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Tiivistelmi - Sammandrag

Ihmisen insuliinin prekursoreja, jotka sisdlt&dv&t ihmisen insu-
liirin peptidiketiun B(1-29)~A(1-21), ja niiden johdannaisia,
joissa on siltaketju yhdistdmdssd toisiinsa B(1-29)-ketjun kar-
coksyylipddtd ja A(1-27)-ketjun aminopddtd, valmistetaan vilje-
ier&lld hiivaisdntdsclua, joka on transformoitunut replikoitumis-
ryvsv.se’)ld ilment&misvektcrilla, joka kykenee ilment&miin insulii-
rin prekursoria koodittavan DNA-sekvenssin. Siltaketju on mielel-
iaén suhteellisen lyhyt siséltden mielellddn 2-8 aminohappotéhdet-
ta. Siltaketju el saa sisdltdz kahta vierekkidistd emiksistid aminc-
nappotdhdettd (Lys tel Arg) ja siin& on yksi Lys tai Arg liitty~

neend A(i-2%)-ketliun aminopzah&n. Ihmisen insuliini valmistetaan

m

insulainirn prekurscreista irn vitro-muuntamisella.
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Humanainsulinprekursorer innehdllande humaninsulinets peptidked:a
L(1-29)-A(1-21) och deras derivat med en brvggkedja forbindande
med varandra R(1-29)~kedjans karboxyl&nddrupp och A(1-21)-kedians
aminodnd grupp , framst¥lles genom att odla en jéstvidrdcell, som &r
transformerad meé en replikerbar expressionsvektor med fdrmiga

att =»pressera en insulinprekursorn kodande DNA-sekvens. Bryggkedijar
dr foretridesvis relativt kort och innehdller f&retrddesvis 2-8
aminosyrarester. Bryggkedjan fa&r inte inneh&lla tvd nidrliggande
basiska aminosyrarester (Lys eller Arg) och har en Lys eller Arg
kepplad till A(1-21)-kedjans aminodndgrupp, Humaninsulin fram-

stdlles fr&n insulinprekursorerna genom in vitro-omvandling.
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Insuliinin prekursoreja koodaava DNA-sekvenssi, t&llaisen
sekvenssin sisdltdvat vektorit, insuliinin prekursorit ja
menetelma niiden valmistamiseksi sekd menetelmd ihmisen in-

suliinin valmistamiseksi

Tama keksintd koskee biosynteettisid insuliinin prekursoreja
koodaavia DNA-sekvenssejd, tadllaisia sekvenssejd sisdltavia
vektoreita, menetelmda tdllaisten insuliinin prekursorien
valmistamiseksi ja menetelmdd ihmisen insuliinin valmistami-
seksi sekd ihmisen insuliinin prekursoreja.

Ennestddn insuliinia on syntetisoitu (synteettisestd A- ja
B-ketjusta) tai uudelleensyntetisoitu (luonnosta johdetusta
A- ja B-ketjusta) yhdistamdlla kyseiset kaksi ketjua hapet-
tamalla niin, ettd pelkistyneiden ketjujen 6 kysteiinin
sulfhydryyliryhmda (4 A-ketjussa, 2 B-ketjussa) muuttuvat
disulfidisidoksiksi. Tadssd menetelmissd disulfidisidokset
muodostuvat suurelta osin satunnaisesti, mikd merkitsee si-
td, ettd saadaan erittdin pienelld saannolla sellaista insu-
liinia, jossa disulfidisillat sijaitsevat oikein kysteiini-
tahteiden A-6 ja A-11, A-7 ja B-7 ja A-20 ja B-19 valilla

vastaavasti.

Sen jalkeen, kun oli keksitty, ettd proinsuliini on insulii-
nin biologinen prekursori, havaittiin, ettd suoraketjuisen,
tdysin pelkistyneen proinsuliinin A- ja B-polypeptidiosat
(ne, jotka vastaavat insuliinin A- ja B-ketjua) voitiin yh-
distdd hapetuksen kautta paljon vdhemmidn satunnaisia disul-
fidisidoksia synnyttden niin, ettd saatiin oikealla tavalla
ryhmittynyttd proinsuliinia oleellisesti ottaen suuremmalla
saannolla kuin saatiin vapaiden A- ja B-ketjujen yhdist&mi
selld [D.F. Steiner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 60 (1968),
622] . Vaikkakin suuria saantoja saatiin vain niin pienilld
proinsuliinividkevyyksillad, ettei menetelmd ollut toteutta-
miskelpoinen preparatiivisessa mittakaavassa, tuli proinsu-
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liinin B-C-A-polypeptidisekvenssin C-osan (so. liitospepti-
di) eli osan, joka tuo 6 kysteiinit&hdettd proinsuliiniksi
hapettumisen kannalta oikeisiin avaruusasemiin, selvasti
osoitetuksi.

Saatu proinsuliini voi toimia insuliinin prekursorina in
vitro, silld liitospeptidi on poistettavissa entsymaattisin
keinoin [W. Kemmler et al., J. Biol. Chem. 246, (1971),
6786] .

Sittemmin on osoitettu, ettd proinsuliinin kaltaiset yhdis-
teet, joissa on C-peptidid lyhemmit liitososat, joiden kum-
massakin padssd on spesifinen entsymaattinen tai kemiallinen
katkaisukohta [ns. miniproinsuliinit (A. Wollmer et al.,
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 355 (1974), 1471-1476 ja
Dietrich Brandenburg et al., Hoppe-Seyler's Z. Physiol.
Chem. 354 (1973), 1521-1524)] voivat myds toimia insuliinin
prekursoreina.

Yrityksissd saada aikaan biosynteettisia insuliineja, jotka
ovat erityisesti identtisid ihmisinsuliinin kanssa, on nou-
datettu samoja strategisia keinoja kuin synteettisten insu-
liinien valmistuksessa. Insuliinin A- ja B-ketjut on ilmen-
netty erillisissid isdntdorganismeissa, eristetty niistd ja
liitetty sen jalkeen yhteen edelld kuvatulla tavalla [R.E.
Chance et al.: Diabetes Care 4 (1982), 147]). Mikro-organis-
mit on transformoitu preproinsuliinia tai proinsuliinia koo-
dittavilla kloonausvektoreilla, joiden tuotteet voivat erit-
tyd sellaisinaan (W. Gilbert et al.: EP-patenttijulkaisu n:o
6694) tai kertyd solun sisdan yhdistelmigeenituotteiksi
(D.V. Goeddel et al.: EP-patenttijulkaisu n:o 55 945). Mini-
proinsuliinikeinoa on myds kokeiltu (D.V. Goeddel, supra).

A- ja B-ketjujen valmistaminen erillisilld fermentointi-

menetelmilld ja ketjujen yhdistaminen sen jdlkeen on sindnsa
epakdytanndllista. Kaksoisfermentoinnin epdmukavuus voidaan
vilttia valitsemalla proinsuliini- tai miniproinsuliinistra-
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tegia. Kuitenkin proinsuliinin kdyt&std biosynteettisen in-
suliinin prekursorina voi seurata tiettyjd haittoja. Proin-
suliinilla, joka erittyy fermentointiliemeen sellaisenaan
tai kertyy isdntdorganismiin solunsisdisesti, mahdollisesti
yhdistelmdgeenituotteena, on taipumus sisdltdi oleellisesti
satunnaisia disulfidisidoksia. Tdllaisen "sotkuisen" tuot-
teen jarjestaminen oikein ryhmitellyksi proinsuliiniksi voi-
daan suorittaa joko suoraan (H.-G. Gattner et al.: DK-pa-
tenttihakemus n:o 4523/83) tai kdyttdmdlld yksiketjuista
heksa-S-sulfonaattia (F.B. Hill: EP-patenttijulkaisu n:o

37 255). Uudelleenryhmittely johtaa tavallisesti jonkinas-
teiseen polymeroitumiseen ja tdstd seuraa tarve kdyttdi tyd-
laitd puhdistusvaiheita talteenotossa.

Lisaksi proinsuliinityyppisilld insuliinin prekursoreilla on
taipumus hajota entsymaattisesti joko isdntdsolujen sisdlla
tai fermentointiliemeen erittymisen jdlkeen. Hiivoissa on
osoitettu, ettd ihmisen proinsuliini on erityisen herkka
entsymaattiselle katkeamiselle kahdessa kaksiemdksisessa
sekvenssikohdassa (Arg31-Arg32 ja Lys64-Arg65). Ilmeisesti
nama katkeamiset tapahtuvat ennen S-S-siltojen syntymistd ja
muodostuu C-peptidi, A-ketju ja B-ketju.

Esilld olevan keksinndén tarkoituksena on valtt3a nadmi haitat
tarjoamalla biosynteettisid insuliinin prekursoreja, joissa
on gyntyessadn suurelta osin oikein sijaitsevat disulfidi-
sillat A- ja B-osien vililld ja jotka ovat lisdksi oleelli-
sesti vastustuskykyisempid proteolyyttiselle hajoamiselle
kuin tdhdn mennessi tunnetut biosynteettiset insuliiinin
prekursorit.

Ennestddn tunnetaan yksiketjuinen insuliinin prekursori,
joka sisdltdd insuliinin lyhennetyn B-ketjun aminohaposta
PheP! aminohappoon LysB??, joka jatkuu tdydellisend A-ketjuna
aminohaposta Gly® aminohappoon AsnP?!, B(1-29)-A(1-21) (Jan
Markussen, "Proteolytic degradation of proinsulin and of the
intermediate forms", Proceedings of the Symposium on Proin-
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sulin, Insulin and C-peptide, Tokushima, 12.-14. heindkuuta,
1978, Toim.: S. Baba et al.). Tamd insuliinin prekursori
B(1-29)-A(1-21) valmistetaan puolisynteettisesti sian insu-
liinista. Ensin valmistettiin insuliinin B(1-29)- ja

A(1-21) -ketju ja liitettiin ne yhteen niin, ettd saatiin
lineaarinen peptidi B(1-29)-A(1-21). Tama heksatiolimuodossa
oleva yhdiste hapetettiin in vitro niin, ettd saatiin yksi-

ketjuinen des- (B30) -insuliinimolekyyli.

Esilla oleva keksintd perustuu siihen yllattdvaan havain-
toon, ettd edelld mainittu yksiketjuinen insuliinin prekur-
sori B(1-29)-A(1-21) ja sen johdannaiset, joissa gsiltaketju
yhdistda B(1-29)-ketjun karboksyylipddn A(1-21) -ketjun
aminopddhdn, ilmentyvat suurilla saannoilla ja oikein si-
jaitsevin disulfidisilloin, kun viljell&dn tdllaisia insu-
1iinin prekursoreja koodittavilla DNA-sekvensseilld trans-

formoituneita hiivakantoja.

Ensinnikin timi keksintd tarjoaa DNA-sekvenssin kaytettdvak-
si hiivavektorissa, joka sekvenssi muodostuu sellaista insu-
liinin prekursoria koodaavasta nukleotidiyhdistelmista, jol-

la on kaava
B(1—29)-(Xn—Y)m-A(1-21) I

jossa kaavassa X, on peptidiketju, jossa on n luonnonmukai-
sesti esiintyvad aminohappotdhdetta, Y on Lys tai Arg, n on
kokonaisluku 0-33, mon 0 tai 1, B(1-29) on ihmisen insulii-
nin lyhennetty B-ketju ulottuen aminohaposta PheB! aminohap-
poon LysB?% ja A(1-21) on ihmisen insuliinin A-ketju edellyt-
tden, ettd peptidiketju -X,-Y- ei sisalla kahta vierekkaistd
emdksistd aminohappotdhdetta.

Edullisia edelld mainitun kaavan I mukaisia insuliinin pre-
kursoreja ovat B(1-29)-A(1-21), so. m =0 kaavassa I, ja
yhdisteet, joissa on suhteellisen lyhyt siltaketju B(1-29)-
ja A(1-21)-ketjun valilla.
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Kun m = 1, on n mielellddn 1-33, mieluummin 1-15, vield mie-
luummin 1-8 tai 1-5 ja mieluimmin 1-3 tai 1-2. X voidaan
mielellddn valita joukosta Ala, Ser ja Thr ja yksittdiset
X:t voivat olla samoja tai erilaisia. Tdllaisia edullisia
yhdisteitd ovat esimerkiksi B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21) ja B(1l-
29) -Ala-Ala-Lys-A(1-21).

Toiseksi keksintd tarjoaa hiivassa replikoituvan vektorin,
joka kykenee ilmentdmddn kaavan I mukaista insuliinin pre-
kursoria koodittavan DNA-sekvenssin.

Vektori on plasmidi, joka kykenee replikoitumaan hiivassa.

Kolmanneksi esilla oleva keksintd tarjoaa menetelmidn kaavan
I mukaisten insuliinin prekursorien tuottamiseksi hiivassa
siten, ettd transformoitunutta hiivakantaa, joka sisdltda
insuliinin prekursoreja ilmentdmddn kykenevdn plasmidin,
viljellddn sopivassa ravintovdliaineessa ja sen jdlkeen

eristetddn insuliinin prekursorit.

Neljdnneksi keksintd tarjoaa uusia ihmisen insuliinin pre-
kursoreja, joilla on kaava

B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) tai
B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21).

joissa kaavoissa symbolit ovat edelld mddriteltyja.

Keksinndssa kdytetddn hiivakantaa, joka on transformoitunut
vektorilla, joka kykenee ilmentdmd&n hiivassa insuliinin
prekursoreja koodittavan DNA-sekvenssin.

Insuliinin prekursorit voivat ilmentyd siten, ettd niissd on
lisdproteiini insuliinin prekursorin edessd. Lisdproteiini
voi suojata insuliinin prekursoria esim. endogeenisten ent-
syymien hajottavalta vaikutukselta in vivo tai se voi sisal-
tdd informaatiota, joka on tarpeen halutun proteiinin siir-



6 89183

tamisessd periplasmiseen tilaan ja lopulta solun seindn lapi
kasvualustaan.

Lisdproteiinissa on selektiivinen katkaisukohta insuliinin
prekursorin B(1-29)-ketjun N-pddn vieressd, joka tekee mah-
dolliseksi lisdproteiinin lohkaisemisen mikro-organismin
itsensa toimesta tai mydhemmissd vaiheessa entsymaattisesti
tai kemiallisesti.

Kun insuliinin prekursori ilmentyy hiivassa, lisdaminohap-
posekvenssi voi sisdltdd kaksi emiksistd aminohappoa (esim.
Lys-Lys, Arg-Arg, Lys-Arg tai Arg-Lys) insuliinin prekurso-
rin B(1-29)-ketjun N-pdan vieressd, koska hiiva kykenee kat-
kaisemaan peptidisidoksen, joka on emiksisten aminohappojen
ja prekursorin valissd. My&s halutun proteiinin vieressa
oleva Glu-Ala- tai Asp-Ala-katkaisukohta mahdollistaa lisa-
aminohapposekvenssin erottamisen hiivan itsensd toimesta
hiivan tuottaman dipeptidaasientsyymin avulla.

Insuliinin prekursorit voivat erittya prekursorien B(1-29)-
ketjuun liittyneen aminohapposekvenssin avulla edellyttden,
ettd tami aminohapposekvenssi sisdltdd selektiivisen kat-
kaisukohdan B(1-29)-ketjun vieressd ylimddrdisen aminohap-
posekvenssin mydhempad lohkaisua varten. Jos insuliinin pre-
kursorit eivat sisilld metioniinia, toimii katkaisu halutun
proteiinin viereisessd metioniinissa syanogeenibromidilla.
Samoin halutun proteiinin vieressd olevat arginiini- ja 1ly-
siinikatkaisukohdat mahdollistavat katkaisun trypsiinin kal-
taisilla proteaaseilla.

Erittymistarkoituksia varten voidaan insuliinin prekursore-
ja koodittavaan DNA-sekvenssiin liittaa signaalipeptidia
koodittava lisdsekvenssi. Transformoitunut mikro-organismi
katkaisee signaalipeptidin irti ilmentyneen proteiinituot-
teen erittyessd solusta, josta syystd halutun tuotteen erot-

taminen on helpompaa. Erittynyt tuote voi olla insuliinin
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prekursori tai se voi sisdltdd N-padssd lisdaminohapposek-
venssin, joka poistetaan mydhemmin, kuten edelld on selos-
tettu.

Erittyminen voidaan saada aikaan sisallyttadmalla vektoriin
hiivan MFal-johtosekvenssi [Kurjan, J. ja Herskowitz, I.,
Cell 30, (1982), 933-943].

Halutun DNA-sekvenssin ilmentyminen on promoottorisekvens-
gin ohjauksessa, joka sijaitsee oikeassa paikassa haluttua
proteiinia koodittavan sekvenssin suhteen niin, etta haluttu
proteiini ilmentyy isdntdorganismisgsa. Mielelldan kaytetdan
promoottorina isdantdorganismille synnynndisen geenin pro-
moottoria. Halutun proteiinin DNA-sekvenssin perdssa on
transkription lopetussekvenssi, joka on mielellddn isadntéa-
organismin synnynndisen geenin transkription lopetussekvens-
si. Edullisia promoottori- ja lopetussekvensseja ovat tri-
oosifosfataasi-isomeraasigeenin (TPI) promoottori ja lopet-
taja vastaavasti.

Voidaan kayttdd muitakin promoottoreja, kuten fosfoglyse-
raattikinaasin (PGK1l) ja MFal:n promoottoria.

Edelleen keksintd koskee menetelmda ihmisen insuliinin val-

mistamiseksi siten, ettd hiivakantaa, joka on transformoitu

replikoituvalla vektorilla, joka sisdltdd edelld olevan kaa-
van I mukaisia insuliinin prekursoreja koodittavan DNA-sek-

venssin, viljelldan sopivassa ravintovadliaineessa, insulii-

nin prekursorit otetaan talteen kasvuvdliaineesta ja muunne-
taan ihmisen insuliiniksi in vitro.

Tdmdn keksinndn mukaiset insuliinin prekursorit voidaan muuntaa
kypsdksi ihmisen insuliiniksi suorittamalla transpeptidaatio
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L-treoniiniesterillid trypsiinin tai trypsiinijohdannaisen ldsnd-
ollessa, kuten DK-patenttihakemuksessa 574/80 (julkaisu sisdl-
lytetddn tdhidn patenttihakemukseen viitteeksi) on selostettu,
jonka jdlkeen ihmisen insuliinin treoniiniesteri muunnetaan

ihmisen insuliiniksi ennest&din tunnetuilla menetelmilla.

Jos insuliinin prekursorit erittyvdt sellaisessa muodossa,

ettdi niissi on lisdaminohappoketju B(1-29)-ketjun N-pddssa,
pitdisi tdllainen aminohapposekvenssi joko poistaa in vitro
ennen transpeptidaatiota tai sen pitdisi sisdltéaa vidhintddn yksi
emiksinen aminohappo B(1-29)-ketjun N-pddn vieressd, koska
trypsiini katkaisee emdksisen aminochapon ja PheBl—aminoryhman

vilisen sidoksen transpeptidaation aikana.

Liitteend olevat piirrokset esitt&vdt keksinnodn edullista

toteutustapaa.

Kuva 1 esittdd plasmidin pMT344 valmistusta,
kuva 2 esittdid plasmidin pMT475 valmistusta,
kuva 3 esittdd plasmidin pMT212 valmistusta,
kuva 4 esittdi plasmidin pMT479 valmistusta,
kuva 5 esittdd plasmidin pMT319 valmistusta,
kuva 6 esittdd plasmidin pMT598 valmistusta,
kuva 7 esittdd plasmidin pMT610 valmistusta,
kuva 8 esitt#i plasmidin pT5 valmistusta ja
kuva 9 esittdd plasmidin pMT639 valmistusta.

Kuvissa ja osassa seuraavaa selostusta kéytetddn merkintda B'
tarkoittamaan samaa kuin B(1-29) ja merkint&& A tarkoittamaan
samaa kuin A(1-21). N&din ollen merkintd B'A tarkoittaa samaa
kuin B(1-29)-A(1-21).

1. Ihmisen proinsuliinia B-C-A koodittavan geenin valmistus

Ihmisen haimasta puhdistettu kokonais-RNA /Chirgwin, J.M.,
Przybyla, A.E., McDonald, R.J. & Rutter, W.J., Biochemistry 18,
(1979) 5294-52997 ké&&inteiskopioitiin /Boel, E., Vuust, J.,
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Norris, F., Norris, K., Wind, A., Rehfeld, J.F. & Marcker, XK.A.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, (1983), 2866-2869/ AMV-kdinteis-
kopioijaentsyymills k&dytt&m#lld 1. sdikeen aluketta

d (GCTTTATTCCATCTCTC) . Ihmisen proinsuliinin cDNA puhdistettiin
preparatiivisella urea-polyakryyliamidigeelilld ja toinen siie
syntetisoitiin t&lld templaatilla kiytt&m&lld DNA-polymeraasin
suurta osaa ja 2. sdikeen aluketta 4d(CAGATCACTGTCC). cDNA pilkot-
tiin Sl-nukleaasilla, puhdistettiin polyakryyliamidigeelielektro-
foreesilla, hédnnitettiin terminaalisella transferaasilla ja kloo-
nattiin pBR327:n /Sorberon et al,, Gene 9, (1980), 287-3057
PstI-kohtaan E.colissa. Oikea klooni, jossa oli ihmisen proinsu-
liinia B-C-A koodittava geeni, tunnistettiin yhdistelmiplasmi-
deista suorittamalla restriktioendonukleaasianalyysi ja varmis-
tettiin nukleotidien sekventoinnilla /Maxam, A., & Gilbert, W.,
Methods in Enzymology, 65 (1980), 499-560. Sanger, F., Nicklen,S.
& Coulson, A.R., Proc.Natl.Acad.Sci. USA 74, (1977), 5463—54627.

2. Thmisen insuliinin prekursoreja koodittavien geenien val-

mistaminen

Ihmisen insuliinin rakennetta B(1-29)-A(1-21) koodittava geeni
valmistettiin suorittamalla ihmisen proinsuliinisekvenssille
paikkaspesifinen mutatointi poistamalla 75 em#dsparia C-peptidii
koodittavasta alueesta liitettynid yksisidikeiseen M-13-bakterio-
faagivektoriin. Kiytettiin muunnettua menetelmii /K. Norris

et al., Nucl.Acids.Res. 11 (1983) 5103-51127, jossa kemiallisesti
syntetisoitu 19-meerinen deleetioaluke pariutettiin M13-
templaattiin. Lyhyen entsymaattisen jatkamisreaktion jdlkeen
lisdttiin "universaalinen" 15-meerinen Ml3-dideoksisekventointi-
aluke ja sen jdlkeen suoritettiin entsymaattinen jatkaminen ja
vhteenliittdminen. Osittain kaksisiikeisestd rengasmaisesta
DNA:sta leikattiin irti kaksis&dikeinen restriktiojakso (BamHI-
HindIII) ja leikattu jakso liitettiin plasmidiin pBR322,

joka oli sitd ennen katkaistu restriktioentsyymeilli BamHI

ja HindIII.

Ndin saadulla yhteenliittdmisseoksella transformoitiin E.coli

ja tunnistettiin transformantit, joissa oli ihmisen insuliinin
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osaa B(1-29)-A(1-21) koodittavan geenin sisdltdvd plasmidi
PMT319.

Geenit, jotka koodittavat yhdistettd B(1-29)-Ala-Ala-Lys-
A(1-21) ja yhdistettd B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21), valmistettiin
vastaavasti sijoittamalla MFol-B-C-A:ta koodittava jakso M-13-
bakteriofaagiin ja suorittamalla paikkaspesifinen mutatointi
ihmisen proinsuliinisekvenssille kayttdmdlla kemiallisesti syn-
tetisoitua 30-meeristd ja 27-meeristd deleetioaluketta vastaa-
vasti ja edelld mainittua "universaalista" 15-meeristd M1l3-
dideoksisekventointialuketta. Osaksi kaksisdikeisestd rengas-
maisesta DNA:sta leikattiin irti kaksisdikeinen restriktiojakso
(Xbal-EcoRl) ja liitettiin plasmidiin pUC13 ja pT5 vastaavasti.
Transformoimalla ja uudelleentransformoimalla E.coli saatiin
transformantit, joissa oli plasmidi pMT598 sisdltéen B(1-29)-
Ala-Ala-Lys-A(1-21):t4 koodittavan geenin tai plasmidi pMT630
sisdltden B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21):td koodittavan geenin vas-
taavasti.

Yhdistettd B(1-29)-Thr-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Leu-Gln-Lys-A(l1-21)
koodittava geeni valmistettiin edelld kuvatulla tavalla sijoit-
tamalla MFol-B(1-29)-A(1-21):t4d koodittava geeni M13 mpll-
bakteriofaagiin ja suorittamalla B(1-29)-A(1-21):n paikka-
spesifinen mutatointi kdyttdmdlla kemiallisesti syntetisoitua
46-meeristd deleetioaluketta
(5'—CACACCCAAGACTAAAGAAGCTGAAGACTTGCAAAGAGGCATTGTG-3') ja
"universaalista" aluketta. Samalla tavalla rakennettiin myds
yhdistetta B(l-29)—Thr—Arg—Glu—Ala—Glu—ASp—Leu—Gln-Val*Gly—Gln—
Val—Glu—Leu—Gly—Gly—Gly—Pro—Gly—Ala-Gly—Ser-Leu-Gln-Pro—Leu-Ala-
Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-Gln-Lys-A(1-21) koodittava geeni.

3. Plasmidien rakentaminen

Thmisen insuliinin jaksoa B(1-29)=-A(1-21) (B'A) koodittava geeni
eristettiin restriktiojaksona plasmidista pMT319 ja yhdistettiin
TPI-promoottoria (TPIP) koodittaviin jaksoihin /T. Alber ja G.

Kawasaki. Nucleotide Sequence of the Triose Phosphate Isomerase
Gene of Saccharomyces cerevisiae. J.Mol.Applied Genet. 1 (1982)
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419-434/, MFal-johtosekvenssiin /J. Kurjan ja I. Herskowitz,.
Structure of a Yeast Pheromone Gene (MFa): A Putative g-Factor
Precursor Contains four Tandem Copies of Mature a~Factor. Cell
30 (1982) 933-9437 ja S. cerevisiaen TPI:n transkription lopetus-
sekvenssiin (TPIT). Ndm& jaksot antavat sekvenssejd, jotka
takaavat B'A:ta koodittavan geenin suuren transkriptiotehon ja
antavat myds presekvenssin, joka pystyy saamaan aikaan B'A:n
hakeutumisen erittymismekanismiin ja viimein erittymisen kasvu-

alustaan. T&md B'A:n ilmentymisyksikkd (TPI_ -MFal-johtosekvenssi-

P
B'A-TPIT) sijoitettiin sen j&dlkeen plasmidivektoriin, joka sisdl-
si hiivan 2/u—replikoitumisen alkukohdan ja valintamerkin LEUZ,

ja saatiin plasmidi pMT344, joka on hiivassa toimiva B'A:n ilmen-

tdmisvektori.

Kun a-tekijd kypsyy hiivassa in vivo, MFal-johtopeptidin viimei-
set (C-p&ddn) kuusi aminohappoa (Lys-Arg-Glu-Ala-Glu-Ala) poistu-
vat a-tekijdn prekursorista, kun Lys-Arg-sekvenssin tunnistava
endopeptidaasi ja Glu-Ala-tihteet poistava aminodipeptidaasi toi-
mivat perdkkdin /Julius, D. et al. Cell 32 (1983) 839-852/.
Jotta ei tarvittaisi hiivan aminodipeptidaasia, MFal-johtosek-
venssin C-pd&n Glu-Ala-Glu-Ala-ketjua koodittava sekvenssi pois-
tettiin in vitro mutatoinnilla. N&in saatu hiivan ilmentdmis-
plasmidi pMT475 sisdlt&dd liitdnndisen, joka koodittaa yhdistetti
TPIP—MFal—johtosekvenssi (miinus Glu—Ala—Glu—Ala)—B'A-TPIT.
Edullisessa rakentamisessa muunnettu ilmentdmisyksikk® siirret-
tiin stabiiliin, suuren kopiom&ddrdn tuottavaan hiivan plasmidiin
CPOT (ATCC n:o 39685), joka voidaan valita vain sen perusteella,
ettd kasvualusta sis&ltdi glukoosia. N&in saadulle vektorille,
joka ilmentdd hiivassa yhdistettd B'A, annettiin nimi pMT479.

Jakso, joka koodittaa MFal-johtosekvenssi (miinus Glu-Ala-Glu-
Ala)-B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21):td, eristettiin restriktio-
jaksona plasmidista pMT598 ja siihen yhdistettiin TPI-promootto-
ria ja TPI-lopettajaa koodittavat jaksot ja siirrettiin edelli

mainittuun suuren kopiomd&rdn tuottavaan hiivaplasmidiin CPOT.
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Niin saadulle ilmentidmisvektorille, joka ilmentd& yhdistettd
B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) hiivassa, annettiin nimi pMT610.

Jakso, joka sisdlsi liitdnndisen TPIP—MFul—johtosekvenssi

(miinus Glu-Ala-Glu—Ala)-B(l—29)—Ser—Lys-A(l-Zl)-TPIT, eristet-
tiin restriktiojaksona plasmidista pMT630 ja siirrettiin
CPOT:hen. N#in saatiin vektori, joka ilmentdd yhdistetta
B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21) hiivassa, ja vektorille annettiin nimeksi
pPMT639.

Jakso, joka sisdlsi liit&nndisend TPIP-MFal—johtosekvenssi
(miinus Glu-Ala-Glu-Ala)=-B(1-29)-Thr-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Leu-
Gln-Lys-A(l—21)—TPIT:n, sijoitettiin suuren kopiomddrdn tuotta-
vaan hiivaplasmidiin DPOT, joka on CPOT:n johdannainen sisdltden
pBR322:n Sphl-BamHI-jakson liitettynd CPOT:n Sphl-BamHI-jaksoon.
Niin saadulle vektorille, joka ilment#i yhdistettd B(1-29)-
Thr-Arg—Glu—Ala-Glu-Asp—Leu-Gln—Lys-A(1-21) hiivassa, annettiin
nimi pll26.

4. Transformointi

Plasmideilla pMT344 ja pMT475 suoritettiin S. cerevisiae leu
2-mutanttien transformointi ja suoritettiin valinta leusiini-
prototrofian suhteen Hinnen et al:n kuvaamalla tavalla LK. Hinnen,
J.B. Hicks ja G.R. Fink. Transformation of Yeast. Proc.Nat.Aca.
Sci. 75 (1978) 1929/.

Plasmideilla pMT479, pMT610, pMT639 ja pll26 transformoitiin

S. cerevisiaen-kannat, joissa oli deleetio TPI-geenissd, ja
suoritettiin valinta glukoosilla kasvun suhteen. T&llaiset
kannat eivit normaalisti kykene kasvamaan, jos glukoosi on ainut
hiilildhde, ja ne kasvavat hyvin hitaasti galaktoosilaktaatti-
alustassa. Puute johtuu mutaatiosta trioosifosfaatti-isomeraasi-
geenissi, joka on saatu aikaan poistamalla suurin osa tata gee-
nii ja korvaamalla se S. cerevisiaen LEU 2-geenilli. Kasvukyvyn
vajavuuden vuoksi tapahtuu suuri valinta sellaisen plasmidin
hyvidksi, joka sis#lt88 TPI:td koodittavan geenin. pMT479 sisdl-
ti4 Schizo. pombe TPI-geenin.
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S. Ihmisen insuliinin prekursorien ilmentdminen hiivassa

Thmisen insuliinin tyyppiset ilmentymistuotteet mitattiin insulii-
nille tarkoitetulla radioimmunomdiritykselld (Heding, L.,
Diabetologia 8, 260-66, 1972) kuitenkin niin, ettd kyseisend
standardina kdytettiin insuliinin prekursoria eikd insuliinia.
Standardien puhtaus oli noin 98 % HPLC:113 mitattuna ja peptidin
todellinen pitoisuus standardissa miiritettiin aminohappoanalyy-
silld. Transformoituneiden hiivakantojen ilmentdmit ihmisen
immunoreaktiivisen insuliinin pitoisuudet on esitetty vhteen-

vetona taulukossa 1.

Taulukko 1
Hiivan ilment&mien ihmisen immunoreaktiivisten insuliinin prekur-

sorien pitoisuudet

Hiivakanta Plasmidi Rakenne Immunoreaktii-
vinen insuliini
prekursori
nmol/l ems-
livosta

MT 350 (DSM 2957) PMT 344 B(1-29)~A(1-21) 100

MT 371 (DSM 2958) pMT 475 B(1-29)-A(1-21) 192

MT 519 (DSM 2959) pMT 479 B(1-29)-A(1-21) 2900

MT 620 (DSM 3196) PMT 610 B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) 1200~-1600

MT 649 (DSM 3197) pMT 639 B{1-29)-Ser-Lys-A(1-21) 1600

ZA 426 pll2e B(1-29)-Thr-Arg-Glu-Ala-Glu-

Asp-Leu-Gln-Lys-A(1-21) 200

Ilmentymistuotteiden eristdminen ja tunnistaminen on selostettu

esimerkeissi 7-9 ja 12-13.

6. Ihmisen insuliinin prekursorin muuntaminen ihmisen insulii-

nin B30-estereiksi

Ihmisen insuliinin prekursorien muuttumista ihmisen insuliinin
estereiksi voidaan seurata kvantitatiivisesti HPLC:114 (korkea-
paincnestekromatografia) kididnteisfaasissa. Kidytettiin 4 x 300
mm "/uBondapak Cl8 column"-pylvidstd (Waters Ass.) ja eluoinnissa
puskuria, jossa oli 0,2 M ammoniumsulfaattia (pH s&didetty rikki-
hapolla arvoon 3,5) ja 26-50 % asetonitriilii. Optimaalinen
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asetonitriilipitoisuus riippuu siitd, mikd esteri insuliinin

prekursorista halutaan saada erotetuksi. Esimerkiksi ihmisen
insuliinin metyyliesteri voidaan erottaa kdyttdmdllad noin 26

tilavuus-% asetonitriilid.

Ennen HPLC-pylviiseen sijoittamista reaktioseoksen proteiinit
saostettiin 1is#imilli 10 tilavuutta asetonia. Sakka sentrifu-
goitiin talteen, kuivattiin vakuumissa ja liuotettiin 1 M etikka-
happoon.

Esimerkki 1

B(1-29)-A(l-21)-insuliinia koodittavan geenin rakentaminen

"Universaalinen" 15-meerinen Ml3-dideoksisekventointialuke

d (TCCCAGTCACGACGT) , T4 DNA-ligaasi ja restriktioentsyymit saa-
tiin New England Biolabs-yhti®std. DNA-polymeraasi I:n Klenow-
jakso ja T4—polynukleotidikinaasi saatiin P-L Biochemicals-
-32P)—ATP (7500 Ci(mmol) saatiin New England
Nuclear-yhtidstd. Oligonukleotidisynteesisséd kaytetty kantaja-

yhtidstd. (y
aine oli S'—O-dimetoksitrityyli—N2-isobutyryylideoksiguanosiini
sidottuna 3'-O-sukkinyyliryhmin kautta aminometyloituihin 1 %

silloittuneisiin polystyreenihelmiin (Bachem).

M13 mplO insHXAPst-faagin rakentaminen:

M13 mplO:sta johdettu faagi mplO insHX rakennettiin kloonaamalla
faagista p285 eristetty 284 emdsparin proinsuliinia koodittava
HindIII-XbaI-jakso HindIII-XbaI:114 katkaistuun M13 mplO RF-
faagiin. M13 mplO RF on saatavissa P-L Biochemicals, Inc.-
vhtidstd, Milwaukee, Wis. (luettelonumero 1541).

M13 mplO insHXAPst rakennettiin mplO insHx,RF:std siten, ettd
suoritettiin t#dydellinen katkaisu PstI:11&, liitettiin yhteen
ja transformoitiin E. coli JM103. N&in saatu faagi sisdltdd
ihmisen proinsuliinia koodittavia sekvenssejd siten, ettd C-
peptidid koodittavalla alueella on 75 emdsparin kehysdeleetio.
Yksisiikeinen faagi valmistettiin menetelmdlld Messing, J. ja
Vieira, J. (1982) Gene 19, 269-276.
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Oligodeoksiribonukleotidisynteesi:
19-meerinen deleetioaluke d(CACACCCAAGGGCATTGTG) syntetisoitiin
triesterimenetelmdlld l-prosenttisesti silloittuneella polysty-

reenikantaja-aineella Lfto, H., Ike, Y., Ikuta, S., ja Itakura K.
(1982) Nucl.Acids Res. 10, 1755-1769). Polymeeri pakattiin
lyhyeen pylvi&dseen ja liuottimet ja reagenssit tuotiin puoliau-
tomaattisesti HPLC-pumpun ja ohjausmoduulin avulla. Oligonukleo-
tidi puhdistettiin suojauksen poiston jilkeen HPLC:11i

LiChrosorb RP18-pylvdissd /Chrompack (Fritz, H.-J., Belagaje, R.,
Brown, E.L., Fritz, R.H., Jones, R.A., Lees, R.G., ja Khorana,
H.G. (1978) Biochemistry 17, 1257-12677.

Oligodeoksiribonukleotidin 5‘-32P-leimaus

19-meeri leimattiin 5'-pdidstid 60 /ul-ssa reaktioseosta, jossa oli
50 mM Tris-HC1l pH 9,5, 10 mM MgClZ, 5 mM DTT, 0,4 % glyserolia,
120 pmol ATP, 50 /uC1 (y- P)-ATP (10 pmol), 120 pmol oligo-
nukleotidia ja 30 yksikk®d T4-polynukleotidikinaasia. Reaktio
suoritettiin 37°C:ssa 30 minuutissa ja keskeytettiin kuumenta-
malla 100°C:ssa 3 minuuttia. Leimattu oligonukleotidi erotet-
tiin reagoimattomasta (y—32P)-ATP:st§ kromatografiapylvididssi
(Sephadex G50 superfine, 1 x 8 cm) 0,05 M trietyyliammoniumbi-

karbonaatissa pH 7,5.

Pesdkehybridisointia varten oligonukleotidi leimattiin lisii-
mdttd "kylmdd" ATP:td, kuten on selostettu julkaisussa /Boel, E.,
Vuust, J., Norris, F., Norris, K., Wind, A., Rehfeld, J., ja
Marcker, K. (1983) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 80, 2866-2869).

Oligodeoksiribonukleotidialukkeella suoritettu DNA:n synteesi:

Yksisdikeistd M13 mplO insHXAPst:td (0,4 pmol) inkuboitiin
32

19-meerisen 5'-("“P)-leimatun oligodeoksiribonukleotidialukkeen
(10 pmol) kanssa 20 /ul:ssa reaktioseosta, jossa oli 50 mM
NaCl, 20 mM Tris-HC1l pH 7,5, 10 mM MgCl ja 1 mM DDT, 5 minuut-
tia 55°C:ssa ja pariutettiin 30 minuuttia 11°C:ssa. Sitten
lisdttiin 9 /ul d-NTP-seosta, jossa oli 4ATP, dCTP, dGTP ja

dTTP 2,2 mM kutakin, 20 mM Tris-HC1l pH 7,5, 10 mM MgClz, 50 mM
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NaCl ja 1 mM DDT, ja sen jdlkeen 7 yksikkd& E. colin DNA-poly-
meraasi I:td (Klenow). Saatua seosta pidettiin 30 minuuttia
11°%:ssa ja kuumennettiin 10 minuuttia 65°C:ssa. 15-meerinen
universaalinen aluke dideoksisekventointia varten (4 pmol)
lisdttiin ja saatua seosta kuumennettiin 65°C:ssa vield minuut-
ti. Jashdytettiin 11°C:een ja sen jdlkeen lisdttiin 26 ,ul
liuosta, jossa oli 20 mM Tris-HC1l pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM
DTT, dATP, dCTP, 4dGTP ja 4TTP O,8 mM kutakin, 2,4 mM ATP ja 103
vksikkdd T4-ligaasia, ja sen jdlkeen 9,5 yksikkdd E. colin DNA-
polymeraasi I:td (Klenow). Seoksen lopullinen tilavuus oli

64 /ul. Kun oli inkuboitu 3 tuntia 11°C:ssa, lisittiin 20 /ul
4 M natriumasetaattia ja tilavuus sdddettiin 200 /ul:ksi TE-
puskurilla (10 mM Tris-HC1l pH 8,9 1 mM EDTA) .

Seos uutettiin kahdesti fenoli/kloroformilla. Lisdttiin O,9 /ug
(0,3 pmol) puhdistettua BamHI:114 ja HindIII:lla katkaistua
pBR322:n suurta jaksoa kantaja-DNA:ksi. Vesifaasi uutettiin
eetterilld ja DNA erotettiin etanolisaostuksella.

Hajotus endonukleaaseilla

Edelli kuvatulla tavalla valmistettu DNA hajotettiin vastaa-
vasti 16 ja 20 yksik®lld restriktioendonukleaaseja BamHI ja

Hind III 22 /ul:n kokonaistilavuudessa puskuria (50 mM NaCl,

10 mM Tris-HC1l pH 7,5, 10 mM MgClz, 1 mM DTT, 4 mM spermidiinid).
Seos uutettiin fenoli/kloroformilla ja sen jdlkeen eetterilld

ja DNA erotettiin etanolisaostuksella ja liuotettiin sen jédlkeen
12 /ul:aan vettda., 2 /ul kdytettiin elektroforeesissa 7 M
ureassa, joka oli tehty 6 % polyakryyliamidigeeliin.

Yhteenliittaminen:

Osaan DNA:ta (5 /ul) lisdttiin uutta BamHI:11i ja HindIII:1lla
leikattua puhdistettua pBR322:n suurta jaksoa (0,38 /ug) ja
400 yksikkdd T4 DNA-ligaasia 41 /ul:n kokonaistilavuudessa,
jossa oli 66 mM Tris-HCl pH 7,4, 10 mM MgClz, 1l mM ATP, 10 mM
DDT ja 40 /ug/ml liivatetta. Yhteenliitt&minen suoritettiin
16°C:ssa 16 tunnissa.
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Transformointi:

20,5 /ul:lla yhteenliittdmisseosta transformoitiin CaClz:lla
kisitelty E. coli MC 1000 (r~, m'). Bakteeria viljeltiin LB-
agarlevyilld ja valittiin ampisilliinin vastustuskyvyn suhteen
(100 /ug/ml). Ndin saatiin 2,6 x lO3 pesdkettd per pmol M13
mplO insHXAPst.

Pesdkehydridisointi:

123 transformoitunutta pesikettd poimittiin tuoreille ampisillii-
nilevyille ja kasvatettiin y®n yli 379C:ssa. Pesikkeet siirret-
tiin Whatman 540-suodatinpaperille ja kiinnitettiin Léergen, J.P.,
Stern, R.H., ja Wensink, P.C. (1979), Nucl.Acids Res. 7, 2115-
2136/. Esihybridisointi suoritettiin suljetussa muovipussissa

6 ml:ssa liuosta, jossa oli 0,9 M NaCl, 0,09 M Tris-HCl1l pH 7,5,
0,006 M EDTA, 0,2 % Ficoll, 0,2 % polyvinyylipyrrolidonia,

0,2 % naudan seerumialbumiinia, 0,1 % SDS ja 50 /ug/ml lohen
sperman DNA:ta, 2 tunnissa 65°C:ssa. Sitten lisdttiin 8,5 x 106
cpm 32p-merkittyd 19-meerii ja suoritettiin hybridisointi
45°C:ssa yon aikana. Suodatin pestiin kolmeen kertaan (OOC,

5 minuuttia) liuoksella, jossa oli 0,9 M NaCl ja 0,09 M natrium-
sitraattia, sen jilkeen suoritettiin autoradiografia, pestiin
kerran 45°C:ssa 1 minuutti ja autoradiografoitiin uudestaan.

Kun oli pesty 45°C:ssa, voitiin tunnistaa 3 pes#dkettd, joissa oli

mutatoitunut plasmidi.

Mutatoituneiden plasmidien endonukleaasianalyysi

Oletetuista mutanttipesidkkeisti valmistettiin plasmidit nopealla
menetelm&lld /Ish-Horowicz, D. ja Burke, J.F. (1981), Nucl.Acids
Res. 9, 2989-2998/, pilkottiin BamHI:n ja HindIII:n seoksella

ja analysoitiin sen j4lkeen elektroforeettisesti 2 % agaroosi-
geelilld. 179 emdsparin jakson lisndolo vahvisti, ettd 3 pesi-

kettd sisdlsi mutanttiplasmidin.

Uudelleentransformointi

"Mutanteiksi" tunnistetut pesikkeet sisiltivit plasmideja,
jotka ovat heterokahdenteen jilkeliisii. Puhdas mutantti
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voitiin saada transformoimalla CaClZ:lla kdsitelty E. coli
MC1000 (r-, m+) uudestaan 2 mutanttipes&kkeen plasmideilla.
Kustakin levystd eristettiin 5 ampisilliinille vastustuskykyis-
td kloonia, valmistettiin plasmidi-DNA ja suoritettiin analyysi
endonukleaasipilkonnalla edelld kuvatulla tavalla. 3 viidesti
ja 5 viidestd vastaavasti osoittautuivat puhtaiksi mutanteiksi.

Yksi plasmidi, pMT319, valittiin jatkokdyttsodn.

DNA-sekvenssin analyysi

5 /99 plasmidia pMT319 pilkottiin BamHI:11ld standardiolosuhteis-
sa, uutettiin fenolilla ja saostettiin etanolilla. BamHI:n
tuottamat lomittaiset pddt tdytettiin k&yttdm&lld Klenow DNA-
polymeraasi I:td, dCTP:td, dGTP:t4i, ._dTTP:t3d ja a-32P-dATP:té.

Fenoliuuton ja etanolisaostuksen jdlkeen DNA pilkottiin
EcoRI:114. 32P:lléi leimattu jakso, jossa oli deleetio, puhdis-
tettiin elektroforeesilla 2 % agaroosigeelilld ja sekventoitiin
Maxamin ja Gilbertin menetelmilld Maxam, A. ja Gilbert, W.

(1980) Methods in Enzymology 65, 499-560).

Esimgrgki 2

Hiivaplasmidin pMT344 rakentaminen ihmisen insuliinin B(1-29)-
A(l-21):n ilmentdmiseksi (B'A)

Plasmidi pMT319, jossa oli B'A:ta koodittava geeni, ja joka oli
rakennettu edelld kuvatulla tavalla, leikattiin restriktioentsyy-
meilld HindIII ja Xbal ja 0,18 ke:n jakso /T. Maniatis, E.F.
Fritsch, ja J. Sambrook. Molecular Cloning. Cold Spring Harbor
Press 19837 eristettiin 2 % agaroosigeelistd. Samoin eristet-
tiin US-patenttihakemuksen S.N. 547 748 (1. marraskuuta, 1983)
mukaisesti valmistetusta plasmidista p285 jakso (6,5 ke XhoI-
HindIII), joka sisdlsi S.cerevisiaen TPI-promoottorin (TPIP)

/T. Alber ja G. Kawasaki. Nucleotide Sequence of the Triose
Phosphate Isomerase Gene of Saccharomyces cerevisiae, J.Mol.
Applied Genet. 1 (1982) 419-434/ ja MFal-johtosekvenssin

13. Kurjan ja I. Herskowitz, Structure of a Yeast Pheromone Gene
(MFo) : A Putative a-Factor Precursor Contains four Tandem Copies
of Mature a-Factor. Cell 30 (1982) 933—9422 p285 sisdltis
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liitdnndisen TPIP-MF 1-johtosekvenssi -B-C-A- TPIT ja se on
taltioituna hiivakantaan Z33 (ATCC n:o 20681). Jakso (0,7 ke
Xbal-BamHI), jossa oli TPI:n transkription lopetussekvenssit
(TPIT) /T. Alber ja G. Kawasaki, Nucleotide Sequence of the
Triose Phosphate Isomerase Gene of Saccharomyces cerevisiae.

J. Mol. Applied Genet. 1 (1982)419-4347 eristettiin myds plas-
midista p285. Lopuksi eristettiin 5,4 ke:n XhoI-BamHI-jakso
hiivan vektorista YEpl3 LE.R. Broach. Construction of High Copy
Yeast Vectors Using 2 yum Circle Sequences. Methods Enzymology
101 (1983) 307-32§7. Edelld mainitut neljd jaksoa liitettiin
yhteen LT. Maniatis, E.F. Fritsch, ja J. Sambrook. Molecular
Cloning. Cold Spring Harbor Press 19827, liitdnndisilld suori-
tettiin E. colin transformointi /T. Maniatis, E.F. Fritsch,

ja J. Sambrook. Molecular Cloning. Cold Spring Harbor Press
1982/ ja suoritettiin valinta ampisilliiniresistenssin suhteen.
Plasmidit eristettiin transformanteista ja yhden plasmidin,
pMT344, rakenne varmistettiin restriktiokartoituksella. pMT344:n
rakentaminen ja pddpiirteet on esitetty kaaviollisesti kuvassa 1.

Esimerkki 3

Hiivaplasmidin pMT475 rakentaminen ihmisen insuliinin B(1-29)-
A(l1-21):n ilmentdmiseksi siten, ettid B'A on muunnetun MFgl-johto-

sekvenssin jdljessd

Jotta saataisiin rakennetuksi plasmidi B'A:n ilmenté&miseksi
MFal-johtosekvenssin jdlkeen 13. Kurjan ja I. Herskowitz,
Structure of a Yeast Pheromone Gene (MFg): A Putative a-Factor
Precursor Contains four Tandem Copies of Mature g-Factor. Cell
30 (1982) 933—9427, josta viimeksimainitusta puuttuu viimeiset
neljd aminohappoa (Glu-Ala-Glu-Ala), plasmidista pMT319 eris-
tettiin 0,14 ke:n XbaI-EcoRII-jakso, jossa oli A-sekvenssi ja osa
B'-sekvenssid. Samoin eristettiin B'-geenin 5'-pddn ldheinen
osa 0,36 ke:n EcoRI-EcoRII-jaksona plasmidista pM215. Plasmidi
pPM215 rakennettiin alakloonaamalla EcoRI-Xbal-jakso, jossa oli
plasmidin p285 B-C-A-proinsuliinigeenin plasmidiin pUC13
Lfakennettu samoin kuin pUC8 ja pUCY9 julkaisussa Vieira et al.,

Gene 19: 259-268 (1982)7 ja sen jdlkeen poistettiin in vitro
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silmukoimalla 12 emidstd, jotka koodittavat aminchappoketjua
Glu-Ala-Glu-Ala, MFol-johtosekvenssin ja B-C-A-proinsuliini-
geenin vdlistd. N&mi kaksi B'A-geenin kattavaa jaksoa liitet-
tiin EcoRI-XbaI:114 leikattuun pUCl3-vektoriin (ks. kuva 2),
jolloin saatiin pMT473. Saatu muunnettu geeni, joka sisdltyi
plasmidista pMT473 eristettyyn O,5 ke:n EcoRI-XbaI-jaksoon,
liitettiin sen jidlkeen plasmidista pMT342 saatuihin kahteen
jaksoon (4,3 ke:n XbaI-EcoRV ja 3,3 ke:n EcoRV-EcoRI). pMT342
on hiivavektori pMT212, johon on sijoitettu TPIP-MFal-johto—
sekvenssi—B—C—A—TPIT. Saatu plasmidi pMT475 sisdltdd liitan-
ndisen TPIP-MFal—johtosekvenssi (miinus Glu-Ala-Glu-Ala)-B'A~
TPIT. Plasmidien pMT342, pMT473 ja pMT475 rakentaminen on esi-
tetty kaaviollisesti kuvassa 2. Vektorin pMT212 rakentaminen
on esitetty kuvassa 3. Plasmidi pMLB1034 on kuvattu julkaisussa
M.L. Berman et al., Advanced Bacterial Genetics, Cold Spring
Harbor (1982), 49-51 ja pUCl2 rakennettiin samoin kuin pUC13
(Vieira et al, ibid.).

Esimerkki 4

B(1-29)-A(1-21)-geenin (B'A-geeni) sijoittaminen stabiiliin
hiivaplasmidiin pMT479

Plasmidista pMT475 saatu muunnettu B'A-geeni eristettiin 2,1
ke:n BamHI - osittainen Sphl-jaksona ja liitettiin noin 11 ke:n
BamHI-Sphl-jaksoon, joka oli saatu plasmidista CPOT (ATCC n:o
39685), jolloin saatiin plasmidi pMT479 (kuva 4). Plasmidi
CPOT perustuu vektoriin Cl/1, joka on muunnettu korvaamalla
alkuperdinen pBR322:n Bgll-BamHI-jakso samanlaisella pUCl3:sta
saadulla Bgl1-BamHI-jaksolla ja liitt&m&dlld sen jdlkeen S.
pombe TPI-geeni (POT) (US-patenttihakemus S.N. 614 734, jdtetty
virastoon 25. toukokuuta, 1984) BamHI-SalI-jaksona, jolloin
saadaan CPOT. Cl/1 on johdettu plasmidista pJBD248, Beggs

et al., Nature 275, 104-109 (1978) kuten on selostettu euroop-

palaisessa patenttihakemuksessa n:o 0103409A.

Esimerkki 5

Transformointi

S. cerevisiae-kantaa MT118 (a, leu 2, ura 3, trp 1) kasvatettiin
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YPD-alustassa (Sherman et al., Methods in Yeast Genetics, Cold

Spring Harbor Laboratory, 1981) OD -arvoon 2,1. 100 ml vil-

600
jelmd@& otettiin talteen sentrifugoimalla, pestiin 10 ml:ssa

vettd ja sentrifugoitiin uudestaan ja suspendoitiin uudestaan
2EDTA

PH 8,0 ja 6,7 mg/ml ditiotreitolia. Saatua suspensiota inkuboi-

10 ml:aan liuosta, jossa oli 1,2 M sorbitolia, 25 mM Na

tiin 30°C:ssa 15 minuuttia, sentrifugoitiin ja solut suspendoi-
tiin uudestaan 10 ml:aan liuosta, jossa oli 1,2 M sorbitolia,_\
10 mM NazEDTA, 0,1 M natriumsitraattia pH 5,8 ja 2 mg Novozyﬁgi
234-entsyymid. Saatua suspensiota inkuboitiin 30 minuuttia
3OOC:ssa, solut sentrifugoitiin talteen, pestiin 10 ml:lla

1,2 M sorbitolia ja 10 ml:11la CAS-liuosta LI,Z M sorbitoli,

10 mM CaCl,,

pH = 7,27 ja suspendoitiin uudestaan 2 ml:aan CAS-liuosta.

10 mM Tris (Tris = tris(hydroksimetyyli)aminometaani)

Transformointia varten 0,1 ml:aan CAS-liuokseen uudelleensuspen-
doituja soluja sekoitettiin noin 1 /ug plasmidia pMT344 ja seos
jdtettiin huoneen limp&tilaan 15 minuutiksi. Lisdttiin 1 ml

(20 % polyetyleeniglykolia 4000, 10 mM CaCl,, 10 mM Tris pH

7,5) ja saatu seos jdtettiin vield 30 minuutiksi huoneen ldmpd-
tilaan. Seos sentrifugoitiin ja pelletti suspendoitiin uudes-
taan 0,1 ml:aan SOS-liuosta (1,2 M sorbitolia, 33 tilavuus-%
YPD, 6,7 mM CaClZ, 14 /ug/ml leusiinia) ja inkuboitiin 2 tuntia
30°%C:ssa. Sitten suspensio sentrifugoitiin ja pelletti suspen-
doitiin uudestaan 0,5 ml:aan 1,2 M sorbitolia. Lisittiin 6 ml
peiteagaria (Sherman et al:n SC-alusta (Methods in Yeast Genetics,
Cold Spring Harbor Laboratory, 1981) ilman leusiinia ja sisdltden
1,2 M sorbitolia sekid 2,5 % agaria) 52°C:ssa ja suspensio
kaadettiin levyjen p&d&lle, jotka sisdlsivdt samaa agarilla
kiinteytettyd, sorbitolipitoista alustaa. Transformanttipesdk-
keet poimittiin sen jilkeen, kun oli kasvatettu 3 vuorokautta
30°C:ssa, eristettiin uudestaan ja kdytettiin nestemidisten kasva-
tusten aloittamiseen. Jatkotutkimuksiin valittiin yksi t#llai-
nen transformantti MT350 (=MT 118/pMT344).

Plasmidi pMT475 siirrettiin S. cerevisiae-kantaan MT362 (o,leu2)
samoin kuin edelld ja eristettiin transformantti MT371 (=MT362/
pMT475) .
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Plasmidin pMT479 siirt&dminen kantaan E2-7B X E11-3C (a/a,
Atpi/Atpi, pep 4-3/pep 4-3; tdstd kannasta kdytetddn nimed
MT501) suoritetaan samoin kuin edelld, mutta seuraavin muun-
noksin: 1) ennen transformointia kantaa MT501 kasvatettiin
YPGaL-alustassa (1 % Bacto-hiivaa, 2 % Bacto-peptonia, 2 %

galaktoosia, 1 % laktaattia) OD -arvoon 0,6. 2) S0S-liuos

600
sisdlsi YPGalL:43 eikd YPD:td. Jatkotutkimuksiin valittiin yksi

transformantti MT519 (=MT501/pMT479).

Tdmdn patentin hakija taltioi transformoituneet mikro-organis-
mit MT350, MT371 ja MT519 kokoelmaan Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen (DSM), Griesebachstrasse 8, D-3400 Géttingen,
15. toukokuuta 1984, jolloin niille annettiin kokoelmanumerot
DSM 2957, DSM 2958 ja DSM 2959 vastaavasti.

Esimerkki 6

B(1-29)-A(1-21)-insuliinin ilmentyminen hiivassa
Kantoja MT350 (DSM 2957) ja MT371 (DSM 2958) kasvatettiin syn-

teettisessd tdydellisessd SC-alustassa (Sherman et al., Methods

in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory 1981), Jjosta
puuttui leusiini. Kummastakin kannasta kasvatettiin ravistelu-
viljelminid kaksi 1 litran viljelmd4 2 litran pulloissa, Jjotka

0li varustettu ohjauslevyillsi, 30°C:ssa, kunnes OD -arvoksi

600nm
tuli 7-10. Sitten viljelm&dt sentrifugoitiin ja emdliuokset

otettiin talteen jatkoanalysointia varten.

Kantaa MT519 (DSM 2959) kasvatettiin vastaavalla tavalla, mutta
YPD-alustassa (Sherman et al., Methods in Yeast Genetics, Cold
Spring Harbor Laboratory, 1981) ja OD600nm
goitiin ja emdliuos erotettiin analysointia varten edelld kuva-
tulla tavalla.

-arvoon 15, sentrifu-

Esimerkki 7

B(1-29)-A(1l-21)-insuliinin ilmentdminen hiivakannassa MT350
({DSM 2957)
Hiivakantaa MT350 (DSM 2957) kasvatettiin samoin kuin edelld

esimerkissd 6 on esitetty ja 1100 ml:sta t&m&n kannan emdliuosta
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erotettiin ilmentymistuotteet seuraavalla tavalla:

10 g LiChropreé:£P-18 (Merck, art. 9303) pestiin 3 kertaa liuok-
sella, jossa oli 50 mM NH4HCO3 ja 60 % EtOH, ja sen jdlkeen
pakattiin 6 x 1 cm pylvéddseen. Pylvds tasapainotettiin 50 ml:lla
50 mM NH4HCO3. 1100 ml:aan hiivan emdliuosta lisdttiin 55 ml

96 % EtOH ja seos laskettiin pylv&d&n l&pi ydn aikana (virtaus:

70 ml/h).

Pylvds pestiin 10 ml:1la 0,5 M NaCl ja 10 ml:lla H,0 ja peptidit
eluoitiin liuoksella, jossa oli 50 mM NH4HCO3 ja 60 % EtOH.
Eluaatti (5 ml) vikevditiin vakuumisentrifugoinnilla 1,4 ml:ksi
(etanolin poistamiseksi) ja sen jidlkeen tilavuudeksi s&didettiin
10 ml lis&&m&ll4 liuosta, jossa oli 25 mM HEPES-puskuria pH 7,4.
Ndyte sijoitettiin anti-insuliini-immunoabsorptiopylviiseen
(AIS-pylvids) (2,5 x 4,5 cm), joka oli sitd ennen pesty 4 kertaa
5 ml:1la NaFAM-puskuria (Heding, L., Diabetologia 8, 260-66,
1972) ja kaksi kertaa 5 ml:1la 25 mM HEPES-puskuria. Niytteen
sijoittamisen jilkeen pylvdsn annettiin seisoa 30 minuuttia
huoneen ldmpdtilassa ja sen jdlkeen se pestiin 10 kertaa

4 ml:1la 25 mM HEPES-puskuria. Peptidit eluoitiin 20 % HAc:114.
Eluaatin pH sd&ddettiin ammoniumhydroksidilla arvoon 7,0 ja
kerdttyjen jakeiden tilavuus sdidettiin 500 /ul:aan vakuumi-

rotaatiolla.

Saatu ndyte puhdistettiin HPLC-menetelmilli 10 /u Waters
/uBondopak C-18-pylvddssd (3,9 x 300 mm). A- ja B-puskurit oli-
vat 0,1 % TFA HZO:ssa ja 0,07 % TFA MeCN:ssi vastaavasti.

Pylvds tasapainotettiin 25 %:11a B:ti (virtaus: 1,5 ml/min)

ja peptidit eluoitiin MeCN:n lineaarisella gradientilla (1 %/min)
ja havaittiin 276 nm:ssd. Kunkin puhdistusvaiheen saanto mii-
ritettiin edelld kuvatulla radioimmunomiirityksells ja puhdis-
tuksen yhteenveto on esitetty taulukossa 2. Kokonaissaanto

oli 68 %.



24 689183

Taulukko 2

Hiivakannan MT350 ilmentymistuotteiden puhdistaminen em&-

liuoksesta

Puhdistusvaihe Tilavuus (ml) Immunoreaktiivinen

B(1-29)-A(1-21)~insuliini

(nmol)

Emdliuos 1100 110%*

RP-18 10 116

Anti-insuliini

Sepharose 0,5 116

HPLC 2,5 75

*Tdssd ndytteessd havaittiin laimenemisilmid

HPLC-pylvadstd havaittiin vain yksi piikki, joka sis&dlsi immu-
noreaktiivista B(1-29)-A(1-21)-insuliinia. T&mdn piikin sisdl-
tdmd peptidimateriaali eristettiin ja sille suoritettiin amino-
happosekventointi. Sekvenssianalyysi suoritettiin kaasufaasi-
sekventaattorilla (Applied Biosystem Model 470A) menetelmilli
Hewick, R.M. et al. (J. Biol.Chem. 256, 79390-7997, 1981).
Sekventointituloksista voitiin pddtelld, ettd ilmentymistuotteet
koostuivat 3 peptidisti:

(Glu-Ala)z—B(l—29)—A(l—Zl)—insuliini 89 %
Glu-Ala-B(1-29-A(1-21)-insuliini 2 %
B(1-29)-A(1-21)-insuliini 9 %

Peptidejd oli mainitut suhteelliset md&drit.

Esimerkki 8

B(1-29)-A(1-21)-insuliinin ilmentyminen hiivakannassa MT371
(DSM 2958)
Hiivakantaa MT371 (DSM 2958) kasvatettiin esimerkissd 6 kuvatulla

tavalla ja 665 ml:sta td&md@n kahnan emdliuosta erotettiin ilmenty-
mistuotteet esimerkissd 7 kuvatulla tavalla. Kokonaissaanto
0li 50 nmol, mikd vastaa 39 %. Peptidimateriaali eristettiin

HPLC-pylvddstd ja sekventoitiin esimerkissd 7 kuvatulla tavalla.
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Sekventointituloksista (18 tihdettd N-pidsti) voitiin pddtellsd,
ettd peptidi oli homogeeninen B(1-29)-A(1-21)-insuliini.

Ndiden tulosten vertailu esimerkissi 7 saatuihin tuloksiin
osoittaa, ettd on hyvi poistaa Glu-Ala-Glu-Ala-sekvenssi MFaxl:n
C-pddstd. Esimerkistd 7 ilmenee, etti hiivan dipeptidaasientsyy-
mi ei lohkaise kovinkaan tehokkaasti Glu-Ala- eiki Glu-Ala-Glu-
Ala-sekvenssid B(1-29)-A(1-21)-insuliinista ennen insuliinin

prekursorin erittymistd hiivasoluista.

Esimerkki 9

B(1-29)-A(1-21)-insuliinin ilmentyminen hiivakannassa MT519
(DSM 2959)
Hiivakantaa MT519 (DSM 2959) kasvatettiin esimerkissi 6 kuvatul-

la tavalla ja ilmentymistuotteet eristettiin 70 ml:sta emiliuos-

ta esimerkissd 7 kuvatulla tavalla. Kokonaissaanto oli 116 nmol,
mikd vastaa 57 %. Peptidi sekventoitiin esimerkissd 7 kuvatulla
tavalla. N-pddstd identifioitujen 42 tihteen perusteella arvioi-
tuna oli peptidi homogeeninen B(1-29)-A(1-21)-insuliini. Noin

5 nmol peptidid hydrolysoitiin 100 /ul:ssa 6 N HCl 24 tuntia
110°C:ssa. Hydrolysaatti analysoitiin aminohappoanalysaattoril-
la (Beckman Model 121M). Seuraava aminohappokoostumus 18ytyi:

Taulukko 3
Puhdistetun B(1-29)-A(1-21)-insuliinin aminohappoanalyysi

Aminohappo Loéydetty Laskettu Aminohappo Loydetty Lasket!
Asx* 2,97 3 vVal 3,37 4
Thr 1,77 2 Ile 1,65 2
Ser 2,45 3 Leu* 5,65 6
Glx* 6,68 7 Tyr 3,51 4
Pro 1,33 1 Phe* 2,73 3
Gly* 3,95 4 Lys* 0,95 1
Ala* 1,22 1 His* 1,84 2
Cys 0,5 4,54 6 Arg* 1,13 1

*Normalisoinnissa kdytetty aminohappo
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Esimerkki 10
Hiivaplasmidin pMT610 rakentaminen B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21):n

ilmentdmistd varten

4,3 ke:n EcoRV-Xbal-jakso ja 3,3 ke:n EcoRI-EcoRV-jakso, jotka
0li saatu plasmidista pMT342 (ks. esimerkki 3), liitettiin

0,6 ke:n EcoRI-Xbal-jaksoon, joka oli saatu plasmidista pM215
(ks. esimerkki 3). Saatu plasmidi pMT462 sis&dltdd liitd&nndisen
MFal-johtosekvenssi(miinus Glu-Ala-Glu-Ala)-B-C-A. Jotta saa-
taisiin B-C-A:ta koodittava jakso B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(l-21):td
koodittavaksi jaksoksi, kdytettiin muunnettua paikkaspesifista
mutatointia (K. Norris et al., ibid.). Plasmidista pMT642

saatu 0,6 ke:n EcoRI-Xbal-jakso, joka koodittaa peptidid MFal-
johtosekvenssi (miinus Glu-Ala-Glu-Ala)-B-C-3, sijoitettiin
Xbal-EcoRI-leikattuun M13 mplO RF-faagiin. Yksisdikeistd M13-
faagia, jossa oli edelld mainittu EcoRI-Xbal-liit&nndinen, inku-
boitiin 30-meerisen d (TTCACAATGCCCTTAGCGGCCTTGGGTGTG)-priimerin
(KFN15) ja "universaalisen" 15-meerisen Ml3-priimerin

d (TCCCAGTCACGACGT) (ks. esimerkki 1) kanssa kuumentamalla 5 mi-
nuuttia 90°C:ssa ja jadhdyttdmdlli sen jdlkeen hitaasti huoneen
ldmpdtilaan parittumistarkoituksessa. Osittain kaksisdikeinen
DNA valmistettiin lis&d&mdlli dANTP-seos, Klenow-polymeraasi ja
T4-ligaasi. Sitten suoritettiin fenoliuutto, etanolisaostus ja
uudelleensuspendointi ja DNA leikattiin restriktioentsyymeilld
Apal, Xbal ja EcoRI. Suoritettiin uudestaan fenoliuutto, etanoli-
saostus ja uudelleensuspendointi ja DNA liitettiin EcoRI-
Xbal:113 leikattuun plasmidiin pUC1l3. E. coli (r_m+)—kanta
transformoitiin yhteenliittimisseoksella ja useista transforman-
teista valmistettiin plasmidit. Plasmidivalmisteet leikattiin
EcoRI:114 ja Xbal:114d ja niillid valmisteilla, joissa oli vydhyk-
keet sekd 0,5 ettd 0,6 ke:ssid, transformoitiin E. coli uudes-
taan. Uudelleentransformointiin valittiin transformantti,

jossa oli vain pUC13, joka sisilsi 0,5 ke:n liitdnndigen. Tdamdn
plasmidin pMT598 EcoRI-Xbal-liitdnndisen sekvenssi varmistettiin
Maxamin ja Gilbertin menetelm&llid todeten, ettd se kooditti
peptidid MFal-johtosekvenssi(miinus Glu-Ala-Glu-Ala)-B(1-29)-Ala-
Ala-Lys-A(1-21). Plasmidin pMT598 Xbal-EcoRI-liitdnndinen varus-
tettiin TPI-promoottorilla ja TPI-lopettajalla liittdmdlld
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pMT598:n 0,5 ke:n Xbal-~EcoRI-jaksoon pT5:n 5,5 ke:n Xbal-EcCORI-

jakso. Plasmidin pTS5-rakentaminen, jossa on TPI_ -MFal-johto-

P
sekvenssi-B-C-A—TPIT, on esitetty kuvassa 8. Saatu plasmidi
pPMT601, joka sisdltd3d liitdnnidisen TPIP—MFal—johtosekvenssi—
(miinus Glu-Ala—Glu—Ala)~B(l—29)—Ala—Ala-Lys—A(l—Zl)—TPIT,
kattiin BamHI:11& ja osittain Sphl:114 ja 2,1 ke:n jakso sijoi-
tettiin CPOT:hen, joka oli leikattu BamHI:11i ja Sphl:114. N&in
saatua plasmidia pMT610 kdytettiin hiivan transformointiin.

lei-

Esimerkki 11
Hiivaplasmidin pMT639 rakentaminen B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21) :n

ilmentdmiseksi

Plasmidin pMT462 (ks. esimerkki 10) BCA:ta kocodittava jakso muun-
nettiin B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21):t& koodittavaksi suorittamalla
esimerkin 10 mukainen paikkaspesifinen mutatointi seoksella,
jossa oli 27-meeristd d(TCCACAATGCCCTTAGACTTGGGTGTG)—priimerié
KFN36 ja "universaalista" 15-meeristid M13-priimerii. Kun oli
suoritettu tdyttdminen Klenow-polymeraasilla ja liitt#minen T4-
ligaasilla, osittain kaksisiikeinen DNA pilkottiin Apal:114,
EcoRI:118 ja Xbal:113 ja liitettiin yhteen plasmidista pT5

saadun 5,5 ke:n Xbal-EcoRI-jakson kanssa (ks. esimerkki 10).

Kun oli suoritettu E. colin transformointi ja uudelleentransfor-
mointi, eristettiin plasmidi PMT630, jossa oli liit&#nndinen
MFal-johtosekvenssi (miinus Glu-Ala-Glu-Ala)-B(1-29) ~-Ser-Lys-
A(1-21), ja liitdnnHdisen sekvenssi varmistettiin. Jatkotoimen-
piteet plasmidin pMT639 aikaansaamiseksi, joka sisdltdid liitdn-
ndisen TPIP—MFal(miinus Glu-Ala-Glu-Ala)-B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21)-
TPIT, suoritettiin esimerkin 10 mukaisesti. Plasmidin pMT639

rakentaminen on esitetty kuvassa 9.

Esimerkki 12
B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) :n ilment&minen hiivakannassa MT620

S.cerevisiae-kanta MT501 (ks. esimerkki 5) transformoitiin

plasmidilla pMT610 samoin kuin esimerkissi 5 on selostettu plas-
midin pMT479 kohdalla. Transformanttipesdkkeet poimittiin sen

jdlkeen, kun niitd oli kasvatettu 3 vuorokautta 30°C:ssa,
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eristettiin uudestaan ja k&dytettiin nestemdisten viljelmien
aloittamiseen. Yksi tdllainen transformantti, MT620 =
(MT501 /oMT610), valittiin jatkotarkasteluun. Témén patentin
hakija taltioi MT620:n kokoelmaan Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen (DSM), 16. tammikuuta 1985, jolloin se sai
kokoelmanumeron DSM 3196.

MT620-kantaa kasvatettiin YPD-alustassa. Kahta litran viljelmda
ravisteltiin 2 litran pulloissa, jotka oli varustettu ohjausle-
vyillsg, 30°C:ssa, kunnes ODGOOnm—arvoksi tuli 15. Suoritettiin
sentrifugointi ja emdliuos otettiin talteen jatkotutkimuksia
varten. Radioimmunomidritykselld mitattu ilmentymistaso oli

1,2 /umol/l. 840 ml:sta emdliuosta puhdistettiin ilmentymis-
tuotteet esimerkin 7 mukaisesti (RP-18-pylvds, anti-insuliini,
Sepharose ja HPLC). Kokonaissaanto oli 100 nmol vastaten n.

10 %. Peptidimateriaali eristettiin HPLC-pylvddstd ja sekven-
toitiin esimerkin 7 mukaisesti. Suoritettiin 35 Edmanin hajotus-
syklid (taulukko 4). Sekvenssitulokset varmistivat B(1-29)- ja
A(l1-21)-ketjua toisistaan erottavan 3 aminohappotdhteen muodosta-
man ketjun (Ala-Ala-Lys) sijainnin.
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Taulukko 4
Kannan MT620 kasvualustasta eristetyn B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21):n

sekvenssianalyysi

Sykli n:o PTH-aminohappot&dhde Saanto (pmol)
1 Phe 3381
2 Val 1738
3 Asn 5169
4 Gln 2750
5 His 2045
6 Leu 1405
7 Cys -
8 Gly 1372
9 Ser 345

10 His 1105
11 Leu 2228
12 Val 1963
13 Glu 1219
14 Ala 1514
15 Leu 1793
16 Tyx 1707
17 Leu 1354
18 Val 1765
19 Cys -
20 Gly 882
21 Glu 1019
22 Arg 1100
23 Gly 1123
24 Phe 1492
25 Phe 2042
26 Tyr 1014
27 Thr 195
28 Pro 710
28 B29Lys 1173
30 Ala 1026
31 Ala 885
32 Lys 1175
33 AlGly 552
34 Ile 518
35 Val 548

Keskimddrdinen saanto toistettuna oli 95,6 %.

Esimerkki 13

B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21) :n ilmentyminen hiivakannassa MT643

S. cerevisiae~kanta MT501 transformoitiin plasmidilla pMT639,
kuten esimerkissd 5 on selostettu plasmidin pMT479 kohdalla.




30 89183

Jatkotutkimuksiin valittiin yksi transformantti, MT643 =
(MT501/pMT639) . Tam&dn patentin hakija taltioi MT643-kannan
DSM-kokoelmiin 16. tammikuuta 1985, jolloin sille annettiin
numero DSM 3197.

MT643-kantaa kasvatettiin esimerkiss&d 12 kuvatulla tavalla.
Sentrifugoinnin jdlkeen emdliuos otettiin talteen jatkotutki-

muksia varten.

Insuliinin prekursorin ilmentymistaso oli radioimmunomd&rityk-
selld mitattuna 1,6 /umol/l. MT643-kannan emdliuocksen sisdlté-
mit ilmentymistuotteet eristettiin esimerkissd 7 kuvatulla
tavalla. HPLC-pylvidistd erotetulle peptidimateriaalille suori-
tettiin sekventointi esimerkissid 7 kuvatulla tavalla. Sekventoin-
titulos (ei yksityiskohtaisesti ilmoitettu) osoitti, ettd kahden
aminohappotihteen muodostama ketju (Ser-Lys) erottaa B(1-29)~- ja
A(l-21)-ketjun toisistaan.

Esimerkki 14

B(1-29)-A(1-21) :n muuntaminen Thr (Bu%)-0Bu® (B30)-ihmisinsulii-
niksi

20 mg B(1-29)-A(1-21)-insuliinia liuotettiin 0,1 ml:aan 10 M
etikkahappoa. Lisittiin 0,26 ml Thr(Bu®)-0Bu®:n 1,54 M N,N-
dimetyyliasetamidiliuosta. Seos jiihdytettiin 12°C:een. Lis&t-
tiin 2,8 mg trypsiinii, joka oli liuotettu 0,035 ml:aan 0,05 M
kalsiumasetaattia. Seosta inkuboitiin 72 tuntia 120C:ssa,
proteiinit saostettiin lisd&mdll4 4 ml asetonia, erotettiin
sentrifugoimalla ja kuivattiin vakuumissa. B(1-29)-A(1-21):n
muuntuminen Thr(But)—OBut(B30)—ihmisinsuliiniksi tapahtui 64-
prosenttisesti HPLC-menetelm&dlld mitattuna.

Esimerkki 15

B(1-29)-A(1-21) :n muuntaminen Thr-OMe(B30)-ihmisinsuliiniksi
20 mg B(1-29)-A(1-21)-insuliinia liuotettiin 0,1 ml:aan 10 M
etikkahappoa. Lisdttiin 0,26 ml liuosta, jossa oli 1,54 M

Thr-OMe dimetyylisulfoksidin ja butaanidioli-1,4:n seoksessa
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(1:1 tilavuusosina). Lisdttiin 1 mg Achromobacter lyticuksen
lysyyliendopeptidaasia (Wako Pure Chemical Industries, Osaka,
Japani) 0,07 ml:ssa vettd. Seosta inkuboitiin 120 tuntia
250C:ssa, proteiinit saostettiin lisd&dmdlld 4 ml asetonia, ero-
tettiin sentrifugoimalla ja kuivattiin vakuumissa. B{1-29)-
A(1-21) :n muuttuminen Thr-OMe (B30)-ihmisinsuliiniksi tapahtui
75-prosenttisesti HPLC-menetelmi#lli mitattuna.

Esimerkki 16

B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21) :n muuntaminen Thr-OBut(B30)—ihmisinsu—
liiniksi

20 mg B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21) liuotettiin 0,1 ml:aan seosta,

jossa 0li 34,3 % (tilavuus/tilavuus) ja 42,2 % (tilavuus/tilavuus)

N,N-dimetyyliformamidia vedessd. Lis&dttiin 0,2 ml liuosta,

jossa oli 2 M Thr-OBut:n hydroasetaattisuolaa N,N-dimetyyli-
formamidissa. Seoksen ldmpdtila siidettiin termostaatilla

arvoon 12°C. Lisattiin 2 mg trypsiinid 0,05 ml:ssa 0,05 M kal-
siumasetaattia. Seosta inkuboitiin 24 tuntia 120C:ssa, proteii-
nit saostettiin lisd&dmdlld 4 ml asetonia, erotettiin sentrifugoi-
malla ja kuivattiin vakuumissa. B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21):n
muuttuminen Thr-OBut(B30)—ihmisinsuliiniksi tapahtui 85-prosentti-
sesti HPLC-menetelmdllsd mi&ritettynd.

Esimerkki 17

B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) :n muuntaminen Thr—OBut(BBO)-ihmis—
insuliiniksi

20 mg B(1-29)-Ala-Ala~-Lys-A(1-21)-insuliinia liuotettiin 0,1

ml:aan seosta, jossa oli 34,3 % etikkahappoa {(tilavuusosina)

ja 42,2 % N,N-dimetyyliformamidia (tilavuusosina) vedessi.
Lisdttiin 0,2 ml liuosta, jossa oli 2 M Thr—OBut:n hydroasetaatti-
suclaa N,N-dimetyyliformamidissa. Seoksen lidmpdtila s&idettiin
termostaatilla 12°C:een. Lisdattiin 2 mg trypsiinid 0,05 ml:ssa
0,05 M kalsiumasetaattia. Seosta inkuboitiin 96 tuntia 12°C:ssa,
erotettiin sentrifugoimalla ja kuivattiin vakuumissa. B(1-29)-
Ala-Ala-Lys-A(1-21) :n muuttuminen Thr-OBu® (B30)4hmisinsuliiniksi
tapahtui 84-prosenttisesti HPLC-menetelmdlli mitattuna.
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Esimerkki 18

Ihmisinsuliinin valmistaminen erilaisista ihmisinsuliinies-

tereistad

Epidpuhtaiden asetonisakkojen sisdltdmdt ihmisinsuliiniesterit
puhdistettiin geelisuodatuksella ja anioninvaihtokromatografialla,
kuten on selostettu julkaisussa Methods in Diabetes Research

Vol. 1, p. 407-408 /Eds. J. Larner & S. Pohl (John Wiley Sons,

New York, 1984)7. Menetelmi#d voidaan soveltaa kaikkiin ndihin
kolmeen ihmisinsuliiniesteriin. Eri esteriryhmien lohkaisu niin,
ettd saatiin ihmisen insuliinia lihes 100 % saannolla, tapahtui
hydrolysoimalla Thr-OMe (B30)-ihmisinsuliini ja asidolysoimalla
Thr(But)—OBut(B30)-ihmisinsuliini ja Thr—OBut(B30)—ihmisinsuliini
trifluorietikkahapolla, kuten edelld mainitussa julkaisussa sivul-
la 409 on selostettu.
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Patenttivaatimukset

1. DNA-sekvenssi kdytettavaksi hiivavektorissa, tunnettu
siitd, etta se muodostuu sellaista insuliinin prekursoria

koodaavasta nukleotidiyhdistelmdstad, jolla on kaava
B(1-29) - (X,-Y) ,-A(1-21) I

jossa kaavassa X, on peptidiketju, jossa on n luonnonmukai-
sesti esiintyvdd aminohappotdhdettd, Y on Lys tai Arg, n on
kokonaisluku 0-33, mon 0 tai 1, B(1-29) on ihmisen insulii-
nin lyhennetty B-ketju ulottuen aminohaposta PheB! aminohap-

poon LysB??

ja A(1-21) on ihmisen insuliinin A-ketju edellyt-
taen, ettd peptidiketju -X, -Y- ei 8isdlld kahta vierekkdistd

emdksistd aminohappotdhdetta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen DNA-sekvenssi, tunnettu
siitd, ettd se muodostuu sellaista insuliinin prekursoria
koodaavasta nukleotidiyhdistelmdstd, jolla on kaava

B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) tai
B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21).

3. Hiivassa replikoitumiskykyinen vektori, tunnettu siitd,

ettd se sisaltdd patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisen DNA-

sekvenssin.
4, Menetelmd insuliinin prekursorin valmistamiseksi, jolla
on kaava

B(1-29) - (X,-Y)-A(1-21) I

jossa kaavassa X, on peptidiketju, jossa on n luonnonmukai-
sesti esiintyvdd aminohappotdhdettd, Y on Lys tai Arg, n on
kokonaisluku 0-33, m on 0 tai 1, B(1-29) on ihmisen insulii-
nin lyhennetty B-ketju ulottuen aminohaposta PhePl aminohap-
poon LysB?? ja A(1-21) on ihmisen insuliinin A-ketju edellyt-
tden, ettd peptidiketju -X -Y- ei sisdllad kahta vierekkaista
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emdksistd aminohappotdhdettd, tunnettu siitd, ettd hiivakan-
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taa, joka on transformoitu patenttivaatimuksen 3 mukaisella
vektorilla, viljellaan sopivassa ravintovdliaineessa, minka
jalkeen insuliinin prekursori otetaan talteen sindnsd tunne-
tulla tavalla.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd kaavan
B(1-29)-A(1-21) mukaisen insuliinin prekursorin valmistami-
seksi, tunnettu siitd, ettd hiivakantana kdytetdan kantaa
DSM 2959.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmda kaavan
B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) mukaisen insuliinin prekursorin
valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd hiivakantana kdytetdan
kantaa DSM 3196.

7. Menetelmd ihmisen insuliinin valmistamiseksi, tunnettu
siitd, ettd hiivakantaa, joka on transformoitu patenttivaa-
timuksen 3 mukaisella vektorilla, viljellddn sopivassa ra-
vintovdliaineessa, minkd jalkeen ilmentynyt insuliinin pre-
kursori otetaan talteen kasvunesteestd ja muutetaan ihmisen
insuliiniksi sindnsa tunnetulla tavalla.

8. Ihmisen insuliinin prekursori, tunmnettu siitd, etta
silld on kaava

B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) tai
B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21).

jossa kaavassa B(1-29) on ihmisen insuliinin lyhennetty B-
ketju ulottuen aminohaposta PheB! aminohappoon LysB?? ja
A(1-21) on ihmisen insuliinin A-ketju.
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Patentkrav
1. DNA-sekvens till anvdndning i en jastvektor, kénneteck-
nad av att den bestdr av en nukleotidkombination som kodar

fdr en insulinprekursor med formeln
B(1-29) - (X,-Y) -A(1-21) I

vari X, ar en peptidkedja med n naturligt fdrekommande ami -
nosyrarester, Y dr Lys eller Arg, n ar ett heltal frdn 0
till 33, m ar 0 eller 1, B(1-29) ar en avkortad B-kedja av
humaninsulin frdn Phe®’ till Lys®?® och A(1-21) &r A-kedjan
av humaninsulin, med det fdrbehdllet att peptidkedjan -X -Y-
ej innehdller tva intill varandra liggande basiska aminosy-

rarester.

2. DNA-sekvens enligt patentkravet 1, kénnetecknad av att
den bestdr av en nukleotidkombination som kodar f&r en insu-
linprekursor med formeln

B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) eller
B(1-29)-Ser-Lys-A(1-21).

3. Vektor med férmdga till replikation i jast, kédnneteck-
nad av att den innehdaller en DNA-sekvens enligt patentkravet
1 eller 2.

q. Foérfarande for framstdllning av en insulinprekursor med
formeln
B(1-29) - (X,-Y),-A(1-21) I

vari X, ar en peptidkedja med n naturligt fdrekommande ami-
ncsyrarester, Y ar Lys eller Arg, n ar ett heltal av fran 0
till 33, m 4r 0 eller 1, B(1-29) ar en avkortad B-kedja av
humaninsulin frd&n PheB! till LysB2?? och A(1-21) &r A-kedjan
av humaninsulin, med det fdrbehdllet att peptidkedjan -X,-Y-
ej innehdller tvad intill varandra liggande basiska aminosy-
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rarester, kdnnetecknat av att en jaststam transformerad med
en vektor enligt patentkravet 3 odlas i ett lampligt na-
ringsmedium £&1jt av utvinning av insulinprekursorn pd i och
féor sig kant satt.

5. Fdrfarande enligt patentkravet 4 fdr framstdllning av
en insulinprekursor med formeln B(1-29)-A(1-21), kénneteck-
nat av att man som jaststam anvander stammen DSM 2959.

6. Forfarande enligt patentkravet 4 for framstdllning av
en insulinprekursor med formeln B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21),
kdnnetecknat av att man som jadststam anvander stammen DSM
3196.

7. Fodrfarande fdr framstdllning av humaninsulin, kénne-
tecknat av att en jaststam transformerad med en vektor en-
ligt patentkravet 3 odlas i ett lampligt ndringsmedium, var-
efter den uttryckta insulinprekursorn utvinnes fran kultur-
vatskan och omvandlas till humaninsulin pd i och fdér sig
kdnt satt.

8. Humaninsulinprekursor, kénnetecknad av att den har for-

meln

B(1-29)-Ala-Ala-Lys-A(1-21) eller
B(1-29) -Ser-Lys-A(1-21)

vari B(1-29) &r en avkortad B-kedja av humaninsulin fran
PheB! till LysB?? och A(1-21) ar A-kedjan av humaninsulin.
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