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Henetelméi biologisesti aktiivisten polypeptidien ja niité
sigdltidvien farmaseuttisten koostumusten valmistamiseksi
sek@ niitd koodaavia nukleotidisekvensseijd, ilmentimiska-
setteja, plasmideja ja soluja

Esilléd oleva keksintd koskee menetelmdd uusien bio-
logisesti aktiivisten polypeptidien da niitd sisdltdvien
farmaseuttisien koostumusten valmistamiseksi. Keksintd kos-
kee edelleen niitd koodittavia nukleotidisekvenssii, ilmen-
tdmiskasetteja, itsendisesti replikoitavia plasmideja ja
rekombinanttisoluja.

Tarkemmin ottaen esilld oleva keksintd koskee mene-
telmdd vyhdistelmd-DNA-polypeptidien valmistamiseksi, jotka
koostuvat oleellisestl luonncllisesta tai keinotekoisesta
polypeptidistd saadusta aktiivisesta osasta, jolla on tera-
peuttista aktiivisuutta ja joka on kytketty albumiiniin tai
albumiinivarianttiin. Huomattakoon, ettd niiden polypepti-
dien terapeuttinen aktiivisuus voi olla joko suoraa (saira-
uksien hoito) tail epdsuoraa (ja esimerkiksi kéyttékelpoista
sairauksien estossa, rokotteiden luomisessa, lédketieteel-
lisissd kuvannustekniikoissa jne.).

Huomattakoon, ett& seuraavassa albumiinivarianteil-
la tarkoitetaan mitd tahansa proteiinia, jonka pucliintu-
misaika plasmassa on korkea ja joka on saatu modificimalla
(mutaatio, deleetio ija/tai additioc) geenimanipulatiivisin
tekniikoin ihmisen seerumiazlbumiinin tiettyd isomorfia koo-
dittavaa geenid, sekd mitd tahansa makromolekyylid, jonka
puoliintumisaika plasmassa on korkea ja joka on saatu modi-
ficimalla in vitro t&llaisten geenien koodittamaa proteii-
nia, Xoska albumiini on hyvin polymorfinen, lukuisia luon-
nollisia variantteja on identifioitn ja luetteloitu [Weit-
kamp, L.R., et al., Ann. Hum. Genet. 37 (1973) 219].

Esilld olevan keksimnén pddmddrd on valmistaa kei-

notekoisia biologisesti aktiivisia proteiineja, jotka ovat
kadyttbkelpoisia farmasian alalla. Itse asiassa lukuisia po-
lypeptidej&, joilla on vksi tai useampi mahdollinen tera-




10

15

20

30

35

peuttinen aktiivisuus, el voida kéyttdd farmaseuttisesti.
Tdhan voi olla erilalsia syitd, kuten etenkin niiden huono
stabiilisuus in viveo, niiden kompleksinen tai hauras raken-
ne, vaikeus tuottaa niitd teollisesti hyvdksyttdvissid mit-
takaavassa jne. Sameoin tietyt polypeptidit eivdt anna odo-
tettuja tuloksia in vivo johtuen antoon, pakkaukseen, far-
makokinetiikkaan jne. liittyvistd ongelmista.

Esilld oleva keksintd mahdollistaa korjauksen n&di-
hin huonoihin pucliin. Itse asiassa esilld oleva keksints
antaa kdyttdoén uusia molekyyleijd, jotka tekevidt mahdolli-
seksi ndiden polypeptidien bioclogisten ominaisuuksien opti-
maalisen hyédyntédmisen terapian alalla. Esilld oleva kek-
sintd on tulosta etenkin sen osoittamisesta, ettd on mah-
dollista kytked geneettisesti mikd tahansa aktiivinen ra-
kenne, joka on szaatu biologisesti aktiivisesta polypepti-
distéd, toiseen, albumiinista koostuvaan proteiinirakentee-
seen muuttamatta mainittuja biologisia ominaisuuksia. Se on
tulosta samoin siitd, ettd hakija osoitti, ettd ihmisen
seerumialbumiini tekee mahdolliseksi aktiivisen rakenteen
tehokkaan presentaation sen vuorovaikutuskohdille, ja se
takaa valmistettavan polypeptidin kohornneen stabiilisuuden
plasmassa. Keksinnén mukaisestl valmistetut polypeptidit
tekevit tdten mahdolliseksi tietyn biologisen aktiivisuuden
yllépitémisen organismissa aiempaz pitemmin ajan. Se tekee
tdten mahdolliseksi annettujen annosten vihentdmisen Jja
tietyissd tapauksissa terapeuttisen vaikutuksen tehosta mi-
sen, esimerkiksi vahent&mdlld runsaampaan antoon liittyvia
sekundaarivaikutuksia. Kyseiset polypeptidit tekeviat lisdk-
si mahdolliseksi biologisesti aktiivisista polyvpeptideists
saatujen rakenteiden mucdostamisen ja kdyttdmisen, Jotka
ovat hyvin pienid ja siten hyvin spesifisii halutulle wvai-
kutukselle. Huomattakoon, ettd terapeuttisesti kiinnostavat
peptidit, joilla on biologista aktiivisuutta, voivat samein
vastata ei-luonnollisia peptidisekvenssejd, jotka on eris-
tetty esimerkiksi satunnaispeptidipankeista. Esitetyilla
polypeptideilld on sitd paitsi eritvisen edullinen jakauma
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organismigsa, miké& modifioli niiden farmakokineettisid omi-
naisuuksia ja suosii niiden biologisen aktiivisuuden kehit-
tymistd ja niiden kdyttdd. Lisdksi ne tarjoavat edelleen
sen edun, ettd ne ovat heikostl tai ei lainkaan immuno-
geenisid organismille, jossa niitd k&ytetddn. Lopuksi vh-
distelmd-DNA-organismit pystyvit ilmentdm&dn (ja edullises-
tl eritté&mdsn) mainittuja polypeptideid tasoina, jotka mah-
dollistavat ndiden teollisen hy&dynté&misen.

Esilléd olevan keksinndén vksi kohde koskee menetel-
magd sellaisen rekombinanttipolypeptidin valmistamiseksi,
joka késitt&& terapeuttista aktiivisuutta omaavasta poly-
peptidistd perdisin olevan aktlivisen osan, joka on ge-
neettisesti kytketty albumiiniin tai albumiinivariant-
tiin, Jjolle variantilla on sdilyneend pitkd puoliintumisg-
aika plasmassa, ja jolloin terapeuttista aktiivisuutta
omaava polypeptidi on hormoni, interferoni, interleukiini,
erytropoietiini, G-CSF tai insuliini. Keksinnén mukaiselle
menetelmédlle on tunnusomaista se, mitd patenttivaatimuksessa
1 esitetdan.

Erityisessd suoritusmuodessa peptidit, Joilla on
terapeuttista aktiivisuutta, eividt ole ihmisalkuperas.

Tarkemmin ottaen keksinnén mukaisesti valmistetuis-
sa molekyyleissd polypeptidi, jolla on terapeuttista aktii-
visuutta, on ihmisalkuperdd oleva polypeptidi tai molekyy-
livariantti. Esimerkiksi kyseessd vol olla kokonaisuudes-
saan tai osittain hormoni, interferoni, interleukiini, eryt-
ropolietiini, G-CSF tai insuliini.

Keksinnon mukaisestli valmistettavien polypeptidien
aktiivinen osa voi koostua esimerkiksi kokonaisesta poly-
peptidistd, jolla on terapeuttista aktiivisuutta, tai tédsta
saadusta rakenteesta, tal edelleen ei-luonnollisesta poly-
peptidistd, joka on eristetty peptidipankista. Esilla ole-
varn keksinndtn tarkoituksessa johdannaisrakenteella tarkoi-
tetaan mit& tahansa polypeptidid, joka on saatu modifioi-
malla ja sdilyttden terapeuttinen aktiivisuus. Modifikaati-

olla on tarkoitettava mitd tahansa luonteeltaan geneettisti
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ja/tal kemiallista mutaatiota, substituutiota, deleetiota,
additiota tai modifikaatiota. Tdllaisia johdannaisia voi-
daan muodostaa eri padmddrin, kuten etenkin molekyvlin af-
finiteetin sen kiinnittymiskohtiin lis#&miseksi, sen tuo-
tantotasojen parantamiseksi, sen resistenssin proteaaseille
ligd8miseksi, sgen terapeuttisen tehokkuuden lis&imiseksi
tai edelleen sen sekundaarivaikutusten vidhenté@miseksi tai
nusien bioclogisten ominaisuuksien antamiseksi sille. Esi-
merkiksi keksinndn mukaisesti valmistetuilla kimeerisilli
polypeptideilld on farmakokineettisid ominaisuuksia ja bio-
logista aktiivisuutta, jotka ovat kiyttékelpoisia sairauk-
sien estdmiseksi tai hoitamiseksi.

Erityisen edullisia polypeptidejd ovat polypepti-
dit, joissa aktiivinen osa kisittii:

(a) peptidirakenteen kokonaisuudessaan, tai

(b) rakenteen, joka on saatu (a):sta rakennemodifi-
kaaticlla (yhden tai useamman tdhteen mutaatio, substituu-
tio, additio ja/tail deleetio) ja jolla on terapeuttista ak-
tiivisuutta.

Tyypin (b) rakenteista voidaan mainita erityisemmin
molekyylit, joissa tiettyjd N- tai O-glykosylaatiokohtia on
modifioitu tail tukahdutettu, molekyylit, Jjoissa vksi tai
useampl tdhde on substituoitu, tai molekyylit, joissa kaik-
ki kysteiinitshteet on substituoitu. Voidaan mainita samoin
molekyylit, Jjotka on saatu (a):sta deletoimalla alueita,
jotka eivdt osallistu tai osallistuvat vain vdhdn vuorcovai-
kutukseen kyseessd olevien sitoutumiskohtien kanssa, tai
jotka osoittavat epétoivottavaa aktiivisuutta, ja molekyy-
1it, Jjotka késittdvdt suhteessa (a):han ylimd&rdisia tah-
teitd, kuten esimerkiksi N-terminaalinen metioniini ja/tai
erityssignaali ja/tai liitospeptidi.

Kekginnén mukaisesti valmistettavien molekyylien
aktiivinen osa voi olla kytketty joke suoraan tai keinote-
koisen peptidin védlitykselld albumiiniin. Lisdksi se wvoi
muodostaa molekyvlin vhtd hyvin N-terminaalisen kuin C-ter-
minaalisen pd&n. Edullisesti kyseisissd molekyyleissid ak~
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tiivinen osa muodostaa kimeerin C-terminaalisen osan. Tulee
samoin huomata, ettd biologisesti aktiivinern osa vol olla
monikopiona kimeerin keskelld. Keksinndn mukaisesti valmis-
tettavat molekyvliit esitetddn kaaviollisesti kuviossa 1.

Keksinnén kohde on menetelmd edelld kuvattujen ki-
meeristen molekyylien wvalmistamiseksi. EBukaryoottinen tai
prokaryoottinen soluisdntd saadaan iLlmentdm&dn nukleoti-
disekvenssi, Jjoka koodittaa haluttua polypeptidi&, minka
jdlkeen tuctettu polypeptidi ctetaan talteen.

Keksinndn kohteena ovat edelleen kyseisia polvpep-
tidejd koodittavat nukleotidisekvenssit, ilmentdmiskasetit,
itgendisesti replikoituvat plasmidit Jja eukaryoottiset tail
prokaryoottiset rekombinanttisolut, joillle on tunnusomaista
se, mitd patenttivaatimuksessa 12, 14, 15 tal 16 esitetddn.

Esilléd olevan keksimndn piirissd kdyttokelpoisista
eukaryoottisista isdnnistd voidaan mainita eldinscolut, hii-
vat tal sienet. Erityisesti hiivojen kyvseessd ollen voildaan
mainita suvin Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Schwan-

niomyces tail Hansenula hiivat. Kun kyseess8 ovat eldinso-
lut, voidaan mainita C0OS5-, CHO~, Cl27- Jjne. solut. Sienis-
td, joita voidaan kdyttdd esilld olevassa keksinndssd, voi-
daan tarkemmin ottaen mainita Aspergillus ssp. tal Tricho-
derma ssp. Prokaryottisina isdntin&d kdytetédn edullisesti
bakteereita kuten Escherichia coli tal bakteereita, jotka
kuuluvat sukuihin Corynebacterium, Bacillus tal Streptomyces.

Esillda olevan keksinndn pilirissd kéavttdkelpoiset

nukleotidisekvenssit voidaan wvalmistaa eri tavoin. Yleensé
ne saadaan kokcamalla lukualueelle sekvenssit, Jjotka koo-
dittavat polyvpeptidin kutakin funktionaalista osaa. Na&mé
voldaan eristdd alan ammattilaiselle tutuilla tekniikeilla,
ja esimerkiksi suoraan ldhtien soluldhetti-RNA:sta (mRNA),
tal uudelleenkloonaamalla l&dhtien komplementaarinen DNA-
(cDNA-~) pankista, tai edelleen kyseessd voivat olla téysin
synteettiset mnukleotidisekvensgit. Huomattakoon 1isdksi,
ettd nukleotidisekvensseijd voidaan samoin lopuksi modifioi-
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da esimerkiksi geenimanipulatiivisin tekniikoin mainittujen
sekvenssien johdannaisten tai varianttien saamiseksi.
Edullisemmin keksinnén mukaisessa menetelmdssd nuk-
leotidisekvenssi on osa llmentdmiskasetista, joka késittas
transkription aloitusalueen (promoottorialueen), ijoka mah-
dollistaa isdntd@soluilssa sen kontrolliin sijoitetun ja esi-
tettyid polypeptidejd koodittavan nukleotidisekvenssin il-
mentédmisen. Té&mid alue vol olla perdisin sellaisten geenien
promoottorialueilta, jotka ilmentyvdt voimakkaasti kéyte-
tyssd isé@ntésolussa ilmentymisen ollessa konstitutiivista
tal s&ddeltdvdi. Kun kyseessd ovat hiivat, kyseessd voivat
olla fosfoglyseraattikinaasigeenin (PGK), glyseraldehydi-3-
fosfaattidehydrogenaasigeenin (GPD), laktaasigeenin (LAC4),
enolaasigeenien (ENO), alkoholidehydrogenaasigeenien (ADH)
jne. promoottorit. Kun kyseessd ovat baktesrit, kyseessi
vol olla bakteriofagi lambdan oikean tai vasemman geernin
promoottori (P,, Pg), tai edelleen tryptofaani~ tai lak-
toosiopercnien geenien promoottorit (Puyp Jja vastaavasti
Piac) . Lis&ksi té&td kontrolliialuetta voidaan modifioida esi-
merkiksi mutagenisoimalla in vitro, liitt&médlld mukaan yli-
madrdisid kontrolliyksikéitd tal synteettisid sekvensseji,
tai alkuperfisten kontrollivksikéiden deleeticilla tai sub-
stituutioilla. Ilmentémiskasetti voi samoin k#sittdd tran-
skription lopetusaluesen, joka on funktionaalinen aiotussa
isd@mnméssd ja sijoitettu vElittdmisti alavirtaan keksinndn
mukaista polypeptidid koodittavasta nukleotidisekvenssists.
Edullisessa suoritusmuodossa téssd esitetyt poly-
peptidit ovat tulosta nukleotidisekvensgin ilmentidmisestd
eukaryoottisessa tal prokaryoottisessa isdnndssid ja maini-
tun sekvenssin ilmentd&mistuotteen erittymisestd kasvualus-
taan. Itse asiassa on erityisen edullista kyetd saamaan yh-
distelmd-DNA-teknistd tietd molekyylejd& suoraan kasvualus-
taan. Tdssd tapauksessa kyseistd pelypeptidid keodittavaa
nukleotidisekvenssid edeltdd "johto"-sekvenssi (tail signaa-
lisekvenssi), joka ohjaa syntyvédn polypeptidin k&ytetyn isdn-
ndn eritysreiteille. Tamé "johto"-sekvenssi voi olla bioclo-
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gisesti aktiivisen polypeptidin luonnocllinen signaalisekvens-
si siind tapauksessa, ettd td&md on luonnollisesti erittyva
proteiini, tail stabiloivan rakenteen signaalisekvenssi, mutta
kyseessd voi samein olla mikd tahansa muu funktionaalinen
"johto"-sekvenssi, tai keinotekoinen “johto"-sekvenssi. Jon-
kin tai jonkin toisen naistd sekvensseistd valintaa ohjaa
etenkin kdytetty isé&nt&d. Esimerkkejd funktionaalisista sig-
naalisekvensseistd ovat sukupuolifercomonien tai hiivojen
"killer"~toksiinien geenien signaalisekvenssit.
Ilmentamiskasetin lisd8ksi vksi tai useampi merkki,
joka mahdollistaa vhdistelmi-DNA~isd@nmén wvalikoinnin, wvoi-
daan lisdtd, esimerkiksi hiivan S. cerevisiae URA3-geeni,

tai geenejd, Jjotka tuottavat resistenssin antibiooteille
kuten genetigiinille (G418) tai mille tahansa muulle myr-
kylliselle yhdisteelle kuten tietyille metalli-ioneille.
Ilmentdmiskasetin Ja wvalikointimerkin muodostama
yhdistelmd voidaan viedd suoraan aiottuihin is#ntdsocluihin,
tai insertoida edeltdpdin funktionaaliseen itsendisesti
replikoituvaan vektoriin. Ensimméisessd tapauksessa sek-
venssejd, Jjotka ovat homologisia is8ntédsolujen genomissa
esiintyviin alueisiin ndhden, lis&td&dn edullisesti t&han
yhdistelmé&n; jolloin mainitut sekvenssit sijoitetaan il-
mentdmiskasetin ja wvalikointigeenin molemmin puolin, jotta
lisdttdigiin yhdistelmdn integraatiotiheyttd isénndn geno-
miin t#hddttdessd sekvenssien integraatioon homologisen
DNA-yhdistymisen wv&litykselld. Siind tapauksessa, ettd il-
mentdmiskasetti insertoidaan replikoituvaan systeemiin, edul-
linen replikaatiosysteemi suvun Kluyveromyces hiiveoille

sophilarumista; edullinen replikaatiosysteemi suvun Saccha-

romyces hiivoille saadaan 5. cerevigiaen plasmidista 2u.
Lisdksi tdmd ilmentdmisplasmidi voi sis&dltdd kokonaisuudes-
saan tal osittain mainitut replikaatiosysteemit, tai siing
on voitu yhdistd& yksikoitd, jotka on saatu vhtd hyvin
plasmidista pKD1 kuin plasmidista 2.
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Lisaksi ilmentdmisplasmidit wvoivat olla bakteeri-

is@nnédn kuten Escherichia coli ja valitun soluisdnnidn vali-

sid sukkulavektoreita. TAssd tapauksessa tarvitaan repli-
kaatioalkukohta ja valikointimerkki, jotka ovat funktionaa-
lisia bakteeri-is&nnéssé. On samoin mahdollista sijoittaa
bakteerisekvenssien ympdrille restriktiokohdat, Jjotka ovat
yvksittédiset ilmentdmisvektorissa: tédmd mahdollistaa ndiden
sekvenssien tukahduttamisen leikkaamalla ja uudelleenliga-
toimalla in vitro typistetty vektori ennen soluisdntien
transformointia, mikd vol johtaa kopioiden lukumddrin lisa-
vkseen ja ilmentdmisplasmidien lis#&ntyneeseen stabiilisuu-
teen mainituissa isédnnissd. Esimerkiksi téllaiset restrik-
tickohdat volvat vastata sekvensseia kuten
5" ~GGCCNNNNNGGCC-3 (§__f_::L_I) tai 5'-GCGGCCGC-3! {NotI) siké-
1i, etté& na&m& kohdat ovat ddrimmidisen harvinaisia ja yleen-
sd& puuttuvat illmentdmisvektorista.

Sitten kun t&llaiset vektorit tai ilmentédmiskasetti
on rakennettu, ndmd viedddn hankittuihin iséntdsoluihin
kirjallisuudessa kuvattujen klassisten tekniikoiden mukaan.
Tdssd suhteessa mitd tahansa menetelmi#d, Jjolla on mahdol-
lista viedd vieras-DNA:ta soluun, voidaan kdyttdd. Kyseessd
voi olla etenkin transformaatio, elektroporaatio, konju-
gointi, tal mikd tahansa muu alan ammattilaiselle tuttu
tekniikka. Esimerkkind hiivatyypin isdnnille kéytettyijd eri
Kluyvercomyces-kantoja on transformoitu kdsittelemdlld koko-

naisia soluja litiumasetaatin ja polyetyleeniglivkolin lésni
ollessa tekniikan mukaan, jota kuvaavat Ite et al. [J. Bac-
teriol. 153 (1983) 163]. Samoin on kiytetty Durrensin et
al. [Curr. Gemet, 18 (1990) 7] kuvaamsa transformointitek-

niikkaa, jossa kidytet8dn etyleeniglykolia ja dimetyylisulf-
oksidia. On samoin mahdollista transformoida hiivoja elekt-
roporaaticlla menetelman mukaan, Jjota kuvaavat Karube et
al. [FEBS Lett. 182 (1985) 90]. Vaihtoehtoista menettely-
jarjestelyd kuvataan samoin vksityiskohtaisesti seuraavissa

esimerkeissé.
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Transformoitujen solujen valikeoinnin jédlkeen mai-
nittuja polypeptidejd ilmentdvdt solut siirrostetaan Ija
voidaan suorittaa mainittujen polypeptidien talteenotto jo-
ko solukasvun aikana "jatkuvatoimisten" menetelmien kohdal-
la tai kasvatuksen jdlkeen "erd"- ("batch"-) wviljelmille.
Esilld olevan keksinnén kohteena olevat polypeptidit puli-
distetaan sitten viljelmésupernatantista silmalla pitden
niiden karakterisointia molekulaarisesti, farmakokineett:-
sesti ja bilcologisesti.

Keksinnon mukaisesti polypeptidien edullirien ilmen-
tadmigsysteemi kdsittdd suwvun Kluyveromyces hiivojen kéytén

is&ntdndsoluina, jotka transformoidaan tietyilld vektoreil-

la, jotka on saatu alunperin K. marxianus var. drosophila-

rumista eristetystd kromosomin ulkcisesta replikonista

PEDl. Némd hiivat, ja etenkin K. lactis ja K. fragilis, ky-
kenevét yleensé replikoimaan mainitut wvektorit stabiilisti
ja niiden lis#etuna on sisdltyminen G.R.A.S.- (Generally
Recognized As Safe) organismien luetteloon. Edulliset hii-
vat ovat ensisijaisesti suvun Kluyveromyces teollisia kan-

toja, jotka kykenevit replikoimaan stabiilisti mainitut
plasmidista pKDl saadut plasmidit, joihin on insertoitu va-
likointimerkki sek&d ilmentdmiskasetti, Jjoka mahdollistaa
keksinndn mukaisten polypeptidien eritvksen korkeina tasoi-
na.

Esilléd oleva keksint® koskee samoin nukleotidise-
kvenssejd, jotka koodittavat edelld kuvattujas kimeerisii
polypeptideijd, sekd tdllaisia sekvenssejd kidsittavid euka-
ryoottisia tai prokarycottisia yhdistelmi-DNA-soluja.

Keksinnén mukaisesti valmistettuja polypeptideia
voidaan kdyttdd ladkkeind. Tarkemmin ottaen keksinnén koh-
teena on menetelmd farmaseuttisen koostumuksen valmistami-
seksi, joka kdsittdd vhden tai useamman edellid kuvatun kal-
taisen polypeptidin. Menetelmdlle on tunnusomaista se, mitéa
patenttivaatimuksessa 19 esitetddn.
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Esilld olevaa keksint®d kuvataan tdydellisemmin
seuraavien esimerkkien avulla, jotka on katsottava havain-
nollistaviksi eikd rajoittaviksi.

Luettelo kuvioista

Seuraavissa kuvioigsa esiintyvien plasmidien esi-
tyksid ei ole piirretty mittakaavassa ja ainocastaan ne re-
striktiokohdat, joilla on merkitvstd suoritettujen kloona-
usten ymmdrtdmiselle, on esitetty.

Kuvio 1: Kaaviollinen esitys kimeerityypelstd SAH-
peptidi (A), peptidi-SAH (B) tail peptidi-SaH-peptidi (C).
Kaytety lyhenteet: M/LP, translaation kiynnistdvi metionii-
nitdhde, jota mahdollisesti seuraa erityssignaalisekvenssi;
SAH, kyps& albumiini tai sen jokin molekyylivariantti; PEP,
luonnollista tal keinotekoista alkuperdd oleva peptidi,
Jjolla on tietty terapeuttinen ominaisuus. Sekvenssi PEP voi
esiintyd useaan kertaan tyypin A, B tal C mokekyyleissa.
Musta nucoli osocilttaa kypsén proteiinin N-terminaalisen
padn.

Sekvenssi tunnusnro 1: Esimerkkeijd nukleotidise-
kvensseistd HindIII-restriktiofragmentille, joka koodittaa

tyypin prepro-SAH-peptidi kimeeristd proteiinia. Mustat nuo-
let osoittavat SAH:n "pre'- ja "pro"-alueiden péittymisen.
MstIT-restriktiokohta on alleviivattu ja kodoni, joka spe-
sifioi translaation p&&ttymisen, on merkitty lihavalla.

Kuvio 3: Plasmidin pYGl05 restriktickartta ja ylei-
nen strategia esilld olevan keksinndn mukaisten kimeeristen
proteiinien ilment&misplasmidien rakentamiseksi. Xaytetyt
iyhenteet: P, transkriptiopromoottori; T, transkription paét-
tdjd; IR, k&inteisid toistuvia plasmidi pKDl -sekvenssejs;
LP, erityksen signaalisekvenssi; 2aAp" dJa En'® merkitsevit
vastaavasti ampisilliini- Jja G418-resistenssigeenejd (E.
celi ja vastaavasti hiivat).

Kuvio 4: Esimerkkejd von Willebrandin tekijésta
saatujen MstI-HindIII-restriktiofragmenttien nukleotidise-
kvensseistd. Esitetddn MstI-HindIII-fragmenttien rakenne
plasmidista p¥YGl248 (paneeli A), pYG1214 (paneeli B},
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pYG1206 [paneeli C, t#ssd nimenomaisessa kimeerissd vWF:n
tédhde Leu694 on samalla SAH:n viimeinen tdhde (Leu585)] da
pPYG1223 (paneeli D); aminchappojen numerointi vastaa kypsén
VWF:n numerointia Titanin et al. mukaan [Biochemistry 25
(1986) 3171 - 3184]. Restriktiokohdat MstII ja HindIIT on
alleviivattu Jja translaation lopetuskodoni on lihavoitu.

Sekvengsi tunnusnro 2: plasmidin pYG1248 MstII- HindIII-
restriktiofragmentin nukleotidisekvenssi. Aminchappojen nu-
merointi (oikeanpuoleinen sarake) vastaa kyps#i kimeerista
proteiinia SAH-VWF470-—713 (829 tdhdettd). Kypsdn vWF:n
téhteet Thr470, Leud24, 2Asp498, Pro502, TyrSs08, Leu&o4,
Pro704 ja Pro708 on alleviivattu.

Kuvio 5: Materiaalin karakterisointi, joka erittyy
kasvatettaessa 4 pdivan ajan (erlenmevereissid) kantaa CBS
293.91, joka on transformoitu plasmideilla pyG1248 (kimee-
rityypin SAH-VWF Thr470—Vval7l3 ilment&misplasmidi) dJa
pRan707 (verrokkiplasmidi). T&ssd kokeessa paneelien A, B
ja € tulokset on saatu migraatiosta samassa geelissa
(8,5-%:inen SDS-PAGE) ja sitten erilliselld kasittelylla.

A, védrjddminen Coomassie-siniselld; molekyylipaino-
standardi (vybhyvke 2); supernatantti, Jjoka wvastaa 50 nl
viljelm&d, joka on transformoitu plasmidilla pKan707 YPL-
kasvualustassa {(vydhyke 1) tal YG1248:1la YPD-kasvualus-
tassa (vybhyke 3) tail YPL:ssd (vyShyke 4).

B, materiaalin immunologinen karakterisointi, joka
on erittynyt, kun on kdytetty hiiren ihmis-vWF:n vastaisia
vasta-aineita; sama selitys kuin A:ssa lukuun ottamatta,
etté kéytettiin biotinyloituja molekyylipainostandardeja.

C, materiaalin immunologinen karakterisointi, joka
on erittynyt, kun on kdytetty kaniinin ihmisalbumiinin vas-
taisia vasta-aineita: supernatantti, joka vastaa 50 prl wil-
jelm&d, Joka on transformoitu plasmidilla pKan707 YPL-
kasvualustassa (vybhyke 1) tai pYGl248 YPD-kasvualustassa
(vythyke 2) tai ¥YPL:ssa (vydhyke 3).
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Kuvio 6: Plasmidilla pY¥G1206 transformoidun kannan
CBS 293.91 erittémin keksinnén mukaisen kimeerin (SAH-VWF
Leu6%4—Pro708) eritvksen kinetiikka.

A, Coomassie-sinividrjdys; molekyylipainostandardi
(vyShyke 1); supernatantti, joka vastaa 2,5 pl "erdsydttdy-
viljelmdd YPD-kasvualustassa 24 tunnin (vydhyke 2), 40 tun-
nin (vydhyke 3) tai 46 tunnin (vybhyke 4) kasvatuksen jal-
keen.

B, materiaalin immunologinen karakterisointi, -oka
on erittynyt, kun on kdytetty hiirem ihmis-vWF:n vastaisia
vasta-aineita: sama .selitys kuin A:ssa lukuun ottamatta,
ettd kaytettiin biotinyloituja molekyvlipainostandardeja.

Kuvio 7: Materiaalin karakterisointi, Jjonka on
erittanyt X. lactis, joka on transformoitu plasmideilla
pKan707 (verrokkiplasmidi, wvythyke 2), pYG1l206 (vydhyke 3},
PYGl214 (vyShyke 4) ja p¥G1l223 (vythyke 5); molekyylipaino-
standardi (vyShyke 1). Kédytetyt ndytteet vastaavat 50 pl
supernatanttia stationaarisesta viljelmisti kasvatuksen
YPDh-kasvualustassa Jjélkeen, Jjota on seurannut migraatio
8,5-%:igessa akryyliamidigeelissd ja varjd&dminen Coomassie-
siniselld.

Sekvenssi tunnusnro 3: Plasmidin p¥G1341 restrik-
tiofragmentin  MstII-HindIIT nukleotidisekvenssi (SAH~
UK1—135). Plasmidin p¥G1340 MstII-HindIITI-restriktiofrag-
mentissa esiintyvdn EGF:n kaltaisen alusen {(UK1—46) raja
on merkitty. Aminohappojen numercinti vastaa kypsdd kimee-
ristd protelinia SAH-UXK1-135 (720 tahdettd).

Kuvio 9: Kimeerien SAH~UK1-46 ja SAH-UK1-135 eritys
kannalla CBS 293.91, Jjoka on vastaavasti transformoitu
plasmideilla pYG1343 (SAH-UK1~46) Jja pYG1345 (SAH-UK1-135),
4 pédivdn kasvatuksen j&lkeen (kasvualusta YPL + G418).
Naytteiden (jotka wvastaavat 50 ul viijelm#d) migraatio suo-
ritetaan 8,5-%:isessa SDS-PAGE-geelissd ja ne varjatdsn
Coomassie-sinisells: supermatantti kloonista, joka on trans-
formoitu plasmidilla pKan707 (vydhyke 1), pYG1343 (vyodhyke
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3) tal pYGL345 (vydhyke 4); molekyylipainostandardi (vydhy-
ke 2}.

Sekvenssi tunnusnro 4: Plasmidin pYGl259 restrik-
tiofragmentin MstII-HindIII nukleotidisekvenssi (SAH-G.CSF).
G-CS8F osan (174 t&hdettd) raja on merkitty. Restriktiokoh-
dat Apal ja $stl on alleviivattu. Aminohappojen numerointi
vastaa kypsdd kimeeristd proteiinia SAH-G.CSF (759 tahdet-
td) .

Sekvenssi tunnusnro 5: Plasmidin p¥G1301 HindiII-
restriktiofragmentin nukleoctidisekvenssi (kimeeri G.CSF-
Glys-5AH) . Mustat nuolet osoittavat SAH:n "pre"- ija "pro’-
alueiden p#dttymisen. Restriktickohdat ApaI, SstI (SacI) ja
MstIl on alleviivattu. Alueita G.CSF (174 tdhdettd) ja SaH
(585 tahdettd) erottaa synteettinen liittdjd GGGE. Amino-
happojen numerointi vastaa kyps#éd kimeeristd proteiinia
G.CSF-Gly,~SAH (763 t&hdettd). Nukleotidisekvenssi, joka on
translaation lopetuskodonin ja HindIIl-kohdan wvalissd, on

perdisin SAH:n komplementaarisesta DNA:sta (cDNA) Julkai-
sussa EP-361 951 kuvatun mukaan.

Kuvio 12: Materiaalin karakterisointi, jonka on
erittdnyt 4 pédivan kasvatuksessa (erlenmeyereissd) kanta
CBS 293.91, joka on transformoitu plasmidilla p¥YGl266 (tyy-
pin SAH-G.CSF kimeerin ilmentdmisplasmidi) ja pKan707 {(ver-
rokkiplasmidi). Tédssid kokeessa paneelien A, B ja C tulokset
saatiin suorittamaila migraatio samassa geelissd (8,5~
%:inen SDS-PAGE) ja késittelemilld sitten erikseen.

A, védrjddminen Coomassie-siniselld; molekyylipaino-
standardi (vyohyke 2); supernatantti, joka vastaa 100 nl
viljelméd, joka on transformoitu plasmideilla pXan707 YPL-
kasvualustassa (vythyvke 1) tail pY¥Gl266 YPD-kasvualustassa
{vythyke 3) tal YPL:gsd (vydhyke 4).

B, materiaalin immunologinen karakterisointi, joka
on erittynyt, kun on kdytetty ihmis~G-CSF:n vastaisia pri-
maarisia vasta-aineita: sama selitys kuin 2A:ssa.
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C, materaalin immunologinen karakterisointi, joka
on erittynyt, kun on kdyvtetty ihmisalbumiinin vastaisia
primaarisia vasta-aineita: sama selitys kuin A:ssa.

Kuvio 13: Materiaalin karakterisointi, jonka on
erittényt 4 pdivdn kasvatuksessa (erlenmeyereissd YPD-kas-
vualustassa) kanta CBS 293.91, joka on transformoitu plas-
midilla pYG1267 (kimeeri SAH-G.CSF), pYG1303 (kimeeri
G.CSF-Glyy-SAH) ja pYG1352 (kimeeri SAH-Gly,-G.CSF), mig-
raation 8,5-%:isessa SDS-PAGE-geelissd jéalkeen.

A, wvidrjdédminen Coomassie-siniselld; supernatantti
vastaa 100 ul viljelmdd, ijoka on transformoitu plasmidilla
PYG1303 (vydhyke 1), pYGL267 (vydhyke 2) tai pYGl352 (vyd-
hyke 3); molekyvlipainostandardi (vyChyke 4).

B, materiaalin immunologinen karakterisointi, Joka
on erittynyt, kun on kdytetty ihmis~G-CSF:n vastaisia pri-
maarisia vasta-aineita: sama selitys kuin A:ssa.

Sekvenssi tunnusnro 6: Plasmidin p¥YG1382 MstII-
HindITI-restriktiofragmentin nukleotidisekvenssi (SAH-Fv').
Fv'-fragmentin alueita VH (124 t#hdettd) ja VL (107 tdhdet-
td) erottaa synteettinen 1iittdjd (GGGGES).:. Aminchappojen
numerointi vastaa kyps&did kimeeristd SaH-Fv'-proteiinia (831
tdhdettd) .

Kuvio 15: Kimeerin SAH-Fv' eritys kannalla CBS
293.91, joka on transformoitu plasmidilla pYGI383 (Lac4), 4
pdivan kasvatuksessa erlenmeyereissd 28 °C:ssa YPD-kasvu-
alustassa (vybhyke 2) tai YPL-~kasvualustassa (vyShvke 3);
molekyylipainostandardi (vyShyke 1). Naytteiden, <jotka vas-
taavat 200 pl viljelmdd (saostus etanolilla), migraatio
suoritetaan SDS-PAGE-geelissid (8,5-%:inen).

A, vdrjddminen Coomassie-siniselld.

B, materiaalin immunologinen karakterisocinti, joka
on erittynyvt, kun on kiyvtetty SAH-vastaisia primaarisia
vasta-aineita.

Kuvio 16: Formaldehydilld kiinnitettyjen ihmisen
verihiutaleiden agglutinaation antagonistiaktiivisuuden in
vitro ma&ritys: ICsq Thybrideille SAH-vWF694-708 [SAH-
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VWF470-713 C471G C474G] ja [SAH-vWF4AT70-704 C471G, C474G)
suhteessa malliin RG12986. Verihiutaleiden agglutinaation
annosriippuvaisen inhibition md&ritys suoritettiin menetel~
mdn mukaan, Jjota kuvaavat €. Prior et al. [Bio/Technology

10 (1992) 66] kdyttéen agregometrid, joka rekistersi opti-
sen transmission wvaihtelut sekoitettaessa 37 °C:ssa, kun
idsnd on ihmis-vWF:84, botrosetiinid (8,2 mg/ml) ja testat-
tavaa yhdistettd erilaisina liucksina. Sitten md&ritetssn
vhdisteen se pitoisuus, joka kykenee inhiboimaan puolet
verrokkiagglutinaatiosta (yhdisteen puuttuessa) (ICsg).

Kuvio 17: Aktiivisuus hiirisclulinjan NFS60 solu-
lisdéntymisen in vitro subteen. Ordinaattana esitetddn ra-
diocaktiivisuus (’H~tymidiini), joka on tullut inkorpo-
roiduksi solutumiin 6 tunnin inkuboinnin j&lkeen;: abskissa-
na esitetdan kaytetyn vhdisteen mifrd mooleina (valinnaiset
vksikot) .

Kuvio 18: 2aktiivisuus g¢granulopoiesesiin rotassa in
vivo. Ordinaattana esitetdan neutrofiilien lukumdsri (kes-
kiarvo 7 eldimestd) ajan funktiona. Testatut vhdisteetr ovat
SAH-G.CSF-kimeerl (pYGl266, 4 tai 40 mg/rotta/pdivid), ver-
rokki~G-CSF (10 mg/rotta/paivéd), yhdistelmd-DNA-SAH, joka
on puhdistettu Kluyveromyces lactis-supernatantista (SAH,
30 mg/rotta/pdivd, wvrt. EP-361 991), tai fysiologisesta

seerumista,

Esimerkkeid

Ylieisid kloonaustekniikoita

Menetelmdt, joita tavanomaisesti kiytetddn molekyy-
libiologiassa, kuten plasmidi-DNA:n preparatiiviset uutot,
plasmidi-DNA:n sentrifugointi kéyttden seesiumkloridigra-
dienttia, elektroforeesi akryyliamidiagaroosigeeleissd, DNA-
fragmenttien puhdistaminen elektroeluutiolla, proteiinien
uuttaminen fenolilla tai fenoli-kloroformilla, DNA:n saos-
taminen suolaympiristdssd etanolilla tai isopropanolilla,
Escherichia colin transformointi +ne., ovat alan ammatti-

laiselle tuttuja ja niitd kuvataan runsaasti kirjallisuu~
dessa [Maniatis, T., et al., "Molecular Cloning: A Labora-
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tory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1982; Ausubel, F.M., et al. (toim.), "Current
Protocols in Molecular Bioclogy", John Wiley & Sons, New
York, 19877.

Restriktioentsyymit saatiin tahoilta New England
Biolabs (Biolabs}, Bethesda Research Laboratories (BRL) tai
Amersham, ja niitd k&ytetddn toimittajan suositusten mu-
kaamn.

Tyypin pBR322, pUC plasmidit ja sarjan M13 fagit
ovat kaupallista alkuper#dd (Bethesda Research Laborato-
ries}).

Ligatointeja varten DNA-~fragmentit erotetaan koon
mukaan elektroforeesilla akryyliamidiagaroosigeeleissid, ne
uutetaan femnolilla tai seoksella fenoli/kloroformi, ne sa-
ostetaan etanolilla ja niitd inkuboidaan sitten fagin T4
DNA-ligaasin (Biolabs) lisnd ollessa toimittajan suosituk-
sia noudattaen.

Esiintydntyvien 5'-pdiden t&yttaminen suoritetaan
E. colin DNA-polymeraasi-I:n Klenow-fragmentilla (Biolabs)
toimittajan spesifikaatioita noudattaen. Esiintyéntyvien
3'-pédiden tuhoaminen suoritetaan fagin T4 DNA-polymeraasin
(Biolabs) ldsnd ollessa, jota kdytetddn valmistajan suosi-
tusten mukaan. Esiintydntyvien 5'-pdiden tuhoaminen suori-
tetaan hallitulla k#sittelylld Si-nukleaasilla.

Kohdennettu mutagenisointi in wvitro kéyttden syn-
teettisid oligodeoksinukleotidejd suoritetaan menetelmin
mukaan, jonka ovat kehittaéneet Tavlor et al. [Nucl. Acids
Res. 13 (1985) 8749 - B764], kdyttden Amershamin markkinoi-

maa pakkausta.

DNA-fragmenttien entsymaattinen monistaminen PCR:ksi
kutsutulla tekniikalla [Polymerase-catalyzed Chain Reacti-
on, Saiki, R.K., et al., Science 230 (1985) 1350 - 1354;
Mullis, K.B., ja Faloona, F.A., Meth. Enzym. 155 (1987} 335
- 350] suoritetaan kéyttden DNA Thermal Cycler -lampdkier-
ratyslaitetta (Perkin Elmer Cetus) valmistajan spesifikaa-

tioita noudattaen.
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Nukleotidisekvenssien vahvistaminen suoritetaan me-
netelmélld, jonka ovat kehitté@neet Sanger gt al. [Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74 (1977) 5463 ~ 5467] kdyttden Amershamin

markkinoimaa pakkausta.

K. lactiksen transformoinnit esilld olevan keksin-
nén mukaisten proteiinien ilmentdmisplasmideilla suorite-
taan milla tahansa alan ammattilaiselle tutulla tekniikal-
la, Jjosta esitetdsn jaljempind esimerkki.

Ellei toisin ole mainittu, kidytetty bakteerikanta
on E. coli MCi060 (lacIPOzYA, X74, galU, galK, straA") tai
coli TGL (lac, Droi,B, SupE, thi, hsdD5/FtraD36,
oA'B", lacI?, lacz, M15).

Raytetyt hiivakannat kuuluvat kuroutuviin hiivoihin

"CJ'ILI:I
= |

K. lactis MW98-8C (a, urad, arg, lys, K', pKD1°) ja k. lac-
tis CBS 293.91 kéyvtettiin erityisesti; nadvte kannasta Mw9g8-

8C on talletettu 16. syyskuuta 1988 talletuslaitokseen
Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) Baarnissa (Hol-
lanti), jossa se on rekisterdity numerolla CBS 579.88.

Bakteerikanta (E. coli), joka on transformoitu plas-
midilla pET-8c¢52K, on talletettu 17. huhtikuuta 1990 talle-
tuslaitokseen the American Type Culture Collection, jossa
sen hakunumero on ATCC 68306.

Hiivakantoja, jotka on transformoitu esilld olevan
keksinnén mukaisia proteiineja koodittavilla ilment&mis-
plasmideilla, kasvatetaan erlenmeyereissid tai 2 litran pi-
lottifermentoreissa (Setric, Ranska) 28 °C:ssa runsaasti ra-
vinteita sis&@ltdvidssid kasvualustassa (¥YPD: 1 % hiivauutet-
ta, 2 % Bactopeptone-valmistetta, 2 % glukoosia; tal YPL:
1 % hiivauutetta, 2 % Bactopeptone-valmistetta, 2 % laktoo-
sia} jatkuvasti sekoittaen.

Esimerkki 1

Rytkenminen SaH:n C-pddhin

Plasmidia p¥YG404 kuvataan julkaisussa EP-361 991.
Tédm& plasmidi k&sittd#d HindIII-restriktiofragmentin, joka

koodittaa prepro-SAH:n geenin, jota edeltdvat 21 nukleoti-
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dia, jotka esiintyvdt luonnollisesti valittomasti yvldvir-
taan S§. cerevigiaen PGK-geenin translaation kdynnistdjdsta

ATG. Tamdn restriktiofragmentin nukleotidisekvenssi sisal-
tyy sekvenssiin tunnusnro 2. MstII-kohta, -joka sijaitsee
koodaussekvenssissd 3 tdhteen péidssi kodonista, joka spesi-
fioi translaation lopetuksen, on erityisen k@yvttokelpoinen
sellaisen biologisesti aktiivisen peptidin kloonauskohtana,
joka halutaan kytke& translaatioalueelle SaH:n C-pdéhan.
Erityisessd suoritusmucdossa on hyddyllista k@yttda pepti-
dejd, joiden sekvenssin koodittaa MstII-HindIII-restriktio-
fragmentti tyyppid: 5'-CCTTAGCGCTTA [3x]y TAAGCTT*B‘, bio-
logisesti aktiivista peptidiid (p tdhdettd) koodittava sek-
venssi on [3xN],. Ligatoimalla té&m& fragmentti HindIII-
MstiI-restriktiofragmenttiin, joka vastaa SAH:ta kooditta-
vaa geenid kokonaisuudessaan lukuun ottamatta viimeisisa 3
C-terminaalista aminohappoa (tdhteet leusiini-glysiini-leu-
siini), muodostetaan HindIIT-restriktiofragmentti, joka k&-
sittdd hybridigeenin, joka koodittaa tyvpin SAH-peptidi ki-
meeristd proteiinia (kuvio 1, paneeli A), jota valittomEsti
edeltdd SAH:n “prepro'-kulijetusalue. Toisessa suoritusmuo-
dossa biologisesti aktiivinen peptidi voi esiintys useamman
kuin yhden kerran kimeerisss.

Esimerkki 2

Kytkeminen SaH:n N-pdidhin

Erityisessd suoritusmuodossa kohdennetun mutageni-
soinnin ja PCR-vahvistamisen vhdistetyilld tekniikoilla on
mahdellista rakentaa hybridigeenejd, jotka koodittavat ki-
meeristd proteiinia tuloksena siitd, ettd translationaali-
sesti on kytketty signaalipeptidi (ja esimerkiksi SaH:n
prepro-alue), sekvenssi, johon sisdltyy biologisesti aktii-
vinen peptidi, ja SAH:n kypsi muoto tai jokin sen molekyy-
livariantti. HindiII-restriktiokohdat rajoittavat edulli-
sesti nditd hybridigeenejd 5'-pdfsséd translaation kdynnis-
tdjéén ATG ja 3'-pddssd translaation lopetuskodoniin, ja
hybridigeenit koodittavat tyypin peptidi-SaH kimeerisia oro-
teiineja (kuvio 1, paneeli B). Edelleen erityisemmissi suo-

.................
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ritusmuodossa biologisesti aktiivinen peptidi voi eslintya
kimeerissd useampaan kuin yhteen kertaan.

Esimerkki 3

Rytkeminen SAH:n N~ ja C-p&ihdn

Kohdennetun mutagenisoinnin ja PCR-monistamisen yh-
distetyillsd tekniikoilla, joita kuvattiin esimerkeissi 1 ja
2, on mahdollista rakentaa hybridigeeneji, jotka kooditta-
vat kimeeristd proteiinia, joka on tulos siitd, ettd on kyt-
ketty translationaalisesti SAH:n kyps& muoto, tai sen jokin
molekyylivariantti, ja biologisesti aktiivinen peptidi kyt-
kettyn& SAH:n N- ja C-pd&hin. HindIII-restriktiokohdat ra-
joittavat edullisesti ndit& hybridigeeneji 5'-piddssd trans-
laation kaynnistédjdén ATG ja 3'-pddssd translaation lope-
tuskodoniin, ja hybridigeenit koodittavat tyypin peptidi-
SAH-peptidi kimeerisid proteiineja (kuvio 1, paneeli C),
joita edeltdsd valittémasti SAH:n "prepro'-kuljetusalue.
Edelleen erityisemmissd suoritusmuodossa biologisesti ak-
tiivinen peptidi voi esiintyd kimeerissd useamman kuin vh-
den kerran.

Esimerkki 4

Plasmidien ilment&minen

Edeltévien esimerkkien kimeeriset proteiinit wvoi-
daan ilmentd#d hiivoissa funktionaalisista promoottoreista,
jotka ovat séd&deltdvid tail konstitutiivisia, kuten esimer-
kiksi ne, jotka esiintyvét plasmideissa pYG1l05 (Kluyveromy-
ces lactiksen LAC4-promootteri), pYGLl06 (Saccharomyces ce-

revisiaen PGK-promoottori), pYG536 (S. cerevisiaen PHOS5-

promoottori), tai hybridipromoottorit kuten ne, joita kuva-
taan julkaisussa EP-361 991. Plasmidit pYGL05 Ja pYGLl06
ovat tdssd erityilsen kéyttdkelpoisia, koska ne mahdollista-
vat geenien ilmentémisen, joita koodittavat HindIII-res-
triktiofragmentit, kuten ne, 3joita kuvattiin edeltévissi
esimerkeissd, ja jotka on kloonattu HindIIT-kohtaan tuotta-
vassa suunnassa (mdéritellddn suunnaksi, joka sijoittaa al-
bumiinin "prepro®-alueen transkriptiopromoottorin viereen),
K. lactiksessa funktionaalisista promoottoreista, jotka
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ovat saddeltévid (pYGl0S5) tai konstitutiivisia (pYQ1l06).
Plasmidi p¥Gl05 vastaa plasmidia pRan707 (jota kuvataan
julkaisussa EP-361 991), jossa ainoa HindIII-restriktiokoh-
ta, joka sijaitsee genetisiini- (G418-) registenssigeenissa,
on tuhottu kohdennetulla mutagenisoinnilla sailyttien sa-
malla kuitenkin proteiini muuttumattomana (oligodecksinuk-
leotidi 5'—GAAATGCATAAGCTCTTGCCATTCTCACCG«3'). §§21—§§gl—
fragmentti, joka koodittaa mutagenisoidun plasmidin URA3-
geenid, korvattiin sitten SalI~SacI-restriktiofragmentilla,
joka kasittdd ilmentdmiskasetin, joka koostuu K. lactiksen
LAC4-promoottorista (SalIl-HindIII-fragmentin muodossa) Jja
5. cerevisiaen PGK-geenin p#dttdjsastd (HindIII-SacI-frag-

mentin muodossa). Plasmidi pYGl05 on mitoosissa hyvin sta-
biili Kluyveromyces-hiivoissa ja restriktiokartta esitetdsn
kuviossa 3. Plasmidit pYG105 ja pYG106 poikkeavat toisis-
taan ainoastaan $SalI-HindITI-fragmentin koodittaman tran-

skriptiopromoottorin luonteen osalta.

Esimerkki 5

Hiivojen transformocinti

Sukuun Kluyveromyces kuuluvien hiivojen, ja erityi-
sesti K. lactis -kantojen MW98-8C ja CBS 293.91, transfor-
mointi suoritetaan esimerkiksi tekniikalia, Jjonka mukaan

kokonaisia soluja k&sitellddn litiumasetaatilla ([Ito, H.,
et al., J. Bacteriol. 153 (1983) 163 - 168) seuraavasti
adaptoiden. Solujen kasvatus tapahtuu 28 °C:ssa 50 ml:ssa

YPD-kasvualustaa sekoittaen ja optiseen tiheyteen £00
mm:ssd (0.D.gnp), Joka on 0,6 ~ 0,8; solut otetaan talteen
sentrifugoimallia alhaisella nopeudella, ne pestdin sterii-
11114 TE-liucksella (10 mM Tris-HCl, pH 7,4; 1 mM EDTA),
uudelleensuspendolidaan 3 - 4 ml:aan litiumasetaattiliuosta
(0,1 M TE:ssd) siten, ettd solutiheydeksi tulee noin 2 x
10° solua/ml, mink& j&lkeen inkuboidaan 30 °C:ssa 1 tunnin
ajan kohtuullisesti sekocittaen. 0,1 ml:n erid saadusta
transformoitumiskelpoisten solujen suspensiosta inkuboidaan
30 °C:ssa 1 tunnin ajan DNA:n 1dsnd ollessa Ja loppupitoi-
suudessa 35 % polyetyleeniglykolia (PEGugny, Sigma). 5 minuu-
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tin l&mposhokin 42 °C:ssa jdlkeen solut pestddn 2 kertaan,
ne uudelleensuspendoidaan 0,2 ml:aan steriilis vettd ja in-
kuboidaan 16 tunnin ajan 28 °C:ssa 2 ml:ssa YPD-kasvualus-
taa, jotta saadaan G418-resistenssigeenin fenotyyppi-ilmen-
tyminen ilmennettynd promoottorin Py kontrollissa (vrt.
EP-361 991); sitten 200 pl solususpensiota levitetdin se-
lektiivisille YPD-maljoille (G418, 200 ug/ ml). Maljoja in-
kuboidaan 28 °C:ssa ja transformantteja ilmaantuu 2 - 3
paivdn solukasvun jélkeen.

Esimerkki 6

Kimeerien erittyminen

Valikoinunin G418:11la téydennetylld, runsaasti ra-
vinteita sisdltdvdlld kasvualustalla jdlkeen testataan yh-

istelméd-DNA-kloonien kykyd erittdd kimeeristen proteiinien

kypsdd muotoa. Muutamia klooneja, Jjotka wvastaavat kantaa
CBS 293.91 tal MW98-8C, joka on transformoitu SAH:n ja bio-
logisesti aktilvisen osan vdlisten kimeerien ilment&mis-
plasmideilla, inkuboidaan  YPD- tai  YPL-kasvualustassa
28 °C:ssa. Solusupernatantit otetaan talteen sentrifugoi-
malla solujen saavutettua kasvun statlonaarivaiheen, niité
mahdollisesti konsentroidaan 10 x saostamalla 30 minuutin
ajan ~-20 “C:ssa 60 %:n loppupitoisuudessa etanolia, minki
jdlkeen niitd testataan elektroforeesin §,5-%:isessa SDS-

PAGE-geelissd jdlkeen joko suoraan varjddmillsd geeli Coo-

massie-siniselld tai blot-immuunisiirron Jjalkeen kéyttéen
bioclogisesti aktiivista osaa vastaan kohdistuvia primaari-
sia vasta-alneita tai kaniinin S$SAH-vastaista polyklonaalis-
ta seerumia. Immunclogisissa toteamiskokeissa nitrosellu-
loosasuodatinta inkuboidaan ensin spesifisten primaaristen
vasta-aineiden 1&snd ollessa, minkd jédlkeen se pestédn use-
aan kertaan, sitd inkuboidaan vuchen primaarivasta-aineiden
vastalsella vasta-aineella, minkd jalkeen inkuboidaan avi-

iinipercksidaasikompleksin l&snd ollessa k#yttiden Vectas-
tainin markkinoimaa "ABC-pakkausta" (Biosys S.A., Compleg-
ne, Ranska). Immunologinen reaktio osoitetaan sitten lis&a-
malld diamino-3,3'-bentsidiinitetraklorydraattia (Prolabo)
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hapetetun veden ldsnd ollessa valmistajan sucsituksia nou-
dattaen.

Esimerkki 7

von Willebrandin tekij8std saadut kimeerit

E.7.1. vW¥:n kiinnittymistd verihiuvtaleisiin wvas-
tustavat fragmentit

BE.7.1.1. vWF:n tdhteet Thrd70-val’ll

Plasmidi pET-BcH52K kdsittdd vWF:n c¢DNA-fragmentin,
joka koodittaa ihmisen vWF:n t&hteitd 445 - 733 ja johon
siten sisdltyy useita midreitd, jotka ovat keskeisid vWF:n
ja verihiutaleiden vidliselle vuorovaikutukselle yvhtd&ltd ja
toisaalta pohjamembraanin ja endoteelin alapuolisen kudok-
sen tiettyjen elementtien vuorovaikutukselle, Jja etenkin
peptidit Gl0 ja D5, jotka vastustavat vWF:n ja GPlb:n va-
lista vuorovaikutusta [Mori, H., et al., J. Biol. Chem. 263
(1888) 17901 - 17904]. T&miA peptidisekvenssi on identtinen
vastaavaan sekvenssiln n&hden, jota kuvaavat Titani et al.
[Biochemistry 25 (1986) 3171 - 3184]. Niiden geneettisten
mddreiden monistaminen voidaan suorittaa lihtien plasmidis-

ta pET-8c¢52K, esimerkiksi PCR-monistamistekniikalla k&ytta-
en alukkeena oligodeoksinuklectidejd, Jotka koodittavat
viereisid tdhteitd, jotka sijaitsevat monistettavan sek-
venssin molemmin puolin. Sitten monistetut fragmentit kloo-
nataan tyypin M13 vektoreihin niiden rakenteen vahvistami-
seksl sekventoimalla kdyttden joko yleisalukkeita, ijotka
sijaitsevat monikloonauskohdan molemmin puolin, tai oligo-
deoksinukleotidejd, jotka ovat spesifisii viF-geenin monis-
tetulle alueelle tunnettaessa useiden vWF-isomorfien sek-
venssi [Sadler, J.E., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 82
{1985) 6394 - 6398; Verweij, C.L., et al., EMBO J. 5 (1986)
1835 - 1847; shelton-Inloes, B.B., et. al., Biochemistry 25
(1986) 3164 - 3171; Bonthron, D., et al., Nucl. Acids Res.
17 (1986) 7125 - 7127]. T&ten monistamalla PCR:11&4 plas-
midia PET-8c52K oligodecksinukleotideilla
5' ~-CCCGGCGATCCCTTAGGCTTAACCTETGAAGCCTGEC -3 (5gl969,
MstII~kohta on alleviivattu) ja
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5 -CCCGGGATCCAAGCT TAGACT TGTGCCATGTCG-3 ! (Sq2029, HindITi~
kohta on alleviivattu) saadaan MstII-HindIII-restriktiofrag-
mentti, joka sisdltdd tdhteet Thr470 - val7l3l vWF:std (sek~
venssi tunnusnro 2). Ligatoimalla té&md fragmentti HindITII-
MstIl-restriktiofragmenttiin, joka vastaa SAH:ta kooditta-
vaa geeni& kokonaisuudessaan lukuun ottamatta kolmea vii-
meistd C-terminaalista aminchappoa (vrt. sekvenssi tunnusn-
ro 1) mucdostetaan HindIII-restriktiofragmentti, joka ké&-
gittdd hybridigeenin, joka koodittaa tyypin SAH-peptidi ki-
meeristd proteiinia (kuvio 1, paneeli A), jota valittdmésti
edeltdd BSAH:n "prepro'-kuljetusalue. Témd restriktiofrag-
mentti kloomataan tuottavassa suumnassa plasmidin pYGl05
HindIITI~kohtaan, jolloin muodestuu ilmentdmisplasmidi
pYG1l248 (SAH-vWF470-713).

E.7.1.2, Molekyylivariantteija

Toisessa suoritusmuodossa vWF:n sitoutumiskohta on
peptidi, joka sis&ltds tdhteet Thri70 - Asp498 kypséstd
viWF:std. Tdmd sekvenssi sisdltdd peptidin G10 (Cysd74-
Prod88), Jota kuvaavat Mori et al. [J. Biol. Chem. 263
(1988) 17901 - 17904] ja kykenee vastustamaan ihmis-vWF:n
vuorovaikutusta ihmisen verihiutaleiden GPlb:hen. Peptidia

G1l0 vastaava sekvenssi sisdllytetdidn ensiksi MstIT-HindIII-
restriktiofragmenttiin (kuvio 4, paneeli B), esimerkiksi
monistamalla PCR:11d plasmidia pET-8¢52K kidyttden oligode-
oksinukleotideia ' Sglo69 ja
5" -CCCGGGATCCAAGCTTAGTCCTCCACATACAG-3"  (Sgl870, gégglII—thta
on alleviivattu}, Jjolloin muodostuu MstII-HindIII-restrik-
tiofragmentti, joka sisdltdd peptidin G610, da jonka sek-
venssi on:

5' ~-CCTTAGGCTTAACCTGTGAAGCCTGCCAGGAGCCEEEAGRCUTGETEETECCTCCT
ACAGATGCC~CCGGTGAGCCCCACCACTCTGTATGTGGAGGACTAACCTT-3 ' (pep-—
tidid G10 koodittava sekvenssi on lihavoitu). GLigatoimalla
tédmd fragmentti HindIII-MstIl-restriktiofragmenttiin, joka

vastaa SAH:ta koodittavaa geenid kokonaisuudessaan lukuun
ottamatta kolmea viimeist&# C-terminaalista aminohappoa
(vrt. sekvensgsi tunnusnro 1), saadaan HindIII-restriktio-
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fragmentti, joka késittdd hyvbridigeenin, joka koodittaa
tyypin SAH-peptidi kimeeristd proteiinia (kuvio 1, paneeli
A), dJota vdlittomésti edeldd SAH:n "prepro'-kuljetusalue.
Tamd restriktiofragmenttl kloonataan tuottavassa suunnassa
plasmidin p¥Gl05 HindITI-kohtaan, jollein muodostuu ilmen-
tamisplasmidi pyGizld,

Toisessa suoritusmuodossa VvWF:n sitoutumiskohta
GPlb:hen luodaan suoraan kdyttdmilld synteettisid oligode-
oksinukleotidej&, Jja esimerkiksi oligodeoksinukleotideja
3 -TTAGGCCTCTGTGACCTTCCCCC TEAAGCCCOTCCTCCTACTC TECCCCCCTARGOTTA-3 ¢
ja
5 -GATCT AAGCTTAGCGEGEECAGAGTACGACGAGGEEC I TCAGGGGCARMSCT ACEGAGECC-3 ',
N&mad oligodecksinukleotidit muodostavat ilmaantuessaan
MstII-BgiTI-restriktiofragmentin, joka sisdltdd MstII-
HindITITI-fragmentin (kuvio 4, paneeli C), joka vastaa pepti-
did D5, jonka médrittelevidt vWF:n tidhteet Leu694 - Pro708.
Ligatoimalla MstII-HindIII-fragmentti HindIII-MstII-res-
triktiofragmenttiin, joka vastaa SAH:ta koodittavaa geenia

kokonaisuudessaan lukuun ottamatta kolmea viimeistd C-ter-
minaalista aminchappoa (vrt. sekvenssi tunnusnre 1), muo-
dostetaan HindIII-restriktiofragmentti, joka k#sittéd hyb-
ridigeenin, Jjoka koodittaa tyypin SAH-peptidi kimeerista
proteiinia (kuvio 1, paneell A), jota vidlittémisti edeltda
SAH:n "prepro"-kuljetusalue. Témd restriktiofragmentti kloo-
nataan tuottavassa suunnassa plasmidin p¥Gl05 HindIII-koh-
taan, jolloin muodostuu ilmenté&misplasmidi pYyG1206.
Plasmidin pET-8c52K hyddyllisiid variantteja dele-
toidaan kohdennetulla mutageneesillad peptidien @10 3a D5
vd1illa, esimerkiksi kiinnittymiskohdat kollageeniin, ja/tai
hepariiniin, 3ja/tal botrosetiiniin, Ja/tai. sulfatideihin
ja/tai ristosetiiniin. Esimerkki on plasmidi pMMBY9, jota on
deletoitu kohdennetulla mutageneesilld tidhteiden Cys509 ja
Ile662 valilté. Monistamalla PCR:11& tédtd plasmidia kaytta-
en oligodeoksinukleotidejd Sgl969 Ja Sg2029 muodostetaan
MstIT-HindIII-restriktiofragmentti {(kuvio 4, paneeli D),
joka sis&lt&d tdhteet Thrd70 - Tyr508 ja Arg663 ~ Val7l3 ja
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sesti kollageenikiimmittymiskohdastaan, joka sijaitsee tah-
teiden Glu542 ja Met622 vilissd [Roth, G.J., et al., Bio-
chemistry 25 (1986) 8357 - 8361]. Ligatoimalla t&mid frag-
menttl HindIII-MstII-restriktiofragmenttin, joka vastaa

SAH:ta koodittavaa geenid kokonaisuudessaan lukuun ottamat-
ta kolmea viimeistd C-terminaalista aminohappoa (vrt. sek-
venssi tunnusnro 1), muodostetaan HindITI-restriktiofrag-
mentti, joka kdsittdd hvbridigeenin, joka koodittaa tyypin
SaH-peptidi kimeeristd proteiinia (kuvio 1, paneeli &), jo-
ta vdlittOmasti edeltdsd SAH:n ‘prepro’-kuljetusalue. THmd
restriktiofragmentti kloonataan tuottavassa suunnassa plas-
midin pYGlOS HindITI-kohtaan, jolloin muodostuu ilment&mis-
plasmidi pYG1223.

Toisissa suoritusmuodoigsa kdyttém&llsd kohdennetun
mutagenisoinnin ja PCR-monistamisen vhdistettyjd tekniikoi-
ta voidaan muodostaa tolvomusten mukaan kuvion 4 paneelin A
mukaisen MstIT-HindIII-restriktiofragmentin wvariantteija,
joista on deletoitu yksi tai useampi kiinnittymiskohta sul-
fatideihin ja/tai botrosetiiniin ja/tai hepariiniin ja/tai
kollageeniin Ja/tali jotka on substitucitu milld tahansa
tdhteelld, joka osallistun vWF:3&n liittyvien IIB-tyypin
patelogioiden esiintulocon.

Plasmidin pET-8c52K muissa hyddyllisissd varian-
teissa mutaatioita suoritetaan esimerkiksi kohdennetusti
mutagenisoimalla ihmis-vWF:n asemissa 471, 474, 509 qa 695
esiintyvien kysteilinien kokonaisuudessaan tai osittain kor-
vaamiseksi tai poistamiseksi. Nimenomaisia esimerkkejd ovat
plasmidit pS5E ja p7E, joissa kysteiinit, jotka esiintyvit
asemissa 471 ja 474 vhtd&ltd ja asemissa 471, 474, 509 ja
695 toisaalta on vastaavasti korvattu glysiinitdhteill4.
Monistamalla PCR:114 n&itd plasmideja kavttden oligodeoksi-
nukleotideja 52149
(5" -CCCGGGATCCCTTAGRCTTAACCGGTCAAGCCGGEC-3 ', MstII-kohta on
alleviivattu) ja 5q2022 voidaan muodostaa MstII-HindIIT-
restriktiofragmentteja, jotka sis&ltédvidt luonnollisesta
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vWF:sté téhteet Thrd470 - vVal713 paitsi, ettd vihintasn kys-
teiinitéhteet asemissa 471 ja 474 on mutatoitu glysiinitah-
teiksi. Ligatoimalla n&md fragmentit HindIII-MstIl-restrik-

tiofragmenttiin, Jjoka vastaa SAH:ta koodittavaa geenid ko-
konaisuudessaan lukuun ottamatta kolmea viimeistd C-termi-
naalista aminochappoa (vrt. sekvenssi tunnusnro 1), muodos-
tetaan HindITI-restriktiofragmentti, joka k&sittdd hybridi-
geenin, joka koodittaa tyypin S$AH-peptidi kimeeristi prote-
iinia (kuvio 1, paneeli A), jota vdlittdmisti edeltdsd SAH:n
"prepro"-kuljetusalue. Nimd restriktiofragmentit kloonataan
fuottavassa sguunnassa plasmidin p¥E105 HindIIT~-kohtaan,
jolloin muodostuvat ilmentadmisplasmidit PYGl283 (kimeeri
SAH-vWF470-713, C471G, C474G) ja pY¥E1279 (kimeeri SAH-
VWF470-~713, C471G, CA74G, C509G, C695G).

Toiset erityisen kiyttdkelpoiset mutaatiot koskevat
vahintddn yht& té&hdettd, joka liittyy vWF:4&4n liittyviin
tyypin IIB patologioihin (vWF:n luomnollisen affiniteetin
GPlb:lle lis&d&ntyminen), kuten t#hteet Arg543, Arg54s,
Trp550, Val551, val553, Pro574 tai ArgS578 esimerkiksi. Ge-
neettiset DNA-yhdistdmistekniikat in vitro mahdollistavat
samoin mielen mukaan yhden tai useamman ylimd&rdisen tah-
teen lis&@dmisen vWF:n sekvenssiin ja esimerkiksi ylimdardi-
sen metioniin asemien Asp539 ja GluS542 viliin.

E.7.2. Fragmentit, jotka vastustavat vWF:n sitoutu-
mista endoteelin alaisiin kudoksiin

Erityisessd suoritusmuodossa viWF:n sitoutumiskohdat
endoteelin alaisiin kudososiin, Jja esimerkiksi kollagee-
niin, muodostetaan plasmidin pET-8c52K PCR-monistuksella

esimerkiksi kdyttien oligodecksinuklecotidejé Sg2258
(5" ~-GGATCCTTAGGGCTGTGCAGCAGECTACTGCGACCTGETC -3, MstIT~kohta
on alleviivattu) ja 3g225%
(5‘HGAATTCAAGCTTAACAGAGGTAGCTAACGATCTCGTCCC—3', EiQQIII-

kohta on alleviivattu), jolloin muodostuu MstII-HindIII-
restriktiofragmentti, Jjoka koodittaa luonnollisen vVWF:n
tdhteitd Cys509 - Cys695. Deletoimalla tai modifioimalla
syntyy my0s molekyylivariantteja, Jjotka késittavit minka
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tahansa toivottavan yhdistelmdn viWF:n kiinnittymiskohtien
sulfatideihin v&lilla, ja/tai botrosetiiniin ja/ tai hepa-
riiniin ja/tai kollageeniin dja/tai mihin tahansa tahtee-
seen, joka on vastuussa vWF:n affinitetiin GPlb:lle modifi-
kaatiosta (vWF:&4n liittyvdt tyypin II patologiat). Toises-
sa suoritusmucdossa alue, joka kykenee kiinnittymddn kolla-
geeniin, voi samoin olla perdisin vWF-fragmentista, joka
sijaitsee tdhteiden 911 ja 1 114 v#dlillid ja jota kuvaavat
Pareti et al. [J. Biol. Chem. 262 (1987) 13835 - 13841].
Ligatoimalla na&md fragmentit HindIII-MstII-restriktiofrag-

menttiin, joka vastaa SAH:ta koodittavaa geenid kokonaisuu-
dessaan lukuun ottamatta kolmea viimeistd C-terminazlista
aminochappoa (vrt. sekvenssi tunnusnro 1), muodostetaan Hin-
diII-restriktiofragmentteja, Jotka késittdvdt hybridigee-
nin, joka koodittaa tyypin SAH-peptidi kimeeristd proteii-
nia (kuvio 1, paneeli A), jota valittomasti edeltdi SAH:n
"prepro"-kuljetusalue. Namd restriktiofragmentit kloonataan
tuottavassa suunnassa plasmidin pYG1l05 HindIITI-kohtaan,
jolloin muodostuvat wvastaavat ilmentaémisplasmidit dja esi-
merkiksi plasmidi p¥G1277 (SAH-vWF509-695).

B.7.3. SAH:n ja vWF:n vdlisten kimeerien puhdistus
ja molekyylitasgon karakterisocinti

Kimeerejd, jotka esiintyvdt viljelmidsupernatanteis-
sa, jotka vastaavat CBS 293.91 -kantaa, joka ontransformoi-
tu esimerkiksi esimerkkien E.7.1. ja E.7.2. mukaisilla 11-
mentdmisplasmideilla, karakterisoidaan ensivaiheessa SaH-
osalle ja vWF-osalle spesifisten vasta-aineiden avulla. Ku-
vieciden 5 - 7 tulokset osoittavat, ettd hiiva K. lactis ky-
kenee erittémdédn SAH:n ja vWF-fragmentin vialisid kimeerisia
protelineja, ja ettd ndmd kimeerit ovat immunologisesti re-
aktiivisia. Tiettyjen n#istd kimeereistd puhdistaminen voi
samoin olla toivottavaa. Siten wviljelmd sentrifugoidaan
(10 000 x g, 30 min), supernatantti k&ytetdan 0,22 mm:n
suodattimen (Millipore) lédpi ja konsentroidaan sitten ult-
rasuodattamalla (Amicon) kéyitden membraania, jonka erotus-
kynnys on 30 kDa. Sitten saatua konsentraattia dialysoidaan
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vastaan Tris-HCl-liuosta (50 mM, pH 8) ja puhdistetaan sit-
ten kolonnissa. Esimerkiksi konsentraattia, Jjoka vastaa
plasmidilla p¥Gl206 transformoidun kannan CBS 293.91 wvil-
jelmésupernatanttia, puhdistetaan affiniteettikromatografi-
sesti Bleu-Trisacryl-valmisteella (IBF). Voidaan samoin
kdyttdsd puhdistusta iloninvaihtokromatografisesti. Esimer-
kiksi kimeerin SAH-vWF470-713 kyseessd ollen ultrasuodatuk-
sesta saatua konsentraattia dialysocidaan vastaan Tris-HC1-
iivosta (50 mM, pH 8), minkd jidlkeen se panostetaan 20 ml:n
fraktioina kationinvaihtokolonniin (5 ml, § Fast Flow,
Pharmacia), jota on tasapainoitettu samalla puskurilla. Sit-
ten kolonni pestddn useaan kertaan Tris-HCl~liucksella (50
mM, pH 8), minkd jdlkeen kimeerinen proteiini eluoidaan ko-
lomnista k&yttden NaCl-gradienttia (0 - 1 M). Sitten kimee-
ristd proteiinia sisgltdvat fraktiot vhdistet#in ja niita
dialysoidaan vastaan 50 mM Tris-HCl-liuosta {(pH B8), mink&
jdlkeen ne panostetaan toistamiseen 8 Fast Flow -kolonniin.
XKolonnista elucoinnin jdlkeen proteiinia sisdltdvdt fraktiot
vhdistet#dn, niitd dialysoidaan vettd vastaan ja ne kylmi-
kuivataan enmnen karakterisointia: esimerkiksi sekventoimal-
la (Applied Biosystem) hiilvan CBS 293.91 eritt&mid proteiini
[SAH-vIWF470-704 C471G, C474C] saadaan SAH:1lle odotuksia
vastaava N-piddn sekvenssi ({(Asp-Ala-His...), mikd osoittaa
kimeerin oikeanlaisen kypsymisen vdlittémisti C-terminaali-
sesti SAH:n '"pro"-alueen tdhteiden Arg-Arg dubletista (sek-
venssi tunnusnro 1). SAH:n ja viWF:n valisten kimeeristen
proteiinien oleellisesti monomeerisen luonteen vahvistaa
samoin niiden eluutioprofiili TSK 3000 ~kolonnissa [Toyo
Soda Company, tasapainoitettu kakodylaattiliuoksella (pH
7}, Joka sisdltdd pitoisuuden 0,2 M Nas;S0;]: esimerkiksi
kimeeri [SAH-vWF470-704 C471G, C474G] kdyttdytyy naissa
olosuhteissa kuten proteiini, jonka ndenndinen molekyyli-

paino on 95 kDa, osoittaen monomeerisen luonteensa.
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Esimerkki 8

Urckinaasista saatuja kimeereiji

E.8.1. Rakentamiset

Fragmentti, joka wvastaa urckinaasin aminoterminaa-
lista fragmenttia [ATF: EGF:n kaltainen alue + kringle-
(runsaasti silmukoita sis&ltdvd) alue], voidaan saada tiet-
tyjen ihmiskarsinoomien solujen vastaavasta ldhetti-
RNA:sta, esimerkiksi kéyttden Pharmacian markkinoimaa
RT-PCR-pakkausta. MstIT-HindITI-restriktiofragmentti, joka
sisdltdd ihmisurckinaasin ATF:n, esitetddn sekvenssissa
tummusnre 3. Ligatoimalla plasmidin pY¥YG404 HindITI-MstTI-

fragmentti t&hén MstIT-HindIII-fragmenttiin voidaan muodos-
taa plasmidin p¥Gl341 HindITI-fragmentti, joka koodittaa
kimeeristd proteiinia, jossa SAH-molekyyli on gensettisesti
kytketty ATF:8&n (SAH-UK1—135). Samalla tavalla plasmidi
DPYG1340 sisdltdd HindITI-fragmentin, joka koodittaa kimee-
rid, joka koostuu SAH:sta, jota valittdmisti seuraavat ih-
misen urokinaasin ensimmdiset 46 tihdettd (SAH-UK1—46,
vrt. sekvenssi tunnusnro 3}. Kloonaamalla tuottavassa suun-
nassa plasmidin p¥G1340 HindIII-restriktiofragmentti (SAH-
UK1—46) plasmidien pYGL05 (LAC4) ja pYGL06 (PGK) HindTIII-
kohtaan muodostetaan ilmentdmisplasmidit pYGl343 qa vastaa-
vasti p¥Gl342. Samalla tavalla kloonaamalla tucttavassa
suunnassa plasmidin pv¥Gl341 (SAH-UK1—135) HindIII-restrik-
tiofragmentti plasmidien pyG1l05 (LAC4) ja p¥YGLO06 (PGK) Hin-

dITI-kohtaan muodostetaan ilment&misplasmidit pvYG1345 Ha

vastaavasti pYGi344.

E.8.2. Hybridien eritys

Valikoinnin G418:1la tdydennetyll&d ja runsaasti ra-
vinteita sisdltdvélléd kasvualustalla jé&lkeen testataan vh-
distelmd-DNA-kloonien kykyd erittdd kimeeristen proteiinien
SAH-UK kypsdd muotoa. Muutamia klooneja, jotka vastaavat
esimerkin E.9.1. mukaisillia ilmentémisplasmideilla trans-
formoitua X. lactis -kantaa CBS 293.91, inkuboidaan
28 °C:ssa t&ydellisessd selektiivisessd nestemdisessd kas-
vualustassa. Solusupernatantteja testatasn sitten elektro-
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foreesin 8,5-%:isessa akryyliamidigeelissd Jjéalkeen joko
suoraan varj&&mdlls geeli Coomassie-siniselld tai blot-im-
muunigiirron Jjélkeen kdyttden primaarisina vasta-aineina
kaniinin polyklonaalista seerumia, joka kohdistuu ihmisen
albumiinia tai ihmisen urokinaasia wvastaan. Kuvion 9 tulok-
set osoittavat, ettd hiiva Kluyveromyces erittdd erityisen
hyvin hybridiproteiineja SAH-UKL—46 ja SAH-UK1—135.

E.8.3. SAH:n ja urckinaasin vBlisten kimeerien puh-

distaminen

Esimerkin E.8.1. mukaisilla ilmenté&misplasmideilla
transformoidun kannan CBS 293.91 viljelm&d sentrifugoidaan,
minkd jélkeen viljelmisupernatantti kdytetddn 0,22 mm:n
suodattimen (Millipore) lépi ja konsentroidaan sitten ult-
rasuodattamalla (Amicon) kdyttden membraania, jonka erotus-
kynnys on 30 kDa. Saatu konsentraatti sd&detdsn sitten 50
millimolaariseksi (50 mM) Tris-HCl:n suhteen l&htien 1 M
Tris-HCl-varastoliucksesta (pH 7), minkd jadlkeen se panos-~
tetaan 20 ml:n fraktioina anioninvaihtokolonniin (3 ml, D-
Zephyr, Sepracor), jota on tasapainoitettu samalla pusku-
rilla. Kimeerinen proteiini (SAH-UK1—46 tai SAH-UK1~135)
eluoidaan sitten kolomnista NaCl-gradienttia {0 -1 M) kayt~
tden. Sitten kimeeristd proteiinia sisdltdvat fraktiot vh-
distet&&n ja niit&d dialysoidaan vastaan 50 mM Tris-HCl-
liuosta (pH 6) ja ne panostetaan toistamiseen D-Zephyr-
kolonniin, jota on tasapainoitettu samalla puskurilla. Xo-
lomnin eluoimmin j&lkeen proteiinia sis&ltdvat fraktiot vh-
distetdén, niitd dialysoidaan vettd vastaan ja ne kylma-
kuivataan, minkd jélkeen karakterisoidaan niiden bioclogista
aktiivisuutta ja etenkin niiden kykyd syrjaytt&ds urcokinaasi
sclureseptoriltaan.

Esimerkki 9

G-CSF~johdannaiskimeerejd

E.9.1. Rakentamiset

E.9.1.1. Rytkeminen C-terminaaligesti SAH:hon

Ihmis-G-CSF:n  kypsén muodon sisdltdvd MstII-
HindITII-restriktiofragmentti muodostetaan esimerkiksi seu-
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raavalla strategialla: ensin hankitaan KpnI-HindIII-res-
triktiofragmentti entsymaattisella PCR-monistamisteknii-

kalla kdyittden oligodeoksinukleotideja S5g2291
{5 ~CAAGGATCCAAGCTTCAGGGCTGCGCAAGGTGGCETAG-3 1, Hind~
ITT-kohta on alleviivattu) ja Sg2292
{5'-CGGEETACCTTAGGCTTAACCCCCCTGEGCCCTECCAGC-3 7, Kpni-kohta

on allevivattu) alukkeena ja matriisina plasmidia BBG13.
Plasmidi BBG13 kdsittdd kypsdn ihmis-G-CSF:n B-muotoa (174
aminohappoa) koodittavan geenin ja se saadaan taholta Bri-
tish Bio-technology Limited, Oxford, Englanti. Entsymaatti-
sen monistamisen noin 550 nukleotidin tuotetta pilkotaan
sitten restrikticentsyymeilld KpnI ja HindIIT ja kloonataan
samoilla entsyymeilld leikattuun wvektoriin pUC19, jolloin
muodostuu yhdistelmd-DNA-plasmidi pYG1255. Tamd plasmidi on
léhde MstI-HindIIT-restriktiofragmentille, joka mahdollis-
taa G-CSF:n fuusioinnin wvalittdmisti alavirtaan SAH:sta
{kimeeri SAH-G.CSF) ja jonka nukleotidisekvenssi esitetian
sekvenssind tunnusnro 4.

Voi samoin olla toivottavaa insertoida peptidiliit-
tdja SAH- ja G-CSF-osien vdliin, esimerkiksi jotta mahdol-
listettaisiin translaatioosan parempi funkticnaalinen pre-
sentaatio. MstI-HindIII-restriktiofragmentti muodostetaan
esimerkiksi substituoimalla plasmidin pv¥G1255 MstII-Apal-
fragmentti oligodecksinukleoctideills Sqg2742
(5" ~TTAGGCTTAGECTGGTGGCGGTACCCCCCTEGGCC-3 Y,  kodonit, jotka
koodittavat tédmin erityisen liittdjén glysiinitdhteitd, on
alleviivattu) ja Sg2741 (5'-CAGGGGGGTACCGCCACCACCTARAGCC-3'),
jotka muodostavat ilmaantuessaan MstII-ApaI-fragmentin.

Nédin muodostettu plasmidi k&#sittdd siten MstII-HindIIi-
restriktiofragmentin, jonka sekvenssi on identtinen sek-
venssin tunnusnre 4 sekvenssiin néhden MstII-Apal-fragment-
tia lukuun ottamatta.

Ligatoimalla plasmidin p¥G404 HindIII-MstII-frag-
mentti plasmidin pYGl255 MstII-HindIII-fragmenttiin on mah-
dollista muodostaa plasmidin pyYG1259 HindIII-fragmentti,
joka koodittaa kimeeristd proteiinia, Jossa kypsdn G-CSF:n
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B-muoto on sijoitettu geneettisesti kytkem&lld lukualueelle
C-terminaalisesti SAH-molekyyliin (SAH-G.CSF).

HindITII-restriktiofragmentti, Joka on identtinen
lukuuri ottamatta MstII-Apal-fragmenttia, wvoidaan samoin
helposti muodostaa, jolloin se koodittaa kimeeristd prote-
iinia, jossa kyps&n G-CSF:n B-muoto on sijoitettu geneetti-
sesti kytkem&lld Iukualueelle C-terminaalisesti SaH-mole-
kyyliin Jja erityiseen peptidiliittdjdsan. Tamda 1iittsdis
koostuu esimerkiksi 4 glysiinitdhteestd plasmidin p¥YG1336
HindlII-fragmentissa (kimeeri SAH-Gly:-G.CSF).

Plasmidin p¥G1259 HindIIT-restriktiofragmentti kloo-
nataan tuottavassa suunnassa ilmentdmisplasmidin p¥YGLl05
HindIII-restriktiokohtaan, jolloin muodostuu ilmentdmisplas-
midi pY¥YGl266 {SAH-G.CSF). Toisessa esimerkissd kloonaamalla
plasmidin p¥G1259 HindIII-restriktiofragmentti tuottavassa
suunnassa plasmidin pYGl06 HindITII-kohtaan muecdostetaan
plasmidi pYGl267. Plasmidit pYGl266 ja pYGL267 ovat keske-
nadn isogeenisisd lukuun ottamatta SalI-HindIIT-restriktio-
fragmenttia, joka koodittaa K. lactiksen LAC4-promoottoria
(plasmidi pYGl266) tai S. cerevisiaen PGK-promoottoria
{plasmidi p¥G1267).

Toisessa esimerkissd kloonaamalla tuottavassa suun-
nassa plasmidin p¥G1336 HindIII-restriktiofragmentti (ki-
meeri SAH-Gly,-G.CSF) plasmidien p¥YG105 (LAC4) ja pYGL06
{PGK) HindIIT-kohtaan mucodostetaan ilmentimisplasmidit
pYG1351 ja vastaavastl pYG13h2.

E.9.1.2. Kytkeminen N-terminaslisesti SAH:hon

BErityisessd suoritusmuodossa kaytt&midlld kohdenne-
tun mutagenisoinnin ja PCR-monistamisen vhdistettyjd tek-
niikoita on mahdcllista rakentaa hybridigeeneiji, jotka koo-
dittavat kimeeristd proteiinia, joka on tulos translatio-
naalisesta kytkenndstéd signaalipeptidin {(ja esimerkiksi
SAH:n prepro-alueen), sekvenssin, johon sisdltyy geeni, jol-
la on G-CSF-aktiivisuutta, ja SAH:n kypsédn muodon tai sen
jonkin molekyylivariantin (vrt. kimeeri paneelissa B, kuvio
1) wvalilla. NE&itd hybridigeenejd rajoittavat edullisesti
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5'-suunnassa translaation kdynnistdjddn ATG ja 3'-suunnassa
translaation lopetuskodoniin HindIII-restriktiokohdat. Esi-
merkiksi kayttémilla oligodeoksinukleotidia 52369
{5 ~GITCTACGCCACCTTGOGCACCCCGEIGEAGGCEEIGATCCACACAAGAGTEAGETTCCICATCGE-3 ¢ ‘
alleviivatut tdhteet (valinnaisia) vastaavat t&dss8 nimen-
omaisessa kimeerissd 4 glysiinitdhteestd koostuvaa peptidi-
liittdj&dsd] on mahdollista kohdennetusti mutagenisoimalla
sijoittaa lukualueelle ihmisen G-~CSF:n kypsd muoto plagmi-
dista BBGl3 valittémdsti ylévirtaan SAH:n kypsdstd muodos-
ta, jolloin muodostuu vélituoteplasmidi A. Samalla tavalla
k&yttdmdlla oligodeoksinukleotidig Sg2338
[5 " -CAGGGAGCTGGCAGEGCCCAGEEGEEGTICGACGAAACACACCCCTGGAATAAGCCGAGCT-3 1
(ei-koodittava sdie), nukleotidit, jotka ovat komplementaa-

risia nukleotideihin n#hden, jotka koodittavet ihmisen G-
CSF:n kypsén muodon ensimméisid N-terminaalisia t&hteits,
on alleviivattu] on mahdollista kohdennetusti mutagenisoi-
malla kytked lukualueelle SAH:n prepro-alue valittémasti
ylévirtaan ihmisen G-CSF:n kypséstd muodosta, jolloin muo-
dostuu védlituoteplasmidi B. Sitten muodostetaan HindIIT-
fragmentti, joka koodittaa tyypin peptidi-SAH (vrt. kuvio
1, paneeli B} kimeeristd proteiinia, liittamdlla plasmidin
B HindITI-8stI-fragmentti (SAH:n prepro-liitosalue + kypsén
G-CSF:n  N-terminaalinen fragmentti) plasmidin & SstI-
HindIII-fragmenttiin [liitos kypsd G-CSF-(glysiini)~kypsa
SAH]. Plasmidi p¥G1301 sis&lt&8d tam&n erityisen HindrII-
restriktiofragmentin, joka koodittaa kimeerii G.CSF-Glys-
SAH  fuusioituna vdlittdmidsti alavirtaan SAH:n prepro-
alueesta (sekvenssi tunnusnro 5). Kloonaamalla t&m& Hind-
ITI-restriktiofragmentti tuocttavassa suunnassa plasmidien
PYGLO5 (LAC4) ja pYGl06 (PGK) HindIIT-kohtaan muodostetaan
ilmentémisplasmidit p¥Cl302 ja vastaavasti pvGl303.

E.9.2. Hybridien eritys

Valikoinnin G418:1la taydennetylld runsaasti ravin-
teita sisdltavdlld kasvualustalla j&lkeen testataan vhdis-
telmd-DNA~kloonien kykyd erittdd SAH:n ja G-CSF:n vidlisten
kimeeristen proteiinien kypsdd muotoa. Muutamia klooneja,
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jotka vastaavat K. lactis -kantaa CBS 293.391, Jjoka on
transformoitu plasmideilla pYGl266 tai pY¥YGl267 (SAH-G.CSF),
PYG1l302 tai p¥G1l303 (G.CSF-Gly;-SAH) tai edelleen pYGL351
tal pYGL352 (SAH-Gly,~-G.CSF), inkuboidaan 28 °C:ssa selek-
tilvisessd tdydellisessd nestemiisessd kasvualustassa. Elekt-
roforeesin 8,5-%:igsessa akryyliamidigeelissd jédlkeen testa-
taan sitten solusupernatantteja joko suoraan varj&smalla
geell Coomassie-siniselld tai blot-immuunisiirron jalkeen
kdvttéen primaarisina vasta-aineina ihmisen G~CSF:n vastai-
sia kaniinin polyklonaalisia vasta-aineita tai ihmisalbu-
miinin vastaista kaniinin polyklonaalista seerumia. Kuvion
12 tulokset osoittavat, ettd hybridiproteiinin SAH-G.CSF
tunnistavat sekd ihmisalbumiinin ettd ihmis-G-CSF:n vastai-
set vasta-aineet (paneelit C ja vastaavasti B). Kuvion 13
tulokset osoittavat, ettd Kluyveromyces-hiiva erittidsd eri-
tylsen hyvin kimeerid SAH-Gly;-G.CSF (vydShyke 3), mika joh-
tuu mahdollisesti siitd&, ettd peptidiliittdjdn ldsndolo

SAH-osan ja G-CSF-osan vdlilld suosii enemmén ndiden 2 osan
toisistaan riippumatonta uudelleenlaskostumista kimeerin
kuljetuksessa eritysreitille. Lisdksi Kluyveromyces-hiiva
eritté&d samoin N-terminaalista fuusiota (G.CSF-Gly:-SAH)

{kuvio 13, vybhyke 1).

E.9.3. SAH:n ja G-CSF:n vilisten kimeerien puhdis-
tus ja molekyvlitason karakterisointi

Kamnnan CBS 293.921 wviljelmd, joka on transformoitu
esimerkin E,9.1. mukaisilla ilmentdmisplasmideilla, sentri-
fugoidaan, mink& J&lkeen viljelmdsupernatantti kéyvtetdan
0,22 mm:n suodattimen (Millipore) ldpi ja konsentroidaan
sitten ultrasucdattamalla (Amicon) kédyttden membraania,
jonka erotuskynnys on 30 kDa. Saatu konsentraatti s&ddetdsn
sitten 50 millimolaariseksi (50 mM) Tris-HCl:n suhteen lah-
tien 1 M Tris-HCl-varastoliuoksesta (pH 6), minkd jalkeen
se pancostetaan 20 ml:n frakticina ioninvaihtokolonniin (5
ml, Q Fast Flow, Pharmacia), jota on tasapainoitettu samal-
la puskurilla. Kimeerinen proteiini eluoidaan sitten kolon-
nista NaCl-gradienttia (0 -~ 1 M) kéyttden. Sitten kimeeris-
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td proteiinia sisdltévat fraktiot yhdistetdln ja niitd dia-
lysoidaan vastaan 50 mM Tris-HCl-liuosta (pH 6) ja ne pa-
nostetaan toistamiseen Q Fast Flow -kolonniin (1 ml), jota
on tasapainoitettu samalla puskurilla. Kolonnin eluoinnin
jalkeen proteiinia sisdltdvat fraktiot vhdistetdin, niita
dialysoidaan vettd vastaan ja ne kylmidkuivataan, minkd j&al-
keen niitd karakterisoidaan: esimerkiksi sekventoimalla
(Applied Biosystem) hiivan CBS 293.91 erittdmid SAM-G.CSF-
proteiini saadaan SAH:1le odotuksia vasgtaava N~
terminaalinen sekvenssi (Asp-Ala-His...), miki osoittaa ki-
meerin oikeanlaisen kypsymisen v&littémisti C-terminaali~
sesti SAH:n "pro"-alueen tdhteiden Arg-Arg dubletista (sek-
venssi tunnusnro 1).

Bgimerkii 10

Immunoglobuliinista saatuja kimeereji

E.10.1. rakentamisget

Geenimanipulatiivisin tekniikoin wvoidaan rakentaa
Fv'-fragmentti, joka koodittaa immunoglobuliinin (Ig) ras-
kaiden ja kevyiden ketjujen wvaihtuvia fragmentteja, joita
liittéd toisiinsa peptidiliittsdja [Bird et al., Science 242

5879]. Kaaviollisesti tietyn Ig:n raskaiden ja kevyiden
ketjujen wvaihtuvat alueet (noin 120 tdhdettd) kloonataan
ldhtien wvastaavan hybridooman l&hetti-RNA:sta esimerkiksi
kdyttden Pharmacian markkinoimaa RT~PCR-pakkausta (Mouse
ScFv Module). Toisessa vaiheessa vaihtuvat alueet kytketdin
geneettisesti geenimanipulatiivisin tekniikeoin synteettisen
liitospeptidin ja esimerkiksi 1iitt&jdn (GGGGS),; valityk-
selld. MstII-HindITI-restriktiofragmentti, joka sisdltdd
hiirihydridooman erittdmén immunoglobuliinin Pv'-fragmen-
tin, esitetddn sekvenssind tunnusnro 6. Ligatoimalla plas-
midin pY¥G404 HindITI-MstII-fragmentti t&hsn MstIT-HindIII-
fragmenttiin voidaan muodostaa plasmidin p¥GLl382 HindIII-

fragmentti, Jjoka koodittaa kimeeristd proteiinia, Jossa
Sad-molekyyli on geneettisesti kvtketty sekvenssin tunnusn-
ro 6 mukaiseen Fv'-fragmenttiin (kimeeri SAH-Fv'). Kloonaa-
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malla tuottavassa suunnassa plasmidin p¥YG1382 HindIIi-res-
triktiofragmentti plasmidien p¥YGl05 (LAC4) ja pYGL06 {PGK}
HindIII-kohtaan muodostetaan ilment&misplasmidit pYG1383 ja
vastaavastli pYG1l384.

E.10.2. Hybridien eritys

Valikoinnin G418:1la t#ydennetylld runsaasti ravin-
teita sisédltévilld kasvualustalla jadlkeen testataan vhdis-
telmd-DNA~kloonien kykyd erittds kimeerisen proteiinin SAH-
Fv' kypsdad muotoa. Muutamia klooneja, jotka vastaavat K.
lactis -~kantaa CBS 293.91, joka on transformoitu plasmi-
deilla p¥GL383 tai pYG1384 (SAH-Fv'), inkuboidaan 28 °C:ssa
selektiivisessd téydellisessd nestemdisessd kasvualustassa.
Solusupernatantteja testataan sitten elektroforeegin 8,5~
%:isessa akryyliamidigeelissd jdlkeen joko suoraan varjdd-
mdlld geeli Coomassie-siniselld tai blot-immuunisiirron
j&lkeen kdyvttaen primaarisina vasta-aineina ihmisalbumiinin
vastaista kaniinin polyklonaalista seerumia, tai suoraan
inkuboimalla biotinyloiduilla vasta-aineilla, jotka kohdis-
tuvat vastaan hiiriperdisid immunoglobuliineja. Kuvion 15
mukaiset tulokset osoittavat, ettd hybridiproteiinin SaH-
Fv' tunnistavat sek& ihmisalbumiinin vastaiset vasta-aineet
(paneelil C), ja se reagoi biotinyloitujen vuohivasta-ainei-
den kanssa, jotka ovat immunologisesti reaktiivisia vastaan
hiiren immuncglobuliineja (paneeli B).

Esimerkki 11

Kimeerien biocloginen aktiivisuus

E.11.1. Biologinen aktiivisuus in vitro

E.11.1.1. S3H:n ja vWF:n védliget kimeerit

Tuotteiden antagonistiaktiivisuus mddritetddn mit-
taamalla paraformaldehydilld kiinnitettyjen ihmisverihiuta-
leiden agglutinaation annosriippuvainen inhibitio menetel-
meén mukaan, jota kuvaavat Prior et al. [Bio/Technology 10
(1292) 66]. Mittaukset suoritetaan agregametrilld (PAP-4,
Bio Data, Horsham, PA, USA), joka rekisterdi optisen trans-

mission wvaihtelut ajan funktiona sekoitettaessa 37 °C:ssa
VvWF:n, botrosetiimin (8,2 mg/ml) ja testattavan tuotteen
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Kutakin mittausta varten 400 ml (8 x 107 verihiutaletta)
suspensiota ihmisverihiutaleista, jotka on stabiloitu para-
formaldehydillg [0,5 %, sitten uudelleensuspendointi liuok-
seen NaCl {137 mM); MgCi, (1 mM); NaH;PO; (0,36 mM); NaHCO;
(10 mp); RC1 (2,7 mM); glukoosi (5,6 mM); SAE (3,5 mg/ml);
Hepes-puskuri (10 =M, pH 7,35)], esi-inkuboidaan 37 °C:ssa
agregametrin sylinterikyvetissd (8,75 x 50 mm, Wellcome
Distriwell, 159 rue Nationale, Pariisi) 4 minuutin ajan,
minkd jélkeen niihin lis&t&sn 30 ml testattavan tuotteen
livosta eri laimennoksina kantajassa, jonka koostumus on
apyrogeeninen [mamnitoli (50 g/litra); sitruunahappo (192
mg/litra); L-lysiinimonohydrokloridi (182,6 mg/litra); NaCl
(88 mg/litra); pH sdddetddn 3,5:ksi lisd&mdllsd NaOH-liuosta
(L M}J], tai vksinomaan koostumuskantajaa (verrokkikoe).
Sitten saatua suspensiota inkuboidaan 1 minuutin ajan
37 °C:ssa ja lis&dt&dn 12,5 ml ihmis-vWF:d84 [American Biop-
roducts, Parsippany, NJ, USA; 11 %$:n von Willebrand-
aktiivisuus mitattuna PAP-4:n (Platelet Aggregation Profi-
ler") kdytén suositusten mukaan kiyttémills formaldehydilla
kiinnitettyjd wverihiutaleita (2 x 10° verihiutaletta/ml)
ihmisplasmasta, fjoka sisdltdd 0 - 100 % vWF:84 Ja ris-
tosetiinia (10 mg/ml, wvrt. ss. 36 - 45: vW Program™], ja
inkuboidaan 1 minuutin ajan 37 °C:ssa, minkd jdlkeen liga-
té&sdn 12,5 ml botrosetiiniliuosta [joka on puhdistettu Both-
rops jararacan {Sigma) kylmdkuivatusta myrkystd menettelym

mukaan, jota Xkuvaavat Sugimoto et al., Biochemistry 266

(1991) 18712]. Transmission luennan rekisterdinti ajan
funktiona suoritetaan sitten 2 minuutissa sekoittaen kyvet-
tiin sijoitetun magnetoidun sekoittajan avulla (Wellcome
Distriwell) sekoittaen magneettisesti 1 100 kierrosta/min
agregametrilld. Optisen transmission keskimdirdinen vaihte-
lu (n’5 kullekin laimernmokselle} ajan funktiona on siten
mitta verihiutaleiden agglutinaatiolle, joka johtuu vWF:n
ja botrosetiinin l&sndolosta vaihtelevien pitoisuuksien
testattavaa tuotetta puuttuessa tal ldsnd ollessa. Tdllai-
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sista rekistertinneistd mddritetddn sitten wverihiutaleiden
agglutinaation inhibitio-%, joka johtuu tuotteen kustakin
pitoisuudesta, ja piirretdsn suora, joka antaa inhibitio-
%:n tuotteen laimennoksen kddnteisarvon funktiona log-log-
asteikolla. ICse (tal tuotteen pitoisuus, Jjoka aikaansaa
agglutinaation 50-%:isen inhibition) md3dritetddn sitten
tdstd suorasta. Kuvion 16 taulukossa verrataan esilld ole-
van keksinndn mukaisten joidenkin SAH-vWF-kimeerien ICsy-
arvoja, ja se osolttaa, ettd jotkut niistd ovat parempia
verihiutaleiden agglutinaation antagonisteja kuin tuote
RG12986, Jota kuvaavat Prior et al. [Bio/Technology 10
(1982) 661, ja joka sisdltyi kokeisiin verrokkina. Identti-
8ill&d testeilld ihmisen verihiutaleiden agglutinaation in-

hibitiosta sian plasman vWF:n {(Sigma) l&snd ollessa on mah-
dollista lisdksi osoittaa, ettd tietyt esillid olevan kek-
sinndn mukaiset hybridit, ja etenkin tietyt tyypin IIB va-
riantit, ovat erittdin hyvid verihiutaleiden agglutinaation
antagonisteja botrosetiinityypin kofaktoreiden puuttuessa.
Ndiden erityisten kimeerien botrosetiinista riippumaton an-
tagonismi voidaan samoin osolttaa menettelyn mukaan, jota
alunperin kuvasivat Ware et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. 88
(1991) 29461 monoklonaalisen vasta-aineen **°I-LJ-IB1 (10
mg/ml), joka on vWF:n kiinnittymisen verihiutale-GPIb:hen
kilpaileva inhibiittori [Handa, M., et al., J. Biol. Chem.
261 (1986) 125791, syrjdytymisestd 30 minuutin inkuboinnin
22 °C:ssa Jj8lkeen tuoreiden wverihiutaleiden 1l&4snéd ollessa
(10° verihiutaletta/ml).

E.11.1.2. SaH:n ja G-CSF:n vidliset kimeerit

Testataan puhdistettujen kimeerien kykyd sallia in
vitro IL3:sta riippuvaisen hiirisolulinjan NFS60 lisdinty-

minen mittaamalla tritioidun tymidiinin inkorporaatio
oleellisesti menettelyn mukaan, jota kuvaavat Tsuchiya et
al. [Proc. Natl. Acad. Sci. B3 (1986) 7633]. Kullekin ki-
meerille mittaukset suoritetaan 3 -~ 6 kertaan kolmipiste-
testilld (tuotteen 3 laimennosta) vydhykkeellsd, jossa ak-

tiivisen tuotteen médrédn ja merkityn tymidiinin (Amersham)
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inkorporaation v&linen suhde on lineaarinen. Kussakin mik-
rotitraatioplakissa verrokkituotteen aktiivisuus, joka muo-
dostuu nisdkéssoluissa ilmennnetystd vhdistelmé-DNA-ihmis-
G-CSF:std, on samoin systemaattisesti inkorporoitu. EKuvion
17 tulokset osoittavat, ettd kimeeri SAH~G.CSF (pYG1266),
jonka on erittédnyt hiiva Kluyveromyces ja joka on puhdis-

tettu esimerkin E.9.3. mukaan, kykenee in vitro transduk-
toimaan solulinjan NFS60 solulisdsntymissignaalin. Tassa
erityistapauksessa kimeerin spesifinen aktiivisuus (tuiket-
ta/min/molaarisuus) on noin 7 kertaa heikompi kuin verrok-
ki-G-CS8F:n (el kytketty).

'E.11.2. Biocloginen aktiivisuus in vivo

SAH/G-CSF-kimeerien stimuloivaa aktiivisuutta gra-
nulopoieesiin in wvivo testataan ihonalaisen ruiskutuksen
rottaan (Sprague-Dawley/CD, 250 - 300 g, 8 - 9 wviikkoa)
jédlkeen ja verrataan nisdkdssoluista ilmennetyn verrokki-G-
CSF:n stimulaatioaktiivisuuteen. Kutakin tuotetta, joka
testataan 7 eldimelld, ruiskutetaan ihonalaisesti selén-
olan alueelle 100 ml 7 per&ttéisend paivans (Jl- J7).
500 ml wverta otetaan pédivingd J-6, J2 (ennen 2. ruigketta),
J5 {ennen 5. ruisketta) ja J8, ja suoritetaan verilaskenta.
Tdssd testissd SAH-G.CSF-kimeerin (pYGl266) spesifinen ak-
tiivisuus (neutropoieesiyksikkéd/ruiskutettua moolia) on
identtinen verrokki-G-CSF:n spesifiseen aktiivisuuteen (ku~-
vio 18). Xoska t#ll& nimenomaisella kimeerilld on in vitro
spesifinen aktivisuus, joka on 7 kertaa heikompi kuin ver-
rokki-G-CsF:n (kuvio 17}, on siten osoitettu, ettd G-CSF:n
geneettinen kytkeminen SAH:hon modifioi suotuisasti sen

farmakokineetrtisid ominaisuuksgia,
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Sekvenssiluettelo:

{1} INFORMATION CERERALE:

{1} DEPOSANT:
{A} ROM: RHONE~POULENC RORER S.A.
{B} RUE: 20, avenue Raymond ARONM
(C} VILLE: ANTONY
{E} PAYS: FRANCE
{F} CODE POSTAL: 92165

{i4) TITRE DE L' INVENTION: NOUVEAUX POLYPEPTIDES BIOLOGIQUEMENT
ACTIFS, LEUR PREPARATION ET COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LES CONTEMANT.

{iii} NOMBRE DI SEQUBENCES: &

{iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR:
(A} TYFE DE SUPPORT: Tape
{B) ORDINATEOR: IBM PC compatible
{C) BYBTEME D' EYPLOITA®ION: PC~DOS/MS~DOS
{0} LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (0OEB)

{2} INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1:

{i} CARACTERISTIQUES DE LA BEQUENCE:
(A) LONGUBUR: 1859 pajires de bases
{B) TYPE: acide nucléique
{C) HWOMBRE DE BRINS: double
(D} CONFIGURATION: linSaire

{ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc
(iii)} HYPOTHETIQUE: HON

{iii} ANTI~SENS: NON

{ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE:
{A) NOM/CLE: CDS
(B) EMPLACEMENT: 26..1855
{D} AUTRES RENSRIGREMENTS: /product= "Chimere de typa
SAH~Peptide”

{ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE:
(A} NOM/CLE: misc feature
(B) EMPLACEMENT: 1842..1848
{D} AUTRES RENGSEIGNEMENTS: /standard name= "Site Mst II"

{x1) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1:

AAGCTTTACA ACAAATATAA AAACA ATG AAG TGG GTA ACC TIT ATT TCC CTT 52
Met Lys Trp Val Thr Phe Ile Ber Leun
1 5
CTT TIT CTC TTT AGC TCG GCT TAT TCC AGG GGT GTC TTT CGT CGA GAT 100

Leu Phe Leu Phe Ser Ser Ala Tyr Ser Arg Gly Val Phe Arg Arg 3sp
10 15 - 20 25

GCA CAC ARG AGT GAG GTT GCT CAT CGG TTT AMA GAT TTG GGA GAA GAA 148




Ala

AAT
Asn

TGT
Cys

GCA
Ala

CTT
Leu
a0

Gah
Glu

AGA

CGA
Aryg

AAT
Asn

CAT
His
170

Lys

CTa
Lau

GCC
Ala

Ger
Ala

&GO
Ala
250

CAC
His

His

PO
Phe

CCh
Pro

Lys

73
CAT
Hig

ACC
Thy

AAT
Asn

TG
Lau

GAA
Glu
155

cCT
Pro

GeT
Ala

TTG
Len

Lys

T™TC
Phe
235

GAG
Glu

BTG
Thr

Lys

AARA
Lys

TTY
Phe
&0

ACA
Tha

ACC
Thr

TAT
Ty

GAA
Glu

Gre
Val
1440

GAG
Glu

TAC
Tyr

aor
Ala

CCA
Pro

CAG
Gln
220
Lys
TIT
Phe

GAA
Glu

Sex

GCC
Ala
45

GAA
Glu

TET
C¥s

(o
Leu

GET
Gly

TGC
Cys
125

AGA
Arg

ACA
Thr

T
Phe

T
Pha

AAG
Lys
205

AGA
Arg

GCA
Ala

GCA
Ala

TGC
Cys

Gin
30

TTE
Leu

GAT
Asp

GTT
val

T
Phe

GAA
Glu
110

e
Phe

CCa
Pro

e
Phe

TAT
Tyr

ACA
Thy
180

CEC
Lau

CTC

Len

TG
Trp

GAA
Glu

TGC
Cyvs
270

Val

GTE
val

CAaT
Hig

GCT
Ala

GGA

Gly

25

ATG
Met

TG
Leu

GaAG
Glu

Te
Leu

GCC
Als
175

GAaA
Glu

GAT
Amp

AAG
Lys

GCA
Ala

GTT
Val
255

CAT
His

Ala

TG
Leu

GTA
Val

GAT
Asp
BO

GAC

GoT
aAla

CAA
&Eln

G
Val

Lys
160

ceE
Pro

7ET
Cys

GRA
Glu

PET
Cys

GTA
val
240

TCC

Ser

6GA
Gly

His

ATT
Ile

Lys
85

GAG
Glu

Lys

GAC
A=p

CAC
His

GAT
Asp
145

Lys

GAA
Glu

TGO
Cys

cErT
Law

GCC
Ala
225

GCT
Alz
AAG
Lys

GAT
Asp

Arg

GCC
Ala
50

TTA
Leu

TCA
Ber

1T
Lien

e
Cys

Lys
130
fedie
Val

TAC
YL

ore
Leu

CAA
Gln

CeG
Arg
210

AGT
Ser

cee
Arg

TLA
Leu

CTG
Leu

Phe
35

Lys

Asp

Leu

TN GCT CAG TAT

Phe

GTG
val

GCT
Ala

TEC
Cys

TGT
Cys
113

GAT
Asp

ATG
Met

TEA
Leu

cTe
Loy

GCT
Ala
185

GAT
Asp

cTe
Leu

e
Leu

el
val

cTy
Leu
275

Ala

AAT
Asn

GRA
Glu

ACA
Thy
100

GCA
Ala

GAC
Asp

T6C
Cys

TAT
Tyr

TTC
Phe
180

GCT
Ala

GAA
clu

CAA
Gin

AGC
Ber

ACA
Thx
260

GAR
Glu

Gin

GhA
Glu

AAT
Asn
B85

GTT
val

ARA
Lys

AAC
Asn

ACT
Thr

GAA
clu
165

TTT
Phe

GAT
Asp

GGG
Gly

AXR
Lys

CAG

Gln
245
GAT
Asp

TGRe
Cys

Tyx

GTA
Vval

70
TET
Cys

GCA
Ala

CAA
Gin

cea
Pro

coT
Ala
150

ATT
Ile

GCT
Ala

AAR
Lys

AAG
Lys

TIT
Fhe
230

AGA
Arg

cer
Leu

GCr
Ala

Gly

cor
Leu
55

ACE
Thr

GAC

Asp

AP
Thr

GAA
Glu

AAC
Asn
135
T
Phe

see
Ala

Lys

GCT
Ala

Gcr
Ala
215

GGA
Gly

P-ﬁe

ACC

Thr

GAT
Asp

Glu
40

CAG
Glin

GAR
Glu

AAR
Lys

CTT
Leu

CCT
Pro
120

cre
Ley

car
His

AG
Arg

AGG

Arg

GCC
Ala
200
TCG
Ser

Gak
Glu

CCC
Pro

AR
Lys
GAC

Asp
280

Glu

CAG
Gln

e
Phe

TCA
Ser

CET
Arg
105

GAG
Glu

jadaing
Pro

GAC
Asp

AGA

TAT
Tyr
185

TGEC
Cys

TP
Ser

AGA
Arg

Lys

eI
Val
2865

AGG
Arg

186

244

292

340

388

4356

532

580

628

876

724

772

820

868




GCG
Ala

AAR
Lys

AFT
Tie

GCT
Ala
330
GCA
Ala

CAT
His

GAA
Glu

TAT
Tyy

ART
Asn
410

Lys

GTG
Val

GGC

GAA
Glu

Lys
480

GTE
Valk

GTT

GAC
Asp

CTG
Lian

Gce
Ala
315

el
Ala

AANG
Lys

CCT
Pro

ACC
Thr

GCC
Ala
385

TTA
Lieu

TTC
Phea

TCA
Sex

AGC
Sex

GAC
Asp
475
ACG
Thy

AAC

e

crT
Leu

AANG
Lys
300
GAZ
Glu

GAT
Asp

G

GAT
Asp

ACT
Thr
380

Lys

ATC
Ile

CAG
Gin

ACT
Thy

Lys
460

TAT
Ty

alud.
Pro

AGG
Arg

AAL

GCC
Ala
285

GAA
Glu

SNl
Val

i il
Phe

G
val

TAC
Tyr
365

CTA
Ley

GTE
val

Lys

AAT
Asn

CCA
Pro
445

TGT
Cys

CPA
Len

GTA
Val

CGA
Arg

GAG

AAG
Lys

TGC
Cys

Gah
Giu

GTT
Val

TTC
Phe
350

TCT
Ber

GAG
Glu

e
Fhe

can
Glin

GCE
Ala
430

ACT
Thr

TET
Cys

rea
Ser

AGT
Ser

CCA
Fro
510

TTT

TAT
Tyr

TeT
Cys

AAT
Aan

Glu
335

cTe
Leu

GTC
val

AMG
Lys

GAT
Asp

AAT
Asn
415

Cra
Len

CTT
Leu

Lys

GTa
val

GAC
Asp
485

TGC
Cys

AAT

ATC
Ile

GAR
Glu

GAT
Asp
320

AGT
Ser

GGC
Gly

GTA
Val

TGC
oys

GAA
Glu
400

TGT
Cys

TTA
Leu

GTA
Val

CAT
His

GTC
Val
480

AGA
Arg

TTT
Phe

GCT

TGT
Cys

Lys
305

GAG
Giu

AAG
Lys

AT
Mat

cTE
Leu

TeT
Cys
385

T
Phe

GAG
Glu

GTT
val

GAG
Giu

cCT
Pro
465

CTG
Leu

GTe
val

TCA
Ser

GAB

GAA
zlu
290

ccy
Pro

ATG
Met

GAT
Asp

e
Phe

cTa
Leu
370

GCC
Ala

Lys

T
Leu

CGT
Arg

GIC
Yal
450

GAh
Glu

AAC

Asn

ACC
The

GCY
Ala

ACA

AQT
Asn

Cre
Leu

eor
Pro

GTE
Val

TG
Leu
355

CtG
Leu

GCT
Ala

CCT
Pro

™eT
Phe

TAC
Tyr
435

TCA
Sar

GCA
ala

CAG
Gln

Lys

CT6
Leu
51%

TTC

ChA
Gln

e
Len

GOT
Ala

pscle
Cys
340

TAT
Tyx

AGA
Arg

GCA
Ala

CTE
Leu

GAG
Glu
420

ACC
Thr

AGA
Arg

Lys

TTA
Leu

PEC
Cys
500

GAA
Glu

ACC

GAT
Asp

GAN
Glu

GAC

Asp

325
Lys

GAA
Gla

crr
Leu

GAT
Asp

GTG
val
205
CAaG
Gin

AAG
Lys

AAC
Asn

AGA
Arg

TET
Cys
485

TGEC
Cys

GTC
Val

TTC

TCE
Ser

Lys
310

TG
Leu

AAT
Asn

TAT
Tyvr

Gee
Ala

cew
Pro
320

GAA
Glu

cTT
Lieu

Lyé

CTA
Leu

ATG
Met
470

GIG
Yal

ACA
Thr

GAT

Asp

CAT

ATC
Ile
285

TCC
Ser

CCY
Pro

TAT
Tyxr

GCA
Ala

AAG
Lys
375

CAT
His

GAG
Glu

GEA
Gly

GTA
Val

GGA

Gly X

455
cca
Pro

TTG
Leu

GAA
Glu

GAA'

Glu

GCa

TCC
Ser

CAC
His

TCA
Ser

G
Ala

AGA
Arg
360

ACH

Thr

GAA
Glu

cer
Pro

GAG
Glu

CCC
Pro
440

ABA

TET
Cys

CAT
His

TCC
Ser

ACA
Thr
520

GAT

AGT
Ser

TEC
Cys

TTA
Leun

GAG
Glu
345

fXele
Arg

TAT
Tyx

TGC
Cys

CAG
Gln

TAC
Ty
425

CAL
Gin

GIe

val

GCA
Ala

GAG
Biu

TTG
Leu
505

TAC
Ty

ATA

916

1012

1060

1108

1156

1204

1252

1300

1348

1396

1444

1492

1540

1588

1636
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Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala €lu Thr Phe Thr Phe His Ala Asp Ile
525 530 535

TGC ACA CIT TCT GAG AAG GAG AGA CAA ATC ARG AAA CAA ACT GCA CTT
Cys Thr Leu Ser Glu Lys €lu Arg Gln Ile Lys Lys Gln Thr Ala Leu
540 545 550

GIT GAG CTT GTG AAA CAC AAG CCC AAG GCA ACA AAA GAG CAM CTG AAA
Val Glu Leu Val Lys His Lys Pro Lys Ala Thr Lys Glu Gln Leu Lys
555 560 565

GCT GTT ATC GAT GAT TTC GCA GOT TIT GTA GAG ARG TGC TGL AAG GCT
Ala Val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe Val Glu Lys Cys Cys Lys Ala
570 575 580 585

GAC GAT AAG GAG ACC TGC TIT (CC GAG GAG GET AAA AAA CTT G GCT
Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val ala
590 595 600

GCA AGT CAA GCT GUC TTA GGC TTA {PNH) p TAAGCTT
Ala Ser Gln Ala Ala Leu Gly Leu PEPTIDE
605 610

{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID RO: 2

{1} CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
{8) LONGUEUR: 750 paires de bases
(B} TYPE: acide nucléique
{C) NOMBRE DE BRINS: double
{D} CONFIGURATION: lindaire

{ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc
{iii) HYPOTHETIQUE: HONW
{1ii} ANTI~SENS: NON

{ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE:

{A) NOM/CLE: CDB
{B) EMPLACEMENT: 3..748&

1684

1732

1780

1828

1859

(D} AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product= “Fragmeni C-ter de 1la

chimera SAH-UWF470"

{x»1} DESCRIFPTION DE LA SEQUENCE: BEQ ID HO: 2:

CC TTA GGC TTA ACC TGT GAA GCC TGC CAG GAC CCG GGA GGC CTG GTG
Leu Gly Leu Thr Cys Glu Ala Cys 6ln Glu Pro Gly Gly Leu Val
1 5 16 15

GTG CCT CCC ACA GAT GCC CCG GTG AGC CCC ACC ACT CTG TAT GTG GAG
Val Pro Pra Thr Asp Ala Pro Val Ser Pro Thr Thr Leu Tyr Val €lu
20 25 3a

GAC ATC TCG GAA CCC CCG TTG CAC GAT TTC TAC TGC AGC AGH CTA OFG
Asp Ile Ser Gln Pro Pro Leu His Asp Phe Tyr Cys Ser Azg Leu Len
i 35 40 45

GAC CTG GTC TTC CT& CTG GAT GGC TLC TLC AGG CTG TCC GAS GCT GAG

47

95

143

13




Asp

T
Phe

ATC
Ile
84

TCee
Ser

cea
Arg

ACC
Thx

GAC
Bep

GAG
Gln
160
AAG
Lys

AAC
Asn

GCC
Ala

ATC
Ila

cre
Ley
240

{2)

Ty

GAA
Glu
65

TCE
Ser

CAC
His

alels
Arg

AGC
Ser

eles

Arg

145

cce
Pro

ARG
Lys

CTC
Leu

T7TC
Fha

GIT
val
225

CeC
Pro

val
58

[eRkes
Val

CAG
Gln

GCC
Ala

ATT
Ile

GAG

Gln

130

CCT
Pro

CAA
Gln

ARG
Lys

ARG
Lys

GTG
val
210

AGC

Ser

cee
Proa

Phe

CTG
Leu

AAG
Lys

TAC
Ty

GCC
Ala
115

GTC
Val

GARA
Glu

CGG
Arg

ARG
Lys

CAG
Gin
155

TG
Leu

TAC
Tyr

GAC
Asp

Lau

AAG
Lys

TGG
TR

ATC
Ile
100

AGC
Sexr

PG
Lieu

GeC

Ala

ATG
Met

GTC
val
180

ATE
Ila

AGC
Ser

cre
Leu

ATG
Met

Leu

GCC
Ala

GTC
Val
85

GGG
Gly

CAG
Gln

Lys

TCC
Seyx

TeC
Ser
165

ATT
Ile

CGC
Arg

AGT
Ser

6T
Cys

GCA
Alg
245

Asp

T
Phe
70

CGeC
Arg

CTC
Len

GTG
Val

TAC
YT

joleia
Arqg
150

GG
Arg

GTG
Val

CTC
Leu

GTG
Val

GAC
ABD
230

CAA
Glin

Gly
5%

GTG
Val

GTG
Val

AANG
Lys

AAG
Lys

ACA
The
135

ATC
Tle

AAC
Asn

ATC
Ile

ATC
Ile

GAaT
Asp
215

CTL
Lieu

GTC
Val

Ser

GTG
Val

GCC
ala

GALC
Asp

TAT
Tyr
120

CIG
Leun

GCe
Ala

7T
Phe

CCG
Pro

GAG
Glu
200

GAG
Giu

GCC
Als

Ser

GALC
Asp

GTG
Val

el
Arg
105

GCG
Ala

TTC
Bhe

CTG
Leu

GTC
Val

GTG
val
185
AAG
Lys

e
Leu

ccr
Pro

TARGCTT

INFORMATION POUR L& SEQ ID NO: 3:

Arg

ATG
Mat

GIG
Val
*14]

ARG
Lys

GEC
Gly

CAN
Gln

CIC
Leu

cee
Aty
170

GG
Gly

CAG
Glin

GAG
Glu

GAA
Glu

{1} CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

{A) LONGUEUH: 423 paires de bases
{B) TYPE: acide nucléigue
{C} NOMBRE DE BRINS: double
(D) CONFIGURATION: linéaire

Ien

ATG
Met
75

ZAG
Glu

CEA
Arg

AGE
Sar

ATC
Ile

jaied
Leu
155

TAC
Tyr

ATT
Ile

ECC
Ala

CAG
Gln

GCC
Ala
235

SBer
60

GAG
Glis

TAC
Tyr

CCG
Pro

cas
Gln

TTC
Phe
140

ATG
Met

GTC
val

CEG
Gly

cer
Pro

CAA
cin
220

cCr
Pro

Glu

CGGE
Arg

CAC
His

TCA
Ser

GEE
Val
125

AGUT
Ser

GCe
Ala

CAG
Gln

cce
Pro

GAG
Glu
205

AGG
Arg

CCT
Pro

Ala

CiG
Leu

GAC
Asp

GAG
Glu
110
GCo
Ala

AMG
Lys

AGC
Sar

Gae
Cly

CAT
His
180

AAC
Asn

GAC
Asp

CCT
Pro

Glu

CGC
Arg

GGC
Gly
a5

8% e
Leu

e
Ser

ATC
Tle

CAG
Gln

(SyRed
Leu
175

GCC
Ala
AAG
Lys
GAG
Glu

ACT
Thr

239

287

335

383

431

527

575

623

671

718

750




{ii) TYPE DE MOLECULE: ADNe

{(1ii} HYPOTHETIQUE: GUI

(:11) ANTI-SENS: OUT

45

{ix) CARACTERISTIQUE ADDYTIONELLE:
{A) NOM/CLE: Cb8&
(B} EMPLACEMENT: 3..419
(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /products "Fragment C~ter de ls
chimere SAH~UK1~135"

{xi} DESCRIPTYION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3:

CC TTA GGC TTA AGT AAT GAA CTT CAT CAA GTT CCA 'BCG AAC TET GAC

Le$ Giy Leu Ser Asn Glu Leu His ¢ln Val Pro Ser Asn Cys Asp

TGT CTA AAT

Cys

CAQ
His

GAT
Asp

ARG
Lys

GCC
Ala
80

cae

Gin

AGG
Arg

GAG
Glu

(2}

Leau

TGE
Trp

ARG
Lys

Gee
Ala
65

AT
Thr

CTG
Leu

(elct
Arg

peiss
Cys

Asn

- TEC
Cys

TCA
Ber
50

AGC
Ser

GTC
Val

E6C
Giy

cce
Pro

ATG
et
130

GGA
Gly

ARC
Asn
35

AAR
ys

ACT
Thr

crr
Leu

[siKe]
Leuy

66
TR
115

GTG
val

GGa
Gly
20

TGC

Qys

ACC
Thr

GAC
Asp

CAG
Gin

GGG
Gly
100

TGC
Cys

CAT
His

o

ACA TGT GTG TCC

Thr

[0
Pro

TGC
Cys

ACC
Thr

CAA
Gln
85

AR
Lys

TAT
Tyr

GAC
Asp

Cys

AAG
Lys

TAT
Tyr

ATE
Met
70

ACG
Thr

CAT
His

GTG
Val

6T
Cys

Val

ARA
Lys

GAG
Glu
55

GEC
Gly

THEC
Tyz

ART
Asn

CAG
Gin

BCA
aAla
135

Ber

TTe
Fhe
40

GGG
Gly

&6
Arg

CAT
His

TAC
Tyr

GTGE
val
120

aaT
ASp

ARC
Asn
25

GGA
Gly

AAT
Asn

coc
Pro

GCC
Ala

TEC
Cys
108

GeC
Gly

GEA
Gly

INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4:

10
ARG
Lys

GEE
Gly

GGT
Gly

TGE
Cys

CAC
Hisg
20

AGG
Arg

CTA
Leu

Lys

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

{4) LONGUEUR: 541 paires de basesg
{B) TYPE: acide nucléigue
{C) NOMBRE DE BRINS: double
{D) CORFPIGURATION: lindaire

TAC
Tyr

CAG
Gln

CAC
His

CTG6
Ley
75

AGH
Ary

AAC
Asn

ARG

™e
Phe

CAC
His

oy
Phe
80

facaled
Pro

TCT
Ser

Qca
Pro

CcCE

TCC
Ber

PET
Cys

45
TAC
Tyr

TEE
Trp

GAT
Asp

GAC
Asp

CTT

Lys Pro Leu

TAAGCTT

125

AAC
Asn
30

GhA
Glu

CGA
Arg

AAC
Asn

15
AT
Ile

ATA
Ile

GGA
Gly

ner
Ser

GCT By

*Ala

Aag
Asn
110

GTC
val

#1=134
95

alele]
Azxy

CAA
Gln

47

895

143

239

287

335

383

423
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{ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc

{3id} HYPOTHETIQUE: NON

(1i%) ANTI-SENS: HON

{ix) CARACTERISTIOUE ADDITIONELLE:

{A) WOM/CLE: CDS
{B) BEMPLACEMENT: 3..536

{D) AUTRES REMSEIGNEMENTS: /product= "Fragment C-ter de la

chimere SAN~G,CSFY

{x1) DESCRIPTION DT LA SEQUENCE: SEQ Ib NO: 4:

CC ITA GEC TTA ACC CCC CTG GGC COCT GCC AGC TCC CTE CCC CAG AGC
Leu Gly Leu Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro ¢ln Ser
1 5 10 15

TTC CTE CTC AAG TGC TTA GAG CAA GTG AGG AAG ATC CAG GGC GAT GGC
Phe Leu Leu Lys Cys Leu Glu Gln Val Arg Lys Ile Gln Gly Asp Gly
20 25 3p

GCA GCE CTC CAG GAG AAG QTG TGT GCC ACC TAC AAG CT6 TGLC CAC CCC
Ala Als Leu Gln Glu Lys Leu Cys Ala Thr Tyr Lys Leu CQys His Pro
35 40 45

GAG GRG CTE GTIE CITG CTC GGA CAC TCT CTG GGEC ATC CCC TEE G8CY CCC
Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His Ser Leu Gly Ile Pro Typ Ala Pro
50 55 &0

CTG AGC TCC TGC CCC AGC CAG GLC CTG CAG CTG GCA GGL TGC TTG AGC
Leu Ser Ser Cys ¥ro Ser Gln Ala Leu Gln Leu Ala Gly Cys Leu Sex
85 70 75

CAA CTC CAT ARBC GGC CTT TIC CTC TAC CAG GGE CTC (TG QAG GCC CT¢
Gln Leu His Ser Gly Leu Phe Len Tyr Gln Gly Len Lew Gln Ala Leu
80 85 1y 55

GAA GGG ATA TIC CCC GAG TTGE GGT CCC ACC TrE GAC ACA QTG CAGS CTG
Glu Gly Ile Ser Pro Glu Leun Gly Pro Thr Len Asp Thr Leu Gin Leu
100 105 11

GAC GTC GCC GAC BPT GCC ACC ACC ATC TGG CAC CAG ATG GAA GAA CTG
Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr Ile Trp Gln Gln Met Glu Glu Leu
115 120 125

GGA ATE GCC CCT GCC CIG CAG CCU ACC CAG GGT GCC ATG CCG GCC TIC
Gly Met Ald Pro Ala Leu Gln Pro Thr Gln Gly Ala Met Pro Ala Phe
130 135 140

GCC TOT GCT TTC CAC CGC CCE GCA GGA GGG 4TC CTG GTT GCT AGC CAT
Ala Ser Ala Phe Gln Arg Arg Ala Gly Gly Val Lew Val Ala Ser His
145 150 155

TG CAG AGC TTC CYG GAG GG TCG TAC OGC GTT CTA CGC CAC OTT GCG
Leit Gin Ser Phe Leu Glu Val Ser Tyr Arg Val Leuw Arg His Leu Ada
160D 165 170 175

CAG CCC TEAAGLTT
Gln Pro

47

55

143

181

239

287

338

383

431

478

527

543
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5:

{1}

(id)
{11i)
(144)

(ix)

{ix)

{dx)

CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:

(A}

(B
{C

(D) CONPIGURATION:

TYP

} TYPE: acide nucldique
} NOMBRE DE BRINS: double
linéaire

E DE MOLECULE: ADNc

HYPOTRETIQUE: NON

ANTI-SENS: MNON

CARACTERISTIQUE ADDTTIONELLE:
(A} MOM/CLB: CDE
{B} EMPLACEMENMT: 26..2389
{D}) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product= “Chimere G.CSF-Gly4~SAH

en aval reglon prepro de SAH"

CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE:
{A} NOM/CLE: misc recomb
{B) EMELACEMENT: 620..631
(D) RAUTRES RENSEIGNEMENTS: /standard name= "Linker PolyGly"

CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE:
{A) NOM/CLE: misc feature
{B} EMPLACEMENT: 106..111

{D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /standard namee= “Site Apa I"

{x1} DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID

AAGCTTTACA ACAAATATAA AAACA ATG AAG

YT TIT OTC TTT AGC

Leu Phe
10

CoC CT6
Pro Leu

TTA GAG
Leu Glu

AAG CTG
Lyvs Leu

oTC GGA
Leu Gly
75

Len

GeC
Gly

CBRA
Gln

peuy
Cys
60

CAC
His

Phe

CCT
Pro

esiie
Yal
45

GCC
Ala

TCT
Ber

Ser

Gee
Ala
30

AGG
Arg

Acc
Thx

CTE
Leu

PCE
Ser

15
AGC
Ber

ARG
Lys

TAC
Tyr

GGC
Gly

GCT
Ala

TCC
BSer

ATC
Iie

AMG
Ly's

ATC
Iie
80

Met
1

TAT
Tyr

CTG
Leu

CAG
Gln

CRGE
Leu

]
CCC
Pro

Lys

TCe
Ber

cee
Pro

eleln
Gly
50

e
Cys

TGEG
Trp

TEE GEA
Trp Val

AGG GGET
Arg Gly
20

CAG. AGC
Gln Ser
35

GAT GGC
Asp Gly

CAC CCC
His Pro

GCT Qe
Ala Pro

LONGUEUR: 2455 paires de bases

GTG
val

flict K
Phe

GCA
Ala

GAG
Glu

CTG
Leu
85

5z
TeT
Bhe

b
Phe

cTa
Leu

GCG
Als

Gln
70

AGC
Ser

ATT
Ile

CeT
Arg

crc
Ley

CTC
Leu
55

QTG
Leu

TCC
Ser

e
Ser

ceh

AAG
Lys
40

CAG
Gin

GTG
val

iele

Cys

T
Leu

BACC
The
25

TEC
Cys

GAG
Glu

CTG
Leu

coo
Pro

52

100

148

196

244

282




AGC
Ser
ag

CTT
Len

GAG
Glu

GCa
Ala

o
Lieu

cGC
Arg
170
GAG
Glu

GGT
Gly

GAA
Glu

CAG
Gln

GAA
Giu
250
Ljrs
cTe

Leu

CCT
Pro

cTc
Leu

CAT
His

CAG
Gln

TTC
¥he

TG
Leau

ACC
Thr

CAG

Gln
155

CGGE
Arg

GTG
Val

GAT
Asp

GAA
Gln

CAG
Gin
235

Uiy
Phe

oA
Ser

CET
Arg

GAG
Glu

cec
Pro
315

GAC
Asp

gee
Ala

CTe
Len

GGT
Gly

ACC
Thr
140

cCe
Prao

GCA
Ada

TCG
Ser

GCA
Ala

BAT
Asn
220

TET
Cys

GCA
Ala

cTT
Leu

GAR
Glu

AGA
Arg
300

CGA
Arg

AAT
Asn

CTG
Leu

TAC
TYr

cee
Pro
125

ATC
Tle

ACC
Thr

GGA
Gly

TAC
Tyr

CAC
His
205

TTC
Fhe

CCA
Pro

Lys

CAT
His

ACC
Thx
285

AAT
Asn

TTE
Leu

Glu

CAG
Gin

CAG
Glin
110

ACC
Thr

TEG
Trp

CAG
Gln

GGE
Gly

CGC
Arg
150

AAG
Lys

Phe

ACA
Thr

Acc
Thr
270

TAT
Ty

GAA
Glun

GTG
Val

GAG
Glu

CTG
Leu
a5

GGG
Gly

Ty

CAG
Gin

&oT
Gly

GTC
Val
175

GTT
val

AGT
Ser

GLC
Ala

GAA
Glu

TGT
Cys
255

cTT
Leu

GGET
Gly

TGC
Cys

AGA
Arg

ACH
Thr

GCA
Ala

ce
Ley

GAC
Asp

CAG
Gln

GCce
Ala
160

CTG

Lien

CTA
Leu

CAG
Gly

TTG
Leu

GAT
Asp
240

GTT
Val

1T
Phe

GAA
Gl

e
Phe

cca
Pro
320

TeTe
Phe

GGC
Gly

Core
Leu

ACA

Thr

ATE
Met
145

ATG
Mat

GTT

Val

CGC
Arg

LT
Val

GIG
Val
225

CAT
His

GCT
Ala

GGA
Gly

ATG
Met

TG
Ley
305

GAG
Glu

TG
Leu

48

TGEC
Cys

CAG
Gin

CIG
Leu
130

Gan
Glu

CCe
Pro

GO
Ala

Cac
His

GCT
Ala
210

TTG
Leu

GTA
val

GAT
Asp

GAC
Asp

GCT
Ala
280

CAA
Gln

GTr
Val

Lys

TTG
Leu

CC
Ala
115
CAG
Gln

GAR
Giu

Felalel
3la

AGC
Ser

oy
Leu
185
CAT
Hisg

ATY
Tle

Lys

GAG
Glu

Lys'
275

GAC
Asp

CAC
His

GAT

Lys

AGC
Sax
100

CIG
Leu

CrG
Lew

CTG
Len

e
Phe

CAT
His
180

GCGE
Ala

CGG
Arg

{2l
Ala

‘TTA
Igu

TCA
Sexr
260

TTA
Leu

TGeC
Cys

Lys

GTG
val

TAC
Tyr

CAA
Gin

GAX
Glu

GAC
Asp

GGA
Gly

GCC
Ala
165

falie
Leu

CAG
8in

T
Phe

R
Phie

(&R
Val
245

GO
Ala

TGC
Cys

TGT
Cys

GAT
Asp

ATG

MHat
325

TTA
Leu

CTC
Leu

GGG
Gly

GTC
Val

ATG
Met
150
TeT
Ber

CAG
Gin

cco

Pro

Lys

GCT
Ala
230
AAT
Asn

GAZA
slu

ACA
Thr

GCA
Ala

GAL
Asp
310
Teo
Cys

TAT
Tyr

CAT
His

AT
Iile

Goe
Ala
135

Geo
Ala

AGC
Ser

GET
Gly

GAT
Asp
215

CAG
Gln

GAA
Glu

AAT
Asn

GTT
Yal

Lys
285

AAC
Asn

ACT

GAA
Glu

AGC
Ser

TCC
Ser
120

GAC

ccT
Pro

™re
Fhe

TrC
Phe

GGA
Gly
200

TrE
Leuw

TAT
Tyr

GTA
val

TE®
Cys

GCA
Ala
280

CAA
zln

CCA
Pro

felsin

Ala

ATT
Ile

GEC
Gly
105

cco
Pro

ey
Bhe

leled
Ala

CAG
Gln

CTG
Leu
185
86C
Gly

GGA
Gly

o
Leun

ACT
thr

Gac
Asp
265
acr
Thx

GAA
Glu

AAC
Asn

7T
Phe

Gee
Ala

340

388

484

532

580

628

676

724

772

820

868

216

964

1012

1060




330

AGA
Arg

AGG
Arg

GCC
Ala

TCE
Ser

GAA
Glu
410

cCcc
Pro

AAN
Lys

GAC

TCC
Ser

CAC
His
480

TCA
Ser

GCT
Ala

AGA
Arg

ACA
Thr

GAA
Glu
570

AGA
Arg

TAT
Pyr

TG
Cys

Pl
Ser
385

AGA

ys

GTEC
val

AGG
Arg

AGT
Ser
475

TEC
Cys

TTA

Lau

GAG
Glu

ALE
Arg

TAT
Tyr
555

TGC
Cys

CAT
His

Lys

oG
Teu
380

GCC
Ala

GCT
Ala

(elau]
Ala

CAC
His

eele]
Ala
460

Lys

ATT
Ile

jeley
Ala

GCA
Ala

CAT
His
540

GAR
Glu

TAT
Tyr

ceT
Pro

GCT
Ala

365

TG
Leu

Lys

i
Phe

GAG
Glu

ACG
Thr
445

GAC
ASP

CTE
Leu

GCC
Ala

GCT
Ala

AAG
Lys
525
CCw
Pro

ACC
Thr

GQC
Ala

TAC
Ty
350

elat
Ala

CCA
Pro

CAG
Gln

AAR
Lys

T
Phe
439

GAA
Glu

CcTe
Leu

AAG
Lys

GAA
Ein

GAT
Asp
510

GAT
Asp

GAT
Asp

ACT
Thr

Lys

335
T
Phe

fisting
Phe

ARG
Lys

AGR
Arg

GCA

Ala
415

GCA
Ala

TG0
Cys

GCC
Als

GAA
Glu

GTE
Val
485

Tren
Phe

GTC
Val

TAC
Tvr

CTA
Leu

GG
Val
575

TAT
Ty

ACA
Thr

CTC
Leu

CTe
Ley
400

TGE
Trp

GAR
Glu

TEC
Cys

ARG
Lys

TGC
Cys=
480

GAA
Glu

GTT
Val

TTC
Phe

e
Ber

GAG
Glu
560

e
Pha

GCC
Ala

GAR
Glu

GA

Asp
385

AXG
Lys

GCA
Ala

GTR
val

CAT
His

TAT
Tyr
465

TGT
Cys

AAT
Asn

GARA
Glu

[Sises
Lew

GIC
val
545

AAG
Lys

GAT
Asp

LG
Pro

76T
Cys
370

GAA
Gln

GT
Cys

GTA
Val

TCC
Ser

GGEA
Gly
450
ATC
Ile

GAA
Glu

GAT
Asp

AGT
Sar

GEC
Gly
530

GTA
Val

TEC
Cys

Glu

GRA
Clu
355

TG
Cys

7T
Len

&6CC
Ala

GoT
Ala

AAG
Lys
435

GAT
Asp

TET
Cys

Lys

GAG
Glu

ARG
Lys
515

ATG

Met

CIG
Leu

TET
Cys

TTT
Phe

340

Qre
Leu

CAA
Gln

elele
Arg

AGT
Sar

cac
Arg
420

TTA
Leu

CTG
Leu

GAA
Glu

cenr
Pro

ATG
Met
500

GAT.

TTT
Phe

CTG
Yeu

GCC
Ala

Lyé
580

TR
Leu

eloly
Ala

GAT
Asp

ore
Leu
405
il e
Leun

fel)ed
Val

CIT
Leu

AAT
Asn

CTG
Liew
485

ccn

Pro

GTT
Val

TG
Leu

CPE
Leu

GCT
Ala
565

cCT
Pro

TIc
Phe

GCT
Ala

GAA
Glu
380

CaA
Gin

AGC
Bex

ACH
Thr

GAA
Glu

caa
Gln
470

TG
Leu

GeT
Ala

TEC
Cys

Tyr

AGA
Arg
550

GCA
Alg

CTT
Leun

TTT
Phe

GAT
Asp
375
GGG
Gly

Lys

CAG
Gln

GAT
Asp

TET
Cys
455
GAT
Asp

GAA
Glu

GAC
Asp

.
Lys

GAA
Glu
535

crr
Leu

GAT
Asp

eliged
Val

GCT
Ala
360

Iys

ARG
Lys

TR
Phe

AGA
Arg

o
Leu
4490

GrT
Ala

TCG
Sar

Lys

TG
Leu

AAC
aAsn
520

TAT
Tyr

fetuln
Ala

ccr
Pro

GAAR

Glu

345
Lys

GCT
Ala

Gem
Ala

GGA
Gly

TTE
Phe
425
ACC
Thr

GAT

ATC
Ile

TCC

Sax

ceT
Pro
505

TAT
Tyr

GCA

Ala

ARG
Lys

CAT
His

GAG
Glu
585

1108

1156

1204

1252

1300

1348

1443

1492

15440

1588

1636

1684

1732

1780
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CCT CAG AAT TTA ATC AAA CAM AANT TGT GAG
Pro Gln Asn Leu Ile Lys Gin Asn Cys Glu
550 585

GAG TAC AAM TTLC CAG AAT GCG CTA TTA 61T
Glu Pyr Lys Phe Gin Asn Ala Leu Leu Val
605 [SREN]

CCC CAR GTG TCA ACT CCA ACT CTT GYA GAG
Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu
- 620 625

ABA GTG GGEC AGC AAA TGET TGET AMA CAT CCT
Lys Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro
&35 640

TGT GCA GAA GAC TAT CTA TCC GTG GIC CTG
Cys Ala Glu Asp Tyr Leu Ser Val vVal Leu
650 658

CAT GAG AAR ACG CCA GTA AGT GAC AGA GTC
His Glu Lys Thr Pro Val BSer Asp Arg Val
670 875

TCC TIG GTG AAC AGG CGA CCA TGC TIT TCA
Ser Lew Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser
685 690

ACA TAC GTT CCC AMR GAG TTT AAT GCT GAA
Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu
700 705

GAT ATA TEC ACA CTT TCT GAG AAG GAG AGA
Asp Ils Cy=s Thr Lew Ser Glu Lys Glu Arg
715 720

GCA CTT GIT GAG CTY GTG AAA CAC ARG CCC
Ala Leu Val Glu Leuw Val Lys His Lys Pro
730 735

CTG AAA GCT GITT ATE GAT GAT TTC GCA GCT
Leun Lys Ala val Melt Asp Asp Phe Ala Ala
750 755

AAC GOT GAC GAT AAG GAG ACC TGC TTT GCC
Lys Ala Asp Asp Lys Gln Thr Cys Phe Ala
765 770

GTT GCT GCA AGT CAA GCT GCC TTA GGC TTA
Val Ala Alz Ser Gln Ala Ala Leu Gly Leu
780 785

CTT
Lau

laley s
Arg

GTC
Val

Glu

AAC
Asn
680
ACC
Thr

GCT
Ala

ACA
Thr

CAR
Gin

AMG
Tys
740

e
Phe

GAG
Glu

TTT GAG CAG

Phe

TAC
Tyr

TCA
Ser

GCA
Ala
645
CAG
Gln

ARA
Lys

CTG
Len

e
Phe

ATC
Ile
725

GCA
ala

GTA
Val

GAG
Glu

Gilu

ACC
Thr

AGA
Arg
630

Lys

LA
Leu

TGC
Cys

GAA
Glu

ACC

“Phy

710
ARG
Lys

ACA
Thr

GAG
Glu

GET
Gly

Gin

AAMG
Lys
615

AAC
Asn

AGA
Arg

PGT
Cys

el
Cys

GTC
Val
6385

Tre
Phe

ARA
Lys

BAA
Lys

ARG
Lys

ARA
Lys
TS

cTT
Leu

600
Lys

CTA
Leu

ATGE
Matl

GTG
Val

ACA
Thr
6B0

GAT
Asp

CAT
His

Can
Gln

GAG
Glu

TGC
Cys
760
AAA
Lys

GGA
Gly

GTA
Val

GGA
Gly

cee
Pro

TEG
Leu
565

GAA
Glu

GAA
Glu

GCA
ala

ACT
Thr

CAA
Gin
745
TEC
Cys

T
Leuw

TAACATCACA TTTAAAAGCA

TCTCAGCCTA CCATCAGAAT AAGAGARAGA AAATGAAGAT CAAAAGCTT

{2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6:

{1} CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE:
(A) LONGUEUR: 756 palres de bases

(B} TYPE: acide nucléigue
{C) NOMBRE DE BRINS: double

1828

1876

1924

1972

2020

2068

21186

2164

2212

2260

2308

2356

2406

2455




{(i1)
{i14)
{111}

{ix)

{ix)

{D) CONFIGURATION:
TYFE DE MOLECULE: ADNc

HYPOTHETIQUE: NON

ANTI-SENS: HON

51

linéaire

CARACTERISTIQUE ADDITIONBLLE:
{A) NOM/CLE: CDS
{B) EMPLACEMENT: 3,,752
(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /product= "Fragment C-ter de la

chimera SKH=Fuv'*

CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE:
(&) NOM/CLE: misc recomb
{B) EMPLACEMENT: 384..428
(D) AUTRES RENSEIGNEMENTS: /standard name= “Linker

aynthetigue” -

{x1) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: S80Q ID NO: &3

CC TTA GGC TTA CAG GTG CAG CTC GAG CAG TCT GGA CCT

Leu Gly Leu Gln Val Gln Leu Glu Gin 8
1 5

ARG
Lys

TTC
The

cre
Leaw

AAT
Asn

AGC
Ser
BO

GTC
val

TAT
Tyr

GET
Gly

ATT
Tia

CCT 6EE 6CC

Pro

AGT
Ber

GAG
Gl

GGG
aly
&5

ACA
Thr

TAT
Tyr

ECT
Ala

Gee
Gly

CAG
Gln

Gly

AGG
Arer

GG
Trp
50

AMG
Lys
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145 150 155
AGE GTC AGC ATC ACC TEC AMG GCC AGT CAG GAT GTGE GAT ACT TCT GTA 527
Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val asp Thr Sar val
160 165 178 178
GCC TGG TAT CAA CAG AAR CCA GGG .CAA TCT CCT AAA CTA CTG ATT TAC 575
Ale Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

180 185 180
TGG GCA TCC ACC CGG CAC ACT GGA ©TC CCYT GAT CGC TTC ALA GGC AGT 623
Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ber
185 200 205
GGA TCT GGC ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATT AGC AAT GTS CAG TCOT Gax 671
Gly Ber Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ber Asn Val Gln Ser Glu
210 215 220

GAC TCG GOA GAT TAT TTC TGT CAG CAA TAT AGC AGC TAT CCG TGGE AUG e
Asp Ber Als Asp Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro Trp Thr

225 230 235
TIC GGT GGA GGG ACC ARG CTG GAG ATC AAAR TAAGCTT 758

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
240 245 250
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd sellaisen rekombinanttipolypeptidin
valmistamiseksi, joka kidsittdd terapeuttista aktiivisuut-
ta omaavasta polypeptidistd per&isin olevan aktiivisen
osan, joka on geneettisesti kytketty albumiiniin tai al-
bumiinivarianttiin, jolla variantilla on s&ilyneeni pitks
puoliintumisaika plasmassa, ja jolloin terapeuttista ak-
tiivisuutta omaava polypeptidi on hormoni, interferoni,
interleukiini, erytropoietiini, G-CSF tai insuliini, tun-
nettu siitd, ettd viljelldan eukaryoottista tai proka-
ryoottista rekombinanttisolua, djohon on lisdtty mainittua
polypeptidid koodaava sekvenssi, ilmentémigolosuhteissa, ija
otetaan talteen ilmennetty polypeptidi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tun-
nettu siitd, ettd terapeuttista aktiivisuutta omaava po-
lypeptidi on ihmisalkuperd8 oleva polypeptidi.

3. Patenttivaatimuksen 1 tal 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd polypeptidin aktiivinen osa kdsit-
tdd rakenteen, joka on

{a) kokonainen peptidirakenne, tai

(b} (&a):n fragmentti tai rakemne, joka on saatu
(&) :sta rakenteellisesti modifioimalla (yvhden tai useamman
ryhmdn mutaatio, substituutio, additio ja/tai delestio} te-
rapeuttinen aktiivisuus sdilyttden.

4, Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd albumiini tai albumiiniva-
riantti k&sittdd rakenteen, joka on:

(a) kypsd albumiini,

(b} albumiini, tai

{c) rakenne, joka on saatu (a):sta tai (b):std ra-
kenteellisesti modifioimalla (vhden tai useamman ryhmin
mutaatio, substituutio, additio ja/tai deleetio) sdilytté-

en pitkd puoliintumisaika plasmassa,
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5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd8 polypeptidi kdsittdsa N-
terminaalisen metioniinin.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd polypeptidi kiasittdd liit-
t&jdpeptidin.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettéd polypeptidi k&sittdd eri-
tyssignaalin,

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, tun -
nettu siitd, ettd erityssignaali on biclogisesti aktii-
visen polypeptidin luonnollinen erityssignaali.

9. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - B mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd polvpeptidin aktiivinen osa
on kytketty albumiinin N-terminaaliin.

10. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 8 mukainen me-
netelmd, tumnettu siitd, ettd polypeptidin aktiivinen
osa on kytketty albumiinin C-terminaaliin.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 10 mukainen me-
netelmd, tunnettu siité, ettd aktiivinen osa esiintyy
polypeptidissd useaan kertaan.

12, Nukleotidisekvenssi, joka koodittaa jossakin pa-
tenttivaatimuksessa 1 - 11 madritettyd polypeptidid.

13, Patenttivaatimuksen 12 mukainen nukleotidisek-
venssi, tunnettu siitd, ettd se kisittdd sekvenssin, jo-~
ka koodittaa "johto"-sekvenssin, joka mahdollistaa ilmenne-
tyn polypeptidin erityvksen.

14. Timenté&miskasetti, joka késittéd patenttivaati-
muksen 12 tai 13 mukaisen nukleotidisekvenssin transkripti-
on aloitusalueen ja mahdollisesti transkription lopetus-
alueen sédtelyn alla.

15. Itsendisesti replikoituva plasmidi, joka kdsit-
tdd patenttivaatimuksen 14 mukaisen ilmentdmiskasetin.

16. EBukarvyoottinen tai prokaryoottirien rekombinant-
tisolu, johon on inserteoitu patenttivaatimuksen 12 tai 13

makainen nukleotidisekvenssi tail patenttivaatimuksen 14 mu-
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kainen ilmentd&miskasetti tai patenttivaatimuksen 15 mukai-
nen plasmidi.

17. Patenttivaatimuksen 16 mukainen rekombinantti-
solu, tunnettu siitd, ettd se on hiiva-, eldin-, sieni-
tal bakteerisolu.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen rekombinantti-
solu, tunnettu siitd, ettd se on suvun Saccharomyces tail
Kluyveromyces hiiva.

19. Menetelmd yhden tali useamman rekombinanttipoly-

peptidin sisdltdvan farmaseuttisen koostumuksen valmista-
miseksi, joka rekombinanttipolypeptidi k#sittdd terapeut-
tista aktiivisuutta omaavasta polypeptidistd perdisin ole-
van aktiivisen osan, joka on geneettisesti kytketty albu-
miiniin tai albumiinivarianttiin, jolla variantilla on s&i-
lyneend pitk& puoliintumisaika plasmassa, ja jolloin tera-
peuttista aktiivisuutta omaava polypeptidi on hormoni, in-
terferoni, interleukiini, erytropoietiini, G-CS8F tai insu-
liini, tunnettu siitd, ettd wviljelld&n eukaryoottista
tal prokaryoottista rekombinanttisolua, johon on lisétty
mainittua polypeptidid koodaava nukleotidisekvenssi, ilmen-
tédmisolosuhteissa, otetaan talteen ilmenmetty polypeptidi,
ja lisé&td&n vhtd tai useampaa framaseuttisesti hyvidksytta-

vaa apualnetta.
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Patentkrav

1. FoOrfarande f&r framgstdllning av en rekombinant
polypeptid som innehdller en aktiv del som hirstammar fran
en polypeptid som har terapeutisk aktivitet, och som &r
genetiskt kopplad till albumin eller en wvariant av albu-
min, wvilken variant har bibeh&llen lang halveringstid i
plasma, varvid polypeptiden som har terapeutisk aktivitet
dr ett hormon, interferon, interleukin, erytropoietin, G-
CSF eller insulin, kdnnetecknat av att man odlar en
rekombinant eukaryotisk eller prokaryotisk cell i vilken
man infdrt en nukleotidsekvens som kodar nédmnda polypeptid
under expressionsbetingelser, och tar tillvara den expres-
serade polypeptiden.

2. Fdorfarande enligt patentkrav 1, kdnneteck-
nat av att polypeptiden som har terapeutisk aktivitet &r
an polypeptid av minskligt ursprung.

3. Foérfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k&n-
netecknat av att den aktiva delen har en struktur som
&xr:

{a) en hel peptidstruktur, eller

(b} ett fragment av {(a) eller en struktur som er-
hallits ur (a) genom strukturell modifiering (mutation,
substitution, addition coch/eller deletion av en eller fle-
ra grupper) med bibehdllen terapeutisk aktivitet.

4, rForfarande enligt ndAgot av patentkraven 1 -~ 3,
kdnnetecknat av att albuminet eller albuminvarianten
har en struktur som &r:

{a) moget albumin,

{b) albumin eller

(¢} en struktur som erhallits ur (a) eller (b) ge-
nom strukturell modifiering (mutation, substitution, addi-
tion och/eller deletion av en eller flere grupper) med bi-
behallien lang halveringstid i plasma.
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5. Forfarande enligt mnagot av patertkraven 1 - 4,
kdnnetecknat av att polypeptiden innehdller N-termi-
nalt metionin.

6. Forfarande enligt nadgot av patentkraven 1 -~ 5,
kdnnetecknat av att polypeptiden innehdller en lin-
kerpeptid.

7. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 -~ &,
kdannetecknat av att polypeptiden innehdller en ut-
sondringssignal.

B. Forfarande enligt patentkrav 7, ké@nneteck-
nat av att utsdndringssignalen &r den naturliga utsdnd-
ringssignalen f0r den biologiskt aktiva polypeptiden.

9. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 8,
kdnnetecknat av att polypeptidens aktiva del &r kopp-
lad till albuminets N-terminal.

10. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 8,
kd#nnetecknat av att polvpeptidens aktiva del &r kopp-
lad till albuminets C-terminal.

11. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 10,
kdnnetecknat av att den aktiva delen féreligger flera
ganger 1 polypeptiden.

12. Nukleotidsekvens som kodar f£ér en polypeptid
som definierats i nagot av patentkraven 1 - 11.

13. Nukleotidsekvens enligt patentkrav 12, ké&n-
netecknad av att den omfattar en sekvens som kodar en
"ledar"-sekvens som méjliggdr utsdndring av den expresse-
rade polypeptiden.

14, Expressionskassett, som omfattar en nukleotid-
sekvens enligt ndgot av pateritkraven 12 eller 13 under
kontroll av ett transkriptionsinitieringsomrade och even-
tnellt ettt transkriptiomsavslutningsomrade.

15. Sjalvreplikerande plasmid om innehdller en ex-
pressionskassett enligt patentkrav 14.

16. Rekombinant eukaryotisk eller prokarvotisk cell
i vilken infdrts en nukleotidsekvens enligt patentkrav 12
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eller 13 eller en expressionskassett enligt patentkrav 14
eller en plasmid enligt patentkrav 15.

17. Rekombinant cell enligt patentkrav 16, kan -
netecknad av att den &dr en jédst-, djur~, svamp- eller
bakteriecell.

18. Rekombinant cell enligt patentkrav 17, kidn -
netecknad av att den &dr j&st fradn slidktet Saccharomy-

ces eller Kluyveromyces.

19. Foérfarande f£6r framstdllning av en farmaceu-
tisk komposition som innehdller en eller flere rekombinan-
ta polypeptider som inriehdller en aktiv del som hdrstammar
fran en polypeptid som har terapeutisk aktivitet, gene-
tiskt kopplad till albumin eller en variant av albumin,
vilken variant har bibebdllen lang halveringstid i plasma,
varvid polypeptiden som har terapeutisk aktivitet &r ett
hormon, interferon, interleukin, erytropoietin, G-CSF el-
ler insulin, k&nnetecknat av att man odlar en rekom-
binant eukaryotisk eller prokaryotisk cell i wvilken man
infért en nukleotidsekvens som kodar ndmnda polypeptid un-
der expressionsbetingelser, och tar tillvara den expresse-
rade polypeptiden, och tillsdtter en eller flere farmaceu-
tiskt acceptabla excipienter.
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Thr

TGEC
Cys

TTC
Phe

ACT

L

GT7Y
Val

GG
Cys

CAR
Gln

CAC
His

GAT
Asp

Gly

AGAK

GaA
Glu

ATC
Il

TTA
2y

AGA
Arg

TGT
Cys

cCa
Pro

TIT
Phe

ACC
Thr

Ala

ATG
Met

TTT
Phe

A&

GAT
Asp

TGC
Cys

Phe

ATG
Met

Leu

TGS
Cys

Lys

GTT
Val

RAC
Asn

GCA
Ala

TCA
Ser

TTC
Phe

erT
Leu

GAT
Asp

GCC
Ala

GCTT

309

349

369

389

409

429

4459

469

489

509

529

549

565
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CE_TTAE GOC TTA
Leu Gly Leu

CLTTA_GEC TTA
Leu Gly Leu

{NNNY 244 TAA GCTT
{Thrg7p-»Valyiy) ***

(NN 29 TAA_GCTT
{(Thrd70~->ASD4g8) ***

CC_TTA GGC CTC {NNNJ 14 TAA GCTT
Leu Gly Leu (Cyssg5.»Pro7gg) ***
K e DE s ®
CC TTA GGC ‘I'TA {NN) g0

Leu Gly Leu

Fig.

Fig.

Taa GOTT

(Thra70->Tyrspg. Argge3-svalyya) *#»

Fig. 4

(& —~ D)

43

4

40




Sekvenssi tunnusnro 2

Asp

GAT
Asp

TCC
Ser

ATC 1

Il

ATC

Ile.

TAT
Tyr

Phe

GAG
Glu

Val

GRG

CARZ
Gln

TG
Leu

3

TTA GGC TTa 3CC TGT GAA GCC
Leu Gly Led Thr Cys Glu Ala
SAHC ~=nl v~ —>VWF470-5713

e n
Ala

Phe

CGAG
Glu

AGC
Ser

CCc

Pro

ATT
Ile

ARG
Lys

AGS
Arg

CCC
Pro

CCG QTG
Pro val

TAC TGC
Ivr Cys

GCT GAG
Ala Glu

CAG ARG
Gln Lys

CTC AAG
Leu Lys

GG AGCT
Gly Ser

AAG ATC
Lys Ile

CAA CGG
Gln Arg

GTG ATC
Val Ile

CAG GCC
Gln Ala

GAC GAG
Asp Glu

CcCC GAC
Pro Asp

e/l
Ser

AGC
Sejr

TT?
Phe

TGE

Trp

GAC
Asp

CAC

Gln

GAC
Asp

ATG
Met

G
Pro

CCT
Pro

ATC
Ile

ATG
Met

cce
Pro

AGG
Arg

GARA
Glu

GTC
Val

CGG
aArg

GTG
Val

cee
Arg

Ser

GTG
val

GAG
Glu

GTT i

val

GCA
Ala

ACC
Thr

CTA
Lel

Val

cee
Arg

AAG
Lys

GOC
Ala

cCcT

Pro

CGG
Arg

GGC
Gly

ARC .

Asn

ACT

Thr

CTG
Leu

Leu

GTG
val

CGA

TCC
Ser

GAA
Glu

ARC
Asn

ATT
Ile

BAG,

Lys

TAC
Tyr

CGTC
val

Fig.

Gac
Asp

AAG
Lys

GCC
Ala

CCG
Pro

ACC
Thr

GCC
ala

TTT
Phe

Gly

GCe
Ala

CAG GAG
Gln Glu

TAT GTG
YT Val

CTG GTC
Leu val

GCC TTT
Ala Phe

Val val

TCA GAG
Ser Glu

AGC GaG
Ser 3lu

TCC Cac
Ser arg

C oae
val 2rg

CCC CAT
Pro His

TTC GTG
Phe Val

TGT GAC
Cys Asp

GCTT

oo
Pro

GAG

Glu

TTC
Phe

&G
Val

GAG
Glu

CTG
Leu

GTC
Val

ATC
Ile

TAC
Tyr

GCC
Alza

CTG AGC.

Leu

Leus

GGA
Gly

GAC
Asp

cTe
Leu

GG
Val

TAC
Tyr

GG
Arg

TTG
Leu

GCC

GTC
Val

AAC
Asn

Ser

Goe
Ala

GGEC
Gly

ATC
Ile

Leu

GAC

Cac
His

oGe
Arg

AAA
Lys

CTG

jE=1H

CAG
Gln

CTC
Len

AGT
Ser

s
Leu

TG
Sar

GAT
Asp

ATG
Met

GAC
Asp

ATT
Ile

TAC
Tyr

CTC
Lau

GGC
Gly

ARG
Lys

GIG
Yal

GTG
Val

GAA
Glu

Gly

ATG
Met

Gly

GCC

Aia

ACH

Thr

CTG
Leu

CTG
Leu

CAG
Gin

GAT
AsD

CCT GAA GCC

Pre

Glu

Ala

GTG
Val

cca
Pro

TCQ
Ser

GAG
Glu

TCC
Ser

AGC
Ser

CTG
Leu

BTG
Met

ARG
Lys
ATC

Ile

GAG
Glu

cer
Pro

CT
Pro

cCG
Pro

TCC
Ser

jsee
Arg

CAC
His

CAG
Gln

FPhe

Ala

ARG

Lys

CEC
Arg

Lau

cCcT
Pro

cce
Pro

Leu

Ala

GTG
Val

CAK
Gln

AGC

Ser

ARG
Lys

Leau

GAG
Glu

cCT
Pro

ACA

Thr

CAC
His

CTG
Leu

cEo

TAC
Tyr

AAG
Lys

ATC
Ile

CaG
Gln

AAG
Lys

AT
e

CAG
Gln

ACT
Thr

601

621

G641

661

681

7al

721

741

781

801

B21

529
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Sekvenssi tunnusnro 3

Gly Thr

Pha Gly

TTT TACZ
Phe Tyr

Ala Thr

Gly Lys

GIG Goee
val Gly

CGA
Arg

GTC
Val

CAT
His

CTH
Leu

TTA AGC ART
Leu Ser Asn

GTG TCC AAC
Val Ser Asn

CAG CaC TGT
Glin His Cvs

GEA ARG GCC
Gly Lys Ala

CTT CAG CAR
Leu Gln Gln

AAT TAC TGC
Asn Tyr Cys

ARG CCG CTT
Lys Pro Leu

GAA CTT CAT CAA GTT CCA TCG AAC
Glu Lau His Gln Val Pro Ser Asn

AAG TAC TTC TCC AAC ATT CAC TGG
Lys Tyr Phe Ser Asn Ile His Tp

GAA ATA GAT AAG TCA AAR ACC TGC
Glu Ile Asp Lys Ser Lys Thr Cys
RGP =«LIKEC-=~~ I~~~ KRINGLE

AGC ACT GAC ACC ATG GGC CGG CCC
Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro

ACG TAC CAT GCC CAC AGA TCT GAT
Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp

AGG AAC CCA GAC AAC CGG AGS CGA
Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg Arg

GTC Cal GAG TGC ATG GTGE CAT GAC
Val Gln Glu Cys Mat Val His Asp

Fig. 8

TGT

Cys

TGC
Cys

TAT
Tyr

TGC
C¥s

Ala

cce
Pro

TGC
Cys

GRC TGT
Asp Cys

AAZ TGC
Asn Cys

GAG GGG
Glu Gly

TG Coe
Leu Pro

CTT CAG
Lew Gln

TGG TGC
Trp Cys

GCh GAT
Ala Asp

CTA AAT
Leu Asn

CCh AMG
Pro Lys

AAT GGT
Asn Gly

TGS AAC
Trp Asn

CTG GGC
Leu Gly

TAT GTG
Tyr val

GGA axd
Gly lys

GGEA
Gly

Lys

CAC
His

TCT
Ser

cre
Leu

CAG
Gln

TAA

kO

édl
621
641
661
681
701

720




g2 kDa =

66 kDa __




cC

TGC
Cys

Ala

cece
Bro

Caa
Gin
cce

Pro

ATC
Ile

ATG
Het

Leu

Sekvenssi tunnusnro 4

Apa

I

TTA GGC TTA ACC CCC CTG_GGC CCT GCC
Leu Gly Leu Thr Pro Lau Gly Pro

SAHK~ v~~~ maGuCSF

TTA GAG CAR GTG AGGE AAG
Leu Glu Gln Val Arg Lys

ACC
T™Hr

TGG
Trp

CcTC
Leu

GaG
Glu

TGG
Trp

CCGE
Pro

TAC AAG
Tyr Lys

GCT Cce

Ala Pro-

CAT AGC
His Ser

TTG GGT
Leu Gly

CBEG CAG
Gln Gln

GCC TTC
&la Phe

AGC TTC

1 Ser Phe

CTG TGC Cac
L=u Cys His

SatT
CTG AGL _TCC
Leu Ser Ser Cys

GG CTT TTC

Gly

CCC
Pro

TG
Met

e
Ala

CTG
Leu

Leu

ACC
Thr

GAA
Glu

TCT
Ser

GAG
Glu

Fhe

TG
Leu

Gad
Glu

cCT
Ala

GTG
Val

ATC
Ile

cce
Pro

TGS

e
Leu

GAC
Asp

CTG
Leu

TIC
Phe

<a

CAG
Gln

GAG
Glu

cce
Pro

TAC
™vr

ACA
Thr

GGh
Gly

CAG
Gin

TAC

Ala

GGG
Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

CAG
Gin

TG
Leu

ATG
Met

oGe
Arg

e

AGC
Ser

GAT
Asp

CTG
Leu

CAG
Gln

Gly

CaAG
Gln

Gce
Ala

CGE
Arg

GTT

Ser Tyr Arg val

rig.

10

TCC
Ser

Gly

vVal

Gce
ala

Leu

Leu

ccT
Pro

GCA
Ala

CcTa
L=u

CTG
Leu

Ala

CTG
Leu

CIG
Leu

Leu

GAC
AsD,

Ala

GGA
Gly

cee
Arg

ccC
Pro

GG
Kla

CTe

Leu

CcaG
Glin

CAG
Gln

CrC
Leu

GGA
Gly

CTG
Leu

CAG GeC

qu

GTC
Val

CTE
Leu

GGG
Gly

CAC
His

Ala

aoo
Ala

cac
Gln

GTC
val

crT
Leu

Ser

Gin

CAC
His

Ala

TG
Leu

GAC

cCee
Pro

CTG
Leu

GCG
Ala

Fhe

GAG
Gla

Ser

GCC
Gly

GAA
Glu

TTY
Phe

ACC
Thr

‘e

Val

caG
Gln

Leu

AAG
Lys

Ley

TGS
Cys

-~
3

Gly

Ala

CAG
Gln

GCT
Ala

cee
Pro

Let

Leu

Gly

Leu

ATA
Ile

ACC
Thr

Gly

AGC
Ser

TCA

% & %

BAG
Lys
Cys

ATC
Ile

ACC

Thr

GCC
Ala

CAT
His

AGCTT

501

641

661

681

701

721

741




Sekvenssi tunnusnro 5

ARGCT TTACAACAAA TATAAAAACHK

AGC

Ser

Pro

e ae]

Ala

Lew

CAG

Gln

CAG
Gln

GIC
Val

CIG
Leu

Gly

His

Lys

CAG
Gin

ACA
Thr
GAC
Asp

GCA
Ala

CTC
Leu

GAG
Glu

TG
Ser

CAG
Gln

cre
Lau

GGA
Gly

CTG
Len
Ala
e
Ala
Gln
GTC
Val
Lau
GAT
Asp

CAG
Gln

Cys
AAR
Lys
Lys
cce
Pro

ACA
Thy

GCT
Ala

AGC
Ser
CAG
Gln

CAC
His

GCa
Ala

CTG
Ly
GAC
Asp
acc
Pro
CTG
Leu

GCG
Ala

G-CBFg=m~]

TTG
Leu

TGT
Cys
QTT
val

TTA
ieu

CAR
Gln

cea
arg

TIT
Phe

TAT TCC
T¥r Ser

Tre CTG
Phe Leu

GAG AAG
Glu Lys

TCT CTG
Ser Leu

GGC TEC
Gly Cys

GAA GGG
Glu Gly

TTT SCC
Phe Ala

ACC CAG
Thr Gln

GTT GCT
val Ala

CAG CCC
Gln Pro

GGA Gaa
Gly Glu

cCa TTT
Pro Phe

CGCT GAT
Ala Asp

TGC ACA
Cys Thr

GA2 CCT
Glu Pro
TTG GTG
Leu Val

TTG ABA
Leu Lys

AGG GET
Arqg Gly

CTC AAG
Leu Lys

CTG TGT,

Leu Cys

GGC ATC
Gly Ile

TTG AGC
Leu Ser

ATA TCC
Ile Ser

ACC ACC
Thr Thy

GET GCC
Gly Ala

AGC CAT
Ser His

ATG AAG TG3
Met Lys Trp

GTG TIT CGT
Val Phe axrg

TEC TTA GAG
Cys Leu Glu

GOC ACC Tac
Ala Thr Tyr

CCC TGS GCT
Pro Trp Ala

CAA CTC CAT
Gln Leu His

CCC GAG TIG
Pro Glu Leu

ATC TGS CAG
Ile Trp Gln
ATG CCG GCC
Met Pro Ala

CTG CAG AGC
Leu Gln Ser

GGT _GGA oo GAT
Slv Gly Gly Gly Asp

linker

GRA AAT
Glu asn

GAA GAT
Glu Asp

GAG TCA
Glu Ser

GTT GCA
val Ala

GAG AGA
Glue Arg

AGA CCX
aArg Pro

AAA TAC
Lys Tyr

Fig,

TTC AAR GCC
Phe Lys Ala

CAT GTA AAA
His val Lys

GCT GAR AXT
Ala Glu Asn

ACT CTT CGT

Thr Leu Arg

AAT GAA TCC
Asn Glu Cys

GAG GTT GAT
Glu Val Asp

TTA TAT GhA
Leu Tyr Glu

11{a)

GTA ACC TPT ATT TCC CTT CTT
Val Thr Phe Ile Ser Leu

ApalX

CGA ACC COC CIE.GGC cor
Arg Thr Pro Leu Gly Pro
I==~>G-CSF

GTG AGG AAG
Gln Val Arg Lvys

CAA

2AG
Lys
oce
Pro

AGC
Ser

GGET
Gly
CAG
Gln

TTC
Phe

TTC
Phe

GCA
Ala

TTG
Len
TTA
Leu

TGT
Cys

GAA
Glu

TTC
Phe
GTG
Val

ATT
Ile

CTG. TGC CAC
Leuw Cys His
SstX

CTE_AGC TCC

Leu

GGC
Gly

cee
Bro

ATG
Mat

GZC
Ala

CTG
Lau

CAC
His

I--->SAH

GIG
val

GTG
val

GAC
Asp

ACC
Thr

TG
Leu

ATG
Met

GCC
Ala

Ser

CTT
Leu

ACC
Thr

Gar
Glu
TCT
Ser

GAG
Glu

ARG
Lys

TTG
Leu

AAT
Asn

AAR
Lys

TAT
Tvr
CAA
Gln

TGC
Cys
AGA
Arg

Ser

TTC
Phe

TTG
Leu

GAA
Glu

ooT
Ala

GTG
val

AGT
Ser
ATT
Ile
Glu

TCA
Ser

GGT
Gly

Cac
His
ACT
Thr

AGA
Arg

ATC
Ile

coo
Pro

TGC
Cys

CTC
Leu
GAC
Asp

CTG
Leu

‘TTC

Phie

TCG
Ser

GAG
Glu

GCcC
Als

GTA
Val

CTT
Lay

GAA
Glu
Lys

GCT
Ala

CAT
His

CAG
Gln

GAG
Glu

CCe
Pro

TAC
TYIT

aACA
Thr
GeH
Gly

CAG
GlIn

TAC

Ty T

GTT
val

TTT
Phe

ACT
Thr
CaT
His

ATG
Met

GAT
Asp

TTT
Phe

CCT
Pro

Leu

GZC
Ala

GEC
Gly

GAG
Glu

AGC
Ser

CAG
Gln

CTG
Leu

aTG
Mt

CGC
Arg

e ol
Arg

=T
ala

Ala

GAan
Glu

ACC
Thr
Ala
GAC
Asp

CAT
His

TAC
Tyr

T
Phe

AGC
Ser

GAT

Asp

CTG
Leu

CAG
Gln

fe'ce)
Gly

CAG
Gin

Keaal
Ala

CeE
Arg

GIT
Val

CAT
His

CAG
Gln

TTT
Phe
CTT
Leu

GAC
Asp

BAC
Asn
GAC
Asp

TTT
Phea

cTe
Ty

TCC
Sex

GGC
Gly

GTG
Val

GCC
Ala

CTe
Leu
TG
Leut

cct
Pro

GCA
Ala

CTH
Leu

CGG
Arg

TAT
T™vr

GCA
Ala

TTT
Phe

TGC
Cys

CCx
Pra

AART
Asn
TAT
Tyr

Phe

Leu

Ala

Leu

Leu

Lew
GAC
Asp

GO
Ala

GGh
Gly

cac

Arg

TrT
Fhe

CTT
Leu

ANA
Lys

GGA
Gly

TGT
Cys
ARC
Asn

GAa
Glu

GCC
Ala

~12

49

69

B9

109

129

149

169

209

328

30%

329




CCg
Pro

GCT
Ala

TCG
Sar
Lys
TCC
Ser
Glu
TCC
Ser
Glu

AGT
Ser

TAT
YT

ACA
Thyr

ARA
Iys
Cys
ACC

Thr:

ARdR
Lys

TAT
Tyr

AGA
Arg

GRA
Glu

GAT
Asp

CTT

Leu

GCA
Ela
GGT
Gly

GAA
Glu

GAT
Asp

TCT
Ser

GCA
Ala

RAAG
Lys

TGT
Cys

AGT
Ser

GTG
val

RAG
Lyvs

GAR
Glu

TAT
yr

GTG
Val

GAG
Glu

ARG

Lys

GTG
Val

CTA
Leu

‘GTC

Val

Gre
val

CTC
Law

BRA

Lys

Gce
Ala

Tp

TTa
Lew

GCT
Ala

Lys

GAA

Glu
GAT
Asp

TAT
Tyr

GAA
Glu
TTC
Phe
CTT
Leu
AN
Lvs
GGC
Gly
TCC
Ser
ACC
Thr

GAT
Asp

TGC
Cys

ARA
Lys

T
Phe

ARA
Lys

CTT
Lau

GCT
Ala

ARA
Lys

GCa
Ala

GTG
Val

GAT
Asp

CTG
Leu

AAT
Asn

GTT
Val

GCA
Ala

ACC
Thr

GAT
Asp

T
Phe

GTAa
Val

AGC
Ser

GTG
Val

ARD
Lys

GAA

Glu

ACA
Thr

CAC
Hisg

GTA
Val

oTT
Leu

TTC
Pha

Qo
Ala

CAG
Gln

GTA
val

ACH
Thr

GAC
AsSp

LAG
Lys

GAT
Asp
TES
Cys

AGA
Arg

ACT
Thr
GAA
Glu
GAG
Glu

cce
Pro
AR
Lys

GTC
val

TGC
Cys

ACH
Thr

CIT
Leu

AAG
Lys

GAG
Glu

GTT
Val

TTT

Pne 4

TEC
Cys

AGA
Arg

Ala
GAT
Asp

AGG
Arg

GAA
Glu

GAG

Glu

Lys

AGG
Arg

CTA
Leu

TTT
Phe

CAG
Gln

CAR
Gln

TG
Cys
CTe
Liau

TGC
Cys

TAC
Tyr

TCT
Ser

CCcC
Pro

ARG
Lys

GCT
Ala

ot
ar

CTG
Leu

CTC
Leu

Qe
Arg

CTT.

Leu

CGCG
Ala

TGC
Cys

ATG
Met

ARC
Azn

CAT
His

G2G
Glu
Lvs

crT
Leu
GTG
val
TGT
Cys
BAC
Asn

ACK
Thr

GTT
Val

GAG
Glu

AAG
Lys

TGC
Cys

GCA
Ala

ABA
Lws

TTG
Lieu

AAG
Lys

CTG
Leu

ACC

Thr

GAC
Asp

TGT

Cys

ceT
Pro
TAT
Ty
ccT
Pro

AAG
Lys

CCT

Pro

Gly
TCA
Ser
Lys

CAG
Gl

GAA
Glu

cce
Pro

AAG
Lys

GCA
Ala

TGC

Cys

AGT
ser

AGG
Arg

CCA
Pro

TGT
Cys

AGC
Ser

Lys

o
Leu

GAA
Glu

GCT
Al
Ala

GAT
Asp

TGS
Cys

CTT
Lisu

GAG
Glu

ACT
Thr
CAT
His

TTA
Leu

TCC
Ser

Lys

GAG
Glu

ATA
Thr
AAG
Lys

CAA
Gln

TAT
Tyr

AAG
Lys

GCC
Ala

CAG
Gln

GTC
Val

Gee
Ala
Lys

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

TGT
Cys
val
TAC
Tyr
cCa
Pro

CCT
Pro

TGT
Cys

TTG
Leu

GAG
Glu

AGA
Arg

AAA
Lys

GCT
Ala
GCT
Ala

ADA
Lys

CTC
Leo

AGT
Ser

AGA
Arg

CAC
His
ARG
Lys

ceT
Pro

TG
Leu

GCA
Ala

ICT

Ser
GCC
Ala

GAA
Glu

ARA
Lys

ACT
Thr

GRA
Glu

GTG
val
GTG
val

TTT
Phe

CAA
Gln

GAG
Glu

GAC
Asp

ooT
Ala

GAT
Asp

cTC
Lau

T
Phe
ACG
Thr

TAT
Tyr

CTG
Leu

Pro

ARG
lys

GTC
Val

GCY
Ala

GAG
Glu

TTC
Phe

CIT
Leu

GCA
Ala

TTG
Leu

2AC
Asn
BAT
Asn

ATC
Ile

Caa
Gln

GAT
Asp

GoT
Ala

GAA
Glu

Cra
Gln
cce
2ro

GAA
Glu

ATC
Ile

TTG
Lau

TCHA
Ser

GAT
Asp

GTA
val

GCA
Ala

cer
Pro

CAG

Gln

GTA
val

ARD
Lva

CAT
His
AGG
Arg

GCT
Ala

ARG
Lys

ore
Leu

AAG
ys

MatIT
GoC TTA_GGC
Ala Leu Gly

™
Phe

CcTT
Leu

Lys

Lyvs

TGC
Cys

TGT
Cys

GaA
Glu

TTA
Leu

GIC

Val

CTG
Lay

GAT
Asp

CAG

Gln

AAT

Asn

GAG
Glu

AGA
Arg

GG
Glu

CGA
Arg
GAR
Glu

ARR
Lys

AAR’

lys

GAG
Glu

TTA
Lau

ACA
Thy

CGG
Arg

TTT
Phe

GCT
Ala
TG
Cys
GARA
Glu
Y. 9:3
Lys
GOT
Alza
TTC
Phe

CTG
Lau

CCT
Pro

BAT
Asn

GCG
Ala

GTC
Val

ATG
Mel

ARA
Lys

CCA
Pro

ACA
Thr

CAA
Gln

"GOT

Ala
ACC
Thr
TAN

k& K

GRA
Glu
GET
Asp

GGA
Gly

GAG
Glu

AT
Eis

AAT

TCC
Ser

Ala

CTG
Leu

CTG
Leu

CAT
His
TTA
Leu

CTa
Lau

TCA
Ser

ccc
Pro

ACG
Thr
TGC
Cys

TTC
Phe

ACT
™hr

GIT
val

TGC
Cys

TGT
Cys
GARA
Glu
GAR
Glu
TTT
Phe

GGA
Gly

CAR
Gln

cac
His

GAT
Asp
GGEC
Gly

AGA
Arg

GAA
Glu

ATC
Ile

TTA
Ley

AGA
Arg

TGT
Cy's

CCA
Pro

TTT
Phe

ACC
Thr

GCA
Ala

ATG
Hat

7T
Phie

3

23
0

Gly
ACA
GOA
Ala

GAT
ASp

GAT

Fhce
Cys
Phe
ATG
Ml

CTT
Leu

TGC
Cys

RAR
Lvs

GTT
Val
ARC
Asn
GCA
Ala

GTA
val

TCA
Ser

TTC
Phe

CTT
Lai

GAT!

Asp

cee
Ala

CATCACATTT

ARAAGCATCT CAGCCTACCA TGAGAATAAG AGAAAGAMAA TGAAGATCAA AAGCTT

Fig.

11 (h)

CAR
Gln

AAG
Lys
Ala

GAX
Glu

(ke
Leu

TCG
Ser

ATT
Ile

GIT
Val
Phe

GCC
Ala

TAT
YL

CAX
Gln
Arg

CTA
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