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PLASMIDY, JEJICH KONSTRUKCE A JEJICH VYUZITE VE VYROBE
INTERLEUKINU-4 A MUTEIN{i INTERLEUKINU-4.

Oblast techniky

Vynalez se tyka konstrukce a pouziti expresnich
plasmidi ve vyrobé rekombinantniho interleukinu-4 (IL-4)

a muteint interleukinu-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 znamy cytokin, ktery ¥idi diferenciaci pomocnych
T bunék na fenotyp Typ (Mosmann and Sad, Immunol. Today 17,
138-146, 1996). IL-4 predava signal lymfocytim a dalsim
bunikam pfes heterodimericky aggkomplex dvou receptorl
cytokinu, IL-4Ra a t-tetézce (tc). Byly popsany
antagonistické mutanty IL-4 (Kruse a kol., EMBO J. 11,

3237 - 3244, 1992). Tti aminokyseliny blizko C-konce (R121,
Y124 a S125) jsou dulezité pro vazbu k tc-fetézci. Zavedeni
Asp(D) do téchto pozic blokuje dimerizaci receptoru a pfenos

signalt pies membranu.

Dvojity mutein interleukinu-4 (IL-4 DM) je varianta
IL-4 s dvéma zménami aminokyselin v pozicich 121 a 124
nazvana IL-4 R121D Y124D. IL-4 DM je schopen blokovat obé
aktivity IL-4 a IL-13. Na rozdil od vsech bodovych mutanti
sadné zbytkové agonistické aktivity nebyly pro tento mutein
nikdy nalezeny. Ma se za to, e tyto antagonistické

vlastnosti IL-4 DM jsou uzitecné pro 1é&bu onemocnéni, ktera




zahrnuji vyvoj Tyo a/nebo produkci I1gE (Ryan, J. Allergy
Clin. Immunol. 99, 1 - 5, 1997).

Jak bylo popsano Vv riznych publikacich, k produkci
rekombinantniho IL-4 a muteint IL-4 mohou byt vyuzZity
prokaryotické organismy. Bohuzel, popisované systémy maji
tadu nedostatk (nizka hladina exprese, nizka stabilita
expresniho vektoru), které znemoziiuji produkci IL-4
a muteint IL-4 ve velkém méritku nebo jsou ekonomicky

nerealizovatelné.

Hlavni kritéria pro né¢inny a bezpelny expresni systém
jsou:
- vysoky vytézek produktu
- regulovatelna stabilni exprese

- stabilita expresniho vektoru.

Nékolik aspektd expresniho plasmidu je dtilezitych pro
vy$e uvedena kritéria (Hannig a kol., TIBTECH. 16, 54 - 60,
1998). Jsou to:
- promotor
- ribosomalni vazebné misto (rbs)
- vyuziti kodonu prislusného genu
- transkripéni terminator
- gen pro rezistenci
- regulace exprese

- podatek replikace (ori).

Podstata vynalezu

Podle vynilezu byly vytvoteny expresni plasmidy pro
IL-4 a muteiny IL-4 s modifikacemi ve v3ech prislusnych

elementech pro ucinny a bezpedény expresni systém. Kvalita




a vhodnost prislusného expresniho systému byla klasifikovana
zejména podle nasledujicich kritérii:

- vytézek IL-4 a muteint IL-4

- stabilita plasmidu

- udrzeni indukéni schopnosti.

Predmétem tohoto vyndlezu je proto vytvoreni metody
pro konstrukci na pouziti expresniho plasmidu pro vyrobu
rekombinantniho interleukinu-4 (IL-4) a muteind
interleukinu-4 ve velkém méritku. Navic by mél nové
vytvoreny systém hostitele/vektoru byt vhodny pro expresi
dalgich proteind (cytokint, ristovych faktori, rozpustnych
receptorid, protilatek atd.). Prekvapivé bylo zjisténo, Ze
bakterie transformované plasmidem podle tohoto vynalezu
poskytuji mnohonidsobné vét$i rychlosti exprese a stabilitu
plasmidu a exprese nez bylo pozorovano po transformaci
stejného hostitele jinymi zndmymi plasmidy. Proto je pouziti
plasmidt dle tohoto vynalezu mnohem vyhodnéjsi pro produkci
rekombinantniho interleukinu-4 a muteintl interleukinu-4 ve

srovnani se véemi d¥ive znamymi plasmidy.

Nové vyvinuty vektorovy systém obsahuje nasledujici

prvky:
T5 promotor

Promotor bakteriofaga T5 E. coli spoleéné se dvéma lac
operatorovymi sekvencemi je odvozen z plasmidu pQE30
(Qiagen), naleziciho do skupiny plasmidd pDS (Bujard a kol .,
Methods Enzymol. 155, 416 - 433, 1987 a Stiiber a kol.,
Immunological Methods, I. Lefkowits and B. Pernis, eds.,
Academic Press, Inc. Vol. 1V, 121 - 152, 1990).




T7 gl0 ribosomidlni vazebné misto

Vazebné misto ribosomu (rbs) je odvozeno z oblasti
pred genem 10 bakteriofaga T7 (T7g10 vedouci sekvence). Gen
10 faga T7 koéduje plagtovy protein, ktery je hlavnim
proteinem exprimovanym po infekci fagem T7. T7 gl0 rbs byl
ziskan z vektoru pET-9a (Studier a kol., 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 pied Xbal mistem
odstranéna. T7 gl0 vedouci sekvence nyni tedy zahrnuje 42 bp
a obsahuje zaménu jedné baze z G na A v pozici 3638 v tomto

zde popisovaném plasmidu.
Vyuziti kodénti prirozené sekvence IL-4

Jakozto ud¢inné méritko vyuziti synonymnich kodént
prirozené sekvence miize byt index adaptace kodonu (codon
adaptation index - CAl) pouzit pro predpovézeni hladiny
exprese daného genu (Sharp a kol., Nucleic Acids Res. 15,
7281 - 1295, 1987 and Apeler a kol., Eur. J. Biochem. 247,
800 - 895, 1997). CAI je poc¢itan jako geometricky stred
hodnot relativniho vyuziti kodoént (RSCU) odpovidajicich
kazdému z kodént pouzitych v genu, déleno maximdlnim mozZnym
CAI pro gen pro stejné aminokyselinové sloZeni. RSCU hodnoty
jsou pro kazdy kodén pocitany z velmi vysoce exprimovanych
genti urc¢itého organismu, napt. E. coli, a reprezentuji
pozorovanou frekvenci kodonu délenou frekvenci ocekavanou za
predpokladu stejného vyuziti synonymnich kodéntt pro
aminokyselinu. Vysoce exprimované geny, napf. geny kédujici
ribosomalni proteiny, obecné maji vysoké hodnoty CAI >
0,46. Slabé exprimované geny jako lacl a trpR v E. coli maji

nizké hodnoty CAI < 0,3.




Vypod&itand hodnota CAI v E. coli je pro ptirozenou
sekvenci IL-4 0,733. To znamend, e prirozeny gen by mél byt
vhodny pro vysokou hladinu exprese v E. coli. Nicméné ma
synteticky gen s optimalnim vyuzitim E. coli kodéntt (hodnota
CAI = 1) potencial k dalgimu zvy$eni hladiny exprese. Proto
byly navrzeny a klonovany syntetické geny pro IL-4 a muteiny

IL-4.
Transkripéni terminator

Fragment z T7 DNA obsahujici transkripéni terminator
Tg¢ je odvozen z vektoru pET-9a (Studier a kol., Methods
Enzymol. 185, 60 - 89, 1990). Transkripcéni terminatory
urcéuji mista, kde komplex mRNA - RNA polymerasa - DNA
disociuje a tim konci transkripce. Pritomnost transkripéniho
terminatoru na konci vysoce exprimovaného genu ma nékolik
vyhod: minimalizuji nedostupnost RNA polymerasy, ktera by
byla zahrnuta Vv nadbytecné transkripci, omezuji délku mRNA
na minimalni potf¥ebnou délku a tim omezuje vydej energie.
Vzhledem k tomu, Zze silna transkripce by mohla interferovat
s pocatkem replikace, zvy$uje terminator transkripce
stabilitu plasmidu prostfednictvim udrzeni podtu kopii
(Balbas a Bolivar, Methods Enzymol. 185, 14 - 37, 1990).

Gen kédujici resistenci

Gen kanamycinové resistence je odvozen z vektoru
pET-9a (Studier a kol., Methods Enzymol. 185, 60 - 89,
1990) . Pivodné se jedna o kan gen Tn903 z vektoru pUC4KISS
(Barany, Gene 37, 711 - 123, 1985). Ve zde popisovaném
plasmidu je kan gen Vv opaéné orientaci nez geny pro IL-4

a mutein IL-4, takze nedochazi ke zvyseni mnozstvi produktu




kan genu po indukci v disledku prodteni terminatoru
transkripce z TS promotoru. Kanamycin byl vybran jako
selekéni marker nebot je preferovanym antibiotikem pro
GMP-ucely. Navic jsou vektory zalozené na rezistenci ke
kanamycinu stabiln&js$i nez plasmidy s ampicilinovou (bla)
rezistenci. Selekce na ampicilinu ma tendenci ke ztratam
nebot tato latka je degradovéana sekretovanym enzymem:
B-laktamasou. Zptsob bakterialni rezistence ke kanamycinu
z4visi na aminoglykosidové fosfotranferase, ktera inaktivuje

antibiotikum.
Regulace exprese

Kontrolovana genova exprese je absolutné nezbytna pro
nastaveni stabilniho plasmidového systému, obzvlasté, je-1li
pozadovany protein zhoubny pro hostitelské buriky. Vyhodny
plasmid podle predmé&tného vynalezu vyuziva indukovatelny
systém zaloZeny na lac systému sestavajiciho z genu pro lac
represor (lacl) a dvou syntetickych sekvenci lac operatoru
predchazejicich ve fuzi promotor bakteriofaga TS E. colt.
Promotor Lacl9 a strukturni gen lacl byl izolovan z vektoru
pTrc99A (Amman et al., Gene 69, 301 - 315, 1988). 14
pfedstavuje promotorovou mutaci vedouci k nadprodukci lacl
represoru. Lac represor standardniho typu jektetramerni
molekula sestavajici ze &ty¥ identickych podjednotek o 360
aminokyselinéach, kazda. Tetramer lac represoru je dimerem
dvou funkénich dimerth. Ctyfi podjednotky jsou drzeny
pohromadé svazkem étyt helix® tvoienych zbytky 340-360. Pri
izolaci lacl genu z vektoru pTrc99A pomoci $tépu Narl byly
zbytky za aminokyselinou 329 odstranény a 10 aminokyselin
které nejsou normalne ko6dovany lacl genem bylo pridano. Je
znamo, e mutace nebo delece probihajici v C-termindlni

&4sti lacl, za aminokyselinou 329, poskytuji funkéni dimery




které se jevi jako fenotypoveé podobné standardnimu represoru
(Pace a kol., TIS 22, 334 - 339, 1997).

Podatek replikace (ori)

Podatek replikace (ori) zde popisovaného plasmidu je
odvozen z vektoru pET-9a, jehoZ ori pochazi z pBR322.
Vyhodna plasmid podle piedmétného vynalezu proto nese pMB1
(ColEI) replikon. Plasmidy s timto replikonem jsou
mnohakopiové plasmidy, které se replikuji "relaxovanym"
zptisobem. Minimdlné 15 - 20 kopii plasmidu je udrZovano
v kazdé bakterialni burce za normalnich rtistovych podminek.
Bézny pocet zde popisovaného plasmidu je v tomto rozmezi.
Replikace pocatku replikace ColEl-typu je iniciovana
555-nukleotidovym transkriptem RNA, RNAII, ktery tvori
stabilni hybrid se svym DNA templatem pobliz ori. Hybrid
RNAII-DNA je poté $tépen RNasou H v ori za vzniku volného
3°0H, ktery slouzi jako primer pro DNA polymerasu 1. Tato
iniciace syntézy DNA je negativné regulovana RNA 1, coz je
108 -nukleotidova molekula RNA komplementarni k 5’ konci RNA
I1. Interakce antisense RNA I s RNA I1 zptsobuje konformacéni
sménu RNA II, ktera inhibuje vazbu RNA II k DNA templatu
a nasledné zabrafuje iniciaci syntézy plasmidové DNA. Vazba
mezi RNA I a II je zvySena malym proteinem O velikosti 63
aminokyselin (Rop proteinem, Represor of primer), ktery je
k6dovan genem umisténym 400 nukleotidt po sméru transkripce
od podatku replikace (Sambrook a kol., Molecular Cloning,
Cold Spring Harbor, 1989) . Delece rop genu vede ke zvyseni
po¢tu kopii a prostfednictvim zvy$eni mnoZstvi genu ke
zvy$eni hladiny exprese heterolognich genl kédovanych
plasmidem. Toto zjisténi bylo rovné ud¢inéno v pripadé
zkousenych expresnich vektorti pro IL-4. Ale ukazalo se, ze

rop -plasmidy jsou nestabilni a pri fermentaci za




neselektivnich podminek dochazi k jejich ztraté. Proto
obsahuje replikon zde popisovaného plasmidu rep gen pro
zajisténi vysoké stability plasmidu. V popisu predmétného
vynalezu popisovany plasmid postradid mob gen, ktery je nutny
pro mobilizaci a proto neni schopen fidit svij vliastni

konjuga¢ni pienos z jedné bakterie do jiné.

Ve vyhodném provedeni podle predmétného vynalezu jsou
z plasmidu odstranény vsSechny prvky, které nejsou nezbytné

pro jeho replikaci, resistenci a regulaci exprese.

V souladu s rozsahem tohoto Vynélezu, pro konstrukci
expresniho plasmidu podle pfedmé&tného vynidlezu nemusi byt
pouzity vSechny vyse uvedené znaky. Napriklad gen pro
prirozeny interleukin-4 nebo mutein interleukinu-4 miZe byt
pouzit misto syntetického genu pro optimalizované vyuziti
kodontt v E. coli. Transkripcni terminator je ve vyhodném
provedeni Tg, ale rovnéZ je mozno pouzit i dal$i terminatory
jako rrnB T2 nebo aspA. Podobn& je mozné pouzit pro
konstrukci vyhodného plasmidu podle pfedmétného vynadlezu
prvky z jinych nez zde popsanych, komerc¢né dostupnych

vektoru.

Metody pouzité beéhem vyvoje expresniho systému jsou

uvedeny nize.
Materialy a metody
Enzymy
Restrikéni endonukleasy, alkalicka fosfatasa

z teleciho stfeva, T4 polynukleotid kinasa a T4 DNA ligasa
byly ziskany od firmy Boehringer Mannheim a GIBCO-BRL a byly




pouzity dle doporudeni dodavatele.
Metody prace s rekombinantni DNA

Standardni konovaci postupy byly popséany Vv 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 DHSa (GIBCO BRL) a V3110 (ATCC 27325) byly pouzity
primérné jako hostitelske butiky. Genotyp W3110 je K12, F’,
[N(xrrnD-rrnE) ]lambda” .

v v

Pro izolace ve velkém méritku byly pouzity Spicky
"Qiagen-tips" (Qiagen) . Extrakce fragment DNA z agarosovych
gelti byla provedena za pouziti Jetsorb (Genomed) dle

doporudeni dodavatele.

Oligonukleotidy pro ¥izenou mutagenezi, PCR reakce
a sekvenovani pochazely od MVG Biotech, Pharmacia Biotech

nebo GIBCO BRL.

Experimenty zamé&fené na mutagenezi byla pouzita metoda
Denga a Nickoloffa (Deng and Nickoloff, Anal. Biochem. 200,
81 - 88, 1992) pouzivajici systém "Mutageneze s eliminaci
unikatniho mista" od Pharmacia Biotech. Primer pouZivany pro

znovuvytvotreni T7gl0 rbs m4 nasledujici sekvenci:

5’TCAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTA
AGAA3’ (Sekv. 1)

VS$echny konstrukty a sekvence DNA byly potvrzeny
pouzitim sekvenovani termina¢ni metodou s AmpliTaq DNA

polymerasy, FS na ABI 373A sekvenatoru (Applied Biosystems) .




Vynalez je detailnéji vysvétlen nasledujicimi

priklady, obrazky a informacemi o sekvencich.

Ptehled obrazkiti na vvkresech

OBR.1 az OBR. 4:

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

mutein IL-4).
OBR.S:

Plasmidova stabilita expresnich vektort muteinu IL-4
pR021.1.0 a pR0O.2.1.0. Vektor pRO2.1.0 zlstava zcela
stabilni pfes 78 generaci bez selekce antibiotiky. Na rozdil
od tohoto je expresni vektor pR0O21.1.0, ktery je zalozen na
komeréné dostupném plasmidu pET-30a (Novagen) , ztracen velmi
rychle. Pouze 16 % kolonii obsahuje plasmid po 78 generacich

bez kanamycinové selekce.
OBR.6:

Udrzeni schopnosti indukce a exprese zde popisovaného

expresniho vektoru IL-4 a muteinu IL-4.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Test stability plasmidu




Testy stability plasmidu byly vZdy startovany kulturou
zmrafenou v tekutém dusiku. Po roztati kultury byla
stanovena ODggo 2@ kultura byla zredéna na 10-4 PBS pufrem
a poté byla rozetiena na misky s LB mediem ztuZzenym agarem

bez antibiotika.

Pri provadéni tohoto testu byl 1 mililitr roztaté
kultury inokulovan do 100 mililitr®a peptonového media (30
gramd sojového peptonu, 20 ramil kvasniéného extraktu,

5 gramd KH,PO4, 20 ramt glycerolu, 1 miligram MgS0, x 7 Hy0
na litr, pH 7,0) a inkubovan pri 37 °C za trepani 280 rpm po
dobu 24 hodin.

Byla stanovena ODggg narostlé kultury, kultura byla
ztedéna az do koncentrace 10-4 v PBS pufru a poté byla
rozetiena na misky s LB mediem ztuzenym agarem bez

antibiotika aby byly ziskany dob¥e oddé&lené kolonie.

100 pl narostlé kultury bylo inokulovéno do 100
mililitrt peptonového media a inkubovéno pri 37 °C za
tr¥epani 280 rpm po dobu 24 hodin. Tento postup byl opakovéan

osmkrat.

100 dobie oddélenych kolonii z LB misek bylo oc¢kovano
na LB misky s kanamycinem (25 pg/ml) a LB misky bez
kanamycinu a inkubovano p¥i 37 °C po dobu pres noc.

Procentualni zastoupeni resistentnich kolonii bylo urc¢ovano

kazdy den.

Podty generaci za den byly vypoéteny podle _
nasledujiciho vzorce: log [ODg00 end/ 9P600 Begl/1log 2.
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Pro expresni studie byl 1 mililitr narostlé kultury
z¥edén 100-krat LB mediem a bylo s nim nakladdno dle popisu
(viz priklad 2).

Priklad 2

Exprese

Pro expresi interleukinu-4 a muteinu interleukinu-4
v malém méritku byly buiky kultivovany v LB mediu (10 gramd
Bacto tryptonu, 5 gramil kvasniéného extraktu, 10 gramii NaCl
na litr, pH 7,5) dokud ODggq nedosahla 0,8 - 1,0. Exprese
byla indukovana pridavkem IPTG do finalni koncentrace 0,5 mM
a inkubace pokracovala po dobu 5 hodin. Buriky byly z media

ziskany centrifugaci.

Pro SDS-PAGE analyzu byly bunédné pelety
resuspendovany ve vzorkovém pufru pro SDS-PAGE do

koncentrace 1 jednotka 0D600/100 pl.
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Plasmidy pro muteiny IL-4

Popis nezndmého organismu: primer

{caattgtga geggataaca atttcacaca totagaaata atttgttta actttaagaa 60

<«210> 2

<211> 4202
<212> DNA
<213>

<220>

Neznamy

<223>Popis nezndmého organismu: Clovek

<400> 2

ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatccggt
gccattacge
cgcctgageg
. atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctggce
attatcgcga
cctcgagecaa
gtaagcagac
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgtccttct
catacctcgce
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagcet
taagcggeag

tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
ccctegtcaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
gcccatttat
gacgtttccc
agttttattg
ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca

tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtctgce
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactcgce
cgcgatcget
ctgccagcgce
ctgttttccce
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagc
gccacgcttce
ggagagcgca

ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttctttc
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccage
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagcet

-~

ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgceat
gtcgcacctg
atgttggaat
cccecttgtat
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgeag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggteg
caccgaactg
aaaggcggac

tccaggggga

gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgegg
tactgtttat
tcgttccact
tttctgcgceg
ttgccggatce
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt

PLASMIDY, JEJICH KONSTRUKCE A JEJICH UZITi PRI VYROBE INTERLEUKINU-4 A

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440




atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat
gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgcgaggce
gcctgttcat
ataaagcggg
gggggatttc
cgggttactg
gtatggatgc
cgaagtggcg
cacctgtggce
tacgttgaca
gagagtcaat
gccggtgtcet
aaaacgcgggd
gcacaacaac
ctgcacgcege
agcgtggtgg
aatcttctcg
gccattgetyg
cagacaccca
catctggtcg
tcggegegtc
atagcggaac
ctgaatgagg
gcaatgcgcg
tacgacgata
tttcgectge
gtgaagggca
gaaatcataa
gagcggataa
acatatgcac
cgaacagaaa
caccaccgaa
ccacgaaaaa
gctgatecegt
ctgcccggtt
catcatggac
cccgaaagga
gggcctctaa
tc

tcctgtcggyg
gcggagecta
gcecttttget
cqcctttgag
gagcgaggaa
ttcacaccgce
tatacactcc
ccgctgacge
cecgtctecgg
agctgcggta
ccgegtccag
ccatgttaag
tgttcatggg
atgatgaaca
ggcgggacca
agcccgatct
gccggtgatg
ccatcgaatg
tcagggtggt
cttatcagac
aaaaagtgga
tggcgggeaa
cgtcgcaaat
tgtcgatggt
cgcaacgcegt
tggaagctge
tcaacagtat
cattgggtca
tgcgtctgge
gggaaggcga
gcatcgttce
ccattaccga
ccgaagacag
tggggcaaac
atcagctgtt
aaaatttatt
caatttcaca
aaatgcgata
accctgtgca
aaagaaacct
qacacccgtt
ttcctgaaac
aaagaagcta
gaaaaagact
agctgagttg
acgggtcttg

tttcgccace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgagctgata
gcggaagage
aatggtgcac
gctatcgcta
gcectgacgy
gagctgcatg
aagctcatca
ctcgttgagt
ggcggttttt
ggtaatgata
tgcccggtta
gagaaaaatc
tccccatcegg
ccggccacga
gtgcaaaacc
gaatgtgaaa
cgttteccge
agcggcgatg
acagtcgttg
tgtcgeggcyg
agaacgaadgc
cagtgggctg
ctgcactaat
tattttctcec
ccagcaaatc
tggctggeat
ctggagtgcc
cactgcgatg
gtccggactyg
ctcatgttat
cagcgtggac
gccegtctca
tgctttgtga
catctagaaa
tcaccctgca
ccgaactgac
tctgccgtge
gcctgggtge
gtctggaccyg
accagtctac
ctaaatgctc
gctgctgcca
aggggttttt

tctgacttga
ccagcaacgc
ttecctgegtt
ccgctcgecg
gcctgatgeg
tctcagtaca
cgtgactggg
gcttgtetge
tgtcagaggt
gcgtggtegt
ttctccagaa
tcctgtttgg
ccgatgaaac
ctggaacgtt
actcagggtc
tgatgtcggc
tgegtccgge
tttcgcggta
ccagtaacgt
gtggtgaacc
gcggagctga
ctgattggcg
attaaatctc
ggcgtcgaag
atcattaact
gttccggegt
catgaagacg
gcgctgttag
aaatatctca
atgtccggtt
ctggttgccea
cgcgttggty
atcccgecgt
cgcttgetgce
ctggtgaaaa
gcggataaca
taattttatt
ggaaatcatc
cgttaccgac
tgctaccgtt
taccgctcag
taacctgtgg
cctggaaaac
ttcttaataa
ccgctgagea
tgctgaaagg

gcgtcgattt
ggccttttta
atcccctgat
cagccgaacg
gtattttctc
atctgctctg
tcatggctge
tcccggeate
tttcaccgtc
gaagcgattc
gcgttaatgt
tcactgatgce
gagagaggat
gtgagggtaa
aatgccagcg
gatataggcg
gtagaggatc
tggcatgata
tatacgatgt
aggccagccea
attacattcc
ttgccacctce
gcgcecgatcea
cctgtaaagce
atccgetgga
tatttcttga
gtacgcgact
cgggcccatt
ctcgcaatca
ttcaacaaac
acgatcagat
cggatatctce
taaccaccat
aactctctca
gaaaaaccac
attataatag
taactttaag
aaaaccctga
atcttcgetg
ctgcgtcagt
cagttccacc
ggtctggetg
ttcctggaac
ggatccggcet
ataactagca
aggaactata

ttgtgatgct
cggttcectgyg
tctgtggata
accgagcgca
cttacgcatc
atgccgcata
gcccecgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
acagatgtct
ctggcttctg
ctcecgtgtaa
gctcacgata
acaactggcg
ctcatgagcc
ccagcaaccyg
gagatccatt
gcgcccggaa
cgcagagtat
cgtttctgeg
caaccgcgtg
pagtctggcc

actgggtgcc:

ggcggtgeac
tgaccaggat
tgtctctgac
gggcgtggag
aagttctgtc
aattcagccg
catgcaaatg
ggcgcetggge
ggtagtggga
caaacaggat
gggceaggeg
cctggctcga
attcaattgt
aaggagatat
attctctgac
cttcgaaaaa
tctactctca
gtcacaaaca
gtctgaacag
gtctgaaaac
gctaacaaag
taaccccttg
tccggataat

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
38440
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4202
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PATENTOVE NAROKY

1. Operon pro vyrobu IL-4 a muteint IL-4 ve kmeni
Escherichia colti, sestavajici se z operativné spojenych
elementy ve sméru 5’ ke 37: regulovatelny promotor
sestavajici se z promotoru faga TS E. coli a dvou lac
operatorovych sekvenci, vazebného mista pro ribosom
2 bakteriofaga T7gl0 E. coli, iniciac¢niho translac¢niho
kodonu, strukturniho genu pro IL-4 a mutein IL-4

a transkripcéniho terminatoru za strukturnim genem.

2. E. coli /pRO2.1.0

3. Escherichia coli transformovana jednim nebo vice

plasmidy narok 1 nebo 2.
4. Pouziti plasmidi dle niarokt 1 nebo 2 v metode

pripravy IL-4 a muteint IL-4

Zastupuje

Dr. Milo$ Vsetecka
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SDS-PAGE (15%) analyza celkovych extrakth z E. coli/lpRO2.1.0
péstovanych rizny pocet generaci bez selekce antibiotiky 5 hodin po indukei
[PTG. 10 ul resuspendovanych bun&&nych pelet bylo aplikovéano do kazde
jamky. Elektroforesa probéhla za denaturadnich podminek a gel byl barven
pomoci Coomassie brilliant blue.

Dréha 1:  Marker molekulovych hmotnosti (Maly Rozsah, Life Technologies)
Dréha2: IL-4 mutein (1g)

Dréha3: E. coli/pR0O2.1.0 (8 generac) pied indukei
Draha4: E. colilpRO2.1.0 (8 generaci) po indukci
Dréha 5:  E. coli/pR0O2.1.0 (18 generaci) po indukei
Dréha 6: E. coli/pRO2.1.0 (28 generacf) po indukei
Dréha7: E. coli/pRO2.1.0 (38 generacf) po indukei
Dréha 8:  E. coli/pR0O2.1.0 (48 generaci) po indukei
Dréha9: E. coli/pRO2.1.0 (58 generaci) po indukci
Dréha 10:  E. coli/pR0O2.1.0 (68 generaci) po indukci
Draha 11: E. coli/pR0O2.1.0 (78 generacf) pied indukci
Dréha 12: E. coli/pR02.1.0 (78 generacf) po indukei

Dréha 13: Marker molekulovych hmotnosti (Maly Rozsah, Life Technologies)
Draha 14: Marker molekulovych hmotnosti (Vysoky Rozsah, Life Technologies)
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