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Menetelmd polypeptidien valmistamiseksi

Keksintd koskee yhdistelmd-DNA-tekniikan aluetta ja me-
netelmdd polypeptidien tuottamiseksi geneettisesti muo-
kattujen hiivasolujen avulla, jotka sisdltdvdt mainittuja
polypeptidejd koodittavia geenejd sisdltdvid hybridivek-
toreita, mainittuja hybridivektoreita ja hiivasoluja, ja
menetelmid mainittujen vektoreiden ja hiivasolujen val-

mistamiseksi.

Vaikka geenitekniikassa jo tunnetaan lukuisia polypepti-
dien ekspressiosysteemejd prokaryoottisille ja eukaryoo-
tisille isd@nnille, tarvitaan jatkuvasti uusia systeemejd,

jotka ovat edullisia tunnettuihin systeemeihin n&hden.

Hyvin laajasti polypeptidien tuotantoon kdytettyjd isé&n-

tid ovat hiivat, esim. Saccharomyces cerevisiae, jota

varten cn olemassa erityyppisid vektoreita.

® Integroituvat vektorit, jotka eivdt sis&dlld itsendises-
ti replikoituvaa sekvenssid (ARS). N&illd vektoreilla on
tavallisesti alhainen transformaatioaste ja ne johtavat

yleensd yhden kopion integroitumiseen hiivagenomiin.

@ Kromosomin ulkopuolisesti replikoituvat vektorit, jotka
voidaan jakaa ryhmiin:

e Vektorit, jotka sisdltidvdt itsendisesti replikoituvia
sekvenssejd (ars-vektorit). Nam&d vektorit ovat yleensd
ldsnd suurina kopiomd3drind solussa, ne kuitenkin menete-
tddn usein solun jakautumisen aikana.

e Vektorit, jotka sis&dltdvdt DNA-sekvenssin, joka toimii
sentromeerind solun jakautuessa (cen-vektorit). Namd vek-
torit, hyvésté pysyvyydestddn huolimatta, ovat ldsnd vain
muutamana kopiona solussa.

® Vektorit, jotka ovat perdisin luonnollisina esiintyvis-
td hiivaplasmideista, esim. vektorit, jotka ovat perdisin
kaksimikroni-tyyppisestd plasmidista (kaksimikroni-vekto-

rit). Sellaiset kaksimikroni-perdiset plasmidit esiinty-
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vdt suurina kopiomddrinid, niiden pysyvyyden kuitenkin

huonontuessa, kun heterologista DNA:ta liitet&&n.

On useita mahdollisuuksia parantaa pysyvyyttd ja sdddelld
vektorin kopiolukua. Tadmdn pddmaddrdn saavuttamiseksi on
esitetty metallotioneiinid koodittavan CUPl1l-geenin 1liit-
tdmistd vektoreihin (US-A-4 935 359; R.C.A. Henderson et
al., Current Genetics 9 (1985), 133-138).

Metallotioneiinit (MT:t) ovat pienid, runsaasti kyste-
iinid sis&dltdvid, metalleja sitovia polypeptidejd, jotka
ovat laajalle levinneitd eukaryoottien keskuudessa. S.

cerevisiae sisdltdd normaalisti yhden MT-proteiinin, jota

koodittaa CUPl-geeni. CUPl-lokuksen on osoitettu antavan
kupariresistenssin hiivasoluille ja se sisdltdd esim. 10
tai useampia perdkkdisesti toistuvia kopioita CUPl-gee-
nistd. Kupariresistenssi on riippuvainen yhdistelmastsd,
joka kdsittdd CUPl:n monistumisen ja CUPl:n transkriptio-
naalisen induktion, joka on seurausta ulkoisen kuparin
lisddmisestd. cis-toiminen geenin yldpuolinen aktivaa-
tiokohta (UAS,), joka tarvitaan CUPl-geenin kupari-in-
dusoituvan transkription edistdmiseen, on identifioitu
samoin Kkuin solutekijdn sitoutuminen UAS :hen. Sitoutumis-
tekijd on ACE1l (=CUP2) -geenin tuote, joka on valttamdton
CUPl-geenin kupari-indusoituvalle transkriptiolle. ACE1l-
proteiini on transkriptionaalinen aktivaattori, joka si-
too kupari-ioneja muuttaen siten konformaatiotaan ja ak-
tivoiden DNA:han sitoutuvan domeeninsa. ACEl-proteiinin
konformaatiomuutos ja sen sitoutuminen UAS :hen mahdollis-
taa mahdollisesti CUPl-geenin kopioitumisen. T&rked yksi-
tyiskohta CUPl-systeemissd on itsesdidtely. Td&md riippuu
CUPl-proteiinin (metallotioneiini) kyvystd sitoa itseensd
kupari-ioneja. CUPl-proteiini ndyttdd siten ehkdisevidn
omaa biosynteesiddn kompleksoimalla vapaita kupari-ioneja

soluissa, mikd vuorostaan hdiritsee ACEl-aktivaatiota.
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Toiminnallisen CUPl-geenin ja polypeptidin ekspressioka-
setin liitt&minen kaksimikroni-peridiseen plasmidiin joh-
taa yll&ttden kaksimikroni-perdisen plasmidin lisddanty-
neeseen pysyvyyteen ja monistumiseen plasmidin lisd&nty-
neen kopioluvun kautta kupari-ionien l&dsndollessa. Tdma
on yllattdvasd, koska kaksimikroni-perdinen plasmidi it-
sessdidn sisdltdd jo kaikki toiminnot, jotta se voi esiin-
tyd monikopioisena kromosomin ulkopuolella. Plasmidin
lisdidntynyt kopioluku aiheuttaa usein plasmidissa myds
lisniolevien heterologisten geenien parantuneen ilmenty-
misen. Ylldttden havaittiin, ettd heterologisen geenin
ilmentymistd voidaan edelleen lisdtd merkittdvdsti, jos
alkuperdiset kromosomaaliset CUPl-geenit jaetaan useaan
osaan, tai jos genomissa on ldsnd vain yksi CUPl-geeniko-

pio, jota ei voi monistaa.

Tdmd keksintd koskee menetelmdid polypeptidin tuottamisek-
si, jossa menetelmdssd viljellddn monimutkaisessa kasvu-
alustassa hiivakantaa, joka sis&1ltd4 genomissaan ainoas-
taan yhden toiminnallisen CUPl-geenin, ja sis&dltd& hiivan
kaksimikroni-perdisen plasmidin, joka sis&dltdd toiminnal-
lisen CUPl-geenin ja polypeptidin ekspressiokasetin, ja
eristetddn tuotettu polypeptidi, jolle menetelmdlle on
tunnusomaista, ettd kasvualustaan on lisdtty CUPl-pro-

moottorin indusoiva mddrd kuparisuolaa.

Keksinndn mukaisessa edullisessa suoritusmuodossa poly-
peptidin ekspressiokasetti sis&ltdd hiivapromoottorin
toimivasti kytkettynd hiivan signaalipeptidid kooditta-
vaan ensimmidiseen DNA-sekvenssiin, joka on kytketty oi-
keassa lukukehyksessd polypeptidid koodittavaan toiseen
DNA-sekvenssiin, ja DNA-sekvenssin, joka sisdltdd hiivan

transkription lopetussignaalit.

Toisen DNA-sekvenssin koodittama polypeptidi voi olla ho-
mologinen tai heterologinen hiivalle. Keksinndén mukaises-

sa edullisessa suoritusmuodossa polypeptidi on heterolo-
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ginen. N&md heterologiset polypeptidit voidaan kdsitelld
edelleen, esim. glykosyloida. Kdyttodkelpoisia polypepti-
dejd ovat esimerkiksi entsyymit, joita voidaan k&yttdi
ravintoaineiden tuottamiseen ja entsymaattisten reaktioi-
den toteuttamiseen kemian alalla, tai polypeptidit, jotka
ovat kdyttokelpoisia ja arvokkaita ravintoaineina, tai
ihmisten tai eldinten sairauksien hoitoon tai niiden es-
tdmiseen, esimerkiksi hormonit, polypeptidit, joilla on
immunomodulatorisia, viruksia vastustavia ja tuumoria
vastustavia ominaisuuksia, vasta-aineet, virusantigeenit,
rokotteet, hyytymistekijdt, entsyymi-inhibiittorit, elin-
tarvikkeet ja vastaavat aineet.

Sellaisia heterologisia rakennegeenejda ovat esimerkiksi
ne, jotka koodittavat hormoneja, kuten sekretiinid, ty-
mosiinia, relaksiinia, kalsitoniinia, luteinisoivaa hor-
monia, lisdkilpirauhashormonia, adrenokortikotropiinia,
melanosyyttejd stimuloivaa hormonia, fB-lipoproteiinia,
urogastronia tai insuliinia, kasvutekij6itd kuten epider-
min kasvutekijdd, insuliinin kaltaista kasvutekijda
(IGF), esim. IGF-I:td ja IGF-II:ta, syottdsolun kasvute-
kij&dd, hermon kasvutekijdd, hermotukikudosperdisen her-
mosolun kasvutekijdd tai transformoivaa kasvutekijda
(TGF) kuten esim. TGFa:aa tai TGFf:aa, esim. TGFf1:td,
-f2:ta tai -f3:a, kasvuhormoneja kuten ihmisen tai naudan
kasvuhormoneja, interleukiinia kuten interleukiini-1:t&
tai interleukiini-2:ta, makrofagin vaellusta ehkdisevdid
tekijda (MIF), interferoneja kuten ihmisen a-interfero-
nia, esimerkiksi interferoni-aA:ta, -aB:t3d, aD:td tai
aF:84d, f-interferonia, y-interferonia tai hybridi-inter-
feronia, esimerkiksi aA-aD- tai aB-aD-hybridi-interfero-
nia, erityisesti hybridi-interferoni BDBB:t#, proteinaa-
si-inhibiittoreita kuten a,~-antitrypsiinid, SLPI:td ja
vastaavia inhibiittoreita, hepatiittivirusantigeeneji
kuten hepatiitti B -viruksen pinta- tai ydinantigeenid
tai hepatiitti A -virusantigeenid tai hepatiitti ei-A-ei-

B -antigeenid, plasminogeenin aktivaattoreita kuten ku-
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dosplasminogeenin aktivaattoria tai urokinaasia, tuumorin
nekroositekijdsd, somatostatiinia, renniini&d, f-endorfii-
nia, immunoglobuliineja kuten'immUnoglobuliini D:n, E:n
tai G:n kevyt ja/tai raskasketjuja tai ihmisen-hiiren
hybridi-immunoglobuliineja, immunoglobuliinia sitovia te-
kij6itd kuten immunoglobuliini E:td sitovaa tekijasd,
esim. CD23 ja vastaavat, kalsitoniinia, ihmisen kalsi-
toniinin kaltaista peptidi&d, veren hyytymistekij&éitd ku-
ten tekijd IX:td tai VIIIc:td, erytropoietiinia, egliinid
kuten egliini C:td, desulfatohirudiinia kuten desulfato-
hirudiinimuunnos HV1:td, HvV2:ta tai PA:ta, ihmisen super-
oksididismutaasia, viruksen tymidiinikinaasia, fB-lakta-
maasia, glukoosi-isomeraasia. Edullisia geenejd ovat ne,
jotka koodittavat ihmisen a-interferonia tai hybridi-in-
terferonia, erityisesti hybridi-interferoni BDBB:td ja

edullisimmin desulfatohirudiinia.

Ilmauksen "desulfatohirudiini" on tarkoitettu k&sitt&dvan
kaikki desulfatohirudiiniyhdisteet, joita on kuvailtu
kirjallisuudessa, tal jotka on saatavissa transformoidus-
ta mikro-organismikannasta, joka sisdltdd desulfatohiru-
diinia koodittavan DNA:n. Sellaisia desulfatohirudiineja
ovat esimerkiksi desulfatohirudiinimuunnelmat HV1, HV2 ja
HV3 (PA), samoin kuin muut hirudiiniproteiinit, joita M.
Scharf et al., FEBS Lett. 255 (1989), 105-110 on kuvail-
lut. Tulee ymmdrt&dd, ettd ilmauksen "desulfatohirudiini"
piiriin kuuluvat myds desulfatohirudiinijohdannaiset,
joissa on desulfatohirudiiniaktiivisuutta (so. omaavat
trombiinia ehkdisevdn vaikutuksen). Sellaisia johdannai-
sia ovat esimerkiksi C-pddstd lyhennetyt desulfatohiru-
diinit, so. desulfatohirudiinit, joista puuttuu yhdestd
seitsemddn, edullisesti yhdestd nelj&d&n, aminohappoa C-
pddssd, ja hirudiinin muteiinit, jotka poikkeavat viimek-
si mainituista siten, ettd niiden alkuperdisten aminohap-
pojen tilalle on vaihdettu yksi tai useampi, esim. yhdes-
td viiteen, éminohappoa. Edullinen desulfatohirudiini on

desulfatohirudiinimuunnelma HV1.
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Sopivia keksinndn mukaisia hiivakantoja ovat Saccharomy-

ces cerevisiae -kannat, jotka sisdltdvdt endogeenisen

kaksimikroni-plasmidin tai sellaiset kannat, jotka on
parannettu sellaisesta endogeenisestd kaksimikroni-plas-
midista (EP-340 170). Keksinnon mukaiset edulliset hiiva-
kannat eivdt sisdlld endogeenistd kaksimikroni-plasmidia
(niin sanotut "cir%kannat"). Edulliset hiivakannat ovat
vyhden tai useamman proteaasin suhteen negatiivisia hiiva-
kantoja, so. hiivakantoja, joilta'puuttuvat erityisesti
karboksipeptidaasien ysca ja yscY proteolyyttiset aktii-
visuudet ja valinnaisesti lisdksi proteaasien yscA ja/tai
yscB aktiivisuudet (EP-341 215). Tdmd keksinndn mukaiseen
prosessiin sopivat hiivakannat eivadt sisdlld kuin yhden
CUPl~geenin genomissa. Erityisen edullisista hiivakan-
noista puuttuu genomisen CUPl:n geenituoteaktiivisuus.
Keksinndén mukaiset hiivakannat sisdltédvdt valinnaisesti
yhden tai useampia lisdkopioita kuten 1-3 kopiota kromo-

somaalisesta ACEl-geenistd.

Transformoituja hiivakantoja viljelld&dn kdyttden alalla
tunnettuja menetelmid. Keksinndn mukaisia transformoituja
hiivakantoja viljellddn siten nestemdisessd monipuolises-
sa kasvualustassa, joka sisdltdd aineosia, jotka ovat
vdlttadmdttomid hiivakannan eloonjdé@miseen ja kasvuun,
kuten assimiloituvia hiilen- ja typenldhteitd, epdor-
gaanisia suoloja, vitamiineja, kasvua edistdvid aineita

kuten lisdaminohapot, lisdsokerit jne.

Alalla tunnetaan vastaavia kompleksisia kasvualustoja,
joita voidaan kdyttdd hiivan viljelemiseen. Sellaiset
kasvualustat sisdltdvdt esimerkiksi tryptonia, peptonia,
lihauutteita, mallasuutteita, hiivauutteita, kaseiinin
aminohappoja, maissinliotusvettd, soijapapujauhoa, heraa,
herahydrolysaattia jne., ja erityisesti niiden seoksia,
ja niitd on valinnaisesti lisdksi tdydennetty sokereilla
(esim. dekstroosi, glukoosi, sakkaroosi, galaktoosi

jne.), vitamiineilla (esim. biotiini), yksitt&isilld ami-
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nohapoilla, epdorgaanisilla suoloilla (esimerkiksi nat-
riumin, kaliumin, magnesiumin ja kalsiumin sulfaatit,
kloridit, fosfaatit ja karbonaatit, lisdksi vastaavat
hivenainesuolat kuten raudan, sinkin ja mangaanin suolat)
ja vastaavilla yhdisteilld ottaen huomioon, ettd kaikkien
edelld esitettyjen vdlttdmdttomien aineosien on oltava
ldsnd alustassa. Edullinen kasvualusta on kaupallisesti
saatava YPD-alusta (hiivauute, peptoni, dekstroosi; yeast
extract, peptone, dextrose; vrt. Methods Enzymol. 194,
13) t&dydennettynd valinnaisesti epdorgaanisilla suoloilla

ja vitamiineilla.

Viljely suoritetaan kdyttden tavanomaista tekniikkaa.
Viljelyolosuhteet kuten ldmpétila, alustan pH ja fermen-
tointiaika valitaan siten, ettd polypeptidid muodostuu
maksimaalisesti. Valittua hiivakantaa kasvatetaan edulli-
sesti aerobisissa olosuhteissa pinnanalaisviljelmdnd ra-
vistellen tai sekoituksessa lampétilassa noin 25°C-33°C,
edullisesti noin 28°C, pH-arvossa 4-7, esimerkiksi pH:ssa
suunnilleen 5-6, ja vdhintddn 1-3 pdivdn ajan, edullises-
ti 3-4 pdivdd siten, ettd tyydyttavat polypeptidisaannot
saavutetaan. Viljely voidaan suorittaa joko panosproses-
sina, syotettynd panosprosessina, toistuvasti syodtettynd

panosprosessina tai jatkuvatoimisena.

Kasvualustaan lis&tddn CUPl-promoottorin indusoiva mdara
kupari (II)-suolaa, erityisesti kuparisulfaattia. Optimaa-
linen kuparimddrd (mddrd, jolla saadaan aikaan maksimaa-
liset polypeptiditiitterit) riippuu ennen kaikkea isadn-
tdsolun geneettisestd taustasta, kdytetyn ekspressiovek-
torin komponenteista ja kasvualustan koostumuksesta, ja
ne voidaan mddritt&dd laboratoriossa kdyttden rutiinites-
tejd, esim. "titraamalla" (md&ritt&dmdlld polypeptiditiit-
teri HPLC:n avulla lisdtyn kuparimddrdn funktiona). T.
Etcheverry (edelld, s. 324) on kuvaillut rutiinitestii.
Tédmdn keksinndn mukaiset hiivakannat ovat melko ep&herk-

kid korkeille kupari-ionipitoisuuksille, koska kupari-
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ionin letaalipitoisuus on paljon korkeampi kuin se pitoi-
suus, jota tarvitaan optimituotantoon ja voidaan sen
vuoksi helposti sddtdd. Jos CUPl-promoottoria halutaan
kdyttdd pseudokonstitutiivisesti, kasvualustaan lis&dtdén

juuri siirrostushetkelld kuparisuolaa.

Polypeptidi voidaan eristdd tavanomaisilla menetelmilld.
Ensimmdinen vaihe esimerkiksi kdsittdd tavallisesti so-
luseindn hajottamisen ja solujddnndsten poistamisen
sentrifugoinnin avulla, tai erittyvien proteiinien olles-
sa kysymyksessd, solujen erottamisen kasvuliemestd sent-
rifugoimalla. Saatu supernatantti voidaan vdkevdidad po-
lypeptidin suhteen kdsittelemdlld polyetyleeni-imiinin
kanssa tarkoituksella poistaa suurin osa ei-proteiiniai-
neesta, Jja saostamalla proteiinit kylldst&m&lla liuos
ammoniumsulfaatilla. Jos isdnndn proteiineja on ldsnd, ne
voidaan myds saostaa hapottamalla etikkahapolla (esimer-
kiksi 0,1 %, pH 4-5). Muita puhdistusvaiheita ovat esi-
merkiksi suolanpoisto, kromatografiset prosessit kuten
ioninvaihtokromatografia, geelisuodatuskromatografia,
jakokromatografia, HPLC, kddnteisfaasi-HPLC ja vastaavat
menetelmdt. Seoksen sisdltdmien aineosien erottaminen
saadaan aikaan myds dialyysin avulla, varauksen vaikutuk-
sesta geelielektroforeesin avulla tai kantajattoman elek-
troforeesin avulla, molekyylipainoon perustuen sopivan

Sephadex-kolonnin avulla, affiniteettikromatografian

~avulla, esimerkiksi vasta-aineiden Kkanssa, erityisesti

monoklonaalisten vasta-aineiden kanssa.

Desulfatohirudiinin ollessa kysymyksessd, kdytetystd hii-
vakannasta, promoottorista ja signaalipeptidistd riippu-
matta, tuotettu desulfatohirudiini erittyy pddasiallises-
ti (so. enemmdn kuin 90 %) kasvualustaan. Sentrifugoinnin
jdlkeen voidaan kdyttdd trombiinia, kytkettynd sopivaan
kantajaan affiniteettikromatografiaa varten, hirudiinin
erottamiseksi, samoin kuin muita prosesseja, jotka tunne-

taan kirjallisuudesta. Desulfatohirudiinin tapauksessa
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tarvitaan yleensd vain muutama puhdistusvaihe desulfato-
hirudiinituotteen saamiseksi, joka on olennaisesti vapaa
kontaminanteista.

Keksinnon mukaisia transformoituja hiivasoluja voidaan
valmistaa yhdistelmd-DNA-tekniikan avulla, Jjoka kdsittdd

vaiheet, joissa

- aikaansaadaan hiivan ekspressioplasmidi, joka sisdlt&aa
toiminnallisen CUPl-geenin ja polypeptidin ekspressioka-

setin,

— transformoidaan hiivakanta, joka sis&dltdid ainoastaan
yhden toiminnallisen CUPl-geenin genomissa, mainitulla
hiivan ekspressioplasmidilla ja valikoidaan transfor-

moidut hiivasolut transformoitumattomista hiivasoluista.

Hiivan ekspressioplasmidit

Keksinto koskee hiivan kaksimikroni-perdistd plasmidia,
joka sisdltdd toiminnallisen CUPl-geenin ja polypeptidin

ekspressiokasetin.

Toiminnallisia CUPl-geenejd on kloonattu ja karakterisoi-
tu perusteellisesti, esim. Butt et al. Gene 27 (1984),
23-33. Ne sisdltavat esim. hiivan CUPl-promoottorin (mu-
kaan lukien CUP1l UAS) toimivasti kytkettynd metallotione-
iinid koodittavaan DNA-sekvenssiin, ja DNA-sekvenssin,
joka sisdltdd hiivan transkription lopetussignaalit.
Edullisimmin k&dytetddn 1,3 kiloemdstd (ke) sisdltavdi
BamHI-fragmenttia, joka sisdltdd kokonaisen metallotione-
iinid koodittavan geenin - CUP1l:n - eristettynd plasmi-
dista YEp3362xSst (Wright, C.F. et al., Nucleic Acids
Res. 14 (1986), 8489-8499,
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Polypeptidin ekspressiokasetti sisdltdd esimerkiksi hii-
van promoottorin toimivasti kytkettynd polypeptidiid koo-
dittavaan DNA-sekvenssiin.

Edullisessa suoritusmuodossa polypeptidin ekspressioka-
setti k&dsittdd hiivan promoottorin toimivasti kytkettynd
hiivan signaalipeptidid koodittavaan ensimmd@iseen DNA-
sekvenssiin, joka on kytketty oikeassa lukukehyksessd
polypeptidid koodittavaan toiseen DNA-sekvenssiin, ja
DNA-sekvenssin, joka koodittaa hiivan transkription lope-

tussignaaleja.

Edullisia polypeptidejd ovat edelld kuvaillut heterologi-
set polypeptidit. ’

Sopivia hiivapromoottoreita ovat esimerkiksi mitkd tahan-
sa konstitutiiviset tai indusoituvat hiivapromoottorit,
joita voidaan kdyttdd polypeptidien ilment&miseen hiivan
avulla monimutkaisissa alustoissa, esim. CUPl-promootto-
ri, GAPDH- (mukaan lukien sen lyhennetyt konstitutiiviset
versiot, esim. GAPFL jne.), GAL1(10)~, PYK-, TPI-, ADH-
ja PGK-promoottorit. Edullisia promoottoreita ovat kons-
titutiivinen GAPFL- ja erityisesti CUPl-promoottori. N&m&
promoottorit ovat hyvin tunnettuja ja niitd voidaan tuot-

taa ja kdyttdd sindnsa tunnetuilla tavoilla.

CUPl1-promoottorin DNA-sekvenssi on esimerkiksi tunnettu
julkaisusta T.R. Butt et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81 (1984) 3332-3336. CUPl-promoottori voidaan siten saada
aikaan kemiallisen DNA-synteesin avulla tai eristdd S.

cerevisiaen genomisesta DNA:sta k3yttden sopivia DNA-

koettimia, esim. polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla.
Tdmdn keksinnon mukaisesti kidytetty CUPl-promoottori si-
sdltdd transkription aloitussignaalit ja geenin yl&puoli-
sen aktivaatiosekvenssin (UAS,), joka sijaitsee paikois-
sa —-105 - -148 (CUPl:n transkription aloituskohtaan ndh-
den; P. First et al., Cell 55 (1988) 705-717). UAS:n 5'-
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puoleisia olemassa olevia restriktiokohtia k&ytet&ddn
edullisesti hyvdksi, esim. CUPl-geenin -455-paikassa si-
jaitsevaa BamHI-kohtaa (T.R. Butt et al., edelld), 3ja
transkription aloitussignaalien 3'-puoleista restrik-
tiokohtaa (esim. EcoRI-kohta), joka on keinotekoisesti
liitetty kemiallisen synteesin kautta tai PCR:ssd kdyte-
tyn oligonukleotidin avulla. Tuloksena oleva restriktio-
fragmentti, esim. 0,4 kiloemdstd (ke) sisdltdva [Sau3Ar]/
BamHI-EcoRI -fragmentti, erityisesti Sekvenssi 3:ssd ku-
vatun rakenteen sis&dltdmd fragmentti, voidaan liitt&d

hiivan signaalipeptidid koodittavaan DNA-sekvenssiin.

Kirjallisuudessa on joitakin esimerkkejd, joissa kdyte-
tddn indusoituvaa CUPl-promoottoria heterologisten prote-
iinien ilmentdmiseen hiivan avulla (vrt. Butt et al.,
Microbiol. Rev. 51 (1987), 351-364; T. Etcheverry, Met-
hods. Enzymol. 185 (1990), 319-329; US-A-4 940 661). Ku-
vaillut menetelmdt kdsittdvdt transformoidun hiivakannan
viljelyn, joka sisdltdd CUPl-ekspressiokasetin sisdltdvén
ekspressiovektorin, hiivan minimaalialustoilla, jotka
sisdltidvidt kupari-ioneja. Kemiallisesti tunnetut (syn-
teettiset) alustat valitaan, koska yleensd otaksutaan,
ettd kompleksisten alustojen komponentit (proteiinit
jne.) vuorovaikuttavat (muodostavat kompleksin) kupari-
ionien kanssa estdmdlld siten ACEl-aktivaation. Saavutet-
tu solutiheys (OD-arvo) Jja sen seurauksena saatavat tiit-
terit ovat vastaavasti alhaiset. Viimeksi mainitut tulok-
set ovat toistaiseksi rajoittaneet CUPl-promoottorisys-
teemin laajalle levinnyttd kdyttod bioteknisessd tutki-
muksessa ja tuotannossa.

Sen jdlkeen on yll&ttden todettu, ettd vastoin kaikkia
odotuksia kompleksisia hiiva-alustoja voidaan kadyttaa
kuparilla indusoituvan CUPl-ekspressiokasetin yhteydessé
ilman, ettd on havaittavissa haittavaikutusta ilmenemis-
tasoon tai -tehoon. Sen lisdksi, kun CUPl-promoottoria
kdytetddn pseudokonstitutiivisella tavalla, so. kasvu-
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alustaan lisdtd3dn kuparia juuri siirrostushetkelld, poly-
peptidien erittymisen ohjaamiseksi hiivasta kasvualus-
taan, havaitaan yllédttden, ettd tdmd promoottori on yli-
vertainen voimakkaisiin konstitutiivisiin hiivapro-

moottoreihin nihden.

Kadyttdmdlld CUPl-promoottorin sisdltdvdd ekspressiosys-
teemid, suppressiota ei esiinny samalla promoottorilla
koko CUPl-geenissd samassa vektorissa tai sen avulla tuo-
tetulla metallotioneiinilli.

Hiivan signaalipeptidid koodittava DNA-sekvenssi ("sig-
naalisekvenssi") on edullisesti perdisin hiivan geenistsd,
joka koodittaa tavallisesti erittyvdd polypeptidiad. Hii-
van signaalisekvenssejd ovat esimerkiksi hiivan invertaa-
sin (SUC2), a-tekij&in, feromonipeptidaasin (KEX1), "tép-
pajatoksiinin" ja repressoituvan happaman fosfataasin
(PHO5) geenien signaali- ja preprosekvenssit ja glukoamy-
laasin signaalisekvenssi Aspergillus awamorista. Raken-
teisiin voidaan sisdllyttdd myos lisdsekvenssejd kuten
pro- tai vidlisekvenssejd, jotka voivat sis81tdd spesifi-
sid prosessointisignaaleja, prekursorimolekyylien oikean
prosessoinnin helpottamiseksi. Prosessointisignaalit si-
sdltdvat esimerkiksi Lys-Arg -tdhteen, jonka hiivan endo-
peptidaasi tunnistaa, joka sijaitsee Golgin membraaneil-
la. Timin keksinndn mukaisia edullisia signaalisekvensse-
jd ovat hiivan PHOS5-geenin ja hiivan invertaasigeenin

signaalisekvenssit.

Polypeptidid, erityisesti heterologista polypeptidid koo-
dittava DNA-sekvenssi voidaan eristdd esim. genomisesta
DNA:sta, tai kaksijuosteinen DNA (ds cDNA) tuotetaan,
joka on komplementaarinen vastaavan mRNA:n suhteen, tai
polypeptidin aminohapposekvenssid koodittava geeni tuote- .
taan kemiallisten tai entsymaattisten prosessien avulla
sindnsd tunnetulla tavalla.
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Hiivan transkription lopetussignaaleja sisdlt&vd DNA-sek-
venssi on edullisesti hiivageenin 3'-puolen viereinen

sekvenssi, joka sisdltdi oikeat signaalit polyadenylaati-
on lopetukselle. Edullinen geenin viereinen sekvenssi on

hiivan PHO5-geenin vierussekvenssi.

Hiivan promoottori, signaalipeptidia koodittava DNA-sek-
venssi, polypeptidid koodittava DNA-sekvenssi ja DNA-sek-
venssi, joka sisdltdd hiivan transkription lopetussignaa-
lit, ovat toimivasti kytketyt toisiinsa, so. ne sijait-
sevat vierekkdin tavalla, jolla niiden normaalit toimin-
not sdilyvdt. Jdrjestys on sellainen, ettd hiivan pro-
moottori saa aikaan signaalisekvenssi-polypeptidigeeni-
kompleksin oikean ilmentymisen, transkription lopetussig-
naalit aiheuttavat transkription oikean lopetuksen ja
polyadenylaatio- ja signaalisekvenssi on kytketty oikeas-
sa lukukehyksessi polypeptidigeeniin siten, ettd signaa-
lisekvenssin viimeinen kodoni on suoraan kytketty poly-
peptidigeenin ensimmdiseen kodoniin. Hiivan promoottori
on edullisesti kytkettynd signaalisekvenssiin mRNA:n pd&d-
aloituskohdan ja luonnollisena promoottorigeeniin kytke-
tyn ATG:n vdlissd. Signaalisekvenssi sisdltd3 oman ATG:n
translaation aloitukseen. Ndiden sekvenssien liitoskohta
voidaan saada aikaan esimerkiksi synteettisten oligonuk-
leotidikytkijdiden avulla, jotka sisdltdvdt endonukleaa-
sin tunnistussekvenssin. Esimerkkejd vastaavista desulfa-

tohirudiinin ekspressiokaseteista kuvaillaan EP-A-341

215:ss4.

Polypeptidin ekspressiokasetin ja toiminnallisen CUP1-
geenin lisdksi keksinndn mukaiset ekspressioplasmidit
sisdltidvdt DNA-osan, joka on 13htdisin kaksimikroni-DNA:-
sta, joka sis#dltdd replikaation aloituskohdan, tai jos
kdytetdidn kaksimikroni-vapaata hiivakantaa, koko kaksi-
mikroni-DNA:n. Jdlkimmdinen plasmidityyppi on edullinen.
Keksinndn mukaiset plasmidit sisdltdvdt esimerkiksi tady-

dellisen kaksimikroni-DNA:n keskeytymdttom&ssd muodossa,
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so. kaksimikroni-DNA katkaistaan kerran restriktioendo-
nukleaasilla, lineaariseksi tehty DNA liitetddn vektorin
muihin komponentteihin ennen renkaan sulkemista. Restrik-
tiokohta valitaan siten, ettd REP1-, REP2- ja FLP-geenien
normaali toiminta ja kaksimikroni-DNA:n ORI-, STB,- IR1-
ja IR2-kohdat, samoin kuin pienet "FLP:n tunnistuskohde"
(FRT) -kohdat, jotka sijaitsevat 1ihelld kunkin kdintei-
sen toistojakson (IR) keskiosaa, jossa FLP-rekombinaasi
toimii, sdilyvat. Restriktiokohta valitaan valinnaisesti
siten, ettd myds kaksimikroni-DNA:n D-geeni sdilyy intak-
tina. Sopivia restriktiokohtia ovat esimerkiksi tunnus-
omainen, D-geenin alueella sijaitseva PstI-kohta ja kaik-
kien mainittujen geenien ja kohtien ulkopuolella sijait-
sevat tunnusomaiset HpalI- ja SnaBI-kohdat. On kuitenkin
vastaavasti mahdollista 1iittd3 ekspressiokasetti ja 1li-
sdkomponentit (vrt. jdljempdnd) eri (kuten esimerkiksi
kahteen) restriktiokohtiin, erityisesti edelld mainittui-
hin kohtiin kaksimikroni-DNA:n alueella.

Kyseinen plasmidijohdannainen voi kdsittdd vain kaksi
kddnteisesti toistuvaa FRT-kohtaa tai ylimddradisend kol-
mannen FRT-kohdan. Edellisen kaltaista plasmidia nimite-
td44n té@mdn jdlkeen "symmetriseksi kaksimikronityyppiseksi
hybridivektoriksi". Jdalkimmdistd plasmidityyppid nimite-
tddn tdmidn jdlkeen "symmetriseksi kaksimikronityyppiseksi
disintegraatiovektoriksi", vaikkei se olekaan oikea sym-
metrinen plasmidi vaan muodostaa symmetrisen kaksimikro-
nityyppisen hybridivektorin silld transformoidussa hii-

vasolussa.

Keksinndén mukainen symmetrinen kaksimikronityyppinen hyb-
ridivektori ei edullisesti sisdl1ld bakteerien tai virus-
ten DNA-sekvenssejd, so. bakteerigenomista, plasmidista
tai viruksesta saatua DNA:ta. Keksinndn mukainen kaksi-
mikronityyppinen disintegraatiovektori voi kuitenkin si-
sdltdd prokaryoottista alkuperdd olevia DNA-sekvenssejd

kahden suoraan toistuvan FRT-kohdan vdlissd, jotka leika-
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taan vektorista transformoidussa hiivasolussa, jossa sym-
metrinen kaksimikronityyppinen hybridivektori muodostuu
disintegraatiovektorista. Ndmd DNA-sekvenssit ovat bak-
teerisekvenssejd kuten jdljempdnid on kuvailtu, ja voivat
antaa vektorille olennaisia rakenteellisia ja toiminnal-
lisia ominaisuuksia, tai niiden toimintana voi olla vain
tdyttdd kaksi aluetta epdsymmetrisen kaksimikronityyppi-
sen plasmidijohdannaisen tai "epdsymmetrisen" disinte-
graatiovektorin kahden kddnteisesti toistuvan FRT-kohdan
vdlissd, symmetrisen kaksimikronityyppisen hybridivekto-
rin tai symmetrisen disintegraatiovektorin konstruoimi-

seksi.

Kaksimikronityyppisessd hybridivektorissa, joka tdmin
keksinndén mukaisessa merkityksessd on symmetrinen tai
disintegraatiovektorissa, joka muodostaa sellaisen sym-
metrisen kaksimikronityyppisen hybridivektorin, kahden
kddnteisesti toistuvan FRT-kohdan vdlissid sijaitsevien
alueiden pituuksien suhde on l&htien noin 1l:1-tasolta
noin 5:4-tasoon, so. suurempi alue on noin 20 %:iin saak-

ka suurempi kuin pienempi alue.

Edullisessa keksinnén mukaisessa suoritusmuodossa kahdel-
la alueella kaksimikroni-DNA:n rengasmuodon kddnteisesti
toistuvien FRT-kohtien vdlissd on suunnilleen samat pi-
tuudet.

Keksinnoén mukaiset ekspressioplasmidit sisdltédvidt edulli-
sesti yhden tai useamman, erityisesti yhden tai kaksi
valikoivan geneettisen markkerin hiivalle, ja sellaisen
markkerin ja (lukuun ottamatta symmetrisid kaksimikroni-
tyyppisid hybridivektoreita) replikaation aloituskohdan

bakteeri-isdnnille, erityisesti Escherichia colille.

Mitd tulee hiivan valikoitaviin geenimarkkereihin, voi-
daan kdyttdd mitd tahansa merkkigeenid, joka helpottaa

transformanttien valikointia merkkigeenin fenotyyppisen
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ilmentymisen perusteella. Sopivia markkereita hiivalle
ovat esimerkiksi ne, jotka ilmentdvdt antibioottiresis-
tenssin tai, auksotrofisten hiivamutanttien tapauksessa
geenit, jotka korjaavat isdnndn puutteita. Vastaavat gee-
nit antavat resistenssin esimerkiksi antibiooteille G418,
hygromysiini tai bleomysiini, tai tekevat auksotrofisen
hiivamutantin prototrofiseksi, esimerkiksi URA3-, LEU2-,
1YS2-, HIS3- tai TRP1l-geenit.

Koska ekspressioplasmidien monistaminen suoritetaan so-
pivasti prokaryootissa kuten E. colissa, prokaryootin,
esim. E. colin geneettinen markkeri ja prokaryootin,
esim. E. colin replikaation aloituskohta, sisdllytetddn
edullisesti. Ndmd voidaan saada vastaavista prokaryootti-
sista plasmideista, esimerkiksi E. colin plasmideista,
kuten esim. pBR322- tai pUC-plasmideista, esimerkiksi
pUC18 tai pUC1l9, jotka sisdltdvat prokaryoottisen, esim.
E. colin, sekd replikaation aloituskohdan ettd geneetti-
sen markkerin, joka antaa resistenssin antibiooteille

kuten ampisilliinille.

Polypeptidiekspressiokasetin, replikaation aloituskohdan
(-kohtien) ja geneettisen markkerin (markkereiden) lisdk-
si keksinndn mukaiset ekspressiovektorit sisdltidvit va-
linnaisesti lisdekspressiokasetteja, kuten esimerkiksi 1-
3 muuta polypeptidiekspressiokasettia ja/tai yhden lisdk-
si tulevan transkriptionaalisen aktivaatoriekspressioka-
setin ACEl. Lisdnd olevat polypeptidiekspressiokasetit
(-kasetti) ovat keskenddn samanlaiset tai erilaiset, ja
samanlaiset tai erilaiset kuin vektorissa jo 1dsnd oleva
polypeptidiekspressiokasetti, ja kukin sisdltdid hiivapro-
moottorin toimivasti kytkettynd signaalipeptidid koodit-
tavaan ensimmdiseen DNA-sekvenssiin, joka on kytketty
oikeassa lukukehyksessd polypeptidid koodittavaan toiseen
DNA-sekvenssiin, ja DNA-sekvenssin, joka sis&lt3di hiivan
transkription lopetussignaalit. Sopiva hiivapromoottori

sellaisessa polypeptidilisdekspressiokasetissa on esimer-
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kiksi mikd tahansa konstitutiivinen tai indusoituva hii-
vapromoottori, jota voidaan kadyttdd polypeptidin ilmen-
tdmiseen hiivalla kompleksisilla alustoilla kuten edelld
on kuvailtu. Sopivia signaalisekvenssejd ja transkription
lopetussignaaleja ovat ne, joita edelld on kuvailtu.
ACEl-ekspressiolisdkasetti sis&dltdd omat transkriptionaa-
liset ja translationaaliset aloitus- ja lopetussignaalit,
tai se on transkriptionaalisesti sd&ddelty konstitutiivi-
sen tail indusoituvan hiivapromoottorin avulla, joka on
eri kuin ACEl-promoottori, kuten CUPl-promoottori tai
konstitutiivinen (lyhennetty) GAPDH (esim. GAPFL) -pro-
moottori. Sopiva ACEl-ekspressiokasetti on esimerkiksi
se, jonka S. cerevisiaen genominen 1,7 ke EcoRV-fragment-
ti sisdltdd (vrt. P. Flirst et al. (1988) Cell 55, 705-
717) . Fragmentin sisdlt&md alkuperdinen ACEl-promoottori

voidaan korvata toisella hiivapromoottorilla, esimerkiksi
CUPl1-promoottorilla, tavanomaisilla keinoilla ja menetel-
milld. Polypeptidi- ja/tai ACE-ekspressiolisdkasettien
kopiointisuunta ei ole ratkaiseva ja se voi olla sama tai
vastakkainen kopiointisuuntaan ndhden, joka polypeptidi-
ekspressiokasetilla jo on ldsnd keksinndn mukaisissa vek-
toreissa.

Keksintd koskee myds menetelmdd edelld mddriteltyjen uu-
sien ekspressiovektoreiden valmistamiseksi. Keksinndn
mukaiset ekspressiovektorit valmistetaan alalla tunne-
tuilla menetelmilld esimerkiksi kytkem&dlld polypeptidin
ekspressiokasetti, CUPl-geeni, hiivalle ja valinnaisesti
bakteeri-isdnnille tarkoitettavia geneettisid markkereita
sisdltdvdat DNA-fragmentit, hiivalle ja valinnaisesti bak-
teeri-isdnndlle tarkoitetut replikaation aloituskohdat ja
valinnaisesti lisdksi tulevat polypeptidin ja/tai ACEl:n
ekspressiokasetit ennalta m&ddr&dtyssd jdrjestyksessd kdyt-
tden tavanomaisia kemiallisia tai biologisia in vitro
-synteesimenetelmid. Plasmidit konstruoidaan ja valmiste-
taan ensisijaisesti kdyttden yhdistelmd-DNA-tekniikkaa.

Valmistusta varten yhdistelm&-DNA-tekniikan avulla sopi-



10

15

20

25

30

35

18

vat DNA-fragmentit ligoidaan in vitro tavanomaisella ta-
valla. Ligaatioseos transformoidaan sen jdlkeen sopivaan
prokaryoottiseen tai eukaryoottiseen isdnt&@dn riippuen
kdytettyjen sddtelyelementtien laadusta, ja halutun vek-
torin sisdltdvd transformantti valikoidaan tavanomaisten
menettelyjen mukaisesti. Plasmideja voidaan lis&td trans-
formoitujen isdntien avulla ja eristdd tavanomaisella
tavalla. Isdnndn valinta riippuu vektorin sisdltamista
sddtelysekvensseistd. Koska keksinndn mukaiset ekspres-
siovektorit ensisijaisesti sisdltdvdt prokaryooteissa,
esim. E. colissa, toiminnallisia s&d&dtelysekvenssejd, pro-
karyoottinen isdntd, esim. E. coli, on edullinen vektorin

konstruoimiseksi ja lisddmiseksi.

Transformoidut hiivakannat

Keksintd koskee lisdksi hiivakantaa, joka ei sisdlld use-
ampia kuin yhden toiminnallisen CUPl~geenin genomissa, ja
sisd1tdd hiivan hybridiplasmidin, joka kdsittdd polypep-

tidin ekspressiokasetin ja toiminnallisen CUPl-geenin, ja

menetelmdd sen tuottamiseksi.

Hiivan transformointi keksinndn mukaisilla hybridiplasmi-
deilla voidaan suorittaa alalla tunnetuilla menetelmilld.

Edullisia hiivakantoja ovat ne, jotka edelld on mddritel-
ty, erityisesti S. cerevisiae -kannat, jotka on parannet-
tu endogéenisesté kaksimikroniplasmidista ("cir%kannat")
ja jotka ovat yhden tai useamman hiivaproteaasin suhteen
negatiivisia (vajaatoimisia), kuten esimerkiksi karboksi-
peptidaasien ysca ja yscY suhteen. Muista edullisista
hiivakannoista puuttuu genominen CUPl-geenituoteaktiivi-
suus. Menetelmid sellaisten hiivakantojen tuottamiseksi
kuvaillaan esimerkiksi EP-patenttihakemuksissa 340 170 ja
341 215. Hiivakannat, joista puuttuu genominen CUPl-gee-
nituoteaktiivisuus, tai jotka sis&dltdvidt vain yhden toi-

minnallisen CUPl-geenin genomissa, ovat tunnettuja tai
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niitd voidaan valmistaa sininsd tunnetulla tavalla, esi-
merkiksi paikkakohdennetun mutatoinnin avulla tai jaka-
malla geeni useaan osaan tai geenin vaihtomutaation avul-
la {vrt. H. Rudolph et al., Gene 36 (1985) 87-95]. Koska
kromosomaalisen CUPl-geenin sekvenssi on tunnettu, vii-
meksi mainittu voidaan tehdd vajaatoimiseksi insertion,
substituution tai deleetion avulla kdyttden hyvdksi hyvin
tunnettua paikkakohdennetun mutatoinnin menetelmdd [l&-
hemmin esimerkiksi, M.J. Zoller ja M. Smith (1983) Met-
hods Enzymol. 100, 468}, joka kdsittdid sopivasti suunni-
tellun mutageenisen oligodeoksinukleotidialukkeen valmis-
tamisen. Genominen CUPl-geeni voidaan vaihtoehtoisesti
korvata vieraalla DNA:lla tai mainittu vieras DNA voidaan
liittdd CUPl-geenin sopivaan restriktiokohtaan. Esimer-
kiksi, valmistettaessa hiivamutantti, joka on vajaatoimi-
nen Kromosomaalisten CUPl-geenien suhteen, vieras DNA
liitetddn CUPl1-geenissd esiintyvddn sopivaan restrik-
tiokohtaan. Siind tapauksessa, jossa kdytetty hiivakanta
sisdltdd vajaatoimisen kromosomaalisen geenin, joka koo-
dittaa aminohapon tai puriinin (esim. urasiilin) biosyn-
teesin entsyymid, vastaava intakti geeni (kuten esim.
URA3) voidaan 1liittdd kromosomaalisiin CUPl-geeneihin
aikaansaamalla siten prototrofia auksotrofisessa hiiva-
kannassa ja muuttamalla samalla kertaa genotyyppi CUP1:
std cupl:ksi. Geenivaihtomutaatiomenetelmdt tai kohdenne-
tun mutatoinnin menetelmdt ovat alalla yleisesti kdytet-

tyjé& ja ehdottoman toistettavia.

KiytOssd oleva lisdmenetelmd geneettiseltd taustaltaan

‘haluttujen hiivakantojen luomiseksi, joilla esimerkiksi

CUPl-geenit ovat useassa osassa ja/tai, jotka ovat vajaa-
toimisia tiettyjen proteaasien suhteen, kdsittdd sopivien
hiivakantojen meioottisen risteytyksen ja sitd seuraavan
tetradianalyysin. Diploidisoluista perdisin olevat tetra-
dit eritellddn geneettisten vakiomenetelmien mukaisesti.
Sattumanvarainen tetradin neljdn itidn seulonta mahdol-

listaa sopivien mutanttien konstruoinnin seuraavissa ris-
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teytyksissd. Sattumanvaraista itidanalyysid voidaan myds

kdyttdd vaihtoehtoisena systeemini.

Hiivakantoja, jotka sisdltadvat 1-3 lisdkopiota ACEl-gee-

nistd, voidaan myds valmistaa tavanomaiseen tapaan. ACEl-

geeni(t) voidaan esimerkiksi 1iittdd sopivaan restrik-

tiokohtaan (~kohtiin) kromosomaalisessa geenissd (-gee-

neissd), jotka antavat antibioottiresistenssin, tai gee-

n(e)issd, jotka osallistuvat aminohapposynteesiin tai

puriini- tai pyrimidiiniemdssynteesiin, mikd tekee sel-

laisen ACEl-geenin lisdkopion (kopioiden) sis&dltdvdt hii-

vakannat herkiksi antibiooteille ja vastaavasti auksotro-

fisiksi vastaavan aminohapon, puriini- tai pyrimi-

diiniemdksen suhteen.

Seuraavassa kokeellisessa osassa kuvaillaan erilaisia

keksinnén mukaisia suoritusmuotoja viitaten

tyihin piirroksiin, joissa:

Kuvio

Kuvio

Kuvio

Kuvio

Kuvio

Kuvio

1

on

on

on

on

on

on

Kuvio 7 on

kaaviokuva plasmidista

kaaviokuva plasmidista

kaaviokuva plasmidista

kaaviokuva plasmidista

kaaviokuva plasmidista

kaaviokuva plasmidista

kaaviokuva plasmidista

pHE112R.

pPFY56.

pHE111.

PMK18.

PMK19.

PMK26.

pPMK27.

Kuvioissa kdytetddn seuraavia lyhenteita:

term

PHOS5 transkription terminaattori;

oheen liitet-

p CUPlp:ssd, GAPFLp:ssd ja ACElp:ssd = promoottori.
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Seuraavat esimerkit valaisevat keksintdd eikd niitd ole
tarkoitettu sitd rajoittamaan.

Kannat ja plasmidit

E. c011 DHSaF': Escherichia coli K12F'endAl hsdR17 (rm')
supE44 thil recAl pyrA relAl PHI80lacZdelM15 del(lacZYA-
argF)Ul169; Hanahan D. (1983), Studies on transformation
of Escherichia coli with plasmids. J. Mol. Biol.166:57

(Bethesda Research Laboratories).

S. cerevisiae H449: Saccharomyces cerevisiae MATa,
ura3Al5, leu2-3, leu2-112, prbil, cpsl, [cir’]. DSM 4413;
18. helmikuuta, 1988.

S. cerevisiae HT462/TH3:MATa, cupl::URA3, kexl, prcl,
leu2-3, leu2-212; DSM 7190; 22. heindkuuta, 1992.

S. cerevisiae kanta 55.6B; MATa, his3, leu2, trpl, ura3-
52, cupl::URA3; vrt. Thiele, D.J. et al., Science 231
(1986), 854-856.

Plasmidi YEp3362xSst: Wright, C.F. et al., Nucleic Acids
Res. 14 (1986), 8489-8499.

Plasmidi pDP34:EP-A-340 170, kuviossa 3; Hiiva-E. coli
-sukkulavektori, jossa ampisilliiniresistenssimarkkeri E.
coli:lle ja URA3 ja dLEU2 hiivan valikoivat markkerit.
Plasmidi sisdltdd tdydellisen 2-mikronisekvenssin A-muo-
dossa ja on REP1l-, REP2- ja FLP-positiivinen. DSM 4473;
14. maaliskuuta, 1988.

Plasmidi pJDB207/GAPFL-YHIR: Hiivaplasmidi desulfatohiru-
diinimuunnelma HV1:n ilment&miseksi hiivan glyseraldehy-
di-3-fosfaattidehydrogenaasi (GAPDH)-geenin lyhyen, kons-

titutiivisen promoottorin ohjauksessa. Desulfatohirudii-
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nin kooditussekvenssi k&sittdi edullisia hiivakodoneja;
vrt. EP-3A-340 170.

Plasmidi pTZ18R: pUCl8:sta saatu plasmidi sisdltdi M13
replikaation aloituskohdan, joten se voi tulla yksijuos-
teiseksi ja pakkautua Ml13-faagin pdihin Ml13-auttajafaagin
avulla. Mead D.A., Szczesna-Skorupa E., Kemper B., Sin-
gle-stranded DNA 'blue! T7 promoter plasmids: a versatile
tandem promoter system for cloning and protein enginee-

ring. Protein Engineering 1 (1986), 67-74 (Pharmacia).

Plasmidi pFBY2: T&md plasmidi on konstruoitu liittdm&dlld
166 ep Alul-fragmentti, joka sisdltdd FRT-kohdan S. cere-
visiaen kaksimikroniplasmidista pTZ18R:n HindIII- ja Eco-
RI-kohtien vdlissd ja kokonaisen kaksimikroniplasmidin
katkaistuna Xbal:11d, pTZ18R:n tunnusomaiseen XbaI-koh-
taan. DSM 6271; 14. joulukuuta, 1990.

Plasmidi pFBY4: Tdmd plasmidi sisdltdd 1,1 ke XbaIl-frag-

mentin, joka sisdltdd koko URA3-geenin S. cerevisiaesta,

kloonattuna pTZ18R:n tunnusomaiseen XbaIl-kohtaan. T&ma
plasmidi toimii sopivana URA:n sisdltdvadnid 1,1 ke XbaI-
fragmenttildahteend. DSM 6272; 14. joulukuuta, 1990.

Plasmidi pFBY5: pFBY5 on perdisin suuresta plasmidista,

joka sisdltdd kokonaan S. cerevisiaen kaksimikroniplasmi-

din sekd S. cerevisiaen URA3- ja Leu2-geenit pUC18 bak-

teerivektorissa. Tdmdn vektorin tunnusomaiseen SalI-koh-
taan liitet&ddn 1,1 kep SalI-fragmentti, joka sisdltdd
ekspressiokasetin, joka k&sittdd promoottorin, joka on

perdisin S. cerevisiaen GAPDH-geenistd, kytkettynd PHO5-

signaalisekvenssiin, joka vuorostaan on kytketty synteet-
tiseen hirudiinia koodittavaan DNA-fragmenttiin, jota
seuraa PHOS5-terminaattori. DSM 6273; 14. joulukuuta,
1990.



10

15

20

25

30

35

23

Plasmidi pFBY29: Tamd plasmidi sisdltdd 2 kep BamHI/SalI-
fragmentin, joka sisdltdid LEU2-geenin. Fragmentti on lii-
tetty pTZ18R:n BamHI- ja SalI-kohtien vdliin. pFBY29 toi-
mii 2,0 kep fragmentin ldhteend, joka sisdltdad LEU2:n.
DSM 6275; 14. joulukuuta 1990.

Kaikki DNA-manipulaatiot suoritetaan - ellei toisin ole
mainittu - vakiotoimintaohjeiden mukaisesti (esim. Ma-
niatis, T. et al.: Molecular Cloning: A Laboratory Manu-
al. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York (1982).

Esimerkki 1 Plasmidin pHE112R konstruointi. 2-mikroni-

plasmidi, joka sis&dltdd GAPFLp-hirudiinin ekspressioka-
setin ja tdyden CUPl-geenin

Plasmidin pysyvyyden tehostamiseksi ja plasmidin kopiolu-
vun lisd&miseksi, 1,3 ke fragmentti, joka sisdlsi tdys-
pitkdn CUPl-geenin, liitettiin plasmidiin pDP34/GAPFL-
YHIR, plasmidiin, joka on suunniteltu desulfatohirudiini-
muunnelman HV1 ilmentdmiseen hiivan glyseraldehydi-3-fos-
faattidehydrogenaasi (GAPDH) -geenin lyhyen konstitutii-

visen promoottorin (GAPFLp) ohjauksessa.

pDP34 /GAPFL-YHIR:n Konstruoimiseksi pDP34:8d kdytetddn
l3iht6plasmidina. pDP34 (vrt. EP-A-340 170, sen kuviossa

3) on hiiva-E. coli -sukkulavektori, joka sisdltdd am-

pisilliiniresistenssimarkkerin E. colille ja URA3 ja
dLEU2 hiivan valikoitavat markkerit. Se sisdltdd tdydel-
lisen 2-mikronisekvenssin A-muodossa ja on REP1-, REP2-
ja FLP-positiivinen. Plasmidi pDP34 pilkotaan BamHI:1l1&.
Restriktiokohdan tarttuvat pddt tdytetddn reaktiossa Kle-
nowin DNA-polymeraasin kanssa (Maniatis, T. et al.: Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1982). DNA kat-
kaistaan edelleen SalI:11d ja 11,8 ke vektorifragmentti

eristetddn preparatiivisella 0,6 %:isella agaroosigeelil-



10

15

20

25

30

35

24

1ld. DNA otetaan talteen elektroeluoimalla ja saostetaan

etanolilla.

Plasmidi pJDB207/GAPFL-YHIR (vrt. EP-A-340 170) pilkotaan
HindIII:1lla. Tarttuvat pddt muutetaan tasapdiksi Klenowin
DNA-polymeraasin avulla. DNA saostetaan etanolilla ja
pilkotaan edelleen Sall:11d. 1,1 ke §glI-[gingII]/tasa—
pddfragmentti sisdltdd tdydellisen ekspressiokasetin,
joka kdsittdd pBR322-sekvenssit, GAPFL-promoottorin,
PHOS-signaalisekvenssin kytkettynd oikeassa lukukehykses-
sd desulfatohirudiinin kooditussekvenssiin ja PHOS5 trans-
kription lopetusfragmentin. 1,1 ke fragmentti eristeté&an
preparatiivisella 0,8 %:isella agaroosigeelilld, otetaan
talteen geelisté elektroeluoinnin avulla ja puhdistetaan
DES2-ioninvaihtokromatografian ja etanolisaostuksen avul-
la.

0,2 pmoolia 1,1 ke fragmenttia ja 0,1 pmoolia 11,8 ke
fragmenttia ligoidaan 10 pl:ssa liuosta, joka sisdltdd 60
mM Tris-HCl:a pH 7,5, 10 mM MgCly:a, 5 mM DTT:a, 3,5 mM
ATP:td ja 400 yksikkod T4 DNA -ligaasia, 16 tunnin ajan
15°C:ssa. Yhden mikrolitran erd kédytetddn transformoitaes-
sa E. coli HB101 cCa’* -soluja. 5 transformoitua, ampisil-
liiniresistenttid pesdkettd analysoidaan. Plasmidi-DNA
pilkotaan BamHI:11ld ja SalI/BamHI:11l&. Yksi oikeat rest-
riktiofragmentit sisdltdva klooni valikoidaan ja sitéd
nimitetddn tunnuksella pDP34/GAPFL-YHIR (yksityiskohdista
EP-A-340 170:ss4d).

1,3 ke BamHI-fragmentti, joka sisdltdd tdyden metallo-
tioneiinid koodittavan geenin - CUPl:n -, eristetddn
plasmidista YEp3362xSst (Wright, C.F. et al., Nucleic
Acids Res. 14 (1986), 8489-8499). YEp3362xSst pilkotaan
BamHI:11d, 1,3 ke fragmentti eristetddn, puhdistetaan ja
ligoidaan BamHI:11ld katkaistun pUC19:n kanssa. Tuloksena
oleva plasmidi on nimeltddn pHE105. 1311 ep BamHI-frag-
mentti, joka sisdltdd CUPl-promoottorin, CUPl-kooditetun



10

15

20

25

30

35

25

metallotioneiinin avoimen lukukehyksen (ORF) ja CUPl-ter-
minaattorin, esitetddn Sekvenssi 1l:ssi.

PHE105 pilkotaan BamHI:11l3d, 1,3 ke CUPl:n sisdltdva frag-
mentti eristet&ddn ja tarttuvat pddt muutetaan tasaisiksi
Klenowin DNA-polymeraasilla. pDP34/GAPFL-YHIR pilkotaan
SnaBI:114d, leikattu plasmidi puhdistetaan ja tasapdiat
defosforyloidaan kdsittelemdlld alkalisella fosfataasil-
la. CUPl:n sis&dltdvid 1,3 ke [BamHI]/tasapddfragmentti
liitetd4n SnaBI:1134 katkaistuun pDP/GAPFL-YHIR:iin. E.
coli transformoidaan tuloksena saadulla plasmidilla
PHE112R. pHE112R:std testataan metallotioneiinin ORF:n

orientaatio pilkkomalla KpnI:113. Metallotioneiinin ORF

sijaitsee pHE1l1l2R:ssi pdinvastaisessa orientaatiossa
GAPFL-hirudiinin ekspressiokasetin suhteen. pHE112R esi-

tetdidn kuviossa 1.

Esimerkki 2: Plasmidin pFBY56 konstruointi. Hybridigeeni,
joka sisdltdd CUPl-promoottorin, PHO5-ohjaussekvenssin ja
synteettisen hirudiinigeenin

Jotta saataisiin aikaan indusoituva, korkea-asteinen il-
mentyminen eritetystd desulfatohirudiinista, DNA-sekvens-
sit, jotka koodittavat hirudiinia ja PHOS5-ohjaussekvens-
sid, yhdistetddn ja asetetaan kuparilla indusoituvan
CUP1-promoottorin ohjaukseen. Synteettinen hirudiinigeeni
vhdistettynd PHO5-ohjaussekvenssiin eristetdd@n plasmidis-
ta pDP34/GAPFL-YHIR (edelld) 0,5 ke EcoRI-fragmenttina,
joka sisdltdd myds PHOS transkription lopetussekvenssit.

CUPl-promoottori (T.R. Butt et al. (1984), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81, 3332-3336) kloonataan S. cerevisiaen

genomisesta DNA:sta polymeraasiketjureaktion (PCR) avulla
kdyttden Perkin Elmerin PCR-pakkausta ja seuraavaa kahta
oligonukleotidia alukkeina:

5'-GGATCCATTACCGACATTTGGGCGCTAT Sekvenssi 5
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5'-GAATTCACAGTTTGTTTTTCTTAATATCTA Sekvenssi 6

100 ng hiivan genomista DNA:ta (eristetty hiivakannasta
H449) inkuboidaan 0,1 ml:ssa liuosta, joka sisdltdi 2,5
yksikko6d Taq DNA -polymeraasia, 0,02 mM kutakin aluketta
ja 0,2 mM dATP:a, dCTP:a, TTP:a ja dGTP:a 10 mM Tris pH
8,3 -puskurissa, 50 mM KC1l, 1,5 mM MgCl,. Reaktiota inku-
boidaan 30 syklid: 30 sekuntia 92°C:ssa, 1 min. 42°C:ssa

ja 72°C:ssa 1 min.

0,4 ke CUPl-promoottorifragmentti, eristdmisen, puhdista-
misen ja BamHI:118 ja EcoRI:11d pilkonnan jdlkeen, 1lii-
tetddn BamHI:11d ja EcoRI:11d pilkottuun pBR322:een.
Tuloksena saatu plasmidi pBR322-CUP1 pilkotaan EcoRI:114.
4,4 ke vektori, joka sisdltdd CUPl-promoottorin, eriste-
tdén, puhdistetaan ja ligoidaan 0,5 ke hirudiinifragmen-
tin kanssa. E. coli HB101 transformoidaan tuloksena saa-
dulla plasmidilla pPFY53. pPFY53:sta testataan hiru-
diinifragmentin oikea orientaatio pilkkomalla SalI:114.
1082 ep BamHI/SalI-fragmentti, joka sisdltdd CUPl-pro-
moottorin, PHOS5~-ohjaussekvenssin, hirudiinigeenin ja

PHOS5-terminaattorin, esitetddn Sekvenssi 3:ssi.

CUPl-hirudiiniekspressiokasetti eristetddn pPFY53:sta 1,1
ke SalI-fragmenttina. Tdmd fragmentti liitetddn sitten
Sall:118 lineaariseksi tehtyyn pDP34:33n (edell3d). E.
coli HB101 transformoidaan tuloksena saadulla plasmidilla
pPFY56. Transformoitu E. coli -kanta merkitd&n tunnuksel-
la E. coli/PFY56. pPFY56 esitetidin kuviossa 2.

Esimerkki 3: Plasmidin pHE111l konstruointi. 2-mikroni-

plasmidi, joka sisdltd33 CUPlp-hirudiinin ekspressiokase-

tin ja tidyspitkdn CUPl-geenin

pPFY56 pilkotaan SnaBI:114, leikattu plasmidi puhdiste-
taan ja tasaiset pddt defosforyloidaan kdsittelemdlli
alkalisella fosfataasilla. 1,3 ke [BamHI]tasapddfragment-
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ti, joka sis&dltdd CUP1l:n (esimerkki 1) liitet&ddn SnaBI:-
114 leikattuun pPFY56:een. E. coli HB101 transformoidaan
tuloksena saadulla plasmidilla pHE11ll. pHElll-plasmidista
testataan metallotioneiinin ORF:n orientaatio pilkkomalla
KpnI:11d. Metallotioneiinin ORF sijaitsee pHElll:ssa myo-
tdpdividisessd orientaatiossa CUPl-hirudiinin ekspressio-

kasetin suhteen. pHE11ll esitet&dn kuviossa 3.

Esimerkki 4: Saccharomyces cerevisiae -kannan TR1456

konstruointi

Saccharomyces cerevisiae -kanta TR1456 konstruoidaan ku-

ten EP-A-341 215:ssd on esitetty. Ldhtien Saccharomyces

cerevisiaen kannasta H449, kaksi karboksipeptidaasia ysca
ja yscY poistetaan kahdessa perdkkdisessd koesarjassa
kannasta H449 saattamalla niitd koodittavat geenit KEX1
ja vastaavasti PRC1 useaan osaan. Ensin ositetaan ysca:aa
koodittava KEX1l-geeni. T&atd tarkoitusta varten kanta H449
transformoidaan KEXl1-geenid koodittavalla DNA-fragmentil-
la, koko URA3-geénin ollessa liitettynd KEX1l:td kooditta-
van alueen keskelld. Urasiilin suhteen prototrofiset
transformantit valikoidaan ja niistd testataan ysca-ak-
tiivisuuden puuttuminen. Sen j&dlkeen KEX1l-lokukseen 1lii-
tetty URA3-geeni jaetaan osiin transformoimalla plasmi-
dilla, joka sis#dltdd URA3-geenin useassa osassa olevan
version ura3A5 (EP-A-341 215). ura3-auksotrofiset trans-
formantit valikoidaan ja jaetaan seuraavassa vaiheessa
osiin endogeenisen PRCl-geenin osalta, joka koodittaa
karboksipeptidaasi yscY:td. Koe suoritetaan tdysin analo-
gisesti kuin on kuvailtu KEX1l:n osituksessa. Tuloksena
saatu H449-kannan isogeeninen johdannainen saa tunnuksen

TR1456 ja silld on seuraava genotyyppi:

TR1456 = MATa, leu2-3, 112, ura3, prbl, kexl::ura3,

prci::ura3, [cir?]
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Esimerkki 5: Saccharomyces cerevisiae-kannan TR1456 ku-

pariresistentin isogeenisen johdannaisen konstruointi

Saccharomyces cerevisiae kanta TR1456 on - muiden labora-

toriohiivakantojen tavoin - kanta, joka on verrattain
resistentti kuparin lisdykselle alustaan. Tdmd resistens-
si johtuu kromosomaalisen DNA:n 2 ke osan ldsndolosta,
joka sisdltdd 2 kopiota CUPl-geenistd jdrjestettyind pe-
rdkkdin (Hamer, D. et al., Science 228 (1985), 685-690).
Suurten kuparimddrien ollessa ldsnd alustassa saadaan
vield enemmdn vastustuskykyisid johdannaisia, mik& johtuu
edelld mainitun 2 ke CUP1l:n sisdltdvdn kromosomaalisen
DNA-osan toistosta per&dkkdin. Voimakkaasti resistentin

johdannaisen konstruoimiseksi S. cerevisiae TR1456 siir-

rostetaan synteettiseen minimaalialustaan kuten esimer-
kissd 6 on esitetty, joka sisdltdd lisdksi 1,2 mM kupari-
sulfaattia. Viljelmd3d kasvatetaan 8 pdivdd 30°C:ssa ja 180
rpm. Viljelmd maljataan sitten synteettiselle minimaali-
alustalle ilman kuparilisdystd sopivassa tiheydessd eril-
lispesdkkeiden saamiseksi. Valikoitujen erillispesdkkei-
den DNA preparoidaan, pilkotaan EcoRI:11l&d, erotetaan aga-
roosigeeleilld ja siitd analysoidaan CUPl-lokuksen ldsnd-
olo ja pituus Southern-blottauksella. Koeolosuhteet ovat
Hamerin et al. mukaiset [edelld]. Yksi pesdke, jonka
elektroforeettinen liikkuvuus CUPl-lokuksen osalta on
siirtynyt, mikd osoittaa vdhintddn 10 CUPl-lokuskopion

ldsndolon, valikoidaan ja nimetd&dn S. cerevisiae TR1631

-kannaksi.

Esimerkki 6: S. cerevisiae -kannan 55.6B (cupl::URA3

risteyttéminen's. cerevisiae -kannan TR1456 kanssa ja
itidanalyysi kupariherkkyyden suhteen

S. cerevisiae -kanta 55.6B (MATa his3 leu2 trpl ura3-52,
cupl::URA3; vrt. Thiele, D.J. et al., Science 231 (1986),
854-856), josta puuttuu CUPl-lokus, risteytetddn TR1456
(MATa leu2-3,212, ura3A5, kexl, prbl, prcl) -kannan kans-
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sa, joka sisdltdid suunnilleen 3 CUPl-lokuskopiota (so. 6
kopiota perdkkdin jadrjestyneestd CUPl-geenistd). Tasti
risﬁeytyksesté eristetdidn diploidit heterotsygoottiset
solut, joiden genotyyppi on cupl::URA3/CUP1l. Diploidisis-
ta soluista perdisin olevat tetradit eritellddn geneet-
tisten vakiomenetelmien mukaisesti [Methods in Yeast Ge-
netics 1986 (Sherman, F., Fink, G.R., Hicks, J.B., edit)
Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.]. Jokaisen tetradin
neljdn ition jdlkeldisistd testataan niiden kyky kasvaa
YPD-agarmaljoilla (10 g hiivauutetta, 20 g peptonia, 20
g glukoosia ja 25 g agaria litraa kohti kahdesti tislat-
tua vettd), Jjotka sisdltdvat lisdksi joko 0 uM, 250 uM,
500 puM tai 1 mM kuparisulfaattia. Itiot, jotka perividt
intaktin CUPl-geenin, tuottavat jdlkeldisid, jotka kasva-
vat voimakkaasti kupariagarilla, kun taas itidt, jotka
perivdt useassa osassa olevan cupl::URA3-geenin, tuotta-
vat jdlkeldisiid, jotka kasvavat heikosti kupariagarilla.
Usean kokonaisen tetradin kahden kupariherkdn itidn j&l-
keldisistd testataan niiden kyky pariutua TR1456-kannan
kanssa. Pariutumistyypiltd&dn sopivan itidn jdlkeldiset
risteytetddan TR1456:n kanssa ja diploidit heterotsygoot-
tiset solut, joiden genotyyppi on cupl::URA3/CUP1l, eris-
tetddn tidstd risteytyksestd. Diploidisoluista perdisin
olevat tetradit eritellddn ja itididen herkkyys kupa-
risulfaatille testataan kuten edelld on kuvailtu. Suun-
nilleen 50:std kokonaisesta tetradista saatujen kupari-
herkkien pesdkkeiden kasvu SD-agarilla testataan (6,7 ¢
Bacto Yeast Nitrogen Base'a ilman aminohappoja, 20 g glu-
koosia ja 25 g agaria vesilitraa kohti) ja SD-agarilla,
johon on lisdtty 200 uM leusiinia. Pesdkkeet, jotka eivit
kasva SD-maljoilla, mutta jotka kasvavat 200 uM leusii-
nilla tdydennetylld SD-agarilla, ovat genotyypiltddn
cupl: :URA3,HIS3,TRP1,1leu2-3,212 ja valitaan jatkotydsken-

telyyn.
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Esimerkki 7: Varmistettujen cupl::URA3-mutanttien luokit-
telu koskien lisdvajavuutta proteaasi yscY¥:n ja proteaasi

ysca:n suhteen

S. cerevisiae cupl::URA3 -mutantit, jotka on saatu kuten

esimerkin 6 mukaisesti on esitetty, luokitellaan edelleen
proteaasivajavuuden perusteella, joita KEX1- ja PRCl-gee-
nit koodittavat. KEXl-geenin suhteen vajaat pesikkeet
identifioidaan niiden alentuneen kyvyn perusteella erit-
tdd o-tekijdd. EP-A-341 215:n esimerkistd 1 voidaan 16y-
tdd yksityiskohtainen kuvaus menetelmidstd, jota kiytet#in
erottamaan toisistaan pesdkkeet, jotka sisdltividt villi-
tyypin KEXl1-geenin, pesdkkeistd, jotka ovat kexl-geenin
suhteen mutatoituja. PRCl-geenivajaat pesdkkeet identifi-
oidaan biokemiallisen testin avulla, jossa mitataan PRC1-
geenituotteen proteolyyttistd aktiivisuutta, nimittdin
proteaasi yscY:n aktiivisuutta. Tdtd testid on kuvailtu
EP 341 215:ssd. Erillinen pesdke, jonka genotyyppi on
cupl::URA3, kexl, prcl, leu2-3,212, poimitaan ja sitd ni-
mitetddn Saccharomyces cerevisiae HT462/TH3:ksi.

Esimerkki 8: Kantojen TR1456, TR1631 ja HT462/TH3 trans-
formointi plasmideilla pDP34/GAPFL-YHIR, pHE111, pHE1l12R
ia pPFY56

Plasmidit pPFY56, pDP34/GAPFL-YHIR, pHE11l ja pHE112R
siirretddn isdntdkantoihin TR1456, TR1631 ja HT462 kdyt-
tden transformaatio-ohjeistoa, jota Hinnen et al. on ku-
vaillut (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978), 1929).
Menetelmdn lisdyksityiskohtia kuvaillaan EP-A-341
215:ssd. Transformoidut hiivakannat valikoidaan hiivan
minimaalialustoilla, joihin on lisdtty optimipitoisuus
(kanta TR1456, 1631) tai suboptimipitoisuus (kanta HT462)
leusiinia. Yksittdiset transformoidut hiivakloonit eris-

tetddn ja niitd nimitetddn seuraavasti:

Saccharomyces cerevisiae TR1456/pDP34/GAPFL-YHIR
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Saccharomyces cerevisiae TR1456/pPFY56
Saccharomyces cerevisiae HT462/pdp34/GAPFL-YHIR

Saccharomyces cerevisiae HT462/pPFY56

Saccharomyces cerevisiae HT462/pHE1l1l1l

Saccharomyces cerevisiae HT462/pHE112R

- Saccharomyces cerevisiae TR1631/pdp34/GAPFL-YHIR

Saccharomyces cerevisiae TR1631/pPFY56

Esimerkki 9: Desulfatohirudiinituotanto kannalla HT462,
joka on transformoitu plasmidilla pDP34/GAPFL-YHIR tai
pPFY56 tai pHE111 tai pHE112R ja viljelty ravistelupul-
loissa kompleksisella alustalla

Saccharomyces cerevisiaen soluja HT462/pDP34 /GAPFL-YHIR
tai HT462/pPFY56 tai HT462/pHE111 tai HT462/pHE112R kas-

vatetaan kutakin tyyppid kahtena perdkkdisend esiviljely-

nd 20 ml:ssa synteettistd alustaa, joiden koostumus on
(g/1):

Difcon hiivatyppialusta

(ilman aminohappoja) 6,7
L-asparagiini 10
L-histidiini 1
glukoosi 20
L-leusiini 0,02

Alustan pH sdddetddn 5,8:aan. Ensimmdistd esiviljelmda
kasvatetaan 60 tuntia 28°C:ssa ja 180 rpm. Toiseen esivil-
jelmddn siirrostetaan 2 % (tilavuus/tilavuus) ensimmédi-
sestd esiviljelmdstd ja inkuboidaan 24 tuntia 28°C:ssa ja

180 rpm. Pddviljelmdn alusta sisdltdd (g/l):

peptoni 5

hiivauute 10
glukoosi 20
sakkaroosi 40

ammoniumsulfaatti 3
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kaliumdivetyfosfaatti 2

magnesiumsulfaattiheptahydraatti 0,5
natriumkloridi 0,1
kalsiumkloridi 0,1
biotiini 1073

Pddviljelmd (100 ml alustaa) siirrostetaan tiheydessi
noin 10% solua/ml ja inkuboidaan 72 tuntia 28°C:ssa ja 180
rpm. Vdlittomdsti siirrostamisen jdlkeen steriilid kﬁpa—
risulfaattia lisdtddn haluttuina pitoisuuksina. Fermen-
toinnin lopussa otetaan viljelyerdndytteitd, solut pois-
tetaan sentrifugoimalla ja kasvuston supernatantista ana-
lysoidaan desulfatohirudiini kuten EP-A-340 170:ssd on

kuvailtu. Tulokset esitetdidn seuraavassa taulukossa 1.
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Esimerkki 10: Plasmidien pHE111 ja pHE112R mitoottinen
pysyvyys kantojen HT462/pHE111l ja HT462/pHE112R kasvatuk-

sen aikana kompleksisella alustalla, johon on lisitty
erilaisia kuparipitoisuuksia

Saccharomyces cerevisiae HT462/pHE111 - ja Saccharomyces
cerevisiae HT462/pHE112R -soluja kasvatetaan kahtena pe-

rikkdisend esiviljelmdnd 20 ml:ssa synteettistd alustaa
kuten esimerkissd 9 on kuvailtu. Ne siirretddn sen jdl-
keen kompleksiselle alustalle kuten esimerkissd 9 on ku-
vailtu solujen lihtdtiheydessd noin 10°® solua/ml. 72 tun-
nin inkuboinnin j&dlkeen 28°C:ssa ja 180 rpm. viljelmit
laimennetaan steriililld NaCl-liuoksella (9 g/l vettd) ja
sopiva tilavuus maljataan YPD-agarille (10 g hiivauutet-
ta, 10 g peptonia, 20 g glukoosia, 30 agaria 1 l:ssa vet-
téd) . Saadut pesdkkeet toistomaljataan YPD-agarille, johon
on lisdtty 2 mM kuparisulfaattia. Plasmidin sis&dltdvista
soluista perdisin olevat pesdkkeet kykenevdt kasvamaan
tdlla substraatilla, kun taas plasmidin menettédneistd
soluista perdisin olevat pesdkkeet kuolevat. Plasmidin
sisdltdvien solujen osuus voidaan sen vuoksi laskea ver-
tailemalla pesdkkeiden lukumd&drdd agarilla, joka sisdltaid
tai ei sisdlld 2 mM kuparisulfaattia. Tulokset esitetdin

seuraavassa taulukossa 2:
Taulukko 2: Plasmidien pHE111 ja pHE11l2R mitoottinen py-
syvyys valintapaineen puuttuessa (ei kuparisulfaattia)

tai sen ldsndollessa (20-4000 uM kuparisulfaattia)

Plasmidin sisdltdvia soluja (%)

Kuparisulfaattia alustassa (uM)
Kanta/plasmidi 0 20 100 500 1000 2000 4000

HT462 /pHE111 47 54 65 89 96 e.m. 100
HT462 /pHE112R 95 e.m. 94 e.m. 100 100 100
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Esimerkki 11: Desulfatohirudiinituotanto kannoilla TR1456
ja TR1631, jotka on transformoitu plasmideilla

pDP34 /GAPFI,-YHIR tai pPFY56 ja kasvatettu ravistelupul-
loissa kompleksisella alustalla

Saccharomyces cerevisiae TR1456 - soluja (jotka sis&dlta-

vdt suunnilleen kuusi kromosomaalista CUPl-geenikopiota)

tai Saccharomyces cerevisiae TR1631 -soluja (jotka sis&dl-
tdvdt suunnilleen 20 CUPl-kopiota), transformoidaan kuten
edelld on kuvailtu plasmideilla pPFY56 tai pDP34/GAPFL-
YHIR. Myos kanta HT462/TH3 transformoidaan pHElll:1la.
Kutakin transformoitua kantaa kasvatetaan kahtena perak-
kdisend esiviljelmdnd minimaalialustassa, jota seuraa
pddviljely kompleksisessa alustassa kuten esimerkissd 9
on kuvailtu. vilittémdsti pddviljelmdn siirrostamisen
jdlkeen steriilid kuparisulfaattia lisdtddn halutuissa
pitoisuuksissa. Fermentoinnin lopussa otetaan viljel-

mindyte-erid, solut poistetaan sentrifugoimalla ja kas-

vuston supernatantista analysoidaan desulfatohirudiini

(kuten EP-A-340 170:ssd on esitetty). Tulokset esitetdidn

seuraavassa taulukossa 3:

Taulukko 3: Transformoidun TR1631-kannan vertaaminen

transformoituun TR1456-kantaan

Desulfatohirudiinia (mg/1)

Kanta/plasmidi Kuparisulfaattipitoisuus (mM)
TR1631/pPFY56 0 0,5 1 2 4
TR1631/pDP34/GAPFL-YHIR 105 e.m. e.m. €.m. €.m.
TR1456 /pPFY56 5 184 239 87 39
TR1456 /pDP34 /GAPFL/YHIR 109 e.m. e.m. e.m. €.m.
HT462 /pHE11l1 12 182 228 271 261
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Tulokset osoittavat CUP1-YHIR (mutta ei GAPFL-YHIR) -ka-
setin heikomman tuoton, kun hiivan metallotioneiinipro-
teiinia ilmennetddn liikaa useista kromosomaalisista ko-
pioista (TR1631). Pdinvastaisesti, hiivan metallotione-
iinin ilmentdminen monikopioisesta plasmidista (kuten
kannassa HT462/pHE111) 1lisdd hirudiinin saantoa. Vaikka
CUP1l:n integroituminen ekspressioplasmidiin tuottaa kor-
keampia hirudiinisaantoja, CUPl:n yli-ilmentdminen kro-

mosomista itse asiassa alentaa tiittereitsa.
Ekspressioplasmidiin integroituneesta CUP1l:n kopiosta on
tuloksena myds paljon laajempi kuparipitoisuusalue, jossa

hyvd tuottavuus voidaan saada aikaan (taulukot 1 ja 3).

Esimerkki 12: pFBY23:n konstruointi

2 ug pFBY2:ta hydrolysoidaan (katkaistaan) loppuun FspI:-
1148 CA-puskurissa (20 mM Tris(hydroksimetyyli)aminometaa-
ni; 7 mM MgCl,; 5 mM ditiotreitoli; 100 mM KCl; HCl:11d pH
7,5:een). Restriktioendonukleaasi inaktivoidaan kuumenta-
malla 65°C:ssa 10 minuuttia. Tilavuus kaksinkertaistetaan
lisddamdlld vettd ja DNA-fragmentit tasapdistetddn yhdella
yksik61lld T4-polymeraasia, kun ldsnd on 0,05 mM kutakin
yhdisteistd dATP, dCTP, dGTP ja 4dTTP, 30 min. ajan 37°C:-
ssa. Entsyymi ld@mpdinaktivoidaan 65°C:ssa 10 min. kulues-
sa. Etanolisaostuksen jdlkeen DNA katkaistaan uudelleen
HindIII:1lla ja EcoRI:114. Ndmd fragmentit erotetaan 2
%$:isella LGT-geelilld (matalassa lampdtilassa geeliytyva
agaroosi) TAE-puskurissa (40 mM Tris(hydroksimetyyli)a-
minometaani; 2 mM etyleenidiamiinitetraetikkahappo (di-
natriumsuola), etikkahapolla pH 7,6:een). 170 ep ja 523
ep fragmentit leikataan irti ja DNA:t puhdistetaan Elu-
tipD’-kromatografian avulla.

2 ug pTZ18R:dd8 hydrolysoidaan loppuun EcoRI:11d ja Hin-
dIII:1la CA-puskurissa. Ndmd fragmentit erotetaan 0,8
%¥:isella LGT-geelilld TAE-puskurissa. 2,8 kep vy®Shyke
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leikataan irti ja DNA puhdistetaan ElutipD’-kromatografian

avulla.

Suunnilleen 20 ng kutakin valmistettua fragmenttia ligoi-
daan yhdessd 10 pmoolin kanssé fosforyloimatonta BamHI-
linkkerid, jonka sekvenssi on GGGATCCC, ja 1 mM kanssa
ATP:td ja ligaatiopuskuria, 0,5 yksik®61lld T4-ligaasia 3

tunnin kuluessa huoneen lampodtilassa.

Tétd ligaatioseosta kdytetddn transformoitaessa 40 pul

kompetentteja E. coli DHSaF' -soluja ja maljataan 2YT-

maljoille (16 g tryptonia; 10 g hiivauutetta; 10 g NaCl:a
litraa kohti H,0:ta), jotka sisdltdavat ampisilliinii,
Xgal:a ja IPTG:td. pFBY23:n varmistamiseksi valkoisia
pesdkkeitd poimitaan 16 tunnin inkuboinnin jdlkeen 37°C:-
ssa ja miniseulotaan kdyttden EcoRI/HindIII-kaksoispil-
kontaa oikean insertin ld@sndolon varmistamiseksi ja Hin-
dIII/BamHI-kaksoispilkontaa BamHI-linkkerin osoittamisek-

si aikaisemmassa FspI-kohdassa.

Esimerkki 13: pFBY24:n konstruointi

2 ug pFBY23:a hydrolysoidaan loppuun HindIII:1lla ja Eco-
RI:118 CA-puskurissa. Né&md fragmentit erotetaan 0,8
%:isella LGT-geelilld TAE-puskurissa. 701 ep vydhyke lei-
kataan irti ja DNA puhdistetaan ElutipD-kromatografian

avulla.

2 pg pFBY2:ta hydrolysoidaan Ioppuun HindIII:lla ja
PstI:1138 CA-puskurissa. Ndmd fragmentit erotetaan 0,8
%:isella LGT-geelilld TAE-puskurissa. 3,8 kep fragmentti
leikataan irti ja DNA puhdistetaan ElutipD-kromatografian
avulla.

2 pug pFBY2:ta hydrolysoidaan loppuun PstI:11d ja XbaI:11d
CA-puskurissa. Ndmd fragmentit erotetaan 0,8 %:isella

LGT-geelilld TAE-puskurissa. 1,95 kep fragmentti leika-
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taan irti ja DNA puhdistetaan ElutipD-kromatografian

avulla.

2 ug pFBY2:ta hydrolysoidaan loppuun XbaI:11& ja EcoORI:-

118 CA-puskurissa. Ndm3d fragmentit erotetaan 0,8 %:isella
LGT-geelilld TAE-puskurissa. 2,9 kep fragmentti leikataan
irti ja DNA puhdistetaan ElutipbD-kromatografian avulla.

Suunnilleen 20 ng kutakin valmistettua fragmenttia ligoi-
daan yhdess&d, kun ldsnd on 1 mM ATP:td ja ligaatiopusku-
ria, 0,5 yksik6lld T4-ligaasia 3 tunnin kuluessa huoneen

ldmpotilassa.

Tdtd ligaatioseosta kdytetddn transformoitaessa 40 ul
kompetentteja E. coli DH5aF' -soluja ja maljataan 2YT-
maljoille, jotka sisdltdvdt ampisilliinid, Xgal:a ja
IPTG:td. 16 tunnin inkuboinnin j&dlkeen 37°C:ssa valkoisia
pesdkkeitd poimitaan ja miniseulotaan kdyttden HindII-
I/EcoRI-, ja Pstl/XbaI-kaksoispilkontoja oikeiden insert-
tien ldsndolon varmistamiseksi ja BamHI:td uuden BamHI-

kohdan l&sndolon osoittamiéeksi.

pFBY24 on identtinen pFBY2:n kanssa plasmidien pTZ18R ja
24 tdydellisten sekvenssien ollessa suoraan toistuvien
FRT-kohtien erottamat, lukuun ottamatta BamHI-kohdan in-
sertiota FspI-kohtaan FLP-geenin 3'-pddssd.

Esimerkki 14: pFBY74:n konstruointi

2 ug pFBY29:3d4 hydrolysoidaan loppuun BamHI:11d CA-pus-
kurissa. Ndmd fragmentit erotetaan 0,8 %:isella LGT-gee-
1i118 TAE-puskurissa. 2,0 kep vydhyke leikataan irti ja
DNA puhdistetaan ElutipD’-kromatografian avulla.

2 g pFBY24:d4 hydrolysoidaan loppuun BamHI:11d CA-pusku-
rissa. S5'-fosfaattiryhmdt poistetaan 500 yksik61lld BAP:td
BAP-puskurissa (50 mM Tris(hydroksimetyyli)aminometaani;
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50 mM NaCl; HCl:114d pH 8,0:aan) 65°C:ssa 30 min. kuluessa
vektorin itseligaation estdmiseksi. Ndmd fragmentit ero-
tetaan 0,8 %:isella LGT-geelilld TAE-puskurissa. 9,3 kep
vydhyke leikataan irti ja DNA puhdistetaan ElutipD°’-kroma-

tografian avulla.

Suunnilleen 20 ng valmistettuja fragmentteja ligoidaan
yhdessd, kun ldsnd on 1 mM ATP:td ja ligaatiopuskuria,
0,5 yksik8lld T4-ligaasia 3 tunnin kuluessa huoneen 1l&m-

pétilassa.

Tdtd ligaatioseosta kdytetddn transformoitaessa 40 ul
kompetentteja E. coli DH5aF' -soluja ja maljataan 2YT-
maljoille, jotka sisdltdvdt ampisilliinid, Xgal:a ja
IPTG:td. 16 tunnin inkuboinnin jdlkeen 37°C:ssa valkoisia
pesdkkeitd poimitaan ja miniseulotaan kdyttden BamHI- ja
SalI/XbaI-kaksoispilkontoja oikeiden inserttien ldsndolon
ja orientaation varmistamiseksi. LEU2-geeni on samassa

orientaatiossa kuin pFBY74:n ampR.

pFBY74 on symmetrinen, LEU2:n sis&ltdmd kaksimikroni-

plasmidi, joka menettdd bakteeriset sekvenssit hiivassa.

Esimerkki 15: Plasmidien pMK18 ja pMK19 konstruointi:

Kaksi symmetristid 2-mikroniplasmidia, jotka menettdvat

bakteerisekvenssit hiivassa ja sisdltdvit GAPFLp-hirudii-

nin ekspressiokasetin ja CUPl-geenin

2 ug plasmidia pFBY4 katkaistaan EcoRI:11&. Saatu DNA-
fragmentti ajetaan preparatiivisella 0,8 %:isella aga-
roosigeelills, leikataan irti ja puhdistetaan ElutipD’-
kromatografian avulla (Schleicher und Schiill, Dassel,
Saksa). Fragmentti tehddi@n seuraavaksi tasapdiseksi 1
yksik611d T4-polymeraasia, kun l&dsnd on 0,05 mM kutakin
dATP, dCTP, 4dGTP ja 4dTTP, 30 min. kuluessa 37°C:ssa. Poly-
meraasi lampdinaktivoidaan 65°C:ssa 10 min. kuluessa.
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Suunnilleen 30 ng fragmenttia ligoidaan yhdess3 0,4 pmoo-
lin kanssa fosforyloimatonta SallI-linkkerid, jolla on
sekvenssi GGTCGACC, ja 1 mM kanssa ATP:t&, 0,5 yksikd1lli
T4-ligaasia 3 tunnin ajan huoneenl&dmp&tilassa. Ligaatio-
seosta kdytetddn transformoitaessa kompetentteja E. coli
DHSaF! —soiuja (Hanahan, D.: J. Mol. Biol. 166 (1983),
557, Jja solut maljataan LB-alustalle, joka sisdltdad am-
pisilliinid. Ampisilliiniresistentit pes&kkeet poimitaan
ja analysoidaan katkaisemalla niiden plasmidi-DNA Sall:-
118 SalI-linkkerin osoittamiseksi aikaisemmassa EcoRI-
kohdassa. Saatua plasmidia nimitetddn pMK2:ksi.

2 ug pMK2:ta katkaistaan BamHI:11&. 5'-fosfaattiryhmét
poistetaan 500 yksik611ld BAP:td (naudan alkalinen fosfa-
taasi) BAP-puskurissa 65°C:ssa 30 min. kuluessa. Fragment-
ti ajetaan preparatiivisella 0,8 %:isella agaroosigeelil-
14, leikataan irti ja puhdistetaan ElutipD’-kromatografian
avulla. Fragmentti tehddidn sen jdlkeen tasapdiseksi kuten
edelld on kuvailtu. 2 ug FBY5:ttd katkaistaan Sall:1ll4d.
1,1 ke fragmentti, joka sisdltdd GAPFLp-hirudiinin eks-
pressiokasetin erotetaan 0,8 %:isella agaroosigeelillsd,
puhdistetaan ja tasapdistetddn T4-polymeraasin avulla
kuten edelld on kuvailtu. Suunnilleen 22‘ng kutakin val-
mistetuista fragnmenteista ligoidaan yhdessd ja ligaa-
tioseos transformoidaan kompetentteihin DH5aF'-soluihin
kuten edelld on kuvailtu. Ampisilliiniresistenttejad pe-
sdkkeitd poimitaan ja analysoidaan kdyttden PstI:td oike-
an insertin l3#sniolon varmistamiseksi ja orientaation
mddrittidmiseksi. Muodostettuja plasmideja nimitetd&n tun-
nuksilla pMK12 ja pMK13. pMK12 sisdltdd GAPFLp-hirudiinin
ekspressiokasetin kddnteisessd orientaatiossa verrattaes-
sa URA3-geeniin, kun taas pMK13 sisiltdd vastaavat geenit

samassa orientaatiossa.

2 pug pFBY74:84 katkaistaan SnaBI:11d. 5'-fosfaattiryhmdt
poistetaan BAP:114 ja saatu DNA-fragmentti puhdistetaan
0,8 %:isella agaroosigeelilld ja ElutipD’-kromatografialla
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kuten edelld on kuvailtu. 2 pg pMKl2:ta katkaistaan Sa-
1Tr:118. 2,3 ke fragmentti, joka sisdltdd GAPFLp-hirudiini
—ekspressiokasetin ja URA3~geenin, geelipuhdistetaan ja
tasapdistetddn kuten edelld on kuvailtu. Suunnilleen 20
ng kumpaakin, katkaistua pFBY74:83 ja pMKl2-fragmenttia
ligoidaan yhdessd ja transformoidaan kompetentteihin E.
coli DHSaF' -soluihin kuten edelld on kuvailtu. Ampisil-
liiniresistentit pesdkkeet analysoidaan katkaisemalla
plasmidi-DNA SalT:11d ja NcoI:11ld oikean insertin varmis-
tamiseksi ja orientaation mddrittdmiseksi. Kaksi plasmi-
dia saadaan, pMK14 ja pMK15. Ero ndiden kahden plasmidin
vdlilld on siind, ettd ensin mainitussa GAPFLp-hirudiini-
ekspressiokasetilla on kddnteinen ja jdlkimmdiselld sama

orientaatio verrattaessa LEU2-geeniin.

2 ug pMKl4:sta katkaistaan SalIl:11d. 5'-fosfaattiryhmdt
poistetaan BAP:11d8 ja DNA-fragmentti geelipuhdistetaan
kuten edelld on kuvailtu. Fragmentti tehdddn sen jdlkeen
tasapdiseksi T4-polymeraasin avulla. 2 ug pHE105:ttad
(esimerkki 1) katkaistaan KpnI:11ld. 940 ep fragmentti,
joka sisdltdd CUPl-geenin oma promoottori mukaanlukien,
erotetaan 1 %:isella agaroosigeelilld, puhdistetaan ja
tehdddn tasapdiseksi T4-polymeraasin avulla kuten edelld
on kuvailtu. Suunnilleen 20 ng kutakin valmistettua frag-
menttia ligoidaan yhdessd T4-ligaasin avulla kuten on
kuvailtu. Ligaatioseosta kdytetddn DH5aeF'-solujen trans-
formointiin. Ampisilliiniresistentit pesdkkeet poimitaan
ja niiden plasmidi-DNA analysoidaan kdyttden BamHI:td
oikean insertin l&dsndolon ja orientaation varmistamisek-
si. Saatuja plasmideja nimitetddn tunnuksilla pMK18 ja
pMK19 (kuviot 4 ja 5). Ero niiden kahden v&1illi on sii-
nid, ettd ensin mainitussa CUPl-geenilld on sama orientaa-
tio ja jadlkimmdisessd kddnteinen orientaatio verrattaessa

GAPFLp-hirudiinin ekspressiokasettiin.



10

15

20

25

30

35

42

Esimerkki 16: Plasmidien pMK26 ja pMK27 konstruointi:
Kaksi symmetristd 2-mikroniplasmidia, jotka menettavit
bakteerisekvenssit hiivassa ja sisdltdvdt CUP1-hirudiinin
ekspressiokasetin ja CUPl-geenin

2 ug pMK2:ta (esimerkki 15) katkaistaan BamHI:11la. 5'-
fosfaattiryhmdt poistetaan 500 yksik611ld BAP:td (naudan

alkalinen fosfataasi) BAP-puskurissa 65°C:ssa 30 min.

kuluessa. Fragmentti ajetaan preparatiivisella 0,8
%:isella agaroosigeelilld, leikataan irti ja puhdistetaan
ElutipD-kromatografialla (Schleicher und Schiill, Dassel,
Saksa). Fragmentti tehdddn sen jdlkeen tasapdiseksi 1
yksik611d T4-~polymeraasia, kun ldsnd on 0,05 mM kutakin
ryhmdstd 4dATP, dCTP, dGTP ja 4dTTP 30 min. ajan 37°C:ssa.

Polymeraasi lé@mpdinaktivoidaan 65°C:ssa 10 min. ajan.

2 ug pPFY53:a (esimerkki 2) katkaistaan SalI:11&4. 1,3 ke
fragmentti, joka sis&ltidi CUPl-hirudiini-ekspressiokase-
tin, erotetaan 0,8 %:isella agaroosigeelilld, puhdiste-
taan ja tehd#in tasapidiseksi T4-polymeraasin avulla kuten
edelld on kuvailtu. Suunnilleen 20 ng kutakin valmistet-
tua fragmenttia ligoidaan yhdessd, kun ldsnd on 1 mM
ATP:td, 0,5 yksik6lld T4-ligaasia 3 tunnin kuluessa huo-
neenldmpdtilassa. Ligaatioseosta kdytetddn transformoi-
taessa kompetentteja E. coli DH5aF' -soluja (Hanahan, D.:
J. Mol. biol. 166 (1983), 557) ja solut maljataan LB-
alustalle, joka sisdltdd ampisilliinid. Ampisilliini-
resistentit pesdkkeet poimitaan ja analysoidaan kdyttden
XbaI:td oikean insertin ldsndolon varmistamiseksi ja
orientaation midrittidmiseksi. Muodostettuja plasmideja
nimitetddn tunnuksilla pMK3/1 ja pMK3/2. pMK3/1l sisdltad
CUP1lp-hirudiini-ekspressiokasetin samassa orientaatiossa
verrattaessa URA3-geeniin, kun taas pMK3/2 sisdltda vas-

taavat geenit kddnteisessd orientaatiossa.

2 ug pFBY74:d33 katkaistaan SnaBI:11d. 5'-fosfaattiryhmdt
poistetaan BAP:11d ja saatu DNA-fragmentti puhdistetaan
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0,8 %:isella agaroosigeelilld ja ElutipD-kromatografialla
kuten edelld on kuvailtu. 2 ug pMK3/2:ta katkaistaan Sal-
I:114. 2,6 ke fragmentti, joka sisdltdd CUPlp-hirudiini-
ekspressiokasetin ja URA3-geenin, geelipuhdistetaan ja
tasapdistetddn kuten edelld on kuvailtu. Suunnilleen 20
ng kumpaakin, katkaistua pFBY74:d3 ja pMK3/2-fragmenttia
ligoidaan yhdessd ja transformoidaan kompetentteihin E.
coli DH5aF! -soluihin kuten edelld on kuvailtu. Ampisil-
liiniresistentit pesdkkeet analysoidaan katkaisemalla
plasmidi-DNA SalI:114 ja NcoI:11d oikean insertin varmis-
tamiseksi ja orientaation mddrittédmiseksi. Kaksi plasmi- .
dia saadaan, pMK5x1 ja pMKS5x2. Ero ndiden kahden plasmi-
din vdlilld on siind, ettd ensin mainitussa CUPlp-hiru-
diini-ekspressiokasetilla on k&&nteinen ja jalkimmidisellad

sama orientaatio verrattaessa LEU2-geeniin.

2 ug pMKS5x1:td katkaistaan SalI:114. 5'-fosfaattiryhmidt
poistetaan BAP:114 ja DNA-fragmentti geelipuhdistetaan
kuten edelld on kuvailtu. Fragmentti tehdd&n sen jdlkeen
tasapdiseksi T4-polymeraasin avulla. 2 pg pHE105:tta
(esimerkki 1) katkaistaan KpnI:11ld. 940 ep fragmentti,
joka sisdltdd CUPl-geenin oma promoottori mukaanlukien,
erotetaan 1 %:isella agaroosigeelilld, puhdistetaan ja
tehdddn tasapdiseksi T4-polymeraasin avulla kuten edelld
on kuvailtu. Suunnilleen 20 ng kutakin valmistettua frag-
menttia ligoidaan yhdessd T4-ligaasin avulla kuten on
kuvailtu. Ligaatioseosta kdytetdan transformoitaessa E.
coli DHSaF' -soluja. Ampisilliiniresistentit pesidkkeet
poimitaan ja niiden plasmidi-DNA analysoidaan kayttéden
BamHI:td oikean insertin ldsndolon ja orientaation var-
mistamiseksi. Saatuja plasmideja nimitet&&n tunnuksilla
pMK26 ja pMK27 (kuviot 6 ja 7). Ero ndiden kahden plasmi-
din vdlilld on siinid, ettd ensin mainitussa CUPl-geenilla
on sama orientaatio ja jdlkimm&iselld kd&nteinen orien-

taatio verrattaessa CUPl-hirudiini-ekspressiokasettiin.
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Mikro-organismien tallettaminen

Seuraavat mikro-organismikannat talletettiin the Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen'iin (DSM), Mascheroder Weg

1b, D-3300 Braunschweig (talletusnumerot ja talletuspdi-

vamddrdt esitetty):

Saccharomyces cerevisiae H449

Saccharomyces cerevisiaeHT462/TH3
coli JM109/pDP34

coli DHSaF'/pFBY2

coli DH5aF'!'/pFBY4

coli DH5aF'/pFBYS

oli DH5aF'/pFBY29

([N e T o s I ]

Q
[N

DSM
DSM
DSM
DSM
DSM
DSM
DSM

4413
7190
4473
6271
6272
6273
6275

18.2.1988
22.7.1992
14.3.1988
14.12.1990
14.12.1990
14.12.1990
14.12.1990
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Sekvenssiluettelo
(1) Yleistiedot:

(i) Hakijat
(A) Nimi: CIBA-GEIGY AG
(B) Katuosoite: Klybeckstr. 141
(C) Kaupunki: Basel
(E) Maa: Sveitsi
(F) Postinumero: 4002
(G) Puhelin: +41 61 69 11 11
(H) Telefax: + 41 61 696 79 76
(I) Telex: 962 991

(A) Nimi: UCP Gen-Pharma AG
(B) Katuosoite: Kraftstrasse 6
(C) Kaupunki: Ziirich

(E) Maa: Sveitsi

(F) Postinumero: 8044

(ii) Keksinndn nimitys: Menetelmd peptidien valmistami-

seksi

(iii) Sekvenssien lukumddrd: 6
(2) Informaatio Sekvenssille n:o: 1:
(i) Sekvenssiominaisuudet:

(A) Pituus: 1318 emdsparia

(B) Tyyppi: nukleiinihappo

(C) Juosteisuus: yksinkertainen

(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: DNA (genominen)

(ix) Yksityiskohdat:

(A) Nimi/Selitys: sekal ominaisuus



(1ix)

(ix)
10

(ix)
15

20 (ix)

25

GGATCCCCAT

TTAAAACACT

ATTATTACTT

AAGACATTTT

CAAAAAGAGC

TATGGATTGT

(B) Sijainti:

1..6

46

(C) Muu tieto: /toiminto="BamHI-linkkeri"

Yksityiskohdat:
(A) Nimi/Selitys: promoottori
(B) Sijainti: 7..460

(C) Muu tieto: /standardi nimi="CUPl-promoottori"

Yksityiskohdat:
(A) Nimi/Selitys: CDS
(B) Sijainti: 461..646

(C) Muu tieto: /tuote="metallotioneiini"

Yksityiskohdat:

(A) Nimi/Selitys: terminaattori

(B) Sijainti:

647..1312

(C) Muu tieto: /standardi nimi="CUP1l transkription

terminaattorisekvenssi"

Yksityiskohdat:

(A) Nimi/Selitys: sekal ominaisuus

(B) Sijainti:
(C) Muu tieto:

TACCGACATT

TTTGTATTAT

CACCACCCTT

TGCTGTCAGT

GATGCGTCTT

CAGAATCATA

TGGGCGCTAT

TTTTCCTCAT

TATTTCAGGC

CACTGTCAAG

TTCCGCGGAA

TAAAAGAGAA

1313..1318
/toiminto="BamHI-1linkkeri®"

(xi) Sekvenssikuvaus: Sekvenssi n:o 1:

ACGTGCATAT GTTCATGTAT

ATATGTGTAT AGGTTTATAC

TGATATCTTA GCCTTGTTAC

AGATTCTTTT GCTGGCATTT

CCGTTCCAGC AAAAAAGACT

GCAAATAACT CCTTGTCTTG

GTATCTGTAT

GGATGATTTA

TAGTTAGAAA

CTTCTAGAAG

ACCAACGCAA

TATCAATTGC

60

120

180

240

300

360



ATTATAATAT CTTCTTGTTA GTGCAATATC ATATAGAAGT

AAAACAAACT GTACAATCAA TCAATCAATC ATCACATARA

ATT

Ile Asn

TGC

Cys Lys

TGT

Cys Asn

AAG AAG

Lys Lys

55

AACTATTTGC

GTTTGAGTAC

AATTAAGAAA

AAATTCTAGT

AAAAAARAAG

TGATACGAAC

ATTGATAAAT

TTC
Phe

AAT

Asn

AGC

Ser

TCA

Ser

CAA
Gln

AAT
Asn

10

AAT GAA

Asn Glu

25

GAC GAC

Asp Asp

40

TGC

Cys

TGTTTTTAAT

ACTTATGTAT

AGGAAATAAA

TTGCCTAACT

CTATTCATGG

GACATTCCTT

ATTCTGCAAG

Gln

GAA
Glu

GGT
Gly

CAT

His

CAA TGC CAA

Cys Gln

AAA TGC CCC

Lys Cys Pro

45

TCT GGG
Gly
60

Ser Lys

TTTTAAAAGG

TTTGTTTAGA

GTATCTCCAT

TACAACTCTG

TACCCGCTGC

TAATTGCTAA

GTGTTCCTTT

47

GAG
Glu

TGC
Cys

15
ARA TCA
Lys Ser

30
TGC GGT

Cys Gly

CAA
Gln

TGT
Cys

Asn

ATG
Met

TTC
Phe

TGC CAA

Cys Gln

AGC TGC

Ser Cys

TCT
Ser

50

Lys

AGC GAA

Ser

TGT
Cys

CCA
Pro

35

GAA
Glu

CATCGAAATA GATATTAAGA

TTA

Glu Leu

GGT
Gly
20

AGC

Ser

ACG
Thr

GGG
Gly

GAA
Glu

ACC
Thr

TGAAACCGCG GGTCTTTAAT ATATTCATCT

AGAAGGAAGT

TACTTTGTTA

ATGTCGCCCC

TATAGAATCC

TGAAAACCTA

CGATTTAAAA

CTACTTGCCA

TTAATCGACG
ATTTATAGGT
AAGAATAAAA
CCAGATTTCG
TCTCCGATAC
iTACTGGAAA

GTAAATTTAA

ATTCTACTCA

ATACGTTAAT

TATTATTACC

AATAAAAAAA

CTGCCTCTAT

CGCAAGCAAA

CCAAAATTGA

420

475

523

571

619

673

793

853

973

1033

1093
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AAGTCTGATA GAAACCTTGA CTATGGGCGT GAGTAATACA GTAGACTTAT ATTTTCATGA

CAACGAAGTC AGAAAAGAAT GGARAGACAC TTTAAATTTT ATCAATACCA TTGTTTATAC

AAATTTTTTC CTTTTTGTTC AAAACGAATC CTCTTTGTCC ATGGCAGTTC AACATTCTTC

TAACAACAAT AAGACCTCGA ACTCTGAAAG ATGTGCAAAG GATCC

(2) Informaatio Sekvenssille n:o: 2:

10
(i) Sekvenssiominaisuudet:
(A) Pituus: 61 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
15

(ii) Molekyylityyppi: proteiini
(x1) Sekvenssikuvaus: Sekvenssi n:o 2:

Met Phe Ser Glu Leu Ile Asn Phe Gln Asn Glu Gly His Glu Cys Gln
1 5 10 15

Cys Gln Cys Gly Ser Cys Lys Asn Asn Glu Gln Cys Gln Lys Ser Cys
20 25 30

Ser Cys Pro Thr Gly Cys Asn Ser Asp Asp Lys Cys Pro Cys Gly Asn
35 40 45

Lys Ser Glu Glu Thr Lys Lys Ser Cys Cys Ser Gly Lys
50 55 60
(2) Informaatio Sekvenssille n:o: 3:
35 (i) Sekvenssiominaisuudet:

(A) Pituus: 1082 emdsparia
(B) Tyyppi: nukleiinihappo

1153

1213

1273

1318
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(C) Juosteisuus: yksinkertainen
(D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: DNA (genominen)

(ix) Yksityiskohdat:

(A) Nimi/Selitys: sekal ominaisuus
(B) Sijainti: 1..6

(C) Muu tieto: /toiminto="BamHI-linkkeri"

(ix) Yksityiskohdat:

(A) Nimi/Selitys: promoottori
(B) Sijainti: 7..432

(C) Muu tieto: /standardi nimi="CUPl-promoottori"

(ix) Yksityiskohdat:

(A) Nimi/Selitys: sekal ominaisuus
(B) Sijainti: 433..441

(C) Muu tieto: /toiminto="EcoRI-linkkeri®"

(ix) Yksityiskohdat:
(A) Nimi/Selitys: sig_peptidi
(B) Sijainti: 442..492
(C) Muu tieto: /standardi_ nimi="PHO5-signaalisek-

venssi®

(ix) Yksityiskohdat:
(A) Nimi/Selitys: valmis peptidi
(B) Sijainti: 493..690

(C) Muu tieto: /tuote="desulfatohirudiini"/standar-

di_nimi="Hvi®*

(ix) Yksityiskohdat:

(a) Nimi/Selitys: terminaattori
(B) Sijainti: 691..1068

(C) Muu tieto: /standardi_nimi="PHO5-terminaattori"



(ix) Yksityiskohdat:
(A) Nimi/Selitys: sekal ominaisuus
(B) Sijainti: 1069..1082
(C) Muu tieto: /toiminto="SalI-linkkeri"

(ix) Yksityiskohdat:

10

GGATCCCCAT. TACCGACATT TGGGCGCTAT ACGTGCATAT GTTCATGTAT GTATCTGTAT

TTAAAACACT TTTGTATTAT TTTTCCTCAT ATATGTGTAT AGGTTTATAC GGATGATTTA

ATTATTACTT
AAGACATTTT
CAAAAAGAéC
TATGGATTGT

ATTATAATAT

(A) Nimi/Selitys: CDS

50

(B) Sijainti: 442..690
(C) Muu tieto: /tuote="primddritranskripti"

CACCACCCTT
TGCTGTCAGT
GATéCGTCTT
CAGAATCATA

CTTCTTGTTA

TATTTCAGGC TGATATCTTA GCCTTGTTAC TAGTTAGAAA

CACTGTCAAG AGATTCTTTT

TTCCGCTGAA CCGTTCCAGC

TAAAAGAGAA GCAAATAACT

GTGCAATATC ATATAGAAGT

AARACAAACT

GCC
Ala

GGT
Gly
10

AAC

Asn

GCT
Ala

CAA
Gln

AAG
Lys

TCT

Ser

AAC

Asn

TGT
Cys

GTGAATTCAA

TTG

Leu

TTG

Leu

ATC
Ile

GCC
Ala

TGT
Cys

TTG
Leu
30

Asn

TTG
Leu
15

GGT
Gly

ATG
Met
-17

GCA

Ala

TGT
Cys

TCT

Ser

TTT AAA

Phe

GTT
val

GAA
Glu

GAC
Asp

Lys
-15

GTT

Val

GGT
Gly

GGT
Gly

TCT

Ser

TAC
Tyr

TCT

Ser

GAA
Glu
35

GTT
Val

ACC
Thr

AAC
Asn
20

Lys

GCTGGCATTT CTTCTAGAAG
AAMAAAAGACT ACCAACGCAA
CCTTGTCTTG TATCAATTGC

CATCGAAATA GATATTAAGA

GTT
Val

GAC

Asp

GTT
Val

Asn

TAT
Tyr

TGT
Cys

TGT
Cys

CAA
Gln

TCA
Ser
-10

ACC

Thr

GGT
Gly

TGT
Cys

ATT
Ile

TTA

Leu

GAA
Glu

TCT

Ser

CAA
Gln

GGT
Gly
25

GTT ACC
Val Thr
40

60

120

180

240

300

360

420

471

519

567

615
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GGT GAA GGT ACC CCA AAG CCA CAA TCT CAC AAC GAC GGT GAC TTC GARA

Gly Glu Gly Thr Pro Lys Pro Gln Ser His Asn Asp Gly Asp Phe Glu
45 50 55

GAA ATC CCA GAA GAA TAC TTG CAA TAGGATCCTG GTACGTTCCT CAAGGTGCTC

Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln

60 65

GTGTCTACAC CGAAAAATTC CAATGTTCTA ACGACACCTA CGTCAGATAC GTCATTAACG

ATGCTGTTGT TCCAATTGAA ACCTGTTCCA CTGGTCCAGG GTTCTCTTGT GAAATCAATG
ACTTCTACGA CTATGCTGAA AAGAGAGTAG CCGGTACTGA CTTCCTAAAG GTCTGTAACG
TCAGCAGCGT CAGTAACTCT ACTGAATTGA CCTTCTACTG GGACTGGAAC ACTACTCATT
ACAACGCCAG TCTATTGAGA CAATAGTTTT GTATAACTAA ATAATATTGG AAACTAAATA

CGAATACCCA AATTTTTTAT CTAAATTTTG CCGAAAGATT AARATCTGCA GCCAAGCTIGG

TCGAC
25
(2) Informaatio Sekvenssille n:o: 4
(i) Sekvenssiominaisuudet:
30 (A) Pituus: 82 aminohappoa
(B) Tyyppi: aminohappo
(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: aminohappo
35

(xi) Sekvenssikuvaus: Sekvenssi n:o 4:

663

717

177

837

897

957

1017

1077

1082
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Met Phe Lys Ser Val Val Tyr Ser Ile Leu Ala Ala Ser Leu Ala Asn
-17 =15 -10 -5

Ala Val Val Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gln Asn Leu Cys Leu
1 5 10 15

Cys Glu Gly Ser Asn Val Cys Gly Gln Gly Asn Lys Cys Ile Leu Gly
20 25 30

Ser Asp:Gly Gld Lys Asn Gln Cys Val Thr Gly €lu Gly Thr Pro Lys
35 40 45

Pro Gln Ser His Asn Asp Gly Asp Phe Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr
50 55 60

Leu Gln
65

(2) Informaatio Sekvenssille n:o: 5

20
(i) Sekvenssiominaisuudet:
(A) Pituus: 28 emdsparia
(B) Tyyppi: nukleiinihappo
(C) Juosteisuus: yksinkertainen
25 (D) Topologia: lineaarinen

(ii) Molekyylityyppi: DNA (genominen)

(ix) Yksityiskohdat:
30 (A) Nimi/Selitys: sekal ominaisuus
(B) Sijainti: 1..28

(C) Muu tieto: /toiminto="aluke PCR:&aan"

(xi) Sekvenssikuvaus: Sekvenssi n:o 5:
35

GGATCCATTA CCGACATTTG GGCGCTAT
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(2) Informaatio Sekvenssille n:o: 6

(i) Sekvenssiominaisuudet:
(A) Pituus: 30 emdsparia
(B) Tyyppi: nukleiinihappo
(C) Juosteisuus: yksinkertainen

(D) Topologia: lineaarinen
(ii) Molekyylityyppi: DNA (genominen)
(ix) Yksityiskohdat:
(A) Nimi/Selitys: sekal ominaisuus
(B) Sijainti: 1..30
(C) Muu tieto: /toiminto="aluke PCR:d&n"

(xi) Sekvenssikuvaus: Sekvenssi n:o 6

GAATTCACAG TTTGTTTTTC TTAATATCTA
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd polypeptidin tuottamiseksi, jossa menetel-
mdssd hiivakantaa viljellddn kompleksisessa kasvualustas-
sa, tunnettu siitd, ettd kanta sisdltdid genomissaan vain
yhden toiminnallisen CUPl-geenin, ja sisdltdid hiivan kak-
simikroni-perdisen plasmidin, joka sis&dltdd toiminnalli-
sen CUPl-geenin ja polypeptidin ekspressiokasetin, ja
tuotettu polypeptidi eristetddn; jolloin kasvualustaan

lisdtddn CUPl-promoottorin indusoiva mddrd kuparisuolaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, tunnettu
siitd, ettd polypeptidin ekspressiokasetti kdsittdd hii-
vapromoottorin, joka on toimivasti kytketty hiivan sig-
naalipeptidid koodittavaan ensimmdiseen DNA-sekvenssiin,
joka on kytketty oikeassa lukukehyksessd polypeptidid
koodittavaan toiseen DNA-sekvenssiin, Jja DNA-sekvenssin,

joka sis&dltdd hiivan transkription lopetussignaalit.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd promoottori on hiivan CUPl-promoottori tai

hiivan GAPFL-promoottori.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd polypeptidi on heterologinen polypeptidi.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd polypeptidi on desulfatohirudiini.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd polypeptidi on desulfatohirudiinin muunnelma
HV1.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd hiivakanta on Saccharomyces cerevisiae.
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8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd hiivakanta on yhden tai useamman proteaasin

suhteen vajavainen.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, tunnettu
siitd, ettd hiivakannalta puuttuu CUPl-geenituoteaktiivi-

suus.

10. Hiivan kaksimikroni-perdinen hybridiplasmidi, tunnet-
tu siitd, ettd se sisdltdd toiminnallisen CUPl-geenin ja

polypeptidin ekspressiopkasetin.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd polypeptidin ekspressiokasetti koostuu
hiivapromoottorista toimivasti kytkettynd hiivan signaa-
lipeptidid koodittavaan ensimmdiseen DNA-sekvenssiin,
joka on kytketty oikeassa lukukehyksessd polypeptidid
koodittavaan toiseen DNA-sekvenssiin, ja DNA-sekvenssin,
joka siséltéé hiivan transkription lopetussignaalit.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd promoottori on GAPFL tai hiivan CUP1-
promoottori; signaalipeptidid koodittava DNA-sekvenssi on
hiivan invertaasin, a-tekijdn, feromonipeptidaasin
(KEX1), "tappajatoksiinin" tai repressoituvan happamen
fosfataasin (PHO5) geenin signaali- ja preprosekvenssi
tai Aspergillus awamorin glukoamylaasin signaalisek-

venssi; ja DNA-sekvenssi, joka sisdltdd hiivan transkrip-
tion lopetussignaalit, on hiivageenin 3'-pddn viereinen
sekvenssi, joka sisdltdi oikeat signaalit transkription

lopetukselle ja polyadenylaatiolle.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd polypeptidi on desulfatohirudiini.

14. Patenttivaatimuksen 11 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd se sisdltdd 1082 ep BamHI/SalI-fragmen-
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tin, joka sisdltdd CUPl-promoottorin, PHO5-ohjaussekvens-
sin, hirudiinigeenin ja PHOS5-terminaattorin, esitettyni
Sekvenssi 3:ssa; tai patenttivaatimuksen 11 mukainen hii-
vaplasmidi, tunnettu siitd, ettd se sisdltdi 1311 ep Bam-
HI-fragmentin, joka sis&dltdd CUPl-promoottorin, CUPl:n
kooditusalueen ja CUPl-terminaattorin, esitettynid Sek-

venssi l:ssé.

15. Patenttivaatimuksen 11 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd se sisdltdd tdydellisen kaksimikroni-
DNA:n,

16. Patenttivaatimuksen 11 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd se on symmetrinen ja siitd puuttuvat

bakteerisekvenssit.

17. Patenttivaatimuksen 11 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd se sisdltdi 1-3 lisdksi tulevaa poly-

peptidin ekspressiockasettia.

18. Patenttivaatimuksen 11 mukainen hiivaplasmidi, tun-
nettu siitd, ettd se sisdltdd yhden lisdksi tulevan tran-

skriptionaalisen ACEl-aktivaattorin ekspressiokasetin.

19. Hiivakanta, tunnettu siitd, ettd se sisdltidi vain
yhden toiminnallisen CUPl-geenin genomissa ja k&sittdd
hiivan hybridiplasmidin, joka sisdltdd polypeptidin eks-

pressiokasetin ja toiminnallisen CUPl-geenin.

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen hiivakanta, tunnettu
siitd, ettd siltd puuttuu genominen CUPl-geenin tuoteak-

tiivisuus.

21. Patenttivaatimuksen 19 mukainen hiivakanta, tunnettu
siitd, ettd se sis&1td4i patenttivaatimuksen 11 mukaisen

hiivaplasmidin.
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Figure 7/7
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