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Rekombindns technoldgidval elddllitott IL-3-at tisiti—
tanak tobb lépésben, amikoris eldszor a hidrofdéb kolcsénhatdst,
majd ezt kdvetBen az ioncseréls kromatografdldst és a gélszi-
rést alkalmazzdk. Ezenkivil eljdrédsokat ismertetnek a rekom-
bindns hIL-3 gliikozildlt form&jdnak emlds és €leszté sejtekbsl
vald el6dllitdsdra vagy nem glikozildlt formédjdnak prokaridg-

tdkbdl vald elddllitdsara.
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A taldlmdny humén interleukin-3 (hIL-3) és muteinjei
elddllitdsdra vonatkozik. Részletesebben, termelésiiket dgy
valdsitjuk meg, hogy az ilyen vegyilileteket kddold kldnozott

DNS-t vektor/gazda rendszerek széles vdltozatédban fejezzik ki.



Ihle és munkatdrsai egy Javitott tisztitdsi eljdréast
is bemutattak. [J.Immunol., 129, 2431-2436 (1982)J WEHI-3
sejteket hasznalva, amelyek konstitutive termelték az egér -
IL-3-at (mIL-3). Itt a kordbbi eljdrdst egészitették ki hid-
roxil-apatit és reverz-fdzisd nagyteljesitményll folyaték kro-
matogrdfidval (HPLC = high performance liquid chromatography),
s 1gy a vegterméket 1,800.000-szeres tisztasdggal tudtdk els-
dllitani (a szerzok I. tébldzata). A termékrdl azt 4dl1itottédk,

hogy homogén.

Miyajima és munkatdrsai [Gene, 58,273-281 (19872]Bombyx
mori selyemhernydét és egy rovar baculovirus vektort hasznil-
tak az egér IL-3 magas szintld expresszidjdra és szekretdlédsdra.
A mIL-3 tisztitédsdt a szovet-tenyészt6 tdpoldatbdl DEAE-Sep-
hadex, ACA 54 és C8 reverz fdzisd oszlopkromatogrdfia egymds
utdn vald alkalmazdsdval végezték el. A hdarom mIL-3 fajta
(18, 20 és 22 kDa) elvdlasztdsdhoz egy mdsodik CB reverz féa-
zislu oszlopra volt sziilkség. A kiilonboz6 fajtdk a kiilénbGzé gli-
kozildcidés foknak felelnek meg, ugyanis az N-gliikandzzal vald

kezelés egyetlen végs6 15 kD sdvot eredményezett.

Ziltener és munkatérsai [J.Biol.Chem., 263,14511-14517
(1988)] az IL-3 sokféleképpen gliikozildlt forméinak affinités
tisztitdssal vald izoldlédsdt irtdk le. A megfigyelt mikrohe-
terogentids az eredettdl (aktivalt T sejtek, WEHI-3B sejtek

vagy CO0S 7 sejtek) fiiggott.



A fenti eljadrdsok mindegyikében az egér IL-3 tiszti-
tdsdt irtédk le a szerzdk. Az egér és humdn IL-3 megfigyelt
hasonldsdga ellenére, ami a hematopoetikus progenitor sejtek-
re vald proliferativ hatdsukat illeti, a két protein kozotti
szerkezeti homolégia meglehetfsen alacsony (aminosav szin-
ten 28 %). A szerkezeti kiilonboz6ség specificitdsbeli kilon-
bozdséghez vezet, amit az mutat, hogy a humdn proteinnek sem-
milyen hatdsa nincs az egér sejtekre és megforditva. Specifi-
kus aminosav Osszetételiik alapjdan a két protein kiilonboz6

tisztitdsi mdédszereket igényel.

A gibbon és a humdn IL-3 — amelyeknél a szerkezeti ho-
molégia 93 %-os (aminosav szinten) — tisztitdsdval szdmos sza-
badalmi leirds foglalkozik. A WO 88/00598 szdmi nemzetkozi
szabadalmi leirds targya egy részben szintetikus hIL-3, ame-
lyet E.coli z4drvédnyaibdl (szemcséibBl) izoldltak. A sejteket
French press késziilékben, két menetben elfszdr elroncsoclték,
majd a szemcséket szacharéz grddiens centrifugdldssal izoldl-
tdk. Ez a dokumentum hdrom eljardst is leir egy human vagy
gibbon IL-3 szerd polipeptid tisztitédsdra COS sejtekkel kon-
diciondlt tédptalajbdl. Mindegyik esetben egy-oszlopos elja-
rdst haszngltak: vagy ioncseréld oszlopot vagy egy lentil lek-
tin oszlopot vagy reverz fdazisd HPLC-t. A gibbon IL-3-ra ka-
pott maximdlis tisztasdg-—automata Edman degraddcidéval meg-
hatdrozva — 98 %-o0s volt. Ez azonban egydltaldn nem olyan
technika, amivel a proteinek tisztasdga pontosan meghatéroz—

hatd.



A WO 88/05469 szamd nemzetkdzi szabadalmi leirds humdn
IL-3 tisztitdsdt ismerteti élesztd torzsekbdl egyetlen vagy
egymdst kovetd reverz fdzisd HPLC lépésekkel. Az alkalmazott
HPLC menetek szdmdt nem hatdrozta meg a leirds, de emlitette,
hogy ha szikséges, Ugy tovdbbi lépések haszndlhatdk. A hIL-3
végsd tisztasdgdanak meghatdrozdsdra semmilyen vizsgdlatot nem
tartalmaz a szabadalmi leirds, s ebbdl vildgosan kovetkeztet-

heté, hogy nem kaptak homogén terméket.

Arra a kidvetkeztetésre juthatunk, hogy eddig nem adtak
kozre specifikus médszereket a hIL-3 és a hasonld aktivitasu
vegyiletek tisztitdsdra. Ennélfogva még mindig sziikség van
olyan, lényegében tiszta hIL-3-ra, amely terdpids célra hasz-
ndlhatdé, és olyan eljdrdsra, amellyel egy ilyen lényegében
tiszta termék nagy kitermeléssel dllithatdé eld. ElGnyds, ha

az eljdréds konnyen adaptdlhaté nagyobb méretekre.

A humdn IL-3 kldénozdsdrdél és expresszidjdrdl az aldbbi

kozlemények jelentek meg.

Yang és munkatdrsai [Cell, 47, 3-10 (1986)] azonosi-
tottak egy hIL-3-at kdédold gént dgy, hogy szondaként egy gib-
bon IL-3-at kédolé cDNS-t haszndltak, és leirtdk a humdn gén

exonjainak a szekvencidjat.

A WO 88/00598 szdmd nemzetkdzi szabadalmi leirds ismer-
teti, hogy ez a humdn gén eukaridéta sejtekben, amelyekben az
RNS osszeilleszt6dik, dtirddik. Az RNS izoldldsa utdn elddl-
litjédk a cDNS-t, és a hIL-3 cDNS-t gibbon IL-3 cDNS-sel vald

hibridizdldssal azonositjak.



Dorssers es munkatdarsai [Gene, 22, 115-124 (1987)] egér
IL-3 cDNS-sel vald hibridizdlds segitségével izolaltak egy
hIL-3-at kédold cDNS-t. A WO 88/04691 szami nemzetkdzi szaba-
dalmi leiréds kiemeli, hogy ez a hibridizacidé feltehetden a hu-
mdn és az egér IL-3 gén 3’ nem-kddoldé szakaszai kdzt meglévd
vdratlanul magas fokt homoldgidnak kdszonhetd. A cDNS kldéno-
zdsa utdn az IL-3-at egymds utédn, szdmos gazdasejtben, 1igy
E.coliban, Bacillusokban, élesztbokben és szovettenyészetekben
is kifejezték. Altaldban az expresszids termékek bioldgiailag
aktivak voltak. Ez a szabadalmi bejelentés az elsd, amely le-

irja a Pro jelenlétét az érett protein 8-as pozicidjédban.

A WO 88/05469 sz. nemzetkdzi szabadalmi leirds egy hIL-3
kédold cDNS izoldldsat irja le, szondaként egy olyan szinteti-
kus DNS-t haszndlva, amely a Yang és munkatdrsai (ldsd az idé-
zett kozleményt) dltal leirt genomidlis szekvencidbdl szdrmazik.
A kapott cDNS szekvencidbdl azonban hidnyzik két aminosav in-
formdcidja (a 44. és 45. vagy a 45. és 46., amelyek tetszdle-
gesek, mivel a hatdroldé aminosav - akdr delécid réveén - egy
Asp kédold GAC). Egy transzformdlt élesztd sejt esetében, amely
az emlitett cDNS szekvencidt egy expresszids kazettdn belil
tartalmazta, és amely egy 8 aminosavbdl 4116 N-termindlis
"dg"-hoz fuziondlt érett hIL-3-at kédolt, ugyancsak megdlla-
pitottdk, hogy tenyészetének felllidszdja IL-3 aktivitdst fejt

ki humdn csontveld proliferdcids vizsgdlatban.

A WO 86/06161 szami nemzetkdzi szabadalmi leirds egy

hIL-3 cDNS szekvencia izoldldsi eljdrdst ismertet, szondaként



a Yang és munkatdrsai (l4sd fentebb) d1tal leirt genomidlis
szekvencia eredetl szintetikus DNS haszndlatdval. Ugyancsak
leirtak egy teljesen szintetikus hIL-3-at kédold szekvencidt

2 131——-Szerkesztését ismertették.

és két mutein— Ile” és Leu
Biolégiai aktivitasukat nem emlitették. Ezenkiviil nyilvanva-
ldan feltételezték, hogy a hIL-3 132 aminosavat tartalmaz,

aelyben az N-terminusz ProlMetz—vel kezdddik, ugyanakkor 4l-
taldban az az elfogadott, hogy a hIL-3 133 aminosav hosszu és

2

N-terminusz4n Ala -ProZ-Met -taldlhatd.

Megjegyzend6, hogy Yang €és munkatdrsai szerint egy Ser
csoport van az érett hIL-3 B8-as pozicidjdban, mig minden mds

kozlemény egy Pro jelenlétét jelzi ebben a pozicidban.

Az EP-A-285429 sz&mld eurdpai szabadalmi bejelentés egy
olyan sejtvonal izoldlasat tartalmazza, amely egy hizd sejt
novekedési faktor aktivitdsu faktort termel; és amelyet pon-
tatlanul IL-3-nak nevez. Az az elfogadott, hogy a hIL-3-nak
nincs proliferativ hatdsa egér csontvel®6 sejtekre, ugyanakkor
az ebben a kozlésben leirt, biokémiailag nem Jellemzett fak-
tor képes az ilyen sejtek stimuldldsdra hizé sejtek kialaku-
ldsdt eloidézve. Igy tehdat ez a faktor nem lehet azonos a

hIL-3-al.

Hogy Jobban megismerhessiik a hIL-3 termelésére haszndlt
egyik expresszids vektor rendszert, a bovin papillomavirusra

vonatkozd eldzményekr®l az alédbbi informdcidék kozlése lényeges.



A BPV-1 a legaldbb hat bovin papillomavirus egyike,
es szarvasmarhdkndl a kutdn fibropapillomdkkal van osszefig-
gésben. Ezek a virusok konnyen transzformdljdk a legkilonbo-
z0bb ragcsdld sejteket, ezek tenyészetében. A molekuldris klé-
nozdasd bovin pepillomavirus DNS, valamint egy klénozott 69 %-os
szubgenomidlis fragmentuma nagyon hatdsosak transzformdlt he-
lyek indukdldsa tekintetében. A transzformdlt sejtek a virus
DNS sok médsolatdt (sejtenként 10-120) tartalmazzdk nem integ-
rdalt (be nem épiilt) molekuldkként [Law és munkatdrsai, Proc.
Natl.Acad.Sci., 78, 2727-2731 (1981)]. Az I tipusd bovin pa-
pillomavirus genetikdjadt részletesen tanulmdnyoztdk [ﬁsszefog—
laltak Lambert és munkatdarsai, Ann.Rev. Genet., sz 235-258
(1988)]. A BPV-1 genom egy cirkuldris, 7946 bdzispdrbdl 4116
kétsz4dld DNS molekula. Transzkripcidja a sok promoter, Ossze-
illesztési hely jelenléte és az RNS fajtdk kilonboz6 képzése
kovetkeztében bonyolult. Néhdny promoter a transzkripcid en-

~

hancerek (fokozdk) szoros ellendrzése alatt 4all.

A BPV-1-et vagy 69 %-os szubgenomidlis fragmentumat
(BamHI-HindIII) széles kérben haszndljdk kiilonbtz6 kldénozdsi
rendszerekben szamos gén expresszids kldnozdsdra. Az EP-A-198386
szaml eurdpal szabadalmi bejelentés a gamma-interferon C127
egér sejtekben vald expresszidjat ismerteti. Az EP-A-105141
szdmU eurodpai szabadalmi bejelentés a BPV vektor haszndlatéat
irja le hepatitis B felileti antigén (HBsAg) expresszidjéra
gerinces sejtvonalakban, ilyenek példdul a NIH 373, LTK egér

fibroblaszt eés afrikai zold majom vese sejtek. A BPV-1l-nek



kldnozd hordozd részeként vald felhaszndldsa szerepel a
4,419,446 szamd amerikai egyesilt dllamokbeli szabadalmi le-

irdshan.

A jelen szabadalom— egyik szempontja szerint-— a humdan
IL-3 rekombindns technikdval vald elddllitdsdra vonatkozik,

amelyet homogenitdsig tisztitunk.

A szabadalom a humdn IL-3 homogenitdsig vald tisztitédsa-
ra eljdrést ismertet, amelynek kezdd 1lépése egy hidrofdb kol-
csonhatds, ezt koveti az ioncseréld kromatogrdfia és tetszés
szerint a gélszirés. Ez az eljdras kilonosen az olyan hIL-3
esetén eldnyos, amelyet rekombindns prokaridta és eukaridta
expresszids rendszerekben d4ll1itunk eld. Ezeket és még més szem-

pontokat is ismertetiink a kdovetkezd részletes leirdsban.

A taldlmdny a tovdbbiakban olyan expresszids rendszere-
ket ismertet, amelyek a gazdasejtek és vektorok specidlis kom-
bindcidibdl dllnak a humdn IL-3-nak akdr glikozilalt formaban
emld6s és élesztd sejtekbdl, akdr nem glikozildlt formdban pro-
karidtdkbdél vald eld6dllitdsdra. Ezek a rendszerek eredményesen
haszndlhatdk IL-3 termelésére, amelyet ezutdn a taldlmdny sze-

rinti tisztitdsi eljdrdsoknak vetink alid.

A taldlmdny tdrgydt képezik a bovin papillomaviruson
alapuldé vektorok €s az ezen vektorokat tartalmazd sejtvonalak
is. Az emlitett vektorokat olyan mddon mutdljuk, hogy a kldno-
zott gén dltal kddolt mRNS mennyisége nagyon megndvekedjék.
Ezt eldnydsen az E2-ORF (E=early, ORF= open reading frame)

ATG start kodonjdnak a mutdcidjdval érjik el.
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Az aldbbiakban az &dbrdk rovid leirdsa kovetkezik.

Az 1. 4dbra a hIL-3 expresszids kazettdjdnak — amelyet a
B.licheniformisban haszndlunk — aminosav szekvencidjat és nuk-
leotid szekvencidjadt mutatja be. A nyillal az erett protein

start pontjat jelezziik.

A 2. &brdn a Bacillus licheniformis T9 eredetd hIL-3-nak
Fractogel TSK-butil 6500 (dxh = 25x8 cm) haszndlatdval végzett
hidrofdb kdlcsonhatds kromatogrdfidval kapott elucidés profilja
ldthaté. A hIL-3-at tartalmazé frakcidkat vizszintes vonallal

jelezzik.

A 3. &bra a Bacillus licheniformis T9-bdl szdrmazd
hIL-3 Q-Sepharose Fast Flow (dxh = 10x1l cm) oszlopon végzett
(els6) anioncseréld kromatografdldsdval kapott elucidés profil-

jat mutatja be.

A 4. 4dbra a Bacillus licheniformis T9-b61 szdrmazé
hIL-3 Q-Sepharose Fast Flow (dxh = 5x90 cm) oszlopon végzett
(mdsodik) anioncseréld kromatografdldsdval kapott eluciés

profiljat mutatja be.

Az 5. 4bra a Bacillus licheniformis T9-b6l szdrmazd
hIL-3 Sephacryl S$100 HR (dxh = 5x90 cm) oszlopon végzett gél-

szlréses kromatogréfidval kapott elucids profiljét &brdzolja.

A 6. 4bra csimpdnz vérben a leukocitdk és trombocitdk
szémdt mutatja 0-6 nap folyamdn 30 /ug/kg IL-3 szubkutdn in-

jekcidja utén.
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Ebben a leirdsban a "humdn interleukin-3" és az ennek
megfeleld "humédn IL-3" vagy "hIL-3" kifejezéseket dgy a humén
interleukin-3, mint minden olyan protein megjelolésére hasz-
ndljuk, amelyek humdn IL-3-szerd hatdst fejtenek ki. Széles
grtelemben az "IL-3" a f6emlds IL-3 megjeldlésére szolgdl.Bar
ez a leirds specidlisan a humdn IL-3-ra irdnyul, magdtdl érte-
t6dik a szakemberek szdmdra, hogy a féemlds IL-3, amelynek ma-
gos fokd a homoldgidja a human IL-3-al, ugyanezen el]jdrds sze-
rint tisztithatdé. Eldnyds, ha a homoldgia legaldbb 70 %-o0s
aminosav szinten, még eldnydsebb, ha ez legaldbb 90 %-os. Pél-
ddul a Rhesus majom (Macaca mulatta) eredetld érett IL-3

B0,5 %-ban azonos - aminosav szinten - a humdn IL-3 szekvencidval.

A tobbi természetben eldforduld IL-3 varidns szintén al-
kalmas a taldlmdny dltal iswertetett tisztitdsi eljdrdsra. A
nem természetes mutdnsok ugyancsak tisztithatdk, ha azonossé-
guk nem tdl alacsony szintd (példdul 70 %). A nem természetes
mutdnsok olyan mutagenizalt proteinek, amelyek megtartottdk
IL-3 aktivitdsukat. A mutdcidék magukba foglaljdk az addicidkat,
dlécidkat és szubsztitucidkat. Az ilyen tobbé-kevésbbé kézen-

fekv® médon médositott proteinek ugyancsak ide tartoznak.

Az hogy egy protein "rekombindns", azt jelenti, hogy
olyan mikroorganizmusok vagy sejt tenyészetek termelték, ame-
lyek normdl korilmények kozott nem termelik ezt a proteint
vagy legaldbbis nem termelik olyan mennyiségben, amely ipari
termelésre alkalmazhatd. A mikroorganizmusok magukba foglaljék

a baktériumokat, élesztoket és gombdkat. Ezenkivil szoveti
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sejt-tenyészetek is haszndlhatdk, amelyek kiilondsen fontosak,

ha megfeleld glikozildcidés fokra van sziikség.

A taldlmdny hatékony eljdrdst ismertet a rekombindns
humdn IL-3 homogenitdsig valé tisztitdsdra. Az eljdrds olyan
lépések sorozatdbdl 411, mint a hidrofdéb kolcscnhatds, ion-
csereld kromatogrdfia és gélszlirés. Az emlitett mddszerek
specidlis kombindcidja meglepben rendkivil hatdsosnak bizo-
nyult lényegében tiszta hIL-3 elf8dllitdsdra. Ezenfelil ez a
tisztitdsi médszer pirogénmentes terméket eredményez. Az el-
jards nagyon alkalmas arra, hogy nagyobb méretekre alkalmazzék,
s ez hatalmas eldnyt jelent, mivel a sejtek dltal kivdlasztott
hIL-3-at tartalmazé fermentlé nagy mennyiségeit kell a tenyész-
levet szennyez8 komponensektdl megtisztitani. A mddszer kilo-
nosen jél haszndlhatd mind prokaridta, mind eukaridta transz-
formdlt sejtek 4ltal termelt hIL-3 tisztitdsdra. Elvileg a fen-
ti tisztitdsi mddszerek tetszdéleges sorrendben alkalmazhatdk.
Minden emlitett médszer Gnmaga is mdr jelentds tisztitédst
eredményez. Azonban a feltaldldk azok, akik az aldbb leirt

specifikus kombindcidt elsdként mutatjadk be.

El6nyds, ha a kezdd tisztitdsi 1épés a hidrofdéb kdlcson-
hatds. Ez a 1lépés nem szokvdnyos é€s ennélfogva meglep6, hogy
nagyon hatékonynak bizonyult a taldlmdny célja szempontjabdl.
ValdszinG, hogy ez a lépés magdnak a proteinnek a szerkezete
alapjadn éri el a szelektic elvdlasztdst. Ez a 1épés a szennye-
zéseket- ilyenek az egyéb proteinek, a tdpoldat komponensei

és a szine - lénvegében eltdvolitja.
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Mdsodik lépésként az ioncseréld kromatografia alkalma-
zdsa az eldnyos. Az dtfolyt frakcidkba keril a hIL-3, elvé-
lasztva a legtobb szennyezd proteintdl. Ez a 1épés a maradék
szint is eltavolitja. Ezenkivil, ha anion-cseréld kromatogra-
fidt alkalmazunk, a DNS és az endotoxin mennyisége is Jjelen-

t6sen csokken.

Ha a tisztitandd kiinduldsi anyagban hIL-3 degraddcids
termékek is jelen vannak, példdul a Bacillus licheniformisbdl,
ezeket a proteineket a nativ hIL-3-t61 egy masodik anioncseréld
kromatografdldssal eredményesen vdlaszthatjuk el. A kivant
eredményt elénydsen Q-Sepharose Fast Flow haszndlatdval érhet-
jik el. A hIL-3 degraddcidés termékek elvdlasztdsdra szolgdld
egyéb hatékony technikdk kozé tartozik példdul a hidroxil-apa-
titon vald kromatografdlds és a kromatofdkuszdlds pBE94 hasz-

ndlataval.

Végsd tisztitdsi lépésként eredményesen haszndlhatjuk
a gélszlrést. Ebben az eljdrdsban az alacsony molekulatdmegd
proteineket vagy aggregdcids termékeket vadlasztjuk el az érett

IL-3-t6l.

A hidrofdéb kdlcsonhatds el6nydsen TSK-butil vagy oktil
Sepharose oszlopon valésithatd meg, amelyr8l a hIL-3 példdul
vagy trisz.HCl-ben oldott amménium-szulfdttal vagy etilén-gli-

kollal eludlhato.

A szennyez8 proteineknek (és mds anyagoknak) ioncseréld

kromatogréfidval vald eltdvolitdsdhoz pelddul a kovetkezd
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oszlopok sziikségesek: TSK-DEAE, Q-Sepharose Fast Flow vagy
TSK-CM.

Végil a gélszliréshez eldnydosen haszndlhaté a Biogel A
vagy a Sephacryl 5100 HR, amelyek a nem gliikozildlt hIL-3
tisztitdsdnak kivdld végsd 1lépését Jelentik.

A tisztitdst akdr az intracellulédris hIL-3-mal, akar

a fermentlében 1évd hIL-3-mal kezdhetjik el.

Az intracelluldris hIL-3 tisztitdsdt (a hIL-3-nak E.co-
liban valdé expresszidja utdn, amint itt ismertetjiik) sokkal
konnyebben végezhetjik el, ha a proteint az un. zdrvédny-testek
(szemcsék) tartalmazzdk. Ekkor az elsd 1lépés e zarvanyok izold-
ldsa, amelyek a terméket viszonylag tiszta formdban és nagy
koncentrdcidéban tartalmazzdk. Szolubilizdldsuk utdn a hIL-3 a

tovdbbiakban kromatogradfidval tisztithato.

Ha a hIL-3-at fermentlé tartalmazza (példdul B.licheni-
formis, élesztd, illetve eukaridta sejt tenyészetek haszndlata
esetén, amint ezt majd ismertetjik), a tisztitds a sejtmentes

tdpoldat készitésével kezddodik.

Annak érdekében, hogy az eljdrdsnak a rekombindns techno-
ldgidval kapott hIL-3 tisztitdsdra valéd 4dltaldnos felhaszndl-
hat6sdgdt bemutassuk, szdmos expresszids vektort készitettink.
Ezek a vektorok azon vektorok széles vdltozatdt példézzidk,
amelyeket a hIL-3 expresszidjdra haszndlhatunk baktériumokban,

gombdkban, élesztdkben és mds eukaridta sejtekben. Ezeknek az
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expresszids vektoroknak a szerkeztését az alabbiakban dlta-

ldnos szempontok szerint ismertetjik.

A WO 88/04611 sz. nemzetkdzi szabadalmi leirds — melyre
itt referenciaként hivatkozunk — szdmos eljdrdst ismertet a
hIL-3 el6dllitdsdra. A jelen taldlmdny szerinti heteroldg gén
expresszid adltal megvaldsitott termelést a kdvetkezd kombina-
cidkra alapozzuk: egyrészt a gazdase]jt szigndl szekvencidinak
az érett hIL-3 kddold szekvencidival — a Bacillus ert6s promo-
tereivel egylitt — valdé tokéletes fuzidjara, mésrészt az erds
prometer/enhancer kombindcidkra és a BPV-1 eredetli vektorokndl
a mRNS stabilizdld szekvencidkra a C127, FR3T3 vagy CHO sej-

tekben.

A WO 88/04691 szédmi nemzetkdzi szabadalmi leirds a hIL-3
expresszidjanak Bacillus fajokban hasmdlt minden elemét tar-
talmazza. Azonban (dgy taldltuk, hogy a promoterek, szigndl
szekvencidk és az érett hIL-3 szekvencidk optimdlis kombind-
cidja a kiilénbGzd genetikai elemek dtcsoportositdsa révén ér-
heté el. Megdlhpitottdk, hogy Bacillus fajban a hIL-3 megfe-
leld szekréciéjdhoz dontd fontossdgld, hogy az «L-amildz szigndl
szekvencia és a hIL-3 kddold szekvencia kézott tokéletes legyen
a kapcsolat. A 643 promoter haszndlatakor (ldsd a 88/04691
szdmi nemzetkGzi szabadalmi leirdst) a hIL-3 mdr megjelenik a
tdptalajban, de csak akkor kaptak magas szintl expresszidt,
ha az er®s o£-amildz vagy Hpall promotert bevezették az expresz-

szids plazmidba.



- 16 -

A WO 88/04691 szdmi nemzetkGzi szabadalmi leirds ugyan-
csak kozli, hogy a C127 sejtek aktiv hIL-3-at fejeznek Kki.
Azonban az expresszids szintek viszonylag alacsonyak a pLB4/BPV
vektor haszndlatdval. A Moloney egér szarkémavirus (MSV=murane
sarcoma virus) enhancer és az egér metallotionein I promoter
kombindciéja vagy a humédn citomegalovirus enhancer/promoter
haszndlata a pLB4/BPV-ben 1év6 SV40 enhancer/promoter helyett,

a hIL-3 magas expresszids szintjeit eredményezi emlss sejtekben.

A hIL-3 cDNS szekvencia helyettesitése a genomidlis hIL-3
szekvencidval jétékony hatdssal van a hIL-3 mRNS 4dllanddé szint-

jére és a hIL-3 termelésre emlds sejtekben.

Az mRNS szint tovédbbi ndvelése érhetd el BPV-t tartalmazd
vektorok haszndlatdval. A leirdsban emlitjik, hogy a BPV-1 ge-
nom egy cirkuldris, 7946 bdzispdrt tartalmazdé kétszdld DNS mo-
lekula. A transzkripcidja bonyolult a sok promoter, illesztési
hely (splice sites) jelenléte és az RNS fajtdk termelésének
kiilonféle volta miatt. Bizonyos promoterek tevékenysége a transz-
kripciés enhancerek szigord szabdlyozdsa alatt 4l1l. Az un.

E2-0RF nagyon fontos ebbdl a szempontbdél. A teljes hosszusdagu
E2 ORF egy olyan transzaktivdld proteint (E2-ta) kdédol, amely

a korai = gének transzkripcié)dt tudja stimuldlni.

Ez a protein két d4l1landé doménb6l &l1l1, az aminoterminéd-
lis doménbdl (ennek van transzaktivdld hatdsa) és a karboxi-
termindlis doménbdl (ennek DNS-koté és dimer képzd hatdsa van).
Az E2 ORF egy médsodik reguldld proteint is kédol, az E2 transz-

kripcié represszort (E2-tr), aely az E2-ta protein egy amino-
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termindlisan csonka formaja. Az E2-tr-t egy mdsik mRNS kdédol-
ja, s a transzldcidt inditd kodon egy E2 ORF belsd ATG kodon.

Ha ezt a start kodont mutagenizaljuk, természetesen nem képzd-
dik E2-tr (represszor protein). Ezen represszor aktivitds nél-
kil a korai gének transzkripcidja Jjelentb6sen megnd és ez a plaz-
mid midsolatszdamanak novekedéséhez vezet. Ez viszont a klénozott
gén transzkripcidjdnak novekedését eredményezi (a klénozott

gént kdédold mRNS mennyisége n6) és ezaltal a protein termelés

is megndvekszik.

Két ) sejtvonalat ismertetink, amelyek az FR3T3-bdl és a
CHO-b6l szdarmaznak. Az FR3T3-bdél szdrmazdé sejtvonalak, amelyeket
egy Uj expresszids vektor felhaszndldsdval &llitottunkeld,

MSV enhancer/MT promoterrel, mar novekedést mutatott a hIL-3
termelésben az el6zb8ekben ismertetett Cl127-pLB4/BPV stabil
sejtvonalak (WO B8/04691) vonatkozdsdban. Azt taldltuk, hogy
ha ezt az 4] expresszids vektort arra haszndljuk, hogy a Cl27
sejtekb6l stabil sejtvonalat képezziink, tobb mint 20-szoros
novekedést érhetink el. Ez utébbi sejtvonalakkal a hIL-3 haté-
kony termelése valésithaté meg, emlds (komplex) tipusi gliko-
zildcidval.

Ezenkiviil stabil CHO sejtvonalakat ismertetink. Gydégy-
szer proteinek termelésére eddig még nem irtdk le a BPV vek-
torokkal kombinalt CHO sejtvonalak haszndlatadt. A hIL-3 terme-
lése ezekkel a sejtvonalakkal a legjobb ismert termelési rend-

szer a maga nemében. A CHO sejtek egy tovdbbi eldnye az, hogy
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e sejtek konnyen adaptdlhatdk szuszpenzidé formédban vald te-
nyésztéshez, majd nagy reaktorokban tomeg-tenyésztéshez. Ezen-
kivil a BPV vektorok ismert széles gazdasejt tartomdnya meg-
konnyiti, hogy a kivant glikozildcidtdél fiiggben vdlasszuk meg

a sejtvonalat.

Kilonds médon a Kluyveromyces lactis eredetd hIL-3, ame-
lyet Fractogel TSK-CM 650M haszndlatdval tisztitottunk, ala-
csony, de hatdrozott kotd affinitdst mutat heparin-Sepharose
irdnt, amint ezt SDS-PAGE (ndtrium-dodecil-szulfdt poliakril-
amid gél elektroforézis) és immunoblotting segitségével kimu-
tattuk. A hIL-3 affinitdsa a heparinhoz egy lehetséges in vivo
kot6dést jelenthet hasonld olyan métrixokhoz (példdul glikdz-
-amino-glikédnokhoz), amelyek a humédn csontveld stromdban je-
len vannak. A hIL-3 kotédése egy ilyen matrixhoz, részét képez-
heti fizioldégiai funkcidjinak.

A heparin-szer( és/vagy glikdéz-amino-gliikdn szerd kotd-
hely(ek) jelenléte a novekedési faktorokon vagy mds proteine-
ken fontos mechanizmust kindlhat ahhoz, hogy az ilyen protei-
nek in vivo megcélozzadk a csontveld stromaban vagy a szerve-
zetben mdshol - ahol szilikség van a hatdsukra - a specifikus
matrixokat. Masodik generdcids proteinek kifejlesztése, amelyek
ij) vagy Jobb kotdhelyekkel rendelkeznek a fent emlitett mat-
rixok szamdra, fontossda vdlhat a gydgyszer-proteinek, mint
amilyen a hIL-3, formuldzdsa és tervezése szempontjabdl.

A humdn IL-3 bioldgiai tulajdonsdgait részletesen tar-



- 19 -

gyalja a WO 88/04691 (ldsd fentebb). Ez a leirds azt is meg-
emliti, hogy az IL-3 protein bizonyos mdédositdsai, példaul
az N-terminusz meghosszabbitdsa vagy az Ala1 vagy Alal—Pro2
delécidja nem szintetik meg a protein bioldgiai aktivitasat.
Azonban, bdr bemutattdk, hogy a hIL-3 protein egyes részei
deletdlhatdk vagy megvdltoztathatdék anélkil, hogy funkcidjéra
kdros hatdssal lenne, azt is eldre kell 14tni, hogy a megvdl-
toztatott aminocsav szekvencidajd hlIL-3-szerl proteinek megvdl-
tozott hatdst fejtenek ki a célsejtekre. Az ilyen molekulék
akdr mint hatdanyagok, akdr mint gdtlé anyagok funkciondlhatnak.
A proteinek mindkét csoportjdnak klinikai alkalmazdsdara van
lehetdség. Szdmos ilyen hIL-3 szerd protein megtartotta biold-
giai funkcidjdt, mig mds molekuldk ezt a funkcidt elvesztették.
Az eldbbi proteinek még hatdanyagokként szolgdlhatnak, és jo
tulajdonsdgokat mutathatnak a klinikai felhaszndlds sorén, pél-
ddul fokozott stabilitédst, jobb kotddést az IL-3 receptorok-
hoz és igy tovébb, mig az utdbbi proteinek, mint gdédtlé anyagok
jonnek szamitdsba, példdul, ha egy ilyen protein az IL-3 recep-

torhoz kotddik, szigndl transzdukcidé nem jon létre.

A kovetkez® példdk a taldlmany szemléltetését ceélozzik,

és nem korladtozzdk oltalmi korét.

1. példa

Humdn TL-3 kifejez6dése Bacillus fajokban.

Annak érdekében, hogy a humdn IL-3 szamdra egy javitott

Bacillus expresszids vektort kapjunk, elkészitjik a pGB/IL-317
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plazmid (WO 88/04691) egy szdrmazékdt. Ez utdbbi plazmid az
erds of-amildz promotertdl 3’ irdnyban (downstream) kddolé
informdcidt tartalmaz a Bacillus oc-amildz szigndl szekvencia
- extra aminosavak - IL-3 szigndl szekvencia - érett IL-3 és

az amildz gén 3’ vége szamdra.

El6szor tokéletes kapcsdatot 1é tesitliink az amilédz szig-
ndl szekvencidt kdédoldé DNS szekvencia és az érett humdan IL-3-at
kédold DNS szekvencia kozott az E.coli bacillus pGB/IL-311 in-
gdz46 plazmidjdban (WO 88/04691). Ezt a plazmidot Sall és Clal

restrikcids enzimmel hasitjuk.

A humdn IL-3 szigndl szekvencia informdcidjdat tartalmazd
kis fragmentumot kicseréljiik egy olyan szintetikus SalI-Clal
fragmentummal, amely az IL-3 kddold szekvencidval fdziondlt
«w-amildz szigndl szekvencia kdédold informdciéjat tartalmazza.
A kapott pGB/IL-321 plazmiddal B.licheniformis 79 sejteket
transzformdlunk. A transzformdlt sejtek csak kis mennyiségben
szintetizdljdk az IL-3-at, de a proteint a tdpoldatba szekre-
tdljék.

Izoldljuk a pGB/IL-321-bd1 a kis PstI-Clal fragmentumot
és beépitjik a PstI-Clal-gyel hasitott pGB/IL-317 plazmidba,

s ezzel kicseréltik az extra aminosavakat és az IL-3 szigndl
szekvencidt kédold DNS szekvencidt a tokéletesen Osszekapcsolt
«-amildz szigndl szekvencidval és az érett IL-3-at kédoléd
szekvencidval. A kapott plazmid, amely pGB/IL-322 elnevezést
kapott, az IL-3 magas szinten vald termelését inditotta meg

B.licheniformis T9 transzformédlt sejtekben. A protein tobb mint
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95 %-a a tdptalajba szekretdlddik. A tisztitott protein N-ter-
mindlis szekvendldsa azt mutatta, hogy a transzformdlt sejtek
dltal szintetizdlt IL-3-nak korrekt az amino-terminusza

(Alat-ProZ-Met®-). Az 1. dbra a pGB/IL-322-ben 1évé hIL-3 ex-
presszids kazetta teljes aminosav szekvencidjét és nukleotid

szekvenciajat mutatja be.

Egy mésik expresszids vektort, a pGB/IL-326 vektort, a
kovetkez6képpen szerkesztiink meg: a pGB/IL-311-b8l szdrmazé
HindIII-Sall fragmentumot (a HindIII véget Klenow polimerdz
segitségével toltjik be) bekldnozzuk a Sall-gyel és a Smal-gyel
hasitott pTZ18R-be (Pharmacia), s igy kapjuk a pGB/IL-323 vek-
tort. Az IL-3 szigndl szekvencidt kédolé DNS-t a Bacillus
L-amildz szigndl szekvencidt koédold szintetikus DNS fragmen-
tumra cseréljik ki. Ebben a szintetikus DBNS darabban az ATG
startkodont a CAT szekvencia eldzi meg, ami az Ndel restrikcids
enzim szamdra egy hasitdsi helyet eredményez. Ezen pGB/IL-324
nevi plazmidbél szdrmazé SphI-KpnI fragmentumot, amelyben L-ami-
14z szigndl szekvencia — érett IL-3— amildz termindtor van je-
len, ezutdn bekldénozzuk az SphI-gyel és KpnI-gyel hasitott
pBAH3-ba [[a pBAH3 a pBAHl szarmazéka (WO 88/04691), amelyben
az ApR génbdl hidnyzik a Pstl helx]. A kapott pGB/IL-325 el-
nevezésl plazmidot Ndel-gyel hasitjuk, religdljuk, ezdltal az
un. HpalIl promotert az o4-amildz szigndl szekvencia — érett IL-3
kédold szekvencidval fuziondljuk. A kapott plazmiddal, amely
pGB/IL-326 nevet kapott, B.licheniformis T9 sejteket transzfor-
mdlunk. A transzformdlt sejtek nagymennyiségld IL-3-at termelnek,

s ebb6l tobb mint 95 % a tédpoldatba szekretdlddik.
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A kovetkezd lépések révén kapjuk a pGB/IL-341-et.

A pGB/IL-341 inszertum egy C-termindlisan csonka IL-3-at
(129 aminosavbél 411) kdédol. A cDNS-ben az IL-3 stopkodon és
az £-amildz termindtor kozott 1évd 3’ nem-kdédold IL-3 cDNS-t
6s az «L-amildz strukturdlis szekvencidt kitordljik a pGB/IL-
-324-bdl loopingout segitségével, az aldbbi oligonukleotidot
haszndlva:
5 TGA GCC TGC CGA TCT TTT GAC TGC AGT AGA AGA GCA GAG AGG

ACG G 3°

Ez az oligonukleotid egy Xhol helyet is bevezet kozvet-
leniil az IL-3 stopkodontdl 3’ irdnyban (dowstream). A kapott
plazmidnak a pGB/IL-337 elnevezést adtuk. A pGB/IL-337-bdl
szdrmazd Ndel-Kpnl fragmentumot bekldnozzuk az Ndel-KpnI-el
hasitott pTZ19RN E.coli vektorba. A pTZ1BRN egy mddositott
pTZ18R, amelybe kdzvetleniil a lacZ ATG start kodonjanal 5°
irédnyban (upstream) egy Ndel helyet vezetiink be az alédbbi oli-

gonukleotid segitségével:
5 CAG GAA ACA CAT ATG ACC ATG ATT 3°

A kapott plazmidot, amelyben a lacZ promotert rogton
koveti az érett IL-3-mal precizen fuziondlt Bacillus ol-amiléz
szigndlpeptidet kddold szekvencia, pGB/IL-340 jelzéssel 1&t-
tuk el. Ebben a vektorban az IL-3 kdédolé szekvencidt looping-
-out révén, az aldbbi szekvencidjd oligonukleotid haszndlatdval
igazitjuk ki:

5° CTC AAC AGA CGA CTT TGA GCT GAC TCG AGT AGA AGA

GCA GAG 3°
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A keletkezett plazmid pGB/IL-340/1455 elnevezést kapott.
Ez az E.coli plazmid tehdt a hIL-3-bdl csak az 1-129 aminosa-

vakat kddolja.

E mutein szdmdra egy Bacillus expresszids vektort szer-
kesztink oly médon, hogy a pGB/IL-322-ben 1évd PstI-HindIII
fragmentumot a pGB/IL-340/1455-b61 szdrmazd PstI-HindIII frag-
mentummal helyettesitjik. A kapott pGB/IL-341 plazmid megin-
ditja a 129 aminosavbdl &8116 IL-3 mutein magas szintd terme-

lését B.licheniformis T9 transzformdlt sejtekben.

A pGB/IL-322, pGB/IL-326 és pGB/IL-341 expresszids vek-
torokat tartalmazé transzformdlt B.licheniformis T9 sejtek &1-
tal termelt IL-3-nak korrekt az aminotermindlis szekvencidja,
nincs glikozildlva és erd6s bioldgiai aktivitdst mutat mind

AML, mind humdn csontveld vizsgdlatokban.

2. példa

Humdn IL-3 kifejez8dése emlds sejtekben.

Megszerkesztiink egy pGB/IL-328 elnevezés vektort, amely-
nek az elemei hasonldak a Sarver €s munkatdrsai ["Papilloma
viruses: Molecular and Clinical Aspects", 515-527 oldal, Alan
R. Liss Inc. (1985)] szerinti p8-4 elemeihez. Ez a vektor egy
pML2 szekvencidt (BamHI-Clal, 2623 bp), az egér MT (mMT) pro-
moterrel fuziondlt MSV enhancert (ezt a fuzidt Sarver és munka-
tdrsai irtdk le, ldsd a fent idézett munkdt), az IL-3 cDNS-t,

az SV40 poliadenildcids szigndlt (lédsd Sarver és munkatdrsai
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fent idézett munkdjdt) és a teljes BPV-1 genomot tartalmazza.

A kivdnt hIL-3 expresszi6s vektor elf4l1itdsa céljsbsl
elsd lépésként a pLB4-b61 (Klenow polimerdz segitségével be-
toltott Aval helyet tartalmaz) szarmazé hIL-3 kédolé AvalIl-
-Aval fragmentumot az alébbi két oligonukleotidbél 4116 szin-
tetikus DNS fragmentummal egyiitt bekldnozzuk az EcoRI-Smal-gyel
hasitott pTZ18R-be (Pharmacia):

10 20 30
5'-AATTCAGATC TAAAAATGAG CCGCCTGCCC
GTCCTGCTCC TGCTCCAACT CCTG-3'
40 50

10 20 30
5'-GACCAGGAGT TGGAGCAGGA GCAGGACGGG
CAGGCGGCTC ATTTTTAGAT CTG-3'
40 50

A kapott pGB/IL-327 plazmidot BglII-vel és BamHI-gyel
hasitjuk, a hIL-3-at kddolé DNS fragmentumot izoldljuk, és be-
klédnozzuk az egyetlen BGlII helyre a fent lefrt MSV/mMT enhan-
cer/promoter-t61 3’ irédnyba (downstream). A pGB/IL-328 nevi
veégsd hIL-3 expresszids vektorban a BglII felismerd szekvenciat
4 A-csaoport koveti, s ezek utdn helyezkedik el az ATG inicidcids
kodon. Az Uj expressziés vektor szerkesztéséhez szolgdld cDNS
szekvencia 3’ nem-kdédolé szakaszdban 1év6 Aval hely haszndlata
reveén az ATTTA ismétl6dd szakaszokat, amelyeknek a mRNS insta-
bilitdsdban van jelentfségiik [Shaw es Kamen, Cell, 46, 659-667

(1986)] nem tartalmazza a pGB/IL-328. A pGB/IL-328 plazmidot
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bevissziik C127 sejtekbe hagyomdnyos €s eldz6leg mar kozolt
médszerekkel (példdul W0 88/04691), s ezdltal olyan stabil
sejtvonalakat hozunk létre, amelyek magas szinten termelik

a hIL-3-at. Ezen sejtvonalak hIL-3 termelési szintje 20-szor
magasabb, mint az el6z6leg leirt pLB4/BPV-t hordozé Cl1l27 sej-
tekb6l szdrmaztatott stabil sejtvonalaké (WO 88/04691).

A pGB/IL-328-at bevezettiik FR3T3 sejtekbe 1is [Seif €s
Cuzin, Virology, 32, 721-728 (1977)] a fent leirt mdédszert
alkalmazva. Stabil sejtvonalakat szintén eld tudtunk igy &al1li-
tani, de kisebb gyakorisdggal. A kapott sejtvonalaknak kisebb
volt a hIL-3 termelékenysége, mint a pGB/IL-328-al transzfor-
malt C127 sejtvonalaké.

A pGB/IL-328-at CHO sejtekbe is bevittik [R.D.Wood és
J.H.Burki, Mutat, Res., 95, 505 (1984)] a korabban leirt méd-
szer szerint. Minthogy a CHO sejtek nem képeznek helyeket olyan
vektorral torténd transzfekcidhoz, amely BPV-1 szekvencidkat
tartalmaz, ko-transzfekcidt végeztink pSV2neo plazmiddal [P.J.
Southern, P.J.Berg, Mol.Appl.Genet., }J 327-341 (1982)] 10:1
ardanyban (a pSV2neo volt a kisebb komponens), ami lehetdvé
tette a szelekcidt a G418-al szembeni rezisztencia alapjan. A
G418 rezisztens telepeket izoldltuk, és hIL-3 termelés szem-
pontjdbdl teszteltik. Jelentés szdmd kldén termelt hIL-3-at.
Ezutdn egyedi sejteket klénoztunk stabil sejtvonalak elfdlli-
tdsa céljdbdl. Szdmos olyan sejtvonalat dllitottunk el6, ame-
lyeknek azonos vagy jobb volt a termelékenysége, mint a leg-

jobban termeld C127-pGB/IL-328 sejtvonalaké. Ennek a varatlan
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eredménynek nem volt eldzménye kordbbi munkdkban.

A hIL-3 kifejezéséhez a citomegalovirus (CMV) IE enhan-
cer/promoter kombindciét haszndljuk. A pES plazmidbdl [Z.Boom
és munkatdrsai, J.Virol., 2&, 851-859 (1986)] szdrmazd 815 bp
BalI-Sphl fragmentumot bekldnozzuk a Smal-Sphl-gyel hasitott
pTZ18R-be (Pharmacia). Ezutdn egy BglII helyet vezetiink be koz-
vetlenil a transzkripcidét inditd helynél 3° irdnyba (downstream),
s ezt helyre irdnyuld mutagenezissel végezziik, a kovetkezd oli-

gonukleotiddal:

5’ GAG CTC GTT TAG TGA ACC GTC AGA TCT CCT CGA GAC GCC ATC

CAC GCT GTT T 3°

Egy pGB/IL-329 elnevezésl expresszids vektort szerkesz-
tink, amely tartalmazza a pGB/IL-328-bél vald pML2 szekvencidt
(BamHI-EcoRI), a CMV enhancer/promoter szakaszt (EcoRI-BglII)
6és az SV40 poliadenildcids szigndlt (BglII-BamHI) (l4sd Sarver
€és munkatdrsai fent idézett kozleményét). A pGB/IL-330 nevi
végsOd IL-3 expresszids szerkezetet Ugy készit]jik, hogy a
pGB/IL-327-bd1 szdarmazod IL-3 kédolo BamHI-BglII fragmentumot
bevezetjik a pGB/IL-329 egyetlen BglII helyére, majd ezutdn
bevissziik a BamHI-gyel hasitott BPV-1 genomot ezen expresszids

vektor egyetlen BamHI helyére.

A pGB/IL-330-at Cl127 sejtekbe épitjik be, és igy olyan
stabil sejtvonalakat kapunk, amelyek magas szinten termelik az
IL-3-at. Igaz, hogy a kifejez0dés 2-4-szer alacsonyabb, mint
a pGB/IL-327 szerkezettel, de a pGB/IL-330 a mRNS-t egy rend-

kiviil roévid, 12 nukleotidb8l 4116 5’ nem transzlatdlt szakasszal
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hozza létre. Egy nagyobb 5’ nem transzlatdlt szakasz beveze-
tése megkonnyitheti a transzldcidt, mely fokoznad a termelés
szintjét.

A pGB/IL-330-at CHO sejtekbe [R.D.Wood, J.H.Burki, Mutat.

Res., 95, 505 (1984)] is bevezettiik, a fent leirt ko-transz-

!
fekcidés médszer alkalmazdsdval. A G418-rezisztens telepeket
kisz(rtiik, és hIL-3 termelésre teszteltiik. A pozitiv kldnok
egyedi sejtjeinek kldnozdsdval stabil sejtvonalakhoz jutottunk.
Vdratlanul a legjobban termeld sejtvonalak ugyanolyan termelé-
kenyek voltak, mint a legjobb CHO-pGB/IL-328 sejtvonalak, s ez
azt mutatta, hogy egyrészt a mRNS rovid 5’ nem transzlatdlt

szakaszdnak nincs hatdsa a hIL-3 termelésre, mdsrészt, hogy a

CMV enhancer/promoter sokkal hatékonyabb a CHO sejtekben.

Az eldallitott sejtvonalak kondiciondlt tdpoldatédban
a jelenlévd IL-3 nagy aktivitdst mutatott a WO 88/04691 szamu
nemzetkdzi szabadalmi leirdsban ismertetett bioldgiai vizsga-

latokban.

3. pelda

Humdn IL-3 kifejez6dése humdn sejtekben, mddositott BPV ge-

nomot tartalmazd vektor haszndlatdval.

A BPV genom 3 proteint kdédol az E2 nyilt leolvasdsi ke-
ret szekvencidival, ezek neve a kovetkezd: E2-ta, E2-tr, illet-
ve EB/E2 [Lambert €s munkatdrsai, Ann.Rev.Genet., Zz, 235-258

(1988)] . A 3091-3093 pozicidban 1évé ATG kodont ki lehet
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cserélni vagy egy GCG (Ala) vagy egy ACG (Thr) kodonra, igy
egyrészt meggdtoljuk az E2-tr protein transzldcidjanak meg-

162 162

-t Ala

induldsat, méasrészt az E2-ta szekvencidban a Met vel

162_ 01 helyettesitjiik. A pGB/IL-328-ban és a

vagy Thr
pGB/IL-330-ban 1évd BPV genomot kicserélhetjik a mutans E2-tr
BPV genomokkal. A pGB/IL-328 megfeleldinek jeldlése pGB/IL-331
(Ala) és pGB/IL-332 (Thr). A pGB/IL-330 megfeleldinek Jele
pGB/IL-333 (Ala) és pGB/IL-334 (Thr). Az G expresszids vek-
torokat a mdr leirt médon bevezetjik C127 és CHO sejtekbe. A
hIL-3 termelés szintjének lényeges novekedését vartuk mindkét

sejt tipusban, a C127-pGB/IL-328, CHO-pGB/IL-328, illetve a

C127-pGB/IL-330, CHO-pGB/IL-330 kombindcidktol.

Az elBdllitott sejtvonalak kondiciondlt tdpoldatdban
1év6 IL-3 erds aktivitdst mutat a WO 88/04691 szdmi nemzetkozi

szabadalmi leirdsban ismertetett vizsgdlatokban.

4.példa

Baktériumok &ltal kifejezett humdn IL-3 tisztitdsa.

a/ Bacillus licheniformis

Annak érdekében, hogy Bacillus licheniformis T9 (WO
88/04691) transzformdlt sejtekbdl nagymértékben tisztitott
és homogén hIL-3-at 4llitsunk eld, az aldbbi eljdrast alkal-
maztuk. A transzformdlt sejtek pGB/IL-322 plazmidot tartalmaz-
tak, 4mbdr pGB/IL-341-et ugyancsak haszndltunk ebben az elja-

rasban.
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A B.licheniformis T9 sejtmentes tdpoldatdt 1 mdél ammd-
nium-szulfdt koncentracidra 4l1itjuk be, és pH-3j&t ndtrium-
-hidroxid-oldattal 7,0-re 4llitjuk be. Az oldatot Fractogel
TSK-butil 650C oszlopra vissziik, amelyet el6z6leg 10 mmdlos
trisz.HC1 pufferrel készitett 1 mélos ammdnium-szulfdttal ki-
egyensllyoztunk. Protedz inhibitorként 1 mM fenil-metil-szul-

fonil-fluoridot (PMSF) haszndlunk.

Mig a proteinek nagy része az dtfolyt frakcidkba keril,
a hiIL-3-at az oszlop adszorbedlja. Az oszlopot ugyanezen puf-
ferrel alaposan kimossuk, majd a hIL-3-at 10 mmdélos trisz.HCl
pufferrel (pH = 7,0) készitett 1-»0 mélos amménium-szulfat
grddienssel eludljuk. A hIL-3-ban feldidsult frakciokat ammoni-
um-szulfédtos kicsapdssal - 70 % telités mellett - koncentral-
juk. A kapott csapadékot sdtalanitjuk 0,7 mS vagy ennél alacso-
nyabb vezetdképességig, majd egy ugyanezen pufferrel (trisz.
HC1l; pH = 7,8) kiegyensilyozott Fractogel TSK-DEAE 650M osz-
lopon engedjik 4t. A hIL-3 aktivitdst az dtfolyt frakcidk tar-
talmazz4ak, a szennyezd proteinek nagy részét az oszlop meg-
kéti. A hIL-3-ban dds dtfolyt frakcidkat koncentrdljuk (vagy
egy kis Fractogel TSK-butil 650C oszlopon vald adszorpcid es
elvdlasztds révén - mint leirtuk - vagy ammdénium-szulfdtos ki-
csapdssal), és homogenitdsig tisztitjuk gélsziréssel, Biogel A
(0,5 mél; 100-200 mesh) és 20 mmdélos trisz.CHl-ben (pH = 7,0)
oldott 200 mM nétrium-klorid, mint futtatdé puffer haszndlata-
val (a Sephacryl S100 HR szintén hatékony matrixnak bizonyult

a hIL-3 gélsziiréséhez). Ezen hdrom lépéses tisztitdsi eljdaras
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- 1/ hidrofdb kdlcsonhatds, 2/ anioncseréld kromatogrédfia és
3/ gélszlirés - olyan hIL-3 készitményt eredményez, amely men-
tes a nem hIL-3 tipusd proteinektdl (ezistfestéssel elBhivott
SDS-PAGE és anti-hIL-3 antitestekkel végzett immunoblotting

médszerrel meghatdrozva).

Ha hIL-3 lebomldsi termékek lennének jelen a B.licheni-
formis T9 révén kapott kiinduldsi anyagban, ezeknek a proteo-
litikus degraddcids termékeknek a szelektiv eltdvolitédsat a
szamunkra fontos frakcidbdél az aldbbi tisztitdsi eljdréssal

végezzik el:

1. A tisztitdsi eljdrds elst lépéseébbl szarmazé hIL-3-ban
gazdag frakcidét a fent leirt mddon koncentrdljuk, pH-jat 7,8-ra
d4l11itjuk be, és vezetoképességét 0,7 mS-re visszik le. A hIL-3-
at ezutdn azonos pH-Jui és vezetbképességl trisz pufferrel ki-
egyenstlyozott Q-Sephadex Fast Flow (50x5 cm) oszlopra visszik
fel (4tfolydsi sebesség: korilbeliil 600 ml/éra). Ebben a tisz-
titdsi lépésben a felvitt hIL-3 tartalmi koncentrdlt oldat
térfogata a teljes oszlop térfogatnak éppen 6-8 %-4t teszi ki.
Minden hIL-3 aktiv formdt az atfolyt folyadék tartalmaz. A
hIL-3 f6 formdjadt anti-humédn IL-3 antitestek segitségével va-
lasztjuk el az egyéb hIL-3-szerl kisebb proteinektdl, amelyek
szintén pozitivitdst mutattak western blotting vizsgdlatban.

Ha még mindig vannak szennyezd hIL-3 degraddcidés termékek a
szdmunkra fontos cslidcs frakcidban, megismétel jik ezt az izolda-
ldsi eljdrdst. A hIL-3 f6 formdja elsdo 30 aminosavanak amino-
termindlis szekvencia analizise kimutatta, hogy ez a szekven-

cia azonos az érett protein szekvencidjdval.
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2. A hidroxil-apatit kromatogrdfia hatdsos eszkdznek
bizonyult szdmos B.licheniformis T9 hIL-3 degraddcidés termék
elvdlasztdsdra. A hIL-3-at Biogel hidroxil-apatit oszlopra
vissziik fel 10 mM ndtrium-dihidrogén-foszfat, 0,01 mM kalcium-
~klorid és 0,02 % ndtrium-azid tartalmd oldatban (pH = 6,8),
és az oszloprdl ugyanezen oldattal készitett 10350 mM ndt-
rium-dihidrogén-foszfdt grddienssel eludljuk. Ez a mddszer

mind analitikai mind preparativ méretben hatékonynak bizonyult.

3. A B.licheniformis T9 eredetd hIL-3 degradécids ter-
mékeket pBE94 poli-puffer cseréld kromatofdkuszdlds segitségé-
vel is el lehet vdlasztani pH grddiens alkalmazdsdval. Az osz-
loprdl kiilonbozo6 hIL-3 degradédcids termékek oldédnak le pH

6,5 és pH 8,5 kozott.

Egy hasonld izoldlédsi eljardsban, amely a B. lichenifor-
mis T9 eredetd hIL-3 oktil-Sepharose-on vald hidroféb kolcson-
hatdsdn alapul Fractogel TSK-butil helyett, a hIL-3-at 0 %
(térf./térf.) —P» 100 % (térf./térf.) etilénglikol gréadiens
alkalmazdsdval oldjuk le, s ez azt mutatja, hogy ez a matrix

er6sebb kotd tulajdonsdgokkal rendelkezik.

A fent leirt izoldlasi eljdrdsokkal kapott mindegyik
hIL-3 készitmény pozitiv volt a WO 88/04691 szerinti ALM-vizs-

gdlatban.
b/ E.coli.

A lacZ/hIL-3 fuziés termék — amely Escherichia coliban

(pGB/IL-302) intracelluldrisan fejez6dik ki, és a zdrvédnytestek
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t4droljdk — izoldldsa céljdbdl a sejteket 1 % (térf./térf.)
oktanolt, 1 % (térf./térf.) Tx100-at, 0,1 % (tomeg/térf.)
EDTA-t és 0,025 % (tomeg/térf.) lizozimet tartalmazé trisz
pufferben (pH = 8,0) 1iz&ljuk. Proteindz inhibitorként 1 mM

PMSF-et (fenil-metdnszulfonil-fluorid) alkalmazunk.

DNdz-zal és Mgz+—mal vald kiilon inkubdlds utdn a nyers
zdrvdnytesteket lecentrifugdljuk (10 perc; 4.000 g) és a fent
emlitett trisz pufferrel mossuk. Kiilon centrifugdlds (30 perc;
10.000 g) utdn a zédrvanyokbdl szdrmazd proteint trisz puffer-
ben oldott 8 mélos karbamidban szolubilizdljuk redukdlé koril-
mények kozott [ﬁmM DTT (ditiotreitol)]. A végs6 centrifugédlds
(30 perc; 27.000 g) utédn kapott feliiluszé tartalmazza a zar-
vdnytestekben eredetileg jelenlevé hIL-3 nagy részét. E hIL-3
oldat pH-3jdt 5,0-re 4l1itjuk be, és felvisszik 8 M karbamid,

5 mM DTT (pH = 5,0) tartalmd pufferrel kiegyensilyozott Frac-
togel TSK-CM 650M oszlopra. Az oszloprél a hIL-3-at ugyanezen
pufferrel készitett 0—>»300 mM ndtrium-klorid linedris gradien-
sével oldjuk ki. Az Escherichia coli eredetd renaturdlt, karba-
midban szolubiliz4lt és ioncseréld kromatogrdfidval részlege-

sen tisztitott IL-3 pozitiv volt egy AML-vizsgdlatban.

A fenti tisztitdsi eljdrds igen hatékonynak mutatkozott
méds foemlbsokbdl szdrmazdé interleukin-3 izoldldsdra. A Rhesus
IL-3-at eredményesen fejezi ki, és szekretdlja a Bacillus li-
cheniformis. A Bacillus licheniformis sejtmentes szlrletét
TSK butil oszlopra vissziik fel az eldbbiekben leirt médon. A

Rhesus IL-3-at 1=—20 M amménium-szulfdt grddienssel oldjuk le
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az oszloprdl. Az IL-3 tartalmi frakcidkat koncentrdljuk, és
DEAE Sepharose Fast Flow oszlopon kromatografdaljuk ldgy,ahogyan
ezt a humdn IL-3-ndl a Q-Sepharose Fast Flow kromatogrédfidra
leirtuk. A Rhesus IL-3 meg nem kotott frakcidjat osszegyljt-
jik, és tisztasdgdt poliakrilamid gél elektroforézissel és

western blotting segitségével teszteljik.

5. példa

Elesztdkben kifejezBdott humdn IL-3 tisztitdsa.

A pGB/IL-316 plazmidot (WO 88/04691) tartalmazd transz-
formdlt Kluyveromyces lactis sejtek tenyészetét lecentrifugdl-
juk, a hIL-3 tartalmd felliluszdt megsz(rjik a visszamaradt
sejtek eltdvolitdsdra, majd amménium-szulfdtot adunk hozza
1 mélos koncentrdcidig és pH-Jjat 7,0-re 4llitjuk be. (Proteédz
inhibitorként 1 mM PMSF szolgdl). Az oldatot foszfat pufferrel
(pH=7,0) készitett 1 molos ammdénium-szulfdttal egyensilyba
hozott oktil-Sepharose oszlopra visszik. Mig a proteinek nagy
részét az dtfolyt folyadék tartalmazza, a hIL-3-at az oszlop
adszorbedl ja. Ugyanezen pufferrel mosds kovetkezik, majd a
hIL-3 részben leoldédik az oszloprdl foszfdt pufferrel készi-
tett (pH = 7,0) 1=—>0 mdélos amménium-szulfdt gradiens alkal-

mazdasaval.

A hIL-3 f6 részét, amely még az oszlopra adszorbedlva
maradt, 0 % (térf./térf.) - 100 % (térf./térf.) etilénglikol

grddiens alkalmazdsdval oldjuk le. A hIL-3 oktil-Sepharose-on
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(vagy Fractogel TSK-butil 650C oszlopon) valé hidroféb kol-
csnhatdsédt alkalmazé technika igen hatékony elsd izoldlasi
eljdrdsnak bizonyult. Az ezt kiovetd ioncser€él6 kromatogréfia
és gélsziirés Kluyveromyces lactis eredetl homogén hIL-3 keé-

szitményt eredményez.

Egy basonld el jardsban pGB/IL-316-ot tartalmazé Saccha-
romyces cerevisiae transzformdlt sejtek tenyészlevét haszndl-
va, a hIL-3-at szintén oktil-Sepharose-rél eludltuk 0O %
(térf./térf.)—>100 % (térf./térf.) etilénglikol grddiens al-

kalmazasdval.

Egy alternativ eljdrdsban a Kluyveromyces lactis te-
nyészet sejtmentes tdpoldatbdél a hIL-3 izoldldsa ammdénium-szul-
fédtos kicsapdssal (75 %-os telités mellett) kezdGdik, és ezzel
a mddszerrel az eredetileg meglévd protein Osszmennyiségének
csak kis részét képezd hIL-3 legnagyobb része kicsapddik. Az
sszegyljtott csapadékot foszfdt-pufferban reszuszpenddl juk,
és e pufferrel semben dializdljuk. A hIL-3-at tartalmazd oldat
pH-3j4t 5,0-re d411itjuk be ndtrium-hidroxid-oldat adagolasdval,
és felvissziik ugyanezen pufferrel egyensidlyba hozott Fractogel
TSK-CM kationcseréld oszlopra. Mig a hIL-3 az oszlopon adszorbed-
16dik, a szennyez6 proteinek nagy részét az 4tfolyt frakcidk
tartalmazzdk. Az oszloprdl a humédn IL-3 kiolddsdat ugyanezen
pufferrel készitett 0 mM—=> 300 mM nadtrium-klorid gréadiens se-

gitségével végezziik.
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E két 1épésbdl 4116 eljdréssal kapott frakciondlt hIL-3
kozel homogén volt. A glikozildcidé természetéb6l addddan, ha
a Kluyveromyces lactist haszndljuk expresszids rendszerként,
a homogenitdsig tisztitott hIL-3 a protein kiilonb6z8 molekula-
tomegld formdibdél tevddik Ossze. A fent emlitett élesztd
expressziés rendszerekbdl elddllitott hIL-3 készitmény pozitiv

volt AML-vizsgédlatban.

6. példa

Eml6s sejtekben kifejez6dott humdn IL-3 tisztitdsa.

Emlés sejt tenyészetbdl kapott hIL-3-at a tdpoldatbdl
tisztitjuk ugyanolyan mdédszerekkel, mint amelyeket a B.liche-
niformisban kifejez2dott hIL-3-ndl leirtunk (4.példa). A
pGB/IL-328 plazmidot tartalmazd transzformdlt Cl1l27 sejtek hasz-
ndlatdval el6dllitott tdpoldatot 1 mélos amménium-szulfdt kon-
centracidra 4llitjuk be, a pH-t ndtrium-hidroxid-ocldat adago-
ldsdval 7,0-re 411itjuk be, majd felvisszik Fractogel TSK-butil
650C oszlopra (proteindz inhibitorként 1 mM PMSF-et haszndlunk).
A hIL-3-ra feldisitott frakcidkat (az oszlopra felvitt Osszes
protein mintegy 10 %-a) 10 mmdlos trisz.HCl pufferrel (pH=7,0)
készitett 1=>»0 M amménium-szulfdt grddienssel oldjuk le. A
frakcidkat amménium-szulfdtos kicsapdssal koncentrdljuk, 60 %
telitéssel. A protein csapadékot feloldjuk, és vizzel szemben
dializdljuk. Ezutdn 20 mM trisz.CHl1-t (pH = 7,8) adunk hozz3

1,4 mS vagy ennél kisebb vezetdképesség eléréséig. A hIL-3
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készitményt ezutdn Fractogel TSK-DEAE 650M oszlopra vissziik.
Az dtfolyt frakcidk részben szintén tartalmaztak hIL-3-at.
A kiolddst 0~-»200 mM ndtrium-klorid gréddienssel végezziik.
A szennyezd proteinek nagy részét az oszlop megktti. Ezek a

hIL-3 frakcidk utdn oldddnak le.

Fenti kétlépéses eljdrdsnak ammdnium-szulfdtos kicsa-
passal valdé kombindcidja szintén koncentrdlt hIL-3 készitményt
eredmenyezett, amelyben a kiinduldsi anyagban eredetileg je-
lenlevl protein osszmennyiségének 1 %-a volt jelen. A készit-

mény AML-vizsgdlatban (WO B88/04691) pozitiv volt.

7. példa

Bacillus licheniformis T9-b81 (pGB/IL-322) kapott hIL-3

nagybani tisztitédsa.

B. licheniformis 79-b61 (pGB/IL-322) a hIL-3 tiszti-
tdsdt négy 1épésbdl 4116 nagybani tisztitdsi séma szerint vé-

gezzik.

Elst lépés: hidrofdb kdlcsidnhatds kromatografia.

A Bacillus licheniformis T9 (WO 88/04691) 6 fermentdcids
menetébdl szarmazd sejtmentes felillszdt, melynek Ssszmennyi-
sége 48 liter volt, 1 mélos amménium-szulfdt koncentrédcidra
(pH = 7,0) 411itjuk be. A humédn IL-3-at trisz pufferrel (pH=7,0)
készitett 1 mdélos amménium-szulfdttal egyensilyba hozott Frac-
togel TSK-butil 650C oszlopra (dxh = 25x8 cm) visszik fel

(g = 8 liter/éra). Az oszlopot alaposan kimossuk ugyanezen
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pufferrel. A hIL-3-at 10 mmélos trisz pufferrel készitett
1,0~0,1 M amménium-szulfdt linedris gréddienssel eludljuk

(2. 4dbra). A hIL-3-ban feldidsult frakcidkat ezutdn ammdnium-
-szulfdtos kicsapdssal — 60 %-o0s telités mellett—koncentrdl-
juk, majd a csapadékot dializissel (Spektra/Por, kizdrdsi mo-
lekulatomeg hatédr: 3.500 D) — Milli Q vizzel szemben — sdtala-

nitjuk 0,70 mS vagy ennél kisebb vezetOképesség eléréseéig.

Mdsodik 1épés: anioncseréld kromatogrédfia (el6szor).

A hIL-3-ra feldisitott oldatot pH = 7,8-ra 411itjuk be
szildrd trisz adagoldsdval és 0,70 mS-re vagy ennél kisebb
vezetbBképességre. Az oldatot ezutdn Q-Sepharose Fast Flow
oszlopra (dxh = 10x11 cm; g = 3 1/6ra) visszik, melyet eldz6-
leg trisz pufferrel (pH = 7,8) hoztunk egyensilyba, és 0,70
mS-nél kisebb vezetdképességre dllitottuk be. A hIL-3 az 4t-
folyt frakcidkban gy(lik ©ssze, mig a szennyez0 proteinek
nagy részét az oszlop megkdti (3. dbra). A hIL-3-at ultraszi-

réssel (Amicon, ym5 sz@r6) 25-30 mg/ml-re koncentrdljuk.

Harmadik 1épés: anioncseréld kromatogréfia (mdsodszor).

Az el6z8 lépésben kapott 60 ml, 1,5-1,8 g hIL-3 tartal-
mi oldatot Q-sepharose Fast Flow oszlopra (dxh = 5x90 cm);
g = 0,3 1/éra) vissziik. Az dtfolyt frakcidkban szdmos hIL-3
aktivitdsd csidcsot észleltiink. (4. dbra). A lényeges hIL-3
protein frakcidét a hIL-3 degraddcids termékektdl elvdlasztjuk.

A hIL-3 koncentrdldsat a fent leirtak szerint végezzik.
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Negyedik 1épés: gélszlréses kromatogrédfia.

Korilbelil 0,9 g hiL-3-at (a fenti lépésekbdl kaptuk)
10 mM ndtrium-dihidrogén-foszfdtot tartalmazd 140 mmélés NaCl
oldattal (pH = 7,0) kiegyensdlyozott Sephacryl S100 HR osz-
lopra (dxh = 5 x 90 cm; g = 0,15 1/6ra visszik fel. A hIL-3
egyetlen cslcsban gyllik ossze, amelyet kGzvetlenil a hIL-3
eldtt leoldddd kismennyiségl aggregdlédott hIL-3-t61 elvdlasz-

tunk (5. 4bra).

Ezzel a tisztitdsi eljdrdssal olyan hIL-3 d11ithatd eld,
amely észlelhetd mennyiségl szennyez6 proteineket és nuklein-
savakat nem tartalmaz. A hIL-3 tartalmd oldatot sdtalanitjuk,
majd ezutdn ultrasziréssel koncentrdljuk a megfeleld koncent-

rdcio eléréséig.

8.példa

A rekombindns interleukin-3 vizsgdlata

a/ A tisztitott IL-3 plazma deszorpcidés tomegspektrometrids

vizsgdlata.

A pGB/IL-341 eredetd és a 4. példa szerint tisztitott
rekombindns hIlL-3-at peptid térképezéssel és tomeg spektro-

metridval vizsgdltuk.

A hIL-3-at proteolitikusan bontottuk kiilonbdz6 speci-
fikus protedzokkal, majd a kapott peptideket reverz fédzisd
HPLC-vel, Cl8 oszlopon vdlasztottuk el. A hIL-3 peptideket

plazma deszorpcids tomegspektrometridval analizdltuk. A kapott
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hIL-3 peptidek molekulatomegét szekvencidik és az ismert

enzim specificitdsok alapj}dn mind igazoltuk. Ezzel a mdédszer-
rel a tisztitott protein primer szekvencidjdrdl kapott infor-
médcié azonos volt a nativ proteinéval (129 csoport a pGB/IL-341
esetén). Azt a kdvetkeztetést vontuk le a C-termindlis peptid
analizise alapjan, hogy a leirt tisztitdsi eljdrdssal olyan
terméket kapunk, amely rekombindns IL-3-at tartalmaz 98%-ndl

nagyobb tisztasdggal.

b/ A hIL-3 in vivo hatdsa csimpdnzokon.

A B.licheniformis sejtek d4l1tal termelt rekombindns hIL-3-
at a 4. példdban leirt eljdrds szerint tisztitottuk. Ezutdn az
IL-3 oldatot pirogénmentes vizzel higitottuk a kivdnt végsd
koncentrdcidig. Csimpdnzokat oltottunk szubkutdn ezzel az ol-
dattal. Hét napon 4t naponta adott 30 /ug/kg IL-3 a trombocita-
szam novekedését idézte eld, és leukocitdzisra vald hajlamot
indukdalt (6. dbra). Az IL-3 hatdsdnak — egyediili szerként ad-
va — ezen meglepd, nem vart eredménye az IL-3 klinikai alkal-

mazdsdnak Jjavallatdt jelentheti trombocitopénia esetében.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljdrds fdemlds IL-3 aktivitdsi rekombindns protein
tisztitdsdra, azzal jellemezve, hogy a kivetkezd
lépésekb6l 411: hidrofdb kdlcsonhatds kromatogrdfia és ion-

cseréld kromatografia.

2. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy a kOvetkez6 1épésekbdl 4ll: hidrofil kdlcsdnhatds kro-
matogrdfia, ioncseréld kromatogrdfia és gélszlirés, a megadott

sorrendben.

3. Az 1. és 2. igénypont szerinti eljdrds, azzal jelle-

mezve, hogy a rekombindns protein huméan IL-3.

4. Eljdrds aminosav lanchosszlsdg szempontjdbdl kiilonbozd
IL-3 molekuldk elvdlasztdsdra, azzal jellemezve, hogy anion-

cseréld kromatogrdfids lépést tartalmaz.

5. El1jdrds aminosav lédnchosszlisdg szempontjdbdl kiildnbozd
IL-3 molekuldk — N-termindlis és/vagy C-termindlis végik 1-10
aminosavban kulonbdzik — elvdlasztdsdra, azzal jellemezve,

hogy anioncseréld kromatogrdfids 1lépést tartalmaz.

6. Eljards IL-3 aktivitdsu lénfegében tiszta protein eld-
dllitdsdra, azzal jellemezve, hogy a szdbanforgé protein
98 %-ndl nagyobb tisztasdgli a C-termindlis peptid térképezés

és tomeg spektrometria kombindciéjdval meghatdrozva.

7. Eljdrds IL-3 aktivitdsd lényegében tiszta protein el6-

dllitdsdra nyers protein termékb6l, azzal jellemezve, hogy az
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emlitett nyers proteint olyan rekombindns sejt dllitja elod,
amely IL-3-nak megfeleld DNS szekvencidt fejez ki, tovébbsg,
hogy az eljdrds a kovetkezd leépeésekb6l 411:

a) elvégezziik az emlitett protein termék hidrofdg kol-
csonhatds kromatografdldsdt és osszegyljtjik az IL-3 aktivi-

tdsi protein tartalmi frakcidkat;

b) elvégezzik az a/ 1épés frakcidinak ioncseréld kro-

matografdldsdat és

c) elvégezzik — tetszés szerint — a b/ lépésben kapott

portein gélszliréses kromatografdldsat.

8. A 7. igénypont szerinti eljdrés, azzal jellemezve, hogy
az emlitett rekombindns sejt IL-3-nak megfeleld DNS szekvencidat

tartalmazdé bacillus vagy €élesztd vagy emlds sejt.

9. A B. igénypont szerinti eljdrds azzal Jellemezve, hogy
a/ az emlitett bacillus sejt vagy pGB/IL-322 tartalmdi
B.licheniformis T9 vagy pGB/IL-326 tartalmd B.licheniformis T9

vagy pGB/IL-341 tartalmd B.licheniformis T9 sejt,

b/ az emlitett éleszt6 sejt vagy pGB/IL-316 tartalmd

K.lactis vagy pGB/IL-316 tartalmi S. cerevisiae sejt,

c/ az emlitett emlds sejt vagy pGB/IL-328 tartalmd
Cl27 sejt vagy pGB/IL-328 tartalmd CHO sejt vagy pGB/IL-328
tartalmd FR3T3 sejt vagy pGB/IL-330 tartalmd C127 sejt vagy

pGB/IL-330 tartalmi CHO sejt.

10. Eljdrds IL-3 aktivitdsd lényegeében tiszta protein eld-
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dllitdsdra nyers protein termékb6l azzal jellemezve, hogy
az emlitett nyers protein IL-3-at meghatdrozé DNS szekvencidt
kifejezd rekombindns sejtbél szdrmazik, s hogy az eljdrds a

kovetkezd lépéseket tartalmazza:
a/ az emlitett proteint ammdénium-szulfdttal csapjuk ki,

b/ az emlitett proteint tartalmazé csapadékot reszusz-
penddl juk, elvégezzik az emlitett reszuszpenddlt csapadék ion-
cseréld kromatografdldsdt, amely egy lényegében tiszta IL-3

f

aktivitdsd proteint eredményez és

c/ elvégezzik — tetszés szerint — a b/ lépésben kapott

protein termék gélsziliréses kromatografdldsat.

11. A 10. igénypont szerinti el jdrds, azzal jellemezve, hogy
az emlitett rekombindns sejt IL-3-nak megfeleld DNS szekven-

cidt tartalmazdé Bacillus, élesztd vagy emlds sejt.

12. A 11. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve, hogy
a/ az emlitett Bacilus sejt pGB/IL-322 tartalmd B.liche-
niformis T9 vagy pGB/IL-326 tartalmd B.licheniformis T9 vagy

pGB/IL-341 tartalmd B.licheniformis T9 sejt,

b/ Az emlitett élesztd sejt pGB/IL-316 tartalmd K.lac-
tis vagy pGB/IL-316 tartalmi S.cerevisiae sejt,

c/ az emlitett emlds sejt pGB/IL-328 tartalmd C127 sejt
vagy pGB/IL-328 tartalmi CHO sejt vagy pGB/IL-328 tartalmi
FR3T3 sejt vagy pGB/IL-330 tartalmd Cl127 sejt vagy pGB/IL-330

tartalma CHO sejt.
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13. El1jdrds IL-3 aktivitdsd lényegében tiszta protein eld-

4llitdsdra, azzal jellemezve, hogy az emlitett proteint
IL-3-nak megfeleld DNS szekvencidt kifejez0 rekombindns sej-
tekbdl kapott lizatumbdl 4l1itjuk eld udgy, hoy az emlitett

lizdtumot ioncseréld kromatografdldsnak vetjiik ala.

14. A 13. igénypont szerinti eljdrds,azzal jellemezve, hogy

a rekombindns sejt E.coli sejt, eldnydsen pGB/IL-302 tartalmd

" E.coli sejt.

15. HIL-3 kifejezésére alkalmas vektor, azzal jellemezve,
hogy a pGB/IL-321 — pGB/IL-330, a pGB/IL-331 — pGB/IL-334 és
a pGB/IL-337, pGB/IL-340, pGB/IL-340/1455 és a pGB/IL-341 vek-

torokbdl 4116 csoporthdl vdlasztjuk ki.

16. BPV-1 genomot vagy ennek 69 %-os szubgenomidlis frag-
mentumdt (BamHI-HindIII) tartalmazd expresszids vektor, azzal
jellemezve, hogy a BPV genomban a 3091-3093 pozicidban 1évd
ATC kodont non-stop kodonna, elényodsen GCG vagy ACG kodonni

mutagenizéal juk.

17. A tisztitott hIL-3 terdpidsan hatdsos mennyiségének a
felhaszndldsa, azzal jellemezve, hogy egy gydégyszereészetileg
elfogadott vivbGanyaggal elegyitve olyan gydgyszerkészitmény
el6dllitdsdara haszndljuk, amely emberben a trombocita szinten
noveli.

A meghatalmazott:
r~
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PELDANY 52.792/BE
6/1

10 20 30 4o 50 60
ATATCGGCGCTTTTCTTTTCGAACAAAATATAGGGAAAATGGTACTTCTTAAAAATTCGG
70 80 Q0 100 110 - 120
AATATTTATACAATATCATATGTTTCACATTGAAAGGGGAGGAGAATCATGAAACAACAA
MetLysGlnGln

130 140 150 160 170 180

AAACGGCTTTACGCCCGATTGCTGACGCTGTTATTTGCGCTCATCTTCTTGCTGCCTCAT
LysArgleuTyrAlaArgleulLeuThrLeuLeuPheAlaleullePhelLeuleuProHis

180 200 210 220 230 240
TCTGCAGCAGCCGCCGGCTCCCATGACCCAGACAACGCCCTTGAAGACAAGCTCGGTTAAC
SerAlaAlaAlaAliélaProMetThrGlnThrThrProLeuLysThrSerTrpValAsn

250 260 270 280 290 300
TGCTCTAACATGATCGATGAAATTATAACACACTTAAAGCAGCCACCTTTGCCTTTGCTG
CysSeraAsnMetIleAspGlullelleThrHisLeulysGlnProProLeuProLeuleu

310 320 330 340 350 360
GACTTCAACAACCTCAATGGGGAAGACCAAGACATTCTGATGGAAAATAACCTTCGAAGG
AspPheAsnAsnLeuAsnGlyGluAspGlnAsplleLeuMetGluAsnAsnleuiArgArg

370 380 390 4oo 410 420
CCAAACCTGCAGGCATTCAACAGGGCTGTCAAGAGTTTACAGAACGCATCAGCAATTGAG
ProAsnlLeuGluAlaPheAsnArgAlaVallysSarLeuGlnAsnAlaSerAlalleGlu

430 LLo 450 460 470 . 480
AGCATTCTTAAAAATCTCCTGCCATGTCTGCCCCTGGCCACGGCCGCACCCACGCGACAT
SerIleLeulysAsnLeuleuProCysLeuProleuAlaThrAlaAlaProThrArgHis

490 500 510 520 530 540
CCAATCCATATCAAGGACGGTGACTGCGAATGAATTCCGGAGGAAACTCGACGTTCTATCTG
ProlleHisIleLysAspGlyAspTrpAsnGluPheArgArgLlysLeuThrPheTyrLleu

550 560 570 580 580 600
AAAACCCTTGACAATGCGCACGCTCAACACACGACTTTGAGCCTCGCCATCTTTTGAGTC
LysThrLeuGlu4snAlaGlnAlaGlnGlnThrThrLleuSerLeuAlallePheEnd

610 620 630 640
CAACGTCCAGCTCGTTCTCTGGGCCTTCTCACCACAGAGCCTCGGG

1. &bra
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