuliini, pro-
insuliini, ihmisen insuliiinin A-ketju tai ihmisen insuliinin B-
“ketju. ‘

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd somatostatiinin
valmistamiseksi ekspressoimalla somatostatiinia koodaava rakenne-
geeni. rekombinanttibakteeriplasmidivektorissa, t unn e t tu
siitd, ettd somatostatiinigeenid edeltdd lukusuunnassa jonkin toi-
sen proteiinin aminohapposekvenssid kcodaava geeni siten, ettd
ekspressiossa saadaan prekursbfiproteiini, joka sisd&ltd8 sekd soma-
tostatiinin ettd toisen proteiinin aminohapposekvenssibt; jolloin
toisessa proteiinissa on selektiivinen pilkkoutumiskohta somatosta--
tiinin aminohapposekvenssin vieressd ja ettd pilkkominen tapahtuu
plasmidin replikaatiocalueen ulkopuolella.

15. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd polypeptidi-
hapteenia sis#ltdvin immunogeenisen aineen valmistamiseksi, t u n-
nettu siitd, ettd

a) muodostetaan mikrobinen rekombinanttikloonausvektori, joka
sisdltdd hapteenin heterologisen rakennegeenin ja sen suhteen luku-
suunnassa olevan DNA-sekvenssin, joka koodaa toista polypeptidid,
jonka koko on riittdva DNA:n ekspressiotuotteen tekemiseksi immu-
nogeeniseksi, ja

b) ekspressoidaan konjugoitu polypeptidi, joka pddasiallisesti
koostuu hapteenin aminohapposekvenssistd ja mainitun toisen poly~-
peptidin aminohapposekvenssistd.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, t unn e t t u

siitd, ettd hapteeni, joka on saatettu immunogeeniseksi, on soma-
tostatiini. A
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Patentkrav

1. Forfarande for framstdllning en polypeptid hos didggdijur
genom att exprimera en f£O0r polypeptiden kodande heterolog struk-
turgen i en mikrobiell rekombinantklohingsvektor, kd&dnneteck-
n a t d&rav, att den heterologa strukturgenen, som kodas for
polypeptidens aminosyrasekvens, dr i avldsningsram i fdrhallande
till kodoner, som kodar fdr ett annat proteins aminosyrasekvens,
sdlunda att det vid expressionen erhéalls ett prekursorprotein,
som innehdller bdde polypeptidens och det andra proteinets amino-
syrasekvenser och som har ett selektivt spjdikningsstdlle bred-

vid ndmnda polypeptids aminosyrasekvens.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nnetecknat
ddrav, att det selektiva spjdlkningsstdllet dr i ndmnda andra
protein. _

3. Forfarande enligt'patentkravet 1 eller 2, k &nneteck-
n a t ddrav, att ndmnda éndra protein &r Gverflddiagt och att pre-
kursorproteinet efter expressionen spjdlks pd ndmnda stdlle.

4. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-3, Kk d nn e -
"tecknat dirav, att nidmnda andra protein innehaller en eller
flera aminosyrasekvenser scm motsvarar polypeptidens zminosyra-’
sekvens, och att selektiva spjdlkningsstdllen skiljer alla poly-
peptidens aminosyrasekvenser i prekursorproteinet fran varandra.

5. Forfarande enligt patentkravet 3 eller 4, k & n n e t-

t ec knat didrav, att spjidlkningen sker utanfdr kloningsvek-
torns replikeringsomrade.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k @& nnetecknat
ddrav, att det i ndmnda polypeptid inte finns ett enda likadant
selektivt spjdlkningsstédlle. |

7. Fbrfarande enligt patentkravet 6, k @& nne t ecknat
ddrav, att nimnda polypeptid ej innehédller metionin och att spj&alk-
ningen utfdrs med cyanbromid.

8. Forfarande enligt nagot av fdregaende patentkrav, k & n n e-
t ecknat didrav, att vektorn dr en bakterieplasmid.

9. Forfarande enligt nagot av foregdende patentkrav, k &8 n n e-
t ecknat dérav, att den heterologa genen f&ljs i avldsnings-
ram av en eller flera stoppkodoner.

10. Forfarande enligt négot av fdregdende patentkrav, kK & n n e-

t ecknat didrav, att ndmnda polypeptid foregas av ndmnda andra
protein,
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11. Fdrfarande enligt ndgot av f0regaende patentkrav, k & n-
netecknat dirav, att ndmnda polypeptid dr ett ddggdjurs-
hormon eller en mellanprodukt ddrav.

12. Forfarande enligt patentkravet 11, k @& nne tecknat
dirav, att prekursorproteinet ej har hormonets bioaktivitet.

13. Fdérfarande enligt patentkravet 11 eller 12, Kk d n n e -

t ec knat dirav, att hormonet &r somatostatin, insulin, pro-
insulin, A-kedjan i minniskans insulin eller B-kedjan i midnniskans
insulin.

14. Forfarande enlict patentkravet 1 f&r framstédllning av
 somatostatin genom att exprimera en strukturgen, som kodas for
somatostatin, i en rekombinantbakterieplasmidvektor, k & n n e-

t ec knat didrav, att somatostatingenen fdregés i avlésninng
ram av en.gen, som kodar f£6r nagot annat proteins aminosyrasekvens,
sdlunda att det vid expressionen erhalls ett prekursorprotein, som
innehaller badde somatostatinets och det andra proteinets amino-
syrasekvenser, varvid det andra proteinet har ett selektivt spjdlk-
ningsstidlle bredvid somatostétihets aminosyrasekvens och att spjalk-
-ningen sker utanfdr plasmidens replikeringsomrade.

15. Fdrfarande enligt patentkravet 1 £8r framstdllning av ett
immunogent &mne innehallande polypeptidhapten, k & n n e t e ¢ k-

n at dirav, att man

a) bildar en mikrobisk rekombinantkloningsvektor, som inne-
haller haptenets heterologa strukturgen och i avldsuningsram i fOr-
h&llande till denna en DNA-sekvens, som kodas f&r en ennan poly-
peptid, vars storlek dr tillrédcklig for att gbra expressionspro-
dukten av DNA:t immunogent, och

b) exprimerar den konjugerade polypeptiden; som huvudsakligen
bestdr av haptenets aminosyrasekvens och den ndmnda andra polypep-
tidens aminosyrasekvens. .

16. FOorfarande enligt patentkravet 15, k @& nne tecknat

ddrav, att haptenet, som gjorts immunogent, &r somatostatin.
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