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Tiivistelmd - Sammandrag

Kohteena ovat plasmidivektorit, joissa on komplemen-
taarisia DNA (cDNA)-klooneja, jotka koodaavat poly-
peptidejd, joilla on monilinjainen nis#kissolun kasvu-
tekijdaktiivisuus ja/tai nis8kk#¥n sybttdsolun kasvu-
tekijdaktiivisuus. Erdsn tdllisen polypeptidin pituus
on 166 aminohappoa, mukaanlukien noin 19 aminohapon
mahdollinen johtosekvenssi. cDNA on perfiisin lihetti-
RNA:sta, joka on eristetty concanavaliini-A-aktivoin-
nin jdlkeen hiiren T-solulinjasta. cDNA kloonattiin
liitt&mélld plasmidivektoriin, joka sen jHlkeen trans-
formoitiin E.coli'in. Plasmidivektori sis#lsi my8s
SV40-viruksesta saatuja DNA-segmenttejd, mik# mahdol-
listi cDNA:n ekspressoinnin sen jilkeen, kun oli trans-
fektoitu nisékkilistd perdisin olevaan islnt4soluun, ku-
ten apinan COS-7-soluihin.
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Uppfinningen avser plasmidvektorer med komplementdra
DNA (cDNA)-kloner, vilka kodar f8r polypeptider upp-
visande flerlinjig ddgadjurs cellvidxtfaktoraktivitet
och/eller diggdjurs mastcellvixtfaktoraktivitet. En «
av dessa polypeptiders ldngd dr 166 aminosyror inklu-
sive en potentiel ledarsekvens av ca 19 aminosyror.
CDNA:n erhdlles frin budbirar-DNA, som isolerats frén
en mdss-T-cellinje efter aktivering med concanavalin
A. cDNA:t klonades genom inkludering i en plasmid-
vektor, vilken sedan transformerades till E. coli.
Plasmidvektorn inneh&ll &dven DNA-segment fr&n SV40-
viruset, vilket m&jliggjorde expression av cDNA:t
efter transfektion till ett ddggdjur vidrdcell, sdsom
COS-7 celler i apa.
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Menetelmd tuottaa polypeptidid jolla on monilinjainen nisdkdssolun
kasvutekijdaktiivisuus ja polypeptidin koodaava nukleiinihapposek-
venssi - Fodrfarande f6r produktion av polypeptider som visar en
flerlinjig didggdjurscellers vixtfaktoraktivitet och nukleinsyra-

sekvens darav

Tamidn keksinndn kohteena on yleisesti sanoen rekombinantti-
DNA-teknologian soveltaminen nisdkkdan immuunireaktion
sddtelymekanismin selvittidmiseen. Tarkemmin sanocen sen kohteena
on menetelmd tuottaa polypeptidejd, joilla on monilinjainen
solun kasvutekijdaktiivisuus ja/tai sydttdsolun kasvuntekija-
aktiivisuus, koodaavien deoksiribonukleiinihappo (DNA)-kloonien
eristiminen sekd tidssid menetelmdssd kdytetty nukleiinihappo-

sekvenssi.

Rekombinantti-DNA-teknologia tarkoittaa yleisesti tekniikkaa,
jossa donorilidhteestid saatu geneettinen informaatio yhdistetdan
vektoreihin, jotka sen jidlkeen prosessoidaan isdntdelidon,
esimerkiksi viemd113 siihen, jolloin siirretty geneettinen
informaatio kopioituu ja/tai ekspressoituu uudessa ymparis-
tO6ssd. Geneettinen informaatio on yleensd ldahetti-RNA:sta
(mRNA) saatuna komplementtisena DNA:na (cDNA), joka koodaa
haluttua proteiinituotetta. Kantaja on usein plasmidi, joka
kykenee yhdistdm3in cDNA:n is@ntdeliddn myOhempaa replikaa-
tiota varten ja erdissd tapauksissa my8s sddtelemddn cDNA:n
ekspressiota ja niiin suoraan koodatun tuottecn synteesii

isdntaelidssai.

Tdmd teknologia on edennyt viime vuosina darimmaisen nopeasti,
ja monia erilaisia eksogeenisid proteiineja on ekspressoitu
monissa erilaisissa isintdelidissd. Seuraavassa on esimerkkina
erdita ndin tuotettuja eukaryoottisia proteiineja:
proinsuliini (Naber, S. et al., Gene 21: 95-104/1983/);
interferonit (Simon, L. et al., Proc. Nat Acad Sci. U.S.A.,
80: 2059-2062/1983/ ja Dernynck, R. et al., Nucl. Acids Res.
1: 1819-1837 /1983/; ja kasvuhormoni (Goeddel, D., et al.,
Nature 281: 544-548/1979/). (Nididen julkaisujen
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ja muun referoidun aineiston tarkoitukscna on antaa lisad
yksityiskohtia kyseisen alan taustasta ja erikoistapauksilsua

keksinnon toteuttamisesta. Ndmd julkaisul ja ainelslol

on tissid yhlLeydessi annettlu viitemateriaalina.)

Jonkin aikaa on pidetty dogmina, ettd nisdkkdan immuunireaktio
johtui padasiassa joukosta monimutkaisia solujen vuorovaiku-
tuksia, nk. "immuuniverkostosta". Valkkakin edelleen on
selvaa, etta suuri osa reaktiosta todella johtuu lymfosyyt-
tien, makrofaagien, granulosyyttien ja muiden solujen
verkostomaisista vuorovaikuluksista, immunologll ovval
yleisesti nykyiiiin sita micltia, ctta liukorsilla protetanerlila
(esimerkikst nk. Iymfukiinuillu) on kriitttinen roolir narden

solujen vuorovaikutusten sddtelyssa.

Lymfokiinit ilmeisestikin vidlittavat soluusktiivisuuksiu
monella eri tavalla. Niiden on osoitetlu kykenevdn Lukemaan
erilaisten lymfosyytlien lisddantymista ja kasvuu Ja 1lsue
asiassa niilla uskotuan olevan ralkalseva 0Osuus monipotlten-
tiaalisten hematopoicettisten kantasolujen perusdifferen-
tioitumisessa valtavaksi joukoksi erilaisten solulinjojen
edeltajid, Jjotka oval syyna immuunireaklioon. Tldssid reaklliousa
tirkeisiin solulinjoibhin kuuluu kaksi lymfosyyttiluokkaa:
J-solut, jotka voivat tuottlaa ja erittaa immunoglebuliine ja
(proteiineja, jotka kykenevidt tunnistamaan vieraan alneksen
ja sitoutumaan siihen ja nain poistamaan sen), Ja [-solul
(eri aliryhmiin kuuluvia), jotka indusoivat tal supressoival
B-soluja ja eraila muita immuuniverkoston muodostavia

soluja (mukaanlukien muita l-soluja).

loinen tarkea solulinja on syoltosolu-tumalbinen sidekudas-
solu, joka sijaitsee lahella kapillaareja kalkkialla kehoussa,
erityisen suurina konsentraalioina keunhkoissa, 1tholla

ju ruoansulatuskanavassa Ja sukupuolr-virtsa-kanavassi.
Systtosoluilla on keskeinen osuus alleryramaisissi tauderssa,
erityisesti anafylak ‘assa. lamid osuus voldaan lyhyesti

esittaa seuraavasti: aui tietyt antigeenit ristisitovat
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erityiset immunoglobuliinit, jotka ovat sitoutuneet syotto-
solun pinnalla oleviin reseptoreihin, syottosolu poistaa
tumansa ja vapauttaa vdliteaineet (esimerkiksi histamiini,
serotoniini, hepariini, kiniinit jne.), Jjotka aineuttavat

allergiareaktioita, esimerkiksi anafylakseja.

Tutkimusta, jonka avulla on yritetty paremmin ymmartaa

(ja siten mahdollisesti hoitaa terapeuttisesti) allerglaa,
anafylaksiaa ja muita immuunitauteja tutkimalla immuuni-
reakticon liittyvid syottésoluja, T-soluja ja muita soluja,
on estdnyt se, ettd yleisesti ei ole kyetty yllapitamaan
nditad soluja in vitro. Useat immunologit ovat kuitenkin
iskettdin havainneet, ettd tallaisia soluja voltaisiin
eristdd ja viljellsd kasvattamalla niitd muista soluista
saaduilla eritteills, esimerkiksi kasitellyilla alustoilla,
jotka on saatu konkanavaliini A:lla (ConA) stimuloiduista
perdan lymfosyyteistd. Tastd tyostd on nyt tullut ilmeiseksi,
etti solukloonien muodostuminen riippuu spesifisista teki-

joista, kuten lymfokiineista.

Ilmeisestikin kaikkia veren solutyyppejd muodostuu koko ajan
aikuisen selkirankaisen luuytimessd hematopoieettisten edel-
tdjdsolujen hierarkian kasvun ja erikoistumisen kautta.

Taman hierarkian huipussa on monipotentiaalinen kantasolu,

joka voi varustaa kuolettavasti siteilytetyn eldimen uudelleen

suurimmalla osalla, jos ei kaikillakin, immunologlisia
solutyyppeji (esimerkiksi punasolut, verihiutaleet, lymfo-
syytit, erilaiset qranulosyytit ja monosyytit/makrofaagit).
T4alla monipotentiaalisella solulla ei ole vain kyky regene-
roida monipotentiaalisten kantasolujen kammiot (itseuudis-
tuminen), vaan myds muodostaa edeltdjiasoluga, jolka tuleval
kehittymaan pitkin jotakin tiettyd linjesa. Jonkin tielyn
tehtivdityneen kantasolun jalkelaisilla ndyttdda olevan

sama solutehtdava kuin emdsolulla (Metcalf. D., "Hemopoietic

Colonies", Springer Publishing Co., New York, N,Y, /1977/) .

Hematopoieesin in vitro tutkimukset ovat osoittaneet, etta
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monet liukoiset pesakkeitd stimuloivat tekijat (CSF) voivat
saadella ndiden erilaisten edeltdsolujen kasvua. Eriait

naista tekijoista on osittain puhdistettu ja niiden on
osoitettu vaikuttavan spesifisesti kyseiseen solulinjaan
kuuluviin kantasoluihin., Esimerkiksi erytropoietiini stimuloi
erytroidi-hierarkian enemmd@n erikoistuneita jdsenia (Miyake,
T., et al., J. Biol. Chem. 252: 5558 /1977/), ja eras
toinen tekija (pesdkkeitd stimuloiva tekija-makrofaagi
eli CSF-1) stimuloi ensisijaisesti makrofaagin kasvua
luuydinsolujen puolikiinteissa viljelmissa (Stanley, E.
ja Heard, P., J. Biol. Chem. 252: 4305 /1977/). Viela

erds toisen tyyppinen kasvutekijda nayttasa kykenevan sti-

H

muloimaan hematopoieettisia pesdkkeita, jotka muodostuvat
yksista alnoista solutyypeistd ja solujen seoksista. Niiden
solujen erilaisuus, esimerkiksi erytrosyytit, megakaryosyytit,
granulosyytit, syottdsolut ja monosyytti/makrofaagit,

jotka reagoival yhdelle Lloisen tyyppiselle tekijalle,

ovalt antaneet sille nimeksi monilinjainen solun kasvuleki ji
(multi-CSF) (lscove, N. el al., J. Cell. Physiol. Suppl.,

1: 65-78 /1982/). Nimi osoiltan sen kykyd vaikubtltaa moniin
tehtdvoitynelsiin edeltajdsoluihin ja mahdollisesti myos

monipotentiaalisiin kantasoluihin.

Yksi paremmin karakterisoiduista tekijoista on interleukiini-}
(IL-1), makrofaageista vapautunut tekiji, joka indusoi
tymosyyttien ja periferaalisten T-solujen replikoitumisen
(Mizel, S. et al., J. Immunol. 120: 1497-1503 /1978/).
Interleukiini-2 (IL-2) ja interleukiini-3 (IL-3) ovat

samoin kaksi paljon tutkittua lymfokiinia, jotka tietyt
stimuloidut lymfosyytit vapauttavat. Erittain merkittdvi
[L-2-tekijdn ominaisuus on sen kyky lukea tiettyjen T-solujen
jatkuvaa kasvua in vitro (Farrar et al., Ann. N.Y. Acad

Sci. 332: 303-15 /1979/). Samoin lL-3-tekijin eris tarkea
ominaisuus on sen kyky tukea solulinjojen, joilla on systto-
solujen fenotyyppisia ominaisuuksia, kasvua (Ihle, J.

et al., Immunological Rev. 63: 5-32 /1982/). IL-3-tekijdsti

Johtuvaksi on ilmoitettu myds joukko muita solujen kasvu-
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ominaisuuksia (kts. Ihle, J. et al., J. Immunol. 131:
282-287 ja 129: 2431 /1981/), mutta sen suhde multi-CSF-

tekijadan ei ole ollut tdysin selvd.

Vaikkakin sekd hiiren IL-2-tekija etta IL-3-tekija on
ainakin osittain karakterisoitu biokemiallisesti (Gillis,

5. et _al., J. Immunol. 124: 1954-1962 /1980/ ja Ihle,

J. et al., J. Immunol. 129: 2431-2436 /1982/, IL-2-tekijaa
pidetséan tdlla hetkelld T-solujen kasvusta vastuussa olevana
paiasiallisena tekijédnd, kun taas samassa maarin ei ole
pidsly yhteisymmirrykseen proteiinista (proteiineista),

joku on vasluussa syottdsolujen kasvutekijésfé (MCGF)

Jon USE=aktivisuudesta. Nykyidn uskotaan, ettd hiiren

[ -2-tekigdn molekyylipaino (luultavasti dimeerina) on

holn 30-35.000 (Simon, P. et al., J. Immunol. 122: 127-132
C1979, 0y, valkkakan eraitd variaatioita on havaittu (Robb,

“. ju Smitn, K., Molec. Immun. 18: 1087-1094 /1981/);

ja ahmisen IL-2-tekijan molekyylipaino on ilmeisesti noin
15.000 (Gillis, S. et _al., Immun. Rev. 63: 167-209 /1982/) .
Lisiksi dskettdin on raportoitu ihmisen IL-2-tekijda koodaava
CcDNA-klooni (Taniguchi, T. et al., Nature 302: 305-310
/1983/). Hiiren syodttosolujen kasvutekijoiden molekyyli-
painoiksi on toisaalta toisista tiedoista poiketen ilmoitettu
45.000 (Nabel et al., Nature, 291: 332-334 /1981/), 35.000
(Yung, Y. et al., J. Immunol. 127: 794-799 /1981/) Ja

28.000 (lhle, J. et al., J. Immunol. 129: 1377-1383 /1982/).

Samankaltaisia epdjohdonmukaisuuksia liittyy CSF-tekijaan.

Vaikkakin tallaiset molekyylipainon erot voitaisiin osittain
selittds erisuurella glykosylaatiolla, asian selvittaminen
vaustii lisdtietoja rakenteesta, esimerkiksi kyseessd olevien
molekyylien oleellisesti tayspitkan sekvenssianalyysin.
Proteiinin sekvenssointi on luonnollisesti erds ongelman
mihdollinen ratkalsukeino, mutta tama on erittdin vaikea
kokeellinen tyu vikd silléd liéheskdan aina saada tadysin
lurkkoja ta1l tayspitkla aminohapposekvensseja. Lisdksi

se, etti kyetadn valmistamaan suuria mairia polypeptidia,
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jolla on nis@kkd@3n MCGF- tai CSF-aktiivisuutta, helpottaa suu-
resti sydttSsolujen ja muiden immuunireaktioon liittyvien solu-
jen biologian tutkimista; esimerkiksi siten, etti solujen kas-
vun stimuloinnissa ei vadlttdmdttd tarvitse turvautua ConA-kisi-
teltyihin alustoihin. MCGF-tai CSF-tekijii koskevat tarkat ja
tdydelliset sekvenssitiedot osaltaan myds yksinkertaistavat
muiden immunlogisten tekijdiden etsimisti. Misti tahansa lymfo-
kiinista saatu lisdtieto auttaa myds immuuniverkoston eri kas-
vutekijdiden ja solujen roolien arvioimista ja antaa siten
kuvan koko immuunij@rjestelmistd - ja samalla kertaa terapeut-
tisista eduista.

Ndin ollen tarvitaan suuresti laajaa nukleotidisekvenssitiedos-
toa sellaisista DNA-lajeista ja niiden aminohapposekvensseistd,
Jotka koodaavat proteiineja, joilla on MCGF- tai CSF-aktiivi-
suutta. Samoin on olemassa suuri tarve yksinkertaisesta ja
taloudellisesta menetelmiistd, jolla tH#llaisia aineita voidaan
valmistaa tuntuvia md33rid oleellisesti puhtaana. Esilli oleva

keksintd tdyttdd nidmd tarpeet.

Esilld oleva keksintd tuo esiin cDNA-kloonit, jotka koodaavat

-:» polypeptidejd, joilla on nisidkk3dn sySttdsolujen kasvutekijaak-
. tiivisuutta (MCGF)-aktiivisuus ja monilinjainen solun kasvute-

. kijaaktiivisuus. Kuviossa 1 on esitetty nukleotidisekvenssi

.Rn CDNA:1lle ja oletettu aminohapposekvenssi tihin liittyvdlle

polypeptidille. cDNA-sekvenssi voi olla integroitunut erilai-

siin vektoreihin, jotka vuorostaan voivat ohjata vastaavien

" polypeptidien synteesid erilaisissa isdnnissi, mukaanlukien
eukaryoottisissa soluissa, kuten nisikkdin viljelmisoluissa.

 :Tarkemmin sanoen keksintd tuo esiin menetelmdn, jolla tuotetaan

.+, Polypeptidid, jolla on monilinjainen nis#kissolun kasvutekija-

-..,aktiivisuus ja joka sisdltd8 seuraavan aminohapposekvenssin

-----
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Asp - Thr - His - Arg - Leu - Thr - Arg - Thr -
Leu - Asn - Cys - Ser - Ser - Ile - Val - Lys -
Glu - Ile - Ile - Gly - Lys - Leu - Pro - Glu -
Pro - Glu - Leu - Lys - Thr - Asp - Asp - Glu -
Gly - Pro - Ser - Leu - Arg - Asn - Lys - Ser -
Phe - Arg - Arg - Val - Asn - Leu =~ Ser - Llys -
Phe - Val - Glu - Ser - Gln - Gly - Glu - Val -
Asp - Pro - Glu - Asp - Arg - Tyr - Val - Ile -
Lys - Ser - Asn - Leu - Gln - Lys - Leu - Asn -
Cys - Cys - Leu - Pro - Thr - Ser - Ala - Asn -
Asp - Ser - Ala - Leu - Pro - Gly - Val - Phe -
Ile - Arg - Asp - Leu - Asp - Asp - Phe - Arg -
Lys - Lys - Leu - Arg - Phe = Tyr - Met - Val -
His - Leu - Asn - Asp - Leu - Glu - Thr - Val -
Leu - Ala - Ser - Arg - Pro - Pro - Gln - Pro -
Ala - Ser - Gly - Ser - Val - Ser - Pro - Asn -
Arg - Gly - Thr - Val - Glu - Cys - ;

jolle menetelmidlle on tunnusomaista se, ettd se kdsittdid
vaiheet, joissa

a) muodostetaan vektori, joka kdsitt3dd mainittua polypeptidia

:. koodaavan nukleotidiseksvenssin, erityisesti mainittua poly-

. peptidid koodaavasta mRNA-sekvenssistd saadun cDNA-sekvenssin,
jolloin vektorin sisdltdvd nisdkds- tai bekteeri-isdntd kykenee
f ekspressoimaan nukleotidisekvenssin, joka kykenee koodaamaan

f mainitun polypeptidin;

b) liitetddn vektori isadntdian; ja

" ¢c) pidetddn vektorin sisdltdvd isintd olosuhteissa, jotka

sopivat nukleotidisekvenssin ekspressoimiseen mainituksi

.. polypeptidiksi.

cDNA-sekvenssit saadaan parhaiten polypeptidejd koodaavasta

:L'mRNA—sekvenssisté, ja isdntd on organismi, kuten vektorilla
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transfektoitu tai transformoitu eukaryoottisolu, esimer-

kiksi nisdkdssolu. Vektori kdsittd8 lisiksi parhaiten myds
toisen nukleotidisekvenssin, joka kykenee sididtelemdin poly-
peptidid koodaavan nukleotidisekvenssin ekspressoitumista.
Tdmd toinen sekvenssikoodi voi sisdlt3d promoottorisekvenssin,
vyhden tai useampia intronisekvensseji ja polyadenylaatiosek-
venssin, jolloin polypeptidid koodaava nukleotidisekvenssi
voidaan vastaavasti transkriptoida, lohkaista ja poly-
adenyloida.

Erityisesti, kun isd@ntd on nisd8kdssolu, kuten apinan (munuai-

nen) COS-7-solu, vektori sisdltdd SV40 viruksen (simian virus

40) alkualueen promoottorin promoottorisekvenssin ja SV40 jal-
kialueen polyadenylointisekvenssin.

Kuviossa 1 esitetty (kts. jdljempdnd) hiiren cDNA-sekvenssi
kykenee hybridisoitumaan muiden DNA-sekvenssien kanssa, kuten
CDNA- tai genomikirjastosta saadun DNA:n kanssa, joka koodaa
muita nisdkkddn kasvutekijSitd. Huomattava on, ettd kuvatut
cDNA-sekvenssit ndyttdvdt sisdltdvdn informaatiota johtosek-
venssistd.

. Esill3 olevan keksinndn mukaiset polypeptidit kykenevidt paran-

. tamaan nisdkkddn sydttdsolujen ja muiden solujen kasvua, eri-

tyisesti in vitro viljelmissd. Sopivia farmaseuttisia seoksia

::voidaan valmistaa 1isd8dmdlld polypeptidit (joiden preparaatit

...i eivdt oleellisesti sisdlli muita nisikk&in kasvutekijSiti)

‘.°." terapeuttisesti yhteensopiviin kantajiin.

“-.:Keksinndn muut tunnusmerkit ja edut ovat ilmeisid seuraa-

:": vasta yksityiskohtaisesta kuvauksesta, jossa esilli olevaa

keksint8d on kuvattu mukaanliitettyjen piirustusten ja

.. esimerkin avulla.

ooooo
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Piirustuksissa:

Kuvio 1 esittd3d cDNA-kloonin, jolla on monilinjainen solun
kasvutekijdaktiivisuus, nukleotidisekvenssid ja

oletettua vastaavaa aminohapposekvenssia.

Kuvio 2 kuvaa MCGF-aktiivisuuden md3&rda ConA-stimuloiduisa
CI.Ly 1+2-/9 soluista eristetyn mRNA:n sakkaroosi-
gradientti-sedimentaation jakeissa. 18S ja 28S

ribosomipiikkien sijaintikohdat on osoitettu.

Kuvio 3 esittdd pcD-MCGF, cDNA-kloonin sisdltdvdid plasmidia,
jolla on sydtt8solun kasvutekijdaktiivisuutta ja

monilinjaista solun kasvutekijdaktiivisuutta.

Kuvio 4 on restriktioendonukleaasi-lohkaisukartta kuvion 3

mukaisesta cDNA-insertisté&.

Kuviossa 3 on osoitettu nuolella 950 bp cDNA-insertin, joka
on SV40-alkupromoottorista saadussa pcD-ekspressiovektorissa,

transkriptio. Katkaisudonorin ja -akseptorin sijaintikohdat

. on annettu. Polyadenylointisignaali, joka myS0s on saatu

:. SV40:std, sijaitsee cDNA-insertin 3'-pdadssd. cDNA-insertti

'g on varjostettu tihedsti. Loput vektorisekvensseistd on saatu

- . PBR322:sta, mukaanlukien B-laktamaasigeeni (AmpR) ja repli-
" kaation alkukohta.

. BEsilli olevan keksinndn mukaisesti tehd#in komplementtiset

DNA (cDNA) kloonit polypeptideille, joilla on nisdkkaan

e sydttdsolun kasvutekijd (MCGF)-aktiivisuutta ja/tai moni-

2t linjaista solun kasvutekijdn (multi-CSF)-aktiivisuutta. Sen

jdlkeen, kun cDNA-sekvenssit on liitetty replikoituviin

'.2 ekspressiovektoreihin ja vektorit on transfektoitu sopivaan

-----
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isdntddn (esimerkiksi nisdkdssoluviljelmid), ekspressoitunut
polypeptidi (tai polypeptidit) voi antaa sy6ttdsolujen ja

hemapoieettisten soiujen laajeta moniksi solulinjoiksi.

Kuviossa 1 on esitetty esimerkkind oletettu aminohapposek-
venssi, joka perustuu eristettyyn nukleotidisekvenssiin. Osa
ennustetusta sekvenssista (aminohapot 33 - 41) on identtinen
hiiren interleukiini-3:n (IL-3), jolla on osoitettu olevan
hiiren MCGF-aktiivisuutta ja multi-CSF-aktiivisuutta (Ihle,
J. et al., J. Immunol. 129, 2431-2436 /1982/; Ihle, J. et al.,
J. Immunol. 131, 282-287 (1983); ja Garland, J. et al., toim.
Oppenheim, J. ja Cohen, S., "Interleukins, Lymphokines, and
Cytosines" Proceedings of Third Int. Lymphokines Workshop,
Academic Press, New York, sivut 123-129 /1983/), raportoi-
dun NHy-terminaalisekvenssin kanssa. Koodialue, joka sijaitsee
translaation ldhtdkodonin (ATG) ja IL-3:ssa olevan sekvenssin
ladhtSkohdan vdlilld, sisdltd33 runsaasti hydrofobisia amino-
happoja, kuten on odotettavissa erittyneen proteiinin johto-
sekvenssille. Sen vuoksi erittyneessd tilassa oleva polypep-
tidin valmismuoto in vivo luultavavsti alkaa Asp-tdhteelld,
kuten IL-3, ja proteolyyttinen kasittely poistaa noin 20
_edeltdvdd aminohappoa, jotka muodostavat oletetun johto-
Jféekvenssin. Jos tdamdn oletetaan olevan oikein, niin MCGF-
.- ja multi-CSF-aktiivisuuksia omaava valmis polypeptidi muo-
';:ﬁostuisi 134:st3d aminohaposta lasketun molekyylipainon
“"ollessa noin 15.000. Lisdksi neljadn potentiaalisen N-gly-
kosylaatiokohdan, so. Asn-X-Ser (jossa X on aminohappotihde)
- polypeptidin oletetuissa aminohappokohdissa 42-44, 70-72,
77-79 ja 112-114 (kts. Neuberger et al., Glycoproteins 5,
-. -450-490, Elsevier Publishing Co., U.S.A. /1972/) mukanaolo

...viittaa siihen, ettd tdmd olisi glykosyloitunut in vivo.

.....
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0S-7 apinasoluihin transfektoituna ykei téaman keksinndn
mukzisista cDNA-klooneista ohjaa biologisesti aktiivisen
MCGF:n ja multi-CSF:n synteesia. Taman ekspressoituneen
kloonatun geenituotteen lisaé@minen hiiren luuydinsoluvil-
jelmiin mahdollistaa useisiin solulinjoihin tehtdvoityneiden
hematopoieettisten solujen laajenemisen; se tukee BFU-E-pesidk-
keiden (burst-forming erytrhroid), CFU-G/M-pesakkeiden
(granulocyte/macrophage), sybottosolupesakkeiden (CFU-mast)
seka moninkertaisten solulinjojen (CFU-Mixed) pesakkeiden
muodostumista ja yllapitasa monipotentiaalisia kantasoluja

(CFU-S) nesteviljelmdssd.

fsilla olevan keksinndn mukaisten cONA-lajien valmistamiseen
voidaan kayttaa monia erilaisia menetelmida. Esimerkiksi
Kokonais-mRNA uutetaan (esim. kuten Berger, S. et al.,
Biochemistry 18: 5143-5149 /1979/ solulinjasta (esimerkiksi
hybridisolulinjasta), joka ottaa polypeptideja, joilla

on nisakkaidn syottosolun kasvutekijaaktiivisuutta. Kaksi-
siikeiset ¢DNA-lajit tdstd kokonais-mRNA:sta voidaan konstruoi-
da kayttamalld primeerin initioimaa k#anteistranskriptiota
(Verma, 1., Biochim. Biophys. Acta, 473: 1-38 /1977/),
jolioin saadaan ensin jokaisen mRNA-sekvenssin komplementti,
jo sen jdlkeen priimaamalla toinen sdiesynteesi (lLand,

H. et al., Nucleic Acids Res., 9: 2251-2266 /1981/). Taman
jalkeen cDNA-lajit voidaan kloonata liittimdlla ne sopiviin
plasmidi- tai bakteerifaagivektoreihin (Tougeon, F. et

al., Nucleic Acids Res., 2, 2365-2378 /1975/ tai Scherer,

6. et al., Dev. Biol. 86, 438-447 /1981/) komplementtisten
homopolymeeristen hantien avulla (Efstratiadis, A. et

al., Cell, 10, 571-585 /1977/) tai kohesiivisten padiden
avulla, jotka on muodostettu kdyttamalla linkkerisegmentteja,
joissa on sopivat restriktiokohdat (Seeburg, P. et _al.,
Nature, 270, 486-494 /1977/ tai Shine, J. et_al., Nature,
270, 494-499 /1977/), Jja sen jalkeen transformoimalla

sopiva iséntid. (Kts. yleisesti Efstratiadis, A., ja
Villa-Kormaroff, L., "Cloning of double stranded cDNA"

kirjassa Setlow, J. ja Hollaender, A. (toim.) Genetic
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tnginecring, Vol. 1, Plenum Publishing Corp., N.Y., U.S.A.
/1982/).

Parhaana pidetty menetelmd, jolla saadaan t&man keksinndn
mukaisia tdyspitkia kloonattuja cDNA-lajeja, on H. Okayama'n
Jo P. Berg'in kehittdmd menetelmd (Mol. and Cell. Biol.,

2. 161-170 /1982/). Tamdn menetelman etuna on, ettd cDNA-
vhoertil laitetaen bakteerikloonausvekteriin sellaiseen
kohloan, ctta cDNA voi nisdkdssoluissa myos suoraan
transloitua ja prosessoltua. Lyhyesti sanoen priimataan
cisimmainen cONA-saie polydeoksitymidyylihapolla, joka

on kovalenttisesti liitetty lineaarisen plasmidivektori-DNA:n
toiseen paahan. Sen jélkeen plasmidivektori syklisoidaan
linkkeri-DNA-segmentin kanssa, joka siltaa plasmidin toisen
paan cDNA-koodaussekvenssin 5'-pashian, Kayttdmalla DNA-
fragmentlia, joka sisdltad SV40 (Simian Virus 40) alkualueen
promoottlorin ju linkkerin, jossa on modifioitu SV40 jalki-
aluven introni, voidaan cDNA ekspressoida in vitro C0S-7
hiiren munualssoluissa i1lman enempédd modifiointia. (Kts,
vieisesli Okayama, H. ja Berg, P., Mol. and Cell. Biol.,

vy JBU-28Y /19857 ju Jolly, D. et wol., Proc. Nat, Acad

Ser. UJS.AL, BO: 477-481 /1983/).

Halutut cDNa-kloonit voidaan myds detektoida ja eristaa
hybridisointiseulomalla sopivilla mRNA-ndytteilla (Heindell,
. et _al., Cell, 15: 43-54 /1978/). Vaihtoehtoisesti voidaan
cONA-kirjastot seuloa hybridiselektion avulla (Harpold,

M. et al., Nucleic Acid Res., 5: 2039-2053 /1978/ tai
Parnes, J. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 78: 2253-2257
/1981/) tal Xenopus-vosyyteissia (Aurdon, J., Nature, 233:
V7/-182 /1971/). (kis. yleisesti Qilla—Komaroff, L. et

wal., Prouc. Nat . Acad. Sci. U.S.AL, 75: 3727-3731 /1978/).
wun cDNa-kirjusto Ukuyamu/Berg-plasmidivektorissa on tehty,
¢DNa-kloonit keratadn ja haluttujen cDNA-lajien lasnéolo

{ random pools) tarkistetaan nybridiselektion, translaation

Ja méaritysten avulla (esimerkiksi mittaamalla MCGF tai
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mulli-CSF kasvutekijdaktiivisuus, antigeenideterminanttien
lidsndolo tai muut biologiset aktiivisuudet). Naiden kritee-
reiden perustcellu positiiviset joukot voidaan sen jalkeen
tutklia sopivalla kehitetylld koettimella, esimerkiksi
B-solulinjasla ja/tal indusoimattomasta T-solulinjasta
Saadulla cDNA:Lla. Tédmdn jdalkeen positiiviset joukot,

JoiLka on kasitelty koettimella, jaetaan yksittdisiksi
klooneiksi, jolka testataan transfektoimalla sopivaan is@nt@édn
{kuten nisdkassoluviljelmddan), ja haluttu aktiivisuus
midritetadn isannan supernatantista (esimerkiksi multi-CSF-
tai MOl G-auktilvisuus). Sen jdlkeen sekvenssoidaan positiiviset

kloonit.

Kun seuraavassa kuvataan menetelmid, jotka koskevat keksinndn
mukaisten cDNA-kloonien valmistamista, kidsitelld&dn ensin
sydttésolulinjat ja muut linjat, mink&d jédlkeen kuvataan
yleisesti seuraavia: Menetelmat, joilla translatoidaan

MCGF -aktiivisuutta omaavaa proteiinia koodaava mRNA; cDNA-
sckvensseja sisaltavan cDNA-kirjaston konstruointi; kirjaston
hybridiselektio; plasmidivektorin tdyspitkien cDNA-kloonien
eristdaminen ja lyhempi ekspressointi nis#dkéssoluissa;
multi-CSF-masritykset; ihmisen multi-CSF:n ja MCGF:n erista-
minen, subkloonaus ja ekspressointi bakteerissa ja hiivassa;
Ja puhdistaminen ja formulointi. Jdljempdnd on esitetty

yksitviskohtaisempi kuvaus kokeellisesta menetelmdsta

kokonalsuudessaan.

Syottosolu- ja T-solulinjat

Suositeltuja tamin keksinndn yhteydessa kaytettyjé soluja
oval solut, jotka on kehitetty Galli'n kuvaamalla tavalla,

J. et al. (J. Cell Biol., 95: 435-444 /1982/). Yksi kloonattu
syottosolulinja, josta kaytetdan merkinté&sd MC/9 ja joka

on lallennettu American Type Culture kokoelmaan (ATCC-numero
Rl 83506), kasvatettiin DME-alustalla (Dulbecco's modified
Lagle's medium), jota oli tdydennetty 5 %:1la supernatantteja
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ConA-aktivoidusta T-solulinjasta, josta kaytetddn merkintdia
Cl.Ly 1727/9 ja joka on tallennettu American Type Culture
kokoelmaan (ATCC-numero CRL 8179) (Nabel, G. et al., Nature,
291: 332-334 /1981/). Tamd T-sclulinja oli saatu C57Bl/6
hiiresta (Nabel, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
78: 1157-1161 /1981/), ja tamd ylldpidettiin modifioidussa
tiydennetyssd DME-alustassa (Nabel et al., Cell, 23: 19-28
/1981/). Se on tamin keksinnon mukaisille polypeptideille
sopiva mRNA-lahde, mutta voidaan kdyttda myds muita nisdkéds-
soluldhteita (mukaanlukien ihmisen periferiaverta), jolla

on kyseeseen tuleva aktiivisuus (esimerkiksi MCGF tai

multi-CSF).

MC/9-soluja kdytetddn myds MCGF-aktiivisuuden masrittédmiseen,
parhaiten jo vakiintuneilla tavoilla suoritetun 3H-tymidiini—
menetelman avulla (esim. Nabel et al., Nature, 291: 332-334
/1981/). MC/9-soluja (10%/kaivo) viljelldsn tasapohjaisilla
falvon'in mikrotiitterilevyilld DME-alustassa, jossa on
tiiydennykuenid 4 % vasikangikioseerumia, 50 pm 2-markapto-
ctanolia (2-Mt), 2 wM glutamiiniu, ei-oleellisia aminohappoja,
oleellisia vitamiineja ja eri konsentraatiota supernatanttia
lopputilavuuden ollessa 0,1 ml. Jokaiseen viljelmadn lisdtddn
0,5 Ci 3H--tymidiini'ai 24 tunnin inkubointiajan viimeiseksi

4 tunniksi. Sen jidlkeen solut ker&taan lasisuodattimien

paille ja radicaktiivisuus mitataan nestetuikespektrometrilla.

mRNA:n eristaminen ja fraktiointi koon mukaan

Solun kokonais-mRNA voidaan erist#id monella eri yleisesti
tunnetulla menetelmdlla, esimerkiksi kdytté@malla Chirgwin'in
et _al., (Biochemistry, 18: 5294-5299 /1979/), gquanidinium-
Licusyanaatti-uuttomenetelmda. Jos kdytetddn tata menetelmda,

8 4ktivoidusta apu-T-solusta, kuten Cl.Ly

1-2 x 10
127 /9-scluista saadaan noin 100 pg polyA+ mRNA:ta valittunas
oligo-(dT) selluloosapylvidilla. wRNA:n fruktioimiveksi

koon perusteella 100 ug:n kerros polyA+ mRNA:ta laitetaan

10 ml 5-25% sakkaroosigradientin péaalle (10 mM Tris.HC1,
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pH 7,4, 100 mM NaCk, 1 mM LDTA) ju sentrifugoidaan 19
h/26.000 rpm Beckman 5SW4l roottorissa. Otetaan talteen
450 ﬂl jakeet ja RNA saostetaan 2 tilavuudella etanolia.

Xenopus lasis ocsyyttien hybridiselektio ja mikroinjisointi

Suodatinhybridisoinnit suoritetaan parhaiten nleellisesti
Parnes'in et al. kuvaamalla tavalla (Proc. Natl. Acad.

5c1. U.S.A., 78: 2253:2257 /1981/). Alalla yleisesti tunne-
tuilla menetelmilld injisoidaan eluoituja mRNA-erid yksittai-

siin Xenopus laevis vosyytteinin. Elavista oosyyteista

saarut supernatantit weritadn 48 tunnin kuluttua, yhdistetadn

ja niista misritetidsn aktiivisuudet.

ggﬂﬁ-kirjaston rakentaminen

cDNA-kirjasto voidaan parhaiten rakentaa kayttamalla pncDV1
vektori-primeeria ja plLl linkkerifragmenttia /saatavissa

p-L Biochemicals Inc.-yhtidsta, Milwaukee, WI) menetelmillé,
joilla saadaan mRNA-transkriptien suuresti rikastuneita
tayspitkia kopioita (esim. Okayama, H. ja Berg. P,. Mol.

Cell biol., 2, 161-170 /1982/ ja Mol. Cell biol., 3, 280-289
/1983/). Plasmidivektori, joka sis#@ltaa SV40 alkupromoottorin
ja 5Sv4g RNA—prosessointisignaalit, on tehty niin, etta

se edistaid kloonatun cDNA-segmentin ekspressoitumista

ko burane,

Okayama'n ja Berg'in menetelmalld transformoidaan syklisoitu
vektori-cDNA-preparaatti kompetenttiin bakteerisoluun,

kuten E.coli MC1l061 soluihin (Casadaban, M. and Cohen,

5., J. Mol. Biol., 138: 179-207 /1980/ kdyttamalld kalsium-
«loridia (Cohen, S. et al., Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.,

69: 2110-2114 /1972/). Kun kaytetddn 5 pg ConA-stimuloiduista
Cl.Ly 1¥27/9 soluista saatua polyA+ RNA:ta saadaan noin

1,5 x 106 itsenaistd transformanttia. Noin 104 kloonia
poimitaan yksitellen ja siirrostetaan mikrotiitterilevyjen

kaivoihin (Flow Laboratories Inc., MclLean, Virginia),
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Jolka sisallival 200 pl | -lientd, 50 ug/ml ampisilliinia

ju 7 % dimetyylisultoksidia. H., Okayama'n ja P. Berg'in,
{(Mol. Cell Biol., 5, 280-289 /1983/), kuvaamalla tavalla
valmistetaan haluttaessa alikirjastoja cDNA-totaalikirjastosta
cDNA-insertin koon perusteella. Lyhyesti sanoen plasmidi-DNA
kiasilelladan erikseen Sall-, Clal- ja HindIII-entsyymeilla

jn elektroforesvidaan l-prosenttisella agaroosigeelilla.

i tidiumbromidi-var jiayksen jdlkeen geeli leikataan 7 osaan,
jolka vastaasvat cDNA-inserttikokojs 0 - 1, 1 - 2, 2 -

5, 05 - 4, 4 - 5,5 - 6 ja yli 6 kiloemdstd (kb). DNA uutetaan
jokaisesta lecikkeestid, syklisoidaan uudelleen T4 DNA-
ligaasilla ja talla transformoidaan MC1l061. Nukleotidisek-
venssointi kokonaisuudessaan voidaan suorittaa A. Maxam'in

ju W. Gilbert'in menetelmdlld (Methods Enzymol., 65: 499-560
/1980/) .

Pienennetyn cDNA-koettimen valmistaminen

320 _cDNA-koetin rikastetaan haluttaessa ConA-indusoidun
sekvenssin suhteen kahden cDNA-absorptiojakson avulla,

joilla poistetaan cDNA-sekvenssit, jotka ovat yhteisia
immuunijar jestelman Cl.Ly 1¥27/9 soluille ja lahisukuisille,
mullta tehtsvoilyneille soluille, kuten B-soclumyeloomalle
(kts. Davis, M. el _al., "lIsolation of B4 T-Cell Specific
Genes", Vitteta, t. ja Fox, C. toim. UCLA Symp., s. 48
J1982/) . Kaianleaislrunskriptausin templauttina kidytetidan
parhaiten noin 2 uy sakkaroosigradienttijakeesta saatua
mRNA:ta, jolla on MCGF- ja multi-CSF-aktiivisuutta, kéyt-
tamalla oligo (dl1) 12-18 primeerejd (saatavissa Collaborative
Research-yhtidsta, Walthma, Mass.). RNA:n alkalihydrolyysin
jilkeen S2p_cDNA hybridisoidaan 68°C:ssa 14 tuntia (cot-luku=
5.000) 20 ug mRNA-erien kanssa, jotka on saatu seuraavista:
WEH1-231, B-solu-lymfooma (kts. esim. Taussig et s8l.,
[mmunology 39: 57-60 /1980/) ja NS-l-perédinen hybridoma
(ATCC-numero HB-B11J). Hybridisoitumaton cdNA erotetaan
cONA/RNA-hybrideista pylvéskromatografoimalla hydroksiapa-

tiitilla. Toinen pienentdminen voidaan sen jélkeen suorittaa
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ndells kuvatulla tavalla (cots 1.100) hybridiscitumattomalla
PCLLGDNA: Lo kayttamilla ylimddra mRNA:ta (10 ug), Jjoka

o saalu indusoitumattomista Cl.by 1¥27/9 soluista. ConA-
indusotltujen sekvenssien suhteen kaytettya yksisdikeista

525 _CONA:ta, joka muodostaa noin 1-2 % lahtoéaineesta,
kaytetddan sen jalkeen pesakehybridisoinnissa (Maniatis,

|. et al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold
spring Harbor Laboratory, U.S.A. /1982/).

DNA-transfektoinnit apinasoluihin

NoLn J_xlU6 C0S-7 apinan munuaissolua siirretdan 60 mm

mal joille pédivad ennen transfektointia. Transfektoinneissa
kiyletiin parhalten 15 pg plasmidi-DNA:ta 1,5 ml:ssa DME:t&,
Jjoka sisdlidad >0 M lris.HCl, pH 7,4 ja 400 Fg/ml DEAE-
dekstraania (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Ruotsi).

Sen jdlkeen tama liuos polstetaan 4 tunnin kuluttua ja

o/

worvataan scoksella, Jonka koostumus on 2,0 ml DME + 4 %

vasikansikioseerumia. 72 tunnin kuluttua medium otetaan
tulleen ja siitad maaritetaan edella kuvatulla tavalla
MCGI - tax multi-CSF-aktiivisuus. DNA-transfektoinnit voldaan

suorittaa myods monissa muissa erilaisissa soluldhteissa

‘kts. jaljempdna).

Multi-CSF-maaritykset

Multi-CSF-aktiivisuuden maarityksessa testataan kyky vaikuttaa

monipotentiaalisiin edeltajasoluihin tai useaan solulinjan

rajoitettuun soluun tai testataan kumpikin kyky .
(kts. yleisesti Iscove, N. et al., J. Cell Physiol. Suppl.

1: 65-78 /1982/ ja Ruppert, s., Exp,. Hematol. 11: 154-161
etta ne sallivat

suhteen

/1983/7) . Maaritysolosuhteiden perustana on,
BFU-E-pesdkkeiden (burst-forming erythroid), CFU-G/M-
pesidkkeiden (qrunulocyte/macrophuge) ja solulinjaltaan
{CFU-Mixed) muodostumisen. Maaritykset
Metcalf'in et al. (J. Cell Physiol.,

Cell Physiol.,

sekalaisten pesikkeiden
suoritetaan yleisest: D.
98 401-420 /1979/) Ja G. Johnson'in (J.
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103: 371-383 /1980/) menetelmilla.
CSF-c-mddritys (Colony Forming Unit - culture)

Luuydinsoluja voidaan keratd C57B1/6 hiirten reisiluista.
Sulut pestdan kerran ja valmistetaan yksisoluinen suspensio
[scove'n modifioidussa Dulbecco'n alustassa, /MDM/ (GIBCO,
Grand Island, New York), jossa on lisdksi 3 % vasikansikio-
seerumia /FCS/ (GIBCO). Taméd yksisoluinen suspensio maljataan
muovisiin kudosviljelymaljoihin ja inkuboidaan 1-2 tuntia
379C-1ampitilaisessa inkubaattorissa (jossa 6 % CDZ) niin,
etts solut voivat kiinnittya maljaan. Sen jalkeen kiin-
nittymattomat solut poistetaan ja laitetaan eréissa tapauk-
sissa epdjatkuvaan Percoll (Sigma Chemical Co., St. Louis,

M0 )-gradienttiin, jotka muodostuvat 2 ml:n kerroksista,
juissa on 40 %, S50 %, 60 %, 70 % Percoll-liuosta (Kakiuchi

el _al., J. Immunol., 131: 109 /1983/). Eri valipinnoilla
olevat solul kerdtidan erikseen ja pestédan kaksi kertaa

(MDM + 3 % FCS-scoksella. (Percoll-gradienttiin laittamattomat
solut voidaan vaihtoehtoisesti pestd kerran IMDM + 3 %

| C5-seoksella). Lrilliset solupelletit suspendoidaan sen

6

jiilkeen IMDM + 15 % FCS-seokseen 4,5-6 x 10° solua/ml

konsentraatiossa.

CFU-c-viljelmat voidaan sen jalkeen maarittdsa kayttamdlla
lsace'n et al. (J. Cell Physiol., 83: 309 /1974/) metyyli-
elluloosa-menetelmdn muunnelmaa. Sekoiteaan FCS (loppu-
konsentraatio 25 %), 2-merkaptoetanli (5 x 10~ M), penisil-
liini-streptomysiini (1:100 GIBCO- perusliuoksia), metyyli-
selluloosa (1,1 %, 4000 senttipoisea), solut (1,5-2 x 10 /ml)
ju ChU-c-kyvyn suhteen testattavat erilaiset koetekijat
(30 %) ja pienelle petrimaljalle laitetaan 1 ml seosta.
Mal joja inkuboidaan 7 pdivaa 37°9C/6 % C02 inkubaattorissa.
Sen jalkeen niistéa lasketaan pesidkkeet kdyttamalla leikkaus-
mikroskooppia (4x). Pesake maaritellaan siten, etta

se muodostuu 90 tai suuremmsta maardsta soluja. Yksittdiset
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pesikkeet voidaan uuttaa, laittaa mikroskooppilevyille,
kilnnittida ja varjata Wright/Geims-menetelmé&lla (kts.

Todd-Sanford, Clinical Diagnosis By Laboratory Methaods,

5. painos, Davidsohn ja Henry (toim.) 137 /1974/). Sen
jiillkeen suoritetaan ldsndolevien solutyyppien morfologinen

analyysi: yhta pesakettd kohti.
BFU-E (Burst Forming Unit - Erythroid tai CFU-E)

Ldelld oleva menetelmsd kelpaa seuraavin modifikaatioin.

Joko hetkelli, jolloin maljataan metyyliselluloosaan,

tai 3 pdivaa myohemnin lisdtéaédn levya kohti 0,5-1 yksikdn
konsenlruatiossa lampaan erytropoietiini# (vaihe 11T,
Connaught Medical Research Laboratories, Philadelphia,

PA). Eytroidia sisaltavat pesdkkeet (BFU-E tai CFU-E)
juskelaan 10-14 pidivén kuluttua (maljaushetkesta) pesdkkeina,
jutka sisiltdval visuaalisesti luettavia elementteja.
Yiksittidiset pesidkkeet uutetaan ja varjatadan edella kuvatulla

favalla morfolugista analyysid varten.
CfU-s (Colony Forming Unit - spleen)

Luuydin uutetaan C57B1/6 hiirten reisiluusta. Solut pestaan
kaksi kertaa DME-alustalla (Dulbecco's modified Eagle's
medium) (GIBCO) ja joko injisoidaan valittomasti kuolettavasti
saleilytettyjen (1000 rad) C57B1/6 hiirten -hantdlaskimoon
bai kiisitellaan edelleen. Kédsittely muodostuu seuraavista

eri menetlelyistd: 1) solut lyysataan anti—gzlla ja
komplementilla, minkd jdlkeen joko vilittomasti injisoidaan
cilaimiin tal viljeliaan eri aikoja erilaisissa olosuhteissa
cnnen 1njisalntiag 2) vaihtoehtoisest1 el suoriteta mitaan
antaseerumilyysausta, vaean soluja viljellaan vilittomasti
erllaisiusa olosuhteissa. Viljelyolosuhteet voivat olla
seuraaval: soluju suspendoidaan uudelleen 1 X 106 solua/ml
alustaan, jonka koostumus on: DMt (GIBCO) + 2-ME (5 X lD-SM),
MEM-ovitamiinit (1:l00) (GIBCO), ei_yvalttamittdmat aminohapot
(1:100) (GIBCO), L-glutamiini (1:100) (GIBCO), penisil-
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liini/streptomysiini (1:100) (GIBCO), arginiinin, asparagiinin
Ja foolihapon seous, 15% FCS (GIBCO), 2mM natriumpyruvaatti +
cr) tekijat, joilla CFU-s-solujen sdilyminen testataan
Cloppukonsentraalio 25%), ltamd solupreparaatti maljataan

sen o Jilkeen 24-kailvoisille kudosvil jelmdlevyille (Falcaon)

} ml/kaivo ja inkuboidaan eri aikoja (vahintdan 7 pdivad)
57°C/10% CUZ—lnkubuattorissa. Kiinnittymattomat solut
puistetaan joka 35.-4, pdiva, sentrifugeidaan pohjalle,
suspendoidaan uudelleen uuteen alustaan, joka sisdltia
kyseeseen tulevan tekijan, ja maljataan uudelleen. Madrityksia
varten, joissa inkubointi kestad yli 7 pdivda, solut siirre-
tdan suurempiin muovisiin soluviljelmdastioihin, jotta
kaikkien kiinnittamattomien solujen konsentraatio pysyisi

alle 5 x 107
kaksi kertaa ja suspendoidaan uudelleen DME-alustaan (ilman

solua/ml. Inkuboinnin loputtua solut pestadan

taydentdvida aineita) ja injisoidaan kuolettavasti sdteily-
tettyjen C57B1/6 hiirten hantdlaskimoon. Solut injisoidaan
kiayltamilld joko Lietly mddrd eldvia soluja tai tietty
tiiavuusjae viljelmista, 9 -~ 12 pédivdd injisoinnin jélkeen
pernat poistetaan ja laitetaan Borin'in kiinnittimeen
(Mallinkrodt, St. touis, MO). Pernapesédkkeista lasketaan
pernan pinnalla olevien ndkyvien nodulien mddra leikkaus-

mikroskoopin (4x) avulla.

Humaanin multi-CSt:n_ja MCGF cDNA:n eristaminen

Jyrsijageenien DNA-klooneja on kdytetty identifioimaan

ja cristamdan DNA:ta, joka koodaa homologisia ihmisgeenejé.
Koska ihmisen ja jyrsijan geenien valinen homologia on
suhteellisen vihidinen, bybridisointiolosuhteita on lieven-
nettdva niin, etti voidaan tehdd ristihybridisointi sek-
venssien vdlilla, jotka ovat vain 75-B0-prosenttisesti
nomologisia. Tamdn tavoitteen saavuttamiseksi on kdytetty
useita erilaisia koeohjeita. Esimerkiksi ihmisen CK-immu-
noglobuliinin kevyen ketjun geeni on eristetty kayttam&alla

koetlimena vastaavaa hiiren C -geenid (Heiter, P. et al.,
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Cell 22: 197-207 /1981/) ja hiiren transplantaatioanti-
qeenigeenit on eristetty hybridiscimalla DNA-klooneihin,
Jotka koodaavat humaanivastineitaan (Steinnetz, T. et

al., Cell 24: 125-134 /1981/).

{ riiissd suositellussa menetelmissd maljataan humaani-
gqonomi-DNA-kirjastosta (Maniatis, T. et _al., "Molecular

i toning, A luboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory,
H.SoN, /1982/) saatuju y-faagliklooneja 2 x 10& - 5 x lO4
plakkin 150 mm maljaa kohti soplvaan iséntikantaan, kuten
l.coli LL3$92 bukteercihin. Yleensd riittaa 10 - 20 mal jaa.
Unlgjoge inkuboidaon 10 - 12 tuntaa 370Czssa, minkid jalkeen
G1ita pidetidn jidkaaplssa kaksl tuntia ja sen jalkeen
fukolsen maljan agar-pinnalle laitetaan 132 mm nitro-
Lelluloosasuodatin. Suodattimen annetaan pysya kosketuksessa
wol jan kanssa vahintddn 5 minuuttia, jona aikana suodattimet
merkitain maljoibin puhkalisemalla varilléa tdytetylla numero
9 peulalla. Sen jdlkeen suodattimet irroitetaan maljoilta
v niila ankuboldaan perdkkdin vihintadan 2 minuuttia ensin
250 wl scosta, jonka koostumus on 0,1 N NaOHW, 0,5 M NaCl;

4 sen jalkeen 250 ml:ssa seosta, jonka koostumus on 0,5 M
fris.HCcL, pHo7,5, 1,5 M NaCl. Suodattimet kuivataan paperi-
Lyvhkellld ja sen jédlkeen niita paistetaan 4 - 8 tuntia

UUOC:ssa.

Hybridisovintia varten suodattimet kostutetaan 1x SET-
liuokselia (0,15 M NaCl, 30 mM Tris.HCl pH 8,0, 1 mM NazEDTA)
Ju taman jdlkeen inkuboidaan 2 tuntia 65°C:ssa (1,5-2
ml/suodatin) koko ajan sekoittaen liuoksessa, jonka koostumus
L $x SET, 5x Denhardt'in liuos (Denbardt, D.T., B.B.R.C.

V5. 64l-646 /1966/), 10% dekstraanisulfaatti, 0,1% natrium-
dodekyy Lisultaatti (5D5), 50 ug/ml poly (rA), 50 Fg/ml

puly rl) ja bioug/mlb poly (rG). Sen jilkeen Limd liuos

G itebasn pors o suodattimiu hybridisoidaan 1 tunta 65°C:ssa

baybLtamalla 0,5 ug -IUB cpm) nick-transloitua hiiren

y \
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DNA-koetinta samassa liuoksessa (uusi) (1,5-2 ml/suodatin)
ja Limdn jalkeen 12-20 tuntia 55°C:ssa. Suodattimet pestddn
sen jalkeen perdkkdin yhden tunnin ajan 55°C:ssa lievasti
sekoittaen seuraavissa liuoksissa: 3x SET, 1x Denhardt'in
liuos; 0,1% SDS; ja 1x SET, 0,1% SDS (10-15 ml/suodatin).
Guodattimet kuivataan paperipyyhkeilld ja sen jalkeen
auloradioygrafoidaan 12-24 tuntia kiyttamalld sopilvaa vahvis-
tavaa varjostinta. Hybridisointiplakit poimitaan sen jdlkeen
Ggutr-levyilta steriileilla pasteur-pipeteillid jJa jokainen
Loittetaan 1 ml:nan seosta, Junka koostumus on: 0,1 M NaCl,
0,01 M o Tris.HCl pHo 7,5, 10 wm MgCl,, 100 ug/ml gelatiini,

ju lisdtiddn 50 ul kloroformia. Sen—jélkeen, kun on pidetty
vihintiin 4-8 tunlia kylmassid, seulotaan faagit jokaisesta
plakista uudelleen albuisella tiheydella (2000-4000
plakkra/ 150 mm mal jo) edellid kuvatun menetelmédn kanssa

identtisellsa menetelmalla.

Positiivisesti hybridisoituneita faagiklooneja, kun tama

on ensin vahvistettu sculomalla uudelleen, voidaan sen
jilkeen kdyttaa fhwmaani-cDNA-kirjastosta saatujen satun-
naispesakkeiden sculonlakoettimena samalla tavoin kuin

edelld on kuvattu hiirisysteemin yhteydessa. Humaani-cDNA-
kirjasto tulisi valmistaa kdyttamalld sopivasta solulahteesta,
kuten periferiaveren T-lymfosyyteistd saatua RNA:ta (kts.
Gray, P. et ali., Nature 295: 503-508 /1972/). Tayspitkat
cDNA-kloonit voidaan sen jdlkeen identifioida ekspressoimalla
Los-7 soluissa, mikd jalleen tenhddin samalla tavoin kuin
hiiren cDNA-kloonien yhteydessa. Eristetyt ihmisen multi-CSF
cDONA-kloonit pystyvdt ekspressoimaan tekijan, joka kykenee

slimuloimaan ihmisen luuydinsoluja.

Lkspressio b.coll:ssa, hiivassa ja soluviljelméssd

Prokaryootit, kuten E.coli, sopivat erittdin hyvin esilla
olevan keksinnin mukalsten pulypeptidien gekspressoimiseen
(kly. ecsimerkiksi Ub-patentat 4,338,397 ja 4,411,994)

edellytlden, etta ylykolysaatiota el haluta. Korkeiden
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ekspressiotasojen saavuttamiseksi tulisi kdyttad promoot-
Ltoreita, kuten B-laktamaasi (penisillinaasi) ja laktoosi-
promocttorisysteemeita (Chang et al., Nature, 275: 615
/1976/; ltakura ct al., Science, 198: 1056 /1977/; Goddel
el al., Nature 28l1: 544 /1979/ tai tryptofaani (trp)-

promoottorisysteemiii (Goeddel et al., Nucleic Acids Res.,

B. 40S7 /1980/). Namd ovat kaikkein yleisimmin kéytettyja
promovttoreita, mutla saatavissa on myos muita mikrobi-

promnot Lorerta.

Mlan ammallimiehel Lietdviat, ettd proteiinin tuottamisessa
voidsan kidyttas myos prokaryoottien lisaksi eukaryoottisia
mikrobeja, kuten hiivaa. Parhaana pidetty eukaryoottinen

mikro-organismi on Saccharomyces cerevisiae. Sopiviin

nromoottorisekvensseihin hiivavektoreissa kuuluvat 3-fosfo-
gylyscraattikinaasin promoottorit (Hitzeman et al.,, J.

Biol. Chem., 255: 2073 /1980/) tai muiden glykolyyttisen
enloyymien promootlorit (Hess el _al., J. Adv. Enzyme Reg.,
/i 149 /1968/; Holland et al., Biochemistry, 17: 4900
/1978/). Voidaan kdyttaa myds muita promoottoreita, joiden
lisietuna on, etti kasvuolosuhteet kontrolloivat transkrip-
rola, Pertaatleessa soplva on mikid tahansa plasmidivektori,
Juka sisalldd hilvan kanssa yhteensopivan promoottorin,

replikaatiion alkukobdan ja terminaatiosekvenssit.

Hikru-organismien lisaksi isé@ntina voidaan kayttaa myos
soluvilgelmid, jotka on saatu monisoluisista organismeista
(erityisesti nisadkdssoluista). Esimerkkejd tdllaisista
hyodyllisistd isdntasolulinjoista ovat Hela-solut, kiinalaisen
hamsterin munasarjan solulinjat ja nuoren hamsterin munuais-
solulinjat. Tallaisten solujen ekspressiovektorit sisaltavat
tuvallisesli larvittaessa replikaation alkukohdan, ekspres-

soitavan geenin edella sijaitsevan promoottorin sekd mahdol-

Clisesti tarvitlavat ribosomin sitoutumiskohdat, RNA:n

Kaolkoisukohdat, pulyadelydointikohdat ja transkriptionaaliset
lerminaattorisckvenssit. Nisakadssoluissa kaytettyna ekspres-

GioveklLorissa on usein virusaineen antamia kontrolli-
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funkltioita. Yleiscsti kiytetyl promoottorit ovat esimerkiksi
perdisin polyoma, Adenovirus 2 ja kalikkein useimmiten

5V-40 viruksista. (kts. yleisesti U.S.P. 4,399,216, WO
81/02425 ja WO 83/03259).

fsilld olevan keksinnon mukaisten cDNA-kloonien ekspressoi-
miseksi E.coli bakteerissa fuusioidaan sopivat promoottorit
(esim. trp, lac, tac, VYpL, jne.) ja Shine-Dalgarno'n sek-
venssit niiden plasmidien koko koodaussekvenssin kanssa,
joissa on ATG-kodoni parhaiten signaalipeptidin katkaisukohdan
edessd. Tarkemmin sanoen MCGF:n tai multi-CSF:n cDNA-klooni,

esimrkiksi pcD-MCGF, digestoidaan ensin Pstl ja Xhol endonuk-

leaasilla ja noin 1 kb segmentti, jossa on koko proteiinia
koodaava sekvenssi, alikloonataan sopiviin E.coli ekspres-
siovektoreihin proteiini- ja signaalisekvenssin ekspres-
soimiseksi. Vaihtoehtoisesti voidaan vain valmiin proteiinin
ekspressoimiseksl segmentti alikloonata M13mp8 PstI- ja

Sull-endonukleaasikohtiin., Yksisaikeinen M13mp8 DNA, joka

Gisdllad proteiinia koodaavan sekvenssin komplementtisédikeen,
yhdisletadn synteetlisen oligonukleotidin kanssa ja sen
jalkeen syntetisoidaan Klenow'in fragmentin avulla kaksi-
siiikeinen proteiinia koodaava sekvenssi. Digestoidaan

Neol-endonukleasasilla ja kidsitellddn Sl-nukleaasilla,

minkd jidlkeen tasapidinen DNA-segmentti, joka sisadltaa
kaksisdikeisen MCGF:a koodaavan sekvensin tai multi-CSF:a
koodaavan sekvenssin, insertoidaan sopivaan ekspressio-
vektoriin, kuten pDR540-vektoriin, jossa on tac-promootori
{kts. Russel, D.R. ja Bennett, G.N., Gen 20, 231-243 /1982/);
ja deBoer, H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80,
21-2% /1983/). (Kts. yleisesti Messing, J. et al., Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S.A, 74, 3642-3646 /1977/); Gronenborn,
B. ja Messing, J,, Nature 272: 375 /1978/; Messing, J.

et _al., Nucl. Acid Res. 9, 309 /1981/; ja Messing, J.

Ja Vieira, j., Lene 19, 269-276 /1982/).

MCGF - Lai mult1-CSt c¢DNA-kloonin ekspressoimiseksi hiivassa

cristelaan peD-MUGH plusmidista Pstl-Xhol-fragmentti,



25 37802

jossa cDNA-insertti, ja kloonataan tamén jalkeen pUCS8

Pstl-Sall-kohtiin. Saatu plasmidi B8/pUC8 katkaistaan

Pstl:11ld jau digestoildaan Bal31:114, mika poistaa cDNA:n
vastapuolella olevan oligo (dG:dC) kappaleen. Eﬂgl-linkkeri
kiinnitetddn Val3l-digestoituun DNA:an ja plasmidit otetaan
t.coli'in. Deletion koko méaritetadn analysoimalla transform-
nantit. Xhol-EcoRI-fragmentti (jossa on MCGF tai multi-CSF
cDNA) eristetdan sen jialkeen yhdestd deletiojohdoksesta,
jossa tulisi olla noin 20 emdsparin deletio, ja kloonataan
pAAHS5:n HindIll-kohtaan ja pAAR6:n EcoRI-kohtaan kdayttamdlla
Klenow'in fragmenttia ja tasapdd-ligaatiota. (puC8 on
Ml3mp7-perdinen systeemi, joka on hyédyllinen insertiomu-
tagenoinnissa ja sekvenssoitaessa synteettisten yleispri-
meerien kanssa: Kts. Vieira, J. ja Messing, J., Gene 19:
259-268 /1982/); pcbD-X:n suhteen, kts. Okayama, H. ja

Berg, P., Mol. Ccll. Biol. 3: 280-289 /1983/); pAAH> ja
nAAKS ovat hilvan ekspressiovektoreita, joissa on
ADCl-promoottori ja ~terminaattori: Ammer, G., "Expression
of Genes 1o Yeasl using the ADCI promoter™, Methods in

fnzymology, 101: 192-210 /1982/).

Pundistaminen ju formulaatiot

Multi-CSF- ja MCGF-polypeptidit, jotka ekspressoitu

E.coli:ssa, hiivassa tai muissa soluissa, voidaan puhdistaa

alan standardimenetelmilla, mukaanlukien saostamalla ammo-
niumsulfaatilla, fraktioimalla pylvaskromatograafisesti
(esimerkiksi loninvaihto, geelisuodatus, elektroforeesi,
atfiniteettikromatoqrafia jne.) ja lopuksi kiteyttamalla
(kts. yleisesti "Enzyme purification and Related Techniques",
Methods in Enzymology, 22: 233-577 /1977/). Keksinndn
mukalisia polypeplidejd, jolka ensin on puhdistettu joko
Lsrttain Lol homugeenisuuteen astl, voidaan kayttaa farma-
seutllisisua scuksissa (kts. Jaljempana), eslemrkiksl ruoan-
sulatuskanavan parasiitti-infektiolden hoitamiseen tail
lutkimustarkoituksiin, esimerklksi hematopoeettisten alustojen

tal sybltosolualustojen suplementtina ja antigeenisena



26 87802

aineena, valmistettaessa spesifisia immunoglobuliineja,

jotka ovat hybddyllisid immunomd@rityksissa, immuno-
fluorcsenssivir jayksissd jne. (kts. yleisesti "Immunological
Mclhods", Vols. 1 & LI, toim. Lefkovits, 1. ja Pernis,

B., Academic Press, New York, N.Y. /1979 & 1981/; ja "Handbook
of Experimental Immunology", toim. Weir, D., Blackwell

Scientific Publications, St. Louis, MO /1978/).

i srmaseuttislen seosten valmistamiseksi, jotka sisaltavat
timin keksinnon kuvaamia polypeptideja, namd polypeptidit
seosletaan sekoittamalla ne parhaiten inerttien, farma-
seuttisesti hyvaksyttdvien kantajien kanssa. Sopivat kantajat
ja niiden valmistusmenetelmdt ovat alalla yleisesti tunnettuja
(kts. esim. Remington's Pharmaceutical Sciences ja u.s.
Pharmacopeia: National Formulary, Mack Publishing Company,
taston, PA /1i980/). Parenteraalista antamista pidetaan
parhaimpuna. ldssid antamistavassa voildaan kayttdaa myds

mekaanlisia antamisjdrjestelmid.

farmaseuttinen seos on parhaiten yksikkoannostusmuodossa.
l4lluisessa muodossa valmiste on jaettu yksikkdannoksiin,
jotka sisaltdvidt sopival maarat aktiivista komponenttia.
Aktiivisen yhdisteen maara valmisteen yksikkdannoksessa
voi vaihdclla tai se voi olla saadetty valille 1 ug -

L00 mg riippuen kulloinkin kédytetysta applikointitavasta
ja oktiivisen alnesosan tehosta. Seos voi haluttaessa

sisdltda myos muila terapeuttisia aineita.

Annostukset voivat vaihdella riippuen potilaan tarpeista,
noidettavan Lilan vakavuudesta jd kulloinkin kaytetysta
vhidistecsta. Uikean annostuksen madrittaminen kulloinkin
Lvsecssa olevaan tilanteeseen on alalla tunnettua. Yleisesti
sancen hoito aloitetaan kayttamélla pienempia annostuksia,
Jolka ovat pienempiéd kuin yhdisteen optimaalinen annos.

Sen jidlkeen annostusta lisdtaan pienin lisayksin, kunnes
saavutetaan optimaalinen vaikutus niissd olosuhteissa.

Kiyton helppouden vuoksi voidaan pdivittainen kokonaisannostus
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naluttaessa joakua ja antaa annoksittain pdivédn aikana.

Seurauaval kokeita koskeva informaalio ja koetulokset on

annetlu esimerkkimdisesti ilman rajoittavaa tarkoitusta.

KOKEELLINEN 0SA

A. Kloonatut indusori-T-solut

\) T-solujen (Cl.Ly 1%¥27/9 (ATCC numero CRL 8179) kloonia,

RS
jonka fenotyyppl on Thy 1t Ly 127, pidetaéan jatkuvasti
0,5 x 10° solua/ml konsentraatiossa DME-alustalla (Dulbecco's

Modified tagle's medium), jossa on 10 % lammon avulla

inaktivoilua vasikansikidseerumia, 5 X 107° M 2-ME, 2mM
glutamiinia, ei-villtamattomid aminohappoja Ja valttdamattomia
cilbamiineja, Ja joka on kisitelty 25 %:11a supernatantteja,

jotka on saatu hiiren ConA-aktivoiduista Balb/c pernasoluista.

2) Cl.Ly 1727/9 solujen ConA-aktivointi: Soluja viljellaan

5 x 107 /wl konsentraatiossa DME alustalla, jossa on 4 %

5

Lammon avalla inaklivoitua vasikansikioseerumia, 5 x 107

Mo2-ML, 2 mM glutamiinia, ei-valttamattomia aminohappoja,
Uilttimattomia vitamiineja ja 2 ug/ml ConA. Sen jalkeen,
cun on inkuboitu 12-14 tuntia 37°C:ssa 10-prosenttisessa
hiilidioksidissa, solususpensio sentrifugoidaan 10 minuutin
ajan nopeudella 1500 rpm. Solupelletit otetaan talteen

Ja jaadytetddn valittomdsti _70°C:ssa. Supernatantit suoda-
tetaan (Nalgene-U, 2% mikronia) ja sailytetaan -20°C:ssa
kasvutekijoiden lahteena. Supernatanttien tasaosista madri-
Letdan MCGF-aktiivisuus (kts. jiljempdnd) ja vahvistetaan

ndin linjan indusoituminen ConA-kasittelyn avulla.

B. Kloonatut sytttiosolut

(MC/9) (ATCC numero CRL 8306) kloonattiin
on maksasta

1) Syobttosolulinjga

rajalaimentamalla 13 paivéan ikaisen hiirensiki
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DME-alustalla, joka sisdlsi 4 % lammén avulla inaktivoitua
vasikansikidseerumia (FCS), 5 x 105 M merkaptoetanolia

ja 2 mM glutamiinia ja joka oli kédsitelty ConA-aktivoidulla
Bulb/c-pernasoluilla (Nabel et al., Nature 291: 332-334
/1981/). Solukloonilla on pintamembraanin glykoproteiinien

suhteen Thy 17, Ly 17, 27, Ly 5* fenotyyppi.

7) Syottésolujen klooni pidetdan jatkuvasti ylla 16-18
Lunnin kahdentumisajoilla DME-alustalla, jossa on 10 %
limmon avulla inaktivoitua vasikansikioseerumia, 5 x lD—5
M 2-merkaptoetanolia ja 2 mM glutamiinia, ei-valttamdttomia
aminohappoja ja valttamattomia vitamiineja ja joka on
taydennetty 5 %:1lla supernatanttia, joka on saatu ConA-
aktivoidusta indusori-T-solukloonista (kts. edelld). Syotto-
solukloonin kasvu riippuu aktiivisesta kasvutekijasté
(tekijoistd), joka on saatu stimuloitujen Cl.Ly 1727/9

solujen supernatantista.
C. MCGF-aktiivisuuden biologiset madritykset
1. Médsritys littamallsd tritioitua tymidiinia.

a) 1 ox 10“ MC/9 solua viljeltiin tasapohjaisilla mikro-
tiitterilevyilla 0,1 ml:ssa DME-alustaa, joka sisdlsi

4 % lammion avulla inaktivoitua vasikansikigseerumia, 5 X 105
M 2-merkaptoetanolia, 2 mM glutamiinia, ei-valttamattomid
aminohappoja, vdlttdméattomid vitamiineja ja kaksinkertaistuvat

luimennukset testattavaa supernatanttia.

b) Levyt inkuboitiin 37°C:ssa l0-prosenttisessa hiilidiok-
sidissa. 20 tunnin kuluttua jokaiseen viljelm&aan isattiin
0,5 wpli 3H-tymidiinié (Nev England Nuclear, Boston, Mass.).
Neljin tunnin kuluttua solut kerattiin suodatinpaperiliuskojen
pididlle kiiyttiémdlla automaattista solujen kerdysyksikkoa.
Kuivalul niytleel dispendoitiin tuikeskintillaationesteeseen

ja cpm-arvot laskettiin normaalilla B-laskurilla.
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2. Kolorimetrinen tetratsoliumsuola-m&aritys (MTT).

o) 1 % lUQ MC/9 solua viljeltiin tasapohjaisilla mikrotiit-
Lerilevyillsa 0,1 ml:ssa DME-alustaa, Jota oli taydennetty
ku-tekijoilli ja testattavalla supernatantilla, kuten

g0 kuvaltu kohdassa 1) a).

b) Levyja inkuboilliin 37%C:ssa l0-prosenttisessa CUZ:ssa.

20 tunnin kuluttua jokaiseen viljelmaan lisattiin 0,01

mi $ mg/ml liuosta, joka sisdlsi 5 mg/ml MTT (3-(4,5-
dlmeLyyliLiuLsol-Z—yyli)-2,5-difenyylitetrasoliumbromidi,
Sigma Chemical Co., St. Louls, MO) fosfaattipuskuroidussa
suolaliuoksessa (PBS). Neljan tunnin kuluttua jokaiseen
viljelmaan lisattiin 0,1 ml 0,04 N suolahappoa isopropanolissa
ja sekoitettiin hyvin. Muutaman minuutin kuluttua levyt
luettiin Dynatech MR580 Microelisa Auto Reader lukulaitteella
(Dynatech Instruments, Inc., Torrance, CA) aallonpituudella

570 nm (referenssiaallonpituus 630 nm) ja kalibrointiase-

tuksella 1,99.
0. mRNA:n eristaminen Cl.Lly 1¥27/9 soluista.

.. |. Solun kokonais-RNA eristettiin soluista kayttamdlla
.”:_ Chirgwin'in et al., (Biochemistry, 18: 5294-5299 /1979/)

. guunidiini*isotiosyanaatti-menetelméé.

Indusoimattomista tai ConA-indusoiduista Cl.Ly 1*27/9

B soluista saadut pakastetut solupelletit suspendoitiin
guanidiini-isotiosyanaatti—lyysausliuokseen. 1-2 x 108
solua kohti kaytettiin 20 ml lyysausliuosta. Pelletit
suspendoitiin uudelleen pipetoimalla, minka jdalkeen DNA

" leikkauskisitelliin johtamalla neljé kertaa ruiskun lépi
kayttamdlla neulaa, jonka koko oli 16 gaugea. Lysaatti
kerrostettiin 40 ml polyallomeerisentrifuugiputkeen 20

- ml paslle 5,7 M CsCl, 10 mM EDTA-seosta. Tatd liuosta

speel sentrifugoitiin 25.000 kierr./min. Beckman SW28 roottorissa

. ‘Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA) 40 tunnin ajan
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15°C:ssa. DNA:ta sisdltava guanidiini-isotiosyanaattifaasi
pipetoitiin yldosasta alas vdlipintaan. Putken sein&mét

ja vélipinta pestiin 2-3 ml:1lla guanidiini-isotiésyanaatti-
lyysausliuosta. Putki katkaistiin saksilla valipinnan
alapuolelta ja CsCl-liuos dekantoitiin. RNA-pelletit pestiin
kaksi kertaa kylmalld 70-prosenttisella etanolilla. Sen
jilkeen pelletit suspendoitiin uudelleen 500 ul:aan puskuria
(10 mM Tris.HC1l pH 7,4, 1 mM FDTA, 0,05 % SDS). Lisattiin

50 ul 3M natriumasetaattia ja RNA saostettiin 1 ml:lla
etanolia. RNA otettiin talleen sentrifugoimalla ja pelletit

pestiin kerran kylm&lla etanolilla.
2) Poly AT mRNA:n eristéminen:

Pesty ja kuivattu kokonais-RNA-pelletti suspendoitiin
uudelleen 900 ul:aan oligo (dT)-eluocintipuskuria (10 mM
Tris.HC1, pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,5% SDS). RNA:ta kuumennettiin
5 minuuttia 68%C:ssa ja jaandytettiin sen jilkeen jailla.
Lisattiin 100 ul S5 M natriumkloridia. RNA-ndyte vietiin

1,0 ml:n oligo (dT)-selluloosapylvédseen (tyyppi 3,
Collaborative Research, Waltham, MA), joka oli tasapainoitettu
sidepuskurilla (10 mM Tris.HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,5 M

NaCl, 0,5% SDS). Pylvdan lapivirta johdettiin pylvéan

lapi vield kaksi kertaa. Sen jialkeen pylvas pestiin 20

ml:lla sidepuskuria. Poly AT mRNA otettiin talteen pesemdlléd
cluointipuskurilla. RNA eluocitui tavallisesti ensimmdlieessa

2 ml:ssa eluointipuskuria. RNA saostettiin 0,1 tilavuudella

5 M natriumasetaattia {pH 6) ja kahdella tilavuudella
ctanolia. RNA-pelletti otettiin talteen sentrifugoimalla,
pestiin kaksi kertaa kylmdlld etanolilla ja kuivattiin,

Sen jalkeen pelletti suspendoitiin uudelleen veteen. Tasaosat
laimennettiin ja maaritettiin absorbanssiaallonpituudella

260 nm.

£. Poly AT mRNA:n fraktiointi sakkaroosigradientti-

sentrifugoinnin avulla:
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100 pl liuosta, joka sisdlsi 100 49 kohdasta D. 2) saatua
poly A" mRNA:ta, kuumennettin 1 minuutti 65°C:ssa ja

sen jalkeen kerrostettiin 10 ml paalle 5-25 % sakka-
roosigradienttia (10 mM Tris.HCl pH 7,4, 100 mM NaCl,

ja 1 mM EDTA). Gradientti sentrifugoitiin Beckman SWal
roottorissa 26.000 kierr./min. 19 tuntia 5°C:ssa. Rakeita
otettiin talteen 450 pl, savstettiin 2 tilavuudella etanclia
ja suspendoitiin uudelleen injisointia varten oosyytteihin
(kts. jaljempand). Rinnakkainen gradientti kerrostettiin
edellsé kuvatulla tavalla sentrifugoidulla radic-leimatun
(}H—uridiinin) ja ribosomaalisen RNA:n (BRL, Bethesda,

MA) seoksella ja tuikelaskimessa laskettiin 450 pl jakeet.

Xenopus oosyytteinin injisoinnin jélkeen saatiin koon
perusteella fraktioidusta poly AY mRNA:sta MCGF-aktii-
visuuspiikki, joka kolorimetrisen madrityksen perusteella
sedimentoitui nitaammin kuin 185, kuten on esitetty kuviossa
2. Nama jakeet olivat rikastuneet noin 10-kertaisesti

MCGF -mRNA:n suhteen ja niita kaytettiin myohemmin 32P-

leimatun cDNA-koettimen valmistamiseen,
F. Dosyyttien injisointi

Oosyytit poistettiin naaraspuolisista Xenopus laevis:sta

ja inkuboitiin Barth'in liuoksessa (88 mM NaCl, 1 mM

KCl, 0,33 mM Ca(NUB)Z’ 0,41 mM CaClz, 0,82 mM MgSOa,

2,4 mM NaHCOB, 10 mM HEPES (pH 7,9) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO). Valmistettiin 2-3 oosyytin injektiorypéleet.
RNA-ndytteet injisoitiin liuotettuna injisointipuskuriin
(40 mM Tris.HC1 pH 7,4, 0,35 M NaCl). Totaali poly At

mRNA suspendoitiin uudelleen injiscintipuskuriin 500

pg/ml konsentraatiossa, kun taas RNA-ndytteet, jotka

oli eluoitu hybridiselektioista (kts. jaljempana) saaduista
DNA-suodattimista, ja jotka aina sis@lsivat kantaja 5

ug vasikanmaksan tRNA:ta, suspendoitiin uudelleen 2 Ml:aan
injisointipuskuria. Jokaiseen oosyyttiin injisoitiin

40 nl maarat kayttamalls kasin vedettyjsa mikropipetteja,
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joiden karjet oli vedetty mikrovetolaitteen avulla. Pipetit
kalibroitiin tunnetuilla tilavuuksilla steriilid vetta,.
Jokaista mRNA-ndytettd kohti injisoitiin noin 30-40 oosyyt-
tia. Injisoituja oosyyttejd inkuboitiin kahden tai kolmen
ryhmissd 96-kaivoisten mikrotiitterimaljojen yksittdisissd
kaivoissa, jotka sisdlsivdt oosyyttid kohti 10 yl Barth'in
liuosta + 1% naudanseerumialbumia. Oosyytteja pidettiin

48 tuntia 19°C:ssuo ja sen jilkeen olettiin Lalteen jo
yhdistettiin supernatuntit elédvid vosyytteja sisiltédvists
kaivoista. Nam#é supernatantit steriloitiin sentrifugoimalla
10 minuuttia mikrosentrifuugissa ja sen jdlkeen niista
matiritettiin edellsd kuvatulla tavalla MCGF-aktiivisuus.
Vertailuna otettiin aina talteen supernatantit injisoi-

mattomista oosyyteistd.

Taulukossa I on esitetty maaritystulokset késittelemdttomista
tai ConA-stimuloiduista Cl.Ly 1727/9 soluista talteenote-
tuista supernatanteista. Kaikkien ndytteiden, mukaanlukien
vertailustandardi, titraus suoritettiin kolmena rinnak-
kaisena. Yksi MCGF-yksikkd on se tekijédmédédrd, jolla paastaan
15 %:iin siita SH-tymidiinin maksimaalisesta liittymisméd-

risti, joka saadaan kayttamdlla Cl.Ly 1727/9 supernatanttia.
TAULUKKOD I

Cl.Ly 1%*27/9-tuottama MCGF-aktiivisuus (yksikk@&/ml)

Solu supernatantti Injisoitu mRNA
ilman ConA 50 40
ConA:n kanssa 26.38B3 1.403

G. cDNA-kirjaston muodostaminen:

1) Vektoriprimeerin ja oligo dG-hantédisten linkkeri-DNA-

lajien valmistaminen:

Okayama & Berg'in (Mol. & Cell. Biol. 2: 161-170 /1982/)
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menetelmdd kaytettiin vain vdhaisin muutoksin ja sovitettuna
Okayama & Berg'in /Mol. & Cell. Biol. 3: 380-389 (1983/

kuvaamiin pcDV1- ja plLl-plasmideihin.

80 ug ndyte pcDV1 DNA:ta digestoitiin 30°C:ssa 20 yksikdn
kanssa Kpnl endonukleaasia 450 Ml:ssa, jonka koostumus

oli: 6 mM Tris.HC1l (pH 7,5), 6 mM MgClz, 6 mM NaCl, 6

mM 2-ME ja 0,1 mg BSA (naudanseerumialbumiini) ml:ssa.

16 tunnin kuluttua digestointi paatettiin 40 ul:lla 0,25

M EDTA:ta (pH 8,0) ja 20 ul:lla 10% natriumdodekyylisul-
faattia (SDS); DNA otettiin talteen sen jalkeen, kun

ensin oli uutettu vedella kyllastetylld (1:1) fenoli-
CHClB:lla (jaljempdnd kutsutaan fenoli-CHClB:ksi) ja
sagstettu etanolilla. Homopolymeerihdnndt, joissa oli
keskimaarin 60 mutta enintdan 80 deoksitymidylaatti (dT)
tahdetta pa&ata kohti, lisdttiin seuraavalla tavalla:
Vasikan kateenkorvan avulla terminaalisen transferaasin
avulla Kpnl endonukleaasilla muodostettuihin péihin:
Reaktioseoksen (38 pl) koostumus oli: natriumkakodylaatti-30
mM Tris.HC1l pH 6,8 (puskuri), sekd 1 =M COClZ, 0,1 mM
ditiotreitoli, 0,25 mM dT1P, Kpnl endonuklecansilla digeutoitu
DNA, ja 68 U terminaalinen deoksinukleotidyylitransferaasi
(P-L Biochemicals, Inc., Milwaukee, WI). Sen jdlkeen,

kun oli pidetty 30 minuuttia }70C:ssa, pysdytettiin reaktio
20 ul:lla 0,25 M EDTA:ta (pH 8,0) ja 10 wl:lla 10-prosentista
natriumdodekyylisulfaattia ja useiden fenoli-CHClB-uuttojen
jdlkeen DNA otettiin talteen saostamalla etanolilla.

Sen jalkeen DNA:ta digestoitiin 5 tuntia 37°C:ssa 15
yksiksélla EcoRI endonukleaasia 50 Hl:ssa seosta, jonka
koostumus oli: 10 mM Tris.HC1l pH 7,4, 10 mM MgClZ, 1

mM ditiotreitoli ja 0,1 mg BSA ml:ssa. Suuri fragmentti,
joka sis#lsi SV40 polyadenylaatiokohdan ja replikaation
pBR322 alkukohdan ja ampisilliiniresistanssin geenin,
puhdistettiin agaroosigeelielektroforcesilla (1%) Ja
otettiin geelistd talteen lasijauhemenetelman (Vogelstein,
B. & Gillespie, D., Proc. Nat. Acad. Sci., 76: 615-619
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/1979/) muunnelman avulla. dT-hadantdainen DNA puhdistettiin
edelleen absorboimalla ja eluoimalla oligo (dA)-selluloosa-
pylvddstid seuraavasti: DNA liuotettiin 1 ml:aan 10 mM
Tris.HC1 pH 7,3 puskuria, joka sisialsi 1 mM EDTA ja 1

M NaCl, ja joka oli jaahdytetty UOC:een, ja vietiin saman
puskurin kanssa 0°C:ssa tasapainoitettuun oligo (dA)-sellu-
loosapylvaaseen (0,6 x 2,5 cm). Pylvds pestiin samalla
puskurilla 0°C:ssa ja eluoitiin vedelld huoneen lampotilassa.
Eluoitunut DNA saostettiin etanolilla ja liuotettiin

1 mM EDTA:n avulla 10 mM Tris.HCl pH 7,3 puskuriin.

0ligo (dG)-hdntdinen linkkeri-DNA valmistettiin digestoimalla
75 J9 pL1 DNA:ta 20 yksikdlla Pstl endonukleaasia 450
ul:ssa seosta, jonka koostumus ml kohti oli: 6 mM Tris.HC1
pH 7,4, 6 mM MgClz, 6 mM 2-ME, 50 mM NaCl ja 0,01 mg
BSA. Reaktioseosta pidettiin 16 tuntia 300C:ssa, minka
jalkeen se uutettiin fenoli-CHCl3:lla ja DNA saostettiin
alkoholilla. Hantiin, joissa oli 10 - 15 deoksiguanylaatti
(dG)-tahdetta, lisattiin sen jdlkeen pddatd kohti 46 yksikkod
terminaalista deoksinukleotidyylitransferaasia samassa
edellsa kuvatussa reaktioseoksessa (38 pl), jossa kuitenkin
dTTP oli korvattu 0,1 mM dGTP:11&. Seos pidettiin 20
_J?' minuuttia 37°C:ssa, minkd jadlkeen se uutettiin fenoli-
o CHC13:lla, DNA saostettiin etanolilla ja sen jialkeen
2 digestoitiin 4 tuntia 37°C:ssa 35 yksikslla HindIII endo-
nukleaasia 50 ul:ssa, jonka koostumus oli: 20 mM Tris.HC1
pH 7,4, 7 mM MgClz, 60 mM NaCl ja 0,1 mg BSA. Pieni oligo
(dG)-hantdinen linkkeri-DNA puhdistettiin agaroosigeeli-
elektroforeesin (1,0%) avulla ja otettiin tulteen edelli

kuvatulla tavalla.
2) cDNA-kirjaston valmistaminen:

Vaihe 1. cDNA-synteesi.
..... Reaktioseoksen (10 pl) koostumus oli: 50 mM Tris.HCl

pH 8,3, 8 mM MgClz, 30 mM KC1, 0,3 mM ditiotreitoli,
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2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 mM dGTP ja 2 mM dCTP, 20 uCi

32p_dcTp (3000 Ci/mmol), 2 ug poly A*Y RNA Con-A indusoiduissa
Cl.Ly 1*27/9 soluissa, 60 U RNaasi (Biotec, Inc., Madison,
Wl), ja 2 ug vektori-primeeri DNA (15 pmol primeerip&ata)

ja 45 U kiinteistranskriptaasi, Reaktioseosta inkuboitiin

60 minuuttia 42°C:ssa ja sen jalkeen reaktio pysaytettiin
lisamalla 1 ul 0,25 M EDTA (pH 8,0) ja 0,5 pl 10% SDS;
lisattiin 40 ul fenoli—CHCl3 ja liuos sekoitettiin voimak-
kaasti Vortex-sekoittimessa ja sen jalkeen sentrifugoitiin.
Vesifaasiin lisattiin 40 mpl 4 M ammoniumasetaattia ja

160 ul etanolia, minka jalkeen livosta jaahdytettiin

15 minuuttia kuivajaan avulla, jashdyttamisen jéalkeen
saostuneet reagoimattomat deoksinukleosiditrifosfaatit
Jiuotettiin lammittamallda huoneen lampttilaan ja samalla
varovasti ravistellen. Tamadn jdlkeen sentrifugoitiin

10 minuuttia Eppendorf-mikrofuugissa. Pelletit liuotettiin
seokseen, joka sisdlsi 10 pl 10 mM Tris.HC1 pH 7,3 puskuria
ja 1 mM EDTA, sekoitettiin 10 pl:n kanssa 4 M ammoniumase-
taattia ja saostettiin 40 Pl:lla etanolia. Talld menetelm&lla
poistettiin reagoimattomista deoksinukleosiditrifosfaateista

yli 99 %. Pelletti huuhdeltiin etanolilla.
Vaihe 2: Oligodeoksisytidylaatin /oligo (dC)/ lis&@éminen.

Plasmidi-cDNA:mRNA:n sisdltéavd pelletti liuotettiin 20
pl:aan 140 mM natriumkakodylaatti-30 mM Tris.HCl pH 6,8
puskuria, joka sisdlsi 1 mM CoClz, 0,1 mM ditiotreitolia,
0,2 pg poly(A), 70 pM dCTPS, 5 pCi 32p_gcTP, 3000 Ci/mmol
ja 60 yksikkoa terminaalista deoksinukleotidyylitransfe-
raasia. Reaktio suoritettiin 379C:ssa 5 minuutin ajan,
joka mahdollisti 10 - 15 dCMP-tdhteen lisdamisen péata
kohti, ja sen jalkeen pddtettiin reaktio 2 ul:lla 0,25

M EDTA (pH 8,0) ja 1 pl:lla 10% SDS. Uutettiin 20 pl:lla
fenoli-CHClB, minkd jglkeen vesifaasi sekoitettiin 20
pl:n kanssa ammoniumasetaattia, DNA saostettiin ja saos-

et tettiin uudelleen 80 ul:lla etanolia. Lopullinen pelletti



38 £7802

huuhdelttiin etanolilla.
Vaihe 3: HindIII endonukleaasi-digestio.

Pelletti liuotettiin 30 ul:aan puskuria, jonka koostumus

ml kohti oli: 20 mM Tris.HCl pH 7,4, 7 mM MgClz, 60 mM

NaCl ja 0,1 mg “BSA. Sen jédlkeen digestoitiin 2 tuntia

37% :usn 10 yknikiolli Hindl11 sndonukleansia. Reaklbio
lopetettiin 3 ul:lla 0,25 M EDTA:ta (pH 8,0) ja 1,5 ul:1la
10% SDS. Taman jalkeen uutettiin fenoli-CHCl3:lla ja
lisattiin 30 pl 4 M ammoniumasetaattia ja DNA saostettiin
120 Fl:lla etanolia. Pelletti huuhdelttiin etanolilla

ja liuotettiin sen jélkeen seokseen, jossa oli 10 pl

10 mM Tris.HCl (pH 7,3) puskuria ja 1 mM EDTA:ta. Jadtyminen
_20°C-1émpotilaisen sailytyksen aikana estettiin liséémdlla

3 pl etanolia.

Vaihe 4: 0ligo (dG)-hantdisen linkkeri-DNA:n vdlittéma

syklisointi

9 pl:n ndytetta HindIIl endonukleaasilla digestoitua
oligo (dC)-h@ntdistd cDNA:mRNA-plasmidia. (90 % niaytteesti)
inkuboitiin 5 minuuttia 65°C:ssa seoksessa (90 Fl)’ jonka
koostumus oli 10 mM Tris.HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 0,1 M
. NaCl ja 1,8 pmol oligo (dG)-héantdinen linkkeri-DNA, minkd
- jalkeen laskettiin 42°C:een 60 minuutiksi ja tamdn jilkeen
jaahdytettiin 0°C:een. Seos (90 ul) sadadettiin 900 mul:ksi
seoksella, jonka koostumus ml kohti oli: 20 mM Tris.HCl
pH 7,5, 4 mM MgClz, 10 mM (NHQ)ZSOQ, 0,1 M KC1, 50 wug
BSA ja 0,1 mM B-NAD; lisattiin 6 ug E.coli DNA-ligaasia

ja liuosta inkuboitiin sen jdlkeen yon yli 12°C:ssa.
Vaihe 5: RNA-saikeen korvaaminen DNA:lla.

Insertin RNA-saikeen korvaamiseksi ligatointiseos s&dadettiin

e niin, etta se sisdlsi 40 uM kutakin neljad deoksinukleo~
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siditrifosfaattia, 0,15 mM g-NAD, 4 pg viela lisattya
E.coli DNA-ligaasia, 16 yksikkoa E.coli DNA-polymeraasia

I (Poll) ja 9 yksikkta E.coli RNaasia H. Tata seosta

(960 yl) inkuboitiin perakkain 12 OC:ssa ja huoneen lampo-
tilassa kussakin 1 tunti tarkoituksena edistéaa optlmaallsta

korjautumissynteesid ja nick-translaatiota Poll:n avulla.
Vaihe 6: E.coli'in transformointi

Transformointi suoritettiin kayttamalla Cohen'in et al.
(Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 69: 2110-2114 /1972/)
kuvaamaan menetelm&d pienin muunnelmin. E.coli K-12 kanta
MC1061 (Casadaban, M. ja Conen, S., J. Mol. Biol. 138:
179-207 /1980/) kasvatettiin 0,5 absorptioyksikon (600

nm) tiheyteen 37%C:ssa 20 ml:ssa L-lientd. Solut otettiin
talteen sentrifugoimalla, suspendoitiin 10 ml:aan 10

mM Tris.HC1 pH 7,3 puskuria, joka sisdlsi 50 mM CaClZ,

ja sentrifugoitiin 5 minuuttia 0°C:ssa. Solut suspendoitiin
uudelleen 2 ml:aan edelld mainittua puskuria ja inkuboitiin
jalleen 5 minuuttia 0°C:ssa; sen jalkeen 0,2 ml:n kanssa
solususpensiota sekoitettiin 0,1 ml DNA-liuosta (vaihe

5) ja inkuboitiin 15 minuuttia 0°C:ssa. Tamén jalkeen
soluja pidettiin 2 minuuttia 27°C:ssa ja tamin jdlkeen

10 minuuttia huoneen lampotilassa. Sen jialkeen lisdttiin
0,5 ml L-lientd ja viljelm#d inkuboitiin 30 minuuttia
37%C:ssa, sekoitettiin 42°C:ssa 2.5 ml:n kanssa L-liemen
pehmedlle agarille ja levitettiin L-liemen agarille,

Joka sisalsi 50 pg ampisilliinia ml:ssa. Inkuboitiin
37%C:ssa 12 - 24 tuntia ja pesidkkeet poimittiin steriileilla

hammastikuilla.

Muodostui noin 1 x lO6 riippumatonta cDNA-kloonia, joista
yksitellen poimittiin 10.000 kloonia ja siirrostettiin
nama mikrotiitterilevyjen kaivoihin, jotka sisdlsivat

200 pl L- lienta, 50 upg/ml ampisilliinia ja 7 % DMSO.

Muodostui noin 1000 kloonin sattumapoolit, ja valmistettiin
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plasmidi-DNA-hybridien selektiokokeita varten,
H. Hybridiselektiot.

Hybridiselektiot suoritettiin kahdeksalla cDNA-plasmidival-

misteella, jotka otettiin edelld kuvatuista sattumapooleista.
1) DNA-suodattimien valmistaminen

Kaikki plasmidi DNA-lajit linearisoitiin digestoimalla
Clal:1lla ennen sitomista nitroselluloosasuodattimiin,
Digestiot suoritettiin 50 pl:ssa seosta, jonka koostumus
oli: 10 mM Tris.HCl pH 7,9, 10 mM MgClz,
S0 mM NaCl ja 10 yksikkda Clal. Inkuboitiin 2 tuntia

10 pg plasmidi-DNA,

370C:ssa, minka jdlkeen naytteet laimennettiin 200 ul:ksi
TE:114 (10 mM Tris.HC1l pH 8,0, 1 mM EDTA) ja uutettiin

yhté suurella tilavuudella (200 pl) TE:11a kyllastettya
fenolia. Vesifaasiin lis&ttiin 20 Fl 3M natriumasetaattia

(pH 6) ja tami saostettiin 2 tilavuudella etanolia. DNA-
pelletit otettiin talteen sentrifugoimalla ja sen jalkeen
pestiin 70-prosenttisella etanolilla. Kuivattu pelletti
suspendoitiin uudelleen 150 ul:aan steriilia vetta jokaista
10 pl kohti DNA:ta. Jokaista DNA-ndytettd kohti valmistettiin
kaksoissuodattimet, 10 pg DNA:ta suodatinta kohti. DNA

150 pl:ssa vetta kiehutettiin 10 minuuttia, sen jélkeen
lisattiin 150 ul 1M natriumhydroksidia ja liuosta inkuboitiin
20 minuuttia huoneen lampotilassa. Ndyte jadhdytettiin
jailla, sen jalkeen lisattiin 150 ul 1M HC1l, 1M natrium-
kloridia, 0,3M natriumsitraattia ja 0,5M Tris.HC1l pH

8,0 puskuria.

0,9 cm Millipore HAWP-suodattimet, jotka 0oli kostutettu
tislatulla vedella, laitettiin Schleicher'in ja Schuell'in
mikrosuodatuslaitteeseen. Edelld saatu denaturoitu ja
neutraloitu DNA-liuos suodatettiin sentrifugoimalla 5

minuuttia 500 kierr./min. Suodattimet pestiin 1 ml:lla
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6xSSC (0,15 M NaCl, 0,015 M Na-sitraatti) ja sen jalkeen

ilmakuivattiin, ennenkuin paistettiin 2 tuntia 80°C:ssa.
2) Hybridisoinnit

Hybridisoinnit suoritettiin 200 ul:ssa seosta, jonka
koostumus oli: 65 % (v/v) uudistettu formamidi, 20 mM

PIPES, pH 6,4, 0,4 M NaCl, 200 ug/ml vasikanmaksan tRNA

ja 100 ug/ml polyA* mRNA ConA-indusoiduista Cl.Ly 1727/9
soluista. Jokaista hybridisointiliuosta kuumennettiin

3 minuuttia 70°C:ssa ja sen jdlkeen kaksi DNA-suodatinta

(10 pg DNA/suodatin) leikattiin neljadnneksiin ja lisattiin
livuokseen. Hybrideja inkuboitiin 4 tuntia 50°C:ssa Jja

sen jalkeen inkuboitiin 4 tuntia 46°C:ssa ja 42°C:ssa.

Taman jalkeen supernatantit poistettiin ja suodattimet
pestiin kolme kertaa 1 ml:lla seosta, jonka koostumus

oli: 10 mM Tris.HCl pH 7,4, 0,15M NaCl, 1 mM EDTA, 0,5

% SDS. Taman jalkeen pestiin kolme kertaa 1 ml:1lla samaa
puskuria ilman SDS. Kumpaakin puskuria sadilytettiin pesuja
varten 65°C:ssa. Hybridisoidun‘mRNA:n eluoimiseksi pikku-
pulloihin lis&ttiin 400 ul tislattua vetta ja 5 ug vasikan-
maksan tRNA:ta. Putkia kiehutettiin 3 minuuttia ja sen
jalkeen jaahdytettiin nopeasti kuivajaa/etanolista., Néytteet
sulatettiin ja eluoitu RNA saostettiin 2 tilavuudella
etanolia ja 0,1 tilavuudella 3M Na-asetaattia (pH 6).
RNA-pelletit otettiin talteen sentrifugoimalla ja pestiin
kaksi kertaa 70-prosenttisella etanolilla. Kuivatut pelletit
suspendoitiin uudelleen pl:aan oosyyttien injisointipuskuria

ja koko nidyte injisoitiin ocosyytteihin (kts. edelld).

Td1la tavoin seulotusta kahdeksasta l&htopoolista useat
olivat positiivisia ja jatkoanalyysiin valittiin 1 pooli,
jossa MCGF-aktiivisuus oli korkein. T&m& pooli, joka '
muodostui 672:sta yksittaisestd kloonista, jaettiin edelleen
nel jaantoista alipooliin, joissa kussakin oli 48 kloonia.
Naista alipooleista saatu plasmidi-DNA kaytettiin hybri-

sidiselektioiden toisessa sarjassa. Vain yhdestd ndistd
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alipoleista saatiin positiivinen signaali. Sen jialkeen
naméd 48 kloonia seulottiin jdljemp&nd kuvatulla tavalla

pienennetylld cDNA-koettimella.

I. Pienennetyn cDNA-koettimen valmistaminen

1) >2p_cDNA-synteesi:

2 pg polyA* mRNA:ta, joka oli saatu edelld saadun sakka-
roosigradientin MCGF-huippujakeesta, suspendoitiin uudelleen
2 ul:aan vettda. Tata kuumennettiin 5 minuuttia 65°C:ssa,

sen jédlkeen lisdttiin reaktioseokseen, jonka koostumus

0li: 50 mM Tris.HC1l pH 8,3, 8 mM MGClZ, 30 mM KC1, 0,7

mM DTT, 1 mM dATP, 1 mM dGTP ja 1 mM dTTP, 34 uM dCTP,

10 ug/ml oligo-/12-18/-(dT) (Collaborative Research),

100 ug/ml Aktinomysiini D, 500 uCi a>2P-dCTP (Amershanm,

3000 Ci/mmol) ja 150 yksikkodd kadnteistranskiptaasia

(Life Sciences, Inc., St. Petersburg, FL), kokonaistilavuuden
ollessa 100 ul. Inkuboitiin 2 tuntia QOOC:ssa, minka

jédlkeen reaktioseoksesta poistettiin 0,5 wl, joka saostettiin

32

trikloorietikkahapolla liittyneen P-madran maarittamiseksi,

Sen jdlkeen lisattiin 100 pl 0,2 N natriumhydroksidia ‘
ja RNA hydrolysoitiin kuumentamalla nidytettda 20 minuuttia
70°C:ssa. Jadhdyttamisen jalkeen reaktioseos neutraloitiin

20 ul:1la 1 N suolahappoa ja lisattiin kantajana 4 ul

1 mg/ml tRNA:ta. Nidyte uutettiin kaksi kertaa yhtd suurella
tilavuudella fenoli-kloroformia (l1:1). Sen jalkeen se
saostettiin yhta suurella tilavuudella 4 M ammoniumasetaattia
Ja 2 tilavuudella etanolia. Pelletti suspendoitiin uudelleen
100 pl:aan vettd, saostaminen toistettiin ja pelletti

pestiin kaksi kertaa B0-prosenttisella etanolilla.
2) Ensimmdinen pienentdva hybridisointi:

32P-cDNA (syntetisoitiin kuten edelld) kerasaostettiin
kayttamalla 20 jg polyA+ mRNA:ta WEHI-3:sta ja 20 pl
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polyA+ mRNA:ta B-soluhybridomasta. Pelletti suspendoitiin
uudelleen seokseen, jossa oli 7 pl vettd, 1 ul 4 M Na-fos-
faattia pH 7, 0,1 pl 20% SDS ja 0,1 ul 0,1M EDTA:ta,

ja sen jalkeen koko nayte suljettiin kaplllaarlputkeen
Naytetta kuumennettiin 30 minuuttia 90°C:ssa, minkd jdlkeen
pidettiin 14 tuntia 68°C:ssa (Cot = 5000). Hybridisointiseos
laimennettiin sen jalkeen 1 ml:ksi 0,12 M natriumfosfaatilla
pH 7,0 ja D0,1%:11a SDS ja seoksen lampotila nostettiin
60°C:een., Seos vietiin sen jdlkeen pylviddseen, joka sisalsi
0,4 g samassu pU‘kUllSSd tasapainoitettua hydroksiapaliittia,
ja pidettiin 60 OC.ssa. Ldpivirta otettiin talteen )a

sen jalkeen pylvas pestiin 5 ml:lla samaa puskuria 60 °C:ssa.
1 ml:n jakeet otettiin talteen ja kustakin jakeesta lasket-
tiin 1 ul:n erat skintillaatiolaskimessa. Yksisdikelnen
cDNA-piikki jakeessa 2, 3 ja 4 yhdistettiin. Tama materiaali,
joka muodosti 66,5 % >1P-cDNA-lantdaineesta, vakeviitiin
0,4 ml:ksi uutamalla 2-butanolilla ja sen jalkeen suolat
poistettiin kromatograafisesti 2 ml:n Sephadex G-25-pyl-

vadssa.
3) Toinen pienentdvé hybridisointi:

Edellié saatu nayte, josta suolat oli poistettu, vakevditiin
ctanolisaostuksen avulla ja sen jélkeen kerasaostettiin
kdayttamalla 9,5 pg poly At mRNA:ta indusoimattomista

Cl.Ly 1727/9 soluista. Pesty ja kuivattu pelletti suspen-
doitiin uudelleen seokseen, jonka koostumus oli: 10 ul
vesi, 1,5 pl 4M natriumfosfaatti pH 7, 0,15 pl 20% SDS

ja 0,15 ul 0,1 M EDTA. Nidytetta inkuboitiin suljetussa
kaplllaarlputkessa 30 minuuttia 90%C:ssa ja sen jalkeen

20 tuntia 68 Oc.ssa. Kromatografointi hydroksiapatiitilla
toistettiin edelld kuvatulla tavalla. Yksisaikeinen cDNA,
joka eluoitui pylvéasta 60°C:ssa, muodosti 17 % lahto-
aineista. Talla S2p-cDNA:lla pylvashybridisoitiin 48
pesiikelti hybridiselektioiden identifinimsusa slipooliusa.
Kolme pesakettd hybridisoitui koettimen kanssa ja naitla

kaytettiin jatkossa hybridiselektoinnissa. Yksi néista,
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Jolle annettiin nimeksi klooni 5G, oli toistettavasti

positiivinen.
J. Koon perusteella fraktioitu alikirjasto

30 ug plasmidi-DNA:ta, joka muodosti koko cDNA-kirjaston
(pcD-X DNA), digestoitiin erikseen restriktioentsyymeilla
Sall, HindIll ju Clal plasmidin linearisoimiseksi. Kdsitellyt
DNA:t fraktioitiin koon perusteella 1% agaroosigeelillsd,

Joka erotti plasmidit, joissa o0li erikokoiset cDNA-insertit.
Geelistd leikattiin segmentit, plasmideineen, joissa

oli seuraavien kokoalueiden cDNA-insertit:

- 1lkb
- 2kb
- 4kb
- 5kb
- 6kb
kb ja pidemmit

o W~ O

DNA eluoitiin jokaisesta geeliviipaleesta kayttamalls
Vogelstein'in ja Gillespie'n lasijauhemenetelmda (Proc.
Nat. Acad. Sci. U.S.,A., 76: 615-619 /1970/). Kolmesta
digestiotuotteesta eluoidut DNA:t yhdistettiin koon perus-
teella ja syklisoitiin uudelleen kdsittelemdlla T4 ligaasilla
yhteensd 15 ul:ssa seosta, jonka koostumus oli: 50 mM
Tris.HC1 pH 7,4, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM spermidiini,
1 mM ATP ja 100 pg/ml BSA. Ligatointiseoksia inkuboitiin

16 tuntia 12°C:ssa. E.coli-kanta MC 1061 transformoitiin
Cohen'in et al.-menetelmdllsd (Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.,
69: 2110-2114 /1972/) kdyttamalla 3 M1l kutakin yhdistettysd
fraktiokokoa. 1,1 x 105 riippumatonta transformaatiota
sisaltavid kirjasto suatiin jakeelle, joka sisidlsi 1-2

kb pituisia cDNA-inserttejd. Tata jaetta kiytettiin myohem-

médssd tdyspitkien MCGF-kloonien seulonnassa.

K. Koon perusteella fraktiocidun alikirjaston seulonta
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Alustava resktriktioendonukleaasianalyysi sekad DNA-sekvens-
sitiedot osoittivat, ettd kloonin 5G (identifioitu hybridise-
lektion avulla) cDNA-insertti oli noin 650 emédsparin
pituinen. Kloonista 5G eristettiin sisdinen BamHl-Ncol
restriktiofragmentti., Fragmentti defosforyloitiin vasikan-
suoliston alkalisella fosfataasilla G, Chacomas'in ja

J. Sande'n menetelmalla (Methods Enzymol. 65: 75-79 /1980/).
Sen jadlkeen fragmentti leimattiin Y-2P-ATP:1l4 ja T4
polynukleotidikinaasilla A, Maxam'in ja W. Gilbert'in
menetelmdalla (Methods Enzymol. 65: 499-507 /1980/). Tata
leimattua fragmenttia kaytettiin sen jalkeen ConA-indusoidun
Cl.Ly 1%27/9 mRNA:n RNA-t#plan koettimena. Detektoitiin

noin 1 kb pituinen vydhyke, mika viittaa siihen, etta

klooni 5G ei ollut tdyspitka klooni.

Sen vuoksi samalla 5G cDNA-insertistd saadulia koettimella
seulottiin 1-2 kb inserttien sunteen rikastettu alikirjasto
(saatu edella). Kaytimme T. Maniatis'in et al. (Molecular
Chem., Cold Spring Harbor Laboratory /1982/) kuvaamaa

Hanahan ja Moselson'in (Gene, 10: 63 /1980/) menetelmas.

Noin 500-1000 bakteeria levitettiin 80 mm nitroselluloosa-
suodattimille ja inkuboitiin 37°C:ssa L-liemimaljoilla,

jotka sisdlsivdt 50 ﬂl/ml ampisilliinia, ja bakteeripesidkkeet
siirrettiin toiselle nitroselluloosasuodattimelle. Suodatti-
mien kaksoiskappaleita inkuboitiin 37%°C:ssa 8 tuntia
L-liemellda (+ ampisilliini), siirrettiin 10 pg/ml kloramfeni-
kolia sisaltdville L-liemimaljoille ja inkuboitiin ydn

yli plasmidin kopiomd&dr&dn monistamiseksi. T. Maniatis'in

et al., supra kuvaamalla tavalla lyysattiin pesidkkeet

SDS:11a, denaturoitiin natriumnydroksidilla ja neutraloitiin,
minkd jédlkeen pesidkkeistd saatu DNA sidottiin nitrosellu-

loosaan.

Seulottiin noin 20.000 pesakettd, Jjoista 19 pesaketta
0li toistettavasti positiivisia koettimen kanssa tehdyn

uusintaseulonnan jalkeen. Ndistd pesdkkeistd valmistettiin
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plasmidi-DNA:ta ja kaytettiin té&ta transfektointikokeissa.
L. DNA-transfektoinnit

Yhta paivéd ennen trasfektointia laitettiin 106 C0S-7
apinasolua yksittéisille 60 mm maljoille DME:ssd, joka
sisilsi 10 % vasikansikioseerumia ja 2 M glutamiinia.
Transfektoinnin suorittamiseksi alusta aspiroitiin jokaiselta
maljalta ja korvattiin 1,5 ml:l1la DME:tsd, joka sisdlsi

60 mM Tris.HCl pH 7,4 puskuria, 400 Fg/ml DEAE-dekstraania ..
ja 15 Pg testattavaa plasmidi-DNA:ta. Maljoja inkuboitiin

4 tuntia 37°C:ssa, sen jalkeen poistettiin DNA-pitoinen
alusta ja maljat pestiin kaksi kertaa 2 ml:lla seerumivapaata
DME:t&. 2,0 ml DME:ta, joka sisdlsi 4% vasikansikidseerumia
ja 2 mM glutamiinia, liséttiin maljoille, joita sen jalkeen
inkuboitiin 72 tuntia 37°%C:ssa. Kasvualusta otettiin

talteen ja siitd maaritettiin edelld kuvatulla tavalla

MCGF -aktiivisuus.

Viisi pesdkettd alkuaan kuudesta positiivisesta tutkittiin
transfektoimalla. Tulokset on esitetty taulukossa II1.
Valeinfektoidut C0S5-7 solut késiteltiin samalla tavoin,

mutta jatt@am&@lla DNA pois.

TAULUKKKO I1
MCGF:n transientti ekspressoituminen apinasoluissa

cDNA . 01igo(dG)- - Uggﬁagktll-
Klooni lahtokohta palan pituus yks./ml:ssa
Vale - - <20
B4 41 13 5.228
BS N * ¥ ND 7.371
B6 1 13 3.307
B8 1 13 6.929
B9 1 13 3.362

Cl.Ly 1%27/9 - - 19.769
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¥ MCGF cDNA:n 5'-pd# on esitetty nukleotiditahteena
kuviossa 1.

*x [i maaritetty; cDNA:n lahtdkohta sijaitsee kohdan
41 5'-puoclella.

**x 0ligo (dG)-pala MCGF cDNA:n 5'-pddssia.

Kuviossa 3 on esitetty plasmidi (pcb-MCGF), jossa on
taysipituinen MCGF- ja multi-CSF (kts. jdljemp&nad) cDNA-
insertti. E.coli-bakteeri, jossa plasmidi on, on tallennettu
ATCC-kokoelmaan (kokoelma numero 39467). 950 bp insertti

on pcD—ekspr9381ovektorlssa. Nuoclella on osoitettu transkrlp-
tio SV40 alkupromoottorista. Myos katkaisun donori- ja
akseptorikohtien sijainti on esitetty. Polyadelyointi-
signaali, joka siis on perédisin SV40:sta, sijaitsee cDNA-
insertin 3'-pdissd. cDNA-insertti on viivoitettu tinhedlla.
Loput vektorisekvensseistd ovat peralsln pBR322:sta,

joka sisaltaa B- laktamasigeenin (Amp ) ja replikoitumisen

alkukohdan.

Kuviossa & on esitetty esilléd olevan keksinnon mukaisen
cDNA-insertin restriktioendonukleaasin katkaisukartta.
Kuviossa 1 on esitetty nukleotidisekvenssi ja oletettu

aminohapposekvenssi.

Kolme cDNA-inserttia sisdltavat yhden ainoan avoimen
lukukehyksen, joka muodostuu 166:sta kodonista alkaen
metioniinikodinilla kohdassa 28. Taman oletetun aloitus-
kodonin lisaksi ensimmédisen myotapuolella sijaitsee 12

ja 18 kodonin pédssé kaksi muuta metioniinikodonia. Neljas
cDNA-klooni 40 emasparin verran myotapuolella kolmen

muun insertin 5'-pdist#d. Tassa lyhyessd cDNA-kloonissa

ei ole ensimmidstda metioniinikodonia, mutta silld kuitenkin
saadaan aktiivinen MCGF vietdessa C0S-soluihin, Toinen
niistd kahdesta mydtapuolella sijaitsevasta ATG-kodonista

voi siten ilmeisesti toimia aloituskodonina.

£C05-7 soluissa ekspressoidulla kloonilla B9 (COS-MCGF)
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arvioitiin sen aktiivisuusspektri, kun mukana ei ollut
muita T-solutuotteita. Ekspressoitd materiaali ei ole
mitogeeninen T- tai B-soluille, se ei indusoi B-soluja
tuottamaan immunoglobuliinia (taulukko III) eikd se indusoi
makrofaagi IA:n ekspressiota. Tamad geenituote kuitenkin
stimuloi hematopoieettisten pesikkeiden muodostumista
metyyliselluloosaan suspendoiduissa luuydinsoluissa osoit-
taen, ettd yhdelld ainoalla geenituotteella voi olla

seka MCGF- ettd pesakettd stimuloiva aktiivisuus.
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Selitykset taulukkoon III

Pesidkkeiden mdara 1,5 x lOS luuydinsolua kohti. Jokainen
arvo tarkoittaa kolmesta rinnakkaisesta viljelméstad
maaritettyjen pesidkkeiden keskimaaraa + SEM. 1,5 x 105
ei-tarttuvaa, pienitiheyksistd («1,077 g/ml) luuydinsolua
C57B1/6 hiiristd suspendoitiin 1 ml maariin 35 mm mal-
joissa, jotka sisdlsivat 0,9 % metyyliselluloosaa,

20 % CFS, Iscove'n modifioitua Dulbecco'n alustaa,

50 uM 2-ME ja 30 % kasvatusalustaa, joka oli kdsitelty annetuilla
solusupernatanteilla. CSF:n, joka indusoi makrofaagipe-
sikkeiden muodostumista, ldhteenda kidytettiin hiiren
L-soluja. Inkuboitiin 5 p#ivéd 37°C:ssa C0,:ssa, minkd
jalkeen jokaiseen mal jaan lis&ttiin 0,5 - 1,0 yksikkoa
erytropoietiinia (Connaught, vaihe 111). Maljoja inku-
boitiin viela 7 p#aivi#d, minkd jalkeen pesidkkeet laskettiin

leikkausmikroskoopin avulla.

TCGF-aktiivisuus maaritettiin aikaisemmin kuvatulla
tavalla. Yksi TCGF-aktiivisuusyksikkt on madritelty
siksi maardksi, joka maksimaalisesta mddrdsta laskettuna
25 % 3H_tymidiinin liittymisen 5 x 107 HT-2 soluihin.

B-solut puhdistettiin C57B1/6 hiirten pernasoluista

ja niistd maaritettiin kuvatulla tavalla lisaantyminen.
Yksi BCGF-aktiivisuusyksikkd on madritelty siksi madraksi,
joka aiheuttaa 50-prosenttisen }H-tymidiinin liittymisen

1 x 10° B-soluihin, joita on stimuloitu 2 pg/ml LPS:lla.

Immunoglobuliinia erittavien ja plakin muodostavien
solujen kokonaismadréd laskettiin hemolyyttisten plakkien

maaritysmenetelman muunnelmalla.

Tarkemmin sanoen ekspressoitunut B-9 klooni testattiin

olosuhteissa, joissa BFU-E-, CFU-G/M- ja seka-CFU-pesdakkeiden

kehittyminen on mahdollista. Taulukko I11 osoittaa, ettd

kolmen tyyppisi#d pesakkeitd voitiin identifioida ja laskea
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luuydinsolujen viljelmissd, joita oli inkuboitu ekspressoidun
materiaalin kanssa. Lukuisin tyyppi muodostui varittomista
pesikkeista, joilta puuttuivat hemoglobinisoidut osat.
Niiden morfologia oli tyypillinen granulosyytti/makrofaagi-
pesdkkeille, joiden olemassaolo vahvistettiin mydhemmin
histokemiallisen varjayksen avulla. Mukana oli my&s joitakin
suuria makroskooppisia pesikkeita, jotka sisdlsivét monikes-
kisesti jérjestéytyneiné tasaisesti punaisia solurykelmia,
joille annettiin nimeksi BFU-E. Lisdksi havaitsimme muutamia
pesdkkeitda, jotka sisalsivat hemoglobinisoituja soluja
sekoittuneena suurten ja pienten lapikuultavien solujen

kanssa, jotka laskettiin sekasoluina.

Niiden erilaisten pesakkeiden koostumus analysoitlin viemdlla
valitut pesakkeet lasilevyille ja var jgamalla Wright-Giemsa-
varilla tai epaspesifisilléa esteraasivareilla. Yli 300
pesdketta tutkittiin, Suurin osa naista pesékkeisté (89 %
muodostui granulosyyteisté, makrofaageista tai granulo-
syytti/makrofaagiseoksesta, kun taas 4 % muodostuil syottoso-
luista. Loput muodostuivat muista sekasolulinjoista kuin
neutrofiili/makrofaagi. Taulukossa IV on esitetty eri
tyyppien madrat 10 tyypilliselle sekapesikkeelle, jotka

.. oli keratty useasta kokeesta., Useiden solutyyppien mukanaolo

; yhdessa ainoassa pesikkeessd viittaa siihen, ettd nama

pesiakkeet ovat perdisin monipotentiaalisista edeltajésoluista.

-----
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Taulukko 1V
Hematopoieettisten sekapesikkeiden, jotka oli otettu COS-MCGF-
kdsitellyssa alustassa kasvatetuista luuydinviljelmista,

solujen koostumus

veesereee®Eri tyyppien madTEt (%)...... e

Pesdkkeen
numero E n m e syotto M Bi

1 21 76

2 36 35 29 9

3 97 1 2

4 22 78

5 17 74 9

6 64 15 21 v

7 18 81 1

8 27 40 33

9 86 14

100 96 3 1
*

Erilaisten tyyppien m#érdt, jotka suurempia kuin 200
tumallista solua/pesiake. Kéytetyt lyhennykset ovat:

E, erytrosyytti; n, neutrofiili; m, makrofaagi/monosyytti;
e, eosinofiili; syotto, sydttosolu; M, megakaryosyytti;

ja Bl, emosolu.

Ekspressoidun B-9 kloonin vaikutukset madritettiin tehta-
voitymattomilla varhaisvaiheen kantasoluilla Till'in ja
McCullock'in (Radiat. Res., 1l4: 213-222 /1961/) CFU-S-
menetelmalla J. Schrader'in ja I. Clark-Lewis'in (J. Immunol.,
129: 30-35 /1982/) modifioimalla tavalla. Kun kiinnitty-
mittomia luuydinsoluja, joissa ei ollut T-soluja, inkuboitiin
yksi viikko C0S-MCGF-alustalla ja injisoitiin laskimon

kautta kuolettavasti sidteilytettyyn hiireen, pernaan ilmestyi
makroskooppisia pesdkkeita (taulukko V). Sen sijaan solut,
joita oli inkuboitu valetransfektoitujen C0S-7 solujen

supernatanteissa, eivat muodostaneet pesikkeitd.
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TAULUKKO V
CFU-S-solujen havaitseminen luuydinsoluissa, joita viljelty

yksi viikko C0S-MCGF-kasitellylla alustalla.

Viljelmadn lisétty Koe Pernamodulit/
supernatantti n:o hiiri* CFU-S**
C0S-7 solut, transfektoitu 1 8,8 + 1, 264
tiyspitkallsd MCGF cDNA:lla 2 6,2 + 2, 186
C0S-7 solut, trasfektoitu 2 0,8 + 0,7 24
epépéydellisellé MCGF
cDNA:lla’
Valetransfektoidut CO5-7 1 0,87 + 0,7 24
solut 2 0,7 P 0,6 21
L-solut 1 0,3 + 0,5 9
Ei tehty -
Alusta 1 0,3+0, 9
+ 0, 15

* Pernapesikkeiden keskiarvo + SEM 5 eri hiiressid.

** CFU-S- solujen laskettu keskiarvo, joka kuvaa CFU-5- solujen
esiintymistaajuutta koko viljelméssd, jossa 3 X 10
luuydinsolua.

¥ Epatsydellisella MCGF cDNA-kloonilla ei ole aluetta,

joka koodaa NH _terminaalista 55 aminohappoa.

2
Tiheydelt#dn keveitd ( 1,077) C57B1/6 luuydinsoluja, jotka
0li kasitelty anti-Thyl-vasta-aineella ja komplementilla,
maljattiin 1 x 106 solua/ml Iscove'n modifioituun Dulbecco'n
alustaan, joka edella kuvatulla tavalla oli taydennetty

20 %:1la vasikansikiéseerumia, 50 HM 2-ME:11a ja 30 %:lla
kasiteltya alustaa. Kiinnittymattomat solut poistettiin

kolme kertaa yhden viikon inkubointijakson aikana ja korvat-
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tiin uudella alustalla. Solut otettiin talteen viikon
kuluttua, pestiin kaksi kertaa ja laimennettiin alkuperidiseer
viljelytilavuuteen fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa.
Jokainen kuolettavasti sateilytetty (1.000 R) C57B1l/6

eldin injisoitiin i,v., 0,1 ml:lla solususpensiota. 9 p#@ivan
kuluttua pernat poistettiin ja pernanodulit laskettiin

kayttdmalld leikkausmikroskooppia.

Yhteenvetona todéttakoon, ettd aluksi karakterisoidun
syottosolun kasvutekijdaktiivisuuden lisdksi COS-MCGF:113
on ebs (erythroid burst-promoting)-aktiivisuutta, mika
mahdollistaa monien solulinjojen, mukaanlukien monosyytti/
granulosyytti-, erytroidi- ja megékaryosyyttisolujen kanta-
solujen ja varhaisvaiheen tehtavoityneiden edeltajasolujen
kasvun, Tamé aktiivisuusalue osoittaa, etta esilla olevan
keksinnon mukaiset cDNA-kloonit koodgavat proteiineja,
joilla on monisolulinjaisten hematopoieettisten solujen

kasvuteki jdominaisuudet.

Edelld olevasta havaitaan, ettd esilld olevan keksinndn
mukaisista cDNA-klooneista saadaan tdsmalliset ja tdydelliset
sekvenssitiedot nisdkkdiden multi-CSF:n ja sydttosolun l
kasvuteki joille. Keksintd antaa myds alan ammattimiehille
keinot tuottaa merkittdvid m&drisd tdllaisia tekijoita
(jotka eivdt oleellisesti sisdlld muita hematopoieettisia
tekijoitd) niin, ettd systtdsolut jéxﬁuut hematopoieettiset
solut voidaan yllapitdd paremmin in vitro. cDNA-klooneista
saatu informaatio lisdéd lis&dksi nisdkkdiden immuunireaktion

ymmartamista ja parantaa nain hoitomahdollisuuksia,
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi tuottaa polypeptidid, jolla on monilinjainen nisa-
kdssolun kasvutekijdaktiivisuus ja joka sisdltdd seuraavan amino-

happosekvenssin

Asp - Thr - His - Arg - Leu - Thr - Arg - Thr -
Leu - Asn - Cys - Ser - Ser - Ile - val - Lys -
Glu - Ile - Ile - Gly - Lys - Leu - Pro - Glu -
Pro - Glu - Leu - Lys - Thr - Asp - Asp - Glu -
Gly - Pro - Ser - Leu - Arg - Asn - Lys - Ser -
Phe - Arg - Arg - Val - Asn - Leu - Ser - Lys -
Phe - Val - Glu - Ser - Gln - Gly - Glu - Val -
Asp - Pro - Glu - Asp - Arg - Tyr - val - Ile -
Lys - Ser - Asn - Leu - Gln - Lys - Leu - Asn -
Cys - Cys - Leu - Pro - Thr - Ser - Ala - Asn -
Asp - Ser - Ala - Leu - Pro - Gly - Val - Phe -
Ile - Arg - Asp - Leu - Asp - Asp - Phe - Arg -
Lys - Lys - Leu - Arg - Phe - Tyr - Met - Val -
His - Leu - Asn - Asp - Leu - Glu - Thr - Val -
Leu - Ala - Ser - Arg - Pro - Pro - Gln - Pro -
Ala - Ser - Gly - Ser - Val - Ser - Pro - Asn -
Arg - Gly - Thr - Val - Glu - Cys -

tunnettu siitd, ettd menetelmd kdsittdad vaiheet,
joissa

a) muodostetaan vektori, joka kasittdd mainittua polypeptidia
koodaavan nukleotidisekvenssin, erityisesti mainittua poly-
peptidid koodaavasta mRNA-sekvenssistd saadun cDNA-sekvenssin,
jolloin vektorin sisdltdvd nisdkds- tai bakteeri-isanta kykenee
ekspressoimaan nukleotidisekvenssin, joka kykenee koodaamaan
mainitun polypeptidin;

b) liitetd3n vektori isdntdin; ja

c) pidetdidn vektorin sisdltdva isdntd olosuhteissa, jotka
sopivat nukleotidisekvenssin ekspressoimiseen mainituksi
polypeptidiksi.
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2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t uunnet t u

siitd, ettd polypeptidid koodaavan nukleotidisekvenssin kaava

on
GAT ~ ACC - CAC - CGT - TTA - ACC - AGA - ACG -

TTG - AAT - TGC -~ AGC - TCT -~ ATT - GTC - AAG -
GAG - ATT - ATA - GGG -~ AAG - CTC ~ CCA - GAA -
CCT - GAA - CTC - AAA - ACT - GAT - GAT - GAA -
GGA - CCC - TCT - CTG - AGG - AAT - AAG -~ AGC -
TTT - CGG - AGA - GTA - AAC - CTG - TCC - AAA -
TTC - GTG - GAA - AGC - CAA - GGA - GAA - GTG -
GAT - CCT - GAG - GAC - AGA - TAC - GTT - ATC -
AAG - TCC - AAT - CTT - CAG - AAA - CTT - AAC -
TGT - TGC - CTG - CCT -~ ACA - TCT - GCG - AAT -
GAC - TCT - GCG - CTG -~ CCA - GGG - GTC - TTC -
ATT - CGA - GAT - CTG - GAT - GAC - TTT - CGG -
AAG - AAA - CTG - AGA - TTC -~ TAC - ATG - GTC -
CAC - CTT - AAC - GAT - CTG - GAG - ACA - GTG -
CTA - GCC - TCT - AGA - CCA -~ CCT - CAG - CCC -
GCA - TCT - GGC - TCC - GTC -~ TCT -~ CCT - AAC -
CGT - GGA - ACC - GTG -~ GAA - TGT -

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un -

nettu siitd, ettd nukleotidisekvenssi alkaa ainakin osalla
seuraavasta sekvenssisti

ATG - GTT - CTT - GCC - AGC - TCT - ACC - ACC -
AGC - ATC - CAC - ACC - ATG - CTG - CTC - CTG -
CTC - CTG - ATG - CTC - TTC - CAC - CTG -~ GGA -
CTC - CAA - GCT - TCA - ATC -~ AGT - GGC -~ CGG - ;

;?:joka koodaa vastaavan osan polypeptidin hydrofobisesta
johtosekvenssista:
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Met - val - Leu - Ala - Ser - Ser - Thr - Thr -
Ile - His - Thr - Met - Leu - Leu - Leu -

Ser
Leu - Leu - Met - Leu - Phe - His - Leu - Gly -
Gln - Ala - Ser - Ile - Ser - Gly - Arg -

Leu

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd polypeptidin
valmistamiseksi jossa vesipitoisessa ravintovdliaineessa vil-
jellddn nisdkids- tai bakteeri-isadntdsolua, joka on transfek-
toitu tai transformoitu vektorilla, joka sisdltda ja kykenee
ekspressoimaan DNA-sekvenssin, joka koodaa mainitun polypep-
tidin, tunnet tu siitd, ettd polypeptidilld on moni-
linjainen nisdkdssolun kasvutekijdaktiivisuus, jonka kaava on

seuraava

Asp - Thr - His - Arg - Leu - Thr - Arg - Thr -
Leu - Asn - Cys - Ser - Ser - Ile - Val - Lys -
Glu - Ile - Ile - Gly - Lys - Leu - Pro - Glu -
Pro - Glu - Leu - Lys - Thr - Asp - Asp - Glu -
Gly - Pro - Ser - Leu - Arg - Asn - Lys - Ser -
Phe - Arg - Arg - Val - Asn - Leu - Ser - Lys -
Phe - vVal - Glu - Ser - Gln - Gly - Glu - Val -
Asp - Pro - Glu - Asp - Arg - Tyr - Val - Ile -
Lys - Ser - Asn - Leu - Gln - Lys - Leu - Asn -
Cys - Cys - Leu - Pro - Thr - Ser - Ala - Asn -
Asp - Ser - Ala - Leu - Pro - Gly - Val - Phe -
Ile - Arg - Asp - Leu - Asp - Asp - Phe - Arg -
Lys - Lys - Leu - Arg - Phe - Tyr - Met - val -
His - Leu - Asn - Asp - Leu - Glu - Thr - Val -
Leu - Ala - Ser - Arg - Pro - Pro - Gln - Pro -
Ala - Ser - Gly - Ser - Val - Ser - Pro - Asn -
Arg - Gly - Thr - val - Glu - Cys - ;
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Ja vektori sisd1t33 ja kykenee ekspressoimaan DNA-sekvenssin,
jolla on kaava

ATG - GTT - CTT - GCC - AGC - TCT - ACC - ACC -
AGC - ATC - CAC - ACC - ATG - CTG - CTC - CTG -
CTC - CTG - ATG - CTC - TTC - CAC - CTG - GGA -
CTC - CAA - GCT - TCA - ATC - AGT - GGC - CGG -

GAT - ACC - CAC - CGT ~ TTA - ACC - AGA - ACG -
TTG - AAT - TGC - AGC - TCT - ATT - GTC - AAG -
GAG - ATT - ATA - GGG - AAG - CTC - CCA - GAA -
CCT - GAA - CTC - AAA - ACT - GAT - GAT - GAA -
GGA - CCC - TCT - CTG - AGG - AAT - AAG - AGC -
TTT - CGG - AGA - GTA - AAC - CTG - TCC - AAA -
TTC - GTG - GAA - AGC - CAA - GGA - GAA - GTG -
GAT - CCT - GAG - GAC - AGA - TAC - GTT - ATC -
AAG - TCC - AAT - CTT - CAG - AAA - CTT ~ AAC -
TGT - TGC - CTG - CCT - ACA - TCT - GCG - AAT -
GAC - TCT - GCG - CTG - CCA - GGG -~ GTC - TTC -
ATT - CGA - GAT - CTG - GAT - GAC - TTT - CGG -
AAG - AAA - CTG - AGA - TTC - TAC - ATG - GTC -
CAC - CTT - AAC - GAT - CTG - GAG - ACA - GTG -
CTA - GCC - TCT - AGA - CCA - CCT - CAG - CCC -
GCA - TCT - GGC - TCC ~ GTC - TCT - CCT - AAC -
CGT - GGA - ACC - GTG - GAA - TGT -

32}5. Nukleiinihapposekvenssi, joka koodaa polypeptidin, jolla on
'-}monilinjainen nisdkdssoluken kasvutekijiaktiivisuus ja jolla on
...kaava

ATG - GTT - CTT - GCC - AGC - TCT - ACC - ACC -
AGC - ATC - CAC - ACC - ATG - CTG - CTC - CTG -
CTC - CTG - ATG - CTC - TTC - CAC - CTG - GGA -
CTC - CAA - GCT - TCA - ATC - AGT - GGC - CGG -
GAT - ACC - CAC - CGT - TTA - ACC - AGA - ACG -
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TTG
GAG
CCT
GGA
TTT
TTC
GAT

TGT
GAC
ATT

CAC
CTA
GCA
CGT

GAT
TTG
GAG
CCT
GGA
TTT
TTC
GAT

TGT
GAC
ATT

CAC
CTA

GCA
CGT

AAT
ATT
GAA
ccce
CGG
GTG
CCT
TCC
TGC
TCT
CGA

CTT
GCC
TCT
GGA

ACC
AAT
ATT
GAA
cce
CGG
GTG
CCT
TCC
TGC
TCT
CGA

GCC
TCT
GGA

TGC
ATA
CTC
TCT
AGA
GAA
GAG

CTG
GCG
GAT

AAC
TCT
GGC
ACC

CAC
TGC
ATA
CTC
TCT
AGA

TCT
GGC
ACC

AGC
GGG

CTG
GTA
AGC
GAC
CTT
CCT
CTG
CTG
AGA
GAT
AGA
TCC
GTG

CGT
AGC
GGG

CTG
GTA
AGC
GAC
CTT
CCT

CTG
AGA
GAT
AGA
TCC
GTG

57

TCT

ACT
AGG

CAA
AGA
CAG
ACA
CCA
GAT
TTC
CTG
CCA
GTC
GAA

TTA
TCT

ACT
AGG

CAA
AGA
CAG
ACA
CCA
GAT
TTC
CTG
CCA
GTC
GAA

ATT
CTC
GAT

CTG
GGA
TAC

TCT
GGG
GAC
TAC
GAG
CCT
TCT
TGT

GTC
CcCA
GAT

TCC
GAA
GTT
CTT
GCG
GTC
TTT
ATG
ACA
CAG
CCT
TAA

AGA
GTC
CCA
GAT

TCC
GAA
GTT
CTT
GCG
GTC
TTT
ATG
ACA
CAG
CcCT
TAA

- ACG -
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Patentkrav

1. Férfarande fér produktion av en polypeptid, som uppvisar en
flerlinjig dédggdjurscellers vixtfaktoraktivitet och som inne-

haller fd1jande aminosyrasekvens

Asp - Thr - His - Arg - Leu - Thr - Arg - Thr -
Leu - Asn - Cys - Ser - Ser - Ile - Val - Lys -
Glu - Ile - Ile - Gly - Lys - Leu - Pro - Glu -
Pro - Glu - Leu - Lys - Thr - Asp - Asp - Glu -
Gly - Pro - Ser - Leu - Arg - Asn - Lys - Ser -
Phe - Arg - Arg - Val - Asn - Leu - Ser - Lys -
Phe - Val - Glu - Ser - Gln - Gly - Glu - Val -
Asp - Pro - Glu - Asp - Arg - Tyr - Val - Ile -
Lys - Ser - Asn - Leu - Gln - Lys - Leu - Asn -
Cys - Cys - Leu - Pro - Thr - Ser - Ala - Asn -
Asp - Ser - Ala - Leu - Pro - Gly - Val - Phe -
Ile - Arg - Asp - Leu - Asp - Asp - Phe - Arg -
Lys - Lys - Leu - Arg - Phe - Tyr - Met - Val -
His - Leu - Asn - Asp - Leu - Glu - Thr - Val -
Leu - Ala - Ser - Arg - Pro - Pro - Gln - Pro -
Ala - Ser - Gly - Ser - Val - Ser - Pro - Asn -
Arg - Gly - Thr - Val - Glu - Cys -

e

k 8a&nnetecknat dirav, att férfarandet omfattar
féljande steg, i vilka:

a) bildas en vektor omfattande en n#mnda polypeptid kodande
nuk leotidsekvens, speciellt en frdn en ndmnda polypeptid
kodande mRNA-sekvens erhd1len cDNA-sekvens, varvid vektorn
inneh&1lande ddggdjurs- eller bakterievdrden dr i sténd att
uttrycka nukleotidsekvensen, som férmdr enkoda nédmnda
polypeptid;

b) vektorn infdres i vlrden; och
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c) den vektorn inneh&llande vdrden halles under betingelser,
som #r ldmpliga f5r att uttrycka nukleotidsekvensen i némnda
polypeptid.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k @& nneteck -
n at dirav, att polypeptiden kodande nukleotidisekvensen har
formeln

GAT - ACC - CAC - CGT - TTA - ACC - AGA - ACG -
TTG - AAT - TGC - AGC - TCT -~ ATT - GTC - AAG -
GAG - ATT - ATA - GGG - AAG - CTC - CCA - GAA -
CCT - GAA - CTC - AAA - ACT - GAT - GAT - GAA -
GGA - CCC - TCT - CTG ~ AGG - AAT - AAG - AGC -
TMT - CGG - AGA - GTA - AAC - CTG - TCC - AAA -
TTC - GTG - GAA - AGC - CAA ~ GGA - GAA - GTG -
GAT - CCT - GAG - GAC - AGA - TAC - GTIT - ATC -
AAG - TCC - AAT - CTT - CAG - ARA - CTT - AAC -
TGT - TGC - CTG - CCT - ACA - TCT - GCG - AAT -
GAC - TCT - GCG - CTG - CCA - GGG - GTC - TTC -
ATT - CGA - GAT - CTG - GAT - GAC - TTT - CGG -
AAG - AAA - CTG - AGA - TTC - TAC - ATG - GTC -
CAC - CTT - AAC - GAT - CTG - GAG - ACA - GTG -
CTA - GCC - TCT - AGA - CCA - CCT - CAG - cCC -
GCA - TCT - GGC - TCC - GTC - TCT - CCT - AAC -
CGT - GGA - ACC - GTG - GAA - TGT - .

3. F8rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k & n n e -
t ecknat diérav, att nukleotidsekvensen bér jan med
dtminstone delvis féljande sekvens:

TCT - ACC - ACC -

ATG GTT - CTT - GCC - AGC
AGC ATC - CAC - ACC - ATG CTG - CTC - CTG -
CTC - CTG - ATG - CTC - TTC CAC - CTG - GGA -
CTC - CAA - GCT - TCA - ATC - AGT - GGC - CGG -

~e
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som kodar motsvarande del av polypeptidens hydrofoba
ledsekvens:

Met - Val - Leu - Ala -~ Ser ~ Ser - Thr - Thr -
Ser - Ile - His - Thr - Met - Leu - Leu - Leu -
Leu - Leu - Met - Leu - Phe - His - Leu - Gly -
Leu - Gln - Ala - Ser

Ile - Ser - Gly - Arg -

4. Forfarande fd8r framstillning av en polypepetid enligt
patentkravet 1 eller 2, dir i ett vattenhaltigt ndringsmedium
odlas didggdjurs- eller bakterievdrdceller, som transfekteras
eller transformerats med en vektor, som innehaller och f3rmar
uttrycka en DNA-sekvens, som kodar nimda polypeptid, k & n -
netecknad dirav, att polypeptiden uppvisar en fler-
linjig ddggdjurcells vidxtfaktoraktivitet med foljande formel:

Asp - Thr - His - Arg - Leu - Thr - Arg - Thr -
Leu - Asn - Cys - Ser - Ser - Ile - Val - Lys -
Glu - Ile - Ile - Gly - Lys - Leu - Pro - Glu -
Pro - Glu - Leu - Lys - Thr -~ Asp - Asp - Glu -
Gly - Pro - Ser - Leu - Arg - Asn - Lys - Ser -
Phe - Arg - Arg - Val - Asn - Leu - Ser - Lys -
Phe - Val - Glu - Ser - Gln - Gly - Glu - val -
Asp - Pro - Glu - Asp - Arg - Tyr - Val - Ile -
Lys - Ser - Asn - Leu - Gln - Lys - Leu - Asn -
Cys - Cys - Leu - Pro - Thr - Ser -~ Ala - Asn -
Asp - Ser - Ala - Leu - Pro - Gly - Val - Phe -
Ile - Arg - Asp - Leu - Asp - Asp - Phe - Arg -
Lys - Lys - Leu -~ Arg - Phe - Tyr - Met - val -
His - Leu - Asn - Asp - Leu - Glu - Thr - vVal -
Leu - Ala - Ser - Arg - Pro - Pro - Gln - Pro -
Ala - Ser - Gly - Ser - Val - Ser - Pro - Asn -
Arg - Gly - Thr - Val - Glu - Cys - ;
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och vektorn inneh&ller och férmdr uttrycka en DNA-sekvens med

formeln

ATG - GTT - CTT - GCC - AGC - TCT - ACC - ACC -
AGC - ATC - CAC - ACC - ATG - CTG - CTC - CTG -
cTC - CTG - ATG - CTC - TTC - CAC - CIG - GGA -
CTC - CAA = GCT - TCA - ATC - AGT - GGC - CGG -
GAT - ACC - CAC - CGT - TTA - ACC - AGA - ACG -
TTG - AAT - TGC - AGC - TCT = ATT - GTC - AAG -
GAG - ATT - ATA - GGG -~ AAG - CTC - CCA - GAA -
CCT - GAA - CTC - AAA - ACT - GAT - GAT - GAA -
GGA - CCC - TCT - CTG - AGG - AAT -~ AAG - AGC -
TTT - CGG - AGA - GTA - AAC -~ CIG - TCC - AAA -
TTC - GTG - GAA - AGC - CAA - GGA - GAA - GTG -
GAT - CCT -~ GAG - GAC - AGA - TAC - GTT - ATC -
AAG - TCC - AAT - CTT - CAG - AAA - CIT - AAC -
TGT - TGC - CTG - CCT - ACA - TCT - GCG - AAT -
GAC - TCT - GCG - CTG - CCA - GGG - GTC - TTC -
ATT - CGA - GAT - CTG - GAT - GAC - TTT - CGG -
AAG - AAA - CTG - AGA - TTC - TAC - ATG - GTC -
CAC - CTT - AAC - GAT - CTG - GAG - ACA - GTG -
CTA - GCC - TCT - AGA - CCA - CCT - CAG - CCC -
GCA - TCT - GGC - TCC - GTC - TCT - CCT - AAC -
CGT - GGA - ACC - GTG - GAA - TGT - .

5. Nukleinsyraekvens, som enkodar en polypeptid med en fler- on

linjig ddggdjurscells vixtfaktoraktivitet och har formeln

ATG - GTT - CTT - GCC - AGC - TCT - ACC - ACC -
AGC - ATC - CAC - ACC -~ ATG - CTG - CTC - CTG -
CTC - CTG - ATG - CTC - TTC - CAC - CIG - GGA -
CTC - CAA - GCT - TCA - ATC - AGT - GGC - CGG -
GAT - ACC - CAC - CGT - TTA - ACC - AGA - ACG -
TTG - AAT - TGC - AGC - TCT - ATT - GTC - AAG -~
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GAG
CCT
GGA
TTT
TTC
GAT

TGT
GAC
ATT

CAC
CTA
GCA
CGT

GAT

GAG
CCT
GGA

GAT
AAG
TGT
GAC
ATT

CAC
CTA
GCA
CGT

ATT
GAA
cce
CGG
GTG
CcCT
TCC
TGC
TCT
CGA

GCC
TCT
GGA

ACC

ATT
GAA
ccc
CGG
GTG
ccT
TCC
TGC

CGA

3 E

GCC

GGA

ATA
cTC
TCT
AGA
GAA
GAG
AAT
CTG
GCG
GAT
CTG

TCT
GGC
ACC

CAC
TGC
ATA
cTC
TCT
AGA
GAA
GAG
AAT

GCG
GAT
CTG

TCT
GGC
ACC

GGG

CTG
GTA
AGC
GAC

CcCT

CTG
AGA
GAT
AGA
TCC
GTG

CGT
AGC
GGG

CTG
GTA
AGC
GAC
CTT
cCT
CTG
CTG
AGA
GAT
AGA
TCC
GTG

AAG
ACT
AGG

CAA
AGA
CAG
ACA
CCA
GAT
TTC
CTG
CCA
GTC
GAA

AGA
CAG
ACA
cca
GAT

CTG
CCA
GTC
GAA

CTC
GAT
AAT
CTG
GGA
TAC

TCT
GGG
GAC
TAC
GAG
CCT
TCT
TGT

ACC
ATT

GAT
AAT
CTG
GGA
TAC

TCT
GGG
GAC
TAC
GAG
CCT
TCT
TGT

oo
\’)

CCA
GAT
AAG
TCC
GAA
GTT
CTT
GCG
GTC

ATG
ACA
CAG
CCT
TAA

AGA
GTC
CCA
GAT

TCC
GAA
GTT
CTT
GCG
GTC

ATG
ACA
CAG
CcCT
TAA

Cco
[
O

e

ACG
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