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L5

Ihmisen interleukiini 5 -reseptori

Interleukiini 5 (IL-5 tai IL5) on T-solujen ja
syottosolujen erittama lymfokiini, jolla on biologisia
vaikutuksia B-soluihin ja eosinofiileihin. Vaikutus B-so-
luihin nayttdd olevan rajoittunut hiiren jarjestelmdan.
Joukossa m8arityksia, jotka koskevat ihmisen B-solujen
aktivoitumista tai erilaistumista, ei voida 1l6ytdd havait-
tavissa olevaa aktiivisuutta. [Clutterbuck ym., Eur. J.
Immunol. 17, 1743-1750 (1987)].

Hiiren hematopoieesissa IL-5 on selektiivinen sig-
naali eosinofiilisen kehityslinjan lisd&ntymiselle ja eri-
laistumiselle ([Yamaguchi ym., J. Exp. Med. 167, 43-56
(1988)]. Tassd suhteessa IL-5:n toiminta ndyttdd olevan
samankaltainen kuin niilld "colony stimulating factor" -
kasvutekijoillsa, jotka wvaikuttavat muihin myeloidisiin
Kehityslinjoihin. Ihmisen (h) IL-5 aktivoi mySs hyvin te-
hokkaasti ihmisen eosinofiileja [Lopez ym. J. Exp. Med.
167, 219-224 (1988); Saito ym., Proc. Natl. Acad. Sci USA
85, 2288-2292)].

Interleukiini 5 vdlittdd vaikutuksensa solumembraa-
nilla sijaitsevan reseptorikompleksin vdlitykselld. Tama
kompleksi on karakterisoitu fysikaalis-kemiallisesti seké
hiiren ettd ihmisen jé&rjestelmdss&. Luuytimestd on kehi-
tetty ihmisen esi-B-solulinjoja, joiden kasvu on riippu-
vainen IL5:std, ja niitda kaytetd&n IL-5:n reseptorianalyy-
seissda [Rolink ym. J. Exp. Med. 169, 1693-1701 (1989)].
Ihmisen ILb-reseptoria voidaan tutkia promyelosyyttisen
solulinjan HL60 subkloonissa, joka on indusoitu eosinofii-
lista erilaistumista kohti [Plaetinck ym. J. Exp. Med.
172, 683-691 (1990)].

Eosinofiilinen erilaistuminen saadaan alkuun natri-
umbutyraattia kayttden. N&distd soluista voidaan 1loytaa
vain affiniteetiltaan korkeita (Kd=30 pM) IL5:ttd sitovia

kohtia. Kuitenkin ristisidosten muodostumistutkimukset
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paljastavat kahden IL5:n sitomiseen osallistuvan polypep-
tidiketjun l&sndolon, jotka muistuttavat molekyylipainoil-
taan ldheisesti hiiren IL5R-a- ja B-ketjuja.

Liukoista ihmisen IL5Ra-ketjua (shIL5Ra) voitaisiin
kayttda IL-5:n vastavaikuttajana kroonisessa astmassa tai
muissa tautitiloissa, joissa on osoitettu eosinosolurun-
saus. Lisdksi shIL5Ra:aa, tai itse a-ketjua tai kokonaista
korkea-affiniteettista reseptoria, joka koostuu a-ketjusta
ja B-ketjusta [Tavernier ym., Cell 66, 1175-1184 (1991)],
voitaisiin k&ytt&da tyodkaluna IL-5:n vastavaikuttajia seu-
lottaessa.

Tam&n keksinndn tavoite on ndin ollen tarjota DNA-
sekvenssi, joka koodittaa ihmisen interleukiini-5:n resep-
torin (hIL5-R) a-ketjua, tai sen osia, erityisesti
shILSRa:lle, vektori joka sisdltdd sellaisen DNA-sekvens-
sin, sellaisella vektorilla transformoidut eukaryootti-
solut, rekombinanttiproteiinit joita t&m&n keksinndn DNA-
sekvenssi koodittaa, erityisesti rekombinantti-shIL5Rq,
missd ne, jotka sis&ltdvat kuvassa 1 esitetyn kaltaisen
aminohapposekvenssin, ovat erityisen edullisia, ja mene-
telmd sellaisten proteiinien tuottamiseksi, jossa viljel-
188n t&mé&n keksinntn transformoitunutta isdntdid soveli-
aassa elatusaineessa ja eristet&dn té&mdn keksinndn rekom-
binanttiproteiini.

Td&mdn keksinndn edullisia DNA-sekvenssejd ovat ne,
jotka sisdltévéat sellaisten cDNA-kloonien cDNA-inserttejé,
jotka voidaan saada soveliaista cDNA-kirjastoista, esim.
kuten esimerkissd 4 kuvataan, hybridisaatioseulonnalla
kuten esim. esimerkissd 5 Kkuvataan. Edelleen edullisia
ovat sellaiset cDNA-insertit, kuten esimerkissd 5 valmis-
tetut, kuten esim cDNA-kloonin " A gtll-hIL5Ral2" cDNA-
insertit. Edelleen t&m&n Kkeksinnén edullisia DNA-sek-
venssejda ovat sellaiset sekvenssit jotka koodittavat
shILOSRa:aa, erityisesti sellaiset sekvenssit jotka sisdl-

tdvat sellaisen sekvenssin kuin kuvassa 1 esitetdian.
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Tamdn KkKeksinndn DNA-sekvenssin kloonaus voidaan
saada aikaan seuraavalla tavalla. Hiiren solulinjoja, jot-
ka sisdltavdt hiiren IL-5-reseptorin (mIL5R) membraaniin
sitoutuneessa muodossa, voidaan viljelld sindnsd tunnetul-
la tavalla tai kuten erityisesti kuvataan esim. esimerkis-
sd 2. Sellaiset solut voidaan sitten ker&td sentrifugoi-
malla, hajottaa ja membraaniekstrakti voidaan valmistaa
kdyttden soveliasta pinta-aktiivista ainetta, esim. Tri-
ton-X 100:aa. mIL5R:n a-ketjun eristé&miseksi sentrifugoi-
malla selvitetty membraaniekstrakti voidaan kuljettaa
immunoaffiniteettimatriisin l&pi. Vastaavia vasta-aineita
sellaiselle immunomatriisille, nimittdin ne jotka kohdis-
tuvat mILSR:n a-ketjuun, voidaan valmistaa ja Kytked sove-
liaaseen matriisiin sindnsd tunnetulla tavalla, tai kuten
erityisesti kuvataan esim. esimerkeissd 1-3. mIL5-R:n
a-ketju voidaan lisdksi puhdistaa natriumdodekyylisulfaat-
tipolyakryyliamidigeelielektroforeesilla (SDS-PAGE) ja
blotata soveliaalle matriisille.

Tadten puhdistettua hiiren IL-5-reseptoriketjua voi-
daan karakterisoida peptidikemian menetelmills, jotka tun-
netaan tekniikan tasolla, kuten esimerkiksi N-pd&hidn koh-
distuvalla aminohapposekvensoinnilla tai entsymaattisella
samoin kuin kemiallisella peptidin katkaisulla. Entsymaat-
tisesta tai kemiallisesta katkaisusta saadut fragmentit
voidaan erottaa tavanomaisin menetelmin kuten esim.
HPLC:11d ja ne voidaan itse alistaa N-pddhdn kohdis-
tuvalle jatkosekvensoinnille.

Alkamalla ndin saadusta aminohapposekvenssitiedosta
oligonukleotideja voidaan tuottaa sindnsad tunnetulla
tavalla [katso esim. Sambrook ym. s.a.] ottaen huomioon
geneettisen koodin degeneroitumisen.

CDNA- tai genomisia DNA-kirjastoja voidaan tuottaa
sindnsd tunnetulla tavalla [Sambrook ym. "Molecular Clo-
ning", 2. painos, Cold Spring Harbor Laboratory Press

(1989)], jossa ovat edullisia cDNA-kirjastot, jotka perus-
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tuvat mRNA-valmisteeseen, joka on perdisin solulinjoista,
jotka ekspressoivat indusoituina tai ilman sitd hiiren tai
ihmisen IL5R:8&8, esim. kuten erityisesti kuvataan esimer-
kissa 4. Sellaisia kirjastoja voidaan sitten seuloa oligo-
nukleotideilla {Sambrook ym. s.a.]. Kun sellaisella taval-
la on kerran saatu spesifinen klooni, voidaan eristda se
faagi joka sis&ltaa keksinnon halutun DNA-sekvenssin [Sam-
brook ym. s.a.] ja vastaavia inserttejd voidaan karak-
terisoida restriktioentsyymeja kayttavdlla pilkkoutumis-
kuvioanalyysilléd tai sekvensoinnilla standardimenetelmien
mukaisesti (Sambrook ym. s.a.). On ymmdrrettdvid ettd myods
ne DNA-sekvenssit, jotka hybridisoituvat vaativissa hybri-
disaatio-olosuhteissa, (katso esim. Sambrook ym. s.a.)
tdaman keksinntn DNA-sekvensseihin, ja koodittavat proteii-
neja jotka edelleen sitovat IL5:ttd ja sellaisia proteii-
neja, ovat itse td&mdn keksinntn kohteena. Sellaisia DNA-
sekvenssejd voidaan valmistaa esim. alalla tunnetuin muta-
geneesimenetelmin (katso esim. Sambrook ym.) aloittaen
vastaavista luonnon DNA-sekvensseista.

Tdten mdadriteltyjen sekvenssien ja tietyille res-
eptoreille jo tunnettujen sekvenssien perusteella ne osit-
taiset sekvenssit, jotka koodittavat liukoista reseptorin
alayksikkdd, voidaan maadrittdad ja leikata irti taydelli-
sestd sekvenssistd sindnsd tunnetulla tavalla [Sambrook
ym., s.a., katso myds Maliszewski ja Fanslow, Tibtech., 8,
324-329 (1990)] siind tapauksessa, ettd tamdn keksinndn
kloonin spesifinen cDNA-insertti ei ennest&idn koodita sel-
laista shIL5Ra:aa kuten kyse on esimerkiksi cDNA-kloonin
" A gtll-hIL5Ral2" tapauksessa.

Tdydellinen sekvenssi tai sellaiset osittaiset sek-
venssit voidaan sitten liitt&d& sind&nsd tunnetulla tavalla
vektoreihin, jotka on kuvattu tekniikan tasolla sen
perusteella ettd ne monistuvat ja/tai ekspressoituvat pro-
karyooteissa [Sambrook ym., s.a.]. Soveliaita prokaryoot-

tisia isdntdorganismeja ovat esimerkiksi gram-negatiiviset
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ja gram-positiiviset bakteerit kuten esimerkiksi E. coli -~
kannat kuten E. coli HB 101 [ATCC nro 33 694] tai E. coli
W3110 {[ATCC nro 27 325] ja E. coli MC1061 [Casadabam ja
Cohen, J. Mol. Biol. 138, 179-207 (1980)], joista kaksi
jdlkimmaista sisdltdvat ennestddn plasmidin "p3" (Sambrook
ym. s.a.) siind tapauksessa, ettd monistetaan pCDM8-tyyp-
pisid vektoreita kuten nVX tai pshIL5Ra (katso esimerk-
ki 9), tai B. subtilis -kannat.

Lisdksi keksinnén mukaisesti nukleiinihapposek-
venssejd voidaan 1liittd& sin&nsd tunnetulla tavalla sopi-
viin vektoreihin eukaryoottisissa isdntédsoluissa tapahtu-
vaa ekspressiota varten, kuten esimerkiksi hiivassa, hyotn-
teissoluissa ja nisédkédssoluissa. Sellaiset vektorit kuten
v1lld on mainittu ovat my6s té&m&n keksinnén kohteena.

Tyypillinen ekspressiovektori nisdkéssoluja varten
sisd@ltda tehokkaan promoottorielementin jotta saataisiin
aikaan hyvd transkriptiotaso, ekspressoitavan DNA-sek-
venssin ja signaalit transkriptiotuotteen tehokasta lope-
tusta ja polyadenylaatiota varten. Lisdelementtejd, joita
voidaan k&ayttadd, ovat "tehostajat", jotka johtavat edel-
leen tehostuneeseen transkriptioon ja sekvensseihin jotka
voivat esim. pidentdd mRNA:n puoliintumisaikaa. Jotta saa-
taisiin ekspressoitua nukleiinihapposekvenssejd joista
puuttuu signaalipeptidid@ koodittava endogeeninen sekvens-
sifragmentti, voidaan kdyttdad vektoreita jotka sis&dltavat
sellaisia soveliaita sekvenssejd& jotka koodittavat muiden
tunnettujen proteiinien signaalipeptidej&. Katso esimer-
kiksi vektori pLJ268, jonka on kuvannut Cullen, B.R. (Cell
46, 973-982 (1986)) samoin kuin Sharma, S. ym. teoksessa
"Current Communications in Molecular Biology"” toim.
Gething M.J. Cold Spring Harbor Lab. (1985), sivut 73-78.

Useimmat ndistd vektoreista, joita kdytet&@an tietyn
DNA-sekvenssin lyhytaikaiseen ekspressioon nisdkéd@ssoluis-
sa, sisaltavat SvV40-viruksen replikaation aloituskohdan.

Soluissa, jotka ekspressoivat viruksen T-antigeenia (esim.
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COS-soluissa), naita vektoreita tuotetaan runsaasti. Ly-
hytaikainen ekspressio, esim. esimerkissd 10 kuvatun kal-
tainen, ei kuitenkaan rajoitu COS-soluihin. Periaatteessa
mitd tahansa transfektoitavissa olevaa nisdkdssolulinjaa
voidaan kayttda t&h&n tarkoitukseen. Signaaleja, jotka
voivat saada aikaan voimakkaan transkription, ovat esim.
SV40:n varhaiset ja my&hdiset promoottorit, HCMV:n (ihmi-
sen sytomegaloviruksen) "aivan varhaisen p&&geenin” ("ma-
jor immediate-early" gene) promoottori ja tehostaja, ret-
rovirusten kuten RSV:n, HIV:n ja MMTV:n LTR:t ("pitkat
toistop&ddt"). Voidaan kayttdd kuitenkin myds solugeenien
signaaleja kuten esim. aktiini- ja kollagenaasigeenien
promoottoreita.

Vaihtoehtoisesti voidaan myds hankkia pysyvid solu-
linjoja, joissa spesifinen DNA-sekvenssi on integroitunut
genomiin (kromosomiin). Tatd varten DNA-sekvenssi kotrans-
fektoidaan yhdessad merkkiominaisuuden kanssa, esim. neomy-
siinin, hygromysiinin, dihydrofolaattireduktaasin (dhfr)
tai hypoksantiiniguaniinifosforibosyylitransferaasin
(hgpt) kanssa. DNA-sekvenssid, joka on stabiilisti mennyt
sis88n kromosomiin, voidaan my®s monistaa runsaasti. Sove-
lias merkkiominaisuus t&dtad varten on esimerkiksi dihydro-
folaattireduktaasi (dhfr). Nisdkadssoluja (esim. CHO-solu-
ja), jotka eivadt sisdlld koskematonta dhfr-geenid, inku-
boidaan t&ss& lisdédntyvien metotreksaattimd&rien kanssa
sen jdlkeen kun transfektio on saatu aikaan. T&11l& tavalla
voidaan saada aikaan solulinjoja, jotka sisdltdvat enemmén
kuin tuhat kopiota halutusta DNA-sekvenssista.

Nisdkassoluja, joita voidaan kayttadad ekspressioon,
ovat esim. ihmissolulinjojen HeLa [ATCC CCL2] ja 293 [ATCC
CRL 1573] solut, samoin kuin 3T3- [ATCC CCL 163] ja L-
solut, esim. [ATCC CCL 149}, (CHO)-solut [ATCC CCL 617,
BHK-solut [ATCC CCL 10] samoin kuin CV 1- [ATCC CCL 70] ja
COS-solulinjat [ATCC CRL 1650, CRL 1651].
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Soveliaisiin ekspressiovektoreihin kuuluvat esimer-
kiksi vektorit kuten pBC12MI [ATCC 67 109], pSv2dhfr [ATCC
37 146], pSVL [Pharmacia, Uppsala, Ruotsi], pRSVcat [ATCC
37 152], pMSG [Pharmacia, Uppsala, Ruotsi] ja pCDM8-tyypin
plasmidit kuten esim. pshIL5Ra [katso esimerkki 7], joka
on sijoitettu E.coli MCl06l-kantaan (joka sisdltad plas-
midin p3) transformoituna Budapestin sopimuksen ehtojen
mukaisesti patenttitarkoituksia wvarten Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) -talletus-
laitokseen Braunschweigiin, Saksan 1liittotasavalta, 17.
huhtikuuta 1991 luettelonumerolla DSM 6479. Plasmidi
pshIL5Ra voidaan eristdd talletetusta transformoidusta E.
colista sin&nsd tunnetulla tavalla ja kuten on kuvattu
esim. yksityiskohtaisesti esimerkissd& 9. Prokaryoottiset
isd&ntd@solut, jotka on transformoitu sellaisilla plasmi-
deilla, jotka sis&dltavdt tdmidn keksinndn DNA-sekvenssin,
erityisesti transformoidut E. coli -solut, ovat myds tamén
keksinndn kohteena samoin kuin sellaiset plasmidit, joita
kdytetddn niiden transformoimiseen.

Tapa, jolla n&ma solut transfektoidaan, riippuu
valitusta ekspressiosysteemistd ja vektorisysteemisti.
Katsaus n&ihin menetelmiin voidaan 1l06yt&& Pollardin ym.
artikkelista "DNA Transformation of Mammalian Cells" teok-
sessa "Methods in Molecular Biology" [Nucleid Acids Vol.
2, 1984, Walker. J.M. toim., Humana, Clifton, New Jersey].
Lisd8 menetelmi& voidaan loytda Chenin ja Okayaman artik-
kelista ["High-Efficiency Transformation of Mammalian
Cells by Plasmid DNA", Molecular and Cell Biology 7, 2745-
2752, 1987] ja Felgnerin artikkelista [Felgner ym. "Lipo-
fectin: A highly efficient, lipid-mediated DNA-trans-
fection procedure", Proc. Nat. Acad. Sci. USA 84, 7413-
7417, 1989]. Eukaryoottiset is&ntdsolut, jotka on trans-
fektoitu soveliaalla keksinnén plasmidilla (vektorilla),
erityisesti nis&dké&sisdntdsolut, joista erityisen edullisia

ovat COS-solut, samoin kuin plasmidit joita kdytetddn nii-
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den transfektioon ja vastaavan rekombinanttiproteiinin
ekspressioon, ovat my®6s tamdn keksinndén kohteena.

Bakulovirusekspressiojdrjestelmda, jota on jo kdy-
tetty menestyksekkddsti monien proteiinien ekspressioon
(katsauksena katso Luckow ja Summers, Bio/Technology 6,
47-55, 1988), voidaan kayttdd ekspressioon hydnteissoluis-
sa. Rekombinanttiproteiineja voidaan tuottaa autenttisessa
muodossa tai fuusioproteiineina. T&ten tuotettuja proteii-
neja voidaan myds muokata, kuten esimerkiksi glykosyloida
(Smith ym. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82, B8404-8408, 1987).
Niin sanottua "siirtovektoria" kdytetdan tuottamaan rekom-
binanttibakulovirus, joka ekspressoi haluttua proteiinia.
Tamdn alla on ymmdrrettdvd plasmidi, joka sis&ltds hetero-
logisen DNA-sekvenssin vahvan promoottorin kontrolloimana,
esim. polyhedronigeenin, missd virussekvenssit ympéroéivat
tdtd molemmin puolin. Siirtovektori transfektoidaan sitten
hyonteissoluihin yhdessd villityypin bakuloviruksen DNA:n
kanssa. Rekombinanttivirukset, jotka syntyvdt soluihin
homologisen rekombinaation tuloksena, voidaan sitten tun-
nistaa ja erist&d@ sindnsd tunnetulla tavalla. Katsaus
bakulovirusekspressiojdrjestelmddn ja siind kéaytettyihin
menetelmiin voidaan 10ytdad Luckowin ja Summersin teoksesta
"A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and Insect
Cell Culture Procedures”", Texas Agricultural Experimental
Station, Texas A & M University, Bulletin nro 1555, 2.
painos, 1988.

Ekspressoitu IL-5-reseptoriketju tai sen fragmentit
voidaan sitten puhdistaa solumassasta tai viljelm&n super-
natanteista sindnsd tunnetuilla proteiinikemian menetel-
milld, kuten esimerkiksi esim. ammoniumsulfaattisaostuk-
sella, dialyysilld, ultrasuodatuksella, geelisuodatuksel-
la, ioninvaihtokromatografialla, SDS-PAGE:1lla, isoelek-
triselld fokusoinnilla, affiniteettikromatografialla kuten
immunoaffiniteettikromatografialla, HPLC:11d tai vastaa-

valla.
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Lisdksi té@mdn keksinndn mukaista IL-5-reseptoriket-
jua tai sen fragmentteja voidaan k&yttda IL-5:n agonistien
tai antagonistien havaitsemiseen sin&nsd8 tunnetulla
tavalla.

Tdman keksinnén IL-5-reseptoriketjua tai sen frag-
mentteja, samoin kuin niiden fysiologisesti soveliaita
suoloja, jotka voidaan valmistaa sindnsd8 tunnetuilla
tavoilla, voidaan myds kdytt&d& sairauksien hoitoon, joihin
kulkuun IL-5 vaikuttaa, ja/tai vastaavien farmaseuttisten
valmisteiden tuotantoon. T&t& tarkoitusta varten yhtd tai
useampaa mainittua yhdistettd, haluttaessa tai tarvittaes-
sa yhdistelm&nd muiden farmakologisesti wvaikuttavien ai-
neiden kanssa, voidaan valmistaa sindnsd tunnetulla taval-
la tavanomaisesti kdytettyjen kiinteiden tai nestemdisten
kantajamateriaalien kanssa. Sellaisten valmisteiden annos-
tus voidaan toteuttaa sen mukaan, mitkd& ovat tavanomaisia
kriteerejd analogisesti jo kdytettdvien valmisteiden kans-
sa, Jjoilla on vastaava aktiivisuus ja rakenne. Sellaiset
farmaseuttiset valmisteet ja t&m&n keksinndn yhdisteiden
kdyttd terapeuttisiin tarkoituksiin ovat myts tdmd@n kek-
sinndn kohteena.

Sen j&lkeen kun t&ten edelld on kuvattu keksintd
vleisesti, seuraavat kuvat ja esimerkit on tarkoitettu
havainnollistamaan keksinndn yksityiskohtia, rajoittamatta
sitd tdten mill&aan tavoin.

Kuva 1

shIL5Ra:n nukleiinihapposekvenssi, ja siitd johdet-
tu aminohapposekvenssi, jossa mIL5Ra:n vastaava aminohap-
posekvenssi esitetddn alla nayttdmdlla vain sellaiset ami-
nohapot, jotka ercavat ihmissekvenssin aminohapoista. Sek-
venssit esitetddn kayttden standardilyhenteitd nukleoti-
deille ja aminohapoille.

Kuva 2

Kuva 2 luonnehtii shIL5Ra:aa. Kaikki yksityiskohdat

annetaan esimerkissa 11.
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Kuva 3

Kuva 3 esittdd hILS5Ra:n DNA-sekvenssin ja siité
johdetun aminohapposekvenssin, jossa mIL5Ra:n vastaava
aminohapposekvenssi esitetdin alla nayttdmdlld vain sel-
laiset aminohapot, jotka eroavat ihmissekvenssin amino-
hapoista. Sekvenssit esitetdidn standardinomaisin 1lyhen-
tein.

Esimerkki 1

Monoklonaalisten vasta-aineiden tuotto hiiren

JL5R:td vastaan

Immunisaatio suoritettiin perusteiltaan A. Rolink-
in ym. (s.a.) kuvaamalla tavalla. Lyhyesti: p&divdnid 0 2 x
107 B13-solua [Rolink ym. s.a.] pestiin fosfaattipuskuroi-
dulla suolaliuoksella (PBS-A), sekoitettiin tdydellisen
Freundin adjuvantin (CFA) kanssa ja ruiskutettiin Wistar-
rottien takajalan anturaan. Tédmd& toistettiin ilman Freun-
din adjuvanttia (FA) pdivinad 5 ja 7. Pdaivand 8 paikalliset
imusolmukkeet poistettiin ja valmistettiin solususpensio.
Nd&md solut fuusioitiin PEG 1500:aa (Boehringer) kayttden
Sp2/0-Agld4-solujen kanssa [ATCC CRL 1581] suhteessa 5:1,5.
Solut maljattiin mikrotiitterilevyille rekombinantti-
hIL6:n l&sndollessa (500 pg/ml) [Haegeman ym. Europ. J.
Biochem. 159, 625-632 (1986)]. Seuraavana p&iv&n&d sama
madra elatusainetta, joka sisdlsi 2 x konsentraation ami-
nopteriinia, 1lis&dttiin hybridisolujen selektoimiseksi.
Soluille annettiin p&divdnd 8 wuutta elatusainetta ilman
aminopteriinia. Hybridoomat selektoitiin niiden super-
natantin kyvyn perusteella inhiboida mIL5:ttd [Tavernier,
J. ym. DNA 8, 491-501 (1989)] tai hiiren interleukiini 3:n
(mIL3) aikaansaamaa B1l3-solujen lisd&ntymistd (mitattiin
3H—-deoksisytidiini—inkorporaatioméérityksell'ei sinansa tun-
netulla tavalla). mIL3:n 1l&dhteend kidytettiin muokattua
elatusainetta WEHI-3-soluista (ATCC nro TIB68). Super-
natantit, jotka osoittivat inhiboivaa vaikutusta, testat-

tiin uudelleen kompetitiivisessa sitomism&&rityksesséi
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[sindnsd tunnetulla tavalla] radioleimatun mIL5:n tai
"R52:n" kanssa [monoklonaalinen vasta-aine, joka tunnistaa
vain IL-5-R:n B-ketjun (Rolink ym. s.a.)] Bl3-soluilla.
Monoklonaaliset vasta-aineet, jotka olivat suuntautuneet
vain m-IL-5-R:n a-ketjua wvastaan, tunnistettiin niiden
kyvyn perusteella estdd ldhes tdysin mIL5:n sitoutuminen
ja vastaavan mIL-5-R-ketjun immunopresipitaatiolla. Vali-
tut hybridoomat kloonattiin uudestaan laimennussarja-
menetelmalla.

Esimerkki 2

mIL5R-B-ketjun immunoaffiniteettipuhdistus

Bl3-soluja kasvatettiin suurissa spinneripulloissa
Iscoven muokatussa Dulbeccon elatusaineessa (Gibco Labora-
tories, Grand Island, N.Y., USA), joka sisdlsi 5 % fetaa-
livasikan seerumia, 2 mM L-glutamiinin, 50 pg/ml genta-
mysiinid ja 100 yksikk&d/ml rekombinanttista hiiren IL-
5:ttd, tiheyteen 2 x 10° solua/ml. Solut konsentroitiin
10 1 viljelmistd sentrifugoimalla, pestiin PBS:118 ja ha-
jotettiin 200 ml:1la PBS:ta, joka sisdlsi 1 ¥ Triton-X-
100:aa ja proteaasi-inhibiittoriseoksen (1 mM PMSF, 10 mM
bentsamidiini.HC1, 100 U/ml aprotiniinia). 10 minuutin
jdissdpidon jdlkeen lysaattia sentrifugoitiin 10 min
1000 g:ss& ja se kirkastettiin ultrasentrifugaatiolla
(100 000 g) 90 minuutin ajan 4°C:ssa. Supernatantti laimen-
nettiin NaCl:1lla lopulliseen konsentraatioon 0,5 M ja sitad
kdytettiin puhdistukseen. "R52" sidottiin kovalenttisesti
proteiini G-Sepharose 4 Fast Flow:iin (Pharmacia, LKB Bio-
technology AB, Uppsala, Ruotsi) Schneiderin ym. mukaan [J.
Biol. Chem. 257, 10766 (1982)] Konsentraatiossa 5 mg/ml
geelid. Kaksisataa ml Bl3-solulysaattia pantiin 4 °C:een
l&mpdtilassa 2 ml proteiini G-Sepharose 4 Fast Flow:in
lapi, jota seurasi 2 ml R52-kytketty proteiini G-Sepharose
4 Fast Flow:ia, molemmat pakattuna halkaisijaltaan 1 cm
pylvaddseen. Pid&attymdtdn fraktio ladattiin sitten molem-

piin pylvdisiin. Geelid pestiin perusteellisesti (100 ml)
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puskurilla, joka sisdlsi 50 mM Tris-HCl (pH 8,2), 1 mM
EDTA, 0,5 M NaCl, 0,5 % NP40, jota seurasi 10 ml 0,1 %
NP40. Seuraavaksi j8ljelle j&&neet proteiinit eluoitiin
4 ml:ssa 50 mM dietyyliamiinia (pH 11), joka sisdlsi 0,1 %
Nodinet P40:ia (NP40), neutraloitiin lis&&m&11& 1 M NaH,PO,
ja konsentroitiin lyofilisoimalla. Puhtaus arvioitiin aja-
malla 2,5 ¥ eluaatista SDS-PAGE -geeliin ja vdrjaamdlli se
Coomassiella.

Esimerkki 3

Hiiren IL5R:n a-ketjun immunoaffiniteettipuhdistus

B13-solulysaatit 2 x 10 solusta (ajettu "R52"-im-
munoaffinjiteettipylvddn fraktiociden 1l&8pi, joita kaytettiin
puhdistamaan B-ketjupari esimerkin 2 mukaisesti) sekoitet-
tiin yli y6n 4 °C:een lampOtilassa "hydrazide avidgel
AX:n" (2 ml) (Bioprobe Int., Inc.) kanssa, joka oli varus-
tettu 10 mg:1lla monoklonaalisia vasta-aineita, jotka tun-
nistivat mIL5R a-ketjun. Geeli kaadettiin sitten pylvaa-
seen ja perusteellisen pesun jédlkeen (50 mM Tris.HCl, pH
8,2, 1 mM EDTA, 0,5 M NaCl, 0,5 % NP40; jota seurasi 0,1 %
NP40 H,0:ssa) suoritettiin eluutio kdyttden 50 mM dietyyli-
amiinia, pH 11, 0,01 % NP40. Valikoidut fraktiot lyofili-
soitiin v&littOm&sti ja resuspendoitiin 2 x Laemmli-pusku-
riin, B-merkaptoetanolin l&sndollessa. N&aytteet ajettiin
1,5 mm 10 ¥ PAGE-SDS-~geelin 1l&pi. Geeli fiksoitiin 10 %
HAc-30 % metanolilla ja v&rj&ttiin Coomassie Brilliant
Blue:1lla. Palat, jotka sisdlsivdt 60 kDA mIL5R a-ketjun,
kdsiteltiin SDS-puskurilla, leikattiin uudelleen ja ajet-
tiin elektroforeesilla uudessa PAGE-SDS-geelissa.

Sen jdlkeen kun se o0li siirretty Immobilon-P-mem-
braanille (Millipore Corp.) ja vdrjatty amido black -vari-
aineella, 60 kDa juova irrotettiin ja digestoitiin in situ
trypsiinilléa. Peptidit erotettiin C4-k&anteisfaasipylvigl-
18 ja alistettiin sekvenssianalyysiin kdyttden 470A-tyyp-
pistd@ kaasufaasisekvenaattoria, johon oli kytketty suoraan

120A-tyypin PTH-aminohappoanalysaattori (Applied Biosys-
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tems Inc., Foster City, CA). Aminohapposekvenssit (amino-
happojen standardilyhenteet) ja vastaavien oligonukleoti-
dikoetinsarjojen sekvenssit, jotka syntetoitiin sindnsid

tunnetulla tavalla, esitetddn alla:

peptidi 1

1234567891011 12
WGEWSQPIY V G K

oligonukleotidisarja 1: 32-meerejé

T
5" CCIACGTA AATIGG CTG IGA CCA CTCICC CCA 3’
A G T T

T
5" CCIAC GTA AATIGG CTG ACT CCA CTCICC CCA 3
A G T G T

peptidi 2

1234506738
HVDLEYHYV

oligonukleotidisarja 2: 23-meerejéd

5° AC ATG ATA TTC TAA ATC JAC ATG ¥
G G c C G G

5" AC ATG ATA TTC IAG ATCIAC ATG 3’
G G C G G
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Esimerkki 4

Yksisuuntaisten )Vgtll-cDNA—kirjastojen muodos-

taminen

1. Hiiren esi-B-solu B13 -cDNA-kirjasto

mRNA eristettiin Bl13-soluista kdyttden "fast-track"
mRNA:n eristysjdrjestelmd8sd (Invitrogen Corp.). T&td mene-
telmdsd kayttden poly(A)" mRNA eristettiin suoraan solu-
lysaateista kayttden oligo(dT)selluloosaa; saannot olivat
noin 50 pg per 10° solua. 5 mg poly(A)' mRNA k&&nteis-
kopioitiin kdadyttden oligo dT-Not 1 alukeadaptoria (5'-
AATTCGCGGCCGC(T),s-3', Promega Corp.) ja kloonattua Moloney
Murine Leukemia Virus RNaseH™ Reverse Transcriptase -ent-
syymid (BRL Life Technologies, Inc.). EcoRI-linkkerilléa
varustettua kaksijuosteista cDNA:ta tehtiin kuvattuja me-
netelmid8 k&yttden (Sambrook ym. s.a.). NotI-katkaisua
kdytettiin jotta saataisiin aikaan ainutkertainen 3'-yksi-
juosteinen p&&d, ja cDNA:t valittiin koon perusteella (>1
000 emédsparia) 1 % agaroosigeelissd. Sen jédlkeen kun oli
tehty eluutio "Gene clean" -menetelmdsda (BIO 101 Inc.)
kdytt8en, cDNA:t ligoitiin EcoRI-NotI gtll Sfi-Not -vek-
torin k&sivarsiin (Promega Corp.). In vitro -pakkauksen
jdlkeen saatiin noin 40 x 10° rekombinanttifaagia.

2. Ihmisen HL60-kloonin (butyraatti-indusoidun)

cDNA-kirjasto

Ennen kuin mRNA puhdistettiin, butyraatilla indu-
soidut HL60-klooni 15 -solut [Fischkoff, Leukemia Res. 12,
679-686 (1988); Plaetinck ym. J. Exp. Med. 172, 683-691
(1990); HL60: ATCC~Nro CCL 240] tarkastettiin asian-
mukaista '*°I-hIL5:n sitomista silm&ll&pitden (noin 2000
sitomiskohtaa per solu). Kaytettiin samoja menetelmid kuin
4.1:11e ja saatiin vertailukelpoinen saalis rekombinantti-

faageja.
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Esimerkki 5

Hiiren ja ihmisen cDNA-kirjastojen seulonta

2 sarjaa oligonukleotidikoettimia "Oligonukleoti-
di 1" ja "Oligonukleotidi 2", katso esimerkki 3, kaytet-
tiin seulontaan erilaisten hybridisaatio-olosuhteiden val-
litessa (katso alla), riippuen kdytetystd koettimesta,
joita kéytettiin sin&ns& tunnetulla tavalla (Sambrook ym.
s.a.). Tulokset esitetddn alla olevassa jadrjestelyssa:

1. 2 cDNA-kloonia ( A gtll-mIL5Ra2,3) valittiin osasta
hiiren cDNA-kirjastoa (1,2 x 10° plakkia seulottiin) hybri-
disaation perusteella molemmilla oligonukleotidikoetin-
joukoilla. T&at& tarkoitusta varten valmistettiin nitrosel-
luloosakopiot kuvatulla tavalla kayttden Biodyne A -siir-
tomembraaneja (Pall), (Sambrock ym. s.a.). Oligonukleoti-
di 1 leimattiin radioaktiivisesti kinasoimalla (Sambrook
ym. s.a.), ja hybridisoitiin "vaativuudeltaan keskiluokan"
hybridisaatio-olosuhteissa (katso alla). Oligonukleotidi 2
leimattiin radioaktiivisesti kinasoimalla (Sambrook ym.
S.a.), ja hybridiscitiin "vdhemm&n vaativissa" hybridisaa-
tio-olosuhteissa (katso alla).

2. 1 cDNA-klooni ( A gtll-hIL5Ra8) valittiin osasta ih-
misen cDNA-kirjastoa (2,4 x 10° plakkia seulottiin) hybri-
disaation perusteella sekd "oligonukleotidilla 1" ettéa
CDNA-insertilld, joka oli johdettu sin&ns& tunnetulla ta-
valla hiiren ,\ gtllmIL5Ra2:sta.

Oligonukleotidi 1 leimattiin radicaktiivisesti Kki-
nasoimalla (Sambrook ym. s.a.), ja hybridisoitiin "vahem-
man vaativissa" hybridisaatio-olosuhteissa. cDNA-insertti

gtllmILS5RaZ:sta leimattiin radicaktiivisesti satunnais-
alukkeita ké&yttdvalla leimauksella (Sambrook ym. s.a.) ja
hybridisoitiin "vaativuudeltaan keskiluokan” hybridisaa-
tio-olosuhteissa.

3. 5 muuta cDNA-kloonia (Agtll-hIL5Rall->15) valit-

tiin 2:ssa seulotusta ihmisen cDNA-kirjaston puolikkaasta
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kdyttden mIL5Ra2-cDNA-koetinta. Hybridisaatio tapahtui
"vaativuudeltaan keskiluokan" olosuhteissa.

4. 35 muuta cDNA-kloonia ( A\ gtll-hILS5Ral6->51)
valittiin 2:ssa seulotusta ihmisen cDNA-kirjaston toisesta
puolikkaasta kdyttaden hIL5Ra8-cDNA-koetinta. Hybridisaatio
tapahtui "vaativissa" olosuhteissa (katso alla).

Hybridisaatio-olosuhteet

L) "Vdhemmdn vaativat" hybridisaatio-olosuhteet:

- esihybridisaatio: 5 x SSC (alalla tunnettu sitraattipus-
kuroitu suolaliuos, katso esim. Sambrook ym. s.a.), 5 x
Denhardtin liuos, 0,1 % SDS, 0,05 % natriumpyrofosfaatti,
100 pg/ml sonikoitua lohen sperman DNA:ta; yli y®n 42°C:een
lampbtilassa.

- hybridisaatio: prehybridisaatiopuskuri korvattiin samal-
la puskurilla, mutta mukaan pantiin radioaktiivisesti lei-
mattu koetin.

- pesut: 4 perakkaistd pesua (noin 30 minuuttia kukin) 2 x
SSC:114, 0,1 % SDS:11d 37°C:een lampdtilassa;

I) "Vaativuudeltaan keskiluokan" hybridisaatio-olo-

suhteet:

- esihybridisaatio: 20 % formamidi, 5 x SSC, 5 x Den-
hardtin liuos, 5 mM EDTA, 25 mM natriumfosfaatti (pH 6,5),
0,05 % natriumpyrofosfaatti, 100 pg/ml sonikoitua lohen
sperman DNA:ta; yli yon 42°C:een lampotilassa.

- hybridisaatioc: prehybridisaatiopuskuri korvattiin samal-
la puskurilla, mutta mukaan pantiin radioaktiivisesti lei-
mattu koetin.

- pesut: 4 perdkkdista pesua (noin 30 minuuttia kukin) 2 x
SsC:11a, 0,1 % SDS:118 37°C:een lampdtilassa.

H) "Vaativat"” hybridisaatio-olosuhteet:

- esihybridisaatio: 6 x SSC, 5 x Denhardtin liuos, 0,5 %
SDS, 100 pg.ml™? sonikoitua lohen sperman DNA:ta, yli yén

68°C:een lampdtilassa.
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- hybridisaatio: 6 x SSC, 5 x Denhardtin liuos, 0,5 % SDS,
5 mM EDTA, 100 pg.ml™* sonikoitua lohen sperman DNA:ta,
mukaanlukien radiocaktiivisesti leimattu koetin.

- pesut: suoritettiin seuraavat perdkkdiset pesut (noin 30
min kukin):

- 2 x 8SC, 0,1 % SDS huoneenldmmdssad (kahdesti)

- 0,1 x SSC, 0,1 % SDS 68°C:een lampotilassa (kahdesti).

Esimerkki 6

Sekvensointi

Kaikki cDNA:t subkloonattiin pGEM7zf-tyypin vek-
toreihin (Promega Corp.) ja on saatu aikaan ExoIlI-delee-
tiomutantteja. Sékvensointi suoritettiin automaattisella
370A-DNA-sekvenaattorilla kdyttden menetelmidd, joka perus-
tuu Sangerin menetelm&&n ja jossa on mukana Tag-polymeraa-
si ja yksijuosteinen DNA.

Esimerkki 7

Plasmidin "pshIL5Ra" muodostaminen

Plasmidien muodostamiset suoritettiin kuten seuraa-
vissa kappaleissa kuvataan. Mik&dli mitddn erityisisd viit-
teitd tai valmistuksen yksityiskohtia ei anneta, kéaytet-
tiin standardinomaisia menetelmid& teoksen Sambrook ym.
(1989) Molecular Cloning. A Laboratory Manual (2. painos).
Cold Spring Harbor. N.Y., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, mukaisesti.

Insertti faagista gtli-hiIL5Ral2 (katso esimerk-
ki 5) irrotettiin Kk&yttden EcoRI- ja Notl-restriktio-
entsyymeja. Molemmat yksijuosteiset p&&t taytettiin kéayt-
tden E. coli DNA-polymeraasin I Klenow-fragmenttia kaik-
kien neljé&n deoksinukleotiditrifosfaatin l&sndollessa, ja
ei-palindromiset BstXI-linkkerit lis&ttiin T4-DNA-ligaasia
kdyttden. Ndiden linkkereiden sekvenssi on seuraava:
5'CTTTAGAGCACAS3'
3'GAAATCTCS'.

Seuraavassa vaiheessa muokattu insertti ligoitiin

plasmidiin pCDM8 [Seed ja Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 84 3365 (1987); Aruffo ja Seed, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84, 8573 (1987); Seed, Nature, 329, 840 (1987)] ja
jatkoanalyysiin valittiin konstruktio joka oli orientaa-
tioltaan sopiva CMV-promoottoriin n&hden.

Esimerkki 8

E. coli PC1061(p3) -kannan transformaatio

E. coli PCl061(p3) -kannan transformaatio plas-
midilla pshIL5Ra esimerkistd 7 saatiin aikaan elektro-
poraatiomenetelmdlla. Bio-Rad-yhtitn (Richmond, CA, USA)
Gene Pulser-konetta kdytettiin seuraavilla asetuksilla:
25 pF, 2,5 kV ja 200 Ohmia valmistajan ohjeiden mukaises-
ti.

Esimerkki 9

Plasmidi-DNA:n eristys

Transformoidusta E. coli MC1061 -kannasta, kuten
esimerkissd 8 Kkuvataan, valmistettiin plasmidi-DNA:ta
kdyttden standardimenetelmasa [Birnboim ja Doly, Nucl.
Acids Res. 7, 1513 (1979); Sambrook ym. 1989, s.a.], joka
perustuu solujen alkalilyysiin, jonka jédlkeen seurasi
kesiumkloridi-ultrasentrifugaatiovaihe. Tallia tavalla
plasmidi pshIL5Ra erotettiin plasmidista p3. shIL5Ra:aa
koodittava insertti leikattiin irti pshILS5Ra:sta ja sek-
vensointiin esimerkissda 6 kuvatulla tavalla. T&dydellinen
nukleiinihapposekvenssi ja siit& johdettu shIL5Ra:n amino-
happosekvenssi esitetddn kuvassa 1.

Esimerkki 10

shIL5Ra:n ekspressio C0S-1 -soluissa

COS-1 -solut transfektoitiin k&yttden DEAE-deks-
traani-menetelmdsd teoksessa Sambrook ym. 1989, s.a. kuva-
tulla tavalla. Lyhyesti: subkonfluentit COS-1 -solut
kerdttiin trypsinoimalla ja maljattiin uudelleen tiheyteen
2,3 x 10* solua/cm® 24 tuntia ennen transfektiota. Yksi-
kKerroksiset viljelmd&t pestiin kahdesti minimielatusaine
(MEM)~HEPES pH 7,2 -liuoksella ja inkuboitiin 30 minuuttia

transfektioseoksella [10 ng esimerkissd@ 9 kuvatulla taval-
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la eristettyd pshIL5Ra-plasmidia/0,5 mg DEAE-dekstraania
(M,=2 =x 10%; Pharmacia, Uppsala, Ruotsi)/ml MEM-HEPES,
pH 7.2]. Seuraavaksi soluille annettiin 8 tilavuutta esi-
lammitettyd Dulbeccon muokattua Eaglen elatusainetta
(DMEM), joka sis&lsi 10 % fetaalivasikan seerumia (FCS) ja
100 pM klorokiinidifosfaattia, ja inkuboitiin 4 +tunnin
ajan 37°C:een lampdtilassa. Sen jdlkeen elatusaine poistet-
tiin imemdlld ja yksikerroksiset viljelmédt pestiin kerran
DMEM-elatusaineella ja inkuboitiin 3 p&ivad DMEM+10 3%
FCS -elatusaineessa.

Esimerkki 11

shILSRa:n karakterisointi

Supernatantti, joka o0li perdisin COS-1 -soluista,
jotka o0li transfektoitu plasmidilla pshIL5Ra, joka oli
valmistettu esimerkissd 10 kuvatulla tavalla, testattiin
eritetyn shiIL5Ra:n olemassaoloa silm&llédpitden kompetitii-
viselld sitoutumisanalyysilld seuraavasti: COS-1 -solut,
jotka oli transfektoitu esimerkissd 10 kuvatulla tavalla
plasmidilla, joka sis&dlsi cDNA:n joka koodittaa mIL5Ra:ta
(katso esimerkistd 1 aminohapposekvenssi), joka oli saatu
kloonista esimerkiss& 5 kuvatulla tavalla, ja muodostettu
esimerkissd 7 kuvatulla tavalla, irrotettiin ké&sittele-
m&lla fosfaattipuskuroidulla suolaliucksella (PBS), joka
sisdlsi 0,5 mM EDTA ja 0,02 % natriumatsidia, 30 minuutin
ajan 37°C:een lampdtilassa, resuspendoitiin tiheyteen 1,5 x
10° solua per 0,3 ml sitomisliuosta (DMEM + 10 % FCS +
0,02 % natriumatsidia) ja inkuboitiin 0,8 nM '*I-mIL5
4°C:een lampotilassa 1 tunnin ajan 100-kertaisen leimaamat-
toman mIL5:n ylimddrdn ollessa poissa (kuva 2; "-", totaa-
lisitoutuminen) tai mukana (kuva 2; "+kylma", epéspesifi-
nen sitoutuminen). pshiL5Ra:1la (kuva 2, "shIL5Ra")
transfektoitujen COS-1 -solujen supernatantti (80 % sito-
misliuosta) testattiin silm&dlldpitden sen kykyd inhiboida
2°7_mIL5:n sitoutuminen. Sitoutuminen suoritettiin my6s

ei-transfektoitujen COS-1 -solujen (kuva 2, "kontrolli")
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80 % supernatantin ollessa l&snd. Jotta erotettaisiin so-
lumembraaniin sitoutunut '**I-mIL5 vapaasta radioaktiivisuu-
desta, CO0S-1 -solut sedimentoitiin ftalaattidljytyynyn
l8pi ja yksilolliset pelletit laskettiin gammalaskurilla
kuten on kuvattu [Plaetinck ym. J. Exp. Med. 172, 683-691
(1990)].

Esimerkki 12

Plasmidin "phIL5Ra"” muodostaminen

hIL5Ra:ta koodittavat cDNA:t eristettiin 3'-jat-
kamis-polymeraasiketjureaktio (PCR) -strategialla {Fritz
ym. Nucl. Acid Res. 19, 3747 (1991)]. Koska shIL5Ra:ta
koodittava mRNA on vain noin 1350 emdstd pitk&, cDNA:ista
perdisin olevat PCR-tuotteet, jotka koodittavat hIL5Ra:ta,
voitiin valikoida koon perusteella. Ensimmdisessd vaihees-
sa cDNA:t syntetisoitiin kayttédm&lla alukkeena satunnaista
heksameeria, jonka 5'-pddhdn oli kiinnitetty tunnettu 27
emdksen jakso. Sitten etusuunnan alukkeen, joka oli komp-
lementaarinen shIL5Ra-sekvenssille (katso kuva 1) kohdassa
1036-1055, ja kaanteisalukkeen joka oli komplementaarinen
satunnaisheksameerin loppupdén sekvenssille, valilld suo-
ritettiin PCR-reaktio. Vaikkakin useimmat reaktiotuotteet
olivat epédspesifisid, Southernin blottausanalyysi paljasti
IL5Ra-sekvenssejd vain silloin kun k&8ytettiin butyraatti-
indusoidusta HL60-kloonista 15 perdisin olevaa mRNA:ta.
350 emésparia suuremmat DNA-fragmentit puhdistettiin ja
sen j&lkeen kun oli pilkottu NsiI- ja SalI-restriktio-
entsyymeilld, ne subkloonattiin pUCl8-vektoriin (Pharma-
cia, Freiburg, BRD). hIL5Ra:ta koodittavat subkloonit va-
likoitiin sitten pesdkehybridisaatiovaiheella. N&din teke-
m8lld selektoitiin niitd DNA:ita vastaan, jotka vastasivat
shIL5Ra:ta. DNA-sekvenssianalyysi paljasti taman jalkeen,
ettd subkloonit, joissa oli 350 emdsparia suuremmat inser-
tit, koodittivat todellakin hIL5Ra:ta. Seuraavaksi saatiin
aikaan kokopitka hIL5Ra-cDNA irrottamalla insertti NsiI~

Xbal -entsyymeilld (tasaiset pddt) ja insertoimalla NsI-
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NotI (tasaiset p&dt) -kohdista avattuun pshliL5Ra-vektoriin
(katso esimerkki 7). hIL5Ra:n t8ydellinen DNA-sekvenssi ja
siitd johdettu aminohapposekvenssi annetaan Kkuvassa 3.
DNA-sekvenssin piirteend on vaihdos shIL5Ra:n DNA-sekvens-
sin kohdassa 1243, mik& johtaa 3'-pddn osan korvautumiseen
uudella sekvenssilla, joka sis&lt&8& solukalvon ldpadisevin
osan. Sytoplasminen osa on 58 aminohappoa pitk&. T&asséa
lyhyessd sytoplasmisessa hdnnéssd ei voida 16ytda osaa,

joka olisi osallisena signaalin vadlitysprosesseissa.
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Patenttivaatimukset:

<§),§§2§£§}T§/ jolla valmistetaan ihmisen interleu-
kKiini 5 —reseéforin a-ketju tai sen osia, jotka osat edel-
leen sitovat ihmisen interleukiini S:tté, joka menetelimi
on tunnettu siitd, ettda viljelld&n isdntadsolua,
joka on transformoitu ekspressiovektorilla joka sis&altdi
DNA-sekvenssin, joka koodittaa ihmisen interleukiini 5-
reseptorin a-ketjua tai sen osia, jotka osat edelleen si-
tovat ihmisen interleukiini 5:tta.

2, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd DNA-sekvenssi koodittaa ih-
misen interleukiini 5 -reseptorin liukoista osaa, joka
liukoinren osa edelleen sitoo ihmisen interleukiini 5:tti.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, etté& DNA-sekvenssi valitaan seu-
raavasta:

a) kuvan 1 mukainen DNA-sekvenssi samoin kuin niiden komp-

GE ALV AT

lementaariset juosteet, tai ne joihin sisdltyvéat né@é/sek—

venssit: . P -
g /V(///‘/M & oot "J‘/M Paxd //"‘",,J LY L S P /1;,'(_'2:'

b) DNA-sekvenssit jotka hybridisoituvat sekvenssien kans- PR
e f/ Vo

sa, jotka on madritelty (a):n alla tai niiden fragmentit;_?a/ .

c) DNA-sekvenssit jotka geneettisen koodin degeneroitumi—f*
sen vuoksi eivd@t hybridisoidu (a):n tai (b):n alla ma&ri- e
teltyjen sekvenssien kanssa, mutta jotka koodittavat poly-
peptidejd joilla on tasmdlleen sama aminohapposekvenssi.

4. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1-3 mukainen
menetelmd, jossa mainittu isantdsolu on pro- tai eﬁka-
ryoottinen isantasolu.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, jossa
mainittu eukaryoottinen isa&ntdsolu on nisdkdsisantdsolu.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelm&, jossa

mainittu nisdkdsisdntdsolu on CHO- tai COS-solu.
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7. Mink& tahansa patenttivaatimuksen 1-6 mukainen
menetelmd, jossa ekspressiovektori on pSvV2-, pRSV-,
PBC12MI-, pMSG- tai pCDMB8-tyyppid. A

Gi) Minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-7 mukaisen/%;ﬁkv

=

menetelmdn mukaisesti valmistetun yhdisteen kayttd patent— "”

tivaatimuksen 10 mukaisen farmaseuttisen koostumuksen val-‘.— 7+ .
Yy g e

e

mistusta varten.

_;)DNA—sekvenssi, tunnetttu siitd, ettd se
sisdlt&8 DNA-sekvenssin joka koodittaa yhdistettd, joka on
valmistettu minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-7 mukaisen
menetelmdn mukaisesti.

@E} Vektori, erityisesti eukaryoottisessa is&nté-
solussa ékspressiota varten, joka vektori sis&ltaad patent-
tivaatimuksen 9 mukaisen DNA-sekvenssin.

(ii} Isdntasolu, erityisesti eukaryoottinen is&nté- ‘<¢23_

solu, joka on transformoitu patenttivaatimuksen 10 mukai-
sella vektorilla.
12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen isdntdsolu,

joka on CHO- tai COS-solu.
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Fig. 3/1
CCGCTGCTTCTC
ATCGCATGGCCACCGCATTTCTCAGGCCAGGCACATTGAGCATTGGTCCTGTGCCTGACGCTATGCTAGATGCTGGGGT
TGCAGCCACGAGCATAGACACGACAGACACGGTCCTCGCCATCTTCTCTTGAGTACTGGTCGGARCRAAGAGGATCGTCT
GTAGACAGGCTACAGATTGTTTTAGATTGAAGTTTCCTGTCATGTTCACTCATCTTTARATCCTCATAGTARARAGGAT

ATG ATC ATC GTG GCG CAT GTA TTA CTC ATC CTT TTG GGG GCC ACT GAG ATA CTG CAAR GCT
Met Ile Ile Val Ala His Val Leu Leu Ile Leu Leu Gly Ala Thr Glu Ile Leu Gln Ala
--------- Met Val Pro val Leu Ala Thr

GAC TTA CTT CCT GAT GAA AAG ATT TCA CTT CTC CCA CCT GTC AAT TTC ACC ATT AAA CTT
Asp Leu Leu Pro Asp Glu Lys lle Ser Leu Leu Pro Pro Val Aen Phe Thr Ile Lys Val
Rsn His Lys Phe Leu Ala

ACT GGT TTG GCT CAA GTT CTT TTA CAA TGG AAA CCA AAT CCT GAT CAA GAG CAA AGG AAT
Thr Gly Leu Ala Gln Val Leu Leu Gln Trp Lys Pro Asn Pro Asp Gln Glu Gln Arg Asn
His Asp His

GTT AART CTA GAA TAT CAR GTG AAR ATAR ARAC GCT CCA AARA GAA GAT GAC TAT GAR ACC AGA
Val Asn Leu Glu Tyr Gln Val Lys Ile Asn Ala Pro Lys Glu Asp Asp Tyr Glu Thr Arg
Asp His Gln Glu Asp

ATC ACT GAA AGC AAA TGT GTA ACC ATC CTC CAC AARA GGC TTT TCA GCA AGT GTG CGG ACC
Ile Thr Glu Ser Lys Cys Val Thr Ile Leu His Lys Gly Phe Ser Ala Ser Val Arg Thr
Lys Pro Glu Ala

ATC CTG CAG AAC GAC CAC TCA CTA CTG GCC AGC ARGC TGG GCT TCT GCT GAA CTT CAT GCC
Ile Leu Gln Asn Asp His Ser Leu Leu Ala Ser Ser Trp Ala Ser Ala Glu Leu His Ala
Lys Ser Ser Thr Thr val Lys

CCA CCA GGG TCT CCT GGA ACC TCA ATT GTG AAT TTA ACT TGC ACC ACA AARC ACT ACA GAA
Pro Pro Gly Ser Pro Gly Thr Ser Ile Val Asn leu Thr Cys Thr Thr Asn Thr Thr Glu
Val Thr His Val Val

GAC AAT TAT TCA CGT TTA AGG TCA TAC CAA GTT TCC CTT CAC TGC ACC TGG CTT GTT GGC
Asp Asn Tyr Ser Arg Leu Arg Ser Tyr Gln Val Ser Leu His Cys Thr Trp Leu Val Gly
Ser Ser His Thr His Pro Arg

ACA GAT GCC CCT GAG GAC ACG CAG TAT TTT CTC TAC TAT AGG TAT GGC TCT TGG ACT GAR
Thr Asp Ala Pro Glu Asp Thr Gln Tyr Phe Leu Tyr Tyr Arg Tyr Gly Ser Trp Thr Glu
Lys Phe Val Leu

GAR TGC CAAR GAA TAC AGC AAA GAC ACA CTG GGG AGA AAT ATC GCA TGC TGG TTT CCC AGG
Glu Cys Gln Glu Tyr Ser Lye Asp Thr Leu Gly Arg Asn Ile Ala Cys Trp Phe Pro Arg
Lys Arg Ala Asn Thr

ACT TTT ATC CTC AGC AAA GGG CGT GAC TGG CTT TCG GTG CTT GTT AAC GGC TCC AGC RAG
Thr Phe Ile Leu Ser Lys Gly Arg Asp Trp Leu Ser Val Leu Val Asn Gly Ser Ser Lys
Asn Phe Glu Gln Ala His Ile

CAC TCT GCT ATC AGG CCC TTT GAT CAG CTG TTT GCC CTT CAC GCC ATT GAT CARA ATR AAT
Hie Ser Ala Ile Arg Pro Phe Asp Gln Leu Phe Ala Leu His Ala Ile Asp Gln Ile Asn
Arg Ala Lys Ser Pro leu val

CCT CCA CTG AAT GTC ACA GCA GAG ATT GAA GGA ACT CGT CTC TCT ATC CAA TGG GAG ARA
Pro Pro Leu Asn Val Thr Ala Glu lle Glu Gly Thr Arg lLeu Ser Ile Gln Trp Glu Lys
Arg val Ser Asn Ser Tyr

CCA GTG TCT GCT TTT CCA ATC CAT TGC TTT GAT TAT GAA GTA AAR ATA CAC AAT ACA AGG
Pro Val Ser Ala Phe Pro Ile His Cys Phe Asp Tyr Glu Val Lys Ile His Asn Thr Arg
Leu ABSp Asn Leu Tyr Lys
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