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Tama keksintd koskee biologisesti aktiivisten lastimolekyylien, kuten polypeptidien ja
nukleiinihappojen, viemista solujen sytoplasmaan ja tumiin in vitro ja in vivo kayttamalla
uusia kuljetuspolypeptideja, jotka kasittavat yhden tai useamman osan HIV:n
tat-proteiinia ja jotka on liitetty kovalenttisesti lastimolekyyleihin. Taméan keksinndn
mukaisille kuljetuspolypeptideille on tunnusmerkillistd, ettd luonnossa ilmenevasta PTATZZ
tat-proteiinista niissa on I&sna tat:n emaksinen alue (aminohapot 49 - 57), niista puuttuu
tat:n kysteiinipitoinen alue (aminohapot 22 -36), ja niistd puuttuu tat:n eksoni 2:n
koodittama karboksiterminaalinen alue (aminohapot 73 - 86). Tavanomaisista
tat-proteiineista 16ytyvan kysteiinipitoisen alueen poissaolo ratkaisee vaaran
transaktivaation ja disulfidiaggregaation ongelmat.

Neol & Spel, KLENOW
Uppfinningen avser transporten av biologiskt aktiva lastmolekyler, sdsom polypeptider

och nukleinsyror, in till cellers cytoplasma och kérna in vitro och in vivo med hjalp av nya vask BOT] sinkaosse
transport polypeptider, vilka innehaller en eller flera delar av HIV tat-protein och vilka &r 1
kovalent bundna till lastmolekylerna. Denna upfin-ningens transport polypeptider bestar Bgin Blit
av ndrvaron av en basisk region (aminosyrorna 49 - 57), frAnvaron av en tat cystein-rik 28 by ER

region (aminosyrorna 22 - 36) och franvaron av tat exon 2-kodande karboxiterminal
domenen (aminosyror 73 - 86) av den i naturen fdrekommande tat-proteinen. Franvaron
av cystein-rika regionen, vilken existerar i vanliga tat-proteiner, |6ser problemet, vilket &r
forknippat till fel transaktivation och disulfid aggregation.
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Tat-perdisid kuljetuspolypeptideii

Tamd keksintd on jatkohakemus samaan aikaan vireil-
la olevalle hakemukselle, jonka sarjanumera on 07/934 375
ja joka on jdtetty 21. elokuuta 1992,

Reksinndén tekninen ala

Téamd keksintd koskee biclogisesti aktiivisten las-
timolekyylien, kuten polypeptidien Jja nukleiinihappoijen,
viemistd solujen sytoplasmaan ja tumiin in vitro. T&man
keksinntn mukainen lastimolekyylien solunsisdinen vieminen
saadaan aiksan kiyttamdlli uusia kuljetuspolypeptideié,
jotka késittdvédt vhden tai wuseamman osan HIV:n tat-
proteiinista, ja jotka on kiinnitetty kovalenttisesti las~
timolekyyleihin, Témin keksinnén mukaisille kuljetuspoly~
peptideille on tunnusmerkillistd se, ettd luonnossa ilmene-
vdn tat-proteiinin tat:n emiksinen alue (aminchapot 49 -
57) on lésnd, tat:n kysteiinipitoinen alue (aminohapot 22 -
36) on poissa, ja tat:n eksoni 2:n koodittama karboksiter-
minaalinen alue (aminohapot 73 - 86) on poigsa. Tavanomai-
sista tat-proteiineista 18ytyvan kystelinipitoisen alueen
poissaclon ansiosta tédmédn keksinnén mukaiset kuljetuspoly-
peptidit ratkaisevat vd&drdn transaktivaation ja disulfi-
diaggregaation ongelmat. Tamén keksinnén mukaisten kulie-
tuspolypeptidien pienentynyt koko minimoi myds lastimole-
kyylin biclogisen aktiivisuuden hidiritsemiser.

Reksinndn tausta

Biologiset solut ovat yleensd lépdisemé@ttémii mak-
romolekyylien suhteen, mukaan lukien proteiinit ja nukle-
iinihapot. Jotkin pienet molekyylit menevdt solujen sisaan
hyvin alhaisilla nopeuksilla. Se, ettd ei ole ollut keinoja
viedd makromolekyyvleid soluihin in vivo, on ollut este sil-
le, ettd kiytettdisiin terapeuttisesti, profylaktisesti ja
diagnostisesti mahdollisesti suurta mi&rss proteiineja ja
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nukleiinihappoja, joiden toimintapaikka on solunsisdinen.
Niinpd useimmat terapeuttiset, profylaktiset ja diagnosti-
set ehdokkaat, jotka tdh&n saskka on tuotettu vyhdistelmé-
DNA~-teknologiaa k&yttdmdlls, ovat polypeptidejd, jotka toi-
mivat solunulkoisessa ymparistossd tal kohdesolun pinnalla.

On kehitetty useita menetelmid makromolekyylien
viemiseksi soluihin in vitro. Luetteloon t&llaisista mene-
telmistd kuuluvat elektroporaatio, membraanifuusio liposo-
mien kanssa, suurinopeuksinen pommitus DNA-p&édllysteisgilla
mikroammuksilla, inkubointi kalsiumfosfaatti-DNA-sakan
kanssa, DEAE-dekstraani-vdlitteinen transfektio, infektio
muokatuilla virusnukleiinihapoilla ja suora mikroinjektio
yksittédisiin soluihin. N&md in vitro -menetelmit vievit
tyypillisesti nukleiinihappomolekyyleijd vain osaan koko so-
lupopulaatiosta, ja niilld on taipumus vahingoittaa suurta
joukkoa soluja. Makromolekyvlien kokeellinen vieminen so-
luihin in vivo on saatu aikaan raaputuslataamisella ("scra-
pe loading"), kalsiumfosfaattisakoilla ja liposomeilla. N&-
md tekniikat ovat kuitenkin osoittautuneet t&hin mennessi
rajoitusti kéyttokelpoisiksi soluihin viemisessd in vivo.
Liséksi jopa soluissa in vitro téllaisten menetelmien k&yt-
tokelpoisuus on &&#rimmdisen rajoittunut proteiinien viemi-
sen kanmnalta.

Tarvitaan yleisi& menetelmid bioclogisesti aktiivis-
ten proteiinien viemiseksi ehjiin soluihin in vitro ja in
vivo. (L. A. Sternson, "Obstacles to Polypeptide Delivery",
Ann, N. Y. aAcad. Sci, 57, s. 19 -~ 21 (1887)). Lipopeptidin
(P. Hoffmamm ym., "Stimulation of Human and Murine Adherent

Cells by Bacterial Lipoprotein and Synthetic Lipopeptide

Analogues”™, Immunobiocl., 177, s. 158 - 170 (1988)) tai

emdksisen polymeerin, kuten polylysiinin tai polyargini-
inin, kemiallinen 1isdys (W-C. Chen ym., "Conjugation of
Poly-L-Lysine Albumin and Horseradish Peroxidase: A Novel
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Method of Enhancing the Cellular Uptake of Proteins®, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 75, s. 1872 - 1876 (1978)) eivat ole
osolttautuneet kovin luotettaviksi tai yleisesti kayttokel-

poiksi (katso esimerkki 4 jaljempaénd). Foolihappoa on
kdytetty kuljetusosana (C. P. Leamon ja Low, Delivery of
Macromolecules into Living Cells: A Method That Exploits
Folate Receptor Endocytosis”", Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88, s. 5572 - 5576 (1991)). Folaattikonjugaattien interna-

lisaatiosta esitettiin todisteita, mutta ei sytoplasmaan
viemisestéd. Kun otetaan huomioon kiertévidn folaatin korkeat
tasot in wvivo, té&mdn Jjarjestelmdn hyddyllisyyttd ei ole

tdysin osoitettu. Pseudomonas-eksotoksiinia on myds kédytet-

ty kuljetusosana (T. I. Prior ym. “"Barnase Toxin: A New
Chimeric Toxin Composed of Pseudomonas Exotoxin A and
Barnase", Cell, 64, s. 1017 - 1023 (19%1)). Tamén jarjes-
telmdn tehokkuus ja yleinen soveltuvuus ei kultenkaan ole
selvd julkaistun tydn perusteella.

Ihmisen immuunikatoviruksen Ili-tyypin (*HIV") tat-
proteiini on osoittanut potentiaalia lastiproteiinien so-
luihin viemiseen (julkaistu PCT-hakemus WO 91/09 958). Kun
kuitenkin otetaan huomioon tédyspitkén tat-proteiinin kemi-
alliset ominaisuudet, alalla ei ole esitetty vleisesti
kdyttokelpoisia menetelmid sen tehokkaaksi kéyttdmiseksi
bioclogisesti aktiivisen lastin viemisesss.

Tat on HIV:n koodittama proteiini, joka transakti-
voi tiettyjd HIV-geenejd ja on oleellinen viruksen repli-
kaatiolle. HIV-l:n téyspitkéssd tat-proteiinissa on 86 ami-
nohappotdhdettd. HIV:n tat-geenissd on kaksi eksonia. Tat:n
aminohappoja 1 - 72 koodittaa eksoni 1, ja aminohappoja
73 - 86 koodittaa eksoni 2. Tayspitkdlle tat-proteiinille
ominainen on emdksinen alue, joka késittdd kaksi lysiinia
ja kuusi arginiinia (aminohapot 49 - 57), ja kysteiinipi-
toinen alue, joka késittdd seitsemdn kysteiinitdhdettad
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(aminohapot 22 - 37). Viljelmissd kasvavat ihmissolut otta-
vat sisdéns& puhdistettua tat-proteiinia ympardivisti ela-
tusaineesta (A. D. Framkel ja C. 0. Pabo, "Cellular Uptake
of the Tat Protein from Human Immunodeficiency Virus",
Cell, 55, s. 1189 - 1193 (1988)). Alalla ei ole esitetty
sitd, vaaditaanko tat-proteiinin kysteiinipitoista aluetta
{joka saa aikaan aggregaatiota ja huonoliukoisuutta) tat-
proteiinin ottamiseen solun sisdin.

PCT-patenttihakemus WO 91/09 958 (" '958-hakemus”)
paljastaa, ettd heterologinen oproteiini, Jjoka kasittasa
HIV:n tat-proteiinin aminchapot 1 - 67, jotka on fuusioitu
geneettisesti papilloomaviruksen E2-transaktivaatiorepres-
soripolypeptidiin, otetaan sisd#én soluihin. Lastipolypepti-
din biologisen aktiivisuuden (E2-transaktivaation repres-
gio) sédilymistd ei kuitenkaan tdssd osoiteta.

Tat-proteiinin  kdyvttd, kuten '958-hakemuksessa
osoitetaan, kidsitt8& mahdollisesti kéytannén vaikeuksia,
kun sit& kdytetddn lastiproteiinien viemiseen soluun. Nimi
kdytannén vaikeudet késittdvdt proteiinin aggregoitumisen
ja liukenemattomuuden, joihin liittyy tat-proteiinin kyste-
ilnipitoinen alue. Lis&dksi '958-hakemus ei tarjoa esimerk-
kejd tat-proteiinin kemiallisesta silloittamisesta lasti-
proteiinien kanssa, mikd voi olla kriittisen térkess tilan-
teissa, joissa tat:n geneettinen fuusio lastiproteiiniin
hdiritsee tat-proteiinin, lastiproteiinin tal molempien oi-
keaa laskostumista. Lisdksi sekd '958-hakemus etts Frankel
ja Pabo (edelld) esittdvdt tat-kuljetusproteiinien kayttod
yhdessd klorokiinin kanssa, joka on sytotoksinen. Niinpd on
olemassa tarve yleensd sovellettavissa olevalle keinolie,
jolla wvoitaisiin viedd turvallisesti ja tehokkaasti bioclo-
gigesti aktiivisia lastimeolekyylejsd eldvien solujen syto-
plasmaan ja tumiin.
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Keksinndn yhteenveto

Tam& keksinté ratkaisee edelld esitetyvt ongelmat
tuomalla kdytettéviksi tuotteita, joilla sytoplasmaan Jja
tumaan voidaan vieda tehokkaasti biologisesti aktiivisgia
ei-tat-proteiineja, nukleiinihappoja ja muita molekyyleji,
jotka eivdt 1) sindnsd pysty menemddn sisddn kohdesoluihin
tai solujen tumiin, tai 2) eivdt sindnsd pysty menemddn gi-
gdan kohdesoluihin hyddylliselld nopeudella. XKohdemolekyy-
lien solunsisdinen antaminen saadaan aikaan kiytt&m&lld uu-
sia kuljetusproteiineja, jotka késittévét vhden tai useam-
man osan HIV:n ftat-protelinista ja jotka on kiinnitetty ko-
valenttisesti lastimolekyvleihin. Brityisemmin tdm& keksin-
td koskee uusia kuljetuspolypeptideid, menetelmid, joilla
voidaan valmistaa nditd kuljetuspolypeptidejd, kuljetuspo-
lypeptidi-lastikonjugaatteja, farmaseuttisia, profylaktisia
ja diagnostisia koostumuksia, jotka kisittévit kuljetuspo-
lypeptidi-lastikonjugaatteja.

Témdn keksinnétn kuljetuspolypeptideille on tunnus-
omaista tat:n emdksisen alueeen aminohapposekvenssin ldsné-
olo {luonnossa esiintyvén tat-proteiinin aminohapot 49 -
57), tat:n kysteiinipitoisen alueen aminohapposskvenssin
poissaclo (luonnossa esiintyvan tat-proteiinin aminchapot
22 - 36) ja tat:n eksoni 2:n koodittaman karboksiterminaa-
lisen osan poissaolo (luonnossa ilmenevdn tat-proteiinin
aminohapot 73 -~ 86). Tdllaisten kuljetuspolypeptidien edul-
lisia suoritusmuotoja ovat: tat37-72 (SEQ ID nro 2), tat37-
58 (SEQ ID nro 3}, tat38-58GGC (SEQ ID nro 4), tatCCG47-58
{SEQ ID nro 5), tatd47-58GGC (SEQ ID nro &), ja tatldcys
{(SEQ ID nro 7). Ammattimiehet ymmértdvit, ettd kun kulije-
tuspolypeptidi fuusioidaan geneettisesti lastiosaan, tdytyvy
lisdtd aminoterminaalinen metioniini, mutta viliosan amino~
happoja (esim. CysGlyGly tai GlyGlyCys) ei tarvitse ligétd.
Sen ansiosta, ettd tavanomaisissa tat-proteiineissa 1&sni
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oleva kystelinipitoinen alue on poissa, tdmdn keksinndn mu-
kaiset kuljetuspolypeptidit ratkaisevat disulfidiaggregaa-
tion ongelman, joka vol johtaa lastin biologisen aktiivi-
suuden katoamiseen, kuljetuspolypeptidi~lastikonijugaatin
livkenemattomuuteen tai molempiin. Téamin keksinnén mukais-
ten kuljetuspolypeptidien pienentynyt koko minimoi myds
edullisella tavalla lastin biclogisen aktiivisuuden hairin-
tdd. Pienentyneen kuljetuspolypeptidin koon etuna on lisdk-
si viemisen lis&@&ntynyt teho niissd tdmén keksinnén mukai-
sissa suoritusmuodoissa, joihin kuuluu useampien kuljetus-
polypeptidien kiinnittdminen lastimolekyyli&d kohden.

Tamén keksinnén mukaiset kuljetuspolypeptidit voi-
daan kiinnittdd edullisesti lastimolekyyleihin kemiallises-
ti silloittamalla tai geneettiselld fuusioclla. Témin kek-
sinndén edullisten suoritusmuotojen mukaisesti kuljetuspoly-
peptidi ja lastimolekyyli ovat kemiallisesti silloitettuja.
Ainutkertainen terminaalinen kysteiinitéhde on edullinen
keino kemialliseen silloitukseen. Muiden téamén keksinnén
edullisten suoritusmuotojen mukaisesti kuljetusosan karbok-
sipdd fuusioidaan geneettisesti lastiosan aminopéddhén. REri-
tyisen edullinen t&mén keksinnén mukainen suoritusmuoto on
JB106, joka koostuu aminoterminaalisesta metioniinista, jo-
ta seuraavat tat-tdhteet 47-58, Jjoita seuraavat HPV-16:n
E2-taéhteet 245-365,

Monissa tapauksissa témdn keksinndn mukaiset uudet
kuljetuspolypeptidit vidlttdvat edullisella tavalla kloro-
kiiniin liittyvén sytotoksisuuden. Edelld mainittujen piir-
teiden ansiosta tdmd keksintd avaa tien sellaiselle biolo-
giselle tutkimukselle ja taudin hoidolle, +joihin liittyvit
proteiinit, nukleiinihapot ja muut molekyylit, joiden wvai-
kutuspaikat ovat sytoplasmassa tal tumassa.
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Ruvoiden lyhyt kuvaus

Kuvio 1 kuvaa HIV-1l:n tat-proteiinin aminohappose-
kvenssid (SEQ ID nro 1).

Kuvio 2 esittd8d yhteenvetona tulokset solujen si-
sdanottokokeista, joissa kéytettiin kuljetuspolypeptidin ja
Pseudomeonas-eksotoksiinin ribosylaaticalueen muodostamia
kenjugaatteja (varjostetut pylvadt: konjugoimattomat, vino-
viivoitetut pylv&adt, konjugoidut).

Kuvio 3 esittd& vhteenvetona tulokset solujen si-
sddnottokokeista, joissa kéytettiin kuljetuspolypeptidin Ja
ribonukleaasin muodostamia konjugaatteja (tdytetyt nelidt,
ribeonukleaasi-SMCC ilman kulijetusosaa, tdyvtetyt ympyrat,
tat37-72-ribonukleaasi, tdyvtetyt kolmiot, tat38-58GGC-ribo-
nukleaasl, t&ytetyt wvinonelidt, tatCGG38-58-ribonukleaasi.,
avoimet nelidt, tatCGG47-58-ribonukleaasi).

RKuvio 4 esittdd kaavamaisestli plasmidin paAHE2 muo-
dostamisen.

Kuvio 5 esittdd kaavamaisesti plasmidin pET8c123
muodostamisen.

Kuvio 6 esittéd kaavamalsesti plasmidin
PET8C123CCS8 mucdostamisen.

Kuvio 7 esittdd yhteenvetona tulokset solujen si-
sddnottokokeista, joissa kdytettiin kuljetuspolypeptidin ja
EZ2-repressorin muodostamia konjugaatteja (avoimet vinoneli-
Ot, E2.123 silloitettuna tat37-72:een ilman klorokiinia,
tdytetyt vinonelidt, E2.123 silloitettuna tat37-72:een klo-
rokiinin kanssa, avoimet ympyrdt, E2.123CCSS silleoitettuna
tat37-72:een ilman klorokiinii, suljetut YMPYLat,
E2.123CCSS silloitettuna tat37-72:een klorokiinin kanssa).

Kuvio 8 esittdd kaavamaisesti plasmidin PTATAcys
muodostamisen.

Kuvio 9 wesittdd kaavamaisesti plasmidin pFTE501

muocdostamisen.




10

20

25

30

Kuvio 10 esittdd kaavamaisesti plasmidin pTATAcys-
249 muodostamisen.

Kuvio 11 esittdd kaavamaisesti plasmidin pJB106
muodostamigen.

Kuvio 12 esittd8 proteiinin JB106 téydellisen ami-
nohapposekvenssin.

Kuvio 13 esittdd yhteenvetona E2~repressiomddritys-
ten tulckset, joissa oli mukana JB106 (nelidt), TxHE2CCSS
(vinonelidt) ja HEZ2.123 (ympyrdt). Midritykset suoritettiin
COS7-soluissa ilman klorokiinid, kuten esimerkissid 14 kuva-
taan.

RKeksinndn vksityiskohtainen kuvaus

Jotta tédssd kuvattu keksintd voidaan ymmirtds tédy-
dellisemmin, esitetdidn seuraava vksityiskohtainen kuvaus.

Kuvauksessa kidytetddn seuraavia termeji:

Aminochappo - Peptidin, polypeptidin tai proteiinin
monomeerinen vksikkd. Kaksikymmentd proteiiniaminchappoa
(L-isomeerit) ovat: alaniini ("Ala" tai *A"), arginiini
("Arg" tai R"), asparagiini ("Asn" tai "N"), asparagiini-
happo ("Asp" tai "D"), kysteiini ("Cys" tai "C"), glutamii-
ni ("Gln" tai "Q"), glutamiinihappo ("Glu" tai "E"), gly-
siini ("Gly" tai *G"), histidiini ("His" tai "H"), isoleus-
iini ("Ile" tai "Iv), leusiini ("Leu" tai "L"), 1lysiini
{"Lys" tai "K"), metioniini ("Met" tai "M"), fenyylialanii-
ni ("Phe” tai "F"), proliini ("Pro" tai "P"), seriini
("Ser* tai "8"), treoniini ("Thr* tai "T"), tryptofaani
("Trp" tal "W"), tyrosiini (*Tyr" tai "Y"), dJa wvaliini
("val" tai "V"}. Termi aminohappo téssid kdytettynid kasittasd
myds proteiiniaminohappojen analogit ja proteiiniaminochap-
pojen ja niiden analogien D-isomeerit.

Lasti -~ Molekyyli, joka ei ole tat-proteiini tai
sen fragmentti ja joka joko 1) el itsess&idn kykene menemiin
sisdan kohdesoluihin tai 2) ei itsess&dn kykene menemiin
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sisdédn kohdesoluihin hy6dylliselld nopeudella. ("Lasti®
tdssd hakemuksessa kdytettynd viittaa joko molekyyliin si-
nansd, se on: ennen konjugointia, tai kuljetuspolypeptidi-
lastikonjugaatin lastiosaan.) Esimerkkeihin "lastista" kuu-
luvat, ndihin rajoittumatta, pienet molekyylit ja makromo-
lekyylit, kuten polypeptidit, nukleiinihapot ja polysakka-
ridit.

Kemiallinen silloittaminen ~ Xahden tai useamman
ennalta muodostetun molekyvlin kovalenttinen sitomirien.

Lastikonjugaatti - Molekyyli, joka kdsittidd ainakin
yhden kuljetuspolypeptidiosan ja ainakin vhden lastiosan ja
joka on muodostettu joko geneettigen fuusion tai kuljetus-
polypeptidin tai lastimolekyylin kemialligen silloittamisen
avulla.

Geneettinen fuusioc - Kahden tai useamman proteiinin
kolineaarinen, kovalenttinen sidos niiden polypeptidirunko-
jen v&lills, proteiineja koodittavien perdkkiisten sekvens-
sien geneettisen ekspression valityksellsd.

Makromolekyyli - Molekyyli, kuten peptidi, polypep-
tidi, proteiini tai nukleiinihappo.

Polypeptidi ~ Mik& tahansa polymeeri, joka koostuu
oleellisesti mistd tahansa 20 proteiiniaminochaposta (edel-
la) sen koosta riippumatta. Vaikka usein k#vtetddn '"prote-
iinia" viittaamaan suhteellisen suuriin polypeptideihin, ja
"peptidid* kaytetddn usein viittaamaan pieniin polypepti-
deihin, ndiden termien k#ytts alalla limittyy ja vaihtelee.
Termi "polypeptidi" tédss& k#&ytettynd viittaa peptideihin,
polypeptideihin ja proteiineihin, ellei toisin ilmaista.

Reportterigeeni - Geeni, jonka ekspressio riippuu
halutun solutason tapahtuman ilmenemisestd, ja jonka eks-
pressio voidaan havaita mukavasti geneettisesti transfor-

moidussa isdntdsolussa.
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Reportteriplasmidi - Plasmidivektori, joka kdsittas
vhden tal useamman reportterigeenin.

Pieni molekyyli - Molekyyli, joka on muu kuin mak-~
romolekyyli.

Véliosa-aminchappo - Aminohappo (jolla on edulli-
sestl pleni sivuketju), Jjoka sisdllytetddn kuljetusosan ja
kemiallisessa silloituksessa kdytetyn aminohappotéhteen v~
liin (esimerkiksi molekyylitason taipuisuuden tarjoamiseksi
ja steerisen estémisen vilttémiseksi).

¥Kohdesolu - Solu, johon lasti vied&dn kuljetuspoly-
peptidillé. "Kohdesolu" wvoli olla mik# tahansa solu, mukaan
lukien ihmissolut, jokeo in wvivo tai in vitro.

Kuljetusosa tai kuljetuspolypeptidi - Polypeptidi,
joka kykenee viemddn kovalenttisesti kiinnittyneen lastin
kohdesoluun.

Tamdn keksinnén mukainen fuusioproteiini on ylei-~
sesti sovellettavissa sellaisten pienten molekyylien Jja
makromolekyylien terapeuttiseen, profylaktiseen tai dia-
gnostiseen viemiseen solun sisdlle, kuten proteiinit, nuk-
leiinihapot ja polysakkaridit, jotka eividt itsess&in kyvkene
menemdédn kohdesolujen sisddn hyodylliselld nopeudella. Pi-
tdisi kuitenkin vyvmmdrt&d, ettd t3mdn keksinndn mukaiset
vaihtoehteoiset suoritusmuodot eividt rajoitu kliinisiin so-
vellutuksiin. Tdtd keksintsd voidaan soveltaa edullisesti
ladketieteellisessd ja biologisessa tutkimuksessa. Timin
keksimnén tutkimussovellutuksissa lasti voi olla lidkeaine
tai reportterimolekyyli. Témé&n keksinnén mukaisia kuljetus-

polypeptidejd voidaan kdyttdd tutkimuslaboratorioreagens-

seina joko vksind&n tai osana kuljetuspolypeptidin konju-
gaatiotarvikesgarjaa.

Kohdesolut voivat olla in vivo soluja, se on: solu-
ja, jotka muocdostavat eldvien eldinten tai ihmisten elimia
tal kudoksia, tai mikro-organismeja, joita loytyy eldvistéd
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eldimistd tail ihmisistd. Kohdesolut wvoivat myds olla in
vitro soluja, se on: viljeltyjd eldinsoluja, ihmissoluija
tai mikro-organismeja.

Tamén keksinndén mukaisen fuusioproteiinin eri kévt-
totarkoituksissa kiytettdvien lidkeaineiden ja reportteri-
molekyylien valitsemisessa on laaja liikkumavapaus. Teki-
joéihin, Jotka on otettava huomicon reportterimolekyyleja
valittaessa, kuuluvat, nédihin rajoittumatta, etsitym ko-
keellisen informaation tyyppi, myrkyttémyys, detektion mu-
kavuus, detektion kvantitoitavuus, ja saatavuus. Ammatti-
mies tuntee monia t&llaisia reportterimolekyyvleji.

Kuten ymmdrretdén jaljempdnd esitettyien esimerkki-
en perusteella, olemme kéyttédneet sellaisia entsyymeijd,
joille on olemassa kolorimetrisia mddritvksid, mallilastina
osoittaaksemme tdmdn keksinnén mukaisten kuljetuspolypepti-
dien toimivuuden ja hyddylliset piirteet. Nami entsyymilas-
tit tarjoavat solun sis#ddn ottamisen herk#n, mukavan, visu-
aalisen detektion. Lisdksi koska visuaalinen tulos ilmenee
vain jos lastin entsymaattinen aktiivisuus s&ilyy, némi
entsyymit tarjoavat herkdn ja luotettaven testin lastiosan
biologisen aktiivisuuden sdilymiselle té&min keksinndn mu-
kaigissa kuljetuspolypeptidi-lastikonjugaateissa. TEméEn
keksinnén mukainen edullinen suoritusmucto késittdi pipar-
juuriperoksidaasin ("HRP") kuljetuspolypeptidi-lastikonju-
gaatin lastiosana. Erityisen edullinen lastiosamalli t&m&n
keksinnén suorittamista varten on RB-galaktosidaasi.

Lastiproteiinimalleja voidaan valita myds niiden
solunsisdisen vaikutuspaikan mukaan. Kuten esimerkeissid 6
ja 7 jéljempdnd kuvataan, olemme kidyttineet Pseudomonas-
eksotoksiinista ("PE") perdisin olevaa ADP-ribosylaatio-
osaa ja haiman ribonukleaasia vahvistaaksemme sen, ettd t&-
madn keksinndn mukaiset kuljetuspolypeptidit ovat vieneet
sytoplasmaan oikein laskostuneita lastiproteiineja.
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Téyspitkéd Pseudomonas-eksotoksiini on itsessdan ky-
kenevd menem&@n sisddn soluihin, miss& se inaktivei ri-
bosomeja ADP-ribosylaatioreaktion vé&litykselld ja ndin tap-
paa solut. Osa Pseudomonas-eksotoksiiniproteiinista, Jjoka
tunnetaan ADP-ribosylaatio-osana, ei kykene menemi#dn gisidsn
soluihin, mutta siind on J&ljelld kyky inaktivoida ri-
bosomit, jos se saatetaan yhteyteen niiden kanssa. Niinpa
solukuolema, Jjonka kuljetuspolypeptidin ja PE-ADP-ribosy-
laatio~osan muodostamat konjugaatit saavat aikaan, on testi
kuljetuspolypeptidin lastin viemiselle sytoplasmaan.

Olemme kayttineet myds ribonukleaasia vahvistaak-
semme sen, ettd tdmén keksimnén mukaiset kuljetuspolypepti-
dit ovat vieneet sytoplasmaan oikein laskostuneen lastipro-
teiinin. Proteiinisynteesi, RNA:sta riippuvainen prosessi,
on hyvin herkk& ribonukleaasille, joka digestoi RNA:ta. Ri-
bonukleaasi ei itsessd&n kykene kuitenkaan menemé#n solujen
sisddn. Niinpd kuljetuspolypeptidin ja ribonukleaasin muoc-
dostaman konjugaatin aikaan saama proteiinisynteesin inhi-
bitio on testi biclogisesti aktiivisen ribonukleaasin vie-
miselle solun sisdén.

Tietenkin tietyn lastimolekyylin viemistd sytoplas-
maan vol seurata saman lastimolekyylin vieminen edelleen
tumaan. Tumaan vieminen kdsittdd vdlttédmittd sen, ettd 1&-
pdistdédn jokin osa sytoplasmasta.

Papilloomaviruksen  E2-repressoriproteiinit ovat
esimerkkej& makromolekyylilddkkeistd, jotka voidaan vieda
kohdesolujen tumiin tdmén keksinmntn mukaisilla kuljetuspo-
lypeptideilld. Papilloomaviruksen E2-proteiini, joka esiin-
tyy normaalisti homodimeerinid, sdidtelee sekd papilloomavi-
rusgenomin transkriptiota etté replikaatiota. E2-proteiinin
karboksiterminaalinen osa sis&ltdd DNA:han sitoutumis- Ja
dimerisaatio-aktiivisuudet. Sellaisten DNA-sekvenssien ly-
hytkestoinen ekspressioc transfektoiduissa nisskidssoluissa,
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jotka koodittavat erilaisia E2-analogeja tal E2:n karboksi-
terminaalisia fragmentteja, inhiboi téyspitkén E2-pro-
teiinin aikaansaamaa transaktivaatiota (J. Barsoum yim.,
"Mechanism of Action of the Papillomavirus E2 Repressor:
Repression in the Absence of DNA Binding", J. Virol., 66,
s. 3941 - 3945 (1992)). E2-repressorit, jotka on lisdtty
viljeltyjen nisdkdssclujen kasvatuselatusaineeseen, eivat
mene solujen sisddn, ja niinpd ne eivdt inhibeoi E2:n trans-
aktivaatiota n&issd soluissa. Témén keksinnén mukaisten
kuljetuspolypeptidien konjugointi E2-repressoreihin saa
kuitenkin aikaan E2-repressorien translokaation kasva-
tuselatusaineesta viljeltyihin soluihin, missd ne ilmenti-
vét biologista aktiivisuutta ja represscoivat reportterigee-
nin E2-riippuvaista ekspressiota.

Nopeutta, Jjolla yksi- ja kaksijuosteiset nukleii-
nihapot menevdt solujen sisdin in vitro ja in vivo, voidaan
tehostaa edullisesti kavtt&midlld té&mén keksinmén mukaisia
kuljetuspolypeptidejd. Kuten esimerkissd 11 (j&ljempédnd)

osoltetaan, menetelmédt polypeptidien silloittamiseksi kemi-
allisesti nukleiinihappoibin ovat sin@nsi tummettuja. Taman
keksinnén edullisessa suoritusmuodossa lasti on yksijuos-
teinen "antisense"-nukleiinihappo. "Antisense"-nukleiiniha-
pot ovat hybdyllisid inhiboimaan sellaisten sekvenssien so-
lunsiséistd ekspressiota, joille ne ovat komplementaarisia.
Erdassd toisessa témdn keksinndn suoritusmuodossa lasti on
kaksijuosteinen nukleiinihappo, joka késittd8d sitoutumis-
kohdan, jonka nukleiinihappoon sitoutuva proteiini tunnis-
taa. Esimerkkil t&llaisesta nukleiinibhappoon sitoutuvasta
proteiinista on virusperdinen transaktivaattori.

Luonnossa ilmenevdlld HIV-1:n tat-proteiinilla (ku-
vio 1) on alue (aminohapot 22 - 37), <jossa 7 16:sta amino-
haposta on kysteiini., Namd kysteiinit&hteet kykenevit muo-
dostamaan disulfidisidoksia keskenddn, toisten tat-proteii-
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nimolekyylien kysteiinipitoisella alueella olevien kyste-
iinitédhteiden kanssa, ja lastiproteiinissa tai konjugaatin
lastiosassa olevien kysteiinitdhteiden kanssa. Sellainen
disulfidisidoksen muodostuminen wvoi saada aikaan lastin
biologisen aktiivisuuden katcamisen. Lisiksi vaikka ei oli-
sikaan mahdollisuutta disulfidisidoksen muodostumiseen lasg-
tiosan kanssa (esimerkiksi kun lastiproteiinissa ei ole
kysteiinitdhteitd), disulfidisidoksen muodostuminen kulje~
tuspolypeptidien v&lilla johtaa kuljetuspolypeptidin, kul-
Jetuspolypeptidi-lastikonjugaatin tai molempien aggregoitu-
miseen ja liukenemattomuuteen. Tat:n kysteiinipitoinen alue
on potentiaalisesti vakavien ongelmien 1ihde kiytettdessa
luonnossa ilmenevdd tat-proteiinia lastimolekyylien viemi~
seen soluun.

Kysteiinipitoista aluetta tarvitaan tat:n dimeri-
soitumiseen in vitro, ja se vaaditaan HIV:n DNA-sekvenssien
transaktivaatioon. Niinp& tat:n kysteiinipitoisen alueen
poistamisella on se lisdetu, ettd tat:n luonnollinen aktii-
visuus poistuu, se on: HIV:n transkription ja replikaation
induktio. Alalla el kuitenkaan esitetd tarvitaanko tat-pro-
teiinin kysteiinipitoista aluetta solun sisddn ottamiseen.

Tam& keksintd késittdd suoritusmuotoja, joissa on
ratkaistu tat:n kysteiinipitoiseen alueeseen liittyvdt on-
gelmat, koska tdmd alue ei ole l&snd tédssid kuvatuissa kul-
jetuspolypeptideissd. Niissd suoritusmuodoissa kuljetuspo-
lypeptidin tai kuljetuspolypeptidi-lastikonjugaatin otto
solun sisd&dn tapahtuu vhid. Yhdessd tamin keksinnén edullis-
ten suoritusmuotojen ryhméssd aminohapposekvenssi, joka
edeltdd kysteilinipitoista aluetta, fuusioidaan suoraan sii-
hen aminohapposekvenssiin, 3joka seuraa kysteiinipitoista
aluetta. Sellaisille kuljetuspolypeptideille on annettu ni-
meksi tatAcys ja niills on yleinen kaava (tatl-21)-(tat38-
n), jossa n on karboksiterminaalisen t&hteen numerc, se on:
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49 - B6. Edullisesti n on 58 - 72. Kuten jaljempénd olevis-
ta esimerkeistd k&y ilmi, tat-proteiinin kysteiinipitoista
aluetta edeltdvas aminchapposekvenssid ei tarvita ottoon
solun sisddn. Edullinen kuljetuspolypeptidi (tai kuljetus-
osa)} koostuu tat-proteiinin aminchapoista 37 - 72, ja sille
on annettu nimeksi tat37-72 (SEQ ID nro 2). Tat-tdhteen 37,
kysteiinin, s&ilyttadminen kuljetuspolypeptidin aminopdidssa
on edullista, koska se on kdyttbkelpoinen kemiallisessa
silloittamisessa.

TatAcys-polypeptidien, tati7-72:n ja muiden t&mén
keksinndn suoritusmuotojen etuihin kuuluvat seurasvat:

a) tat-proteiinin luommollinen aktiivisuus, se on:
HIV-transkription induktio, eliminoituu,

b) dimeerit ja muut kuljetuspolypeptidin korkeammat
multimeerit vdltet&sn,

c)tatAcys~geneettisten fuusioiden ekspressiotaso E.
colissa voi parantua,

d) joillakin'kuljetuspolypeptidikonjugaatailla il-
menee lisddntynyttd liukoisuutta ja ylivertaista kdsittelyn
helppoutta ja

e) joillakin fuusioproteiineilla ilmenee lisdanty-
nyttd aktiivisuwutta Ilastiosassa, verrattuna fuusioihin,
jotka sis&ltévidt kysteiinirikkaan osan.

Monia kemiallisia silloitusmenetelmis tunnetaan ja
ne ovat mahdollisesti kéyttékelpoisia, kun halutaan konju-
goida tdmén keksinndén mukaisia kuljetuspolypeptideisd lasti-
makromolekyyvleihin. Monet tunnetut kemialliset silloitusme-
netelmdt ovat epidspesifisid, se on: ne eivdt suuntaa 1ii-
toskohtaa mihink&dn tiettyyn kohtaan kuljetuspolypeptidissa
tai lastimakromolekyylissd. Tuloksena tédstéd epéspesifisten
gilloitusaineiden kivtts voi hytkdtd funktionaalisiin koh-
tiin tal tukkia steerisesti aktiivisia kohtia, mikd tekee
konjugoiduista proteiineista biologisesti inaktiivisia.
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Edullinen l&hestymistapa, jolla liittamisen Spesi-
fisyyttd voidaan lisdtd t&td keksintsa suoritettaessa, on
suurmata kemiallinen liittéminen funktionaaliseen ryhmdéan,
joka havaitaan vain kerran tai muutaman kerran yvhdessd tai
molemmissa silloitettavista polypeptideistd. Esimerkiksi
monissa protelineissa kysteiini, joka on ainoa tioliryhmin
sisdltdvé proteiiniaminchappo, esiintyy vain joitakin ker-
toja. Samoin esimerkiksi jos polypeptidi ei sis&llg lysii-
nitdhteitd, silloitusreagenssi, joka on spesifinen primia-~
rigille amiineille, on selektiivinen kyseisen polypeptidin
aminopdédlle. Tdmdn lidhestymistavan menestyksekés hyodynta-
minen liittdmisspesifisyyden parantamiseksi vaatii sen, et-
td polypeptideilld on sopivan harvinaiset ja reaktiiviset
aminohappotdhteet sellaisilla molekyylin alueilla, Jjoita
voidaan mouttaa ilman ettd molekyylin biologinen aktiivi-
suus katoaa,

Ruten jéljempdnd olevissa esimerkeissi osoltetaan,
kysteiinit&hteet voidaan korvata, kun ne ilmenevit sellai-~
sissa polypeptidisekvenssin osissa, joissa niiden osallis-
tuminen silloitusreaktloon todennékéisesti hairitsisi bio-
logista aktiivisuutta. Kun kysteiinitahde korvataan, on
tyypillisesti suotavaa minimoida tuloksena olevat muutokset
polypeptidin laskostumisessa. Muutokset polypeptidin lag-
kogtumisessa minimoituvat, kun korvike on kemiallisesti Fja
steerisestl samanlainen kysteiinin kanssa. Niists syistéa
seriini on edullinen kysteiinin korvike. Kuten jéljempénd
olevissa esimerkeissd osoitetaan, kysteiinitidhde wvoidaan
tuoda polypeptidin aminohappogekvenssiin silloitustarkoi-
tuksissa. Kun tuodaan kysteiinitdhde, tuominen amino- tai
karboksipddhin tai sen ldhelle on edullista. Sellaisia ami-
nohapposekvenssimuutoksia varten on saatavilla tavanomaisia
menetelmid, tuotettiinpa haluttu polypeptidi kemiallisella
synteesilld taili vhdistelmid-DNA:n ekspressiolla.
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Silloitusreagenssit voivat olla homobifunktionaali-
sia, se on: joilla on kaksi funktionaalista ryhmaa, Jotka
kdyvat ldpi saman reaktion. Edullinen homobifunktionaalinen
silloitusreagenssi on bismaleimidoheksazani ("BMH"). BMH si-
sdltédd kaksi funktionaalista maleimidiryhmas, jotka reagoi~-
vat spesifisesti sulfhydryylin sis8ltévien vhdisteiden
kanssa helldvaraisissa olosuhteissa (pH 6,5 - 7,7). Nuo
kaksi maleimidiryhmdd on yvhdistetty toisiinsa hiilivetyket-
julla. Niinpd BMH on hyddyllinen sellaisten polypeptidien
irreversiibelid silloittamista varten, Jjotka sisgltévat
kysteiinitdhteits.

Silloitusreagenssit voivat olla myés heterobifunk-
tionaalisia. Heterobifunktionaalisilla silloitusaineilla on
kaksi erilaista funktionaalista ryhm#id, esimerkiksi amiini-
reaktiivinen ryhm& ja tioliresktiivinen ryhmd, jotka sil-
loittavat kaksi proteiinia, Jjoilla on vapaita amiineja Jja
vastaavasti tiocleja. Egimerkkejd heterobifunktionaalisista
silloitusaineista ovat sukkinimidyyli-4- (N-maleimidometyy-
1i)sykioheksaani-1-karboksylaatti {"sMCCny, m-maleimido-~
bentsoyyli-N~-hydroksisukkinimidiesteri ("MBS"), ja sukkin-
imidi-4-(p-maleimidofenyyli)butyraatti ("SMPR"), MBS:n pi-
tempiketjuinen analogi. N&iden silloitusaineiden sukkinimi-
dyyliryhmd reagoi primddrisen amiinin kanssa ja tiolireak-
tiivinen maleimidi muodostaa kovalenttisen sidoksen kyvste-
iinité&hteen tiolin kanssa.

Silloitusreagensseilla on usein huono liukoisuus
veteen. Silloitusreagenssiin voidaan 1is&t4 hydrofiilinen
osa, kuten sulfonaattiryhmd, sen vesiliukoisuuden paranta-
miseksi. Sulfo-MBS ja sulfo-SMCC ovat esimerkkejd silioi-
tusreagensseista, joita on modifioitu vesiliukoisuutta gil-

milla pitden.
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Monet silloitusreagenssit saavat aikaan konjugaa-
tin, joka on oleellisesti katkeamaton solun olosuhteissa.
Jotkin silloitusreagenssit sis&ltdv&t kuitenkin kovalentti-

sen sidoksen, kuten disulfidin, joka voidaan katkaista so-

lun olosuhteissa. Esimerkiksi ditiobis(sukkinimidyylipro-
pilonaatti) ("DSP*), Trautin reagenssi Jja N-sukkinimidyyli-
3-({2-pyridyyliditio)propionaatti ("SPDP") ovat hyvin tun-
nettuja katkailstavissa olevia silloitusaineita. Katkaista-
vissa olevan silloitusreagenssin k&yttd mahdollistaa sen,
ettd lastiosa erotetaan kuljetuspolypeptidistd kohdesoluun
viemisen jédlkeen. Suora disulfidiliitos voi olla nyds hyd-
dvllinen.

Joillakin uwusilla silloitusreagensseilla, kuten n-
v-maleimidobutyryylicksi-sukkinimidiesteri ("GMBS") ja sul-
fo-GMBS, on vdhentynyt immunogeenisyys. Joissakin tamin
keksinnén mukaisissa suoritusmuodoissa t&dllainen vdhentynyt
immunogeenisyys voi olla edullinen.

Monia silloitusreagensseja, mukaan lukien edelld
késitellyt, on kaupallisesti saatavilla. Yksityiskohtaiset
ohjeet niiden k&yttd& varten ovat helposti saatavilla kau-
palligilta toimittajilta. Yleinen 1dhdeteos proteiinien
silloittamisesta ja konjugaattien valmistamisesta on s, S.
Wong, Chemistry of Protein Conjugation and CrossﬂLinking,
CRC Press (1991).

Kemialliseen silloittamiseen voi sisdltyd véliosien

kdyttd. valiosat tarjoavat molekyvlin sis&istd joustoa tai
ne sdatdvat molekyylinsisdisig etdisyyvksid konjugoitujen
osien vdlilld ja n#in ollen voivat auttaa biclogisen aktii-
visuuden sdilyttidmisessd. Valiosa voi olla polypeptidiosan
muodessa, joka kédsittdd vdliosa-aminohappoja. Valiryhmi voi
vaihtoehtoisesti olla osa silloitusreagenssia, kuten "pit-
kdketjuisessa SPDP:ssd" (Pierce Chem. Co., Rockford, 11,
luettelonro 21651 H).
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Kuten seuraavissa esimerkeissd osoitetasan k&vtté-
mdlla tédssd tarjottua aminchappo- ja DNA-sekvenssi-infor-
maatiota, tdmén keksimmoén mukaiset kuljetuspolypeptidit
voidaan syntetisoida kemiallisesti tai tuottaa yhdistelmi-
DNA-menetelmilld. Menetelmdt, joilla aminchapposekvenssil-
tdan tumnettuja polypeptidejéd voidaan tuottaa kemiallisella
synteesilld tai yhdistelmd-DNA-menetelmilld, ovat hywvin
tunnettuja. Automaattilaitteet polypeptidi- tai DNA-syn-
teesid varten ovat kaupallisesti saatavilla. Isdntésolut,
kloonausvektorit, DNA-ekspressiockontrollisekvenssit ja oli-
gonukleotidilinkkerit ovat my®ds kaupallisesti saatavilla.

Tdssd esitettyihin edullisiin kuljetuspolypeptidien
aminohapposekvensseihin voidaan helposti tehdd pienid liss-
vksid, deleetioita tai substituutioita sindnsid tunnetulla
tavalla., Pitdisi kuitenkin yvmmértdd, ettd sellaiset variaa-
tiot ovat té&mén keksimnén suojapiirin sisdlli.

Lisaksi tunnetaan tat-proteiineja muista viruk-
sista, kuten HIV-2 (M. Guyader ym., "Genome Organization
and Transactivation of the Human Immunodeficiency Virus
Type 2", Nature, 326, s. 662 - 669 (1987)), hevosen tart-
tuva anemiavirus (R. Carroll ym., "Identification of Lenti-
virus Tat Functional Domains Through Generation of Equine
Infectious Anemia Virus/Human Immunodeficiency Virus Type 1
tat Gene Chimeras", J. Virol., 65, s. 3460 - 3467 (1991)),
ja apinan immuunipuutosvirus (L. Chakrabarti ym., "Seguence
of Simian Immunodeficiency Virus from Macaque and Its Rela-
tionship to Other Human and Simian Retroviruses", Nature,
328, s. 543 - 547 (1987); S. X. Arva ym., "WNew Human and
Simian HIV-Related Retroviruses Possess Functional Transac-
tivator (tat) Gene", Nature 328, s. 548 - 550 (1987)). Pi-
téisi ymmirtdd, ettd polypeptidit, Jjotka ovat perdisin
ndistéd tat-proteiineista ja joiden pilirteend on tat:n emik-
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sisen alueen ldsndoclo ja tat:n kysteiinipitoisen alueen
poissaclo, kuuluvat tdmin keksinntn suojapiiriin.

Jotta tédssd kuvattu keksintd olisi mahdollista ym-
madrtdd tédydellisemmin, esitetddn seuraavat esimerkit. Pi-
tdisi ymmArtdd, ettd nidmd esimerkit ovat pelkéstdin havain-
nollistamistarkoituksia wvarten ja niiden ei ole tarkoitus
rajoittaa t&td keksintdd millddn tavalla. Kaikkien naiden
esimerkkien vhteydessd kaikki molekyylikloonausreaktiot
suoritettiin J. Sambrookin ym. teocoksen mukaisestl, Molecu-
lar Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring

Harbor Laboratory (1988), paitsil missd toigin mainitaan.

Esimerkki 1

Kulijetuspolypeptidien tuctanto ja puhdistus

Yhdistelmd-DNA

Plasmidi pTat72 oli ldhtoklooni tat-perdisten kul-
jetuspolypeptidien tuottamigseksi bakteereissa ja sellaisten
geenien muodostamiseksi, jotka koodittavat kuljetuspolvpep-
tidin 3ja lastiproteiinin fuusicita. Hankimme plasmidin
pTat72 (kuvattu Frankelin da Pabon artikkelissa edelld)
Alan PFrankelilta (The Whitehead Institute for Bilomedical
Research, Cambridge, MA). Plasmidi pTat72 oli perdisin F.
W. Studierin ym., pET-3a-ekspressiovektorista ("Use of T7
RNA Polymerase to Direct Expression of Cloned Genes", Met-
hods Enzymel., 1B5, s. 60 - 920 (1990)) sijoittamalla syn-

teettinen geeni, joka kooditti HIV-l:n tat:n aminchappoja
1 - 72. Tat:n koodittava alue kéyttdd E. colin kodonink&yt-
tHd Ja sitd kontrollol bakteriofaagi T7:n polymeraasin pro-
moottori, joka on indusoitavissa isopropyyli-beta-D-
tiogalaktopyranosidilia ("IPTG"). Tat-proteiini kasitti 5 %
E. colin kokonaisproteiinista IPTG-induktion jidlkeen.
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Tati~72:n puhdistus bakteereista

Suspensoimme E. colin, joka ekspressoi tatl-72-pro-
teiinia, 1l0-kertaiseen tilavuuteen 25-millimolaarista Tris-
HCl:4& (pH 7,5), joka oli 1 mM EDTA:n suhteen. Hajotimme
solut "French press'-laitteessa ja poistimme liukenematto-
mat roskat sentrifugoimalla 10 000 g:n kiihtyvyydessi 1
tunnin ajan. Latasimme supernatantin Q Sepharose Fast Plow
-ioninvaihtopylvddseen (Pharmacia LKB, Pigcataway, NJ)
(20 ml hartsia/60 ml lysaattia). Kdsittelimme l&pi tulleen
fraktion 0,5 M NaCl:1lla, mik&4 aiheutti tat-proteiinin saos-
tumisen. Kerdsimme suolalla saostetun proteiinin sentrifu-
goimalla 35 000 g:n kiihtyvyydelld 50.2-roottorissa 1 tun~
nin ajan. Liuotimme pohjaan ajetun sakan 6-molaariseen gua-
nidiini-HCl:44n ja kirkastimme liuvoksen sentrifugoimalla
35 000 rpm:ssd, 50.2-roottorissa 1 tunnin ajan. Latasimme
kirkastetun né&ytteen A.5-agaroosigeelisuodatuspylviidseen,
joka oli tasapainotettu 6-molaarisella guanidiini-HC1:114,
joka o©li 50-millimolaarinen natriumfosfaatin suhteen (pH
5,4) ja 10-millimolaarinen DIT:n suhteen, ja eluoimme sit-
ten ndytteen samalla puskurilla. Latasimme tat-proteiinin
sisaltévit geelisuodatusfraktiot Cy~ké@dnteisfaagsi-HPLC-pyli-
vadseen ja eluoimme gradientilla, jossa oli 0,1-%:isessa
trifluorietikkahapossa asetonitriilid 0 - 75 %. Talld mene-
telmdalld tuotimme noin 20 mg tatl-72-proteiinia per litra
E. coli -viljelm&& (olettaen ettd soluja oli 6 g per lit-
ra). Tdmd edusti noin 50-%:ista kokonaissaantoa.

SDS-PAGE-analyysissd tatl-72-polypeptidi  liikkui
noin 10 kDa:n yksittdisend juovana. Puhdistettu tatl-72-
polypeptidi oli aktiivinen sisdédnotto/transaktivaatriomid-
ritvksessd. Ligdsimme polypeptidin sellaisten ihmisen hepa-
toomasclujen viljelmielatusaineeseen, jotka sisdlsiviat tat-
responsiivisen kudosplasminogeeniaktivaattori ("tPAY) -re-
portterigeenin. Klorokiinin ollessa lisna (0,1 mM), puhdis-
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tettu tatl-72-proteiini (100 ng/ml) indusoi tPA:n ekspres-
sion noin 150-kertaiseksi.

Kuljetuspolypeptidien kemiallinen synteesi

Monien erilaisten kuljetuspolypeptidien kemiallista
synteesid varten kdytimme kemiallisesti saatavilla olevaa
automatisoitua jérjestelmdd (Applied Biosystems Model 430A
-syntetisaattoria) ja noudatimme JjErjestelmin valmistajan
suosittelemia menetelmid. Poistimme suojarvhmit HF-kédsit-
telylld ja eristimme synteettiset polypeptidit tavanomai-
silla k#&nteisfaasi-HPLC-menetelmilld. Kaikkien synteettis-
ten polypeptidien eheys varmistettiin massaspektrometriana-
lyysilli.

Esimerkiki 2

f~galaktosidaasikonjugaatit

Remiallinen silloitus &MCC:11&

P~galaktosidaasin asetylointia varten (kysteiini-
sulfhydryyliryhmien suojaamiseksi) liuotimme 6,4 mg kaupal-
lisesti saatavilla olevaa B-galaktosidaasia (Pierce Chem.
Co., luettelonro 32101G) 200 pl:aan 50-millimolaarista fos-
faattipuskuria (pH 7,5). Lisédsimme 10 pl jodietikkahappoa,
joka valmistettiin liuottamalla 30 mg jodietikkahappoa 4
ml:aan 50-millimolaarista fosfaattipuskuria (pH 7,5), 200
pl:aan B-galaktosidaasiliuosta. (Seuraavissa kokeissa ha-
vaitsimme jodiasetamidin olevan edullinen korvike jodietik-
kahapolle.) Annoimme reaktion edetd 60 minuutin ajan huo-
neenldmpttilassa. Sitten erotimme asetyloidun p-galaktosi-
daasin reagoimattomasta jodietikkahaposta lataamalla reak-
tioseoksen (Pharmacia) pieneen G-25-geelisuodatuspylviiseen
(Pharmacia LKB, Piscataway, NJ) ja kerasmalls vidligijatila-
vuuden.

Ennen asetyloidun f-galaktosidaasin amiiniryhmien
SMCC-aktivaatiota konsentroimme 2 ml G-25-pylvadsts kerat-
tyd entsyymid 0,3 ml:ksi Centricon 10 -ultrasuedatuslait-
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teessa (Amicon, Danvers, MA). Lisidsimme konsentroituun ase-
tyloituun @f-galaktosidaasiin 19 ug sulfo-SMCC:td (Pierce
Chem. Co., luettelonro 22322G}, joka oli liuotettu 15 ul:aan
dimetyyliformemidia ("DMF*). Annoimme reaktion edetd 30 mi-
nuuttia huoneenldmpdtilassa. EBrotimme sitten B-galaktosi-
daasi-SMCC:n DMF:std ja reagoimattomasta SMCC:std viemdlld
sen pienen G-25-geelisuodatuspylvadn lapi.

Jotta sailsimme silloitettua kuljetuspolypeptidit
kemiallisesti B-galaktosidaasiin, sekoitimme p-galaktosi-
daasi-~SMCC-liuoksen 100 ug:aan kuljetuspolypeptidid (tatl-
72, tatl37-72, tat3i8-58GGC, tat37-58, tat47-58GGC  tail
tatCGG47-58), joka oli liuvotettu 200 pl:aan 50-millimolaa-
rista fosfaattipuskuria (pH 7,5). Annoimme reaktion edetid
60 minuuttia huconeenlémpdtilassa. Eristimme sitten kulje-
tuspolypeptidi-p-galaktosidaasikonjugaatin lataamalla reak-
tiosecksen 5-200HR~geelisuodatuspylvidseen ja kerfimillia
valisijatilavuuden.

Ndin hankittu kuljetuspolypeptidi-f-galaktosidaagi-
konjugaatti antoi positiivisia tuloksia, kun siitd mEdri-
tettiin tat tavanomaisissa Western blot- ja ELISA-ana-
lyyseissd, jotka suoritettiin tat:ia wvastaan suunnatuilla
kanin polyklonaalisilla vasta-aineilla. Western blot- Ja
ELISA-analyysistd yleisen esityksen voi 1éytad E. Harlowin
ja D. Lanen teoksesta Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (1988). Geelisuodatusanalyysi Su-
perose 6:1la (Pharmacia LKB, Pigcataway, NJ) osoitti, etta

kuljetuspolypeptidi—B»galaktosidaasikonjugaatin molekyyli-
paino o0li noin 540 000 daltonia. Kuljetuspolypeptidi-B-
galaktosidaasikonjugaatin spesifinen aktiivisuus oli 52 %
P-galaktosidaasiléhtémateriaalin spesifisestd aktiivisuu-
desta, kun se mddritettiin o-nitrofenyyli-p-D-~galaktopyra-
nosidilla ("ONPG"). ONPG-madritysmenetelmd kuvataan vyksi-

...........
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tyiskohtaisesti Sambrookin ym. tecksessa (edelld) sivuilila
16.66 - 16.67.

B-galaktosidaasikonjugaattien otto solujen sisdin

Lisdsimme konjugaatit Hela-solujen ({(ATCC nro CCL2)
elatusaineeseen 100-mikromolaarisen klorokiinin ollessa
ldsna tai poissa. Inkuboimme soluja 4 - 18 tuntia 37 °C:n
lampdtilassa/5,5 % CO;. Kestdvdimme solut fosfaattipusku~
roidussa suolaliuoksessa ("PBS"), joka oli 2-%:inen formal-
dehydin ja 0,2-%:inen glutaraldehydin suhteen, 5 minuutin
ajan 4 °C:n lampdtilassa. Pesimme sitten solut kolme kertaa
2-millimolaarisella MgCl,;:1la PBS:ssd Jja varjdsimme ne X~
Gal:1lla 37 °C:n léampdtilassa. X-gal on véritén B-galaktosi-
daasin substraatti (5-bromi-4-kloro~3-indolyyli-D-galakto-
sidi), joka tuottaa sinisen tuotteen, kun f-galaktosidaasi
katkaisee sen. Meiddn X-gal-vérjdysliuvoksemme sisdlsi 1
mg:n X-gal:ia (Bio-Rad, Richmond, CA, luettelonumero 170-
3455) per ml PBS:44, joka oli 5-millimolaarinen kaliumfer-
risyanidin, 5-millimolaarinen kaliumferrosyanidin ja 2-mil-
limolaarinen MgCl,:n suhteen.

Tutkimme wv&rjédtyt solut mikroskoopilla jopa 400-
kertaisilla suurennoksilla. Sellainen mikroskooppinen tut-
kiminen paljasti tuman virjdyvtymisen, samoin kuin syvtoplas-
misen vdrjdytymisen.

Solut, joihin tat37-72-B-~galaktosidaasikonjugaatti
tal tatl-72-f-galaktosidaasikonjugaatti ligsdttiin, varjdy-
tyivdt tummansinisiksi. B-galaktosidaasiaktiivisuutta voi-
tiin havaita niinkin lyhyen kehitysajan kuin 15 minuutin
jédikeen. Vertailun wuoksi pitdisi huomata, ettd ainakin 6
tunnin pituinen vérinkehitysaika vaaditaan normaalisti, kun
f-galaktosidaasiaktiivisuus viedddn =oluihin B-galaktosi-
daasigeenin transfektion avulla. Tuman varjaytyminen oli
ndkyvissd klorokiinin poissa ollessa, vaikkakin tuman var-
jéytymisen intensiteetti oli hieman suurempi klorokiinilléa
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kdsitellyisséd soluissa. Kontrollisoluissa, jotka oli kasi-
telty konjugoitumattomalla p-galaktosidaasilla, ei ollut
havaittavissa véarjéytymisti.

Katkaistavissa oleva konjugointi suoralla disulfi-
dills

Kullakin B-galaktosidaasitetrameerilla on 12 kyste-
iinitdhdettd, joita voidaan kiyvttds suoraan disulfidisidok-
seen kuljetuspolypeptidin kysteiinitdhteeseen. Tat3l7-72:1
sulfhydryylin pelkisté&miseksi ja sitten suojaamiseksi liuo-
timme 1,8 mg (411 nanomoolia) tat37-72:ta 1 ml:aan 50-
millimolaarista natriumfosfaattia (pE 8,0), joka oli 150-
millimolaarinen NaCl:n, 2-millimolaarinen EDTA:n suhteen ja
panimme liuoksen Reduce-Imm-pylvéiseen (Pierce Chem. Co.,
Rockford, IL}. 30 minuutin kuluttua huoneenlamméssid eluoim-
me tat3d7-7Z:n pylvddstd 1 ml:n erilld samaa puskuria, put-
kiin jotka sis#lsivdt 0,1 ml 10-millimolaarista 5,5'-ditio-
bis{2-nitrobentsoehappoa) ("DTNB") . Jdtimme pelkistyneen
tat37-72-polypeptidin DINB:n luo 3 tunniksi. Poistimme sit-
ten reagoimattoman DTNB:n tat37-72-TNB:std geelisuodatuk-
sella 9 ml;n Sephadex G 10 -pylvd&ssd (Pharmacia LKB, Pis-
cataway, NJ). Liuotimme 5 mg PR-galaktosidaasia 0,5 ml:aan
puskuria ja poistimme siitd suolat 9 ml:n Sephadex G-25
-pylvdédssd (Pharmacia IKB, Piscataway, NJ), jolloin saimme
3,8 mg B-galaktosidaasia/ml puskuria. Sekoitimme 0,5 ml:n
erat B-galaktosidaasiliuosta, josta suolat oli poistettu,
0,25 tai 0,5 ml:aan tat37-72-TNB-valmistetta, ja annoimme
suoran disulfidisilloitusreaktion jatkua huoneenlémpdtilas-
sa 30 minuutin ajan. Poistimme reagoimattoman tat37-72-
TNB:n B-galaktosidaasikonjugaatista geelisuodatuksella 9
ml:n Sephacryl S$S-200 -pylvadsséd. Monitoroimme silloitusre-
aktion laajuutta epdsuorasti mittaamalla absorbanssia 412
nm:n aallonpituudella, joka johtui vapautuneesta TNB:sti.
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Ndin tuotetut suorat disulfidikonjugaatit otettiin soluihin
(tuloksia el egitetd).

Kathkaistavissa oleva konjugointi gppp:113

Kéytimme heterobifunktionaalista silloitusreagens-
sia ("SPDP"), joka sisdltédd katkalstavissa clevan disulfi-
digidoksen, muodostamaan silloituksen seuraavien valille:
1) B-galaktosidaasin primd&riset amiiniryhmit ja tati-72:n
kysteiinisulfhydryylit (metabolisesti leimattu 3°s:11&),
tai 2) rodamiinileimatun p-galaktosidaasin primddriset
amiiniryhmdt ja tat37-72:n aminoterminaalinen kysteiini-
sulfhydrvyli.

Tati-72~konjugaatiota wvarten liuvotimme 5 mg B-ga-
laktosidaasia 0,5 ml:aan 50-millimolaarista natriumfosfaat-
tia {(pH 7,5), joka oli 150 mM NaCl:n ja 2 mM MgCly:n suh-
teen, ja poistimme suclat B-galaktosidaasista 9 ml:n Sepha-
dex G-25-pylvéd&ssd (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ). Kisit-
telimme B-galaktosidaasin, josta suolat oli poistettu, 88-
kertaisella molaarisella ylimidrdlld jodiasetamidia huo-
neenldmméssd 2 tunnin ajan vapaiden sulfhydryyliryvhmien
tukkimiseksi. Sen j&lkeen kun reagoimaton jodiasetamidi oli
poistettu geelisuodatuksella, kidsittelimme suojatun B-ga-
laktosidaagin l0-kertaisella molaarisella ylimd&ralla
SPDP:td huoneenldmpétilassa. 2 tunnin kuluttua vaihdoimme
puskurin ultrasuodatuksella (Ultrafree 30, Millipore, Bed-
ford, MA}. Lisdsimme sitten 4-kertaisen molaarisen ylim&&-
rdn leimattua tatl-72:ta ja annoimme silloitusreaktion ede-~
td yli yén huoneenlimpdtilassa. Poistimme reagoimattoman
tatl-72:n geelisucdatuksella 9 ml:n Sephacrvl S-200-pyl-~
vadssd, Leimatun tatl-72:n tunmnettua spesifistd aktiivi-
suutta kdyttamidlld Jlaskimme, ettd yhtd B-galaktosidaasi-
tetrameerid kohti oli 1,1 silloitettua tatl-72-polypepti-
did. ONPG-ma@dritystd kdyttdmdlla havaitsimme, ettd konju-
goitu B-galaktosidaasi oli s&ilvttinyt 100 % entsymaattbi-
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sesta aktiiviguudestaan. Kdvttamialld soluun inkorporoditu-
neen radioaktiivisuuden mittausta ja X-gal-vdrjdystd, osoi-
timme ettd konjugaatti oli otettu sisisn viljeltyihin HeLa-
soluihin,

Tat37-72-konjugaatiota wvarten menettelimme aikai-
semmassa kappaleessa kuvatulla tavalla, paitsi ettd lei-
masimme B-galaktosidaasin rodamiinimaleimidilla (molaarinen
suhde 5:1) huoneenlémpdtilassa 1 tunnin ajan, ennen jo-
diasetamidikésittelyad (100:1 jodiasetamidin molaarinen yii-
madrd). Silloitusreaktiossa kdytimme SPDP-suhdetta 20:1 ja
tat3d7-72~suhdetta 10:1. Arvioimme ettd konjugoidulla tuot-
teella olisi noin 5 rodamiinimolekyylid (UvV-absorbanssin
perusteella) ja noin 2 tat37-72-osaa (geelifiltraation pe-
rusteella) per B-galaktosidaasitetrameeri. T&astsd menette-
lystd saadulla konjugaatilla oli s&ilynyt noin 35 % B-
galaktosidaasin alkuperdisestd entsymaattisesta aktiivisuu-
desta. Osoitimme X-gal-virjdystd ja rodamiinifluoresenssia
kayttamdlla, ettd SPDP-konjugaatti otettiin sis&dn viljel-
tyihin HeLa-soluihin.

Egsimerkki 3

Eldintutkimukset P-galaktosidaasikonjugaateilla

Konjugaatin puoliintumisajan mddrittdmistd ja bio-
logisen jakautumisen analysointia varten injektoimme joko
200 ug SMCC-B-galaktosidaasia {(kontrolli) tai tatl-72-p-
galaktosidaasia suonensisiisesti {("TV") Balb/c-hiirten
(Jackson Laboratories) hént&laskimoihin, joko klorokiinin
kanssa tail ilman. Kerdsimme verindytteits tietyin valein 30
minuutin ajan. 30 minuutin kuluttua uhrasimme el&imet ja
poistimme elimet dJa kudokset histokemiallista analvysia
varten.

Mittasimme B-galaktosidaasin aktiivisuuden veri-
naytteissd ONPG-madritykselld. ONPG-médritysmenetelmd kuva-
taan yksityiskohtaisesti Sambrookin ym. teoksessa (edelld)
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sivuilia 16.66 - 16.67. pB-galaktosidaasi ja  tatl-72-8-
galaktosidaasi poistuivat nopeasti verenkierrosta. Arvioim-
me ettd niiden puoliintumisajat olivat 3 - 6 minuuttia. Ni-
md kokeelliset vertailut viittasivat siihen, ettd tatl-72-
kuljetuspolypeptidin kiinnittymiselld on vahan tai ei lain-
kaan vaikutusta p-galaktosidaasin poistumisnopeuteen veres-
ta.

Jotta voisimme havaita kuljetuspolypeptidi-g-galak-
tosidaasikonjugaattien oton solun sis&in, valmistimme ohuj-
ta kudosjddleikkeitd uhratuista eldimistd (edelld), suori-
timme kestdvdinnin esimerkissd 2 (edelld) kuvatulla tavalla
ja alistimme mne tavanomaigeen X-gal-virjdysmenettelyyn.
Maksa, perna ja syddn virjdytyvivit voimakkaasti. Keuhko ja
luurankolihas vérjdytyivit vdhemmén voimakkaasti. Aivoissa,
haimassa ja munuaisessa ei ndkynyt havaittavissa olevaa
vArjéytymistd. Mikroskooppinen tutkimus suurella suurennock-
sella paljasti vahvaa virjdytymistd solussa ja joissakin
tapauksissa tumassa, ilmeisesti endoteslisoluissa, jotka
vmpdrdivat kudoksiin menevdd verivarastoa.

Esimerkki 4

Scluihin sisd#&n menon testauksia B-galaktosidaasin
ja polyarginiinin sekd B-galaktosidaasin ja polylysiinin
muodostamilla konjugaateilla

Verrataksemme yksinkertaisten, emiksisistd amincha-
polsta koostuvien polymeerien tehoa meidan tat-perdisten
kuljetuspolypeptidiemme tehoon, konjugoimme kaupallisesti
saatavilla olevan polvarginiinin (Sigma Chem Co., S8t. Lo-
uis, MO, luettelonro P-4663) ja polylysiinin (Sigma, luet-
telonro P-2658) p-galaktosidaasiin esimerkissd 2 edelld ku-
vatulla tavalla. Lisdsimme konjugaatit HeLa-solujen elatus-
aineeseen konsentraationa 1 - 30 pg/ml, klorokiinin kanssa

tai ilman. Sen Jjdlkeen kun oli inkuboitu konjugaattien
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kanssa, kest&vdimme ja varjdsimme solut ja tutkimme ne mik-
roskeoopilla, kuten esimerkissd 2 edelld on kuvattu.
Polylysiini-f-galaktosidaasikonjugaatti antoi mata-
lat pintavérjdytymistasot eiki tuman varjdytymistsd. Polyar-
giniini-p-galaktosidaasikonjugaatti antoi intensiivisen
yleisen virjédytymisen, mutta t&llsin ndkyi wvadhemmin tuman
vidrjdytymistd kuin tatl-72-B~galaktosidaasi- ja tat37-72-p-
galaktosidaasikonjugaateilla. Jotta voisimme tehdd eron po-
lyarginiini~B—galaktosidaasikonjugaatin solun pinnalle si-
toutumisen ja varsinaisen internalisaation valilld, k&8sit-
telimme solut trypsiinilld, proteaasilla, ennen kestéviin-
ti- ja varjdysmenettelyiji. Trypsiinikdsittely eliminoi suu-
rimman osan polyarginiini-p~galaktosidaasilla virjdttyjen
solujen X-gal-varjdytymisestd, mikd viittasi siihen etté
polyarginiini—B~ga1aktosidaasikonjugaatti oli sitoutunut
solujen ulkopuolisiin rakenteisiin pikemminkin kuin todella
internalisoitunut. Sitd vastoin solut, jotka oli altistettu
tatl~72- tai 37-72-B~galaktosidaasikonjugaateille, varjay-
tyivédt trypsiinikésittelysta huoclimatta, mikd viittasi sii-

hen ettd B-galaktosidaasilasti oli solujen sisdlld ja ndin

suojassa trypsiinidigestiolta, Kontrolliscluissa, jotka oli
kdgitelty konjugoimattomalla p~galaktosidaasilla, ei naky-
nyt havaittavissa olevaa virjdytymista.

..........
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Esimerkki 5

Piparjuuriperoksidaasikonjugaatit

Kemiallinen silloitus

Jotta saisimme tuotettua tatl-72-HRP- ja tatl37-72-
HRP-konjugaatit, kdytimme kaupsllisesti saatavilla olevaa
HRP-liittémistarvikesarjaa (maleimidilla aktivoitu Immuno-
pure~HRP, Pierce Chem. Co., luettelonro 31498G). Tarvike-~
sarjan mukana tuleva HRP on muodossa, joka on selektiivi-
sesti reaktiivinen vapaiden -SH-ryhmien suhteen. (Kysteii-

ni on 20 proteiiniaminohaposta ainoa, jolla on vapaa -SH-

ryhmé. ) Kuljetuspolypeptidi~-HRP-konjugaatiokokeessa, joka
kasitti tatl-72:n, tuotimme tatl-72-aloitusmateriaalin E.
colissa ja puhdistimme sen HPLC:118 kuten esimerkissd 1
edelld kerrotaan. Lyofilisoimme 200 pg puhdistettua tatl-
72:ta (joka liuotettiin TFA/asetonitriiliin) ja liuotimme
sen uudestaan 100 pl:aan 100-millimolasrista HEPES-pusku-
ria (pH 7,5), joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen.
Lisdsimme 50 pl tatl-72- tai tat37-72-liuosta 50 pl:aan
Immunopure HRP:t&8 (750 pg entsyymid) 250-millimolaarisessa
trietanoliamiinissa (pH 8,2). Annoimme reaktion jatkua B0
minuuttia huoneenldmpétilassa. Ndiss& olosuhteissa noin 70
% HRP:st& oli liittynyt kemiallisesti tatl-72-molekyylei~
hin. Monitoroimme liitté@misreaktion laajuutta SDS-PAGE-
analyysilla.

HRP~konjugaattien otto solun sisdin

Lisdsimme konjugaatit HeLa-solujen elatusaineeseen
pitoisuutena 20 pg/ml, klorokiinin (100 uM) ollessa l#sni
tai poissa. Inkuboimme soluja 4 -~ 18 tuntia 37 °C:n l&mpd-
tilassa, 5,5 % CO,. Kehitimme HRP~-varjévksen kiyttimalls 4~
kloro~l-naftolia (Bio-Rad, Richmond, CA, luettelonro 170-
6431) ja vetyperoksidia HRP:n substraattina. Seuraavissa
kokeissa korvasimme diaminobentsidiinin (Sigma Chem. Co.,
St. Louis, MO) 4-~kloro-l-naftolilla.

Soluissa, joihin lis#dsimme kuljetuspolypeptidi-HRP~
konjugaatit, né8kyi soluun liittynyttd HRP-aktiivisuutta.
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Lyhyet konjugaatille altistamisen ajanjaksot saivat aikaan
vdrjaytymiskuvioita, jotka vaikuttivat pistemdisilts, mika
mahdollisesti heiljastaa HRP:td endosyyttisisss vehikke-
leissd&. Pitempien inkubaatioiden jalkeen havaitsimme dif-
fuusia tuman ja sytoplasman vdrjdytymistd. Kontrolliso-
luissa, jotka oli k#sitelty konjugoimattomalla HRP:1148, ei
nakynyt havailttavissa olevaa vaArjaytymista.

Esimerkki 6

PE~ADP-ribosylaatio-osa~konjugaatit

Kloonasimme ja ekspressoimme E. colissa Pseudomo-
nas-gksotoksiinin ("PE") sekd tdyspitkind muotona ettid sen
ADP-ribosylaatio-osan muodossa. Tuotimme kuljetuspolypep~
tidi-PE-konjugaatteja sekd geneettisellsd fuusiolla etts
kemiallisella silloituksella.

Plasmidin muodostaminen

Plasmidin pTat70(Apal) muodostamiseksi sijoitimme
ainutkertaisen ApaI-kohdan tat:n avoimeen lukukehykseen
digestoimalla pTat72:n BamHI:114 ja EcoRI:114, ja sijoi-
timme kaksijuosteisen linkkerin, joka koostui seuraavista
synteettisistd oligonukleotideigta:

GATCCCAGAC CCACCAGGTT TCTCTGTCGE GCCCTTAAG (SEQ ID
nro 8)

AATTCTTAAG GGCCCGACAG AGAARACCTGGE TGGGTCTGG (SEQ ID
nro 9)

Linkkeri korvasi tat:n C-p##n, LysGlnStop, GlyPro-
Stop:lla. Linkkeri lis#si my®s ainutkertaisen ApaI-kohdan,
joka oli sopiva tat-sekvenssin kehyksensijaista fuusiota
varten PE-ADP:n ribosylaatio-osaa koodittavien sekvenssien
kanssa, Kkaytta&mdlla PE-sekvenssissd luonnostaan olevaa
ApaI-kohtaa. Plasmidin pTat70PE (SEQ ID nro 10) muodosta-
miseksi poistimme ApaI-EcoRI-fragmentin, joka koodittaa
PE-ADP:n ribosylaatio-osaa, plasmidista CD4(181)~PE(392).
CD4(181)~PE(392):n muodostaminen on kuvattu G. Winklerin
Y. artikkelissa ("CD4-Pseudomonas  Exotoxin  Hybrid
Proteins: Modulation of Potency and Therapeutic Window
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Through Structural Design and Characterization of Cell
Internalization”, AIDS Research and Human Retroviruses, 7,
5. 393 - 401 (1991)). Sijoitimme Apal~EcoRI-fragmentin
pTat70(Apal):een, joka o©li digestoitu Apal:lld ja
EcoRI: 114,

Plasmidin pTat8PE (SEQ ID nro 11) muodostamiseksi
poistimme 214 emdsparin kokoisen NdeI-Apal-fragmentin
pTat70PE:std ja korvasimme sen kaksijuosteisella 1linkke-
rilld, jossa on NdeI- ja Apal-kohesiiviset pait, ja joka
koodittaa tat-té&hteitd 1 - 4 ja 67 - 70, ja joka koostuu
seuraavista synteettisistd oligonuklectideista:

TATGGAACCG GTCGTTTCTC TGTCEGGCC (SEQ ID nro 12)

CGACAGAGAA ACGACCGGTT CCA (SEQ ID nro 13).

TAT8~-PE:n puhdistus

pTat8-PE-~konstruktion puhdistus +tuotti PE-ADP:n
ribosylaatio-osa-polypeptidin, joka oli fuusioitu tat-pro-
teiinin aminchappoihin 1 - 4 ja 67 - 70. pTatB8~PE~ekspres-
siotuote ("tatB-PE") ‘toimi PE-ADP:n ribosylaatio~osa~psana
{ja konjugoimattomana kontrollina) jéljemp&nd kuvatuissa
kemiallisissa silloiltuskokeissa. 8:n tat-aminochapon kodo-
nit olivat artefaktoja kloonausmenetelméstsd, joka valit-
tiin mukavuussyistd. PE-ADP:n ribosylaatio-osaan fuusioi-
dulla 8 aminohapolla ei ole kuljetusaktiivisuutta (kuvio
2).

TatB-PE:n puhdistusta varten suspensoimme 4,5 g
PTATE-PE~transformoitua E. colia 20 ml:aan 50-millimolaa-
rista Tris~HCl:&8 (pH 8,0), joka oli 2-millimolaarinen
EDTA:n suhteen. Hajotimme solut "French press"” -laitteessa

Jja poistimme liukenemattoman roskan sentrifugoimalla

10 000 rpm:n nopeudella 1 tunnin ajan SA600-roocttorissa.
Suurin osa tat8-PE:std oli supernatantissa. Latasimme su-
pernatantin 3 ml:n Q-~Sepharose Fast Flow ~ioninvaihtopyl-
védseen (Pharmacia LKB, Piscataway, NJ). Naytteen latauk-
sen jdlkeen pesimme pylvdsn 50-millimolaarisella Trig~
HC1:11& (pH 8,0), joka oli 2-millimolaarinen EDTA:n suh-
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teen. Pylvdén pesemisen jilkeen suoritimme vaiheittaisen
gradienttieluution kéyttimallsd samaa puskuria, joka oli
100~, 200- ja 400-millimolaarinen NaCl:n suhteen. Tat8-PE
eluoitul 200-millimolaarisella NaCl:114. Ioninvaihtokroma-
tografian j&8lkeen puhdistimme edelleen tat8-PE:n geelisuo-
datuksella Superdex 75 FPLC~pylviddssd (Pharmacia LKB,
Piscataway, NJ). Tasapainotimme geelisuodatuspylviidn 50-
millimolaarisella HEPES~puskurilla (pH 7,5). Sitten la-
tasimme ndytteen ja suoritimme eluution tasapainotuspusku-
rilla nopeudella 0,34 ml/min. Kerisimme 1,5 minuutin frak-
ticita ja varastoimme tat8-PE-fraktiot -70 °C:n lampétd-
laan.

TAT8-PE:n silloitus

Koska PE-ADP-ribosylaatio-osassa ei ole kysteiini-
tahtelts, kéytimme sulfo-SMCC:td (Pierce Chem. Co., Rock-
ford, IL, luettelonro 22322 G) kuljetuspolypeptidin ja
tat8~PE:n konjugointiin., Suoritimme konjugoinnin 2«vaihai-
sella reaktiomenetelmdlls. Ensimmiisessi reaktiovaiheessa
kdsittelimme tat8-PE:n (3 mg/ml) S50-millimolaarisella
HEPES-puskurilla (pH 7,5), joka oli 10-millimolaarinen
sulfo-SMCC:n suhteen, huoneenlémpdtilassa 40 minuutin
ajan. Sulfo-SMCC lis8ttiin reaktioon 100~-millimolaarisena
kantaliucksena l-molaarisessa HEPES-puskurissa, pH 7,5).
Erotimme +tatB8-PE-sulfo~SMCC:n reagoimattomasta sulfo-
SMCC:std geelisuodatuksella P6DG~pylvassss (Bio-Rad,
Richmond, CA), joka oli tasapainotettu 25-millimolaarises-
sa HEPES-puskurissa (pH 6,0), joka oli 25-millimolaarinen
NaCl:n suhteen. Toisessa reaktiovaiheessa annoimme tat8-
PE-sulfo-SMCC:n (1,5 mg/ml, 100 mM HEPES {(pH 7,5), 1 mM
EDTA) reagoida puhdistetun tat37-72:n kanssa {lopullinen
konsentraatio 600 pM) huoneenldmp8tilassa 1 tunnin ajan.
Silloitusreaktion lopettamiseksi lisisimme kystelinid.
Analysoimme silloitusreaktiotuotteet SDS~PAGE:ssa. Noin 90
% tat8-PE:std silloittui tat37-72-kuljetuspolypeptidiin
ndissd oloissa. Noln puolella konjugoituneesta tuotteesta

..........
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oli yksi kuljetuspolypeptidiosa, ja puolella oli kaksi
kul jetuspolypeptidiosaa.

Soluton mddritys PE-ADP:n ribosylaatiolle

Sen varmistamiseksi, ettd PE:n ribosylaatio-osassa
sdilyt sen biologinen aktiivisuus (se on: tuhoava ribozo~
mien muocokkaus) kul jetuspolypeptideihin konjugoimisen j&l-
keen, testasimme kuljetuspolypeptidi-PE~ADP~ribosylaatio-
konjugaattien wvaikutusta in vitro (se on: soluttomasti)
translaatioon. Kutakin in_wvitro translaatiokoetta varten
teimme tuoreen translaatiosecksen ja pidimme sen jailla.
In vitro translaatioseos sisdlsi 200 pl kanin retikulo-
syyttilysaattia (Promega, Madison, WI), jossa oli 2 rl 10~
millimolaarista ZnCl,:ta (valinnainen), 4 ul 20:n prote-
iiniaminohapon muodostamaa seosta, josta puuttuli metionii-~
ni, ja 20 pl *S-metioniinia. Lis#simme 9 ul:aan translaa-
tioseosta 1 ~ 1000 ng kul jetuspolypeptidi-PE-konjugaattia
(edullisesti 1 pl:n tilavuudessa) tai kontrollia, ja esi-
inkuboimme seosta 60 minuuttia 30 °C:n lampttilassa. Li~
sédsimme sitten 0,5 pl BMV~RNA:ta kuhunkin ndytteessen ja
inkuboimme vield 60 minuuttia 30 °C:n lampdtilassa. Varas-
toimme ndytteet -70 °C:n lémpétilaan sen jdlkeen kun olim-
me lis&nneet 5 pl 50-prosenttista glyserolia per ndyte.
Analysoimme in wvitro translaatioreaktion tuotteet SDS~
PAGE-menetelmin. Latasimme 2 pl kutakin translaatioreak-
tioseosta (sekd sopivan mé3rin SDS~PAGE-ndytepuskuria)
kaistaa kohden SDS-geeleihin. Elektroforeesin jélkeen vi-
sualisoimme *S:n sis#ltévat in vitro -translaatiotucttest
fluorografialla.

Havaitsimme edelt&vissd kappaleessa kuvattua mene-
telmdd kayttamdlls, ettd PE-ADP:n ribosylaatio-osalla,
joka on fuusioitu geneettisesti tatl~-70-kuljetuspolypepti-
diin, ei ollut biclogista aktiivisuutta, se on: se ei es-
tdnyt in yitro translaatiota. Sit#d vastoin samaa menetel-
mad kdyttamdlld havaitsimme, ettd PE-ADP:n ribosylaatio~
osa, joka on silloitettu kemiallisesti tat37-72-kuljetus-
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polypeptidiin, oli s#dilyttényt tidyden biologisen aktiivi-
suuden, se on: inhiboinut in vitro translaation yvhtd hyvin
kuin kontrollit, joissa oli konjugoimattomia PE-ADP:n ri-
bosylaatioc-osia (kuvio 2).

Sytotoksisuusmddritys PE-ADP:n ribosylaatiolle

Toisessa testissd, jossa oli mukana tat37-72:n ja
PE~ADP:n ribosylaatio-osan konjugaatti, lisisimme sen vil-
jellyille HeLa-soluille kKlorokiinin (100 M} ollessa lasni
tal poissa. Madritimme sitten sytotoksisuuden mittaamalla
in vitro proteiinisynteesii, jonka osoittaa trikloorietik-
kahapolla ("TCA") saostettavissa oleva radiocaktiivisuus
soluekstrakteissa.

Suoritimme sytotoksisuusmisrityksen seuraavasti.
Hajotimme HeLa-solukerrokset, sentrifugoimme solut ja re-
suspendoimme ne elatusaineeseen tiheydells 2,5 x 10%/mi.
Kéaytimme 0,5 ml suspensiota/kuoppa, kun kdytimme 24-kuop-
paisia levyja, tai 0,25 ml suspensiota/kuoppa, kun kdytinm-
me 48-kuoppaisia levyij&. Lis#simme konjugaatteja tai kon-
jugoimattomia kontrolleja, jotka oli liuotettu 100 pl:asan
PBS:88, kuoppiin sen jidlkeen kun solujen oli annettu aset-
tua ainakin 4 tunnin ajan. Inkuboimme soluja konjugaattien
tal kontrollien l&sndollessa 60 minuutin ajan 37 °C:n 1lém-
potilassa, sitten lisdsimme 0,5 ml tuoretta elatusainetta
kuliekin solulle ja inkuboimmme soluja vield 5 ~ 24 tun-
tia. Témidn inkubaation j&lkeen poistimme elatusaineen kus-
takin kuopasta ja pesimme solut kerran noin 0,5 ml:1lla
PBS:d&. Sitten lis@simme 1 pCi **S-metioniinia (Amersham)
per 100 pl per kuoppa, in_wivo soluleimauslaatu {8J.1015)
ja inkuboimme soluja 2 tunnin ajan. Kahden tunnin kuluttua
poistimme radiocaktiivisen elatusaineen ja pesimme solut 3
kertaa kylm&8lld 5-prosenttisella TCA:1lla ja sitten kerran
PBS:118. Lis&simme 100 pl 0, 5-molaarista NaOH:ta kuhunkin
kuoppaan ja annoimme solujen hajoamisen ja proteiinien
livkenemisen tapahtua ainakin 45 minuutin ajan. Lisdsimme
sitten kuhunkin kuoppaan 50 pl 1-molaarista HCl:&83 ja
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silrsimme kunkin kuopan koko sis#llén tuikenesteeseen ra-
dicaktiivisuuden nestetuikemittausta varten.

Klorckiinin poigsa ollesgssa oli clemassa selvd an-~
nosriippuvainen soluproteiinisynteesin inhibitio vasteena
kasittelylle kuljetuspolypeptidin ja PE-ADP:n ribosylaa-
tio~ogan konjugaatilla, mutta ei vasteena k8sittelvlle
konjugoimattomalla PE-ADP:n ribosylaatio-osalla. Tulokset
esitetddn yhteenvetona kuviossa 2. Tat37-72:een konjugoi-
tuna PE-ADP:n ribosylaatio-osa vaikutti olevan kuljetettu
3 ~ 10 kertaa tehokkaammin kuin tatl-72:een konjugoituna.
Konjugoimme my6s kuljetuspolypeptidit tat38~58GGC, tat37-
58, tatd47-58GGC ja tatCGG-47-58 PE-ADP:n ribosylaatio~
osaan. Kaikki n&md konjugaatit saivat aikasan biologisesti
aktiivisen PE-ADP:n ribosylaatio-osan oton solun sisian
(tuloksia el esitetd).

Esimerkki 7

Ribonukleaasikonjugaatit

Kemiallinen silloitus

Liuvectimme 7,2 mg naudan haiman ribonukleaasi Azta,
tyyppd 12A (Sigma Chem. Co., 8St. Louis, MO, luettelonro
R3500) 200 ul:aan PBS:&8 (pH 7,5). Ribonukleaasiliuckseen
lisdsimme 1,4 mg sulfo-SMCC:ti {Pierce Chem. Co.,
Rockford, IL, luettelonro 22322H). Vortex-laitteella se-
koituksen jélkeen annoimme reaktion edetd huoneenl&mpbti-
lassa 1 tunnin ajan. Poistimme reagoimattoman SMCC:n ri-
bonukleaasi-SMCC:std viemdlld reaktiotuotteen 9 ml:n P6DG-
pylvéddn 1l&pi (Bio-Rad, Richmond, CA) Jja keradsmalis 0,5
ml:n fraktioita. Tunnistimme vidlisijatilavuuden huippu-
fraktiot (jotka sisdlsivit ribonukleaasi-SMCC-konjugaatin)
monitoroimalla UV-absorbanssia 280 nm:n aallonpituudella.
Jaoimme yhdistetyt, ribonukleaasi-SMCC:n sis&ltdvdt frak-
tiot 5 yhté&suureen er#&n. Kuhunkin 4:3&n ribonukleaasi-
SMCC~erdsdn lisdsimme kemiallisesti syntetisoidun kuljetus-~
polypeptidin, joka vastasi tat-tdhteits: 37-72 ("37-72"Y),
38-58 sek# GGC karboksipdssss ("38~-58GGC"), 37-58 ("CGG37-~
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58"), tai 47-58 sekd CGG aminopiissi ("CGG47~58"). Annoim~-
mekuljetuspolypeptidi-ribcnukleaasikonjugaatioreaktioiden
edetd 2 tunnin ajan huoneenl&mmdssd, ja sitten yli yon
4 °C:n lémpttilassa. Analysoimme reaktiotuotteet &DS-
PAGE:ssa 10 - 20-prosenttisessa gradienttigeelisssd. Sil~-
loitustehokkuus oli noin 60-prosenttinen kuljetuspolypep-
tideille tat38-58GGC, tat37-58 ja tatCGG47-58 ja 40-pro-
senttinen tat37-72:1le. Modifioiduista luockista 72 % gi~
sédlsi yhden ja 25 % sisélsi kaksi kuljetuspolypeptidisubs-
tituutiots.

Tat37-72-ribonukleaasikonjugaattien otto solun si-

sdan

Pidimme soluja y1l& 37 °C:n lampdtilassa soluvilje-~
lyinkubaattorissa Dulbeccon muockatussa Eaglen elatusai-
neessa, jossa oli 1lisd8nd 10-prosenttinen fetaalivasikan
seerumi ja penisilliini/streptomysiini. Solun sisdinoton
madrityksid varten jaoimme 10° solua 24-kuoppaiselle levyl-
le ja viljelimme niitd yli y&n. Pesimme solut Dulbeccon
PBS:118 ja lisdsimme ribonukleaasikonjugaatin, joka oli
liuvotettu 300 pl:aan PBS:44&, joka oli 80 UM klorokiinin
suhteen, konsentraatiocina 0, 10, 20, 40 ja 80 pug/ml. Kun
oli inkuboitu 1,25 tuntia 37 °C:n lampttilassa, lisdsimme
750 pl kasvatuselatusainetta ja inkuboimme solungytteits
vield yli y6n. Y1li y8n inkuboinnin jélkeen pesimme solut
kerran PBS:118 ja inkuboimme niitd 1 tunnin ajan Minimal
Essential Medium -elatusaineessa ilman metioniinia {Flow
Labs) (250 upl/kuoppa), joka sisalsi *S-metioniinia
(1 pCi/kuoppa). Kun oli inkuboitu 1 tunti radioaktiivisen
metioniinin kanssa, poistimme elatusaineen ja pesimme so-
lut kolme kertaa 5~prosenttisella TCA:1lla {1 ml/kuoppa/pe-
su). Sitten lis&simme 250 pl O0,5-molaarista NaOH:ta per
kuoppa. Kun oli kulunut 1 tunti huoneenlémpdtilassa, pipe-
toimme 200 pl kunkin kuopan sis#ltes tuikepullioon, li-
sdsimme 100 pl l-molaarista HCl:&8& ja 4 ml tuikenestetts.
Sen jalkeen kun kunkin pullon sis&1t68 oli sekoitettu pe-
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rusteellisesti, mittasimme kussakin nédytteessd olevan ra-
dioaktiivisuuden nestetuikelaskennalla.

Solun sisd&n ottoa koskevat tulokset esitetdin yh~
teenvetona kuvicssa 3. Kuljetuspolypeptidi tat38-58GGC
toimi yhtd hyvin tal hieman paremmin kuin tat37-72. Kul je~
tuspolypeptidills tatCGG47-58 oli véhentynyt aktiivisuus
(tulcksia ei esitetd). Emme tiedd, oliko t&1li polypepti-
dills vdhentynyt sisddnmenoaktiivisuus vai oliko emdksisen
alueen ldheisyys ribonukleaasiin héirinnyt entsyymiaktii~
visuutta.

Clemme k8ytténeet kationinvaihtokromatografiaa
(BioCAD—perfuusiokromatografiajérjestelmé, PerSeptive Blo-
systems) sellaisten ribonukleaasikonjugaattien puhdista-
miseen, joilla on yksi tai kaksi kuljetuspolypeptidiosaa.

Esimerkki 8

Proteiinikinaasi A:n inhibiittorikonjugaatit

Kemiallinen silloitus

Ostimme proteiinikinaasi A:n inhibiittori ("PKAI")
-peptidin (20 aminohappoa) Bachem California ~yhti&lta
(Torrence, CA). PKAI:n kemialliseksi silloittamiseksi kul-
jetuspolypeptideihin kdyvtimme joko sulfo-MBS:88 (konsen-
traationa 10 mM) tai sulfo~SMPB:ti {konsentraationa 15
mM). Molemmat n#dist8 silloitusaineista ovat heterobifunk-~
tionaalisia tioliryhmien ja primddristen amiiniryhmien
suhteen. Koska PKAI:sta puuttuvat lysiini- ja kysteiini-
téhteet, sekd sulfo-MBS ettd sulfo-SMPB kohdistavat selek-
tiivisesti silloituksen PKAI:n aminopdahdn. Saatoimme
PKAI:n reagoimaan konsentraatiossa 2 mg/ml, niin ettd l&s-
nd oli 50-millimolaarinen HEPES-puskuri {(pH 7,5) joka oli

25-millimolaarinen NaCl:n suhteen, huoneenlédmpbtilassa 50

minuutin ajan kumman tahansa silloitusaineen kanssa. Sul-
fo-MBS-reaktioseos sisdlsi 10-millimolaarisen sulfo-MBS:n
ja 20-prosenttisen DMF:n. Sulfo-SMPB-~reaktioseos oli 15«
millimolaarinen sulfo-SMPB:n suhteen ja 20-prosenttinen
dimetyylisulfoksidin suhteen (*DMS0Q"). Puhdistimme PKA:n
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ja silloitusaineiden aduktit kd#&nteisfaasi~HPLC:11& kayt-
téen C,-pylvistd. Eluoimme ndytteet C,~pylvddstd 20 « 75
~prosenttisella asetonitriiligradientilla, joka oli 0,1~
prosenttinen trifluorietikkahapon suhteen. Poigtimme aduk-
teista asetonitriilin ja trifluorietikkahapon lyofilisoi«
malla ja liuotimme ne uudelleen 25-millimolaariseen HEPES~
puskuriin (pH 6,0), joka o©0li 25-millimolaarinen NaCl:n
suhteen. Lisdsimme tatl-72:n tail tat37-72:n ja s&idimme
reaktiosecksen pH:n 7,5:ksi lisédmilli l-molaarista HEPES-
puskuria (pH 7,5) niin ettd loppukonsentraatic oli 100 mM.
Annoimme sitten silloitusreaktion edeta huoneenlidmpdtilas-
sa 60 minuutin ajan.

Séatelimme silloittumisen laajuutta muuttamalla
kuljetuspolypeptidin ja PKAI:n suhdetta. Analysoimme sil-
loitusreaktion tuotteita SDS-PAGE:ssa. Tat37-72:1la sil-
loitusreaktioissa muodostui yksittdinen uusi elektrofo-
reettinen juova. T&md tulos oli vhdenmukainen sen kanssa
ettd yksittdiseen PKAI-molekyyliin oli lis#tty yvksittdinen
tat37-72-molekyyli. Tatl-72:n tapauksessa silloitusreak-
tioissa muodostui kuusi uutta tuoctetta. Tami tulos on vh~
tdpitdvs sen kanssa, ettd monia PRKAI~-molekyyleijd lis&ttiin
yhtd tatl-72-polypeptidi& kohti, mika johtuu tatl-72:ssa
olevista monista kysteiinitdhteists. Kun lissisimme PKAI:n
silloitusreaktiocon suurena molaarisena yilim8&rand, saimme
aikaan vain Konjugaatteja, jotka sisdlsivat 5 tai 6 PKAI-
osaa tatl-72:ta kohden.

PRAI~aktiivisuuden fosforylaatiom3firvitys in vitro

Jotta saisimme testattua sulfo-MBS:114 silloitet-
tujen konjugaattien biologisen PKAI-aktiivisuuden sdilymi-
sen, kidytimme in  vitro -fosforylaatiomddritysts. Tassi
madrityksessd histoni V toimi substraattina proteiiniki-
naasi A:n fosforylaatiossa PKAI:n ollessa lésnd tai poissa
(PKAIL-konjugaattia silm#lla pitden). Sitten kdytimme SDS-
PAGEa monitoroidaksemme PKAI-riippuvaisia eroja fosfory-
laatiocasteessa. Kussakin reaktiossa inkuboimme 5:ta yksik-
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kd& proteiinikinaasi A:n katalyyttists alayksikksd (Sigma)
ja vaihtelevia m&&rid PKAI:ta tai PKAI-konjugaattia
37 °C:n lampdtilassa 30 minuutin ajan. Ma&ritysreaktioseos
oli 24-millimolaarinen natriumasetaatin suhteen (pH 6,0)
ja 25-millimolaarinen MgCl,:n suhteen, 100-millimolaarinen
DTT:n suhteen, ja sisdlsi 50 pCi [y-**PJATP:ts ja 2 pg his-
toni V:td, 40 pl:n kokonaisreaktiotilavuudessa. Tatd mas-
ritystd kaytt&amdllsd havaitsimme, etti tatl-72:een tai
tat37~72:een konjugoitu PKAI inhiboi fosforylaatiota yhta
hyvin kuin konjugoimaton PKAI (tuloksia ei esiteta).

Solumddritys

PKAI:n ja kuljetuspolypeptidi~PKAI-konjugaattien
solun sisédnoton testaamiseksi kdytimme viljeltyjéd soluja,
jotka sig8lsivat kloramfenikoliasetyyvliitransferaasi
{"CAT") ~-reportterigeenin cAMP-responsiivisen ekspressio-
kontrollisekvenssin alaisuudessa. Niinpé kvantitoimme pro-
tedlinikinaasi A:n aktiivisuutta epdsuorasti mittaamalla
CAT-aktiivisuutta. Tam3n madrityksen ovat kuvannset yksi-
tyiskohtaisesti J. R. Grove ym. ("Probind cAMP-Relatead
Gene Expression with a Recombinant Protein Kinase Inhibi-
tor", Molecular Aspects of Cellular Regulation, Vol, 6,
toim. P. Cohen ja J. G. Folkes, Elsevier Scientific,
Amsterdam, s. 173 - 195 (1991)).

Tats mdaritystd kdyttém&lla emme havainneet PKAI:n

tai mink&sn kuljetuspolypeptidi-PKAI—konjugaatin aktiivi-
suutta. T&td tulos antoi meille kuvan, ettd PKAI-osa voisi
hajota nopeasti mentysdidn solun sisdsn.

PRKAL:n silloitus tat37-72-f-galaktosidaasiin

Olimme havainneet aikaisemmin tat37-72-B~galaktosi-
daasin solun sis#&n menon olevan klorokiinists riippuma-
tonta (esimerkki 2 edell&). Niinp8 silloitimme PKAI:n
tat37-72-p-galaktosidaasiin, jotta PKAI olisi mahdollises-
ti suojattu nopealta hajoamiselta.

Késittelimme §-galaktosidaasin 20-millimolaarisella
DTT:118 (pelkistévid aine) huoneenlampdtilassa 30 minuutin

.........
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ajan ja poistimme sitten DTT:n geelisuodatuksalla G50-pyl-
vadssd MES-puskurissa (pH 5). Annoimme pelkistyneen B-~ga-
laktosidaasin reagoida SMPB-aktivoidun PKAI:n kanssa
{edelld) pH:ssa 6,5 60 wminuutin ajan. J&ljelld olevien
vapaiden sulfhydryyliryhmien suojaamiseksi lisisimme N-
etyylimaleimidia tai jodiasetamidia. SDS-PAGE~analyysi
0s0itti, ettd ainakin 95 % B-~galaktosidaasista oli konju-
goitunut. Noin 90 % konjugoidusta beta-galaktosidaasituot-
teesta sisdlsi yhden PKAI-osan per alayksikk®t, ja noin
10 % sisdlsi 2 PKAI-osaa. Kisittelimme PKAI-B~galaktosi-
daasikonjugaatin 10-kertaisella sulfo-SMCC:n molaarisella
ylim&édralla. Saatoimme sitten PKAI-R-galaktosidaasi-SMCC:n
reagoimaan tatl-72:n kanssa. SDS-FAGE-~analyvysin mukaan
PKAI-B-galaktosidaasin ja tatl-72:n suhde vaikutti olevan
1:0,5. Olemme tuottaneet noin 100 ug lopputuotetta. Saos-
tumisongelmien vuoksi lopputuotteen konsentraatio 1iuok-
sessa on rajattu 100 pg/ml:ksi.

Esimerkki 9

EZ-repressorikonjugaatit

Kuljetuspolypeptidi—EZ—repressorikonjugaattien S0~
lun sisdan oton ja E2-repressoriaktiivisuuden testaamisek-
si transfektoimme samanaikailsesti Ed~riippuvaisen report-
teriplasmidin ja E2-ekspressioplasmidin SV40-transformoi-
tunaeseen "African green  monkey" -munuaissoluihin
("COS7"). Sitten altistimme transfektoidut solut kuljetus-
polypeptidi—E2~reprassorikonjugaateille (tehty geneetti-
sellsd fuusiolla tai kemiallisella silloituksella) tai so-
veliaille kontrolleille. Repressiomidsritys, joka kuvataan
jéljempénd, oli oleellisesti sama kuin Barsoumin ym.
(edellsd).

Repressiomddrityssolut

Hankimme COS7-~solut American Type Culture Collec-
tion -~talletuslaitoksesta, Rockville, MD (ATCC nro CRL
1651). Kasvatimme COS7-soluja Dulbeccon modifioidussa
Eaglen elatusaineessa (Gibco, Grand Island, NY), jossa oli
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10 % fetaalivasikan seerumia (JRH Biosciences, Lenexa, KS)
ja joka oli 4-millimolaarinen glutamiinin suhteen ("kasva-
tuselatusaine"}. Solujen inkubaatio-olosuhteet olivat
5,5 % Co,, 37 °C.

Repressiomddritysplasmidit

Meidén EZ-riippuvainen reportteriplasmidimme
pXB322hGH sisdlsi ihmisen kasvuhormoni-reportterigeenin,
joka oli lyhennetyn, SV40:n varhaisen promoottorin alai-
nen, joka sisdlsi 3 E2-gitomiskohtaa ylévirrassa. Muodos-
timme hGH-reportteriplasmidin PXB322gGH, kuten Barsoum ym.
ovat kuvanneet (edelld).

Tayspitké&n HPV-E2-geenin ekspressiota varten muo-
dostimme plasmidin pAGE2 (kuvio 4). Plasmidi pAHEZ sisdl-
tdéd EZ2-geenin HPV-kannasta 16, joka on liitetty toimivasti
adenoviruksen myth#iseen pagpromoottoriin, jota vahvistaa
promoottorista yldvirtaan sijaitseva SvV40-tehostaja.
Eristimme HPV-E2~geenin plasmidista PHPV16 (tayspitka
HPVlS-genomi, joka on kloonattu PBR322:een), jonka M.

Durst ym. ovat kuvanneet artikkelissa "A Papilliomavirus

DNA from Cervical Carcinoma and Its Prevalence in Cancer
Biopsy Samples from Different Geographic Regions", Prog,
Natl. Acad. Sci. USA, 80, s, 3812 - 3815 (1983) Tthilli-
Asel-fragmenttina. HPV~genomissa Tth111lI katkaisee nukleo-
tidin 2711 ja Asel katkaisee nukleotidin 3929 kohdalta.
Teimme TthlllI-AseI-fragmentista tasapdisen DNA-polymeraa-

g1 I Kilenow ~reaktioclla ja ligoimme BamHI-linkkerit { New
England Biolabs, luettelonro 1021). Sijoitimme taman link-
kerin sisdlt8van fragmentin BamHI-katkaistuun pBG33l~plas~
midiin saadaksemme aikaan plasmidin PAHEZ.

Plasmidi pBG331 on sama kuin pBG312 (R. L. Cate
ym., "Isolation of the Bovine and Human Genes for
Mullerian Inhibiting Substance and Expression of the Human
Gene in Animal Cells", Cell, 45, s. 685 - 698 (1986},
paitsi ettd siitd puuttuu BamHI-kohta SV40-polyadenylaa-
tiosignaalista alavirtaan, mikd tekee BamHI-kohdan pPro-

.................
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moottorin ja SV40-intronin vdlilla ainutkertaiseksi. Pois-
timme epdsuotavan BamHI-kohdan pBG312:n osittaisella
BamHI-digestiolla, linearisoidun plasmidin geelipuhdistuk-
sella, tasapdiden muodostamisella DNA~polymeraasi I Klenow
~ké&sittelylla, ligaatiolla itsen kanssa ja seulomalla
plasmideja, joissa olisi haluttu BamHI-kohdan deleetio.

E2-repressoriproteiinien tuotanto bakteereissa

Yksi meidin EZ2-repressoriproteiineistamme, E2.123,
koostui HPV E2:n karboksiterminaalisista 121 aminohaposta,
Jjossa aminopd#8hén oli lisatty Metval. Kidytimme myds va-
rianttia E2.123, jolle annettiin nimeksi EZ.123CCSS.
E2.123:85a on kysteiinitshteet HVP16 EZ:n aminochappokoh-
dissa 251, 281, 300 ja 309. E2.123CCSS:ssa kysteiinitdh-
teet kohdissa 300 ja 309 vaihdettiin seriiniksi ja ly-
siinitéhde kohdassa 299 vaihdettiin arginiiniksi. Poistim-~
me kysteiinitéhteet kohdissa 300 ja 309, niin etti kyste-~
iiniriippuvainen kemiallinen silloitus voisi tapahtua E2-
repressorin aminoterminaalisessa osassa, mutta ei E2:n
minimaalisessa DNA:han sitoutuvassa/dimerisaatio-osassa.
Ajattelimme, ettd8 minimaalisessa DNA:han sitoutuvassa
osassa silloitukset todenndkéisesti hairitsisivat repres-
sorin biologista aktiivisuutta.

Plasmidin pET8c-123:n muodostamista varten (kuvio
5, BEQ ID nro 14) tuotimme vAlttimattSman DNA~fragmentin
standardinomaisella polymeraasiketjureaktioc ("PCR") -tek-
niikoilla, jolssa plasmidi pHPV16 oli templaatti. (PCR~
tekniikoista voi 1l8yt#id yleisen esityksen Sambrookin ym.
teoksen kappaleesta 14, edellsd. Automatisoitu PCR~1laite ja
kemikaalit ovat kaupallisesti saatavilla.) EAS2:n, PCR~
oligonukleotidialukkeen 374 em3sparin E2-123-fragmentin
5'-pddtsd varten, nukleotidisekvenssi esitetidin sekvenssi-
listassa nimelld SEQ ID nro 15. EAS54:n, PCR-oligonukleoti~
dialukkeen, jota kaytettiin E2-123-fragmentin 3'-padta
varten, nukleotidisekvenssi esitetdsn sekvenssiluettelossa
nimelld SEQ ID nro 16. Digestoimme PCR-tuctteet NcoI:lla
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ja BamHI:11d8 ja kloonasimme syntyneen fragmentin
Ncol/BamHI-digestoituun pPET8c~ekspressioplasmidiin (Stu-
dier ym., edelld), jolloin saatiin aikaan plasmidi pET8c-
123.

Kayttamalls samaa menetelmdd, jossa oli eri 5'-pdén
oligonukleotidi-PCR-aluke, hankimme 260 emasparin fragmen-
tin ("E2-85"), joka sisilsi metioniinikodonin ja alaniini-
kodonin, jota seurasivat v&littomasti kodonit HPVi6~-EZ2:n
83:11e karboksiterminaaliselle aminohapolle. EA57:n, 5'-
pdan PCR-alukkeen E2-85:n tuottamiseksi, nukleotidisek-
venssi esitetd&@n sekvenssiluettelossa nimelld SEQ ID nro
34,

Plasmidin pETBc~123CCS8S:n muondostamiseksi (kuvio 6,
SEQ ID nro 17), E2.123CCSS:n bakteerissa tuottoa varten,
syntetisoimme 882 emdsparin PstI-Eagl-~-DNA~fragmentin PCR-
tekniikoilla. PCR-templaatti oli pETBc-123. Yksi PCR-aluk~
keista, jolle cli annettu nimeksi 374.140, kooditti kaik-
kia kolmea aminohappomuutosta: CGACACTGCA GCTATACAATG
TAGAATGCTT TTTAAATCTA TATCTTAAAG ATCTTAAAG {8EQ ID nro
18). Toisella PCR-alukkeella, 374.18, oli seuraava sck-
venssi: GCGTCGGCCG CCATGCCGGL GATAAT {SEQ ID nro 19). Di-
gestoimme PCR-reaktiotuotteet PstI:lls ja EBagI:118 ja
eristimme 882 emdsparin fragmentin standardimenetelmills.
Lopullinen vaihe oli pETB8c-123CCSS:n tuottaminen kolmen
kappaleen ligaatiossa, jossa pET8c~123:sta perdisin oleva
3424 bp:n EcoRI-Eagl-fragmentti liitettiin 882 eméisparin
PCR-fragmenttiin ja 674 emdsparin PstI-ECoRI-pET8c-123-
fragmenttiin, kuten kuviossa 6 esitetdsn. Varmistimme
konstruktion DNA-sekvenssianalyysilli. E2.123:n ja
EZ.123CCSS-proteiinlien tuottamista varten ekspresgsoimme
plasmidit pET8c-123 ja pET8c-123CCSS E. coli -kannassa
BL21(DE3)pLysS, kuten Studier ym. ovat kuvanneet {edelld).

El2-repressoriproteiinien puhdistus

Sulatimme 3,6 grammaa pakastettuja, pET8c~123~
transformoituja E. coli -soluja ja guspensoimme ne 35
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mizaan 25-millimolaarista Tris-HCl:4& (pH 7,5), joka oli
0,5-millimolaarinen EDTA:n, 2,5-millimolaarinen DTT:n suh-~
teen ja sisdlsi proteaasi-inhibiittoreita (1 mM PMSF, 3 mM
bentsamidiini, 50 pg/ml pepstatiini A, 10 ng/ml aprotinii-
ni). Hajotimme solut viem#lld ne kahdesti "French press”
~laitteen l8pi paineella 10 000 psi (68 880 kPa}. Sentri-~
fugoimme lysaattia 12 000 rpm:n nopeudella SA600-rootto-
rissa 1 tunnin ajan. E2.123-proteiini oli supernatantissa.
Lisdsimme supernatanttiin MES-puskuria {(pH 6) 25 mM:ksi,
MES-puskuria (pH 5) 10 mM:ksi ja NaCl:a 125 mM:ksi. Panim-
me sitten supernatantin 2 ml:n S Sepharose Fast Flow Pyl
vadseen nopeudella 6 ml/h. Lataamisen jélkeen pesimme pyl-
vdan SO-millimolaarisella Tris-HCl:1la (pH 7,5), joka oli
l-millimolaarinen DTT:n suhteen. Sitten suoritimme vai-
heittaisen gradienttieluution (2 ml/vaihe), jossa oli
200-, 300-, 400-, 500-, 700~ ja 1000~millimolaarinen NaCl
50-millimolaarisessa Tris-HCl:ssa (pH 7,5), jotka olivat
l-millimolaarisia DTT:n suhteen. E2.123-repressoriproteii-
ni eluoitui 500- ja 700-millimolaarisissa NaCl-
fraktioissa. SDS~PAGE-analyysi osoitti, ettd E2.123~rep-
ressorin puhtaus oli yli 95~prosenttinen.

Sulatimme 3,0 grammaa pakastettua, pETBc-123CCSS-
transformoitua E. colia ja suspensoimme solut 30 ml:aan
samaa puskuria, jota kdytettiin pETB8c-123-transformoiduil-
le soluillle (edelld). Hajotus, liukenemattoman soluroskan
ja MES-puskurin ja NaCl:n lisdys oli myds samanlainen kuin
EZ2-123:n puhdistuksen tapauksessa kuvattiin. E2.123CCSS:n
puhdistusmenetelmd erosi MES-puskurin ja NaCl:n lisayksen
jalkeen, koska E2.123CCSS:n tapauksessa t#ss8 menetelmin
valheessa muodostui sakka. Poistimme sakan sentrifugoimal-~
la, ja havaitsimme ettd se ja supernatantti sisdlsivéat
molemmat oleellista E2-repressoriaktiivisuutta. Niinpd
alistimme molemmat puhdistusvaiheisiin. Panimme superna-
tantin 2 ml:n S Sepharose Fast Flow ~pylvidseen (Pharmacia
LKB, Piscataway, NJ) nopeudella 6 ml/h. Lataamisen jédlkeen
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pesimme pylvdsdn 50-millimoleaarisella Tris-HCl:11la (pH
7,5), joka oli l-millimolaarinen DTT:n suhteen. Pylvddn
pesun jdlkeen suoritimme vaiheittaisen gradienttieluution
(2 ml/valhe) kayttamslla puskuria, joka oli 300-, 400-,
300-, 700~ ja 1000-millimolaarinen NaCl:n suhteen ja 50~
millimolaarinen Tris-HCl:n suhteen (pH 7,5) sekd 1-milli-
molaarinen DTT:n suhteen. E2.123CCSS~proteiini eluoitui
700~-millimolaarisella NaCl:114&. SDS~PAGE-analyysi osoitti,
ettd sen puhtaus oli yli 95 %. Liuotimme E2.123CCSS~sakan
7,5 ml:aan puskuria, Jjoka oli 25-millimolaarinen Tris-
HCl:n (pH 7,5), 125-millimolaarinen NaCl:n, l1-millimolaa-
rinen DTT:n Jja O,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen. La~
tasimme liuotetun materiaalin 2 ml:n S Sepharose Fast Flow
-pylvadseen ja pesimme pylvadn kuten on kuvattu FE2.123:n
ja ei-sakkautuneen E2.123CCSS:n tapauksessa. Suoritimme
vaiheittaisen gradienttieluution (2 ml/vaihe) kdyttamalls
300-, 500-, 700~ ja 1000-millimolaarista NaCl:8d. E2-rep-
ressori eluoitui 500 - 700-millimolaarisen NaCl:n frak-
tioissa. SDS-PAGE-analyysi oseitti, ettd sen puhtaus oli
yii 98 %. Heti EZ2.123- ja E2.123CCsS-proteiinien puhdis-
tuksen jélkeen lisisimme glyserolia, niin ettd sen loppu-
konsentraatio oli 15 % (v/v) ja varastoimme pikapakastet-
tuja (nestetyppi) erid -70 °C:n ldmp&tilaan. Kvantitoimme
puhdistetut E2-repressoriproteiinit UV-absorbanssilla 280
nm:n aallonpituudella kiyttém#llid ekstinktiokerrointa 1,8
pitoisuudessa 1 mg/ml.

Kemiallinen silloitus

Suoritimme kuljetuspolypeptidin, joka koostui tat-
aminohapoista 37 -~ 72, kemiallisen synteesin esimerkissd 1
kuvatulla tavalla. Liuotimme polypeptidin (5 mg/ml) 10-
millimolaariseen MES-puskuriin {pH 5,0), joka oli 50-mil-
limolaarinen NaCl:n, O0,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen
{ekstinktiokerroin 0,2 pitoisuudessa 1 ml/ml). Kuljetuspo~
lypeptidiliuckseen lisdsimme bismaleimidoheksaanin {"BMH")
(Pierce Chemical Co., Rockford, IL, luettelonro 22319G)

.......
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kantaliuosta (6,25 mg/ml DMF) niin, etta lepukonsentraa-
tio oli 1,25 mg/ml, ja HEPES-puskurin kantaliuosta (1 M,
pPH 7,5) niin ettd loppukonsentraatio oli 100 mM. Annocimme
BMH:n reagoida proteiinin kanssa 30 minuutin ajan huoneen-
lampdtilassa. Sitten erotimme proteiini~BMH:n reagoimatto~
masta BMH:sta geelisuodatuksella G-10-pylvasssi, joka oli
tasapainotettu puskurilla, joka oli 10-millimolaarinen
MES:n (pH 5), 50~millimolaarinen NaCl:n ja 0,5-millimolaa-
rinen EDTA:n suhteen. Varastoimme kul jetuspolypeptidi-BMH~
konjugaatin er&t -70 °C:n lamp&tilaan.

Kul jetuspolypeptidi-BMH-konjugaatinsilloittamisek-
gi E2-repressoriin poistimme EZ-repressoriproteiinin sen
sdilytyspuskurista. Laimensimme E2-repressoriproteiinin
kolmella tilavuudella 25-millimolaarista MES:is {pH 6,0),
joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen, ja latasimme
sen erdnd S Sepharose Fast Flow -hartsiin (Pharmacia LKB,
Pigscataway, NJ), 5 mg proteiinia per ml hartsia. Sen j&l-
keen kun proteiinilla ladattu hartsiliete oli kaadettu
pylvéddseen, pesimme pylvE&n 25-millimolaarisella MES:114
{pH 6,0), joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n ja 250-mil-
limolaarinen NaCl:n suhteen. Sitten elucimme sitoutuneen
E2~repressoriproteiinin pitoisuuteen 1 ng/ml 25-millimo-
laarisella MES:118 (pH 6,0), joka oli 0,5-millimolaarinen
EDTA:n suhteen. Kokeiluluontoisista silleoitustutkimuksis-
ta, jotka oli suoritettu kullakin E2-repressoriproteiini-
erdlld Jja BMH-aktivoidulla kuljetuspolypeptidills, masrci-
timme ettd E2-repressoriproteiinin (1 mg) kasittely 0,86
mg:lla BMH-aktivoitua kuljetuspolypeptidis tuottaa halutun
inkorporaation, 1 kuljetusmolekyyli per EZ2~repressorihomo-
dimeeri. Tyypillisesti sekoitimme 2 ml E2-repressoria (1
mg/ml) 300 pl:asan tat37-72-BMH:ta (4 mg/ml) ja 200 pl:aan
l-molaarista HEPES:id (pH 7,5). Annoimme silloitusreaktion
edetd 30 minuuttia huoneenlammdssi. Lopetimme silloitus-
reaktion lis#&mdlld 2-merkaptoetanolia niin, ett& loppu-
konsentraatio oll 14 mM. Ma##ritimme silloittumisen mA&rin
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SDS-PAGE~analyysiss8. Varastoimme tat37-72-E2~-repressori-
konjugaatin erid -70 °Cin lémpétilaan. Kiytimme identtisii
menetelmid tat37-72-kuljetuspolypeptidin silloittamiszeksi
kemiallisesti HPVE2 123 -repressoriproteiiniin ja HPVE2
CCB88 ~repressoriproteiiniin.

EZ2-repressorikonjugaattien otto solun sisiin

Meidan EZ-repressorimiirityksismme varten kdytimme
CO87-soluihin transfektoitujen plasmidien lyhytaikailsta
ekspressiota. Meidan E2-repressiomddritysmenetelmndmme oli
samanlainen kuin Barsoumin ym. artikkelissaan kuvaama
(edelld). Transfektoimme 4 x 10° COS7-solua (noin 50-pro-
senttisen konfluentti kerdysaikana) elektroporaatiolla

kahdessa eri transfektiossa ("EP1" ja “EPZ2%"). Transfek-

tiossa EPl kdytimme 20 pg pXB322hGH:ta {reportteriplasmi-
di) sekd 380 pg sonikoitua taimenen sperman kantaja~-DNA: ta
(Pharmacia LKB, Piscataway, NJ). Transfektiossa EP2 kay-
timme 20 pg pXB322hGH:ta sekd 30 pg pAHE2:ta (E2~transak-
tivaattori) ja 350 upg taimenen sperman Rantaja-DNA:ta.
Suoritimme elektroporaatiot Bio-Rad Gene Pulser ~laitteel-
la, 270 volttia, 960 wFD, noin 11 millisekunnin pulssi~
ajalla. Elektroporaatiociden jédlkeen jaoimme solut 6-kuop-
palevyille, 2 x 10° solua per kuoppa. Viisi tuntia elektro-
poraatioiden jédlkeen imimme pois kasvatuselatusaineen,
huuhtelimme solut kasvatuselatusaineella Jja lisdsimme
1,5 ml tuoretta kasvatuselatusainetta kuhunkin kuoppaan.
Tass& valheessa lissdsimme klorokiinia ("CQ") niin ettd
loppukonsentraatio oli B0 pM (tai kontrolleihin tyhja
livos). Sitten lis#simme silloitetun tat37-72-E2.123:n
("TXHEZ" ) tai silloitetun tat37-72~E2.1230C58:n
("TxHE2CCSS" ). Naiden kuljetuspolypeptidi-lastikonjugaat-
tien lopullinen konsentraatio oli 6, 20 tai 60 Bpg/ml solu-
kasvatuselatusainetta (taulukko I).




10

i5

20

25

30

35

49

Taulukko I
Ni3ytteiden nime3minen

Kuoppa CO (pM) Proteiini (pg/ml)
Erl.1 0 8]
EpPl.2 80 8]
ERP2.1 ¢ 0
Ep2.2 0 & TxHE2
EP2.3 0 20 TxHE2
EP2.4 0 60 TxHE2
ERP2.5 g & TxXHE2CCSS
EP2.6 0 20 TxHEZCCSS
Ep2.7 0 60 TxHE2CCSS
EpP2.8 BO 0
Epz2.9 80 6 TXHE2
EP2.10 80 20 TxHE2
EP2.11 80 60 TxHE?2
Ep2.12 B0 6 TxHE2CCSS
Ep2.13 BO 20 TxHE2CCSS
Er2.14 80 60 TxHE2CCSsSs

18 tunnin inkuboinnin j#lkeen poistimme elatusai-
neen, huuhtelimme solut tuoreella elatusaineella ja lisa-
simme 1,5 ml tuoretta elatusainetta, joka sisdlsi samat
klorokiinin ja kuljetuspolypeptidi-lastikonjugaattien kon-
sentraatiot kuin edeltdvd 18-tuntinen inkubaatio. Timi
elatusaineen vaihto tehtiin mahdollisen hGH:n poistamisek~
si, joka on mahdollisesti ollut 1l&snad ennen kuin represso-
ri meni sisddn soluihin. 24 tuntia elatusaineen vaihdon
Jjédlkeen kerdsimme solut ja suoritimme solulaskennat viabi-
liteetin tarkistamiseksi. Sitten ma&dritimme hGH:n laimen-
tamattomista kasvuelatusainendytteists Seldonin menetelmin
mukaisesti, joka on kuvattu tecksessa Protocols in Mglecu-
dar Biology, Green Publishing Associates, New York, s.
9.7.1 - 9.7.2 (1987), kayttdmédlld Allegro Human Growth
Hormone -tarvikesarjaa lyhytkestoista geeniekspressiojir-
jestelmdid varten (Nichols Institute, San Juan Capistrano,
CA). Vdhensimme m#3rityksen taustan {se on: maddrityskompo-
nentit, joihin oli lisdtty muokkaamatonta elatusainetta)

hGH:n cpm:std kaikkien ndytteiden tapauksessa. Suoritimme
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erilliset repressiolaskut prosenttiosuuksina kullekin pro-
teliinik8sittelylle sen mukaan oliko klorokiinisd lasna
("(+)CO") vai poissa ("(-)CO") proteiinin sis8inottotes-
tissd. Laskimme repression prosenttiosuuden seuraavan kaa-
van mukaisesti:

(ACT -~ BKG) - (REP - BKG)
Repressio = x 100
ACT - BKG

jossa:

BKG hGH:n cpm pelkén reportterin transfektioissa
(esim: EP1.1 (~)CD:1lle ja EP1.2 (+)CQ:lle);

ACT
transfektiossa, mutta missd ei lisdtty repressorikonju-
gaattia (esim: EP2.1 (-)C0O:lle ja EP2.8 (+)CQ:1le):

REP = hGH:n cpm reportterin ja transaktivaattorin

hGH:n cpm reportterin ja transaktivaattorin

transfektiossa, missd lisdttiin repressorikonjugaatti
(esim: EP2.2 - 2.7 (-)CQ:lle ja EP2.9 - 2.14 (+)CQ:lle.

Tulokset edustavasta E2-repressiomidsirityksests esi-
tetdén taulukossa II. Taulukko I nimess taulukossa 11 esi-
tetyt eri néytteet. Kuvic 7 kuvaa graafisesti taulukossa
I1 esitetyt tulokset.




10

15

20

25

30

35

51

Taulukko IIX
E2-repressimddritys

cpm - mdd-

hGH:n rityksen Repressio-

Ndyte cpm tausta ¢pm - PRKG prosentti
EP1.1 3858 3808 - - el
EPi.2 5401 5251 - -
EP2.1 15 161 15 011 11,203 ———
EP2.2 12 821 12 871 8863 20,9
EP2.3 10 268 10 118 6310 43,7
EP2.4 8496 8346 4538 59,5
EP2.5 11 934 11 784 7976 28,8
EP2.6 9240 5080 5282 52,9
EP2.7 7828 7776 3968 64,6
EpP2.8 15 120 14 970 8719 -
EP2.9 12 .729 i2 878 7328 24,6
EP2.10 95890 9440 4189 56,9
EP2.11 8440 8290 3039 68,7
EP2.12 11 845 11 695 6444 33,7
EP2.13 8175 8025 2774 71,5
EP2.14 6697 6547 1296 B&6,7

H

Kuljetuspolypeptidi tat37-72, joka oli silloitettu
joko EZ-repressoriin (E2.123 tai E2.123CCS8S) johti E2-
riippuvaisen geeniekspression annosriippuvaiseen inhibi-
ticon viljellyissd nisdkissoluissa (taulukko I1¥; kuvio 7).
Qlemme toistaneet t&m3n kokeen neljéd kertaa samanlaisilla
tuloksilla. Vaikutus oli E2-spesifinen sik8li ettsd tat37-
72-konjugaateilla ei ollut vaikutusta pXB332hGHin E2-in-
duktioon (tuloksia ei esitetd). Tat37-72xBE2-konjugaateil~
la ei myds ollut vaikutusta sellaisen reportterin hGH-eks-
pressiotasoon, jossa hGH-geenin ekspressiota ohjasi kons-
titutiivinen promoottori, jossa ei ollut vastetta EZ:n
suhteen. EZ-repressori, jossa oli CCSS-mutaatio, repressoi
suuremmassa madrin kKuin repressori, jossa oli villityyppi-~-
nen aminohapposekvenssi. Tém& oli odotusten mukaista, kos-




10

15

20

25

30

35

52

ka kuljetuspolypeptidin silloitus kumpaan tahansa viimei-
sestd kahdesta kysteiinista villityyppisessd repressorissa
todenndkOisesti vahentdisi tai eliminoisi repressorin ak-
tiivisuutta. Klorokiinid ei vaadittu repraessicaktiivisuu-
teen. Klorcokiini kuitenkin todella tehosti repressiota
kaikissa testeissd. Nami tulokset esitetddn vhteenvetona
taulukossa II ja kuviossa 7.

Esimerkki 10

TATACYS-konjugaatit

TaTAcys::n muodostaminen

Sellaisen kuljetuspolypeptidin tuotantoa varten
bakteerissa, joka sisdltiisi tat~aminohapot 1 ~ 21, jotka
oligi fuusipitu suoraan tat-aminohappoihin 38 - 72, muo-
dostimme ekspressioplasmidin pTATACYs (kuvio 8; SEQ ID nro
20). Plasmidin pPTATACYS muocdostamiseksi kdytimme tavan-
omaisia PCR-tekniikoita, joissa plasmidi pTAT72 oli PCR-
templaattina. Yksi PCR:&8&n kaytetyistda oligonukleotidi-
alukkeista oli 374.18 (SEQ ID nro 19), joka kattaa EagI-
kohdan tat:n koodittavasta sekvenssists ylavirtaan. (K&y-
timme mybs oligonukleotidia 374.18 plasmidin pET8c-123CCSS
mucdostamiseen. Katso esimerkki 9.) Toinen oligonukleoti-
dialuke PCR:lle, 374.28, kattaa Eagl-kohdan tat:n koodit-
tavan sekvenssin sisdlli, ja silld on deleetic tat-DNA-
sekvenssisss, joka koodittaa aminohappoja 22 - 37.
374.28:n nukleotidisekvenssi on: TTTACGGCCG TAAGAGATAC
CTAGGGCTTT GGTGATGAAC GCGGT (SEQ ID nro 21). Digestoimme
PCR-tuotteet EagI:11d ja eristimme tuloksena olevan 762
emdsparin fragmentin. Sijoitimme tam&n EagIl-fragmentin
4057 em&sparin vektoriin, joka tuotettiin katkaisemalla
pPTAT72 EagI:118. Varmistimme Konstruktion DNA-sekvensgsi-
analyysilld ja ekspressoimme tatAcys~polypeptidin Stud-
ierin ym. menetelmdlld (edelld). SDS~PAGE-analyysi osoit-
ti, ettd tatacys-polypeptidilla on oikea koko.

Tatpscys-proteiinin puhdistusta varten sulatimme 4,5
grammaa pTATAcys-transformoituja E. coli ~soluja, resusp-

..........
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endoimme solut 35 ml:aan 20-millimolaarista MES:id (pH
6,2), joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen. Hajo-
timme solut viem&lld ne kahdesti “"French press”"~laitteen
ldpi 10 000 psi:n (68 000 kPa) paineessa. Poistimme liu-
kenemattoman roskan sentrifugoimalla 10 000 rpm:n no-
peudella SA600-roottorissa 1 +tunnin ajan. Panimme super-
natantin 5 ml:n S Sepharose Fast Flow -pylvddseen no-
peudella 15 ml/tunti. Pesimme pylvi#in 50-millimolaarisella
Tris-HCl:114 (pH 7,5), joka oli 0,3-millimolaarinen DTT:n
suhteen. Sitten suoritimme vaiheittaisen gradienttieluu~
tion (2 ml/vaihe) samalla puskurilla, joka oli 300~, 400-,
500-, 700- ja 950~millimolaarinen NaCl:n suhteen. Tatacys-
proteiini eluoitui 950-millimolaarisessa NaCl-fraktiossa.
Kbnjugoimmetatacys~kuljetuspolypeptidinrodamiini~
isotiosyanaattiin ja testasimme sen madrittémdlls suoraan
otto solun sisddn. Tulokset olivat positiivisia {(samanliai-
sia kuin tulckset vastaavissa kokeissa tatl~-72:11a).
Geneettinen TATAcys-249-fuusio
Tatacys-kuljetuspolypeptidin, joka olisi fuusioitu
geneettisesti natiivin Ez-repressoriproteiinin.amincpééhén
(se on: BPV~1 E2:n 248 karboksiterminaaliseen aminohap~
poon), bakteeriekspressiota varten muodostimme plasmidin
PTATACYs-249 seuraavasti. Muodostimme plasmidin pFTES01
(kuvic 9) plasmideista pTAT72 (Frankel ja Labo, edell3) ja
pXB314 (Barsoum ym. edelld). Plasmidista pXB314 eristimme
NcoI-Spel-DNA~-fragmentin, joka koodittaa 249 aminohapon
BPV-1 EZ-repressoria. {Ncol katkaisee nukleotidista 296 ja
Spel katkaisee pXB31l4:n nukleotidista 1118.) Teimme tdmin
fragmentin p#&t tasaisiksi DNA polymeraasi I Klenow -kK#-
sittelyllsd ja lisdsimme kaupallisesti saatavilla olevan
BglII-linkkerin (New England Biolabs, luettelonro 1090} .
Sijoitimme t&mén linkkerin sisaltivin fragmentin BamHI-
katkaistuun (tdydellinen digestio) pTAT72-plasmidiin.
pTAT72:ssa on BamHI-katkaisukohta tat:ia koodittavan alu-
een sisdlly, ldhellsd sen 3'~péd&tsd, ja toinen BamHI-kat-
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kaisukohta hieman alavirtaan tat-geenisti. BglII»linkkeri
liitti tat:ia ja E2:ta koodittavat sekvenssit samaan luku-
kehykseen, jolloin ne koodittivat fuusiota, jossa oli tat-
proteiinin 62 ensimmiista aminchappoa, joita seurasi se-
riinitéhde ja BPV-1l E2-proteiinin 249 viimeista aminohap-
poa. Annoimme tdlle bakteeriekspressioplasmidille nimeksi
pPFTES01 (kuvio 9). Plasmidin PTATACYs~249 muodostamiseksi
(kuvio 10; SEQ ID nro 22) sijoitimme 762 em#isparin EagI-
fragmentin plasmidista pPTATcys, joka sisdltds osan tat:ia,
joka sisdltdd kysteiinideleetion, plasmidin pFTES501 4812
emasparin EagI-fragmenttiin.

TatAcys~249:n puhdistus

Sulatimme 5 g E. colia, joka ekspressoi tatacys-
249:t8 ja suspendoimme solut 40 ml:aan puskuria, joka oli
25~millimolaarinen Tris-HCl:n {(pH 7,5), 25-millimolaarinen
NaCl:n, 0,5-millimolaarinen EDTA:n, 5-millimolaarinen

DTT:n suhteen ja joka sisidlsi proteaasin inhibiittoreita

(1,25 mM PMSF, 3 mM bentsamiidini, 50 prg/ml pepstatiini A,
50 pg/ml aprotiniini, 4 pg/ml E64). Hajotimme solut vie-
mdllé ne kahdesti "French"-painekammion 1dpi 10 000 psi:n
{68 000 kPa) paineessa. Poistimme liukenemattoman roskan
lysaatista sentrifugoimalla 12 000 rpm:n nopeudellia SA600-
roottorilla 1 tunnin ajan. Puhdistimme tatacys-249:n 1iu-
koisesta fraktiosta. Supernatantti ladattiin 2 mi:n S
Sepharose Fast Flow -pylviiseen {Pharmacia LKB, Piscata-
way, NJ) wvirtausnopeudella 6 ml/h. Pylvéas pestiin pusku~
rilla, joka oli 25-millimolaarinen Tris-HCl:n (pH 7,5),
Z25-millimolaarinen NaCl:n, 0,5-millimolaarinen EDTA:n ja
l-millimolsarinen DTT:n suhteen, ja késiteltiin perakkii-
silléd suolavaiheilla samassa puskurissa, joka oli 100-,
200~, 300~, 400~, 500-, 600~ ja B0O-millimolaarinen NaCl:n
suhteen. Otimme talteen tatacys~249:n 600 ~ 800 mM suola-
fraktioista. Yhdistimme huippufraktiot, teimme sen 15-
prosenttiseksi glyserolin suhteen ja wvarastoimme erit
-70 °C:n lampdtilaan.
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Immunofluoresenssimddritys _

Jotta saisimme analysoitua tatAcys~-E2~repressori-
fuusioproteiinin oton solun sisddn, kidytimme epasuoria
immunofluoresenssitekniikoita. Jaoimme HeLa-soluja "cover
slip" ~lasien pialle 6~kuoppaisissa kudosviljelylevyissa,
niin ettd ne olivat 50-prosenttisen konfluentteja. ¥ii yén
inkuboinnin jdlkeen lisdsimme tatacys~-E2-repressorifuusio-
proteiinin ({loppukonsentraatic 1 pg/ml) ja klorokiinin
(loppukonsentraatio 0,1-millimolaarinen}. Kuuden +tunnin
kuluttua poistimme fuusioproteiinin/klorokiinin sisiltivan
kasvatuselatusaineen ja pesimme solut kahdesti PBS:114&.
Kestdvdimme pestyt solut 3,5~prosenttisella formaldehydil-
1a huoneenl&mmdssd. Permeabilisoimme kestavoidyt solut
PBS:114, joka oli 0,2-prosenttinen Triton-X-100:n, Z-pro-
senttinen naudan seerumialbumiinin {("BSA") suhteen ja 1-
millimolaarinen MgCl,:n ja 0,1-millimolaarinen CaCl,:n suh-~
teen {"PBS+") 5 minuutin ajan huoneenlémpdtilassa.
Permeabilisoitujen solujen suojaamiseksi kidsittelimme ne
PBS:118, joka oli 2-prosenttinen BSA:n suhteen, 1 tunnin
ajan 4 °C:n lé&mpdtilassa.

Inkuboimme "cover slip" ~laseja 20 pl:lla primdsri-
vasta-aine-liuvosta kussakin kuopassa, 1:100-laimennoksena
PBS+:ssa, joka oli 2-prosenttinen BSA:n suhteen, 1 tunnin
ajan 4 °C:n lampttilassa. Primdirinen vasta-aine oli joko
kanin polyklonaalinen vasta-aine BPFV-1 E2-repressorille
(saatu aikaan injektoimalla puhdistetut E2:n karboksiter-—
minaaliset B85 aminchappoa) tai kanin polyklonaalinen vas-
ta-aine tat:ia vastaan (saatu aikaan injektoimalla tat:n
puhdistetut aminoterminaaliset 72 aminohappoa). Lis#simme
sekunddérisen vasta-aineen 1:100-laimennoksena PBS+:ssa,
joka oli 0,2-prosenttinen Tween-20:n Jja Z2-prosenttinen
BSA:n suhteen, 30 minuutiksi 4 *C:n lampotilassa.

Sekunddédrinen vasta-aine oli rodamiinikonjugoitu,
kanin IgG:t48 vastaan konjugoitu vuohen vasta-aine {Cappel,
nro 2212-0081). Sen j&lkeen kun soluja oli inkuboitu se-
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kundédrisen vasta-aineen kanssa, pesimme solut PBS+:1lla,
joka oli 0,2-prosenttinen Tween 20:n ja Z2-prosenttinen
BSA:n suhteen, ja sgijoitimme "cover slip"~lasit liuoksen
péd&lle, joka oli 90-prosenttinen glyserolin, 25-millimo-
laarinen natriumfosfaatin (pH 7,2) ja 150-millimolaarinen
NaCl:n suhteen. Tutkimme solut fluoresenssimikroskoopilla,
jossa oli rodamiinisuodatin.

Tatacys~fuusioiden otto soluun

Havaitsimme, etta tatAcys~E2srepressorifuusioprom
teiinia otettiin merkittdvisti solun sisdédn, kun kiytimme
joko tat-vasta-ainetta tai E2-vasta-ainetta. Kontrolliso-
luissa, jotka oli altistettu konjugoimattomalle tat-pro-
teiinille, havaitsimme solunsisdista fluoresenssia kun
kdytime tat-vasta-ainetta, mutta ei E2-vasta-ainetta.
Kontrollisocluissa, jotka oli altistettu seokselle, jossa
oli konjugoimaton E2-repressori ja tat-proteiini tai
tatAcys, havaitsimme fluoresenssia kun k8ytimme tat~vasta-
ainetta, mutta ei E2-vasta-ainetta. Tama vahvisti, etts
tat valittéa E2-repressorin sisifinottoa vain silloin, kun
té&md on liitetty tat-proteiiniin. Kuten konjugoimattomalla
tat«proteiinillakin,havaitsimmetatAcys~E2~repressorifuu~
sioproteiinia kaikkialla soluissa, mutta se oli konsent-
roitunut solunsisdisiin vehikkeleihin. N&#ma tulokset
osoittavat, ettd tat-perdinen polypeptidi, josta téysin
puuttuvat kysteiinitdhteet, voi viedi heterclogisen pro-
teiinin (se on: kuljetuspolypeptidin ja lastiproteiinin
geneettisen fuusion) eldinsoluihin.

Samanlaisessa menetelméssd kuin edells kuvattiin,
tuotimme tatAcys:n geneettisen fuusion HPV E2:n 123 C-ter-
minaaliseen aminohappoon, Kagvatuselatusaineeseen lisit-
tynd tamd fuusiopolypeptidi osoittautui repressoivan E2-
riippuvaista geeniekspressiota COS7-soluissa (tuloksia ei
nédytetd).
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Esimerkki 11

"Antisense"—01igodeoksinukleutidikonjugaatit

Syntetisoimme DNA-fosforitionaattianalogeja (pituu~
deltaan 4 - 18 nukleotidia), jotka kukin sisilsivit 5'-
pddssd vapaan aminoryhmén, kiytt&mdlld automatisoitua
DNA/RNA-syntetisaattoria (Applied Biosystems model 394).
Amiiniryhméd inkorporoitiin oligonukleotideihin kadyttamalla
kaupallisesti modifioituja nukleotideja ("aminolink 2Y,
Applied Biosystems). Oligonukleotidit vastasivat "sense"-

Ja "antisense"~juosteita ihmisen kasvuhormoni-RNA:n ja

CAT~l&ahetti~RNA:n alueilta.

Kutakin silloitusreaktiota varten liuotimme 200 ¥ls)
oligonukleotidia 100 pl:aan 25-millimolaarista natriumfos-
faattipuskuria (pH 7,0). Sitten lisidsimme 10 Bl sulfo-
SMCC:n 50-millimolaarista kantaliuosta ja annoimme reak-
tion edetd huoneenlémpdtilassa 1 tunnin ajan. Poistimme
reagoimattoman sulfo-SMCC:n geelisuodattamalla reak-
tiosecksen P6DG-pylvisdssd (Bio-Rad) 2b5~-millimolaarisessa
HEPES-puskurissa (pH 6,0). Kuivasimme oligonukleotidi~sul~
fo~8SMCC-aduktin alipaineessa. Oligonukleotidien saalis
tdssi menetelméssd oli valills 58 - 95 &, Kuljetuspolypep-
tidin kanssa tapahtuvaa reaktiota varten liuotimme kunkin
oligonukleotidi-sulfo-8SMCC-aduktin 50 pl:aan 0, 5-millimo-
laarista EDTA:ta, siirsimme liuoksen koeputkeen, joka si-
sd8lsi 50 pg lyofilisoitua kul jetuspolypeptidis, ja annoim-
me reaktion edetd huoneenlémpttilassa 2 tunnin ajan. Ana-
lysoimme reaktiotuotteet SDS-PAGE:ssa.

Egimerkki 12

Vasta-aine-konjugaatit

Anti-~tubuliinikonjugaatti 1

Hankimme tubuliinia vastaan suunnattua, hiiren kau-
pallista monoklonaalista IgGl:ta (Amersham) ja puhdistimme
sen askitesnesteestd kdyttdm&lls proteiini A:ta tavanomai-
sin menetelmin. Leimasimme puhdistetun vasta-aineen roda-
miini-isotiosyanaatilla kdyttam#lla 1,2 moolia rodamiinia
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per mooli vasta-ainetta. Kun altistimme kestédvoidyt, per-
meabilisoidut Hela-solut laimatulle‘vasta-aineelle, tutki-
minen mikroskoopilla paljasti kirkkasasti varjadytyneits
mikrotubuleita. Vaikka rodamiinileimaus oli riittéva, te-
hostimme vasta-aineen signaalia hiiren immunoglobuliinia
vastaan suunnatulla, FITC-leimatulla vasta-aineslla.

Menetelmdssd, joka oli oleellisesti esimerkissd 2
kuvatun kaltainen (edelld), annoimme vasta-aineen (250 pg)
reagoida sulfo-SMCC:n kanssa (10:1 molaarinen viim&&ra).
Sitten lis#@simme 48 pg (*S-leimattua) tatl-72:ta. Tatl-
71:n ja vasta-aineen molaarinen suhde oli 2,7:1. Radioak-~
tiivisuuden inkorporaation perusteella tatl:72 oli sil-
loittunut vasta-aineeseen suhteessa 0,6:1.

Tatl-72:n ja vasta-aineen muodostaman konjugaatin
sis8finmenon analysoimiseksi lisisimme konjugaatin elatus~
aineeseen (10 pg/ml), joka huuhtoi "coverslip"-laseilla
kasvatettuja soluja. Havaitsimme solussa pistemdisen fluo-
resenssikuvion. Pistem#inen kuvio viittasi konjugaatin
sijaintiin vehikkeleissi, ja siitd ei ndin ollen voitu
tehdd sytoplasmaan joutumista koskevia johtopaddtdksis.

Jotta saisisimme osoitettua konjugoidun vasta-ai-
neen immunologisen reaktiivisuuden, testasimme sen kykyad
sitoa tubuliinia. Liitimme puhdistetun tubuliinin syano-~
geenibromidilla aktivoituun Sepharose 4B:hen (Sigma Chem.
Co., 8t. Louils, MO). Panimme radioaktiivisen konjugaatin
sis8ltédvdt naytteet tubuliinipylvidsseen (ja Sepharose 4B
-kontrollipylvdsdseen) ja mittasimme sitoutuneen konjugaa-
tin médrén. Affiniteettimatriisiin sitoutui enemman radio-
aktiivisuutta kuin kontrollipylviddseen, mikd viittasi tu-
buliinia sitovaan aktiivisuuteen.

Tubuliinia vastaan suunnattu konjugaatti 2

Erillisessd silloituskokeessa hankimme tubuliinia
vastaan suunnatun rotan monoklonaalisen IgG2a-vasta~aineen
(Berotec) ja puhdistimme sen askitesnesteestsd tavanomaisin
menetelmin kdytté&m&lld protelini G:td. Eluoimme vasta-~ai-
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neen Caps-puskurilla (pH 10). Puhdistettu vasta-aine oli
positiivinen tubuliininsitoutumismésrityksesss. Annoimme
tatl-72:n reagoida rodamiini-isotiosyanaatin kanssa molaa~
risessa suhteessa 1:1. Reaktiotuotteen Asgy/ Agge~suhde oli
0,63, mikd viittasi siihen ettd noin 0,75 moolia vdria oli
substituoitunut per mooli tatl-72:ta. Kun reagoimaton vari
erotettiin tatl-72-rodamiinista G~25-~geelisuodatuksella
(Pharmacia LKB, Piscataway, NJ}, havaitsimme ettd wvain
52 pg 150 pg:sta tatl-72:ta kdytettiin reaktiossa.

Sadstimme erédn tatl-72-rodamiinista k&ytettédviksi
(kontrollina) soluunottokokeissa, ja lisdsimme loput 0,4
mg:aan vasta-ainetta, joka oli reagoinut SMCC:n kanssa
(20:1). Reaktioseos sisdlsi tatl-72:vasta-aine-suhteen
noin 1:1, pikemminkin kuin odotettu S5:1. {Seuraavassa ko-
keessa 5:1-suhde osoittautui olevan epatyydyttédvd, ja sai
aikaan sakan). Annoimme silloitusreaktion edetd yli ydn
4 °C:n l&mp&tilassa. Sitten lisdsimme molaarisen ylim3&rin
kysteiinii jaljelld olevien maleimidiryhmien suojsamiseksi
ja nédin silloitusreaktion pysdyttémiseksi. Sentrifugoimme
reaktioseckset poistaaksemme mahdollisen l&sni olevan sa-
kan.

Suoritimme elektroforeesin kdyttéden 4 - 20-pro-
senttistxipolyakryyliamidigradienttigeelié.analysoidaksem—
me supernatantin pelkistévissid ja ei-pelkistivissi olosuh~
teissa. Analysoimme myds sakat t#114 menetelmslls. Vasta-
aineella tat-1-72 (ilman rodamiinia) tehdyista konjugaa-
tiokokeista perdisin olevissa supernatanteissa havaitsimme
hyvin vadhdn materiaalia 4 - 20-prosenttisessa geelisss.
Supernatanteissa, jotka olivat perdisin vasta~gine~tat-1-
72~rodamiinin konjugaatiokokeista, havaitsimme kuitenkin
suhteellisen raskaita juovia vasta-aineen yldpuoielila pel-
kistyneen ndytteen tapauksessa. Vasta-aine vaikutti olevan
konjugoitunut tat-1-72:een noin 1:1 suhteessa.

Soluunottokokeissa, jotka suoritettiin konjugaatil-
la 2 (menetelmd kuten edelld kuvattiin konjugaatille 1),
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saimme tuloksia, jotka olivat samanlaisia kuin jotka saa-
tiin konjugaatille 1. Kun konjugaatti visualisoitiin ro-
damiinifluoresenssilla tai toiseen vasta-aineeseen asgosi-
oituneella fluoresiinilla, havaitsimme konjugaatin wvehik-
keleisss.

Esimerkki 13

Muita tat-E2-konjugaatteja

Kemiallisesti silloitetut tat~E2-konjugaatit

Silloitimme kul jetuspolypeptidin tat37-72 E2:n nel-
jéddn eri repressorimuctoon. Ndiss# kokeissa kdytetyt E2-
repressorin neljd osaa olivat BPV-1:n 103 karboksitermi-
naalista t&hdettd (se on: 308 -~ 410) ("E2.103"), BPV-1:n
249 karboksiterminaalista tahdetta (se on: 162 - 410)
("E2.249"), HPV-16:n 121 karboksiterminaalista tahdetts
(se on: 245 - 365) ("HE2"), ja HPV-16:n 121 karboksitermi-
naalista tdhdettd, jossa kysteiinitdhteet kohdissa 300 ja
309 vaihdettiin seriiniksi, ja lysiinit&hde kohdassa 299
vaihdettiin arginiiniksi ("HE2CCSS"). HE2:n ja HE2CCSS:n
rekombinanttituotanto ja puhdistus, jota seurasi HE2:n ja
HE2CCSS:n kemiallinen silloitus tat37~72:een, jolloin muo-~
dostui TxHE2 ja vastaavasti T#HEZ2CCSS, kuvataan esimerkis-
s8 9 (edelld). E2.103:n ja E2.249:n kemialliseksi silloit-
tamiseksi tat37-72:een (jolloin saatiin aikaan konjugaa~
tit, joille annettiin nimeksi TxE2.103 ja TxE2.249), kiy-
timme samaa menetelm#d, jota kaytettiin tekem#in TxHE2 ja
TxHE2CCSS (esimerkki 9 edells),

Ekspressoimme proteiinin E2.103 E. _ colissa
plasmidista pET-E2.103. Hankimme PET-E2.103:n PCR-kloo-
nausmenetelmalld, joka oli analoginen sen kanssa, jota
kdytettiin pET8c-123:n tuottamiseksi, joka on kuvattu esi-
merkissd 9 (edelld) ja kuviossa 5. Kuten PET8c~123:n muo-
dostamisessakin, ligoimme PCR:11i tuotetun Ncol-BamHI-E2-
fragmentin Necol-BamHI-Katkaistuun pPET8c:hen. Meiddn POR-
templaattimme E2~-fragmentille oli plasmidi pCO~E2 (Hawley-~
Nelson ym., EMBO J., vol. 7, s. 525 - 31 (1988), US-pa-
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tentti nro 5 219 990). Oligonukleotidialukkest, joita kéy—
tettiin E2-fragmentin tuottamiseksi pCO-E2:sta, olivat
EAZ1 (SEQ ID nro 36) ja EA22 (SEQ ID nro 37). Aluke EAZ21
toi Ncol-kohdan, joka lisdsi metioniinikodonin, jota seu-
rasi alaniinikodoni, joka oli 5'-~-suunnassa sellaisen alu-
een vieressd, joka kooditti BPV-1 E2:n 101:+t3 karboksiter-
minaalista tdhdetts.

Ekspressoimme proteiinin E2.249 E. colissa plasmi-
dista pET8c-249. Mucdostimme PETBc-249:n sijoittamalla
1362 emdsparin NcoIl-BamHI-fragmentin plasmidista pXB314
(kuvio 9) NecoI-BamHI-katkaistuun pET8c:hen (kuvio 5).

Geneettiset TATAcys~BPV E2-fuusiot

TATACYsS-249:n  lis8ksi testasimme useita muita
TATACys-BPV-1 E2 -repressorifuusiocita. Plasmidi pTATACYSs-
105 kooditti tat-t8hteits 1 - 21 ja 38 - 67, joita seura-
sivat BPV-1l:n karboksiterminaaliset 105 tihdetta. Plasmidi
PTATACYs-161 kooditti tat-tahteits 1 - 21 ja 38 -~ 62, joi-
ta seurasivat BPV-1:n 161 karboksiterminaalista tahdetta.
Muodostimme plasmidit pTATAcys-105 ja pTATAcys-161 vHli-
tuoteplasmideista pFTE103 ja vastaavasti pFTE403.

Tuotimme pFTE103:n ja pFTE403:n (samoin kuin
PFTES01l:n) ligoimalla eri insertit BamHI-katkaistuun (t8y-
dellinen digestio) vektoriin pTAT72.

Jotta saisimme insertiofragmentin PFTE103:11e,
eristimme 929 emdsparin Plel-BamHI-fragmentin pXB31l4:sti
ja ligoimme sen kaksijuosteiseen linkkeriin, joka koostui
synteettisestd oligonukleotidista FTE.3 (SEQ ID nro 23) ja
synteettisestd oligonukleotidista FTE.4 (SEQ ID nro 24).
Linkkeri kooditti tat-tdhteitd 61 - 67 ja siind oli vyksi-
juosteisena yli tuleva BamHI-osa 5'-p8dssd ja yksijuostei~
sena yli tuleva Plel-osa 3'-pddssi, Ligoimme linkkerin
sisdltavan fragmentin  pXB3314:sts BamHI~-katkaistuun
pPTAT72:een, jolloin saatiin pFTE103. Jotta saisimme inser-
tiofragmentin pFTE403:een, digestoimme pXB3l4:n NcoI:lls
ja Spel:lld, teimme tasapsit Kienow-k&sittelylld ja 1li-
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goimme BglII-linkkerin, joka koostui GAAGATCTTC:sté { New
England Biolabs, Beverly, MA, luettelonro 1090) (SEQ ID
nro 35), joka oli muodostanut dupleksin itsensa& kanssa.
Puhdistimme tuloksena olevan 822:n emdsparin fragmentin
elektroforeesilla ja sitten ligoimme sen BamHI-digestoi-
tuun pTAT72-vektoriin, jolloin saimme PFTE403:n.

Jotta saisimme deletoitua tat-tdhteet 22 - 37, jol-
loin saatiin plasmidi PTATACYs-~105% PFTELQ3:sta ja
PTATACYys-161 pFTE403:sta, kdytimme samaa menetelmds (ku-
vattu edelld), jota kaytettiin hankkimaan plasmidi
pTATACYs~249 pFTES01:st4.

Geneettiset TATAcys~HPV E2-fuusiot

Muodostimme plasmidit pTATAcys-HEZ2.85 ja pTATACys-
HE2.121, koodittaaksemme fuusioproteiinin, joka koostuisi
tatacys-kuljetusosasta (tat-tdhtest 1 ~ 21, 38 - 72), jota
seuraisi HPV-16:n 85 tai vastaavasti 121 karboksiterminaa-
lista tdhdetts.

Meidén 1l&hitdplasmidimme pTATACYsS-HEZ.85:n ja pTAT
Acys-HEZ.121:n muocdostamisessa olivat pTETBc~85 ja vastaa-
vasti pETB8c~123 (molemmat kuvattu edelld). Digestoimme
PET8c-85:n ja pETBc-123:n BglITI:lla ja Ncol:1l&8, ja eris-
timme ison fragmentin molemmissa tapauksissa (4769 eméspa-
ria pETBc-85:std tai 4880 emdsparia PETBc~123:sta) kidytet~
tavaksi vektorina. Molemmissa vektoreissa E2:ta kooditta~
vat alueet alkavat NcolI-kohdasta. Sijoitimme molempiin
vektoreihin 220 emdsparin BglII-AatII-fragmentin plasmi-
dista pTATAcys, ja synteettisen fragmentin. BglII-AatII-
fragmentin 5'-p84 on ylavirtaan T7-promoottorista ja koo-
dittaa tatAcys:n ensimméistd 40 tahdetts (se on: tahteet
1 - 21, 38 ~ 56). Synteettinen fragmentti, joka koostui
hybridisoituneista oligonukleotideista 374.67 (SEQ ID nro
25) ja 374.68 (SEQ ID nro 26), kooditti tat~tdahteita 57 -
72, Jjossa o0li yksijuosteisena yli tuleva AatII-osa 5'-
padssd ja vksijuosteisena yli tuleva Ncol-osa 3~pddssd.

.........
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Sarja geneettisii JB-fuusioita _

Plasmidi pJB106 koodittaa fuusioproteiinia (kuvio
12) (SEQ ID nro 38), jossa aminoterminaalista metioniini-
tahdettd seuraavat tat-tdhteet 47 - 58 ja sitten HPV-16:n
EZ2-tdhteet 245 -~ 365. Jotta saisimme aikaan pJBl06:n, suo-
ritimme kolmivaiheisen ligaation, joka kuvataan kaavamai-
sesti kuviossa 11. Saimme aikaan 4602 emasparin vektori-
fragmentin digestoimalla plasmidin pETBc NcoI:lla ja
BamHI:1ld. Yksi insertti oli 359 emé@sparin MspI-BamHI-
fragmentti pETBc-123:sta, joka kooditti HPV-16 EZ2-t8hteits
248 - 365. Toinen insertti oli synteettinen fragmentti,
Jjoka koostui hybridisoituneesta oligonukleotidiparista
374.185 (SEQ ID nro 27) Jja 374.186 (SEQ ID nro 28). Syn-
teettinen fragmentti kooditti aminoterminaalista metionii-
nia ja tat-t&hteita 47 - 58, seka HPV16~tdhteitd 245 - 247
(se on: ProAspThr). Synteettisell# fragmentilla oli vksi-
juosteisena yli tuleva NeolI-osa 5'-pddssd ja yksijuostel-
sena yli tuleva MspI-osa 3'-p#dssi.

Hankimme plasmidit pJB117 (SEQ ID nro 59}, pJBiisg
(SEQ ID nro 60), pJB1ig (SEQ ID nro 61), pJdB120 (SEQ ID
nro 62) ja pJdB122 (SEQ ID nro 63) PCR-deleetiokloonauksel-
la, samanlaisella tavalla kuin kdytettiin pTATAcys:n ta-
pauksessa (kuvattu edelld ja kuviossa 8). Muodostimme
plasmidit pJB117 ja pdB118 deletoimalla pTATACYS-HEZ2.121:n
segmenttejd. Muodostimme plasmidit pdB119 ja pJB120 dele-
toimalla pTATAcys-161:n segmenttejd. Kaikissa neljissa
kloonauksessa kéytimme PCR-aluketta 374.122 (SEQ ID nro
29) kattaaksemme HindIII~kohdan, Jjoka sijaitsee alavirtaan
tat-E2:n koodittavasta alueesta. Kussakin tapauksessa toi~
nen aluke ulottui NdeI-kohtaan tatacys:n koodittavan sek-
venssin alussa ja poisti kodonit t&hteille tatAcys:n alus-
sa (se on: tdhteet 2 - 21 ja 38 ~ 46 pJB117:1lle ja
pJIB119:11e, ja tahteet 2 - 21 pJB1i8:lle ja pJBl20:1le).
Téhteiden 2 ~ 21 deletointia wvarten kdytimme aluketta
379.11 (SEQ ID nro 30). Tahteiden 2 - 21 ja 38 ~ 46 dele~
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tointia varten kdytimme aluketta 379.12 {SEQ ID nro 31).
PCR-reaktion jélkeen digestoimme PCR-tuotteet NdeI:lli ja
HindIII:1la, Sitten kloonasimme tuloksena olevat restrik-
tiofragmentit vektoriin PTATACYs-~HEZ2.121, joka oli diges-
toitu aikaisemmin Ndel:1la ja HindIII:11l4, jolloin saimme
4057 emésparin reseptorifragmentin. N&in muodostimme eks-
pressioplasmideja, jotka koodittivat fuusioproteiineja,
jotka koostuivat aminchappotéhteists seuraavasti:

JB117 = Tatd7-72-HPV16 EZ 245 - 365,
JB11l8 = Tat3B-72-HPV16 E2 245 - 365,
JB119 = Tat47-62-BPV1 E2 250 - 410 ja
JB120 = Tat38-62-BPV1 E2 250 - 410.

Muodostimme PJB122:n, joka koodittaa tat-tdhteits
38 - 58, jota seuraa HPV16:n E2~tdhtest 245 - 365 (se on:
EZ2:n karboksiterminaaliset 121 aminohappoa)}, deletoimalla
pdBll8-kodoneista tat-tahteet 59 -~ 72. Suoritinme tdmin
deleetion PCR:113 kdytt8malls alukkeita 374.13 (SEQ ID nro
32), Jjoka kattaa AatII-kohdan tat:n koodittavan alueen
sis&lld, ja alukkeella 374.14 {SEQ ID nro 33), joka kattaa
AatiI-kohdan, joka sijaitsee hieman alavirtaan Tat~E2-gee-
nin ainutkertaisesta HindIII-kohdasta. Digestoimme PCR~
tuotteen Aatll:lla ja eristimme tuloksena olevan restrik-
ticfragmentin. Lopullisessa pdBl22-mucdostusvaiheessa si-
joitimme eristetyn AatIl-fragmentin Aatli-digestoituun
pdBl18~vektoriin.

Pitdisi panna merkille, ettd meid&n kaikissa vii-
dessd edelld kuvatussa pJB-konstruktiossamme tat:n koodit-
tavaa sekvenssid edelsi metioniinikodoni translaation ini-~
tiaatiota varten.

Tat-E2-fuusioproteiinien puhdistus

Kaytimme kaikissa tapauksissa E. colia ekspressoi-
daksemme geneettiset tat-E2~-fuusiomme. Meid&n vieilnen me-
netelmédmme tat-EZ-proteiinin puhdistamiseen kiasitti seu~
raavat alkuvaiheet: solujen ajamisen sakaksil, niiden re-
suspendoinnin 8 - 10 tilavuuteen lyysipuskuria (25-milli-
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molaarinen Tris (pH 7,5), 25-millimolaarinen NaC1, I-mil-
limolaarinen DT'T, D,S—millimolaarinen.EDTA), joka sisdlsi
proteaasin inhibiittoreita - yleensd 1 mM PMSF:n, 4 pg/ml
E64:88, 50 pg/ml aprotiniinia, 50 pg/ml pepstatiini A:ta,
ja 3 mM bentsamidiinin), solujen hajotuksen "French press"
~laitteessa (2 kertaa 12 000 psi (82 656 kPa)), ja lysaat~
tien sentrifugoinnin 10 000 ~ 12 000 g:n kiihtyvyydessi 1
tunnin ajan (paitsi FTE-proteiinit), 4 °C:n lampbtilassa.
Lis8@vaiheet, joita kidytettiin tiettyjen tat-E2-fuusiopro-
teiinien puhdistukseen, kuvataan jéljempénd.

E2.103 ja E2.249 ~ Lysaatin sentrifugoinnin j&lkeen
latasimme supernatantin Fast S Sepharose -pylvidseen ja
eluocimme E2.103- tai E2.249-proteiinin l-molaarisella
NaCl:11l&. Sitten puhdistimme 1isiksi E2.103:n tai E2.249:n
kromatografiassa P60-geelisuodatuspylviadsss, joka oli ta-
sapainotettu 100-millimolaarisella HEPES-puskurilla (pH
7,5), joka oli 0,l-millimolaarinen EDTA:n ja 1-millimolaa-~
rinen DTT:n suhteen.

FTE103 ~ Sen jédlkeen kun lysaattia oli sentrifugoi-
tu 10 000 g:n kiihtyvyydessd 10 minuutin dajan 4 °*C:n l&m-
potilassa, otimme talteen FTELIO3~proteiinin (joka sakkau-
tui) resuspendoimalla sakan 6~molaarisella urealla ja 1li-
sadmélla kiinteds guanidiini-HCl:85 niin ettd loppukon-
sentraatio oli 7-molaarinen. Suspension sentrifugoinnin
jélkeen puhdistimme FTE1O3~proteiinin supernatantista kro-
matografialla A.5M-geelisuodatuspylvéidsssd 6-molaarisella
guanidiinilla, joka oli 50-millimolaarinen natriumfosfaa-
tin {pH 5,4) ja 10-millimolaarinen DTT:n suhteen. Kerdsim~
me FTEL03:n sisdltdvat fraktiot geelisuodatuspylvddsta sen
perusteella, etta Coomassie~véridttyihin 5DS~polyakryy-
liamidielektroforeesigeeleihin ilmestyi juova, jonka nden-
nainen molekyylipaino oli 19 kDa.

FTE403 - Meidin puhdistusmenetelmimme FTE403:11le
oli oleellisesti sama kuin FTE1Q03:1le, paitsi ettsa ¥FTE403
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liikkui geelisuodatuspylvédsissad 25 kDa:n nienndisen mole-
kyyvlipainon mukaisesti.

FTES01 -~ Sen jalkeen kun lysaattia oli sentrifugoi-
tu 10 000 g:n kiihtyvyydessd 30 minuutin ajan, resuspen-
soimme sakan 6-molaarisessa ureagsa, lisdsimme kiintesds
guanidiini-HC1:88 niin ettd loppukonsentraatio oli 6 M, ja
DTT:t4 10-millimolaariseksi konsentraatiocksi. 30 minuutin
jélkeen 37 °C:n lampotilassa, kirkastimme liuoksen sentri-
fugoimallia 10 000 g:n lampdtilassa 30 minuutin ajan. Sit~
ten latasimme ndytteen A.b5-agaroosigeelisuodatuspylvisseen
6-molaarisessa guanidiini-HCl:ssi, joka oli 50-millimolaa~-
rinen natriumfosfaatin {(pH 5,4) ja 10-millimolaarinen
DTT:n suhteen, ja kerdsimme FTE501:n sisgltaviat fraktiot
geelisuodatuspylvadsti, sen perusteella, ettd Coomassie-
vdrjattyihin SDS—polyakryyliamidielektroforeesigeeleihin
1lmestyi juova, jonka ndennidinen molekyylipaino oli 40
kDa. Latasimme geelisuodatuksella puhdistetun FTE501:n C ;-
kd&nteisfaasi~HPLC-pylviiseen ja eluoimme gradientilla,
jossa 01li 0 - 75 % asetonitriili 0, 1-prosenttisessa tri-
fluorietikkahapossa. Kerisimme FTES0l-proteiinin yvksittsai-
send piikkind, jonka ndenndinen molekyylipaino oldi 40 kDa.

Tatacys-105 - Lysaatin sentrifugoinnin jdlkeen la-
tasimme supernatantin Q-Sepharose~pylvasdseen, joka oli
tasapainotettu 25-millimolaarisella Tris:1lis (pH 7,5),
joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen. Latasimme Q=
Sepharose-pylvédsts ldpi tulleen nesteen S-Sepharose-pyl~
vddseen, joka oli tasapainotettu 25-millimolaarigella
MES:11da (pH 6,0), sen jalkeen kun Q-Sepharose-pylvidsts
18pi tullut nesteen pH oli s8@ddetty noin 6,0:ksi lis&damal-
18 MES:1i8 (pH 6,0) niin ettd loppukonsentraatio oli 30 mM.
Otimme talteen taticys-105-proteiinin S-Sepharose-pylvasds-
td kayttdmdlld perskkdisis NaCl-konsentrointivaiheita 25-
millimolaarisessa MES:ss& (pH 6,0). TatAcys-105 eluoitui
PH 6,0 -puskurissa B00 - 1 000 mM NaCl:1lla.
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TatAcys-161 - Lysaatin gsentrifugoinnin jidlkeen la-
tasimme supernatantin S-Sepharose-pylvédseen, joka oli
tasapainotettu 25-millimolaarisella Tris:lla (pH 7,5),
joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen. Otimme tal-
teen tatacys-161:n S-Sepharose-pylvasists kédyttamillsa vai-
heittaista NaCl-gradienttia 25-millimolaarisessa Tris:ssa
(pH 7,5). TatAcys-161 elucitui PH 7,5 -puskurissa 500 -
700-millimolaarisella NaCl:lla.

TatAcys~249 ~ Lysaatin sentrifugoinnin jélkeen la-
tasimme supernatantin Q~Sepharose-pylviiseen, joka oli
tasapainotettu 25-millimolaarisella Trig:lla (pH 7,5),
joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n suhteen. Ctimme tal-
teen tatacys-~249:n S-8epharose-pylviasts kdyttdmialls vai-
heittaista NaCl-gradienttia 25-millimolaarisessa Tris:ssa
(pH 7,5). Tatacys-249 elucitui vaiheittaisessa NaCl-gra-
dientissa osassa, joka oli 600 - 800-millimolaarinen
NaCl:n suhteen.

Tatacys-HE2.85 ja Tatacys.He2.121 - Lysaatin sent-
rifugoinnin jdlkeen latasimme supernatantin Q-Sepharose-
pylvédseen. Latasimme 1&8pi tulleen negteen S-Sepharose-
pylvéddseen. Otimme talteen tatAcys-HE2.85:n tai tatacys-
BE2.121:n kdyttamslls vaiheittaista NaCl-gradienttia. Mo-
lemmat proteiinit eluodituivat 1-molaarisella NaCl:1lla.

HPV E2 ja HPV E2CCSS - Katso esimerkki 9 {edells).

JB106 - Lysaatin sentrifugoinnin ja supernatantin
kerddmisen jélkeen llisdsimme NaCl:a niin ettsi loppukon-
sentraatio oli 300 mM. Latasimme supernatantin, johon oli
lis8tty NaCl:a, S-Sepharose-pylvidsseen joka oli tasapai-~
notettu 25 mM HEPES-puskurilla (pH 7,5). Kasittelimme pyl~
vadn perdkkiisillia suolakonsentraatiovaiheilla puskurissa,
joka oli 25-millimoclaarinen HEPES:n (pH 7,5), 1,5-millimo~
laarinen EDTA:n ja l-millimolaarinen DTT:n suhteen. Elu~
oimme JB106~proteiinin S~Sepharose-pylvidstsd l-molaarisel-
la NaCl:1la.
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JB117 - Lysaatin sentrifugoinnin Jja supernatantin
kerdédmisen jélkeen lisdsimme NaCl:a niin etts loppukonsen-
traatioc oli 300 mM. Koska JB117 sakkautui 300-millimolaa~
risessa NaCl:ssa, laimensimme JB1l17-supernatantin 100-mil-
limolaariseen NaCl:iin ja latasimme proteiinin erdénd S-
Sepharose~pylvéiseen. Eluoimme JB117:n 5-Sepharose-pyl-
vadstd l-molaarisella NaCl:lla, joka oli 25-millimolaari-
nen Tris:n (pH 7,5) ja 0,3-millimolaarinen DTT:n suhteen.

JBl18 ~ Lysaatin sentrifugoinnin ja supernatantin
kerddmisen jidlkeen lisisimme NaCl:a niin ett# loppukon-
sentraatio oli 300 mM. Latasimme supernatantin, johon oli
lisétty NaCl:a, S~Sepharose-pylvddseen, joka oli tasapai-
notettu 25 mM HEPES-puskurilla (pH 7,5). Eluoimme JB118-
proteiinin S-Sepharose-pylviéstd l-molaarisella NaCl:1lla,
joka oli 25-millimolaarinen Tris:n ({pH 7,5) ja 0,3-milli~
molaarinen DTT:n suhteen.

dBl19, JB120, JB121 ja JB122 - Lysaatin sentrifu-
goinnin ja supernatantin kerddmisen Jjilkeen lisdsimme
JB119:n ja JBl12l:n tapauksessa NaCl:a niin ettd sen kon-
sentraatio oli 150 mM, ja JIBl20:n ja JB122:n tapauksessa
niin ettd sen Konsentraatio oli 200 mM. Latasimme superna-
tantin, johon oli lisdtty NaCl: g, S~Sepharose~-pylvéiseen,
joka olil tasapainotettu 25 mM HEPES-puskurilla (pH 7,5).
Eluoimme proteiinit JBl19, JB120, JB121, ja JB122 S-Sepha-~
rose-pylvadstd l-molaarisella NaCl:1lla, joka oli 25-milli~
molaarinen Tris:n (pH 7,5) ja 0,3-millimolaarinen DTT:n
suhteen.

Esimerkki 14

E2-repressiomdiritykset - muut konjugaatit

Testasimme tat-E2-fuusioproteiinimme silmédllis pi-
tden papilloomaviruksen tadyspitkan EZ2-proteiinin aikaan-
saamaa transkription aktivaatiocta {"repressiota"). Mitta-
simme E2-repression lyhytkestoisella kotransfektiomisri-
tykselld COS7-soluissa. Tassa madrityksesss kdytetyt COS7-
solut pidettiin viljelmissd vain lyhyitéd ajanjaksoja. Su-
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latimme COS7-solut pasaasissa 13 ja kdytimme niita vain
pasaasiin 25 asti. Pitk#t kasvatusajat johtivat alhaisiin
E2:n transkription aktivaatiotasoihin ja alentuneeseéen
repressioon ja tolstettavuuteen. Meidin repressiomdérityk-
semme ja repressioaktiivisuuden laskentamenetelmimme kuva-
taan esimerkiss8 9 (edella). Konjugaattien TxE2.103,
TXEZ22.249, FTE103, FTE202, FTE403 ja FTES01 tapauksessa
korvasimme HPV-16 E2-transaktivaattorin vyhtd suurella m&s-
ralld BPV-1:n E2~transaktivaattoria. Vastaavasti, sen si-
Jjaan ettd olisi transfektoitu HPV-16 E2 -ekspressioplasmi-
dilla pAHE2, transfektoimme BPV-1 EZ -ekspressioplasmidil-~
la pXB323, joka kuvataan taysin US-patentissa 5 219 990.

Geneettinen fuusioproteiini JB106 on ollut Jatku-
vasti meiddn tehokkain tat-E2-repressorikonjugaattimme.
Tulokset JBlO6:ta ja TxHE2CCSS:Hs vertaavasta repres-
sioms88rityksestd esitet#sn taulukossa IIT. Kuvio 13 kuvaa
graafisesti taulukossa III esitettyjéd tuloksia.

JB106:n lis&ksi useat muut tat-E2~-repressorikonju-
gaatit ovat saaneet aikaan merkittzvas represgiota. Kuten
taulukossa v esitetésn, TxHE2:11a, TxHE2CCSS:114,
JB117:118, JB118:11a, JB119:11a, JB120:11a ja JBl22:11a
havaittiin repressiotasoja ++-alueella.
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Lisdtty
proteiini
{pg/ml)

0

0

0

o

1 JBlos

1 JB10e

3 JBlOs

3 JB10s

10 JB106

10 JBios

30 JBloe
30 JB10OS6

1 TxHE2CCSS
1 TxHE2CCSS
3 'TxHE2CCSS
3 TxHE2CCSS
10 TxHE2CCSS
10 TxHE20CCSS
30 TxHE2CCSS
30 ‘TxHE2CCSS
1 HE2.123

1 HE2.123

3 HE2.123

3 HE2.123
10 HE2.123
10 HE2.123
30 HE2.123
30 HE2.123

70

Taulukko III

cpm-

tausta®

is
18
17
18
i8
17
18
18

* Tausta = 158 cpm

repressiomddritystuloksemme.

872
694

856
891

384
249
456
550
170
006
733
504

478
047
687
643
514
669
958
558

280
744
666
976
413
862
2585
680

Rinnakkais- cpm-

parien

keskiarvo

3
18
16
11

&

4

17
15
12

8

18
18
is8

18

783

393

816
003
588

618

762
165
781
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Repressio—
prosentti

Taulukossa 1V esitetddn yhteenvetona meidin tat-E2-

Vaikka testasimmekin kaikki

tat~E2~repressorikonjugaattiﬂmmzsamanlaisissaxnéérityksis~

S8,

kaikkia konjugaatteja el testattu yhtalkaa samassa

midarityksessd. Olemme vastaavasti ilmaisseet repressioak-
tiivisuuden tason semikvantitatiivisesti seuraavasti: +++,
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++, +, +/~- tai -, jossa +++ on vahva repressic ja - tar-
koittaa ettei repressiota ole havaittavissa. Kuvio 13
esittdd havainnollisesti repressiocaktiivisuutta luokitte~
levan jarjestelmén, jota kéytet&an taulukossa IV. JBL06 on
esimerkki aktiivisuustasosta +++. TXHE2CCSS on esimerkki
aktiivisuustasosta ++. Negatiivinen kontrolli, HEZ.123, on
esimerkki aktiivisuustasosta -. Aktiivisuustaso + on vali-
muoto TxHEZCCSS:114 ja HE2.123:11a havaitusta aktiivisuu-
desta. Niilld kahdella konjugaatilla, joiden aktiivisuus
esitetddn +/-:na, oli heikko (mutta havaittavissa oleva)
aktiivisuus joissakin mé&rityksissd eikd havaittavissa
olevaa aktiivisuutta muissa maarityksissi.




10

15

20

25

30

Proteiini

TxE2.103
TxE2.249
TxHE2
TxHE2CCSS
FTE103
FTE208
FTE403
¥FTE501

Tathcys—
108

TatAeys-
161

TatAcys-
249

TatdAcys~
HE2.85

Tatdcys~
HE2.121

JB106
JB117
JB118
JdB119
JBl20

JBiaz

72

Taulukko IV

Tat-t8hteitd
3772

37-72
37-72

37-72

1-21,38~67
1-21,38-62
1-21,38=62
1-21,38-72
1-21,38-72

4758
4772
38~72
47-62
3g~-862

38-58

E2~tdhteits

BPV-1 308-410
BPV~1 162-410
HPV-16 245~365
HPV-16 245-365
BPV-~1 306-410
BPFV-1 311-410
BPV~1 250~410

BPV-1 162-410

BPV-1 306~410
BPV~1 250-410
BPV~1 162-410
HPV-16 281-365
HPV-16 245-365

HPV-16 245-345
HPV-16 245-365
HPV-16 245-365
BPV-1 250~410
BPV-1 250~410

HPV~16 245-365

Repressio-
tasoe

-+

++

R

+ -

+f -

R

ot

ot

ot

++
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FTE1O3:1ta, FTE403:1ta, FTE208:1ta ja FTE501:1t4,
niiltd neljaltd konjugaatilta, joilla oli tat:n aminoter-
minaalinen alue (se on: tihteet 1 - 21) ja kysteiinipitoi~
nen alue (se on: téhteet 22 - 37), puuttui repressio koko-
naan. Koska olemme osoittaneet epidsuoralla immunofliuore-
senssilia, ettd FTES01l menee sisdin sogluihin, pidémme to-
denngkdisend etta El-repressoriaktiivisuus on nenetetty
FTE-sarjassa johtuen liitoksesta tat-kuljetuspolypepti~
diin. Meid&n tuloksemme osoittavat, etts kysteiinipitoisen
alueen puuttuminen tat-osasta lisdsi yleisesti E2~repres-
soriaktiivisuutta. Lisdksi kysteiinipitoisen alueen pois-
saolo tat-EZ-konjugaateissa vaikutti lissivin proteiinin-
tuctantotasoja E. colissa, ja lis#dvéan proteiinin liukoi-
suutta, ilman ettd menetettiin kuljetusta kohdesoluihin.
Tat:n aminoterminaalisen alueen deleetio lis8si myds E2-
repressorin aktiivisuutta. Fuusioproteiini JdBl06, jossa
oli vain tat-t&hteet 47 -~ 58, oli tehokkain meidén tat-E2-
repressorikonjugaateistanme. Tatin kysteiinipitoisen
alueen poissaolo ei kuitenkaan aina johda E2-repressoriak-
tiivisuuden s#ilymiseen konjugaatissa. Esimerkiksi kemial-
linen konjugaatti TxE2.249 oli liukenematon ja myrkyllinen
soluille. Niinpd jopa kysteiinitttmin tat:n osan liitt8mi-
nen voi saada aikaan toimimattoman E2-repressorikonjugaa-
tin.

Esimerkki 15

Katkaistavissa olevat E2-konjugaatit

Tat-osien kemiallinen konjugointi E2-proteiiniin
sal aikaan ainakin 20-kertaisen vdhentymisen E2-proteiinin
sitoutumisessa E2-~sitoutumiskohtiin DNA:ssa (tuloksia ei
esitetd). Niinpd teimme kokeita arvioidaksemme katkaista-
vigsa olevan silloituksen tat-kuljetusosan ja E2-represso-
riosan v&lillsa. Testasimme erilaisia menetelmid, joilla
voidaan tehdd katkaistavissa oleva silloitus.

Yhdessd koesarjassa aktivoimme HPV E2-CCSS-proteii-
nin kysteiinisulfhydryyliryhmat aldritiolilla 100-millimo-
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laarisessa HEPES-puskurissa (pH 7,5), joka oli 500~mil;i—

molaarinen NaCl:n suhteen. Eristimme aktivoidun E2-repres-
sorin geelisuodatuskromatografialla ja kidsittelimme sen
tat37-72:11a. Saimme aikaan alhaisen silloitustehon, mika
johtui nopeasta E2~CCSS-dimeerin muodostumisesta aldritio-
likasittelylld. Tamin ongelman vélttdmiseksi panimme E2-
CCs8S:n B-molaariseen ureaan huoneenlémpétilassa ja kidsit-
telimme sen aldritiolilla 23 °C:n lampdtilassa 60 minuutin
ajan denaturoivissa olosuhteissa. Sitten laskostimme uu-
destaan E2CCSS-aldritioli-aduktin, eristimme sen  gee-
lisuocdatuskromatografilla ja annoimme sen sitten reagoida
tat37-72:n kanssa. T&lld menetelmdlli saatiin aikaan erin-
omainen silloitus. Silloitimme myds E2CSSS:n ja E2CCS8C:in
tat37-72:een kéyttdm&lls ureamenetelmsn muunnelmaa, jossa
kdytimme S-Sepharose-kromatografiaa geelisuodatuksen si-
jasta eristadksemme E2-aldritioli-adukteja. Ta&m& muunnos
lisdsi aduktien saantoa ja sai aikaan reaktiossa kidytetys-
sé E2~1l&htOmateriaalissa noin 90~prosenttisen silloittumi-~
sen.

Katkaistavissa olevilla tat~-E2-konjugaateilla oli
aktiivisuutta repressiomddrityksesss. Katkaistavissa ole-
vien konjugaattien repressioaktiivisuus oli kuitenkin hie-
man alhaisempi kuin samanlaisilla konjugaateilla, jotka
0li silloitettu irreversiibelisti. Katkaistavissa olevien
konjugaattien hieman alhaisempi aktiivisuus veoi heijastaa
proteiinin pucoliintumisaikaa solussa. Tat on subhteellisen
stabiili soluissa. E2-proteiineilla on vleensd lyhyet puo-
liintumisajat solussa. Niinp#d irreversiibelil silloittumi-~
nen tat-osan ja E2-osan v#lilld voi stabiloida EZ2-osaa.

Esimerkki 16

Herpes Simplex-viruksen repressorikonjugaatti

Herpes Simplex -virus ("HSV") koodittaa transkrip-
tion aktivaattoria VP16, Jjoka indusoi hyvin varhaisten
HSV~-geenlen ekspression. Friedman ym. ovat tuottanest
HS5V:n VPl6~repressorin deletoimalla VP16:n karboksitermi-
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naalisen transaktivaatio-osan ("Expression of a Truncated
Viral Trans-Activator Selectively Impedes Lytic Infection

by Its Cognate Virus", Nature, 335, s. 452 - 454 (1988)),
Olemme tuottaneet HSV-2:n VPl6-repressorin samanlaisella

tavalla.

Jotta saisimme testattua kuljetuspolypeptidi-VP16~
repressorikonjugaattien soluun oton ja VPl6-repressoriak-
tiivisuuden, transfektoimme samanaikaisesti VPl6-riippu-~
vaisen reportteriplasmidin ja Vplb-repressoriplasmidin
COS7~soluihin. Sitten altistimme transfektoidut solut kul-
jetuspolypeptidi—VPlEsrepressorikonjugaatille tai soveli-
aalle kontrollille. J&ljempdnd kuvattu repressiomddritys
oli analoginen edelld esimerkissa 9 kuvatun E2~-repres-
siomdérityksen kanssa.

VPl6—repressiomééritysplasmidit

Meiddn reportterikonstruktiomme VPl6~repressiomds-
ritystéd varten oli plasmidi P175kCAT, joka oli hankittu G.
Haywardilta (katso F. O'Hare ja G. S. Hayward, "Expression
of Recombinant Genes Containing Herpes Simplex Virus
Delayed-Early and Immediate~Early Regulatory Regions and
Trans Activation by Herpes Virus Infection", J. Virol.,
52, s. 522 - 531 (1984)). Plasmidi pl75KCAT sisadlt&s HSV~
l:n IE175-promoottorin, joka ohjaa CAT~-reportterigeenii.

Meidéan HSV-2-transaktivaattorikonstruktiomme VP16-
repressiomddritystd varten oli plasmidi pXB324, joka si-~
sdlsi wvillityyppisen HSV-2 VPl6-geeenin kanan B-aktiini-
promoottorin ohjauksessa. Muodostimme pXB324:n sijoitta-
malla pXBl00:san (P. Han V., "Transactivation of
Heterologous Promoters by HIV~1 Tat", Nuc. Acids. Res.,
19, s. 7225 ~ 7229 {1991)})), XhoI-kohdan ja BamHI-kohdan
valiin, 280 emdsparin fragmentin joka sis&lsi kanan B-ak-
tiinipromoottorin, ja pCAS-plasmidista perdisin olevan
2318 emdsparin BamHI-EcoRI~fragmentin (Q'Hare ja Hayward,
edelld), joka koodittaa kokonaista villityyppistd HSV-2:n
VPl6-~proteiinia.
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Tat-VPl6-repressorifuusioproteiini _

Tuotimme bakteereissa fuusioproteiinin tat-VPL6R.GF
(8EQ ID nro 58), joka koostui HIV:n tat-proteiinin amino-~
hapoista 47 - 58, jota seurasivat HSV:n VPl6-proteiinin
aminohapot 43 - 412. Tat-VPl6~repressorifuusioproteiinin
bakteerituotantoa wvarten muodostimme plasmidin pPET/tat-
VP16R.GF kolmivaiheisessa ligaatiossa. Ensimm8inen frag-
mentti oli vektori pET-3d (kuvattu edelli vaihtoehtoisella
nimelld "pET-8c"), joka o©li digestoitu NcoI:lla ja
BgliI:lla (noin 4600 emdsparia). Toinen fragmentti koostui
synteettisistd oligonukleotideista 374.210 (5EQ ID nro 39)
ja 374.220 {SEQ ID nro 403), jotka oli liitetty vhteen kak-
sijuosteisen DNA-molekyylin muodostamiseksi. Synteettisen
fragmentin 5'-pHisss oli yksijuosteisena yii tuleva NcoI-
osa, joka sisdlsi translaation aloituskedonin ATG. Aloi-
tuskodonin j&lkeen olivat kodonit tat-tahteille 47 - 58.
Heti tat-kodonien jalkeen lukukehyksess# olivat kodonit
VP1l6:n tdhteille 43 ~ 47. Synteettisen fragmentin 3'-pai
oli tasap#s kolmanteen fragmenttiin ligaatiota varten,
joka oli 1134 emdsparin PvulI~-BgliI-fragmentti
DXB324R4:std, joka sisilsi HSV-2 VP16:n kodonit 48 -~ 412,

Johdimme pXB324R4:n pXB324:std (kuvattu edelld). Plasmidi

P¥XB324R2 oli valituote PAB324R4:n muodostamisessa,
Mucdostimme pXB324R2:n sijoittamalla pXBl100:aan
1342 em8sparin BamHI-AatII-fragmentin, joka oli perdisin
PXB324:std ja kooditti HSV-2 VP16:n 419 N-terminaalista
aminohappoa. Jotta saisimme aikaan lukukehyksen sisalls
olevan lopetuskodonin, kaytimme 73 em#sparin AatII-EcoRI-
fragmenttia, joka oli peraisin pSV2-CAT:sta (C.M. Gorman
ym., Molecular and Cellular Bioclogy, 2, s. 1044 ~ 1051
(1982)). Niinp#d pXB324R2Z kooditti HSV~2:n VP16:in 419 en-~
simmdists aminohappoa ja lisdksi seitsemas gi~VP6-amino~

happoa ennen lopetuskodonia. PXB324R4:n muodostamiseksi
suoritimme kolmen palan ligaation, joka k&sitti 5145 emis-
parin Mlul-EcoRI-fragmentin PXB324R2:sta ja kaksi insert-
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tifragmenttia. Yksi insertti oli 115 emd@sparin Mlul~NspI-
fragmentti pXB324R2:sta, joka kooditti VP16:n 198 ensim-
midistd aminohappoa. Toinen inserttifragmentti oli kaksi-
Jjuosteinen synteettinen DNA-molekyyli, joka koostui sSyn-
teettisistd oligonukleotideista 374.32 (SEQ ID nro 41) ja
374.33 (SEQ ID nro 42). Yhteen hybridisoituina nimid oli-
gonukleotidit muodostivat 5'-pé&hdn yksijuosteisen Nspl-

padn ja 3'-pdshdn yksijuosteisen EcORI-pddn. Tamd synteet-

tinen fragmentti kooditti VP16:n taéhteitd 399-412, jota
seurasi lopetuskodoni. Niinpd plasmidi pXB324R2 erosi
PXB324R2:sta sikidli ettd siita puuttuivat kodonit VP1l6:n
aminohapoille 413 - 419 ja seitsemin ylimdardistd amino-
happoa ennen lopetuskodonia.
Tat-VP1l6R.GF~fuusioproteiinin puhdistus
Ekspressoimme tat~VP1l6R.GF:&4 varten tehdyn geneet-

tisen konstruktiomme E. Golissa. Kerdsimme transformoidun
E. colin sentrifugaatiolla, resuspendcimme solut 8 ~ 10

tilavuudessa hajotuspuskuria (25 mM Tris (pH 7,5), 25 mM
NaCl, 1 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 4 pug/ml E64:84, 50
pg/ml aprotiniinia, 50 ug/ml pepstatiini A:ta, ja 3 mM
bentsamidiini), hajotimme solut "French press”"~laitteessa
{2 kertaa, 12 000 psi:n paine (82 656 kpPa), ja sentrifu-
goimme lysaatin 10 000 - 20 000 g:n kiihtyvyydessd 1 tun-
nin ajan 4 °C:n l&mpStilassa. Lysaatin sentrifugoinnin
jédlkeen latasimme supernatantin Fast Q-Sepharose~pylvid-
seen, Jjoka oli tasapainotettu 25-millimolaarisella
Tris:118 (pH 7,5), joka oli 0,5-millimolaarinen EDTA:n
suhteen. Latasimme Q-Sepharose:sta ldpi tulleen nesteen
Fast S-Sepharose-pylvasseen, joka oli tasapainotettu 25-
millimolaarisella MES:11& (pH 6,0), joka oli 0,l-millimo-
laarinen EDTA:n ja 2-millimolaarinen DTT:n suhteen. Kersd-
simme tat-VPl6-fuusioproteiinin S-Sepharose-pylvidstsd pe-
rékkdisilld NaCl-konsentrointivaiheilla 25-millimolaari~-
sessa MES:ssd (pH 6,0), joka o0l1i 0,1l-millimolaarinen
EDTA:n ja 2-millimolaarinen DTT:n suhteen. Tat-VP16~-fuu~
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sioproteiini eluoitui 600 - 1000-millimolaarisissa NaCl-
fraktioissa.

VP16:n repressiomidritys

Jaoimme Hela-soluja Zémkuoppaisille‘viljelmélevyilw
le, 10° solua/kuoppa. Seuraavana pdivénd transfektoimme
solut kayttam#lla DEAE-dekstraanimenetelmssd, kuten B. R.
Cullen on kuvannut artikkelissa "Use of Eukaryotic Expras-

sion Technology in +the Functional Analysis of Cloned

Genes", Meth Enzymol., vol. 152, =. 684 (1987). Saostimme
DNA:n transfektioita varten ja liuvotimme sen uudelleen
konsentraatioon noin 100 pg/ml liuoksessa, joka oli 100-
millimolaarinen NaCl:n ja 10-millimolaarinen Tris:n suh-
teen (pH 7,5). Kutakin transfektiota varten DNA~DEAE-~-se0s
koostui seuraavista: 200 ng pl75kCAT (+/~ 1 ng pXB324) tai
200 ng pSV-CAT (kontrolli), 1 mg/ml DEAE-dekstraania ja
PB5:84, lopputilavuus 100 pl. Altistimme solut télle seok-
selle 15 - 20 minuutin ajan 37 °C:n lémpdtilassa, niin
ettd viljelylevyjd heilutettiin ajoittain. Sitten lisédsim-~
me kuhunkin kuoppaan 1 ml tuoretta DC-~-elatusainetta (DMEM
+ 1l0-prosenttinen seerumi), joka oli 80-mikromolaarinen
klorokiinin suhteen. Sen jé&lkeen kun soluja oli inkuboitu
37 °C:n lémpdtilassa 2,5 tuntia, imimme elatusaineen kus-
takin kuopasta ja korvasimme sen tuoreella DC:118, joka
oli 10-preosenttinen DMSO:n suhteen. Kun oli kulunut 2,5
tuntia huoneenlampétilassa, imimme pois DMSO:n siséltdvin
elatusaineen ja korvasimme sen tuoreella DC:113, joka si-
s8lsi 0, 10 tai 50 pg/ml puhdasta tat-VP1l6.GF:44. Seuraa-
vana pdivind korvasimme kussakin kuopassa elatusaineen
tuoreella elatusaineella, jolla oli sama koostumus. 24
tuntia myShemmin hajotimme HelLa-solut puskurilla, joka oli
0,65-prosenttinen NP-40:n (detergentti), 10-millimolaari-
nen Tris:n (pH 8,0), l-millimolaarinen EDTA:n ja 150~mil-~
limolaarinen NaCl:n suhteen. Mittasimme proteiinikongent-
raation kussakin ekstraktissa normalisoidaksemme ndytteet

kussakin m#drityksessi.
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Kun tat-VP16.GF:n konsentraatio oli 50 ug/ml, tok-
sisuus soluille h8iritsi madritystd. Kun konsentraatio oli
10 pg/mi, tat-VP16.Gf-fuusioproteiini sai aikaan lahes
taydellisen repression VPl6-riippuvaisessa CAT-ekspresg-
siossa, niin ettd havaittavaa solukuoclemaa ei ollut ja
kontrolleissa oli noin 30~prosenttinen ei~VP1l6~riippuvai-
sen CAT-ekspression repressio. Niinpd havaitsimme VP16~
riippuvaisen transaktivaation spesifisen repression sen
lis&ksi ettd vihemméssd miirin esiintyi epé#spesifists rep-
ressiota.

Esimerkki 17

Kuljetuspolypeptidi—nna*konjugaatit

DNA:han sitoutuvan transkriptiofaktorin aikaansaama
transkription aktivaatio voidaan estdd tuomalla soluihin
DNA, jossa on sitoutumiskohta kyseiselle transkriptiofak-
torille. Tuotu DNA sitoo transkriptiofaktorin ja siitd
tulee kyvytdn sitoutumaan promoottorikohtaan, jossa se
normaalisti toimii. Tats strategiaa on k#ytetty inhiboi-
maan NF-XB:n ailkaansaama transkription aktivoituminen
(Bielinska ym., "Regulation of Gene Expression with
Double~Stranded Phosphorothioate Oligonucleotides", Scien-
ce, vol. 250, s. 997 -~ 1000 (1990)). Bielinska ym. havait-
sivat annosriippuvaisen inhibition, kun soluviljelyelatus-
aineeseen pantiin kaksijuosteista DNA:+ta. Konjugoimme kul-
jetuspolypeptidi tat37-72:n kaksijuosteiseen DNA-molekyy-
liin, jotta saisimme madritetyksi tehostaisiko sellainen
konjugaatio inhibitiota lis#&m&1l8 DNA:n ottoa solun si-
sd8n.,

Ostimme neljd halutulla tavalla syntetisoitua 39~
meeristid fosforitioaattioligonukleotidia, joille oli an-
nettu nimiksi NF1, NF2, NF3 ja NF4, ja joilla oli vastaa-
vasti nukleotidisekvenssit SEQ ID nro 43, SEQ ID nro 44,
SEQ ID nro 45 ja SEQ ID nro 46. NF1 ja NF2 muodostavat
dupleksin, joka vastaa villityyppistsd NF-xB:n sitoutumis-
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kohtaa. NF3 ja NF4 muodostavat dupleksin, joka vastaa mi-
tatoitunutta NF-xB:n sitoutumiskohtaa. -

Liuvotimme NFl:n ja NF3:n veteen noin 4 mg/ml:n kon-
sentraatioon. Sitten panimme 800 pg NFl:ta ja NF3:a erik-
seen 400 pl:aan puskuria, joka oli 50-millimolaarinen tri-
etanoliamiinin (pH 8,2), 50-millimolaarinen NaCl:n ja 10-
millimolaarinen Trautin reagenssin suhteen. Annoimme reak-
tion edetd 50 minuuttia huoneenld8mpétilassa. Pysdytimme
reaktion geelisuodatuksella PEDG-pylvidsss {BicRad,
Richmond, CA), joka oli tasapainotettu 50~millimolaarisel-
la HEPES-puskurilla (pH 6,0), joka oli 50-millimolaarinen
NaCl:n suhteen, jotta saisimme poistettua ylimadrdisen
Trautin reagenssin. Monitoroimme 260 nm:n absorbanssia
tunnistaaksemme oligonukleotidin sis&éltivat fraktiot. Mei-
dédn oligonukleotidisaantomme oli noin 75 %. Sitten hybri-
disoimme Trautilla muokatun NFl:n NF2:n kanssa (loppukon-
sentraatio 0,55 mg/ml) ja hybridisoimme Trautilla muckatun
NF3:n NF4:n kanssa (loppukonsentraatio 0,50 mg/ml). Lopuk-
si annoimme 0,4 mg:n kutakin Trautilla muckattua DNA:ta
reagoida 0,6 mg:n kanssa tat-37-BMH:ta (valmistettu esi-
merkissd 9 edelld kuvatulla tavalla), 100-millimolaarises-
sa HEPES-puskurissa (1 ml, pH 7,5), 60 minuutin ajan huo-
neenlédmpétilassa. Monitoroimme silloitusreaktion etenemis~
ta polyakryyliamidigeelielektrofcreesilla, jota Bseurasi
geelin viarjdys etidiumbromidilla. Yleensi havaitsimme,
ettd noin 50 % DNA:sta modifioituu ndissi olosuhteissa.

Nam& kaksijuosteiset DNA-molekyylit testattiin
oleellisesti Bielinskan ym. (edelld) menetelmien mukaiseg-
ti, tat-sidoksella tai ilman, silmalla pit&en NF-xB:n
transkription aktivaatiota. Tat-liitos tehosti merkittid-
vasti NF-xB:n ailkaansaamaa transaktivaatiota.

Tdssa kuvatuilla menetelmills valmistetuista rekom-
binantti-DNA-sekvensseistd on esimerkkina viljelmd, joka
on talletettu American Type Culture Collection -talletus-
laitokseen, Rockville, Maryland. Escherichia coli -viljel-
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m&, jolle on annettu nimeksi pJIB106, talletettiin 28. hei-
nakuuta 1993 ja sille annettiin ATCC~talletusnumero 69368.
Vaikka oclemme kuvanneet lukuisia taman keksimmbdn
suoritusmuotoja, on ilmeistd etts meid&n peruskonstruk-
5 tioitamme voidean muuttaa siten, ettd tarjotaan muita suo-
ritusmuotoja, jotka kayttavat hyvaksi témé&n keksinndn mu-
kaizia menetelmis ja tuotteita. Niinpa ymmdrret8dn, ettd
tamén keksinndn suojapiirin masrittivat liitteend olevat
patenttivaatimukset pikemminkin kuin spegifiset suoritus~

10 muodot, jotka on esitetty esimerkinomaisesti.
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TITLE OF INVENTION: TAT-DERIVED TRANSPORT POLYPEPTIDES
NUMBER OF SEQUENCES: 63

CORRESPONDENCE ADDRESS:
{A) ADDRESSEE: FISH & NEAVE ..
{B} STREET: 1251 Avenue of the Americas
{€) CITY: New York
{D} STATE: New York
(E} COUNTRY: USAH
{F) ZIP: 10020

COMPUTER READABLE FORM:
{A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
{B) COMPUTER: IBM PC compatible
{C) OPERATING SYSTEM: PC-~DOS/MS-DOS
{D)} SOFTHWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25

CURRENT APPLICATION DATA:
(A} APPLICATION NUMBER:
{B) FILING DATE:

{C) CLASSIFICATION:

PRIOR APPLICATION DATA:
{R) APPLICATION NUMBER: US D7/934,375
(B) FILING DATE: 21-AUG-1%92

ATTORNEY /AGENT INFORMATION:
{&) NRME: Haley Jr., Jameg F.
(B} REGISTRATION NUMBER: 27,754
{C} REFERENCE/DOCKET NUMBER: Bl70CIP

TELECOMMUNICATION INFORMATION:
{R) TELEPHONE: (212) 596~2000
{B) TELEFAX: (212) 596~9090
{C)} TELEX: 14~8367

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NG;1l:

(i)

(i)

SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 86 amino acids
{B} TYPE: amino acid
{D) TOPOLOGY: linear

MOLECHULE TYPE: protein
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{vi) ORIGINAL SOURCE:
{A} DORGANISM: human immunodeficiency virus
{(B) STRAIN: type 1
(xi) SEQUERCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1:
Het Glu Pro Val Asp Pro Arg Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser
1 5 10 15

Gln Pro Lys Thr Ala Cys Thr Asn Cys Tyr Cys Lys Lys Cys Cys Phe
20 25 30

Hig Cys Gln Val Cys Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly
' 35 . 40 45

Arg Lys Lys Arg Arg Glo Arg Arg Arg Pro Pro Gln Gly Ser Glm Thr
. 5O 55 60

His Gln Val Ser Leu Ser Lye Gln Pro Thr Ser Gln Ser Arg Gly Asp
&k 70 ) 75 80

Pro Thr Gly Pro Lys Glu
B85
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2:
{i} SEQUENCE CHARACTERISTIOS:
(&) LENCTH: 36 amino acids
{B) TYPE: amino acid

{D} TOPQLOGY: linear

{il) MOLECULE TYPE: peptide

{xi}) BEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID ND:2:
Cys Phe Ile Thr Lys Rla Leu Gly Ile Ser Tyr Gly Arg Lys Lys Arg
1 5 1o 15

Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln Gly Ser Glm Thr His Gln val Ser
.20 285 30

Leu BSer Lvs Gln
35

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:
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{i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 22 amino acids
{B} TYPE: aming acid
{D} TOPOLOGY: linsar

{ii} MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID N&:3:

Cysa Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly Arg Lys Lys Arg
1 5 10 15

Arg Gln Arg Arg Arg Pro
20

{2) INFURMATION FOR SEQ ID NO:4:
{i} SEQUENCE CHARACTERISTIOS:
(B} LENGTH: 24 amino acids
{B} TYPE: amino acid
{D} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:4:
Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly Arg Lys Lys hArg Arg
1 5 10 15
Gln Arg Arg Arg Pro Gly Gly Cys
20
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:&:

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

{A) LENGTH: 15 amino acids

{8) TYPE: amino acid

(D} TOPOLOGY: linear
(ii} MOLECULE TYPE: peptide

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5:

Cys Gly Gly Tyr Gly Arg Lys Lys arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro
1 5 10 15

{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:6:
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{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 15 amino acids
(B} TYPE: amine acid
(D} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:b:

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Gly Gly Cys
1 5 10 is

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NOD:7:
{i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 56 amino acids
{B} TYPE: amino acid
{D} TOPOLOGY: linear

(i1} MOLECULE TYPE: peptide

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7:
Met Glu Pro Val Asp Pro Arg Leu Glu Pro Trp Lys Hig Pro Gly Ser
1 : 5 10 15

Gln Pro Lys Thr Ala Phe Ile Thr Lys Rla Leun Gly Ile Ser Tyr Gly
20 25 30

Arg Lys Lys Arg Ary Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln Gly Ser Gln Thr
35 40 45

His Gln Val Ser Leu Ser Lys Gln
50 55
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:8:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGIH: 39 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
[C) STRANDEDNESS: =mingle
{D) TOPOLOGY: lingar

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{xi) BEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:H:
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GATCCCAGAC CCACCAGETT TCTLTGTCGS CCCOTTAAG

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:9:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

linear

(A) LENGTH: 39 bame pairs
(B} TYPE: nucleic acid
{C} STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY:

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xL}) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:9: .

ARTICTTARG GGUCCGACAG AGRAACCTGS TGGOTCTGS

{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:10:

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

circular

{A) LENGTH: 5098 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: double
(D) TOPOLOGY:

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID RO:10:

TTGRAGACGA

GGTTICTTAG

ATTTTTCTAR

TCAATAATAT

AAGGECCTCE

ACGTCAGETG

ATACATTCAA

TGARAARGGA

TGATACGCCT

GCACTTTTCG

ATATGTATCC

AGAGTATGAG

CITITITYGCG

RGATGOTGAA

TAAGATCCTT

TCTGCTATGT

CATACACTAT

GGATGGCATG

GGCCARCTTA

CATGGGGGAT

GCATTTTGCD

GATCAGTTGE

GAGAGTTTTC

GGCGUGGTAT

TCTCAGAATG

ACAGTARGAG

CTTCTGACAR

CATGTARCTC

LALLTGTETT

GTGCACGAGT

GCCCCGAAGA

TATCCCGTGT

ACTIGGTTIGA

BRATTATGCAG

CGATCGGAGS

GCCTTGATEG

ATTTTTATAG
GGGARATGTG
GCTCATGAGA
TATTCRACAT
TGCTCACCCA
GGGTTACATC
ACGTTTTCCA
TGACGCCGGE
GTACTCACCA
TGCTGCCATA
ACCGAAGGAG

TTGGGAACCS

GTTARTGTCA

CGLGGARCCT

CAATABCCCT

TTCCETGTCG

CAARCGCTGE

GAACTGGATC

ATGATGAGCA

CAAGAGCAAC

GTCACAGRAA

ACCATGAGTG

CTARLCCELTT

GAGCTGARTG

TGATARTAAT
CTATTTGITT
GATAAATGCT
éccrrnrrcc
TGAAAGTAAR
TCAACAGCGG
CTTTTARAGT
TCCETCECCE
AGCATCTTAC
ATAACACTGC

TITTGCACAA

AAGCCATACC

ag

38

60

120

180

240

300

360

420

480

540

£00

660




AARACGACGAG
AACTCGOGAR
TARAGTTGCA
ATCTGGAGCE
GCOCTCCCET
TAGRCAGATC
TTACTCATAY
GAAGATCCTT
AGCETCAGAC
AATCTGOTGE
AGAGCTACCH
TETCCITOTA
ATACCTCGCT
TACCGGETTG
GEETTCOTGE
GCGTGAGCAT
AAGCEGCAGE
TCTTTATAGT
GTCAGGGRGE
CTTTTBCTES
CCGTATTACC
CGAGTCAGTG
GTGCGGTATT
TAGTTAAGCC
ACCoseCans
GACAAGCTGT
ARCGCCCGAG

CTGCCTETTC

CGTGACACCA
CTACTTACTC
GGACCACTTC
GGTGAGCETG
ATCGTAGTTA
GCTGAGATAG
ATACTTTAGA
TTTCATAATC
CCOGTAGARR
TTGCAARRCAR
ACTCTTTTTC
GTGTAGECGT
CTGCTAATCE
GACTCAAGAC
ACACAGCCCA
TGAGAARGEG
CTCGGAACAG
CCTGTCGGET
CGGAGCCTAT
CoTTTTGLTE
GCCTTTGAGT
AGCGAGGAAG
TCACACCGCA
AGTATACACT
ACCCGOTGAC
GACCGTCTCC
GCAGCTGCGS

RTCCGCGTCC

CGATGCCTGC
TAGCTTCCCG
TGCECTCCET
GCTCTCGCEE
TCTACACGAC
GTGCCTCACT
TTGATTTARA
TCATGACCAA
AGATCARAGS
ARBAACCACC
CGARGGTAAC
AGTTAGGCCA
TGTTACCAGT
GRTAGTTACC
GCTTGGAGEE
CCACGOTTCC
GAGAGCGCAC
TTCGCCACET
GGRARARCGT
ACATGTTCTYT
GAGCTGATAC
CGGAAGAGCS
TATATGGTGE
CCGLTATCGC
GCGCCOTGAC
GGGAGCTGCA
TARRGCTCAT

RGCTCGTTGA
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AGCAATGGCA
GCAACAATTA
CCTTCCEEOT
TATCATIGCA
GGGGAGTCAG
GATTARGCAT
ACTICATTIT

ARTCOCTTAR

ACARCGTTGC
RTBGA;TGGA
GGCTGGTTTIA
GCACTGGRGE
GCARCTATGGE
TGCTRACTGT
TAARTTTARAR

CGTGAGTITT

ATCTTCTTGR
GCTACCRGCG
TGECTTCAGC
CCACTTCAAG
elelayyclasidelale;
GGATAAGGCG
ARCGACCTAC
CGRAGGGAGH
GAGGGAGCTT
CTGACTIGAG
CAGCRALGEGE
TCOTGCGTTA
CECICseoee
CCTGATGCGE
ACTCTCAGTA
TACGTGACTG
GGGCTTGTCT
TCTGTCAGARG
CAGRGTGEETC

GITTCTCCAG

GATCCTTITY

CTGETTTETY

AGAGCGCAGA

AACTCIGTAG

AGTGGCGATA

CAGCGOTCGG

ACCGAACTGA

AAGGCGGACA

CCAGGGGGRA

CGTCGATTTT

GCAAACTATT
TGGAGGCGGA
TTGCTGATAA
CAGATGGTAR
ATGAACGAAA
CAGACCAAGT
GGATCTAGGT
CETTCCACTS
TTCTECGEST
TGCCGCATCA
TACCARATAC
CACCGCCTAC
AGTCGTGTCT
GCTGRARCGGE
GATACCTACA
GETATCCRET
ACGCCTEETA

TGTGATGCTC

GCCTTITTAC

TCCCCTGATT

AGCCGRACGA

TATTTTCTICC

CAATCTGCTC

GGTCATCGCT

GLTCCCGOCA

GTTTTCACCG

GTGAAGCGAT

AAGCGTTAAT

GOTTCCTGGC
CTGTGGRTAR
CCGAGCBCRG
TTACGCATCT
TGATGCCGCA
[cineinlniniale)-Vol
TCCGRTTACA
TCATCACCGR
TCRACAGATGT

CTCTCGETTE

780
B4O
500
960
1020
1080
.1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
‘1680
1740
1800
1860
1820
1980
_2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400




TGATARRGCG
TAARGGGGGAR
GATACGGRTT
GGCCGTATGE
TAATACAGAT
CATAATGGTG
GRACCATTCAT
CICGCETATE
CCTCAACGAD
GCGCLCECaTS
TIGCGCATTC
GTTAGCGABG
CGUAACGLRE
CATGTGCTCG
AGGCTGGTAA
CTGGACARGCA
ATGGGGANCG
GCCGCCATGE
ACCAAGGLTT
croGCeLTRS
CCTACGAGTT
GCCCACCGGR
TIATGCGALT
GCCGCARGGA
GCCACCATAC
CCATCGGRTGA
GCCACGATGC

CTATAGGGAG

GGCCATGTTA

TTICTGTTCA

ACTGATGATE

ATGCEGLBGG

GTAGGTGTTC

CASGGCGCTG

GTTGTTGCTC

GGTGATTCAT
AGGAGCACGA
CGGCTCCTEG
ACAGTTCTCS
TGCCECCEET
GGAGGCAGAC
CCGRGEOGET
GAGCCGCGAG
TGGCCTGCAR
CCATCCAGCS
CGRCGATAAT
GAGCGAGGGC
AGCGAARGCS
GCATGATAAA
AGGAGCTGAC
CCTGCATTAG
ATCGTGCATG
CCACGOCGAR
TGTCGGCGAT
GTCCGGCETA

ACCACAACGE

AGGGCGGTTT
TGGGGGTAAT
ARCATGCCOE
ACCAGAGRAA
CACAGGGTAG
ACTTCCGCGT
AGGTCGCAGA
TCTGCTAACE
TCATGCGCAC
AGATGGCGGA
GCRAGAATTG
TTCCATTCAG
ARGGTATAGG
ATAAATCGCD
CGATCCTTGA
CGCGGGCATE
TCGCGTRGCE
GGCCTGCTTE
CTGCAAGATT
STCCTCRCCE
GAAGACAGTC
TGGGTTGAAG
GRAGCAGCCC
CARGGAGATG
ACRAGCGCTC
ATAGGCGCCA
GAGGATCGAC

TTTCCCTCTA

88

TTTCCTETIT
GATACCGATG
GTTACTGGAA
BATCACTCAG
CCACCAGCAT
TTCCAGRCTT
CGTTTTECAG
AGTAAGCCAR
CCGTGRCOAG
CGCEGATGGAT
ATTGGCTCCA
CTCGAGGTEG
GCGGCGCOTA
GTGACGATCA
AGCTIGTCCOT
CCEATGLRGC
AXCGCCAGCA
TCGCCHERARS
QCGRATACCE
ABRATGACCC

ATAAGTGCCE

GCTCTCAAGE

AGTAGTAGGT

GCGUCCAACR

ATGAGTOUGA

GCRACCGCAC

ATCTCGATCC

GAAATARTTT

GGTCACTTGA

BARCGAGAGA

CGTTGTGAGE
GOTCAATGOC
CCTGCGATGE
TACGARRCAD
CAGCAGTCGC
CECCGCCAGT
GACCCRACGE
ATGTTCTIGCC
ATTCTTGGAG
CLCEEOTOCA
CAATCCATGE
GCGETCRAGT
GATGGTCGTC
CGGARGCGAG
AGACGTAGCC
CTTTEETERC
CAAGCOGACAG
AGAGCGCTGC
CGACGATAGT
GCATCGGTCG
TGAGGCOLTT
GTCCCOCRED
AGTGGCGAGE
CTCTGGCGOR
CGCGAARTTA

TETTTAACTT

TGCCTOCGTE
GGATGCTCAL
GTAAACAACT
AGCGCTTCGT
AGATCCGGAR
GGAAACCGRAA
TTCACGTTCG
CTAGLCEGET
TGCCCGAGAT
ARGGGTTGGET
TGETGRATCC
TGCACCCCGA
CAACCCGTTC
GATCGAAGTT
ATCTACCTIGC
AAGAATCATA
CAGCEGRGTCE
GGGACCAGTG
GCCGATCRATC
CEGCRACCTOT
CATGCCDRGE
ACGUTCOTCOC
GAGCACCGCC
CACGGGGLCT
CCGATCTTCC
GGTGATGCCG
ATACGACTCA

TAAGAAGGAG

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540

3600

3660
3720
3780
3s40
33040
3960
4020

4080




ATATACATAT

CGARAACCGC

TCATCACCARN

CGTUCGOAGGG

CCCTECTGGR

GCTTCAGCAC

ARCTGGAGGA

AAARGCRTCGT

GTTTCTATAT

ACGCACGLGE

TGCCGGGOTT

ARCGGUTGAT

AAGGLGEGTG

CCTCGGLGAT

CCGACAAGGA

CCCGCGAGGA

CTCGGEGCCT

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:11:

GGRACCGETC
GTGCACCARC
AGCCCTAGGT
ATCCCAGACCT
GCGCAACDTAT
CCGCGROROG
GCGCGRCTAT
CTTCEELEEE
CGCCGGCG%T
CCGGATCCGE
CTRCCGCACC
COGCCATCCE
CCTGGAGACT
CCCCACCGAC
ACAGGCGATC
CCTGARGTRA

GGUCATACAT

GACCCGCETC

TGCTACTGCA

ATCTCTTACS

89

TGGARCCATGE GAAACACCCC
ARARATGCTG CTTCCACTGC

GCCGTAAAAR ACGTCGTCAG

CACCAGGTTT

CCCACTGGRG

CAGAACTGGA

GTCTTCRTCG

eunelaitinelolele

CCGRLECTEa

ARCGETECOCC

AGCCTGACCT

CTGCoseTon

ATTCTCGGLOT

CCECGTAACT

AGCGCoUTGE

CICCCOBCGAT

CAGGTTTTCC

CTCTGTCGGE CCCGSUGBAD
CGGAGTTCCT CGGCGACGRE
CGCTEEAGCE GCTGCTCCAG
GCTACCACGG CACCTTCCTC
GCAGCCAGGA CCTCGACGCG
CCTACGGETA CGCCCAGGAC
TGCTGCERET CTATGTGCCR
rcsccscséc GEAGGLGGEG
GCCTGGACGE CATCACCEGE
GGLOGUTGGT COAGOROALD
TCGGLGGLGA CCTCGACCCS
CGGACTACGC CAGCUAGCCS
CGGCLUGGOTC COTTOGCAGS

TGATGCCAGT CCAARTCGAAT

{i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

{A) LENGTH: 4910 base pairs
{B} TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: double
(B} TOPOLOGY: circular

(ii) MOLECULE TYPE: DNA ({genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:ll:

TTGAAGRCGA ARGGGCCTCG TGATACGCLT ATTTTTATAG GTTARTGTCA

GGITTCTTAG ACGTCAGBTE GCACTTTTCS GGGRAATGTG CGCEGAACCE

ATTITTTCTAR ATACATTCAA ATATGTATCC GCTCATGAGA CAATRACCCT

TCAATARTAT TGAARMRAGGA AGAGTATGAG TATTCAACAT TTCCCTETCS

GGGETCCCAGT
CRGGTTTGCT
CGACGTCGTC
AGCEECGACE
GGCGACGTCA
GCGCACCG&C
GRAGCGGCEC
ATCTGRCGCG
CAGGANCCCG
CGCTCGAGCC
GGCGAGETCG
CCCGAGCRGE
GIGGTGATTC
TCCAGCATCC
GGCAARCCGT
AGRCGECCTY

ATGARTTC

TGATAATAAT
CTATTTCTTT
GATARRTGCT

CCCTTATTCS

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4980

5040

5098

650

120

180

240




CTITTTTTGCG

AGATGCTGAR

GCATTTTGCC

GATCAGTTRG

TICCTGTTIT

GTGCACGAGT

TAAGATCOTT
TCTGCTATGT
CATACACTAT
GGATGGCATG
GGCCAACTTA
CATGGGUGAT
AAARCGACGAG
BACTGGLGAR
TARAGTTGCA
ATCTGGAGCC
GCCoTCCCET
TAGACAGATC
TTACTCATAT
GAAGATCCTT
AGCGTCAGAC
ARATCTGEOTGC
AGAGCTACCA
TETCCTTETA
ATACCTOGOT
TACCGGETTE
GGGETTCATGC
GCGTGAGCAT
AAGCGGLAGS
TCTTTATAGT

GTCAGGGEGRE

GAGAGTYTTC
GOCECGETAT
TCTCAGAATG
ACAGTAAGAG
CTTCTGALAR
CATGTARACTC
CGTGACACCA
CTACTTACTC
GGACCACTTC
GGTGAGCETC
ATCGTAGTTA
GCTGAGATAG
ATACTTTAGA
TTTGATARTC
CCOCTAGRAAR
TTGCARACAA
ACTCTTTTITC
GTGTAGCCET
CTGCCTAATCC
GACTCARGAC
ACACAGCCCA
TGAGAAAGCE
GTCGGARCAG
CCTETCEGEET

CGEAGCCTAT

CTTTTGCTGE

CCTTTTGCTC

SCCCTGAAGA
TATCCCGTCT
ACTTGETTGA
AATTATGUAG
CGATCGGAGS
GCCTTGATCG
CEATGCCTGT
TAGLTTCCCG
TRCGCTCGET
GGTCTCGEGS
TCTACACGAC
GTGCCTCART
TTGATTTAAA
TCATEACCRA
AGATCAARGG
ARARACCACER
CGRAGGTAAC
AGTTAGGCCA
TGTTACCAGT
GATAGTTACC
GCITGGAGCG
CCARGRTTCC
GAGAGCGCAC
TTCGCCALCT
GGARRAACGC

ACATGTTCTT

90

TCOTCACCOA
GGETTACATC
ACGTTTTCOA
TGACCCLGGE
GTACTCACCA
TGCTROCATA
ACCGAAGGAG
TTGGGARCCS
AGCARTGGCA
GCAACAATTA
CCTTCCRGOT
TRTCATTSCA
GGGGAGTCAG
GATTAAGCAT
ACTTCATTTT

AATCCCTTAR

GARACGCTGER
GAACTGGATC
ATCGATCAGCA
CAAGAGCAAC
GTCACAGAAA
ACCATGAGTG
CTAACCGCTT
GAGCTGARTG
ACRACGTTGE
ATAGACTGGA
GCCTGGTTTA
GCACTERGGE
GCARCTATGG
TGGTAACTGT
TAATTTAARR

CCTGAGTTTT

ATCTTCTTEA

GCTACCAGCG

TGGCTTCAGC

CCACTTCRAG

GGCIGCTIGRC

GGATAAGGCG

ARCGRUCTAC

CGRAGGGAGA

GAGGGAGCTT

CTGACTTGAG

CAGCAACGCG

TCCIGCGTTR

GATCCTYTTT

GTGCTTTIGTY

AGAGCGCAGA

ARCTCTGTAG

AGTGGCGATA

CRGCGGTCEG

ACCGAACTGA

AAGGCEGACA

CCRGGGGGAA

CCTCCATTTT

GCCTTTTIAC

TCCCCTGATY

TCAAAGTARN
TCAACAGCGG
CTTTTARAGT
TCGETLGCCE
AGCATCTTAC

ATARCACTGC

TTTTGCACAR

ARGCCATACC
GCAARCTATT
TEGAGGCGGA
TTGCTGATAR
CAGATGGTAN
ATGAACGAAR
CAGACCRAGT
GGATCTAGGET
CGTTCCACTG
TTCIGCGLET
TGCCGEATCR
TACCARATAC
CACCGCUTAC
AGTCCTIGTCT
GCTGAACGGG
GATACCTACA
GGTATCCGGT
ACGCCTGETA
TETGATGCTC
GGTTCCTGGC

CTGTGGATAA

300
360
420
180
540
8Q0
660
720
780
840
500

960

1080
1140
‘1200
1260
1320
1380
1440

1500

1560

18520

16880

1740

1800

1880

1820

..............




CCGTATTACT

CGAGTCAGTG

GTGCGGTATT

TAGTTARGCC

ADCCCOCRAD

CRACANGCTGT

ARCGCGOGAG

CTGCCIGTTC

TGATARAGCG

TAAGGGEGRA

GATACGGGTT

GGCOETATGE

TAATACAGAT

CATRATGGTG

GACCATTCAT

CTCGCGTATC

CCTCAACGAL

CCGCCECETS

TIGCGCATTE

CTTAGCGAGG

CGCAACGCRG

CATCIGCTCG

AGGCTGGTAR

CIGGACACGCA

ATGGGGRAGE

GCRGCCATGE

ACGARGGCTT

GTCRCELTCC

GCCTTTGAGT
AGCGAGGARG
TCACACCGCA
AGTATACACT
ACCCGCTGAC
GACCGTCTCC
GCAGCTGCGE
ATCCGCGTOC
GRCOATGTTA
TTTCTGTTCA
ACTGATGATG
ATGCGGOREE
GTAGGTETTC
CAGGGCGCTG
GTTETTECTC
GGTGATTCAT
AGGAGCACGA
CGGCTGOTEE
ACAGTTOTCC
TECOGCEEET
GGAGGOAGAL
CCGREGLRGT
GAGCCGCGAR
TGGCCTGCRA
CCATCCAGCE
CGGCGATAAT
GAGCGAGGGC

AGCGRAARGCG

GAGCTGATAC

CoGAAGAGCG

TATATGCTGC

CCECTATCGT

GCGCCOTGAC
SGGAGCTECA
TAAAGCTCAT
AGCTCGTTEA
AGGGCGETTT
TGGGGGTAAT
BACATGCOCG
ACCAGAGARA
CACAGGGTAG
ACTTCOGCGT
AGGTCGCAGA
TCTGCTAACT
TCATGCGCAC
AGATGGCGGA
GCRAGAATTG
TTYCCATTCAG
BAGGTATAGG
ATARATOGCC
COATCOTTGA

CRCGGECATC

TCEGCGTCGOG

GGCCTRCTTE

GITGCRAGATT

GICCTRGLCG
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cocTeaeese
CCTGATGCGG
ACTCTCAGTA
TACGTGACTG

GCGCTTETCT

AGCCGAACGA
TETTT?CTCC
CRATCTGCTC
GGTCATGGLT

GCTCROGGLA

TCTGTCAGAG
CAGCETEGTC
GTTTCTCOAG
TTTCCTETTT
GATACCGATG
GTTACTGGAY
BATCACTCAG
CCAGCAGOAT

TTCCAGRCTT

CETTTTGCAG

AGTAAGGCAR

CCOTGGLCAG

CGCGATGGAT

ATTGGCTCOA

GTCGAGGTGG

GCGECGOCTA

GTGACGATCA

AGCTGTICCCT

CCGATGRCGE

ARCGCCAGCA

TCGCCGARAD

CCGAATACCG

AABATGACCC

GTTITCACCE

GIGAAGCGAT

AAGCGTTAAT

GGTCACTTGA

AXARCGAGAGA

CGTTGTGAGH

GGTCAATGCC

CCTGLGATRC

TACGARRCAC

CAGCAGTCGC

CCCCECTAGe

GACCCAACGE

ATGTTCTGCC

ATICTTGGAG

CCCBECTCCA

CRATCCATGC

GCGGTCCAGT

GATGETCGTE

CGGARGCGAG

AGACGTAGCC

GITTGGTGGC

CAAGCGACAG

AGAGCGCTGC

CCGAGCGORG
TTACGCATCT
TGATGCCGCA
GOGCCORGAC
TCCGCTTACA
rcnrcnccc#
TCACAGATGT
GTCIGGECTTC
TERCTCCETE
GGATGCTCAC
GTARACRACT
AGCGOTTCGT
AGATCCGGAR
GGAAACCGRA
TTCACGTTCG
CTAGCCGGET
TGCCCGAGAT
ARGGGTTCGT
TGGTGRAATCT
TGCACCGCSA
CARCCCGTTC
GATCGARGTT
ATCTACCTGE
AAGRATCATA
CAGCGLGTCS
GGGACCAGTS
GCOGATCATC

CGGCACCTET

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780

2820

" 2880

2940
3oao
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540

3600




CCTACGAGTT

GCCCACCGGA

TTATGCGACT

GOCGTARGEA

GCCACCATAC

CCATCGETGA

GCCACGATGC

CTATAGGGAG

ATATATRIGG

GAGUGCARCT

ACCCGCRECA

GAGCECGECT

GCATGATAMR

AGGAGCTGAR

CCTGCATTAG

ATGGTGCATG

CCACGCCGAR

TGTCGGCGAT

GTCCCGCGTA

ACCACAACGEG

GAAGACAGTLC

TGGGTTGARG

GAAGOAGCCC

CARGGAGATG

ACARGCGCTC

ATAGGLGCTA

GAGGATCGOAC

TTTCCCTCTA

92

ATAAGTGCGG
GCTCTCARGS
AGTABTAGGT
GCGCCCRARCA
ATGAGCCOGH
GCARCCECAC
ATCTCGATCC

GAARTAATTT

ARCLCEETCRT

ATCCCACTGG

CGCAGRACTG

ATGTGTICGT

GTLTTOGGLE

ATCGCCGGEG

GGCCGEATCC

TTCTACCGCA

ATCGGLCATC

CGCCTGGAGA

ATCCCCACCG

GRACAGBUGA

GACCTGAAGT

CIGGCCATAL

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:13:

GGGTGCGCGC
ATCLOGGCGCT
GCRACGGTGC
CCAGCCTGAC
CaCTERCGLT
CCATTCTCGE
ACCCGOGCAR
TCAGLGLCCT
ARCTGCLGCG

ATCARGETTTT

TTCTCTETOG

CGCGGAGTTC

GRCGGTGGAG

CGGCTACCAL

GCGCAGCCAG

GGCCTACGGT

CCTGETGOGE

CCTGERCEEE

GCGCCTERAL

CTGGLCGCTG

CCTCBGOGEC

GCCGHACTAC

ACCCECLGGT

CCTGATGCCA

GGLCCGBCGEG
CICCECEGACE
CGRRTECTCL
GGCACCTTCC
GACCTCGACG
TACGCCCAGS
GTCTATGTGC
CCGGAGGCGE
GCCATCACCE
GCCGAGCGCA
GACQTCGARLCE
GUCAGCCAGC
TCCCTTCGCA

GCCCRAATCGA

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(B} TYPE:
(C) STRANDEDNESS:
(D) TOPOLOGY:

linear

(A) LENGTH: 29 base pairs
nucleic acid
single

(ii} HMOLECULE TYPE: DNA (genomic)

CGAUGATAGT
GCATCGGTCG
TEAGGCCGETT
GTRCCCCEGC
ACTGGCGAGC
CIGTREosee

CGCGARATTA

TETTTRACTT-

ACAGCGGCGA
GCGGCGACGET
AGGCGCACCS
TCGARGCGEE
CGATCTGGCE
ACCAGGAACC
CGLECTEGAG
CGGGCGAGET
GCCCCGAGGR
CCGTGGTGAT
CGTCCAGCAT
CCGBCARACE
GGAGCCRECE

ATATGARTTC

CATGCOROGC

ACGCTCTCCC

GAGCACCGCL

CACGGEEOoLT

CCGATCTTICT

COTGATGCCG

ATACGACTCA

TARGAAGGAG

LGeCCIGCTC

CAGCTTLAGE

CCARCTGGAG

GCABAGCATC

CGGTTTCIAT

CGACGLACGC

CCTGCCGREE

CGARACGGLTG

GGARAGCCGGEG

TCCCTCEGLG

CCCOGACARG

GCCGCGCGAG

TTCTCGEGEE

3660

3720

3780

3840

3500

3980

4020
4080
4140
4200
4360
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4510




{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:12:

TATGGARCCG GTCGTITCIC TGTCGEGERD

(2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:13:

93

{i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

{B} TYPE:

{A} LENGTH: 23 base pairs
nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
{D) TOPOLOGY: linsar

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:13:

CGACAGAGAA ACGACCGGTT CCA

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:14:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

cirgcular

{A) LENGTH: 4877 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C} STRANDEDNESS: double
{D) TOPOLOGY:

(ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1d:

TTCTTGAAGA
ARTGGTTTCT
TTTATTTITC
GCTTCARTAR
TCCCTTITTT
ARARGATGCT
CGGTARGATS
AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGEATGEAC

TGLGGCCARC

CGAARGGGCC
TAGACGTCAG
TAARBRTRCATT

TATTGARAAA

TCGTGATACG

GEGGCACTTT

CAARTATGTA

GGAAGAGTAT

GCGGCATTTT

GARGATCRAGT

CTTGAGAGTT

TGTGGCECGE

TATTCTCAGA

ATGACAGTAR

TTACTTCIGA

Ll LTCCTGRT

TGGGTGCACE

TTCGCCOCGR

TATTATCCCG

ATGACTTGGT

GAGAATTATG

CAACGATCGG

CCTRTTTTTA

TCGGGCARAT

TCCGCTCATC

GAGTATTCAA

TTTITGCTCAC

AGTGGGTTAC

AGARCGTTTT

TCTTGACGCE

TGAGTACTCA

CAGTGLCTCEC

AGGACCGAAG

TAGGTTAATG

GTGCGCGGAR

AGACAATARC

CATTTCOGTG

CCAGAARCGE

ATCGAACTGEG

CCRATGATGA

GGGCAAGAGC

CCAGTCACAG

ATARCCATGA

GRGCTAACCG

TCATGATART
CCCCTATITG
CCTGATARRT
TCGCCCTTAT
TGGTGARAGT
ATCTCARCAG
GCACTTTTAA
AACTCGGTCG
AMDAGCATCT
GTGATARACAC

CTTTTTTGCA

60

120

180

240

360

360

420

480

540

600

660




CAACATGGGG
LCCARACGAC
ATTRACTGGC
GGATAARGTT
TARATCTGGA
TARGCCCTCC
ARATAGACAG
AGTTTACTCA
GGTGAAGATC
CTGAGCGTCA
CGTAATCTGC
TCARGAGCTA
TACTGTCOTT
TACATACCTC
TCTTACCGEG
GGGEGGTTCG
ACAGCGTGAG
GGTAAGCGGC
GTATCTTTAT
CTCGTCAGGE
GGCCTTTIGE
TAACCGTATT
CAGCGAGTCA
TCTCTGCGET
GCATAGTTAA
GACTACCCGLD
ACAGACAAGE

CGARRCGCGC

GATCATGTAR
GAGCGTGACA
GAACTACTTA
GCAGGACCAC
GCCGETGAGE
CGTATCGTAG
ATCGCTGAGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TGCTTGCARA
CCAACTCTTT
CTAGTGTAGS
GCTCTGCTAA
TTGGACTCAA
TGCACACAGE
CATTGAGAAR
AGGGTCGGAR
AGTCCTGTCS
GGGCGEAGEE
TGGCCTTTTG
ACCGCCTTTG
GTGAGCGAGS
ATTTCACACS
GCCAGTATAC
AACACCCGCT
TCTGACCETC

GAGGCAGCTG

CTCEEETTCA
CCACGATORR
CTCTAGCTTR
TTCTCLECTE
GTCECTLTCS
TTATCTACAC
TAGGYGCCIC
AGATTGATYTT
ATCTCATGAC
ARRRGATCAR
CARARARACC
TTCCGAAGGT
CGTAGTTAGG
TCCTCTTACE
GACGATAGTT
CCAGCTTCGA
BCGCCACEET
CAGGAGAGCG
GGTTTEGCCA
TATGGRARAR
CTCACATOTT

AGTGAGCTGA

ARGUGGARGA

GCATATATGG
ACTCCGCTAT
GaCGeGeCoT
TCCGGGAGLCT

CGGTARAGET

94

TCETTGGGAA
TGCAGCCAATG
COCGCAACAR

GGLCCTTOLG

COGTATCATT

GACGGGEAGT
ACTGATTAARG
AMAACTTCAT
CAAAATCCCT
AGGATCTTCT
ACCGCTACCA
AACTOGCTTC
CCACCACTTC
AGTGEUTECT
ACCGGATAARG
GCGAACGACC
TCCCGARGES
CACGAGBGAG
CCTCTGACTT
CGCCAGUARS
CTTTECTECG
TACCGOTCOGE
GCGCCTEATG
TGCACTOTCA
CGCTACGTGA
GACGCGETTS
GCATGTGTCA

CATCAGCGTG

CCGGAGCTGEA
GCAACEPCGT
TTAATAGACT
GCTIGECTGET
GCAGCACTEE
CAGGCARCTA
CATTGGTAAL
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT

TGAGATCCTT

ATGRAGCCAT
TCCGCARACT
GGATGGAGGD
TTATTGCTIGA

GGCCAGATEG

TGGATGARCS

TCTCAGACCA

ARRGGATCTA

TTICGTTCCA

TTTTTCTCCS

GCEETGETIT

AGCAGAGCGE

ARGRAACTCTG

GCCAGTGGUS

GCCCABCGET

TACACCGRAC

AGAAAGGCGE

CTTCCAGGEE

GAGCGTOGAT

GCGGRCTTTT

TTATCCCCTG

CGCAGCCGAR

CGETATTTTC

GTACRATCTG

CTGCGTCATG

TCTGCTCCCG

GAGGTTTITCA

GTCGTGARGC

GTTTGCCGGEA
AGATACCAAR
TAGCACCGCC
ATARGTCGTG
CGGGCTGARC
TGAGATACCT
ACAGGTATCC
GARACGCOTG
TTTTCTGATG
TACGGTTOCT
ATTCTGTGCGA
CGACCGAGEG
TCCTTACGCA
CTCTGATGCC
GCTGEGCCCE
GCATCCGCTT
CCGTCATCAC

GATTCACAGA

720
780
B40
200
9§0

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1880
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2340




TGTCTGCCTG

TTCTGATAAR

GTCTAAGGGE

CACGATACGC

ACTGGCEETA

CGTTAATACA

GARACATAATG

GAAGRCCATT

TCGCTOGCET

GGTCCTCARC

GATGCGUCGET

TTCATCCGLS
GLEGGCCATE
GRATTTOTGT
GTTACTGATG
TGGATGCEGE
GATGTAGETS
GTCCAGERCE
CATCTIGTTG
ATCGGTGATT
GACAGGAGCA

GTGCGECTGE

GETTIGLGCA

TCCGITAGCS

CGACGCRACG

TTCCATGTGS

GTTAGGCTGG

TGCCTGGACA

ATAATGGGGA

TCEGGLCGLCA

GTGACGARGG

ATCGETCERBC

TGTCCTACGA

s =uelolalas:Talsd

CCCTTATGCG

GCCRCCGCAR

CCTGrCace)

TCCCCATCGE

CCEGCCACGA

TTCACAGTTC

AGETECCECT

CCGGGAGGCA

TCGCCGAGGER

TAAGAGCRGC

GCATCGCOTG

AGGCCATCCA

TGCCCECGAT

CTTGAGCEAG

TCCAGCGAAA

GTTGCATGAT

GGARGGAGCT

ACTCCTGCAT

GGAATGGTGC

TACCCALGCC

TGATCTLGGT

TCCGTCCGGC

TCCAGCTCGT
TTAAGGGCGG
TCATGGEGET
ATGAACATGC
GGGALCAGAG
TTCCACAGGG
CTGACTTICCE
CICAGGTCGC
CATTCTGCTA
CGATCATGCG
TGGAGATGGT
TCCGCAAGAR
GGRTTCCATT
GACAAGGTAT
GGCATARATC
GAGCGATLCT
CRACGLGGED
GCCTCGLGTC
AATCGCCTGC
GGCGTGCARG
GCGETCLTEG
BAAGAAGACA
GACTGGGTTG
TAGGRAGCAG
ATGCRAACGAG
GARACRAGCG
GATATAGGLG

GTAGAGGATC

85

TGAGTTTCTC

CRGAAGCGTT

g 8 o Akt ity o ) 3
ARTGATACCG
COGGTTACTG
ARRAATCACT
TAGCCAGCAG
CETTTCCAGA
AGACGTTTIO
ACCAGTAAGS
CACCCGTGGE
GGACGCGATS
TIGATTIGGOT
CAGCTCEAGE
AGGETECESE
GCCGTGACEA
TGAAGCTETC
ATCCCGATGE
GCGAACGCCA
TTOTCECCGA
ATTCCGAATA
CCGARRATGA
GTCATAAGTG
AAGGCTCTCR
CCCAGTAGTA
ATGGCGCCCA
CTCATGAGCC
COAGCAACCE

GRGATCTCGA

lL&bGT?ACT
ATGAAACGAG
GAACGTIGTG
CAGGGTCAAY
CATCCTGOGA
CTTTACGAAA
CAGCAGCAGT
CRACCCCGCC
CARGGACCCAA
GATATGTTCT
CCAATTCTTG
TEGCCLEeeT
CTaCAATCOA
TCAGCGETCC
CCTGATGGETC
CGCCGGAAGE
GCARGACGTA
ARCCTTTCGY
CCCCARGCGA
CCCAGAGLGR
CGGCGACGAT
AGGGCATCGRG
GGTTGAGGCE
ACAGTOCCCC
CGAAGTGGEG
CACCTIGTGER

TCCCGOGAAR

AATGTCIGGEC
TGATGCCTTC
AGAGGATGCT
AGGGTARACA
GCCAGCEOTT
chacawc;é
CACGGAARCE
CECTTCACGT
AGCCTAGCEG
COCTGCCCER
GCCAARGGGTT
GAGTGGTEAR
COATGCACEG
TGCCARCCCS
AGTGATCGAA
GTCATETACE
GRGAAGAATC
GCCCAGCGCE
GGCGGGACCA
CAGGCCGATC
TGCCGGCACT
AGTCATGCCC
TCGACCOTCT
GTTGAGCACT
GGOCACGREG
AGCCCGATCT
GCCGGTGATG

TTARTACGAC

2400

2460

25320

2580

2640

2700

2780

2820

2880

25940

3000

3080

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3860

3720

3780

3840

3900

3860

4020




TCACTATAGG

SAGETATACC

AGARCTCAGTG

TAARCTGTAAT

ATGTTTAAGA

GCATTGGACA

TGAATGGCOAR

TACTGGATTT

TGECTELTGD

TGAGGGGTTT

GCCATGATCG

CCARAGRGGT

AGCGCTAGCA

AGGCCCGGCA

AGGATGACGA

AACTGTGATA

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:1S:

CAGACCACAA
ATGGTACCAG
GACAGTGETC
AGTAACACTA
TATAGATTTA
GGACATAATG
CGTGACCART
ATGTCTATAT
CACCGCTGAG
TTTGCTGARA
CGTAGTCGAT
CGGACAGTGC
GCACGCCATA
GTACCEGCAT
TGRGCGLCATT

ARCTACCGCA

CGETITICCT
ACACCGGARA
CAATCCTCRC
CRCCCATAGT
ARBRAGCATTG
TAARRACATAR
ITTTGTCTCR
GRGGATCCGG
CARTAACTAG
GGAGGAACTA
AGTGOCTCCA
TCCGAGARCE
GTCACTGGCG
AACCARGCCT
GTTRGATTTC

TTARAGCTTA

96

CTAGARATAR
CCCCTROCAR
TGCATTTAAC
ACATTTAARA
TACATTGTAT
AAGTGCAATT
AGTTARAATA
CTGCTARCAA
CATARCCOCT
TATCCGGATA
AGTAGCGAAG
GGTGCGCATA
ATCCTETCGG
ATGCCTACAG
ATACACGGTG

TCGATGATAA

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A} LENGTH: 27 base pairs

{(B) TYPE:

nucleic acid
{C} STRANDEDNESS:
{D} TOPOLOGY:

linear

single

{ii) HOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:1S:

CTCCUATGGT ACCAGACACC GGAAARCC

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:L16:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(B)
{B)
{<)
(D}

TYPE:

LENGTH: 27 base pairs
nugleic acid
STRANDEDNESS: single
TOPOLOGY : linear

TTTITGTTTAA
ACCAQT?AGT
AGCTCACACA
GGTGATGCTA
ACTGCAGTGT
GITACACTTA
CCARRRACTA
AGCCCGARAG
TEGCGGCOTCT
TCCACAGGAC
CGAGCAGGAC
GARATTGCAT
ARTGGRCGAT
CATCCAGGGT
CCTGACTGCG

GCCTGTCAAAC

CTTTARGAAG
TETTCCACKG
ARGGACGGAT
ATACTTITARA
COTCTACATG
CATATGATAé
TTACAGTGTC
GAAGCTGAGT
AAACGGGTCT
GCGTGTRETC
TCGGCGGLGE
CARCGCATAT
ATCCCGCARG
GACGGTGCCE
TTAGCAATTT

ATCGAGRA

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920

4977

27
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(1i) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:16:

GGGGGATCCT CATATAGACA TAAATCC ‘27
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:17:
{i1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 4977 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: double
{D) TOPOLOGY: cirgular
{ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(%1} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:17:
TTCTTGARGA CGAAAGGGCR TCGTGATACG COTATTTTTA TAGGTTAATG TCATGATAAT &0
AATGGITTCT TAGACGTCAG GTGGCACTTT TOGGGGARAT GTOCGCGGAR CCCOTATTTS 130
TITATITITC TAAATACATT CAARATATGTA TCCGCTCATG AGACAATAAGD CCTGATAAAT 180
GCTTCARTAR TATTGAARRR GGAAGAGTAT GAGTATTCAA CATTTICCGTG TCOGCOCCTTAT 240
TCCCTTTITIT GUGGCATTTT GCCTTCCTGT TTTTGCTCAC CCAGARACGC TGOTGRAAGT 300
AARAGATGCT GAAGATCAGT ‘TGGGTGCACE AGTCGGTTAC ATCGAACTGS ATCTCAACRG 360
CGGTAAGATC CTTGAGAGTY TTCGCCCCGA AGRACSTITT CCARTGATGA GCACTTTTAX 420
AGTTCTGCTA TGTGGCGCGE TATTATCCCG TETTGACGCC GGGUARGAGC RACTCGGTCG 480
CCGCATACAC TATTCTICAGR ATGACTTSCT TCAGTACTCA CCAGTCACHMG AARAGCATO™ 540
TACGGATGGC ATGACAGTAR GAGAATTATG CAGTGOTGCD ATAACCATGA GTGATALCAC &aa
TGCGGCCARC TTACTTCOTGA CAACGATCOC AGGACCGAAG GACCTRACES CTTTTTTGCA 660
CARCATGGGG GATCATGTAR CTCGCCTTGA TCOTTGGGAR CCGGAGCTCA ATGAAGCCAT T20
ACCABACGAC CAGCGTGACA CCACGATSCC TGCAGCOAATG GCAARCAACGT TGLCGCAAACT 780
ATTAACTGGC GAACTACTTA CTCTAGCTTC CCOGGCAACRA TTAATAGACT GGATGGAGGC 840
GGATAARGTT GCAGGACCAC TTCTGCGCTC GGCOCTTOCE GCTGGCTGEGT TTATTGOTGA 900
TBAATCTGGA GCCGGTGAGT GTOGGGTCTCG COUTATCATT GCAGCACTGG GECCAGATGG 960
TAAGCCCTCC COTATCGTAG TTATCTACAC GACGGGGAGT CAGGCAACTA TGGATGANCG 1020




AAATAGACAG

AGTTTRCTCA

CGTGRAGATC

CTGAGCETCA

CGTAATCTGC

TCARGAGCTA

TACTGTCCTT

TACATACCTC

TCTTACCBGEE

GGGGEETTCS

ACAGCCGIGAR

GGIAAGCGGE

GTATCTTTAT

CTCETCRAGGG

ATCGCTGAGA
TATATACTTIT
CTTTTTGATS
GACCCCGTAG
TGCTTGRARA
CCRACTCTTT
CTAGTGTAGC
GCTCICCTAA
TTGGACTCAR
TGCACACAGS
CATTGAGARR

AGGGTCGGAR

TAGGTGCCTC

AGATTGARTTT

ATCTCATGAC

ARRAGATCAR

CARARAARACC

TTCCGAAGGT

CGTAGTTAGG

TCCTGTTACS

GACGATAGTT

CCAGCTTGGA

GCGLCACGLT

CAGGAGAGCG

AGTCCTGTCG

GGGCGGAGCC

GGOCTTITSC

TARCCGTATT

CAGCGAGTCA

TCTGTGCEET

GCATAGTTAA

GACACCCGLC

ACAGACAARGC

CEARRCGLGC

TGTCIGCCTE

TTCTGATARA

GTGTAMGGGG

CACGATACGG

ACTCGCGETA

CSTTAATACA

TEHCCTTTTG

ACCECCTTTS

GIGABCGAGE

ATTTCACACT

GCCARGTATAC

AACACCOGET

TETGACCETC

GAGGCAGCTG

TTCATCCELG

GOGGOCEATG

GAATTTCTGT

GTTACTGATG

TEGATECGGC

GCATGTAGGTG

GGTTTCECCA
TATGGAARAA
CTCACATCTT
AGTGAGCTGR
ARGCGGARGH
GCATATATGG
ACTCCGCTAT
GACGQGCOoOT
TCCGEGAGTT
CGGTARAGET
TCCAGOTCGT
TTRAGGGCGE
TCATGGGGGET
ATGAACATGC
GGGACCAGAG

TTCCACAGGG

98

ACTGATTAAG
ARRACTTCAT

CARAATCCOCT

AGGATCTTCT

ACCGCTACCA
ARCTGGOTTC
CCACCACTTS
AG&GGC?GCT
ACCGGATANG
GCGAACGACC
TCCCGAAGGD
CACGAGGGAG
CCTOTGACTT
CGCCAGURAC
CTTTCCTGOG
TACCECTCCT
GCGCCTGATG
TGCACTCTCA
CGCTACCTCA
GACEGGCTTIS
GCATCTGTCR
CATCAGCGTG

TGAGTTTCTC

CATTGGTAAC
TTTTEA?TTA
TARCCTGAGT
TGAGATCCTT
GCGGTGGTTT
AGCAGAGLGE
AAGAACTCTG
GUCAGTGECS
GCGCOAGCLLT
TACACCGRAC
AGAAAGLLCGG

CTTCCAGGEE

TETCAGACCA

AARGGATCTA

TTTCCTTOCH

TTTTTCTGEG

GTTTGCCGGA

AGATACCAAR

TAGTACCELE

ATARGTCGTG

CGGGCTGARC

TGAGATACCT

ACAGGTATCC

GAAACGCCTG

GAGCGTCGAT

GCGRCCTTTT

TTATCCCCTG

CGCAGCCGAR

TTTTGTGATG

TACGGTTCCT

ATTCTCTEGEA

CGACCGAGCG

CLGLIATTTTC

GCTACRATCTG

CTGGGTCATG

TCTECTCCLG

GAGGTTTTCA

GCTCGTGAAGC

CAGAAGCEYT

TTTTTTOOTG

ARTGATACCG

COGETTACTG

AARBATOACT

TAGCCAGCAG

TTTGETCACT

ATGARACGAG

GAACGTTCTS

CAGGGTCAAT

CATCCTGCGA

TCCTTACGCA

CTCTGATGCC

GCTGCRCCL

GCATCCGCTT

CCCTCATCOAC

GATTCACAGR

AATGTCTGGC

TCATGECTCC

AGAGGATGCT

AGGGTARACH

GLCAGCGCYT

TGCAGATCCG

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1880
1920
igao
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460




GAACATAARTG
GAAGACCATT
TCGCTCGOGT
GGTCCTCARC
GRATGCGCCGE
GGTTTGCGCA
TCCGTTAGCS
CGACGUARCG
TTCCATETEE
GTTAGGCTGG
TGCCTGGACA
ATAATGGEGA
TCGECOGCCA
GTGACGAAGH
ATCGTCGOGE
TGTCCTACGA
CGCGLCCACe
CCCTTATGCG
GCCGOLGTAA
CCIGUCACCA
TCCCCATEGE
CCGGCCATGA
TCACTATAGG
GAGATATACC
AGACTCAGTG
TAACTGTAAT
ATCTTTAARGA

GCATTGGACA

STCCAGEECE
CATGTTCTTG
ATCGGTGATT
GACAGGAGCA
GTGCGECTEC
TTCACAGTTC
AGGTGCRGCC
CGGGGAGGCR
TCGCCGAGGE
TAAGACCCGO
GCATGGCCTS
AGGCCATCOA
TGRCCGGCGAT
CTTGAGCGAG
TCCAGCGRAA
CTTGCATGAT
GCRAGGAGCT
ACTCCTGCAT
GGARTGGTGC
TACCCACGCC
TGATETCEGC
TELCETCCGEC
GAGACCACAX
ATGGTACCAG
GACAGTGCTC
AGTAALACTA
TATAGATTTA

GGACATRATG

CTGACTTCCG
CTCAGGTCGT
CATTCTCCTA
CGATCATGEG
TGGAGATGEC
TCCGCARGAR
GGCTTCCATT
GACABGGTAT
GGCATAMATC
GAGCGATCCT
CRACGCGEGT
GCCTCGCETC
AATGGCCTGC
GECCTGUARG
GCGEETCCTCG
ARRGAAGACA
GACTGGGTTC
TAGGAAGCAG
ATGCARGGAG
GAAACAAGCG
GATATAGGCG
GTAGAGGATC
CGGTTTCCCT
ACACCGGAAR
CAATCCTORC
CACCCATAGT
AAAAGCATTC

TARARCATAA

99

CETTTLCCAGA
AGACGTTTTG
ACCAGTAAGS
CACCCLTGGE
GGACGCERTE
TTGATTGGECT
CAGGTCGAGE
AGGGUGGCGT
GLUCGTGACGA
TGAAGCTGTC
RTCCCGET&C
GCGAALGCCRA
TTCTCGCLGA

ATTCCGAATA

CCGAAAATEA

GTCATARGTG
AAGECTCTCA
CCCAGTAGTA
ATGGCECCCA
CTCATGRGCC
CCAGCARLCE
GAGATCTCGA
CTAGARATAA
CCCOTGCCAC
TGCATITAAC
ACRTTTAAAR
TACATTGTAT

AAGTGTARTT

CTTTACGAAR
CAGCAGCAGT
CRACCCEGEC
CAGGACCCAR
GATATGTTCT
CCAATTCTTS
TGGCCCERCT
CTACARTCCA
TCAGCGETCR
CCTGATGGTC
CGCCGCARGT
GCARGACGTA
AACGTTTGGT
CCGCAAGCGA
CCCAGAGCGC
CGGLGACGAT
AGGGCATCGG
GGTTEAGGCC
ACAGTOCCCC
CCARARTGCCG
CACCTGTGED
TCCCGTGAAR
TTTTGTTTAR
ACCACTAAGT
AGCTCACACA
GGTGATGCTA
ACTGCAGTGT

GTTACRCTTA

CACGGARACC
CGCTTCACGT
AGCCTAGCEG
CGCTGCOCGA
GCCAAGGGTT
GAGTGGTGAA
CCATGCACCE
TGCCAACCCG
AGTCATCGAR
GTCATCTACC
GRGAAGAATC
GLCCAGCGEG
GGCGGGACCA
CAGGCCGATC
TCCOGGCACT
AGTCATGCCE
TCGACGCTOT
GTTGAGCALC
GGCCACEEEE
AGCCCGATCT
GCCGGTGATG
TTAATACGAS
CTTTAAGBAG
TGTTGCACAG
AAGGACGGAT
ATACTTTARG
CGTCTACATG

CATATGATAG

2760

2B20

2880

2840

3000

J0DED

3120

3180

3240

3300

3360
3420
3480
3540

3600

3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320

4380
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TGAATGGOAR CGIGACCAAT TTITGTCTCA ACTTAAARTA CCRARAACTA TTACAGTETC 4440
TACTGGATIT ATGTCTATAT CAGGATCCGG CTGCTAACAR EGCCCQAAAG GAAGCTGAGT 4500
TGGCTGCTGC TACCGCTIGAS CAATAACTAG CATAACCOCT TGGGCECOTCT ARACGCETCT 4560
TGAGGGGTTIT TTIGCTGARR dGAGGAACTA TATCCGGATA TCCACAGGAR GESTGTGGTS 4620
GCCATGATCG CGTRGTCGAT AGTGGCTCCA AGTAGCGAAG CGAGCAGGAC TGGGCGGOGE 4680
CCAAAGCGET COGRCAGTGC TCCGAGAACE GGTGCGCATA GAAATIGCAT CARCGCATAT 4740
AGCGCTAGCA GUACGCCATA GTGACTGECOS ATGCTGTCSG ARTGGACGAT ATCCOGOAAG 4800
AGGCCCGGTA GTACCGGCAT AACCRAGCCT ATGCCTACAS CATCCAGGGT GAUGGTGCCS 4860
AGGRTIGACCA TGAGCGCATT GTTAGATTITC ATACACCGTG CCTBACTGCE TTAGCAATTT 4820
ARCTGTGATA AACTACCGCA TTARAGCTTA TCOATGATAA GCTGTCARAC ATGAGAR 4977
{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:l8:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 59 bagze palrs
{B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)
{x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID KNO:18:
CGACACTGCA GTATACRATG TAGARTGCTT TTTAAATCTA TATCTTAAAG ATCTTRARG 59
{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:19:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{h) LENGTH: 26 base paire
(B) TYPE: nucleic acid
(C} STRANDEDMESS: single
{D} TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)
(xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:19:
GCGTCGECLG. COATGCLGGL GATAAT 26

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:20:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:




(a)
(B}
{C)
(B}

TYPE:

STRANDEDNESS :
TOPOLOGY: circular

doull
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LENGTH: 481% base pairs
nucleie agid

e

{ii) MOLECULE TYPE: DNA (genocmic)

(x1} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:20:

TTCTTGAAGR CGABAGGGCC

AATGGTTTCT
TTTATTITIC
GCTTCAATAR
TCCCTTITTT
AMAAGATGCT
CGGTARGATC
AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGGATEGC
TGCEGLLARS
CAACATGGGE
ACCARACGAC
ATTAACTGGE
GGATABAGTT
TARATCTGGA
TARGCCOTCE
ARRTAGACAG
AGTTTACTCA
GETGARGATEC
CTGAGCGTCA
CGTAATCTGE

TCAARGAGCTA

TAGACCTCAG
TAAATACATT
TATTGAAARR
‘GRGGCATTTT
GAAGATOAGT
CTTGAGAGTT
TCTEERGOGE
TATTCTCAGA
ATCACAGTAR
TTACTICTGA
GATCATGTAR
GAGCLTGACA
GAACTACITA
GCAGGACCAC
GCCGGTGAGC
CGTATCGTAG
ATCGCTGARGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TCCTTGCARA

CCAACTCYTT

TCCTGATACE
GTGGCRG*TT
CAARATATGTA
GGAAGAGTAT
GCCTTCCTGT
TGGETGCACG
TTCECCCUBA

TATTATCOCS

ATGACTIGGT

GAGAATTATG

CAARCGATCGS

CTCGCCTTIGA

CCACGATGCC

CTCTASCTTC

TTCIGCGCTC

GIGGETCTCG

TTATCTACAC

TAGGTGOUTC

AGATTGATTT

ATCTCATGAC

ARARGATCAR

CRAMRAAARCO

TTCCGARGGT

CCTATTTTTA
PCGGGGARAT
TCCGOTCATG
GAGTATTCAR
TTTTGCTCAC
AGTGGETTAC
AGARCGTTTT
TCTTRACGEE
TGAGTACTCA
CAGTGCTGET
AGGACOGARG
TCGTTEGGAR
TGCAGCARTG
CCGGCAACAY
GGOCCTTECG
CGGTATCATT
GACGGLGAGT
ACTGATTAAG
AARRCTTCAT
CARAATCCCT
AGGATCTTCT
ACCGCTACCA

AACTGGCTTC

TAGGTTARTG
GTGCGCGGAR
AGACARTAAC
CATTTCOGTE
CCAGARALGC
ATCGAACTGE
CCAATGATGA
GGGCAAGARGC
CCAGTCACAG
ATAACUTATCH
GAGCTARCCC
CCGGAGUTGA
GCRACAACGT
TTRATAGACT
GCIGGCTEGT
GOAGLACTRG
CRGGCAACTA
CATTGGTAAC
TTTTAATITA
TAACGTGAGT
TGAGATCOTT
GCGETGGTTT

AGCAGRGCGC

TCATGATAR&
CCCCTATITG
CCTGATARAT
TCGCCCTTAT
TGGTGAARGT
ATCTCAACTAG
GCACTTTTAR
AACTCERTCG
BARRGCRICT
GTGATAACAC
CTTTTTTGCA
ATGARGCCAT
TGCGCARACT
GGATGGAGGC
TTATTIGCTICA
GGCCAGATGG
TGGATGAACG
TGTCAGACCH
AAAGGRTCTA
TITCGTTCCA
TTTTTCTCCG
GTTTGCCGGA

AGATRCCRAR

60
120
180
240
300
360
320
480

540

720
780
840
500
360
1020
1080
1140
1200
1280
1320

1380




TACTCTCCTTY
TACATACCTC
TCTTACCGGE
GGGGGETTCE
ACAGCGTIGRG
GGTAAGCGGC
GTATCTITTAT

CTCGTCAGGG

CTAGTGTAGC

GCTCTGCTAR

TTGGACTCRA

TGCACACAGC

CATTGAGARA

AGGGTCGGAR

AGTCCTGTCG

GGECeGAGCT

GGCCTTITTGE
TAACCGTATT
CAGCGAGTCA
TCTGTCCGET
GCATAGTTAR
GACACCCGLC
ACAGACAAGT
CGARAACGCGE
TGTGTGCCTé
TTCTGATARR
GTGTAAGGGG
CACGATRCGG
ACTGGEUGGETA
CCTTAATACH
GAACATAATG
GEAGACCRTY
TCGCTCECET
GGTCCTCARS
GATGLGCCGC

GGTTTGCGCA

TCCCCTITIC
ACCGCCTTIG
GTGAGCGAGG
ATTTCACACT
GCCAGTATAC
ARCACCCGCT
TGTGACCGTC
GAGGCAGCTG
TTCATCCGCE
GCGGGCCATG
GRATTTCIGT
GTIACTGATG
TCGATGCGGE
GATGTAGGTG
GTGCAGGGCE
CATGTTGTTG
ATCGGTGATT
GACAGGAGCA

GTGCGGOTEC

TTCACAGTTC

CGTAGTTAGE
TCCTGTTACC
GACGATAGTT
CUAGCTTGGA
GCGCCACGCT
CAGGAGAGCS
GETTICGOCR
TATGGARAAR
CTCACATGTT
AGTGAGTTGA
AAGCGGAAGA
GCATATATGG
ACTCCGOTAT
GACGCGCOCT
TCCGEEGAGET
CGGTARRGCT
TCCAGCTEGT
TTRAGGGCGE
TCATGGGGET
ATGARCATGC
GCGACOAGAG
TTCCACAGGES
CTGACTTCOG
CTCAGGTCGE
CATTCTGCTA
CGATCATGCG
TGGAGATGGC

TCCGCARGAR
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CCACCACTTC
AGTGGCTGCT
RCCGGATAAG
BCGAACGATC
TCCCGAMGGE
CACCAGGGAG
COTCTGALTT
CGCCAGCRAC
CTTTCCTGCG
TACCGCTCGE
GCGCCTEATG
TGCACTCTCA
CGCTACGTGA
GACGBGCTTS
GCATGTETOA
CRTCAGLGTG
TGASTTTCTC
TTTTTTCCTS
ARTGATACCS
CCGETTACTC
ARARKTCACT

TAGCCAGCAG

AAGRACTLTG
GCCAG?GGCG
GCGCAGCECT
TACACCGARC
AGAAAGGCGE
CTTCCAGGGE

GAGCGTCGAT

TAGCACCGCC
ATRAGTCGTG
CEGGOTEART
TGAGATACCT
ARAGGTATEC
GARBCGCCT&

TITIGTGATG

GCGGCCTTTT
TTATCCCRTS
CCCAGCCGAA
CGGTATTTTC
GTACRATCTG
CTGGGTCATG
TCTGCTCCLG
GAGETTTICA
GTCGTCARGD
CAGAAGCCTT
TTTGETCRCT
ATGRARCGAG
GARCGTTETG
CAGGGTCAAT

CATCCTGLGA

CGTITTCCAGA
AGACGTTITTG
ACCAGTAAGE
CACCCETGGC
GGACGCGATG

TIGATTGGCT

CTTTACGARA

CAGCAGCAGT

CRACCTRGCE

CAGGACCOAR

GATATGTICT

CCAATTCTTG

TACGGTTCCT
ATTCTETGGR
CGRCCGAGCG
TCCTTACGCA
CTCTGATGCC
GCTGCECLeR
GCRTCCECIT
CCETCATCAR
GRTTCACAGA
RATGTCTGGC
TGATGCLTCL
AGAGGATGCT
AGGGTAAARCA
GCCAGCGCTYT
TGCAGATCCG
CACGGARACC
CGLTTCACGT
AGCCTAGLCG
CGCTGCCCGA
GOCAAGGGTT

GAGTGGTGAA

1440
1500
1560
1620
1680

1740

h¥:fale)

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
"2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000

3080




TCCGTTAGES
CGACGCAACG
TTCCATGTGE
GTTAGGCTGS
TGCCTGGACA
ATAATGGOGA
TCEGCCGCCA
GTGACGAAGG
ATCGTCOLGE
TGTCCTACGA
ceCeeecace
CCCTTATGCG
GCOGCCGOAR
CCTCRCACCA
TCCCCATCGG
CCOGCCACGA
TCACTATAGG
GAGATATACA
"AGCCGARAAC
crcaccsﬁcé
GATCAGCATT
ARAGCCCGAA
CTTGGEGECT
TATCCACAGG
AGCGAGTAGG
TAGAAATTGC
GGAATGGACG

AGCATCCAGG

AGGTGCCGECT

CGGGGAGGTR

TCGCCBAGGC

TAAGAGCCGER

GCATGGCCTG

AGGUCATCCA

PCCCGGOGAT

CTTGAGCGAG

TCCAGCGARR

GTTGCATGAT

GGRAGGAGCT

ACTCCTGCAT

GGAATCGTGE

TACCCACGCE

TGATGTICGGL

TeCeTeCsEe

GAGACCACAR

TATGGARLCG

CGCGTTCATC

TCETCOGICE

GGCTAGLATG

AGGAAGCTGA

CTARACGGGT

ACGGETEYGEE

BACTGGGCGGT

ATCAACGCAT

ATATCCCGLA

GTGACGETGE

GGCTTCCATT

GACAAGGTAT

GGCATARATC

GAGCGATCCT

CARCGLGGEC

GCCTCREGTC

AATGGUCTGT

GGCGTGORAG

GCGETCOTCG

ARRGRAGACA

GACTGGGTTG

TAGGAAGCAG

ATGCRAGGAG

GAARCRAGCG

GATATAGGCG

GTAGAGGATC

CGETTTCCeT

CTCGACCCGC

ACCARAGTCC

CARGGGATCCC

ACTGGTGGAC

CTTGEETECT

CTTGAGGEGT

TCGCCATGAT

GGCCARAGCE

ATAGCGCTAG

AGAGGLCCGG

CGAGGATGAC
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CAGGTCGAGG
AGGGCGGLGT
GCCGTEACEA
TGAAGCTETC
ATCCCGATGC
GCGBRACGCCA
TTCTCELCGR
ATTCCGAATA
CCGABRAATGA
GTCATARGTG
ARGGCTCTCA
CCCAGTAGTA
ATGGCGCCCA
CTCATGAGCT
CCAGCARACCG
GAGATCTCGA
CTAGARATAA
GTCTGGARCC
TAGGTATCTC
AGACCCACCA
AGCAAATGCG
GCCACCGCTG
TTTTTCCTGA
CGCGTAGTCS
GTCGGACAGT
CAGCACGCCA
CAGTACCGGE

CATGAGCGCA

TEGCCCEERT
CTACARTCCA
TCREOEGETCD
CCTGATGLTC
CGCCEGARGE
GCAARGACGTA
ARCGTTIGGT
CCGCARGCGA
CCCAGRGEGC
CGGCGACGAT
AGGGCATOGE
GGTTGAGGCC
ACAGTCCCCC
CGAAGTGGOG
CACCTGTEEE
TCCCGCGARA
TTTTGTTTAA
ATGGARACAC
TTACGGCOGT
GGTTTCTCTS
TCGCGGATCS
AGCAATAACT
AAGGAGGRAC
ATAGTGGCTC
GCTCCGAGAR
TAGTGACTGG
ATARCCAAGC

TTGTTAGATT

CCATGCACCE
TGCCAACOCG
AGTGATCERA
GTCATCTACT
GRGAAGRATC
Gcccaccccé
GOCGERACCA
CAGGCCGATC
TGCCGGCACT
AGTCATGCCC
TCGACGCICT
GTTGAGCALC
CCCOACGRGE
AGCCOGATCT
GCCGETGATG
TTAATACGAC
CTTTARGAAG
CCLGGETLO0
RARRARCGTC
TCTRAAACAGT
GGCTGCTRAC
AGCATARALCC
TATATCCGGR
CRAGTAGCGA
CGRETGCGCA
CGATGCTGTC
CTATGCCTAC

TCATRCACGG

3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3650
3720
3780
3840
3800

3980

" 4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620




104

TCGCCTCACTG COTTAGCAAT TTAACTGTGA TAAACTACCG CATTABRCCT TATCGATGAT

AARGCTGTOAR ACATGRAGAA
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:21:
(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A} LENGTH: 45 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
(€} STRANDEDNESS: single
{P) TOPDLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:21:
TTTACGGCCE TAAGAGATAC CTAGGCCTTT GCGTGATGAAC GCGEGT

{2) INFORMATION FOR SEQ ID ¥NO:22:

{4} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{R} LENGTH: 5574 base pairs

{B)} TYPE:

nuclele acld

{C} STRANDEDNESS: double
(D} TOPOLOGY: cireular

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NQ:22:

TTCTTGARGA
AATGGTTTCT
TITATTETTIC
GCTTCAATAA
TCCCTITTTT
ABAAGATGCT
CGGTARGATC
AGTTCTGCTA
CCGCATACAC
TACGGATGGE

TCCGECCART

CGARAGGGCC

TAGRCETCAG

TAMRTACATT

TATTGARARA

TCGTGATACG
STGCCACTTT
CRAATATGTA

GGAAGAGTAT

CCTATTTITA

TCGGGGARAT

TCCGUTCATG

GAGTATTCAR

GCGECATTTT

GRAGATCADT

CTTGAGAGTT

TGTCECELGE

TATTCTCRAGA

ATGACAGTAR

TTACTTCTGA

GCCTTCCTGT

TGGGTGCACG

TTCGLCCCGR

TATTATCCCG

ATGACTTGGT

GAGAATTATC

CARCGATCGG

TTTITGCTCAC

AGTGGGITAC

AGARCGTTTT

TETTGACGCC

TGAGTACTCA

CAGTIGCTGCR

AGGACCGAAG

TAGGTTAATG
CTGCGCGGAR
AGRCAATAAC
CATTTCLGTS
CCAGARRCGC
ATCGARCTIGG
CCAATGATGA
GGGCARGAGC
CCAGTCACAG
ATRRCCATGA

GAGCTAACCG

TCATGATAAT

CCCCTATTTG

CCTGATRAAT

TCCCCCTTAT

TGETGARAGT

ATCTCARCAG

GROACTTTTAR

ARCTCGETCG

ARAAGCATCT

GTGATRACAC

CTTTTTTGCA

4800

4819

45

&0

120

240

300

380

420

480

540

6500

660




CARCATGGGGE

ACCAAACGAC

ATTARCTGGC

GGATARAGTT

TAAATCOTGGA

TAAGCCCTCC

AAATAGAUAG

AGTTTACICA

GGTGRAGATC

CTGAGCGTCR

CGTAARTCTGL

TCAAGAGCTA

TACTGTCCTT

TACATACCTC

TCTTACCCGE

GGLGGGETICG

ACAGCGTGAG

GETAAGCGGC

GATCATGTAR
GAGCGTGACA
GAACTACTTA
GCAGGACCAC
GCCGOTOAGS
CGTATCGTAG
ATCGCTGAGA
TATATACTTT
CTTTTTGATA
GACCCCGTAG
TGCTTGCAAR
COAACTCTTT
CTAGTGTAGE
GCTCTGCTAA
TTGCACTCAR
TGCACACRGE
CATTGAGAAR

AGGGTCGGARA

CTATCTTVAT

CTCGTCAGGG

GECCTTITGL

TAACCGTATT

CAGCGAGTCA

TCTETGCGGET

GCATAGTTAR

GACRCCCELEC

ACAGACARGD

CGARACGCGL

AGTCOTCETCG

GEGCEGAGCC

TGECCTITTG

ACCGCCTTTG

GTGAGCGAGG

ATTTCACACC

GCCAGTATAC

ARCACCCGDT

TCTGACCETC

GAGGCAGLTG

CTCGCOTTGA
CCACGATGEE
CTCTAGCTTC
TTCIGCECTC
CTCGGTCTCG
TTATCTACAT
TAGGTGCOTC
AGATTGRTTT
ATCICATGAC
ARARGATCAR
CARAAAAACC
TT&CGAAGGT
CGTAGTTAGS
TCCTGTTACS
GACGATAGTT
CCAGCTTGGA
GCGLCACGET
CAGGAGAGCS
GEITTEGCCA
TATGGARRAR
CTCACATGTT
AGTGAGCTGA
ARGCGGARGA
GCATATATGG
ACTCCGCTAT
GACGCGEECT
TCCGGEGAGET

CGGTAAAGCT
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TCGTTGGGAR
TGOAGCARTG
CCGGCRACAA
GGCLCTTCCG
CGETATCATY
GACGGGEAGT
ACTGATTARNG
ARAACTTCAT
CABRATCOCT
AGGATLTTCT
ACCGCTACCA
RRCTGROTTO
CCACCRCTTC
AGTGGCTGCT
BCCGGATRAG
GCGAACGACC
TCLCGAAGEE
CACGAGGGAG
CCTRTGACTT
CGCCAGCRAC
CITTCCTGCS
TACCECTCGC
GCGCCTGATS
TGCACTCTCA
CGCTRCGTGA
GACGGGCTTG
GCATCTGTCA

CATCAGCGTG

COGGAGCTGA
GCAACA@CGT
TTAATAGACY
GCIGGCTGET
GCAGCACTGG
CAGGCAACTA
CATTGETAAC
TTTTAATTTA
TAACGTGAGT
TGAGATCCTT

GCCETGETTT

AGCAGAGLED

ARGAACTOTG

GCCAGTEGCG

GCGCAGCGGT

TACARCGARC

AGAAAGGCGE

CTTCCAGGGE

GAGCGTCGAT

GCGGeeTTYT

TTATCCCCTG

CGCAGCCOGAR

CGGTATTIWNC

GTACAATCTG

CTGGGTCATE

TCTGCTCCCS

GAGGTTTTCA

GTCGTGAAGE

ATGRAGCCAT
TGCGCARRCT
GGATGGAGGD
TTATTGCTIGA
GGCCAGATGE
TGGBTGAAC&
TGTCAGACCA
ABRAGGATCTA
TTTCETTICCA
TTTTTCTECE
GTTTGCCEGA
AGATACCAAA
TAGCACCGLC
ATAAGTCGTG
COGGCTGAAL
TGAGRTRCCT
ACAGGTATCC
GARACGCCTE
TTTTGTGATG
TACGGTTCCT
ATTCTGTGGA
CGRCCGABCE
TCCTTACGCA
CTCTGATGLC
GCTGCaoCce
GCATCCOCTT
CCGTCATCAC

GATTCACAGA

720

780

840

200

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920

1980

2220

2280

2340




TGTCTGCCTG
TTCTGATAAA
GTGTARGGGE
CACGATACGG
ACTGGCGGTA
CGTTAATACA
GAACATARTG
GAAGACCATT
TCGETCGCRT
GGTCCTCAAC
GATGCGCCEC
GGTTTGCGCA
TCCGTTAGCG
CGACGCRAACG
TTCCATGTGC
GTTAGGCTGS
TCECCTGGACA
ATAATGGGGA
TCEECCGTCA
GTGACGAAGG
ATCGTCGCGE
TGTCCTACGA
ceeeceeacn
CCCTTATGCG
GCCGCCGCAR
CCTGCCACTA
TCCCCATEGS

CCGGCCALCGA

TTCATCCGCE
GCGGGOCATS
GARTTTCTGT
GTTACTGATG
TGGATGCGGE
GATGTAGGTG
GTGCAGGGLS
CATGTTGTTG
ATCGGTGRTT
GACAGGAGCA
GTCCEEOTEE

TICRCAGTTC

AGGTGCORCe

CGGGGAGGCR

TCGOCGABGC

TAAGAGCCLC

GCATGGCCTG

AGGCCATCCH

TCCCGGCEAT

CTTGAGCGAG

TCCAGCGAAR

GITTGCATGAT

GGAAGGAGCT

ACTCCTGCAT

GGAATGGTGC

TARCCCACGCC

TGATGTCGGE

TGCETECGE

TCCAGCTCGT
TTAAGGGCGG
TCRTGGGGEET
ATCRACATGC
GGGACCAGAG
TTCCRCAGGE
CTGACTTCCG
CTCAGGTCGE
CATTCTGQRTA
CGATCATGCG
TCGAGATRGL
TCCGCARGAA
GGCTTCCATT
GACARGGETAT
GECATARATC
GAGCGATCCT
CAACCCGGRE
GCCTCGOGTE
AATGCCCTEC
GGUCTGUARG
GCGETCCTCG
ADRGARGACA
GACTGGETTG
TAGGARGCAG
ATGCAAGGAG
GAARCARGCG
SATATAGGCG

GTAGAGGATC
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TGAGTITCTC

CAGAARGCGTT

TTTITTLOTG
ARTGATACCG
CCGETTACTG
AARARTOACT
TAGCCAGCAG
CGITTOCAGA
AGACGTTTTG
ACCAGTARAGG
CACCCGTEGE
GGACGCGATG
TIGATIGGCT
TACGTCGAGS
AGEGCGGCGE
GCCOTGACGA
TGARGCTGTC
ATCCCGATEC
GCGAACGCCA

TTCTCGRUGA

ATTCCGARATA

CCGAAARTGA
GTCATAAGTG
BAGGCTCTCA
CCCAGTAGTA
ATGGCGCOCA
CTCATGAGCE
CCAGCARCCG

GAGATCTCCA

1l1hu19ACT
ATGAAACGAG
GRARGTICTE
CAGGGTCRAT
CATCCTECGA
CTTTACGARA
CAGCAGCAGT
CARCLCCCRCC
CAGGACCCAR
GATATGTTICT
CCRATTCTIG
TGEECCCEECT

CTACAATCCA

TCAGLGGTCC

CCTGATEGTC

CGCCGGARGT

GCARGACGTA

ARCGTTTIGGT

CCGCRAGCGA

CCCAGAGCSC

COGGCGACGAT

AGGGCATCGE

GGITGAGGCC

ACAGTCLCCCC

CGRAGTGGCG

ARTGTCTGGE
TGATGCCTCR
ACAGGATGCT

AGGGTAARCA

GCCAGCGCTT

TGCAGATCLG

CACGGARACC

CGCTTCARET

AGCCTAGCCG

CGCTGUCOGA

GOCAAGGETT

GAGTGGTGAR

CCATGCACTG

TGCCARCCCS

AGTGATCGAA

GTCATCTRACC

GCAGRAGARTC

GCCLAGEGCS

GGLCGGGACCA

CAGGCCGATC

TGCCEEoALT

AGTCATGCCC

TCEACGDTCT

GTIGAGCACC

GGCOACGGGG

AGCCCGATCT

CACCTGETGET

TCCOGCOAAR

GCCGGTGATS

TTAATACGAC

2400

2460

2520

2580

2640

200

2760

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960

4020




TCACTATAGG

GAGATATACA

ACCCGARARRC

GTCAGCGACE

CTCGCTTTGG

AGGACAGAGT

GAGTCTGGGT

GRGACCACAAR

TATGGAACCG

CGCCTTCATC

TCCTCCBUCG

TGACGAGGCA

GTATGLTOGT

COCATCCGAR

CCCAGCOTGT
GTTGEGTACG
CTATTCTRCG
GGCAGGAARGA
GG&GCACCAC
TTTCAGGAAC
ATCCGCTACGA
ARGGACRAGE
AACATGTACC
GATCACTGCC
‘ATTGTTCTTG
CTGCTGCrAL
GGGEITTTTT
ATGATCBCGT
AAGCGCTCGG
GCTAGCAGCR
CCCGGCAGTA
ATGACGATGA

TGTGATAARC

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:23:

LICTICTTTG

GGRCGETLCT

CTCTICCTCE

AGAGGRGCAG

CAATGATGGA

TGCTARCCAG

GARCTGCACC

ACARATACTG

ACTACCTCCT

ATTGCCTTIT

GGARCTAGGAA

CGCTGRGCHA

GCTGAAAGGA

AGTCCATAGT

ACAGTGCTCC

CGCCATRGTG

CCGGCATAAC

GCGCATIGTT

TACCGCATTA

CEETTTCCCT
GTCGACCCGC
ACCAAAGLCC
CAGGGATCTT
GCCAGATTTA
GTCTCATCCA
GGAECTGAAG
creeeeTeee
ECCTCRIALRS
ACCCCGGTGC
TCGCCCGACT
TTCCALCCTET
GTAAAGTGCT
ACCACCTGET
ATCACCTTTG

GGRATGAACA

CTTCATCTIGR

GATCCGGCTE
TABCTAGCAT
GGAACTATAT
GGCTCCAAGT
GAGAACGGGT
ACTGGCGATG
CAAGCCTATG
AGATTTCATA

RAGCTTATCG
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CTAGARATAR
GTCTGGRACC
TAGGTATCTC
CCATGGLOGE
GTACRACAGG
CCTICTTCIGA
GAGACCCTGR
CCGCCTG&GG
CCTACBATTT
AGGGCACGET
CCACAGAGGA
TAAAGGCAGS
ATCECTTTICG
TCACAGTIGS
GATCGCCARG
TTTCCGGCTT
CTGGIGTACT

CTAARCAAAGC

TITTGTTTAA
ATGGA%ACAC
TTACGGCCGT
TGCIGGACGL
GCATTACTCT
TTITAGAGAT
AGGAARRGAR
TCCCATCAGA
TCCTGLAGEC
ACCGETCGAL
AGARCCAGTG
AGGGTCATGC
GOTGARARAG
TGACAACGGET
TCAARGGCAR
TACAGCCAGC
ATGOCRARTC

CCGRAAGGRA

ARCCCOTTGS
CCGGATATCC
AGCGAAGCGA
GCGCATAGARA
CTGTCGGART
CCTACAGCAT
CACGGTGCCT

ATGATAARGCT

{i) SEQUENCE CHARACTERISTIOS:

GGRCTCTARA

ACAGGARCEGG

GCAGGALTGE

ATTGCATCAR

GGACGATATC

CCAGGGTGAC

GACTGCGTTA

GTCAARCATG

CTTTARGAAG
CECGGETCCE
ARRARACGTC
ATTTACTATT
GTAAGAGATC
CGCCEAGACS
GCCGAGCTAG
GCAGGCCTEG
byalelelelelelelony
TTGGCATCAR
ACTCTCCCAR
TTTGCTCTAR
AACCATAGAC
GCTGARAGAC
GACTTTCTGA
TTGEACTTCT
TATGETTTCT
GCTGAGTTGS
CGGETCTTGA
TETCGTCREE
GCGGLGGCCA
COOATATAGC
CCCCAAGAGE
GGTGCCGAGE
GCRATTTAAC

AGAR

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500

4740
4800
4860
4920
4880
5040
$100
5160
5220C
5280
5340
5400
5460
5520

8574
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(#) LENGTH: 20 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
{B} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{iii) HYPOTHETICAL: NO

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:23:
GATCCOAGAC CCACCAGETT
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:24:
{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A} LENGTH: 17 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C} STRANDEDNESS: Eingle
{D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{x1} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:24:
GAACCTGOTG GGETCTGE
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NQ:25:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A} LENGTH: 50 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
{B} TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:25:
CETCCECCH0 AGGGATCGCA GACCCADCAG GITTLTCTGT CTAARCAGGC
{2) INFORMATION FOR SEQ ID RO:3&:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 58 base pairs
{B)} TYPE: nurleic acid
{C)} STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

20

17

50
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{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:26:
CATGGCCTGT TTAGACAGAG ABACCIGETE GETCTISCGAT COOTRCGGOS GACGACGT
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:27:
{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{R) LENGTH: 48 base pairs
{B} TYPE: mucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
(D} TOPFOLOGY: linear

{{l) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NQ:27:
CATGTACGGC CGTARARAAC GTCGTCAGSS ACGTCSTCCE CCGGACAT
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:28:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 46 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
{0} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (gencmic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: $EQ ID NO:28:
COETETOCCE CEGACGACET CGCTGACGAC GTTTTTTACG GCCGTA
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:329:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(AR) LENGTH: 26& base pairs
{B} TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
{D) TOPOLOGY: linear

{ii} MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:29:
ATCATCGATA AGCTTTARTG CGGTAG

{2) INFORMATION FOR SEQ ID KO:30:

48

46
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(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 52 base pairs
{B} TYFE: nugleic acid
{C} STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:=30:
ACTTTARGAA GGAGATATAC ATATGTTCAT CACCAMAGCC CTAGGTATCT CT
(2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:31:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(R} LENGTH: 51 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:31:
ACTTTAAGAR GGRCATATAC ATATCTACGG CCUTAAAAAA COTCGTCAGED o
{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:32:
(1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LERGTH: 52 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
{C) STRANDEDNESS: wingle
{D} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{zl) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:32:
AACGTCGTCA GCGRCGTCGT CCGCCOGACA CLCCAAMRCCT CTGCCACACC AR
(2) INFORMATION FOR SEQ ID HO:33:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 30 bass pairs
{B) TYPE: nucleic acidgd
(C) STRANDEDNESS: single
(D} TOPOLOGY: linear

{ii} MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

52

21

52
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{%xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:33:
CGAARAGTGC CACCTGACGT CTAAGAAACC 30
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:34:
{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{B) LENGTH: 26 base pairs
(B) TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: gingle -
' {D} TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:34:
CTCCCATGOC TAGCARCACT ACACCE 26
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:35:

(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 10 hase pairs
(B) TYFE: nucleic acid

{(C) STRANDEDNESS: smingle
(D) TOPOLOGY: linear

2

{ii) HOLECULE TYPE: DNA {gencmic)

(X1} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NGQ:35:
GRAGATCTTC 10
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:36:
(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 27 base pairs
{B} TYPE: nucleic awid
(C} STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY: linear

(i1} MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3§&:
CAGAGGAAGC CATGOTGACT CICCCAR 27

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO;:;37:




(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 27 base pairs

{B) TYPE: nucleic acid

(C} STRANDEDNESS:
{D} TOPOLOGY: lingar

single

112

{ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:37:

AAGGCARTGG ATCCGATCAG RAGTCCA

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:38:

{1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(&) LENGTH: 134 amino acids

{B} TYPE:

{C) STRANDEDNESS:
{D} TOPOLOGY:

amino acid
gingle
linesx

{ii) MOLECULE TYPE: protein

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION:

SEQ ID NO:38:

Met Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg

1

Gly

Ser

hsn

Tyr

His

Asn

Ala

Ccys

50

Thr

Thx

Lys

Pro

Pro

35

Asn

Len

Bla

Ser

5

Cys His
20

Ile Leu

Ser Asn

Lys Cys

Val Ser

BS

Alas Ile
100

Thr

Thr

Thr

Leu

70

Ser

Val

Thr

Ala

Thr

55

Arg

Thr

Lys

Phe

40

Pro

Tyr

Trp

Leu

Leu

25

Asn

Ile

Arg

His

Thr
108

10

Leu

Ser

val

Phe

Trp

SG

Tyr

Arg

Ser

His

Lys

75

Thr

Asp

Arg Pro Pro Asp
15

Arg Asp Ser Val
30

His Lys Gly Arg
45

Leu Lys Gly Asp

Lys His Cys Thr

Gly His Asn Val

Ser Glu Trp Gln
110

Thr

AsSp

Ile

Ala

Leu

20

Lys

Arg

27
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Asp Gln Phe Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr Val Ler
135 120 125

Thr ©ly Phe Met Ser Ile
130
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:39:
{i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 55 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{T}) STRANDEDNESS: gingle
{D) TOPOLOGY: linear

{ii)} MOLECULE TYPE: DNA {genomicg)

(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:39:
CATGTACGGC CGTAMARAAC CTCGTCAGCE ACGTCCTCOCG CIGAGTCAGG CCCAG
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:40:
{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 51 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C} STRANDEDNESS: single
(') TOPFOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:40:
CTGGBUCTGA CTCAGCGEAC GACGTUGCTG ACGACGTTTT TTACCGCRGT A
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NQ:41:
{1} SEQUENCE CHARACTERISTIOS:
{A) LENGTH: 46 base pairs
{B) ZYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:41:

TCCTTCCTGT CCGCTGOTCA GUGOCCGCGE CGCOTGTCCA CCTAAG

55

51

48
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:42:
(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A} LENGTH: 54 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C} STRANDEDNESS: sEingle
{D}) TOPOLORY: linear

{il} MOLECULE TYPE: DNA {genomic}

{x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:id2s_
ARTTCTTAGG TGOATAGGEOG GLGCGEGRET TGACCAGCGE ACAGGAAGGA CATG
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:43:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 39 base pairs
{B) TYPE: nucleic acid
{C} STRANDEDNESS: single
(D} TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:43:
GGGGAQTTTC CGLIGGEGAC TTTCCACGGE GRACTTTCC
{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:44:

(i} SEQUENCE CHARACTERISTIOS:
{A} LENGTH: 39 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: singlas
{D) TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: DNA {genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:44:
GGAAAGTCCC CCGTGGAMAS TCCCCAGCGS AARCGTCCCC
{2) INFORMATION FOR SEQ ID ND:45:

{1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 39 base pairs
{B} TYPE: nucleiec acid
(C) STRANDEDNESS: single
{D} TOPOLOGY: linear

54

35

39
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{ii) MOLECULE TYPE: DNA ({genomic)

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:45:

GYCTACTTITC CCCTETCTAC TTTCCACGOT CTACTITCR 38
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:46:
{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 39 base pairs
(B} TYPE: nucleic acid
(C) STRANDEDNESS: single
{D}) TOPOLOGY: linear

{il) HMOLECULE TYPE: DNA (genomic)

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:46:
GGAARGTAGA CCGTGGAMAG TAGACAGCGG AAAGTAGAC 39
{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:47:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A} LENGTH: 12 aming acids
{E} TYPE: amino acid
{C} STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: peptide

{x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:47:

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg Pro
1 5 10

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:48:
{i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 26 amine acids
{B) TYPE: amino acid
{C) STRANDEDNESS: single
{D) TOPOLDGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: peptide

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:48;
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Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Glm Gly Ser
1 5 10 15

Gln Thr His Gln Val Ser Leu Ser Lys Gln
20 25
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:49:

(i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{&) LENGTHE: 35 aminc acids
{B} TYPE: amineo acid
{C)} STRANDEDNESS: single
(D) TOPQLOGY: linear

{ii}) MOLECULE TYPE: peptide

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID ND:49:
Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg
) 5 : 10 15

Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gin Gly Ser Gln Thr His Gln Val Ser Leu
20 : 25 30

Ser Lys Gln
35
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:50:
{i) SEQUENCE CHRRACTERISTICS:
{A} LENGTH: 21 amino acids
{B) TYPE: amino acid
{€C} STRANDEDNESS: single

{P) TOPOLOGY: linear

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

(1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:50:

Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg
1 5 10 15

" Gln Arg Arg Arg Pro
20

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:S1:




{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

{A)} LENGTH;
{B) TYPE:

121 amino acids
amino scid

{C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY:

linear

{ii)} MOLECULE TYPE: protein

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION:

117

Pro hsp Thr Gly Asn Pro Cys His Thr

Ser val

Gly Arg

Gly Asp

50

Cys Thr

63

Asn Val

Trp Gln

Thr val

{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:52:

Asgp

Ile

35

Ala

Lieun

Lys

Arg

Ser
115

5

Ser 2la
20

Asn Cys

Asn Thyr

Tyr Thr

His Lys
85

Asp Gln
100

Thr Gly

Pro

Asn

Leu

Ala

70

Ser

Phe

Phe

Ile

Ser

Lys

85

val

Ala

Leu

Met

Leu

ASn
40

cys

Ser

Tle

Ser

Ser
120

{i) SEQUENCE CHARACTERISTIOS:
LENGTH: 15 amino acids

{&}
(B}
(<
{&)

TYPE:

STRANDEDNESS:
TOPOLOGY: linear

aming acid
single

(ii) MOLECULE TYPE: peptide

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID

Thr

28

Thr

Leu

Ser

Val

Gln

105

Ile

WO

SEQ ID NO:81:

Thr
ip

Ala

Arg

Thr

Thr

20

Val

B52:

Lys

Phe

Pro

Tyx

Trp

5

Ley

Lys

Leu

Asn

Ile

60

His

Thr

Ile

Leu

Sar

Val
45

g Phe

Trp

Tyr

Pro

His

Ser

30

Hig

Lys

Thr

Asp

Lys
110

Arg

15

Hisg

Leu

Lys

Gly

Ser

95

Thr

Asp

Lys

Lys

His

His

a0

Glu

Ile
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Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln Gly Ser

1

(2) INFORHMATION FOR SEQ ID NO:53:

5

(1) SEQUENCE CHARAGTERISTICS:

{ii) MOLECULE TYPE: peptide

(R} LENGTH: 25 aminoc acids

{B) TYPE: amino acid

{C) STRANDEDNESS: single

(D} TOPOLOGY: linear

ib

{xi) SEQUENCE DESCRIPTICHN: SEQ ID NO:53:

15

Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly.Ile Ser Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg

1

Gln Arg Arg Arg Pro Pre Gln Gly ser
' 25

{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:54:

5

20

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(1i)

{A) LENGTH: 85 amino acids

{B} TYPE: amino acid

{C}) STRARDEDNESS: mingle

(D) TOPOLOGY: linear

HOLECULE TYPE: protein

10

(xi) SEQUENCE DESCRIFTION: SEQ ID NO:54:

Cys Asn Ser Asn Thr Thr Pro Ile Val His

1

5

10

Thr Lew Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lys

20

25

15

Lew Lys Gly asp Ala Asn
15

Lys His Cys Thr Leu Tyr.
34

Thr hla Val Ser Ser Thy Trp His Trp Thr Gly His Asn Val Lys His

35

40

Lys Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Asp

50 55

45

Ser Glu Trp Gln Arg Asp
80
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Gln Phe Leu Ser Giln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr Val Ser Thr
65 70 A 75 80

Gly Phe Met Ser Ile
85
{2) INFORMATION YOR SEQ ID NO:55:

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 121 aminoc acids
{B) TYPE: amino acid
{C} STRANDEDNESS: sgingle
{D} TOPDLOGY: linear

{ii) KOLECULE TYPE: protein

{xi) SEéUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:55:
Pro asp Thr Gly Asn Pro Cys His Thr Thr Lys Leu Leu His Arg Asp
i 5 10 15

Ser Val Asp Ser Ala Pro Ile Leu Thr Ala Phe Asn Ser Ser His Lys
20 25 30

Gly Arg Ile Asn Cys Asn Ser Asn Thr Thr Pro Ile Val His Leu Lys
35 40 43

Gly Asp Ala Asn Thr Leu Lys Ser Leu Arg Tyr Arg Phe Lys Lys His
50 5% &0

Ser Thr Lew Tyr Thr Ala Val Ser Ser Thr Trp His Trp Thr Gly His
65 70 - 5 B8O

Agn Val Lys His Lys Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu
85 20 9%

Trp Gln Arg Asp Gln Phe Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile
100 108 110

Thr Val Ser Thr Gly Pha Met Ser Ile
115 120
{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:56:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{3) LENGTH: 181 aminco acids




{ii)

{xi}

Leun

Ala

Gly

Ser

Thr

&5

Leu

Lys

Thr

Ile

Pro

145

Phs

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:57:

{B} TYPE:
{C) STRANDEDNESS:
(D} TOROLOGY:

amines acid
single
Iinear

HOLECULE TYPE: protein

120

SEQUENCE DESCRIFPTION: SEQ ID ND:56:

Gly Trp Val Arg asp Gly Pro Arg Ser His Pro

Gly

Thr

Pro

50

Asn

Ile

Lys

Val

Thr

130

Leu

Ser

Val

35

Asp

Asp

Ser

Asn

Ala

115

Phe

Pro

Gly

20

Ser

Gly

Gly

His

100

AEp

Gly

Pro

5

Gly

Val

Thr

Phe

Thr

8%

Ary

Asn

Ser

Gly

Sex

Asp

Glu

Hig

70

Ala

His

cly

Pro

Het
150

Ile

Len

Glu

55

Leu

Asn

Ala

Ser
13%

Asn

Leu

Ala

40

Glu

Len

Gln

Tyr

Glu

120

Gln

{i} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

Arg
25

Ser
Pro
Lys

Val

Arg

aArg

Ser

10

Ser

Arg

Val

Ala

Lys

u Asn

Gln

Glin

Gly

Ser

Gln

Thr

Gly

Cys

cys

Gly

Asp

Phe
155

Ser

Glu

Leu

&0

Gly

Tyx

Thr

Gin

Phe

140

Thr

Tyr

Thr

Sex

Arg

The

Ala

125

Leu

Ala

Pro

30

Glu

Arg

Cys

Phe

Thr

110

Gln

Lys

Ser

Phe -

13

Val

Glu

Arg

Phe

Arg

95

Trp

1le

His

L&y

Pro

Gln

Gln

Thr

Ala
80

Val

Phe

Lau

Val

Asp
160




(1)

(xi}

Met

Ala

Val

Asp

Lys

65

Ala

Ary

Arg

Ser

Pro

145

Lys

{A)
(B}
{c)
(L)

LERGTH:
aming acid

TYPE:
STRANDEDNESS :
TOPQLOGY :

121

249 aming acids

HOLECULE TYPE: protein

single
linear

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID RO:57:

Ala Gly ala

Arg

Gly

Glu

Cys

Ser

Ser

Arg

130

Val

Ala

Phe

Ala

35

Val

Ala

Gly

His

Ser

115

Gln

Thr

Gly

Ser

20

Gly

Trp

Glu

Pro

Pro

100

Ser

Glu

Leu

Gly

5

Thr

Val

Val

Pruo

Ile

85

Tyr

Glu

Pro

Ser
185

Thr

Ser

Ala

Ala

70

Arg

Asn

Pro

Glu

Arg

150

eys

Gly

Ser

Ser

55

Gln

Ala

Fhe

Val

Glu
135

‘Arg

Phe

His

Thr

40

Glu

Pro

Gly

Pro

Glin

120

Gin

Thr

Ala

ly Arg Ile Tyxr Tyr Ser

Tyr

25

Ser

Ly

val

Leu

Ala

1058

Gly

Ser

Ar

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Sexr

Gly

S0

Gly

Thr

Pro

Asn

Ile
170

Arg

Val

Asp

Glu

Ser

5

Trp

Seyr

vVal

Asp

Ser

Phe

Arg

Phe

Gly

60

Leuy

Val

Gly

Pro

Ser

140

Gly

Gly

Gly

Asp

Arg

Azp

Leu

Arg

Gly

val

128

Thr

Phe

Thr

Asp

Gln

a0

Pro

Gly

Asp

Ser

110

Asp

Glu

His

Ala

Glu

15

Asp

Arg

Ala

Ser

Gly

95

Ile

Leu

Glu

Leu

Asn
175

Ala

Arg

Pro

Gly

Pro
Leu
Ala
Glu
Leu

160

Gln




Val

Blu

hryg
225

Ser

{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:5B:

Lys Cys Tyr Arg Phe
180

Asn Cys Thr Thr Thr
185

Gln Gly Gln Ala Gln
zZ10

Gln Asp Phe Leu Lys
230

Gly Phe Thr Ala Ser
245

Arg

Trp

Ile
215

His

Leu

122

Val Lys Lys Asn His Arg His Arg Tyr
185 150

Phe Thr val Rla Asp Asn Gly Ala Glu
200 205

Leu Ile Thr Phe Gly Ser Pro Ser Gln
220

Val Pro Leu Pro Pro Gly Met Asn Ile
235 240

Azp Phe

{1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

{RA) LENGTH: 385 amino acids
{B) TYPE: amino acid
{C) STRANDEDNESS: single
{D) TOPOLOGY: linear

{ii})

{xi}

Met

Ala

Phe

Cys

Thr

&5

Ser

MOLECULE TYPE: protein

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:G58:

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Leu Ser Gln

5

Gln Leu Met Pro Ser
20

Asn Arg Leu Leu Asp
35

Thr Met Leu Asp Thr
50

Asn Ala Asp Met Tyr

Asp Val Ile asp Trp
85

Pro

Asp

Trp

55

Aryg

Gly

10 15

Pro Met. Pro Val Pro Pro Ala Ala Leu
25 30

Leu Gly Phe Ser Ala Gly Pro Ala Len
40 45

Asn Glu Asp Leu Phe Ser Gly Phe Pro
60

Glu Cys Lys Phe Leu Ser Thr Leu Pro
75 80

Asp Ala His Val Pro Glu Arg Ser Pro
g0 95




Iie

Thr

Asan

145

Leu

Met

Ley

Ile

Asp

225

Phe

Pro

Leu

Pro

Gly
3405

Asp

Arg

Gly

130

Phe

His

Len

Ala

Ley

210

Gly

Gln

Val

AEN

Leu
2380

Tyr

Ile

Asp
115

Glu

Cys

Arg

Arg

Arg

185

Trp

Leu

Pro

Glu

Lew

275

Phe

Arg

100

Ley

Ser

Gin

Thr

180

Val

"Ala

Cys

Leu

Ala

260

Pro

Thr

Het

Ala

Leu

Arg

Ala

Ala

165

Thr

Leuy

Ala

Cys

Met

245

Arg

Leu

Pro

Leu

Hig

Pro

Leu

150

Hia

Ile

Phe

Asp

230

Phe

krg

Val

Pro

Leu
310

Gly

Sexr

Het

Ala

Leu

Ala

215

Ley

Ile

Leu

ary

val

295

Ile

Asp

Tyr

120

Arg

Arg

Asp

His

200

Gly

Glu

Asn

Arg

Ser

280

Leu

123

Val
105

Tyr

Glu

Tyr

Gly

Arg

185

Len

Gin

Ser

Gly

Glu

265

Ala

Gln

Ala

Ala

Glu

Ser

Leu

Arg

170

Tyr

Tyr

Mat

Ser

250

Leu

Ala

Gly

Lys

Phe

Ala

Tyr

hrg

155

Asn

Tyr

Leu

HMet

Arg

235

Len

ABn

Ala

Asgri

Leu
315

Pro

Met

Arg

140

Rla

Arg

aArg

Phe

Arg

220

Gln

Thr

Hig

Glu

Gln

300

Asp

Thr Leu
130

Ala ¢ln
128

Thr Val

Ser Val

Asp Leu

Gly Thr

180

Leu Ser

205

Pro Asp

Leu Ala

Val Ary

Ile Arg

270

Glu Pro
285

Ala Arg

Ser Tyr

Pro

Phe

Leu

Arg

arg

175

Als

Arg

Leu

cys

Gly

255

Glu

Gly

Ser

Ala

Phe

Ala

Gln

160

Glu

aArg

Glu

Phe

Leu

240

Val

Hig

Ala

Ser

Ser
320
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Val Ala Thr Ser Glu Gly Glu Ser
325

Arg Gly Arg Thr Arg Asn Asn Tyr
340

Asp Leu Pro Asp ASp Asp Asp Ala
358% 360

Pro Arg Met Ser Phe Leu Ser ala
370 378

Thr
3885
{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:59:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A} LENGTH: 148 amineo acids
{B) TYPE: amino acid
{C} STRANDEDNESS: single
{D}] TOPOLOGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: protein

Val Met Arg Glu His Ala Tyr Ser

330

338

Gly Ser Thy Ile Glu Gly Leu Leu

345

350

Pro Ala Glu Ala Gly Leu Val aAla

365

Gly 6in Arg Pro Arg Arg Leu Ser

380

{(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:§9:

Het Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro

1 5

10

Ser Gln Thr His Gin Val Ser Leu Ser Lys Gln Pro Asp

20

Pro Cys His Thr Thr Lys Leu Leu
as 40

Pro Ile Leu Thr Ala Phe Asn Ser
50 55

Asn Ser Asn Thr Thr Pro Ile Val
£5 70

25

His

Ser

His

Arg Bsp Ser Val
45

His Lys Gly Arg
60

Leu Lys Gly Asp
75

Pro Gin Gly
15

Thr Gly Asn
30

Asp Ser Ala

Ile Asn Cys

Ala Asn Thr
B8O
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Leu Lys Cys Leu Arg Tyr Arg Phe Lya
85

Als Val Ser Ser Thr Trp His Trp Thr
100 105

Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr

g0

95

Gly His Asmn Val Lys Hig Lys

110

Ser Ala Ile Val Thr Leu Thr Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln

115 120

125

Fhe Leu Ser Gln Val Lys Ile Pro Lys Thr Ile Thr val Ser Thr Gly

130 138

Pha Met Ser Ile
145

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:&0:

{i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
{A) LENGTH: 157 amino acids
{B) TYPE: amino scid
(G} STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLUGY: linear

{ii) MOLECULE TYPE: protsin

{xi} SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:

Met Phe Ils Thr Lys Ala Leu Gly TIle
1 5

Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln Gly Ser Gln

20 25

Leu Ser Lys Gln Pro Asp Thr Gly Asn
35 40

Leu His Arg Asp Ser Val Asp Ser Ala
50 B5

Ser Ser His Lys Gly Arg Ile Asn Cys
65 70

Val His Leu Lys Gly Asp Ala Asn Thr
85

60:

140

Ser Tyr Gly

i

Pro Ccys

Pro Ile

Asn Ser
75

Leu Lys
g0

The

His

Leu

650

Asn

Cys

sy

His

Thr

45

Thr

Thr

Leu

Lys Lys Arg
15

Gln Val ser
30

Thr Lys Leu

Ala Phe Asn

Thr Pro Ile
80

Arg Tyr Arg
85
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Phe Lys Lys His Cys Thr Leu Tyr Thr ala

100

105

Trp Thr Gly His Asn Val Lys His Lys Ser

115

120

Tyr Asp Ser Glu Trp Gln Arg Asp Gln Phe

130

138

Pro Lys Thr Ile Thr Val Ser Thr Gly Phe

145

{2) INFORMRTION FOR SEQ

150

ID NO:Bl:

{1} SEQUENCE CHARACTERISTICS:

{A} LENGTH: 177 amino acids

{B} TYPE: amin
{C) STRANDEDNE
{D) TOPOLOGY :

o acid
85: single
linear

{ii} MULECULE TYPE: protein

{xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID ND:61:

Met Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg

i 5

Leu Gly Trp val Arg
20

Ala Gly Ser Gly Gly
35

Gly Thr Val Pro Val
50

Ser Pro Asp Ser Thr
&5

Thr Asn Asp Gly Phe
83

Aap Gly Pro

Ser Ile Leu
40

Asp Leu Ala
55

Glu Glu Glu
w0

His Leu Leu

10

Arg Ser

25

Arg Ser

Ser Arg

Pro Val

Lys Ala
g0

Val

Ala

Leau

Het
158

Arg

Hig

Ser

Gin

Thr

75

Gly

Ser

Ile

Ser

140

Ser

Pro

Pro

Ser

Glu

&0

Leu

Gly

Ser Thr Typ His

110

Val Thr Leu Thr

125

Gin Val

Ilea

Pro Gln

Tvr Asn
30

Thr Pro

45

Glu Glu

Pro Arg

Ser Cys

Lys Ile

Gly ser

P31

Phe Pro

Val Gln

Glu Gln

Arg Thyr

BO

Phe Ala
g5




Leu

Lys

Thy

Ils

145

Pro

Phe

127

Ile Ser Gly Thr Ala Asn Gln Val Lys Cys Tyr Arg Phe Arg Val

100

Lys Asn His Arg His Arg Tyr
115 120

Val Ala Aep Asn Gly Ala Glu
130 135

Thr Phe Gly Ser Pro Ser Gln
150

Leu Pro Pro Gly Met Asn Ile
185

{2} INFORMATION FOR SEQ ID NO:62:

{i)

(i1}

(x1)

Het

Gly

Iie

Leu
65

SEQUENCE CHARACTERISTICS:

108

Glu aen Cys

110

Thr Thr Thr Trp Phe
iz2s

Arg Gln Gly 6lm Ala Gln Ile Len

Arg Gln asp

155

Ser Gly Phe

170

{A}) LENGTH: 187 amino acids

(B} TYPE: amino acid
{C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear

HOLECULE TYPE: protein

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:&2:

Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly
5

Gln Arg Arg Avg Pro Pro Gln
20

Pro Arg Ser His Pro Tyr Asn
3s 40

Leu Arg Ser Ser Ser Thr Pro
50 55

&la Ser Arg Gln Glu Glu Glu
70

Ile Ser
1c

Gly Ser
25
Phe Pro

Val Gin

Glu Gln

Leu

Ala

Gly

Ser
75

340

Phe Leu Lys His val
180

Thr Ala Ser Leu Asp
175

Gly Arg Lys Lys Arg
15

Gly Trp Val Arg Asp
30 :

Gly ser Gly Gly Ser
45 '

Thr Val Pro Val asp
60

Pro Asp Ser Thr Glu
80




Glu Glu

Leu. Len

Asn Gln

Arg Tyr
130

Ala Glu
145

Ser Gin

Asn Ile

YVal

Pro Val Thr
a5

Lys Ala Gly
100

Lys Cys
118

Glu Asn Cys

Arg Gln Gly

Arg Gln Asp

165

Ser Gly Phe

180

Leu Pro Arg

Gly

Ser Cys

Arg Phe
120

Tyr

Thr Thr
138

Thr

Glin Ala Gln

180

Phe Leu Lys

Thr Ala Ser

{2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:63:

(L)

{A) LENGTH:

SEQUENCE CHARACTERISTIOS .
143 amino acidsa

{B) TYPE: amino acid
{C) STRANDEDNESS: single
(D} TOPOLOGY: linear

(ii)

{xi}

Lys

5

20

as

HMOLECULE TYPE: protein

40

128

Arg Thr
20

Fhe
105

Ala
Arg Val
Trp Phe
Leu

Ile

Val
170

His

Leay
i8s

Asp

SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:63:

Phe Ile Thr Lys Ala Leu Gly Ile Ser

10

Gln brg Arg Arg Pro Pro Asp Thr Gly

25

Leu Leu His Arg Asp Ser Val Asp Ser

Thr Asn Asp

Leu Iles Ser

Lys Lys Asn
125

Thr Val Ala
140

Ile Thr Phe
155

Pro Leu Pro

Phe

T¥r Gly Arg

Asn Pro Cys

Ala Pro Ile
45

Gly Phe His
g5

Gly Thr Ala
110

His Arg His
Asp Asn Gly

Gly Ser Pro
150

Pro Gly Met
175

Lyes Lyas Arg
is5 ;

His Thr Thr
30

Leu Thr Ala




Phe Asn Ser Ser
50

Pro Ile Val His
&5

Tyr Arg Pha Lys

Trp Eis Trp Thr
100

Leu Thr Tyr Asp
115

Lys Ile Pro Lys
130

His Lys Gly
55

Leu Lys Gly
70

Lys His Cys
85

Gly His Asn

Ser Glu Trp

The Ile Thr
135

129

Arg lle Asn Cys

Asp Ala Asn Thr
75

Thr Leu Tyr Thr
80

Val Lys His -Lys
108

Gln Arg Asp Gln
120

Val Ser Thr Gly

Asn Ser
80

Seu Lys

Ala Vval

Sar Als

Phe Leu

12s

Phe Met
140

Agn

Cys

Ser

Ile

110

Ser

Ser

The Thr

Len Arg
aa

Ser Thr
85

Val Thr

Gln val

Ile

.................
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Patenttivaatimukset

1. Fuusioproteiini, joka koastuu karboksiterminaa-
lisesta lastiosasta ja aminoterminaalisesta kuljetusosasta,
tunnettu siitd, ettd

a) kuljetusosassa on:

1) l&snd HIV:n tat-proteiinin aminohapot 49 - 57,

il) poissa HIV:n tat-proteiinin aminchapot 22 ~ 36 ja

iii) poissa HIV:n tat-proteiinin aminohapot 73 - 86,
ja

b) lastigsassa sdilyy bivloginen aktiivisuus sen
jdlkeen, kun se bn viety kuljetuscsasta riippuvaisella ta-
valla solun sis&dén.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fuusioproteilini,
tunnettu siitd, ettd lastiosa on joko terapeuttinen mo-
lekyyli, profylaktinen molekyyli tai diagnostinen molekyy-
1i.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen fuusiopro-
teiini, tunnettu sgiitd, ettd lastiosa koostuu ihmisen
papilloomaviruksen E2-repressorista, joka sdilyttdd biolo-
gisen aktiivisuutensa sgen jdlkeen, kun se on viety koh-
desoluun, ja kuljetusosa on joko:

a) HIV:n tat-protelinin aminohapot 47 - 58 (sekvens-
si tunnusnumero 47),

k) HIV:n tat-proteiinin aminohapot 47 - 72 (sekvens-
si tunnusnumero 48),

¢) HIV:n tat-proteiinin aminchapot 38 - 72 (sekvens-
si tunnusnumero 49) tai
58 (sekvens-

d) HIV:n tat-proteiinin aminohapot 38
si tunnusnumero 50).

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen fuusioproteiini,
tunnettu siitd, ettd kuljetusosaa edeltdd aminotermi-

naalinen metioniini.
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5. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen
fuusioproteiini, tunnettu siitd, ettd lastiosa koostuu
ihmisen papilloomaviruksern EZ-proteiinin aminohapoista 245 -
365 (sekvenssi tunnusnumero 51).

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fuusioproteiini,
tunnettu siitd, ettd se on fuusioproteiini JIB106 (sek-
venssi tummusnumerc 38) .

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fuusioproteiini,
tunnettu siitd, ettd se on fuusioproteiini JB117 (sek-
venssi tunnusnumerco 59) .

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fuusioproteiini,
tunnettu siitd, ettd se on fuusioproteiini JBL1E (ssk-
venssli tunnusnumero 60) .

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fuusioproteiini,
tunnettu siitd, ettd se on fuusioproteiini JBl22 (sek-
venssi tunnusnumero 63).

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen fuusioproteiini,
tunnettu siitd, ettd lastiosa koostuu naudan papilloo-
maviruksen EZ-repressorista, joka s8ilyttdd biologisen ak-
tiivisuuteensa kohdesoluun viemisen jélkeen, ja kuljetusosa
on jcko:

a) HIV:n tat-protelinin aminochapot 47 - 62 {(sekvens-
si tunnusnumero 52) tail

b} HIV:n tat-proteiinin aminohapot 38 - 62 (sekvens-
si tunnusnumero 53).

11. Ppatenttivaatimuksen 10 mukainen fuusioproteii-
ni, tunnettu =siitd, ettd kuljetusosaa edelitdsd aminoter-
minaalinen metioniini.

12. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1, 2, 10 tai
11 mukainen fuusioproteiini, tunnettu siitd, ettd las-
tiosa on E2-repressori, Jjoka koostuu naudan papilloomavi-
ruksen E2-proteiinin aminochapoista 250 - 410 (sekvenssi tun-
nusnumere 56) .

13, Patenttivaatimuksen 12 mukainen fuusioproteii-
ni, tunnettu siitd, ettd se on JIBlLY9 (sekvenssi tunnus-

numero 61} .
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14. Patenttivaatimuksen 12 mukainen fuusioproteii-
ni, tunnettu siitd, ettd se on JBL20 (sekvenssi tunnus-
numeroe 62) .

15. Patenttivaatimuksen 1 tail 2 mukainen fuusiopro-
teiini, tunnettu siitd, ettd lastiliosa koostuu HSV:n
VPl6-proteiinin aminchapoista 43 - 412 ja kulijetusosa koos-
tuu HIV:n tat-proteiinin aminchapcista 47 - 58.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen fuusioproteii-
ni, tunnettu silitd; ettd kuljetuscsaa edeltii aminoter-
minaalinen metioniini.

17. Minks tahansa patenttivaatimuksen 1 - 16 mukai-
sen fuusioproteiinin kayvttd lastin viemiseen solun sisddn
eli-terapeuttisessa tarkoituksessa.

18. Kovalenttisesti liitetty kemiallinen konjugaat-
ti, Jjoka koostuu kuljetuspolypeptidiosasta ja lastiosasta,
tunnettu siitd, ettéd

a) konjugaatin kuljetuspolypeptidiosassa on:

i) l&snd HIV:n tat-proteiinin aminohapot 49 - 57,

ii) poigsa HIV:n tat-proteiinin aminohapot 22 - 36 ja

iii) poissa HIV:n tat-protelinin aminohapot 73 - 86,
ja

b) konjugaatin lastiosassa sdilyvy biologinen aktii-
viguus sen jalkeen, kun se on viety solun sisddn, kuljetus-
osasta riippuvaisella tavalla.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen kovalenttisesti
liitetty kemiallinen konjugaatti, tunnettu siitd, ettd
kuljetuspolypeptidiosa koostuu HIV:n tat-proteiinin amino-
hapoista 37 -~ 72 {sekvenssi tunnusnumero 2).

20. Patenttivaatimuksen 19 mukainen kovalenttigesti
liitetty kemiallinen konjugaatti, tunnettu siitd, ettd
lastiosa on:

a) ihmisen papilloomaviruksen E2-proteiinin amino-
hapot 245 - 365 (sekvenssi tunnusnumero 51) tai

b) ihmisen papilloomaviruksen EZ-proteiinin amino-
hapot 245 - 365, Jossa aminohapot 300 ja 309 on muutettu

kysteliiniksi (sekvensgi tunnusnumero 55} .
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Patenttivaatimuksen 20 mukainen kovalenttisestil
ettad

21.
liitetty kemiallinen konjugaatti, tunnettu siitd,
lastioga on kaksijuosteinen DNA, joka on:
a) oligonukleotidi NFl

joka on hybridiseoitu oligonuklieotidiin NF2

tunnusnumaro 43),
{(SEQ ID nro 44)

{sekvenssi

tai
b) oligonukleotidi NF3
joka on hybridiscitu oligonukleotidiin NF4

{sekvenssi tunnusnumerc 45},
(sekvenssi tun~
nusnumero 46).

22.

kovalenttisestil

Minkd tahansa patenttivaatimuksen 18 ~ 21 mu-

kaisen liitetyn kemialligsen konjugaatin

kédyttd lastin viemiseen sclun sisdédn el-terapeuttisessa tar-

koituksessa.

23. DNA-molekyvyli, joka kédsittdd nukleotidisekvens-
sin, joka koodittaa patenttivaatimuksen 1 mukaista fuusio-
proteiinia, joka on:

a) JB106 (sekvenssi tunnusnumero 38),

b) JB117 {sekvengsi tunnusnumerc 59},

¢) JB1l18 ({sekvenssi tunnusnumero 60},

d) JB119 (sekvenssi tunnusnumero 61},

&) JBl20 (sekvenssi tunnusnumero 627},

£y IB122 (sekvenssi tunnusnumerc 63) tai

g} tab-VP1lHR.GF (sekvenssi tunnusnumero 58).

24. Patenttivaatimuksen 23 mukainen DNA-molekyyli,

tunnettu siits,

ettd fuusioprotelinia koodittava nukleo-

tidigsekvenssi on toimivalla tavalla liitetty ekspression

kontrollisgekvensseihin,

25.

Yksisoluinen isdntd,

tunnettu siitd,

ettd

se on transformoitu patenttivaatimuksen 23 tai 24 mukaisel-
la DNA-molekyylilla.

26.

proteiinin tuottamigeksi,

a)
b)
c)
d)

Menetelmd patenttivaatimuksen 1 nukaisen fuusio-

JB10G
JB117
JB118
JB119

(8EQ ID nro
(SEQ ID nro
{SEQ ID nro
(SEQ ID nro

joka on:

38),
59),
60) ,
61},




(93]

@) JB1lZ0 ({SEQ ID nro 62},
£}y Jgplaz

g)

(SEQ ID nro 63} tail
HIV:n tat-proteiinin aminchapot

seuraa HSV:n VPlé-proteiinin aminohapot 43 - 2,
tunnettu siitd, ettd

a) viljellisn patenttivaatimuksen 23 tai 24 mukaisel-
la DNA-molekyylilld transformoitua vksisoluista isdntda ja

b} ker&tdidn fuusioproteiini mainitusta viljelmidstéa.
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Patentkrav

1. Fusionsprotein, som best&r av en karboxiterminal
lastdel och en aminoterminal transportdel, kdnneteck-
nat av att

&) transportdelen karakteriseras av:

i} forekomgten av HIV tat-proteinets aminosyror 49 -

57,

ii) avsaknaden av HIV tat-proteinets aminosyror 22 -
36 och

iii) awvsaknaden av HIV tat-proteinets aminosyror 73 -
86, och

b) lastdelen bibehdller en visentlig biologisk ak-
tivitet efter att den har forts in i cellen pad ett sAtt,
som dr bercende gv transportdelen.

2. TFusionsprotein enligt patentkrav 1, ké&nne-
tecknat av att lastdelen dr en terapeutisk molekyl, pro-
fyiaktisk molekyl eller diagnostisk molekyl.

3. Fusionsprotein enligt patentkrav 1 eller 2,
kdnnetecknat av att lastdelen bestar av en human pa-
pillomavirus E2-repressor som bibehdller sin biologiska ak-
tivitet efter transporten till mé&lcellen och transportdelen

ar:

a) HIV tat-proteinets aminosyror 47 - 58 (SEQ ID nr
47y,

b) HIV tat-proteinets aminosyror 47 - 72 (SEQ ID nr
48},

¢} HIV tat-proteinets aminogyror 38 - 72 (SEQ ID nr

d) HIV tat-proteinets aminosyror 38 58 (SEQ ID nr
50).

4., Pusionsprotein enligt patentkrav 3, ké&nne-
tecknat av att transportdelen fdregds av en aminotermi-

nal metionin.
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5. Fusionsprotein enligt wilket som helst av pa-
tentkraven 1 - 4, kdnnetecknat av att lastdelen bestar
av human papillomavirus E2-proteinets aminosyror 245 - 365
(SEQ ID nr 51).

6. Fuslonsprotein enligt patentkrav 1, kdanne-
tecknat av att det &r fusionsprotein JB10S6 (SEQ ID nr
38).

7. Fusionsprotein enligt patentkrav 1, kdnne-
tecknat av att det &Er fusionsprotein JB117 {SEQ ID nr
59} .

8. Fusicnsprotein enligt patentkrav 1, kdnne-
tecknat av att det &dr fusionsprotein JB1l18 (SEQ ID nr
60) .

9. Fusionsprotein enligt patentkrav 1, kédnne-
tecknat av att det dr fusionsprotein JB122 (SEQ ID nr
63).

10. Fusionsprotein enligt patentkrav 1, kénne-
tecknat av att lastdelen bestdr av en ndt papillomavirus
E2-repressor som bibehdller sin biologiska aktivitet efter
transporten till en malcell och transportdelen &r:

a) HIV tat-proteinets aminosyror 47 - 62 (SEQ ID nr
52) eller

b) HIV tat-proteinets aminosyror 38 - 62 (SEQ ID nxr
53).

11. Fusionsprotein enligt patentkrav 10, ké&nne-
tecknat av att transportdelen foregas av en aminotermi-
nal metionin.

12. Fusionsprotein enligt vilket som helst av pa-
tentkraven 1, 2, 10 eller 11, kédnnetecknat av att
lastdelen dr en E2-repressor bestidende av ndt papillomavi-
rus E2-proteinets aminosyror 250 ~ 410 (SEQ ID nr 56} .

13. TFusionsprotein enligt patentkrav 12, kdnne-
tecknat av att det dr JBllY (SEQ ID nr 61).

14, Fusionsprotein enligt patentkrav 12, kénne-
tecknat av att det &r JBI20 (SEQ ID nr 62).
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15. Fusionsprotein enligt patentkrav 1 eller 2,
kdnnetecknat av att lastdelen bestdr av HSV VPl6-pro-
teinets aminosyror 43 - 412 och transportdelen bestdr av
HIV tat-proteinets aminosyror 47 - 58.

16. Fusionsprotein enligt patentkrav 15, k&nne -
tecknat av att transportdelen féregds av en aminotermi-
nal metionin.

17. Anvandning av ett fusionsprotein enligt vilket
som helst av kraven 1 -~ 14, f&r intracelluldr tillfdrsel av
last 1 icke-terapeutiskt dndamal.

18. Kovalent bundet kemiskt konjugat bestiende av
en transport polypeptiddel och en lastdel, kdnneteck-
nat av att

a) konjugatets transportpolypeptiddel karakterise-

ras av:
i) forekomsten av HIV tat-proteinets aminosyror 49 -
57,
ii) avsaknaden av HIV tat-proteinets aminosyror 22 -
36 och

i1i) avsaknaden av HIV tat-proteinets aminosyror 73 -
86, och

b) lastdelen bibehdlier en vésentlig biologisk ak-
tivitet efter att den har fOrts in i cellen pa ett sgdtt,
som &ar bercende av transportdelen.

19. Kovalent bundet kemisk konjugat enligt patent-
krav 18, k&nnetecknat av att transportpolypeptiddelen
bestar av HIV tat-proteinets aminosyror 37 - 72 (SEQ ID nr
2).

20. Xovalent bundet kemiskt konjugat enligt patent-
krav 19, kdnnetecknat av att lastdelen &r:

&) human papillomavirus EZ-proteinets aminosyror
245 - 365 (SEQ ID nr 51) eller

b) Thuman papillomavirus E2Z-proteinets aminosyror
245 - 365, wvari aminosyrorna 300 och 309 har &ndrats till
cystein (SEQ ID nyr 55}.
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21. Kovalent bundet kemiskt konjugat enligt patent-
krav 20, kédnnetecknat av att lastdelen &r en dubbel-
stréngad DNA-molekyl, som Ar:

a) oligonukleotiden NF1l (SEQ ID nr 43) kopplad till
oligomukleotiden NF2 (SEQ ID nr 44) eller

b} en oligonukleotiden NF3 (SEQ ID nr 45) kopplad
till oligonukleotiden NF4 {(SEQ ID nr 4§).

22, Anvdndning av ett kovalent bundet kemisk konju-
gat enligt vilket som helst av patentkraven &dr 18 - 21 £or
intracelluldr tillfdrsel av last i icke~terapeutiskt &nda-
mal.

23. DNA-molekyvl, kdnnetecknad av att den be-
star av en nukleotidsekvens som kodar ett fusionsprotein
enligt patentkrav 1 som &r:

a} JB106 (SEQ ID nr 38),

b) JB117 (SEQ ID nr 53},

) JB118 (SEQ ID nr 60},

d) JB1l19 {(SEQ ID nr 61},

e} JBl20 (SEQ ID nr 62},

£) JB122 (SEQ ID nr 63) eller

g) tat-VP16R.GF {SEQ ID nr 58).

24, DNa-molekyl enligt patentkrav 23, kénne-
tecknad av att nuklectidsekvensen, gom kodar fusionspro-
teinet, &r funktionellt bunden till expressionskorntrollsek-
venser.

25. Encellig vird, kd8nnetecknad av att den &r
transformerad med en DNA-molekyl enligt patentkrav 23 eller
24,

26. Forfarande f6r framstdllning av ett fusionspro-
tein enligt patentkrav 1, som dr:

a) JBl06 (SEQ ID nr 38),

b) JB117 (SEQ ID nr 59),

} JB118 (SEQ ID nr 60},
)} JB119 (SEQ ID nr 61),
} JB120 (SEQ ID nr 62},
} JB122 (8EQ ID nr 63) eller
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g) aminosyror 47 - 58 av HIV tat-protein £8149d av
aminosyror 43 - 412 av HSV WVPle-protein,
kdnnetecknat av att

a) man odlar en encellig vadrd transformerad med en
DNA-molekyl enligt patentkrav 23 eller 24 och

b) tillvaratar fusicnsproteinet frén ndmnds odling.
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