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Vektor pro vyrobu IL-4 a muteinii IL-4 ve kmeni Escherichia coli, vektor obsahujici DNA
sekvenci, Escherichia coli transformovana jednim nebo vice vektory a pouziti vektoru

Oblast vynilezu

Vynélez se tykd vektoru pro vyrobu IL-4 a muteind IL-4 ve kmeni Escherichia coli, vektoru
obsahujiciho DNA sekvenci znazorn&nou jako Seq. ID. NO. 2 viz déle, Escherichia coli trans-
formovaného jednim nebo vice témito vektory a pouZiti tohoto vektoru v metods ptipravy IL-4
a muteini IL-4. Konkrétné se vynélez tyka konstrukce a pouZiti expresnich plazmidi ve vyrobg
rekombinantniho interleukinu-4 (IL-4) a muteind IL-4.

Dosavadni stav techniky

Zraly lidsky interleukin-4 (IL-4) je sloZen ze 129 aminokyselin a je z 50 % homologni s my$im
IL-4. IL-4 je jediny zndmy cytokin, ktery ¥idi diferenciaci pomocnych T bunék na fenotyp Ty
(Mosmann and Sad. Immunol. Today 17, 138-146, 1996). IL-4 predava signal lymfocytim
a dal3im buikdm pies heterodimericky aggkomplex dvou receptord cytokinu. IL-4Ro a b&zny y-
fetézec (yc). V publikacich podle dosavadniho stavu techniky byly popsany antagonistické mu-
tanty IL-4 (Kruse a kol, EMBO J. 11, 3237 - 3244, 1992). THi aminokyseliny blizko C-konce
(R121, Y124 a S125) jsou dileZité pro vazbu k yc-Fetdzci. Zavedeni Asp (D) do téchto pozic
blokuje dimerizaci receptoru a pfenos signali pfes membranu.

Dvojity mutein interleukinu-4 (IL-4 DM) je varianta IL-4 s dvéma zmé&énami aminokyselin
v pozicich 121 a 124 nazvana IL-4 121RD Y124D. IL-4 DM je schopen blokovat ob& aktivity IL-
4 aIL-13. Na rozdil od viech bodovych mutant z4dné zbytkové agonistické aktivity nebyly pro
tento mutein nikdy nalezeny. M4 se za to, Ze tyto antagonistické vlastnosti IL-4 DM jsou uzi-
teéné pro-1é&bu onemocnéni, kterd zahmuji vyvoj TH2 a/nebo produkei IgE (Ryan. J. Allergy
Clin. Immunol. 99, 1-5, 1997).

Jak bylo popséno v riznych publikacich, k produkci rekombinantniho IL-4 a muteind IL-4
mohou byt vyuZity prokaryotické organismy. Bohuzel, popisované systémy maji fadu nedostatki
(nizka hladina exprese, nizkd stabilita expresniho vektoru), které znemoZiuji produkci IL-4
a muteini IL-4 ve velkém m&fitku nebo jsou ekonomicky nerealizovatelné.

Hlavni kritéria pro i¢inny a bezpe&ny expresni systém jsou:

- vysoky vytéZek produktu;
- regulovatelna stabilni exprese;
- stabilita expresniho vektoru.

Pro tato vySe uvedena kriteria jsou dileZité ndkteré znaky expesniho plazmidu (viz Hannig
a kol., TIBTECH. 16, 54-60, 1998). Jsou to:

- promotor;

- ribosomélni vazebné misto (rbs);
- vyuziti kodonu pfisluiného genu;
- transkripéni terminétor;

- gen pro rezistenci;
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- regulace exprese;
- po¢étek replikace (ori).

Podstata vynilezu

Podstatou vynélezu je vektor pro vyrobu IL-4 a muteinii IL4 ve kmeni Escherichia coli, sesti-
vajici z operativné spojenych elementii ve sméru 5' ke 3": regulovatelného promotoru sestava-
Jiciho z promotoru figa T5 Escherichia coli a dvou lac operatorovych sekvenci, vazebného mista
pro ribosom z bakteriofaga T7g10 Escherichia coli, iniciaéniho transla&niho kodonu, struktur-
niho genu pro IL-4 nebo mutein IL-4 a transkrip&niho terminatoru za strukturnim genem.

Do rozsahu tohoto feseni podle vynélezu rovng? nale?i vektor obsahujici DNA sekvenci zn4zor-
nénou jako Seq. ID. NO. 2, viz dale.

Do rozsahu feSeni podle vynalezu rovnéz naleZi Escherichia coli transformovana jednim nebo
vice vy3e uvedenymi vektory podle vynalezu.

Do rozsahu feseni podle vynalezu rovnéZ nalezi pouZiti tohoto vektoru podle vynalezu v metodé
ptipravy IL-4 a muteini IL-4.

Podle vynilezu byly vytvofeny expresni plazmidy pro IL-4 a muteiny IL-4 s modifikacemi ve
viech pfisluinych elementech pro Gginny a bezpeény expresni systém. Kvalita a vhodnost piis-
luSného expresniho systému byla klasifikovana zejména podle nasledujicich kritérii:

- vyté€zek IL-4 a muteint IL-4;
- stabilita plazmidu; a
- udrZeni induk&ni schopnosti.

Cilem pfedmétného vynalezu bylo proto vytvoreni metody pro konstrukci na pouziti expresniho
plazmidu pro vyrobu rekombinantniho interleukinu-4 (IL-4) a muteind interleukinu-4 ve velkém
mefitku. Navic by mél nové vytvoreny systém hostitele/vektoru byt vhodny pro expresi dal¥ich
proteini (cytokind, ristovych faktort, rozpustnych receptori, protilatek atd.). Podle pfedmétné-
ho vynalezu bylo prekvapivé zjidténo, Ze bakterie transformované plazmidem podle tohoto vyna-
lezu poskytuji mnohondsobné& v&tsi rychlosti exprese a stabilitu plazmidu a exprese nez bylo
pozorovano po transformaci stejného hostitele jinymi znamymi plazmidy z dosavadniho stavu
techniky. Proto je pouZiti plazmidd podle tohoto vynalezu mnohem vyhodnéj§i pro produkci
rekombinantniho interleukinu-4 a muteini interleukinu-4 ve srovnani se viemi dfive zndmymi
plazmidy.

Nove vyvinuty vektorovy systém obsahuje nasledujici prvky:

TS5 promotor

Promotor bakteriofaga T5 E. coli spoletng se dvéma lac operdtorovymi sekvencemi je odvozen
z plazmidu poE30 (Oiagen), néleZictho do skupiny plazmidéi pDS (Bujard akol., Methods
Enzymol. 155, 416-433, 1987 a Stiber a kol., Immunological Methods, I. Lefkowits and B.
Pernis, eds., Academic Press, Inc. Vol. IV, 12]-152, 1990).

T7 g10 ribosomalni vazebné misto

Vazebné misto ribosomu (rbs) je odvozeno z oblasti pfed genem 10 bakteriofaga T7 (T7g10
vedouci sekvence). Gen 10 figa T7 kéduje plaSoovy protein, ktery je hlavnim proteinem

-2.
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exprimovanym po infekci faigem T7. T7 gl0 rbs byl ziskén z vektoru pET-9a (Studier a ko,
Methods Enzymol. 185, 60-89, 1990). T7 gl0 vedouci sekvence zahrnuje oblast okolo 100 bp
(Olins et al., Gene 227-235, 1988). Ve finalnim expresnim konstruktu je oblast pred Xbal mis-
tem odstranéna. T7 g10 vedouci sekvence nyni tedy zahrnuje 42 bp a obsahuje z4ménu jedné
baze z G na A v pozici 3638 v tomto zde popisovaném plazmidu.

Vyuziti kodonii pfirozené sekvence IL-4

JakoZto G€inné méfitko vyuzZiti synonymnich kodonii pfirozené sekvence miize byt index adap-
tace kodonu (codon adaptation index (CAI) pouZit pro ptedpovézeni hladiny exprese daného
genu (Sharp a kol., Nucleic Acids Res. 15, 1281-1295, 1987 and Apeler a kol., Eur. J. Biochem.
247, 890-895, 1997). CAl je potitdn jako geometricky stted hodnot relativniho vyuziti kodond
(RSCU) odpovidajicich kazdému z kodonti pouZitych v genu, d8leno maximalnim moznym CAI
pro gen pro stejné aminokyselinové slozeni. RSCU hodnoty jsou pro kazdy kodon potitany z vel-
mi vysoce exprimovanych geni ur&itého organismu, napt. E. coli, a reprezentuji pozorovanou
frekvenci kodonu délenou frekvenci ogekavanou za predpokladu stejného vyuZiti synonymnich
kodonil pro aminokyselinu. Vysoce exprimované geny, napfiklad geny kodujici ribosomalni pro-
teiny, obecné maji vysoké hodnoty CAI > 0, 46. Slab& exprimované geny jako lacl atrpR v E.
coli maji nizké hodnoty CAI < 0,3.

Vypocitana hodnota CAI v E. coli je pro pfirozenou sekvenci IL-4 0, 733. To zZnamena, Ze
pfirozeny gen by mé&l byt vhodny pro vysokou hladinu exprese v E. coli. Nicméné mé synteticky
gen s optimdlnim vyuZitim E. coli kodoni (hodnota CAI = 1) potencial k dal$imu zvyseni hladi-
ny exprese. Proto byly navrzeny a klonovany syntetické geny pro IL-4 a muteiny IL-4.

Transkripéni termindtor

Fragment zT7 DNA obsahujici transkripéni terminator T¢ je odvozen z vektoru ¢ (Studier
akol; Methods-Enzymol. 185, 60-89, 1990). Transkripéni terminatory urdujf mista, kdekomptex
mRNA-RNA polymerasa-DNA disociuje atim konéi transkripce. Pfitomnost transkripéniho
termindtoru na konci vysoce exprimovaného genu ma n&kolik vyhod: minimalizuji nedostupnost
RNA polymerasy, kterd by byla zahrnuta v nadbyte&né transkripci, omezuji délku mRNA na
minimélni potfebnou délku a tim omezuje vydej energie. Vzhledem k tomu, Ze silna transkripce
by mohla interferovat s potatkem replikace, zvy$uje terminétor transkripce stabilitu plazmidu
prostfednictvim udrZeni po&tu kopii (Balbas a Bolivar. Methods Enzymol. 185, 14-37, 1 990).

Gen kédujici rezistenci

Gen kanamycinové rezistence je odvozen z vektoru pET-9a (Studier a kol., Methods Enzymol.
185, 60-89, 1990). Pivodné se jedna o kan gen Tn903 z vektoru pUCAKISS (Barany, Gene 37,
111-123, 1985). Ve zde popisovaném plazmidu je kan gen v opatné orientaci ne geny pro IL-4
amutein IL-4, takZe nedochizi ke zvySeni mnoZstvi produktu kan genu po indukci v diisledku
procteni termindtoru transkripce z TS promotoru. Kanamycin byl vybran jako selek&ni marker
nebo je preferovanym antibiotikem pro GMP-t&ely. Navic jsou vektory zaloZené na rezistenci ke
kanamycinu stabilngjsi ne? plazmidy s ampicilinovou (bla) rezistenci. Selekce na ampicilinu ma
tendenci ke ztratdm nebot tato litka je degradovana sekretovanym enzymem: {-laktamasou.
Zptsob bakterialni rezistence ke kanamycinu zavisi na aminoglykosidové fosfotranferase, ktera
inaktivuje antibiotikum.

Regulace exprese

Kontrolovana genova exprese je absolutné nezbytna pro nastaveni stabilniho plazmidového
systému, obzvlasté, je-li pozadovany protein zhoubny pro hostitelské butiky. Vyhodny plazmid
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podle pfedmétného vynalezu vyuziva indukovatelny systém zaloZeny na lac systému sesta-
vajiciho z genu pro lac represor (lacl) a dvou syntetickych sekvenci lac operatoru predchaze-
Jicich ve flizi promotor bakteriofaga T5 E. coli. Promotor Jacl® a strukturni gen lacl byl izolovan
z vektoru pTrc99A (Amman et al., Gene 69, 301-315, 1988). I* pfedstavuje promotorovou mutaci
vedouci k nadprodukei /acl represoru. Lac represor standardniho typu je tetramerni molekula
sestavajici ze Ctyf identickych podjednotek, kazdi o 360 aminokyselinach. Tetramer lac
represoru je dimerem dvou funkénich dimert. Ctyti podjednotky jsou drZeny pohromadé
svazkem ¢&tyt helixi tvofenych zbytky 340-360. Vzhledem k izolaci Jacl genu z vektoru pTrc99A
pomoci $t€pu Narl byly zbytky za aminokyselinou 331 odstranény a bylo pfidano 10 amino-
kyselin které nejsou normaln& kédovany lacl genem. Je znamo, Ze mutace nebo delece probi-
hajici v C-terminélni &4sti lacl, za aminokyselinou 329, poskytuji funkéni dimery které se jevi
Jako fenotypové podobné standardnimu represoru (Pace a kol., TIS 22, 334-339, 1997).

Potitek replikace (ori)

Potatek replikace (ori) zde popisovaného vyhodného plazmidu je odvozen z vektoru pET-9a,
jehoZ ori pochazi z pBR322. Vyhodny plazmid podle pfedmétného vynalezu proto nese pMBI
(COIEI) replikon. Plazmidy s timto replikonem Jsou mnohakopiové plazmidy, které se replikuji
"relaxovanym" zpisobem. Za normalnich riastovych podminek je v ka?dé bakteridlni buiice
udrZovano minimélng 15 a2 20 kopii plazmidu. Bé&Zny pocet pro vyhodny plazmid, popisovany
v tomto textu, je v tomto rozmezi. Replikace ori COIEI-typu je iniciovina 555-nukleotidovym
transkriptem RNA, RNAII, ktery tvo¥i stabilni hybrid se svym DNA templatem pobli ori.
Hybrid RNAII-DNA je poté $tépen RNasou H v ori za vzniku volného 3'OH, ktery slouzi jako
primer pro DNA polymerasu I. Tato iniciace syntézy DNA je negativné regulovéna RNA I, coz
je 108-nukleotidova molekula RNA komplementarni k 5' konci RNA IL. Interakce antisense RNA
1 s RNA II zpisobuje konforma¥ni zm&nu RNA I, ktera inhibuje vazbu RNA II k DNA templétu
anasledn& zabratiuje iniciaci syntézy plazmidové DNA. Vazba mezi RNA I all je zvySena
malym proteinem o velikosti 63 aminokyselin (Rop proteinem, Represor of primer), ktery je ko-
dovin genem umisténym 400 nukleotidi po sméru-transkripee od-potatku replikace (Sambrook
a kol., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor, 1989). Delece rop genu vede ke zvySeni po&tu
kopii a prostfednictvim davkovaciho efektu genu ke zvySeni hladiny exprese heterolognich genii
kédovanych plazmidem. Toto zjiténi bylo rovnéZ udingno v pfipadé zkouSenych expresnich
vektori pro IL-4. Ale ukézalo se, Ze rop-plazmidy jsou nestabilni a pii fermentaci za neselektiv-
nich podminek dochazi k jejich ztrats. Proto obsahuje replikon zde popisovaného plazmidu rop
gen pro zajidténi vysoké stability plazmidu. V popisu pfedmé&tného vynalezu popisovany plazmid
postrada mob gen, ktery je nutny pro mobilizaci a proto neni schopen fidit sviij vlastni konjugag-
ni pfenos z jedné bakterie do jiné.

Ve vyhodném provedeni podle pfedmétného vynélezu jsou z plazmidu odstranény viechny prv-
ky, které nejsou nezbytné pro jeho replikaci, rezistenci a regulaci exprese.

V rozsahu pfedmétného vynélezu nemusi byt pro konstrukci expresniho plazmidu podle pfedmét
ného vynalezu pouZity viechny vyse uvedené znaky. Napfiklad misto syntetického genu pro opti-
malizované vyuZiti kodond v E. coli, miize byt pouit gen pro pfirozeny interleukin-4 nebo mu-
tein interleukinu-4. Transkrip&ni terminator je ve vyhodném provedeni To, ale rovn& je mozno
pouZit i dalSi termindtory jako rmB T2 nebo aspA. Podobné je moZné pouzit pro konstrukci
vyhodného plazmidu podle ptedmétného vynalezu prvky z jinych ne? zde popsanych, komeréné
dostupnych vektord.

Metody pouZité béhem vyvoje expresniho systému jsou uvedeny niZe.
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Materialy a metody

Enzymy

Restrikéni endonukleasy, alkalicka fosfatisa zteleciho stfeva. T4 polynukleotid kinasa a T4
DNA ligasa byly ziskiny od firmy Boehringer Mannheim a GIBCO-BRL abyly pouzity dle
doporudeni dodavatele.

Metody préce s rekombinantni DNA

Standardni konovaci postupy byly popséany v Sambrook a kol., (Molecular Cloning, Cold Spring
Harbor, 1989). Transformace byly provedeny dle M. Scott (Seed and Aruffo, Proc. Natl. Acad.
Sci. USa 84, 3365 - 3369, 1987). Kmeny E. coli DHSo (GIBCO BRL) a W3110 (ATCC 27325)
byly pouZity primérng jako hostitelské buiiky. Genotyp W3110 je K12, F', [N(rrnD-rrnE)]lamb-
da’.

Pro izolace ve velkém méfitku byly pouzity $pitky "Oiagen-tips" (Oiagen). Extrakce fragmentli
DNA z agarosovych gelii byla provedena za pouziti Jetsorb (Genomed) dle doporudeni doda-
vatele.

Oligonukleotidy pro fizenou mutagenezi, PCR reakce a sekvenovani pochéazely od MWG
Biotech, Pharmacia Biotech nebo GIBCO BRL.

Experimenty zaméfené na mutagenezi byla pouZita metoda Denga a Nickoloffa (Deng and
Nickoloff, Anal. Biochem. 200, 81 - 88, 1992) pouZivajici systém "Mutageneze s eliminaci uni-
katnfho mista" od Pharmacia Biotech. Primer pouzivany pro znovuvytvoteni T7g10 rbs ma nasle
dujici sekvenci:

STCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTA
AGAA3' (Sekv. 1)

Vsechny konstrukty a sekvence DNA byly potvrzeny pouzitim sekvenovani terminadni metodou
s AmpliTaq DNA polymerasy. FS na ABI 373A sekvenitoru (Applied Biosystems).

Vynalez je detailnéji vysvétlen nasledujicimi piklady, obrizky a informacemi o sekvencich.

Prehled obrazkid na vykresech

OBR.1 az OBR. 4:

Konstrukce zde popisovaného expresniho plazmidu. (Zkratky: IL-4 TM, trojity mutein IL-4; IL-4
DM, dvojity mutein IL-4).

OBR.5:

Plazmidova stabilita expresnich vektord muteinu IL-4 pRO21.1.0 a pRO2.1.0. Vektor
PRO2.1.0 zilistiva zcela stabilni pes 78 generaci bez selekce antibiotiky. Na rozdil od tohoto je
expresni vektor pRO21.1.0, ktery je zaloZen na komerén& dostupném plazmidu pET-30a
(Novagen), ztracen velmi rychle. Pouze 16 % kolonii obsahuje plazmid po 78 generacich bez
kanamycinové selekce.
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OBR.6:

UdrZeni schopnosti indukce a exprese zde popisovaného expresniho vektoru IL-4 a muteinu IL-4.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Test stability plazmidu

Testy stability plazmidu byly vzdy startovény kulturou zmraZenou v tekutém dusiku. Po roztati
kultury byla stanovena ODs a kultura byla zfedna na 10* PBS pufrem a poté byla rozetiena na
misky s LB médiem ztuZenym agarem bez antibiotika.

Pfi provadéni tohoto testu byl 1 mililitr roztaté kultury inokulovan do 100 mililitrii peptonového
média (30 gram@ sojového peptonu, 20 rami kvasniéného extraktu, 5 grami KH,PO,, 20 ramt
glycerolu, 1 miligram MgSO, x 7 H,O na litr, pH 7, 0) a inkubovan pfi 37 °C za tfepani 280 rpm
po dobu 24 hodin.

Byla stanovena ODggg narostlé kultury, kultura byla zfedéna a do koncentrace 10™ v PBS pufru
a poté byla rozetfena na misky s LB médiem ztuZenym agarem bez antibiotika aby byly ziskany
dobie oddélené kolonie.

100 pl narostlé kultury bylo inokulovano do 100 mililitrii peptonového média a inkubovano pi
37 °C za tfepani 280 rpm po dobu 24 hodin. Tento postup byl opakovan osmkrat.

100 dobfe oddélenych kolonii zLB misek bylo otkovdno na LB misky skanamycinem
(25 pg/ml) a LB misky bez kanamycinu a inkubovano pti 37 °C po dobu pies noc. Procentualni
zastoupeni rezistentnich kolonii bylo uréovéno kazdy den.

Polty generaci za den byly vypo&teny podle nésledujiciho vzorce: log [ODggo mp/ ODgoo
neG)/log2.

Pro expresni studie byl 1 mililitr narostlé kultury zfed&n 100-krat LB médiem a bylo s nim nakl4-
dano dle popisu (viz p¥iklad 2).

Pfiklad 2
Exprese

Pro expresi interleukinu-4 a muteinu interleukinu-4 v malém méfitku byly butiky kultivovany
v LB médiu (10 grami Bacto tryptonu, 5 gramii kvasniéného extraktu, 10 gramii NaCl na litr, pH
7,5) dokud ODgg nedosahla 0,8 az 1,0. Exprese byla indukovéna ptidavkem IPTG do finalni
koncentrace 0,5 mM a inkubace pokradovala po dobu 5 hodin. Buiiky byly z média ziskany cent-
rifugaci.

Pro SDS-PAGE analyzu byly bun&né pelety resuspendovany ve vzorkovém pufru pro SDS-
PAGE do koncentrace 1 jednotka ODgo/100 .
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SEKVENCE

MUTEINU INTERLEUKINU-4

<130>

<160> 2
<170>
210> 1
<2l> 60
<212> DNA

Patent In Ver, 2.0

<213> nemamy

<220>
<223>

<400> 1

Plasmidy pro muteiny L4

Popis nezndmého organismu: primer

tcaatigtga gegoataaca atttcacaca tetagaaata atttgitta actttaagaa 60

<210> 2

Q> 4202
<212> DNA
<213>

<220>

Neznamy

<223>Popis neznamého organismu: Clovék

<400> 2

ttagaaaaac tcategagea tozaatgaaa

accatatttt
taggatggcea
tattaattte
tgaatccggt
gccattacge
cgcetgagey
. atgcaaccgg
ttettctaat
atcaggagta
tagtctgace
caactetgge
attatcgega
cctecgageaa
gtaagcagac
gagcgtceaga
taatctgetg
aagagectacce
ctgtccttct
catacctcege
ttaccgggtt
gaggttegty
agecgtgaget
taagcggcag

tgaaaaagcee
agatcctggt
ccetegtceaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatetyg
gcatcggget
gcceatttat
gacgtttcece
agttttattg
ccecegtagaa
cttgcaaaca
aactertttt
agtgtageeyg
tctgetaate
ggactcazaga
cagacagecee
atgagaaagce
ggtcggaaca

gtttctgtaa
atcggtctge
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactcge
cgcgateget
ctgecagege
ctgttttcce
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
grtgaatatg
ttcatgacea
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggee
ctgttaceag
cgatagttac
agecttggage
gccacgette
ggagagcegea

ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catticttte
atcaaccaza
gttaaaagga
atcaacaata
ggggategea
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagceatcee
gcteataaca
aaateccotta
gatcttcettyg
cgctaccage
ctggelteag
accacttcaa
tggctgetge
cggataagge
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggaget

ticatateayg
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
cegttattea
caattacaaa
tittcacctg
gtgatgagta
ataaattceg
cctttgceat
gtcgecacctyg
atgttggaat

cccttgtat
acgtgagttt
agatcetttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactcetgta
cagtggcgat
gcagcggteg
caccgaactg
aaaggcggac
tecaggggga

gattaticaat

ggcagtteca
caatacaace
gagtgacgac
caacaggceca
ttegtgattg
caggaatcga
&atcaggsta
accatgcate
teagecagtt
gtttcagaaa
attgececgac
ttaatcgcgg
tactgtttat
tegtteocact

tttetgegeg

ttgccggate
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtegrgee
¢gctgaacyg

agatacctac

aggtatcecgg
aacgectgge

ZITl PRI VYROBE INTERLEUKINU-4 A

120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
860
1020
1080
1140
1200
126¢
1329
138¢
1449




atctttatag
cgtecaggggg
cctittygcty
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat
gttaagecag
ccgecaacae
caagctgtga
cgcgcgagge
gecetgtteat
ataaageggg
gggggatttc
cgggttactg
gtatggatgce
cgaagtggeyg
cacctgtgge
tacgttgaca
gagagtcaat
gceggtgtet
aaaacgcggg
gcacaacaac
ctgcacgege
agegtggtgg
aatcttcteg
geccattgetg
cagacaccca
catctggtcg
tcggegegte
atagcggaac
ctgaatgagg
gcaatgcgeqg
tacgacgata
tttegectge
gtgaagggcea
gaaatcataa

tectgtcggg
gcggageceta
gcctttiget
cgecttigag
gagcgaggaa
ttcacaccge
tatacactcce
cegetgacge
ccgtetecgg
agctgcggta
cegegteeag
ccatgttaag
tgttcatggg
atgatgaaca
ggcgggaccea
ageccgatcet
geeggtgatg
ccatcegaaty
tcagggtggt
cttatcagac
aaaaagtgga
tggegggeaa
cgtcgcaaat
tgtegatggt
cgcaacgeygt
tggaagcetgce
tcaacagtat
cattgggtca
tgcgtetgge
dgggaaggcga
geategttee
ccattaccyga
ccgaagacag
tggggcaaac
atcagetgtt
aaaatttatt

CZ 294279 B6

tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
geggaagage
aatggtgcac
getategeta
geoctgacgg
gagetgeatg
aagctcatca
ctegttgagt
ggeggtthtt
ggtaatgata
tgceeeggtta
gagaaaaatc
teccecategyg
cgggecacga
gtgcaaaacce
gaatgtgaaa
cgtttceege
agcggegatyg
acagtegtty
tgtegeggeg
agaacgaage
cagtgggetg
ctgcactaat
tattttctec
ccagcaaatc
tggctggceat
ctggagtgee
cactgegatyg
gtcegggetg
ctecatgrtat
cagecgtggac
geecgtctca
tgetttgtga

gageggataa
acatatgeac
cgzacagaaa
caccaccgaa
ccacgaaaaa
gctgateoegt
ctgeecggte
catcatggac
ccegaaagea
gggectctaa
2 ad

caatttcaca
aaatgcgata
accctgtgea
aaagaaacct
gacaccegtt
ttcctgaaac
aaagaagcta
gaaaaagact
agetgagtiyg
acgggtcttg

catctagaaa
tcacccrgea
ccgaactgac
tctgeegtge
gectygggtge
gtctggaccg
accagtctac
ctaaatgctc
getgetgeca
aggggttttt

tctgacttga
ccagcaacge
ttcctgegtt
ccgetegeeg
gectgatgeg
tctecagtaca
cgtgactggg
gecttgtetge
tgtcdgagqt
gegtggtegt
ttctecagaa
tcectgtttgg
ccgatgaaac
ctggaacgtt
actcagggtc
tgatgtegge
tgegtecegge
tttegeggta
ccagtaacgt
gtggtgaace
geggagetga
ctgattggeg
attaaatcte
ggcgicgaag
atcattaact
ctteeggegt
catgaagacg
gcgetgttag
aaatatctea
atgtecggtt
ctggrtgeea
cgcgtiggtg
atccegecgt
cgetigctge
ctggcgaaaa
gcggataaca
taattctatt
ggaaatcatc
cgttaccgac
tgctacegtt
taccgetcag
taacctgtgg
cctggaaaac
ttecttaataa
ccgetgagea
tgctgaaagg

gcgtegatit
ggccttttta
atccectgat
cagccgaacyg
gtattttete
atcetgetetg
tcatggetge
teceggeate
ttteacegte
gaagcgattce
gcgttaatgt
tcactgatge
gagagagqgat
gtgagggtaa
aatgccageg
gatataggeg
gtagaggate
tggcatgata
tatacgatgt
aggccagceca
attacattec
ttgccaccte
gcgecgatea
cctgtaaage
atccgetgga
tatttettga
gtacgcgact
cgggeccatt
ctcgeaatcea
ttcaacaaac
acgatcagat
cggatatctce
taaccaccat
aactetctes
gaaaaaccac
attataataqg

ttgtgatget
cggttectgg
tctgtggata
accgagegea
cttacgcate
atgccegeata
gceecgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
acagatgtcet
ctggcettcetg
ctecegtgtaa
gctcacgata
acaactggeg
ctcatgagee
ccagcaaccg
gagatccatt
gcgeecggaa
cgcagagtat
cgtttctgeg
caaccgegtg

.cagtctggee
actgggtgcce:

ggcggtgeac
tgaccaggat
tgtetetgac
gggegtyggag
aagttctgtc
aattcageeg
catgcaaatyg
ggegetggge
ggtagtggga
caaacaggat
gggccaggeg
cetggetega
attcaattgt

taactttaag
azazccctga
atcttcgeig
ctgcgtcagt
cagttecace
ggtetggety
ttectyggaac
ggatecgget
ataactagca
aggaactata

aaggagacat
atictetgac
cttegeaaaa
tctactetca
gtcacaaaca

gtctgaacag 39

gtctgaaaac
gctaacaaag
taacceettg
tecggataat
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PATENTOVE NAROKY

1. Vektor pro vyrobu IL-4 a muteinii IL-4 ve kmeni Escherichia coli, sestavajici z operativné
spojenych elementi ve sméru 5' ke 3': regulovatelného promotoru sestavajiciho z promotoru faga
TS5 E. coli advou lac operatorovych sekvenci, vazebného mista pro ribosom z bakteriofaga
T7g10 E. coli, iniciaéniho translaéniho kodonu, strukturntho genu pro IL-4 nebo mutein IL-4
a transkrip&niho terminatoru za strukturnfm genem.

2. Vektor obsahujici DNA sekvenci znazorn&nou jako Seq. ID. NO. 2.

3. Escherichia coli transformovana jednim nebo vice vektory podle néroku 1 nebo 2.

4. Pouziti vektoru podle naroku 1 nebo 2 v metods piipravy IL-4 a muteint IL-4.

6 vykresi
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Obr. 5
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43

29

18,4

14,3

SDS-PAGE (15%) analyza celkovych extrakth z E. coli/pRO2.1.0
péstovanych rlizny pocet generaci bez selekce antibiotiky 5 hodin po indukci
IPTG. 10 pl resuspendovanych bunéénych pelet bylo aplikovano do kazdé
jamky. Elektroforesa prob&hla za denaturacnich podminek a gel byl barven

Driha I:  Marker molekulovych hmotnosti (Maly Rozsah, Life Technologies)

Draha2: IL-4 mutein (ug)

Dréha3: E coli/pR02.1.0 (8 generaci) pred indukci
Drahad: E. colifpR0O2.1.0 (8 generaci) po indukci
Drdha 5:  E. coli/pR0O2.1.0 (18 generaci) po indukci
Dréha 6: E. colilpR0O2.1.0 (28 generaci) po indukei
Driha7: E. colifpR0O2.1.0 (38 generaci) po indukci
Drdha 8:  E. colifpR0O2.1.0 (48 generaci) po indukei
Dréha 9:  E. coli/pR0O2.1.0 (58 generaci) po indukci
Dréha 10: E. coli/pR0O2.1.0 (68 generaci) po indukci
Draha 11: E. coli/pR02.1.0 (78 generaci) pfed indukci
Draha 12: E. coli/pR0O2.1.0 (78 generaci) po indukci
Dréha 13: Marker molekulovych hmotnosti (Maly Rozsah, Life Technologies)

Draha 14: Marker molekulovych hmotnosti (Vysoky Rozsah, Life Technologies)

Konec dokumentu
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