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(57) Sammendrag

Foreliggende oppfinnelse til-
veiebringer rekombinante DNA~
sekvenser som omfatter en sekvens som
koder for humant proapolipoprotein A-I
hvori en del av den naturlige kodings-
sekvens er erstattet av et DNA-
fragment som koder for de samme amino-
syrer, men som bestdr av en ulik
nucleotidsekvens slik at dannelsen av
hirndler kan reduseres eller for-
hindres, kloning og ekspresjons—
vektorer inneholdende disse DNA-
sekvenser, cellekulturer eller mikro-
organismer transformert med disse

ekspresjonsvektorer og fremgangsmater
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Foreliggende oppfinnelse angdr en ny, rekombinant
DNA-sekvens som koder for humant proapolipoprotein A-I,
ekspresjonsvektorer som inneholder disse DNA-sekvenser, celle-
Kulturer transformert med disse ekspresjonsvektorer og frem-
gangsmdter for fremstilling av humant proapolipoprotein A-I
ved anvendelse av de nye, rekombinante DNA-sekvenser, vektorer

og transformanter.

Humant apolipoprotein A-I (apo A-I) er hoved-
proteinbestanddelen av hgy tetthets-lipoproteiner (HDL) og
lymfe-chylomikroner. Lever og tynntarm er hovedsetene for
syntese av apo A-I. I disse organer syntetiseres apo A-I
som et forlgperprotein (preproapo A-I). Co-translasjonell
spaltning av prepeptidet finner sted intracellulart, og
proapo A-I utskilles i plasmaet og lymfen.

Proapo A-I har ytterligere seks aminosyrer
(Arg-His-Phe~-Trp-Gln-Gln) festet ved den aminoterminale ende
av apo A-I. NAar det kommer frem til det vaskulare rom,
spaltes proapo A-I, in vivo, av et spesifikt, proteolytisk
enzym (apo A-I propeptidase) og gir modent apo A-I.

Modent apo A-I er et enkelt uglycosylert polypeptid
med kjent sekvens sammensatt av 243 aminosyrerester
(H.B. Brewer et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 80
(1978), 623-630); det tjener som en cofaktor for plasma-
enzymet lecithin: cholesterol-acyltransferase som er ansvar-
lig for dannelsen av de fleste cholesterolestere i plasma.
Defekter i apolipoproteinstrukturer ellex biosyntese kan
fgre til forstyrrelser av transportsystemet for plasmalipid
og til utvikling av kransarteriesykdom. Lave nivier av
apo A-I og HDL i1 plasma er vist & vare en sterk risiko-
faktor for hjerteanfall (myocardialt infarkt) og andre
atherosclerotiske, vaskulzre sykdommer. Mutasjoner i genet
som koder for apo A-I, har nemlig vert forbundet med
reduserte HDL-nivéer og med for tidlig kransarteriesyk-
dommer. Apo A-I og HDL er hovedbestanddelene i plasma som
deltar i transporten av cholesterol fra perifert vev

(arterier) til leveren, (sakalt omvendt cholesteroltrans-
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port) for utskillelse fra kroppen. Fordi akkumulering av
cholesterol i arteriene er kjennetegnet for, og den vik-
tigste prosess ved atherosclerose, kan stimulering av om-
vendt cholesteroltransport ved & tilfgre apo A-I, forsinke
og snu den atherosclerotiske prosess og fglgelig redusere
forekomsten av hjerteanfall.

Modning av proapo A-I til apo A-I kan forekomme
kvantitativt og ekstracellulzrt med en oppholdstid i blodet
P4 mindre enn 12 timer. Fordi proapo A-I er den viktigste,
hvigs ikke den eneste, forlgper for det modne apo A-I, kan
det anvendes i1 erstatningsterapi hver gang HDL-nivder av-
tar, f.eks. ved arvelige eller ervervede mangler. P& grunn
av den terapeutiske anvendelighet av apo A-I i alminnelig-
het, har forskere sgkt etter fremgangsmater for a frem-
stille apo A~-I i store mengder. Vanligvis har slike frem-
gangsmater omfattet rensing av apo A-I fra blodplasma.

Flere publikasjoner (P. Cheung og L. Chan, Nucleic Acids
Res. 11, (1983), 3703-3715; J.J. Seilhamer et al., DNA, 3,
(1984), 309-317 og japansk patents¢knaa nr. 96998/86) har
vist at det komplementere DNA som koder for preproapo A-I,
kan erholdes ved hjelp av velkjente genetiske konstruksjons-
fremgangsmater. R. Lorenzetti et al., (FEBS Lett. 194,
(1986), 343-346) har vist at apo A-I kan uttrykkes i E. coli
som et ikke-spaltbart, sammensmeltet proﬁein med B-galacto-
sidase. Forsgk pad & uttrykke modent apo A-I som et ikke-
sammensmeltet protein, lyktes imidlertid ikke.

I den ovenfor anfgrte japanske patentsgknad nr.
96998/86, beskrives ekspresjonen av et humant apolipoprotein
A-I~lignende protein i E. coli som er transformert med et
plasmid pHAIE-I som inneholder det strukturelle apo A-I-gen
under kontroll av tac-promoteren. Det strukturelle gen er
imidlertid ikke fullstendig og bestdr av kodonene for amino-
syrer +4 til +243, med et foranliggende ATG translasjons-
innledningskodon. Som en konsekvens inneholder det erholdte
ekspresjonsprodukt N-terminalt methionin (som svarer til
ATG-kodonet) som kan forarsake sekundzre effekter nar det

anvendes i terapi. J.B. Mallory et al. (J. Biol. Chem.



10

15

20

25

30

35

179253

262, (1987), 4241-4247; PCT internasjonal patentsgknad
WO 86/04920 og WO 87/02062) fremlegger ekspresjon av humant

3

apolipoprotein A-I i eggstokkceller fra kinesisk hamster
(animalsk cellekultur). Den anvendte sammensetning inne-
holder det fullstendige, humane preproapolipoprotein A-I-
gen. Eggstokkcellene fra kinesisk hamster synes a forandre
proapo-formen til den modne apo-form, fordi bare 5-10% av
det utskilte apo A-I-protein er proapo A-I, resten er det
modne apo A-I~protein. Produktiviteten av systemet er rela-
tivt lav fordi 0,5 x lO6 celler utskiller bare 25-30 pg/ml
av apo A-I i lgpet av en 24-timers periode. I den PCT
internasjonale patentsgknad WO 87/02062 angdr noen eksempler
ekspresjon av humant apolipoprotein A-I i andre verter som
E. coli (bakteriell vert) og S. cerevisiae (gjer). Ingen

av de anvendte sammensetninger inneholder imidlertid den
genetiske informasjon for proapo-formen, og det dannede
protein er ikke humant proapolipoprotein A-I.

Foreliggende oppfihnelse angdr en rekombinant DNA-
sekvens som koder for humant proapolipoprotein A-I, ekspre-
sjonsvektorer, cellekulturer samt fremgangsmdte for fremstill-
ing av proteinet via rekombinant DNA-teknologi, dvs. modent
proapo A-I-protein som kan spaltes ved hjelp av det spesifikke
proteolytiske apo A-I-propeptidaseenzym. Betegnelsen "moden"
som anvendt heri, innebazrer humant proapo A-I som sdadant, men
omfatter ogsé det tilsvarende protein hvor methionin gar
foran som en f¢grste aminosyre og som er til stede i kraft av
ATG-translasjons-innledningskodonet i ekspersjonsvektoropp-
bygningen derav. Foreliggende oppfinnelse angdr sdledes frem-
stillingen av ekspresjonsvektorer omfattende en DNA-sekvens
som koder for humant proapo A-I, for & muliggje¢re utvidelsen
og felgelig ekspresjonen av det modne, humane proapo A~I-
protein, sdvel som Met-, sammensmeltet, eller signal N-

~terminale konjugater derav. Likeledes angdr foreliggende opp-

finnelse levedyktige cellekulturer eller mikroorganismer som
er genetisk endret i kraft av at de lagrer slike vektorer, og
at de er i stand til & danne humant proapo A-I-polypeptid.
Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer videre en fremgangs-
mdte for fremstilling av humant proapo A-I i en fysisk til-
stand som er forskjellig fra dets tilstedevarelse i, eller
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isolering fra, en naturlig omgivelse eller kilde; i kfaft av

4

fremstillingsfremgangsmdten beskrevet heri, foreligger det
humane proapo A-I vesentlig fritt for vanlige endogene
proteiner og andre naturlig forekommende materialer eller

stoffer.
En grunnleggende side av foreliggende oppfinnelse

er fremstillingen av et protein som bestdr av eller inne-
holder modent, humant proapo A-I, og f@glgelig kan omdannes
in vitro og in vivo, til modent, humant apo A-I ved hjelp
av den proteolytiske virkning av apo A-I-propeptidase.
For terapeutiske formdl kan det humane proapo A-I-produkt
anvendes som sadant, innbefattet Met-proapo A-I dersom til-
stedevarelsen av methionylresten viser seg & vare farma-
sgytisk akseptabel, fordi produktet kan omdannes naturlig
og effektivt i blodstrgmmen ved hjelp av den naturlig fore-
kommende propeptidase for & gi det ekte, modne, humane
apo A-I. Om ¢nsket, kan det humane proapo A-I-produkt
fremstilles i utvalgte mikroorganismer eller cellekulturer
som er i stand til & bearbeide det N-terminale methionin
og fplgelic danne det humane proapo A-I-produkt i en form
som mangler det amino~terminale methionin. Alternativt kan
det humane proapo A-I-produkt, uten hensyn til hvorvidt
det inneholder eller mangler en amino-terminal methionin-
rest, spaltes in vitro for & erholde modent, humant apo A-I
som kan anvendes for terapeutiske formdl. Det samme gjelder
sammensmeltningskonjugater og signal N-terminale konju-
gater av proapo A-I: spaltning fgrer til ekte humant apo A-I
som mangler det N-terminale methionin.

En annen viktig side av foreliggende oppfinnelse
er anvendelsen av en modifisert kodingssekvens for i det
minste en del av det humane pfdéﬁS&A—I—molekyl, den modi-
fiserte kodingssekvens forbedrer translasjonseffektiviteten
i kraft av redusert eller til og med forhindret harndls-
dannelse. Det er mulig at R. Lorenzetti et al. (FEBS Lett.
194, (1986), 343-346) ikke var i stand til 4 pdvise eks-
;;;sjon av ikke-sammensmeltet, modent apo A-I-protein fordi
deres DNA-sammensetninger var mottdkelige for vesentlig dann-
else av harndlsstrukturer, noe som fgrer til meget ineffek-

tiv ekspresjon. Vi har overraskende funnet at effektiv
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ekspresjon kan sikres ved hjelp av riktig modifisering av
noen f& kodoner i kodingssekvensen av aminosyrene -6 til +14
av humant proapo A-I. Ordene "riktig modifisering" som an-
vendt heri, innebzrer at noen av de naturlige kodoner
erstattes med alternative kodoner, dvs. kodoner som ifglge
den genetiske kode representerer de samme aminosyrer og
innebarer videre at modifiseringene tilsammen fgrer til en reduk-
sjon eller til og med en forhindring av hé&rndlsdannelse.

Det er viktig & legge merke til at modifiseringene av DNA-
sekvensen ikke har noen effekt pd beskaffenheten av pro-
peptidase —spaltningssetet fordi aminosyresekvensen som
gjenkjennes av propeptidasen, bevares i sammensetningen.

P& proteinnivaet angdr foreliggende oppfinnelse en
fremgangsmdte for fremstilling av humant proapo A-I som et
produkt av en genetisk endret cellekultur eller mikroorgan-
isme. Fremgangsmaten er kjennetegnet ved at en cellekultur
eller mikroorganisme transformeres med en ekspresjonsvektor
som er i stand til & uttrykke humant proapolipoprotein A-I,
etterfulgt av dyrkningen under egnede dyrkningsbetingelser og
gjenvinning av det sdledes dannede humane proapolipoprotein A-
I. Det humane proapo A-I kan vaere i form av et modent proapo
A-I med en forutgdende methioninrest, i form av et sammen- '
smeltet protein, som f.eks. et sammensmeltet f3-galactosi-
dase-proapo A-I-protein, og i form av preproapo A-I-
produktet. Produktet vil foreligge vesentlig fritt for
vanlige endogene proteiner og andre naturlig forekommende
materialer eller stoffer som er vanlige for den naturlige
kilde (blodplasma) for det anliggende protein. Cellekul-
turen eller mikroorganismen anvendt i fremstillingen er
utvalgt fra E. coli-bakterier, gj®r som Saccharomyces cerevi-
siae og insektceller smittet av baculovirus.

Humant apb A-I erholdes ved behandling av det ovenfor
beskrevne, humane proapo A-I med apo A-I-propeptidase. Det
humane apo A-I vil vare identisk med den ekte form av modent,
humant apo A-I og vil vare fritt for enhver aminoterminal
methioninrest.

P4 DNA-nivdet angar foreliggende oppfinnelse en

rekombinant DNA-sekvens som koder for humant proapolipoprotein
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A-I, og som er i stand til & redusere eller forhindre dann-

6

else av harndlsstrukturer i mRNA, kjennetegnet ved at den har
en nukleotidsekvens ifplge fig. 8 som omfatter (a) et syntet-
isk DNA-fragment med sekvensen (bare én trdd er vist): 5'-ATG-
AGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTTAAGGACTTG-
3', som koder for aminosyrene -6 til +14 av proapolipoprotein
A-I og omfatter et tilfgyd ATG-translasjons-startkodon og
modifiserte kodoner for aminosyrerestene -6, -1, +1, +3, +4,
+5, +6, +7, +10, +11 og +14, og (b) nedstrgms fra det syntet-
iske DNA-fragment, den naturlige DNA-sekvens som koder for
aminosyrene +15 til +243 i humant proapolipoprotein A-I.

Pa& DNA-nivdet angdr foreliggende oppfinnelse ogsa en
ekspresjonsvektor som er i stand til, i en transformert vert,
a uttrykket humant proapolipoprotein A-I, kjennetegnet ved at
den inneholder en rekombinant DNA-sekvens som koder for humant
proapo A-1I opererbart bundet til en regulator-DNA-sekvens som
regulerer ekspresjonen av den rekombinante DNA-sekvens. Fore-
liggende oppfinnelse angdr spesielt de rekombinante plasmider
pULB9291, pULB9292, pULB9296, pULB9299, pNIV1612 og pNIV1613,

fremstillingen av disse er beskrevet i det etterfg¢lgende. De
fgprstnevnte plasmider pULB9291 og pULB9292 inneholder det
modifiserte proapo A-I-strukturelle gen som forutgds av et
ATG-kodon, og som er under kontroll av fag-lambda PL—
promoteren. Plasmidene er egnede ekspresjonsvektorer for

E. coli og styrer syntesen av humant proapo A-I som kan
spaltes av propeptidasen under dannelse av ekte, modent,
humant apo A-I. Plasmidet pULB9296, ndr det innfgres i

E. coli, styrer ekspresjonen av et sammensmeltet protein
som omfatter (3-galactosidase og humant proapo A-I under kon-
troll av E. coli lac-promoteromréddet. Fordi det sammen-
smeltede produkt ennd inneholder propeptidase-spaltnings-
sekvensen, kan det spaltes for & gi ekte, modent, humant
apo A-I.

Plasmidet pULBY9299 er en passende ekspresjonsvektor
for gjerarter og omfatter ARG3-promoteren og transkripsjons-
terminatoromrdder for & sikre effektiv ekspresjon i gjer.
Igjen kan det humane proapo A-I-produkt spaltes av pro-
peptidasen for & gi ekte, modent, humant apo A-I. Plas-

midet pNIV161l2 inneholder det proapo A-I-strukturelle gen
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som er sammensmeltet med DNA-sekvensen av E. coli ompaA-

7

protein-signalpeptidet og under kontroll av lpp- (lipo-
protein) promoteren og av lac-promoter-operatoren. I
sammensetningen ligger sekvensen som koder for OmpA-
signalpeptidet forut for proapo A-I-sekvensen uten ATG-
translasjons-startkodonet. Plasmidet er en egnet ekspre-
sjonsvektor for E. coli og styrer syntesen av humant proapo
A-I som kan uttrykkes i periplasmaet uten N-terminalt
methionin. Plasmidet pNIV1613 er en overfgringsvektor for

innfgringen av humant proapo A-I cDNA-sekvensen i baculo-

virus. Plasmidet omfatter polyhedrin-promoteren til baculo
viruset og det proapo A-I-strukturelle gen, innbefattet
ATG-translasjons-startkodonet. I forbindelse med villtypen
baculovirus (Autographa californica nukle=zre polyhedrosis-
virus, AcNPV), styrer plasmidet pNIV1613 syntesen i insekt-
celler av proapo A-I som kan foreliggé fritt for methionin
etter post-translasjons-modifikasjoner i insektceller.

Til sist angAdr foreliggende oppfinnelse ogsa celle-
kulturer og mikroorganismer utvalgt fra .E. coli, gj®r og
baculovirus-infiserte insektceller, kjennetegnet ved at de er
transformert med en ekspresjonsvektor, og hvilke derved er i
stand til & uttrykke humant proapolipoprotein A-I. Betegnelsen
"transformert” som anvendt heri, har den vide betydning av
"genetisk endret" og er ikke begrenset til det trange begrep
"bakteriell transformasjon". Avhengig av typen vektor som
anvendes og verten som derfor velges, kan enhver sammenlignbar
genetikk anvendes for & erholde den s¢kte genetiske endring,
innbefattet transfeksjon og transduksjon, etc. Cellekulturer
og mikroorganismer ifgplge foreliggende oppfinnelse, kan
anvendes i industriell skala for fermenteringsfremstilling av
humant proapolipoprotein A-I.

Oppfinnelsen beskrevet heri, ble utfgrt ved anvend-
else av, bl.a., mikroorganismen E. coli K12 stamme MM 294
(endoA thi~, hsdR, supE); denne stamme er deponert hos the
American Type Culture Collection (ATCC nr. 33625) uten
restriksjon med hensyn til tilgjengelighet. Imidlertid er

flere forskjellige andre mikrobestammer anvendelige, inn-
befattet kjente E. coli-stammer som E. coli B, E. coli x
1776 (ATCC nr. 31537, deponert 3. juli 1979 uten restrik-
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sjon), E. coli ARS8 et N 99 (ATCC nr. 33956) derivat med
cIII~, cI 857, bio , lambda defekte delta-H-funksjoner,
solgt av PL-Pharmacia (J.E. Mott et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 82, (1985) 88-92; G. Devare et al., Cell, 36,
(1984), 43-49) E. coli JM1Ol (ATCC nr. 33876) (J. Messing
et al., Nucleic Acids Res. 9, (1981) 309-321), eller

E. coli JA221 (lpp , hdsM', trpE5, leuB6, lacY, recAI/F',
lagi9, 1lac*, pro') (J. Ghrayeb et al., Embo J., 3, (1984),
2437-2442),

Ekspresjonsplasmider for bakteriell anvendelse,
f.eks. E. coli, erholdes vanligvis ved anvendelse av pBR322
som vektor (deponert i ATCC under deponeringsnr. 37017) og
ved hensiktsmessig innfgyelse av den hetercloge gensekvens
sammen med translasjonsstart- og stoppsignaler i opererbar
avlesningsramme med en funksjonell promoter under benyttelse
av fordelen av vanlige eller syntetisk dannede restrik-
sjonsseter. Vektoren vil bzre &n eller flere fenotype ut-
velgelses~karakteristiske gener og et replikasjonsutspring
for & forsikre utvidelse inne i verten. Igjen kan den
heterologe innfgyelse stilles pad linije for & uttrykkes sammen
med en sammensmeltet forsekvens, som f.eks. kan avledes fra
lac-system—-genene.

Baculovirus-ekspresjonsvektorer, f.eks. pAcRP6
eller pAcYMl (Y. Matsuura et al., J. Gen. Virol. 68, (1987),
1233-1250) og villtype baculovirus (Autographa californica
nuklezr polyhedrosis virus, AcCNPV) anvendes na i stor ut-
strekning. De er beskrevet i detalj i litteraturen og kan
erholdes fra the Texas Agricultural Experiment Station.

Ifglge foreliggende oppfinnelse kan det ogsad an-
vendes forskjellige insektceller som vert for forenlige
ekspresjonsvektorer, slik som Spodoptera frugiperda-celler,
Sf9 (M.D. Summer og G.E. Smith, A Manual of Methods for
Baculovirus Vectors and Insect cell culture Procedures,
Texas University, College Station, (1987); ATCC CRL 1711).

Ifplge foreliggende oppfinnelse kan det ogsd an-
vendes forskjellige gjarstammer inneholdende forenlige
ekspresjonsvektorer som plasmidet YRp7 (D.T. Stinchcomb
et al., Nature, 282, (1979), 39-43) som er i stand til



10

15

20

25

30

35

. 179253

seleksjon og replikasjon i bade E. coli og gjer, spesielt
Saccharomyces cerevisiae. Anvendelige gjzrstammer er
stamme RH218 (G. Miozzari et al., J. Bacteriol. 134,

(1978), 48-59) deponert hos the American Type Culture
Collection uten begrensning (ATCC nr. 44076), 10S44c-
stammen (T. Cabezon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USa, 81,
(1984), 6594-6598) som inneholder leu2-3, leu2-112, pep 4-3-
genotypen (M. Hoylaerts et al., FEBS Lett. 204, (1986),
83-87) og stammen Ic 16974 (argJd, leu2-l) en arginin brado-
trof (ATCC nr. 20631).

For a uttrykke et heterologt gen som cDNA for

humant proapo A-I i gjer er det ngdvendig & fremstille en
plasmid vektor som inneholder fire bestanddeler.

Den fgrste bestanddel er delen som tillater trans-
formasjon av bdde E. coli og gj®r og m& sdledes inneholde
et utvelgbart gen fra hver organisme. Dette kan vare genet
for ampicillinresistens fra E. coli (jfr. "AmpA") og genet
leu2 fra gj=r. Denne bestanddel krever ogsa et replika-
sjonsutspring fra begge organismer for & opprettholdes som
et plasmid DNA i begge organismer. Dette kan vere E. coli-
utspringet fra pBR322 og arsl-utspringet fra kromosom III
i gjer, eller replikasjonsutspringet fra 2 p sirkel-DNA.
Den andre bestanddel av plasmidet er en 5'-flankerende
sekvens fra et i h@gy grad uttrykt gjergen for & fremme
transkripsjon av et strukturelt gen beliggende i replika-
sjonsretningen. Den 5'-flankerende sekvens kan vere sek-
vensen fra gjzren TDH3 eller ARG3-gener. Fragmentet er
oppbygget pa& en slik mate for a fjerne de TDH3 eller ARG3
strukturelle sekvenser, erstattet med en sekvens innehold-
ende alternative restriksjonsseter, slik som NcoIl eller
BamHI-restriksjonsseter, for en egnet tilknytning av denne
5'=-flankerende sekvens til det strukturelle gen. Den
tredje bestanddel av systemet er et strukturelt gen opp-
bygget pa en slik mate at det inneholder bade et ATG-trans-
lasjons-startsignal og translasjons-stoppsignaler.

Den fjerde bestanddel er en gjzr-DNA-sekvens inne-
holdende den 3'-flankerende sekvens av et gjzrgen som inne-

holder de egnede signaler for transkripsjonsterminering og
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polyadenylering. F.eks. kan plasmider som styrer dannelsen
av humant proapo A-I 1 gjzr, fremstilles ved & innf@gye gen-
fragmenter for det humane proapo A-I-polypeptid inn 1
BamHI~setet av ekspresjonsplasmid pRIT10774 som beskrevet i
europeisk patentsgknad nr. 151102.

Figurene 1A, B viser nucleotid- og aminosyresekvensen
av humant preproapo A-I. Nucleotidsekvensen av det humane
preproapo A-I-mRNA ble bestemt fra DNA-sekvensanalyse av
cDNA-klonen pULBl609. Beregnede aminosyrer i signalpeptidet,
propeptidet og det modne apo A-I-polypeptid, er vist og er
nummerert fra den fgrste aminosyrerest av apo A-I-proteinet.
Omradet som tilsvarer den syntetiske DNA-probe anvendt for
4 isclere klonen, er understreket.

En-bokstav-forkortelsene for aminosyrerester er:

A, alanin; C, cystein; D, asparaginsyre; E, glutaminsyre;
F, fenylalanin; G, glycin; H, histidin; I, isoleucin,

K, lysin; L, leucin; M, methionin; N, asparagin; P, prolin;
Q, glutamin; R, arginin; S, serin; T, threonin; VvV, valin;
W, tryptofan; og ¥, tyrosin. '

Fig. 2 avbilder det syntetiske skjema for en oligo-
nucleotidadapter for fremstillingen av et DNA-fragment som
koder for de 6 aminosyrer i propeptidet og for de 14 fgrste
aminosyrer i modent apo A-I-polypeptid, sammen med start-
ATG-kodonet. Pilene angir de anvendte oligonucleotider for
& syntetisere det 65/61 bp NcoI-BalI-fragment.

Fig. 3 viser fremstillingen av pULB9291 som barer
de P lambda regulatoromrdder og proapo A-I-nucleotid-
sekvensen.

Fig. 4 viser fremstillingen av pULB9296 som bzrer
E. coli lac-promoteren og en sammensmeltet beta-galactosi-
dase-proapo A-I-nucleotidsekvens.

Fig. 5 viser fremstillingen av pULB9299 som berer
gjer-ARG3-regulatoromrddene og proapo A-I-nucleotidsekvensen.

Fig. 6A, B, C viser fremstillingen av pNIV161l2 som
bzrer lac og lpp-regulatoromrddene, sekvensen som koder for
ompA-signalpeptidet og proapo A-I-nucleotidsekvensen.
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Fig. 7 viser fremstillingen av pNIV1613 som bzrer
polyhedrin-gen-regulatoromré&det og proapo A-I-nucleotid-
sekvensen.

Figur 8 viser den fullstendige sekvens for det

rekombinante DNA ifglge foreliggende oppfinnelse som koder for

humant proapolipoprotein A-I.

RNA-fremstilling: Komplett RNA fra human lever ble
fremstilt ved hjelp av guanidinklorid-fremgangsmaten
(R.A. Cox, Methods Enzymol. XII, del B, (1968), 120-129).
Dette komplette RNA-preparat ble deretter overfgrt til en
0ligo (dT) -cellulosekolonne for & erholde de totale
polyA+RNA (T. Maniatis et al., i1 Molecular Cloning (Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York,
1982)). 200 ug polyA+RNA ble erholdt fra 10 g human lever.

Syntese in vitro av det komplementezre DNA (cDNA)

De omvendte transkripsjonsreaksjoner inneholdende
fra 0,1 til 5 pg totalt polyA+RNA, ble preparert med
oligo (dT]lz_18 (tilnermet 1 pg; kilde: Boehringer). Det
enkelt-triddede cDNA ble deretter omdannet til det dobbelt-
triddede molekyl (cDNAds) med det samme revers transkriptase-
enzym. cDNAds-preparater, vanligvis 1 pg, ble behandlet
med Sl-nuclease for & danne butt—-endede ytterender. Frem-
gangsmatene er velkjente i teknikken og beskrevet i detalj
av T. Maniatis et al., loc. cit. cDNAds ble deretter
0ligo(dC) -endepdfestet ved hjelp av fremgangsmaten beskrevet
av L. Villa-Komaroff et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
75, (1978), 3727-3731). Vanligvis behandles 100 ng cDNAds
med enzymet terminal deoxynucleotidyl-transferase. Vanlig-
vis tilfgyes 1l5-baser lange utvidelser til 3'-endene av

cDNAds-molekylene.

Kloning av de endepafestede cDNAds inn i den plasmide

vektor pBR322
pBR322-plasmid DNA ble linearisert ved hjelp av

enzymet PstI og oligo(dG)-endepafestet som beskrevet av
R.M. Lawn et al. (Nucleic Acids Res. 9, (1981), -6103-6114).
0Oligo (dC) -endepdfestet cDNAds ble blandet med oligo(dG) -
endepéfestet pBR322-DNA i ekvimolare forhold. Vanligvis
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ble 50 pg av blandingen herdet for & resirkulere plasmidet.
Betingelser er velkjente i teknikken og er beskrevet i
detalj av R.M. Lawn et al., loc. cit. Den herdede blanding
ble deretter anvendt for & transformere kompetente E. coli-
celler, stamme MM294, som beskrevet av R.M. Lawn et al.,
loc. cit. Flere hundre transformanter ble erholdt ved ut-
velgelse for dyrking pd tetracyclin, resistensen mot dette
antibiotikum gis av pBR322-plasmidet. Transformanter ble
ogsa analysert med henblikk pa sensivitet overfor ampicillin.
De transformanter som er sensitive, inneholder et chimerisk
plasmid, ettersom innfgyelse av fremmed DNA i vektoren

inaktiverer ampicillin-genet.

Sorteringsanalyse av cDNA-biblioteket

E. coli-transformanter ble sorteringsanalyser med
32P 5'-ende~merkede, syntetiske oligonucleotider tilsvar-
ende et fragment av apo A-I-genet. Nucleotidsekvensen av
humant apo A-I er kjent (se P. Cheung et L. Chan. loc. cit.
og J.J. os3ilhamer et al., loc. cit.); det er derfor egnet
4 syntetisere kjemisk ved hjelp av fremgangsmaten ifglge
N.D. Sinha et al., (Nucleic Acids Res. 12, (1984),
4539-4557), en 22-baser lang oligonucleotidprobe som til-
svarer 5'-enden av genet. Den utvalgte sekvens er som
fglger: 5'-GCTGCGGTGCTGACCTTGGCCG-3'. Det syntetiske
oligonucleotid ble fosforylert ved dets 5'-ende ved anvend-
else av T4-polynucleotidkinase (P-L Biochemicals) og
[gamma—32P]ATP f¢r det ble anvendt i hybridiseringseksperi-
menter. Betingelser for merking og for hybridisering er
velkjente i teknikken og er beskrevet i detaljer av
T. Maniatis et a., loc. cit. og av A. Bollen et al.,

(bNA, 2, (1983), 255-264).

Fremstilling av ekspresijonsplasmidene
Fremgangsmatene for DNA-fremstilling, DNA-fragment-

isolering, sdvel som betingelsene for restriksjonsenzym-
analyser og for ligeringer av fragmenter, er velkjente i

teknikken og er beskrevet i detalj av R.M. Lawn et al.,
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loc. cit. og av T. Cabezon et al., loc. cit., og er anvend-
elige heri. Syntese av fragmenter som forbinder ekspre-
sjonsvektorenes promoter og 5'-enden av genet, er beskrevet
i det etterfglgende.

Syntese av NcoI-BalI-fragment

Prinsippene som ligger til grunn for utformingen av
de 35-mer, 30-mer, l8-mer og 43-mer oligonucleotider an-
vendt for & syntetisere det 65/61 bp NcolI-Ball-fragment, er
vist i detalj i figur 2. De 30-mer og de l1l8-mer syntetiske
fragmenter ble fosforylert ved deres 5'-ender ved anvend-
else av T4 polynucleotid-kinase (P-L Biochemicals). 1 ug
av hvert oligonucleotid, innbefattet det ikke-fosforylerte
35-mer og 43-mer, ble herdet sammen i 3 minutter ved 95°C i
300 mM natriumacetat (pH 7,0) og tillatt & sakte avkjgles
til 4°c. Herdingsreaksjonen ble anvendt som sadan i
kloningsfremgangsmdten for fremstillingen av ekspresjons-

plasmidene.

DNA-sekvensanalyse

DNA-sekvensanalyse ble utfgrt ved hjelp av frem-
gangsmatene ifgplge A.M. Maxam og W. Gilbert (Proc. Natl.
Acad. Sci. UsA, 74, (1977), 560-564) og F. Sanger et al.,
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, (1977), 5463-5467). .

Proteinanalyse

Celle-pelleter inneholdende 1 OD630

erholdt ved forskjellige stadier i lgpet av fermenteringen

enhet, ble

av stammer som bzrer de humane proapo A-I ekspresjons-—
plasmider pULB9291, pULB9292, pULB9296 og pULB9299 (trans-
formert inn i hhv. E. coli-stamme AR58, JM10l eller inn i
gjerstamme 10S44c). Hver prgve ble resuspendert i 50 mM
Tris-HCl buffer, pH 6,8, inneholdende 2% natriumdodecyl-
sulfat (SDS), 6 M urea, 10% glycerol og 5% 2-mercaptoethanol,
og kokt i 3 minutter. Prg¢gver ble underkastet elektroforese

i polyacrylamidgeler ifglge U.K. Laemmli, (Nature, 227,
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(1970), 680-685). Totalt protein ble visualisert ved
farging med Coomassie brilliantblatt og syntetisert, humant
proapo A-I ble identifisert ved Western blot-analyse

(se A. Bollen et al., loc. cit.).

Fremstilling av rekombinante vektorer for ekspresjonen av

humant proapo A-I i bakterier, gjzr og baculovirus-

smittede insektcelier

1. Utgangs—-cDNA-klon for humant preproapo A-I:
pULB1l609 (figur 1)

Flere hundre transformanter, avledet fra kloningen

inn i1 PstI-setet til pBR322, av cDNAds tilsvarende human
lever polyA+ RNA, ble sorteringsanalysert med den ovenfor
beskrevne 22-mer apo A-I syntetiske probe. En av klonene

ga et sterkt hybridiseringssignal i analysen. Denne klon,
betegnet pULB1609, ble gjenvunnet, og DNA-innskuddet som er
til stede i det rekombinante plasmid, ble karakterisert

ved hjelp av DNA-sekvensanalyse. Dets.lengde er 878 basepar
(bp) ; det koder for det komplette preproapo A-I-polypeptid.
Som vist i fig. 1, bazrer det klonede cDNA-~fragment 5' og

3' ikke-kodende omréader (hhv. 19 bp og 55 bp), sekvensen med
54 bp koder for forlgperpeptidet (aminosyre-24 til amino-
syre-7), sekvensen med 18 bp koder for propeptidet (amino-
syre-6 til aminosyre-l), og sekvensen med 732 bp koder for
modent apo A-I (aminosyre 1 til aminosyre 243) og innbe-
fatter translasjons-stoppkodonet. Proteinsekvensen avledet
fra DNA-sekvensen, passer perfekt med aminosyresekvensen
erholdt fra proteinet og fra uavhengig isolerte cDNA-kloner
for preproapo A-I (W.C. Barker et al., Comp. Biochem.
Physiol. 57B, (1977), 309-315; japansk patentsgknad nr.
96998/86; P. Cheung og L. Chan, loc. cit. og J.J. Seilhamer

et al., loc. cit.).
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2. Fremstilling av en bakteriell ekspresjonsvektor inne-

holdende den humane proapo A-I-cDNA-sekvens:
pULB9291 (fig. 2 og 3)
pULB9291, et plasmid som danner humant proapo A-I,

ble fremstilt ved & plassere et segment fra klon pULB1609

bak den regulerbare P_. lambda promoter (fig. 3). Fremstill-

ingen av dette ekspregjonsplasmid fordret syntesen av
DNA-fragmenter omfattende et Ncol-spaltningssete, et ATG-
translasjons-startkodon og nucleotidsekvensen som koder for
aminosyrene ved aminoterminalen av det humane proapo A-I
strukturelle gen, frem til det fgrste entydige restrik-
sjonssete, Ball (fig. 2).

Denne adapter ble syntetisert ved hjelp av kjemiske
fremgangsmater (N.D. Sinha et al., loc. cit.). Fire syn-
tetiske oligonucleotider ble syntetisert; nar de er herdet,
koder de for methionin tilsvarende ATG-translasjons-start-
kodonet, de 6 aminosyrer tilsvarende propeptidet og de
fgrste 14 aminosyrer i modent, humant apo A-I (fig. 2). Den
syntetiske adapter ble utformet for & minimere sekundsre
strukturer i 5'-enden av genet. For & oppna dette til-
svarer kodonene utvalgt for & kode for aminosyrerester -6,
-1, 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11 og 14, ikke de naturlige
kodoner observert i pULB1609 cDNA-klonen.

Den ovenfor beskrevne, syntetiske adapter ble an-
vendt for a forbinde et 744 bp DNA-fragment avledet fra
PULB1609 med P
pULBl221.

Fremstillingen av ekspresjonsvektor pULB1221, er

L lambda~promoteren i ekspresjonsplasmidet

beskrevet i europeisk patentsgknad nr. 186.643. Fremstill-

ingen omfatter tre hovedtrinn som starter fra plasmid

pCQV2. Plasmid pCQV2 er beskrevet av C. Queen i1 J. Mol.

Appl. Genet. 2, (1983), 1-10, og er fritt tilgjengelig.
Valget av denne spesielle vektor er ikke tvungent;

enhver annen vektor med en promoter og et egnet Ncol-sete

i replikasjonsretningen i forhold til denne, kan anvendes.

Tilnermet 0,1 pg av herdede, syntetiske fragmenter, som be-
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skrevet ovenfor, ble ligert ved hjelp av T4 DNA-ligase
til 1 pg av det 744 bp BalI-PstI-fragment avledet fra
pULB1609, og 1 pg av vektoren pULBl221 spaltet med NcoI og
BalI. Forut for ligeringen ble det 744 bp BalI-PstI-frag-
ment behandlet med T4 DNA-polymerase for & glatte 3'-utstikk-
ende ender; fremgangsmdten er velkjent i teknikken og er
beskrevet i detalj i T. Maniatis et al., loc. cit.
Rekonstruerte plasmider, tidligere forgket i
E. coli AR58-kompetente celler, ble karakterisert ved res-
triksjonssete-analyse og DNA-sekvensanalyse av de syntetiske
deler og av sammenbindingssetene. Ett rekombinant plasmid,
pULB9291, tilfredsstilte alle kriterier ettersom det hadde
fragmentene i den korrekte rekkef@glge og orientering, og

dette ble anvendt for ekspresjonsstudier.

3. Fremstilling av en bakteriell ekspresjonsvektor innehold-

ende de sammensmeltede sekvenser tilsvarende beta-

galactosidase og humant proapo A-I: pPULB9296 . (figur 4)

I denne fremstilling ble DNA-sekvensen som koder
for humant proapo A-I, sammensmeltet, i replikasjonsret-
ningen og i den korrekte avlesningsramme, med DNA-sekvensen
av beta-galactosidase. Genet for beta-galactosidase er
til stede 1 et fritt tilgjengelig E. coli-ekspresijonsplasmid,
pUR288 (U. Ruther og B. Muller-Hill, Embo J. 2, (1983),
1791-1794) som bzrer med seg en effektivt induserbar lac-
promoter og egnede restriksjonsseter inn i beta-galactosi-
dase-sekvensen. Det egnede, rekombinante plasmid ble frem-
stilt som vist i fig. 4. Fgrst ble pUR288 plasmid-DNA
suksessivt spaltet med BamHI, behandlet med T4 DNA-
polymerase og pa nytt spaltet med SalI. Dernest ble et
805 bp DNA-fragment avledet fra pULB9291 ved suksessiv for-
dgpyelse med KpnI, behandling med T4 DNA-polymerase og
deretter fordgyelse med Sall. De to fragmenter ble ligert
sammen, i molare forhold, med T4 DNA-ligase, og det dannede
plasmid ble anvendt for & transformere E. coli-kompetente
celler, stamme JM10l, en alminnelig og fritt tilgjengelig
stamme (ATCC nr. 33876). Transformanter ble kontrollert
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ved hjelp av restriksjonsanalyse for den korrekte orienter-
ing av den humane proapo A-I-sekvens med hensyn til beta-
galactosidase~genet, og for tilstedeverelsen av et rekon-
stituert BamHI-sete ved sammenfgyingen av de to sekvenser.
Dette anga at den humane proapo A-I-sekvens var sammen-
smeltet i replikasjonsretningen fra beta-galactosidase-DNA-
sekvensen, og i den korrekte avlesningsramme. En av
transformantene, pULB9296, tilfredsstilte alle kriterier

og ble anvendt for ekspresjonseksperimenter.

4. Fremstilling av et gj®r-ekspresjonsplasmid som barer

den humane proapo A-I-cDNA-sekvens: pULB9299

(figur 5)
I denne fremstilling ble cDNA-sekvensen som koder

for humant proapo A-I, klonet mellom promoter- og termin-
atorsignalene baret av et gjsr—-ekspresjonsplasmid. Gjar—
ekspresjonsvektoren pRIT 10774 ble utvalgt for eksperi-
mentet. Fremstillingen av ekspresjonsplasmid pRIT 10774 er
beskrevet i europeisk patentsgknad hr..151.102. Plasmidet
ble pd den ene side fremstilt ved & starte fra plasmid

PRIT 10749 som er deponert under betingelsene ifglge
Budapest-avtalen i ATCC med tilgangsnr. 39133, og pd den
annen side, fra E. coli-S. cerevisiae skyttelvektor YEpi3,
beskrevet av J.R. Broach et al., i Gene, 8,(1979), 121-133, som
er tilgjengelig fra ATCC under tilgangsnr. 37115. Vektor
PRIT 10774 kan replikere i bade E. coli og gj®r og bzrer
ornithin-carbamoyltransferase (ARG3)-promoteren og trans-
kripsjonsterminatoren adskilt av et entydig BamHI-restrik-
sjonssete egnet for innfgyelsen av et fremmed DNA som har
sitt eget ATG-translasjons-startkodon. I tillegg berer
vektoren gj®r-2 u-sekvenser, metabolske markgrer for selek-
sjon i gjer, og AmpA-seleksjonsmarkgren for skyttelfunksjon
i E. coli. Dette er ikke den eneste vektor som kan an-
vendes for ekspresjonen av humant proapo A-I i gjer;

enhver annen gjazrvektor som bzrer regulatorsignaler, kan
anvendes og vil f¢re til kvalitativt lignende resultater.
Fremstillingen avbildet i fig. 5, foregdr som fglger.
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PRIT 10774-plasmid-DNA ble linearisert med enzymet BamHI og
behandlet med T4 DNA-polymerase.

P4 den annen side ble et 810 bp DNA-fragment av-
ledet fra pULB9291 ved fordgyelse med enzymene Asp718 og
Sall, etterfulgt av behandling med T4 DNA-polymerase. Dette
fragment koder for humant proapo A-I og innbefatter ATG-
translasjons-startkodonet. De to fragmenter, erholdt som
beskrevet ovenfor, ble ligert sammen i ekvimolare forhold
med T4 DNA-ligase, og blandingen ble anvendt for a trans-
formere E. coli MM294 kompetente celler. Transformanter ble
kontrollerf ved restriksjonsanalyse for a bekrefte den
korrekte orientering av proapo A-I DNA-sekvensen med hensyn
til ARG3-promotersekvensen. En av transformantene bar et
rekombinant plasmid, pULB9299, som tilfredsstiller denne
betingelse. Plasmidet pULB9299 ble forgket i E. coli og
anvendt for & transformere sferoplaster av gjzren

Saccharomyces cerevisiae stamme 10S44c (pep4-3, leu2-3,

leu2-112); (T. Cabezon et al., loc. cit.). Anvendelsen av

stamme Ic 16974 (ATCC nr. 20631) vil fére til kvalitativt
lignende resultater. Gjartransformanter ble deretter

analysert for ekspresjon av humant proapo A-I.

5. Fremstilling av en bakteriell sekresjonsvektor inne-

holdende den humane proapo A-I-cDNA-sekvens:

pNIV1612 (figurene 6A, B og C)
I denne fremstilling ble DNA-sekvensen som koder for

humant proapo A-I, sammensmeltet, i replikasjonsretningen
og i den korrekte avlesningsramme, med DNA-sekvensen av
E. coli Ompa-protein-signalpeptidet. Sekresjonsvektoren
PIN-III-ompA-2 (J. Ghrayeb et al., Embo J. 3, (1984),
2437-2442) ble utvalgt til dette eksperiment. Denne vektor
og dens vertstamme E. coli JA221 er tilgjengelig pa fore-
spgprsel fra avdelingen for biokjemi ved State University of
New York, Stony Brook.

Sekresjonsvektoren bzrer en sterk lpp (lipoprotein)-

promoter, et lac-promoter-operatorfragment, lacI-sekvensen
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av lac-repressoren, og egnede restriksjonsseter beliggende

umiddelbart etter sekvensen som koder for ompA-signal-

peptidet.

som vist i

Det egnede, rekombinante plasmid ble fremstilt

figurene 6A, B, C. Fg¢grst ble sekresjonsvektor

PIN-III-ompA-2 linearisert med EcoRI og behandlet med
T4 DNA-polymerase. Deretter ble et 805 bp DNA-fragment av-

ledet fra pULB9291 ved suksessiv fordgyelse med restrik-

sjonsenzymene KpnI og Sall, etterfulgt av behandling med

T4 DNA-polymerase. Dette fragment koder for humant proapo A-I
og omfatter ATG—translasjons—startkodonet. De to fragmenter

erholdt som beskrevet ovenfor, ble ligert sammen i ekvi-
molare forhold med T4 DNA-ligase, og blandingen ble anvendt

for & trans

formere E. coli JA221 kompetente celler dyrket

i M9 medium (J.H. Miller, i "Experiments in Molecular

Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York, 1972, s. 431) inneholdende tryptofan

(20 mg/l),
(50 mg/1).

leucin (20 mg/l), lactose (2 g/l) og ampicillin

Transformanter ble utvalgt med.henblik<pé deres

ampicillinresistens og sorteringsanalysert med 1l8-mer syn-
tetisk oligonucleotid (det samme som ble anvendt i syntesen

av adapteren, som vist i fig. 2). De utvalgte transfor-

manter ble
krefte den

med hensyn

kontrollert ved restriksjonsanalyse for & be-
korrekte orientering av proapo A-I-DNA-sekvensen

til signalpeptidsekvensen baret av sekresjons-

vektoren (rekonstituert EcoRI-setet ved sammenfgyningen av
de to sekvenser). En av transformantene bar et rekombinant
plasmid som tilfredsstiller denne betingelse. Den ekstra
sekvens etter fremstillingen som skyldes linkeren under-
streket i den fglgende nucleotidsekvens,

5' GTA GCG
val Ala

GAG GCC GCT GAA TTC ATG AGA CAT TTC TGG 3'
Gln Ala Ala Glu Phe Met Arg His Phe Trp
aa

-6

ble fjernet ved hjelp av oligonucleotid-styrt sete-spesifikk

mutagenese.

For dette formdl ble det 24-mer oligonucleotid
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signalpeptid ---> <--- proapo A-I
5' GTA GCG GAG GCC AGA CAT TTC TGG 3'
val Ala Gln Ala Arg His Phe Trp

som mangler de tolv overskridende baser, syntetisert og
anvendt for & fjerne den 1l2-basers linkersekvens.

Til mutagenesen anvendes Amersham-systemet. Dette

system baserer seg pad fremgangsmdten ifglge F. Eckstein et al.

(Nucleic Acids Res. 13, (1985), 8765-8785). Fremgangsmaten
gir et hgyt utbytte av plakker, og den hgyest tilgjengelige
effektivitet: opptil 95%. F¢rst klones omrddet av DNA som
skal mutageneres, i en Ml3-vektor. For & oppnd dette inn-
feves §Q§I—§§lI—DNA—fragmentet av det rekombinante plasmid
pIN-III-ompA-2 som bzrer proapo A-I-genet, i M13mpl9-vektoren
som er spaltet av Xbal og HindII. Vektor M13mpl9 er

kommersielt tilgjengelig; den kan erholdes fra Amersham
Buckinghamshire, England). Deretter herdes det mutagene
24-mer-oligonucleotid til det enkelt-trddede templat og ut-
vides vea hjelp av Klenow-fragmentet a§ DNA-polymerase

under tilstedevaerelse av T4 DNA-ligase for & danne en mutant
heterodupleks.

Selektiv fjerning av den ikke-mutante trad gjgres
mulig ved hjelp av inkorporeringen av et thionucleotid i den
mutante trad under in vitro-syntesen, og innsnitting ved
hjelp av NCiI av ikke-fosforthionat-trdden. Slike innsnitt
fremlegger seter for exonuclease III som fordgyer den ikke-
mutante trad. Den mutante trdd anvendes deretter som et
templat for & rekonstruere det dobbelt-tradede, sirkulzre
molekyl, ved dannelse av et homodupleks mutant molekyl.
Mutagenesen ble kontrollert ved sekvensanalyse av sammenfgy-
ningen av signalpeptidet og begynnelsen av proapo A-I-genet.
Det rekombinante plasmid, pNIV1612, ble rekonsturert ved
ligering av XbaI-HindIII-fragmentet av pIN-III-OmpA-2-
vektoren med XbalI-BalIlI-DNA-fragmentet, fra hvilket de
12 overskytende baser er utslettet, og med BalI-HindIII-
fragmentet av proapo A-I-genet. De tre fragmenter ble ligert
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med T4 DNA-ligase, og blandingen ble anvendt for & trans-
formere E. coli JA22]1 kompetente celler som beskrevet oven-
for. Transformanter ble utvalgt med henblikk p& deres
ampicillinresistens og sorteringsanalysert med det ovenfor
beskrevne 1l8-mer oligonucleotid. En av transformantene

bar et rekombinant plasmid pNIV1612. I den endelige frem-
stilling ligger sekvensen som koder for ompA-signalpeptidet
forut for den fullstendige proapo A-I-sekvens uten ATG-
kodonet (fig. 6A, B og C). E. coli-transformanter ble der-

etter analysert for ekspresjon av humant proapo A-I.

6. Fremstilling av en overfgringsvektor for innfgringen

av _human proapo A-I-cDNA-sekvens i baculovirus:
pNIV16l3 (figur 7)
pNIV161l3, et plasmid som bzrer human proapo A-I-

DNA-sekvens, ble fremstilt ved & plassere et segment avledet
fra klon pULB9291 med replikasjonsretningen i forhold til
polyhedrin-genpromoteren i baculovirusgt (fig. 7). Baculo-
virus-overfgringsvektoren pAcRP6 (Y; Matsuura et al.,

J. Gen. Virol., 67, (1986), 1515-1529), ble anvendt i eks-
perimentene; det kan erholdes fra avdelingen for mikrobio-
logi og immunologi ved universitet i Ottawa. Plasmidet
bzrer polyhedrin-genpromoteren frem til nucleotid -7 i 5'-
ledersekvensen; det mangler polyhedrin-ATG-kodonet og de
fgrste 170 nucleotider i polyhedrin-kodingssekvensen. Et
egnet BamHI-sete er beliggende med replikasjonsretningen

fra nucleotid -7. Fremstillingen avbildet i fig. 7, foregar
som fglger. pAcRP6 plasmid DNA ble linearisert med BamHI.
P& den annen side ble et 810 bp DNA-fragment avledet fra
PULB9291 ved fordgyelse med restriksjonsenzymene Asp718 og
Sall. Dette fragment koder for humant proapo A-I og inn-
befatter ATG-translasjons-startkodonet. De to fragmenter,

i ekvimolare forhold, ble behandlet sammen med T4 DNA-
polymerase, ligert med T4 DNA-ligase og anvendt for & trans-
formere E. coli AR58-kompetente celler. Transformanter ble

utvalgt med henblikk pa deres ampicillinresistens, sorter-
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ingsanalysert med et 32P—merket, syntetisk 35-mer oligo-
nucleotid (se fig. 2) tilsvarende deler av proapo A-I-DNA-
sekvensen og kontrollert ved hjelp av restriksjonsanalyse
for & bekrefte den korrekte orientering av proapo A-I-DNA-
sekvensen med hensyn til polyhedrin-genpromoteren. En av
transformantene bar et rekombinant plasmid, pNIV1613, som
tilfredsstilte denne betingelse og ble anvendt for eks-

presjonseksperimenter.

7. Fremstilling av humant proapo A-I ved hijelp av

transformerte mikroorganismer

20 ml's kulturer av E. coli stamme AR58 eller JM101,
transformert med hhv. pULB9291 og pULB9296, ble dyrket i
rikt medium supplert med 50 pg/ml ampicillin (LB dyrknings-

medium, se T. Maniatis et al., loc. cit., for eksperimen-
telle detaljer) inntil den optiske tetthet ved 630 nm
(OD63O) nadde 0,6. I tilfellet med pULB9291, ble induksjon
av PL lambda-promoteren oppnadd ved & endre kulturen fra
dens innledende vekstbetingelser (BOOC), til 42°C for &

inaktivere repressoren av P. lambda-promoteren (M. Rosenberg

et al., Methods Enzymol. ;Qi, (1983), 123-138). Induksjon
ble utfgrt i 20 minutter.

I tilfellet med pULB9296 ble induksjon av lac-
promoteren oppnadd ved tilsetning til kulturen som ble
dyrket ved 37OC, den kjemiske induktor IPTG (isopropyl-beta-
D-thiogalactosid) til en sluttkonsentrasjon pa 1 mM
(L. Lorenzetti et al., loc. cit.). Induksjon ble utfgrt i
60 minutter. Pa den annen side ble 20 ml's kulturer av
gjerceller 10S44c transformert med pULB9299, dyrket ved 30%
i gjzr-nitrogenbase-medium (Difco) supplert med glucose
(1%) opptil en OD630
ettersom ekspresjonen er grunnleggende i dette spesielle

pd 0,3. Ingen induktor var ngdvendig

tilfelle. Aliquoter p& 1 ml av de ovenfor beskrevne kul-
turer ble innsamlet og sentrifugert ved 15.000 g i 5 min-
utter. De erholdte pelleter ble lysert i kokende natrium-
dodecylsulfat (SDS) som f@glger. Pelletene ble resuspendert
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1 50 pul SDS-prgvebuffer (50 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2% SDS,

6 M urea, 5% 2-mercaptoethanol og 10% glycerol) og kokt i

3 minutter ved 100°C. Ekstrakter ble deretter sentrifugert
i 10 minutter ved 15.000 g. Prgvene er deretter klare for
utfgring av den elektroforetiske analyse pa 15% eller 7,5%
SDS-polyacrylamid-plategeler under denaturerende beting-
elser (U.K. Laemmli, loc. cit.).

Etter elektroforese ble polyacrylamid-plategelene
vasket i kort tid med 40 ml destillexrt vann og med 40 ml
50 mM natriumfosfatbuffer ved pH 7,5. Overfgring av pro-
teinene fra gelene til nitrocellulose-ark ble deretter ut-
fort elektrisk i to timer ved 60 V og 1,5 A i den samme fos-
fatbuffer (T. Cabezon et al., loc. cit.). Nitrocellulose-
arkene ble mettet med albumin (1%) i 50 mM natriumfosfat-
buffer, ,.pH 7,5, deretter inkubert over natten ved romtemp-
eratur under tilstedevzrelse av en 1/500 fortynning av
kanin-anti-humant apo A-I-serum (og i tilfelle med pULB9296{
under tilstedeverelse av mus-anti-beta-galactosidase-
monoklonale antistoffer) i den sammé buffer, men uten albu-
min.

Arkene ble vasket 5 ganger med 40 ml av den samme
fosfatbuffer og deretter inkubert med peroxydase-merket
geit—-anti-kanin (eller anti-mus)-serum (10 pg/ml) i 40 ml
fosfatbuffer. Etter inkubasjon i 4 timer ved romtempera-
tur ble arkene igjen vasket 5 ganger i 40 ml fosfatbuffer
og til slutt fremkalt ved tilsetning av 50 ml av en kromo-
gen substratopplgsning (10 mg diaminobenzidin, 100 pl urea-
peroxyd (10%), 100 mM Tris-HC1l ved pH 7,6). Et enkelt

. produkt som reagerte med de anti-humane apo A-I-antistoffer,

ble funnet i tilfellet med pULB9291 og pULB9299. Dette
produkt har en molekylvekt i overensstemmelse med produktet
av normalt, naturlig apo A-I. I tilfellet med pULB9296

ble et sammensmeltet polypeptid som reagerte med anti-humant
apo A-I-serum og med anti-beta-galactosidase-serum, funnet
ved den ventede stgrrelse for summen av beta-galactosidase
og proapo A-I polypeptider (144 kDa). Stgrrelsen ble
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bestemt fra en kalibreringskurve basert pa bevegelsen av
molekylvektstandarder kj¢grt pad den samme gel som celle-
ekstraktene.

I et annet eksperiment ble 20 ml's kulturer av
E. coli stamme JA221 transformert med pPNIV1612, dyrket i
rikt medium supplert med 50 pg/ml ampicillin (LB dyrknings-
medium, se T. Maniatis et al., loc. cit) inntil den optiske
tetthet ved 630 nm ndr O0,6. Induksjon av lac-promoteren
ble oppnddd ved tilsetning til kulturen som ble dyrket
ved 37°c, den kjemiske induktor IPTG (isopfopyl—beta—D—
thiogalactosid) til en sluttkonsentrasjon pd 2 mM. Induk-
sjon ble utfgrt i 60 minutter. Aliquoter & 1 ml av kul-
turene ble innsamlet og sentrifugert ved 15.000 g i 5 min-
utter. De erholdte pelleter ble utsatt for et mildt osmot-
isk sjokk for & frigjgre den periplasmiske fraksjon
(D. Koshland og D. Botstein, Cell, 20, (1980), 749-760).
Den frigjorte fraksjon ble resuspendgrt i1 den ovenfor be-
skrevne SDS—pr¢vébuffer uten urea, kokt, sentrifugert og
underkastet en 12,5% SDS-polyacrylamidgelelektroforese,
etterfulgt av en Western blot-analyse. En fraksjon av
det syntetiserte 965 proapo A-I er funnet i cellen og ikke
i periplasmaet. Dette skyldes enten det faktum at noe
proapo A-I ikke utskilles, eller at effektiviteten av det
osmotiske sjokk ikke er optimal. Hovedfraksjonen av
proapo A-I ble funnet & frigjgres til mediet etter det
osmotiske sjokk som angir at proteinet ble utskilt av

cellene.

8. Fremstilling av humant proapo A-I ved hjelp av

baculovirus-infiserte insektceller

Det rekombinante plasmid pNIV1613 er anvendt i for-
bindelse med villtype baculoviruset for a coinfisere
Spodoptora frugiperda-celler i kultur. Sorteringsanalyse
med henblikk pad polyhedrin-defekte, rekombinante vira ga
rekombinante plakker. Det rekombinante virus, renset fra

en plakk, ble anvendt for & infisere insektceller. Frem-
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gangsmaten er velkjent i teknikken og er beskrevet i detalj
av M.D. summers og G.E. Smith i "A Manual of Methods for
Baculovirus Vectors and Insect cell culture Procedures,
Texas University, College Station, (1987)". Det rekombin-
ante virus ble analysert med hensyn pd produksjonen av
proapo A-I ved hjelp av Western blot-analyse og ved hjelp av
elektroforese pa en 12,5% SDS-polyacrylamidgel etter lyse av
cellene med RIPA-bufferen (0,05 M Tris-HCl-buffer, pH 7,2,
inneholdende 0,15 M NaCl, 1% "Triton" X100, 0O,1% SDS, 0,1%
natriumdeoxycholat og 1 mM fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF})
og behandling med kokende natriumdodecylsﬁlfat. Et enkelt
produkt som reagerte med de anti~-humant apo A-I-antistoffer,
ble funnet. Det har en molekylvekt som er i overensstemm-
else med molekylvekten av normalt, naturlig apo A-I, og det
uttrykte protein representerer en hovedbestanddel av det
totale proteininnhold. Konsentrasjonen av proapo A-I malt
ved hjelp av enkel, radial immunodiffusjon (G. Mancini et
al., Immunochem. 2, (1965), 235-254), ble beregnet & vare
tilnzrmet 100 mg proapo A-I pr. liter kultur.

9. Cytoplasmisk fremstilling av humant proapo A-I i

E. coli. Anvendelse av et definert minimumsmedium

Til den cytoplasmiske fremstilling av humant
proapo A-I i E. coli i minimumsmedium ble plasmidet pULB9292
anvendt. pULB9292 ble fremstilt ved & utskifte fragmentet
EcORI-NcoI av plasmidet pULB 9291 som koder for P lambda-
promoteren, med det samme fragment EcoRI-NcoI av plasmidet
pOTS. (M. Rosenberg et al., Methdds Enzymol. 101, (1983),
123-138). Fragmentet EcoRI-Ncol av pOTS-vektoren (G. Devare
et al., Cell, 36, (1984), 43-49) inneholder ogsad den effek-
tive regulerbare PL-promoter til fag-lambda. 20 ml's kul-
turer av E. coli stamme AR58 transformert med pULB9292,
ble dyrket i et definert minimumsmedium. Sammensetningen
av minimumsmediet er (pr. liter): 3 g NaZHP04.2H20;
3 g KH2P04; 0,5 g NaCl; 1 g NH4Cl; 1,37 mM MgSO4.7H2O;
29,5 uM FeCl3.6H20; 263 uM MnSO4.H207 10 g glucose; 1 mg
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vitamin Bl, 50 mg ampicillin; LB dyrkningsmedium 1/20
(volum/volum). Celler ble dyrket i dette minimumsmedium til

en OD630 L
nadd ved forandring av de innledende vekstbetingelser for

pad 0,5. Induksjon av P. lambda-promoteren ble opp-
kulturen fra 30°C til 42°C for & inaktivere repressoren av
PL lambda-promoteren (M. Rosenberg et al., loc. cit.).
Induksjon ble utfgrt i 60 minutter. Aliquoter av 1 ml av
kulturene ble innsamlet og passert gjennom French presse
eller sentrifugert ved 15.000 g i 5 minutter. Den erholdte,
totale celleekstrakt eller pellet ble behandlet med kokende
SDS som beskrevet i §7. Etter elektroforese og Western
blot-analyse ble det funnet et enkelt produkt som reagerte
med de anti-humane apo A-I-antistoffer. Produktet har en
molekylvekt som er i overensstemmelse med molekylvekten til
normalt, naturlig apo A-I. Mengden av uttrykt
proapolipoprotein A-I i det definerte minimumsmedium represen-
terer 13,5% av det totale proteininnhold, dvs. en beregnet
konsentrasjon av proapo A-I pa tilnzrmet 270 mg pr. liter
kultur. ‘

10. Isolering, rensing og karakterisering av humant

proapo A-I fremstilt ved hjelp av transformerte

mikroorganismer

10.1. Isoclering og rensing

Raekstrakter av det rekombinante proapo A~-I ble sen-
trifugert i 15 minutter ved 4.000 g, og pelleten ble kastet.
Supernatanten ble sentrifugert ved 100.000 g i 2 timer. Den
dannede pellet ble resuspendert i et minimumsvolum av en
buffer (TEN10OO) bestaende av 20 mM Tris-HC1l, pH 7,5; 1 mM
EDTA; 100 mM NaCl; 1,75 pg/ml PMSF og 100 ng/ml natrium-
merthiolat ([ (o-carboxyfenyl)-thio]-ethyl-kvikksglv-
natriumsalt), og volumene av denne suspensjon og av super-
natanten ble justert hver for seg til det opprinnelige
ekstraktvolum med den samme buffer. Deretter ble protein
bunnfelt fra begge suspensjoner ved anvendelse av gkende

konsentrasjoner av isopropylalkohol. Den bunnfelte protein-
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fraksjon av hver suspensjon som inneholdt hoveddelen av den
humane apo A-I-beslektede immunreaktivitet, ble bestemt ved
hjelp av radial immunodiffusjon (G. Mancini et al., loc. cit.)
ved anvendelse av kommersielt apo A-I som standard. Hver

av de sdledes erholdte fraksjoner ble videre renset ved
kromatografi gjennom en kolonne av "Sephacryl" S200 ved
anvendelse av den samme buffer som elueringsmiddel. Frak-
sjoner p& 0,9 ml ble innsamlet, og mengdene av totalt protein
med immunreaktiviteten til apo A-I ble bestemt i hver frak-
sjon ved radial immunodiffusjon Molekylvekten av det
eluerte protein i fraksjonene ble bestemt ved kalibrering

av kolonnen med molekylvektstandarder som aldolase, bovint
serumalbumin, ovalbumin, chymotrypsinogen og cytokrom C2,
under identiske betingelser.

Renheten av proapo A-I pr. mg totalt protein i
hovedfraksjonene som inneholdt rekombinant proapo A-I,
uttrykt i mg protein med den samme immunreaktivitet som
et standard kommersielt fremstilt apo A-I, ble beregnet a

vere 95%.

10.2. Karakterisering

10.2.1. Fysiske egenskaper av rekombinant proapo A-I.
Nar det underkastes isoelektrisk fokusering, i
overensstemmelse med fremgangsmdten ifglge
N. Catsimpoolas (Anal. Biochem. 26, (1969), .
54-62), og det anvendes en selv-utviklende gradi-
ent fra pH 4 til pH 6, viser rekombinant
proapo A-I isolert og renset fra supernatanten og
fra pelleten etter sentrifugering ved 100.000 g
(10.1 ovenfor), ett enkelt band med et beregnet
isoelektrisk punkt pa 4,95.
Humant plasma apo A-I ble vist & vere svakt
surere; det har et beregnet isoelektrisk punkt péa
4,75. Denne differanse pd 0,2 pH-enheter mellom
isoelektrisk punkt-verdiene av rekombinant
proapo A-I og plasma apo A-I er i god overens-

stemmelse med den kjente differanse i isoelek-
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trisk punkt-verdier mellom plasma apo A-I og
plasma proapo A-I; denne differanse er rapportert
4 vere 0,17 (G.L. Mills et al., Lab. Tech. Bio-
chem., Mol. Biol. 14, (1984), 244-245). Med hen-
syn til molekylvekt, bestar bade pellet- og
supernatant-rekombinant proapo A-I av en enkel
polypeptidkjede med identiske molekylvekter som
ble funnet & vzre 29,9 t 1,4 kDa. Humant plasma
apo A-I ble funnet & vare ubétydelig mindre, med

en molekylvekt p&d 29,3 z 1,3 kDa.

Peptid-kartlegging av rekombinant proapo A-I med
BNPS-skatol.

Kjemisk spaltning med 3-brom-3-methyl-2-[ (2-
nitrofenyl)~thio]-3H-indol (BNPS-skatol) ble ut-
fort i overensstemmelse med fremgangsmdten ifglge
A. Fontana (Methods Enzymol. 25, (1972), 419-423).
5-10 pg rensede proteinpreparater ble opplgst i
100 pl av en 0,15% (volum/volum) opplésning av
fenol i 50% (volum/volum) vandig eddiksyre. Der-
etter ble 50 pl av en opplgsning av 4,8 mg BNPS-
skatol pr. ml iseddik tilsatt, etterfulgt av en
inkubering ved 25°C i 72 timer. Deretter ble

50 pl 2-mercaptoethanol tilsatt, etterfulgt av en
andre inkubering ved 37°C 1 5 timer. Opplegs-
ningene ble inndampet, opplgst pd nytt i 100 ul
vann og ekstrahert tre ganger med 200 ul ethyl-
acetat. De organiske faser ble kastet, og de
vandige faser ble lyofilisert og analysert ved
SDS~-polyacrylamidgel-elektroforese.

I tilfelle med kjemisk spaltning med BNPS-skatol,
kan antall og stgrrelse av apo A-I-avledede
fragmenter mer eller mindre forutberegnes, etter-
som BNPS-skatol under de anvendte eksperimentelle
betingelser, selektivt spalter etter tryptofan-

rester. Antar man en 100% effektivitet ved hvert
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spaltningssete, er det stgrste fragment som kan

29

ventes, et C-terminalt fragment pd 15,4 kDa.
Molekylvektene av de resterende fragmenter vari-
erer fra 0,5 opptil 5,3 kDa og er derfor for smd
til & pavises.

I tilfelle med ufullstendig spaltning vil det
15,4 kDa fragment bli "utvidet" i retning av
N-terminalen, og gi fragmenter pa hhv. 20,7 kDa,
23,1 kDa og 27,6 kDa. Disse forventninger blir
godt tilfredsstilt for humant plasma apo A-1
sdvel som for de forskjellige rensede preparater

av rekombinant proapo A-I.

Patentkrayvwv

1. Rekombinant DNA-sekvens som koder for humant proa-
polipoprotein A-I, og som er i stand til & redusere eller
forhindre dannelse av harndlsstrukturer i mRNA,
karakterisert ved at den har en nukleotid-
sekvens ifglge fig. 8 som omfatter (a) et syntetisk DNA-frag-
ment med sekvensen (bare én trdd er vist): 5'-ATGAGACATTTCTGG-
CAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTTAAGGACTTG-3', som koder
for aminosyrene -6 til +14 av proapolipoprotein A-I og om-
fatter et tilfpyd ATG-translasjons-startkodon og modifiserte
kodoner for aminosyrerestene -6, -1, +1, +3, +4, +5, +6, +7,
+10, +1l1 og +14, og (b) nedstrgms fra det syntetiske DNA-frag-
ment, den naturlige DNA-sekvens som koder for aminosyrene +15
til +243 i humant proapolipoprotein A-I.

2. Ekspresjonsvektor som er istand til, i en trans-
formert vert, & uttrykke humant proapolipoprotein A-I,
karakterisert v ed at den inneholder en
rekombinant DNA-sekvens ifglge krav 1 opererbart bundet til en
regulator-DNA-sekvens som regulerer ekspresjonen av den
rekombinante DNA-sekvens.
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3. Ekspresjonsvektor if¢lge krav 2,
karakterisert ved at regulator-DNA-sekvensen

omfatter fag lambda P -promoter-omradet.

4. Ekspresjonsvektor ifgplge krav 2,
karakterisert ved at den rekombinante DNA-
sekvens er sammensmeltet nedstr¢ms fra beta-galactosidase-DNA-

sekvensen og at regulator-DNA-sekvensen omfatter E. coli lac-

promoter-omradet. A

5. Ekspresjonsvektor ifplge krav 2,
karakterisert ved at regulator-DNA-sekvensen

omfatter gj®ar ARG3-promoteren og transkripsjonsterminator-

omradene.

6. Ekspresjonsvektor ifgplge krav 2,
karakterisert ved at den rekombinante DNA-
sekvens som mangler ATG-kodonet, er sammensmeltet nedstr¢ms
fra DNA-sekvensen av E. coli OmpA-protein-signalpeptidet, og
at regulator-DNA-sekvensen omfatter lpp-promoteren, lac-promo-
teroperatoren og lac-I-sekvensen av lac-repressoren.

7. Ekspresjonsvektor ifglge krav 2,
karakterisert ved at regulator-DNA-sekvensen

omfatter baculovirus polyhedrin-genpromoteromradet

8. Rekombinant plasmid,

karakterisert ved at det er utvalgt fra
pULB9291, pULB9292, pULB9296, pULB9299, pNIV1612 og pNIV1613
ifplge figur 3, eksempel 9 og figurene 4, 5, 6c og 7.

9. Cellekultur eller mikroorganisme utvalgt fra E. coli,
gj®r og baculovirus-infiserte insektceller,
karakterisert ved at den er transformert med
en ekspresjonsvektor ifgplge ethvert av kravene 2 til 7, og
hvilken derved er istand til & uttrykke humant proapolipo-

protein A-I.
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10. Cellekultur eller mikroorganisme,
karakterisert ved at den er transformert med

et rekombinant plasmid ifplge krav 8 og kan uttrykke humant

proapolipoprotein A-I.

11. Fremgangsmate for fremstilling av humant proapolipo-
protein A-I,

karakterisert ved at en cellekultur eller
mikroorganisme ifglge krav 9 eller 10 transformeres med en
ekspresjonsvektor ifglge ethvert av kravene 2-7, etterfulgt av
dyrkning under egnede dyrkningsbetingelser, og gjenvinning av
det sdledes dannede, humane proapolipoprotein A-I.
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TCCCCCACGGCCCT T CAGGAT GAAAGL TGCRGT GCTGACCTTRRCCATRCTCTTCCTRACGRGRAGCCAGRCT CRGCA
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TTTCTGRCAGCAAGATGAACCCCCCCAGAGCCCCTBRGATCGAGTGAAGGACCTGGCCACTGTGTACGTGGATGTGCTC
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AARGACAGCGECAGAGACTATGTGTCCCAGTTTGAANGRCT CCACCTTRRGAARACAGCTAAACCTARAGCTCCTTGACA
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240 2 260 Z0 220 20 300 310
ACTGGRACAGCGTGACCT CCACCTTCASCAAGCT GCACLAACAGCT CHCCCTRTGACCCAGGAGTTCTGGRATAACCT
NWDSVTSTFSKLREQLGPVTQEFWDNL
50 60 70

30 330 340 30 380 370 320 30

GRAABAGGAGACAGAGGGCCTGAGGCAGGAGATGAGCAAGRAT CTRGAGGARS TRAAGGCCAAGGTGLAGCCCTACCTG

EKETEGLROQEMSKDLEEVKAKVEPYL
&0 0 100

400 410 420 420 440 450 460 470
GACGACTTCCAGANGAAGTGECAGGAGGAGATGRAGCTCTACCRCCAGANSTBAACCCGCTGLOUGCAGALCTCLAAG

DDFQKKWQREEMELYRQKVETLRAELD®
110 - 10
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AGCECGCRCCAGANGCT GCACGAGCTRCANGAGAAGCTGABCCCACT GRECAAGGAGATGOGCGACCECRCACRIGC
EGARQGKLHELQEKLSPLGEEMRDRARA

B 140 150

560 5/0 50 530 600 610 620 630
CCATGTGGACGCGCTGCGLACGCAT CTRGCCCCCTACARCRACGAGCTRCGCCAGCGCTTRECCECSCRCCTTRAGRCT
HVDALRTHLAPYSDELRQRLAARLEA
160 170 180

640 650 660 670 630 630 700 710

CTCAAGGAGAACGECGGCECCAGACTGECCRAGTACCACGCCAAGGCCACCGAGCAT CTGAGCACGCT CAGCGAGAAGG

LKENGGARLAEYHAKATEHLSTLSEK
190 200

720 730 740 750 760 770 780
CCAAGCCCGCGCTCRARGACCTCCGCCAARGCCTGCTGRCCCATRCTRRARAGCTTCAAGGTCAGCTTCCTGAGCRCT
AKPALEDLRAQGLLPVLESFKVSFLSA

210 20 0

790 80 810 80 830 840 g0 g0
CTCGAGGAGT ACACT AAGAAGCTCAACACCCAGTGAGGCACCCRCCRCCHCCCCCCTTCCCARTGCTCAGAATAAACGT
LEEYTKKLNTA
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—ATGAGACATTTCTGGCAGCAGGACGAACCTCCACAATCTCCTTGGGATAGAGTTAAGGACTTGGCCACTGTGT
R H F W Q Q D E P P Q S P W DR V K DL AT V
0 +14

ACGTGGATGTGCTCAAAGACAGCGGCAGAGACTATGTGTCCCAGTTTGAAGGCTCCGCCTTGGGAAAACAGCT
Y VvV b VL K DS GR DY VS Q F E GS AL G K Q L
20 . 30 . w0

AAACCTAAAGCTCCTTGACAACTGGGACAGCGTGACCTCCACCTTCAGCAAGCTGCGCGAACAGCTCGGCCCTG
N L K L L D N W D § V T S T F S K L R E Q L G P
50 60

4
TGACCCAGGAGTTCTGGGATAACCTGGAAAAGGAGACAGAGGGCCTGAGGCAGGAGATGAGCAAGGATCTGGA
vV T Q E F w D N L E K E T E G L R Q E M s K D L E

70 80 90

GGAGGTGAAGGCCAAGGTGCAGCCCTACCTGGACGACTTCCAGAAGAAGTGGCAGGAGGAGATGGAGCTCTA
E V K A K VvV Q P Y L D D F Q K K W Q E E M E L Y
100 110

CCGCCAGAAGGTGGAGCCGCTGCGCGCAGAGCTCCAAGAGGGCGCGCGCCAGAAGCTGCACGAGCTGCAAGA
R Q K VvV E T L R A E L Q E G A R Q K L H E L Q E
120 130

GAAGGTGAGCCCACTGGGCGAGGAGATGCGCGACCGCGCGCGCGCCCATGTGGACGCGCTGCGCACGCATCTG
K L s P L G E E MR DR A R A H V D AL R THL
140 150 160

GCCCCCTACAGCGACGAGCTGCGCCAGCGCTTGGCC GCGCGCCTTGAGGCTCTCAAGGAGAACGGCGGCGCC
A P Y S D EL R QR L A A R Y E AL K E NG G A
170 180

AGACTGGCCOAGTACCACGCCAAGGCCACCOAGCAT CTGAGCACGCTCAUCGAGAAGGCCAAGCCCGCGCTC
R L A E Y H A K AT EH L S T L S8 E K A K P A L
1%0 200 210

GAGGACCTCCGCCAAGGCCTGCTGCCCGTGCTGGAGAGCTTCAAGGTCAGCTTCCTGAGCGCTCTCGAGGAG
E DLRQGLLZP VLESTFIZ K VS FL S ALE E
. 20 230

TACACTAAGAAGCTCAACACCCAGTGA.
Y T K K L N T Q
240



	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - CLAIMS
	Page 31 - CLAIMS
	Page 32 - CLAIMS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS
	Page 35 - DRAWINGS
	Page 36 - DRAWINGS
	Page 37 - DRAWINGS
	Page 38 - DRAWINGS
	Page 39 - DRAWINGS
	Page 40 - DRAWINGS
	Page 41 - DRAWINGS
	Page 42 - DRAWINGS
	Page 43 - DRAWINGS

