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(57) Anotacia:

Vektor na vyrobu IL-4 a muteinov IL-4 v kemni Escheri-
chia coli, pozostavajici z operativne spojenych elementov
v smere 5° k 3': regulovatelny prométor pozostdvajici z
prométora fagu TS Escherichia coli a dvoch lac operatoro-
vych sekvencii, vizbového miesta pre ribozém z bakterio-
fagu T7g10 E.coli, iniciatného translaéného kodonu, §truk-
tirneho génu pre IL-4 alebo mutein [L-4 a transkripného
terminatora za Strukturnym génom. Do rozsahu rieSenia
patri tie? Escherichia coli transformovand jednym alebo
viacerymi tymito vektormi a pouZitie tohto vektora v meto-
de pripravy IL-4 a muteinov IL-4.
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Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka vektora na vyrobu IL-4 a muteinov [L-
-4 v kmeni Escherichia coli, vektora obsahujuceho DNA
sekvenciu znazornenu ako Seq. ID. NO. 2 pozri dalgj,
Escherichia coli transformovaného jednym alebo viacerymi
tymito vektormi a pouZitie tohto vektora v metdde pripravy
IL-4 a muteinov IL-4. Konkrétne sa vynalez tyka kon§truk-
cic a pouZitia cxpresnych plazmidov vo vyrobe rekombi-
nantného interleukinu-4 (IL-4) a muteinov IL-4.

Doterajii stav techniky

Zrely Tudsky interleukin-4 (IL-4) je zloZeny zo 129
aminokyselin a je z 50 % homologny s my3im [L-4. IL-4 je
jediny zndmy cytokin, ktory riadi diferencidciu pomocnych
T buniek na fenotyp Ty, (Mosmann a Sad, Immunol. Today
17, 138 - 146, 1996). [L-4 odovzdava signal lymfocytom a
dal$im bunkdm cez heterodimericky aggkomplex dvoch
receptorov  cytokinu, [L-4Ra abeiny y-retazec (yc).
V publikaciach podla doterajsicho stavu techniky boli opi-
sané antagonistické mutanty I1L-4 (Kruse a kol., EMBO J.,
11, 3237 - 3244, 1992). Tri aminokyseliny blizko C-konca
(R121, Y124 a S125) sa délezité pre vizbu k ye-ret'azcu.
Zavedenie Asp (D) do tychto pozicii blokuje dimerizaciu
receptora a prenos signdlov cez membranu.

Dvojity mutein interleukinu-4 (IL-4 DM) je variant IL-
4 s dvoma zmenami aminokyselin v poziciach 121 a 124,
nazvana IL-4 R121D Y124D. IL-4 DM jc schopny bloko-
vat’ obe aktivity IL-4 a IL-3. Na rozdiel od v8etkych bodo-
vych mutantov Ziadne zvyskové agonistické aktivity neboli
pre tento mutein nikdy zistené. Predpokiada sa, e tieto an-
tagonistické vlastnosti IL-4 DM su uzitoné pri lieGeni
ochoreni, ktoré zahmuji vyvoj Ty, a/alebo produkciu IgE
(Ryan, J., Allergy Clin. Immunol. 99,1 - 5, 1997).

Ako bolo opisané v réznych publikaciach, na produkeiu
rekombinantného IL-4 a muteinov IL-4 sa mdZu vyuZit
prokaryotické organizmy. BohuZial, opisované systémy
maju rad nedostatkov (nizka hladina expresie, nizka stabili-
ta expresného vektora), ktoré znemoZiujui produkciu IL-4 a
muteinov IL-4 vo velkom meradle alebo si ekonomicky
nerealizovatelné.

Hlavné kritéria pre u¢inny a bezpe¢ny expresny systém
st
- vysoky vyt'aZok produktu;

- regulovatel'na stabilna expresia;
- stabilita expresného vektora.

Pre tieto uvedené kritéria sii déleZité niektoré znaky
expresného plazmidu (pozri Hannig a kol., TIBTECH. 16,
54 - 60, 1998). Si to:

- promotor,

- ribozomalne vazbové miesto (rbs);
- vyuzitie kodénu prislusného génu;
- transkripény terminator;

- gén pre rezistenciu,

- reguldcia expresie;

- potiatok replikacie (ori).

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je vektor na vyrobu IL-4
amuteinov [L-4 vkmeni Escherichia coli, pozostavajici
z operativne spojenych elementov v smere 5" k 3: regulo-
vatelny promodtor pozostavajici z prométora fagu T5 Es-
cherichia coli a dvoch lac operatorovych sekvencii, vézbo-

vého miesta pre ribozém z bakteriofagu T7g10 Escherichia
coli, inicia¢ného translaéného kodénu, $truktimeho génu
pre IL-4 alebo mutein IL-4 a transkripéného terminatora za
Struktirnym génom.

Do rozsahu tohto rieSenia podl'a vynalezu taktieZ patri
vektor obsahujici DNA sekvenciu znazornent ako Seq. ID.
NO. 2, pozri dalej.

Do rozsahu rieSenia podl'a vynalezu taktieZ patri Esche-
richia coli transformovana jednym alebo viacerymi uvede-
nymi vektormi podla vynélezu.

Do rozsahu riesenia podl'a vynélezu taktieZ patri pouZi-
tie tohto vektora podla vynalezu v metéde pripravy IL-4
a muteinov [L-4.

Podla vynilezu boli vytvorené expresné plazmidy pre
IL-4 a muteiny JL-4 s modifikiciami vo v3etkych prislus-
nych elementoch pre G¢inny a bezpedny expresny systém.
Kvalita a vhodnost’ prislu§ného expresného systému bola
klasifikovana hlavne podl'a nasledujucich kritérii:

- vytazok IL-4 a muteinov 1L-4;
- stabilita plazmidu; a
- udrZanie indukénej schopnosti.

Cielom predmetného vynélezu bolo preto vytvorenie
metddy na konstrukciu na pouZitie expresného plazmidu na
vyrobu rekombinantného interleukinu-4 (IL-4) a muteinov
interleukinu-4 vo velkom meradle. Navy$e by mal novo
vytvoreny systém hostitel'a/vektora byt’ vhodny na expresiu
dalsich proteinov (cytokinov, rastovych faktorov, rozpust-
nych receptorov, protilatok atd’.). Podl'a predmetného vyna-
lezu sa prekvapivo zistilo, Ze baktérie transformované
plazmidom podFa tohto vynalezu poskytujii mnohonasobne
vacsie rychlosti expresie a stabilitu plazmidu a expresie,
ako sa pozorovalo po transformacii rovnakého hostitela
inymi zndmymi plazmidmi z doterajsicho stavu techniky.
Preto je pouZitie plazmidov podla tohto vynilezu ovela
vyhodnejsie na produkciu rekombinantného interleukinu-4
a muteinov interleukinu-4 v porovnani so vietkymi skor
znamymi plazmidmi.

Novovyvinuty vektorovy systém obsahuje nasledujice
prvky:

TS prométor

Prométor bakteriofaga TS E. coli spoloéne s dvoma lac
operatorovymi sekvenciami je odvodeny z plazmidu
pQE30 (Qiagen), patriaceho do skupiny plazmidov pDS
(Bujard a kol., Methods Enzymol. 155, 416 - 433, 1987 a
Stliber a kol., Immunological Methods, I. Lefkowits a B.
Pernis, eds., Academic Press, Inc. Vol. 1V, 121 - 152,
1990).

T7 g10 ribozomalne vizbové miesto

Viazbové miesto ribozomu (rbs) je odvodené z oblasti
pred génom 10 bakteriofaga T7 (T7g10 veducej sekvencie).
Gén 10 faga T7 kéduje pldstovy protein, ktory je hlavnym
proteinom exprimovanym po infekcii fagom T7. T7 g10 rbs
sa ziskal z vektora pET-9a (Studier a kol., Methods Enzy-
mol. 185, 60 - 89, 1990). T7 g10 veduca sekvencia zahrnu-
je oblast’ okolo 100 bp (Olins et al., Gene 227 - 235, 1988).
Vo findlnom expresnom konstrukte je oblast’ pred Xbal
miestom odstranena. T7 gl0 vedica sekvencia teraz teda
zahrnuje 42 bp a obsahuje zadmenu jednej bazy z G na A
v pozicii 3638 v tomto tu opisovanom plazmide.

VyuZitie kodonov prirodzenej sekvencie 1L-4

Ako uéinné meradlo vyuZitia synonymnych koddénov
prirodzenej sekvencie mdZe byt’ index adapticie kodénu
(codon adaptation index - CAI) pouZity na predpovedanie
hladiny expresie daného génu (Sharp a kol., Nucleic Acids
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Res. 15, 1281 - 1295, 1987 a Apeler a kol., Eur. J. Bio-
chem. 247, 890 - 895, 1997). CAI sa pocita ako geometric-
ky stred hodnét relativneho vyuzitia kodénov (RSCU) zod-
povedajucich kaZdému z kodonov pouZitych v géne, delené
maximalnym moZnym CAI pre gén pre rovnaké aminoky-
selinové zloZenie. RSCU hodnoty sii pre kazdy koddn poci-
tané z velmi vysoko exprimovanych génov uréitého orga-
nizmu, napr. E. coli a reprezentuji pozorovani frekvenciu
kodénu delenu frekvenciou ocakavanou za predpokladu
rovnakého vyuZitia synonymnych kodonov pre aminokyse-
linu. Vysoko exprimované gény, napr. gény kédujice ribo-
zomélne proteiny, vSecobecne maju vysoké hodnoty
CAI > 0,46. Slabo exprimované gény ako lacl a trpR v E.
coli majii nizke hodnoty CAI £ 0,3.

Vypoéitana hodnota CAI v E. coli je pre prirodzeni
sekvenciu IL4 0,733. To znamend, Ze prirodzeny gén by
mal byt vhodny pre vysokua hladinu expresie v E. coli. Ale
ma synteticky gén s optimalnym vyuZitim E. coli kodénov
(hodnota CAI = 1) potencial k dalsiemu zvySeniu hladiny
expresie. Preto boli navrhnuté a klonované syntetické gény
pre IL-4 a muteiny IL-4.

Transkripény terminator

Fragment z T7 DNA obsahujici transkripény termind-
tor To je odvodeny z vektora pET-9a (Studier a kol., Met-
hods Enzymol. 185, 60 - 89, 1990). Transkripéné termina-
tory uréuji miesta, kde komplex mRNA-RNA polymeraza-
DNA disociujc, a tym konéi transkripcia. Pritomnost’ trans-
kripéného terminatora na konci vysoko exprimované¢ho gé-
nu ma niekolko vyhod. Minimalizuje nedostupnost” RNA
polymerazy, ktora by bola zahmutd v nadbytocnej trans-
kripcii, obmedzuji dizku mRNA na minimalnu potrebnd
dizku, a tym obmedzuje vydaj energie. Vzhladom na to, ze
silna transkripcia by mohla interferovat’ s pociatkom repli-
kécie, zvySuje terminator transkripcie stabilitu plazmidu
prostrednictvom udrZania podtu képii (Balbas a Bolivar,
Methods Enzymol. 185, 14 - 37, 1990).

Gén kodujuci rezistenciu

Gén kanamycinovej rezistencie je odvodeny z vektora
pET-9a (Studier a kol., Methods Enzymol. 185, 60 - 89,
1990). Pévodne ide o kan gén Tn903 z vektora pUC4KISS
(Barany, Gene 37, 111 - 123, 1985). V tu opisovanom
plazmide je kan gén v opacnej orientécii ako gény pre IL-4
a mutein IL-4, takZe nedochadza k zvySeniu mnoZstva pro-
duktu kan génu po indukcii v dosledku preitania termina-
tora transkripcie z TS prométora. Kanamycin bol vybrany
ako selekény markér alebo je preferovanym antibiotikom
pre GMP-ti¢ely. Navyse st vektory zaloZené na rezistencii
ku kanamycinu stabilnejsic ako plazmidy s ampicilinovou
(bla) rezistenciou. Selekcia na ampiciline méd tendenciu k
stratdm, lebo tito latka je degradovana sekretovanym en-
zymom: [-laktamazou. Spdsob bakterialnej rezistencie ku
kanamycinu zavisi od aminoglykozidovej fosfotransfcrazy,
ktora inaktivuje antibiotikum.

Regulacia expresie

Kontrolované génova expresia je absolitne nevyhnutna
na nastavenie stabilného plazmidového systému, najma ak
je pozadovany protein zhubny pre hostitel'ské bunky. Vy-
hodny plazmid podl'a predmetného vynalezu vyuZiva indu-
kovatelny systém zaloZeny na lac systéme pozostavajlicom
z génu pre Jac represor (Jacl) a dvoch syntetickych sekven-
cii Jac operéatora predchédzajucich vo fizii prométor bakte-
riofaga TS E. coli. Prométor Jacl® a Strukturny gén /acl bol
izolovany z vektora pTrc99A (Amman et al., Gene 69, 301
- 315, 1988). 19 predstavuje prométorovii mutaciu vediicu

k nadprodukecii lacl represora. Lac represor §tandardného
typu je tetramérna molekula pozostavajica zo tyroch iden-
tickych podjednotiek kazda s 360 aminokyselinami, Tet-
ramér lac represora je dimér dvoch funkénych dimérov.
Styri podjednotky s drzané spolu zviizkom $tyroch helixov
tvorenych zvyskami 340 - 360. Pri izolacii Jacl génu z vek-
tora pTrc99A pomocou Stepu Narl boli zvySky za amino-
kyselinou 329 odstrénené a pridalo sa 10 aminokyselin,
ktoré nie s normalne kédované lacl génom. Je zndme, Ze
muticie alebo delécie prebiehajice v C-termindlnej Casti
lacl, za aminokyselinou 329, poskytujii funkéné diméry,
ktoré sa javia ako fenotypovo podobné Standardnému rep-
resoru (Pace a kol., TIS 22, 334 - 339, 1997).

Pociatok replikacie (ori)

Podiatok replikacie (ori) tu opisovaného plazmidu je
odvodeny z vektora pET-9a, ktorého ori pochadza
z pBR322. Vyhodny plazmid podl'a predmetného vynalezu
preto nesie pMB1 (ColEI) replikon. Plazmidy s tymto rep-
likénom st mnohoképiové plazmidy, ktoré sa replikuji ,.re-
laxovanym” spdsobom. Za normalnych rastovych podmie-
nok sa v kazdej bakterialnej bunke udrZiava minimalne 15 -
20 kopii plazmidu. BeZny pocet pre vyhodny plazmid, opi-
sovany v tomto texte, je v tomto rozmedzi. Replikdcia ori
ColE1-typu je iniciovana 555-nukleotidovym transkriptom
RNA, RNAII, ktory tvori stabilny hybrid so svojim DNA
templatom blizko ori. Hybrid RNAII-DNA je potom Stie-
peny RNazou H v ori za vzniku voPného 3'OH, ktory sliZi
ako primér pre DNA polymerazu 1. Tato inicidcia syntézy
DNA je negativne regulovandi RNA I, ¢o je 108-
-nukleotidova molekula RNA komplementdrna k 5° koncu
RNA II Interakcia antisense RNA I s RNA II sposobuje
konformaéni zmenu RNA I, ktora inhibuje vizbu RNA II
k DNA templatu a nasledne brani iniciacii syntézy plazmi-
dovej DNA. Vizba medzi RNA I a II je zvySend malym
proteinom s velkost'ou 63 aminokyselin (Rop proteinom,
Represor of primer), ktory je kédovany génom umiestne-
nym 400 nukleotidov po smere transkripcie od zadiatku
replikdcie (Sambrook a kol, Molecular Cloning, Cold
Spring Harbor, 1989). Delécia rop génu vedie k zvySeniu
poétu képii a prostrednictvom zvySenia mnoZstva génu
k zvy$eniu hladiny expresie heterolégnych génov kédova-
nych plazmidom. Toto sa zistilo rovnako v pripade skuisa-
nych expresnych vektorov pre IL-4. Ale ukézalo sa, Ze rop-
plazmidy sd nestabilné a pri fermentacii za neselektivnych
podmienck dochadza k ich strate. Preto obsahuje replikon
tu opisovaného plazmidu rop gén kvoli zaisteniu vysokej
stability plazmidu. V opise predmetného vynélezu opisova-
nému plazmidu chyba mob gén, ktory je nutny na mobiliza-
ciu, a preto nie je schopny riadit’ svoj vlastny konjugatny
prenos z jednej baktérie do inej.

Vo vyhodnom uskutoéneni podl'a predmetného vynale-
zu sl z plazmidu odstranené vsetky prvky, ktoré nie su ne-
vyhnutné na jeho replikaciu, rezistenciu a regulaciu expre-
sie.

V rozsahu predmetného vynélezu nemusia byt’ na kon-
Strukciu expresného plazmidu podla predmetného vynélezu
pouzité vietky uvedené znaky. Napriklad namiesto syntetic-
kého génu na optimalizované vyuZitie kodénov v E. coli sa
méZe pouZit’ gén pre prirodzeny interleukin-4 alebo mutein in-
terleukinu-4. Transkripény termindtor je vo vyhodnom vyho-
toveni T, ale rovnako moZno pouZit’ i d'alsie terminatory ako
B T2 alebo aspA. Podobne je moZné pouZit’ na konstrukciu
vyhodného plazmidu podla predmetného vynalezu prvky
z inych ako tu opisanych, komeréne dostupnych vektorov.

Metddy pouZité pocas vyvoja expresného systému su uve-
dené.
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Materialy a metody
Enzymy

Restrikéné endonukledzy, alkalicka fosfataza z telacie-
ho ¢&reva, T4 polynukleotid kindza a T4 DNA ligaza boli
ziskané od firmy Boehringer Mannheim a GIBCO-BRL a
boli pouzité podl'a odporucenia dodéavatel'a.

Metody prace s rekombinantnou DNA

Standardné  klonovacie postupy boli  opisané
v Sambrook a kol., Molecular Cloning, Cold Spring Har-
bor, 1989). Transformacie boli vykonané podla M. Scott
(Seed and Aruffo, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3365 -
- 3369, 1987). Kmene E. coli DHSa (GIBCO BRL) a
W3110 (ATCC 27325) boli pouzité primame ako hostitel-
ské bunky. Genotyp W3110 je K12, F" [N(rnD-mnE)lam-
bda".

Na izolaciu vo velkom meradle sa pouZili $picky ,,Qia-
gen-tips”  (Qiagen).  Extrakcia fragmentov DNA
z agardzovych gélov bola vykonand s pouzitim Jetsorb
(Genomed) podl'a odporuéenia dodavatela.

Oligonukleotidy na riadend mutagenézu, PCR reakcie a
sekvenovanie pochadzali od MWG Biotech, Pharmacia
Biotech alebo GIBCO BRL.

Pri experimentoch zameranych na mutagenézu bola po-
uzitd metdda Denga a Nickoloffa (Deng a Nickoloff, Anal.
Biochem. 200, 81 - 88, 1992), pouZivajica systém ,Muta-
genéza s eliminaciou unikatneho miesta” od Pharmacia
Biotech. Primér pouZivany na znovuvytvorenie T7 gl0 rbs
ma nasledujiicu sekvenciu:
S'TCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACATCT-
AGAAATAATTTTGTTTAAC TTTA AGAA3’ (Sekv. 1).

Vsetky konstrukty a sekvencie DNA boli potvrdené
pouZitim sekvenovania termina¢nou metédou s AmpliTaq
DNA polymerazy, FS na ABI 373A sekvenatore (Applied
Biosystems).

Vynalez je detailnejSie vysvetleny nasledujicimi pri-
kladmi, obrazkami a informaciami o sekvenciach.

PrehPad obrizkov na vykresoch

Na obr. 1 aZ obr. 4 si znazomené konstrukcie tu opiso-
vaného expresného plazmidu. (Skratky: IL-4 TM, trojity
mutein IL-4, [L-4 DM, dvojity mutein IL-4).

Na obr. 5 je zndzomena plazmidova stabilita expres-
nych vektorov muteinu IL-4 pRO21.1.0 a pRO.2.1.0. Vek-
tor pRO2.1.0 zostava celkom stabilny cez 78 generécii bez
selekcie antibiotikami. Na rozdiel od tohto je expresny vek-
tor pRO21.1.0, ktory je zaloZeny na komeréne dostupnom
plazmide pET-30a (Novagen), strateny vel'mi rychlo. [ba
16 % kolonii obsahuje plazmid po 78 generaciach bez ka-
namycinovej selekcie.

Na obr. 6 je znazornené udrZanie schopnosti indukcie a
expresie tu opisovaného expresného vektora IL-4 a muteinu
IL-4.

Podl'a tohto uskutocnenia bola vykonana SDS-PAGE
(15 %) analyza celkovych extraktov z E. coli/pRO2.1.0
pestovanych rézny pocet generacii bez selekcie antibioti-
kami 5 hodin po indukcii [PTG. 10 pl resuspendovanych
bunkovych peliet bolo aplikované do kazdej jamky. Elek-
troforéza prebehla za denaturaénych podmienok a gél bol
zafarbeny pomocou Coomassie brilliant blue.

Vysvetlivky k obr. 6:

Draha 1: Marker molekulovych hmotnosti (Maly Rozsah,
Life Technologies);

Draha 2: IL-4 mutein (ng)

Dréha 3: E. colifpR0O2.1.0 (8 generécif) pred indukciou,
Draha 4: E. coli/pR0O2.1.0 (8 generécii) po indukcti;

Dréha 5: E. coli/pRO2.1.0 (18 generacii) po indukcii;
Draha 6: E. coli/pRO2.1.0 (28 generacii) po indukcii;
Dréha 7: E. coli/pR0O2.1.0 (38 generacii) po indukcii;
Dréha 8: E. coli/pR0O2.1.0 (48 generacii) po indukcii;
Draha 9: E. coli/pRO2.1.0 (58 generacii) po indukcii;
Draha 10: E. coli/pRO2.1.0 (68 generacii) po indukcii;
Dréaha 11: E. coli/pRO2.1.0 (78 generacii) pred indukciou;
Draha 12: E. coli/pR0O2.1.0 (18 generacii) po indukcii;
Draha 13: Marker molekulovych hmotnosti (Maly Rozsah,
Life Technologies);

Dréaha 14: Marker molekulovych hmotnosti (Maly Rozsah,
Life Technologies).

Priklady uskuto&nenia vynilezu

Priklad 1
Test stability plazmidu

Testy stability plazmidu boli vZdy Startované kultirou
zmrazenou v tekutom dusiku. Po roztaveni kultiry bola
stanovena ODgy, a kulttira bola zriedena na 10 PBS puf-
rom a potom bola rozotreta na misky s LB médiom stuZe-
nym agarom bez antibiotika.

Pri vykonavani tohto testu bol 1 ml roztavenej kultdry
inokulovany do 100 ml pepténového média (30 g séjového
peptonu, 20 g kvasni¢éného extraktu, 5 g KH,PO,, 20 g gly-
cerolu, 1 mg MgSO, x 7 H,O na liter, pH 7,0) a inkubova-
ny pri 37 °C za trepania 280 rpm pocas 24 hodin.

Stanovila sa ODgg narastenej kultury, kultara bola
zriedend az do koncentracie 10™ v PBS pufri a potom bola
rozotrend na misky s LB médiom stuZenym agarom bez an-
tibiotika, aby sa ziskali dobre oddelené kolonte.

100 pl narastenej kultiry bolo inokulované do 100 ml
peptonového média a inkubované pri 37 °C za trepania 280
rpm pocas 24 hodin. Tento postup bol opakovany osemkrat.

100 dobre oddelenych kolénii z LB misiek bolo o&ko-
vané na LB misky s kanamycinom (25 pg/ml) a LB misky
bez kanamycinu a inkubované pri 37 °C pocas noci. Per-
centualne zastupenie rezistentnych kolénii sa uréovalo kaz-
dy deni.

Poéty generacii za defi sa vypoéitali podl'a nasledujlice-
ho vzorca: log [ODggg eno/ODsoo gegl/10g 2.

Pre expresné Studie bol 1 ml narastenej kultary zriede-
ny 100-krat LB médiom a nakladalo sa s nim podl'a opisu
(pozri priklad 2).

Priklad 2
Expresia

Na expresiu interleukinu-4 a muteinu interleukinu-4
v malom meradle boli bunky kultivované v LB médiu (10 g
Bacto tryptonu, 5 g kvasni¢ného extraktu, 10 g NaCl na li-
ter, pH 7.,5), kym ODgy, nedosiahla 0,8 - 1,0. Expresia bola
indukovana pridavkom IPTG do finlnej koncentracie 0,5
mM a inkubécia pokradovala podas 5 hodin. Bunky boli
z média ziskané centrifugaciou.

Na SDS-PAGE analyzu sa bunkové pelety resuspendo-
vali vo vzorkovom pufri pre SDS-PAGE do koncentrécie 1
jednotka ODgge/100 pl.



SK 285603 B6

Sekvencie
<110>
<120>

Bayer AG

PLAZMIDY, ICH KONSTRUKCIA A ICH
POUZITIE PRI VYROBE INTERLEUKINU-4
AMUTEINOV INTERLEUKINU-4

<130> Plazmidy pre muteiny IL-4

<160> 2

<170> Patent In Ver. 2.0

<210> 1

<211> 60

<212> DNA

<213> neznamy

<220>

<223> Opis nezndmeho organizmu: primér

<400> 1

tcaattgtea geggataaca atttcacaca tctagaaata atttgttta actttaagaa 60
<210> 2

<211> 4202

<212> DNA

<213> Neznamy

<220>

<223> Opis neznameho organizmu: Clovek

<400> 2

ttagaaaaac tcatcgagcea tcaaatgadaa ctgeaattta tuoatatcag gaktatcaat 60

accatatttt tgadaaages gutteigtaa Ugsaggagaa aactcaccga ggcagticza 123
taggatggca agatcetggt ataggletge gattecgact cgtecaacat cazatacaace 180
TALTaaTTLC CCoLogteaa aaataaggtt atcaaglgag aaztcaccat gagigacgac 240
tgaatcoggt gagaatggea 22agettatg catthctttc cagacttgtt caacaggeca 300
gecattacge tegreatcaa aatcactcgc atcaaciaaa ccgttattea ttegtgaitg 369
cjoTigageg agacgaaata cgeoatogSt gttaaaagga casttacaaa caggaascga 4290
atgcaacse G e atcaacaats tittcaccty aatcageata 4890
tictteraat acctggaaty ctytiticcc ggggategea gtggtgagta accatgeate 5490
atzaggagra cggataaaal gottgatggt cggaagagge ataaattccy tcagocagtt €00
tagtctgace atctcatctg taacatcatt ggcaacgeta ccttigecat gtttcagaaa 660
caactergge geatcguget tcocatacaa tcgatagatt gicgcacctg attgescgac 720
attatcgega goccatttat acccatataa atcagcates atgitggaat ttaatcgogg 780
ccicgagcaa gacgtttcoe gitgsatatg getcataaca ccocotigrat tactgteta: 8490
gtaagcagac agttttattg ttoatgacca aaascoctta acgtgagttt tegttccact 900
Gagegtoaga coCagTAGaE aagatcaadg gatctLcoitg agatcsttti ttuctgogey 960
taatctgoty ctigeaaaca 4aaadaccac cjctaccage ggiggtitgr ttgocggate 1020
23gagciacc a4ciICLULLT ¢ogaagglas crggeticag cagagegeag aticcaaata 1080
CIFICCLECE AGIQTAGOSG TAGTtagges 4cCacticea gaacisigta goaczgccia 1140
catacctege tetgetaate ¢t accag tggctgctye cagtggcgat aagoegtgre 1200
ttaccgggtt ¢gacicaaga cgatagttac cggataagec ¢oagesgteg ggctgaacyg 1280
GCGGILCEEg Cacacagese Ageiiggage ¢aacFaccta caccyaacty agatacciac 1320
25CCLgasCet 40gagasdage GCoacgeitc CC53aGGGag asagecygac aggratesgg 1380
T3aGCCGGLag GGUIGGAAca GTAGAGEGCA CHAGEIAGET LITagygega sadgasiggr 1440

ttteogecace tetgacttga gegtcgattt ttgtgatget 1500
tggaaaaacg ccageaacge ggecttttta cggttectgg 1560
cacatgttet ttectgegtt atcccetgat tetgtggata 1620
tgagctgata CCUOIcgeeg cagoogaacy accgagegsa 1630
¢cggaagage gestgatgeg grattttetc cttacgoatc 1740
zatggigeac totesgtaca atctgotetg atgecgeata 1800
getategeta Cgtgactggy tcatggetge gecccgacac 1€60
geectgacgg gOtigictge teccggeate cgettacaga 1920
Gageigeaty tgvcagaggt tttcaccgtc atcaccgaaa 1280
aagctcatca geghggtagt gaagegattc acagatgtet 2040
cregttgagt ttctccagaa gegttaatgt ctggettcty 2100
ggeggttttt teotgitigy tcactgatgs ctocgtgtaa 2160
gotaatgata cegatgaaac gagagaggat getcacgata 2220
tgeeoggtta CTggazcegtt gtgagggtaa acaactggeg 2280
gagaaaaatc actcagggtc aatgecageg cteatgagee 2340
tccccatcsg tgatgtcgge gatataggey ccagcaaccy 2400
cacctgtgee geeggtgate ceggecacya tGesteCgge glagaggate Gagatccaty 2450
tacgtigaca ce2tggaatg grgeaaaace tct-: ggta :,: gata geg o %S‘G
gagagrcaat teagzgtegt caatgtcaas ceagtaacgt ratacgatgt cqfegag:at 4569
gecggtoten ctiakcagac cgtttecese gTggegasce aggecagaca cgtiteigey 2€4¢
22220q0gGs 2a2asgLgga 2gCYGeFaty geggagerea attacastes caacegegeg 270C
gecazaacaac kggogegead acagtecgtiy ctgaltiggey ttgecacsis cagictgees 225”
cigcacgege cgtegcaaat tgtegcgecs attazatctc gegecgatcs actgggiges 282
acestograg tGLCGAtgeT agascgasgc §getijaag cogtaassc ggoggrocas 2850
2atcItoieg CFCAACCCGT cagrgegetg atcattaact atccgetgra ty aggat fg,q
gecattgetg tggaageise cogcactaat Griteggegt tatitotige tgtcteigas
Cagacaceca teaacagtat CAlTtLoted calgaagacy guacgogact

catczggieg cattggtea ccageaaatc 6o
cgegte tge LgGe tggerggeat af
ageggaac GoGaacEoFa CTggagigec aten
geatogTiod C3CIgEgELS
- caatTacega ¢IECEgEcts
zacgata cogaagacag Creatgiiat
togestge TGgegcasac cagogiogac
gigaagegca atcagctgt sgrctca
cazascatal asaattis
cageggataz CaitiTCaci Catcié

atctttatag teetgteggy
cgtcagggyg geggageeta
ccttttgetg gecttttget
accgtattac cgestitgag
gcgagteagt gagegaggaa
tgigeggtat ttcacacege
gtrtaagecag tatacactcc
cogecaacae €EgeLgacsge
caagcigtga CCGRILeCys
cgcgegagge agetyeggta
goctgttcat cegegtecad
atazageggg ccatgilaag
cggggatLLe tgtteatggg
cgggttaces atgatgaaca
gtatggatge ggcgggacea
cgaagtggey ageocyatct

tca cicgeaat
get ttcascas
cca acjatcag

Faatg

cagaal

TCIICCEIEE 6

GceRggetec tactglitag G
¢ taacTiztgg

cotgatoegt TTSLIg
ctgccoggtt 2aigaagea

tea ac gaailagact
aaagga agctETiIE

agggguiitt

PATENTOVE NAROKY

1. Vektor na vyrobu IL-4 a muteinov IL-4 v kmeni Es-
cherichia coli, pozostavajici z operativne spojenych ele-
mentov v smere 5” k 3" regulovatelny promotor pozostava-
juci z promotora fagu T5 E. coli a dvoch lac operatorovych
sekvencii, vizbového miesta pre ribozém z bakteriofagu
T7g10 E. coli, inicianého translaéného kodénu, Struktir-
neho génu pre IL-4 alebo mutein IL-4 a transkriptného
terminatora za $truktirnym génom.

2. Vektor obsahujici DNA sekvenciu znazornent ako
Seq. ID. NO.2.

3. Escherichia coli transformovana jednym alebo viace-
rymi vektormi podla naroku 1 alebo 2.

4. Pouzitie vektora podl'a naroku 1 alebo 2 v metéde
pripravy IL-4 a muteinov IL-4.

6 vykresov
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SDS-PAGE (15 %) analyza celkovych extraktov z E. coliipR0O2.1.0
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