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Rekombinantti interleukiini-2-reseptori - Rekombinant-interleukin-2-reseptor

Témaén keksinndn kohteena ovat interleukiini-2:n reseptorit, tarkemmin sanoen
reseptorin B-ketju, ja B-ketjua tai sen osia koodaava cDNA, B-ketjua koodaavia
cDNA-insertteja sisaltavat vektorit, nailla vektoreilla transformoidut isannét ja
naiden iséntien viljeleminen mainitun B-ketjun tuottamiseksi.

Siita, etta sytokiinit, erds luokka liukoisia vélittajaaineita, jotka ottavat osaa
solujen valisiin "kommunikointeihin", ovat oleellisia immuunijarjestelman saate-
lyssa, on keraantynyt runsaasti todisteita. Sytokiinien on tiedetty indusoivan
kohdesolujen lisdantymista, erikoistumista ja aktivoitumista vaikuttamalla spe-
sifiseen solupinnan reseptoriin (reseptoreihin). Interleukiini-2 (IL-2), joka aikai-
semmin on maéritelty T-solun kasvufaktoriksi (1), on eras parhaiten karakteri-
soiduista sytakiineista, ja silla tiedetdan olevan ohjaava osuus T-lymfosyyttien
(T-solujen) antigeeni-spesifisessé klonaalisessa lisaantymisessa. [L-2 nayttaa
myds vaikuttavan muihin immuunijarjestelman soluihin, kuten kypsymaéttémiin
tymosyytteihin (3), B-lymfosyytteihin (B-solut) (4), makrofaageihin (5), luonnon
tappajasoluihin (NK-solut),(6) ja lymfokiinin aktivoimiin tappajasoluihin (LAK-
soluihin) (7). Néma IL-2:n monifunktionaaliset ominaisuudet ovat nyt avanneet
mahdollisuuksia immunoterapioiden, kuten adoptiivisen immunoterapian (8)
formuloimiseen. IL-2:n on &skettain osoitettu vaikuttavan myés hermosoluihin,
kuten oligodendrosyytteihin (9), mika viittaa t&man sytokiinin mahdolliseen
osallistumiseen keskushermostojérjestelmaan. Huolimatta perus- ja kliinisen
immunologian yhteydessé tehdyista laajoista IL-2-systeemin tutkimuksista,
informaatio on rajoittunut IL-2:n valittdman signaalitransduktion pohjana ole-
vaan molekyylimekanismiin (-mekanismeihin).

IL-2-reseptorin (IL 2R) on tiedetty olevan ainutlaatuinen siin4 suhteessa, etts
se esiintyy kolmessa muodossa: IL-2:aan sitoutumiskyvyltaan korkea-, keski-
ja matala-affiniteettisissa muodoissa vastaavien dissosiaatiovakioiden (Kd-
arvot) ollessa 107"'M, 10°M ja 10®M (11, 12). IL-2Ra-ketjun (Tac-antigeeni,
p535) karakterisoinnin jalkeen (13) kévi ilmeiseksi, ettd a-ketju muodostaa
yksinomaan matala-affiniteettisen muodon ja ettd se ei ole sindnsa funktionaa-
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linen IL-2:n sisdistAmisessa ja signaalin transduktiossa, ellei se liity lymfoidi-
solujen toiseen spesifiseen membraanikomponenttiin (-komponentteihin)

(14, 15). Lymfoidimembraanikomponentti tunnistettiin my&hemmin uudeksi
reseptoriketjuksi, jolle annettiin nimeksi B-ketju (tai p70-75) (12, 16, 17). Itse
asiassa kokeelliset todisteet ovat viitanneet siihen, etta IL-2RB-ketju sindnsa
muodostaa keskiaffiniteettisen muodon (12). Lis&ksi sen liittyminen IL-2Ra-
ketjuun johtaa reseptorin korkea-affiniteettiseen muotoon (12, 16, 17). Eks-
pressointitutkimukset, joissa on kéytetty villityypin ja mutatoitua IL-2Ra-ketjun
cDNA-molekyyleja, tukevat voimakkaasti késitysta, etta IL-2R[B-ketjussa, mutta
ei IL-2Ra-ketjussa, on alue (alueita), joka kayttaa signaalin transduktion solun-
sisdista reittia (reitteja) (18). Sen vuoksi on olemassa tarve saada IL-2B-ketjua
niin paljon, etta voidaan selvittda sen rakenne ja toiminta. Tama on oleellinen
vaihe haluttaessa ymmartaa paremmin korkea-affiniteettisen IL-2R:n molekyyli-
taustaa seka IL-2:lle reaktiivisissa soluissa toimivan signaalitransduktion
mekanismia. Téata tarkoitusta varten kuvaamme jaljempéané IL-2RB-ketjua tai
sen osia koodaavan cDNA:n, jolloin insertoimalla tdma cDNA sopivaan vekto-
riin ja ekspressoimalla se sopivassa isdnnassa voidaan rekombinanttitekniikal-
la ja suuressa mitassa tuottaa IL-2Rp-ketjua tai sen osia vastaavaa proteiinia.

Esilla oleva keksinté tuo siten esiin IL-2RB-ketjua tai sen osaa koodaavan

rekombinantti-cDNA:n.

Keksinnén mukaisella cDNA:lla voi olla kaava:



10

15

20

25

30

35

GCG
CTC
GTG

AGA_

CTG
AGA
AGT
CCA
CTG
ATG
CTG
ACC
TCC
ACG
CTG
ACG
GTC
TGG
CTT
GTG
TAC
AAG
TTC

CAG
AGC
GTG
CAG
CAC
TTC

CAG
CCT
CCC
TAC
TCC
GCC

GCC
CTC
AAT
GCC
CAG
CGG
CAA
GAT
AGG
GCC
ATG
CAC
CAC
CTG
ACT
CTC
AAG
AGC
GGG
GGC
TTG
AAG

AAG
CCT
CTG
GAC
TCG
TTC
GTG
GAT
CAA
TGC
CCC
CCT

CCT
CTG
GGC
AAC
GAC
CGG
GCA
TCT

GTG
ATC

GCC
AGA
TAC

TCC
CTC
ACC
CCT
CAG
AAG
CTC

CTG
CTC

TCC

TGG
GGC
GAG
AAG
CTG
CAC
TAC

GAG
CCC
ACC
AGT

GCT
CCC
ACT
ATC

ACT
TGG
TCC
CAG
CTG
CAG
CCC
TGG
1T

CCA
AAG
CCA
CTG
CCC
GAC
AGC
ATC

CTG
CAG
CTC
GGC
AGG
GTG
ACC
CTC

T

GGT
CAT
TTC

CTC

CTG
CTG
TCC
TCC
TCC
AAC
TGG
AAA
TGC
GAC
ATC
AAC
GAA
GGC
CAG
GAC
CAA
CTG
ACC

TCC
GCT
CAG
TGT
TGC
CAA
GCC
CTG
CGT
TTC

TCC
ATA

AGA
CAC
AAG
ACC
GGC
GCC
ATT

GGG GCT

AAC
AAG
CTG
TCT

CTG
GAC
CCT
AGC
CCG
ACT

GTG
CAG
CcC
CTC

GGG GGC AGT

TGC
TGT
AGC
TCG
GCA
AAG
GAG
TGC
GAT
TAC
GCC
cCT
TCC
GGT
GGG

TGG
ACC
TTC

CTC

CAA
ACC
TGC
ACC
GAG
AAG
CTC
AGC
CAC
ACC
CAG
CAG
GAG
TTC

CCG
TTT

AGG
AAC

TCA

CCC
CCT

GTG
CCC
TTC

GCC
GAC
GGG
CTG
AGG
GGC
GCC

CGT
TCT
AGA
TGG
GTC
TGT
AAC
ACA

CTG
TGG
TGC
AGC
CAT
GAG
CTG
GTT

GGG GTG

CCC
CAA
TGG
CTG
TGG
GAA
TAT

TTC

AGG
TGG
GGC
AAC
ACC
GAG
TTC

GAG
ACG
GCA
ACC
TG

CCC
GCA
TCA

GAT
ccC
GGT

TTT

GTT
GAA
GAG
GAG
TGG
GAG
ACG
ACA
CTC

T7C

ACC
CCA
CAT
CCC
ATC

CAG
TCC
AAC
GAG
TAC

CCC

ccC
GCA
TT7C

CAA
GCC
CTG
ATC
GAC
CGA
GAG
GTC
ATC

T7C

GAG
ATC

TTT

ACC
AAG
GGC
ATC
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CTC
TCT
TAC
GAT
TGG
CTC
CTC
ATC
TGG
AAC
CAC
TCC
GAG
GCC
TGC
CAG
TGG
CCT
CAC
ATC

GGG CCA

GAC
GGA
TGA
TCG
CTG
TTA

CAG
ATA

TCA
ACA

GGG GAG

GAC
AGC
GAA

CTG
CCC
GAG

CCC
GGA
TCG
CCA
CTC
AGC
GGT
GAG
GAG

cTC
GCA
AAC
GGG
cCcG
cce
GGA
GTC
AGG
CcTT
GTG
CAA
GCC
cee
CTG
GTG
AGC
GCA
cTC
TTA
TGG
TCG
GAC
TCC
CTA
CTG
AGC
TAC
GCC
GAA

GGG TCT

GAC
CTG
CCA
AGG

GAC
CTC
AGC
ATG

ATG
ATC

GCG
TCG
GCT
GAC
GTG
GCC
ACC
GTG
CGC
GAG
GCC
CGG
CTG
GAG
CGG
CCC
GCC
CTC

GTG
CTG
AAG
GTC
T7C

GAA
CAG
AAC
TTC

TGC
GAC
TCC

GCC
TTC

ACT
CCC
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CCT
CAG
GTG
GCT
GTC
TTC
GCC
ATC

TCT TTG
CCC CTG
GAT TTT
GGG GAG
AGT TTC
AGG GCC
TAC TTG
CAC TTG

CAA GAA
GGG CCT
CAG CCA
GAG GTC
CCC TGG
CTT AAT
TCC CTC
GTG TAG

AGA
CcCC
CCC
CCT
TCC
GCT
CAA

GTC
ACC
CCT
GAC
AGG
CGC
GAA

CCC AGA
CCA GGA
GCG CTG
GCT GGC
CCT CCT
CTG CCC
CTC CAG

104188

GAC TGG GAC
GTC CCA GAC
GTG CTG CGA
CCC AGG GAG
GGG CAG GGG
CTG AAC ACT
GGT CAG GAC

CCC
CTG
GAG
GGA
GAG
GAT
CCA

joka koodaa ihmisen IL-2Rp:a tai sen johdettua muunnosta tai sen osaa.

Toisella keksinndn mukaisella cDNA:lla on esimerkiksi kaava:
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joka koodaa hiiren IL-2Rp:a tai sen johdettua muunnosta tai sen osaa.

Esilla olevassa keksinnéssa erityisen mielenkiintoisia DNA-molekyylejé ovat
ne, jotka koodaavat IL-2RpB:n osia, esimerkiksi solunulkoista osaa tai sen osaa

tai solunsisaista osaa tai sen osaa.

Erityisen mielenkiintoisia ovat ne DNA:t, jotka koodaavat IL2-Rp:n liukoisia
osia, naihin mukaanlukien solunulkoisia osia ja niiden osia.

Esilla olevan keksinndn piiriin sisaltyy siten myés cDNA, joka koodaa edella
mainittujen cDNA-molekyylien osia, esimerkiksi hlL-2RB-ketjun tdydellisen
sekvenssin osia, esimerkiksi solunulkoista osaa alkaen aminohapossa (tai
lahella sita) (a,a) (kts. kuvio 1 B) 1 esimerkiksi 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10ja
paéttyen aminohapossa (tai sen laheisyydesséa) 214 esimerkiksi 200, 201, 202,
203, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 214, 215, 216, 217, 218,
219, 220, tai taman solunulkoisen osan alaosia tai sen johdettuja muunnoksia
tai reseptoriketjun solunsiséistd osaa vastaavia osia, esimerkiksi osaa alkaen
aminohapossa (tai l[ahella sitd) 239 esimerkiksi a.a. 230, 231, 232, 234, 235,
236, 237, 238, 239, 240, 241, 242 aminohappoon 525 asti (tai lahelle sita),
esimerkiksi 516, 517, 518, 519, 520, 521, 522, 523, 524 ja 525, tai sen alaosia
tai sen johdettuja muunnoksia, sekd cDNA, joka koodaa hiiren IL-2RB-ketjun
(kts. kuvio 8) taydellisen sekvenssin osia, esimerkiksi solunulkoista osaa alka-
en aminohapossa (tai lahella sitd) 1, esimerkiksi 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10 ja
paattyen aminohappoon 210 (tai lahelle sita), esimerkiksi 200, 201, 202, 203,
204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218,
219, 220 tai tdman solunulkoisen osan alaosia tai sen johdettuja muunnoksia,
tai reseptoriketjun solunsiséisté osaa vastaavia osia, esimerkiksi osaa, joka
alkaa aminohapossa (tai lahella sitd) 235, esimerkiksi aminohappo 225, 226,
227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240, 241,
242 aminohappoon 513 asti (tai lahelle sita), esimerkiksi 505, 506, 507, 508,
509, 510, 512 ja 513, tai sen alaosia tai sen johdettuja muunnoksia.
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Huomattakoon, etté tdssé kuvatuille nimenomaisille IL-2RB-ketjuille tai niiden
osille voi olla olemassa luonnonmukaisia alleelimuunnoksia yksittaisesta ta-
pauksesta riippuen. Namé& variaatiot voivat kayda ilmi yhden tai useamman
aminohapon erona koko sekvenssissa tai yhden tai useamman aminohapon
deleetioina, substituutioina, inserticina, inversioina tai lisdyksina sekvenssissa.
Lisaksi on huomattava, etta tassé kuvattu IL-2RB-ketju tai sen osat voivat olla
modifioituja geenitekniikan avulla, esimerkiksi pistemutatoimalla, substituoi-
malla, deletoimalla tai lisd&malla yksi tai useampi aminohappo muuttamatta
IL-2RB-ketjun tai sen osan oleellisia ominaisuuksia. Esill4 olevan keksinnén
piiriin sisaltyvéat siten my6s DNA-sekvenssit, jotka kykenevat hybridisoitumaan
tassa yhteydesséa kuvattujen DNA-sekvenssien kanssa, ja jotka koodaavat
proteiineja, joilla on oleellisesti IL-2RB-ketjun tai sen osien, erityisesti liukoisen
IL-2RB:n aktiivisuus.

Keksinndn eréana tavoitteena on edelleen tuoda esiin rekombinantti-DNA-
molekyyli, joka koodaa ihmisen IL-2Rp:n vesiliukoista osaa (hIL2-RB), esimer-
kiksi aminohapposekvenssié, joka kasittaa koko hiL2-Rp:n aminohapot noin

1 - noin 210. Téllainen DNA-molekyyli voi koodata esimerkiksi liukoista ihmi-
sen interleukiini-2-reseptorin B-ketjujohdosta, jossa on 212 aminohapporyh-
maa, joista ryhmét 1 - 210 vastaavat luonnon IL-2Rp-ketjun aminohappoja.

Esimerkiksi eraéssa jaljempéna kuvatussa suoritusmuodossa ovat liukoista
hIL-2RB-johdannaista koodaavat cDNA-molekyylin terminaaliset nukleotidit

seuraavia:

GCC CTT GCT AGC TAG
208 Ala Leu Ala Ser [Stop]

Rekombinantti-DNA-teknologian vakiomenetelmia kayttamalla voidaan sopivi-
en isantasolujen transformoimista varten rakentaa vektoreita, jotka sisaltavat
cDNA-sekvensseja, jotka vastaavat edella esitetyn IL-2Rp:n tai minka tahansa

sen halutun osan tai sen johdetun muunnoksen rakennegeenia.
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Sopivia vektoreita ovat esimerkiksi plasmidivektorit, ja ne sisaltavat kontrolli- ja
sdatelysekvensseja, jotka on operatiivisesti kytketty IL-2RB-ketjua tai sen osaa

koodaavaan cDNA-sekvenssiin.

Sopivat tekniikat ovat yleisesti tunnettuja ja laajalti kaytettyja, ja niitd on kuvattu
esimerkkimaisesti muiden proteiinien yhteydessa eurooppalaisissa patenttijul-
kaisuissa, julkaisunumerot 0254249 ja 01700204.

Halutun proteiinin saaminen puhtaassa muodossa viljeiméasta voidaan suorit-
taa standarditekniikoilla, ja tallaisesta proteiinista saadaan sopiva antigeeni
monokionaalisten vasta-aineiden valmistamista varten. Siten hybridomeja,
jotka kykenevaét erittdmaan monoklonaalista vasta-ainetta, jolla on spesifinen
affiniteetti IL-2RB-ketjuun tai sen haluttuun osaan, voidaan valmistaa immuno-
soimalla ei-ihmiselain rekombinantti- IL-2Rp:lla tai sen osalla, poistamalla
pernasolut ei-immunoglobuliinia erittdvien myeloomasolujen kanssa ja valitse-
malla saaduista hybridomeista solulinja, joka tuottaa sitoutumisspesifisyydel-
taan halutunlaista monoklonaalista vasta-ainetta, ja haluttaessa sen jalkeen

alikloonaamalla téllainen hybridoma.

Tekniikat, joilla valmistetaan hybridomia ja joilla naistd saadaan monoklonaali-
sia vasta-aineita puhtaassa muodossa, ovat yleisesti tunnettuja, ja niita on
esimerkkimaisesti kuvattu eurooppalaisessa patenttihakemuksessa, julkaisu-
numero 0168745,

Keksinndn mukaiset vasta-aineet ovat hyodyllisia esimerkiksi diagnostisissa
tarkoituksissa ja myds immuunisupression tai -aktivoinnin avulla tapahtuvassa
hoidossa. Edella on jo mainittu, etta téllaisia vasta-aineita voitaisiin muodostaa
kayttamalia puhdistettua rekombinanttiproteiinia keksinnén mukaisesti tai
transfektoimalla keksinnén mukainen cDNA, ottamalla talteen reseptoria suuria
maaria ekspressoivia soluja ja kéyttamalla tallaisia soluja vasta-aineiden val-

mistamiseen.
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Edella jo todettiin, etté esilla oleva keksinté kasittaa IL-2RB-ketjun liukoiset
muodot ja liukoisen IL-2-reseptorin. Liukoisiin muotoihin sisaltyvat ne muodot,
joita koodaavat cDNA-sekvenssit, jotka koodaavat IL-2RB:n solunulkoista osaa
tai sen alaosia, kuten edella on kuvattu. Haluttaessa voidaan tuottaa samanai-
kaisesti seka IL-2RB-ketju ettd a-ketju.

IL-2B-ketjun alaosille spesifisten monoklonaalisten vasta-aineiden saatavuus
mahdollistaa reseptoriketjun epitooppien tunnistamisen. Tama avaa siten tien
reseptorin aktiivisuuden kontrolloimiseen kayttamalla sopivia monoklonaalisia
vasta-aineita tai muita peptideja tai peptidomimeettisia aineita tai proteiiniana-
logeja.

Ihmisen IL-2RB-ketjua koodaavien cDNA-kloonien eristdminen ja analysointi

cDNA-kloonien eristémisesséa sovellettiin ekspressointikloonausstrategiaa
kayttamalla monoklonaalisia Mik-B1- ja Mik-B2-vasta-aineita (19). Molemmat
naista on kehitetty ihmisen leukemiasolulinjan YT IL-2RB-ketjua vastaan (20).

Kummankin monoklonaalisen vasta-aineen Mik-B1 ja Mik-2 tallentamispaikka
on Fermentation Research Institute, Angency of Industrial Science and
Technology, Japani. Mik-B1:n ja Mik-B2:n tallennusnumerot ovat vastaavasti
10453 ja 10454 (1988); ne on my6s kuvattu japanilaisessa patenttinakemuk-
sessa n:o 298742 (1988).

Muutama cDNA-kirjastojoukko valmistettiin tavanomaisilla menetelmilla kaytta-
mélia YT-soluista saatua poly(A)*-RNA:a. cDNAKkirjastot valmistettiin kayttamal-
I& cDM8-vektoria julkaistujen menetelmien (21) mukaisesti, mutta kayttamalla
jaliempana esitetyn mukaisesti satunnaisprimeeria (Amersham) tai oligo (dT)-
primeeria. Standardimenetelmalla valmistettiin 5,6x10° itsenaista pesaketts
edustava plasmidi-DNA ja ensimmaiseen DNA- transfektioon kaytettiin 1 mg
DNA:a. Kaytannéssa DNA jaettiin 100 putkeen (jokainen putki sisélsi siten

10 ug DNA:a) ja jokainen niista transfektoitiin 3,5x10° apinan cos-soluun ku-
dosviljelymaljalla (60 mm polystyreenimalja, Corning). Transfektointi suoritettiin
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kayttamalla DEAE-dekstraanistandardimenetelmia. Sen jalkeen transfektoidut
COS-solut kéasiteltiin Mik-B1- ja -B2-vasta-aineiden seoksella (kummallekin
vasta-aineelle 400-kertaisesti [aimennetut askiitit) ja huuhdeltiin normaalilla
tavalla. Huuhteluun kaytetty malja oli FALCON 60 mm malja, joka oli paallystet-
ty edella kuvatulla tavallia anti-hiiri-ILgG:lla (viite 21). Talla ensimmaisella
huuhtelukierroksella kaytettiin 100 IgG-péaéllystettyd maljaa. Huuhtelun jalkeen
valmistettiin normaalilla menetelmall (viite 21) Hirt-uute ja talteenotetut plas-
midit vietiin E.coliin viitteessa 21 kuvatulla menetelmalld. Talla meneteimalla
saatiin 3,7x10° pesaketta. Nama bakteeripesékkeet fuusioitiin COS-solujen
kanssa normaaleilla protoplastifuusiomenetelmilla (viite 21). Naissa fuusioko-
keissa kaytettiin 26 Corning-maljaa, joista jokainen sisélsi 5x10° COS-solua.
Fuusion jalkeen COS-solut huuhdeltiin edella kuvatulla tavalla ja valmistettiin
Hirt-uute. Hirt-uutteesta saatiin 32.000 bakteeripeséketta. Fuusiointi ja huuhte-
lu toistettiin uudelleen, jolloin seuraavasta Hirt-uutteesta saatiin 32.000 baktee-
ripesédkettd. Sama menettely toistettiin viela kerran, jolloin saatiin 28.000 bak-
teeripesaketta (talla valin tulisi kohdepesakkeiden rikastua dramaattisesti).
Samat menettelyt toistettiin vield kerran ja saatiin 6.000 pesaketta. Naista
pesakkeista valittiin mielivaltaisesti 30 peséaketta ja analysoitiin cDNA-insertit.
Naista vain 7 pesaketta siséalsi plasmideja, joista Xhol-restriktioentsyymilla
voitiin leikata cDNA-insertteja. Vektoriperaiset Xhol-kohdat sijoitettiin cDNA:n
kummallekin puolelle, ja kaikki muut plasmidit olivat menetténeet tallaiset
katkaisukohdat DNA:n toisiintumisista johtuen; itse asiassa kaikkien niiden
koko oli paljon pienempi kuin alkuperaisen vektorin. Niita pidettiin siten epaspe-
sifisina tuotteina. Toisaalta kaikki ndméa 7 peséketta olivat peraisin samasta
mRNA:sta, mik& vahvistettiin tavanomaisen restriktioentsyymianalyysin avulla
ja DNA-blot-analyysin avulla. Naista yksi plasmidi, jolle annettiin nimeksi plL-
2RB30, sisalsi pidemman cDNA:n kuin muut 6 plasmidia, jotka vuorostaan
osoittautuivat keskendan identtisiksi (nimeksi annettiin piL-2R39).

Tassa menetelmassa eristimme sen vuoksi kaksi toisistaan riippumatonta
cDNA-kloonia, plL-2RIB9:n ja pIL-21B30:n; kumpikin ekspressiotuote reagoi
spesifisesti vasta-aineiden kanssa. Nama kaksi kloonia sisalsivat vastaavasti
1,3 kb ja 2,3 kb cDNA-insertit ja ne ristihybridisoituivat keskenaan. Myéhempi
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cDNA-molekyylien sekvenssianalyysi osoitti, ett4 ne edustavat samaa
mRNA:a. Itse asiassa RNA-blotting-analyysi osoitti, ettd mRNA on kooltaan
noin 4 kb (kts. jaliempan&). Myéhemmin seuloimme muita YT cDNA-kirjastoja
kayttamalla koettimina kloonattuja cDNA-molekyyleja ja eristimme useita
riippumattomia cDNA-klooneja, jotka yhdessa kattavat koko IL-2R2p-ketjun
mRNA:n. Siten pIL-2RIB6 ja pIL-2RIB19 saatiin seulomalla cDNA-kirjastot
koettimen pIL-2R[B9-cDNA-insertill4.

Edelld mainitut plasmidit, jotka siséaltévat ihmisen IL-2RB-sekvensseja koodaa-
van cDNA:n, on tallennettu 2.3.1989 E.coli MC 1061/P3-kannassa Budapestin
sopimuksen mukaisesti Fermentation Research Institute-kokoelmaan seuraa-

villa numeroilla;

Plasmidi Jarjestysnumero
piL-2RP6 FERM BP-2312
pIL-2R9 FERM BP-2313
pIL-2RB19 FERM BP-2314
piL-2RB30 FERM BP-2315

Neljan kloonatun cDNA:n téydelliset nukleotidisekvenssit maaritettiin (kuvio 1).

Kuviossa 1 on esitetty ihmisen IL-2RB-ketjun cDNA:n rakenne. Kuvio 1a esittaa
kaaviollisesti kloonatuista cDNA-molekyyleista johdettua mRNA:a. Alempana
on annettu pisteviivoitettujen, vinoviivoitettujen, avoimien ja taytettyjen suora-
kulmioiden avulla vastaavasti mRNA:n signaalisekvenssi-, solunulkoinen-,
transmembraani- ja sytoplasminen alue. Kuviossa 1b on esitetty ihmisen
IL-2RB-ketjun cDNA:n nukleotidi- ja aminohapposekvenssit. Sekvenssi johdet-
tiin seuraavana esitetysta edella kuvattujen cDNA-kioonien taydellisestd DNA-
sekvenssianalyysista. Nukleotidit on numeroitu oikeaan marginaaliin ja amino-
hapot vasempaan marginaaliin. Kloonit pIL-2RB19 ja pIL-2RB6 sisalsivat kum-
pikin G-A-mutaation vastaavasti nukleotidiryhmissa 425 ja 1531. pIL-2Rp6
cDNA sai siten TAG-tripletin sytoplasmiseen alueeseen. Sen uskotaan olevan

kaanteistranskriptiossa tapahtuneen virheen, koska kaikissa muissa klooneis-
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sa, plL-2RB30:ssa, p!'L-2RB19:ssa ja plL-2RPB16:ss3, on tdssa asemassa

12

TGG-tripletti. Ensimmaiset alleviivatut 26 aminohapporyhmaa merkitsevat
consensus-sekvenssin (22) ennustamaa signaalisekvenssia. 25-transmem-
braani-aminohapporyhméaé on merkitty paksulla alleviivauksella. Kysteiiniryh-
mat on nelidity. Potentiaaliset N-glykolysaatiokohdat on alleviivattu kahdesti.
Mahdolliset poly-adenylaatiosignaalit on esitetty avoimella suorakulmiolia.
Yhteenvetona voidaan sanoa, ettd RNA valmistettiin NK-maisesta ihmisen
lymfoidisolulinjasta YT ja cDNA-kirjastot valmistettiin kayttamalla CDM8-vekto-
ria julkaistujen menetelmien (21) mukaisesti paitsi, etta kaytettiin joko satun-
naisprimeereja (Amersham) (pIL-2RB6, 9 ja 30) tai oligo (dT) primeeria (plL-
2RpB19). cDNA-kirjastot seulottiin anti-IL-2Rf-monoklonaalisten vasta-aineiden,
Mik-B1:n ja Mik-B2:n, coktaililla edella kuvatulla tavalla (21). Nukleotidisek-
venssit maaritettiin dideoksiketjun paattamismenetelman ja kemiallisen pilkko-
mismenetelman yhdistelmalla.

Kuviossa 1 on esitetty, ettd cDNA siséltaa suuren avoimen lukukehyksen,

joka koodaa 551 aminohaposta koostuvaa proteiinia. Mitddn merkittavaa
homologiaa muiden tunnettujen proteiinien kanssa ei [6ydetty Portein Sequen-
ce Database-tietokannasta (National Biomedical Research Foundation,
Washington, D.C.) tai viel& uudempien julkaistujen sekvenssien kanssa. Vas-
toin kuin monet muut sytokiinireseptorit, ndyttaa silta, etta IL-2Ra- ja IL-2R[3-
ketjut eivat kuulu immunoglobuliinisuperperheeseen. Proteiinin johdetun raken-
teen perusteella uskotaan 26 N-terminaalisen aminohapon esittdvan signaali-
sekvenssié. IL-2RB-ketjun valmis muoto muodostuu siten 525 aminohaposta
lasketun molekyylipainon ollessa 58.358. Kuviossa 1 esitetyn mukaisesti
reseptorimolekyyli muodostuu ekstrasellulaarisesta alueesta, jossa on 214
aminohappoa. Tama alue sisaltda 8 kysteiiniryhmaa, joista 5 ryhmaa on
N-terminaalisessa puoliskossa, ja niiden valissa on melko sdannéllisesti 9 - 12
aminohappoa. Kysteiiniryhmien valissa olevat disulfidisidokset antavat toden-
nakoisesti stabiilin konfiguraation ligandin sitoutumiselle. ltse asiassa kyste-
iiniryhmien runsaus nayttéa olevan erds monien reseptoreiden ligandeja sito-
van alueen yleisimmista piirteista (23). Huomionarvoista voi olla, ettd amino-

happojen (a.a.) ennustettu méara IL-2RB-ketjun solun ulkoisella alueella (214
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a.a.) on lahes verrattavissa IL-2Ra-ketjun vastaavaan maaraan (219 a.a.).
Tallainen kokojen samankaltaisuus voi olla merkitsevad, kun otetaan huomi-
oon heterodimeerisen reseptorikompleksin konformaatio, joka on taysin ainut-
kertainen talla reseptorilla; seké a- etta B-ketjuilla on yksitellen vuorovaikutus
saman IL-2-molekyylin selvasti erotettavien kohtien kanssa.

25 aminohapon hydrofobinen osa, joka ulottuu aminohaposta 215 aminohap-
poon 239, nayttaa muodostavan reseptorin membraanivélialueen (kuviot 1 ja
2).

Kuviossa 2 on esitetty hydropatiakéyré-analyysi johdetuista ihmisen IL-2Ra- ja
IL-2RB-ketjun prekursorien rakenteista. Analyysi suoritettiin Kyte'n ja Doolittle'n
menetelmalla (38). SG ja TM esittavéat vastaavasti signaalisekvenssié ja trans-

membraanisekvenssia.

13-ketjun sytoplasminen alue muodostuu 286 aminohaposta ja se on paljon
suurempi kuin a-ketjun vastaava alue, joka on vain 13 aminohapon pituinen.
B-ketjusta puuttuu tyrosiinikinaasin konsensussekvenssit (Gly-x-Gly-x-x-Gly)
(25). Huomattakoon kuitenkin Ala-Pro-Glu (293-295)-tripletin mukanaolo:
taman on ilmoitettu olevan eréiden proteiinikinaasien katalyyttisen alueen
konsensuskuvion (25). Toistaiseksi on testaamatta mahdollisuus, etta B-ketjun
sytoplasmisella alueella on proteiinikinaasi-aktiivisuus. Tdman alueen priméaari-
nen rakenne paljasti viela toisen mielenkiintoisen piirteen: melko voimakas
taipumus tiettyjen tunnusomaisten aminohappojen ldsnéololle. Tama alue sisal-
taa runsaasti proliini-(42/286)- ja seriini-(30/286)-ryhmia. Mielenkiintoista kyll&-
kin "runsasproliininen” rakenne on osoitettu CD2:n T-solumembraanin antigee-
nin, joka liittyy T-solujen aktivoitumisreittiin, sytoplasmisessa alueessa (26).
Runsasproliininen rakenne voi antaa talle alueelle ei-pallomaisen rakenteen,
joka voi olla tarkea kytkettaesséa reseptorimolekyyli muun signaalimuuntajan
(-muuntajien) kanssa. Vallitsevat seriiniryhmét voivat olla paakohde fosforylaa-
tiolle, joka myds saattaa saétaa reseptorin toimintaa (27). Sytoplasmiselia
alueella esiintyy liséksi selvasti vinoumaa negatiivisesti varautuneiden amino-
happojen suhteen. Itse asiassa tamé alue sisaltaa 40 tallaista aminohappoa
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(so. glutamiini- ja asparagiinihapot), kun taas positiivisesti varautuneita ryhmia
(so. lysiini ja arginiini) on vain 18 aminohappoa. Téllainen vinouma on erityi-
sesti havaittavissa sytoplasmisen alueen keskiosassa (aminohapot 345-390).
B-ketjun sytoplasminen alue voi siten olla varsin hapan. Eraat, ja mahdollisesti
kaikki, nd&ma ainutlaatuiset ominaisuudet yhdessé voivat olla syyna myétavir-
taan tapahtuvan signaalitransduktion radan (ratojen) siirtymiseen edemmaéksi.
Reseptoriproteiini siséltad 5 potentiaalista N-kytkeytynytta glykolysaatiokohtaa
(kuvio 1B), joista 4 sijaitsee solunulkoisessa alueessa. Téllainen translaation
jalkeinen modifikaatio voi olla syyné arvioidun valmiin (70-75kD) ja lasketun
(58kD) proteiinimolekyylin molekyylipainojen eroon. a- ja B-ketjujen hydropa-
tiakayra-analyysi osoitti, ettd kummassakin ketjussa on aivan solumembraanin
vieressa hydrofiilisia alueita (kuvio 2). N&illa alueilla voi olla oma osuutensa
kahden ketjun valisessa ei-kovalenttisessa molekyylinsisaisessé liittymisessa.

Ihmisen IL-2RB-ketjun MRNA:n ekspressointi

IL-2RB mRNA:n ekspressoitumista tutkittiin kdyttamalla koettimena plL-
2R[30:sta saatua cDNA-inserttia.

Kuvio 3a kuvaa ihmisen IL-2RB-ketjun mRNA:n ekspressointia erilaisissa solu-
tyypeissa. Seuraavista soluldhteista preparoitiin poly(A)'RNA:a (2 pg kaistaa
kohti) ja niille suoritettiin RNA-blotting-analyysi kéyttamalla koettimena Xhol:lla
pilkottua ihmisen IL-2RB-ketjun cDNA-fragmenttia, joka oli saatu plasmidista
pIL-2RB30, noudattamalla standardimenetelmi& (14, 18, 27). Kaista 1, YT,
kaista 2, Hut102(HTLV-1:lla transformoitu ihmisen T-solulinja); kaista 3,
MT-2(HTLV-1:lla transformoitu ihmisen T-solulinja), kaista 4, ARH-77 (muitip-
pelimyelooma-linja); kaista 5, SKW6.4 (EBV:lla transformoitu ihmisen B-lymfo-
blastoidilinja), kaista 6, U937 (histiosyyttinen leukemialinja); kaista 7, MT-1
(HTLV-1:lla transformoitu ihmisen T-solulinja), kaista 8, Jurkat (ihmisen T-leu-

kemialinja); kaista 9, HelLa (ihmisen kohdunkaulasyépasolulinja).

Kuten kuviossa 3a on esitetty, RNA-blot-analyysi osoitti [asn&olevan 4kb

mRNA:n, jonka ekspressoituminen on rajoittunut lymfoidisoluihin, joiden aikai-
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semmin on identifioitu siséltavan IL-2RB-ketjun (so. YT, MT-2, Hut102,
SKW6.4) (12, 16, 17). Toisaalta mRNA:n ekspressiota ei havaittu sellaisissa
soluissa kuin Jurkat, MT-1, U937, ARH-77 ja HeLa. mMRNA:n ekspressoitumis-
tasot korreloituvat oleellisesti IL-2RB-ketjun ekspressoitumistasojen kanssa.

Kuviossa 3b on esitetty IL-2R- ja IL-2Ra-mRNA-molekyylien ekspressoitu-
minen ihmisen PBL:ssa. Jokainen kaista kuormitettiin kokonais-RNA:lla

(15 pg/kaista). Kaistat 1 ja 4 ovat stimuloimattomia ihmisen periferiaveren
lymfosyytteja (PBL); kaistat 2 ja 5 ovat PBL-soluja, jotka on stimuloitu 5 pg/mi
fytoemaglutiinilla (PHA) 24 tunnin ajan; kaistat 3 ja 4 ovat PBL-soluja, jotka on
stimuloitu 72 tuntia 5 ug/ml PHA:lla. RNA-blotattu suodatin hybridisoitiin IL-
2Rp-koettimen kanssa (kaistat 1-3) IL-2RB-koettimen dehybridisoinnin jalkeen
sama suodatin hybridisoitiin IL-2Ra-koettimen kanssa (pSVIL2R-3:sta saatu
Xbal-Bcll-fragmentti (14) (kaistat 4-6)).

Mielenkiintoista oli, etta IL-2RB-mRNA voitiin detektoida stimuloimattomissa
PBL-soluissa ja ettd sen ekspressoitumistasot kasvoivat valiaikaisesti vain
2,5-kertaisiksi mitogeenilla stimuloinnin jalkeen. Aikaisemmin virtaussytometri-
analyysista saatujen tulosten perusteella (19) on todennéakéista, etta mRNA:n
indusointikuviot ovat erilaisia erilaisten lymfosyyttipopulaatioiden kesken.
Tama ekspressoitumiskuvio on taysin erilainen kuin IL-2Ra-ketjulla, jonka
ekspressio ehdottomasti edellyttaa solujen mytogeenista stimulointia (kuvio
3b), mika viittaa siihen, ettd naiden kahden geenin valills on erilaiset geenin

ekspressoitumismekanismit.

PBL.sta ja eri solulinjoista, mukaanlukien HTLV-1:lla transformoiduista ihmisen
T-solulinjoista, saadun genomi-DNA:n southern blot-analyysi osoittaa, etta
geeni on mukana yhtena ainoana kopiona ja etta se ei ole uudelleenjarjestay-

tynyt n&ihin soluihin.
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cFDNA:n koodaaman IL-2RB-ketjun IL-2:n sitomisominaisuudet

Seuraavaksi suoritimme joukon cDNA:n ekspressointitutkimuksia, joiden tarkoi-
tuksena oli tutkia, sitoutuuko cDNA-tuote IL-2:aan ja onko silla todella ne IL-
2RB-ketjun ominaisuudet, jotka on aikaisemmissa tutkimuksissa osoitettu ja/tai
ehdotettu. Rakennettiin kaksi cDNA:n ekspressointiplasmidia, joissa koko koo-
daavan alueen ylittdvaa cDNA:n ekspressoitumista ohjattiin joko hiiren Ick-
geenin (29) promoottorilla (PLCKRB) tai malonileukemiaviruksella LTR (30)
(PMLVRP).

Ekspressointivektorit rakennettiin seuraavilla menetelmilla. pIL-2RB30 pilkottiin
Hindlll:lla (katkaisukohta sijaitsee CDM8:n polylinkkerialueiden sisalla) ja
molempien paiden tayttamisen jalkeen liitettiin ja ligatoitiin uudelleen BamHI-
linkkeri. Saatu plasmidi pilkottiin tdman jalkeen BamHl:lla ja 1,8kb DNA-frag-
mentti, joka sisaltda B-ketjua koodaavan koko sekvenssin, vietiin pLCKRp:n
rakentamiseksi BamHl:lla pilkottuun p1013-vektoriin, joka sisaltaa hiiren |ck-
promoottorin. BamHl:lla pilkottu cDNA-fragmentti vietiin pMLVR:n rakenta-
miseksi myods retrovirus-vektoriin pZipSV(X) (30). pSVIL2R-3:sta (14) saatiin
ihmisen IL-2Ra:n ekspressointivektori pSVIL2Rneo korvaamalla Eco-gypt-

geeni neo-resistenttiysgeenilla.

Plasmidi pLCKRp vietiin hiiren T-lymfooma EL-4 ja ihmisen T-soluleukemia
Jurkat-linjoihin, joilta kummaltakin tiedetd&n puuttuvan ihmisen IL-2:a sitovat

pintamolekyylit.

Ekspressointiplasmidien transfektointi Jurkat- ja EL-4-soluihin electroporation-
menetelmalld jo kuvatulla tavalla (39). Transfektoidut solut valittin RPMI1640-
alustassa, joka sisalsi 10 % vasikansikioseerumia (FCS) ja G418:a (1 mg/ml
EL-4:lla ja 1,5 mg/ml Jurkat-soluilla). Sellaisten solujen saamista varten, jotka
ekspressoivat samanaikaisesti ihmisen IL-2Ra- ja IL-2RB-ketjujen cDNA:t,
Jurkat-solusta johdettu, pSVIL2Rneo:lla transfektoitu klooni Ja-5 ko-transfek-
toitiin pLCKRB:lla ja plasmidilla, joka sisélsi hygromysiini-resistenttiysgeenin

pHgy. Transfektoidut solut valittiin 200 pg/ml hygromysiinilla. pMLVR:n
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transfektointi 2 soluun suoritettiin kalsiumfosfaatti-menetelmall4 jo kuvatulla

17

tavalla (14) ja solut valittiin 700 pg/ml G418:lla. Virtaussytometrista analyysia
varten 5x10° solua kasiteltiin vasta-aineella (askiittien 1:500 laimennus)
4°C:ssa 30 minuutin ajan. Solut varjattiin pesun jalkeen fluoreseiinin kanssa
konjugoidulla vuohen anti-hiiri-IgG:lla.

Varjatyt solut analysoitiin FACS440-virtaussytometrilla (Beckton Dickinson).
'%]-|L-2:n sitoutumisméaritys ja Scatchard'in kayra-analyysi suoritettiin jo kuva-
tulla tavalla (12).

Kuvio 4a havainnollistaa inmisen IL-2Ra- ja/tai IL-2RB-ketjun cDNA-molekyy-
lien ekspressoitumista kayttdmalla apuna ihmisen IL-2Ra- ja/tai IL-2RB-cDNA-
transfektanttien solupintojen véarjaytymista. Emusolut ja eri transfektanttisolut
varjattiin erikseen joko monoklonaalisella anti-ihmis-IL-2Ra-vasta-aineella
anti-Tac (-----) tai monoklonaalisella anti-ihmis-IL-2RB-vasta-aineella Mik-p1
(—). Pisteviiva (.....) on solujen, jotka on varjatty pelkastaan fluoreseiinin
kanssa konjugoidulla vuohen anti-hiiri-IgG:lla, fluoresenssiprofiili. Kaytetyt
solut olivat (1) ELB-13 (ja EL-4:sta johdettu, pLCKR{:lla transfektoitu klooni),
(2) JB-8 (Jurkat-soluista saatu, PLCKRP:|la transfektoitu klooni), (3) Ja-5
(Jurkat-soluista saatu, pSVIL2Rneo:lla transfektoitu klooni), (4) Ja-2 (Ja-5:sta
saatu, pLCKRB:lla transfektoitu klooni), (5) JaB-10 (Ja-5:sta saatu, pLCKRB:Ila
transfektoitu klooni) ja (6) FB-3 (NIH3T3:sta saatu, pMLVR}:lla transfektoitu
linja).

FACS-analyysin perusteella (kuvio 4a) saatiin seka EL-4:lla (ELB-13) etta
Jurkat:lla (JB-8) stabiileja transformanttiklooneja, jotka ekspressoivat cDNA-
tuotteen. Lisaksi veimme saman geenin Jurkat-tansformanttiklooniin Ja-5, joka
ekspressoi transfektoidun, ihmisen IL-2Ra-ketjun cDNA:n. Kahden saadun
transformantin, JaB-2:n ja JaB-10:n, havaittiin ilmentavan seké a- etta B-ketjun
(kuvio 4a-(4), (5)). Kuten oli odotettuakin, naissa transformanteissa ekspres-
soidun RNA:n RNA-blotting-analyysit osoittivat, ettd o- ja B-ketjulle spesifiset
mRNA:t ovat peraisin transfektoiduista cDNA-molekyyleista, mutta ei endogee-
nisista geeneisté (26). cDNA-tuotteen ominaisuuksien tutkimiseksi ei-lymfoidi-
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soluissa vietiin plasmidi pMLVRB myds NIH3T3-solusta saatuun solulinjaan 2
(30), jolloin saatiin cDNA:n ekspressoiva transformantti F.3 (kuvio 4a-5)).

IL-2:n sitoutumistutkimukset suoritettiin '?l:lla leimatulla, ihmisen rekombi-
nantti-IL-2;lla.

Kuvio 4b havainnollistaa a- ja B-ketjujen ekspressoitumista suorittamalla
Scatchard'in kayra-analyysi '®I-IL-2:n sitoutumiselle kloonattuja cDNA-mole-
kyyleja ekspressoiviin transfektantteihin. IL-2:n sitoutumisarvojen Scatchard'in
kayra, kun mukana ei ole (-0-0-) tai kun mukana on (-e-+-) Mik-$1:n 1:100-
laimennettuja askiitteja. Mik-B1 esti taydellisesti '°I-IL-2:n sitoutumisen ELB-13
tai JB-8-klooneihin. Mitaan spesifista IL-2:n sitoutumista ei havaittu, kun tutkit-
tiin Jurkat- tai EL-4-emosolut. IL-2:n sitoutumiskohtien lukumaara solua kohti ja
reseptorin affiniteetti maaritettiin analysoimalla tietokoneen avulla IL-2:n sitou-
tumisarvot. (1) ELB-13, (2) JB-8, (3) Ja-5, (4) JaB-2, (5) JaB-10.

Kuten voidaan havaita, EL-4:sta saadulla kloonilla (ELB-13) ja Jurkat:sta saa-
dulla kloonilla (JB-8), jotka molemmat ekspressoivat B-ketjun cDNA:n, oli kes-
kisuuri affiniteetti IL-2:aan, arvioitujen Kd-arvojen ollessa vastaavasti 4,0 nM ja
2,7 nM. Mik-B1-vasta-aine esti taydellisesti IL-2:n sitoutumisen naihin soluihin
(kuvio 4b-(1), (2)). Jurkat:sta saaduilla JaB-2- ja JaB-10-klooneilla, jotka eks-
pressoivat seka ihmisen IL-2Ra:n ettd IL-2RB:n cDNAt, oli seka suuri- etta
pieniaffiniteettisia reseptoreita arvioitujen Kp-arvojen ollessa vastaavasti

22 pMja 15 nM JaB-2:lla ja 19 pM ja 33 nM JaB-10:lla. Sité vastoin vain a-ket-
jun cDNA:n ekspressoivilla Jurkat:sta saaduilla Ja-5-emosoluilla oli yksin-
omaan alhainen affiniteetti (Kd: 19,5 nM) IL-2:n suhteen (kuvio 3b-(3)). Suuri-
affiniteettisten IL-2R:n ekspressoivien Jap-2-solujen ja JaB-10:n lukumaéara oli
verrattavissa ekspressoitujen IL-2RB-molekyylien maaraan. Naiden solujen
kasittely Mik-B1-vasta-aineella tuhosi lisaksi téysin suuriaffiniteettiset IL-2:n
sitomiskohdat solupinnalta samalla, kun matala-affiniteettisen IL-2R:n ekspres-
sio sailyi (kuvio 4b-(4), (5)). Namé& havainnot osoittavat yksiselitteisesti, etta
CDNA:n koodaama IL-2RB-molekyyli ottaa suoraan osaa suuriaffiniteettisen
reseptorikompleksin muodostumiseen yhdessa IL-2Ra-ketjun kanssa. Painvas-
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toin kuin edelld mainituilla T-solutransformanteilla ei FB-3-soluilla ollut mitaan
IL-2:n sitoutumista solun pintaan samoissa sitoutumisolosuhteissa. Mielenkiin-
toista kylla sama havainto tehtiin apinan COS-soluilla, jotka ekspressoivat
B-ketjun mutta eivat sitoneet IL-2:a (28). Tulokset viittaavat siten siihen, etta
funktionaalisen IL-2RB-ketjun ekspressointiin ottaa osaa joko solutyypille spe-
sifinen prosessointimekanismi (-mekanismit) tai jokin muu solukomponentti
(-komponentit) tai molemmat.

Rekonstituoidun IL-2R:n molekyylirakenteen jatkokarakterisointia varten suori-
timme kemiallisia ristisidostuskokeita '?*I-IL-2:n ja pilkkoutumattoman kemialli-
sen silloittajan, disukkinimidyylisberaatin (DSS) kanssa.

Kuvio 5 havainnollistaa IL-2R-positiivisten transformanttien affiniteetti-ristisi-
dostustutkimusten tuloksia. Soluja-inkuboitiin 5 nM (kaistat 1-13) tai 100 pM
(kaistat 14-16) '?I-IL-2:n kanssa, kun mukana ei ollut (kaistat 1-4, 14-16) tai
kun mukana oli 250-kertainen mooliylim&ara leimaamatonta IL-2:a (kaistat
5-7), 500-kertainen mooliyliméara affiniteettipylvaassa puhdistettua Mik-p1:a
(kaistat 8-10) tai 500-kertainen mooliylimaara affiniteettipylvaassé puhdistettua
anti-Tac:ia (kaistat 11-13). Sen jalkeen solut ristisidostettiin kemiallisesti
disukkinimidyylisuberaatin (DSS) kanssa jo kuvatulla tavalla (16). Taman jal-
keen solut liuennettiin ja supernatantit ajettiin 7,5 % SDS-PAGE:lla. Kaytetyt
solut olivat: Jurkat (kaista 1); Ja-5 (kaistat 2, 5, 8, 11, 14); JB-8 (kaistat 3, 6, 9,
12, 15); JaB-10 (kaistat 4, 7, 10, 13, 16). Markkerina (M) kaytettiin 'I-IL-2:n
kanssa ristisidostettuja YT-soluja.

Kuviosta voidaan n&hda, etté vain IL-2RB-ketjun ekspressoivat solut ristisidos-
tettiin '*I-leimatun IL-2:n kanssa ja analysoitiin SDS-PAGE:lla, jolloin detektoi-
tiin kaksoisvyhyke, joka muodostui 90 kD paavyshykkeesté ja 85 kD pienem-
masta vydhykkeesta ja jonka kulkeutumisprofiili ei ollut erotettavissa YT-solu-

jen profiilista (kts. nuolet kuviossa 5 ja viitteet 16, 17). Leimaamattoman IL-2:n
ylimaara tai Mik-B1 esti kaksoisvyéhykkeen muodostumisen. Kaksoisvydhyk-

keen muodostuminen voi johtua reseptori-IL-2-kompleksin hajoamisesta. Mah-
dollista on myds se, ettd kummatkin proteiinituotteet ovat peraisin jalkitransla-
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tionaalisesta erottavasta modifikaatiosta (-oista). Toinen kaksoisvyéhyke voi
vaihtoehtoisesti olla reseptorikompleksin kolmas komponentti. Transfektantis-
sa (JaB-10) sekéa YT-soluissa havaittiin myés leved vydhyke, joka kulkeutuu
noin 150 kD kohdalla. My6s tdmén vyohykkeen muodostuminen estyi joko
leimaamattoman IL-2:n tai Mik-B1:n vaikutuksesta. Se voi olla IL-2-, IL-2Ra-
ja IL-2RB-molekyylien tern&arinen kompleksi. Kuviossa 4 esitetyssa, kemialli-
sessa ristisidostuskoesarjassa osoitettiin, ettéd Jap-2:n pinnalla ekspressoidun
reseptorikompleksin fysikokemialliset ominaisuudet eivat ole erotettavissa
viljellyilla T-soluilla tai PBL:Ila ekspressoidun suuriaffiniteettisen reseptorin
ominaisuuksista (12, 16, 17).

Alustavat tulokset kokeista, joissa maaritettiin, johtaako a- ja B-ketjujen eks-
pressio ei-lymfoidisoluissa suuriaffiniteettisen reseptorin muodostumiseen,
osoittavat, ettéd kun a- ja B-ketjun cDNA:t koekspressoituvat valiaikaisesti COS-
soluissa, molemmat ketjut voivat ristisitoutua '®I-IL-2:n kanssa sellaisessa
konsentraatiossa (400 pM), jossa samalla tavalla ekspressoitu a-ketju ei yksi-
n&an voi (28). Tulokset voivat viitata o-heterodimeerisen reseptorin, muodos-

tumiseen tassa ei-lymfoidisolulinjassa.

IL-2:n internalisointi rekonstituoitujen reseptoreiden toimesta

Keksiaffiniteettisten ja suuriaffiniteettisten IL-2-reseptoreiden on raportoitu
kummankin kykenevan internalisoimaan IL-2:n (33-35). Ligandin internalisoin-
tiin hittyy tavallisesti IL-2:n signaalin transduktio, mika viittaa siihen, etta tama

prosessi on valttamatén.

Kuvio 6 havainnollistaa IL-2:n internalisoitumista rekonstituoitujen reseptorei-
den kautta. IL-2:n internalisoitumista tutkittiin aikaisemmin kuvatulla menetel-
malla (33). Lyhyesti sanottuna solut (5x107) kasiteltiin '**I-IL-2:1la 200 pM
(JaB-10) tai 5 nM (Ja-5, JB-8 ja ELB-13) loppukonsentraatiossa 30 minuutin
ajan 0°C:ssa. Pesun jalkeen solut suspendoitiin esilammitettyyn viljelyalustaan

(37°C) ja IL-2:n internalisoitumisen kinetiikka tutkittiin aikaisemmin kuvatulla
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tavalla (33). (a) ELB-13, (b) JB-8, (c) JaB-10, (d) Ja-5. (-s-s-s-), internalisoitu
IL-2; (...0...0...), solupintaan sitoutunut IL-2; (-u-m-m-m-), vapaa IL-2.

Kuten kuviossa 6 on esitetty, tutkimme, kykenevétks rekonstituoidut reseptorit
internalisoimaan IL-2:n. Itse asiassa solut, jotka ekspressoivat vain IL-2Rp-
ketjun tai seka a- etta B-ketjut, kykenevat internalisoimaan IL-2:n noudattamal-
la kinetiikkaa, joka on samanlainen kuin mita on raportoitu natiiville reseptoril-
le. Sita vastoin Jurkat-solut, jotka ekspressoivat vain IL-2Ra:n, eivéat kyenneet
internalisoimaan IL-2:a vastaten aikaisemmin raportoituja havaintoja (33, 34).
Alustavat tulokset osoittavat, etté IL-2 inhiboi selektiivisesti solujen, jotka eks-
pressoivat keskiaffiniteettisia tai suuriaffiniteettisia reseptoreita, kasvua (14,
36). Meilla on my0s alustavia tuloksia siita, etta toisessa isantasolulinjassa
ekspressoitu B-ketju stimuloi IL-2:n reaktiona tapahtuvaa solukasvua (28).

Hiiren IL-2R-reseptorin 3-ketjun kloonaus

Hiiren IL-2-reseptorin B-ketjulle ei tiedeta olevan olemassa mitaan spesifisia
vasta-aineita ja siten ei kaytetty seulontamenetelmas, jota kaytettiin cDNA:n
eristamiseen Hu IL-2RB-ketjua varten.

cDNA-kirjasto valmistettiin kayttamalla konkanavaliini A:lla stimuloiduista hiiren
pernasoluista saatua poly (A)*-RNA:a; cDNA kloonattiin Agt 10:ssa, joka mo-

nistettiin E.coli'ssa.

Sen jalkeen tamé kirjasto seulottiin kayttamalla koettimena edella kuvattua
ihmisen IL-2RB-ketjun cDNA:a ei-stringenteissa olosuhteissa. Positiivisista
klooneista valittiin yksi klooni, jolle annettiin nimeksi AMIL 2RB-26. Taman
kloonin cDNA-insertti sisélsi vain 540 bp sekvenssin hiiren IL-2RB-ketjun koko
sekvenssista. Sen vuoksi tdma sekvenssi eristettiin pilkkomalla AMIL-2Rp-26
Pvu 2:lla ja kaytettiin toisen cDNA-kirjaston seulomiseen, joka oli valmistettu
standardimenetelmilld hiiren kateenkorvakasvainsolulinjasta EL-4 saatua
poly(A)":a, ja kloonattu CDM8-vektorin BstXI-kohtaan E. coli'n transfektoinnin
jalkeen.
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cDNA-kirjasto seulottiin erittdin stringenteissé olosuhteissa seuraavissa jul-
kaisuissa kuvatuilla menetelmilld: eurooppalainen patenttihakemus n:o
88 119 602.9 ja Kashima et al. (Nature Vol. 313 ss. 402-404, 1985).

Positiivisista klooneista valittiin hiiren IL-2RB:n rakennegeenin (kts. kuvio 8)
sisaltava klooni pMIL-2R[3-36. cDNA-kloonin restriktiokartta on esitetty kuvios-
sa’.

Plasmidi pMIL-2R[3-36 on tallennettu E. coli MC 1061/P3-kannassa 23.5.1989
Fermentation Research Institute-kokoelmaan Budapestin sopimuksen mukai-

sesti numerolla FERM BP-2435.

Liukoisen ihmisen interleukiini 2:n reseptorin B-ketjun valmistaminen

hIL2-RB-ketjun erittynyt muoto (jaljempéana kaytetdan nimitysta liukoinen 13)
valmistettiin transfektoimalla NIH 3T3-fibroblastit modifioidulla B-ketjun
cDNA lla ("ankkuri-minus" cDNA), jolta puuttuu koko DNA-sekvenssi, joka

koodaa natiivin B-ketjun seka intrasytoplasmista etta transmembraanialuetta.

Ankkuri-minus cDNA:n sisaltdvan ekspressointivektorin, ioka koodaa liukoista
B, rakentaminen (BCMGNeo-sol.3)

B-ketjun cDNA (kuvio 1b) modifioitiin ankkuri-minus-muotoon liukoisen B:n
tuottamista varten. Kuviossa 9 on havainnollistettu strategia, jota kaytettiin
muodostamaan ankkuri-minus-cDNA:n sisaltava ekspressointivektori. Plasmidi
plL-2RB30, joka sisaltaa 2,3 kb B-ketjun cDNA:n CDMB8-vektorissa, pilkottiin
ensin BssH ll:lia ja Sma l:lla (kaikkien restriktioentsyymien nostopaikka ol
New England BioLabs, Beverly, MA, USA), jolloin saatiin 1,9 kb cDNA-frag-
mentti (emakset 58-1967), joka sisélsi B-ketjun koko koodaavan sekvenssin
(eméakset 121-1773). BsssH Il-paan tayttamisen jalkeen insertoitiin 1,9 kb
cDNA pBluescript SK-vektorin (Stratagene, San Diego, CA, USA) Sma |-res-
triktiokohtaan. Tama pBluescirpt SK-B1.9-plasmidi pilkottiin sen jalkeen

Sty l:lla (restriktiokohdat; emakset 825, 934 ja 1235) ja Sma l:lla, jolloin kaikki
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intrasytoplasmiset ja transmembraanialueet deletoituivat niin, etta jaljelle jaivat
emakset 121-840, jotka edustavat suurinta osaa solunulkoisesta alueesta ehja-
na. Seuraavaksi fosforyloitiin 12-eméaksinen synteettinen linkkeri (New England
BioLabs, n:0 1060), joka sisélsi multippelit terminaatiokodonit (TAG) seka

Nhe I:n tunnistamissekvenssin, ja liitettiin T4 DNA-ligaasilla Sty 1/Sma I-pilkot-
tiin plasmidi-DNA:an. Ylimaarainen linkkeri poistettiin pilkkomalla Nhe l:lia,
minké& jalkeen pBluescript SK-sol. rakennettiin liittamalla DNA Sk-vektoriin.

Tama pBluescript SK-sol.f3 pilkottiin Sal I:lla ja Not I:lla (restriktiokohdat sijoitet-
tiin pBluescript SK-vektorin polylinkkerialueelle) ja ristettiin saatu liukoista 3
koodaava 0,8 kb cDNA-fragmentti. Taméa cDNA-fragmentti vietiin lopullisen
ekspressioplasmidin BCMGN-sol.3 muodostamiseksi Xho I/Not I-pilkottuun
BCMGNeo-vektoriin (kts. Karasuyama et al., J. Exp. Med. 169: 13-25, 1989),
joka sisélsi sytomegalovirus (CMV)-promoottorin ja neomysiinin resitenttiys-
geenin. BCMGNeo on sukkulavektori, joka sisaltda 69 % BPV (bovine papillo-
ma virus)-sekvensseja, jotka varmistavat ekstrakromosomaalisen replikoitumi-
sen nisékassoluissa. Kuten on esitetty kuviossa 10, joka havainnollistaa natii-
vin ja liukoisen B:n nukleotidisekvenssia ja vastaavaa aminohapposekvenssia,
liukoisen B:n cDNA koodaa 212 aminohaposta (aa) muodostuvaa proteiinia,
johon liittyy 26 aminohapon signaalipeptidi, kun taas natiivin B-ketjun cDNA
koodaa membraaniproteiinia, joka muodostuu signaalipeptidista (26 aa),
ekstrasellulaarisesta (214 aa), transmembraanista (25 aa) ja intrasytoplasmi-
sesta (286 aa) alueesta. Kuviossa 10 on myds havainnollistettu natiivin ja

liukoisen B:n nukleotidisekvenssejé ja vastaavia aminohapposekvensseja.

NIH 3T3-fibroblastin transfektointi BCMGNeo-sol.f:1la ja liukoista (8 erittavien
stabiilien transformanttien kehittdminen

cDNA-transfektointi suoritettiin Karasuyama'n et al. (supra.) kuvaamalla proto-
plastifuusio-tekniikalla. Lyhyesti sanoen BCMGNeo-sol.[3:n sisaltaméat bakteerit
muunnettiin protoplasteiksi ja fuusioitiin hiiren fibroplastisolulinjan NIH 3T3:n
kanssa kayttamalla polyetyleeniglykolia 2.000 (Wako Chemical Industries,
Osaka, Japani). Kymmenen miljoonaa protoplastifuusioitua NIH 3T3-solua
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siirrostettiin tamén jalkeen neljgdan 24-kaivoiseen levyyn. 25 paivan kuluttua
siitd, kun oli viljelty RPMI 1640-alustassa, joka sisélsi 10 % vasikansikidsee-
rumia (FCS) ja 750 pg/ml G418:a (genetisiini; Sigma, St. Louis, MO, USA),
havaittiin transformanttisolujen kasvua 60 kaivossa 104 kaivosta. Kahdeksas-
tatoista kaivosta 60:sté saatujen viljelysupernatanttien havaittiin olevan positii-
visia liukoisen 8 suhteen, kun maéritys suoritettiin jaljiempana kuvatulla ELISA-
menetelmalla (sandwich enzyme-linked immunosorbent assay). Kaivoja raja-
laimentamalla maaritettiin viisi kloonia, joista saatiin korkein absorbanssi
ELISA:ssa. Kaikkien naiden havaittiin erittdvan suuria méaaria liukoista 3 (tau-
lukko 1). NIH 3T3-solut, joka oli transfektoitu tayspitkalla B-ketjun cDNA:Ila
(nimeksi annettiin 3T3-B11), eivat sitd vastoin erittaneet lainkaan B-ketjun
molekyylid. Mydhemmissa tutkimuksissa kadytimme kloonia 3T3-B4-14, joka
eritti suurimman maaran liukoista .

Taulukko 1

Liukoisen B:n maarat BCMGNeo-sol.(3:1la transfektoitujen NIH 3T3-fibroblastien

viljelysupernatantissa.

Viljelty supernatantti Absorbanssi 405 nm:ssa ELISA:ssa
3T3-B4-1 1,492
3T3-B4-4 1,301
3T3-B4-7 1,259
3T3-B4-14 1,579
3T3-B4-19 1,533
3T3-1311 0,052
vain alusta 0,072

Liukoisen b:n detektointi ELISA:lla

Transfektoitujen solujen viljelysupernatanteissa seulottiin liukoisen :n muka-
naolo ELISA-menetelmalla (sandwich enzyme linked immunosorbent assay).

Tassa maarityksessa kaytettiin kahta monoklonaalista vasta-ainetta Mik-p1 ja
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-B3, supra. ja Tsudo et al., Proc. natl. Acad.Sci. USA, 86: 1982-1986, 1989,
Nama vasta-aineet tunnistavat B-ketjun eri epitoopit; so. Mik-B1 tunnistaa

25

IL-2:n sitomiskohdan, kun taas Mik-B3 tunnistaa epitoopin, joka ei osallistu
IL-2:n sitomiseen. Kuten kuviossa 11, joka esitta& kaaviollisesti Sandwich
ELISA:n, on kuvattu, paallystettiin immulon-I-mikrotiitterilevyt (Dynatec,
Chantilly, VA, USA) yén yli 50 pl Mik-B3:lla 10 pug/ml konsentraatiossa Tris-
puskuroidussa kyllastetyssé suolaliuoksessa (10 mM Tris-HC!, pH 7,4, 0,15 M
NaCl). Ylim&araisen vasta-aineen poistamisen jalkeen sitoutumattomat kohdat
blokattiin inkuboimalla 1 tunti TBS:n kanssa, joka sisélsi 1 % naudanseerumi-
albumiinia. Pestiin TBS:lla, joka sisalsi 0,05 % Tween 20:a (T-TBS), minka
jalkeen kaivoihin lisattiin 50 pl transformanttien viljelysupernatantteja ja inku-
boitiin 1 tunti. Pesun jélkeen lisattiin 50 pl biotinyloitua Mik-B1:a 1 pg/m1 kon-
sentraatiossa sekundaarisena vasta-aineena, jotta voitaisiin detektoida levyn
priméaéariseen vasta-aineeseen, Mik-B3:een sitoutunut liukoinen B. 45 minuutin
inkuboinnin ja sitd seuraavan pesun jalkeen lisattiin 50 pl alkalisen fosfataasin
kanssa konjugoitua avidiinia (Tago, Burlingame, CA, USA). 45 minuutin inku-
boinnin jalkeen levyt pestiin, lisattiin 100 pl p-nitrofenyylifosfaattia ja kaivojen
absorbanssi mitattiin aallonpituudella 405 nm 45 minuutin kuluttua.

Erittyneen liukoisen B:n ndennginen molekyylipaino

Liukoisen B:n molekyylikoon maarittamista varten leimattiin 3T3-B4-14-solut
biosynteettisesti **S-metioniinilla ja liukoinen B immunosaostettiin vilielysuper-
natantissa Mi-B1 mAb:lla. 8-prosenttinen SDS-polyakryyliamidigeeli panostet-
tiin eri maarilla immunosaosteita kayttamalla saostamiseen Mik-p1- ja kontrol-
lina UPC 10 mAb:a ja elektroforesoitiin. Kun geeli tutkittiin SDS-polyakryyli-
amidigeelielektroforeesilla (PAGE), Mik-B1, mutta ei UPC 10 mAb-kontrolli,
tunnisti 3T3-B4-14-solujen viljelysupernatantissa yhden ainoan proteiinilajin,
jonka naennéinen Mr oli 37.000, kuten on esitetty kuviossa 12. Taméa molekyy-
lipaino vastaa hyvin typistettya B-ketjua, jolta puuttuvat kaikki transmembraani-
(25 aa)- ja sytoplasmansiséiset (286 aa)-alueet.
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Liukoisen B3:n 11-2:n_sitomiskyky

Taman jalkeen tutkittiin, kykeneekd 3-ketjun erittynyt muoto sitomaan IL-2:n.
Tahan tarkoitukseen kaytettiin "kilpailevaa" sandwich ELISA-menetelmaa.
Tassa maarityksessa kiinnitettiin viljelysupernatantin liukoinen 3 kiinte&an
faasiin Mik-B3 mAb:lla, joka mAb ei esta IL-2:n sitoutumista, jolloin oletettu
IL-2:n sitomiskohta B-ketjulla jéisi vapaaksi. Sen jélkeen lisattiin biotinyloidun
Mik-B1:n kilpailijoiksi IL-2:n tai leimaamattoman Mik-B1:n sarjalaimennuksia.
Kuviossa 13 on esitetty kilpailevan sandwich-ELISA:n tulokset. Kayra -0-o-
esittda leimaamattoman Mik-B1.n sarjalaimennuksia ja -0-o- IL-2:n sarjalaimen-
nuksia. Kuten kuviossa 13 on esitetty, leimaamaton Mik-B1 alensi absorbans-
sia annoksesta riippuvalla tavalla, mika on osoitus tdmén systeemin spesifisyy-
desta. Myds IL-2 kilpaili tehokkaasti ja annoksesta riippuvalla tavalla biotiny-
loidun Mik-B1:n kanssa liukoiseen B:an sitoutumisesta, mik& osoittaa, etta
liukoinen B todella kykenee sitomaan IL-2:n.

Tama kilpailuk&yra on varsin samanlainen kuin mita saadaan detergentilla
liuennetulle natiiville B-ketjulle YTS-soluista, jotka ekspressoivat pelkastaan
B-ketjun, mika osoittaa, etté liukoisen f:n affiniteetti IL-2:een on verrattavissa

liukoisen natiivin B-ketjun vastaavaan affiniteettiin.

IL-2RB-ketjuja koodaavien geenien saatavilla olo tekee mahdollisesti etsia
uusia tapoja, joilla IL-2-systeemin‘ toimintaa voidaan tutkia. IL-2-systeemisséa
toimiva reseptorirakenne on ainutlaatuinen siind suhteessa, etta kaksi raken-
teellisesti eri membraanimolekyylia, IL-2Ra- ja IL-2RB-ketjut, sitovat toisistaan
riippumatta molemmat IL-2:t. T4sséd yhteydesséa kuvattu esimerkkisarja cDNA:n
ekspressiosta tukee edelleen aikaisempaa kasitysta, etta a- ja B-ketjut muo-
dostavat suuriaffiniteettisen IL-2R-kompleksin liittymalla ei-kovalenttisesti
molekyylien kanssa (18, 37). Taman systeemin omituisuus on siten se, etta
kyseessé on kolmen molekyylin vuorovaikutus yhden ligandin ja kahden eri
reseptorin vélilla. Esilla olevan keksinndén ansiosta on nyt mahdollista selvittaa
taman ainutkertaisen sytokiinien reseptorisysteemin funktionaaliset alueet.

Kloonatun B-ketjun cDNA:n mutaatioanalyysi voi antaa viitteita niiden vastaavi-
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en alueiden identifioimiseen, jotka ottavat osaa ligandin sitomiseen ja a-ket-
juun liittymiseen. Tahan péivdan mennessé tiedetaan vain vahan siita bioke-
miallisten tapahtumien sarjasta, jonka homologisten reseptoreidensa kanssa
toimivat sitokiinit laukaisevat. Taman keksinnén avulla olemme osoittaneet
IL-2RB-ketjussa suuren sytoplasmisen alueen, joka mita todennakéisimmin
ottaa osaa IL-2:n signaalin reitin (reittien) kayttédn. Sytoplasmisella alueella
havaittu erityisen hapan kohta voi viitata kytkeytymiseen muihin sytoplasmisiin
signaalimuuntajiin. Aikaisemman raportin (33), joka koskee IL-2:n l&sn&oloa
ydinosassa, valossa vaihtoehtoinen toinen mielenkiintoinen mahdollisuus on,
etté IL-2RB:n sytoplasmisen komponentin happamet seka runsasproliiniset
alueet voivat ottaa osaan geneettisen ohjelmoinnin aktivoitumiseen. Ekspres-
sointisysteemin, jossa cDNA:n koodaama B-ketju voi antaa kasvusignaaleja,
saatavuus mahdollistaa reseptorin funktionaalisten alueiden selvittamisen
edelleen. Nyt on mahdollista tutkia IL-2:n oleellista roolia immuunijarjestelman
kehittymisessé ja saatelyssa.

Solupinnan reseptorin 3-ketjun liukoisten vastineiden saatavuuden tulisi hel-
pottaa B-ketjun rakenneanalyysié, koska liukoisten molekyylien kiteyttaminen
on helpompi toteuttaa kuin liukenemattomien. Liukoisia molekyyleja voidaan

myds kayttda varsinaisten solupinnan reseptoreiden neutraloimiseen tutkitta-
essa reseptorin biologisia toimintoja tai terapeuttisia tarkoituksia varten.
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Patenttivaatimukset

1. Rekombinantti-DNA-molekyyli, joka koodaa IL-2-reseptorin 3-ketjua tai sen

osaa, joka mainittu osa kykenee sitoutumaan IL-2:een.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen rekombinantti-DNA-molekyyli, tunnettu
siita, ettd se koodaa ihmisen tai hiiren IL-2-reseptorin B-ketjun tai sen osaa,
joka mainittu osa kykenee sitoutumaan IL-2:een.

3. Rekombinantti-DNA-molekyyli, tunnettu rakennegeenista, jolla on kaava:

ATG
GCG GCC CCT GCT CTG TCC TGG CGT CTG CCC CTC CTC ATC
CTC CTC CTG CCC CTG GCT ACC TCT TGG GCA TCT GCA GCG
GTG AAT GGC ACT TCC CAG TTC AGA TGC TTC TAC AAC TCG
AGA GCC AAC ATC TCC TGT CTC TGG AGC CAA GAT GGG GCT
CTG CAG GAC ACT TCC TGC CAA GTC CAT GCC TGG CCG GAC
AGA CGG CGG TGG AAC CAA ACC TGT GAG CTG CTC CCC GTG
AGT CAA GCA TCC TGG GCC TGC AAC CTG ATC CTC GGA GCC
CCA GAT TCT CAG AAA CTG ACC ACA GTT GAC ATC GTC ACC
CTG AGG GTG CTG TGC CGT GAG GGG GTG CGA TGG AGG GTG
ATG GCC ATC CAG GAC TTC AAG CCC TTT GAG AAC CTT CGC
CTG ATG GCC CCC ATC TCC CTC CAA GTT GTC CAC GTG GAG
ACC CAC AGA TGG AAC ATA AGC TGG GAA ATC TCC CAA GCC
TCC CAC TAC TIT GAA AGA CAC CTG GAG TTC GAG GCC CGG
ACG CTG TCC CCA GGC CAC ACC TGG GAG GAG GCC CCC CTG
CTG ACT CTC AAG CAG AAG CAG GAA TGG ATC TGC CTG GAG
ACG CTC ACC CCA GAC ACC CAG TAT GAG TTT CAG GTG CGG
GTC AAG CCT CTG CAA GGC GAG TTC ACG ACC TGG AGC CCC
TGG AGC CAG CCC CTG GCC TTC AGG ACA AAG CCT GCA GCC
CTT GGG AAG GAC ACC ATT CCG TGG CTC GGC CAC CTC CTC
GTG GGC CTC AGC GGG GCT TTT GGC TTC ATC ATC TTA GTG
TAC TTG CTG ATC AAC TGC AGG AAC ACC GGG CCA TGG CTG
AAG AAG CTC CTG AAG TGT AAC ACC CCA GAC CCC TCG AAG
TTC TTT TCC CAG CTG AGC TCA GAG CAT GGA GGA GAC GTC
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CAG
AGC
GTG
CAG
CAC
TTC
CAG
CCT
CCC
TAC
TCC
GCC
CCT
CAG
GTG

AAG
CCT
CTG
GAC
TCG
TT1C
GTG
GAT
CAA
TGC
CCC
CCT
TCT
CCC
GAT

TGG CTC
GGC GGC
GAG AGG
AAG GTG
CTG ACC
CAC CTC
TAC TTT
GAG GGT
CCC CAT
ACC TTC
AGT CTC
GGG GGC
TTG CAA
CTG GGG
TTT CAG

TCT
CTG
GAC
CCT
AGC
CCG
ACT
GTG
CAG
CCC
CTC
AGT
GAA
CCT
CCA

TCG
GCA
AAG
GAG
TGC
GAT
TAC
GCC
CCT
TCC
GGT

31

CCC TTC CcCC

CCT
GTG
CcC
T7C

GCC
GAC
GGG
CTG
AGG
GGC

GGG GCC

AGA
CCC
CcC

GTC
ACC
CCT

GAG
ACG
GCA
ACC
TG
CCC
GCA
TCA
GAT
CCC
GGT
CCC
CCA
GCG

ATC
CAG
TCC
AAC
GAG
TAC
CCC

TGA
TCG
CTG
TTA

CAG
ATA

TCA
ACA

GGG GAG

GAC
AGC
GAA
AGA
GGA
CTG

CTG
CCC
GAG
GAC
GTC
GTG

TCG
CCA
CTC
AGC
GGT

104188

TCC
CTA
CTG
AGC
TAC

TTC
GAA
CAG
AAC
TTC

GAG GCC TGC

GAG

GAA

GGG TCT

GAC
CTG
CCA
AGG
TGG
CCA
CTG

GAC
CTC
AGC
ATG
GAC
GAC
CGA

GAC
TCC
GCC
TT7C
ACT
CCC
CCC
CTG
GAG

GCT GGG GAG GAG GTC CCT GAC GCT GGC CCC AGG GAG GGA
GTC AGT TTC CCC TGG TCC AGG CCT CCT GGG CAG GGG GAG
TTC AGG GCC CTT AAT GCT CGC CTG CCC CTG AAC ACT GAT
GCC TAC TTG TCC CTC CAA GAA CTC CAG GGT CAG GAC CCA
ATC CAC TTG GTG TAG

tai sen osa tai sen muunnos.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen rekombinantti-DAN-molekyyli, tunnettu
rakennegeenista, jolla on kaava
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tai sen osa tai sen degeneroitu muunnos.

5. Rekombinantti-DNA-molekyyli, tunnettu siita, ettd se muodostuu jonkin

seuraavien plasmidien

plasmidi: talletusnumero:
pIL-2Rp6, FERM BP-2312
pIL-2RPBS, FERM BP-2313
pIL-2RB19, FERM BP-2314
pIL-2RB30, FERM BP-2315
pMIL-2RB36, FERM BP-2435

DNA-insertist4, joka koodaa IL-2Rp:a tai sen osaa, joka mainittu osa kykenee
sitoutumaan IL-2:een.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen rekombinantti-DNA-molekyyli,
tunnettu siitd, ettd se koodaa koko IL-2-RB-ketjun tai sen muunnoksen liu-

koista osaa, joka mainittu osa kykenee sitoutumaan IL-2:een.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen rekombinantti-DNA-molekyyli, tunnettu

siita, ettd se koodaa ihmisen IL-2RB-ketjun aminohappoja noin 1 - noin 210.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen rekombinantti-DNA-molekyyli, tunnettu
siita, ettd terminaaliset nukleotidit ovat seuraavat

GCC CTT GCT AGC TAG

ja etta se koodaa ihmisen vesiliukoisen IL-2RB-ketjun johdosta.

9. Rekombinantti-DNA-molekyyli, tunnettu siita, etta se erittain stringenteissa
olosuhteissa kykenee hybridisoitumaan jossakin edella olevassa patenttivaati-
muksessa méaritellyn rekombinantti-DNA:n kanssa ja etta se koodaa patentti-

vaatimuksen 6 mukaista proteiinia, jolla on IL-2RB-ketjun aktiivisuus, tai sen

osaa, joka mainittu osa kykenee sitoutumaan IL-2:een.
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10. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 9 mukainen rekombinantti-DNA-molekyyli,
tunnettu siita, etta se edelleen kasittaa saatelysekvensseja, jotka on toimin-
nallisesti kytketty IL-2RB-ketjun tai sen osan, joka mainittu osa kykenee sitou-
tumaan IL-2:een, rakennegeeniin.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen rekombinantti-DNA-molekyyli, tunnettu

siita, etta se on plasmidi.

12. Plasmidi: talletusnumero:
plL-2R[6, FERM BP-2312
pIL-2Rf9, FERM BP-2313
pIL-2RB19, FERM BP-2314
pIL-2RP30, FERM BP-2315
pMIL-2RB36, FERM BP-2435

13. Iséntasolu, tunnettu siita, etta se on transformoitu jonkin patenttivaatimuk-

sen 10 - 12 mukaisella rekombinantti-DNA-molekyylill&.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen iséntasolu, tunnettu siita, ettad se on

bakteerisolu tai hiivasolu tai nisdkassolu.

15. Menetelma proteiinin valmistamiseksi, tunnettu siitd, etté sopiva iséntéor-
ganismi transformoidaan ekspressointivektorilla, joka siséltad sopivassa
ekspressointikohdassa haluttua polypeptidia koodaavan jonkin patenttivaati-
muksen 1 - 9 mukaisen sekvenssin, ja eristetdan haluttu proteiini saaduista

transformanteista.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta kaytetty

ekspressointivektori on jonkin patenttivaatimuksen 10 - 12 mukainen.

17. Menetelma patenttivaatimuksen 13 tai 14 mukaisen is&ntdorganismin
valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd jonkin patenttivaatimuksen 10 - 12 mu-

kainen vektori transformoidaan sopivan isannén kanssa.



35
18. Menetelm4 jonkin patenttivaatimuksen 10 - 12 mukaisen vektorin valmista-
miseksi, tunnettu siita, etta jonkin patenttivaatimuksen 1 - 9 mukainen DNA-

sekvenssi insertoidaan sopivaan vektoriin.
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Patentkrav

1. Rekombinant-DNA-molekyl, som kodar en IL-2-receptors 3-kedja eller dess
del, vilken ndamnda del férmar binda vid IL-2.

2. Rekombinant-DNA-moleky! enligt patentkravet 1, kdnnetecknad dérav, att
den kodar en ménskas eller mus IL-2-receptors B-kedja eller dess del, vilken
namnda del férmar binda vid IL-2.

3. Rekombinant-DNA-molekyl, kdnnetecknad av en byggnadsgen med for-

meln:

ATG
GCG GCC CCT GCT CTG TCC TGG CGT CTG CCC CTC CTC ATC
CTC CTC CTG CCC CTG GCT ACC TCT TGG GCA TCT GCA GCG
GTG AAT GGC ACT TCC CAG TTC AGA TGC TTC TAC AAC TCG
AGA GCC AAC ATC TCC TGT CTC TGG AGC CAA GAT GGG GCT
CTG CAG GAC ACT TCC TGC CAA GTC CAT GCC TGG CCG GAC
AGA CGG CGG TGG AAC CAA ACC TGT GAG CTG CTC CCC GTG
AGT CAA GCA TCC TGG GCC TGC AAC CTG ATC CTC GGA GCC
CCA GAT TCT CAG AAA CTG ACC ACA GTT GAC ATC GTC ACC
CTG AGG GTG CTG TGC CGT GAG GGG GTG CGA TGG AGG GTG
ATG GCC ATC CAG GAC TTC AAG CCC TTT GAG AAC CTT CGC
CTG ATG GCC CCC ATC TCC CTC CAA GTT GTC CAC GTG GAG
ACC CAC AGA TGG AAC ATA AGC TGG GAA ATC TCC CAA GCC
TCC CAC TAC TTT GAA AGA CAC CTG GAG TTC GAG GCC CGG
ACG CTG TCC CCA GGC CAC ACC TGG GAG GAG GCC CCC CTG
CTG ACT CTC AAG CAG AAG CAG GAA TGG ATC TGC CTG GAG
ACG CTC ACC CCA GAC ACC CAG TAT GAG TTT CAG GTG CGG
GTC AAG CCT CTG CAA GGC GAG TTC ACG ACC TGG AGC CCC
TGG AGC CAG CCC CTG GCC TTC AGG ACA AAG CCT GCA GCC
CTT GGG AAG GAC ACC ATT CCG TGG CTC GGC CAC CTC CTC
GTG GGC CTC AGC GGG GCT TIT GGC TTC ATC ATC TTA GTG
TAC TTG CTG ATC AAC TGC AGG AAC ACC GGG CCA TGG CTG
AAG AAG CTC CTG AAG TGT AAC ACC CCA GAC CCC TCG AAG
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TTC

CAG
AGC
GTG
CAG
CAC
TTC

CAG
CCT
CCC
TAC

TCC
GCC
CCT
CAG
GTG
GCT
GTC
TTC

GCC
ATC

TIT TCC
AAG TGG
CCT GGC
CTG GAG
GAC AAG
TCG CTG
TTC CAC
GTG TAC
GAT GAG
CAA CCC
TGC ACC TTC
CCC AGT CTC
CCT GGG GGC
TCT TTG CAA
CCC CTG GGG
GAT TTT CAG
GGG GAG GAG
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AGG GCC CTT
TAC TTG TCC
CAC TTG GTG
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GGC
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TTT
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TCA
CCC
CCT
GTG
CCC
T7C

GAG
TTC
GAG
ACG
GCA
ACC
GCC TTG
GAC CCC
GGG GCA
CTG TCA
AGG GAT
GGC CCC

GGG GCC GGT

AGA
CCC
CCC
CCT
TCC
GCT
CAA

eller dess del eller dess variant.

GTC
ACC

CcC
CCA
CCT GCG
GAC GCT
AGG CCT
CGC CTG
GAA CTC

CAT
CCC
ATC
CAG
TCC
AAC
GAG
TAC
CccC

GGG GAG

GAC
AGC
GAA
AGA
GGA
CTG
GGC
CCT
CCC
CAG

GGA
TGA
TCG
CTG
TTA
CAG
ATA
TCA
ACA

GGA
TCG
CCA
CTC
AGC
GGT
GAG
GAG

GAC
CTG
CCA
AGG
TGG
CCA
GTG CTG
CCC AGG
GGG CAG
CTG AAC
GGT CAG

CTG
CCC
GAG
GAC
GTC

GGG TCT
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GAC
TCC
CTA
CTG
AGC
TAC
GCC
GAA

GTC
TTC
GAA
CAG
AAC
TTC
TGC
GAC
TCC
GCC
TTC
ACT
CCC
CCC
CTG
GAG
GGA
GGG GAG
ACT GAT
GAC CCA

GAC
CTC
AGC
ATG
GAC
GAC
CGA
GAG

4. Rekombinant-DNA-moleky| enligt patentkravet 1, kdnnetecknad av en

byggnadsgen med formeln kaava
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eller dess del eller dess degenererade variant.

5. Rekombinant-DNA-molekyl, kdnnetecknad darav, att den bestar av en
DNA-insert av nagon av féljande plasmider

plasmid: depositionsnummer:
pIL-2R[36, FERM BP-2312
piL-2Rf9, FERM BP-2313
pIL-2RB19, FERM BP-2314
pIL-2RB30, FERM BP-2315
pMIL-2RB36, FERM BP-2435

som kodar IL-2R eller dess del, vilken ndmnda del férmar binda vid IL-2.

6. Rekombinant-DNA-molekyl enligt nagot av patentkraven 1 - 5, kinneteck-
nad darav, att den kodar hela IL-2-RB-kedjan eller dess variants I6sliga del,
vilken namnda del férméar binda vid IL-2.

7. Rekombinant-DNA-molekyl enligt patentkravet 6, kinnetecknad darav, att

den kodar ménskans IL-2RB-kedjas aminosyror ca 1 - ca 210.

8. Rekombinant-DNA-moleky! enligt patentkravet 7, kinnetecknad darav, att
de terminala nukleotiderna &r féljande

GCC CTT GCT AGC TAG

och att den kodar ett vattenldsligt derivat till en human IL-2Rp-kedja.

9. Rekombinant-DNA-molekyl, kdannetecknad darav, att den i synnerligen
stringenta férhallanden formar hybridisera med en rekombinant-DNA definiera-
de i nagot av féregdende patentkrav och att den kodar ett protein enligt patent-
kravet 6 med en IL-2RB-kedjas aktivitet, eller dess del, vilken namnda del
formar binda vid IL-2.
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10. Rekombinant-DNA-molekyl enligt nagot av patentkraven 1 - 9, kinneteck-
nad dérav, att den dartill omfattar reglersekvenser, som funktionellt &r koppla-
de till byggnadsgenen i IL-2R B-kedjan eller dess del, vilken ndmnda del for-
mér binda vid IL-2.

11. Rekombinant-DNA-moleky! enligt patentkravet 10, kdnnetecknad darav,

att den ar en plasmidi.

12. Plasmid: depositionsnummer:
pIL-2Rp6, FERM BP-2312
pIL-2RpS, FERM BP-2313

pIL-2RB19, FERM BP-2314
plL-2RB30, FERM BP-2315
pMIL-2RB36, FERM BP-2435

13. Vardcell, kdnnetecknad darav, att den ar transformerad med en rekom-

binant-DNA-moleky! enligt ndgot av patentkraven 10 - 12.

14. Vardcell enligt patentkravet 13, kdnnetecknad darav, att den ar en bakte-

riecell eller jastcell eller dédggdjurscell.

15. Férfarande for framstalining av protein, kdnnetecknat darav, att en lamplig
vardorganism transformeras med en expressionsvektor, som innehaller en i en
lamplig expressionsposition den énskade polypeptiden kodande sekvens enligt
nagot av patentkraven 1 - 9, och det énskade proteinet separeras fran den

erhallna transformanten.

16. Forfarande enligt patentkravet 15, kdnnetecknat darav, att den anvanda

expressionsvektorn &r en enligt ndgot av patentkraven 10 - 12.

17. Forfarande for framstalining av en vardorganism enligt patentkravet 13
eller 14, kdnnetecknat darav, att en vektor enligt nagot av patentkraven

10 - 12 transformeras med en |[dmplig véard.
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18. Férfarande for framstélining av en vektor enligt nagot av patentkraven
10 - 12, kdnnetecknat dérav, att en DNA-sekvens enligt nagot av patentkra-
ven 1 - 9 inserteras i en lamplig vektor.
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GCG
Ala

GCC
Ala

CCT
Pro

FIG.1B

104188

GCAGCCAGAGCTCAGCAGGGCCCTGGAGAGATGG
CCACGGTCCCAGCACCGGGGAGGACTGGAGAGCGCGCGCTGCCACCRCCEL
ATGTCTCAGCCAGGGCTTCCTTCCTCGGCTCCACCCTGTGGATGTA

GCT CTG TCC TGG
Ala Leu Ser Trp

CGT
Arg

CTG
Leu

CCC
Pro

CTC
Leu

CTC
Leu

ATG
Met
~-26
ATC
Ile

CTC
Leu

CTC
Leu

CTG
Leu

CCC CTG GCT ACC
Pro Leu Ala Thr

TCT
Ser

TGG
Trp

GCA
Ala

TCT
Ser

GCA
Ala

GTG
Val

AGA
Arg

CTG
Leu

AGA
Arg

AGT
Ser

CCA
Pro

CTG
Leu

ATG
Met

CTG
Leu

ACC
Thr

TCC
Ser

ACG
Thr

AAT
Asn

GGC
Gly

ACT TCC CAG TTC
Thr Ser GIn Phe

GCC
Ala

CAG
Gln

CGG
Arg

CAA
Gln

GAT
Asp

AGG
Arg

GCC
Ala

ATG
Met

CAC
His
CAC
His

CTG
Leu

AAC
Asn

ATC TCC TGT CTC
Ile Ser[CyslVa]

GAC
Asp

CGG
Arg

GCA
Ala

TCT
Ser

GTG
Val

ATC
Ile

GCC
Ala

AGA
Arg

TAC
Tyr

TCC
Ser

ACT TCC TGC CAA
Thr Ser G]n

TGG AAC CAA ACC

Trp Asn Gln Thr [Cys]

AGA
Thr

TGG
Trp

GTC
Val

TGT

TCC TGG GCC TGC
Ser Trp Ala

CAG AAA CTG ACC
Gln Lys Leu Thr

CTG TGC CGT GAG

Leu Arg Glu

CAG GAC TTC AAG
Gln Asp Phe Lys

CCC ATC TCC CTC
Pro Ile Ser Leu

TGG AAC ATA AGC
]CyslAsn Ile Ser

TTT GAA AGA CAC
Phe Glu Arg His

CCA GGC CAC ACC
Pro Gly His Thr

AAC
Asn

ACA
Thr

GGG
Gly

Ccc
Pro

CAA
Gln

TGG
Trp

CTG
Leu

TGG
Trp

T6C

AGC
Ser
CAT
His
GAG
Glu

CTG
Leu

GTT
Val

GTG
Val

177
Phe

GTT
Val

GAA
Glu

GAG
Glu

GAG
Glu

TTC
Phe

CAA
Gln

GCC
Ala

CTG
Leu

ATC
Ile

GAC
Asp

CGA
Arg

GAG
Glu

GTC
Val

ATC
Ile

TTC
Phe

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAT
Asp

TGG
Trp

CTC
Leu

CTC
Leu

ATC
Ile

TGG
Trp

AAC
Asn

CAC
His
TCC
Ser

GAG
Glu

GCC
Ala

AAC
Asn

GGG
Gly

CCG
Pro

ccC
Pro

GGA
Gly

GTC
Val

AGG
Arg

CTT
Leu

GTG
Val

CAA
Gln

GCC
Ala

cccC
Pro

GCG
Ala

TCG
Ser

GCT
Ala

GAC
Asp

GTG
Val

GCC
Ala

ACC
Thr

GTG
Val

CGC
Arg

GAG
Glu

GCC
Ala

CGG
Arg

CTG
Leu

34

134

173

212

251

290

329

368

407

446

485

524

563

602

641

680
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Sivu 2)
CTG ACT CTC AAG CAG AAG CAG GAA TGG ATC TGC CTG GAG
158  Leu Thr Leu Lys GIn Lys GIn Glu Trp Ile [Cys] Leu Glu
ACG CTC ACC CCA GAC ACC CAG TAT GAG TTT CAG GTG CGG
171 Thr Leu Thr Pro Asp Thr GIn Tyr Glu Phe Gln Val Arg
GTC AAG CCT CTG CAA GGC GAG TTC ACG ACC TGG AGC CCC
184 Val Lys Pro Leu GIn Gly Glu Phe Thr Thr Trp Ser Pro
TGG AGC CAG CCC CTG GCC TTC AGG ACA AAG CCT GCA GCC
197 Trp Ser Gln Pro Leu Ala Phe Arg Thr Lys Pro Ala Ala
CTT GGG AAG GAC ACC ATT CCG TGG CTC GGC CAC CTC CTC
210 Leu Gly Lys Asp Thr Ile Pro Trp Leu Gly His Leu Leu
GTG GGC CTC AGC GGG GCT TTT GGC TTC ATC ATC TTA GTG
223 Val Gly Leu Ser Gly Ala Phe Gly Phe Ile Ile Leu Val
TAC TTG CTG ATC AAC TGC AGG AAC ACC GGG CCA TGG CTG
236 Tyr Leu Leu Ile Asn[Cys]Arg Asn Thr Gly Pro Trp Leu
AAG AAG CTC CTG AAG TGT AAC ACC CCA GAC CCC TCG AAG
249 Lys Lys Val Leu Lys [Cys]Asn Thr Pro Asp Pro Ser Lys
TTC TTT TCC CAG CTG AGC TCA GAG CAT GGA GGA GAC GTC
262 Phe Phe Ser GIn Leu Ser Ser Glu His Gly Gly Asp Val
CAG AAG TGG CTC TCT TCG CCC TTC CCC TGA TCG TCC TTC
275 Gln Lys Trp Leu Ser Ser Pro Phe Pro Ser Ser Ser Phe
AGC CCT GGC GGC CTG GCA CCT GAG ATC TCG CCA CTA GAA
288 Ser Pro Gly Gly Leu Ala Pro Glu Ile Ser Pro Leu Glu
GTG CTG GAG AGG GAC AAG GTG ACG CAG CTG CTC CTG CAG
301 Val Leu Glu Arg Asp Lys Val Thr GIn Leu Leu Leu Gln
CAG GAC AAG GTG CCT GAG CCC GCA TCC TTA AGC AGC AAC
314 Gln Asp Lys Val Pro Glu Pro Ala Ser Leu Ser Ser Asn
CAC TCG CTG ACC AGC TGC TTC ACC AAC CAG GGT TAC TTC
327 His Ser Leu Thr SerPhe Thr Asn Gln Gly Tyr Phe
TTC TTC CAC CTC CCG GAT GCC TTG GAG ATA GAG GCC TGC
340  Phe Phe His Leu Pro Asp Ala Leu Glu Ile Glu Ala [Cys
CAG GTG TAC TTT ACT TAC GAC CCC TAC TCA GAG GAA GAC
353 Gln Val Tyr Phe Thr Tyr Asp Pro Tyr Ser Glu Glu Asp
CCT GAT GAG GGT GTG GCC GGG GCA CCC ACA GGG TCT TCC
366 Pro Asp Glu Gly Val Ala Gly Ala Pro Thr Gly Ser Ser
CCC CAA CCC CTG CAG CCT CTG TCA GGG GAG GAC GAC GCC
379 Pro GIn Pro Leu Gln Pro Leu Ser Gly Glu Asp Asp Ala

719

758

797

836

875

914

953

992

1031

1070

1109

1148

1187

1226

1265

1304

1343

1382
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Sivu 3
Sivu 7 )

392

405

418

431

444

457

470

483

496

509

522

TAC TGC ACC TTC CCC TCC AGG GAT GAC CTG CTG CTC TTC
Tyr [Cys] Thr Phe Pro Ser Arg Asp Asp Leu Leu Leu Phe

TCC CCC AGT CTC CTC GGT GGC CCC AGC CCC CCA AGC ACT
Ser Pro Ser Leu Leu Gly Gly Pro Ser Pro Pro Ser Thr

GCC CCT GGG GGC AGT GGG GCC GGT GAA GAG AGG ATG CCC
Ala Pro Gly Gly Ser Gly Ala Gly Glu Glu Arg Met Pro

CCT TCT TTG CAA GAA AGA GTC CCC AGA GAC TGG GAC CCC
Pro Ser Leu Gln Glu Arg Val Pro Arg Asp Trp Asp Pro

CAG CCC CTG GGG CCT CCC ACC CCA GGA GTC CCA GAC CTG
GIn Pro Leu Gly Pro Pro Thr Pro Gly Val Pro Asp Leu

GTG GAT TTT CAG CCA CCC CCT GAG CTG GTG CTG CGA GAG
Val Asp Phe GIn Pro Pro Pro Glu Leu Val Leu Arg Glu

GCT GGG GAG GAG GTC CCT GAC GCT GGC CCC AGG GAG GGA
Ala Gly Glu Glu Val Pro Asp Ala Gly Pro Arg Glu Gly

GTC AGT TTC CCC TGG TCC AGG CCT CCT GGG CAG GGG GAG
Val Ser Phe Pro Trp Ser Arg Pro Pro Gly Gln Gly Glu

TTC AGG GCC CTT AAT GCT CGC CTG CCC CTG AAC ACT GAT
Phe Arg Ala Leu Asn Ala Arg Leu Pro Leu Asn Thr Asp

GCC TAC TTG TCC CTC CAA GAA CTC CAG GGT CAG GAC CCA
Ala Tyr Leu Ser Leu GIn Glu Leu GlIn Gly GIn Asp Pro

ATC CAC TTG GTG TAG ACAGATGGCCAGGGTGGGAGGCAGGCAGCT
Thr His Leu Val «%x

GCCTGCTCTGCGCCGAGCCTCAGAAGGACCCTGTTGAGGGTCCTCAGTCCA
CTGCTGAGGACACTCAGTGTCCAGTTGCAGCTGGACTTCTCCACCCGGATG
GCCCCCACCCAGTCCTGCACACTTGGTCCATCCATTTCCAAACCTCCACTG
CTGCTCCCGGGTCCTGCTGCCCGAGCCAGGAACTGTGTGTGTTGCAGGGGE
GCAGTAACTCCCCAACTCCCTCGTTAATCACAGGATCCCACGAATTTAGGC
TCAGAAGCATCGCTCCTCTCCAGCCCTGCAGCTATTCACCAATATCAGTCE
TCGCGGCTCTCCAGGGCTCCCTGCCCTGACCTCTTCCCTGGGTTTTCTGCC
CCAGCCTCCTCCTTCCCTCCCCTCCCCGTCCACAGGGCAGCCTGAGCGTGE
TTTCCAAAACCCAAATATGGCCACGCTCCCCCTCGGTTCAAAACCTTGCAC
AGGTCCCACTGCCCTCAGCCCCACTTCTCAGCCTGGTACTTGTACCTCCGG
TGTCGTGTGGGGACATCCCCTTCTGCAATCCTCCCTACCGTCCTCCCGAGE
CACTCAGAGCTCCCTCACACCCCCTCTGTTGCACATGCTATTCCCTGGGGE
TGCTGTGCGCTCCCCCTCATCTAGGTGACAAACTTCCCTGACTCTTCAAGT

1421

1460

1499

1538

1577

1616

1655

1694

1733

1772

1817
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FIG.1B
Sivu 4)

GCCGGTTTTGCTTCTCCTGGAGGGAAGCACTGCCTCCCTTAATCTGCCAGA
AACTTCTAGCGTCAGTGCTGGAGGGAGAAGCTGTCAGGGACCCAGGGCGCC
TGGAGAAAGAGGCCCTGTTACTATTCCTTTGGGATCTCTGAGGCCTCAGAG
TGCTTGGCTGCTGTATCTTTAATGCTGGGGCCCAAGTAAGGGCACAGATCC
CCCCGACAAAGTGGATGCCTGCTGCATCTTCCCACAGTGGCTTCACAGACE
CACAAGAGAAGCTGATGGGGAGTAAACCCTGGAGTCCGAGGCCCAGGCAGE
AGCCCCGCCTAGTGGTGGGCCCTGATGCTGCCAGGCCTGGGACCTCCCACT
GCCCCCTCCACTGGAGGGGTCTCCTCTGCAGCTCAGGGACTGGCACACTGG
CCTCCAGAAGGGCAGCTCCACAGGGCAGGGCCTCATTATTTTTCACTGCCC
CAGACACAGTGCCCAACACCCCGTCGTATACCCTGGATGAACGAATTAATT
ACCTGGCACCACCTCGTCTGGGCTCCCTGCGCCTGACATTCACACAGAGAG
GCAGAGTCCCGTGCCCATTAGGTCTGGCATGCCCCCTCCTGCAAGGGGCTC
AACCCCCTACCCCGACCCCTCCACGTATCTTTCCTAGGCAGATCACGTTGE
AATGGCTCAAACAACATTCCACCCCAGCAGGACAGTGACCCCAGTCCCAGC
TAACTCTGACCTGGGAGCCCTCAGGCACCTGCACTTACAGGCCTTGCTCAC
AGCTGATTGGGCACCTGACCACACGCCCCCACAGGCTCTGACCAGCAGCCT
ATGAGGGGGTTTGGCACCAAGCTCTGTCCAATCAGGTAGGCTGGGCCTGAA
CTAGCCAATCAGATCAACTCTGTCTTGGGCGTTTGAACTCAGGGAGGGAGS
CCCTTGGGAGCAGGTGCTTGTGGACAAGGCTCCACAAGCGTTGAGCCTTGE
AAAGGTAGACAAGCGTTGAGCCACTAAGCAGAGGACCTTGGGTTCCCAATA
CAAAAATACCTACTGCTGAGAGGGCTGCTGACCATTTGGTCAGGATTCCTG
TTGCCTTTATATCCAAAATAAACTCCCCTTTCTTGAGGTTGTCTGAGTCTT
GGGTCTATGCCTTGAAAAAAGCTGAATTATTGGACAGTCTCACCTCCTGEC
ATAGGGTCCTGAATGTTTCAGACCACAAGGGGCTCCACACCTTTGCTGTGT
GTTCTGGGGCAACCTACTAATCCTCTCTGCAAGTCGGTCTCCTTATCCCCC
CAAATGGAAATTGTATTTGCCTTCTCCACTTTGGGAGGCTCCCACTTCTTG
GGAGGGTTACATTTTTTAAGTCTTAATCATTTGTGACATATGTATCTATAC
ATCCGTATCTTTTAATGATCCGTGTGTACCATCTTTGTGATTATTTCCTTA
ATATTTTTTCTTTAAGTCAGTTCATTTTCGTTGAAATACATTTATAAAGAA
AAATCTTTGTTACTCTGTAAATGAAAAAACCCATTTTCGCTATAAATAAAA
GGTAACTGTACAAAATAAGTACAAT 4034



104188

jodeyouTwy .

005 00" 00€ 002

R
(6T:snn3Ttd uouuay)

00t

AIE

TSYopuT-eT3edoIpiy



104188

FIG.3a

12345 678389

s —
18s —




104188

Suhteelinen fluoresenssi-intensi

teetti (log-asteikko)

“ke: 4 Ored ! “Ng: 2.7red
:{(1) lat00 Kohta (2) (v Kehtao/ 1
(ke : 19.Srad
EL#13 2 Js-3 (18.300 Kohtaa/
. solu
Y
o g °
L !
o 2 1 4 [
1 22end (THR
!01(4) [:.zo Kohtaa/ [m Kohtaa/
Jes-2 solu solu
g - 15n0d Thg I
13500 Kohtaa/ {12500 Kohtaa /
[y solu solu

FIG.4b

(x107%



104188

9USLILELZLLL W 0L 6 8 L3S YT ELZ L W
_ rrSJL
N? -J.mu.f
_ —e
-
“ e =—7-1+0
A ﬁ
N 4
. - HST_J S
&l P ~
T -1 ewTAY
Lg-A'W
+ + + : apJ-huo
[ (| J
Wd ot WU g ST-TN-lgy



I-IL-2 (cpm x 107? )

128

104188

1.5

0

g
o ——-a

~

-

Hffff——o\‘°-”‘*“a

15 30 45 60 O

Inkubointiaika (

15 30 45 60

min.)



L 913

VNQ3

(dqg9peZ)

440

(dqz191)

—_—

dS

Hind ITI
Xbal
Xhol

Smal
EcoRl

3

Pstl

L— Aat 11
— Nde |

— Kpnl

—

dd

— Sacl
L g1l

|~ BglIl
— Hhal

Bam HI

— Xhol
— Pstl

— Notl
— Xbal

P33 I TWAASIUSOTINTIISOI

UTUOOTH-YNJO unf{3axy-g urroidsssai-z-1I UDITTH

104188



104188

duy oud A9 naq aky bay A SAY {epA naq Al 44) [eA SA) 43S Byyg 3yd A9 43S 3Yyq se) A9 na (epr na)
2021 991 V33 999 11D Jvl 999 XXX 9VY 219 911 11V IVL D319 291 231 311 314 299 121 L1l 191 199 119 219 913

) N7 nal JAL buy naq duay 43§ IBW 044 N3 3|1 N9 SA] 33| 04g dsy ely odg Buy 4y buy ayq 4yl naj ouy
L2T1 913 11D JIVL V9V J1D 991 VIL 9LV 2022 21D D1V 9V9 9VY 91V 229 LV9 VI9 V¥II 99Y VIV 990 111 JIv 912 I2)

Ul9 43s day ougq 43g duj 4yyg A9 4y] usy usy buy u9 ey s4q LeA Bbuy LepA ul9 oA N9 4A] udS§ Ay} 43¢
2501 JvD 29V 991 23D 19V 991 IIV 999 IIV LVV JVV V9D VVI 129 VYVY I19 99V 919 9vVI I19 9v¥9 1Vl VIl JIV 19Y

Old L1 n3a7 3I3W n19 naq 3yq nay duay ul9 uy9 buay U9 SA7 Na7 uds N3 |ep 48§ ey dSy n|Y dua) Jag SLH
LL6 133 31V 913 91V 9v9 911 I11 31D 991 9IV 9YVI VIV 9VYD 9VV 21D I9V VIL V19 921 ¥I9 Lvy9 9v9 991 29v V)

A19 n37 nay buy buay buay ©LY N|Y 3yd n|9 naj 4£] odd n|y 3|1 4A) SEH 43S @A UH U35 @A SA7 duay a3
206 399 91J 11D 19D vOv 19D I39 9VI 11l VV9 911 JV1 VID VV9O LIV JVL 2vD LI1 219 9V 321 219 9vVV 991 J9Y

3|] usy m>.u mL< u|9 Jayjg Qm< 9{] SIH N37 [eA U|H N3 43S SIH OUdd elY A N3 m..< na7y usy Qm< 3yd Oug
128 V1V JVV 191 VOV 9vD 230V LVI LIV JIVD 91D L1Y VV]I 210 201 1vD 122 2329 919 912 29I 11D IVV IV9 111 2333

SIH 34yg dsy sA) 4yl sA7 LeA Buay bay duay A19 sA7 n19 n|9 day sA) |ep jep usy 8| dsy nag naj dsy |eA
25! 1v) 211 V9 291 J0V 9yV V19 D9V 19D 991 199 HVV 9V9 Yy9 991 291 919 919 1VV VLIV 2¥9 11D 219 I¥9 919

43S Jdyl N3 43S UL 43S NIY 044 3Y4 43S A9 N8 3] na7 usy SA) ey da) 43§ ey u|y by (eA naj Jy)
LLY 331 I3V 912 vIL 9vI 231 9V¥9 ¥II JLL 931 999 I1D ILV 913 IVV 291 229 991 331 V¥I9 BV) 99V 919 112 12V

a7y ni9 sL) 4y)] sAq usy da) sty bay ndq usy 43S sA] ey SIH [eA SLH SA) Ayl Jyy) |epA usy nay ey n|9
209 V1D 9v9 191 20V VvV Jvv 3991 IVD V9D 91D JVV 931 9VY 229 1vD 219 IvI 391 I3V VIV 249 1VV 919 199 ov9

NI SIH 43S da] 33| SA) 43S |ep usy ey Buy 48§ usy aA| 3yq SA) N9 N7 S{H 43S SAJ usy sA7 [ep ey
L2S YVI 1VD J9V 991 91V 2391 101 D19 IVV 339 VIV VIL IVV JVL 211 291 Yv9 1123 LVD 231 191 JIVY VvV 919 v)9

ely 43S ey da] 0uaq 4y} elY N3] N3] N3] N3] ayd [eA 4K] na 48§ N3j 43§ da)] oug naj ey 3|] 4yl ey
2sy V39 131 V3D 991 132 VIV 139 912 21D 910 212 J11 I19 I¥L 312 231 943 29Y 991 339 119 199 Viv J0v 129

39K
LLE 91V 919139VI101321)09VIL301VI9111999V9IV1I11I9VIVIOYILOVIILYIVIVIIVYIDDDLIOYILLLLIIVYOVILIVYOLIVLIOLIVY
082 J11VI9VVIVYLLOLIVIVIOYYVLIIIILL199VYVIVYL199I9I1999991IVVIVIIVYOIVIILIYILIDILYOVYIOVYIDLI99IIVILIYIVLLILY
181 <w<wu<wwwuhu<<<<<<w<wu<cwwuuu<<<wuuwhwwhh<<u<<h<<hthuwuq<u<wwcuwwouuww»uuphoh»whwwhwhuhwwhUPh<w<<w
28 V39309111 29YYVIVYYOVYLI9LYIVYILII1I911090VIVLLIILLI90101002901941994104012191011119)



104188

90€2
veee
SETZ

9¢e02

2561

L(81

081

(2Lt

2591

LLST

¢0s1

IXAA!

¢SEl

tLet

sA3TeI L9 = 4

UIE

933J331139113¥VY9V1I9VID99VIVIL19291129199L43901132122913IV191321199VLIVILY
o<uh<Uhu<hhh<huuuchu<uuhuw<uhochcwuc<oww¢chw<uwwohwca<ouhuohhhuou<uu<<huhwuhuuhhu<huohhh<uuhu<<ubuh
hu<uu#<up<<hhu<<<uuhuuuuuuuuuchuuuw<hucchuupuhu<uu<uhuuhu<uupc<u<wc<whhuhUpww<w<<hhuwhu<a<<wc<ohhuu

J91Te3 099 = XXX

a4% 3|] N3 SLY A 435 dSY U[D ey U(H N3 n[Y u|H na
9VIL99VILYIOLIIIDLIIYIILVIOOLIVIOYIIIDLIOVD  DVL VIV V1D DVD 219 VIL LVD V¥ 229 DY) VL) V¥9 Vvd 11D

435 nd37 441 ely dSy JYl usy naqy ayy nay af] oud A9 u|n A9 buay dsy uy9 dsy ui9 A1 sty nai usy £A19
131 913 1¥L1 329 1¥9 20V OVY 913 22V 912 I1V 232 299 9HYD 299 VOY J¥9 DYI LVD VYVI 999 1v) 112 IVY 299

NLY OAd |PA 435 ®ly U|D N|Y A9 43§ 43§ usy ey 43§ nat A9 ni9 A9 dsy £19 N9 ouagd 13aH bay n19 naq
YV VID J19 19V 229 9VD 9vD 999 131 IOV IyV 239 131 912 999 9v9 V99 1v9 199 vv9 9I2 91V 992 9v9 913

0a4d buay u|9 naq A9 33K najy dsy b4y 435 ey N3 435 0ugd naq A9 N|Y Sty N3y 435 naq odd 435 bay ny9
133 39D YV) viLl 299 91V 9LI 2V9 19D 391 VIO Vi) J31 23D 11D V99 9HvI 1vI DID 221 I21) vVII 1I1 VIV Vvv9

N9 odg ey buay aas A9 A9 uk)] ey 4yl usy 0Jd 4yl 43S N3] 43S 04d 3§ 3yY4d NI naq naq dsy dsy buay
VVD 132 239 VOV 29V 299 999 1vi 229 LIV IVV 23D IIV 29V 913 J9Y 932 221 211 31J 91D 91D IVY 1V9 99V

0dd OXd 3yd ey sAy 44) dsy dsy ui9 nynp £y ey nay Oagd N3] N3] 04d Odd SIH Odd 43S A|9 Ny ouag naq
330 932 JL1 2329 191 IVl IVY9 Ly9 YY) VVY VO 139 910 123 913 912 122 V22 Iv¥D 222 131 V99 9Y9Y 3I3) 91)

bay aas A9 dsy ny9 n1y ey N9 N9 N9 Lep sA) ouag dsy aA] ay) ayq 4K} jep u(9 sA) 435 n|y 3] n(y
OOV VIl 999 1v9 9VY9 HY9 919 HY9 9yH yy9 919 191 J3J J¥D 1Vl JJV 211 JIVL 919 9V 291 I2I1 VYVD ILY 9Y9

N91 Ply USY 044 N3 SIH dUd aug duq AL A9 U[Y USY Ayl BU4 SAD JIS Py ULD JIS SIH A9 43S Oag 4ag
911339 1¥V 332 943 LV¥D 311 J11 911 VL1 399 9YD IvY 23V L1 291 I9Y 229 9¥D ¥IL I¥D 299 39V 239 991

0J4d na7 odg ey 485 dsy SA7 u|9 najy na7 naj naj Ul tep ely s&q uas dsy A9 dsy naj (ep ni9 naj ouy
933 VL1 132 229 1)1 J¥9 9VV 9vI Vil 912 21D 91D 9Y) 919 22D 9YVY 221 Lv9 V99 IV 212 919 VV9 913 9II

485 311 N1Y 04d ®©ly 0ad A|D 43S Ouag 43S BY4 BY4 JIS N3 OJd LeA 0u4d 43§ 43S N3 day sA7 u9 naq dsy
131 31V 9VY9 1232 229 132 299 19V 3I) 9V L1 211 2IL 91il 23D 219 £22 931 231 21D 991 VVV 9v) 112 Jv9

A19 A1 SIH ULD 43§ 4RS N3 uyD u9S Byg 3yq n(H 435 0.4g dsy ougd B StH SA) SAT na7 [eA 4y) SA] naq
V99 999 1¥J 9V¥I 221 29V 912 ny) )91 311 211 9V¥D 121 133 1VD ¥22 21V JV¥D 2391 DvvV 21D 119 vIV HVy 9127
¢ NATS

105

9LY

15t

9cv

10%

9.¢

IS¢

92¢

10€E

9,2

152



104188

Xbrl Bssdll Smal Xbal
g19 Smal
AmpR p Bluescript SK

COM8

{ BssHIT/Smal

m— Smal
. (18
(fill in
l ligatointi
(BssHII/Smal) Styl Styl Styl Smal 0.8kb Stlyl Smal
L [/ Sol.B
Styl/Smal -
pBluescript SK p1.9
fill=in
Nhel-terminaatio-
linkkeri
Xhol No+l Nhel
I
nt 14) (Styll  (Smal)
s 8700 ]
BCMG Neo
BPY
Sall Not [
Xhol/Not 1 $'ligatointi
Sall/Notl
Véiol.a///
|

FIG. 3

b

( Xhol/Sall) Notl
Int [Solg /(A

CMVp

BCMGNeo-Salp



104188

NI 135 — Djy—nay— ojy —
9Vl 29V 199 113 339 | &%

AN/ 2 7

N AN

e
Z 7
d y A - _ A
8 [ S2] ouyg |9z 0ld —a] viﬁl__élm: —K1g—na1— oy -
USuUTESTIS it 93] _.._.<& JIV JV9 9vyy 999 113 JJ9 n,.;ﬂﬂumz—
uewseTdo3 A \ usuTtIeRINT A\
1do3&s \ _loserysys _TPT3Ided Ao
\\A -TTeeubts ‘quaw UBUTIPETNT[OSPIISYD

a
E
»
£

0L°914



104188

//7mUNN%uNwmNN%UN%UNW%UN%UN%UN%UN%NMM

Al-P
Avldin
/zﬁk-m
\]/Mik- B3
LT,

UMM

FIG. 11



104188

w (| 2dn
~ ((adn
= |g-ylw
o~ (] 3dn

3
=
=
5

— ld-yu

e N

ARRIE

£ OLXIN

SMEeWTST-Y3au-§er

g usurtodNnTT



104188

L05nm

Absorbanssi

FIG6. 13
194 -1 -2 Mik- 1 e
/] Al - %
leimaamaton /] P ¥
Mik-p1 /]
) " L/
/ 4
/] L
g
g L/
g L/
0.8+ g L/
m L
/ 4
/]
7T 77
0.4+
1p-1 o K o o7 | "0

Kilpailevien aineiden konsentraatio (M)



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

