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A taldlmany targyat interleukin-4 (IL-4) és IL—4-mutei-
nek eléallitasara alkalmas expresszids plazmidok ke-
pezik. Szintén a talalmany targyahoz tartozik az ilyen
plazmidok alkalmazasa rekombinans interleukin-4 és
interleukin-4-muteinek eléallitasara.
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A taldlmany targyat interleukin-4 (IL-4) és IL-4-mutei-
nek eléallitasara alkalmas expresszios plazmidok ké-
pezik. Szintén a talalmany targyahoz tartozik az ilyen
plazmidok alkalmazasa rekombinans interleukin-4 és
interleukin-4-muteinek el6allitasara.

A talalmany szerinti plazmidok sokkal nagyobb
mértékli expresszidt, illetve plazmidstabilitast és
expresszids stabilitast biztositanak, mint az eddig is-
mert egyéb plazmidok, ezaltal sokkal alkalmasabbak a
rekombinans interleukin-4 és az interleukin-4-muteinek
eléallitasara.

Az érett human interleukin-4 (IL—4) 129 aminosavbol
all, és 50%-ban homolog az egéreredetl interleukin-4-
gyel. Az IL—4 az egyetlen olyan ismert citokin, amely a
T-segitd- (,helper’-) sejtek Typ-fenotipust sejtekké torté-
nd differencialédasat szabalyozza [Mosmann és Sad:
Immunol. Today 17, 138 (1996)]. Az IL—4 a limfocitakra
és egyéb sejttipusokra két citokinreceptor, az IL—4Ra. és
a kozos y-lanc (yc) heterodimer komplexén keresztill fejti
ki hatasat. Kruse és munkatarsai [EMBO J. 11, 3237
(1992)] antagonista aktivitast IL—4-mutansokat irtak le.
A yc-lanchoz torténd kétGdés szempontjabdl harom —
C-terminalishoz kézeli — aminosavnak (R121, Y124 és
$125) van nagy jelentdsége. Ha ezekre a helyekre asz-
paraginsavat (Asp, D) helyettesitiink, a receptordimeri-
zaci6 és a transzmembran-jelatvitel gatias ala kerdl.

Az interleukin-4 dupla mutein (IL-4 DM) olyan
IL-4-valtozat, amely a 121. és 124. poziciéban amino-
savszubsztituciét hordoz (R121D és Y124D). Az
IL—4 DM az IL-4 és az IL-13 aktivitasat egyarant kepes
gatolni. E mutein esetében — szemben az egy mutaciot
hordozé mutansokkal — soha nem mutattak ki maradék
agonista aktivitast. Ugy véljiik, hogy az IL-4 antagonista
tulajdonséagai hasznosak a Ty,-fenotipus kialakulasaval
ésivagy az IgE-termelédéssel kapcsolatos betegségek
kezelésére [Ryan: J. Allergy Clin. immunol. 99, 1 (1997)].

Mint ahogy az szamos forrasbél ismeretes, a rekom-
binans IL—4 és IL—4-muteinek termelésére prokaritta
mikroorganizmusok alkalmazhatdk. A korabban leirt
expresszios rendszereknek sajnos szamos hatranya van
(alacsony expresszios szint, az expresszios vektor nem
megfeleld stabilitasa), ami az IL—4 és az IL-4-muteinek
nagy mennyiségben tortén6 elGallitasat lehetetienné
vagy gazdasagtalanna teszi. liyen expresszios rendsze-
rek és a bennilk hasznalt regulaciés elemek leirasat
megtalalhatjuk tdbbek kozott: Ptitsyn és munkatarsai,
Bull. Exp. Biol. Med., 119: 77-79. oldalan és US
4689406 szamu szabadalmi leirasban; am az emlitett
publikacidkban ismertetett adatok nem adnak — még
egyiittes figyelembevétel esetén sem — szakember sza-
mara kells Utmutatast a talaimany szerinti expresszios
rendszerek lehetséges kifejlesztésére vonatkozoan, és a
leirasban ismertetett talaimany szerinti expresszios
rendszerek lényegesen elényosebbek a fenti publika-
ciokban ismertetetteknél.

A hatékony és biztonsagos expressziés rendszer 6
kritériumai a kdvetkezék:

— nagy hozam,;
— szabalyozhato, stabil expresszio,
— az expresszids vektor stabilitasa.
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A fenti kritériumok szempontjabdl az alkalmazott
expresszioés plazmid tébb komponense is fontos [Han-
nig és munkatarsai: TIBTECH 16, 54 (1998)], melyek a
kovetkezok:

— promoter;

— riboszomakoté helyek;

— a megfelels gén kodonfelhasznalasa;
— transzkripcios terminatorszignal,

— rezisztenciagén;

— expresszids szabalyozoelemek;

— replikacios kezdéhely (ori).

A taldlmany szerinti megoldas értelmében olyan
— IL-4 és IL-4-muteinek expresszaltatasara alkalmas —
expresszioés plazmidokat allitottunk el6, amelyek vala-
mennyi lényeges eleme — a hatékony és biztonsagos
expresszié érdekében — moédositva van. A megfeleld
expressziés rendszer minGségét és alkalmassagat a
kovetkezd kritériumok alapjan itéltik meg:

— az IL-4 és az IL-4-muteinek hozama;
— plazmidstabilitas;
— indukcios képesség fennmaradasa.

A talalmany szerinti megoldas kidolgozasa soran a
rekombinans interleukin-4 (IL-4) és az interleu-
kin-4-muteinek nagy mennyiségben térténé elfallitasa-
ra alkalmas expressziés plazmidok elGallitasi és alkal-
mazasi eljarasanak kidolgozasat tiztiik ki célul. Az 0j-
onnan kifejlesztett gazda/vektor rendszernek mas pro-
teinek (citokinek, novekedési faktorok, oldékony recep-
torok, antitestek stb.) expresszaltatasara is alkalmas-
nak kell lennie.

Felismertiik, hogy a talalmany szerinti plazmidokkal
transzformalt baktériumok, meglepé médon, sokkal na-
gyobb mértékii expressziot, illetve plazmidstabilitast és
expressziés stabilitast biztositanak, mint az ismert
plazmidokkal transzformélt, ugyanezen gazdasejtek.
Ennek megfeleléen a talalmany szerinti plazmidok sok-
kal alkalmasabbak a rekombinans interleukin-4 és az
interleukin-4-muteinek el8allitasara, mint barmely, ko-
rabban ismert plazmid.

A talaimany szerinti, Gjonnan kifejlesztett vektor-
rendszer a kdvetkezd elemeket tartalmazza:

T5-promoter

A T5 E. coli fag promotere — két lac-operatorszek-
venciaval egyiitt — a pDS plazmidcsaladba [Bujard és
munkatarsai; Methods Enzymol. 155, 416 (1987); Sti-
ber és munkatarsai: ,Jmmunological Methods” szerk.:
Lefkovits és Pernis, Academic Press, Inc. V. kotet,
121. old. (1990)] tartozé pQE30 plazmidbdl (Qiagen)
szarmazik.

T7-g10 riboszémakdté hely

Ez a riboszémakétd hely (rbs) a T7-fag 10. génjétdl
5'-iranyban elhelyezkedd régiobél (T7-g10 vezetészek-
vencia) szarmazik. A T7-fag 10. génje a fag burokpro-
teinjét kddolja, amely a T7-fert6zés utan expresszalodo
f6 protein. A T7-g10 riboszémakéstd helyet a
pET-9a-vektorbdl [Studier és munkatarsai: Methods
Enzymol. 185, 60 (1990)] nyertiik. A T7-g10 vezet-
szekvencia kb. 100 bp-os régiot ivel at [Olins és mun-
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katarsai: Gene 227, 235 (1988)]. A végs6 expressziés
konstrukcioban az Xbal-helytdl 5'-irdnyban 1évé régiot
delécidval eltavolitottuk, igy a T7-g10 vezetSszekven-
cia 42 bp hosszlsagu, és a talaimany szerinti elény0s

hordoz.

A természetes IL-4-szekvencia kodonfelhasznalasa

A szinonim kodonfelhasznalasra vonatkozé hajlam
hatékony mérészamaként kodonadaptacios index
(CAl) hatarozhaté meg, amely alkalmas lehet egy adott
gén expresszidja mértékének megjostasara [Sharp és
munkatarsai: Nucleic Acids Res. 15, 1281 (1987); Ape-
fer és munkatarsai: Eur. J. Biochem. 247, 890 (1997)].
A CAl-érték (gy szamithatd ki, hogy az adott génben
alkalmazott egyes kodonoknak megfeleld relativ szino-
nim kodonfethasznalasi (RSCU) értékek geometriai at-
lagat elosztjuk az ugyanolyan aminosav-Osszetétell
aminosavszekvenciat kodolé gén maximalis lehetsé-
ges CAl-értékével. Az egyes kodonokra vonatkozd
RSCU-értékeket egy adott organizmusban (példaul E.
colban) nagyon nagy mennyiségben expresszalédd
génekbdl szamitjuk ki; az RSCU-érték jelentése: a ko-
don megfigyelt gyakorisaga, osztva az egy aminosavat
kodol6 szinonim kodonok egyenld felhasznalasat felté-
telezve vart gyakorisaggal. A nagy mennyiségben exp-
resszalodd (példaul riboszomalis proteineket kédold)
gének CAl-értéke altalaban magas (20,46), mig a kis
mennyiségben expresszalodo gének (mint példaul a
lacl- és trpR-gén) E. coliban kis CAl-értékiiek (<0,3).

A természetes |IL-4-szekvenciara kiszamitott E. coli
CAl-érték 0,733. Ez azt jelenti, hogy a természetes gén
E. coliban alkalmas a nagy mennyiségben torténé exp-
resszidra. Mindazonaltal E. coliban optimalis kodonfel-
hasznalasu szintetikus génnel (amelynek CAl-értéke 1)
tovabb novelhetd az expresszid nagysaga. Ennek
megfelelden szintetikus IL—4- és IL—4-mutein-géneket
terveztiink és kldénoztunk.

Transzkripcios terminatorszignal

A To transzkripcios terminatorszignalt tartalmazo
T7-DNS-fragmens a pET-9a-vektorbdl [Studier és mun-
katarsai: Methods Enzymol. 185, 60 (1990)] szarmazik.
A transzkripciés terminatorszignalok hatarozzak meg
nak — s ezaltal a transzkripcié befejezésének — helyet.
Egy nagy mennyiségben expresszalédé gén végén a
transzkripciés terminatorszignal jelenlétének tobb elé-
nye is van: minimalisra csokkenti az RNS-polimeraz -
sziikségtelen transzkripcioban valé — lefoglaitsagat; mi-
nimalisra korlatozza az mRNS hosszusagat, korlatozva
ezéltal az energiaveszteséget, mivel a nagymerteki
transzkripcio zavarhatja a replikaciés kezddhelyet, egy
transzkripcios terminator — a kopiaszam fenntartasa re-
vén — ndveli a plazmidstabilitast [Balbas és Bolivar: Me-
thods Enzymol. 185, 14 (1990)].

Rezisztenciagén
A kan-rezisztenciagén a pET-9a-vektorbol [Studier
és munkatarsai: Methods Enzymol. 185, 60 (1990)]
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szarmazik. Eredetileg ez a gén a pUC4KISS-vektorbol
[Barany, Gene 37, 111 (1985)] szarmazo Tn903 kan-
génje. A taldlmany szerinti eldnyds plazmidban a
kan-gén és az IL—4-, illetve IL-4-muteingén ellentétes
orientaciéban helyezkedik el, mialtal a kan-gén-termék
mennyisége a T5-promoterrdl kiindulo, tdlszalado (,re-
ad-through”) transzkripcionak kdszonhetd indukcid
utan nem névekedhet. A kanamicint azért valasztottuk
szelekcios markerként, mert GMP-célokra ez az el6-
nyos antibiotikum. Ezenfelill a kan-génen alapuld vek-
torok stabilabbak, mint az ampicillinrezisztencia-géne-
ket hordozo (bla) plazmidok. Az ampicillines szelekcio
a tenyészetben kivalasztott f-laktamaz-enzim antibioti-
kumot lebontd hatasanak kovetkeztében lehetetienné
valik. A baktériumok kanamicinnel szembeni reziszten-
cidgja amino-glikozid-foszfotranszferazon alapul, amely
inaktivalja az antibiotikumot.

Expresszios szabalyozéelemek

Stabil plazmidrendszer létrehozésa céljabél feltétle-
nill szitkség van szabalyozott génexpressziora, kiiléno-
sen olyan esetben, ha az expresszaltatni kivant protein
karos a gazdasejtre. A taldlmany szerinti elnyds plaz-
midban lac-alapt, indukalhaté rendszert alkalmazunk,
amely lac-represszorgénbdl (lacl) és két szintetikus
lac-operatorszekvenciabdl all, melyek az E. coli T5-fag-
janak promoterének 3'-végéhez vannak kapcsolva.
A lacl9-promotert és a lacl-struktirgént a pTrc99A-vek-
torbdl [Armann és munkatarsai: Gene 69, 301 (1988)]
izolaltuk. Az 19 egy promotermutacié, amely a lacl-rep-
resszor tiltermelédését eredményezi. A vad tipusi
lac-represszor egy tetramer molekula, amely négy azo-
nos, egyenként 360 aminosavas alegysegbdl all.
A lac-represszor tetramer két funkcionalis dimerbdl allo
dimer. A négy alegységet a 340-360. aminosavakbol
alio, négy hélixes koteg tartja dssze. Mivel a lacl-gent a
pTrc99A-vektorbol Narl-endonukleazzal végzett hasi-
tassal izolaltuk, a 331. aminosav utani aminosavakat
kodolé nukleotidok hianyoznak, és 10 tovabbi — a
lacl-gén altal normalis esetben nem kédolt — aminosa-
vat kodolé nukleotid van hozzakapcsolva. Ismeretes,
hogy a lacl C-terminalis részén — a 329. aminosav utan
— talalhatd mutaciok vagy deléciok olyan mikodéképes
dimereket eredményeznek, amelyek fenotipus szintjén
hasonléak a vad tipust represszorhoz [Pace és mun-
katarsai: TIBS 22, 334 (1997)].

Replikaciés kezdbéhely (ori)

A talaimany szerinti elényds plazmid replikacids
kezdéhelye (ori) a pET-9a-vektorbdl szarmazik (mely-
nek replikacios kezddhelye viszont a pBR322 plazmid-
bol valé). Ennek megfeleiden a talalmany szerinti el6-
nyos plazmid a pMB1-(ColE1-)replikont hordozza. Az e
replikont tartalmazé plazmidok sokkdpias plazmidok,
amelyek ,refaxalt’” modon replikalodnak. Normalis te-
nyésztési feltételek mellett minden egyes bakterium-
sejtben minimum 15-20 plazmidképia marad fenn.
A taldlmany szerinti elényds plazmid tényleges pél-
danyszama e tartomanyon beliil esik. A Co1E1 tipusu
ori replikaciéjat egy 555 nukleotidos RNS-transzkrip-
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tum, az RNS-Il inditia be, amely — az ori kdzelében
1évé — templat-DNS-ével dllandd hibridet alkot. Az
RNS-H/DNS hibridet ezutan — az ori poziciéjaban —
RNaz-H hasitja, mialtal szabad 3'OH-csoport képzidik,
amely a DNS-polimeraz-l lancinditéjaként szolgal.
A DNS-szintézis ilyenfajta beinditasa az RNS-I (amely
az RNS-II 5'-végével komplementer, 108 nukleotidos
RNS-molekula) negativ szabalyozasa alatt all. Az anti-
szensz RNS-I és az RNS-Il kozotti kolcsdnhatas az
RNS-Il konformacids valtozasat eredményezi, ami ga-
toljia az RNS-II templat-DNS-hez torténé kotédését, s
ezaltal gatolja a plazmid-DNS szintézisének beindita-
sat. Az RNS-1 RNS-iI-hoz torténd kotédését egy
63 aminosavas protein (Rop-protein; ,Repressor of pri-
mer”) serkenti; ezt a proteint a replikaciés kezdShelyt6l
3'-iranyban, 400 nukleotidnyi tavolsagra lévé gén ko-
dolja [Sambrook és munkatarsai: ,Molecular Cloning:
A Laboratory Manual’, Cold Spring Harbor (1989)].
A Rop-proteint kodolé rop-gén delécidja a kdpiaszam
fokozodasahoz és — a gén dézishatasanak kdvetkezté-
ben — a plazmid altal hordozott heterolég gén megnd-
vekedett expresszios szintjéhez vezet. Az IL—4 teszteit
expresszids vektorai esetében ugyanezt tapasztaltuk,
azonban kideriilt, hogy a rop-plazmidok instabilak, és
nem szelektiv feltételek mellett végzett fermentacio so-
ran nagyon gyorsan elfogynak. A taldlmany szerinti
elényds plazmidbdl hianyzik a mobilizaciéhoz sziksé-
ges mob-gén, ezaltal nem képes sajat — egyik bakte-
riumsejtrdl a masikra térténd — konjugécios atjutasanak
vezérlésére.

A taldlmany szerinti elényds plazmidbol valamennyi
olyan elemet eltavolitottuk, amely a plazmid replikacio-
jahoz, a rezisztenciahoz és a szabalyozhato ex-
presszidhoz nem sziikséges.

A talalmany szerinti elényds plazmid elSallitasa so-
ran nincs sziikség valamennyi, fentebb felsorolt elemet
a plazmidba foglalnunk. Példaul interleukin-4 vagy az
interleukin-4-mutein szintetikus — optimalizalt E. coli
kodonfelhasznalasi — génje helyett természetes gént
is alkalmazhatunk. A plazmidban elénydsen T¢
transzkripcios terminatort alkalmazunk, de egyéb ter-
minaciés szignalok (példaul rmB-T2 vagy aspA) is al-
kalmasak. Hasonl6éan, a taldlmany szerinti elényds
plazmid elBallitasahoz a fentebb emtitett, kereskedelmi
forgalomban beszerezhetd vektoroktél eltéré vektorok-
bol szarmazo elemek is alkalmazhatok.

A kovetkezékben az expresszids rendszer létreho-
zasa soran alkalmazott eljarasokat ismertetjiik.

Anyagok és modszerek

Enzimek

A restrikciés endonukledzokat, a borjibél-eredeti
alkalikus foszfatazt, a T4-polinukleotid-kinazt és a
T4-DNS-ligazt a Boehringer-Mannheimt6l és a GIB-
CO-BRL-t8l vasaroltuk, és ezeket a forgalmazok altal
megadott hasznalati Utmutatas szerint alkalmaztuk.

Rekombinans DNS-technikak
A szokvanyos klénozasi eljarasok leirasat lasd
Sambrook és munkatarsai: ,Molecular Cloning, A La-
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boratory Manual”, Cold Spring Harbor (1989). A transz-
formalasokat M. Scott mddszerével végeztiik [Seed és
Aruffo: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3365 (1987)].
A transzformalasok gazdaseijtjeiként elsésorban az E.
coli DH5a-torzset (GIBCO BRL) és az E. coli
W3110-torzset (ATCC 27 325) alkalmaztuk. A W1330-
sejtek genotipusa K12, F~, [N(rrnD-rrnE)jA~.

A plazmid-DNS nagy mennyiségben térténd izolala-
sara Qiagen-pipettahegyeket (Qiagen) alkalmaztunk.
A DNS-fragmenseket ,Jetsorb” (Genomed) alkalmaza-
saval — a forgalmazo Utmutatasai szerint — vontuk ki az
agarozgeélekrol.

A helyspecifikus mutagenezis, a polimeraz-lancreak-
ciok és a nukleotidszekvenalasok végrehajtasara alkal-
mas oligonukleotidokat az MWG Biotechtél, a Pharma-
cia Biotecht8l és a GIBCO BRL-t6l szereztiik be.

A mutagenizalasi kisérleteket Deng és Nickoloff el-
jarasaval hajtottuk végre [Deng és Nickoloff: Anal. Bio-
chem. 200, 81 (1992)], melynek soran a Pharmacia
Biotechtél szarmazd ,Unique Site Elimination Mutage-
nesis” rendszert alkalmaztuk. A T7-g10 riboszémakotd
hely Ujjaalakitasara alkalmazott lancindité nukleotid-
szekvencidja a kovetkez6:
5TCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACATCTA-
GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAZ' (1. azonositd
szAmu szekvencia).

Valamennyi konstrukcié és DNS-szekvencia nuk-
lectidszekvenciajat ABI 373A tipusu szekvenalokészi-
lékkel (,Applied Biosystems”), ,Dye Terminator Cycle
Sequencing” reagenskészlet, ,AmpliTaq” DNS-polime-
raz, FS alkalmazasaval hataroztuk meg.

A talalmany szerinti megoldast a kdvetkezékben a
kisérieti példak, az abrak és a szekvenciainformaciok
segitségével ismertetjiik részletesen.

Az 1-4. abrakon a taldlmany szerinti el6nyGs
expresszios plazmid elballitasénak vaz-
latat mutatjuk be (IL-4 TM=IL—4 tripla
mutein; |L—4 DM=IL—4 dupla mutein).
az IL—4-muteint expresszalo
pRO21.1.0 és pR0O2.1.0 expresszios
vektorok plazmidstabilitasanak tanul-
manyozasara végzett kisérlet eredme-
nyeit mutatjuk be. A pRO2.1.0-vektor
— antibiotikumos szelekcié nélkil —
78 generacion keresztiil stabil marad,
mig a kereskedelmi forgalomban be-
szerezhetd pET-30a plazmidon (Nova-
gen) alapulé pR0O21.1.0-vektor na-
gyon gyorsan elfogy (ezt a vektort ka-
namicines szelekcio nélkil, 78 genera-
ci6 utan csak a telepek 16%-a tartal-
mazta).

a talalmany szerinti elényos IL—4 és
IL-4-mutein expresszios vektor induk-
cid utani expresszids képességének
fennmaradasat mutatjuk be. A kiilén-
b6z6 szamu generaciokon keresztiil,
antibiotikumos szelekcié nélkil te-
nyésztett E. coliipRO2.1.0-sejtek tel-
jes kivonatainak 15%-0s poliakril-
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amid-gélen végzett SDS-PAGE-anali-

IPTG-vel 6t 6ra hosszat végzett induk-
ci6 utan. A gél iiregeibe az Ujraszusz-

MgS0,.7H,0; pH=7,0) oltottuk, és percenkenti 280-as
fordulatszammal keverve, 37 °C-on 24 6ra hosszat in-
kubaltuk.

A tenyészet optikai denzitasat 600 nm-nél mértik,

pendalt sejtiiledék 10-10 pl-ét toltéttik. 5 majd a tenyészetet PBS-pufferben 10-8-szoros kon-
A gélt redukald feltételek mellett futtat- centracidra higitottuk, és antibiotikum nélkili LB-agar-
tuk, majd ,Coomassie brillant blue” szi- lemezekre szélesztettiik, hogy jol elkiGlonilt telepeket
nezékkel festettik. kapjunk.

1. sav: Molekulatdmeg-marker (,Low Range’, Life A tenyészet 100 pl-ét 100 mi peptontapkozegbe ol-
Technologies), 10 tottuk, és percenkénti 280-as fordulatszammal kever-

2. sav: IL—4-muteinek (5 pg); ve, 37 °C-on 24 o6ra hosszat inkubaltuk.

3. sav: E. colilpR0O2.1.0 (8 generacio) indukcid el6it; Az LB-lemezekrdl szarmazo 100, jol elkiloniilt tele-

4. sav: E. colilpR0O2.1.0 (8 generacio) indukcié utan; pet kanamicint (25 pug/ml) tartalimazé LB-lemezeken, il-

5. sav: E. colilpR0O2.1.0 (18 generacid) indukcié utan; letve kanamicin nélkiili LB-lemezeken kialakitott racso-

6. sav: E. colilpR0O2.1.0 (28 generacio) indukci6 utan; 15 zatba helyeztiik, 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk,

7. sav: E. coli/pR02.1.0 (38 generacio) indukcio utan, majd naponta meghataroztuk a rezisztens telepek sza-

8. sav: E. colilpR02.1.0 (48 generécid) indukcid utan, zalékos aranyat.

9. sav: E. colilpR02.1.0 (58 generacio) indukcio utan, A naponkénti generacidoszamot a kovetkezé képlet-
10. sav: E. colifpR02.1.0 (68 generacid) indukcio utan; tel szamitottuk ki: log[kiindulasi ODggg/vég ODggol/log2.
11. sav: E. colilpRO2.1.0 (78 generacio) indukcié elétt; 20 Az expresszios vizsgalatokhoz a tenyészet 1 mi-ét
12. sav: E. coliipR02.1.0 (78 generaci6) indukcié utan; LB-tapkézegben 100-szoros térfogatra higitottuk, és a
13. sav: Molekulatdmeg-marker (,Low Range”, Life 2. példaban leirtak szerint kezeltik.

Technologies);
14. sav: Molekulatdmeg-marker (,High Range”, Life 2. példa
Technologies). 25 Expresszios vizsgélat

Az interleukin-4 és az interleukin-4-muteinek kis
1. példa mennyiségben térténd expresszaltatasa céljiabol a sej-
Plazmidstabilitasi teszt teket LB-tapkdzegben (10 glliter Bactotripton; 5 g/liter

A plazmidstabilitasi teszteket minden esetben fo- élesztSkivonat; 10 glliter NaCl; pH=7,5) addig tenyész-
lyékony nitrogénben lefagyasztott tenyészettel kezd- 30 tettik, mig a 600 nm-nél mért optikai denzitas (ODggp)
tik. Elészor meghataroztuk a felolvasztott tenyészet 0,8-1,0 értéket nem ért el. Az expressziot 0,5 mM veg-
ODggo-értékét, majd a tenyészetet PBS-pufferben koncentraciéju IPTG hozzaadasaval indukaltuk, és az
104-szeres koncentracidra higitottuk, és antibiotiku- inkubalast 5 dra hosszat folytattuk. A sejteket centrifu-
mok nélkil LB-agarlemezekre kentlk. galassal gyijtottik ossze.

A felolvasztott tenyészet 1 mi-ét 100 mi peptontap- 35 Az SDS-PAGE-analizis elvégzéséhez a sejtiilede-
kdzegbe (30 glliter széjapepton; 20 glliter élesztdkivo- ket SDS-PAGE felvivopufferben — 1 ODggo-egy-
nat; 5 g/liter KH,PO,; 20 gfliter glicerin; 1 g/liter $ég/100 ul koncentracioéra — higitottuk.

SZEKVENCIALISTA
<210> 1
<211> 60
<212> DNS
<213> ismeretlen
<220>
<223> ismeretlen él6iény leirasa: primer
<400> 1
tcaattgtga gcggataaca atttcacaca tctagaaata attttgttta
actttaagaa 60
<210> 2
<211> 4202
<212> DNS
<213> ismeretlen
<220>
<223> ismeretlen éldlény leirasa: ember
<400> 2
ttagaaaaac tcatcgagca tcaaatgaaa ctgcaattta ttcatatcag gattatcaat 60
accatatttt tgaaaaagcc gtttctgtaa tgaaggagaa aactcaccga ggcagttcca 120
taggatggca agatcctggt atcggtctgc gattccgact cgtccaacat caatacaacce 180
tattaatttc ccctcgtcaa aaataaggtt atcaagtgag aaatcaccat gagtgacgac 240



tgaatccggt
gccattacgce
cgcctgagceg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctggc
attatcgcga
cctcgagcaa
gtaagcagac
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttct
catacctcgce
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagct
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgetyg
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat
gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgcgagge
gcctgtteat
ataaagcggg

gggggatttc
cgggttactg

gtatggatgc
cgaagtggcg
cacctgtggc
tacgttgaca
gagagtcaat
gcecggtgtcet
aaaacgcggyg
gcacaacaac
ctgcacgcgce
agcgtggtgg
aatcttctcg
gccattgctg
cagacaccca
catctggtcg
tcggcecgegtce
atagcggaac
ctgaatgagg
gcaatgcgcg
tacgacgata
tttcgecectge
gtgaagggca
gaaatcataa
gagcggataa
acatatgcac
cgaacagaaa
caccaccgaa

gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggct
gcccatttat
gacgtttccc
agttttattg
cccegtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcctgtcggg
gcggagccta
gccttttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
ttcacaccgc
tatacactcc
ccgctgacge
ccgtctecgg
agctgcggta
ccgcgtccag
ccatgttaag
tgttcatggg
atgatgaaca
ggcgggacca
agcccgatct
gccggtgatyg
ccatcgaatg
tcagggtggt
cttatcagac
aaaaagtgga
tggcgggcaa
cgtcgcaaat
tgtcgatggt
cgcaacgcgt
tggaagctgce
tcaacagtat
cattgggtca
tgcgtctggce
gggaaggcga
gcatcgttcc
ccattaccga
ccgaagacag
tggggcaaac
atcagctgtt
aaaatttatt
caatttcaca
aaatgcgata
accctgtgca
aaagaaacct

aaagcttatg
aatcactcgc
cgcgatcgcet
ctgccagcgce
ctgttttccc
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gccacgctte
ggagagcgca
tttcgccacc
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagagc
aatggtgcac
gctatcgcta
gccctgacgg
gagctgcatg
aagctcatca
ctcgttgagt
ggcggttttt
ggtaatgata
tgcceggtta
gagaaaaatc
tccccatcgg
ccggccacga
gtgcaaaacc
gaatgtgaaa
cgtttceccge
agcggcgatg
acagtcgttg
tgtcgecggceg
agaacgaagc
cagtgggctg
ctgcactaat
tattttctcc
ccagcaaatc
tggctggeat
ctggagtgcc
cactgcgatg
gtccgggetg
ctcatgttat
cagcgtggac
gcccgtctca
tgctttgtga
catctagaaa
tcaccctgceca
ccgaactgac
tctgeegtge
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catttctttc
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctgce
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgegtt
ccgctecgecg
gcctgatgeg
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtctge
tgtcagaggt
gcgtggtegt
ttctccagaa
tcctgtttgg
ccgatgaaac
ctggaacgtt
actcagggtc
tgatgtcggce
tgcgtccgge
tttcgcggta
ccagtaacgt
gtggtgaacc
gcggagctga
ctgattggcg
attaaatctc
ggcgtcgaag
atcattaact
gttccggegt
catgaagacg
gcgectgttag
aaatatctca
atgtccggtt
ctggttgcca
cgcgttggtg
atcccgceegt
cgcttgctge
ctggtgaaaa
gcggataaca
taattttatt
ggaaatcatc
cgttaccgac
tgctaccgtt

cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgccat
gtcgcacctg
atgttggaat
cccecttgtat
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtcg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacg
gtattttctc
atctgctctg
tcatggctgce
tceceggeatce
tttcaccgtc
gaagcgattc
gcgttaatgt
tcactgatgc
gagagaggat
gtgagggtaa
aatgccagcg
gatataggcg
gtagaggatc
tggcatgata
tatacgatgt
aggccagcca
attacattcc
ttgccacctc
gcgccgatca
cctgtaaagc
atccgctgga
tatttcttga
gtacgcgact
cgggcccatt
ctcgcaatca
ttcaacaaac
acgatcagat
cggatatctc
taaccaccat
aactctctca
gaaaaaccac
attataatag
taactttaag
aaaaccctga
atcttcgcetg
ctgcgtcagt

caacaggcca
ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgcgg
tactgtttat
tcgttccact
tttctgcgcg
ttgccggatc
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttcctgg
tctgtggata
accgagcgca
cttacgcatc
atgccgcecata
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
acagatgtct
ctggcttctg
ctccgtgtaa
gctcacgata
acaactggcg
ctcatgagcc
ccagcaaccyg
gagatccatt
gcgcccggaa
cgcagagtat
cgtttctgceg
caaccgcgtg
cagtctggcc
actgggtgcc
ggcggtgcac
tgaccaggat
tgtctctgac
gggcgtggag
aagttctgtc
aattcagccg
catgcaaatg
ggcgcetgggce
ggtagtggga
caaacaggat
gggccaggceg
cctggcectcga
attcaattgt
aaggagatat
attctctgac
cttcgaaaaa
tctactctca

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
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ccacgaaaaa gacacccgtt gcctgggtgce taccgctcag cagttccacc gtcacaaaca 3900
gctgatcegt ttcctgaaac gtctggaccg taacctgtgg ggtctggcetg gtctgaacag 3960
ctgcccggtt aaagaagcta accagtctac cctggaaaac ttcctggaac gtctgaaaac 4020
catcatggac gaaaaagact ctaaatgctc ttcttaataa ggatccggct gctaacaaag 4080
cccgaaagga agctgagttg gectgctgcca ccgctgagca ataactagca taaccccttg 4140
gggcctctaa acgggtcttg aggggttttt tgctgaaagg aggaactata tccggataat 4200
tc 4202

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Plazmid IL—4 és IL-4-muteinek Escherichia coli
torzsben torténd eléallitasara, amely 5'—3' iranyban
tartalmazza a kovetkezd — egymashoz mikddéképe-
sen kapcsolt — elemeket: E. coli T5-fag promoterbdl és
két lac-operatorszekvenciabol all6, vezérelhetd promo-
ter; E. coli T7-fagbol szarmazé T7-g10 riboszomakoto
hely; transzlacios kezd6kodon; az IL-4 vagy IL—4-mu-

15

20

tein strukturdlis génje; valamint a strukturalis géntél
3'-iranyban egy transzkripcios terminacios szignal.

2. A 4. abran bemutatott szerkezeti pRO2.1.0
plazmidot tartalmazé E. coli-sejt.

3. Escherichia coli, amely 1. igénypont szerinti vagy a
2. igénypontban emlitett plazmiddal van transzformalva.

4, Az 1. igénypont szerinti vagy a 2. igénypontban
emlitett plazmid alkalmazasa IL—4 vagy IL—4-muteinek
el6allitasi eljarasaban.
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