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TiivisteImd - Sammandrag

Keksintd kohdistuu uusiin plasmidi- Uppfinningen avser nya plasmidvektorer
vektoreihin, jotka sis&altdvat koko Trp- som inneh3ller hela Trp reglersystemet,
sdatelyjarjestelmdn promoottori, ope- promotor, operator, leader och attenua-
raattori, leader-alue ja attenuaattori tor inkluderade, samt forfaranden for
mukaanlukien, sekd menetelmiin hybridi- expression av hybridpolypeptider i E.
polypeptidien ilmentdmiseksi E. colis- coli. Hybridpolypeptiderna innehdaller
sa. Hybridipolypeptidit sisdltavat den heterologa sekvensen for GRF-44,
heterologisen GRF-44, 40, 37, tai 29 40, 37 eller 29.

sekvenssin.



Kasvuhormonia vapauttavan tekijédn sekvenssin sisdltdvien
hybridipolypeptidien ilment&minen E. colissa
Expression i E. coli av hybridpolypeptider som innehaller

sekvensen fér tillvaxthormon frigdrande faktorn

Askettidin on eristetty akromegaalisen potilaan haimakasvaimes-
ta ryhmd aineita, Jjoita kutsutaan kasvuhormonia vapauttaviksi
tekijbiksi (Growth hormone releasing factors, GRF). Guillemin
et al, Science 218, 585, 1982; Esch et al, J. Biol. Chem. 258,
1806, 1983.

Useita GRF-muotoja on puhdistettu ja niiden aminohappojarjes-
tykset on maAritetty. GRF-44 sisdltdd koko GRF-40:n aminohap-
pojdrjestyksen ja se jatkuu karboksyylipddstd neljalla amino-

hapolla.

GRF-40 puolestaan sisdlt&a koko GRF-37:n aminohappojédrjestyk-
sen ja se jatkuu karboksyylipddstad kolmella aminohapolla. Myds
GRF-29 peptidin on osoitettu olevan biologisesti aktiivinen
(J. Riveir et al, Nature 300, 276-8, 1982).

Vain GRF-44:n karboksyylip&i (Leu) on amidoitu (GRF-NHz-44).
Uskotaan, ettd GRF-NHz=-44 on kypsé& hormoni ja ettd GRF-40, 37
ja 29 ovat sen proteolyyttisid johdannaisia, vaikkakin kaikki

em. GRF:t ovat biologisesti aktiivisia.

On raportoitu, ettd GRF:t vaikuttavat sekd kasvuhormonin syn-
teesiin ettd sen vapautumiseen aivolisdkkeesta. (Brazeau et
al, Proc. Natl. Acad. Sci., 79, 7909, 1982; Baringa et al,
Nature, 306, 84, 1983. )

On esitetty, ettd hypothalamuksesta (alandkdkukkulasta) eris-
tetty GRF-44 peptidi (hhGRF) olisi identtinen haimakasvaimesta
saadun (hpGRF) kanssa, Ja itse asiassa immunoreaktiivisuutta

hhGRF: n ja hpGRF:a vastaan synnytettyjen vasta-aineiden valil-
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18  bhavaittiinkin. Lisdksi molempien peptidien profiilit
HPLC:114 analysoituina olivat samat (Bohlen et al, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 144, 930, 1983). Aivan &skettdin osoi-
tettiin, ettd hpGRF:11& ja hhGRF:11& on sama aminohappoj&r-
jestys (Ling et al, Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 4302, 1984).

hpGRF:a tuottavasta haimakasvaimesta eristetyn l3dhetti~RNA:n
komplementaarisen DNA:n synteesi ja karakterisointi on osoit-
tanut, ett&@ GRF-44 tuotetaan pre-prohormonina, jossa on 107-
108 aminohappoa ja ettd GRF ulottuu aminohappo-tdhteestid 32
aminohappo-t&hteeseen 75 (Gublere et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. 80, 4311, 1983; Mayo et al, Nature, 306, 86, 1983).

GRF-44 sekvenssid seuraava Gly-Arg muistuttaa tyypillista
amidointikohtaa (Boel et al, The EMBO J. 3, 909, 1984; Brad-
bury et al, Nature, 298, 686, 1982).

GRF:eja voidaan kdyttda terapeuttisesti hyvdksi useimmilla
aloilla, Jjoilla nykyisin ehdotetaan kasvuhormonikdsittelyn
kdyttdmistd. Esimerkkeind tdllaisista terapeuttisistd kdytto-
tarkoituksista ovat aivolisdkeperdinen k&dpidkasvuisuus, dia-
betes, johon liittyy epdnormaali kasvuhormonin tuotto, haavo-

jen ja vakavien palovammojen hoito.

GRF:n koko sen useissa muodoissa tekee sen valmistamisen ta-
vanomaisin peptidisynteesin menetelmin mahdolliseksi. Useita
GRF-johdannaisia onkin tuotettu n&illd keinoin, ja niiden on
havaittu olevan biologisesti aktiivisia (Murphy et al, Bio-
chem. Biophys. Res. Commun., 112, 469, 1983; Thorner et al,
Lancet, January, 1/8, 24, 1983; Adams et al, Lancet, May 14,
4100, 1983; Rosenthal et al, J. Clin. Endocr. Metab., 57, 677,
:1983). Lisdksi on mahdollista syntetisoida peptideji, jotka
sisdltavat amidoidun karboksyylin paidteaminohapossa. GRF-44:n
tuottaminen kemiallisesti on kuitenkin melko kallista ja pep-
tidin tuottaminen yhdistelmd-DNA-tekniikoiden avulla vaikuttaa

olevan tarkoituksenmukaisempaa.
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Eurooppalainen patenttijulkaisu EP 0108387 kuvaa synteettisten
DNA-molekyylien valmistuksen, jotka molekyylit koodaavat usei-
ta GRF: n muotoja, Jjoita edeltda metioniinikodoni, jotka siir-
rettyind sopivaan ekspressiovektoriin ohjaavat metionyloidun
GRF:n suoran synteesin sopivassa mikro-organismissa. Julkai-
sussa kuvataan menetelmd, Jjoka ké&sittaa kahden oliogodeoksi-
ribonukleotidi-fragmenttisarjan valmistamisen, jotka sopivaan
jadrjestykseen liitettyina tuottavat kaksi kaksijuosteista
DNA-molekyylia, jotka koodaavat GRF-peptidin amino- ja karbok-
syylipaita.

Néma& kaksi kaksijuosteista DNA-molekyylid 1liitetdin vyhteen
halutun GRF-rakennegeenin aikaansaamiseksi. Suositeltavat
ekspressiovektorit ovat plasmidi pBR322:n johdannaisia, jotka
sisaltavat bakteriofaagi lambda DNA:sta eristetyn Pr-promoot-
torin, Jjoka on sijoitettu tet®- ja amp®-geenin v&aliin. Lis&tyn
metioniiniaminohapon lasnaoclo GRF-molekyylin N-p&dssd saattaa
tehda mahdolliseksi epatoivottavat immunologiset reaktiot,

erityisesti pitkdaikaishoidossa.

Tama keksintd koskee GRF: n tuotantoa yhdistelmid-DNA-tekniikal-
la saadun hybridipolypeptidin avulla sekd@ siihen kdytettyi

materiaalia.

Hybridipolypeptidi sisdlt&d TrpE: n aminohapot 1...323 liitet-
tyind Jjédrjestyksessd Trp-aminohappoon ja GRF: n aminohappo-jar-
jestykseen. Amidoimaton GRF voidaan saada pelkistdmidlld ja
karboksiamidometyloimalla, leikkaamalla Trp-tdhde spesifisesti
irti, sen jalkeen geelisuodattamalla ja puhdistamalla GRF
HPLC: 11a.

Niinpd ta&mé&n keksinndn tarkoitus on tarjota menetelmid GRF: n
valmistamiseksi hybridipolypeptidind, jota koodaa plasmidi ja
joka perustuu E. coli Trp promoottori/operaattorin kayttddn,
jota seuraavat Trp-leader-alue 3ja attenuaattori, TrpE-geenin

ribosomin sitoutumiskohta, ensimmdinen kaksi kolmannesta TrpE
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polypeptidid kohdaavasta DNA:sta, Trp-kodoni ja GRF-peptidia

koodaava geeni.

Taman keksinndn toinen tarkoitus on esittdad GRF:a koodaavan
DNA-molekyylin synteesi, Jjota edeltdd Trp:n TGG-kodoni ja
nukleotidijédrjestys, joka tekee mahdolliseksi taman molekyylin

liittadmisen plasmidiin, jossa on TrpE rakennegeeni, samalla

sdailyttden sen oikean lukuraamin.

Edelleen timin keksinndn tarkoituksena on tarjota kayttddn
menetelma keksinndn mukaisen plasmidin sisdltavan mikro-orga-
nismin kasvattamiseksi runsaan hybridi TrpE-GRF polypeptidin

synteesin mahdollistamiseksi.

Lisaksi tamAn keksinndn tarkoitus on tarjota menetelmd hybri-
dipolypeptidin uuttamiseksi ja halutun GRF-peptidin eristami-

seksi siita eri vaiheiden kautta.

Nim& ja muut keksinndn kohteet tulevat asiantuntijoille ilmi

seuraavista yksityiskohtaisista kuvauksista, joissa

Kuva 1 osoittaa GRF-44 koodaavan geenin nukleotidijarjestyk-
sen. DNA-molekyyli syntetisoitiin kemiallisesti kiintedn faa-

sin fosfotriesterimenetelmdalld k&yttden dinukleotideja raken-

~ nusyksikk&inad ja polystyreenid kiinteand kantajana. Bgl II,

" XbalI, BstXI, Narl ja BamHI osoittavat naiden restriktioendo-
nukleaasien tunnuskohtia. "Stop" merkitsee proteiinisynteesin
lopetuskodonia.

X3

Kuva 2 on pSP2 plasmidivektorin restriktiokartta, jossa ohut
viiva esittda pBR322 DNA:ta, paksu viiva esittda E. colin
kromosomaalista DNA:ta, Jjossa sijaitsee Trp promoottori/ope-
raattori, Trp-leader-sekvenssi (TrpL), koko TrpE rakennegeeni
ja osa TrpD rakennegeenista (/\ TrpD), Ap® ja Tc® merkitsevat
ampisilliini- ja tetrasykliiniresistenssin geeneja ja "Ori" on

taman plasmidin replikaation aloituskohta.

)]
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Kuva 3 on juoksukaavio, joka esittda plasmidin pSP2del raken-
tamisen plasmidista pSP2, jossa A E merkitsee epdtdydellista

TrpE rakennegeenid.

Kuva 4 on juoksukaavio, joka esittaa plasmidin pSP1l9 rakenta-

misen plasmidista pSP2del.

Kuva 5 on kaavamainen esitys hybridi TrpE-GRF polypeptidin
aminohappojdrjestyksestd, jossa esitetddn TrpE osan koko ami-
nohappojdrjestys ja GRF:n ensimmdiset viisi aminohappoa. GRF-

44:n koko sekvenssi on esitetty kuvassa 1.

Koska GRF-44 DNA-molekyylissd on useita restriktioentsyymien
pilkkomiskohtia, on mahdollista muodostaa 3 muuta molekyylia,
jotka myés kuuluvat tadmdn keksinnon piiriin, so. molekyylit,
jotka koodaavat GRF-40, GRF-37 ja GRF-29 peptideja.

Niinpd DNA-molekyyli voidaan pilkkoa Narl restriktioentsyymil-
14 ja 3 -pdidn fragmentti voidaan korvata seuraavalla oligonuk-
leotidilla:

40
Ala Stop
C GCC TAG
GG ATCCTAG
NarlI BamHI

GRF-40 koodaavan DNA-molekyylin muodostamiseksi.

GRF-37 koodaava DNA-molekyyli voidaan saada seuraavalla taval-

la:
. a) Kuvan 1 DNA pilkotaan BstXI restriktioentsyymilld, joka saa

*. aikaan seuraavanlaisen 3 -pdéan:

35 36
Asn Gln
--=AAC CAG GAGC

---TTG GTC
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b) Yksijuosteinen p&i poistetaan S1 eksonukleaasilla.

c) Seuraava oligonukleotidi

37

Glu Stop
GAG TAG

CTC ATCCTAG

BamHI

lisatdan 3°-pdahan kodonin 37 regeneroimiseksi.

Pilkkomalla kuvan 1 mukainen DNA-molekyyli Xbal restriktio-
entsyymilld ja Kkorvaamalla 3’ -pd3dn fragmentti seuraavalla
oligonukleotidilla:
29

Arg Stop

CTAGA TAG
T  ATCCTAG
XbalI BamHI

saadaan GRF-29 koodaava DNA-molekyyli

pSP19 plasmidi rakennettiin ja plasmidista saatava TrpE-GRF-44
*hybridipolypeptidi valmistettiin seuraavalla tavalla:

. 1) pSP2 plasmidin rakentaminen

pSP2 plasmidi rakennettiin 1ldhtien pBR322:sta (Bolivar et.
'gl., Gene, 2, 95...113, 1977) seka AED10f:sta (Armstrong et
:al., Science, 196, 172, 1977 ja Helinski et al.: Recombinant
Molecules, Tenth Miles International Symposium, Raven Press,
1977, siv. 151...165), jota kaytettiin E. coli promoottorista
TrpD rakennegeeniin ulottuvan Trp-operonin DNA:n ldhteend.
PBR322 ja AEDLOf hajotettiin EcoRI ja HindIII restriktioent-
syymeilld. AED10f:n EcORI-HindIII fragmentti, joka sisdlsi
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Trp-operonin sddtelyjdrjestelmén, t&dydellisen TrpE rakenne-
geenin ja TRpD rakennegeenin 5°-p&3n, 1liitettiin yhteen
PBR322:n suuremman HindIII-EcoRI fragmentin kanssa T4 DNA
ligaasilla. Ligaatioseoksella transformoitiin E. coli W3110
A Trp E5/tna2 solut (Nichols ja Yanofsky, Methods in Enzymo-
logy, 101, 155, 1983). Transformoidut solut maljattiin mini-
maalimaljoille, joilta puuttui tryptofaani. Yhtd Trpt-kloonia
kdytettiin pSP2 yhdistelmd-DNA-plasmidin lihteenid. Tamin kloo-
nin soluja kasvatettiin ja sdilytettiin rikkaalla kasvatus-
alustalla (esim. NB, Difco), johon oli lisdtty ampisilliinia
(Ap) 50 pg/ml. pSP2:n restriktiokartta esitetd&n kuvassa 2,
missd paksulla viivalla kuvattu EcoRI-HindIII fragmentti si-
sdltdd E. colin Trp-toiminnot ja on perdisin lambda ED10f:sta,
muun DNA:n ollessa perdisin pBR322:sta.

2) pSP2del plasmidin rakentaminen

pPSP2 plasmidin DNA hajotettiin Bgl II endonukleaasilla ja suu-
rempi fragmentti puhdistettiin agaroosigeeli-elektroforeesilla
ja liitettiin yhteen itsensd kanssa T4 DNA ligaasilla. Ligaa-
tioseoksella transformoitiin W3110 A TrpE5/tna 2 solut. apR
transformantit wvalikoitiin Nutrient Agarille (Difco), joka
sisdalsi 50 pg/ml Ap. Yhtd ApR kloonia kidytettiin pSP2del
DNA:n, jonka restriktiokartta esitetddn kuvassa 3, l&dhteeni.

(Ks. kuvan 2 selostusta yksityiskohtien osalta.)

Bgl II fragmentin poistaminen TrpE rakennegeenistd aiheutti
osittaisen TrpE polypeptidin, jonka entsymaattinen aktiivisuus
on kadonnut, ilmentymisen. T&mdn vuoksi pSP2del plasmidin
sisdltdvid w3110 A TrpE5/tna 2 soluja tdytyy kasvattaa tryp-
. tofaanin l&dsndollessa.

Bgl II kohtien liitoskohta pSP2del:ssa muodostaa uuden prote-
1inisynteesin lopetuskodonin. (Nichols et al., J. Mol. Biol.
146, 45...54, 1981).

pSP2del:sta perdisin oleva osittainen TRpE ( A TrpE) sisiltii
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siten 342 aminohappoa verrattuna pSP2 plasmidin koodaamaan
kokonaisen proteiinin 520 aminohappoon (ks. jdlleen kuva 3).

3) Trp-GRF-44 geenin kloonaaminen

pSP2del DNA hajotettiin Bgl II ja BamHI restriktioentsyymeilla
ja suurempi fragmentti puhdistettiin agaroosigeeli-elektrofo-
reesilla. Tamad DNA sekoitettiin synteettisen Trp-GRF-44:3&3
koodaavan DNA-molekyylin (ks. kuva 1) kanssa ja kdsiteltiin T4
DNA ligaasilla.

Kuva 4 osoittaa pSPl19 plasmidin rakentamisen liittamalla syn-
teettinen geeni pSP2del plasmidiin. TcS ilmaisee tetrasyklii-

nisensitiivisyytta.

Ligaatioseos kdytettiin W311l0 A TrpE/tna2 solujen transformoi-
miseen ja ApR kloonit valikoitiin maljoilla, jotka sisidlsivit
50 Pg/ml Ap. Yht&d tetrasykliinisensitiivistd (TcS) ApR kloo-
nia kdytettiin pSP1l9 DNA:n l&hteend.

Trp-GRF-44 geenin nukleotidijadrjestys tekee mahdolliseksi
syntetisoida osittaisen TrpE:n Jja GRF-44:n védlisen hybridi-
polypeptidin, Jjoita erottaa tryptofaanitdhde. Trp voidaan
hajottaa jodosobensoehapolla, kuten seuraavassa kuvataan.
pSP19 plasmidi DNA:n koodaaman hybridipolypeptidin aminohappo-
'jdrjestys osoitetaan kuvassa 5 ja sitd kutsutaan tavallisesti
TrpE-GRF:ksi.

Ensimmdiset 323 aminohappoa edustavat TrpE:n ensimmaistd kahta
kolmannesta, Jjoita seuraa Trp-tahde ja GRF-44:n aminohappo-
Jjérjestys. TrpE-GRF koostuu siis 368 aminohaposta.

TrpE~-GRF-44 hybridiproteiinin tuottaminen
w3110 A TrpE5tna2 (pSP19) kannan soluja kasvatettiin yli yon

300 ml:ssa SMM:34 (Spizizer Minimal medium), Jjoka sisdltaa
litraa vesiliuosta kohti:
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(NH4) 2504 g
KH2PO4 g
K2HPOy4 14 g
Na. sitraatti.2H0 1 g
MgS0y4 0,2 g

Autoklaavilla steriloinnin jdlkeen lisdttiin:
10 ml1 40% glukoosia
3,5 png/ml indolia.

Viljelmd (noin 4,3 x 108 solua/ml) laimennettiin 10 litraan
samaa kasvatusliuosta ja soluja kasvatettiin ravistellen ja
ilmastaen 1 litralla ilmaa 1 atm paineessa/minuutti.

Kasvualustan koostumuksen ja kasvuolosuhteiden 10 litran fer-
mentorissa on osoitettu olevan ihanteelliset PSP19 sisdltamin
Trp-promoottorin derepressoituna pitidmiseksi (mikd sallii
siten TrpE-GRF polypeptidin ilmentymisen) seki solujen kasvat-

tamiseksi.

22...25 tunnin kasvatuksen jilkeen kasvatus saavutti OD-arvon
noin 3,0 aallonpituudella 590 nm. Solut kerdttiin sentrifugoi-
malla ja ne siailytettiin -80 Oc:ssa. Naytettd ndistd soluista
kaytettiin proteiinipitoisuuden miadrittimiseen polyasyyliami-
digeeli-elektroforeesin avulla. Tulos osoitti halutun TrpE-GRF
:.polypeptidin ldsndolon.

TrpE-GRF polypeptidin puhdistaminen

Jaddytetyt solut sulatettiin seuraavassa puskurissa: 0,2 M
‘Tris—HC1 PH 7,6; 0,2 M NaCl; 0,01 M CH3COOMg; 0,01 M [} —-mer-
'.kaptoetanoli ja 5 % glyseroli. Solut jauhettiin rikki alumii-
nioksidin l&dsndollessa ja solujdte poistettiin sentrifugoi-

malla.

Vesifaasi laimennettiin nelji kertaa H70:11la ja hybridipro-
teiini sakkautettiin 1lis&dm&dll4 144 g (NH4)SO4 litraa lopul-
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lista liuosta kohti. Sakkautetut proteiinit pelletoitiin sent-
rifugoimalla, liuotettiin veteen Jja dialysoitiin voimakkaasti
10 mM NH4.HCOs vastaan.

Dialysaatti analysoitiin sitten PAGE:lla ja lyofilisoitiin.
GRF-44: n eristys TrpE-GRF hybridipolypeptidista

GRF-peptidiosan eristamiseksi TrpE-GRF polypeptidi kdsiteltiin

jaljempana kuvatuin kemiallisin reaktioin.
1) Cys-tahteiden pelkistys ja karboksiamidometylaatio

Pelkistys- ja karboksiamidometylaatio-olosuhteet otettiin
julkaisusta G. Allen: Laboratory Techniques 1in Dbiochemistry
and Molecular Biology, Vol. 9, siv. 28, T.S.Work ja R.H.Bur-
don, Elsevier, 1981). Aikaisemmin valmistettu ja lyofilisoitu
TrpE-GRF polypeptidi liuotettiin seuraavaan puskuriin: Tris-
HC1 0,5 M; EDTA 01 %, guanidiini-HCl 6M pH 8, 5.

Lopullinen proteiinipitoisuus oli 2 %. Sitten lis&dttiin DTT: ta
pitoisuudeksi, joka o0li 15 kertaa korkeampi kuin proteiinin
Cys-pitoisuus. Seosta inkuboitiin sitten 2 tuntia 50 "C:ssa Jja
jodoasetamidia lisattiin kaksi kertaa DTT-pitoisuuden. Pimeds-
sd@ huoneenlampétilassa 30 minuutin inkubaation jadlkeen reaktio

keskeytettiin lisaamalla beta-merkaptoetanolia.

Reaktioseosta dialysoitiin 2 tunnin ajan vetta vastaan Jja yon
yli 10 mM NHa.HCOs vastaan. T&admad materiaali, joka sisalsi kar-
boksiamidometyloidun TrpE-GRF polypeptidin, 1lyofiliscoitiin

taman jalkeen.
2) Jodosobentsoehapon reaktio
Kaytetty menetelmd on pddosin kuvattu Jjulkaisussa A. Fontana

et. al.: Biochemistry, 20, 6997, 1981. 5 mg jodosobentsoehappoa
liuotettiin 375 ul:aan 4M guanidiini-HCl 80 % etikkahappoon.
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Téhdn liuokseen 1lisdttiin 7,5 pl p-kresolia ja sitten siihen
liuotettiin 5 mg karboksiamidometyloitua TrpE-GRF:d4. Reaktion
annettiin edetd 20 tuntia pimedssd huoneenldmpdtilassa. Sitten
lisattiin 750 pl vetta ja 10 minuutin kuluttua seos sentri-
fugoitiin 5 minuuttia 12000 g:ssa. Vesifaasi sisdltda pepti-

dit, joiden joukossa on GRF-44.
3) GRF-44:n puhdistus

Edelld saadusta vesiliuoksesta poistettiin suolat geelisuodat-
tamalla Sephadex G-25 1 x 50 cm pylvdan lapi, joka oli tasa-
painotettu 5 % etikkahappoa vastaan. Virtausnopeus oli noin 3
ml/tunti. Lédpivirrannut 1liuos kerdttiin ja sen tilavuutta
pienennettiin haihduttamalla. N&in saatu konsentroitu 1liuos
analysoitiin HPLC:11d kayttden C1l8 pylvastd, joka oli tasa-
painotettu 10 mM H3PO4:11&, jonka pH oli saadetty 3,5:een
Et3N:11a.

Peptidit eluoitiin asetonitriililld ja kerattiin fraktioissa,

jotka analysoitiin myohemmin RIA:1lla.

Tulokset osoittivat immunoreaktiivisuutta pddasiallisessa

piikissa.

,TrpE-GRF40, TrpE-GRF37 ja TrpE-GRF29 hybridipolypeptidit ja
* vastaavat GRF40, GRF37 ja GRF29 peptidit voidaan saada edelld
kuvattujen TrpE-GRF44 ja GRF44 tuoton kanssa analogisin mene-

telmin.

W3110 A TrpE5tna2 solut, jotka sisdltdvdt tdssa kuvatut plas-
midit, on talletettu ATCC:hen ja niiden talletusnumerot ovat:
‘W 3110 A TrpE5 tna2 (pSP2) ATCC n. 53056

W 3110 A TrpE5 tna2 (pSP2-del) ATCC n. 53058

W 3110 A TrpE5 tna2 (pSPl9) ATCC n. 53054
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Patenttivaatimukset

1. Hybridigeeni, t unnettu siita, ettd se kasittaa
DNA-sekvenssin, joka koodaa TrpE:lle homologista aminohappo-
jarjestysta fuusioituna lukuraamissa rakennegeeniin, joka
koodaa Trp-GRF:a, Jjonka ensimmdistd N-pditteistd tyrosiini-

kodonia edeltda valittémdsti Trp:n kodoni.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen hybridigeeni, t unne t -
tu siitd, ettd TrpE:lle homologinen aminohappojdrjestys
kasittda TrpE: n aminohapot 1...323.

3. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen 1...2 mukainen hyb-
ridigeeni, t unne t t u siitd, ettid GRF on GRF-44, GRF-40,
GRF-37 tai GRF-29.

4. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen 1...3 mukainen hyb-~
ridigeeni, t unne t t u siitd, ettd se on toiminnallisesti
liitetty DNA sekvenssiin, joka kykenee aikaansaamaan mainitun

rakennegeenin ilmentymiseen mikrobissa.

5. Replikoituva mikrobiaalinen ekspressiovektori, t unn e t-
tu siita, ettd se sisdlt&& patenttivaatimuksen 4 mukaisen
hybridigeenin.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen replikoituva mikrobiaalinen

ekspressiovektori, tunnettu siit3i, ettd vektori on
plasmidi.
7. Bakteeri-isanta, tunnettu siita, ettd se on trans-

: formoitu patenttivaatimuksen 5 tai 6 mukaisella ekspressio-

vektorilla.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen bakteeri-isidnta, t un -

nettu siitd, ettd se on E. coli-kanta.

9. Menetelmd@ hybridipolypeptidin valmistamiseksi, joka hyb-
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ridipolypeptidi késittéé Trp-GRF: n, jossa ensimmdistd N-paat-
teista Tyr-aminohappoa edeltdaa valittdmdsti Trp-aminohappo,
tunnettu siita, ettd patenttivaatimuksen 7 tai 8
mukaista bakteeri-isdntia kasvatetaan sopivassa ravintoliuok-

sessa.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t unne¢t¢tu
siitd, ettd ekspressiovektori sisdltdd jonkin patenttivaatimuk-
sen 2...4 mukaisen hybridigeenin ja ettd mikro-organismia
kasvatetaan sellaisen indolipitoisuuden lé&sndollessa, joka
riittd3 solujen kasvuun sekd Trp-operonin derepressoituna

pitamiseen.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmda, t unnet¢t -
t u siita, ettd solut kasvatetaan ilmastuksessa, joka riittaa

osittain inaktivoimaan indolin.

12. Hybridipolypeptidi, Jjoka sisdltda TrpE-GRF:n, tun -
net¢tu siitd, ettd ensimmdistd N-terminaalista Tyr-amino-
happoa edeltéé valittémasti Trp-aminohappo ja Trp-GRF-jarjes-
tystda edeltda valittomdsti TrpE:lle homologinen aminohappo-

jarjestys.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen hybridipolypeptidi,
tunnettu siitd, ettd TrpE:lle homologisena aminohappo-

jarjestyksend on TrpE:n 1l...323.

14, Patenttivaatimuksen 12 tai 13 mukainen hybridipolypep-
tidi, tunnet¢t+tu siitd, ettad GRF on GRF-44, GRF-40,
GRF-37 tai GRF-29.
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Patentkrav
1. Hybridgen, Xk a8 nne t e c knadav att den omfattar en

DNA-sekvens, som kodar £f06r en TrpE-homolog aminosyrasekvens
fusionerad 1 en ladsram med en strukturgen som kodar f&r Trp-
GRF och som har ett kodon £f6r Trp omedelbart fdre det fdrsta

N-terminala tyrosinkodonet.

2. Hybridgen enligt patentkravet 1, kd nnetecknad
av att den TrpE-homologa aminosyrasekvensen omfattar amino-

syrorna 1...323 av TrpE.

3. Hybridgen enligt nagot av de foregaende patentkraven
1...2, kadannetecknadav att GRF &r GRF-44, GRF-40,
GRF-~37 eller GRF-29.

4. Hybridgen enligt nagot av de fdregdende patentkraven
l...3, k@annetecknadav att den ar operativt bunden
till en DNA-sekvens som férmar 4astadkomma expression av den

namnda strukturgenen i en mikrob.

5. Replikerbar mikrobiell expressionsvektor, k&d@dnne -
t ecknadav att den innehadller en hybridgen enligt patent-

kravet 4.

6. Replikerbar mikrobiell expressionsvektor enligt patent-
kravet 5, k dannetecknad av att vektorn &r en plas-

mid.

7. Bakterievard, kdannetecknadav att den &r trans-
: formerad med en expressionsvektor enligt patentkravet 5 eller
" 6.

8. Bakterievdrd enligt patentkravet 7, k& nne¢teck -

n ad av att den 4r en stam av E. coli.
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9. FSrfarande fér framstdllning av en hybridpolypeptid som
omfattar en Trp-GRF dir aminosyran Trp &r omedelbart fdre den
férsta N-terminala aminosyran Tyr, kdannetecknat av
att en bakterievdrd enligt patentkravet 7 eller 8 odlas i ett

lampligt naringsmedium.-

10. Férfarande enligt patentkravet 9, k @ nnetecknat
av att expressionsvektorn innehaller en hybridgen enligt nagot
av patentkraven 2...4 och att man odlar mikroorganismen i
nirvaro av en indolkoncentration som racker f£6r tillvaxt av

cellerna samt f&r att halla Trp-operonen depresserad.

11. Fdérfarande enligt patentkravet 10, k & nneteck-
nat av att cellerna odlas under luftning som &r tillracklig

fér att delvis inaktivera indolet.

12. Hybridpolypeptid som innehaller en TrpE-GRF, k a nne -
t ecknad av att aminosyran Trp &r omedelbart fdre den
f8rsta N-terminala aminosyran Tyr och en TrpE-homolog amino-

syrasekvens ar omedelbart fdre Trp-GRF-sekvensen.

13. Hybridpolypeptid enligt patentkravet 13, kanne -
t ec knad av att den TrpE-homologa aminosyrasekvensen ar

1...323 av TrpE.

14. Hybridpolypeptid enligt patentkravet 12 eller 13, k an -
netecknadav att GRF &Ar GRF-44, GRF-40, GRF-37 eller

GRF-29.
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TrpE-GRF hybridipolypeptidin aminohappojirjestys

MET GLN TBP GLN LY5 PRO THR LEU GLU LEU LEU THR CYS GLU GLY ALA
TYR ARG ASP ASN PRO THR ALA LEU PHE KIS GLN LEU CYS GLY ASP ARG
PRO ALA THR LEU LEU LEU GLU BER ALA ASP ILE ASP SER LYS ASP AGP
LEU LYS SER LEU LEU LEU VAL ASP SER ALA LEU ARG ILE THR ALA LEV
GLY ASP THR VAL THR ILE GLN ALA LEU SER GLY ASN GLY GLU ALA LEU
LEV ALA LEU LEU ASP ASN ALA LEU PRO ALA GLY VAL GLU SER GLU GLN
EER PRO ASN CYS ARG VAL LEU ARG PHE PRO PRO VAL SEER PRO LEU LEU
ASP GLU ASP ALA ARG LEV CYS SER LEU SER VAL PHE ASP ALA PHE ARG
LEU LEU GLN ASN LEU LEU ASN VAL PRO LYS GLU GLU ARG GLU ALA MET
PHE PHE SER GLY LEU PHE S8ER TYR ASP LEU VAL ALA GLY PHE GLU ASP
LEU PRO GLN LEU SER ALA GLU ASN ASN CYS PRO ASP PHR CYS PHE TYR
LEU ALA GLU THR LEU MET VAL ILE ASP HIS GLN LYS LYS SER THR ARG
ILE GLN ALA SER LEU PHE ALA PRO ASN GLU GLU GLU LYS GLN ARG LEU
THR ALA ARG LEU ASK GLU LEU ARG GLN GLN LEU THR GLU ALA ALA PRO
PRO LEU PRO VAL VAL SER VAL PRO H1S MET ARG CYS GLU CYS ASN GLN
SER ASP GLU GLU PHE GLY GLY VAL VAL ARG LEU LEU GLN LYS ALA JLE
ARG ALA GLY GLU ILE PHE GLN VAL VAL PRO BER ARG ARG PHE SER LEU
PRO CYS PRO SER PRO LEU ALA ALA TYR TYR VAL LEU LYS LYS SER ASN
PRO SER PRO TYR MET PHE PBE MET GLN ASP ASN ASP PHE THR LEU PHE
GLY ALA BER PRO GLU BER SER LEU LYS TYR ASP ALA THR SER ARG GLN
JLE GLU ILE-TRP-TYR ALA ASP ALA ILE ceseeeeeenffig.l),

1 2 3 4
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