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Ilmentidmisjarjestelmidt, joissa kdytetddn hyvaksi
autolysoivia fuusioproteiineja ja
uusi pelkistdvi polypeptidi
Expressionssystem som anvidnder sig av
autolyserande fusionsproteiner och

en ny reducerande polypeptid

Tamd keksinté liittyy polypeptidin ilmentdmisjarjestelmiin, jotka vaa-
tivat edeltdjdtuotteen pilkkoutumisen, ja proteaaseihin kaytettdviksi
tdllaisissa jarjestelmissa. Tamid keksinté liittyy lisdksi uuteen poly-
peptidiin, joka kykenee pelkistamididn dikloori-indofenolia ja hapettu-
nutta glutationia, DNA:han, joka koodaa uutta polypeptidid, vektorei-
hin, jotka sis&ltdvit tdllaista DNA:ta, isdntiin, jotka on transformoi-
tu tidllaisilla vektoreilla ja farmaseuttisiin koostumuksiin, jotka
sisiltavat tatd polypeptidii. Lisdksi tadmid keksinté liittyy myds tdmidn
polypeptidin monoklonaalisiin vasta-aineisiin ja menetelmdédn polypep-
tidin eristidmiseksi ja puhdistamiseksi kayttimidllia t4llaista vasta-

»

ainetta.
Tekniikan taso

Potyvirukset on ryhmid viruksia, joista jokaisella on yksisidikeinen
RNA-genomi, jossa on noin 10.000 emdstd ja joka tartuttaa kasveja,
kuten Solanaceae-perhe. Potyvirus-genomille on tunnusomaista erittdin
pitkd avoin lukukehys tai ORF (= Open Reading Frame) [Dougherty, W.G.
and Hiebert, E. (1980), Virology 101: 466-474; Allison, R. et. al. ‘
(1986), Virology 154: 9-20]. Yksittaisten ORF:ssd koodattujen proteii-
nien ilmentdmiseksi, luettu polyproteiini on merkitty kahdentyyppisella
proteaasilla, joista molemmat on koodattu ORF:ssi [Dougherty, W.G. ja

Carrington, J.C. (1988), Ann. Rev. Phytopath. 26: 23-1439,
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Tobacco etch virus (TEV) kuuluu Potyvirusperheeseen ja tami virus tuot-
taa tumainkluusioita (nuclear inclusions), jotka voidaan varjati try-
paanisiniselld tarttuneissa soluissa. Tumainkluusiot muodostuvat ilmei-
sesti kahdenlaisesta proteiinista, joista toinen on osoittautunut ole-
van virusproteaasi ja joka on merkitty Nuclear Inclusion a tai Nla

[J. Virol., 61: 2540-2548 (1987)].

Potyvirusten Nla-proteaasit tunnistavat ja halkaisevat peptidisekvens-
sin, joka sisidltaid jonkin seuraavista: Gln-Gly, Gln-Ser ja Gln-Ala ja
uskotaan, ettd tami sekvenssi on heksameerinen ja ettd se esiintyy
kyseenomaisen NIla:n C-pdidtteessd polyproteiinissa. Halkaisu tapahtuu

kahden jdinnoksen vidlissid, joista edelld esitetyt dimeerit koostuvat.

TEV:n ja TVMV:n taydelliset genomiset sekvenssit (TVMV = Tobacco Vein
Mottling Virus), joka TVMV on toinen Potyvirusperheen jédsen, on mdari-
telty ja homologiatutkimus on léytanyt naiden virusten NIa:t niiden
kyseenomaisissa genomeissa [Virology, 154: 9-20 (1986); Nucleic Acid
Res., 1l4: 5417-5430 (1986)].

Clover Yellow Vein Virus tai CYVV on myds Potyvirus. Toistaiseksi aino-
astaan geeni, joka esiintyy CYVV-genomin 3’-piddtteessd yhdessd padllys-
tysproteiinin kanssa, jota se koodaa, on sekvenssoitu [Uyeda, I. et al
(1991), Intervirol. 32: 234-245]. Genomin NIa-alueen rakennetta ei ole

ajikaisemmin madritetty eiki vastaavaa Nla:ta ole eristetty.

Ulkoisten proteiinien tuotanto ilmentdmisjédrjestelmilli voi olla suo-
raan etenevid kiyttamidlld alalla hyvin tunnettuja tekniikoita. On kui-
tenkin olemassa monia polypeptideja, joita ei helposti voida ilmentad
ulkoisissa jiarjestelmissi. Ongelmana saattaa olla se, ettid polypeptide-
j&a ei voida ilmentdid suurissa miadrissd ja tatd ei voida yleensid korjata
ainoastaan sijoittamalla sididtidva geeni yldvirtaan. Saattaa myés olla
niin, ettd posttransskriptisia tapahtumia, jotka ovat valttamdttomit

taysikypsdn muodon saamiseen, ei esiinny tai ne menevit vikaan.
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Esimerkiksi monet eukaryoottiset polypeptidit luetaan ensin N-pddte-
metioniinilla, joka sen jidlkeen poistetaan tdysikypsdn muodon saami-
seksi. Tami# kisittely ei voi tapahtua prokaryooteissa, joten vaihto-
ehtoisia keinoja ilmentimisen saamiseksi piti léytdi. Erddssd sellai-
sessa tekniikassa haluttu ulkoinen proteiini yhdistet&ddn maltoosia
sitovaan proteiiniin tai glutationi-S-transferaasiin, esim. puhdista-
malla ilmaistu fuusioproteiini ja sitten pilkkomalla proteaasilla,
kuten Xa-tekijdlls, enterokinaasilla tai trombiinilla. T&mdn hankalan
menetelmidn piddhaittana on, ettd se vaatii kaksi puhdistusvaihetta, mika

johtaa péd4tuotteen oleelliseen menetykseen.

US-patentti nro 5,162,601 esittidd TEV-proteaasin kiytdén polyproteiinin
valmistuksessa, jossa on kytkentidsekvenssit jokaisen proteiinin vidlis-
sd, jonka sen halutaan ilmentdvin, kuten ihmisen tPA. Tam# patentti
esittds kuitenkin ainoastaan sen multigeenin kloonausta, joka koodaa
titd polyproteiinid isantddn. Ei esitetd mitddn proteolyyttisesti hal-

kaistun loputuotteen ilmentdmisestid tai puhdistamisesta.

Happea aineenvalhduntaenergiaa varten saadaan yleensd hapetusaineiden
muodossa soluympidristossda. Aktiveitu muoto, jossa happea kiytetdidn on
yleisesti vapaa radikaali, kuten superoksidi (0,7), peroksidi (H,0,) tai
hydroksiradikaali (OH"), joista kaikki pelkistetddn veden (H,0) muodos-
tamiseksi kdytén jalkeen. Happikaasu on itsessdin hyvin hapettavaa,
mutta termii "aktivoitu happi" kiytetddn tdssi, sellaisesta hapesta ja
sellaisista happea sisiltdvistd molekyyleistid, joilla on wvahvempi ha-
pettava kyky kuin ilmakehdn hapella. Aktivoidun hapen vahvin muoto on
vapaa radikaali, joka on molekyyli tal atomi, jolla on yksi tai useampi

pariton elektroni.

Vapaaradikaalit ovat tyypillisesti epdstabiileja ja jos niitd ei sopi-
valla tavalla kontrolloida, ne voivat pilata lipideji, proteiineja ja
nukleiinihappoja. Siksi, wvaikka aktivoitu happi on olennaista eliamille,
se on myds mahdollinen terveysvaara ja sitd pitad kontrolloida hyvin
tarkkaan. Jopa erittdin pienissid maidrissi aktivoitu happi voli aiheuttaa

sairauksia korkean reaktiivisuutensa takia. Tamin tuloksena eliviat
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organismit eivat j&4 henkiin, jos niillid ei ole puolustusmekanismia

aktivoitua happea vastaan.

Soluymparistossad aktivoidun hapen sijainnit, mddrit ja tuottoajat on
huolellisesti balansoitava solun kykyyn neutralisoida siihen liittyva
vaara. Tamd kyky saadaan tyypillisesti puolustusmekanismista, joka
kiyttdd omia antioksidanttejaan tai antioksidointientsyymejddn. Tamin
keksinnén yhteydessid "antioksidantti" on yleinen nimi luonnollisesti
esiintyvidstid aineesta, joka kykenee estidmididn tai inhiboimaan lipidien
auto-oksidoinnin, esimerkiksi. Termid "antioksidaatioentsyymi" kayte-
tadn yleisesti entsyymistd, joka katalysoi reaktion, joka eliminoi
aktivoitua happea, jolloin termi “antioksidoiva vaikutus" rakennetaan

tamdn mukaisesti.

Ylimidarii aktivoitua happea muodostuu lukuisissa epdnormaaleissa olo-
suhteissa kuten esim. kun henkilé on stressaantunut, kiayttdd huumeita,
tupakoi, leikataan kirurgisesti, saa elinsiirrdnnidisen tai jos hian
kirsii iskemiasta, joka johtuu aivo- tai sydaninfarktista. Nami suuret
middridt ovat enemmin kuin mit4d kehon kontrollijdrjestelmit pystyvat
eliminoimaan niin, etti ylimidarid aktivoitua happea voi aiheuttaa lisigi
haittaa keholle ja vakavasti vaurioittaa normaaleja soluja. Tamin tu-
loksena tullut nk. hapettava stressi on vastuussa monista sairaus-

tiloista.

Esimerkiksi, kun kyseessi on arterioskleroosi, ominaispainoltaan mata-
laspesifisten lipoproteiinien ldsndoloa, joka on hapetettu aktivoidulla
hapella, pidetidn sairautta aiheuttavana [Steinberg, D. (1983), Arte-
riosclerosis 3, 283-301]. Hapettava stressi on myds havaittu laheisesti
liittyvdn sellaisten mekanismien syyhyn ja vaikutukseen, jotka liit-
tyvit aineenvaihduntahidiridihin sekid sokeritautiin liittyviin veren-
kiertohdirioéihin [Kondo, M. ed., "Approaches from Modern Medicine (4)

Free Radicals", Medical View Pub., pp. 138-146].

Aktivoitu happi liittyy my6és muihin patologisiin tiloihin kuten:

iskeemiset taudit (reperfuusiotaudit, iskeeminen syddntauti, aivo-
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iskeemia, iskeeminen enteriitti ja vastaavat), turvotus, verisuonten
liikaldpidisevyys, tulehdus, mahan limakalvon taudit, akuutti haimatu-
lehdus, Crohnin tauti, vatsahaava, maksataudit, Paraquatin tauti, keuh-
koilmapséhsd, kemiallisista aineista johtuva syépid, pahanlaatuinen etidis-
pesdke, aikuisen hengityshiiriésyndrooma, hajasirotteinen verisuonten
sisidinen koagulointi (DIC), kaihi, keskosten verkkokalvosairaus, auto-
immuuniset taudit, porfyriini-verisyys, hemolyyttiset taudit, Valimeren
anemia, Parkinsonin tauti, Alzheimerin tauti, epilepsia, ultravioletti-
sdteilystd johtuvat taudit, radioaktiivisesta sdteilystd johtuvat tau-

dit, paleltumat ja palovammat.

Useita puolustusmekanismeja on sekd solujen sisdpuolella ettid ulkopuo-
lella pelkastaan siihen tarkoitukseen, ettd eliminoidaan fysiologisesti

tuotettua aktivoitua happea.

Solun sisdisten antioksidanttien ja antioksidatiivisten entsyymien
kuten niiden, jotka on annettu seuraavassa, tiedetddn kidsittelevidn ja
eliminoivan aktivoitua happea. Esimerkiksi katalaasia esiintyy peroksi-
someissa ja tamid entsyymi pelkistdid ja poistaa vetyperoksidia. Gluta-
tioniperoksidaasia on sytoplasmassa ja mitokondreissa ja tdmi entsyymi
pelkistis ja poistaa myrkyllisyyden vetyperoksidista ja lipidiperoksi-
deista pelkistetyn glutationin ldsndollessa. Transferiini, ferritiini
ja laktoferriini esimerkiksi inhiboivat aktiivisen hapen tuottoa stabi-
loimalla rautaioneja, kun taas seruloplasmiinilla on samanlainen funk-
tio kupari-ionien yhteydessd. Lisidksi superoksidi-dismutaasi, jota on
l4sn4 sytoplasmassa ja mitokondreissa, katalysoi superoksidien pelkis-
tadmisen vetyperoksidin muodostamiseksi, jolloin vetyperoksidia silloin
eliminoituu esim. katalaasin vaikutuksesta. Lisdksi, C- ja E-vita-
miinit, pelkistetty glutationi ja muut matalamolekyyliset yhdisteet

kykenevit mydés pelkistdmididn ja eliminoimaan aktiivista happea.

Toisaalta tadllaiset aineet kuten solun ulkopuolinen superoksidi-dismu-
taasi, solun ulkopuolinen glutationi-peroksidaasi ja pelkistetty gluta-
tioni on solun ulkopuolisessa ymparistdéssd ja niillid on samanlaisia

vaikutusmalleja kuin edelld luetelluilla solun sisdisilli vastaavilla
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aineilla. Verrattuna solun sisdiseen tilanteeseen solun ulkopuolisia
antioksidantteja ja antioksidatiiveja entsyymeji on kuitenkin vihemmin
erityyppisid ja ainoastaan pieni osa niistad saa aikaiseksi solun ulko-

puolista antioksidatiivista vaikutusta.

Pelkistetylld glutationilla on tarked vaikutus siind, ettd se yllapitaa
pelkistetyn tilan solujen sekd sisd- ettd ulkopuolella ja se esitetdian
seuraavalla kaavalla. Glutationin keksi ensin hiivassa de-Rey-Pailhade
v. 1888 ja myshemmin se nimettiin glutationiksi sen jilkeen kun Hopkins

eristi sen yhdisteena v. 1921.

H 0O HO
l I 1

HOOC - G- CH, - CH, - C-NH- C - G-NH- CH, - COOH
l I
NH, CH,

l

SH

Glutationi muodostuu kolmesta aminohaposta: glutamiinihaposta, kyste-
iinistd ja glysiinistd. Kahden glutationimolekyylin tioliryhmit voidaan
hapettaa disulfidisidoksen muodostamiseksi aktivoidun hapen lisniolles-

sa, siten pelkistiden aktivoidun hapen.

Glutationia muodostuu pddasiassa maksassa ja se kiertdd kehossa plasman
kautta. Normaalissa kehossa glutationi on ldhes kokonaan pelkistetyssi
ﬁuodossa. Kun hapetetun muodon mddrdt suurenevat, silloin glutationi-
reduktaasin vaikutus regeneroi pelkistettyd muotoa nikotiiniamidi-
adeniini-dinukleotidi-fosfaatin ldsniollessa (NADPH). Siten pelkistetty
glutationi suojaa solun membraania hapettavilta taudeilta ja toimii
pelkistamalls aktivoitua happea ja vapaaradikaaleja. Tamidn antioksida-
tiivisen ominaisuuden tuloksena pelkistetty glutationi suojaa myds

radioaktiivisuuden vaikutuksilta ja on kayttoékelpoinen terapeuttisena
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liddkkeend kaihia vastaan. On myds dskettdin raportoitu, ettd pelkiste-
tyn glutationin systeemiset arvot pelkistyvdt AIDS-potilaissa, miki
yleensid on merkki siitd, ettd pelkistetyn glutationin merkitys kehossa
on erittdin tdrked. Epidnormaaleissa tiloissa aktivoidun hapen miidri voi
kuitenkin olla niin suuri, ettd kidytdnnollisesti katsoen kaikki gluta-
tioni on hapetetussa tilassa niin, ettd aktivoitu happi ei poistu niin

nopeasti kuin mahdollista.

Ihmisen tioredoksiini on toinen esimerkki aineesta, jolla on erilaisia
fysiologisia vaiktuksia sen pelkistdvdn vaikutuksen takia seki solujen
sisd- ettd ulkopuolella. Ihmisen tioredoksiini (tunnettu myés ihmisen
T-solu-leukemiasta johdettuna tekijini ADF) kloonattiin tekijini, joka
kykeni saamaan aikaan interleukiini 2 reseptoreita (IL-2R) aikuisen
T-solu-leukemian solulinjoissa. Se on tiolista riippuvainen reduktaasi,
jossa on kaksi kysteiinijddnnésta aktiivisessa paikassa ja se kykenee

pelkistédmiian aktivoitua happea ja vapaita radikaaleja.

IL-2 reseptorien sisadllyttdmisen lis&ksi ihmisen tioredoksiini myés:
edesauttaa solun kasvua B-solukannassa 3B6, joka on Epstein-Barr-
viruksen (EBV) tartuttama; suojaa kasvaimen kuoliotekijai (TNF =

tumor necrosis factor) vastaan, joka on johdettu monosyytti-alkuperii-
sestd solulinjasta U937; ja suojaa neutrofiilien huonontamia verisuon-
ten endotelisoluja vastaan. Lisdksi solun sisdisessi ymparistdssd ihmi-
sen tioredoksiini vaikuttaa transkriptiotekijéihin NFkB, JUN ja FOS
pelkistdvian vaikutuksensa ansiosta siten edesauttaen DNA:ta sitovaa
vaikutusta ja mahdollistaen sen vaikutusta transkriptiovaikutuksen
lisdamiseksi. Ihmisen tioredoksiinia kehitetddn tdlld hetkellda suoja-
aineeksi radioaktiivisuussairauksia vastaan, kuten myds terapeuttiseksi
ladkkeeksi reperfuusiotauteja varten, reuman tapaista niveltulehdusta
ja tulehduksia vastaan, joita kaikkia tauteja vastaan voidaan sucjau-
tua, koska sill4d on kyky suojella solun huonontumista vastaan sen pel-

kistdvdn vaikutuksen ansiosta.

Kuten edelld on kuvattu, on fysiologisesti erittdin tidrkedts yllapitai

sek3 solun sisidiset ettd ulkopuoliset ympiristét pelkistetyssa tilassa



eliminoimalla aktivoitua happea ja vapaita radikaaleja. Uskotaan, etti on
monia vield tuntemattomia antioksidantteja ja antioksidatiiveja entsyymeji
sekd solun sisd- ettd ulkopuolella, joilla on merkitysta aktivoidun hapen
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hoidossa kuten sellaisten, joita edelld on kuvattu.

Keksinnén vhteenveto

Tamdn keksinnén ensimmidisend kohteena on saada aikaan uusi proteaasi,
nukleotidisekvenssi, joka koodaa titi proteaasia, vektori, joka sisial-
tdd DNA-sekvenssin, joka koodaa tdtd proteaasia ja isdntisolu, joka on

transformoitu mainitulla vektorilla.

Tamidn keksinnén toisena kohteena on saada aikaan DNA, joka koodaa mie-
lenkiinnon kohteena olevaa proteiinia ja myés koodaa uutta proteaasia
ylavirtaan mainitusta proteiinista, sekvenssi kahden mainitun sekvens-
sin vdlill4, joka vield koodaa peptidii, joka voidaan halkaista maini-
tulla proteaasilla, jolloin kaikki nidmi sekvenssit ovat samassa avoi-
messa lukukehyksessd. Kohteena on myds saada proteiini, jota mainittu
DNA koodaa, kuten myés vektori, joka sisdltdd mainittua DNA:ta ja il-
mentdmisjdrjestelmd, joka kiasittda mainitun vektorin, jolloin mainittua
vektori kykenee replikoitumaan autonomisesti sopivassa isdntidsolussa,
kuten kasittdmialld nukleotidisekvenssin, joka vaaditaan autonomiseen

replikointiin.

Vaihtoehtoisesti tamén keksinnén ensimmaisenid kohteena on saada nukleo-
tidisekvenssi, joka koodaa uutta polypeptidis, jolla on pelkistidvii
vaikutusta in vivo. Kohteena on myds saada sellainen DNA, joka koodaa
peptidi&, joka kykenee pelkistidmiddn diloori-indofenolia ja hapetettua

glutationia.

Téamén keksinnén lisdkohteena on saada rekombinanttivektori, joka kasit-

t44 edelld mainittua DNA:ta, jolloin mainittu vektori kykenee toistu-
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maan autonomisesti sopivassa isintasolussa kuten sillid tavalla, etti

sill4 on emdssekvenssi, joka mahdollistaa autonomisen replikoinnin.

Lisdksi tédmidn keksinnoén lisdkohteena on saada isdntidsolu-mikro-
organismi, joka on transformoitu edelld mainitulla rekombinanttivekto-
rilla. Kohteena on myds saada edellidmainittu peptidi ilmentdmistuottee-
na transformoidusta isédntisolusta ja saada monoklonaalinen vasta-aine

peptidid vastaan.

Olemme nyt tunnistaneet ja kloonanneet uuden CYVV-proteaasin (NIa) ja
olemme yllittien havainneet, ettd on mahdollista kayttidd CYVV Nla:ta
osana fuusioproteiinia, joka voidaan ilmaista sellaisissa is&nnissd
kuten E. coli ja joka sallii fuusioproteiinin suurien midrien tuottami-
sen, joka voi itsehalkaistua halutun ulkoisen proteiinin saamiseksi.
CYVV Nla -geeni voidaan stabiilisti yllapitidsa ja ilmaista Escherichia
colissa ja ilmaistut Nla:t ylladpitdvit aktiivisuutensa erityisend
proteaasina myés silloin, kun proteiini muodostaa osan fuusioproteii-

nista.

Olemme myés loéytdneet DNA:ta, joka koodaa uutta polypeptidii, joka
kykenee pelkistamiddn dikloori-indofenolia {myés tunnettu dikloori-
fenoli-indofenolina, 2,6-dikloori-indofenolina tai 2,6-dikloori-4-

[ {4-hydroksifenyyli)imino]-2,5-sykloheksadien-1-onina) ja hapetettua
glutationia, jolloin mainittu polypeptidi voidaan saada suurissa mii-
rissa kidyttidmillad sopivaa geenitekniikkaa. Tdmd polypeptidi on erityi-
sen kiayttokelpoinen sellaisten tilojen hoidossa, joita aiheuttaa tai
jotka liittyvat hapettavaan stressiin tai mihin vaan sairauteen, jonka
aktivoitu happi aiheuttaa kuten arterioskleroosi, diabetes ja iskeemi-
set taudit (mukaanlukien reperfuusiotaudit, iskeemiset sydintaudit,

aivoiskeemia ja iskeeminen enteriitti.

Siten tdmidn keksinnén ensimmiisen suoritusmuodon mukaisesti saadaan po-
lynukleotidisekvenssi, jossa mainittu sekvenssi kasittidi, 5'-3'-suun-

nassa ja samassa avoimessa lukukehyksessi:
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a) sekvenssin, joka koodaa clover yellow vein -viruksen Nuclear
Inclusion a -proteiinia tai sen mutanttia tai muunnelmaa, jolla
on samanlainen proteolyyttinen spesifisyys kuin clover yellow

vein -viruksen Nuclear Inclusion a -proteiinilla;

b) sekvenssin, joka koodaa peptidid, jonka mainittu clover yellow
vein -viruksen Nuclear Inclusion a -proteiini tai sen mutantti

tal muunnelma voi tunnistaa ja halkaista;
c) ainakin yhden sekvenssin, joka koodaa polypeptidij.

Esilld olevalla keksinn6llid saadaan myos sekvenssi, joka koodaa clover
yellow vein -viruksen Nuclear Inclusion a -proteiinia tai sen mutanttia
tal muunnelmaa, jolla on samanlainen proteolyyttinen spesifisyys kuin

clover yellow vein -viruksen Nuclear Inclusion a -proteiinilla.

Talla keksinnélld saadaan myds vektori, varsinkin ilmentamisvektori,

joka sisdltdsd edelld mainitun sekvenssin.

Tdlla keksinnélld saadaan vielsa lisaksi isdntd, joka on transformoitu
edelld mainitulla vektorilla kuten myés ilmentdmisjdrjestelmid, joka
k&sitt4d mainitun isdnndn ja mainitun ilmentadmisvektorin ja myds poly-

peptidi, jota tidllainen ilmentimisjarjestelmid tuottaa.

Keksinnén vaihtoehtoisessa suoritusmuodossa saadaan ensimmiisen suori-
tusmuodon mukaisesti polynukleotidisekvenssi, joka koodaa polypeptidii,
jossa on aminohapposekvenssi, jossa on ID-sekvenssin 12 aminohapot
1-526 tai joka koodaa mainitun polypeptidin mutanttia tai muunnelmaa
silld edellytyksella, ettd polypeptidi, jota nukleotidisekvenssi koo-
daa, kykenee pelkistamdin dikloori-indofenolia ja hapetettua glutatio-

nia.

Saadaan myds vektori, varsinkin ilmentamisvektori, joka sis4ltidsa sek-

venssin, joka on maidritelty edelli.
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Talla keksinndlli saadaan vield isdntd, joka on transformoitu edelli
mainitulla vektorilla, kuten my6s ilmentidmisjdrjestelmd, joka kidsittai
mainitun isidnnidn ja mainitun ilmentdmisvektorin ja myds polypeptidi,

jota ilmentamisjadrjestelmid tuottaa.

Keksinnélld saadaan myds edellid oleva polypeptidi kiytettiviaksi tera-
piassa, kuten my6és sellaisen polypeptidin kiayttd sairaustilojen hoidos-
sa ja ennalta ehkidisyssd, jota aiheuttaa tai jotka liittyviat hapetta-
vaan stressiin, tai johonkin sairauteen, jota aktivoitu happi aiheut-

taa, ja farmaseuttiset koostumukset, jotka kasittaviat tidta polypepti-

dia.

Saadaan viela vasta-aine, varsinkin monoklonaalinen vasta-aine, ja sen
ekvivalentit polypeptidiad vastaan ja keksinnollid saadaan vielsd lisdksi
menetelmd tdllaisen vasta-aineen valmistamiseksi ja menetelmi polypep-

tidin puhdistamiseksi, jossa kiaytetadn vasta-ainetta.

Piirustusten lvhyvt kuvaus

Tatd keksintéd kuvataan piirustuksiin nidhden, joissa:

Kuvio 1 on CYVV-cDNA:sta eristetyn Nla-alueen cDNA:n restriktio-
entsyymikartta;

Kuvio 2 on pKNI5'-plasmidin rakenne, joka sisaltdsa NIa:n 5'-alueen;

Kuvio 3 esittaid pKNIS5IL-plasmidin rakenteen, joka sisidltidi osan

IL-111-geenistd ja NIa:n 5'-alueen;

Kuvio 4 ndyttdd primeereitd, joita kidytettiin 5'IL-DNA-fragmentin val-
mistamiseksi ja jossa NIa-geenin 3’'-padte ja IL-ll-geenin 5’'-pddte on

yhdistetty;

Kuvio 5 esittas CIN3-DNA-fragmentin ja IL5'DNA-fragmentin fuusion
PCR:11l4;
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Kuvio 6 esittdid pKSUN9-plasmidin rakenteen;
Kuvio 7 on pUCKM31l-7-restrikticentsyymikartta;

Kuvio 8 on pUCKM31l-7:n ja pcD-31:n 3'-padtteiden nukleotidisekvenssien

vertailudiagrammi;
Kuvio 9 on pSR @31-7:n rakennediagrammi,

Kuvio 10 on diagrammi histidiiniheksameerii koodaavan sekvenssin sisil-

lyttimisestd pUCKM31-7:44n;
Kuvio 11 on pMAL31-7:n rakennediagrammi;

Kuvio 12 on dikloorifenoli-indofenolia pelkistdvdn vaikutuksen ana-

lyysidiagrammi; ja
Kuvio 13 on hapetetun glutationia pelkistivdn vaikutuksen miiritys.

Keksinnén yksityiskohtaipnen kuvaus

Tatid keksintéd kuvataan ensin viittaamalla tidmidn keksinnén ensimmiiseen
suoritusmuotoon, mutta seuraava keskustelu sopii myés keksinnén toiseen
suoritusmuotoon, jos el ole selvii, ettd keskustelu ei sovellu toiseen

suoritusmuotoon.

Huomautetaan, ettd on edullista keksinnén mukaiselle polynukleotidi-
sekvenssille yleisesti ottaen, ettd se on DNA:n muodossa ja kun siihen
viitataan tissi, se on tdstid syystd yleisesti DNA. Kuitenkin ndihin
viittauksiin sisdltyy myoés RNA, kun niin sopii. RNA ei ole niin edulli-
nen, koska sen kidyttdéd rajoittaa kiaytanndélliset syyt. Esim. mRNA:ta
voidaan ilmentdd xenopus-varhaismunasoluissa tai vehnian itujen lysaat-
tijarjestelmissd, mutta kumpikaan ndistid ei ole kaytdnnéllinen fuusio-

proteiinin suurten middrien tuottamiseen talaudellisesti.
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Tdssd kaytettynd texmi "peptidi" tarkoittaa mitd vain molekyyliia, joka
kdsittad 2 tai useampia aminohappoja, jotka on liitetty peptidisidok-
sella. Sellaisenaan termiin kuuluvat oligopeptidit, polypeptidit ja
proteiinit. Termi "fuusioproteiini" liittyy mihin vain yksittidiseen
polypeptidiin, joka on saatu yhdistamdlla kaksi tai useampi muu pepti-

disekvenssi.

Huomautetaan mydés, ettd keksinnén mukainen sekvenssi on edullinen kak-
sisdikeisend ja ettd esilld olevaan keksintéén mydés kuuluu antisense-
sekvenssi, joka vastaa keksinnoén mukaista sekvenssia. Keksinnén mukai-
sessa kaksisaikeisessd (tai ds) sekvenssissd on tai ei ole yksi tai

kaksi "tarttuvaa" paitid, jossa tapauksessa antisense- ja sense-sdikei-

den ei vilttamdtti tarvitse tarkkaan vastata toisiaan.

Proteiini, jota sekvenssi koodaa, joka on tunnistettu edelli kohdassa
a), on tarkoitettu halkaisemaan peptidi, jota koodaa edellid oleva sek-
venssi b) polypeptidin tai polypeptidien vapauttamiseksi, joita koodaa
sekvenssi kohdassa ¢) edellsd, kun keksimnén mukainen sekvenssi ilmais-

taan sopivalla ilmentdmisjarjestelmilla.

Fuusioproteiinin halkaiseminen voi tapahtua koska vain sen jalkeen, kun

edella olevat kohtien a) ja b) sekvenssit on luettu. Sellaisenaan huo-
mataan, ettd polypeptidii, jota koodaa kohta c¢) edella, el tarvitse
taysin lukea ennen halkaisua. Kiytinndssia kuitenkin olemme havainneet,
ettd ainakin osa fuusioproteiinista, vaikkakaan ei piiosa, on tiysin

luettu ennen halkaisua.

Run edelld oleva sekvenssi c) koodaa useampaa kuin yhtid polypeptidii,
on vidlttimiténti koodata enemmin halkaisusekvensseji jokaisen koodatun
polypeptidin valilla, jos ei esim. toivota, ettd saadaan halkaisematon

polypeptidien fuusiomoninaisuus.

Jos edelld oleva sekvenssi c) koodaa enemmin kuin yhta polypeptidii,
silloin sekvenssille voidaan tehdi transkriptioymparisté. Heikentynees-

s& prosessissa keksinnoén mukaisen mRNA-sekvenssin transkriptio pysahtyy
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ennen kuin koko mRNA:ta on luettu niin, ettd polypeptideja, joita on
koodattu ldhempdnd sekvenssin 3’-pdidtd tuotetaan pienemmidssi miAridssi
kuin niitd, joita on koodattu lihempidnd 5’'-pdatd. Heikentyminen ei

yleisesti attaen ole ongelma paitsi silloin, kun useita polypeptideji

koodataan ja/tal polypeptidit ovat hyvin pitkia.

Yleensd on myds edullista, ettd edelld oleva sekvenssi c¢) koodaa aino-
astaan yhtd polypeptidia, jos ei haluta valmistaa useita peptideji
kaytettdvidksi yhdessid tai kun ndmid useat polypeptidit ovat sulautuneet
yhteen. Muuten on vidlttdmidténtsd eristds yksittdiset polypeptidit hal-
kaisun jilkeen ja tadmd vol olla haitallista ja tuhlata lopputuotetta

puhdistusmenetelmilla.

Kun kuitenkin edelld oleva sekvenssi c) koodaa useampaa kuin yhtid poly-
peptidiid ja on halkaisusekvenssi jokaisen koodatun polypeptidin v&4lil-
14, silloin halkaisusekvenssejid ei valttdmatta tarvitse tunnistaa .
CYVV-NIa:1la. Kaikki, mikid on vidlttidmiténtd halkaisusekvenssille sek-
venssin a) ja sekvenssin b) 5'-pdadyn vdlilld on, ettd ne tunnistetaan
proteaasilla, jota sekvenssi a) koodaa. Kun halutaan tai on hyvdksytta-
v&3 sallia, ettd fuusioproteiini itseliukenee useiden polypeptidien
valmistamiseksi, silloin mikd vain lisihalkaisusekvenssi voidaan tun-
nistaa proteaasilla, jota kohdan a) sekvenssi koodaa. Sellaiset sek-
venssit voidaan kuitenkin wvalita niin, ettid ne voidaan halkaista muilla
tavoilla niin, ettd fuusioproteiini halkaistaan sen Nla-osalla trans-
kription jdlkeen NIa:n ja polyproteiinin saamiseksi. NIa voidaan sitten
poistaa ja polyproteiini voidaan halkaista Xa-tekij4lla tai trypsiinil-
14.

Edelli olevan sekvenssin b) koodaama halkaisupeptidi (siihen viitataan
myos nimells “halkaisusekvenssi" ja "halkaisupeptidi") voi olla sek-
venssi, joka kokonaan tai osittain kidsittdi jomman kumman sekvensseis-
td, joita sekvenssit a) ja c) koodaa ("NIa" tal "proteaasi" ja "poly-
peptidi®). Siten halkaisupeptidin N-pddte voidaan myds sisallyttas
proteaasin C-pdidte sekvenssiin, kun taas halkaisupeptidin C-padteosa

voidaan sisdllyttdd polypeptidin N-pddteosaan. Silloin halkaisupepti-
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dilld ei ole mitddn itsendistd olemassaoloa ja proteaasin tunnistus-

paikka tehdaan proteaasin C-pdatteestd ja polypeptidin N-pddtteests.

Halkaisupeptidi voidaan myds sisdllyttdd ainoastaan osaan proteaasia
tai polypeptidii. Jos ndin on, halkaisupeptidin N-pdidte normaalisti
sigdllytetddn proteaasin C-pdidteosaan ja polypeptidin N-péditeosa
liitetaadn joko suoraan halkaisusekvenssiin tai polypeptidin ja liitan-

tdaineen vdlilla on yksi tai useampi aminohappojddnnds.

Kun on yksi tai useampi aminohappojiddnnés halkaisusekvenssin ja prote-
aasin ja/tai halkaisusekvenssin ja polypeptidin vililla, silloin til-
laisten jadnnoésten lukumddridn ja laadun olisi oltava sellaisia, ettd ne
eivat estd proteaasin vaikutusta. Ylimddra aminohappojaidnnéksis poly-
peptidin N-piditteessd ei yleensd ole edullista silloin, kun nima jdan-
nékset on poistettava polypeptidin tdyskypsdn muodon saamiseksi.

On yleensid edullista, silloin kun se on mahdollista ja kun muuta ei
sanota, kasitelld halkaisupeptidid niin, ettd saadaan halutun proteii-
nin tidyskypsd muoto halkaisemalla fuusioproteiini. On kuitenkin tdysin
mahdollista saada proteiini, jossa on Gly, Ser tai Ala liittyneena
N-paidtteeseen, esimerkiksi, ja ndmid voidaan poistaa sopivan aminopepti-

daasin vaikutuksesta, jos halutaan.

Joskus on toivottavaa koodata proliinia halkaisusekvenssin ja polypep-
tidin N-paatteen valilli. T&alléin jadnnoksia voidaan halkaista pro-

liinijaiannékseen asti aminopeptidaasin P wvaikutuksella (3.4.11.9) esi-
merkiksi, mutta ei sen yli. Sen sijaan proliinijdidnndés voidaan sitten
poistaa proliini-iminopeptidaasin vaikutuksesta tayskypsén proteiinin

saamiseksi. Tami muodostaa keksinnén edullisen suoritusmuodon.

Sekvenssi a) koodaa proteaasia, joka kykenee halkaisemaan fuusioprote-

iinin, jota keksinnén mukainen sekvenssi koodaa. Tdssi keksinndéssi tami
proteaasi on clover yellow vein -viruksen Nuclear Inclusion a -proteaa-
si tal sen mutantti tai muunnelma, jolla on samanlainen proteolyyttinen

spesifisyys kuin clover yellow vein -viruksen Nuclear Inclusion a

-proteaasilla.
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Clover yellow vein -viruksen Nla-proteaasi koodataan nukleotidinume-
roilla 10-1311 sekvenssissd ID nro 1 sekvenssilistauksessa, kun taas
NIa:n primdirisekvenssi annetaan aminohapponumeroilla 4-437 sekvens-
silistauksen sekvenssissi ID nro 2. Nami sekvenssit ovat uusia ja muo-
dostavat osan tdstid keksinnésti, kuten myds niiden mutantit ja muun-

nelmat.

Nuclear Inclusion a:lla on proteolyyttistd aktiivisuutta, joka erityi-
sesti hydrolysoi peptidisidoksen seuraavien parien vililla: Gln-Ala,
Gln-Gly tai Gln-Ser substraattipeptidissa. Lisdksi olemme my6s havain-
neet, ettd Nla voi halkaista parin Gln-Val. Siten painvastoin kuin
muissa Potyvirus-perheen proteaaseissa olemme havainneet, etti
CYVV-NIa (viittaukset NIa:han tdssid pitdisi ymmart4i niin, etti ne
tarkoittavat CYVV-NIa, jos ei muuta sanota) voi halkaista sekvenssin
AsnCysSerPheGlnX, jossa X on mikd vain aminohappojddnndés, mutta varsin-

kin Gly, Ala, Val tai Ser, ja varsinkin Gly, Ala tai Ser.

Huomataan myoés, ettd peptidit, jotka kasittidvit sekvenssin AsnCysSer-
PheGlnX, voidaan halkaista NIa:lla, varsinkin kun sellainen sekvenssi
altistetaan steerisesti NIa:n vaikutukselle. Siten esilli olevalla
keksinnéll4d saadaan myds jdrjestelmd polypeptidin valmistamiseksi,
jossa polypeptidin edeltdja, joka sisaltasd sekvenssin AsnCysSerPheGlnX,
halkaistaan NIa:lla. Tédmid jdrjestelmd voi myds kdsittdsd muita kiasitte-

lyvaiheita, sopivasti, joko ennen tai jdlkeen NIa:1la tapahtuvaa hal-

kaisua.

Vaikka yleensid pidimme edullisena kayttad sekvenssii, joka koodaa luon-
nollisesti esiintyvaa Nla:ta (sekvenssi ID 2:n mukaisesti), tissd kek-

sinnossi kaytetadn yhtd hyvin NIa:n mutantteja tai muunnelmia.

Kuten on esitetty, proteaasilla pitdisi olla sama tai samanlainen spe-
sifisyys kuin luonnollisesti esiintyvdlld NIa:1la. Tidssi suhteessa
proteaasilla pitdisi yleisesti ottaen olla olennainen sekvenssihomolo-
gia aminohappojdadnndsten 4-437 kanssa sekvenssissia ID 2 paitsi, ettd

alan ammattihenkilélle on ilmiselvid3i, ettid olennainen muunnelma on mah-
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dollinen muuttamatta tunnistussekvenssii tai pelkistavidid aktiivisuutta

kayttékelpoisten arvojen alapuoclelle.

Yleisesti ottaen on niin, ettd minkd vaan annetun proteiinin aktiivi-
suus riippuu molekyylin tietyistd sdilyneistd alueista, kun taas muilla
alueilla on vain vdhidinen merkitys niiden erityiseen sekvenssiin ja
jotka kdytdnndllisesti katsoen voivat olla tdysin erilaisia. Siksi,
kuten edelld on esitetty, tidhan keksintédén kuuluvat variantit ja mutan-
tit sekvenssissid, joilla yhd on samanlainen spesifisyys siihen kuin
luonnollisesti esiintyvdlla Nla:1lla. Niihin muunnelmiin ja mutantteihin
kuuluvat esim. poistot, lisiykset, insertit, inversiot, toistot ja
tyyppisubstituoinnit (esim. yksi hydrofiilinen jZdnnds korvataan toi-
sella, mutta vahvasti hydrofiilistd osaa ei sadnnénmukaisesti korvata
vahvasti hydrofobisella osalla). Pienillid muutoksilla on yleisesti
ottaen vain pieni vaikutus aktiivisuuteen, jos ne eivit ole molekyylin
olennaisessa osassa ja sellaiset muutokset voivat olla geenimanipuloin-
nin sivutuotetta, esim. kun tuotetaan ylimdaraisii restriktiopaikkoja,
jos sellaista halutaan.

Yleensd ei ole mitaddn erityistd syytd muuttaa Nla:n rakennetta paitsi
olosuhteissa, jotka ovat selvii alan ammattihenkiléille. Tosiaan useim-
mat mutaatiot ja variaatiot joko aminohapossa tai koodaavassa sekvens-
sissd on uusien variaatioiden eristdmisen syytid alkuperdisessid villin-
tyyppisessd viruksessa. Siitd huolimatta vapauttavia ja myds vahingossa
tapahtuvia modifikaatioita ei voida poissulkea esilli olevasta keksin-
nostd silld edellytyksells, ettd proteaasilla on valttidmitdn spesifi-

syys ja riittavi proteolyyttinen vaikutus.

Tassi kéytéttyné termi "haitallinen vaikutus" tarkoittaa mitd vain
vaikutusta spesifisyyteen tai aktiivisuuteen, mikad tekee proteaasin
merkittidvasti tehottomammaksi kuin luonnollisesti esiintyva NIa, joka
on tunnistettu edelld siind mdarin, ettd aktiivisuus vahenee alle kayt-

tékelpoisen tason.
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Monia substituointeja, lisdyksid ja vastaavia voidaan suorittaa ja
ainoa rajoitus on se, etts se ei saa haitallisesti vaikuttaa aktiivi-
suuteen. Yleisesti ottaen haitallinen vaikutus aktiivisuuteen on aino-
astaan todenndkodista, jos 3-D (tertidirinen) rakenne NIa:ssa vaurioituu

vakavasti.

Termid "mutantit" kiytetddn tdssi poistoista, lisdyksistd, inserteisti,
inversioista ja aminohappojdidnnéksen korvaamisesta sekvenssissid, joka
ei haitallisesti vaikuta aktiivisuuteen. Esilli olevaan keksintéén
kuuluu lisdksi "muunnelmat", jolloin tdtad termid kaytetddn luonnolli-
sesti esiintyvdn CYVV NIa:n yhteydessd, joka laheisesti vastaa sekvens-
siid ID 2, mutta joka poikkeaa siitd tavalla, jota voidaan odottaa suu-
ressa populoimnissa. Tdhidn maaritelmidn kuuluu alleeli-variaatio ja ne
peptidit muista viljelmistd, joissa on samantyyppistd aktiivisuutta ja

joissa on siihen littyva sekvenssi.

Huomataan, ettei NIa:n eikid esilli olevan keksinnén toisen suoritusmuo-
don proteiinin tarvitse tdysin vastata sekvenssejid ID 2 ja ID 12. Ainoa
vaatimus on se, ettd kummallakin on haluttu vaikutus, jos polypeptidi

on ainoastaan fraktio koko luonnollisessa sekvenssissa tai jopa sellai-

sen fraktion mutantti tai variantti.

Eukaryoottien geenien, kuten interferonigeenin, sanotaan yleisesti ole-
van polymorfismisia [c.f., Nishi, T. et al. (1985) J. Blochem. 97,
153-159). T4mi polymorfismi on tuloksena joissakin tapauksissa, kun
yksi tai useampi aminohappo korvataan polypeptidissa kuten myss muissa
tapauksissa, joissa el ole mitdan muutoksia aminohapposekvenssissi,

paitsi nukleotidin substituutio.

Siten huomataan, ettd polynukleotidiid koodaavaa sekvenssii voidaan myés
modifioida halutulla tavalla silld edellytykselld, ettd silld ei ole
haitallista vaikutusta proteaasin aktiivisuuteen. Mielivaltaiset mutaa-

tiot ja muut muutokset voidaan suorittaa lisiaam4lla tai poistamalla
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restriktiopaikkoja, esim. jos muulla tavalla halutaan auttaa geeni-
manipulaatiota/ilmentamistd tal muuten tavanomaisesti parantaa NIa-

molekyylin modifiointia.

Termejd "mutantti" ja "variantti" kiytetddn myds tdssd, kun viitataan
polynukleotidisekvenssiin, ja tdllaiset viitteet pitaisi tehdd sopival-

la tavalla, mutatis mutandis. On huomattava, ettd vaikka peptidisek-

venssin mutantti tai variantti aina heijastuu koodaavaan nukleotidisek-
venssiin, padivastainen ei aina padde. Siksi saattaa olla mahdollista,
ettd nukleotidisekvenssi muuttuu olennaisesti (kts. keskustelu alla
olevan geneettisen koodin degeneraatiosta), vaikuttamatta peptidisek-
venssiin milldan tavalla. Sellaiset nukleotidisekvenssin mutantit ja

variantit ovat keksinnoén piirissai.

On esim. saatu selville, ettid proteiini, joka saadaan korvaamalla sys-
teiinikodoni interleukiini 2 (IL-2) geenissid seriinikodonilla, vield
kykenee ilmaisemaan IL-2 aktiivisuutta [Wang. A etal. (1984), Science
224: 1431-1433]. Siksi niin kauan kuin sekvenssi koodaa luonnollisesti
esiiﬁtyvéé tai synteettistd proteiimia, jolla on sopiva Nla-vaikutus,

se on tdmdn keksinnoén siszlla.

Geenid, joka koodaa keksinnén mukaista NIa:ta, voi alan ammattihenkild

helposti kiidnteiskisitelld sekvenssistd ID-2.

On huomattava, ettd mikd vain annettu kiinteiskisitelty sekvenssi ei
vialttdmdttd hybridisoidu hyvin tai ollenkaan milli vain annetulla tay-
dentdvalld sekvenssilla, joka on kidnteiskidsitelty samasta peptidista
geneettisen koodin degeneraatiosta johtuen. Tami on tavallinen tekija
alan ammattihenkilén arvioinneissa ja minkd vain annetun sekvenssin
degeneraatio on usein niin laaja, ettd on erittdin vaikeata syntetisoi-
da jopa lyhyt tiydentivi oligonukleotidisekvenssi, jotta se toimisi

koettimena luonnollisesti esiintyvidlle oligonukleotidisekvenssille.

Koodin degeneraatio on sellainen, ettd siind voi olla nelji tai useam-

pia mahdollisia kodoneita useimmin esiintyville aminohapoille. Siksi
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voidaan nahdi, ettid mahdollisten koodaavien sekvenssien lukumiddri mille
vain annetulle peptidille voi lisddntyd eksponentiaalisesti jddnnésten
lukumdsridllsa. Sellaisenaan on huomattava, ettd keksinnén mukaisen
NIa:n mahdollisten koodaavien sekvenssien lukumididrallid voi olla kuusi
tai usempia kuvioita. Voi kuitenkin my6és olla toivottavaa tasapainottaa
siihen liittyvdn ilmentdmisjidrjestelmdn mukainen G + C sisalto, ja
muita tekijoéita kuten myds koodifrekvenssi asianmukaiselle ilmentidmis-

jarjestelmdlle olisi yleisesti ottaen otettava huomioon.

Kuten edelld on esitetty, hybridisointi voi olla epdluotettava sekvens-
sihomologian indikaatio, mutta siiti huolimatta sekvenssit, joissa on
enemmdn kuin 50 %:n, edullisesti 70 %:n, ja edullisimmin 80 %:n homolo-
gia sekvenssin ID-1 kanssa, ovat yleisesti ottaen edullisia. Joka ta-
pauksessa olisi huomattava, ettd proteaasi, joka on midritelty, pitdisi

olla koodattuna.

Talla keksinnélld saadaan myds proteaasin yldvirrassa koodatun johto-
sekvenssin mahdollinen kaytté. Tdten voitaisiin esim. saada fuusiopro-
teiini ulkopuoliseksi isdnnastd ja keridtid kelluvaan osuuteen. Tuloksena
saadun ulosotetun fuusioproteiinin voitaisiin sitten antaa liueta itse
ja keratsd polypeptidi. Sellaisia signaalisekvensseji varten voidaan
kayttid mits vain sopivaa sekvenssia, varsinkin kun sellainen on eri-

tyisesti kehitetty tiettyd ilmentamisjirjestelmdi varten.

Esilld olevalla keksinnéllid saadaan myés vektoreita, jotka sisdltavit
tamdn keksinndén sekvenssin. Tamdn keksinnon mukaisesti kidytettaviksi
tarkoitettujen vektoreiden yleinen laatu ei ole kriittinen keksinnélle.
Yleisesti ottaen sopivat vektorit ja ilmentdmisvektorit ja niiden ra-
kenteet ovat selviid alan ammattihenkiléille ja ne voidaan valita juuri
sen mukaan mita kiyttdja haluaa saavuttaa sekvenssilld kuten kloonaa-

misen tai ilmentimisen.

Sopivat ilmentamisvektorit voivat perustua fageihin tai plasmideihin,
jotka molemmat yleisesti ottaen ovat isidntispesifisii, vaikkakin niiti

usein voidaan kisitelld sopiviksi muihin isantiin. Muihin sopiviin
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vektoreihin kuuluvat kosmidit ja retrovirukset ja mitkd vain muut kul-
jettimet, jotka ovat tai eivit ole spesifisid tietylle jiarjestelmidlle.
Sopivat kontrollisekvenssit, kuten tunnistus, promoottori, operaattori,
induktori, terminaattori ja muut sekvenssit ovat olennaisia ja/tai
kiayttdkelpoisia ilmentimisen sdidtimisessid ja ovat helposti ilmiselvii
alan ammattihenkiléille ja ne voivat olla sellaisia, jotka liittyvit
CYVV:hen tai kdytettyyn vektoriin tai ne voidaan johtaa mistd vain
muusta sopivasta lihteestd. Vektorit voidaan modifioida tai kisitells

milla vaan sopivalla tavalla.

Huomataan, ettid sekvenssi ID 2 on riittidvid sekvenssi koko NIa:n koodaa-
miseksi. Terminaattorit, promoottorit ja muut t&dllaiset kontrollisek-
venssit, joita halutaan, voidaan lisidtid esim. sitomisen helpottamisek-

si, sopivaan vektoriin tai ilmentimiseen tai seki etti.

Huomataan, ettd DNA-fragmentti, joka koodaa keksinnon mukaista Nla:ta,
yhdess4 minkid vaan fragmentin kanssa, joka koodaa halkaisusekvenssii ja
se, joka koodaa polypeptidid tai polypeptidejid voidaan helposti sisal-
lyttid sopivaan vektoriin. Ihannetapauksessa vastaanottovektorilla on
sopivat restriktiopaikat insertin helpottamiseksi, mutta blunt-end-
sidontaa voidaan kayttaa, vaikkakin t4md saattaa johtaa epidvarmuuteen
avoimessa lukukehyksessd ja insertin suunnassa. Sellaisessa tapauksessa
on testi-isintien asia siirtdid transfektoitu vektori vektoreiden valit-
semiseksi, joilla on vialttdmittomidt fragmentit sisdllytettynd oikeassa
suunnassa ja oikeassa ORF:ssid. Sen varmistamiseksi, ettd fragmentit
ovat oikeassa ORF:ssi saattaa olla toivottavaa luoda sekvenssien a),

b) ja c¢) rakenne, joka sitten voidaan suoraan sisdllyttdd vektoriin,
siten vdhentdmdlls mahdollista epivarmuutta halutun ilmentdmisvektorin
saamiseksi. Alan ammattihenkildét voivat valita sopivia vektoreita halu-

tun ilmentidmisjdrjestelmén mukaisesti.

Siirtamalla esim. E. colia saadulla plasmidilla valitsemalla transfor-
mantti ampisiliinillad tai muulla sopivalla tavalla ja lisi#milld tryp-
tofaania tai muuta sopivaa promoottorin induktoria (kuten indoliakryy-

lihappoa) voidaan ilmentdd haluttu fuusioproteiini. Ilmentémisen laa-
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juus voidaan analysoida SDS-polyakryyliamidigeeli-sahkéforeesilla
SDS-PAGE [Laemmli et el., Nature, (1970), 22, pp.680-685.

Huomataan myés, ettd kun kiytetddn toisenlaista vektoria, on yhti hy-
viksyttdvaid kdyttdd mitd vain sopivaa valinnan merkitsinti tai merkit-
sijoitad tai vaihtoehtoista valintamenetelmad tai kayttaa mita vain

sopivaa promoottoria, joka vaaditaan tai on sopiva.

Viljelyn jdlkeen, jos fuusioproteiini kerataan isdntdsoluista, trans-
formanttisolut kerdtdidn sopivasti, katkaistaan esim. sonikoidaan ja
suoristetaan. Katkaisu voidaan myés suorittaa sellaisilla tekniikoilla,
kuten entsymaattisella liuotuksella kayttamidllid esim. sellulaasia tai
ravistamalla aineella tai lasihelmilla, mutta yleensid sonikointi-
menetelmidt ovat edullisia, koska mit&dn ylimididrdisii ainesosia ei
tarvita. Tuloksena saadun kelluvan aineen polypeptidiaktiivisuus
voidaan analysoida ja halkaisutuotteet voidaan mdidrittdi esim.

SDS-PAGE:1la.

Tavanomainen proteilnipuhdistus on sopiva ilmentidmistuotteen saami-

seksi.

Esillid olevan keksimnnén DNA voidaan valmistaa eristamidllia RNA-genomi
clover yellow vein -viruksesta [Uyeda, I. et al. (1975) Ann. Phytopath.
Soc. Japan 41: 92-203]. Sopiva CYVV-lihde on American Type Culture
Collection No. PV 123, Joka tapauksessa clover yellow vein -virus

voidaan md4ritelld viruksena, joka aiheuttaa kuoliota Vicia fabassa.

Genominen RNA voidaan saada CYVV-hiukkasista, jotka on puhdistettu
tarttuneesta kasvista ja sitten kidnteis-transkriboida ja kaksisiikei-

nen cDNA voidaan valmistaa tunnetuilla menetelmilla.

Sen midrittiamiseksi, onko virus CYVV:n saman kannan mutantti tai va-
riantti, sekvenssihomologia on hyvd indikaattori. Monet Potyvirukset
ovat tunnettuja ja niiden tauteja aiheuttavat ominaisuudet vaihtelevat,

Se, muodostaako joku tietty virus erillisen perheenjdsenen perustuu
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viruksen pddllysproteiinien serologiseen suhteeseen ja aminihapposek-
venssien homologiaan. Siten viruksien, joilla on primédriset aminohap-
posekvenssit ja jotka jakavat 90 %:n homologian, uskotaan olevan samaa
kantaa, kun taas viruksia, joilla on primdidriset aminohapposekvenssit,
joilla on pienempi kuin 70 %:n homologia, pidetadn erillisini perheen-
jésenind [Shukla, D.D. and Ward, C.W. (1989), Arch. Virol. 106:
171-200]. Perustuen tédssd keksinndéssid kdytetyn CYVV-paallysproteiinin

erilaisiin ominaisuuksiin [Uyeda, I. et al (1991), Intervirol. 32:

234-245] CYVV tunnistetaan Potyvirusperheen riippumattomaksi jaseneksi.
Siksi mika vain virus, jonka pdillysproteiinin primdidrinen aminohappo-
sekvenssihomologia on 90 % tai enemmin tai miki vain virus, joka on
positiivinen ELISA:1la kiyttamdllid anti-CYVV-antiseerumia (esim.
American Type Culture Collection No. PVAS 123: clover yellow vein
-virus-antiseerumi) midritellddn olevan clover yellow vein -viruksen

kanta.

Erilaiset kasvilaadut, joilla CYVV voi kasvaa; ovat: Phaseolus vulga-

ris, Vicia faba ja Pisum sativum, varsinkin Vicia faba viljely Wase-

sorameme on edullinen.

Edullinen menetelmd virushiukkasten puhdistamiseksi kidsittdg tarttuneen
kasvin lehden tai lehtien homogenisoinnin tai poistamisen sopivassa
puskurissa, minkd jilkeen uutetaan orgaanisella liuottimella kuten
kloroformilla ja monta kertaa perdkkdin differentiaalisella sentri-

fugoinnilla ja sen jadlkeen sakkaroosin tiheysgradienttisentrifugoin-

nilla.

Erds tapa varmistaa, ettd saatu virushiukkanen on CYVV, on se, etta

tutkitaan virushiukkanen elektronimikroskoopilla. Toinen tapa on

inokuloida Vicia faba virushiukkasella sen havaitsemiseksi, jos oireita

ilmestyy.

Sopivia menetelmid genomisen RNA:n uuttamiseksi virushiukkasista on

guanidiini-tiosyanaatti/fenoli-menetelmd, guanidiini-tiosyanaatti/
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trifluoricesium-menetelmd ja fenoli/SDS-menetelma. Edullista on kuiten-
kin kayttdd alkaliinin sakkaroosi-tiheysgradienttisentrifugointi-
menetelmdd [Dougherty, W.G. and Hiebert, E. (1980), Virology 101:
466-474.,

Edelld kuvatulla tavalla saatu RNA voidaan sitten testata sen varmista-
miseksi, ettd se todella koodaa proteaasia lukemalla soluvapaassa luku-
jarjestelmidssd. Autolyysi (itseliuotus) voidaan sitten tunnistaa, kun
RNA tunnistaa enemmi#n kuin vain proteaasia kokonaislukutuotteessa moni-
toroimalla mitd vain lysaateissa saatujen tuotteiden molekyylipainojen
muutosta. Sellainen monitorointi voidaan suorittaa esim. anti-coat-

proteiinin vasta-aineen avulla,

Vaadittaessa, translaatiotuotteen tuottaminen voidaan suorittaa ajan
mydtd kdyttdmdllad anticoat-proteiinivasta-ainetta esim. genomisella

RNA:1la, joka luetaan ruiskuttamalla Xenopus laevis varhaismunasoluihin

{Gurdon, J.B. (1972), Rature 233: 177-182] tai kdyttdmidlls kanin reti-
kulosyyttii tai vehndn idun lysaattijiarjestelmi#si [Schleif, R.F. and
Wensik, P.C. (1981), in "Practical Methods in Molecular Biology",
Springer-Verlag, N.Y.].

Yksisadikeistd DNA:ta voidaan syntetisoida kiyttidmilli tidten saatua
genomista RNA:ta templaattina kdyttamdlli kidnteis-transkriptaasia ja
ds-cDNA voidaan syntetisoida yksisdikeisestd (ss) cDNA:sta standardi-
menetelmillsd. Sopivia menetelmid ovat Sl-nukleaasimenetelemid [Efstrati-
diatis, A. et al. (1976), Cell 7: 279-288: Okayama, H. and Berg, P.
(1982), Mol. Cell. Biol. 2:

161-170 and others], ja Land-menetelmd
[Land, H. et al. (1981) Nucleic Acids Res. 3, 2251-2266] ja 0. Joon Yoo
-menetelmd {Yoo, 0.J. et al. (1983), Proc. Natl. Adac. Sci. Usa 79,
1049-1953]. Erilaisista vaihtoehdoista edullista on kiyttdi Gubler
Hoffman -menetelmdi [Gubler, U. and Hoffman, B.J. (1083), Gene 25:
263-269].

Siten saatu ds-cDNA voidaan sisdllyttdd kloonausvektoriin, kuten plas-

midiin tai lamdhafagiin ja tuloksena saatu rekombinanttivektori trans-
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formoidaan sitten mikro-organismiin kuten Escherichia coliin. E. colin

kanta DH5a on erityisen edullinen. Transformantteja voidaan sitten
valita niiden vastustuskyvyn mukaan bakteeritauteja ailheuttavia aineita
vastaan, kuten tetrasykliini tai ampisiliini, alalla hyvin tunnetuilla

tekniikoilla.

Transformaatio voidaan esim. suorittaa Hanahan-menetelmilla [Hana-
han, D. (1983), J. Mol. Biol. 166: 557-580], jossa rekombinantti DNA-
vektori sisgllytetddn soluun, joka on tehty pateviksi kdsittelemills

kalsiumkloridilla, magnesiumkloridilla tai rubidiumkloridilla.

Sopivia menetelmid transformanttien valitsemiseksi, joilla on NIa DNA,

on esitetty seuraavassa.

(1) Seulonta koettimella

On toivottavaa liahted villintyyppisestd CYVV:std, jolloin yksi tapa
eristds sopiva RNA on kdyttdd cDNA-koetinta sills ehdolla, ettd NIa:n
aminohapposekvenssi on saatu (kiaytetyn sekvenssin osa voi olla mistid
vaan Nla:n alueesta). Siten oligonukleotidi, joka vastaa relevanttia
aminohapposekvenssii, syntetisoidaan. Yleensid valittuun aminohapposek-
venssiin kuuluu mahdollisen degemneraation vdhin miiri, muuten on edul-
lista tuottaa useita koettimia kdyttdmdlld erilaisia mahdollisia kodo-
neita. Sellaisessa tapauksessa on todenndkoisesti avuksi ottaa huo-
mioon kodonin kiyttéfrakvenssi. Vaihtoehtoisesti useita nukleotidisek-
vensseji voidaan ottaa huomioon ja inosiinia voidaan kiayttidi nukleoti-
dien korvaamiseksi, jotka vaihtelevat. Koetin voidaan sitten merkitid
radioisotoopilla, kuten ¥P, 335 tai biotiini. Transformanttikannat
voidaan sitten tunnistaa kiinnittdmidlla denaturoitu plasmidi-DNA nitro-
selluloosasuodattimiin kdyttamilla radiomerkittyja koettimia, positii-

visia klooneja, jotka voidaan tunnistaa autoradiografialla.
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(2) PCR-koettimen kavttd

Tassa tekniikassa oligonukleotidejd sekd sense-sdikeistd ettid antisen-
se-sdikeistd, jotka vastaavat tunnetun aminohapposekvenssin osaa,
voidaan syntetisoida ja polymeraasiketjureaktio [Saiki, R.K. et al.
(1988), Science 239, 487-491] suorittaa. N4dita voidaan sitten kiyttsi
yhdessd DNA-fragmentin vahvistamiseksi, joka koodaa NIa:ta. Sopiva
templaatti-DNA on cDNA, joka saadaan genomisen virus-RNA:n kidnteis-
transkriptiolla, jonka tiedetiidn koodaavan Nla:ta. Titen valmistetut
DNA-fragmentit merkitddn esim. 32P-, 33§- tai biotiinilla, ja viljely-
hybridisointi tai plaque-hybridisointi suoritetaan t#l1l4 koettimella

mielenkiinnon kohteena olevan kloonin valitsemiseksi.

(3) Seulonta ulkoisella tuotolla eldinsolussa

Tédhidn menetelmididn kuuluu transformanttikannan viljeleminen geenin vah-
vistamiseksi ja sen jdlkeen geenin transfektio eldinsoluun (yleensi

kiyttamialla joko plasmidia, joka on replikoitavissa ja sisidltiis tran-
skriptiopromoottorialueen tai kayttamall4 plasmidia, joka voidaan yh-
distdd sopivaan kromosomiin) geenin koodaaman proteiinin ilmentamisek-

si. Mitctaamalla relevantti aktiivisuus, voidaan valita kanta.

(4) Valinta kiyvttimidlli Nia:n vasta-ainetta

Vasta-ainetta tuotetaan ydininkluusioita (Nia ja NIb) vastaan kasvista,
joka on tartutettu CYVV:114 tai tuotetaan proteiinia vastaan, joka
tuotetaan ilmentdmisvektorilla sopivassa jidrjestelmissi. Vasta-aine tai

sen vasta-vasta-aine vol sitten tunnistaa halutun Nia:n tai mielenkiin-

non kohteena olevan kannan.

Transformantti cDNA hybridisoidaan mRNA:1lla soluista, jotka ilmaisevat
NIa:ta kuten edelld on kuvattu ja c¢DNA:han sidottu mRNA dissosioidaan

ja otetaan talteen. Talteenotettu mRNA transloidaan proteiiniin trans-
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laaticjdrjestelmidssd esim. ruiskuttamalla Xenopus laevis -varhais-

munasoluihin tai sellaisiin soluvapaisiin jarjestelmiin kuten kanin
retikulosyytti-lysaatti tai vehnidnitulysaatti. Mielenkiinnon kohteena

oleva kanta valitaan tutkimalla Nla:n aktiivisuus tai tunnistamalla NIa

vasta-aineen avulla.

DNA, joka koodaa CYVV NIa:ta, voidaan saada mielenkiinnon kohteena

olevista transformanttikannoista tunnetuilla menetelmillia [c.f. Mania-
tis, T. et al. (1982), in "Molecular Cloning a Laboratory Manual" Cold
Spring Harbor Laboratory, N.Y.]. Esimerkiksi fraktio, joka vastaa vek-
tori DNA:ta erotetaan soluista ja DNA-alue, joka koodaa mainittua pro-

teiinia, saadaan mainitusta plasmidi-DNA:sta.

Siten saadun DNA-sekvenssin mididritys voldaan suorittaa kiyttdmdlli
esim. Maxam-Gilbert kemiallista modifiointimenetelmiid [Maxam, A.M. and
Gilbert, W. (1980), in "Methods in Enzymology" 65: 499-276], tai kayt-
timallsa esim. dideoksinukleotidi-ketjuterminointimenetelm#s kayttamalla

M13-fagia [Messing, J. and Vieira, J. Gene 19: 269-276].

Viimevuosina fluorikromit ovat korvanneet vaarallisempien radioiso-
tooppien kaytén DNA-sekvenssien tunnistamiseksi. Lisiksi dideoksi-
nukleotidi-ketjuterminaatio suoritetaan yleisesti robotilla tietokoneen
kontrollissa. Jarjestelmidt, jotka lukevat emissekvenssit sdhkéforeesin
jalkeen, ovat my6s lisddntymissid ja esimerkkejd ovat "CATALYST 800"-
sekvenssirobotti ja 373A DNA -sekvenssoija (Perkin-Elmer Japan Applied
Biosystems). Namid jarjestelmidt mahdollistavat DNA-emissekvenssin tun-

nistusmenetelmit, jotka voidaan suorittaa sekid tehokkaasti ettd turval-
lisesti.

Esill4d olevan keksinnén vektorit voidaan yleisesti ottaen organisoida
niin, ettd ne voidaan ilmentdd "standardisoluissa" joko prokaryootti-
sesti tal eukaryoottisesti. Lisdksi sisdllyttimills sopiva promoottori

ja sekvenssi fenotyyppisti ilmentidmistd varten vektoriin, geeni voidaan

ilmaista valituissa isdntidsoluissa.
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Sopivia prokaryoottisia isdntid ovat Escherichia coli ja Bacillus

subtilis. K.o. geenin fenotyypin ilmentimiseksi vektori voi sopivasti
sisdltas replikonin, joka on perdisin lajista, joka sopii isdntéin.

E. colissa plasmidi saattaa sisdltaa replikaation alkuperdn ja promoot-
torisekvenssin, kuten lac tai UVS5. Vektorit, jotka voivat aikaansaada
selektiivisyyttd, joka perustuu fenotyyppiseen ominaisuuteen (fenotyyp-

piin), transformoituun soluun, ovat edullisia.

Escherichia colia kiytetddn usein isdntdnd ja E. colin kannasta K12

johdettu kanta JM 109 on edullinen is&ntd. E, colin vektorit t4lla
hetkelld yleisesti ottaen valitaan plasmidien pUC-sarjasta tai

pBR322:sta, mutta muita kantoja ja vektoreita voidaan kiyttdi halut-

taessa. Sopivia Escherichia colin promoottoreita ovat laktoosipromoot-
tori (lac), tryptofanipromoottori (Trp), tryptofani-laktoosi-promootto-
ri (tac), lipoproteiinipromoottori (lpp), lambda (A) PL -promoottori

(\-fagista) ja polypeptidiketjun pidennysfaktori Tu (tufB) promoottori,

mutta timd keksinté ei rajoitu naihin promoottoreihin.

Sopiva Bacillus subtilis -kanta on esim. kanta 207-25. Sopivia vekto-

reita ovat pTUB228 [Ohmura, K. et al. (1984), J. Biochem. 35: 87-93] ja

muut, Sopiva promoottori on Bacillus subtilis a-amylaasigeenin saaté-
sekvenssi. Tadmd on sopiva esimerkki, jossa signaalipeptidisekvenssii

(x-amylaasista) voidaan kiyttdd solun ulkopuoliseen erittédmiseen.

Jos halutaan ilmaista yhdistelmdproteiini eukaryoottisissa soluissa,
voidaan kayttda soluja selkiarankaisista, hydnteisista, hiivoista, kas-
veista, jne. Edulliset selkdrankaisten solut ovat COS-solut, varsinkin
C0S-1-solut [e.g. Gluzman, Y. (1981), Cell 172-182], tai Kiinan hamste-
rin munanjohdinsolulinja (CHO), josta puuttuu dihydrofolaatti-reduktaa-
si [Urlaub, G. and Chasin, L.A. (1980), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77,
4126-4220], vaikkakaan esilla olevaa keksintéd ei rajoiteta niihin.

Kuten edellid on esitetty COS-soluja kdytetddn sopivasti selkidrankaisten

isantdsoluina ja niitd voidaan kayttdd esimerkkinid. Ilmentdmisvektorit,
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jotka sisaltavat SV40-replikoinnin kykeneviat replikoitumaan autonomi-
sesti COS-soluissa ja niilla on transkriptiopromoottori, transkription
paatesekvenssi ja yksi tai useampi silmukointipaikka. Ilmaisuvektorei-
ta, jotka sisaltavat halutun DNA-sekvenssin, voidaan kayttai COS-solu-
jen transformoimiseksi erilaisilla menetelmilld, kuten esim. DEAE-
dekstraanimenetelmilld [Luthman, H. and Magnusson, G. (1983), Nucleic
Acids Res. 11, 1295-1308], kalsiumfosfaatti-DNA-yhteissaostusmenetel-
m&ll4d [Graham, F.L. and van der Eb, A.J. (1973), Virology 52, 456-457]
ja sdhképoraatiomenetelmdlld [Neumann, E. et al. (1982), EMBO J. ],
841-845}1.

Jos CHO-soluja kdytetiddn isdntdsoluina, sitten on sopivaa kidyttaa vek-
toria, joka kykenee ilmaisemaan neogeenin, joka toimii G418-resistans-
sin saamiseksi. Sopivia vektoreita, joissa on tdmi merkitsin, ovat

pRSVneo [Sambrook, J: et al. (1989): "Molecular Cloning - A Laboratory

. Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, NY] ja pSV2-neo [Southern,

P.J. and Berg, P. (1982), J. Mol. appl. Genet. 1, 327-341]. Trans-
formantteja voidaan sitten valita niiden vastustuskyvyn mukaan
G418:11le.

Valittua transformanttia voidaan viljella tavanomaisilla menetelmilli
ja kun kyseessad on keksinndén toinen suoritusmuoto, polypeptidia tuote-
taan sekd solun sisid- ettd ulkopuolella. Sopivia viljelyviliaineita
voidaan valita niistd, joita tavallisesti kaytetddn kaytettyjen isan-
tdsolujen mukaisesti. Esimerkiksi, kun kyseessd on COS-solut, viliaine,
joka sisdltad veren komponentteja kuten hdrdn sikion seerumia, voidaan
lisatd tarvittaessa vidliaineisiin, kuten RPMI-1640-vidliaineeseen tai

Dulbeccon modifioituun Eaglen vidliaineeseen (DMEM).

Jos kidyttdjid mieluummin kiyttisd hydénteissoluja, silloin voidaan kayttai
soluja, jotka on johdettu kannasta Spodoptera frugiperda [Smith, G.E.
et al. (1983, Mol. Cell. Biol. 3: 2156-2165].

Sopivia hiivoja ovat baker:in hiiva (Saccharomyces cerevisiae) ja yh-

distelmihiiva (Schizosaccharomyces pombe).
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Sopivia kasvisoluja ovat esim. sellaiset, jotka on saatu kannoista

Nicotiana tabacum ja Oryza sativa.

On huomattava, ettd isdnnidt, jotka mainitaan edelld, ovat standardi-
isdntia alalla ja ettd alan ammattihenkil®d kykenee valitsemaan nidistid

ja muista isannistd sopivan.

Sopivia ilmaisuvektoreita selkdrankaisten soluille ovat ne, joilla on
promoottori ilmaistavan geenin yldvirrassa yhdessi sellaisten paikkojen
kanssa kuin RNA:n silmukointipaikka, polyadenylointipaikka ja transkrip-
tio-pddtesekvenssi ja jolla lisaksi on replikointialkuperid vaadittaessa.
Sopiva ilmaisuvektorin esimerkki on pSV2dhfr, jolla on aikainen SV40-

promoottori [Subramani, S. et al. (1981), Mol. Cell. Bio. 1: 854-864].

Sopiva ilmentidmisjirjestelmd hyonteissoluille on esim. Spodoptera
fugiperdan viljellyt solut. Sopivilla ilmaisuvektoreilla on esim.
Baculovirus Polyhedrin -promoottori asetettuna ylavirtaan ilmais-
tussa geenissd yhdessad polyadenylointipaikan ja AcMNPV-osan kanssa

(Acutographa californica ydinpolyhedrocosivirus) genomi, jota vaaditaan

homologiseen rekombinointiin. Erds esimerkki on pBacPAK8 [Matuura, Y.

et al. (1987), J. Gen. Virol. 68: 1233-1250].

Eukaryoottiseen ilmentdmiseen kiytetddn yleensd hiivaa, kuten bakerin

hiivaa (8. cerevisiae). Sopivat ilmaisuvektorit hiivaa varten saattavat

sisiltdd alkoholi-dehydrogenaasi-promoottoria [Bennetzen, J.L. and
Hall, B.D. (1982), J. Biol. Chem. 257: 3018-3025], hapanta fosfotaasi-
promoottoria [Miyahara, A. et al. (1983), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80, 1-5]) tai karboksipeptidaasi-Y-promoottoria [Ichikawa,, K. et al.
(1993), Biosci. Biotech. Biochem. 37: 1686-1690], esim. Silloin signaa-
lipeptidisekvenssiid karboksipeptidaasi-Y:std voidaan myés kayttas erit-

tédmisen saamiseksi solujen ulkopuoliseen tilaan.

Sopivia ilmaisuvektoreita kasveille on esim. pBI121, jossa on 35S-pro-

moottori (johdettu kukkakaalin mosaiikkiviruksen aikaisesta promootto-
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rista), nopaliinisynteesigeenin polyadenylointisekvenssi Agrobacterium

tumefaciens:ista ja Agrobacterium tumefaciens -geeni transferointi-

sekvenssistd [Jefferson, R.A. et al. (1987), EMBO J. 6: 3901-3907].

Sellaisia vektoreita voidaan sisallyttédsd kasvisoluihin sellaisilla

menetelmillid kuten infektio Agrobacterium tumefaciensilla ja sihko-

foreesi.

Plasmidilla pKK388-1 (valmistaja Clonetech Co.) on trc-promoottori ja se

sopii kaytettdvaksi Escherichia colissa. Tdmd ilmaisuvektori kykenee

automaattisesti replikoitumaan kannassa, joka on johdettu Escherichia
colin kannasta K12, kuten kannasta JM109. Tadmi vektori voidaan helposti

sisdllyttdas Escherichia coliin sellaisilla tunnetuilla menetelmilli kuin

on mainittu edelld. Niin saatu kanta voidaan istuttaa viliaineeseen, kuten

hyvin tunnettuun LB-vdliaineeseen, ja viljelld jonkin aikaa.

Trc-promoottori voidaan sitten aktivoida lisaami#lla esimerkiksi isopro-
pyyli-B-galaktopyranosidia (IPTG) promoottorin indusoimiseksi. Lisivil-
jelyn jélkeen ilmaistu proteiini voidaan sitten uuttaa soluista kat-

kaisemalla solut esim. sonikaattorilla. Jos halutaan tuottaa proteiini,

jossa on Pro N-pdatteessd, on yleensd sopivaa kayttdd Escherichia colia

isdntdni.

Soveltamalla edelld olevaa selitystd ja tarpeen vaatiessa ottamalla
oheiset esimerkit huomioon, sopivasti transformoitujen solujen vilje-
lystd, joka sisdltidsd halutun polypeptidin, voidaan erist#id ja puhdistaa
fraktio tunnetuilla menetelmilli riippuen polypeptidin fysikaalisista
ja kemiallisista ominaisuuksista. Sopiviin menetelmiin kuuluu kisittely
proteiinisaostusaineella, ultrasuodatus, erilaiset kromatografiat
[kuten molekyyliseulakromatografia (geelisuodatus), adsorptiokromato-
grafia, ionivaihtokromatografia, affiniteettikromatografia ja korkean
suorituskyvyn nestekromatografia (HPLC)], dialyysi ja edellid olevien

menetelmien yhdistelmit.

Sen masrittamiseksi, onko jlmaistulla NIa-proteiinilla tarvittava pro-

teaasivaikutus, puhdistetun NIa-proteiinin voidaan antaa reagoida
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substraattiproteiinin kanssa, joka sisidltida proteaasin halkaisusekvens-
sin, kuten ilmentadmistuotteen geenistd, joka koodaa fuusioproteiinia,
johon kuuluu viruspdidllystysproteiini (NIa:n luonnollinen substraatti)
yhdess4 nuclear inclusion b:n kanssa (NIb) [Dougherty, W.G. et al.
(1988), EMBO J. 7: 1281-1287]. Sellainen fuusioproteiini voidaan eris-
taa virusgenomisesta cDNA:sta ja sisdllyttad ilmaisuvektoriin. Tulokse-
na saatu ilmaisuvektori sisidllytetddn sitten sopivaan isdntdsoluun
fuusioproteiinin tuottamiseksi. Kédsittelemdlld tuloksena saatua fuu-
sioproteiinia tunnetulla tavalla, kuten proteiinin saostusaineen kanssa

tai kromatografialla, fuusioproteiini voidaan erottaa ja puhdistaa.

Siten eristetyn ja puhdistetun substraattiproteiinin voidaan antaa
reagoida mainitun proteaasin kanssa sopivassa puskuriliuoksessa sopi-
vassa lampdtilassa reaktiotuotteen talteenottamiseksi. Talteenotetulle
reaktiotuotteelle voidaan sitten suorittaa sdhkéforeesi ja Western-
blottaus kiayttamdlla anticoatproteiinin vastd-ainetta proteaasi-aktii-
visuuden tunnistamiseksi liikkuvuuden erona alueella. T41lli menetelmil-
14 on myos mahdollista kiayttda synteettistd oligopeptidiid, joka sisil-

td4 sopivan kiaytetyn halkaisusekvenssin.

Tdmidn keksinnén mukaisen proteaasin proteolyyttinen aktiivisuus voidaan
tunnistaa ilman puhdistusta. Siten aktiivisuus voidaan mitata kytkemil-
14 proteaasigeeni sekvenssissid ja samassa avoimessa lukukehyksessi,
alavirtaan promoottorista, kuten trc-promoottorista ja ylivirtaan pro-
teaasin halkaisusekvenssisti. Jos proteaasi on aktiivinen ilmaisutuot-
teessa, sitten liikkuvampi alue kuin fuusioproteiini on havaittavissa

Western-blottauksessa.

Ottamalla talteen geelistd alue, jossa halkaisu havaitaan, ja analysoi-
malla sen aminopdiatesekvenssi tavanomaisella metodologialla, voidaan

paattas, onko proteiini halkaistu halutussa peptidisidoksessa.

Proteiini, joka halutaan tuottaa, voidaan tuottaa esim. fuusioprote-
iinina yhdessd sellaisen proteiinin kanssa, kuten glutationi-S-transfe-

raasi, ja té&mdn keksinnoén mukaista Nla:ta voidaan sitten kiyttaa 1ii-
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tinsekvenssin pilkkomiseksi in vitro. Yhtend wvaihtoehtona haluttu pro-
teiini voidaan suoraan ilmaista isidntasolussa fuusioproteiinina yhdessi
mainitun proteaasin kanssa ja haluttu proteiini valmistetaan itsepilk-

koutumisella.

Haluttaessa NIa voidaan helposti tuottaa korkealla saannilla ja hyvillia
puhtaudella kdyttimdlla edellsd olevia menetelmii ja siten saatua kek-

sinnén mukaista rekombinantti-NIa:ta voidaan kayttdi proteaasina.

Jos halutaan kemiallisesti syntetisoida tamédn keksinnén DNA:t, ndma
voidaan valmistaa tavanomaisilla metodeilla kuten fosfiittitriesteri-
menetelmalld [Hunkapiller, M. et al. (1984), Nature 310: 105-111] tai
nukleiinihappojen kemiallisilla synteeseilla [Grantham, R. et al.
(1981), Nucleic Acids Res. 9: r43-r74]. Haluttaessa ndiden nukleotidi-
sekvenssien osittainen modifiointi voidaan suorittaa tavanomaisilla
menetelmilli kuten paikka-spesifiselld mutageneesilli kayttdmilli pri-
meerid, joka ki#sittdsd synteettisen oligonukleotidin, joka koodaa halu-
tun modifioinnin [Mark, D.F. et al. (1984), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81: 5662-5666.

Hybridisointi, joka mainittiin edelld, voidaan suorittaa esim. kaytta-
mdlls koetinta, joka on merkitty [«®2P]dCTP:114 esim. satunnaisessa
primeerimenetelmassi [Feinberg, A.P. and Vogelstein, B. (1983) Anal.
Biochem. 132: 6-13] tai nick-translaatiolla [Maniatis, T. et al.
(1982), in "Molecular Cloning A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
Laboratory, NY]. DNA kiinnitetdan kiintééén faasin tavanomaisella mene-
telmills, esim. adsorboimalla nitroselluloosamembraaniin tai nailon-
membraaniin, ja sitten kuumentamalla tai kayttamilli ultravioletti-
sateilya: Kiintea faasi upotetaan sitten tyypillisesti esihybridisoin-
tiliuokseen, joka sisidltdd 6 x SSC, 5 % Denhardtin liuosta ja 0,1 % SDS
ja haudotaan lampétilassa 55°C nelja tuntia tal pitempidén. Sitten aikai-
semmin valmistettu koetin lisitddn esihybridisointiliuokseen lopulli-
seen spesifiseen aktiivisuuteen 1 x 10° cpm/ml ja seosta haudotaan
lampoétilassa 60°% yon yli. Sitten kiinted faasi pestddn viisi kertaa

toistuvasti 6 x SSC:114 5 minuuttia huoneenlidmméssd, ja sen jalkeen
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pestdan lampdtilassa 57°C 20 minuuttia, ja autoradiografia sucritetaan
sen miirittamiseksi, onko DNA hybridisoitunut vai ei. On huomattava,
ettid tami on erityinen esimerkki ja muut menetelmidt ovat yhtd mahdolli-

sla.

Haluttu proteiini voidaan valmistaa joko solun sisiiselld suoralla

leikkausmenetelmdlld tai solun ulkopuolisella leikkausmenetelmalls.

Solun sisdpuolinen suora leikkausmenetelmi

DNA, joka koodaa Nla:ta, kytketdan DNA:han, joka koodaa haluttua pro-
teiinia halkaisusekvenssin kautta, edullisesti Gln-Gly, Gln-Ser tai
Gln-Ala. Tuloksena saatu DNA koodaa fuusioproteiinia ja se sisdllyte-
tian vektoriin, joka kisittidd promoottorin ja terminaattorin ja kiyte-
td4n ilmentdmisen saamiseksi sopivassa isdntidsolussa. Tuloksena saatu
fuusioproteiini itsehalkaistuu proteaasiaktiivisuuden kautta, jolloin
saadaan peptidi, jossa Gly, Ser tai Ala on kiinnittynyt peptidisidok-
sella mielenkiinnon kohteena olevan proteiinin N-pa4tteeseen. Erityisen

edullinen proteiini ilmaisuun on IL-11.

Kun halutaan halkaista mahdollisia j&ddnnoksid tuloksena saadun proteii-
nin N-p3idtteestd, sitten tidmi voidaan tehdi kuten on kuvattu edelli
kayttdmalla aminopeptidaasia P, esim. N-pditteisen Pro-jaanndksen jac-

tamiseksi, jos tdmi olisi toivottavaa.

Joissakin ilmaisujdrjestelmissi on jo aminopeptidaasi P liasna. Jos

aminopeptidaasia P ei kuitenkaan ole l4dsnid ja halutaan halkaista

N-pdédtteinen aminohappojddnnés in gitu, sitten ilmaisuvektori aminopep-
tidaasia P varten voidaan sisgllyttdd isdntidsoluun. Aminopeptidaasi P
on tumnettu proteiini ja geenisekvenssi entsyymia varten on helposti

saatavilla alan ammattihenkiléiden keskuudessa.

Kun halutaan saada proteiini, joka alkaa Pro:lla N-pidtteessd, on

yleensd edullista pidentdi viljelyn kestoa, jotta solun aminopeptidaasi

P voisi vaikuttaa.
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Kuten on kuvattu edelld, N-pdidtteinen Pro-j&aidnnés voidaan poistaa pro-
liini-imidopeptidaasin katalyyttisellsd vaikutuksella (3.4.11.5), endo-
geenisesti ilmaistuna tai ilmaistuna ulkopuolisella ilmaisuvektorilla
(entsyymi on tunnettu proteiini ja alan ammattihenkil$é saa helposti
geenisekvenssin entsyymia varten). Vaihtoehtoisesti proliinijdinnés
voidaan halkaista, kun on otettu talteen ilmaisujirjestelmisti, esim.

niin kuin fuusioproteiini erittyy solusta.

Siten voidaan ndhda, etti esillid oleva keksinté sallii proteiinin tuot-

tamisen, jolla on haluttu N-paitejididnnéds.

Kun esillid olevan keksinnén sekvenssi johtaa polypeptidiin, jossa on
Ala N-pdite, sitten tamd alaniinijdidnnoés voidaan ottaa talteen
alaniiniaminopeptidaasin katalyyttisella vaikutuksella (3.4.11.14),
joka taas on tunmmettu entsyymi ja alan ammattihenkild saa helposti
kisiinsd geenisekvenssin. Tdmi tekniikka sallii myés polypeptidin tuot-

tamisen, jolla on vapaasti valittu N-pddtejaannéds.

Haluttu proteiini voidaan sitten eristda ja puhdistaa hyvin tunnetuilla

menetelmills.

Solun _ulkopuolinen leikkausmenetelmi

NIa:ta voidaan tuottaa sisdllyttidmdlld sopiva DNA vektoriin, joka sit-
ten sisdllytetdidn sopivaan ilmentédmisjdrjestelmasn. Tuloksena saatu
NIa, jonka transformoitu solu on ilmaissut, voidaan sitten puhdistaa
kayttamdlla ioninvaihtokolonnia, geenisuodatuskolonnia tai kainteis-
faasikolonnia. Vaihtoehtoisesti NIa voidaan ilmaista fuusioproteiinina
toisen polypeptidin kanssa, kuten glutationi-S-transferaasin tai mal-
toosia sitovan proteiinin, joka voidaan erottaa ja puhdistaa kayttamal-
la glutationikolonnia tai maltoosikolonnia. Leikkauksen jdlkeen entero-
kinaasilla tal Xa-tekij&alla puhdistettu tuote Nia voidaan puhdistaa ja
kayttaa,
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Silla aikaa valmistetaan proteiinin edeltsja, joka sisidltdi Nla-tunnis-
tussekvenssin (halkaisusekvenssin). Tdmid saattaa olla l4sni tietyssi
paikassa tai proteiini voi muodostaa osan fuusioproteiinista esim.
glutationi-S-transferaasin tai maltoosia sitovan proteiinin kanssa,
joka on yhdistetty sopivalla liitoksella (halkaisusekvenssi). Edeltdjén
reaktio NIa:n kanssa sopivassa puskuriliuoksessa halkaisee edeltdjdn in
vitro. Haluttaessa N-paddtteinen aminohappojddnnés voidaan poistaa kuten

on kuvattu edelli.

Kuten aikaisemmin, tuloksena saatu proteiini voidaan erist&i ja puhdis-

taa tunnetuilla menetelmillj.

Kun kyseessid on tadmidn keksinnoén toinen suoritusmuoto, uskomme, ettid
luonnollisesti esiintyvallid pelkistdvalld peptidilli on sekvenssi, joka
on esitetty sekvenssissd ID 12 ja joka muodostuu 526 aminohaposta,

joissa on valiinijadnnés N-pididtteessi.

Uskomme, ettd luonnollisesti esiintyvalla DNA:1lla, joka koodaa pepti-
diia, on nukleotidisekvenssi 70-1647, joka on esitetty sekvenssissi
ID nro 11.

Keksinnén mukainen peptidi kykenee pelkistamididn hapetetun glutationin
ja dikloori-indofenolin. T4m& on peptidin oikea kuvaus, mutta se on
vdhédn hankala niin, ettd keksinnén mukaiseen peptidiin viitataan myés

tissd KM31-7-peptidinid tai -proteiinina.

KM31-7-proteiinin alkuperid on kehossa tai se on sen mutantti tai

variantti, josa syystd ainoastaan pienii vaikeuksia esiintyy myrkylli-

syyden ja/tal antigeenisyyden kanssa,

Tamé&n keksinnén toisessa suoritusmuodossa polypeptidi, jolla on sek-
venssit -23...526 sekvenssistd ID 12, uskotaan olevan KM31l-7-proteiinin
edeltdja. Sellaisenaan esilla oleva keksinté kattaa myés tdmin edeltéd-
jadn kuten myés sen mutantit ja variantit seki polynukleotidisekvenssit,

jotka koodaavat jotain ndistia.
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Seuraava keskustelu koskee olennaisesti timin keksinnén toista suori-
tusmuotoa. On ymmidrrettidvid, ettd monet edelld kuvatut menetelmit

CYVV Nla:n yhteydessid sopivat myoés keksinndén mukaisen DNA:ta koodaavan
peptidin eristidmiseen, kloonaukseen ja ilmentdmiseen. Mahdolliset erot
johtuvat olennaisesti siitd tosiasiasta, ettd CYVV NIa on kasvivirus-
proteiini, kun taas keksinnoén mukainen proteiini on nisikkidin proteii-
ni. Yleiset vaiheet ilmaistun spesifisen polypeptidin saamiseksi nisak-

kdidn soluista geenirekombinaatiotekniikoilla kuvataan nyt.

mRNA, joka koodaa KM3l-7-peptidii voidaan saada ja kiinteiskopioida
ds-DNA:ksi hyvin tunnetuilla menetelmilla. Mitd vain sopivia nisikkdin
soluja, solulinjoja tai kudoksia voidaan kidyttdd alkuperdisen mRNA:n
l4hteensd, mutta pidiamme edullisena kiayttidid solulinjaa KM-102, joka on
johdettu ihmisen luuytimen peruskudossoluista [Harigaya, K. and

Handa, H. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3447-3480].

mRNA:n uuttamiseksi nisdkkddn soluista voidaan kiayttasd erilaisia
menetelmiid kuten guanidiinitiosyanaatti-kuumafenoli-menetelmai tai
guanidiinitiosyanaatti-guanidiinihydrokloridi-happomenetelmis, mutta

guanidiinitiosyanaatti-cesiumskloridi-menetelmid on yleensid edullinen.

Koska pddosan mRNA:sta, jota esiintyy eukaryoottisten solujen sytoplas-
massa, tiedetiidn omaavan 3'-pididtteisen poly-A-sekvenssin, nisikkain
mRNA:n puhdistaminen voidaan suorittaa adsorptiolla oligo(dt)sellu-
loosakolonniin, siten kayttamidlld hyvdksi tdtd ominaisuutta. Eluoitu
mRNA voidaan sitten edelleen fraktioida menetelmilld kuten sakkaroosin

tiheysgradienttisentrifugoinnilla.

Sen varmistaminen, ettd mRNA tosiaan koodaa haluttua peptidii, voidaan
saada lukemalla mRNA sopivassa jdrjestelmissi, kuten Xenopus laevis
varhaismunasolujdrjestelmidssd, kanin retikulosyyttijarjestelmidss4d tai

vehnidnalkiojirjestelmidssd (supra).

Ilmaisutuotteen pelkistdvin aktiivisuuden mittaaminen voidaan suorittaa

kuten on selitetty seuraavassa.
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i) Dikloori-indofenolin pelkistidvan vaikutuksen middrittidminen

Taman mairityksen metodologiaa on kuvannut Beinert, H. in "Methods in

Enzymology" (1962), 5, 546.

50 uM dikloori-indofenoli (Sigma) -valmistetta tehddin 20 mM:n fosfaat-
tipuskurin ja 0,5 M NaCl:n kanssa (pH 7,8). Yksi millilitra tata
valmistetta sijoitetaan sitten kyvettiin (SARSTEDT, 10 X 4 X 45 mm)

ja nayte lisdtddn sitten mittausta varten. 15 pm 1 mM NADPH:ta
(Boehringer-Mannheim), joka tehddidn samassa puskurissa, lisdtaan kyvet-
tiin huoneen ldmpdtilassa reaktion kaynnistdmiseksi. Reduktaasiaktiivi-
suus voidaan sitten midrittdd seuraamalla hapetetun dikloori-indo-
fenolin absorption pienenemistid aallonpituudessa 600 nm tai seuraamalla

NADPH:n pienenevaid absorptiota aallonpituudessa 340 nm.

ii) Hapetetun glutationin pelkistdvin vaikutuksen midritys

Tatd analyysimenetelmdd kuvaa Nakajima, T. et al. in "New Basid Experi-
mental Methods in Biochemistry (6) - Assay Methods Using Biological
Activity", 3-34.

10 mM hapetetun glutationin valmistetta (Boehringer-Mannheim) tehdiin
20 mM fosfaattipuskurin ja 0,5 M NaCl:n kanssa pH-arvoon 7,8. 15 ul
tatd valmistetta sijoitetaan kyvettiin (10 x 4 X 4 mm), kun nidyte ensin
on sijoitettu kyvettiin. 15 ul 1 mM NADPH:ta, joka on valmistettu sa-
massa puskurissa, lis&dtddn sitten kyvettiin huoneenlimpétilassa reak-
tion kidynnistdmiseksi. Glutationin reduktaasiaktiivisuus voidaan sitten

miirittdid seuraamalla absorption pienenemisti aallonpituudessa 340 nm.

Erilaisia menetelmis, joita edelld on kuvattu, voidaan kayttdsd ds-DNA:n
johtamiseksi mRNA:sta. Ndihin kuuluvat Sl-nukleaasimenetelmi, Land-
menetelmd ja 0. Joon Yoo -menetelmd (supra), mutta edullista on kiyttis
Okayama-Berg-menetelmid Okayama, H. and Berg, P. (1982), Mol. Cell.
Biol. 2: 161-170] tahan tarkoitukseen.
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Niain saatu ds-DNA voidaan sitten sisdllyttid kloonausvektoriin ja tu-
loksena saatu rekombinanttiplasmidi voidaan sisillyttda Escherichia

coliin, kuten edellid on kuvattu.

Kanta, joka sisdltdd halutun DNA:n, joka koodaa keksinnén mukaista
peptidid, voidaan valita erilaisilla menetelmills, kuten sellaisilla,
joita on kuvattu edellsd transformanttien valitsemisen yhteydessi, jotka
sisdltidviat NIa-DNA:ta, milld vain menetelmidn sopivalla versiolla.
Esimerkiksi, jos PCR:d4 kédytetddn koettimen valmistamiseksi, silloin

sopiva templaatti-DNA voi olla joko edelld kuvattu cDNA tai genominen
DNA.

Tamén keksinnén toisessa suoritusmuodossa on mahdollista kayttdi pri-
midristd seulaa testattavien transformanttikantojen lukumidrin pienen-
tamiseksi. Primddrinen seula on mahdollinen, koska keksinnén mukainen
peptidi liittyy sytokiineihin niin, ettd mRNA jakaa AUUUA-osan, joka on
yhteinen sytokiinien mRNA:n kanssa [Shaw, G. and Kamen, R. (1986),

Cell 46, 659-667]. Siten synteettistd oligonukleotidikoetinta, joka
sopii AUUUA-osan kanssa, voidaan kidyttidd primeeriseulassa. Voidaan
sitten suorittaa seulonta analysoimalla ulkopuolisen proteiinin tuo-

tantoa nisikkiidn soluissa.

DNA, joka koodaa peptidiad, voidaan sitten ottaa vektorista ja sekvens-
soida samalla tavalla kuin on kuvattu edelld NIa-DNA:n yhteydessi.
Jalleen, kuten on edelld kuvattu, DNA-fragmentti voidaan sitten sisil-
lyttdd sopivaan vektoriin ja kdyttdd prokaryoottisen tai eukaryoottisen

isidnnidn transformoimiseksi halutulla tavalla.

KM31-7-proteiinia voidaan kiayttdi joko yksinddn tai yhdessi yhden tai
useamman muun terapeuttisen ladkkeen kanssa seuraavien tilojene ehkai-
syyn tai kidsittelyyn tai jotka liittyvdt nidihin: oiksidatiivinen stres-
si tail mikd vain aktivoidusta hapesta johtuva tauti. Sellaisiin tiloi-
hin kuuluvat, mutta keksintd ei rajoitu niihin: arterioskleroosi,
diabetes, iskeemiset taudit (mukaanlukien reperfuusiotaudit, iskeeminen

sydantauti, aivoverettomyys ja iskeeminen suolitulehdus), turvotus,
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verisuonten liikaldpdisevyys, tulehdus, suun limakalvon taudit, akuutti
haimatulehdus, Crohnin tauti, vatsahaava, maksataudit, Paraquatin tau-
ti, keuhkoilmapoéhoé, kemiallisista aineista johtuva syépa, sydpikasvai-
met, aikuisen hengityshdiriésyndrooma, huonontunut verisuonten sisdinen
hyytyminen (DIC), kaihi, sikién verkkokalvosairaus, autoimmuuniset tau-
dit, porfyriini-verisyys, maksataudit, Vilimeren anemia, Parkinsonin

tauti, Alzheimerin tauti, epilepsia, ultraviolettisdteilystd johtuvat

taudit, radioaktiivisuudesta johtuvat taudit, paleltumat ja palovammat.

Tamidn keksinnén toisen suoritusmuodon farmaseuttiset koostumukset ki-
sittavat farmaseuttisesti aktiivisen mddrdn KM31-7-peptidii ja sen

farmaseuttisesti hyviksyttividid kantajaa.

Tamidn keksinnén mukaiset koostumukset voidaan annostella eri muodoissa,
kuten suun kautta, tabletteina, kapseleina, rakeina, pulvereina ja
siirappeina, tai ruoansulatuskanavan ulkopuolisesti ruiskujen, in-
fuusioiden ja puikkojen muodossa. Muut sopivat annostelumuodot ovat

ilmeisid alan ammattihenkiléille.

Siini tapauksessa, ettd keksinndn mukainen peptidi on tarkoitettu an-
nosteltavaksi ruiskun tai infuusion muodossa, silloin peptidin pyro-
geenivapaa valmistus tehdiidn farmaseuttisesti hyviksyttivdin vesiliuok-
seen, joka sopii ruoansulatuskanavan ulkopuoliseen annosteluun. Poly-
peptidiliuoksen valmistaminen sovitetaan pH-vaatimusten isotonisuuden

ja stabiilisuuden mukaisesti ja on alan ammattiosaamisen piirissi.

Annostelun annosmiidri ja muoto on helposti middriteltidvissi alan ammat-
tihenkiléiden keskuudessa ottamalla_huomioon sellaiset kriteerit kuin
potilaan tila, ruumiinpaino, sukupuoli, ikd, ruokavalio, muiden infek-
tioiden vakavuus, annosteluaika ja muut kliinisesti merkittdvit teki-
jat. Yleensd normaali aikuisen suun kautta otettava annos on alueella
noin 0,01-1000 mg pdivdssd. Tdmd midrd voidaan annostella yhtenid annok-
sena tal useampina ala-annoksina 24 tunnin ajan. Kun peptidi annostel-

laan ruoansulatuskanavan ulkopuolisesti, noin 0,01-100 mg annostelua
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kohden annetaan ihonalaisesti, lihaksensisidisesti tai suonensisdisesti

ruiskulla.

KM31-7-proteiinin taydelliseksi karakterisoimiseksi oli t&rkedtd saada
vasta-aine, joka oli spesifinen tdlle proteiinille. Tdllainen vasta-
aine olisi kayttoékelpoinen KM31-7-proteiinin funktion, miiridn, puhdis-

tuksen ja kudosjakautuman analysoimiseksi.

Siksi hybrididoma, joka tuottaa anti-KM31-7-vasta-ainetta, saatiin is-
tuttamalla koe-eldimiin E. colin tuottamaa polypeptidii, joka oli
PMAL31-7:n transformoima, valmistamalla vasta-ainetta tuottavien solu-
jen hybridoma yhdessid myeloma-solujen kanssa ja sen jalkeen seulomalla
ja kloonaamalla hybridoma. Tuloksena saadun hybridoman vasta-aineet
kykenividt tunnistamaan seerumivapaasta, viljelyn kelluvasta osuudesta

perdisin olevan polypeptidin COS-1-soluja, jotka oli transformoitu
pSRa31-7:114.

Siten esilli olevalla keksinndllid saadaan vield vasta-aine, edullisesti
monoklonaalinen vasta-aine, tai sen ekvivalentti, joka erityisesti tun-

nistaa KM31-7-proteiinin tai sen mutantin tai variantin.

Tamidn keksinnon mukainen vasta-aine suunnataan KM31-7-proteiinia vas-
taan tai sen mutanttia tai varianttia vastaan. On huomattava, etta
vasta-aine voi olla polykloonaalinen tai monoklonaalinen, mutta mono-
klonaalinen muoto on edullinen. T4md sen vuoksi, ettd polykloonaalisiin
vasta-aineisiin liittyy paljon epdvarmuutta. Tulosten yhdenmukaisuuden
takia, olkoon se sitten esim. terapiaan tai KM31-7-proteiinin puhdis-

tamiseen, on edullista kayttdsd monoklonaalisia vasta-aineita.

Keksinnén mukaiset vasta-aineet voidaan valmistaa misti vain sopivasta
elidimestd. Antigeenisyysongelmia voi kuitenkin ilmestyi, kun vasta-aine
ei ole ihmisperdinen. Tdssd suhteessa on edullista kidsitelld vasta-
aineet niin, ettid ne enemmin muistuttaisivat ihmisen vasta-aineita.
Téam4 voidaan saavuttaa joko kemiallisesti tai geneettisesti alalla

hyvin tunnetuilla menetelmilla.
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Talla keksinndllia saadaan myds anti-idiomaattisia vasta-aineita, jotka
ovat vasta-aineita, joiden tunnistuspaikka tunnistaa edelld olevien
vasta-aineiden tunnistuspaikan. Sellaiset anti-idiomaattiset vasta-
aineet voidaan valmistaa annostelemalla alkuperidinen vasta-aine sopi-
vaan elidimeen. On huomattava, ettd tami menetelmd voi jatkua tehokkaas-
ti ad infinitum jokaisella sukupolvella, joka vastaa joko alkuperdista
tail anti-idiotyyppistd. Jos vasta-aineita ei kuitenkaan ole valittu
oikeata tunnistamista varten jokaisen sukupolven jialkeen, silloin spe-
sifisyys voidaan menettdd. Anti-idiotyyppiset vasta-aineet voivat olla

kayttokelpoisia esim. analysoidessa vapaata anti-KM31-7-vasta-ainetta.

Tihin keksintdon kuuluvat myéds keksinnén mukaisten vasta-aineiden frag-
mentit, jotka kykenevdt tunnistamaan KM31l-7-proteiinin, ja molekyylit,
joissa on tidllaisten vasta-aineiden tunnistuspaikka. Tdllaisiin frag-
mentteihin ja molekyyleihin viitataan tdssid nimellid keksinnén mukaisten

vasta-aineiden "ekvivalentteina®.

Plasmidia pMAL31-7 kiytettiin transformoimaan E, coli ja ilmentadmis-
tuote puhdistettiin ja sitd kiytettiin laboratorioeldinten immunisoimi-
seksi. Otettuja soluja immunisoiduista eldimisti kiytettiin hybridooman
valmistamiseksi yhdistelemZlli myeloma-soluja ja klooni, joka tuotti
anti-KM31-7-monoklonaalisia vasta-aineita, saatiin korkealla konsen-
traatiolla ja hyvallia stabiilisuudella. Tdmd klooni nimitettiin
MKM150-2:ksi ja tallemmettiin laitokseen Fermentation Research Institu-
te of the Agency of Industrial Science and Technology, Japan, talletus-
numerolla FERM BP-5086. Tamidn kloonin viljelmid antaa anti-KM31-7 mono-

klonaalisia vasta-aineita viljelmdn kelluvasta osuudesta.

Tuloksena saatu anti-KM31-7 monoklonaalinen vasta-aine reagoi immuno-
kemiallisesti fuusioproteiinin kanssa, joka on saatu introdusoimalla
PMAL31-7 E. coliin. Tamid vasta-aine reagoi myés immunokemiallisesti
KM31-7-proteiinin kanssa, joka on saatu nisdkkddn solujen viljelyiden
kelluvista osuuksista, jotka on transformoitu cDNA:ta koodaavalla
KM31-7:114.
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Monoklonaalisen vasta-aineen tuottamiseksi seuraavasti selitetyt mene-

telmdt on suoritettava. Naihin kuuluu:
(a) antigeeninid kiytettivin biopolymeerin puhdistus;
(b) hiirten immunisointi ruiskuttamalla antigeenii ja vasta-ainetta

tuottavien solujen valmistaminen sopivalla ajankohdalla pernasta

keraamills ja analysoimalla verta;

(c) myeloma-solujen valmistus;

(d) pernan ja myeloma-solujen yhdistaminen;

(e) seulonta haluttuja vasta-aineita tuottavan hybridomaryhmin
valitsemiseksi;

(£) yksittdisen kloonin valmistaminen (kloonaus);

(8) hybridoman viljeleminen monoklonaalisen vasta-aineen suurimit-

taiseen tuotantoon tal hiirten saaminen, jotka on tartutettu

hybridomalla, kuten asia voi olla; ja

(h) fysiologisen aktiivisuuden tai ominaisuuksien analysoiminen
tuloksena saadun monoklonaalisen vasta-aineen merkitysreagens-

sind.

Anti-KM31-7 monoklonaalisten vasta-aineiden tuotanto kuvataan nyt viit-
taamalla edelld kuvattuihin menetelmiin. On huomattava, ettd ei ole
valttamitdéntd tarkasti seurata seuraavaa kuvausta, ja ettid on mahdol-
lista k&yttda mitd vain sopivaa menetelmdd. On esim. mahdollista kayt-
tdd vasta-ainetta tuottavia soluja ja myeloma-soluja, jotka eivat ole
pernasoluja, kuten myds vasta-ainetta tuottavia soluja, ja muiden ni-
sikkdiden myeloma-soluja. Seuraava menetelmi edustaa tdllia hetkells
edullista menetelmids anti-KM31-7 monoklonaalisten vasta-aineiden saami-

seksi.
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(a) Antigeenin puhdistus

Fuusioproteiini, joka saadaan ilmaisemalla pMAL31-7- E. colissa ja
puhdistamalla tuote, on tehokas antigeeni. E. coli TB-1l:n viljely, joka
on transformoitu pMAL31-7:114, sisdllytettiin isopropyyli-B-D-tiogalak-
topyranosiidilla (IPTG). Ilmaistu fuusioproteiini puhdistettiin sitten
affiniteetti-kromatografialla kayttdmdlld amyloosihartsikolonnia (New
England BiolLabs). KM31l-7-proteiini, joka oli puhdistettu COS-l-solujen
seerumivapaasta viljelyn kelluvasta osuudesta, jotka oli transformoitu

pSRa31-7:114, on my6és tehokas antigeeni.

(b) Vasta-ainetta tuottavien solujen valmistus

Kohdassa (a) saatu puhdistettu fuusioproteiini sekoitetaan Freundin
tdydelliseen tai epidtidydelliseen apuaineeseen tai sellaiseen apuainee-
seen kuten kalialuna ja laboratorioceldimia immunisoidaan sitten tulok-
sena saadulla rokotteella. BALB/c-hiiret ovat edullinen valinta kiytet-
tidviksi laboratorioelaimini, koska pdiosa kiayttékelpoisista
myeloma-soluista, joka on johdettu hiiristd, on johdettu BALB/c-hiiris-
tid. Lisdksi ndiden hiirien ominaisuuksia on tutkittu paljon ja yksi-
tyiskohtaisesti. Lisiksi, jos sekd vasta-ainetta tuottavat solut etti
myeloma-solut ovat BALB/c-hiiristi, sitten tuloksena saatu hybridoma
voi kasvaa BALB/c-hiirten vatsaontelossa. Siten BALB/c-hiirten kiyttd
tarjoaa etuja siind, ettd saadaan monoklonaalisia vasta-aineita, jotka
helposti saadaan vesivatsasta ilman, ettd tarvitsee kayttda monimutkai-
sia menetelmia. Siit& huolimatta tadmi keksintd ei rajoitu BALB/c-hiir-

ten kayttoon.

Antigeeni voidaan annostella missd vain sopivassa muodossa kuten ihon-
alaisesti ruiskuttamalla, vatsakalvonsisidisesti ruiskuttamalla, suo-
nensisdisesti ruiskuttamalla, ihonsisdisesti ruiskuttamalla tai lihak-
sensisjisesti ruiskuttamalla ja edullinen on ihonalainen ruisku tai

vatsakalvonsisidinen ruisku.
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Immunisointi voidaan suorittaa kerran tai useammin sopivin vidliajoin.
Edullinen jarjestelmd on immunisoida ja sitten vielid kerran tai useam-
min 1-5 viikon vdliajoin. Myohempien menetelmien tehokkuutta voidaan
parantaa, jos vasta-ainetitteri mainitulle antigeenille immunisoitujen
eldinten seerumissa analysoidaan siidnnollisesti ja elaimid, joilla on
riittdvin korkea vasta-ainetitteri kdytetddn vasta-ainetta tuottavien
solujen saamiseksi. Vasta-ainetta tuottavat solut sen jalkeiseen fuu-
sioon edullisesti eristetddn eldimestd 3-5 pidivdd lopullisen immuni-

soinnin jalkeen.

Menetelmii vasta-ainetitterin analysoimiseksi ovat esim. erilaiset
tunnetut tekniikat kuten radioisotooppi-immuunianalyysi (RIA), entsyy-
miin sidottu immunosorbenttianalyysi (ELISA), fluoresentti vasta-aine-
tekniikka ja passiivinen hemoglutinointi, mutta RIA ja ELISA ovat edul-
1lisii niiden herkkyyden, nopeuden ja tarkkuuden vuoksi ja koska ne

voidaan ‘automatisoida.

Sopiva ELISA-muoto on seuraava. Antigeeni adsorboidaan kiintedian faa-
siin ja sitten kiintedn faasin pinta tehdd&dn alttiiksi proteiinille,
joka ei liity antigeeniin, kuten hidrin seerumialbumiini (BSA), sellais-
ten pinta-alueiden blokkaamiseksi, joihin ei ole adsorboitunut anti-
geenid. Kiinted faasi pestdsn sitten, minkd jadlkeen se tehdddn alttiik-
si primdsrin vasta-aineen seerisesti laimennetulle naytteelle, esim.
hiiren seerumi. Mahdollinen anti-KM31l-7-vasta-aine ndytteessid sitoutuu
antigeeniin. Pesun jalkeen, sekundidiristd entsyymiin liitettyi anti-
hiiren-vasta-ainetta lisdtd4n ja annetaan sitoutua sitoutuneeseen hii-
ren vasta-aineeseen. Pesun jidlkeen entsyymisubstraatti lisitdidn ja
vasta-ainetitteri voidaan sitten laskea mittaamalla parametri, kuten

vdarinvaihto, jonka substraatin hajoaminen aiheuttaa.

(c) Myeloma-solun valmistus

Tehtyjd hiiren solulinjoja kédytetddn edullisesti myeloma-solujen lah-

teena. Sopivia esimerkkejid sellaisista solulinjoista ovat myeloma-solu-
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linja P3-X63 Ag8-Ul (P3-Ul), BALB-hiirten alkuperdi olevasta 8-atsagua-
niiniresistanssista [Current Topics in Microbiology and Immunology,

81, 1-7, (1978)], P3-NSI/1-Ag4.1 (NS-1) {European J. Immunology,

6, 511-519 (1976)], SP2/0-Agl4 (SP-2) [Nature, 276, 269-270 (1978)],
P3-X63-Ag8.653 (653) [J. Immunology, 123, 1548-1550 (1979)] ja
P3-X63-Ag8 (X63) ([Nature 256, 495-497 (1975)]. Namid solulinjat voidaan
aliviljella sopivissa valiaineissa kuten 8-atsaguaniinivdliaineessa
(RPMI-1640 vidliaine, joka sisiltda 8-atsaguaniinia, 1,5 mM glutamiinia,
5 x 107> M 2-merkaptoetanolia, 10 pg/ml gentamysiinia ja 10 % sikién
vasikkaseerumia), Iscoven modifioitua Dulbeccon viliainetta (IMDM) tai
Dulbeccon modifioitua Eaglen vdliainetta (DMEM). Solun lukumidrin arvi-
oidaan olevan ainakin 2 x 107 fuusiopaiviani aliviljelem#lld normaalissa
viliaineessa, myds tunnettu tiydellisend GIT:nd (5,5 ml MEM ei-oleel-
lista aminohappoliuosta (NEAA, Gibeo), 27,5 ml NCTCLl09 (Gibco), 6 ml
penisilliini-streptomysiiniliuosta (Sigma) ja 11 ml glutamiinin 200 mM
liuosta (Sigma) 500 ml:ssa GIT-valiainetta (Wako Pure Chemical Indust-

ry)), 3-4 pdiviaid ennen solun fuusiota.
(d) Solufuusio

Vasta-ainetta tuottavat solut ovat plasmasocluja ja niiden edeltidjit
lymfosyyttejd. Ne voidaan saada yksittdisen eldimen sopivasta paikasta,
kuten pernasta, lymfapisteistd, perifeerisestd verestd tai niiden sopi-

vasta yhdistelmdstd. Pernasoluja kidytetddn kuitenkin eniten.

Vasta-ainetta tuottavia soluja keratdian 3-5 paivaid lopullisen immuni-
soinnin jdlkeen hiiristd, joilla on ainakin edelld kuvattu vasta-aine-
titteri. Tuloksena saadut vasta-ainetta tuottavat solut fuusioidaan
sitten edella kohdassa (c¢) saatujen myelomasolujen kanssa. Tavallisin
kdytetty menetelmd tdllad hetkellid on yhdistdi pernasolut myelomasolui-
hin kiyttamilla polyetyleeniglykolia, johtuen niiden suhteellisen al-
haisesta myrkyllisyydestd ja tdmin yhdisteen manipuloinnin helppoudes-

ta. Tami menetelmd suoritetaan seuraavalla tavalla.
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Pernasoluja ja myeloma-soluja pestddn perusteellisesti valiaineella tai
fosfaatilla puskuroidulla suolaliuoksella (PBS) sekoitettuna niin, etta
pernasolujen ja myelomasolujen vidlinen suhde on karkeasti ottaen alu-
eella 5-10:1 ja sitten suoritetaan sentrifuugierotus. Kelluva osuus
erotetaan ja solujen méykky hajotetaan perusteellisesti ja sitten poly-
etyleeniglykoliin sekoitettu liuos (PEG, molekyylipaino: 1000-4000)
lisdtdan sekoittaen. Usean minuutin jdlkeen soluille tehddan sentrifuu-
gierotus. Kelluva osuus erotetaan taas ja asettuneet solut suspensoi-
daan sopivaan miadrdin tiydellistda GIT:i4, joka sisdltdi hiirem IL-6
5-10 ng/ml ja sitten siirretddn viljelylevyn reikiin. Kun solun kasvu
on varmistettu jokaisessa reiissi, vdliaine korvataan HAT-vidliaineella
(taydellinen GIT, joka sisaltaa 5-10 ng/ml hiiren IL-6, 1075 ..103 M
hypoksantiinia, 107%...1077 M aminopteriinia ja 107%...10* M tymi-

diinig).

(e) Hybridomarvhmien valinta

Viljelylevyd haudotaan CO,-inkubaattorissa lampétilassa 35-40°C 10-14
pdivaa. Tana aikana raikasta HAT-vdliainetta, joka vastaa viliaineen

puolta mairdsd, lisdtddn joka 1-3 paivid.

Myelomasolut ovat 8-atsaguaniini-vastustuskykyisestd solulinjasta ja
sekd myelomasolut etti hydridomat, jotka muodostuvat ainoastaan
myelomasoluista, eividt voi jid4dia eloon HAT-valiaineessa. Kuitenkin
hybridomat, jotka kidsittdviat vasta-ainetta tuottavia solun osia, joihin
kuuluu vasta-ainetta tuottavien solujen ja myelomasolujen hybridomat,
voivat jdidda eloon. Hybridomat, jotka muodostuvat ainoastaan vasta-
ainetta tuottavista soluista, ovat kuolevaisia niin, ettd hybridomat,
jotka muodostuvat sekd myeloma- ettd vasta-ainetta tuottavista soluista

voidaan valita viljelemilla HAT-vidliaineessa.

HAT-vdliaine korvataan HT-viliaineella (jossa aminopteriini on poistettu
HAT-vialiaineesta niissd rei'issd, joissa hybridomat, joita on havaittu,
kehittidvat viljelmii. Osa viljelmin kelluvasta osuudesta poistetaan sitten

ja anti-KM31-7 vasta-ainetitteri analysoidaan esim. ELISA:1la.
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Edelld olevaa menetelmid# kuvataan 8-atsaguaniini-vastustuskykyisen
solulinjan suhteen, mutta muita solulinjoja voidaan myés kiyttia sills
edellytykselld, ettd ne sallivat hybridomien valinnan. Kiytetyn v&li-

aineen koostumus luonnollisesti vaihtuu myés sellaisissa tapauksissa.
(f) Kloonaus

Hybridomat kohdasta (e), jotka on miaritelty tuottavan anti-KM31-7
spesifistd vasta-ainetta, siirretddn eri levylle kloonausta varten.
Erilaisia kloonausmenetelmis voidaan kiayttdd, kuten seulontamenetelmis
(jossa hybridomille tehddan rajoittava laimennusanalyysi niin, etti
kukin reikd sisiltdi ainoastaan yhden hybridoman), pehmed agaari-
menetelmd (jossa ympatut viljelmdt otetaan pehmeddn agaariviliainee-
seen), siementidmismenetelmd, jossa yksi ainoa solu poistetaan mikro-
manipulaattorilla, ja lajittelukloonausmenetelmid (jossa yksittiiset
solut erotetaan solunvalitsimella). Rajoittavaa laimeﬁnusanalyysié

kdytetiddn useimmiten sen yksinkertaisuuden takia.
Kloonaus, kuten rajoittava laimennusanalyysi, toistetaan 2-4 kertaa
niilla rei’illa, joissa vasta-ainetitteriid jatkuvasti havaitaan. Kloo-

ni, jossa on anti-KM31-7 vasta-aineen tuottoa, valitaan hybridomaksi.

(g) Monoklonaalisen vasta-aineen valmistaminen hydridoman viljelylls

Kohdan (f) hybridomavalintaa viljellaan tavanomaisessa vidliaineessa.
Suuritilavuuksinen viljelmd suoritetaan pydérividlla viljelylls kdytts-
mdll4d joko suurta viljelypulloa tai spinnerid. Anti-KM31-7 monoklonaa-
lisia vasta-aineita voidaan saada altistamalla solun kelluva osa geeli-
suodatuksella ja sitten kerdamillsd ja puhdistamalla IgG-fraktio. Lisak-
si hybridoman voidaan myds antaa kasvaa saman hiirikannan vatsaontelos-
sa (esim. edelld mainittu BALB/c-hiiret) tai esim. Nu/Nu-hiiret. Yksin-
kertainen menetelm4 t&4mdn vaiheen suorittamiseksi on monoklonaalisen

vasta-ainekitin kiytté (esim. MAbTrap GII Pharmaciasta).
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(h) Monoklonaalisen vasta-aineen tunnistaminen

Kohdassa (g) saadun monoklonaalisen vasta-aineen isotyypin ja aliluokan
méddrittaminen voidaan suorittaa kuten seuraavassa kuvataan. Esimerkkeja
tunnistustekniikoista, joita voidaan k&yttdd ovat Quchterlony-menetel-

mid, ELISA ja RIA. Vaikka Ouchterlony-menetelmid on yksinkertainen, siina
on se haitta, ettid monoklonaalinen vasta-aine on konsentroitava tapauk-

sissa, joissa konsentraatio on erittidin matala.

Jos kaytetddn joko ELISA:a tai RIA:a, viljelmidn kelluva osuus voidaan
suoraan altistaa viljelman kiintedlle osuudelle, jolle antigeeni on jo
adsorboitunut. Sekundiarisid vasta-aineita, jotka ovat spesifisia
IgG-aliluokan jokaiselle tyypille voidaan sitten kiyttdda aliluokkatyy-
pin tunnnistamiseksi. Vaihtoehtoisesti, isotypisoiva kittii (esim. hii-
ren monoklonaalista vasta-ainetta, joka isotypisoi Amersham-kittii),
voidaan kayttdd. Proteiinin mdidritys voidaan suorittaa Folin-Lowry-
menetelmills tai mittaamalla absorbanssi aallonpituudessa 280 mm

[1,4 (ODzg) = 1 mg/ml immunoglobuliinia].

Seuraavissa esimerkeissid monoklonaalinen vasta-aine, joka on saatu
hybridomasta, joka on merkitty MKM150-2, midiriteltiin olevan yksi

IgG-luokan isotyyppi ja tunnistettiin kuuluvan IgGl-aliluokkaan.

Monoklonaalisella vasta-aineella, joka on saatu esilli olevan keksinnén
mukaisesti, on korkea spesifisyys KM31-7-proteiinille. Lisdksi, koska
monoklonaalinen vasta-aine on saatu hyvin ja hyvissd mi4rissd viljele-
malla edella mainittua hybridomaa, sitd voidaan kiayttaa KM31-7-proteii-
nin eristdmiseksi ja puhdistamiseksi, ja KM3l-7-proteiinin eristiminen
ja puhdistus mainitulla monoklonaalisella vasta-aineella immuunisaosta-
malla kadyttamidlla antigeenin vasta-ainereaktiota muodostaa osan tdti

keksintéi.
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Esilld olevaa keksintod kuvataan nyt viittaamalla oheisiin ei-rajoitta-
viin esimerkkeihin. Kaikki liuokset ovat vesipitoisia ja ne on valmis-
tettu ioni-vaihdetusta vedestd, ja kun ilmaistaan prosentuaalisia
osuuksia, ne ovat p/t, jos el muuta sanota. Jos menetelmij ei ole eri-
telty, ne voidaan 16ytd3d julkaisusta "Molecular Cloning - A Laboratory
Manual" [second edition, Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T.
(1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press]. Menetelmidt liuosten ja
muiden vdliaineiden valmistamiseksi on annettu mydhdisemmdssi osassa,
jonka nimi on ﬁMedia“, jos miitad ei ole annettu esimerkeissi. Menetel-
miat, joihin viitataan esimerkeissid ilman tekniikoita, on johdettavissa

edeltdvistd esimerkeisti.

A) CYVV:n lahdemateriaali

Lehti, joka on tartutettu clover yellow vein -viruksella ja jota on
varastoitu jdadytetyssd tilassa [CYVV-isolaatti nro 30: Uyeda, I.
et al. (1975), Ann. Phytopath. Soc. Japan 41: 192-203} jauhettiin

10 tilavuudella siirrostuspuskuria.

CYVV:n propagointi suoritettiin kiyttamdlld Vicia faba viljelykelpoista
Wase-Soramamea, joka oli kehittdnyt toisen ajkuisen lehden. Aikuista
lehted ruiskutettiin karborundumilla (400 mesh) ja istutettiin nestee-
seen, joka saatiin edelld kayttamidlla lasi-spatulaa. Noin 8-10 piaivii
istuttamisen jalkeen istutettu lehti oli kehittynyt verkkomaiseen mosa-

iikkitilaan. Tamd lehti poistettiin ja kidytettiin CYVV:n lihteeni.

B) Viruksen puhdistaminen

Lehtid, jotka on eristetty kohdassa A) edellsi jauhettiin jauhimella,
joka sisdlsi 3 tilavuusosaa uuttopuskuria. Jauhamisen jdlkeen lehtis
jauhettiin lisii survimella ja myllylla. Tuloksena saatua valmistetta
sekoitettiin hitaasti huoneenldmméssi kiAyttim#lla moottoria, joka oli
varustettu ruostumattomasta terdksestd olevalla sekoitusterdlli., Neste-

valmiste erotettiin sitten kaksoiskerroksisen verkon ldpi.
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Kaikki senjdlkeiset menetelmit suoritettiin lampdétilassa 4°C,

Raaka neste sekoitettiin puolen tilavuuden kloroformin kanssa ja seos
sekoitettiin Waring-sekoittimessa, jonka jalkeen valmiste sentrifugoi-
tiin painovoimassa 6000 x g 15 min. Sentrifugoinnin jidlkeen vesikerros
kerdttiin ja polyetyleeniglykoli (PEG # 6000) lisdttiin tidhidn fraktioon

lopulliseksi konsentraatioksi 4 % t/t.

Tuloksena saatua seosta sekoitettiin jadan kanssa tunnin ajan ja annet-
tiin seistd j&4ll4 vield yksi tunti. Ndin saadulle nesteelle tehtiin
sentrifugointi painovoimassa 6000 x g 15 min. ja saostuma otettiin
talteen virusta sisdltdvand fraktiona. Tami saostuma suspensoitiin

50 ml:aan 10 mM fosfaattipuskuria (pH 7,4), joka sisdlsi 0,5 M ureaa ja
sitten sekoitettiin yhta suuren tilavuuden hiilitetrakloridin kanssa ja
tuloksena saatua valmistetta sekoitettiin voimakkaasti 5 min., jonka
jédlkeen valmisteelle tehtiin sentrifugointi painovoimassa 6000 x g

10 min. Vesifaasi ultrasentrifugoitiin lampdtilassa 4°C painovoimassa
30.000 rpm 90 min. k4yttamalla Hitachi RP-30 -roottoria. Tuloksena

saatu pelletti otettiin talteen virusta sisidltdvdni fraktiona.

Pelletti suspensoitiin 10 mM fosfaattipuskuriin, joka sisdlsi 1 %
Triton X100 (pH 7,4) ja tdlle suspensiolle tehtiin sentrifugointi
lampodtilassa 4°C painovoimassa 8000 x g 1 min. ajan. Tuloksena saatu
kelluva osuus kerrostettiin graduoituun 10-40 %:n sakkaroosin tiheys-
gradienttiputkeen (40 $: 10 ml, 30 %: 10 ml, 20 %: 10 ml, 10 %: 10 ml)
ja jonka oltiin annettu seistd y6n yli liampétilassa 4°C, joka aikaisem-
min oli valmistettu 10 mM fosfaattipuskurin kanssa (pH 7,4). Kun putki
oli kerrostettu kelluvalla osuudella, sille tehtiin ultrasentrifugointi
lampétilassa 4°C nopeudella 23.000 rpm 120 min. Hitachi PRS25 -rootto-

rissa.

Sentrifugoinnin jidlkeen sakkaroosin tiheysgradienttikolonniputki frak-
tioitiin kayttdmilla fraktionaattoria (Model UA-2: valmistanut yhtié

ISCO Co.), joka o0li varustettu ODggq,,-detektorilla. Fraktiot, joiden
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sakkarocositiheys on noin 20-30 % ja joka absorboi ODygo,,:ssi& otettiin

viruksen sisidltamidnid fraktiona.

Talteenotettu virusfraktio laimennettiin kaksinkertaiseksi 10 mM:1la
fosfaattipuskuria (ph 7,4) ja sille tehtiin sentrifugointi lampétilassa
4°C nopeudella 40.000 rpm 90 min. kiyttamidlla Hitachi RP-65 -roottoria.
Tuloksena saatu saostuma jdlleensaostettiin 10 mM:n fosfaattipuskuriin

(pH 7,4) puhdistetun viruksen saamiseksi.

C) Virus-RNA:n eristys

CYVV:n genominen RNA kasittidi noin 10.000 emdstd ja on polyadenyloitu
3’ -padtteessd. Pituus ja polyadenylointi yhdessd vaikeuttavat tayspit-
kdn RNA:n uuttamista ilman menetyksid, kun kiytetddn joko tavanomaista
fenoli/natriumdodekyylisulfaattimenetelmdd tai guanidiinitiosyanaatti-
menetelmdd. Siksi virusgenominen RNA valmistettiin alkaalisakkaroosi-

tiheysgradienttisentrifugointimenetelmallai.

500 pl virusliuosta (jonka oli laskettu sisiltdvdn 2 mg virusta sen pe-
rusteella, ettid 1 mg/ml virusta on ODygoyy 2,5) lisdttiin 500 pl:aan
hajotusliuosta ja seoksen annettiin seistd huoneenlidmméssid 20 min.
Tamén jalkeen seos kerrostettiin 0-33,4 %:n sakkaroosi-tiheysgradient-
tikolonniputkeen (33,4 %: 1,4 ml, 30,4 %: 7,6 ml, 27 %: 7,0 ml, 23 %:
6,3 ml, 18,7 %: S ml, 12 %: 3,2 ml, O %: 2,7 m; jonka oltiin annettu
seistd lampétilassa 4°C yon yli), joka oli valmistettu 1 x SSC:114.
Kaytetty puskuri oli myés 1 x SSC ja kerrostetulle putkelle tehtiin
sitten ultrasentrifugointi Hitachi RPS-27-roottorissa lampétilassa 15°C
nopeudella 24.00 rpm 9 tuntia. Tdm&n jadlkeen putken pohjaan tehtiin
reiki sakkaroositiheysgradientin fraktioimiseksi. Genominen virus-RNA-
fraktio tunnistettiin mittaamalla jokaisen fraktion absorbanssi aallon-
pituudessa 260 nm. Genomisen virus-RNA:n sedimentointi ilmeni sakkaroo-
sikonsentraatiossa noin 20-30 %. Genominen RNA saatiin saannossa noin

25 pg.
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D) Virus-cDNA:n synteesi

cDNA syntetisoitiin kiyttidmilla genomista RNA:ta, joka oli valmistettu
edella kohdassa C) templaattina. cDNA:n synteesi suoritettiin kaytta-
m4lls cDNA Synthesis System Plus:aa (valmistaja Amersham). Tuloksena
saatu cDNA puhdistettiin Sephadex G50 -kolonnilla (rekisteréity tavara-
merkki, valmistaja Pharmacia) ja poly-C-ketju lisattiin puhdistettuun
5'-paddtteeseen kiyttdmialla dCTP:td ja pidate-deoksinukleotiditransferaa-
sia (valmistaja Bethesda Research Laboratories). Plasmidin pBR322 wval-
mistus (valmistaja Bethesda Research Laboratories) tehtiin vaihtamalla
plasmidi restriktioentsyymill4d Pstl ja sitten lis&dmédlls 3’ -poly-G-
ketju molemmissa padissd. cDNA lisittiin sitten tdhdn valmisteeseen ja
seosta haudottiin lampdétilassa 65°C 5 min., jonka jilkeen sita haudot-
tiin lidmpétilassa 57°C 2 tuntia. Tuloksena saatu seos jadhdytettiin
vdhitellen, jolloin sallittiin c¢DNA:n poly-C-ketjun pddttdminen plasmi-

din poly-G-ketjulla. -

E) Transformaatio

Escherichia colin kanta HB 101 transformoitiin uudella plasmidilla,

joka oli valmistettu vaiheessa D) edelld kalsiumkloridimenetelmsalli.

E. colin kannan HB 101 siemenviljelmid valmistettiin ravistamalla yén
y1li nestemdisessi LB-vadliaineessa. 0,5 ml tédsta siemenviljelmista kay-
tettiin istuttamaan 50 ml tuoretta nestemdistid LB-valiainetta ja istu-
tusta viljeltiin ravistamalla lampétilassa 37°C, kunnes saatiin ODssg.y
arvoon 0,5. Bakteerisoluja otettiin talteen sentrifugoimalla lampé-
tilassa 4°C nopeudella 5000 x g 5 min. ja tuloksena saatu pelletti
suspensoitiin 25 ml:aan Tris-kalsiumpuskuria ja annettiin seistd jadissa
5 min. Tuloksena saatu suspensio sentrifugoitiin taas nopeudella

4000 x g 4 min. ja pelletti suspensoitiin 5 ml:aan Tris-kalsiumpuskuria

ja annettiin seistd jaidssi 2 tuntia hyvien solujen saamiseksi.

100 pl uutta plasmidia, joka oli saatu edelld olevassa kohdassa D)
lisattiin 200 pl:aan kayttékelpoisia soluja, jotka oli saatu edellid ja

seoksen annettiin seistd jididssd 30 min. Ta&mdn jilkeen seosta haudottiin
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lampotilassa 42°C 2 min. ja sitten 1 ml nestemidisti LB-viliainetta
lisattiin ja tuloksena saatua seosta viljeltiin ravistamalla 37°C vieli
yhden tunnin ajan. Tuloksena saatu seos leviteltiin kiinteille LB-vili-
aineelle, joka sisdlsi 12,5 pg/ml tetrasykliinihydrokloridia ja 1,5 %
p/p agaria. Soluja viljeltiin lampdétilassa 37°C yon yli ¢DNA:n klooni-

kirjaston saamiseksi.

F) Plasmidin pNS51 valmistus ja valinta

cDNA-rekombinanttiplasmidikirjasto analysoitiin kiyttam&lli alkaliini-

SDS-menetelmdd. Yksityiskohtaisemmin menetelmid oli seuraavanlainen.

2 ml nestemidistd LB-valiainetta istutettiin bakteeriviljelmdlls, joka
oli vastustuskykyinen tetrasykliinille, mutta herkkéd ampisiliinille,
joka oli saatu edelld olevasta kiintedstd LB-viljelmidstd ja tuloksena
saatua suspensiota viljeltiin ravistamalla ldmpoétilassa 37°C yoén yli.
Soluja otettiin talteen sentrifugoimalla nopeudella 10.000 x g ja sus-
pensoitiin 70 pl:aan hajotuspuskuria, joka sisilsi lisgksi 16 pl
lysotsyymiliuosta (10 mg/ml). Sekoittamisen jalkeen 5 sekunnin ajan
suspension saamiseksi suspension annettiin seistid huoneenlémméssi

5 min. Tamdn jidlkeen 160 ul alkaliini-SDS-liuosta lisdttiin suspensioon
ja tuloksena saatua seosta sekoitettiin ensiksi invertoimalla putki
useita kertoja ja sitten annettiin seistd j4411l4 5 min. 120 ul 5 M
kaliumasetaattia lisjttiin sitten seokseen, jonka sitten taas annettiin
seistd jaall4a 5 min. Tamén jilkeen seosta sentrifugoitiin nopeudella

10.000 x g 5 min. lampétilassa 4°C.

Sentrifugoinnin jdlkeen kelluva osuus siirrettiin tuoreeseen putkeen ja
250 pl isopropanolia lisatiin lisaksi putkeen ja tuloksena saadun seok-
sen annettiin seistd yon yli jd4114 30 min. Tdmdn jalkeen seosta taas
sentrifugoitiin nopeudella 10.000 x g 5 min. ja tuloksena saatu pellet-
ti liuotettiin 100 ml:aan TE-puskuria [10 mM Tris, 1 mM EDTA (pH 8,0)].
Fenoliuutto suoritettiin sitten lisdamilla yhtd suuri miiri fenoli/-
kloroformi/isoamyylialkoholia (25:24:1) tuloksena saatuun seokseen

voimakkaasti sekoittaen ja sentrifugoitiin seos nopeudella 10.000 x g
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5 min. lampdtilassa 4°C (tdmdn jdlkeen tahdn menetelmddn viitataan

fenoliuuttona).

100 pg vesikerrosta, joka oli saatu sentrifugoinnista, sekoitettiin

10 ml 3 M natriumasetaatin kanssa (pH 5,2) ja 250 pl etanolin kanssa ja
tuloksena saadun liuoksen annettiin seistd hiilihappoj&a&lli 10 min. ja
sen jalkeen sentrifugoitiin nopeudella 10.000 x g 5 min. nukleiinihap-
pofraktion talteenottamiseksi (tdmian jdlkeen tdtd menetelm&ds, jossa
kaytetddn samoja suhteellisia osuuksia kelluvaa osuutta, etanolia ja

natriumasetaattiliuosta, kutsutaan etanolin saostamiseksi).

Tuloksena saatu pelletti suspensoitiin 50 pl:aan RNase-A-liuosta

(10 pg/ml TE-puskurissa ja sitten haudottiin lampétilassa 37°C yhden
tunnin ajan. Tamidn jidlkeen 30 pl polyetyleeniglykoliliuosta (2,5 M
natriumkloridia, 20 % polyetyleeniglykolia # 8000) lisattiin haudottuun
suspensioon ja seoksen annettiin seistd j&44lla yhden tunnin. T&dmin j&l-
keen seos sentrifugoitiin nopeudella 10.000 x g 5 min. lampdtilassa 4°C
DNA-fraktion talteenottamiseksi pellettinid ja etanolin saostaminen

suoritettiin kaksi kertaa vield puhdistetun plasmidi-DNA:n saamiseksi.

Puhdistettu plasmidi-DNA halkaistiin restriktiocentsyymilla PstI ja
tehtiin 1 % agaroosigeelisihkéforeesi kayttamidlla TBE-liuosta. Sihké-
foreesin jalkeen geelille tehtiin Southern blot -hybridisointi [Sout-
hern, E.M. (1975), J. Mol. Biol. 89: 503-517]. Erityisemmin geeli ra-
vistettiin denaturointiliuoksessa 40 min., sitten siirrettiin ja ravis-

tettiin neutralisointipuskurissa 2 tuntia.

Ravistamisen jdlkeen geeli siirrettiin polyuretaaniesterisienelle, joka
sisalsi 20 x SSC, DNA:n siirtédmiseksi Hybond-N-membraanipalalle (rekis-
terbity Amersham tavaramerkki), joka oli sienessid. Kun DNA:n oltiin
annettu siirtyid Hybond-N-membraanille, membraania ravistettiin

1 x $5C:ss4& 10 min. ja sitten kuivattiin lampoétilassa 80°C yhden tunnin
ajan DNA:n kiinnittidmiseksi. Membraani sijoitettiin sitten prehybridi-

sointiliuokseen {5 ml formamidia, 1 ml 50 x Denhardtin liuosta, 2,5 ml
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20 x SSC:t4, 100 pl hiiva-tRNA:ta (5C mg/ml), 100 pl 10 % SDS:44 ja

1,3 ml jidlleentislattua vettd] ja haudottiin ldmpétilassa 50°C 3 tuntia.

Genomista virus-RNA:ta, joka on halkaistu Mg?*:1la, kaytettiin koettime-
na. Erityisemmin 4 pl 5 x danaturointipuskuria lisattiin 16 pl:aan
liuosta, joka oli saatu edelld olevasta vaiheesta C), joka sisalsi 1 ug
virusRNA:ta ja seosta haudottiin lampdtilassa 37°C 3 tuntia. 5 pl dena-
turoitua RNA-liuosta, joka sisdlsi 100 ng RNA:ta (laskettu silli perus-
teella, ettd 1 mg/ml RNA:1la on ODgggy, 20), otettiin talteen etanolin
saostamisella, minkd j&lkeen kuumenmettiin lampétilassa 70°C 5 min. ja

sitten sammutettiin jaalli.

4 pl 5 x merkintdpuskuria, 1 pl 3,3 mM [y-%%p] ATP:ta (0,37 MBq) ja

10 gl jdlleentislattua vettd lisadttiin denaturoituun RNA-liuokseen.

20 U T4-polynukleotidikinaasiliuosta [valmistaja Takara Shuzo] lisit-
tiin seokseen, minkid jadlkeen haudottiin l&mpétilassa 37°C 30 min.
Ei-sisdllytettyi [y-3%p] ATP:t4 poistettiin toistuvalla etanolisaostuk-

sella viisi kertaa.

Tuloksena saatu merkitty koetin lisdttiin hybridisointiliuokseen [5 ml
formamidia, 2 ml 50 % dekstraanisulfaattia, 200 gl 50 x Denhardtin
livosta, 2,5 ml 20 x SSC:t&, 50 pl hiiva-tRNA:ta (50 mg/ml), 100 pl

10 % SDS:44, 1,3 ml jalleentislattua vettd] lopulliseen konsentraatioon
5 x 10° cpm/ml, ja Hybond-N-membraani, joka saatiin edelld, siirrettiin
tdhdn liuokseen ja tehtiin hybridisointi hautomalla ldmpétilassa 50°%
yén yli ja sen jalkeen pesu ravistamalla lampétilassa 60°C 2 x SCC:114,
joka sisalsi 0,1 % natriumdodekyylisulfaattia (SDS). T4md menetelmd
toistettiin kolme kertaa ja Hybond-N-membraani pestiin sitten lisai
0,1 x $S8C:114, joka sisdlsi 0,1 % SDS ravistamalla huoneenlamméssi

yhden tunnin ajan ja sitten kuivattiin.

Autoradiografia vapautti plasmidin, jonka merkitsimme pNS51:114, jolla
oli sisallysfragmentti, ja joka kasitti noin 6500 emisparia (bp), jotka
oli hybridisoitu genomisella RNA:1lla.
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G) pNS5l1-insertin sekvenssin mdiritys

pNS51:ss4 kloonatun cDNA:n restriktiokartan valmistamiseksi plasmidi
merkittiin jokaisella seuraavista restriktioentsyymeistd; BamHI, EcoRI,
HindIII, KpnI, NcoIl, Pstl, SalIl, Sphl, Smal, XhoI, Xbal, ja niiden

pareilla. Tuloksena saatu kartta on esitetty kuviossa 1.

Sen jialkeen kukin fragmentti, joka saatiin merkitsemilla restriktio-
entsyymeilli Sall ja Pstl, sisdllytettiin M13mpl9 RF DNA:han. Tami teh-
tiin merkitsemdllsd pNSS51 restriktioentsyymeilld Pstl ja Sall ja ajamal-
la halkaisutuotteet 5 % polyakryyliamidi-sihkoforeesigeelills kayttis-
mdlla 1 x TBE. Sihkéforeesin jilkeen geeli varjattiin 1 pg/ml:lla eti-
diumbromidia, jotta voitaisiin tunnistaa absorpticalueita UV-valossa.
Geelin liuskat, jotka sisdlsivat kunkin DNA-alueen, leikattiin pois
partaveitselld ja tehtiin sdhkéeluutio electroeluterilla (valmistaja

Amicon), joka oli varustettu Centrigon-30:114 (valmistaja Amicon).

Kukin fragmentti sisidllytettiin sitten kiyttidmdlli DNA-sidontakittia
[valmistaja Takara Shuzo] M13mpl9:din, joka oli merkitty ainoastaan
SA1I:114 tai sekd Pstl:1lla ettd Sall:114 ja joita oli sitten kidsitelty

alkaliinifosfataasilla.

Tuloksena saatu rekombinantti M13mpl9 RF-DNA (jossa fragmentit on si-
sdllytetty kdyttamilla T4 DNA-ligaasia) sisdllytettiin E. coli-kantaan
JM109 kayttamalld rubidiumkloridimenetelmdd. Yksittdinen kannan JM109
viljelms, joka oli viljelty M9 minimiagarivdliaineessa, istutettiin ja
viljeltiin nestemiiseen SOB-viliaineeseen ravistamalla yoén yli. 0,6 ml
tdtd viljelmias istutettiin 50 ml tuoreeseen nestemiiseen SOB-viliainee-
seen ja viljeltiin ravistamalla limpétilassa 37°C, kunneé ODgpopn SaaVUt-
ti arvon 0,5. Solut otettiin sitten talteen sentrifugoimalla nopeudella
5000 x g lampdtilassa 4°C 10 min. ja pelletti suspensoitiin 25 ml:aan

TFBl-puskuria ja annettiin seistd jddssd 20 min.
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Suspensio sentrifugoitiin taas nopeudella 3000 x g 5 min. ja pelletti
suspensoitiin 2 ml:aan TFB2-puskuria ja annettiin sitten seist4d jddssa

20 min. pdtevien solujen saamiseksi.

Edell4d saatu rekombinantti M13mpl9 RF-DNA kaytettiin midrissid 1-10 pl
sidonnan jalkeen ja sekoitettiin 100 ul:aan pitevii soluja ja annettiin
seistd jAadssid yhden tunnin. Tdmdn jdlkeen seosta haudottiin lampd-
tilassa 42°C 1,5 min. ja sitten 500 pl SOC-vdliainetta lisittiin seok-
seen, jota viljeltiin ravistamalla lampétilassa 37°C vielad yhden tunnin

ajan.

2 x YT-vdliainetta, joka sisdlsi 0,8 % agaria, 30 pxl 100 mM IPTG:t&,

10 p1 10 % 5-bromi-4-kloori-3-indolyyli-i-galaktosidia (X-gaali) ja

100 ul indikaattoribakteereita (yon yli viljeltyd kantaa JM109, jota
viljeltiin ravistamalla 2 x YT-vdliaineessa lampdtilassa 37°C) lisattiin
tuloksena saatuun viljelmddn ravistaen ja seos kaadettiin kiintedidn’

2 x YT-valiaineeseen, joka sisdlsi 1,2 % agaria. Kun seoksen oli annet-
tu tulla kiintedksi, sitd viljeltiin lampétilassa 37°C yén yli. Rekom-

binantti fagit esiintyivat sitten valkoisina tdplini.

Kukin tuloksena saatu valkoinen tdplid sisdllytettiin nestemiiseen

2 x YT-vialiaineeseen, joka sisdlsi indikaattoribakteereita miirissi
17100 ja tatd viljeltiin ravistamalla lampétilassa 37°C yén yli. Sentri-
fugoinnin jdlkeen painovoimassa 10.000 x g yhden minuutin ajan kelluva
osuus jaddytettiin tai varastoitiin lidmpdtilassa 4°C fagiliuoksena ja
solupellettid kisiteltiin standardimenetelmdlld plasmidin valmistami-
seksi RF kaksisidikeisen DNA:n talteenottamiseksi (tamidn jdlkeen lyhen-
netdin RF-DNA), joka on fagin replikointivdlituote. Inserttifragmentin

ldsndolo varmistettiin merkitsemidlli restriktioentsyymilla.

Siten saatiin 51SS/M13mpl9 (s.o. M13mpl9, joka sisdltad Sall/Sall-frag-
mentin, joka puolestaan on 51PS5'/M13mpl9 osagenomi, joka sisaltai
PstI-Sall-fragmentin CYVV-genomin 5’'-alueesta). RF-DNA:t puhdistettiin
ndistd fagiklooneista alkaliinisella SDS:114 ja cesiumkloriditiheys-

gradienttisentrifugoinnilla standardimenetelmien mukaisesti.
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5 pg tuloksena saatua puhdistettua DNA:ta halkaistiin ensin BamHI:1l4
5'-tarttuvan padn saamiseksi ja sitten halkaistiin lisda Kpnl:114
3/-tarttuvan pdin saamiseksi. Seuraavaksi protokollan mukaisesti Erase-
a-emdsjdrjestelmidn mukaisesti (valmistaja Promega), eksonukleaasia 1i-
sattiin emdsten asteittaiseksi poistamiseksi jokaisen ¢DNA linearisoi-
dun plasmidin 5'-tarttuvasta pddstd. Kidsittelya eksonukleaasilla jat-
kettiin 10 min. ja ndytteitd poistettiin eri aikoina 1-10 minuutin
ajan. Koska vektorilla on 3'-tarttuva pdi, eksonukleaasi ei tartu sii-
hen. Erilaisia ndyteits, jotka saatiin 1-10 minuutin ajan blunt-pdidtet-
tiin sitten kidsittelemdlld Sl-nukleaasilla ja sidottiin ympyrdn muotoon

kdyttamalla T4 DNA -ligaasia.

Tuloksena saatu ympyrdmdinen rekombinantti M13mpl9 RF-DNA sisdllytet-
tiin E. coli -kantaan JM 109 kayttdmillad edellsd kuvattua rubidiumklori-
dimenetelmdd., Siten rekombinanttifageja, joilla on eripituisia cDNA-

inserttejd, saatiin valkoisina taplind.

RF-DNA uutettiin rekombinanttifagin aliklooneista, jotka oli saatu
tavanomaisella tavalla kloonien valitsemiseksi, joilla oli eripituisia
insertteji. Valitut kloonit viljeltiin erikseen istuttamalla nestemdi-
seen 2 x YT-valiaineeseen, joka sisdlsi E. colin indikaattorikantaa ja
viljeltiin ravistamalla lampoétilassa 37°C yon yli. Tadmidn jdlkeen 1,5 ml
jokaista viljelmas sentrifugoitiin lampdtilassa 4°C painovoimalla
10.000 x g 5 min. Yksi ml kelluvasta osuudesta siirrettiin tuoreeseen
putkeen ja 250 pl 20 % polyetyleeniglykoli-vesiliuosta (20 % polyety-
leeniglykolia # 8000, 2,5 M natriumkloridia) lisdttiin sitten putkeen
sekoittaen ja annettiin sitten seistd jdassd 30 min. Seos sentrifugoi-
tiin sitten nopeudella 10.000 x g 5 min. lampétilassa 4°C ja tuloksena
saatu pelletti suspensoitiin 100 ml:aan TE-puskuria. Yksisiikeiset DNA
(tadmin jidlkeen lyhennetty ssDNA) fagigenomit otettiin sitten talteen
jokaisesta valmisteesta fenoliuutolla ja etanolin saostuksella kuten

edells.

Kunkin alikloonin nukleotidisekvenssointi, joka saatiin edelli, suori-

tettiin dideoksiketjuterminaatiomenetelmalld kiyttimills ssDNA:ta temp-
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laattina. Erityisemmin fagi ssDNA merkittiin [o-3P]dCTP (220 TBg/mmol,
valmistaja Amersham) kayttamialld 7-deatsa-sekvenaasiversion 2,0 dCTP-
kittid (valmistaja USB). Tuloksena saatua reaktiotuotetta ajettiin

5 $:11a polyakryyliamidi-sidhkéforeesigeelilld, joka sisdlsi 8 M ureaa
ja kayttamilla 1 x TBE puskurina. Geeli kuivattiin ja nukleotidisek-

venssi maaritettiin autoradiografialla.

Analysoimalla 5'-PstI-Sall-fragmentin nukleotidisekvenssit ja
pNS51-M-Sall-Sall-fragmentin, pystyimme mddrittamisn kaikkiaan 3839

emiasts.

Avoimen lukukehyksen hakemisen tuloksena (tdmin jalkeen lyhennetddn
ORF) edelld saadussa sekvenssissd, yksi ainoa ORF polypeptidii varten
merkittiin virusgenomin +sense-sdikeeseen. Polypeptidisekvenssi, joka
on koodattu ORF:ssd, mddritettiin sitten. Homologinen haku vertailemal-
la tata polypeptidisekvenssia tunnettuihin sekvensseihin kayttamalla

geenipankkia antoi homologian TEV-HAT:n kanssa.

Tiedetdsn, ettd virukset kuten TEV, plum pox virus tai poliovirus
(elainvirus) kypsyvédt proteaasin vaikutuksesta ja ettd proteaasi yleen-
sd halkaisee peptidisidoksen, joka sisidltdid Gln-Ala, Gln-Ser tai
Gln-Gly sidoksen [Willink, J. and van Kammen, A. (1988), Arch. Virol.
98: 1-26]. Pystyimme myds tunnistamaan kolme halkaisusekvenssii saadus-
sa polypeptidisekvenssissid, CYVV nro 39 proteiinin halkaisupaikan tai
paikkojen analyysien tuloksena [Uyeda, I. et al. (1991), Intervirology
32: 234-245]. Yhdestd nédistd halkaisupaikoista méiritettiin polypeptidi
Gly:st& aminohapposekvenssin paikassa 4 Gln:hyn paikassa 437 CYVV:n

Nla:na.

H) CYVV-NIa/IL-11 fuusjoproteiinin valmistus

Edell4 olevassa vaiheessa G) tunnistettu DNA, joka koodasi CYVV-Nla:ta,
liitettiin kehyksessd sen 3'-paistteiseen DNA:han, joka koodaa ihmisen
interleukiinia 11 (IL-11), sitovan sekvenssin kautta, joka koodaa
Gln-Alaa.
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Seuraava tutkittiin:

- ensin, koodaako edellid olevassa vaiheessa G) tunnistettu DNA Nla:ta,

jolla on proteolyyttistd vaikutusta, vai ei;
- toiseksi, leikkaako proteaasi halutun aminohapposekvenssin vai ei;

- kolmanneksi, sdilyyké Nla:n proteaasivaikutus yhid, kun NIa on osa
fuusioproteiinia yhdessid halutun heterologisen proteiinin kanssa taval-

la, joka on samanlainen kuin virustartutetussa solussa, vai ei; ja

- neljanneksi, sailyttadkd heterologinen proteiini, joka on saatu sel-
laisen fuusioproteiinin halkaisun kautta, yhtendisyytensa, rakenteensa

ja funktionsa.

Koska NIa:ta itse tuotetaan virusedeltidjdpolypeptidistid leikkaamalla,
Nla-sistronilla ei ole alkukodonia. Siksi on vAlttidmiténtid lisidtd alku-
kodoni, ATG, NIa-geenin 5’'-piddtteeseen. Nla-geenin 3'-pddte pitdia mybds
kytkesd IL-11 geenin 5'-pd&tteeseen samassa ORF:ssi. Naiden ongelmien
ratkaisemiseksi NIa modifioitiin kayttdmilli polymeraasin ketjureaktio
(PCR) -tekniikkaa kayttamillsd Xhol-halkaisupaikkaa, joka on lisni NIa-

geenin keskustassa.

Alkukodonin ATG ja tunnistuspaikan lisddmiseksi restriktioentsyymii
Ncol varten, joka on sopiva Nla:n 5'-padtteen kloonaamiseen (NIa5'),
valmistettiin PCR-primeereitd. Valmistetut sekvenssit olivat

5'GTCCATGGGGAAAAGTAAGAGAACA3' (kutsutaan nimellid NSATG; sekvenssi ID
numero: 3) ja 5'ACTCTGAGACCGTGCTCGAG3' (kutsutaan nimelli NSX1; sek-

venssi ID numero: 4).

0,8 ul dNTP-liuosta (25 mM dATP, dTTP, 4dCTP ja dGTP), 10 x Taq-puskuria
(valmistaja Promega) ja 1 ug jokaista tuloksena saatua primeerii lisit-
tiin 1 pgraan plasmidia pNS51 DNA ja seos tehtiin 100 pgl:ksi jdlleen-

tislatulla vedella. 5 U DNA-polymeraasia tehtiin 10 x Taq-puskuriin ja
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lisattiin PCR-vaikutuksen vahvistamiseksi. PCR-ohjelmaa varten seuraava
sykli toistettiin 20 kertaa: 92°C 1 min., 37°C 1 min., 72°C 2 min.,
ja sen jalkeen tehtiin yksi ainoa seuraavanlainen sykli: 92°C 1 min.,

37°C 1 min. ja 72°C 30 min.

Tuloksena saadulle vahvistetulle DNA:1lle tehtiin fenoliuutto ja eta-
nolisaostus ja sitten ajettiin 5 %:1la polyakryyliamidi-sdhkéforeesi-
geelilla. Yksi alue, joka sisdlsi DNA:ta, tunnistettiin etidiumbromidi-
viarjdykselld ja tamd alue otettiin geelistd ja sille tehtiin sdhkéeluu-
tio Centreluterilla (valmistaja Amicon), joka oli varustettu Centricon-
30:114 (valmistaja Amicon). Eluoinnin jdlkeen eluoitu DNA-fragmentti
otettiin talteen sentrifugoimalla nopeudella 7.500 x g kayttamsalla
Centriconia (valmistaja Amicon) lampdtilassa 4°C 45 min. Tuloksena saatu
DNA-konsentraatio puhdistettiin lis&id femoliuutolla ja etanolisaostuk-

sella.

Erikseen 1 ug plasmidia pKK388-1 (valmistaja Clonetech), jossa SacI-
tunnistuspaikka on korvattu Xhol-tunnistuspaikalla, halkaistiin rest-
riktioentsyymeilla Ncol ja Xhol ja defosforyloitiin vasikan suclen
alkaliinifosfotaasilla [tdmdn jalkeen lyhennetdan CIAP; valmistaja
Takara Shuzo]. Tuloksena saatu DNA sidottiin sidontakitin avulla
(valmistaja Takara Shuzo) 100 ng:114 pKK388-1, joka oli myds halkaistu
NcoIl:114 ja Xhol:11l4 ja defosforyloitu kuten edelld ja siten saatu
rekombinantti DNA kloonattiin E, coli JM 109:44n. Plasmidi pKN15‘,
jossa oli sis&llytys normaalissa suunnassa pKK388-1 promoottorin ala-

suunnassa alavirtaan saatiin siten (kuvio 2),.

Plasmidi pCD20-2 [Kawashima, I. et al. (1991), FEBS L. 283: 199-203)
sisaltaa cDNA:ta, joka koodaa IL-ll-edeltajad (Pre-IL-11), jolla on
erittdva signaalisekvenssi. Tadm& plasmidi halkaistiin restriktioentsyy-
meills BamHI ja Apal, ja alue, jossa on sekid IL-1l-edeltidji (Pre-IL-11)
ettd SV40-promoottori, poistettiin. Fragmentti sidottiin pBLUESCRIPT
I1 SK+:n BamHI ja Apal -paikkoihin ja sitten taas halkaistiin restrik-
tioentsyymeilld Xhol ja Kpnl, jolloin saatiin geeni, joka koodaa prote-
iinia, jossa ei ole taysikypsidn IL-1l:n N-piddtettd (Mat-IL-11).
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Tuloksena saatu Mat-IL-1l-fragmentti (josta puuttuu sen N-padte) yhdis-
tettiin kayttamidlla T4-ligaasia pKN15':iin, joka oli aikaisemmin hal-
kaistu restriktioentsyymeillsd Xhol ja Kpnl ja myoés kasitelty CIAP:11l4.
Merkitsimme tuloksena saadun rakenteen pKN15IL (kuvio 3). Erityisen
sekvenssin sitomiseksi NIa:n C-piaitteeseen Mat-IL-11:114 Alan kautta
samalla, kun pidettiin sama lukukehys, syntetisoitiin nelja PCR-pri-

meerid:

5’ AGGAAAAGAGTTCCTCGAGC3'’ (lyhennet&dan NSX2;
sekvenssi ID numero: 5),
5'AATTGTTCATTCCAAGCACCTGGGCCACCACCTGGC3 !
(lyhennetasan NSJOQO1P;
sekvenssi ID numero: 6),
5'GCCAGGTGGTGGCCCAGGTGCTTGGAAGGAACAATT3'
(lyhennetsan NSJOO2N;
" sekvenssi ID numero: 7),
5' TTGTCAGCACACCTGGGAGCTGTAGAGCTC3'
(lyhennetdan ILSAC;

sekvenssi ID numero: 8).

Ensimmiinen PCR-reaktio suoritettiin kidyttamilla primeeriparia NSX2 ja
NSJ002N kayttamalls pNS51 DNA:ta templaattina inserttialueen vahvis-
tamiseksi, joka koodaa NIa:n C-pddtettd (merkitty CN13-alue). Erikseen
suoritettiin toinen PCR-reaktio kayttimilla primeeriparia NSJOOL1P ja
ILSAC kayttamidlla pNS51 DNA:ta templaattina sen inserttialueen vahvis-
tamiseksi, joka koodaa IL-1l-peptidin N-pddtettd (merkitty 5’ IL
-alue). PCR-ohjelmaa varten suoritettiin 20 kertaa seuraava sykli:

92°C 1 min., 37°C 1 min. ja 72°C 2 min., jonka jdlkeen suoritettiin yksi
ainoa sykli: 92°C 1 min., 37°C 1 min. ja 72°C 30 min. Jokaisesta PCR-
menetelmidstid saadut tuotteet uutettiin fenolilla ja saostettiin etano-
lilla ja sitten tehtiin 5 %:nen polyakryyliamidigeeli-sihkéforeesi.
Geelialue, joka sisalsi vahvistetun DNA-alueen geelin kanssa, leikat-
tiin pois ja DNA poistettiin s&hkolla geeliliuskasta kiyttamilli sahké-
eluointimenetelmis, joka on kuvattu edelld. Tulokset on esitetty ku-

viossa 4.
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Tuloksena saadut kaksi wvahvistettua DNA-fragmenttia olivat primeerien
NSJOO1P ja NSJOO2N alueita, s.o. CIN3 DNA-frgmentin 3’-piiteosa ja 5'-
IL DNA-fragmentin 5’-piditeosa, joilla on osittainen homologia nukleo-
tidisekvenssien kanssa. Siten jos PCR suoritetaan taas kiayttiamalla
NSX2- ja ILSAC-primeereita, homologiset osat hybridisoituvat niin, etti
voidaan saada fuusio-DNA, joka kisittd4d molempien geenien osat, jolloin
homologinen osa kayttaytyy sitovana osana (kuvio 5). Siksi talteenotet-
tu CIn3 DNA-fragmentti ja 5’'IL DNA-fragmentti sekoitettiin ja PCR suo-
ritettiin taas kdyttamidlld ainoastaan NSX2 ja ILSAC primeereini. PCR-
ohjelma muodostuli kymmenestd seuraavasta syklistda: 92°C 1 min., 37°C

1 min. ja 72°C 2 min.; jota seurasi 20 syklia: 92°C 1 min., 45°C 1 min.
ja 72°C 2 min.; jota seurasi yksi ainoa sykli: 92°C 1 min., 55°C 1 min.
ja 72°C 30 min. Fenolikasittelyn ja etanolisaostuksen jidlkeen suoritet-
tiin 5 %:nen polyakryyliamidigeeli-sihkéforeesi CN13IL DNA -fragmentin
saamiseksi, jossa CN13 ja 5'IL yhdistettiin. Menetelmid on esitetty

kuviossa 5.

CN13IL DNA -fragmentti halkaistiin restriktioentsyymilla XhoIl ja tulok-
sena saatu fragmentti sisdllytettiin kayttamills T4 DNa -ligaasia
pKN15':iin, joka oli aikaisemmin halkaistu restriktioentsyymilli Xhol
ja defosforyloitu CIAP:114. Tuloksena saatu plasmidi kloomattiin

E. colin kantaan JM 109. Kloonin valitsemiseksi, jossa CN13IL-fragment-
ti oli sisidllytetty oikeaan suuntaan, plasmidia uutettiin tuloksena
saaduista klooneista ja PCR suoritettiin kdyttidmdlls primeereitd NSX2
ja ILSAC. Kayttamdlld tidtd jarjestelmdd, ainoastaan DNA-alue sellai-
sesta kloonista, jossa fragmentti oli sisdllytetty oikeaan suuntaan, on
havaittavissa. Saatiin plasmidi pKSUN, jossa NIa ja Mat-IL-11 on sidot-

tu samaan lukukehykseen halkaisusekvenssin kautta Gln-Ala (kuvio 6).

I) Ala-TL-11:n ilmaisu bakteerisolussa

E. coli, joka kantaa plasmidia pKSUN9 (timin jélkeen lyhennetdin kanta-
na KSUN9), viljeltiin ravistamalla lampétilassa 37°C yén yli 5 ml:ssa
LB-valiainetta, joka sisdltdd 42 pg/ml ampisiliinii. 2,5 ml tuloksena

saatua KSUN9-viljelmds lisittiin 250 ml:aan LB-vidliainetta (joka sisil-
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t44 saman mddrdn ampisiliinia) ja viljeltiin ravistamalla lampdtilassa
37°C, kunnes ODggg,, saavutti arvon 1,0. Kun ODgyon 011 saavuttanut arvon
1,0, IPTG lisattiin lopulliseen konsentraatiocon 0,1 mM ja seosta vil-

jeltiin ravistamalla ldmpétilassa 28°C vielsd 12 tuntia.

Toinen viljelmd tuotettiin kdyttimdlla tidsmdllisesti samaa menetelmis
paitsi, ettd lopullinen viljely lidmpotilassa 29°C suoritettiin lampéd-
tilassa 36 tuntia tai pidempdin IPTG:n konsentraatiolla 1 mM tdyskypsidn

IL-11:n saamiseksi (jossa oli N-piadte Pro).

J) Western-blottaus

Western-blottaus suoritettiin sen mddrittidmiseksi, onko pKSUN9 toimin-

nallinen E. colissa ja myés onko rakennettu rekombinanttigeeni ilmaistu.

Sekid 12:n ettd 36:n tunnin viljelmit indusoitiin IPTG:114 ja edelleen-
kdsiteltiin seuraavalla tavalla. Soluja otettiin talteen 2 ml:sta vil-
jelmdsd sentrifugoimalla nopeudella 3000 x g lampdtilassa 4°C 5 min. ja
pelletti suspensoitiin 100 pl:aan mM natriumboraattipuskuria (s&adetty
pH-arvoon 9,0 0,1 N NaOH:1lla). Tuloksena saatua suspensiota kidsitel-
tiin sonikaattorilla (Handysonic UR-20P, valmistaja Tomy Seiko Co.)
asetuksella 8 2 minuutiksi solujen katkaisemiseksi ja sitten sentrifu-
goitiin nopeudella 10.000 x g lampétilassa 4°C 10 min. Kelluva osuus,
joka sisalsi liukoista proteiinifraktiota otettiin talteen. Kelluvan
osuuden 5 ml ajettiin sitten 12 % SDS polyakryyliamidi-sahkéforeesigee-
1ill4 ja sitten tehtii Laemmli-menetelmi [Laemmli, U.K. (1970), Nature
227: 680-685].

Sadhkoforeesin jdlkeen geeli ravistettiin siirtopuskurissa (25 mM Tris,
192 mM glysiini, 20 % metanoli) 5 min. ja blotattiin PVDF-membraani-
palalle (Trans-Blot Transfer Medium, valmistaja Bio-Rad Laboratories)
kdsittelemdlld 15 V:ssa yhden tunnin kdyttdmdlls Trans-Blot-SD Semi-Dry
Transfer Cell (valmistaja Bio-Rad Laboratories). Blotattu PVDF-membraa-

ni pestiin PBS-vidliaineessa 10 min. Pesty PVDF-membraani siirrettiin
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PBS-Tw:1lle, joka sisdsi 5 % kuohumaitoa (valmistaja Snow Brand Milk

Products) lampétilassa 37°C yhden tunnin blokkausta varten.

Blokkauksen jalkeen PVDF-membraani pestiin vield PBS-Tw:ssd kerran

10 min. ja kaksi kertaa 5 min. ja sitten siirrettiin anti-IL-11 kanin
seerumiin, joka oli laimennettu 10.000-kertaisesti PBS-Tw:hen ja hau-
dottu lampétilassa 37°C 20 min. PVDF-membraani pestiin taas PBS-Tw:11l4

kerran 10 min. ja kaksi kertaa 5 min.

PVDF-membraani siirrettiin anti-kanin TgG vuohen vasta-aineeseen, joka
oli merkitty horse radish -peroksidaasilla (valmistaja Amersham), joka
oli laimennettu 5000-kertaisesti PBS-Tw:114 ja haudottu lampétilassa

37°C 20 min. Timan jdlkeen PVDF-membraani pestiin taas PBS-Tw:11l4 kerran

10 min. ja nelji kertaa 5 min.

Tamdn lisdpesun jidlkeen PVDF-membraani kisiteltiin parannetulla kemi-
luninesenssi (ECL) -tunnistusreagenssilla (valmistaja Amersham), ja
alueet, jotka reagoivat anti-IL-11 vasta-aineen kanssa esiintyivit
saattamalla PVDF-membraanin kontaktiin rdéntgensddefilmin kanssa

30 s - 5 min.

Edelld olevan Western-blottauksen tuloksena tunnistettiin signaali-
alueita, jotka vastasivat molekyylipainoja noin 50 kDa ja noin 23 kDa
sekd 12 tunnin ettd 36 tunnin viljelmistd. 23 kDa:n alueella oli olen-
naisesti sama liikkuvuus kuin tdyskypsdlli IL-11:114, jota kidytettiin
kontrollina. Siten 23 kDa:n signaalialue ilmeni olevan IL-11, joka oli
halkaistu NIa/IL-11 fuusioproteiinista NIa:n proteolyyttiselli aktiivi-
suudella Gln-Ala sidontasekvenssissd. Uskottiin, ettd raskaampi alue

(50 kDa) oli halkaisematon fuusioproteiini.

Tastd ldhtien 12 tunnin viljelmidstid saatua 23 kDa:n proteiinia kutsu-
taan lyhenteelld 23 kDa-ON ja 23 kDa:n proteiinia, joka on saatu 36
tunnin viljelm#std, kutsutaan lyhenteelli 23 kDa-36hr.
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k) 23 kDa-ON ja 23 kDa-36hr proteiinien puhdistus

23 kDa-ON ja 23 kDa-36hr proteiinit puhdistettiin niiden N-paitteen
aminohapposekvenssien middrittimiseksi. 250 ml sekd 12 ettd 36 tunnin
viljelmia saatiin tekemidlls sama menetelmi kuin edelld on kuvattu koh-
dassa I). Jokaista viljelmdd kasiteltiin sitten lisida seuraavalla ta-
valla. Viljelmi sentrifugoitiin nopeudella 5000 x g lampdtilassa 4°C

15 min. ja pelletti suspensoitiin 10 ml:aan 20 mM boraattipuskuria

(pH 9,0) ja katkaistiin sekd Ranskan puristimella ettd sonikaattorilla.
Liukeneva proteiinifraktio otettiin talteen kelluvana osuutena sentri-

fugoinnin jalkeen nopeudella 15.000 x g lampoétilassa 4°C 30 min.

Tuloksena saadulle liukenevalle proteiinifraktiolle tehtiin sitten
heikko ioninvaihtokolonnikromatografia kidyttamalla FPLC:t&d, jota val-

misti yhti6é Pharmacia, kayttdmidlld seuraavia olosuhteita:

Kolonni: CM Toyopearl Pack 650 M
(2,2 x 20 cm, valmistaja Toso)
Eluointipuskurit: A = 10 mM boorihappo - natriumhydroksidi
(pH 9,0), 13 mM kaliumkloridi.
B = 10 mM boorihappo - natriumhydroksidi
(pH 9,0), 13 mM kaliumkloridi,
400 mM natriumkloridi
Virtausnopeus: 2,5 ml/min

Fraktion tilavuus: 5 ml/putki

Konsentraatiogradientti, jota kaytettiin, oli lineaarinen gradientti

eluentista A eluenttiin B 120 min. ajan.

Molemmille eluoiduille fraktioille tehtiin entsyymiin sidottu immuno-
sorbenttianalyysi (ELISA) niiden fraktioiden tunnistamiseksi, jotka

sisidlsivat I1L-11.
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ELISA suoritettiin seuraavalla tavalla. Kukin 96 reisn immunolevyn
reikid (Maxisoap; valmistaja Nunc) kuormitettiin 100 pl:1la 50 mM nat-
riumkarbonaattipuskuria (pH 9,6), joka sisdlsi 1 pg (ml anti-IL-11
hiiren monoklonaalista vasta-ainetta ja levyd haudottiin ldmpétilassa
37°C yhden tunnin. Tamidn jilkeen jokainen reikd pestiin nelja kertaa

PBS-T-vidliaineella (PBS, joka sisidltdsd 0,1 $ Tween 20).

Jokainen edelld saadusta FPLC-fraktiosta laimennettiin 100-kertaisesti
PBS-T:114 ja kuormitettiin reikiin 100 ml/reiki. Levyi haudottiin lam-
pdtilassa 37°C yhden tunnin, reidt pestiin taas PBS-T:114 ja sitten

jokainen reiki kuormitettiin 100 gl:lla anti-IL-11 kanin 1gG:td, joka

0oli laimennettu PBS-T:114 lopulliseen konsentraatioon 1 pg/ml.

Levya haudottiin lisai lampétilassa 37°C yhden tunnin ja pestiin
PBS-T:114 ja sitten jokainen reikid kuormitettiin 100 pl:114 alka-
liinifosfotaasi-merkittya vuohen anti-kani IgG vasta-ainetta (valmis-
taja Gibco Bethesda Research Laboratories), joka oli laimennettu
3.000-kertaisesti PBS-T:hen. Levyd haudottiin taas lampétilassa 37°C
yhden tunnin ja pestiin sitten PBS-T:114. Jokainen reikd kuormitettiin
100 pl:114 alkaliinifosfotaasisubstraattiliuosta. Levyd haudottiin
vield huoneenlimméssd 30-60 min., jonka jilkeen jokaisen reidn varjay-
tyminen mitattiin absorbanssina aallonpituudessa 405 nm mielenkiinnon

kohteena olevan fraktion tai fraktioiden tunnistamiseksi.

FPLC-menetelmdstid saadut fraktiot, jotka tunnistettiin edelld olevalla
ELISA-menetelmdlls sisidltdvian substanssin, joka reagoi kanin anti-il-11
vasta-aineen kanssa (fraktiot nrot 19-25) yhdistettiin, vikevéitiin
100-kertaiseksi Centprep-10:114 (valmistaja Amicon) ja sitten ajettiin
12 % SDS polyakryyliamidi-sihkéforeesigeelilld Laemmlin menetelmin
mukaisesti (supra). Geelille tehtiin sitten sidhkéblottaus PVDF-memb-
raanipalalle samalla tavalla kuin edells Western-blottaus-menetelmissi,
mutta kdyttdmslla Problot-membraania (valmistaja Applied Biosystems)

PVDF-membraanina.
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Blottauksen jidlkeen membraani pestiin perusteellisesti jdlleentislatul-
la vedella, varitettiin Coomassie Brilliant -sinisella R-250, vari
poistettiin 50 %:sella metanolilla ja sitten saatiin kalvo, joka si-
sdlsi proteiinin, joka reagoi anti-IL-11 vasta-aineen kanssa Western-

blottauksessa.

Proteiinin N-piditteen aminohapposekvenssi analysoitiin kayttamills
proteiinisekvenssoijaa (valmistaja Applied Biosystems). Alueen N-pédidte
sekvenssi 23 kDa-ON:sta, joka reagoi anti-IL-11 vasta-aineen kanssa

méddriteltiin olevan:
Ala-Pro-Gly-Pro-Pro-Pro-Gly (sekvenssi ID nro 9)

Tamd sekvenssi vastaa tdyskypsdn IL-ll-proteiinin aminohapposekvenssia
-1...+6. Tahan 16ytoon perustuen voitiin olettaa, ettd 12 tunnin vil-
jelmédsts saatu 23 kDa:n proteiini, joka reagoi anti-IL-11 vasta-aineen
kanssa oli Ala-IL-11. Naytti ilmeiseltd, ettd tdtd proteiinia tuotti
Nla:n proteolyyttinen vaikutus, joka halkaisi NIa/IL-11 fuusioproteii-

nin Gln-Ala-paikassa erityisessi halkaisusekvenssissi.

Alueen 23 kDa-36hr N-padidte sekvenssi, joka reagoi anti-IL-11 vasta-

aineen kanssa midiriteltiin olevan:
Pro-Gly-Pro-Pro-Pro-Gly-Pro (sekvenssi ID nro 10)

Tamd sekvenssi vastaa tdyskypsdn IL-1ll-proteiinin aminohapposekvenssia

+1...+7. Siksi kykenimme vetdmidin seuraavat johtopiditékset.

Seuraamalla induktiota IPTG:n kanssa, Nia/IL-11 fuusioproteiini ilmais-

taan E. colissa.

12 tunnin viljelylld induktion jalkeen ilmaistu Nia/IL-11 fuusioprote-
iini halkaistiin Gln-Ala peptidisidoksessa sopivassa halkaisusekvens-

sissd Nla:n proteaasiaktiivisuudella.
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Peptidisidoksen halkaisun jalkeen Nia:lla tayskypsd IL-1l, jolla on

vlimaddrdinen Ala N-pddtteessd ilmaistiin E. colissa.

Viljelemdllsd vield 24 tuntia Ala-IL-11:n ilmaisun jalkeen Ala-IL-11
kypsytettiin IL-11l:ksi, jossa Ala-jiidnnds, joka oli ollut lasnia
Ala-IL-11 N-paitteessi, poistettiin.

Perustuen edelli oleviin 16ytdéihin vedettiin se johtopaidtés, ettd
23 kDa:n proteiini, joka saatiin 36 tunnin viljelyn jdlkeen, oli

IL-11:n tiayskypsd tyyppi, jonka N-pdite oli Pro.

Siksi padteltiin, ettd IL-11 voitiin ilmaista fuusioproteiinina NlIa:n
kanssa ja ettd Nia:n vaikutus pystyl halkaisemaan erityisen sidonta-
sekvenssin, joka sisdlsi Gln-Ala:ta Ala-IL-11l:n saamiseksi. Jatkettu
viljely sai sitten tdyskypsdn IL-11, jossa alaniinijdannés oli poistet-

tu proliinin N-piddtteen saattamiseksi tekij&lla, joka oli E. colissa.

Sen varmistamiseksi, ettid ilmaistu IL-11 ja Ala-IL-11 olivat biologi-
sesti aktiivisia, adipogeneesia inhiboivan tekijdn (AGIF) vaikutus mii-
riteltiin indeksini. Se tosiasia, ettd IL-11:114 oli adipogeneesia
inhiboivaa vaikutusta on aikaisemmin osoitettu [Kawashima, I. et al.

(1991), FEBS L. 283: 199-202].

L) Mitataan inhiboivat wvaikutukset morfologisiin

muutoksiin 3T3-Ll-soluista adiposyvtteihin

Menetelmd AGIF-aktiivisuuden middrittamiseksi, jota kaytettiin esilli
olevassa keksinndéssid, on seuraava. Hiiren alkiokautista sidekudossolu-
linjaa 3T3-L1 [Green, H. ja Kehinde, O. (1974), Cell 1: 113-116], joka
saatiin ATCC:sta, kaytettiin. Soluja viljeltiin kaikissa tapauksissa
sekoitetussa kosteassa atmosfiirissd, jossa oli 10 % CO, - 90 % ilmaa
lampoétilassa 37°C ja aliviljeltiin vidliaineella A. Adipogeenisen diffe-
rentiaation sisdllyttidminen suoritetaan suorittamalla menetelmiid, jonka
on kuvannut Rubin et al. [Rubin, C.S. et al. (1978), J. Biol. Chen.
253: 7570-7578].
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3T3-Ll-soluja suspensoidaan vdliaineeseen A tiheyteen 1,0 x 10*
soluja/ml, jotka on ympattu 48 rei&n monilohkolevylle (valmistaja
Coaster, 0,5 ml/reika) ja sitten viljelldin. Kolmen pdivan viljelyn
jdlkeen solut yhtyivat. Valiaine korvataan sitten tuoreella valiaineel-
la A ja vield kahden viljelypadivén jalkeen valiaine korvataan adipoge-
neesin sisadllyttamisvdliaineella, vidliaineella B, yhdessa 0,5 ml tes-
tiyhdisteen annostelun kanssa. Vdliaine korvataan tuoreella vidliaineel-

la B ja tuoreella nadytteelld joka toinen pdiva.

Védliaineen B sijasta kidytetddn adiposyyttejd yllapitavia viliainetta,
vdliainetta C, pois otetun vdliaineen korvaamiseksi rei’issa, lihtemil-
14 erilaisista ajoista eri reikia varten neljidmnen ja seitseminnen

pdivdn vialissi sen jdlkeen kun ensimmédinen testindyte on lisatty.

Kun on viljelty valiaineessa C 2 piivii solut kiinnitetdin 5 %:1la

formaldehydilld ja mahdolliset rasvahiukkaset, jotka ovat varastoitu-
neet soluihin ja solun ytimiin, varjatdsdn 6ljy-punaisella (0il Red 0)
ja hematoksyliinilla. Mikrokuva otetaan ja ytimien sekd solujen luku-
midiréd, jossa on varastoituneena vdrjadttyjid rasvahiukkasia, lasketaan.

Adipogeneettinen suhde (AR) lasketaan seuraavan kaavan mukaisesti:

AR (%) = 100 x solujen lukumisra, jotka varastoivat rasvahiukkasia

ytimien kokonaismdiri

Solujen kiinnitys ja vdrjdys 6ljy-punaisella (0il Red 0) ja hematoksy-
liinill4 suoritetaan menetelmien mukaisesti, joita on kuvannut Yoshio
Mitomo ja Shojiro Takayama julkaisussa "Lectures on Clinical Testing",

Vol. 12, "Pathology" (1982), julkaissut Ishiyaku Shuppan.

M) Menetelm# lipoproteiinilipaasin inhiboivan

vaikutuksen middrittidmiseksi

Masritys suoritetaan menetelmidn mukaisesti, jonka on kuvannut Beutler

et al. [Beutler, B.A. et al. (1985), J. Immunol, 135: 3972-3977]. Adi-
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pogeenisesti (adipogeeninen = rasvaa synnyttdva) eriytyneitd 3T3-L1-
soluja valmistetaan kuten on kuvattu edellid kohdassa L) paitsi, etta
mitddn testindytettd el lisdtd, kun differentiaatio adiposyyteiksi
kdynnistyy. Sen sijaan testiainetta lis&tddn tuoreen vidliaineen C kans-

sa ja soluja viljelldan 18 tuntia.

Tamdn jdlkeen vdliaine poistetaan ja solut pestddn kaksi kertaa PBS(-)
(fosfaatti-puskuroidulla suolaliuoksella, valmistaja Nissui Seiyaku) ja
jokainen reika kuormitetaan sitten 300 pl:1lla viliainetta D ja viljel-
134n vield yhden tunnin ajan. 100 pl:n alimidrii jokaisesta viljelyn
kelluvasta osuudesta otetaan kiytettavidksi lipoproteiinilipaasin (LPL)
aktiivisuuden mittaukseen, joka mittaus suoritetaan kolme kertaa jokai-

sesta niytteestid keskiarvon saamiseksi.

LPL-aktiivisuus mitataan kuten on kuvannut Nilsson-Ehle ja Schotz
[Nilsson-Ehle, P. ja Schotz, M.C. (1976), J. Lipid Res. 17: 536-541].
Kelluvan osuuden alimddrdt, jotka saatiin edelll, sekoitetaan kukin
yhta suureen tilavuuteen LPL-substraattiliuosta ja annetaan reagoida
lampétilassa 37°C 120 minuuttia. Reaktio pysdytetadn lisidamalla 1,05 ml
0,1 M kaliumkarbonaattipuskuria (s&idetty pH-arvoon 10,5 0,1 M kalium-
boraatilla) ja 3,25 ml metanoli : kloroformi : heptaani -seosta

{141 : 125 : 100 (t/t)] voimakkaasti sekoittaen. Seos sentrifugoidaan
sitten nopeudessa 3000 x g 15 min. huoneenldmmdéssid. Vesi-metanoli-faa-

sin °H-sisaltd lasketaan nestetuikelaskimella.

Yksi yksikké LPL-aktiivisuutta mddritellidn sitten olevan aktiivisuus,
joka tuottaa 1 umol rasvahappoa per minuutti. 13 mM glyseroli
tri[9,10(n)-%H]oleaattia substraattiliuoksessa valmistetaan laimenta-
malia glyseroli tri{9,10(n)-3H]oleaatti (37,0 GBq/mol), valmistaja
Amersham, trioleiinin kanssa (valmistaja Sigma), ja sen jalkeen puhdis-

tetaan silikageelikolonnikromatografialla.

Seuraavat esimerkit liittyvit esillid olevan keksinnén glutationia pel-

kistdvin proteiinin suoritusmuotoon.
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Esimerkki 1

Poly(A)*RNA:n uuttaminen KM-102-soluista

KM-102-soluja viljeltiin 36 muovisen 15 em:n halkaisijan viljely-
levyissd Iscoven modifioidussa minimaalisessa olennaisessa viliaineessa
(Boehringer-Mannheim), joka sisdlsi 10 % hiardn sikidén seerumia. Kun
solut olivat yhtyneet, forbolimyristyyliasetaattia (PMA) ja kalsium-
ioniforia A23187 (Sigma) lisdttiin lopulliseen konsentraatioon 10 ng/ml
ja 0,2 pM ja viljelemistd jatkettiin lampétilassa 37°C. 12:n joukon
levyja kerattiin 3, 6 ja 14 tuntia myéhemmin ja jokainen levy liuotet-
tiin erikseen guanidiini-tiosyanaatti-liuokseen ja nestefaasi keridt-

tiin.

Poly(A)*RNA:n eristdminen suoritettiin perusteellisesti, kuten on kuvat-
tu julkaisussa "Molecular Cloning - A Laboratory Manual" [Maniatis, T.
et al. (1982) pp. 196-198]. Seuraavassa on menetelmin yksityiskohtainen

kuvaus.

Jokainen talteenotettu nestefaasi kdsiteltiin yksildllisesti seuraavalla
tavalla. Neste vedettiin ylés toistuvasti ja erotettiin 10 ml:n ruiskusta,
jossa oli 21G-ruiskuneula. 3 ml 5,7 M CsCl - 0,1 M EDTA (pH 7,5) -liuosta
lisattiin etukiteen Polyaromar-sentrifugiputkeen, joka sopi RPS40-T-sent-
rifugin roottorikokocon (Hitachi Koki). Soluvalmiste laitettiin sitten

liuoksen pdille putkeen, kunnes putki oli taysi.

Sentrifugoinnin j&lkeen nopeudella 30.000 rpm 18 tuntia liampétilassa
20°C tuloksena saatu pelletti suspensoitiin 400 pl:aan tislattua vettd
ja sen jdlkeen tehtiin etanolisaostus. Tuloksena saatu pelletti liuo-
tettiin 400 pl:aan tislattua vettd ja lisattiin yhtd suureen tilavuu-
teen kloroformi/l-butanoli-seosta (4:1 t/t) sekoittaen ja vesikerros
kerdttiin sentrifugierottamisella. Etanolin saostus suoritettiin taas
kerran ja tuloksena saatu pelletti liuotettiin 600 pl:aan tislattua
vettd koko RNA:n saamiseksi. Noin 4,5 mg koko RNA:ta saatiin kustakin

yhdistetystd PMA/A23187-stimuloidusta 3, 6 ja 14 tunnin ndytteestd.
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600 pg kutakin nditd kolmea koko RNA-tyyppia, jotka saatiin tilli ta-
valla, yhdistettiin ja niille tehtiin oligo(dT)-selluloosakolonnikroma-

tografia poly(A)* RNA:n puhdistamiseksi.

Koko RNA liuotettiin adsorptiopuskuriin ja kuumennettiin lampétilassa
65°C 5 min. Tuloksena saadulle liuokselle tehtiin oligo(dT)-selluloosa-
kolonni (Pharmacia, tyyppi 7), joka oli kuormitettu adsorptiopuskurilla

ja eluoitu eluointiliuoksella 100 pg poly(A)* RNA:n talteenottamiseksi.

Esimerkki 2

cDNA-kirjaston valmistaminen

cDNA-kirjasto valmistettiin Okayama-Berg-menetelmdlls.

5 pg poly(A)* RNA:ta ja 24 yksikkéd kainteis-transkriptaasia (Seikagaku
Corp.) annettiin reagoida lampétilassa 42°C yhden tunnin 20 upl:ssa

kiainteis-transkriptaasi reaktioliuosta.

Reaktio pysaytettiin lisaamillsa 2 xl 0,25 M EDTA:ta ja 1 pl 10 % SDS:44
ja liuos deproteinisoitiin sitten 20 ul:1la fenoli/kloroformiseosta
(1:1 t/t). Sentrifugoinnin jilkeen proteiinipitoisen fraktion poistami-
seksi, 20 pl 4 M ammoniumasetaattia ja 80 ul etanolia lisdttiin kellu-
vaan osuuteen, joka sitten jaadhdytettiin lampétilassa -70°C 15. min.
Téamin j&dlkeen saostuma kerattiin sentrifugierotuksella, pestiin

75 %:1la etanolilla ja kuivattiin sitten alennetussa painessa.

Kuivattu saostuma liuotettiin 15 pl:aan terminaalista fransferaasi-
livosta ja lammitettiin lampdtilassa 37°C 3 min. Taman lopussa 18 yksik-
koéd terminaalista deoksinukleotiditransferaasia (Pharmacia) lisiattiin
reaktioliuokseen ja annettiin reagoida 5 min. 1 ul 0,25 M EDTA:ta ja
0,5 pl 10 % SDS:44 lisattiin reaktion pysayttdmiseksi ja liuos depro-
teinisoitiin sitten fenoli-kloroformilla (kuten edelld on kuvattu) ja
sentrifugoitiin proteiinipitoisen fraktion poistamiseksi. Kelluva osuus

kerdttiin ja sekoitettiin perusteellisesti 15 gl 4 M ammoniumasetaatin
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ja 60 pul etanolin kanssa. Tdmd seos jadhdytettiin lampdtilassa -70°C

15. min. ja saostuma kerdttiin sentrifugoimalla.

Tuloksena saatu pelletti liuotettiin 10 ul:aan restriktioentsyymipusku-
ria ja 2,5 yksikkod restriktioentsyymii HindIII lisdttiin tuloksena
saatuun liuokseen, jonka annettiin seistad lampotilassa 37°C yhden tunnin

sulatuksen suorittamiseksi.

Reaktioliuos deproteinisoitiin sitten fenoli-kloroformilla ja sitten
etanolisaostuksella ja kelluva osuus jaihdytettiin lampétilassa -70°C
15. min. Tuloksena saatu saostuma kerdttiin sentrifugoinnilla ja liuo-
tettiin 10 pgl:aan TE-puskuria [10 mM Tris-HC1 (pH 7,5) ja 1 mM EDTA].
1 pl tuloksena saatua liuosta tehtiin 10 pl:ksi reaktioliuosta, joka
sisalsi 10 mM Tris-HC1l (pH 7,5), 1 mM EDTA, 100 mM NaCl ja 10 ng
0lifo(dG) -paistd linker DNA [3’'-0ligo(dGY9-tailed pL-1 HindIII linker,
Pharmacia], jonka jadlkeen kuumennettiin lidmpétilassa 65°C 5 min. ja
sitten ldmmitettiin lampétilassa 42°C 30 min. Reaktioseos jadhdytettiin
yén yli vedelld ja sen jalkeen lisattiin siihen 10 pxl 10 x ligaasipus-
kuria, 78 pl tislattua vettd ja 8 yksikkéd T4 DNA -ligaasia. Reaktio-

livos pidettiin sitten yon yli lampétilassa 12°C.

Seuraavana pdividni reaktioseos yhdistettiin 10 gl 1 M KCl:n kanssa,
ribonukleaasi H:n 1 yksikdén kanssa, DNA-polymeraasi I:n 33 yksikén
kanssa, T4-DNA-ligaasin 4 yksikén kanssa, 0,5 pl dNTP-liuoksen kanssa
(20 mM dATP, 20 mM dCTP, 20 mM AGTP ja 20 mM d4TTP) ja 0,1 pl 50 pg/ml
hiridn seerumialbumiinin kanssa (BSA), ja tuloksena saatu seos lammitet-
tiin ensin lampétilassa 12°C yhden tunnin ja sitten lampdétilassa 25°C
yhden tunnin. T4mdn jaAlkeen reaktioliuos laimennettiin S5-kertaisesti
tislatulla vedelld ja kidytettiin sitd heti E. coli DHS a siirtdmiseksi
kayttdmdllsd Hanahan menetelmidd [Hanahan, D. (1983) J. Mol. Biol. 166,
557-580] KM-102-solujen cDNA-kirjaston valmistamiseksi.
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Esimerkki 3

Oligonukleotidikoettimen valmistaminen

Perustuen AUUUA-sekvenssiin sytokiinien mRNA:n 3’-ei-luetussa alueessa,
15-emidksen oligonukleotidi 5’-TAAATAAATAAATAA-3' (sekvenssi ID nro 13),
merkitty ATT-3, syntetisoitiin kemiallisesti. Synteesi suoritettiin
kayttamalla 380B automaattista DNA syntetisoijaa (Perkin-Elmer Japan
Applied Biosystems) seuraamalla ohjeita, jotka olivat liitteend ole-
vassa kdyttéohjeessa. Kiytetty menetelmd oli fosfoamidiittimenetelms,
jonka on kuvannut Caruthers et al. [Matteucci, M.D. and Carruthers,
M.H. (1981) J. Am. Chem. Soc. 103, 3185-3191]. 15-merin synteesin jal-
keen tuloksena saatu oligonukleotidi otettiin tuesta ja suojaavat ryh-
mat poistettiin. Tuloksena saatu oligonukleotidiliuos lyofilisoitiin
pulverin muodostamiseksi, joka sitten liuotettiin tislattuun veteen ja
varastoitiin jaadytettyni lampétilassa -20°C, kunnes oli aika kayttaa

sita.
Esimerkki &4

cDNA-kirjaston seulominen

6500 viljelmis tuotettuna cDNA-kirjastosta, joka oli valmistettu
esimerkissd 2 edellid, kiinnitettiin nitroselluloosasuodattimelle
menetelmidn mukaisesti, jonka on kuvannut Grunstein ja Hogness
[Grunstein, M. ja Hogness D.S. (1975) Proc. Natl. Acad. Sci. USA

72, 3961-3965]. ATT-3-koetin, joka valmistettiin esimerkissi 3
5'-merkittiin 3%p:114 standardimenetelmilli (kts. "Molecular Cloning

- A Laboratory Manual"), ja merkittyad koetinta kdytettiin kolonnin hyb-

ridisointiin.

Esi-hybridisointi suoritettiin limpotilassa 37°C 3 tuntia seuraavalla
tavalla: 6 x SSC, 1 x Denhardt-liuos, 0,25 % SDS, 0,05 % natriumpyros-
fosfaattia ja 100 pg/ml denaturoitua salmon sperm DNA:ta. Hybridisointi

suoritettiin sitten yén yli lampdtilassa 31°C seuraavalla tavalla:
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6 x SSG, 1 x Denhardtin liuos, 17 ug/ml hiiva-tRNA ja 0,05 & natrium-

pyrofosfaattia, joka sisaltid 3%p-merkittya koetinta ATTT-3.

Seuraavana pidivdnd nitroselluloosasuodatin pestiin huoneenldmméssi
2 tuntia 6 x SSC-liuoksella, joka sisdlsi 0,05 % natrium-pyrofosfaat-

tia. Sen jalkeen autoradiografia wvapautti 33 positiivista kloonia.

Plasmidi-DNA uutettiin positiivisista klooneista standardimenetelmilli.
Useita klooneja valittiin sitten umpimahkaisesti ja niiden osittaiset
cDNA-nukleotidisekvenssit maaritettiin dideoksimenetelmalla. Naita
osittaisia sekvenssejd tutkittiin sitten homologian suhteen nukleotidi-
sekvenssien EMBL- tai geenipankki-tietokannoissa PC:1l4 ja havaittiin,
ettd jollakin osittaisilla kloonien sekvensseilld, jotka oli merkitty
ATT-3:11la, oli homologiaa Alu-toiston osien kanssa [Schmidt, C.W. ja
Jelinek, W.R. (1982) Science 216, 1065-1070].

DNA-fragmentti, joka sisdltdid Alu-toistosekvenssin valmistettiin ihmi-
sen genomi-DNA:sta ja merkittiin 32p:114 standardimenetelmilla. T4td
merkittyd DNA:ta kdytettiin koettimena viljelmidn hybridisoinnissa kayt-
tamilla 33 edelld tunnistettua kloonia ja sitten oli selvidi, ettd 12
kloonilla oli Alu-toisto. cDNA-insertin pituus kustakin jdljella ole-
vasta 21 kloonista mdaritettiin ja saatiin selville, ettd pituus vaih-

teli alueella 50-3600 emidsta.

Restriktioentsyymin kartoitus suoritettiin jiljelld olevien 21 kloonien
cDNA-sissdllyksilla ja osittaiset nukleotidisekvenssit midriteltiin
kuten edelld. Namd osittaiset sekvenssit tutkittiin sitten kuten edella
homologian suhteen nukleotidisekvenssien kanssa, EMBL- tai geenipankki-
tietokannoissa PC:11l4 ja ne kloonit, joilla oli uudet sekvenssit, va-

littiin.
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Esimerkki 5

Kloonin nre 31 Northern-hybridisointi

Yhdelld klooneista, klooni nro 31 (merkitty pcD-31), oli noin 560 bp:n
cDNA-insertti. Pstl-Aatl-fragmentti (292 bp) saatiin peD-31:n cDNA-
insertista ja merkittiin 3?p:114 kaytettavaksi koettimena Northern-
blottausmenetelmidssd kayttdmidlla poly(A)* RNA:ta, joka oli valmistettu
KM-102-soluista, ja sen jdlkeen tehtiin esimerkin 1 mukainen menetelma.
Tati hybridisointia kidytettiin miaidrittdmiin luonnollisesti esiintyvin

mRNA:n pituus, joka vastaa pcD-3l:n inserttii.

Northern-hybridisointimenetelmd oli seuraava. 5,5 pg poly(A)* RNA:ta
valmistettiin KM-102-soluista ja haudottiin 50°C yhden tunnin seoksessa,
joka sisdalsi 1 M glyoksaalia, 50 % dimetyylisulfoksidia (DMSO) ja

0,01 M dinatriumvetyfosfaattia (pH 7,0). Tdmidn ajan lopussa 4 ul sahké-
foreesipigmenttid lisdttiin haudottuun seokseen, jolle sitten tehtiin

sdhkéforeesi 1 %:n agaroosigeelissd 1 x TAE:ssa.

Sahkoforeesin jalkeen agarocosigeelilld oleva RNA siirrettiin yén yli
nailonmembraanisuodattimeen (Bio-Rad, Zeta-koetin) kéyttéméllé

20 x SSC:ta kdyttamdlli kapillaarista siirtomenetelmiad (kts. "Molecular
Cloning - A Laboratory Manual"). Siirron jilkeen suodatin pestiin varo-
vasti 2 x SSC:114, ilmakuivattiin ja sitten kuivattiin lisiid lampoti-

lassa 80°C 2 tuntia mRNA:n kiinnittamiseksi.

pcD-31:n PstI-AatI-fragmentti merkittiin 3%p:11a kayttamallsa Multiprime
DNA -merkintdsysteemid (Amersham).

Esihybridisointi suoritettiin suodattimella kolme tuntia limpoétilassa
37°C liuoksessa, joka sisdlsi 5 x SSCP, 2 x Denhardt-liuosta, 50 %
formamidia, 10 mM dinatriumvetyfosfaattia (pH 7,0), 0,5 % SDS ja

100 pm/ml denaturoitua lohen sperma-DNA:ta.
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Hybridisointi suoritettiin sitten suodattimella yon yli lampotilassa
42°C, joka sisalsi 3%p-merkittyd koetinta, 5 x SSCP, 1 x Denhardt-
liuvosta, 50 % formamidia, 10 mM dinatriumvetyfosfaattia (pH 7,0),

0,1 % SDS ja 100 pum/ml denaturoitua lohen sperma-DNA:ta. Seuraavana
piivdnid suodatin pestiin ensin yhden tunnin ajan lampétilassa 37°C
liuoksessa, joka sisdlsi 50 % formamidia, 5 x SSC ja 0,1 % SDS, pestiin
sitten kaksi tunti samassa lampotilassa liuoksessa, joka sisalsi 40 %
formamidia, 5 x SSC ja 0,1 % SDS, ja lopuksi pestiin huoneenldmmoéssi

15 min. 2 x SSC-liuoksella. Sen jidlkeinen autoradiografia ndytti, ettd
peD-31-kloonin cDNA-insertti ei ole tayspitkd ja ettd vastaavan mRNA:n
kokonaispituus on 3,9 kb (mddritelty kalibrointikiayrasta, joka perustuu

molekyylipainomerkitsijéihin).

Esimerkki 6

Tuoreen kirjaston valmistaminen seulovalle peD-31 c¢DNA-kloonille

Tuore cDNA-kirjasto valmistettiin kidyttdmilla cDNA Synthesis System
Plus:aa ja cDNA-kloonausﬁérjestelméé (Agtl0, adapterimenetelmi, toimit-

taja Amersham).

5 pg poly(A)* RNA:ta, jota on uutettu KM-102-soluista (kayttidmilla
samanlaista menetelmdd kuin esimerkissa 1) ja 100 yksikkéd kiidnteis-
transkriptaasia annettiin reagoida l&mpétilassa 42°C 40 min. 50 pl:.ssa
kddnteis-transkriptaasin reaktioliuosta. T4dmidn jalkeen 20 uCi

[@-32P] 4CTP, 93,5 pl toisen sdikeen puskuria, 4 yksikkéd ribonukleeasia
H ja 115 yksikkdéd DNA-polymeraasia I (kaikki wvarustettu kitilla) lisit-
tiin reaktioliuokseen, jota sitten ensin inkuboitiin lampétilassa 12°C
yhden tunnin, sitten haudottiin lampétilassa 22°C yhden tunnin ja lopuk-
si kuumennettiin ldmpétilassa 70°C 10 min. T&4min kuumentamiskdsittelyn
jédlkeen 10 yksikkoéd T4 DNA-polymeraasia (varustettu kitilli) lisdttiin

reaktioliuokseen ja annettiin reagoida lampétilassa 37°C 10 min.

Reaktioseokselle tehtiin sitten fenolikloroformi-deproteinisointi.

Reaktioliuos sentrifugoitiin ja kelluva osuus ker&dttiin ja sekoitettiin
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250 upl:n 4M ammoniumasetaatin ja 1 ml:n etanolin kanssa. Seosta jd&hdy-
tettiin yén yli lampétilassa -20°C ja saostuma kerdttiin sentrifugoin-

nilla. Tuloksena saatu pelletti liuotettiin 30 pl:aan steriiliij vetti.

10 pl tuloksena saatua liuosta poistettiin ja lisattiin seokseen, joka

sisdlsi 2 pl ligaasi/kinaasi-puskuria, 250 pmoolia EcoRI-adapteria ja 5
yksikkdéda T4 DNA -ligaasia (kaikki varustettu kitilla) ja tuloksena

saatua seosta haudottiin yén yli ldmpétilassa 15°C.

Koko reaktioliuokselle tehtiin sitten kokofraktiointikolonni, joka oli
varustettu kitill4 EcoRI-adapterin poistamiseksi. Reaktioliuos kerit-
tiin 120 pl:n alimddriin ja jokainen alimidra sekoitettiin 200 pym:n
0,25 x TE-puskurin kanssa. 10. - 17. fraktiot kerittiin ja vakevoéitiin

butanolilla kokonaistilavuuteen 120 pl.

Koko viakevi valmiste sekoitettiin sitten 55 ul:n steriilin wveden kans-
sa, 20 pl:n ligaasi/kinaasi-puskurin ja 40 yksikén T-polynukleotidi-
kinaasin kanssa (kaikki varustettu kitilla) ja tuloksena saatua seosta
haudottiin lampétilassa 37°C 30 min. Ta&mdn jilkeen reaktioseos depro-
teinisoitiin fenolikloroformimenetelmilld kolme kertaa ja sitten saos-
tettiin etanolilla ja jaidhdytettiin yon yli lampdtilassa -20°C. Tulokse-
na saatu saostuma kerdttiin sentrifugoinnilla ja liuotettiin 10 pl:aan

steriilij vettd cDNA-naytteen saamiseksi.

1 pg AgtlO:n EcoRI-armia, 1 ul ligaasi/kinaasi-puskuria ja 2,5 yksikkoéa
T4 DNA-ligaasia (kaikki kitilld) lisattiin 2 pl:aan cDNA-ndytettd, ja
sen jidlkeen haudottiin yon yli lampétilassa 15°C. Nayte, joka sisidlsi

4 pl cDNA-naytetti valmistettiin samalla tavalla. Kutakin naytetta
kdsiteltiin sitten vield seuraavalla tavalla. Tuloksena saatu reaktio-
liuos kokonaisuudessaan lisdttiin ensin 10 pl:;aan uutetta A (varustettu
kitilla) ja tuloksena saatu seos lisdttiin 15 pl:aan uutetta B (varus-
tettu kitilli) ja tuloksena saatua seosta haudottiin lampoétilassa 20°C

20 min. in vitro-pakkausreaktion sallimiseksi.

Tamin jilkeen 470 ul SM-puskuria lisittiin reaktioliuokseen, jota sit-

ten varastoitiin lampdétilassa 4°C. E. colin kanta NM415, joka oli kisi-
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telty 10 mM:1la MgSO,:44, tartutettiin sitten varastoidulla liuoksella
KM-102 cDNA:n AgtlO-kirjaston luomiseksi.

Esimerkki 7

cDNA-kirjaston seulominen

2 x 10° plakkeja, jotka on saatu yhdistetyistd cDNA-kirjastoista,
p J J y Y J
jotka on valmistettu esimerkissa 6, kiinnitettiin nailonsuodattimiin

(Hybond N, Amersham) seuraavalla menetelmdlls.

Tartutettua E. colia, joka on valmistettu esimerkissid 6, viljeltiin
kymmeneen 9 cm:n levyyn, jotka sisdlsividt kiintedtid LB-vdliainetta
niin, ettd muodostui 1-2 x 10 plakkia per levy. Plakit siirrettiin
levylle kevyesti puristamalla nailonsuodatinta levylle. 18G-ruisku-
neulaa kidytettiin sitten suodattimen lavistamiseksi ja se merkitsi
geelin kolmeen paikkaan. Suodattimen annettiin sitten seistid lampé-
tilassa 4°C 5-10 min. ja kuorittiin sitten ja upotettiin alkaliini-
liuokseen (0,1 M NaOH, 1,5 M NaCL) 20 sekuntia. Suodatin siirrettiin
neutraalille liuokselle [0,2 M Tris-HC1 (pH 7,5), 2 x SSCP] 20 sekunnin
- yhden minuutin ajan ja ilmakuivattiin sitten huoneenlampétilassa

kaksi tuntia. Lopuksi suodatin kuivattiin lampdtilassa 80°C 2 tuntia.

Esimerkki 8

Koettimen valmistus ja hybridisointi

32p-merkittyja koettimia kehitettiin peD-3l:sti (saatu esimerkissi 1)
merkitsemdlld PstI-AatI-fragmentti ja EcoT221-AatI-fragmentti (223 bp)
pcD-3l:std kayttdamdlld Multiprime DNA -merkintijirjestelmis. Plakin
hybridisointi suoritettiin esimerkilld 7 saadulla suodattimella kaytti-

mdlld edelld olevia koettimia.

Esihybridisointi suoritettiin asettamalla suodatin hauteeseen, joka

sisdlsi 50 % formamidia, 5 x SSCP, 2,5 x Denhardt-liuosta, 0,01 mM
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dinatriumvetyfosfaattia (pH 7,0), 0,5 % SDS ja 100 um/ml denaturoitua

lohen sperma-DNA:ta ja hautomolla lampétilassa 37°C 2 tuntia.

Hybridisointi suoritettiin sitten asettamalla suodatin reaktioliuok-
seen, joka sisalsi 3?P-merkittyja koettimia, jotka on valmistettu edella
ja 50 % formamidia, 5 x SSCP, 1 x Denhardt-liuosta, 0,01 M dinatrium-
vetyfosfaattia (pH 7,0), 0,1 % SDS ja 100 um/ml denaturoitua lohen
sperma-DNA:ta ja hautomalla yon yli lampétilassa 37°C.

Seuraavana pidividnid suodatin pestiin ensin huoneenlidmméssd kolme tuntia
liuoksella, joka siszltaa 50 % formamidia, 5 x SSC ja 0,1 % SDS, ja
sitten pestiin huoneenldmméssad 5 min. kaksi kertaa SSC:114. Autoradio-
grafia naytti 80 positiivista kloonia, jotka on saatu talla primeeri-

sellsd seulalla.

Kayttdimdllsa klooneja, jotka on tunnistettu positiivisiksi joka kerta,
esimerkkien 7 ja 8 menetelmidt toistettiin vield kolme kertaa (kvater-
nddrinen seulonta) ja yhteensd 17 positiivista kloonia saatiin lopuksi.
cDNA eristettiin jokaisesta 17 kloonista ja insertit leikattiin pois
EcoRI:1lla. Jokaisen cDNA-insertin pituus tutkittiin agaroosigeeli-
sadhkéforeesilla ja klooni nro 31-7 eristettiin, jolla oli 3,9 kbp:n

cDNA-insertti, joka vastaa alkuperdisen mRNA:n tiydellistd pituutta.
Esimerkki 9
Kloonin nro 31-7 restriktiokartojitus

Klooni nro 31-7 merkittiin EcoRI:1lla 3,9 kb fragmentin eristdmiseksi ja
puhdistamiseksi, joka sisdltdd cDNA-insertin. Tami fragmentti sisally-
tettiin sitten pUCl8:aan kiyttamialla T4 DNA -ligaasia. E. coli DHS5a
siirrettiin t&lla uudella plasmidilla. Transformoidut solut valittiin
niiden resistanssin mukaan ampisiliinia vastaan ja klooni pUCKM31l-7,
jolla on 3,9 kbp cDNA-insertti, tunnistettiin merkitsem#&lls DNA
EcoRI:1la ja tekemd#lli halkaistulle DNA:lle agaroosigeeli-sihkéforeesi.
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pUCKM-31-7 halkaistiin kullakin seuraavilla restriktioentsyymilli
HindIII, Sacl, XbalI, Smal, BgIII, EcoT22I ja AatI tai niiden pareilla.
Agaroosigeeli-sdhkoforeesi suoritettiin tuloksena saaduilla fragmen-
teilla ja kunkin fragmentin pituus mitattiin kiyttdm#lli AHindIIIl/
AX174HaeIIl -merkitsijaa indikaattorina. Tuloksena saatu restriktio-

kartta on esitetty kuviossa 7.

Esimerkki 10

Kloonin nro 31-7 sekvenssin midritys

pUCKM-31-7:n cDNA-insertin koko nukleotidisekvenssi midritettiin
dideoksimenetelmilli kayttamdlla M13-fagia. Lisidksi osa sekvenssista
analysoitiin 373A DNA -sekvenssoijalla (Perkin-Elmer Japan Applied
Biosystems). Tuloksena saatu nukleotidisekvenssi on ID nro 11 oheisessa

sekvenssilistauksessa.

pUCKM-31-7:n cDNA-inertti on 3815 emdsti pitkd ja selvidsti sillid on
avoin lukukehys, joka koostuu 549 aminohaposta alkaen metioniinista.
Poly(A)-loppua ei ilmeisesti ole. pcD-31l:n isertin 3'-piitteen emids-
sekvenssin vertailu kloonin pUCKM31l-7 sekvenssiin antaa ymmirtaia, etta
PUCKM-31-7 insertistd ainoastaan puuttuu poly(A)-loppuosa (kuvio 8)

eiki mitdin muuta.

EMBL- ja geenipankkinukleotiditietokannat ja NBRF- ja SWISS-PROT
-tietokannat tehtiin, jotta voitaisiin vertailla emdstid ja aminohappo-
sekvensseja. Lihin vastaavuus miki loéydettiin oli, ettd peptidisekvens-
silla oli 35,3 %:n homologia ihmisen glutationireduktaasin kanssa.
Siksi vedettiin se johtopdatés, ettd pUCKM-31-7:n cDNA-insertin ORF
selvasti koodaa uutta polypeptidii. T&md uusi polypeptidi on esitetty

sekvenssind ID numero 12 oheisessa sekvenssilistauksessa.
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Esimerkki 11

Uuden polypeptidin ilmaisu ja puhdistus

Korkean ilmaisun vektorin rakentaminen ja ilmaisu COS-l-soluissa

pUCKM-31-7 merkittiin HindIII:1la ja 3003 bp fragmentilla, joka sisilsi
cDNA-insertin, ja eristettiin ja puhdistettiin seuraavilla standardi-
menetelmilli. Tuloksena saadun fragmentin piidtteet liitettiin kaytta-

miélls DNA-tartuntakittii (Takara Shuzo).

$illi aikaa korkean ilmaisun vektori pcDL-SRa296 [Takabe, Y. et al. (1988)
Mol. Cell. Biol. 8, 466-472] merkittiin PstI:1l4a ja Kpnl:1l4 ja pddtteet

vhdistettiin kidyttdmdlli DNA-tartuntakittiid. Yhdistetty insertti sidottiin
sitten yhdistettyyn plasmidiin reaktiossa, jossa kiaytettiin T4 DNA -ligaa-
sia. E. coli siirrettiin sitten tuloksena saadulla DNA:1lla kalsiumkloridi-

menetelmills ja tuloksena saadut AmpR-siirrdnniiset valittiin ja plasmidi

DNA, joka pidettiin oraganismeilla, analysoitiin.

Erityisesti kanta, jossa cDNA transkription suuntaus oli identtinen
SRa-promoottorin suunnan kanssa, valittiin merkitsemi#llsi plasmidi
HindIII:1la ja Bgllil:1lla ja sen jdlkeen agaroosigeli-sihkoéforeesilla
800 bp fragmentin paikallistamiseksi ja plasmidi, joka valittiin, mer-
kittiin pSRa3l-7 (kuvio 9). SRa-promoottori kidsittda SV40 alkupromoot-
torin ja pitkin pddtetoiston (LTR) HTLV-l:n R-U5 sekvenssin ja sen
promoottoriaktiivisuus on 10 - 100 kertaa vahvempi kuin pelkin SV40

alkupromoottorin.

Seuraavaksi COS-1l-soluja tartutettiin tuloksena saadulla plasmidilla
pSRa3l-7. COS-1l-solujen transfektio suoritettiin sdhkdéporaatiolla kiyt-
tdmalld GTE-l-geenisisdllytyslaitetta (Shimazu).

COS-1-solujen annettiin kasvaa puoliyhtendisiksi 150 em® pullojen poh-
jilla, jokaisen sisdltidessa 25 ml DMEM (sisdltden 10 % hidrian sikiésee-

rumia). Viljelmidt kerdttiin sitten ja jokaista kisiteltiin 3 ml:1lla
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trypsiini-EDTA-liuosta (10 x liuosta, joka on saatavissa Sigmassa) ja
annettiin seistid huoneenldmméssid, kunnes solut oli erotettu. 1 ml
inaktivoitua hiridn sikiéseerumia ja 9 ml tuoretta trypsiini-EDTA-liuos-
ta lisdttiin sitten ja solut kerdttiin sentrifugoinnilla. Ker&dtyt solut
pestiin sitten kaksi kertaa PBS(-) -puskurilla ja suspensoitiin PBS(-)

-puskurin tiheyteen 6 x 107 soluja/ml.

Sill4 aikaa plasmidi DNA valmistettiin cesiumkloridimenetelmills ja

laimennettiin 200 ug/ml:ksi PBS(-) -puskurissa.

20 ul jokaista edelld mainittua PBS(-) soluvalmistetta ja plasmidia
sekoitettiin ja tuloksena saatu seos sijoitettiin kammioon, joka sisal-
si elektrodeja, jotka oli 2 mm:n etdisyydellsd toisistaan. Kaksi 600 V
pulssia, joista kumpikin kesti 30 psek kohdistettiin sitten seokseen

yhden sekunnin vilein.

Elektrodikammio jadhdytettiin lampétilassa 4°C 5 min. ja sitten sisidpuo-
lella oleva solu-DNA-seos sekoitettiin 10 ml:n DMEM kanssa sisdltden

10 % haran sikidseerumia. Tdmi seos siirrettiin Petri-levylle ja vil-
jeltiin yon yli lampétilassa 37°C 5 %:sessa CO,-atmosfadrissia. Seuraa-
vana pdivdnid viljelyn kelluva osuus erotettiin, solut pestiin seerumi-
vapaalla DMEM:114 ja sitten suspensoitiin 10 ml:aan DMEM ja viljeltiin
liampotilassa 37°C kolme paivaa. Tamidn jdlkeen solun kelluva osuus hara-

voitiin.

Viljelyn kelluva osuus haravoitiin myés negatiivisesta kontrollista.
Negatiivisessa kontrollissa kdytettiin plasmidia pcDL-SRa296, joka ei
sisaltianyt cDNA-inserttii, mutta muuten valmistettiin samalla tavalla

kuin testiviljely.

1 ml jokaista negatiivisen kontrollin viljelyn kelluvaa osuutta ja

testiviljelmdi kisiteltiin erikseen seuraavalla tavalla. Kelluva osuus
kisiteltiin ensin trikloorietikkahapolla (TCA) proteiinin saostamiseksi
ja saostuma kerdttiin sentrifuugierotuksella. Tuloksena saatu saostuma

pestiin jaidkylmidllad asetonilla ja ilmakuivattiin ja liuotettiin sitten
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SDS-polyakryyliamidigeeli-sahkéforeesin (SDS-PAGE) niaytepuskuriin, joka
sisdlsi 2-merkaptoetanolia. SDS-PAGE suoritettiin sitten 12,5 %:n gee-

lissa pelkistdvissid olosuhteissa.

Hopeavidrjays kiayttamdlld hopeavdrireagenssia "Daiichi" (Daiichi
Chemical Detection) suoritettiin alueille sihkdéforeesin jilkeen. Useita
erityisiid spesifisii absorptioalueita (molekyylipaino: noin 60.000)

testindytteen viljelyn kelluvasta osuudesta vidrjattiin.

Koska polypeptidin molekyylipaino, joka on koodattu pSRa3l-7:ssid, on
noin 60.000 ja koska aminohapposekvenssistd todettiin, ettd translaa-
tion jalkeinen modifiointi sakkaridisivuketjujen lisddmiseksi oli epa-
todennikodistsd, vedettiin se johtopddtds, ettd niamid monta erityista

aluetta vastasi polypeptidia, jota koodasi pSRa31-7:n c¢DNA.

Esimerkki 12

Korkean ilmaisun plasmidin valmistus COS-1-soluja wvarten

Seuraava vaihe tehtiin sen varmistamiseksi, ettd useat erityiset

60 kDa:n alueet, jotka on tunnistettu esimerkissi 11, ovat samat kuin
polypeptidi, jota pSRa3l-7-insertti koodaa. Haluttiin myés mdarittaa
tamdn polypeptidin N-paddte aminohapposekvenssi. Siten klooni valmis-
tettiin, jossa ylimddrdistid kuutta His-jidinnoéstd koodattiin polypepti-
din C-piitettd varten, jota koodaa pSRa3l-7-insertti, vilittémisti
ennen pysaytyskodonia. Histidiinijdidnndéksilld on korkea affiniteetti
Ni?* nihden ja tarkoitus oli ilmaista polypeptidi, jolla on histidiini-
heksomeeri (6 x His), joka voitaisiin puhdistaa kiayttidmills affiniteet-

tihartsikolonnia, joka on ladattu NI?':1la.

Ensin 66 emdksen oligonukleotidi

5! -CTAGCGCTCTGGGGCAAGCATCCTCCAGGCTGGCTGCCACCACCACC
ACCACCACTGATCTAGACT-3' (sekvenssi ID nro 14)

ja tdydentidvd 66 emiksen sde syntetisoitiin ja puhdistettiin kayttamil-

l4a automatisoitua DNA-syntetisaattoria 394 (Perkin-Elmer Japan Applied
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Biosystems). Mclemmat oligonukleotidivalmisteet sekoitettiin ja haudot-
tiin lampoétilassa 70°C 3 min. ja sitten ldmmitettiin lisdi lampétilassa
37°C 30 min. sidoksen sallimiseksi. Sen jdlkeen pidtteet fosforyloitiin

kayttamidlla T4-polynukleotidikinaasia.

Tuloksena saatu kaksisdikeinen (ds) fragmentti sidottiin kiyttamilla

T4 DNA -ligaasia pUCKM31-7:44n, joka oli aikaisemmin merkitty
Eco47111:11a. Rakemne on esitetty kuviossa 10. E. coli DH5a siirrettiin
t4114 DNA:1lla kalsiumkloridimenetelmidlls ja tuloksena saadut siirretyt
sdikeet valittiin ja seulottiin pUCKM31l-7His:n saamiseksi. Varmistet-
tiin, ettd el ollut mitdidn epidnormaalisuuksia pUCKM31-7His-osassa,
jossa fragmentti sisdllytettiin analysoimalla tdmidn pUCKM31-7His:n

kyseenomaisen emidssekvenssin osaa.

Korkean ilmaisun plasmidi COS-1l-soluja varten valmistettiin sitten ali-

kloonamalla pUCKM31l-7His-insertti pcDL-SRa296:een.

pUCKM31-7His merkittiin Xbal:1l4 ja HindIII:1la, fragmentit puhdistet-
tiin ja fragmentin pdatteet yhdistettiin kdyttimilld Klenow-fragmentin
1 yksikkéad seuraavien lidsndollessa: 2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2mM dGTP,

2 mM dTTP, 50 mM Tris-HC1 (pH 7,2), 10 mM MgSO,, 0,1 mM ditiotreitolia
ja 50 pg/m BSA).

Silla aikaa korkean ilmaisun vektori pcDL-SRx296 merkittiin PstI:1lli ja
Kpnl:1ll4d ja paatettiin DNA tartuntakitilld. Yhdistetty fragmentti si-
dottiin sitten yhdistettyyn plasmidiin kiyttamilla T4 DNA -ligaasia.
Tuloksena saatua plasmidia kaytettiin sitten E. coli DHS5a:n siirtami-
seksi. Transformantit valittiin ja seulottiin sitten. Kanta, jossa
cDNA-transkription suunta oli sama kuin SRa-promoottorin suunta, valit-
tiin ja tdmidn kannan plasmidi merkittiin pSRa31l-7His. COS-1l-soluja
tartutettiin tuloksena saadulla plasmidilla pSRa31-7His ja seerumi-

vapaata kelluvaa osuutta saatiin samalla tavalla kuin on kuvattu esi-

merkissd 11.
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Esimerkki 13

Puhdistus ja N-pddtteisen aminohapposekvenssin analvyvsi

600 ml:1le kelluvaa ainetta, joka on saatu esimerkissd 12, tehtiin
dialyysi dialyysipuskurin 17 tilavuutta vastaan lampétilassa 4°C 15 tun-
tia. Puskuri korvattiin vield dialyysipuskurin 17 tilavuudella ja dia-

lyysia jatkettiin lampétilassa 4°C vield 4 tuntia,

Dialyysivalmisteelle tehtiin sitten affiniteettikromatografia kayttéa-
midlla FPLC (Fast Protein Polynucleotide Liquid Chromatography - Pharma-

cia) seuraavissa olosuhteissa:

Kolonni: 20 ml ProBond™-hartsia (Invitrogen), joka oli taytetty
XK16/20:114 (& 2,0 20 cm, Pharmacia)

Eluointipuskuri:

A) 20 mM fosfaattipuskuria (pH 7,8), joka sisdlsi 200 mM
imidatsolia, 0,5 M NaCL

B) 20 mM fosfaattipuskuria (pH 7,8), joka sisdlsi 300 mM
imidatsolia, 0,5 M NaCL

Virtausnopeus: 1 ml/min.
Fraktioliuos: 5 ml/putki

Eluointiolosuhteet:
Kun oli otettu talteen 4 fraktiota eluointipuskurilla A),
16 fraktiota otettiin talteen ‘eluointipuskurilla B), ja

fraktiot numeroitiin jarjestyksessa 1-20.

300 pl kutakin tuloksena saatua fraktionidytettd otettiin ja kasiteltiin
erikseen TCA-saostumakisittelylld ja tuloksena saatu saostuma valmis-
tettiin ja sille tehtiin SDS-PAGE kayttamilli 12,5 % geelia pelkisti-
vissd olosuhteissa kuten edellid. Alueet tunnistettiin hopeavdrimenetel-
mdlld ja kolme aluetta tunnistettiin ja ne olivat fraktion nro 10 ympa-

rilla. Kolmen alueen olemassaolo osoittaa, ettd pSRa31l-7His-insertti
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koodaa polypeptidii, jolla on kolme erilaista pituutta ja erilaista

N-piidtesekvenssii.

J4dljelld olevat fraktiot 7-14 keskitettiin TCA-saostumalla ja saostu-
malle tehtiin SDS-PAGE kayttamilla 10 % geeliid pelkistdvissid olosuh-
teissa. Proteiinialueet siirrettiin sitten polyakryyliamidigeelists
polyvinyylidiini-difluoridi (PVDF) kalvolle (ProBlot™, Applied Bio-
systems) kayttimilla geelimembraani-siirtolaitetta (Marisol, KS-8441),
joka kidvi 9 V:1lla siirtopuskurin lidsndollessa [0,02 % SDS, 20 % metano-

lia, 25 mM tris-boraattia (pH 9,5)] liampdtilassa 4°C 2,5 tuntia.

Téman jalkeen kalvo varjattiin 0,2 % naftolisinimustalla (Sigma) ja
kolme aluetta, jotka vastasivat niitd, jotka aikaisemmin tunnistettiin,
otettiin kalvosta ja jokaisen alueen sekvenssi mdsriteltiin kuudenteen
aminohappoon asti N-pidtteestd kayttamalla kaasufaasiproteiinisekvens-
soijaa (Shimadzu, PPSQ-10). Alueen N-pdite toiseksi suurimmalla nien-

niaiselld molekyylipainolla (molekyylipaino 60.000) oli seuraava:
Val-Val-Phe-Val-Lys-Gln (sekvenssin ID nro 12 aminohappo nrot 1-6)

Namad kuusi aminohappoa vastasivat ORF:n ensimmdistd kuutta aminohappoa
kloonista 31-7 ja ne mybs vastasivat kuuden aminohapon sekvenssia, joka
alkoi 24. aminohaposta (Val) edeltdjadpolypeptidin N-paitteestd, jota
koodaa pSRa31-7His ja pSRa31-7 cDNA-insertit. Siksi aminohapponumeroi-
den 1-23 poistaminen tdmidn edeltijapolypeptidin N-p&atteesta johtaisi

proteiinin luonnollisen muodon erittdmiseen alkaen Val-jiinnoksesti.

Esimerkki 14

Pelkistidvin vaikutuksen middritys

i) Ilmaisuvektorin rakentaminen

Polypeptidi, joka on puhdistettu edellisissi esimerkeissid, saatiin
ainoastaan erittdin pienissd midrissid ja se ilmaistiin COS-1l-soluista.
Siksi ei ollut mahdollista kaytt#a polypeptidiid muihin tarkoituksiin

kuten aktiivisuusanalyyseihin. Siksi oli valttdmiténtsd 1léytdad ilmaisu-
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polypeptidi, jota koodasi pSRa31-7:n cDNA-inserttis vaihtoehtoisessa
isann&ssa, joka salli sopivien middrien tuotannon puhdistukseen ja ana-

lyysiin. Tdmin saavuttamiseksi suoritettiin seuraava menetelmi.

PUCKM31-7 merkittiin HindIII:114 ja 3003 bp fragmentti, joka sisdlsi
cDNA-insertin, eristettiin ja puhdistettiin ja piidtteet yhdistettiin
kayttamallda DNA-tartuntakittid. Fragmentti merkittiin sitten viela
XbalI:114.

Ilmaisuvektori pMAL-c [Guan, C. et al. (1987) Gene 67,21-30] merkittiin
Xbal:11la ja Stul:1l4 ja sitten edelld oleva Xbal-modifioitu HindII-
fragmentti sidottiin tdhdn halkaistuun plasmidiin kayttiamsllsa T4 DNA-
ligaasia. Tuloksena saatu rakenne on esitetty kuviossa 11. Rakennetta
kiytettiin sitten E. coli TB-1:n siirtimiseksi ja AmpR-transformantit
valittiin ja seulottiin. Kanta, jossa cDNA-transkription suunta oli

identtinen promoottorin suuntaan, valittiin ja ndin saatu plasmidi

merkittiin olevan pMAL31l-7.

ii) Fuusioproteiinin ilmaisu ja puhdistus

E. colin siemenviljelmd, jossa oli pMAL31l-7, valmistettiin ravistamalla
yoén yli lampétilassa 37°C 3 ml:ssa LB-valiainetta, joka sisidlsi 50ug/ml
ampisiliinii. Seuraavana pidivand 1 ml siemenviljelmids lisidttiin

100 ml:aan tuoretta LB-viljelyvaliainetta, joka sisdlsi 50 ug/ml
ampisiliiniid ja viljelyid ravistettiin lampétilassa 37°C, kunnes ODgggnn
saavutti arvon 0,5. Tdssd vaiheessa IPTG lisidttiin viljelmdn lopulli-
seen konsentraatiocon 0,1 mM, ja viljelylientid viljeltiin lisii yén yli

lampétilassa 37°C.

Seuraavana paivinid bakteerisolut otettiin talteen yén yli viljelmista
sentrifugoimalla nopeudella 6500 rpm 20 min. limpodtilassa 4°C. Pelletti
suspensoitiin 10 ml:aan kolonnipuskuria ja tuloksena saadussa suspen-
siossa olevat solut katkaistiin kdsittelemills ultraiddnihajottimella.
Kokosolut ja solufragmentit poistettiin sitten sentrifugoimalla nopeu-

della 8800 rpm 30 min. lampoétilassa 0°C ja liukeneva proteiinifraktio
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otettiin talteen kelluvana osuutena. 1 ml:lle tati liukenevaa fraktiota
tehtiin sitten kromatografia amyloosihartsikolonnissa (New England

Biolabs).

Kromatografian eluointipuskuri valmistettiin lis44milli maltoosia 10 ml

kolonnipuskurin 10 mM:n lopulliseen konsentraation.

Negatiivinen kontrolliniyte kromatografioitiin myoés. Tami negatii-
vinen kontrolli valmistettiin kiayttidm#llia samanlaista menetelmas
paitsi, ettid pMAL-c-vektoria kaytettiin ilman mitddn cDNA-inserttii.
Proteiinin pelkistidvas vaikutusta kromatografiandytteissid analysoitiin

sitten.

iii) Pelkistdvidn vaikutuksen miAritys

Pelkistdvdn vaikutuksen mididritys suoritettiin kyvetissi (SARSTEDT,
10 x 4 x 45 mm) kayttidmilla dikloorifenoli-indofenolia (DCIP) ja hape-

tettua glutationia.

a) Pelkistavian vaikutuksen midritys kayttdmdlli DCIP:ti

90,4 pg, midriteltynd kiyttdmidlla proteiinianalyysikittid (Bio-Rad),
jokaista kromatografianaytettd, joka on saatu edelli kohdassa ii),
sekoitettiin erikseen 1 ml:aan 50 puM DCIP (Sigma). 15 pl 1 mM NADPH
(Boehringer-Mannheim) lisdttiin sitten kuhunkin ndytteeseen ja ODgyopn j2
OD34gnn @absorbanssiarvot tehtiin ajan mukaan. Tuloksena saatu absorbans-
sin vdheneminen molemmissa aallonpituuksissa kuten on esitetty kuviossa
12 voidaan n&hdi, ettid ainoastaan pMAL31-7-niayte sisdltids tekijdn, joka
vdhentda DCIP:t4&.

b) Pelkistividn vaikutuksen mddritys kiavttimidlld glutationia

15 ml 10 mM hapetettua glutationia (Boehringer-Mannheim) lisdttiin
90,4 pgraan jokaista kromatografiandytettd, joka on saatu edelld koh-
dassa ii) ja joka oll aikaisemmin lisidtty eri kyvetteihin. 15 pul 1 mM
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NADPH:ta lisattiin jokaiseen kyvettiin ja absorbanssi 0Dj,q,,:554 otet-
tiin ajalla. Tulokset on esitetty kuviossa 13 ja voidaan nihdi, etti
aincastaan proteiini pMAL31-7 naytteestd kykenee pelkistdmidian hapetet-
tua glutationia. Havaittiin myés, ettd mitdidn NADPH-kulutusta ei ole,
kun hapetettua glutationia on ldsni, joten vedettiin se johtopdidtés,
ettd proteiini pMAL31-7 ndytteestd ainoastaan voi pelkistdi hapetettua

glutationia NADPH:n ldsndollessa.

Esimerkki 15

N-pidite aminohapposekvenssin puhdistus ja analyysi

Esimerkistd 13 vedettiin se johtopdidtds, ettd COS-l-solut, jotka oli
tartutettu pSRa3l-7His:114, ilmaisivat polypeptidis, jolla on kolmen-
tyyppisia N-pddtteita.

Erillisessd kokeessa kanit immunisoitiin fuusioproteiinilla, joka on
otettu talteen E. colista, joka on transformoitu pMAL31-7:114 poly-
klonaalisen vasta-aineen saamiseksi KM31-7 proteiinia vastaan.
Westernblottaus suoritettiin kayttamidlld tatd polyklonaalista vasta-
ainetta ja oli selvadid, ettd kolmentyyppistd aluetta myds on tunnistettu
seerumivapaassa viljelyn kelluvassa osuudessa, joka on saatu COS-1-
soluista, jotka on tartutettu pSRe31-7:114. Tami tulos on samanlainen

kuin se, joka on saatu esimerkissi 13.

Siten COS-1-solut tartutettiin pSRa3l-7:114, jotta voitaisiin keriti
suuri tilavuus seerumivapaata viljelyn kelluvaa osuutta ja puhdistaa

KM31-7-proteiinin N-piitesekvenssi ja analysoida.

C0S-1-solut tartutettiin pSRa31-7:114 ja viljeltiin kolme paivai

150 mm:n petrilevyilld jokaisen sisdltdessi 30 ml DMEM. Viljelyn kellu-
vaa osuutta kerdttiin tamdn jalkeen ja 30 ml tuoretta viliainetta 1li-
sdttiin jokaiseen levyyn ja viljelyd jatkettiin vield kolme paivai.

Jialleen kerran viljelyn kelluva osuus kerdttiin. Muut tartunnan muodot



10

15

20

25

30

35

93

ja viljelmd oli kuten on kuvattu esimerkissa 11, mutta 199 levya vil-

jeltiin.

Kerdtyt kelluvat osuudet yhdistettiin ja 10 1 seerumivapaata viljelyn
kelluvaa osuutta keradttiin sentrifugoinnin jilkeen ja tdmi dialysoitiin
yon yli 10 mM Tris-HCl vastaan (pH 9,0). Ioninvaihtokromatografia suo-
ritettiin sitten 8 kertaa dialysoidulla valmisteella seuraavissa olo-

suhteissa kdyttamallsd FPLC (Pharmacia):

Kolonni: 20 ml DEAE Sepharose Fast Flow (Pharmacia) taytettiin
XK16/20:een (¢ 2,0 x 20 cm), Pharmacia)

Eluointipuskurit:
A) 10 mM Tris-HC1l (pH 0,9)
B) 10 mM Tris-HCl (pH 0,9) - 0,5 M NaCl

Virtausnopeus: 1 ml/min.

Fraktioliuwos: 3 ml/putki

Eluointiolosuhteet:
Eluointipuskuri A), joka vaihdettiin eluointipuskuriksi B) lineaarisel-

la konsentraatiogradientilla 60 min. ajan.

Fraktiot, jotka eluoitiin jokaisella NaCl-konsentraatiolla 0,1 M:st&
0,4 M:aan kerdttiin ja yhdistettiin ja dialysoitiin yén yli dialysoin-
tipuskuria vastaan, joka sisdlsi 0,1 M Tris-HC1, 5 mM EDTA (pH 7,6) ja
1 mM 2-merkaptoetanolia. Dialysoidulle valmisteelle tehtiin sitten
affiniteettikromatografia kayttamialls 2',5'-ADP Sepharose 4B:ti

(Pharmacia) seuraavissa olosuhteissa:

Kolonni: 20 ml 2',5'-ADP Sepharose 4B:t4 tdytettiin XK16/20:een
(® 2,0 x 20 cm), Pharmacia)
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Eluointipuskurit:
A) 0,1 M Tris-HCl, 5 mM EDTA (pH 7,6)
1 mM 2-merkaptoetanolia
B) 0,1 M Tris-HCl, 5 mM EDTA (pH 7,6)
1 mM 2-merkaptoetanolia, 10 mM NADPH

Virtausnopeus: 0,5 ml/min.

Fraktioliuos: 2 ml/putki

Eluointiolosuhteet:
Eluointipuskuri A), joka vaihdettiin eluointipuskuriksi B) lineaarisel-

la konsentraatiogradientilla 120 min. ajan.

100 pl:n jokaisen tuloksena saadun fraktion alimi#idrii saostettiin TCA:-
1la ja saostumille tehtiin SDS-PAGE kiyttamilla 12,5 % geelia pelkista-

vissd olosuhteissa.

Sahkoforeesin jalkeen geeli hopeavidrjattiin proteiinialueiden tumnista-

miseksi. Kolme aluetta saatiin alkaen fraktiosta #11.

Koko jdljella olevat fraktiot #11 - #14 vikevéitiin sitten TCA-saostu-
misella ja saostumalle tehtiin SDS-PAGE kayttamilli 12,5 % geelii pel-
kistavissd olosuhteissa. Proteiini siirrettiin sitten geelistid ProBlot
PVDF-membraanille (Applied Biosystems) sdhkoéforeesin jalkeen. Proteii-
nin vaihdon jilkeen membraanille, membraani varjattiin 0,2 $:1la nafto-
lisinimustalla ja kolme proteiinipitoista aluetta tehtiin. N-pditesek-
venssianalyysi suoritettiin sitten kidyttdmdlli kaasufaasiproteiinisek-

vensolijaa.

Alueiden N-pidtteelld, jolla ilmeisesti on pienin molekyylipaino kol-
mesta tyypistd, méddritettiin olevan Lys-Leu-Leu-Lys-Met. Nimi viisi
aminohappoa vastaavat viittd aminohappoa, jotka alkavat polypeptidin

N-paitteen 49. aminohaposta, jota koodaa pSRa31l-7 cDNA-insertti. Siten
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vedettiin se johtopaatds, ettd peptidin halkaisu 48. jdannéksen kohdal-
la johti erddseen proteiinin kypsdidn muotoon, joka alkoi N-pidite

Lys:sta.

Esimerkki 16

Monoklonaalisen vasta-aineen valmistus KM31-7 proteiinia vastaan

(a2) Antigeeniproteiinin valmistus

E. colin siemenviljely pMAL31-7 valmistettiin viljelem&lld solusilmuk-
kaa ravistamalla yoén yli lampétilassa 37°C 3 ml:ssa LB-viliainetta, joka
sisdlsi 50 pg/ml ampisiliinid. 1 ml tuloksena saatua siemenviljelmia
sisdllytettiin 100 ml:aan tuoretta LB-vdliainetta, joka sis&lsi

50 pg/ml ampisiliinii ja tdtd viljeltiin ravistamalla limpétilassa 37°C,
kunnes ODgggny saavutti arvon 0,5. Tdssid vaiheessa IPTG lisattiin vilje-
lyliemen lopulliseen konsentraatioon 0,1 mM, jota sitten viels viljel-

tiin ravistamalla yo6n yli lampétilassa 37°C.

Soluja otettiin talteen tuloksena saadusta y6n yli viljelyst4d sentri-
fugoimalla nopeudella 6500 rpm 20 min. lampétilassa 4°C ja pelletti
suspensoitiin 10 ml:ssa kolonnipuskuria. Tuloksena saadussa suspensios-
sa olevat solut katkaistiin kayttamdlli ultradanihajotinta ja tuloksena
saatu neste sentrifugoitiin nopeudella 8000 rpm lampétilassa 0°C 30 min.

Tuloksena saatu kelluva osuus sisidlsi liukenevan proteiinifraktion.

Tdlle liukenevalle proteiinifraktiolle tehtiin kromatografia 1 ml:lla
amyloosihartsikolonnia. Eluointi suoritettiin 10 ml:1la kolonnipusku-
ria, joka sisdlsi 10 mM maltoosia. Kromatografiasta saatu yhdistelma-

proteiini varastointiin ja kadytettiin sen jilkeen antigeenina.

(b) Immunisoitujen hiirten pernasolujen valmistus

2 ml Freundin tdydellistd apuainetta lisdttiin 2 ml:aan antigeenia

(vastasi 200 ug) puhdistettu kohdassa a) edellid emulsion muodostamisek-
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si. Tamd emulsio otettiin 5 ml:n ruiskuastiaan, joka oli varustettu
lasiliittimelld ja emulsiota kaytettiin immunisoimaan 8 viikon ikaisia

BALB/c-uroshiiria ihonalaisella ruiskulla.

Lihtien immunisaation toisesta kierroksesta Freundin epdtdydellista
apuainetta kaytettiin apuaineena, mutta suorittamalla sama menetelmi
kuin ensimmiisessd immunisoinnissa. Immunisointi suoritettiin nelja
kertaa yhteensd nopeudella karkeasti ottaen yksi immunisointi per kaksi

viikkoa.

Toisesta immunisoinnista lidhtien verikokeita otettiin silmén pohjan
laskimopunoksesta valittémdsti emnen immunisointia, ja anti-KM31-7
vasta-aineen titteri seerumissa mddritettiin kiintedn faasin entsyy-

misidonnaisella immunosorbenttianalyysilla (ELISA).

Kiinteid faasi anti-KM31-7 ELISA

150-200 pl (vastasi noin 200 ng yhdistelmiproteiinia) seerumivapaata
viljelyn kelluvaa osuutta, jotka oli saatu C0S-l-soluista, jotka oli
tartutettu pSRa3l-7:114, asetettiin jokaisen 96 reiin ELISA-levyn rei-
kdadn (Costar) kaytettdvidksi antigeeninid. Levyn annettiin sitten seisti
yén yli liampotilassa 37°C levyn reikien pohjapinnan paallystimiseksi.
Seuraavana pidivdnd levy pestiin kolme kertaa 0,1 % Tween 20/fosfaatti-
puskuroidulla suolaliuoksella (0,1 % Tween 20/PBS) ja sitten jokaiseen
reikdsdn laitettiin 100 pl BSA:ta, joka oli valmistettu 10 ug/ml PBS ja

annettiin seisti huoneenlamméssa yksi tunti.

Tamdn jidlkeen levy pestiin vield kolme kertaa 0,1 % Tween 20/PBS:11i.
30-100 pl primeeristid vasta-ainetta sarjanomaisesti laimennetulla niay-
temuodolla (esim. hiiren seerumi, kelluva hydridomaviljely tai mono-
klonaalinen vasta-aine) lisattiin jokaiseen reikiidn ja levyn annettiin

seistd huoneenldmméssd yksi tunti.

Témén jadlkeen levy taas pestiin kolme kertaa 0,1 % Tween 20/PBS:1ld ja

sitten 100 pl sekundiddristd vasta-ainetta lisdttiin jokaiseen reikain.
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Sekundiddrinen vasta-aine valmistettiin 3000-kertaisella wvuohen anti-
hiiri IgG-peroksidaasi-kompleksiliuoksella (Amersham) 3000-kertai-

sella vuohen anti-hiiri IgG-alkaliinifosfotaasikompleksin laimennuk-
sella (BIO-RAD). Levyn annettiin sitten seisti huoneen lidmméssi 1-2

tuntia.

Tamidn jalkeen levy taas pestiin kolme kertaa 0,1 % Tween 20/PBS:114, ja
sitten 100 pl:1la joko peroksidaasin substraattiliuosta (BIO-RAD,
peroksidaasisubstraattikitti ABTS) tai 10 % dietanoliamiinilla, joka
sisdlsi 0,001 % paranitrofenyylifosfaattiliuosta, lisattiin jokaiseen
reikididn. Levyn annettiin sitten seistd huoneenliamméssid 15-30 min.,
jonka jalkeen vasta-ainetitteri voitiin laskea mittaamalla absorbanssi
aallonpituuksissa 415 nm tai 405 nm kayttamilla mikrolevylukijaa
(BIO-RAD).

(c) Hiiren mvelomasoluijen valmistus

8-atsaguaniini-vastustuskykyistd hiiren myelomasolua P3-X63-Ag8.653
(653) (ATTC nro CRL-1580) viljeltiin normaalissa viliaineessa (tdydel-

linen GIT), jotta saatiin minimi 2 x 10’ soluja.

(d) Hydridoman valmistus

1,4 x 10% immunisoituja hiiren pernasoluja, jotka oli saatu immunisoin-
nista, joka on kuvattu edellid olevassa kohdassa b) pestiin perusteelli-
sesti DMEM:11a (Nissui Pharmaceutical). Pestyt solut sekoitettiin sit-
ten 1,5 x 107 hiiren myelomasoluihin P3-X63-Ag8.653 (653), jotka oli
valmistettu edelld olevgssa kohdassa (C) ja tuloksena saatu seos sent-

rifugoitiin nopeudella 800 rpm 6 min.

Soluryhm4, joka koostui pernasolujen ja P3-X63-Ag8.653 (653) -solujen
seoksesta, kerdttiin pellettind ja hajoitettiin. Polyetyleeniglykolia
4000 (polyetyleeniglykoli 4000) 50 %:sena liuoksena DMEM:n kanssa val-
mistettiin etukdteen ja tdmi liuos kaadettiin hajotettuihin soluihin

yhden minuutin ajan sekoittamalla nopeudella 2 ml/min. DMEM lisittiin
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soluvalmisteeseen samalla tavalla yhden minuutin ajan nopeudella

2 ml/min. Tdmi menetelmd toistettiin kerran vield sekd polyetyleeni-
glykolin ettd DMEM-ljuosten kanssa. Lopuksi 16 ml DMEM lisattiin vahi-
tellen 6 min. ajan. Tuloksena saatu solun valmiste sentrifugoitiin no-
peudella 800 rpm 6 min. Tuloksena saatu kelluva osuus erotettiin ja
solut suspensoitiin 35 ml:aan tdydellistd GIT:i4, joka sisidlsi

5-10 ng/ml hiiren IL-6.

(e) Hydridomien seulonta

100 pl kohdassa d) valmistettua suspensiota lisattiin jokaiseen 96
reiin levyreikddn (Sumitomo Bakelite), jota viljeltiin lampétilassa 37°C
7,5 % CO,-inkubaattorissa. 7 pdivdn hautomisen jidlkeen 50 pl HAT-vali-
ainetta lisattiin jokaiseen reikiain. Vield neljidn pdivin hautomisen
jdlkeen toiset 50 pul HAT-vdliainetta lisdttiin jokaiseen reikain. Levya
haudottiin kolme pdiva vield. Tamin jdlkeen viljelyn kelluvasta osuu--
desta otettiin rei’istd, jossa yhdistyneiden solujen kasvuviljelmi
voitiin havaita ja anti-KM31-7 vasta-aineen titteri analysoitiin kiin-
tedlla faasilla ELISA, joka on kuvattu kohdassa b) edelld. Otettu viali-

aine korvattiin heti HAT-vidliaineella.

(f) Kloonaus

Solujen kloonaus rei'istd, jotka testissd olivat positiivisia, toistet-
tiin kolme kertaa rajoittavalla liuotusanalyysilli. Ne kloonit, joilla
havaittiin konsistentti-vasta-ainetitteri valittiin kaytettavaksi an-
ti-KM31-7 monoklonaalisina vasta-ainetta tuottavina hybridomasolulin-
joina. Varsinkin tdssi vaiheessa ELISA suoritettiin ei-ainoastaan kuten
on kuvattﬁ kohdassa b) edelld, vaan mydés kontrolli-ELISA suoritettiin
kayttdmialla seerumivapaata viljelyvidliainetta, joka on saatu COS-1-so-
luista, jotka on tartutettu pcDL-pSRa296:1la kiintedn faasin valmista-
miseksi. Siten ne solulinjat, jotka reagoivat edelliseen, mutta eivit

kontrolli-ELISAAN, valittiin kloonaukseen.
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(g) Monoklonaalisen vasta-aineen puhdistus

Viljelyn kelluvaa osuutta anti-KM31-7 monoklonaalista vasta-ainetta
tuottavasta hybridomasolulinjasta kerdttiin, suodatin steriloitiin

0,22 pm:n suodattimella (Millipore), ja sitten vasta-aine puhdistettiin
kayttamilla MAbTrap GII:tid (Pharmacia).

(h) Monoklonaalisen vasta-aineen analyysi

1) Monoklonaalisen vasta-aineen antigeenispesifisyys

Monoklonaalisten vasta-aineiden varmistettiin olevan spesifisiia KM31-7-
proteiinille immuunisaostustestillsd kayttidmallad seerumivapaata viljelyn

kelluvaa osuutta, joka oli saatu COS-1-soluista, jotka oli tartutettu
pSRa31-7:114.

2) Monoklonaalisen vasta-aineen luokitus

Téamid testi suoritettiin kdyttdmidlld hiiren monoklonaalista vasta-aine-

kittid (Amersham) ja vasta-aine tunmistettiin kuuluvan IgGI-aliluok-

kaan.

Esimerkki 17

KM31l-7-proteiinin eristys ja puhdistus

kivttamilla antigeeni-vasta-ainereaktiota

Tama suoritettiin kuten on kuvattu edelld esimerkin 16h kohdassa 1).
Sama testi toistettiin myds kayttidmidlli vasta-ainetta ja seerumivapaata

supernatanttia, joka on saatu C0S-1l-soluista, jotka on tartutettu
pcDL pSRa296:11a.

1,4 pg monoklonaalista vasta-ainetta lisdttiin 1,7 ml:;aan kuhunkin
seerumivapaaseen kelluvaaa osuuteen ja annettiin reagoida huoneenlim-

méssd yhden tunnin samalla, kun sentrifugoitiin nopeudella 20 rpm
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2,2 ml:n mikrosentrifugiputkessa. Vertailu suoritettiin k&yttiamalla
seerumivapaata kelluvaa osuutta, joka oli saatu C0S-1l-soluista, jotka
oli tartutettu pSRe31-7:114, mutta lisidam&ttd monoklonaalista vasta-

ainetta.

30 pl Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia), joka oli aiemmin
pesty 0,1 %:sella Tween 20/PBS, lisattiin kuhunkin putkeen vasta-aineen
adsorboimiseksi ja sentrifugointia jatkettiin nopeudella 20 rpm 30 min.

huoneenldmmdssi.

T4midn jdlkeen jokaista seosta sentrifugoitiin useita sekunteja nopeu-

della 10.000 rpm mikrosentrifugissa, ja sitten kelluva osuus erotéttiin
huolellisesti, jotta ei menetettdisi endd sedimenttii. Pelletit pestiin
sitten yksitellen 0,1 %:sella Tween 20/PBS:114 ja sitten mikrosentrifu-

goitiin ja pestiin samalla tavalla vielid viisi kertaa.

Tuloksena saatu sedimentti suspensoitiin SDS-PAGEEN koepuskuriliuok-
seen, joka sisdlsi 10 ul 2-merkaptoetanolia. Kukin suspensio kuumennet-
tiin lampotilassa 90°C 2 min. ja sitten SDS-PAGE suoritettiin pelkisti-
vissid olosuhteissa kdyttimilla 12,5 % geelia. Sahkéforeesin jalkeen
tuote siirrettiin polyakryyliamidigeelistid nitroselluloosakalvolle
(BUO-RAD). Western-blottaus suoritettiin kiayttamills polyklonaalista
anti-KM31-7 vasta-ainetta, joka on kuvattu esimerkissd 1 osassa (a) ja
anti-KM31-7 monoklonaalinen vasta-aine mddritettiin KM31-7-proteiinin
saostamiseksi erityisesti COS-1/pSRa3l-7 seerumivapaasta viljelyn kel-

luvasta osuudesta.

Esimerkki 18

CYVV-NIa/KM31-7 fuusioproteiinin valmistus

KM31-7-proteiinin ilmaisemiseksi kayttamalla CYVV-NIa-proteaasitekniik-
kaa, on vilttimitdéntd sitoa NIa-geenin 3'-piidte samaan ORF:iin kuin
KM31-7-proteiini DNA. Siten suoritettiin seuraava kahden vaiheen mene-

telmi.
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i) KM31-7 cDNA:n 3’-sivuketjun (Smal-Xbal, 1006 bp)

sisillyttiminen pKSUN9:ddn

Smal-Xbal-fragmentin saamiseksi (1006 bp), joka sisdlsi Km31-7 cDNA:n
3'-padtteen, 7 pug pSRa3l-7-plasmidia DNA merkittiin restriktioehtsyy-
meills Smal ja Xbal, ja tuloksena saatu fragmentti kerittiin ja puhdis-
tettiin kayttdmidlla GENECLEAN II (Funakoshi Japan) kayttamsalls 0,8 %

agaroosigeelia.

S$ills aikaa, 5 pg pKSUN9:n plasmidia DNA merkittiin samalla tavalla
Smal:11lsa ja Xbal:11la ja halkaisufragmentti defosforyloitiin hidrdn alka-
liinifosfotaasilla (alkaliinifosfotaasi E., coli €75, Takara Shuzo,
Japan). Tuloksena saatu defosforyloitu linearisoitu DNA sidottiin
Smal-Xbal KM-31 fragmentilla kayttamidlld sidontakittii (Takara Shuzo)
ja tuloksena saatua rakennetta kaytettiin E. coli-kannan JM109 siirti-
miseksi. Siirrdnndiset valittiin ja seulottiin pNIa3l-7SX-kloonin saa-

miseksi, joka sisdlsi SmaI-Xbal-fragmentin.

ii) NIa-proteaasin ja KM31-7:n sitominen

NIa:n C-piite-sekvenssin sitomiseksi KM31-7 alityypin N-pdite-sekvens-
siin, jolla on Val N-pdidtejdidnnds samassa lukukehyksessd, neljdn tyyp-
pistd polymeraasin ketjureaktioprimeereja (PCR) rakennettiin kiyttamal-
14 Perkin-Elmer Japan Applied Biosystemsin 392-mallin DNA-syntetisoi-

jaa. Primeerit ovat seuraavat:

5’ GGT CAG CAC AAA TTT CCA 3' SEQ. ID NRO 15 (1)
5’ AAA CAG AAC TTG GAA TGA ACA ATT 3’ SEQ. ID NRO 16 (2)
5’ TCA TTC CAA GIT GTG TTT GTG AAA 3’ SEQ. ID NRO 17 (3)
5' CAT AGG ATG CTC CAA CAA 3’ SEQ. ID NRO 18 (4)

PCR:n ensimmidinen kierros suoritettiin kiyttimillsa 1 pg pKSUN9 plasmidi
DNA:ta templaattina. 100 pmol kutakin primeerii (1) ja (2) ja 1/10
tilavuus 10-kertaista konsentraatiota Taq-polymeraasireaktion puskuri-

liuosta ja lopuksi 5 yksikkéd Taq-polymeraasia (Takara Shuzo) lisidttiin
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reaktio-liuockseen mainitussa jarjestyksessid. PCR-reaktio suoritettiin
ensin lampotilassa 72°C 3 min. ja sen jédlkeen 30 kierrosta seuraavasti:
lampétilassa 94°C 1 min., lampétilassa 55°C 2 min. ja lampétilassa

72°C 3 min. ja lopulta kidsittelylidmpétilassa 72°C 10 min. PCR-reaktion
jdlkeen, parannetulle DNA-tuotteelle tehtiin 8 % polyakryyliamidigeeli-
sdhkoforeesi. Geeliliuskoja, jotka sisdlsivdt DNA:ta, tunnistettiin
etidiumbromidivarjayksellda ja hajotettiin. 300 pl eluointipuskuria

(0,5 ammoniumasetaatti, 1 mM EDTA, pH 8,0) lisdttiin kuhunkin murskat-
tuun liuskaan ja haudottiin lampétilassa 37°C yén yli. Sentrifugointi
antoi kelluvaa osuutta, joka sisidlsi puhdistettua ja vahvistettua

DNA:ta.

PCR suoritettiin taas kerran samalla tavalla, mutta kayttdmalla 1 ug
pUCKM31-7-plasmidia DNA-templaattina ja kayttamilld primeereitd (3) ja
(4) ja tuloksena saatu DNA puhdistettiin kuten edelli.

Vahvistettu fragmentti ensimmédisestd PCR:std sisdlsi sekvenssin,

joka koodasi jaannoéksii KM311l-7 proteiinin N-paitteestd alkaen
Val-Val-Phe:std 31 bp ylédvirtaan NIa:n XhoI-paikasta. Vahvistettu
fragmentti toisesta PCR:st4d sisidlsi sekvenssin, joka koodasi sekvens-
sii Asn-Cys-Ser-Phe-Gln NIa:n C-pdidtteestd 32 bp alavirtaan KM31-7
cDNA:n Smal-paikasta.

Siten, kun PCR suoritettiin kdytt&millid molempia DNA-fragmentteja, jotka
olivat tuloksia kahdesta PCR:sti, primeerien (1) ja (4) kanssa, tulos on
hybridisoitu sdie, joka koostuu NIa:n 3’-padtteen 9 bp:std ja sekvenssin
15 bp:stia, joka koodaa haluttua KM31-7:n N-piddtettd. Siten on mahdollista

saada yhdistetty DNA-sekvenssi, jossa on tidmi osa sidottuna.

Tamédn logiikan tuloksena PCR:n toinen kierros suoritettiin juuri talla

tavalla ja parannettu fragmentti kerittiin geelistd.

iii) NIa/KM31-7 DNA:n sisdllyttaminen pNIa3l-7SX:44n

5 pg pNIa3l-7SX plasmidi DNA:ta, joka on saatu kohdassa i), liuotettiin
XhoI:11l4 ja Smal:114, ja tuloksena saatu DNA defosforyloitiin kisitte-
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lemdlld hdridn alkaliinifosfotaasilla. Kohdassa ii) valmistettu PCR-tuo-
te liuotettiin my6s XhoI:11l4 ja Smal:1ld, ja tuloksena saatu fragmentti
sidottiin sitten liuotetulla defosforyloidulla pNIa31-7SX:114 kaytts-
mialla sidontakittia. Tuloksena saatua rakennetta kaytettiin E. colin

kannan JM109 siirtdmiseksi.

AmpR-transformantteja valittiin sitten ja seulottiin. Seulonta suoritet-
tiin liuottamalla XholI:1l4 sidhkéforeesilla. Sellaiset kloonit, joissa
oli ainostaan 8,0 kbp alue, valittiin. Valittujen kloonien plasmidit
liuvotettiin sitten HindIII:1lla ja niille tehtiin taas s&hk6é6foreesi.
Plasmidi, joka valittiin, oli 330 bp alue, joka wvastasi NIa cDNA
inserttiosaa. Tami plasmidi merkittiin pNIa31l-7V:114 ja se sisalsi

XhoI ja Smal PCR-tuotteen.

Kloonin pNIa3l-7V emdssekvenssi middritettiin ja varmistettiin, etti
sekvenssit, jotka koodaavat ‘Nla ja KM31-7, sidottiin samaan ORF:&in
valttamiattomilld geenin halkaisusekvenssilla, joka on NIa ja KM31-7

-proteiinien vdlissa.

iv) KM31-7 proteiinin tuottaminen

Western-blottaus varmisti, ettd pNIa3l-7V toimi E. colissa ja ettid

KM31-7 proteiinia ilmaisi rakennettu rekombinanttigeeni.

E. colin siemenviljelmds, jossa on plasmidi pNIa3l-7V, viljeltiin yén
yli ravistamalla 3 ml:ssa LB-vidliainetta, joka sisdlsi 50 pg/ml ampisi-
liiniid. Yksi ml siemenviljelmdsd lisdattiin 100 ml:aan tuoretta LB-vali-
ainetta, joka sisalsi 50 ug/ml ampisiliinii ja viljeltiin lampdétilassa
37°C ravistamalla, kunnes ODggy 5o Saavutti arvon 1,0. Tidssi vaiheessa
IPTG:t4 lisattiin viljelynesteeseen lopulliseen konsentraatioon 1 mM,
ja viljelmdd haudottiin sitten ldmpétilassa 28°C vield kaksi yoéta ravis-

taen.

Tamdn jalkeen 1 ml viljelmda siirrettiin mikrosentrifugiputkeen ja
sentrifugoitiin 5 min. nopeudella 15.000 rpm. Kelluva osuus erotettiin

ja pelletti sekoitettiin 300 ul:n kanssa steriilii vettd ja 300 ul:n
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kanssa SDS-PAGE niytepuskuriliuosta, joka sisdlsi 2-merkaptoetanolia
asettuneiden solurunkojen hajottamiseksi. Tuloksena saatua suspensiota
kuumennettiin lampotilassa 95°C 2 min. ja sitten 10 pl:1lle t&td suspen-

siota tehtiin SDS-PAGE 8 %:sella geelilld pelkistidvissid olosuhteissa,

Sdhkséforeesin jidlkeen proteiini siirrettiin geelistid nitroselluloosa-
membraanille. Tdmi saavutettiin saattamalla geeli kontaktiin membraanin
kanssa ja hautomalla transkriptiopuskuriliuoksen l4sndollessa (25 mM
Tris-HCl, 1,4 % glysiini ja 20 % metanoli) lampétilassa 4°C 2,5 tuntia
ja jannitteelld 19 V kayttidmialli geelimembraanitranskriptiolaitetta

(Marisol Japan).

Nitroselluloosamembraani pestiin sitten 20 ml:1la PBS-T-viliainetta ja
blokkaus suoritettiin yhden tunnin ajan 20 ml:ssa PBS-T:t4, joka sisgl-
si 5 % kuohumaitoa (Snow Brand Co., Ltd). Tamidn jdlkeen membraani huuh-
deltiin kahdella 20 ml:n PBS-T-erdlld ja sitten annettiin reagoida

90 min. ajan 20 ml:ssa PBS-T:td, joka sisdlsi 1 pul 100-kertaa laimen-
nettua anti-KM31-7 kanin MAb-seerumia (primididrinen vasta-aine) sterii-
liss&d vedessa. Nitroselluloosakalvo huuhdeltiin sitten 15 min. ja sit-

ten kaksi kertaa 5 min. kukin 20 ml:1la PBS-T:t&a.

Pesty membraani asetettiin sitten 3.000-kertaiseen laimennettuun
peroksidaasimerkittyyn anti-kani IgG wvuohen vasta-ainehauteeseen
(BIO-RAD) PBS-T:ss4 (kidytetty sekundddrisend vasta-aineena edelli) ja
annettiin seistid tunnin ajan. Membraani pestiin sitten 20 ml:lla
PBS-T:td ja siirrettiin ECL-tunnistusreagenssihauteeseen (Amersham) ja
alueet, jotka reagoivat anti-KM31-7 vasta-aineen kanssa tunnistettiin

autoradiografialla.

Western-blottaus suoritettiin ja alue, jolla on molekyylipaino karkeas-
ti ottaen 60.000, tunnistettiin. Ta4lld alueella oli sama liikkuvuus
kuin proteiinilla, jolla oli KM31-7-proteiinin toiseksi suurin molekyy-
lipaino tunnistettuna seerumivapaasta viljelyn kelluvasta osuudesta,
joka on saatu tartuttamalla COS-1l-soluja pSRa31-7:114, jota kdytettiin

vertailuna.
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Viliaineet

x M Fosfaattipuskuri

Na,HPO,:n x M -liuos, joka on sdddetty haluttuun pH-arvoon kiyttiamialli
NaH,P0,:n x M -liuosta.

Sisillytyspuskuri

0,1 M Tris-HCl-puskuria, pH 7,0, 0,05 M EDTA, 1 % 2-merkaptoetanolia.

Uuttopuskuri

0,1 M Tris-HCl-puskuria, 0,05 M EDTA, 1 & 2-merkaptoetanolia, pH 7,0.

Hajotusliuos

200 mM ammoniumkarbonaattia, 2 $ SDS, 2 mM EDTA, 400 pg/ml bentoniit-
tia ja 20 pg/ml proteaasia K (pH 9,0).

1 x 8SC

0,15 M NaCl, 0,015 M trinatriumsitraattia, pH 7,0.

Nestemidinen ILB-vidliaine

10 g Bacto-tryptonia (Difco), 5 g Bacto-hiivauutetta (Difco) ja 5 g

natriumkloridia, kaikki laimennettu } litraksi tislatulla vedella.

Tris-kalsiumpuskuri

10 mM Tris, 50 mM kalsiumkloridia, sdiddetty pH-arvoon 7,4 kloorivety-
hapolla.
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Hajotuspuskuri

0,17 g sakkaroosia, 250 gl 1 M Tris-HCl-puskuria (pH 8,0), 200 ul
0,5 M EDTA, (pH 8,0), laimennettu 20 ml:ksi jalleentislatulla vedelli.

Alkaliini-SDS-1liuos

0,2 M natriumhydroksidia, 1 % SDS.

TBE-liuos

100 mM Tris, 100 mM boorihappoa, 1 mM EDTA.

Denaturointiliuos

1,5 M natriumkloridia, 0,5 M natriumhydroksia.

Neutralisointipuskuri

0,5 M Tris, 3 M natriumkloridia (pH 7,4).

50 x Denhardtin liuos

1 & polyvinyyli-pyrrolidonia, 1 % hirdn seerumialbumiinia,

1 & Ficoll 400. Tami liuos laimennetaan sitten jdlleentislatulla
vedelld halutun konsentraation saamiseksi,

5 x Denaturointipuskuri

125 41 1 M glysiinia (pH 9,0), 25 p1 1 M magnesiumkloridia, 850 ul

jalleentislattua vettd.

5 x Merkintdpuskuri

25 41 1 M Tris-HCl-puskuria (pH 7,9), 5 ul 1 M magnesiumkloridia,
2,5 41 1 M ditiotreitolia, 9,2 ul jalleentislattua vetti.
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10 x M9 Suclaliuos

0,145 M dinatriumvetyfosfaattia, 0,172 M kaliumdivetyfosfaattia,

0,187 M ammoniumkloridia, 0,137 M natriumkloridia, pH 7,0.

M9 Minimiagariviliaine

10 m1 10 x M9 suolaliuvosta, 100 gl 1 M magnesiumsulfaattia, 1 ml 20 %
glukoosia, 50 pl 1 % tiamiinihydrokloridisuolaa, 1 ml 0,01 M kalsium-
kloridia ja 13 ml jalleentislattua vettd, kaikki sekoitettuna, steri-
loitu suodattamalla, ja sitten kaadettu levyille valittémisti sen jdl-

keen, kun oli lisitty 50 ml 3 % bactoagaria.

Nestemidinen SOB-vidliaine

10 g bactotryptonia, 2,5 g bactohiivauutetta, 100 gl 5 M natriumklori-
dia ja 125 pl 1 M kaliumkloridia sekoitetaan ja laimennetaan 500 ml:ksi
tislatulla vedelld. Autoklavisoinnin jilkeen 5 ml 1 M magnesiumkloridia

ja 5 ml 1 M magnesiumsulfaattia lisatdan.

TFB1-puskuri

5ml 1 M 2-(-N-morfoliino)etaanisulfonihappoa (MES - saiadetty pH-arvoon
6,2 1 N HC1:114), 6,045 g rubidiumkloridia, 0,735 g kalsiumkloridi-
dihydraattia ja 4,94 g mangaanikloriditetrahydraattia sekoitettiin,
sdddetty pH-arvoon 5,8 jaddetikkahapolla, laimennettu 500 ml:ksi jal-

leentislatulla vedelld ja steriloitu suodattamalla.

IBF2-puskuri

1 ml 1M 2-(N-morfoliino)propaanisulfonihappoa (MOPS), 1,102 g kal-
siumkloridibihydraattia, 0,12 g rubidiumkloridia ja 15 ml glyserolia
sekoitettuna, sdiddetty pH-arvoon 5,8 jadetikkahapolla, laimennettu

100 ml:ksi j&lleentislatulla vedelld ja steriloitu suodattamalla.
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Nestemiinen SOC-viliaine

5 ml nestemidistid SOB-vdliainetta, 90 pl 20 % glukoosia.

2 x YT-viliaine

16 g bactotryptonia, 5 g bactohiivauutetta ja 5 g natriumkloridia

sekoitettiin ja laimennettiin 1 litraksi jidlleentislatulla vedells.

PBS-Tw-vialiaine

80 mM dinatriumvetyfosfaattia, 20 mM natriumdivetyfosfaattia, 100 mM

natriumkloridia, 0,1 % Tween 20.

PBS-T-viliaine

4 g natriumkloridia, 0,1 g kaliumdihydrofosfaattia, 1,45 g dinatrium-
vetyfosfaatti-dodekahydraattia, 0,1 g kaliumkloridia ja 0,1 g nat-
riumatsidia, kaikki sekoitettu 1 litraksi jalleentislatulla vedelli,
pH 7,4.

Alkaalinen fosfotaasisubstraattiliuos

0,01 % p-nitrofenyylifosfaattia liuotettuna 10 %:seen vesipitoiseen
dietanoliamiiniliuokseen, jonka pH oli siiadetty arvoon 9,8 kloorivety-
hapolla.

Védliaine A

DMEM (Dulbeccon modifioitu Eagle-vdliaine, joka sisaltis 4,5 g/l

glukoosia) 10 % inaktivoitua hidran sikioén seerumia (valmistaja Hyclone)

ja 10 mM HEPES (pH 7,2).
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Vidliaine B

DMEM (joka sisdltaa 4,5 g/l glukoosia), 10 mM HEPES (pH 7,2), 3 % inak-
tivoitua hidrdn sikién seerumia, 5 pg/ml d-biotiinia (valmistaja Sigma),
4 pg/ml pantoteenihappoa (valmistaja Sigma), 1,0 uM deksametasonia
(valmistaja Sigma) ja 0,5 mM isobutyylimetyyliksantiinia (valmistaja
Aldrich).

Viliaine C

DMEM (joka sisaltas 4,5 g/l glukoosia), joka sisdltad 5 % inaktivoitua
hdrdn sikién seerumia, 10 mM HEPES (pH 7,2) ja 100 ng/ml hirdn insu-
liinia.

Vdliaine D

DMEM (joka sisaltaa 4,5 g/l glukoosia), 5 % inaktivoitua hidrdn sikién
seerumia, 10 mM HEPES (pH 7,2), 100 ng/ml hiardn insuliinia ja 10 U/ml

natriumhepariinia (valmistaja Novo Industry Co.).

LPL-substraattiliuos

13 mM glyseroli-tri[9,10(n)-3H]oleaattia (51,8 KBg/umol, valmistaja
Amersham), 1,3 mg/ml L-a-fosfatidyylikoliini-distearoyylid (valmistaja
Sigma Co.), 20 mg/ml hiaran sikion seerumia (valmistaja Sigma Co.),

135 mM Tris-hydrokloridia [Tris-HCl (pH 8,1), (valmistaja Sigma Co.],
16,5 % (t/t) glyserolia ja 16,5 % (t/t) inaktivoitua hirin sikién see-

rumia.

Guanidiinitiosyanaattiliuos

4 M guanidiinitiosyanaattia, 1 % Sarkosylii, 20 mM etyleenidiamiini-
tetraetikkahappoa (EDTA), 25 mM natriumsitraattia (pH 7,0), 100 mM
2-merkaptoetanolia ja 0,1 % antifoam A (Sigma).
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Adsorptiopuskuri

0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA ja 0,1 % SDS.

Eluointiliuocs

10 mM Tris-HCl (pH 7,5), 1 mM EDTA ja 0,05 % SDS.

Esimerkin 2 kiidnteistranskriptaasi-reaktioliuos

50 ml Tris-HCl (pH 8,3), 8 mM MgCl,, 30 mM KC1, 0,3 mM ditiotreitolia,
2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM dTTP, 10 pCi [a-®2P}dCTP ja 1,5 ug vektori-
primeeri-DNA:ta (3'-oligo(dT)-pistteinen pcVD-1, Pharmacia).

Pisdtetransferaasi-reaktioliuos

140 mM kalsiumkakodylaattia, 30 mM Tris-HC1 (pH 6,8), 1 mM CoCl,,
0,5 mM ditiotreitolia, 0,2 ug poly A ja 100 mM dCTP.

Restriktioentsyymipuskuri

50 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1l (pH 7,5), 10 mM MgCl, ja 1 mM ditiotreitolia.

10-tilavuuden ligaasipuskuri

10 mM ATP, 660 mM Tris-HCl (pH 7,5), 66 mM MgCl, ja 100 mM ditiotreito-

lia.

Sahkoéforeesipigmentti

50 % glyserolia, 0,01 M dinatriumvetyfosfaattia (pH 7,0) ja 0,4 %

bromifenolisinista.
1 x TAE

0,04 M Tris-asetaattia, 0,001 M EDTA.



10

15

20

25

30

111

1 x SSCP

120 mM NaCl, 15 mM natriumsitraattia, 13 mM kaliumdivetyfosfaattia ja
1 mM EDTA.

Esimerkin 6 mukainen kiddnteistranskriptaasi-reaktiocliuos
1 x ensimmiisen sidikeen synteesipuskuria, 5 % natriumpyrofosfaattia,
100 yksikkdd ribonukleaasi-inhibiittoria, 1 mM dATP, 1 mM dGTP,

1 mM dTTP, 0,5 mM dCTP ja 3,75 ug oligo(dt)-primeerii, kaikki saatu
cDNA-kloonausjarjestelmdlld (Amersham).

SM-puskuri

100 mM NaCl, 8 mM MgSO,¢7H,0, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) ja 0,01 %

gelatiinia.
Dialyysipuskuri
20 mM fosfaattipuskuria (pH 7,8) ja 0,5 M NaCl.

Kolonnipuskuri

10 mM Tris-HCl1 (pH 7,4), 200 mM NaCl ja 1 mM EDTA.

Taq-polymeraasireaktiopuskuriliuos

Taq, jokg sisiltaa 500 mM Tris-HCl1 (pH 8,3), 500 mM KCl, 15 mM MgCl,,
100 mM dATP, 100 mM dCTP, 100 mM dGTP, 100 mM dTITP ja 2 mg/ml

gelatiinia.
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Sekvenssilistaukset:

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero):
Sekvenssin pituus: 1320
Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo
Sdikeisyys: kaksisdikeinen
Topologia: lineaarinen
Molekyylityyppi: cDNA ... mRNA
Anti-sense: ei
Alkuperdinen lihde:
Organismi: clover yellow vein -virus
Ominaisuus:

1-1320 E CDS

10-1311 E mat-peptidi

Sekvenssin kuvaus:

CAA GGG AAA AGT AAG AGA ACA AGA
Gln Gly Lys Ser Lys Arg Thr Arg

AGA GAC ATG AAG GAT CGT TAT GAA
Arg Asp Met Lys Asp Arg Tyr Glu

20 25

GTG GAA AAT TTT GGA ACT CGT TAT
Val Glu Asn Phe Gly Thr Arg Tyr

35 40

ACT GTT GTG GGT TTG GGT GCA AAA
Thr Val Val Gly Leu Gly Ala Lys

55

1

Gln

GTG
Val

TCA
Ser

ACA
Thr

AAG
Lys

CAT
His

AAG
Lys

AGA
Arg
60

Leu

GCC

Lys
45

CGG
Arg

AAG
Lys

GAT
Asp
30

GGC

Gly

TTC
Phe

TTC AGA
Phe Arg
15

GAG GGG

Glu Gly

AAG ACA
Lys Thr

ACT AAC
Thr Asn

43

96

144

182




CCA
Pro

TTG
Leu

GAG
Glu

TAC
Tyr

CCcC
Pro
145

TAT

Tyr

GTC
vVal

TTT
Phe

TCA
Ser

ATC
Ile

GTT
Val

TTA

Leu

TTT
Phe
130

CAC
His

CcCT
Pro

GAC
Asp

GAG
Glu

CaA
Gln
210

Gly

ACG
Thr

GCT
Ala

CTT
Leu
115

GTA
val

AAC
Asn

GAG
Glu

cCa
Pro

AGT
Ser
195

AAT
Asn

GGT
Gly

GAG
Glu
100

GAC
Asp

AAG
Lys

CCA
Pro

AGA
Arg

TCA
Ser
180

CTA

Leu

GTT
val

GAC
Asp

GCA
Ala
85

CAT
His

Lys

GAT
Asp

TTG
Leu

GAA
Glu
165

GAG

Glu

AAT
Asn

TGC
Cys

o 0
oA
0 N

~3
(&7

ACA
Thr

TTT
Phe

CAG
Gln

GCT
Ala

TTG
Leu
150

GGT
Gly

Leu

CGC

Arg

Leu

TTG
Leu

GGC
Gly

CAC
His

GGT
Gly
135

GCA
Ala

GAA
Glu

cce
Pro

ATA
Ile

CTA
Leu
218
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GAT
Asp

GAC
Asp

TTA
Leu
120

CaG
Gln

AGC
Ser

CTC
Leu

GCG
aAla

AGT
Ser
200

ACA
Thr

TAT

1 Tyr

GAA
Glu

ATA
Ile
105

TAC
Tyr

AAG
Lys

GAT
Asp

CGT
Arg

CGG
Arg
185

GGT

Gly

AAT
Asn

TCA

ACC
Thr
350

AGG
Arg

CTC
Leu

GTG
vVal

GTT
Val

CAA
Gln
170

AAT

Asn

TTG
Leu

GAG
Glu

CTT
Leu

AAG
Lys

ATG
Met

AGC
Ser
15%

ACT

Thr

GAG
Glu

CGC
Arg

TCA
Ser

ATT
Ile

GAT
Asp

AGA
Arg

AGG
Arg
140

ACA
Thr

GGA
Gly

GAT
Asp

GAC
Asp

GAA
Glu
220

AGG
Arg

CAC
His

ATG
Met

CCA
Pro
125

ATT
Ile

ACC
Thr

AAG
Lys

ATT
Ile

TAT

Tyr
205

GGC
Gly

AAT
Asn

GTT
vVal
110

ATA

Ile

GAT
Asp

ATA
Ile

GCA
Ala

GAT
Asp
190

Asn

CAT
His

CTT
Leu

GTA
val
95

GAC
Asp

GAA
Glu

CTA
Leu

ATG
Met

AGG
Arg
178

GCA

Ala

CcccC
Pro

AGA
Arg

AAT
Asn

AAG
Lys

TGT
Cys

ACA
Thr

GGT
Gly
160

TTA

Leu

GAG
Glu

ATT
Ile

GAG
Glu

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



AMNG
Lys
222

CTG

Leu

TAC
Tyr

Gly

cCca
Pro

TTG
Leu
305

GAG
Glu

TGG
Trp

Lys

GAC
Asp

s
4
Q
’_]
e
+]

<
m
«r
aY)
o
®

TTC AGA
Phe Arg

TTC AGA
Phe Arg

CAT GAC
His Asp
275

CAA AAG
Gln Lys
290

GTC AGC
Val Ser

TCC AGT
Ser Ser

ATC TCA
Ile Ser

GAT GGA
Asp Gly
355

GTT AAC
val Asn
370

GGA
Gly

AGG
Arg

TGC
Cys
260

ATT
Ile

ATT
Ile

ACA
Thr

Asn

ACA
Thr
340

Phe

ATC
Ile

AAT
Asn
245

CGC
Arg

TTG
Leu

CGC
Arg

AAT
Asn

ATT
Ile
328

GTA

val

ATT
Ile

TTC
Phe

GGA

e GLy

230

AAT

Asn

AAC
Asn

TTG
Leu

Phe

TTC
Phe
310

TCA

Ser

GCA
Ala

GTA
Val

ACA
Thr

TAT

Tyzr

Gly

ACC
Thr

ATT
Ile

AGG
Arg
295

CAG
Gln

AGA
Arg

GGA
Gly

GGT
Gly

AGC
Ser
375

114

GGT
Gly

GAG
Glu

ACA
Thr

CAG
Gln
280

GAG

Glu

GAA
Glu

GTG
val

CAC
His

ATC
Ile
360

Phe

TTA
Leu

AGC
Ser
265

TTA

Leu

CCA
Pro

ARG
Lys

CAG
Gln

TGT
Cys
345

CAC

His

CCG
Pro

GTG
val

TCA
Ser
250

TG
Leu

CCA

Pro

AGA
Arg

AGT
Ser

TCA
Ser
330

GGA

Gly

AGT
Ser

CCG
Pro

ATT
Ile

AAG
Lys

AGG
Arg

GTG
val

TCC
Ser
315

GCC

AAC
Asn

CTT
Leu

CAG
Gln

ATT
Ile

CAA
Gln

ATG
Met

GAC
Asp

GAT
Asp
300

TCG

Ser

AAT
Asn

cCcT
Pro

GCT
Ala

Phe
380

ACA
Thr

TCC
Ser

CTG
Leu

TTT
Phe
285

GAC
Asp

AGC
Ser

TTC
Phe

ATG
Met

TCA
Ser
365

GAG
Glu

AAT
Asn

AAG
Lys

CCT
Pro
270

CCA
Pro

Lys

ACG
Thr

TAC
Tyr

GTT
vVal
350

TTG

Leu

AAC
Asn

caa
Gln

CAT
His
255

TTG

Leu

GTG
Val

ATT
Ile

GTC
val

AAG
Lys
335

TCG
Ser

ACA
Thr

Lys

CAT
His
2490

GGC

Gly

GAG
Glu

TTT
Phe

GTIT
Val

TCA
Ser
320

caT
His

ACT
Thr

GGC
Gly

TAT

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

Tyr



CTA
Leu
385

CTT

Leu

GAA
Glu

Asn

Sekvenssin
Sekvenssin
Sekvenssin

CAG
Gln

Gly

GAG
Glu

TGT
Cys

AAG
Lys

Lys

cCcC
Pro

TCA
Ser
435

Topologia:

Anti-sense:

CTC
Leu

ATT
Ile

TTT
Phe
420

TTC
Phe

ID-numero (tunnusnumero): 2

AGT
Ser

AGT
Ser
405

ATA

Ile

CAA
Gln

GAA
Glu
3380

TGG

Trp

ACA
Thx

GCA
Ala

pituus: 440

tyyppi: aminochappo

lineaarinen
Molekyylityyppi: proteiini

ei

Alkuperidinen lédhde:
Organismi: clover yellow vein -virus

Ominaisuus:

CAC
His

GGT
Gly

TCC
Ser

AGT
Ser

4-437 E mat-peptidi

Sekvenssin kuvaus:

Lys

Ala

Thr

Lys

Phe
Ala
Leu

Gly
S0

ACA
Thr

GGA
Gly

ARG
Lys

GCG
Ala
440

ATC
Ile

ATG
Met
425

Gln Gly Lys Ser Lys Arg Thr

5

Arg Asp Met Lys Asp Arg Tyr

20

25

Val Glu Asn Phe Gly Thr Arg

35

40

Thr val Val Gly Leu Gly Ala

55

TGT AGT GGA
Cys Ser Gly
395

AAC ATT GTG
Asn Ile Val
410

GCA AGC CTT
Ala Ser Leu

Arg Gln Ly
10 :
Glu Val His

Tyr Ser Lys

Lys Thr Arg
60

TGG
Trp

GAG
Glu

CTT
Leu

Leu

Ala

Lys
45
Arg

ARAA CTA
Lys Leu

GAT GCA
Asp Ala
415

AGT GAT
Ser Asp
430

Lys Phe

15

Asp Glu
30

Gly Lys

Phe Thr

AAT
Asn
400
CCT

Pro

TTG
Leu

Arg

Gly

Thr

Asn

1200

1248

12396

1320



Glu

Tyr
Pro
145
Tyr
val
Phe
Ser
Lys

225
Leu

Tyr
Gly
Pro
Leu
305
Glu

Trp

Lys

Leu
Phe
130
His
Pro
Asp
Glu
Gln
210
Met
Phe
Phe
His
Gln
290
val
Ser

Ile

Asp

Ala
Leu
115
val
Asn
Glu
Pro
Ser
195
Asn
Phe
Arg
Arg
Asp
275
Lys
Ser
Ser

Ser

Gly
355

Glu
100
Asp
Lys
Pro
Arg
Ser
180
Leu
val
Gly
Arg
Cys
260
Ile
Ile
Thr
Asn
Thr

340
Phe

Pro

Ala Th

85
His

Lys
Asp
Leu
Glu
165
Glu
Asn
Cys
Ile
Asn
245
Arg
Leu
Arg
Asn
Ile
328

val

Ile

Phe
Gln
Ala
Leu
150
Gly
Leu
Arg
Leu
Gly
230
Asn
Asn
Leu
Phe
Phe
310
Ser

Ala

val

Leu
Gly
His
Gly
135
Ala
Glu
Pro
Ile
Leu
215
Gly
Thr
Ile
Arg
295
Gln

Arg

Gly

‘Gly

116

Glu

Asp
Leu
120
Gln
Ser
Leu
Ala
Ser
200
Thr
Gly
Glu
Thr
Gln
280
Glu
Glu
Val
His

Ile
360

Tyr

Glu

Ile
105

Tyr
Lys
Asp
Arg
Arg
185
Gly
Asn
Ser
Leu
Ser
265
Leu
Pro
Lys
Gln
Cys

345
His

Ser
Tar

S0
Arg
Leu
Val
val
Gln
170
Asn
Leu
Glu
val
Ser
250
Leu
Pro
Arg
Ser
Ser
330

Gly

Ser

Ph

T

Pro

Leu

Lys

Met

Ser

155

Thr

Glu

Arg

Ser

Ile

235

Ile

Lys

Arg

Val

Ser
318
Ala

Leu

Ala
Ile
Asp
Arg
Arg
140

Thr
Gly
Asp
Asp
Glu
220

Ile
Gln
Met
Asp
Asp
300
Ser
Asn

Pro

Ala

Arg
His
Met
Pro
125
Ile
Thr
Lys

Ile

Tyr
205
Gly
Thr
Ser
Leu
Phe
28%
Asp
Ser
Phe

Met

Ser
365

Tyr Leu Asp
80
Asn Val Asn
85
Val Asp Lys
110
Ile Glu Cys

Asp Leu Thr

Ile Met Gly

160

Ala Arg Leu
175

Asp Ala Glu

190 '

Asn Pro Ile

His Arg Glu

Asn Gln His
240
Lys His Gly
255
Pro Leu Glu
270
Pro Val Phe

Lys Ile Val

Thr Val Ser
320
Tyr Lys His
335
Val Ser Thr
350
Leu Thr Gly
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Asp Val Asn Ile Phe Thr Ser Phe Pro Pro Gln Phe Glu Asn

370 375 380

Leu Gln Lys Leu Ser Glu His Thr Trp Cys Ser Gly Trp Lys

385 iso 395

Leu Gly Lys Ile Ser Trp Gly Gly Ile Asn Ile Val Glu Asp

405 410

Glu Glu Pro Phe Ile Thr Ser Lys Met Ala Ser Leu Leu Ser

420 425
Asn Cys Ser Phe Gln Ala Ser Ala
435 : 440

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 3

Sekvenssin pituus: 25

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen .

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

GTCCATGGGG AAAAGTAAGA GAACA 25

Sekvenssin ID-numero {(tunnusnumero): 4

Sekvenssin pituus: 20

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

ACTCTGAGAC CGTGCTCGAG 20

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 5

Sekvenssin pituus: 20

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

AGGAAAGAG TTCCTCGAGC 17

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 6

Sekvenssin pituus: 36

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

AATTGTTCAT TCCAAGCACC TGGGCCACCA CCTGGC 36

430

Lys
Leu
Ala

415
Asp

Tyr
Asn
400

Pro

Leu
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Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 7

Sekvenssin pituus: 36

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

GCCAGGTGGT GGCCCAGGTG CTTGGAATGA ACAATT 36

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 8

Sekvenssin pituus: 30

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

TTGTCAGCAC ACCTGGGAGC TGTAGAGCTC 25

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 9

Sekvenssin pituus: 7

Sekvenssin tyyppi: aminohappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: proteiini

Sekvenssin kuvaus:

Ala Pro Gly Pro Pro Pro Gly 7
1 5

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 10

Sekvenssin pituus: 7

Sekvenssin tyyppi: aminohappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: proteiini

Sekvenssin kuvaus:

Pro Gly Pro Pro Pro Gly Pro 7
1 5
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Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 11

Sekvenssin pituus: 1650

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Sdikeisyys: kaksisdikeinen

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: cDNA ... mRNA

Alkuperdinen lahde:

Organismi: homo sapiens

Ominaisuus:

Symboli, joka ilmaisee ominaispiirrettd: CDS
Sijainti, jos ldsnd: 1...1647

Menetelmd ominaispiirteen madrittimiseksi: E
Symboli, joka ilmaisee ominaispiirrettd: mat-peptidi
Sijainti, jos ldsni: 70...1647

Menetelmid ominaispiirteen madrittimiseksi: E
Symboli, joka ilmaisee ominaispiirrettd: sig-peptidi
Sijainti, jos lasna: 1...69

Menetelmd ominaispiirteen madrittdmiseksi: E
Sekvenssi:

ATG TCA TGT GAG GAC GGT CGG GCC CTG GAA GGA ACG CTC TCG GAA TTG 48
Met Ser Cys Glu Asp Gly Arg Ala Leu Glu Gly Thr Leu Ser Glu Leu
-23 -20 -15 -10

GCC GCG GAA ACC GAT CTG CCC GTT GTG TTT GTG AAA CAG AGA AAG ATA 96
Ala Ala Glu Thr Asp Leu Pro Val Val Phe Val Lys Gln Arg Lys Ile

GGC GGC CAT GGT CCA ACC TTG AAG GCT TAT CAG GAG GGC AGA CTT CAA 144
Gly Gly His Gly Pro Thr Leu Lys Ala Tyr Gln Glu Gly Arg Leu Gln
10 15 20 25

AAG CTA CTA AAA ATG AAC GGC CCT GAA GAT CTT CCC AAG TCC TAT GAC 192
Lys Leu Leu Lys Met Asn Gly Pro Glu Asp Leu Pro Lys Ser Tyr Asp
30 s 40

TAT GAC CTT ATC ATC ATT GGA GGT GGC TCA GGA GGT CTG GCA GCT GCT 240
Tyr Asp Leu Ile Ile Ile Gly Gly Gly Ser Gly Gly Leu Ala Ala Ala
45 50 5S



ACT
Thr

Asn
S0
GGA

Gly

ACA
Thr

ATT
Ile

GTC
val

Lys
170

TTT

Phe

GAC
Asp

N
AT

Glu

CCccC
Pro
75

GTG

vVal

CAA
Gln

GTT
Val

GGC
Gly

GTC
val
155

GCA
Ala

CTC
Leu

Lys

GCA
Ala
60

ACC
Thr

GGT
Gly

GCC
Ala

AAG
Lys

TCT
Ser
140

TAT

Tyr

ACA
Thr

ATT
Ile

GAA
Glu

GCC
Ala

CCT
Pro

TGC
Cys

CTG
Leu

CAT

‘His

125

TTG
Leu

GAG
Glu

AAT
Asn

GCC
Ala

TAC

Tyr
205

CaA
Gln

CTT
Leu

ATA
Ile

(@):9-%
Gln
110

GAT
AsSp

AAT
Asn

AAT
Asn

AAT
Asn

ACT
Thr
190

TGC
Cys

Gly

CCT
Pro
95

GAC

Asp

TGG
Tzp

TGG
Trp

GCT
Ala

Lys
175

GGT

Gly

ATC
Ile

GGC
Gly

ACT
Thr
80

Lys

TCT
Ser

GAC
Asp

GGC
Gly

TAT

Tyr
160

Gly

GAA
Glu

AGC
Ser

120

AAG

AGA
Arg

Lys

CGA
Arg

AGA
Arg

TAC

Tyr
145

Gly

Lys

AGA
Arg

AGT
Ser

AAG

Lys

TGG
Trp

CTG
Leu

AAT
Asn

ATG
Met
130

CGA
Arg

Gln

GAA
Glu

CCA
Pro

GAT
Asp
210

GGT
Gly

ATG
Met

TAT
Tyr
115
ATA

Ile

GTA
Val

Phe

Lys

CGT
Arg
195

GAT
Asp

CTT
Leu

CAT
Hisg
100

Gly

GAA
Glu

GCT
Ala

ATT
Ile

ATT
Ile
180

TAC

Tyr

CTT
Leu

GTC
val

GGA
Gly
85

CaA
Gln

TGG
Trp

GCT
Ala

CTG
Leu

GGT
Gly
165

TAT

Tyr

TTG
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu
7¢

GGA

Gly

GCA
Ala

Lys

GTA
val

CGG
Arg
150

CCT

Pro

TCA
Ser

GGC
Gly

TCC
Ser

GAC

ACA
Thr

GCT
Ala

GTC
vVal

CAG
Gln
138

GAG
Glu

CAC
His

GCA
Ala

ATC
Ile

TTG
Leu
21%

TTT
Fhe

TGT
Cys

TTG
Leu

GAG
Glu
120

AAT
Asn

Lys

AGG
Arg

GAG
Glu

CcCT
Pro
200

CCT
Pro

GTC
vVal

GTG
val

TTA
Leu
105

GAG

Glu

CAC
His

Lys

ATT
Ile

AGA
Arg
185

GGT

Gly

TAC
Tyr

338

384

432

480

528

576

624

672

720



TGC
Cys

TGC
Cys

AGG
Arg
250

GGT

Gly

CCA
Pro

GTA
val

Gly
330

ccT

Pro

GGC
Gly

GCT
Ala
235

TCC
Ser

GAA
Glu

ATT
Ile

GTA
vVal

ACG
Thr
318

TTA

Leu

GTC
Val

GAT
Asp

GGT
Gly
220

GGA

Gly

ATT
Ile

CacC
His

Lys

GCT
Ala
300

GTG

val

GaA
Glu

ACA

Thr

ATA
Ile

Lys

TTT
Phe

CTT
Leu

ATG
Met

GTT

‘Val

285
CAG

Gln

ATG
Met

ACC
Thr

GAT
Asp

TTG
Leu

365

ACC
Thr

CTT
Leu

CTT
Leu

GAA
Glu
270

GAA
Glu

TCC
Ser

CTG
Leu

GTA
val

GAA
Glu
3540

GAG
Glu

GCT
Ala

AGA
Arg
255
GAA

Glu

CAA
Gln

ACC
Thr

GCA
Ala

Gly
335

GAA

Glu

GAT
Asp

GTT
Val

GGT
Gly
240

GGA
Gly

CAT
Hisg

ATT
Ile

AAT
Asn

ATA
Ile
320

GTG

val

CAG
Gln

AAG
Lys

121

GTT
val
225

ATT
Ile

TTT
Phe

GGC
Gly

GAA
Glu

AGT
Ser
305

GGA

Gly

AAG
Lys

ACC
Thr

GTG
Val

GGA
Gly

Gly

GAC
Asp

ATC
Ile

GCA
Ala
290

GAG

Glu

AGA
Arg

ATA
Ile

AAT

GAG
Glu
370

GCAa
Ala

TTA
Leu

CAG
Gln

ARG
Lys
275

Gly

GaA
Glu

GAT
Asp

AAT
Asn

GTG
Val
355

CTC
Leu

TCC
Ser

GAC
Asp

GAC
Asp
260

Phe

ACA
Thr

ATC
Ile

GCT
Ala

GAA
Glu
340

CcCT

Pro

ACC
Thr

TAT
Tyr

GTC
Val
245

ATG
Met

ATA
Ile

CCA
Pro

ATT
Ile

TGC
Cys
325

AAG

Lys

TAC
Tyr

cca
Pro

GTC
vVal
230

ACT
Thr

GCC
Ala

AGA
Arg

GGC
Gly

GAA
Glu
310
ACA

Thr

ACT
Thr

ATC
Ile

GTT
Val

GTT
Val

AAC
Asn

CAG
Gln

CGA
Arg
295

Gly

AGA
Arg

GGA
Gly

TAT

GCA
Ala
37s

ATG
Met

Lys

TTC
Phe
280

cTC

Leu

GAA
Glu

Lys

Lys

GCC
Ala
360

ATC
Ile

GAG

1 Glu

GTT
Val

ATT
Ile
265

GTA
Val

AGA
Arg

TAT
Tyr

ATT
Ile

ATA
Ile
345

ATT

Ile

CAG
Gln

763

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



GCA
Ala

TGT
Cys

Gly
410

GAA
Glu

ATT
Ile

ACT
Thr

GCT
Ala

ACC
Thr
490

GAG

Glu

CTC
Leu

GGA
Gly

GAC
Asp
395

GCT
Ala

Asn

CCG
Pro

Lys

GGA
Gly
475

Lys

GTA
val

CAG
Gln

AGA

W
® i
o u

TAT
Tyr

TGT
Cys

ATT
Ile

TCA
Ser

GAC
Asp

TTG
Leu

GAA
Glu

GGC
Gly

GAG
Glu

AGA
Arg
445

Asn

460

GAA
Glu

Lys

TTC
Phe

GCT
Ala

GTT
val

CAG
Gln

ACA
Thr

GGC
Gly
525

Leu

AAT
Asn

CTT
Leu

GTT
Val
430

GAT
Asp

GAA
Glu

ACA
Thr

CTG
Leu

ACA
Thr
510

TGC
Cys

GCT
Ala

GTT
val

TCT
Ser
415

TAC

Tyr

AAC
Asn

CGT
Arg

Gln

GAC
Asp
495

TG
Leu

TGA

CaG
Gln

cca

Pro

400

GAG
Glu

CAT
His

AAC

GTT
val

GGC
Gly
480

AGC

Ser

TCT
Ser

122

GaG
Glu

AGT
Ser

Lys

GTG
val
465

Phe

ACA
Thr

GTG
Val

ACT
Thr

Lys

TAC
Tyr

TGT
Cys
450

GGC
Gly

GCA

ATT
Ile

ACC
Thr

GTA
val

GCT
Ala

Phe
435

TAT
Tyr

Phe

GCT

GGA
Gly

AAG
Lys
515

GCA
Ala

TTT
Phe

GTG
val
420

GG

Trp

GCa
Ala

CAC
His

GCG

ATC
Ile
500

elele
Arg

GGT
Gly

ACT
Thr
405

GAG

Glu

cca
Pro

Lys

GTA
val

CTC
Leu
485

CAC

His

TCT
Ser

TCC
Ser
364
cCcT

Pro

AAG
Lys

Leu

ATA
Ile

CTG
Leu
470

Lys

cCT
Pro

Gly

ACT

Thr

TTG
Leu

TTT
Phe

GAA
Glu

ATC
Ile
455

GGT

Gly

TGT
Cys

GTC
val

GCA
Ala

GTC
val

GAA
Glu

Gly

TGG
Trp
440

TGT
Cys

cCa
Pro

GGA
Gly

TGT
Cys

AGC
Ser
520

AAG
Lys

TAT
Tyr

GAA
Glu
425

ACG
Thr

AAT
Asn

AAT
Asn

CIG
Leu

GCA
Ala
505

ATC
Ile

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1650



Sekvenssin
Sekvenssin
Sekvenssin
Sdikeisyys:
Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: peptidi
Sekvenssi:

Met
-23
Ala
Gly
10
Lys
Tyr
Lys
Thr
Asn
90
Gly
Thr
Ile

val

Lys
170
Phe

Asp

Cys

Ser

Ala

Gly

Leu

Asp

Glu

Pro

75

val

Gln

Val

Gly

Val

155

Ala

Leu

Lys

Pro

Cys
Glu

-5
His
Leu
Leu
Ala

60
Thr
Gly
Ala

Lys

Ser
140

YT
Thr
Ile
Glu

Gly
220

Glu
-20
Thr
Gly
Lys
Ile
45
Ala
Pro
Cys
Leu
His
125
Leu
Glu

Asn

Ala

Tyr
205
Lys

Asp
Asp
Pro
Met

30
Ile
Gln
Leu
Ile
Gln
110

Asp

Asn

Asn

Thr
190
Cys

Thr

Gly
Leu
Thr

15
Asn
Ile
Tyr
Gly
Pro

95
Asp
Trp
Trp

Ala

Lys
175
Gly

Ile

Leu

Arg
Fro
Leu
Gly
Gly
Gly
Thr

80
Lys
Ser
Asp
Gly
Tyr
160
Gly
Glu

Ser

val

123

Ala

Val

Lys

Pro

Gly

Lys

65

Arg

Lys

Arg

Arg

Tyr
145
Gly
Lys
Arg

Ser

val
225

ID-numero (tunnusnumero): 12
pituus: 526

tyyppi: aminohappo
yksisdikeinen

Leu
-15
val
Ala
Glu
Gly

50

Lys

Trp

Leu

Met
130
Arg
Gln
Glu

Pro

Asp
210
Gly

Glu
Phe
Tyr
Asp

35
Ser
val
Gly

Met

Tyr
115
Ile
val
Phe
Lys
Arg
195

Asp

Ala

Gly
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Tyt

Glu



Cys
Arg
230
Gly
Pro
val
Asn
Gly
330
Pro
Gly
Ala
Cys
Gly
410
Glu
Ile
Thr
Ala
Thr

490
Glu

Leu

Ile
val
Thr
315
Leu
val
Asp
Gly
Asp
395
Ala
Asn
Pro
Lys
Gly
475
Lys

Val

Gln

Lys
aAla
300
Val
Glu
Thr
Ile
Arg
380
Tyr
Cys
Ile
Ser
Asp
460
Glu
Lys

Phe

Ala

Phe
Leu
Met
val
285
Gln
Met
Thr
Asp
Leu
365
Leu
Glu
Gly
Glu
Arg
445
Asn
Vval
Gln

Thr

Gly
525

Leu

t
1
[

Glu
270
Glu
Ser
Leu
val
Glu
350
Glu
Leu
Asn
Leu
val
430
Asp
Glu
Thr

Leu

Thr
510
Cys

Gln

Thr

Ala

Gly

335

Glu

Asp

Ala

val

Ser
415

Tyr

Asn

Arg

Gln

Asp

495
Leu

Gly
240
Gly
His
Ile
Asn
Ile
320
vVal
Gln
Lys
Gln
Pro
400
Glu
His
Asn
val
Gly
480

Ser

Ser

124

Glu
Ser
308
Gly
Lys
Thr
val
Arg
385
Thr
Glu
Ser
Lys
val
465
Phe

Thr

val

Gly

Asp

Ile
Ala
290
Glu
Arg
Ile
Asn
Glu
370
Leu
Thr
Lys
Tyr
Cys
450
Gly
Ala

Ile

Thr

Lys
275
Gly
Glu
Asp
Asn
val

355
Leu

Tyr
val
Ala

Phe
435

Tyr
Phe
Ala
Gly

Lys
515

1 Asp Val
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Trp
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Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 13

Sekvenssin pituus: 715

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Sadikeisyys: kaksisdikeinen

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssi:

TAAATAAATA AATAA

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 14

Sekvenssin pituus: 66

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Saikeisyys: kaksisdikeinen

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssi:

CTAGCGCTCT GGGGCAAGCA TCCTCCAGGC TGGCTGCCAC CACCACCACC ACCATGATC

TAGACT

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 15

Sekvenssin pituus: 18

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

GGTCAGCACA AATTTCCA 18

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 16

Sekvenssin pituus: 24

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

AAACACAACT TGGAATGAAC AATT 24

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 17

Sekvenssin pituus: 24

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, syunteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

TCATTCCAAG TTGTGITTGT GAAA 24

Sekvenssin ID-numero (tunnusnumero): 18

Sekvenssin pituus: 18

Sekvenssin tyyppi: nukleiinihappo

Topologia: lineaarinen

Molekyylityyppi: toinen nukleiinihappo, synteettinen DNA
Sekvenssin kuvaus:

CATAGGATGC TCCAACAA 18
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Patenttivaatimukset

1. Polynukleotidisekvenssi, joka koodaa fuusioproteiinin ja  kisittdd

5'-3'-suunnassa ja samassa avoimessa lukukehyksessa:

a) sekvenssin, joka koodaa clover yellow vein —viruksen Nuclear Inclusion a
(Nla) —proteiinin;

b) sekvenssin, joka koodaa katkaisupeptidin, joka on tunnistettavissa ja katkaista-
vissa mainitulla clover yellow vein ~viruksen Nla-proteiinilla, jolloin mainittu
sekvenssi sisdltdd sekvenssin AsnCysSerPheGInX, jossa X on Gly, Ala, Val tai
Ser; ja

c) ainakin yhden sekvenssin, joka koodaa polypeptidin,

jolloin kohdan a) sekvenssi koodaa sekvenssiluettelossa sekvenssissd ID-numero

2 aminohapponumeroilla 4 — 437 esitetyn polypeptidin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu siiti,

ettd se on DNA:ta.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu

siitd, ettd se on kaksisdikeinen.

4. Antisense-polynukleotidisekvenssi, joka vastaa jonkin edeltividn patenttivaati-

muksen mukaista, olennaisesti kokonaista polynukleotidisekvenssii.

5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd kohdan c) sekvenssi koodaa useamman kuin yhden poly-
peptidin ja ettd jokaisen koodatun polypeptidin viliin on koodattu ylimiiriisid

katkaisusekvenssejd.
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6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu siitd,
ettd ylimddriiset katkaisusekvenssit ovat tunnistettavissa clover yellow vein -

viruksen Nla:lla.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen polynukleotidisekvenssi,

tunnettu siitd, ettd kohdan c) sekvenssi koodaa ainoastaan yhden polypepti-

din.

8. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd kohdan b) sekvenssi sisdltyy kokonaan tai osittain joko

sekvenssiin a) tai b) tal molempiin.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 7 mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siiti, eitd kohdan b) sekvenssin koodaaman katkaisupeptidin ja koh-
dan c) sekvenssin koodaaman polypeptidin viliin on koodattu yksi tai useampia

aminohappotihteita.

10. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd sen koodaaman fuusioproteiinin katkaisu kohdan a) sek-
venssin koodaamalla Nla-proteiinilla antaa polypeptidin, jolla on ylim#drdinen

N-pddn aminohapposekvenssi, jonka pédtetihde on glysiini, seriini tai alaniini.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu sii-
td, ettd mainittu glysiini-, seriini- tai alaniinitdhde voidaan haluttaessa poistaa so-

pivalla aminopeptidaasilla.

12. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd polypeptidin N-pédn ja katkaisupeptidin C-pdén viliin on

koodattu proliinitihde.
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13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu sii-
td, ettd mitk# tahansa tdhteistd, jotka sijaitsevat proliinitdhteen jilkeen, proliinitih-
teen ja katkaisupeptidin vilissd, voidaan katkaista aminopeptidaasi P:n vaikutuk-

sella (3.4.11.9).

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu sii-
td, ettd kun on suoritettu katkaisu proliinitdhteeseen asti, proliinitdhde voidaan

poistaa proliini-iminopeptidaasin vaikutuksesta (3.4.11.5).

15. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd polypeptidin N-pidn ja katkaisupeptidin C-pdin viliin on

koodattu alaniinitihde.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu sii-
td, ettd mitkd tahansa alaniinitdhteen jidlkeen sijaitsevista tdhteistd voidaan katkais-
ta aminopeptidaasi P:n vaikutuksella (3.4.11.9) ja alaniinitdhteen katkaisu voidaan

suorittaa alaniini-aminopeptidaasin katalyyttiselld vaikutuksella (3.4.11.14).

17. Patenttivaatimuksen 8 mukainen polynukleotidisekvenssi, tunnettu siits,

ettd kohdan b) sekvenssi sisdltyy kokonaan kohtien a) ja b) sekvensseihin.

18. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siiti, ettd kohdan a) sekvenssi on esitetty sekvenssiluettelossa sek-

venssissd ID-numero 1 nukleotidinumeroilla 10 — 1311.

19. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd se koodaa clover yellow vein —viruksen Nla-proteiinin,
joka on esitetty sekvenssiluettelossa sekvenssissd ID-numero 1 nukleotidinume-
roilla 10 - 1311.
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20. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd patenttivaatimuksessa 1 kohdassa a) madritelty sekvenssi
on ainakin 90-%:isesti homologinen sekvenssin ID-numero 1 tihteiden 10 - 1311

kanssa.

21. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen polynukleotidisekvenssi,
tunnettu siitd, ettd se koodaa lisdksi johtosekvenssin, joka sijaitsee ennen

sekvenssii a).

22. Vektori, joka sisdltdd jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukaisen polynuk-

leotidisekvenssin.

23. Patenttivaatimuksen 22 mukainen vektorl, tunnettu siitd, etti se on eks-

pressiovektori.

24. Patenttivaatimuksen 22 tai 23 mukaisella vektorilla transformoitu isdnti, joka

ei ole ihminen.

25. Ilmentdmisjarjestelmi, joka késittad patenttivaatimuksen 23 mukaisella vekto-

rilla transformoidun isdnnin, joka ei ole ihminen.

26. Patenttivaatimuksen 25 mukainen ilmentdmisjirjestelmid, tunnettu siitd,

ettd isintd on Escherichia coli.

27. Polypeptidi, joka kasittdd sekvenssissd ID-numero 2 tihteilld 4 —~ 437 esitetyn

sekvenssin.

28. Polypeptidi, jolla on sekvenssissd ID-numero 2 tihteilld 4 — 437 esitetty sek-

venssi.
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29. Menetelmi polypeptidin valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd polypepti-

din estastemuoto katkaistaan clover yellow vein —viruksen Nla-proteiinilla.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd mainit-

tu esiaste on fuusioproteiini.

31. Menetelmi polypeptidin valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd polypepti-
din esiastemuoto, joka sisiltdd sekvenssin AsnCysSerPheGlnX, jossa X on Gly,

Ala, Val tai Ser, katkaistaan clover yellow vein —viruksen Nla-proteiinilla.

32. Patenttivaatimuksen 31 mukainen jirjestelmid, tunnettu siiti, ettd katkai-

sutuote on polypeptidin kypsid muoto.

33. Jonkin patenttivaatimuksen 1 — 21 mukaisen polynukleotidisekvenssin koo-

daama fuusioproteiini.

34. Patenttivaatimuksen 25 tai 26 mukainen ilmentdmisjirjestelmi, tunnettu
siitd, ettd sekvenssin a) koodaaman peptidin aikaansaamalla autolyysilld saadaan
polypeptidi, jossa on yliméddrdinen N-pddn aminohapposekvenssi, jossa paitetihde
on glysiini-, seriini- tai alaniinitdhde, ja siitd, ettd isdnnissd on aminopeptidaasi,

Jjolla mainittu N-pdin tahde voidaan poistaa.

35. Patenttivaatimuksen 25 tai 26 mukainen ilmentimisjirjestelmid, tunnettu
siitd, ettd sekvenssin a) koodaaman peptidin autolyysilld saadaan polypeptidi, jos-
sa on ylimééirdinen N-pdin proliinitihde ja 0, 1 tai useita muita aminohappotihtei-
td, ja siitd, ettd mikd tahansa mainittu yliméd#rdinen aminohappotihde mainitun

proliinin jilkeen voidaan poistaa aminopeptidaasi P:114 (3.4.11.9).

36. Patenttivaatimuksen 35 mukainen ilmentimisjirjestelméd, tunnettu siitd,
ettd proliinitdhteeseen asti toteutetun katkaisun jilkeen proliinitihde voidaan sit-

ten poistaa proliini-iminopeptidaasin vaikutuksella (3.4.11.5).
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37. Patenttivaatimuksen 25 tai 26 mukainen ilmentdmisjirjestelméd, tunnettu
siitd, ettd sekvenssin a) koodaaman peptidin aikaansaamalla autolyysilld saadaan
polypeptidi, jossa on ylimddrdinen N-padn alaniinitdhde ja O, 1 tai useita muita
aminohappotihteitd, ja siitd, ettd mikd tahansa mainittu ylimddrdinen aminohappo-
tihde mainitun alaniinin jilkeen voidaan poistaa aminopeptidaasi P:114 (3.4.11.9)
ja alaniinitihde voidaan poistaa alaniini-aminopeptidaasin (3.4.11.14) vaikutuk-

sella.

38. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 20 mukainen polynukleotidisekvenssi,

tunnettu siitd, ettd kohdan c) sekvenssi on valittu seuraavien joukosta:

(a) sekvenssin ID-numero 12 aminohapponumeroiden 1 — 526 mukaiset aminoha-
pot kasittivdn polypeptidin koodaava polynukleotidisekvenssi edellyttden, ettd
polynukleotidisekvenssin koodaama polypeptidi kykenee pelkistimadn dikloori-

indofenolia ja hapettunutta glutationia;

(b) sekvenssin ID-numero 12 aminohapponumeroiden 1 — 526 kanssa vihintiin
55-%:isesti homologisen polypeptidin koodaava polynukleotidisekvenssi edellyt-
tden, ettd polynukleotidisekvenssin koodaama polypeptidi kykenee pelkistimiin

dikloori-indofenolia ja hapettunutta glutationia;

(c) sekvenssin ID-numero 12 aminohapponumeroiden 1 — 526 kanssa yli 70-
%:1sesti homologisen polypeptidin koodaava polynukleotidisekvenssi edellyttsen,
ettd polynukleotidisekvenssin koodaama polypeptidi kykenee pelkistimiin di-

kloori-indofenolia ja hapettunutta glutationia;

(d) sekvenssin ID-numero 12 aminohapponumeroiden 1 — 526 kanssa yli 80-
%:isesti homologisen polypeptidin koodaava polynukleotidisekvenssi edellyttien,
ettd polynukleotidisekvenssin koodaama polypeptidi kykenee pelkistimiin di-

kloori-indofenolia ja hapettunutta glutationia,
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(e) jonkin kohdan (a) - (d) mukainen polynukleotidisekvenssi, jossa koodaava
sekvenssi kisittdd sekvenssissid ID-numero 11 osoitetun nukleotidisekvenssin 70 —
1647,

(f) kohdan (a) mukainen polynukleotidisekvenssi, joka koodaa polypeptidin, jolla

on sekvenssin ID 12 sekvenssi -23 — 526;

(g) DNA, joka hybridisoituu jonkin kohdan (a) — (f) mukaisen polynukleotidisek-
venssin kanssa ja jossa vastaava koodaava juoste koodaa polypeptidin, jolla on

pelkistivid aktiivisuutta;

(h) kohdan (g) mukainen DNA, jolloin hybridisaatio-olosuhteissa kdytetdin 6x
SSC:t4 60 — 70 °C olevassa lampdotilassa.

39. Patenttivaatimuksen 38 mukaisen polynukleotidisekvenssin koodaama fuusio-

proteiini.
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