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Qecombinant DNA-techniek veor de bereiding van een op menselijk
interferon lijkend eiwit; gen voor de expressie van een dergelijk
eiwit; subeenheid van een dergelijk gen; werkwijze voor de berei-
ding.van gen dergelijk gen of een dergelijke subeenheid:; plasmide-'
recombinant; werkwijze voor de berelding daarvan; cel met daarin

een dergelijk gen, subeenheid daarvan of plasmiderecombinant; werk-
wijze voor de bereiding van een dergelijke cel; werkwijze voor de

bereiding van een eiwit; aldus bereid eiwit.

De uitvinding heeft betrekking op een recombinant ONA-tech-
niek voor de bereiding van een op menselijk interferon 1ijkend ei-
wit.

Tnterfercn is een natuurlijk molecuul, dat bereid wordt door
cellen in responsie op een virusinfectie en bepaalde andere prik-
kels (zie b.v. Isaacs, A., en Lindenmenn, J., Proc. Roy. Soc. 8.,
(1957), 147, 258 - 267].

Wanneer dit molecuul aan cellen wordt blootgesteld, maakt
het de cellen resistent tegen virusinfectie. Interferon is derhal-
ve een bekend anti-virusmiddel (zie b.v. Isaacs, A. et al., (18571,
Proc. Roy. Soc. B., 147, 288 - 273).

Sedert de aanvankelijke waarneming van de anti-virusactivi-
teit, zijn een aantal andere eigenschappen aan interferon toege-
schreven (zie b.v. Stewart, W.E., II, Interferon I, (1879]), Acace-
mic Press, I. Gresser (€d.)), waaronder een mogelijke rol bij het
remmen van groei van kankercellen in vivo (zie b.v. Paucker, K.,
et al., (1862), Virolegy, 7, 324 - 334; Gresser, L., et al., (1870]
Ann. N.Y. Acad. Sci., 173, 834 - B6S8; Mellstedt, H., et al.,
(1978), Lancet, 1, 245 - 247; Slomgren, H., et al., (1878}, Acta.
Med. Scand., 138, 527 - 532; Merigan, T.C., et al., (1878]), New
Engl. J. Med., 288, 981 - 887; en Merigan, T.C. 2t al., (18733,
New Engl. J. Med. 288, 14439 - 1453},

Interferocn vertcont ook sen opmerkelijke mate van specids-

8100558




10

15

20

25

30

35

specificiteit (zie b.v. Tyrell, D.A.J., (1858]), Nature, 184, 452 -
453, en Gresser, I., et el., (1874), Nature, 251, 543 - 545), het-
welk betekent dat voor de behandeling van een menselijke ziekte,
de voorkeur wordt gegeven aan interferon dat van menselijke cellen
is afgeleid.

Voor een gedetailleerd overzicht met betrekking tot inter-
feron wordt verwezen naar Texas Reports on Bioclogy and Medicine,
35, 1879, gepubliceerd bij de University of Texas Medical Branch,
Galveston, Texas, U.S.A., (S. Baron en F.Diazani, Editors].

Wat conventionele bronnen betreft, zijn weefselcultuurcellen
de enige praktische bron voor materiazal. Een op weefselcultuurcel-
len gebaseerde werkwijze wordt beschouwd arbeidsintensief, onbe-
trouwbaar en kostbaar te zijn en leidt in het algemeen tot lage
opbrengsten.

Doel van de uitvinding is om middelen te verschaffen voor de
bereiding van een eiwit met eiwitten die lijken op menselijk inter-
feron, door recombinant DNA-technieken in bacterién, welke middelen
goedkoper en betrouwbaarder zijn en ook de mogelijRheld bieden om
gemodificeerde vormen van interferon te bereiden. Voorts kunnen ho-
gere opbrengsten worden verkregen.

Interferon is een glycoproteine met een molecuulgewicht van
ongeveer 20.000. De amino-eindstandige polypeptideopvolgingen van
menselijke en muizen-interferons zijn bekend (zle b.v. Knight, E.,
Jr., et al., (1980), Science 207, 525 - 526; Zoon, K.C., et al.,
(1980), Science, 207, 527; en Taira, H., et al., (1980), Science,
207, 528 - 529).

Fig.l toont gekozen gebieden van deze opvolgingen, samen
met de overeenkomstige codonmogelijkheden. Van de 13 aminozuren die
bekend zijn voor menselijk fibroblast FS-4 interferon, zijn er drie
gemeenschappelijk (onderstreept) met de muis-interferons A en B,
verkregen van Ehrlich ascites tumorcellen, terwijl slechts &én
aminozuur gemeenscheappelijk is tussen menselijk fibroblast en lymfo-
blastolide interferons. Op het DNA-niveau schijnt inderdaad oversen-
stemming tussen menselijk fibroblesst interferon en muis-interferons

A en B (met stippen aangegesven) waarschijnlijker te zijn dan tus-
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Het met de vijf amino-eindstandige resten van menselijk fi-
broblast interferon overeenstemmende gebied toont duldelijk een
minimaal aantal permutaties van coderend oligonucleotide over een
opvolging van voldoende lengte om redelijk specifiek te zijn voor
een individueel mRNA in een hogere eukaryotecel (zie b.v.
Montgomery, O.L, et al., (1978), Cell, 14, 673 - 680). De codons
voor de serine- en leucineresten worden gededuceerd door eerst die
tripletten te kiezen die het meest waarschijnlijk een maximale
homologie met de analoge muiscodans vertconden. De nu in deze en de
andere tripletten resterende onzekerheden werden vervolgens verder
verminderd door te werken op bekende frequenties van codongebruik
in menselijke genen (zie b.v. Grantham, R., et al., (1380), Nucl.
Acids Res., 8, r47 - r62). Het was derhalve mogelijk om het aantal
mogelijke coderingsvolgingen te verminderen tot twee, waarbij het
enige verschil lag in de derde rest van het serinecodon, welke in
deze positie geen duidelijk onderscheid vertconde. Op deze basis
werden de opvolgingen van twee oligodeoxyribonuclectiden (IFIA en
18) gededuceerd, waarvan verwacht werd dat ze specifiek de synthese
op gang brachten van interferon cDNA, indien geIncubeerd met omge-
keerd transcriptase en polyA-mRNA (3’-eindstandig polyadenyleerd
mRNA) , gedxtraheerd van "gelinduceerde” cellen.

Een extra factor bij de voorspelling van de structuur van
interferon mRNA-specifiske primers was de aenname dat een G-rest
in DNA een matig stabiel basepaar kan vormen met een U-rest in RNA
(of een T-rest in DONA). Wanneer de primers dus op bepaalde posities
een G-rest bevatten in plaats van de correcte A-rest, zou toch een
mate van specifiek op gang brengen verwacht kunnen worden {zie b.v.
Powers, G.J., et al., (1875), J.A.C.S., 87, 875 - 884].

De oligonuclegtiden (IFIA en IB) werden gesynthetiseerd en
redicactief gelabeld met 32P—Fosfaat op de 5'-eindpunten daarvan,
gehybridiseerd tot mRNA-preparaten waaruit menselijke fibroblasts,
hetzij "quasi-geinduceerd” (Engels: "mock induced”) hetzij geIndu-
ceerd tat de praduktie ven interfersn door op gang te brengen

o =

Engels: "priming”) met interferon en daaropvolgende superinductis
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onder toepassing van poly(I) : poly[Cj en cycloheximide, en geincu-
beerd met het enzym omgekeerd transcriptase met de conventionele
deoxynucleosidetrifosfaatsubstraten. Alleen IFIA gaf een transcript
van ongeveer 150 nucleotiden, specifiek voor mRNA van geinduceerde
fibroblasts. De nucleotideopvolging van deze negatieve streng
transcript werd bepasald volgens bekende methoden en wordt in fig.2
getoond.

De bovenstreng in fig.2 is de opvolging van het DNA-trans-
cript. Deze DNA-opvolging definieert de volgorde van het 5’'-einde
van het menselijke fibroblast interferon mRNA, getoond als de be-
nedenstreng in fig.2. Oe mRNA-opvolging definieert op zijn beurt
de eiwitopvolging, beginnende bij het eerste AUG, van het amino-
eindstandige gebied van het veronderstelde interferonvoorlopermole-
cuul.

Een tweede oligodeoxynucleotide (IFII) werd gesynthetiseerd,
dat complementair was aan een deel van de bepaalde opvolging ibals
in fig.3 is getoond. 4732P_7 IFII werd gehybridiseerd zoals boven
tot cONA, bereid volgens bekende procedures uit totaal mRNA van
geinduceerde en quasi-geinduceerde fibroblastcellen en een als bo-
ven geproduceerd transcript. Wanneer de produkten van deze reactie
gefractioneerd werden op basis van afmetingen onder toepassing van
denaturerende gelelektfoforese, werd een bijzonder radiocactief
transcript van ongeveer 700 nucleotiden verkregen uit cDNA van ge-
induceerde, maar niest gquasi-geinduceerde cellen.

Na elektroforese door natieve gellen, had het interferon
specifieke produkt een lengte van ongeveer 850 baseparen, hetwelk
ongeveer oversenkomt met de grootte van het complete interferon
mRNA-molecuul. Dit verschil in grootte kan worden verklaard door
aan te nemen dat het enkelstrengs interfercon cONA, zoals het ook
werkt als templaat voor ISII, ook zelf op gang brengt dank zij het
terug op zichzelf vormen van een lus van het 3'-einde. Dit trans-
cript wordt vervolgens verlengd tot aan de positie van het IFII-
op gang gebrachte transcript waar het een halt wordt tosgeroepen,
waardoor een dubbelstrengs interferongen van de volledige lengte

wordt verkregen (d.w.z. een gen dat codeert voor interferon), waar-
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in het 3'-einde van het zelf op gang gebrachte transcript en het
5'-ginde van het door IFII op gang gebrachte transcript niet cova-
lent gebonden zijn. De grootte van het interferon specifieke pro-
dukt zal derhalve varigéren met het type gelsysteem.

Het interferongen werd ge8lueerd uit natieve gels en gevelgd
door bekende methoden die leiden tot opheldering van de gen-opvol-
gingscodering voor het amino-eindpunt van het rijpe fibrablast-
interfercn. Een uitgebreide versie van IFII, IFIIT (zie fig.4)
werd eveneens bereid en de bovenstaande werkwijze herhaald. Dezelf-
de resultaten werden verkregen.

Deze opvolging verifieert grotendeels de bij de synthese
van IFIA gebruikte voorspellingen. Uit een vergelijking van de fig.
1 en 5 kan worden gezien, dat de feitelijke mRNA-opvelging die het
amino-eindpunt van het rijpe interferonpolypeptide specificeert,
jdentiek is aan die waarop de structuur van IFIA was gebaseerd,
afgezien van slechts één nucleotideverschil in het codon voor het
vijfde aminozuur van het aming-eindpunt van het rijpe polypeptide.
Derhalve werden uit een totaal van zeven twijfelachtige nucleotide-
posities, er zes correct geanticipeerd in het geval van IFIA.

(Zie b.v. Houghton, M., et al., (1980), Nucl. Acids Res. 8, 1813 -
1931.)

Vervolgens werd een extra aligodeoxynucleotide primer, IFLV
(zie fig.4) bereid dat overeenstemde met een gebied nebij het uit-
einde van de vers bepaalde opvolging.Docr bovenstaande werkwijze
te herhalen, werd verdere informatie over de opvolging verkregen
waaruit een ander primer, IFV (zie fig.4] werd gededuceerd en ge-
synthetiseerd. De werkwijze werd vervalgens opnieuw herhaald. Cp
deze wijze werd de gehele gen-opvolgingscodering voor het rijpe
sibroblast interferon polypeptide (zie fig.5) stepsgewijze vastge-
steld. (Zie b.v. Houghton, M., et al., (1880]), Nucl. Acids Res. 8,
2885 - 2884.)

In fig.6 is de dubbelsirengs gen-acvolging weergegeven, die
coceer= voor de 5'-niet vertaalde mRNA-opvolging en de giwitcode-
rende mRNA-opvolging.

Een illustratief schema van de basisprocedurss, gebruikE
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voor het clonen van het interferongen tot bacteriéle plasmiden, is
in fig.7 weergegeven.

De eindprodukten van deze procedures waren recombinanten,
die interferdn-genen bevatten die codeerden voor het rijpe inter-
feronpolypeptide en de 3'~niet vertaalde interferon mRNA-opvolging.

Bovendien bevatten deze recombinanten 1 molecuul van IFIII primer

. dat voorafging aan de rijpe interfercn-gen opvolging en ook een

synthetisch Hind III schakelmolecuul aan beide einden van het gen.
Een partigle DNA-nuclectideopvolging van een van- deze inter-
feron-gen recombinanten wordt getoond in fig.8, welke laat zien dat
tijdens de cloningsprocedures (waarschijnlijk als gevolg van de
S1 nucleasebehandeling), het 5'-eindstandige nucleotide van IFIII
verloren ging. Ook werd waargenomen dat de mRNA-tripletcodering
vaor de tyrosinerest op de aminozuurpositie 30 in het rijpe eiwit
UAU was, in plaats van het UAC-triplet dat eerder vastgesteld werd
door directe opvolging van omgekeerde transcripts (zie fig.5).
Deze "stille” nucleotidewijziging is waarschijnlijk een gevolg van
gen-polymorfisme en betekent dat beide typen genen tot de expres-
sie van identieke interferons zullen leiden.
Teneinde het interferon-gen te exprimeren in bacterién, werd
het overgebracht van pBR 322 (zie b.v. Bglivar, F., et al., (1977],
Gene, 2, 85 - 113} in de Hind III plaats van de zogenaamde pWT 2x1
expressieplasmiden. De laatstgenoemde reeks van plasmiden bevat

de promotoropvolging, die verantwoordelijk is voor de transcriptie

" van het tryptofaanoperon en zorgen voor alle drie de mogelijke ver-

talingsfasen (zie b.v. de gepubliceerde Britse octrooiaanvrage
2.052.518). Indien het interferon-gen derhalve in deze plasmiden

in de correctie oriéntatie ten opzichte van de transcriptie wordt
ingebracht, zal slechts één leiden tot de betrouwbare expressie

van het gen. Ult de in fig.8 weergegeven opvolging werd voorspeld
dat pWT 221 de "aopen” vertalingsfase zou verschaffen die nodig is
voor de betrouwbare expressie van het rijpe interferon polypeptide,
hoewel laatstgenoemde zou worden verbonden met een aming-eindstan-
dig peptide van 16 resten, resultersnd van de expressie van de kor-

te trp € gen opvolging en de in de pWT 2x1 plasmiden aanwezige Hind
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IIT schakelmoleculen en ook van de expressie van de Hind II1I scha-
kel en de IFIII primer, gebruikt bij de aanvankelijke cloning van
het interferon-gen. Wanneer het interferon-gen werd overgebracht
naar de pWT 2x1 plasmiden en de trp-promotor tot derspressie werd
gebracht door incubatie bij afwezigheid van tryptofaan en bij aan-
wezigheid van 3/3-;ndoolacrylzuur, werd inderdaad alleen antivirus-
activiteit aangetoond in het geval van het pWT 221 derivaat, zoals
verwacht. '

Fig.8 (waarin Veros = controlecelilen, niet geinfecteerd met
EMC-virus (Encephalomyocarditis virus); Std. A = interferon stan-
daard A; Std. B = interferon standeard B; 221 = extract van recom-
binant, bevattende het in pWT 221 ingebrachte interferon-gen; 231 =
extract van recombinant, bevattende het in pWT 231 ingebrachte in-
terferon-gen; 231 + Std. B = extract van recombinant, bevattende
het interferon-gen, ingebracht in pWT 231 waaraan vaér de extrac-
tie interferon standaard B was toegevcegd; en EMC = controlecellen,
geinfecteerd met EMC-virus), toont een typerend resultaat, verkre-
gen wanneer de bacterie-extracten worden geanalyseerd op antivirus-
activiteit in een in . vitro systeem. In dit systeem werden de mon-
sters in 0,53 1cg10 stappen verdund en aangebracht op mongolagen van
African green monkey cellen (Vercs). Na een incubatie gedurende een
nacht, werden de cellen op de proef gesteid met EMC-virus voordat
de cellen werden gekleurd, waarbij de monsters die interferonacti-
viteit bevatten, de verocellen bleken te beschermen tegen het cyto-
pathische effect (cpe) van het virus. Door de verkregen resultaten
te vergelijken met bekende interferonstandaards, kon het activi-
teitsniveau kwantitatief worden vastgesteld.

Geen activiteit werd waargenomen in extracten van de pWT 211
of pWT 231 interfercnrecombinanten (slechts het resultaat verkrs-
gen met de pWT 231 recombinant wordt in fig.8 getoond), terwijl de
waargencmen activiteit van extracten van nWT 221 recombinanten equi-
valent is aan een opbrengst van ongeveer IDB internationele refe-
rentie-senheden van interfercsn per dm3 bacterién (d.w.z. egquivalent
aan 106 cenheden van een internaticnaal standaardpreparaat ven in-

terferon, waarbij &8n eenheid gedefiniecerd is in termen van die
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hoeveelheid, die leidt tot een 50% vermindering van de virusrepli-
catie in weefselcultuur). Het is waarschijnlijk dat een aanzienlij-
ke interferonactiviteit verloren gaat tijdens de extractieprocedu-
re, omdat slechts een opbrengst van ongeveer 30% werd verkregen wan-
neer een natieve fibroblast interferonstaendasard aan de pWT 231 re-
combinant werd toegevoegd véér de extractie. (Opgemerkt wordt dat
het waargenomen toxische effect van de recombinantextracten in de
antivirusanalyses te wijten is aan de aanwezigheid van Triton X-1040,
dat in dit bijzondere extractieprocédé werd gebruikt.)

Het was nu nodig om de DNA-codering voor de niet interferon
aminozuren aan het amino-eindpunt van het verbonden interferonpoly-
peptide te verwijderen. Dit kan geschikt worden uitgevoerd door ge-
bruik te maken van het plasmide pWT 501 (zie b.v. de Britse octrooi-

aanvrage 80 36080].

Het plasmide pWT 501 heeft een molecuullengte van 3805 bp
(baseparen) en de restrictiekaart daarvan i% in fig.10 getoond.

Dit plasmide kan worden geproduceerd met een werkwijze, waar-
bij pWT 221 aan restrictie wordt onderworpen onder toepassing van
Hha I, het trp-promctor bevattende fragment wordt gelsoleerd, dit
fragment wordt geincubeerd met DNA-polymerase I, het verkregen frag-
ment met stomp einde wordt geligateerd aan Hind III schakels, het
geligateerde materiaal onder tcepaséing van Hind III wordt onder-
worpen aan restrictis, het trp-promotor bevattende fragment wordt
geisoleerd, dit fragment wordt geligateerd aan Hind III-gesneden,
bacteridle basische fosfatase-behandeld pAT 153 (zie b.v. Twigg,
A.J., en Sherratt, D., (1980), Nature 283, 218 - 218), E. coli K-12
HB101 wordt getransformeerd (genotype galu, lac , ara , pro“, arg-,
strr, rec A , rk-, MK_; zie b.v. Boyer, H.W., en Roullard - Dussoix,
D., J. Mol. Biol., 41, 458 - 472) waarbij het verkregen plasmide
wordt gebruikt en geselecteerd op ampicillineweerstand en tetra-
cyclineweerstand.

Een klein Hind III/Taq I restrictiefragment, dat de trp-pro-
motor bevat, kan uit dit plasmide worden geisoleerd. De Tag I split-
singsplaats in kwestie bevindt zich in de DNA-opvolging overesnko-

mend met de ribcsoom bindingsplaats in het mRNA-gebied, dat codeert
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voor het trp-leiderpclypeptide, dat juist v8dr het initifrende me-
thioninetriplet optreedt. Dit fragment kan worden verbonden met

een Sac I/Hind III restrictiefragment van het gecloonde interferon-
gen, dat de gehele rijpe eiwit coderende opvolging beveat, vooraf
gegaan door slechts zes baseparen zoals in fig.ll is getoond. Aange-

zien het amino-eindstandige residu van het rijpe interferon methio-

nine blijkt te zijn, kan het verbindingsprocédé worden uitgevoerd

op zodanige wijze, dat een chimerisch ONA wordt verkregen dat na
transcriptie een kunstmatige ribosoom bindingsplaats bevat die dit
methicninecodon als initi&rend codon voor vertaling gebruikt.
Het samengevoegde molecuul werd vervelgens gecloond tot in E. coli
K-12 HB10l onder toepassing van pAT 153 als plasmidevector. Deze
werkwijze is in fig.ll weergegeven.

Een ander belangrijk gevolg van de bovenstaande werkwijze
is dat het verkregen expressieplasmide het trp-verdunnergebied ont-
beert dat een belangrijke rol speelt bij het reguleren van de trans-
criptie van het trp-operon (zie b.v. Miozzari, G.F., en Yanofsky,C.
(1878}, J. Bacteriol., 133, 1457 - 1486]).

Recombinanten, die het vereiste samengevoegde molecuul in
de ene of de andere oriéntatie bevatten, werden vervolgens geanaly-
seerd op het vermogen daarvan om interfercn te produceren. Zg ble-
ken aanzienlijk hogere niveaus te produceren, van ruwweg zesvoudige
(in beide oriéntaties) extraheerbare antivirusactiviteit in verge-
1ijking tot de recombinanten, die het in pWT 221 ingebrachte inter-
feron-gen bevatten. Zoals verwacht was de grootte van het interfe-
ronprodukt (ongeveer 19.000 Dalton) kleiner dan die, welke verkre-
gen werd onder tcepassingvan pWT 221 als expressieplasmide (onge-
veer 24.000 dalton). Oit wordt in fig.12 getoond en is redelijk con-
sistent met de verwachte aard van de in beide gevallen geproduceer-
de interfersnpolypeptiden (in fig.l12: a = recombinant, dat het se-
mengevoegde molecuul in rechtse oriéntatie bevat (d.w.z. de trans-
criptie verloopt van de trp-promotor naar het tetracyclinewser-
stands-gen in het plasmidel); b = recombinant, dat het samengevoegde
molecuul in linkse oridntatie bevat (d.w.z. de transcriptie verloopt

van de trp-promctar weg van het tetracycline-weerstands-genl; ¢ =
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transformant, dat pAT 153 alleen bevat; d = recombinant dat het
interferon-gen bevat, maar de trp-promotor mist:; f = expressie-
recombinant, bestaande uit het in pWT 221 ingebrachte interferon-
gen; en g = expressierecombinant, bestaande uit het in pWT 2I1 in-
gebrachte interferon-gen). Fig.12 toont ook de overvloed aan 19.000
dalton-interferonpolypeptide ten opzichte van het 24.000 dalton-
produkt, bereid in de pWT 221 recombinant. Deze toename in expres-
sie van het interferon-gen kan worden toegeschreven aan de verwij-
dering van het trp-verdunnergebied.

De kunstmatige riboscom bindingsopvolging bevat zes nucleo-
tiden tussen resten van de Tag I splitsingsplaats en het ATG initie-
torcodon. Het ocorspronkelijke plasmide (pWT 501]) bevat slechts
vijf nucleotiden (van verschillende opvolging) in dit analoge ge-
bied (zie fig.1ll}. Daarom kunnen verdere veranderingen in de groot-
te en opvélging van dit bijzondere gebied in het interferonrecombi-
nant het rendement verhogen van déoribosoom binding en derhalve
de opbrengst van het interferonpolypeptide verbeteren.

Te verwachten is dat de opbrengst aan interferonachtig poly-
peptide verder verbeterd kan worden door het aantal interferon-
genen en/of trp-promotaors in elk plasmide te verhogen. Dit kan vol-
gens bekende methoden worden gersaliseerd.

Ook zal het gebruik van bacteriefermentors, waarin hoge cel-
dichtheden kunnen worden verkregen, vanzelFsbrekend de opbrengst
aan intsrferonactiviteit per dm3 bacterién verhogen.

Behalve dat het in staat is tot bescherming van de Vero-
cellen tegen het cpe van EMC-virus, beschermt het interferonpoly-
peptide, dat in bacterién is geproduceerd, cok V3 African green
monkey cellen tegen infectie door vesiculaire stomatitis virus
(VSV) in vitro. Bovendien is het bacteri&le interferonpolypeptide
evenals het natieve fibroblastinterferon ook in staat gebleken tot
verhoging van de natuurlijke dodende activiteit van menselijke lym-
focieten in vitro.

Het genetisch gebouwde interferonachtige eiwit is primair
bedoeld voor gebruik in de behandeling van ziekten en zal worden

gebruikt in effectieve hoeveelheden, desgewenst met een farmaceu-
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tisch aanvaardbare drager. De in onderzoeken toegepaste doseringen
waarbij natieve menselijke interferons werden gebruikt, varieerden
aanzienlijk, b.v. van lDS tot 107 internationale referentie-eenhe-
den per dag voor verschillende perioden (zie b.v. Scott, G.M., en
Tyrell, D.A.J., (1980), Brit. Med. J., 280, 1558 - -562). Het ge-
prefereerde behandelingsregime zal naar verwachting variéren cver-
eenkomstig het type en de ernst van de ziekte. Het uit bacterién

bereide interferonpolypeptide ken in sommige gevallen afwijkende

activiteiten en farmacokinetische eigenschappen vertonen in verge-

1ijking met natief fibroblastinterferon.

Het interferonrecombinant DNA is ook gebruikt voor het onder-
zoeken van menselijke gen-banken op de aanwezigheid van cloons die
het chromosomale interferon-gen bevatten. Dit werd gerealiseerd
door eerst het Hind III restrictiefragment te extraheren dat het
interferon-gen bevatte van het pWT 221 recombinantplasmide,dit
van een radiolabel te vaorzien en vervolgens te hybridiseren tot
plaatjes, bereid door transfectie van bacteri8n met een menselijke
chromoscmale DNA/)~ faag-hybri deblbllotneek De plaatjes die de
interferon-gen sonde specifiek bonden, werden gezuiverd en daaruit
werd [™-reccmbinant DNA bereid. Het fibroblast (of/el interferon-
gen, aanwezig in deze moleculen, werd vervolgens in opvolging ge-
bracht en de opvolging is weergegeven in fig.l13.

Een niet onderbroken gen-opvolging, identiek aan die welke
in fig.6 is weergegeven, werd waargenomen, onmiddellijk gevolgd
door een opvolging die overeenkomt met de 3’ niet vertaalde inter-
feron mRNA-opvolging, die tevoren was bepaald (zie b.v. Taniguchi,
T. st al., (1980), Gene, 10, 11 - 15; en Oerynck, R. st al.,

(1880), Nature, 285, 542 - 547).

Deze waarneming laat zien dat er geen tussenkomende opvol-
gingen (intrens) zijn binnen dit bijzondere fibroblastinterferon-
gen in het genome.

Bovendien werden cok kaorte gen-opvolgingen stroomopwaarts
van en stroomafwaarts ven het interferon-gen vastgesteld. Het
stroomopwaarts flankerende gebied kan deel uitmaken van de RNA-
polymerase-initiatie/promotcrcpvolging die de transcriptie van het

interferon-gen in menselijke fibroblasts controleert (zie b.v.
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Houghton, M., et al. (1881}, Nucl. Acids Res. 9, No.2).

Het blijkt dat bacterién niet betrouwbaar eukaryote genen
die introns bevatten kunnen exprimeren en dus is een implicatie
van het bovenstaande dat het mogelijk dient te zijn om bacterién
te induceren voor de produktie van menselijke interferons door
ze met chromosomale genen die voor interferon coderen, te trans-
formeren. Deze chromosomale genen zouden kunnen worden gelsoleerd
van gemakkelijk beschikbare menselijke gen-banken en een dergelij-
ke benadering heeft voordelen boven het eerst isoleren van het in-
terferon mRNA uit geinduceerde sukarycte cellen, het synthetiseren
van het cDNA-gen in vitro, het transformeren van bacterién enz.
Aangezien het blijkt, dat interferon-genen in het algemeen geen
introns bevatten, omdat een leukocyt interferon-gen ze ook mist
(zie b w. Nagata, S., et al., (1980), Nature 287, 401 - 408), zou
een dergelijke benadering op verschillende interferon-genen Kunnen
worden toegepast. )

Door het gecloonde interferon-gen te gebruiken, d.w.z.
cDNA-gen, als sonde voor homologe opvolgingen in totaal genomisch
DNA, tot restrictie gebracht met een verschelidenheid aan restric-
tie~-enzymen, kon de aanwezigheid van é€n overheersend type fibro-
blastinterferon-gen worden waargenomen (zie b.v. Houghton, M., et
al., loc cit). Er was echter enig bewitjs voor de aanwezigheid van
andere genen die partieel homoloog waren aan de sonde (ibid). De
mogelijkheid blijft derhalve béstaan dat andere interferon-genen
zouden kunnen worden geisoleerd (uit restrictieontsluitingen van
totaal genomisch DNA of direct uit mensglijke chromosomale gen-
banken) onder toepassing van het onderhavige bijzondere gecloonde
interferon-gen. Verder is het nu doenlijk, nu specifieke oligonu-
cleotiden met succes gebruikt zijn voor het detecteren van bacteri-
ele recombinanten die interferon-genen bevatten (zie 11 onder-
staand), om geselecteerde oligonucleotiden te gebruiken voor de de-
tectie en isolering van verschillende interferon-genen die aanwe-
zig zijn in menselijke chromosomale gen-banken of aanwezig zijn in
gen restrictieontsluiting van totaal genomisch ONA. De onderhavige

interferon-gen opvolging toont b.v. bepaalde oversenkomsten met
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menselijke leukocyte genen (zie b.v. Teniguchi, t., et al., (1980),
Nature, 285, 547; en Streuli, M., et al. (1980), Science, 208,

1343 - 1347). Deor een oligonucleotidesonde te gebruiken die gemeen-
schappelijk is tussen de fibroblast en leukocyte interferon-gen op-~
volgingen, is het mogelijk om beide gen-typen uit b.v. een mense-
iijke gen-bank te isoleren. Op soortgelijke wijze zouden andere
partieel homologe interferon-genen kunnen worden verkregen dogr
andere oligonuclectiden te gebruiken, die homoloog zijn aan ver-
schillende gebieden van het onderhavige gecloonde interferon-gen.
Een dergelijke benadering zou effectiever zijn dan eenvoudig het
gehele gecloonde firoblastinterferon-gen te gebruiken als sonde
voor partieel homologe genen, als gevolg van een vermindering van
de "achtergrond” in dergelijke experimentsn door het gebruik van
specifieke oligonucleotiden.

Gemeenschappelijke opvolgingen tussen verschillende inter-
feron-genen wijzen erop dat ze voor een gemeenschappelijke functie
kunnen coderen, die door de verschillende interferanpolypeptiden
worden vertoond. De gen-opvolgingcodering voor de 50 - 80 aminozu-
ren ongeveer bij het carboxyleindpunt van het molecuul, kan derhal-
ve van bijzondere betekenis zijn en opgemerkt wordt dat het produkt
van een recombinant dat een dergelijk sub-gen of een deel daarvan
bevat, een bijzondere waarde kan hebben. Zo kunnen cok andere sub-
genen (of ze nu enige homologie met andere interferon-gen opvolgin-
gen vertonen of niet) een bijzondere waarde hebben.

Ook wordt opgemerkt, dat de fibroblastinterferon-gen opvol-
ging beperkt kan zijn met betrekking tot expressie in bacterién als
gevolg van het gebruik van codons, die eventueel niet vaak in bac-
terile mRNA-moleculen worden gebruikt. Het is derhalve duicelijk
dat door bepaalde interferon-gen codons te veranderen, zodat ze
nog steeds hetzelfde aminozuur zullen coderen, mear efficiénter
door de bacteridle vertalingsapparatuur zullen worden vertaald,
de totale opbrengst aan interferon kenworden verbeterd. Ce logica
die een rol speelt bij het beslissen welke codons, indien die er

ijn, profijt zouden trekken ven een instelling, kan worcen geba-

seerd op waargenomen codongebruik in prokarycte mRNA-moleculen {zie

8100558




13

15

20

25

30

35

- 14 -

b.v. Grantham, R., et al., loc cit.].

Ook werd opgemerkt dat clonen van het interferon-gen dat bo-
vendien het DNA bevat voor de prepeptidesignaalopvolging, tot enig
voordeel kan leiden. Het interferonprodukt kan b.v., eventuesel na
splitsing van de signaalopvolging, worden afgezonderd in de peri-
plasmische ruimte. Bovendien kan de conformatie van het interferon-
polypeptide meer lijken op de natuurlijke toestand dan die, die
verkregen wordt deoor directe expressie van de gen-opvolging die co-
deert voor het rijpe interferon alleen. Derhalve kan de activiteit
van het interferonprodukt groter zijn.

Alternatieve benaderingen voor de produktie van interferon
door genetische bouw omvatten de introductie van het vereiste inter-
feron-gen in eukaryote cellen, b.v. muis L-cellen of gistcellen.

Muis L-cellen kunnen met exogeen DNA worden getransformeerd
en dit kan met menselijke interferon-genen op een aantal wijzen
worden uitgevoefﬂ. B.v. zou een chromosomaal interferon-gen dat de
gehele ONA-opvolging bevat, die vereist is voor een correcte RNA-
polymerase-initiatie, kunnen worden gecloond in de muiscellen, waar-
door aldus transcriptie en daaropvolgende expressie mogelijk worden
gemaakt. Anderzijds zou een interferon-gen, dat deze promotoropvol-
ging mist, geschikt verbonden kunnen worden met een ander Stuk van
eukaryote DNA dat een promotor bevat, b.v. het thymidinekinase-gen
dat als basis voor transformantselectie wordt gebruikt (zie b.v.
Wigler, M., et al., (1878}, Cell, 18, 777 - 785). Op deze wijze zou
transcriptie van het interferon-gen via de verbonden gen-opvolging
verlopen.

Het is ook mogelijk dat transformatie van L-cellen met een
interferon-gen dat een promotoropvolging mist, toch tot expressie
van het DNA leidt als gevolg van een toevallige inbrenging in be-
paalde gebieden van het genome.

Anderzijds huizen bepaalde plasmiden in gistcellen en zouden
interferon-genen in dergelijke plasmiden en geschikt gemodificeerde
versies daarvan kunnen worden geintroduceerd om expressie te ver-
krijgen van het heterologe ONA en interferonpolypeptide op te leve-

ren.
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Het is mogelijk dat volgens dergelijke methaden bereid inter-
feron meer biologisch werkzaam en effectief is dan interferon, be-
reid in prckafyotes waar bepaalde belangrijke modificaties niet aan

. het eukaryote eiwit kunnen worden aangebracht. Ook kan de opbrengst
5 aan interferon hoger zijn in deze eukaryote systemen.

Derhalve verschaft de uitvinding in een eerste uitvoerings-
vorm een gen voor de expressie van een eiwit met eigenschappen die
lijken op die van menselijk interferon, omvattende een coderings-
streng en een complementaire streng, waarvan de coderingsstreng

10 de volgende opvolging bevat:

5' GGC.CAT.ACC.CAT.GGA.GAA.AGG.ACA.TTC.TAA.CTG.CAA.CCT.TTC.GAA. -
GCC:TTT.GCT.CTG.GCA.CAA.CAG.GTA.GTA.GGC.GAC.ACT.GTT.CGT.GTT.GTC.
AAC.ATG.ACC.AAC.AAG.TGT.CTC.CTC.CAA.ATT.GCT.CTC.CTG.TTG. TGC. TTC.
TCC.ACT.ACA.GCT.CTT.TCC.ATG.AGC.TAC.AAC.TTG.CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.
15 AGA,AGC.AGC.AAT.TTT.CAG.TGT.CAG.AAG.CTC.CTG. TGG.CAA. TTG, AAT . GGG, -
AGG.CTT.GAA.TAC.TGC.CTC.AAG.GAC.AGG.ATG.AAC. TTT.GAC.ATC.CCT.GAG.
GAG: ATT.AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA.TTG.ACC.
ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA.GAT.TCA.
TCT.AGC.ACT.GGC. TGG.AAT.GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC.CTC.CTG.GCT . AAT.
20 GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.CTG.AAG.ACA.GTC.CTG.GAA.GAA.AAA.CTG.
GAG<AAA.GAA.GAT.TTC.ACC.AGG.GGA.AAA.CTC.ATG.AGC.AGT.CTG. CAC.CTG.
AAA AGA.TAT,TAT.GGG.AGG.ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG. GCC.AAG.GAG.TAC.
ACT.CAC.TGT.GCC.TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA.ATC.CTA.AGG. AAC.TTT.
TAC.TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC. TGA.AGA.TCT.CCT.
25 AGC.CTG.TGC.CTC.TGG.GAC.TGG.ACA,ATT.GCT.TCA.AGC.ATT.CTT.CAA.CCA.
GCA.GAT.GCT.GTT.TAA.GTG.ACT.GAT.GGC.TAA.TGT.ACT .GCA. TAT . GAA. AGG.
ACA.CTA.GAA.GAT.TTT.GAA.ATT.TTT.ATT.AAA.TTA.TGA.GTT.ATT.TTT.ATT.
TAT.TTA.AAT.TTT.ATT.TTG.GAA. AAT . AAA. TTA.TTT.TTG.GTG.CAA. AAG. TCA.
ACA.TGG.CA 3

30 of esn sub-eenheid daarvan of een equivalent daarvan. (Opgemerkt

t.

1

'

wordt dat de zogenaamde coderingsstreng dezelfde betekenis heeft als

het mRNAJ
Het bovenstaande correspondeert met de gshele mRNA-caderings-

opvelging plus cde stroomopwaartse en stroomafwaartse gen-opvolgingsn

()
n

verkregesn door isclatie van het gen uit een chromesomale gen-bank
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en in opvolging brengen (Engels: "sequencing”).

Volgens een verdere uitvoeringsvarm verschaft de uitvinding
gen gen, waarvan de coderingsstreng de volgende opvolging bevat:
5' GGC,CAT.ACC.CAT.GGA.GAA.AGG.ACA.TTC.TAA.CTG.CAA.CCT.
TTC.GAA.GCC.TTT.GCT.CTG.GCA.CAA.CAG.GTA.GTA.GGC.GAC.ACT.
GTT.CGT.GTT.GTC.AAC.ATG.ACC.AAC.AAG. TGT.CTC.CTC.CAA.ATT.
GCT.CTC.CTG.TTG.TGC.TTC.TCC.ACT.ACA.GCT.CTT. TCC.ATG. AGC.
TAC.AAC.TTG.CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.AGC.AAT.TTT.CAG.
TGT.CAG.AAG.CTC.CTG. TGG.CAATTTG. AAT . GGG.AGG.CTT.GAA.TAC.,
TGC.CTC.AAG.GAC.AGG.ATG.AAC.TTT.GAC.ATC.CCT.GAG.GAG.ATT.,
AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA.TTG.ACC.,
ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA.
GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.GGC.TGG.AAT.GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC,
CTC.CTG.GCT.AAT.GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.CTG.AAG.ACA.
GTC.CTG.GAA.GAA.AAA.CTG. GAG. AAA.GAA.GAT . TTC.ACC.AGG. GGA.
AAA.CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA. AGA. TAT. TAT.GGG.AGG.
ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.AAG.GAG. TAC.AGT.CAC.TGT.GCC.
TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA.ATC.CTA.AGG.AAC.TTT.TAC.TTC.
ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC.TGA.AGA.TCT.CCT.

AGC.CTG.TGC.CTC.TGG.GAC. TGG.ACA.ATT.GCT.TCA.AGC.ATT.
CTT.CAA.CCA.GCA.GAT.GCT.GTT. TAA.GTG.ACT. GAT. GGC. TAA. TGT.
ACT.GCA.TAT.GAA.AGG.ACA.CTA.GAA.GAT.TTT.GAA.ATT.TTT.ATT.
AAATTA.TGA.GTT.ATT.TTT.ATT.TAT. TTA.AAT.TTT.ATT.TTG. GAA.
AAT . AAA.TTATTT.TTG.GTG.CAA.AAG. TCA.ACA.TGG.CAG. TTT. . TAA.
TTT.CGA,TTT.GAT,.TTA.TAT.AAC.CA. .3’

of een subeenheid daarvan of een equivalent daarvan.

]

'

t

Dit stemt oversen met het bovenstaande met enige extra
stroomafwaartse opvolging.

De uitvinding verschaft ook een gen, waarvan de coderings-
streng de volgende opvolging bevat:
5" GGC.CAT.ACC.CAT.GGA.GAA.AGG.ACA.TTC.TAA.CTG.CAA.~
CCT.TTC.GAA.GCC.TTT.GCT.CTG.GCA.CAA.CAG.GTA.GTA.GGC. -
GAC.ACT.GTT.CGT.GTT.GTC.AAC.ATG.ACC.AAC.AAG.TGT.CTC. -
CTC.CAA.ATT.GCT.CTC.CTG.TTG.TGC.TTC.TCC.ACT . ACA.GCT . -
CTT.TCC.ATG.AGC.TAC.AAC.TTG.CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA. -
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AGC.AGC.AAT.TTT.CAG.TGT.CAG.AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG.
AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.TAT.TGC.CTC.AAG. GAC.AGG.ATG. AAC.
TT.GAC.ATC.CCT.GAG.GAG.ATT.AAG.CAG.CTG.CAG.CAG. TTC.
CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA. TTG. ACC.ATC. TAT . GAG. ATG.CTC.
CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA.GAT.TCA.TCT.AGC.
ACT.GGC.TGG.AAT .GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC.CTC.CTG.GCT.
AAT.GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.CTG.AAG.ACA.GTC.CTG.
GAA:GAA:AAA.CTG.GAG. AAA. GAA.GAT. TTC.ACC.AGG.GGA. AAA.
CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA.AGA. TAT. TAT . GGG. AGG.
ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.AAG.GAG. TAC.AGT.CAC.TGT.
GCC.TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA.ATC.CTA.AGG.AAC. TTT.
TAC.TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC.TGA.

AGA.TCT.CCT.AGC.
TCA.AGC.ATT.CTT.
GAT .GGC.TAA.TGT.
TTT.GAALATT.TTT.
TTALAAT.TTT.ATT
AAG.TCA.ACA.TGG.
AAC.CA .. 3’

CTG.TGC.CTC.TGG.GAC.TGG.
CAA.CCA.GCA.GAT.GCT.GTT.

.TTG.GAA.AAT.AAA.TTA.TTT,

CAG.TTT.TAA.TTT.CGA.TTT.

of een subeenheid daarvan.

ACA.ATT.GCT.
TAA.GTG.ACT.

ACT .GCA.TAT.GAA.AGG.ACA.CTA.GAA.GAT.
ATT.AAA.TTA.TGA.GTT.ATT.TTT.ATT.TAT.

TTG.GTG.CAA,
GAT.TTA.TAT.

1

¢

Dit vormt een polymorfe vorm van het bovenstaande.

Bepaalde bijzondere delen van dergelijke genen vormen eveneens

uitvoeringsvormen van de uitvinding.

Derhalve verschaft de uitvinding in een bijzondere verdere uit-

voeringsvorm een gen, waarvan de coderingsstreng de volgende opvaol-

ging bevat:

5' TTC.TAA.CTG.CAA.CCT.TTC.GAA.GCC.TTT.GCT.CTG.GCA,
CAA.CAG.GTA.GTA.BGC.GAC.ACT.GTT.CGT.GTT.GTC. AAC. ATG.
ACC.AAC.AAG.TGT.CTC.CTC.CAA.ATT.BGCT.CTC.CTG.TTG. TGC.

TTC.TCC.ACT.ACA.

GCT.CTT.TCC.ATG.AGC.TAC.

GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.AGC.AAT.TTT.CAG.

CTC.CTG.TSG.CAA.
AAG.GAC.AGG.ATG.
CAG.CTG.CAG.CAG.
ATC.TAT.GAG.ATG.

8100558

TTG.AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.
AAC.TTT.GAC.ATC.ECT.GAG.
TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.
CTC.CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.

AAC.TTG.CTT.
TGT.CAG.AAG.
TAC.TGC.CTC.
GAG.ATT.AAG.
GCA.TTG.ACC.
ATT.TTC.AGA.

t
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CAA.GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.GGC.TGG.AAT.GAG.ACT . ATT.GTT.
GAG.AAC.CTC.CTG.GCT.AAT.GTC. TAT.CAT.CAG.ATA. AAC.CAT.
CTG.AAG.ACA.GTC.CTG. GAA.GAA.AAA.CTG. GAG.AAA.GAA. GAT.
TTC.ACC.AGG.GGA.AAA.CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG. ARA.
AGA,TAT.TAT.GGG.AGG.ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG. GCC. AAG.
GAG.TAC.AGT.CAC.TGT.GCC.TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA.
ATC.CTA.AGG.AAC.TTT.TAC.TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.
TAC.CTC.CGA.AAC.TGA.AGA.TCT.CCT.AGC.CTG. TGC.CTC.TGG.
GAC.TGG.ACA.ATT.GCT.TCA.AGC.ATT.CTT.CAA.CCA.GCA.GAT.
GCT.GTT.TAA.GTG.ACT.GAT.GGC.TAA.TGT.ACT .GCA. TAT . GAA.
AGG.ACA.CTA.GAA.GAT.TTT.GAA.ATT.TTT.ATT.AAA.TTA.TGA.
GTT.ATT.TTT.ATT.TAT.TTA.AAT.TTT.ATT. TTG.GAA. AAT .AAA.
TTA.TTT.TTG.GTG.CAA.AAG.TC 3!

of een equivalent daarvan.

-

Eventueel met de toevoeging van een of twee A-resten aan het
3'-einde vormt dit de gen-opvolging, die overeenstemt met de gehele
mRNA-opvolging.

In een andere bijzondere uitvoeringsvorm verschaft de uit-
vinding een gen, waarvan de coderingsstreng de volgende opvolging
bevat:

5' ATG.ACC.AAC.AAG.TGT.CTC.CTC.CAA.ATT.GCT.CTC.CTG.TTG.-

25

30

35

TGC.TTC.TCC.ACT.ACA.GCT.CTT.TCC.ATG.AGC. TAC.AAC.TTG.
CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.AGC.AAT . TTT.CAG. TGT.CAG.
AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG. AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.TAC. TGC.
CTC.AAG.GAC.AGG.ATG.AAC.TTT.GAC.ATC.CCT.GAG.GAG.ATT.
AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA.TTG.
ACC.ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC,

1

i

AGA.CAA.GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.GGC.TGG.AAT.GAG.ACT.ATT. -

GTT.GAG.AAC.CTC.CTG.GCT.AAT.GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.
CAT.CTG.AAG.ACA.GTC.CTG.GAA.GAA.AAA.CTG. GAG . AAA. GAA.
GAT.TTC.ACC.AGG.GGA,AAA.CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.
AAA.AGA.TAT.TAT.GGG.AGG.ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.
AAG.GAG. TAC.AGT.CAC.TGT.GCC.TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.
GAA.ATC,CTA.AGG.AAC.TTT.TAC.TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.
GGT.TAC.CTC.CGA.AAC. TGA. 3’
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of een equivalent daarvan.

Dit stemt oversen met de gen-opvolging, die codeert voor het
prepeptide en het rijpe eiwit.

Ook verschaft de uitvinding een gen, waarvan de coderings-
streng de volgende opvolging omvat:
5’ ATG.AGC.TAC.AAC.TTG.CTT.GGA. TTC.CTA.CAA.AGA. AGC. -
AGC.AAT.TTT.CAG.TGT.CAG.AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG.AAT.—
GGG.AGG.CTT.GAA.TAC.TGC.CTC.AAG.GAC.AGG. ATG. AAC. TTT . -
GAC.ATC.CCT.GAG.GAG.ATT.AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG. -
AAG. GAG.GAC.GCC.GCA. TTG.ACC.ATC. TAT. GAG.ATG.CTC. CAG. -
AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA.GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.
GGC.TGG.AAT.GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC.CTC.CTG.GCT.AAT .
GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.CTG.AAG.ACA.GTC.CTG.GAA.
GAA.AAA.CTG.GAG.AAA. GAA.GAT. TTC.ACC.AGG. GGA.AAA.CTC.
ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA.AGA.TAT. TAT.GGG. AGG.ATT.
CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.AAG. GAG. TAC.AGT.CAC. TGT.GCC.
TGB.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.éAA.ATC.CTA.AGG.AAC.TTT.TAC.
TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC.TGA. 3'

t

of een equivalent dearvan.

Dit stemt overeen met de gen-opvolging, diecodeert voor het
rijpe eiwit.

Subesenheden van dergelijke genen vormen gveneens uitvoerings-
vormen van de uitvinding.

De uitvinding verschaft ook een werkwijze voor de bereiding
van een gen of een equivalent daarvan of een subeenheid daarvan
oversenkomstig een van de eerste drie hovenstaand vermelde uitvoe-
ringsvormen, waarbij als sconde een molecuul wordt gebruikt met een
cpvalging van een gen of een equivalent daarvan of een subeenheild
dsarvan overeenkomstig een van de andere vean de bovenstaand vermel-
de uitveeringsvormen voor het iscleren uit menselijk chromosaomaal
ONA van een menselijk chromosemaal interferon-gen.

Opgemerkt wordt dat hoewel enkelstrengs- of dubbelstrengs-
ONA initieel als sonde gebruikt kan worden, in het hybridisatis-

anwezig zal zijin.

2]

stadium een enkelstrengsvorm

De uitvinding verschaft verder een werkwijze vaor de berei-
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ding van een gen of eeequivalent daarvan of een subeenheid daar-
van overeenkomstig - een van de bovenstaand vermelde uitvoeringsvor-
men, anders dan de eerste drie daarvan, waarbij poly A-mRNA wordt
geisoleerd uit geinduceerde fibroblastcellen, enkelstrengs cONA wordt
gesynthetiseerd onder toepassing van oligo dT primer en omgekeerde
transcriptase en dearuit dubbelstrengs ONA wordt gesynthetiseerd
onder toepassing van omgekeerde transcriptase of E. coli ONA poly-
merase I en desgewenst een primer. Bij voorkeur wordt een primer
gebruikt in de derde trap van deze werkwijze. In het algemeen wordt
het reactiemengsel gefractioneerd na de tweede trap en/of na de der-
de trap. Zelf op gang brengen wordt bij voorkeur na de tweede trap
belemmerd. Het produkt kan na clonen worden geldentificeerd door

een primer te gebruiken voor het onderzoeken van de kolonies.

De uitvinding verschaft ook een werkwijze voor de bereiding
van een gen of een equivalent daarvan of een subeenheid daarvan
overeenkomstig een van de bovenstaand vermelde uitvoeringsvormen,
anders dan de eerste drie daarvan, waarbij mRNA wordt geiscleerd
uit geinduceerde fibroblastcellen, enkelstrengs cDNA wordt gesynthe-
tiseerd onder toepassing van een specifiek primer en omgekeerde
transcriptase en dubbelstrengs ONA daaruit wordt gesynthetiseerd
onder toepassing van omgekeerde transcriptase of E. coli DNA-poly-
merase I en desgewenst een primer.

Dit kan als een modificatie van de bovenstaande werkwijze
worden beschouwd.

Ock verschaft de uitvinding een werkwijze voor de bereiding
van een gen of een eguivalent daarvan of een subeenheid daarvan,
dat een gedeelte heeft dat gameenschapbelijk igs aan of verwant is
met een gedeelte van een gen of een equivalent daarvan of een sub-
eenheid daarvan volgens een van de eerste drie van de bovenstaand
vermelde uitvoeringsvormen, waarbij als sonde een molecuul wordt
gebruikt met een opvolging, die correspondeert met tenminste een
deel van een gemeenschappelijk of verwant gedeelte voor het isocle-
ren uit menselijk chromosomaal ONA van een menselijk chromosomaal
gen.

De uitvinding verschaft tsvens een plasmiderecombinant, dat

8100558



10

15

290

25

30

-21-

een plasmidevector omvat waarin op een inbrengplaats een zodanig
gen of subeenheid daarvan of een equivaleht daarvan is ingebracht
dat het plasmiderecombinant in staat wordt gesteld tot vertaling
in de carrecte fase voor het mRNA dat overeenstemt met het inge-~
brachte gen of de subeenheid daarvan of het egquivalent daarvan en
cen bacteriéle promotor heeft stroomopwaarts van en gelegen naast
de indringingsplaats, zodanig dat het ingebrachte gen of de sub-
eenheid daarvan of het equivalent daarvan onder bacteriéle promotor-
cantrole staat.

Het kan voordelig worden beschouwd om meerdere DNA-fragmen-
ten in te brengen. Ook kan het wenselijk gedacht worden om meerde-
re bacterisle promotors te gebruiken. Volgens een voorkeursuitvoe-
ringsvorm wordt tenminste &én trp-promotor gebruikt. Het is bijzon-
der voérdelig om een plasmiderscombinant te gebruiken die tenmin-
ste een deel van de DNA-opvolging die verantwoordelijk is voor ver-
dunning van de transcriptie, mist. Een bijzonder voorbeeld van een
éepre?ereerd plasmiderecombinant omvat een gemodificeerd derivaat
van pWT 501. In bepaalde gevallen kan een voordeel worden gewgnnen
uit het feit, dat het ingebrachte ONA ook codeert voor een initia-
tiecodon en/of tenminste een deel van een ribosoom bindingsplaats.

De bereiding van een dergelijke plasmiderecombinant door
een werkwijze waarbij het DNA werct ingebracht op de inbrengings-
plaats van een geschikte plasmidevector, vormt eveneens een uit-
voeringsvarm van de uitvinding.

In een bepaald geval, kan een dergelijke werkwijze omvatten:
de isglatie van een trp-promotor bevattend ongeveer 150 bp Hind III
fragment uit pWT 501; zelfligatie; gedeeltelijke ontsluiting met
Tag I; behandeling met S1 nuclease; behandeling met E. coli ONA-
polymerase I; restrictie met Hind III; isolatie van een trp-promo-
tor bevattend ongeveer 100 bp fragment; ligatie tot een ongeveer
700 bp fragment, verkregen door behandeling van esn recombinant
plasmide van pWT 231, dat een gen of een subeenheid daarvan of een
equivalent daarvan bevat, met Sac I, S1 nuclease, E. coli ONA-
polymerase I en Hind IZIT; restrictie met Hind III; en ligatie zan

met Hinc III tot restrictie gebracht, bacterisel basisch fosfatase-

8100558




10

15

20

25

30

35

-22..

behandeld pAT 153.

De uitvinding verschaft verder een cel, welke daarin een der-
gelijk gen of een subeenheid daarvan of een equivalent daarvan of
een dergelijke plasmiderecombinant ingebracht omvat. ‘

In een voorkeursgeval is de cel een E. coli K-12 HB101 cel.

De bereiding van een dergelijke cel met een werkwijze, waar-
bij het DNA of het plasmiderscombinant in een cel wordt gebracht,
vormt eveneens een uitvoeringsvorm van de uitvinding.

Volgens een verdere uitvoeringsvorm verschaft de uitvinding
gen werkwijze voor de bereiding van een eiwit met gigenschappen
die 1ijken op die van menselijk interferon, waarbij een dergelijke
cel wordt gekweekt en ge€xprimeerd eiwit wordt gewonnen.

De uitvinding wordt aan de hand van het volgende nader toe-
gelicht.

(1) Synthese van de oligodegxynucleotiden.

" De zes oligonucleotiden CpApGpGpTpTpGpTpARPGPCPTRCRART (IFIA),
CpApGpGpTpTPGRTPAPARCPTRCRART (IFIBJ, CpTpCpTpTpTpCpCpApTpG (IFII),
CpApGpCpTpCpTpTpTpCPpCpAPTRG (IFIII), GpApGPGPApGRPARTETPARARG (IFIV)
en CpCpTpGpGpApApGpApApA (IFV]), werden gesynthetiseerd volgens een

conventionele trisstermethodologie (zie b.v. Hsiung, H.M., et al,
(1979), Nucl. Acids Res. B, 1371 - 1385), en volgens het in fig.
14 weergegeven reactieschema, waarin N GiSObU, T, Cbz of A Z voor-
stelt. De volledig beschermde oligonucleotiden werden gedeblokkeerd
met 2% (w/v) benzeensulfonzuur, 0,1 M tetraethylammoniumfluoride
in tetrahydrofuran [THFprridine/HZU (8/1/1 volumeverhouding), ge-
volgd door behandeling met ammonia. De gedeblokkeerde oligonucleo-
tiden werden gezuiverd met hoge druk-~vloeistofchromatografie
(HPLC) over "Partisil 10 SAX", siliciumoxyde van microscopische
afmetingen waarvan met quaternaire ammoniumgroepen een derivaat
was gemaakt (Whatman).

(2) Fosforylering van de oligonucleotiden.

Elk synthetisch oligonucleotide (120 pmol) werd met 200

pmol 5'-(}'-32P] ATP (Radiochemical Centre, Amersham, Buckingham-
shire, Engeland; specifieke activiteit groter dan 5000 Ci/mmol) en
3 eenheden polynucleotidekinase (EC 2.7.1.78), (1 eenheid is de

hoeveelheid die de produktie van é&n nmol zuur cnoplosbaar 32P ka-
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talyseert na incubatie gedurende 30 minuten bij 37%¢ volgens
Richardson, C.C., (1872), Progress in Nucleic Acids Research, 2,
815}, geincubeerd in een totaal volume van 20 ydma, dat 50 mM tris-
HC1 [tris-(hydroxymethyl]aminomethaanhydrochloride), pH 9,0, 10 mM
MgCl,, 0,1 mM EDTA (ethyleendiaminetetra-azijnzuurdinatriumzout),
0,1 mM spermidine en 1 mM dithiothreitocl (DTT) bevatte. Na 80
minuten bij 37°C toen het merendeel van de primermoleculen gelabeld
was, werd het mengsel hetzij verdund tot 200 yde en ingesteld op
1% (w/v) natriumdodecylsulfaat (SDS) en 10 mM EDTA, en aangezien
weinig oligonucleotide aanwezig was, 5 e /cm3 gist tRNA, geschud
met een gelijk volume met water verzadigd fenol en opnieuw geschud
na toevoeging van een gelijk volume chleroform, gecentrifugeerd
(10.000 x gs 2 minuten) en de verkregen waterfase zoals boven ge-
extraheerd, waarna deze tweemaal met een gelijk volume chloroform
werd geéxtraheerd en vervelgens door ethanolprecipitatie werd ge-
concentreg;d (waarbij de NaCl-concentratie werd ingesteld op 200
mM, 2,5 volumehceveelheden absclute ethanol werden toegevoegd en
men gedurende 1 nacht bij -209C 1iet staan), (IFIA en IBJ); hetzij
eenvoudig gedurende 5 minuten op 100°C verwarmd (IFII, III, IV en
V).

(3) Isolatie van poly A - mRNA.
20 dm3 rolflessen van menselijke fibroblasts (FS-4 (afge-

leid van menselijke voorhuidcellen) of 17/1 (afgeleid van menselijk
embryo longcellen)) werden op gang gebracht met homoloog interferon
gedurende 1 nacht (60 internationale referentie-eenheden/cmsl, al-
vorens te worden superinduceerd gedurende 5 uren met poly (I} :poly(C]
CBU}yg/cmS). en cycloheximide (12 yg/cms). Kwasi-geInduceerde cel-
len kregen geen poly(I):poly(C). Cellen werden van het glasopper-
vliak verwijderd door kort te behandelen met een fosfaatgebufferde
zout (P8BS} -oplassing die 1,25 mg/cm3 trypsine (EC 3.4.4.4), 0,5 mg
per cm3 ERTA, 2 yg/cm3 cycloheximide bevatte, en verzameld in een
ijskoud R.P.M.I. 1840 (Searle modificatie) medium (Flew Laborato-
ries) dat 2 9g/cm3 cycloheximide en 10% (v/v) kalfserum bevatte.

Na snel wassen van de celpellets (1000 x g; 5 minuten) met R.P.M.I.

- : 3 o :
1840, dat 2 yg/c. cycloheximide bevatte, werden de cellen aan lyse
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onderworpen door homogenisatie in-0,2 M tris-HC1, pH 8, 50 mM NaCl,
10 mM EDTA, 0,5% (w/v) SO0S, 1 mg/cm3 heparine en vervolgens gede-
proteiniseerd met een gelijke volumehoeveelheid fenol, ge€quili-
breerd in de bovenstaande buffer (zonder heparine), gevolgd door
drie extracties met een gelijke volumehoeveelheild van een gebuf-
ferd Fenol/CHClS-mengsel (1 :1 v/v). Na ethanolprecipitatie en
oplossen, werd het RNA selectief neergeslagen mét 3 M NaCl en poly-
adenyleerd mRNA geIsoleerd door oligo (dT)-cellulosechromatografie
(zie b.v. Aviv, H., en Leder, P., (1872), Proc. Nat. Acad. Sci.,
USA., B9, 1408 - 1412).
(4) Omgekeerde transcriptie van fibroblast mRNA onder toepassing
van IFIA en IB.

75 pmol van 5’ ('SZP_7-gelabeld oligonucleotide (IFIA of

I8) werd geincubeerd met 22,5 ug poly (A} bevattend fibroblast mRNA

gedurende 1 uur bij 25°C in 38 }Jdm3 0,4 M KC1 teneinde de primer
de gelegenheid te geven tot hybridisatie tot de complementaire op-
volging in het mRNA.

Deze werd vervolgens verdund met transcriptiemengsel ten-
einde een uiteindelijke oplossing te verkrijgen, die 0,5 mM van elk
van dATP, dCTP, dGTP en dTTP bevatte, 50 mM tris-HCl, pH 8, 4 mM
MgClZ, 60 mM KC1, S mM DTT, 0,01% (v/v) Triton X-100 (niet-ionisch
detergens, iso8ctylfenoxypolyethoxyethanol), 0,22 9m IFIA of IB,
50 9g/cm3 actinomycine D, 87 }Jg/t:m:3 poly A-mRNA, 20 eenheden/cm3
ratteleverribonuclease-inhibitor, (1 eenheid is de hoeveelheid die
gen 40% inhibitie van 5 mg pancreatische ribonuclease geeft vol-
gens Shortman, K., (1981), Biochim. Biophys. Acta., 51, 37) (zie
b.v. Gribnau, A.A.M., et al., (868}, Arch. Biochem. Biophys., 130,
48 - 52}, en 100 eenhéden/cm3 AMV (avian myeloblastosis virus] om-
gekeerde transcriptase (1 senheid is de hoeveelheid die 1 nmol
dTMP opneemt in een door zuur precipiteerbaar produkt na incubatie
gedurende 10 minuten bij 37°C volgens Houts, G.E., et al., (1878),
J. Virol., 28, 517). Oe incubatie werd gedurende 60 minuten bij
37°C voortgezet, waarna het mengsel geéxtraheerd werd met fenol en
chloroform en geconcentreerd werd door ethanolprecipitatie (zie

boven onder (2)).
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(5) Analyse van de cmgekserde transcriptieprodukten verkregen met

IFIA en IB.
De met ethancl geprecipiteerde produkten werden opgelost in

water en geincubeerd bij aanwezigheid van 0,1 M NeCH en 1 mM EDTA
gedurende 30 minuten bij 37°C; Een gelijk volume van 10 M ureum,
25% (w/v) sucrose, 0,05% (w/v) van zowel xyleencyancl als bromofe-
nolblauw werd vervalgens toegevoegd en het mengsel werd gedurende
90 seconden tot 90°C verwarmd voordat het werd aengebracht op een
12,5% (w/v) polyacrylamidegel die 7 M ureum bevatte {zie b.v.
Maxam, A., en Gilbert, W., (1877), Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 74,
560 - 564). Na elektroforese werd de gel autoradiografisch onder-
zocht om de positie van de gelabelde moleculen vast te stellen.
Het gelabelde produkt van ongeveer 150 nucleotiden en alleen gepro-
duceerd door mRNA uit geInduceerde cellen werd van het gelschijfje
ge8lueerd en zijn opvolging bepaald (zie b.v. Maxam en Gilbert,
loc citl). De opvolging is in fig.2 weergegeven.
(6) Bereiding van cONA uit fibroblast polvA-mRNA.

cDNA werd bereid door het volgende mengsel gedurende 2 uren
bij 379C te incuberen: 0,5 mM dCTP, dGTP, dTTP, 0,15 mM ['SH.7
dATP (167 mCi/mmoll}, S mM DTT, 50 mM tris-HC1, pH 8, 10 mM VgClz,
0,01% (v/v) Triton X-100, 50 9g/cm actinomycine D, 20 eenhedan/cm3

rattelever rlbonuc;ease inhibitor, S50 mM KC1, 20 yg/om pligafl ~

(dT)lz_ls,
transcriptase. Na incubatie werd het mengsel geéxtraheerd met fenol

60 g/cm polyA-mRNA en 100 eenheden/c'n3 AMV omgekeerde
7

en chloreform en met ethancl neergeslagen (zie boven onder (233.
Het DNA werd door centrifugeren gewonnen, gedroogd en opgelost in
200 ydm3 0,3 N NaOH. Na incubatie gedurende 1 uur bij 50°C werd

het geneutraliseerd en ge&lueerd als de geéxcludeerde piek van een
G50 (M) Sephadex, ceeltjesvormig verknoopt gemodificeerd dextranpo-
lymeer (Pharmacial, kslom (25 x 0,5 cml gedquilibreerd in 50 mM
NaC1/0,1% (w/v]) SOS. De piekfracties werden verzameld en dogr etha-
nolprecipitatie geconcentresr

(7) Transcriptie ven cONA met cligonucleotiden IFII, IIT, IV en Y.

,.

Het 5’ ( 29} -gelabeld oligonuclectide (3 yM] werd gepr

incubeerd met volledig snkelstrengs cONA (440 yg/bm ), afgeleid van
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totaal polyA-mRNA, gedurende 2 uren bij 25°9¢C bij aanwezigheid van

0,4 M KCl. Dit werd vervolgens gedurende 3 uren bij 37°%¢C gelncu-

" beerd in een uiteindelijke oplossing, die thans 0,01% (v/v]) Triton-

X-100, 50 mM tris-HCl, pH 8, 80 mM DTT, 10 mM magnesiumacetaat,

0,5 mM van elk van dATP, dCTP, dGTP en dTTP, 80 mM KCl, 1000 eenhe-
den/cm3 AMV omgekeerde transcriptase, 5' [SZPJ-gelabeld oligonucleo-
tide (0,12 yM] en enkelstrengs cONA (17,8 yg/cmsJ bevatte. Na ex-
tractie met fenol en chloroform werd de waterfase gevoerd door een
650 (M) Sephadex-kolom in 50 mM NaCl, 0,1% (w/v]) SDS en de geé&xclu-
deerde fractie werd geprecipiteerd met ethanol, opgelost en aan
elektroforese onderworpen. '

(8) Analyse van transcripts, geproduceerd door IFII, III, IV en V.

De transcripts werden hetzij zoals bovenstaand behandeld,
d.w.z. voor de transcripts geproduceerd door IFIA en IB, afgezien
van het gebruik van een 5% (w/v) polyacrylamidegel in 7 M ureum,
hetzij werden ze bereid en aan elektroforese onderworpen door na-
tieve 1,4% (w/v) agarosegels (zie b.v. Sharp, P.A., et al., (1973},
Biochemistry, 12, 3055 - 3083), die vervolgens autoradiografisch
werden behandeld. De interferongenen werden ge€lueerd uit geselec-
teerde agarosegelschijfjes door eerst te leiden door een 19G, ver-
volgens een 21G injectienaald (Gillette) en de gelfragmenten gedu-
rende 3 uren bij 25°C te roeren in 10 mM Hepes, N-2-hydroxy-ethyl-
piperazine-N'-2-ethaansulfonzuur (Ultrell, pH 7, 0,1 mM EDTA en
0,02% (v/v) Triton X-100. Na centrfigatie (700-x g,.S minuten)
door een glaswolstop, geplaatst op een GF/C en een GF/B filtreer-
papier (Whatman), werd het filtraat ge&xtraheerd met fenol en chlo-
roform en vervolgens met ethanol neergeslagen.

Het DNA werd vervolgens zoals bovenstaand vermeld, tot opvol-
ging gebracht. (Engels: "sequenced”.)

(9) Bereiding van interferon-genen voor cloning.

(a) Bereiding_van_enkelstrengs cONA_uif_totaal polyA-mRNA, gelso-

o e e e e e e 0 e o o e e ot e o v 0 2 e s ] e e e o e - o o o T e o o T e

leerd uit_geinduceerde fibroblasts:
cONA werd gesynthetiseerd in een 20 cm3 incubatie, bevattende bo-
venstaand onder (6) beschreven bestanddelen. Na extractie met fenol

en chloroform werd de waterfase chromatografisch behandeld over een
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Sephadex G50 (M) kelom (28 x 4 cm) waaruit het cONA werd geél&eerd
in de ge#xcludeerde fractie in 50 mM NaCl, 0,1% {w/v} SDS. Het

cONA werd geprecipiteerd met ethanol en vervolgens gewonnen, opge-
lost in 0,4 cm3 0,2 N NaQH en bij 50°C gedurende 30 minuten gelIncu-
beerd voordat gecentrifugeerd werd door een basische sucrosegradi-
ent zoals onderstaand wordt beschreven.

(b)  Zuivering ven_interferon snkelstrengs cONA:

Het bovenstaande cONA werd verdeeld in twee gelijke porties
en elk werd gecentrifugeerd met 38.000 omw./min bi] 29¢ gedurende
24 uren in een Beckmann SW 41 rotor door een 5 - 20% (w/w] isokine-
tische sucrosegradiént (11 cm3] die 0,2 N NaOH, 100 mM NaCl, 10 mM
EDTA bevatte. Men verzamelde fracties van 0,5 cm3 door opwaartse
verplaatsing onder toepassing van 50% (w/v]) sucrose en overeenstem-
mende fracties van beide gradi&nten werden verzameld, geneutrali-
seerd en met absolute ethanol neergeslagen. De neerslagen werden
door centrifugatie verzameld, gewassen in absolute ethanol en ver-
volgens in 100 9dm3 HZO opgelost. De fracties die lange interferon
cONA-transcripts bevatten, werden geidentificeerd door analyse van
de verkregen procdukten na kleine hoeveelheden van glke fractie op
gang te hebben gebracht met (SZP) IFTIII en omgekeerde transcriptase
zoals boven onder (7) en (8) is beschreven. De hoofdfracties die
tot de synthese van een interfercn ONA-molecuul van ongeveer 700 nu-
cleotiden in lengte leiden, werden verzameld ter voorbereiding op

een grootschalige synthese van dubbelstrengs interferon-genen.

S5+

gt oD i == h N P — Sempii = PRpmEPap g =gt PR S8 L S St ikttt

Alvorens een grootschalige bereiding van dubbelstrengs in-
terferon-genen uit te voeren, werd de zelf op gang brengende acti-
viteit van het gezuiverde interferon enkelstrengs cCNA {wanneer
vervelgens geincubeerd met omgekeerde transcriptase) verminderd
door het cONA gedurende 3 uren bij 37°C te incuberen in 1,5 cms,
hevattende 150 m¥M natriumcacodylaat, pH 7,2, 1 mM 2-mercaptogthencl,
1 mt CoCl,, 100 yg/cms gelatine, 20 9g/cm3 CONA, 1,2 mM rATP en
8GO0 eenheden/cm° eindstandig transferase (EC 2.7.7.31), (1 eenheid

1

is de hoeveelheid die 1 mmol JATP cpneemt in een door zuur precipi-
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teerbaar produkt in 1 uur bij 37°C onder toepassing van d(pA]éD als
primer volgens Bollum, R.J., et al., (1874), Methods in Enzymology,
29, 70], bevatte.

Na extractie met fenol en chloroform zoals boven beschreven,
werd de waterfase op 0,3 N NaOH gebracht en gedurende 1 uur bij
50°%C geincubeerd. Het mengsel werd vervolgens geneutraliseerd en
chromatografisch behandeld over een Sephadex G50 (medium) kolom
(20 x 2 cm) en het cDONA geglueerd in de geExcludeerde fractie in
50 mM NaCl, 0,1% (w/v) SDS. Het werd vervolgens met ethancl neerge-
slagen en opnieuw in HZO opgelost.

Het resultaat van deze werkwijze is de toevoeging van een
enkel AMP-residu aan het oorspronkelijke 3'-hydroxyleindpunt van
het cDNA. De alkalibehandeling geeft ook een mengsel van 2'- en 3'-
fosfaatresiduen aan dit eindpunt die niet langer kunnen deelnemen
aan een zelf op gang brengende reactie met omgekeerd transcriptase.
Wanneer dubbelstrengs genen vervolgens worden gemaakt onder toepas-
sing van een oligonucledtide teneinde specifieke transcriptie op
gang te brengen op het enkelstrengs cONA, wordt derhalve het gehal-
te aan verontreinigende zelf op gang gebrachte produkten verminderd
en kan het resterende enkelstrengs cONA vervolgens door S1-nuclease

(EC 3.1.4.21) worden verminderd.

De zelf op gang brengende activiteit kan ook ernstig geremd
worden door preincubatie van het cONA in geschikte buffermengsels
met hetzij omgekeerde transcriptase hetzij eindpunttransferase bij
aanwezigheid van de vier dideoxynucleosidetrifosfaten. Anderzijds
kan het cDNA worden geincubeerd met eindpunttransferase en deoxy-
adenosinetrifosfaat, waardoor een poly(dA)staart wordt verkregen
aan het 3'-hydroxyleindpunt welke eveneens de zelf op gang brengen-

de activiteit effectief remt.

ren door een basische sucrosegradiént en zijn zelf op gang brengen-
de activiteit werd zoals bovenstaand beschreven, verminderd. 10 g

van dit materiaal werd vervelgens gedurends 2 uren bij 25°¢C gepre-
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incubeerd in 0,36 cmS, bevattende 0,4 M KC1 en 575 pmol van IFII
.1.78)

dat tevoren geincubeerd was met polynucleotidekinase (EC 2.7
en [!'—32P]ATP, eveneens zoals boven bteschreven. Dubbelstrengs
genen werden vervolgens geproduceerd door verder gedurende 3 uren
bij 37°C te incuberen in 1,8 cma, die thans 0,01% (v/v) Triton X-1@
50 mM tris-HC1, pH 8, 20 mM OOT, 10 mM megnesiumacetaat, 0,5 mM
dATP, dCTP, dGTP en dTTP, 1000 eenheden/cm3 omgekeerde transcripta-
se, 80 mM KC1, 11,1 }lg/cm3 cONA en 0,32 9m [SZPJIFIII bevatte. Na
extractie met fenol en chloroform werden de genen gedlueerd uil

een Sephadex 650 (medium] kolom (20 x 2 cm) in 50 mM NaCl, 0,1%
(w/v]) SOS. Gist tRNA werd toegevoegd als drager (3 9g/cm3] en de
concentratie NaCl ingesteld op 0,2 M voordat neergeslagen werd met
2,5 volumehoeveelheden absclute ethanol. Na gedurende 30 minuten
staan bij -70°C werd het neerslag verzameld door centrifugeren en

het gedroogde pellet opnieuw opgelost in 100 9dm3 HZU.

Het ONA werd gesedimenteerd door een 5 - 20% {w/w) lineaire
sucrose-gradiént, die 10 mM tris-HCl, pH 7,5, 0,8 M NaCl, 8 mM EDTA
bevatte. Een 5,2 cm3 gradiént werd gecentrifugeerd in een Beckmann
SW 65 rotor bij 42.000 omw./min gedurende 18 uren bij ZOC, waarna
fracties van 0,2 c:m3 verzameld en met ethanol nesrgeslagen werden.
Het ONA werd door centrifugeren verzameld, opnieuw opgelost en ver-
v olgens werden kleine hoeveelheden aan elektroforese onderworpen
door een 5% (w/v) polyacrylamidegel die 7 M ureum bevatte, welke
vervolgens autoradicgrafisch werd onderzocht. De fracties die het

700 nucleotide interferon CNA-molecuul vertoonden werden verzemeld.

De bovenstaande verzamelde gradiZntfracties werden eerst be-
handeld met S1-nuclease door incubatie gedurende 30 minuten bij
37°C in 50 9dm3, bevattende G,1 mM ZnSD4, 150 mM NaCl, 25 mM natri-
umacetaat, pH 4,8, en 120 eenheden/cm3 S1-nuclease (1 esnheid is
de hosveelheid die 10 yg nucleinezuur in 10 minuten bij 459¢ op-
lost volgens Vegt. V.M., (1873), Eur. J. Biochem., 33, 1s21.

Na toeveoeging van 0,5 9dm3 10% (w/v) S0S, 1 yc‘lm3 g,5 M EOTA

3

3 e i A . " .
en 1 ydm 0,5 M tris-HCl, pH 8,3, werd het mengse.l geéxtraheerd met
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fenal en chloroform en werd de waterfase met ethanol neergeslégen.
In dit stadium was er een totale hoeveelheid aan 0,24 g dubbel-
strengs DNA.

Teneinde te verzekeren dat er stompe einden aanwezig waren
voar de daaropvolgende ligatie met Hind III schakelmoleculen, werd
het DNA uit ethanol gewonnen en gedurende 20 minuten bij 149 ge-
incubeerd in 50 >|dm3 bevattende 50 mM tris-HC1l, pH 7,8, 10 mM
MgCl 1 mM 2- mercaptoéthanol, 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP en dTTP
en 40 eenheden/cm van E. coli ONA polymerase I (EC 2.7.7.7], (l gen-=
heid is de hoeveelheid die 10 nmol aan totale nucleotiden opneemt
in een door zure precipiteerbare fractie in 30 minuten bij 37°C on-
der toepassing van poly-d(A-T) als primer volgens Richardson, C.C.,
et al., (1964), J. Biol. Chem., 238, 222). Het DNA werd vervolgens
op de gebruikelijke wijze geéxtraheerd, met ethanocl neergeslagen en
het door centrifugeren verkregen pellet vervolgens gedroogd.

2,5 yg Hind III schakel (Collaborative Research) werd gefos-

'foryleerd door eerst incuberen gedurende 30 minuten bij 37°C in

50 9dm , bevattende 50 mM trls HCl, pH 7,8, 10 mM MgCl 10 mM 2-
mercaptogthancl, 0,25 mM (}" P]ATP (20 mCl/ymolJ, 50 9g/cm3 BSA
(bovine serum albumine) en 100 eenheden/cm3 polynucleotidekinase.
Teneinde een vglledige fosforylering te verzekeren, werd het meng-
sel gedurende nog eens 30 minuten bij 37°¢C geincubeerd na de toevoe-
ging van 10 ydm » bevattende 50 mM tris-HE1l, pH 7,8, 10 mM MgCl
3,75 mM rATP en 500 eenheden/cm polynucleotidekinase. Het mengsel
werd vervolgens geéxtraheerd met fenol en chloroform en neergesla-
gen met ethanol na de toevoeging van gist tRNA tot 10 yg/cma.
Ligatie van de gefosforyleerde Hind III schakels aan de in-
terferon-genen werd cerealiseerd door het interferon-gen pellet op
te lossen in 40 9dm , bevattende 50 mM tris-HC1, pH 7,8, 10 mM
MgClZ, 1 mM rATP, 20 mM DTT 20 yg/cm gefosforyleerde schakel en
ongeveer 480 eenheden/cm van T4 DNA ligase (EC 6.5.1.1), (1 een-

heid is de hoeveelheid die de omzetting ven 1 nmol 32p PP, in (X //3-

32P]-ATF‘ in 20 minuten bij 37°% katalyseert volgens Weiss, B., et
al., (1988), J. Biol. Chem., 243, 4543). Dit werd vervolgens geduren-

de 18 uren bij 25°¢C gelincubeerd.
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Deze omstandigheden gaven een ongeveer 100-voudige molaire
overmaat van schakel ten opzichte van ONA.

Na verwarming van het mengsel gedurende 5 minuten op 55°¢C
werd het ONA tot restrictie gebracht met Hind III door toe te voe-
gen 600 9dm3 van een mengsel, dat 400 eenheden/cm3 Hind IIT (EC
3.1.23.21) bevatte-(l eenheid is de hoeveelheid 'die 1 yg A-DNA in
15 minuten bij 37°C in 50 9dm3 ontsloot), 3 mM OTT, 167 9g/cm3 ge-
latine, 83 mM tris-HCI, pH 7,5, 83 mM NaCl, 17 mM MgCl, en 8 mM
2-mercaptogthancl. Na incubatie gedurende 2 uren bij 37°C werd het
mengsel op 0,2% (w/v) SDS en 20 mM EDTA gebracht en werd het ONA
gedxtraheerd met fenol en chlorocform en werd gist tRNA toegevoegd
aan de uiteindelijke waterfase om een cancentratie van 5 yg/cm3 te
verkrijgen. Deze werd vervolgens chromatografisch behandeld over
een Sephadex G150 superfijn kolam (50 x 0,7 cm] waar de dubbel-
strengs genen gedlueerd werden in de ge&xcludeerde fractie, onder
toepassing van 50 mM NaCl, 0,1% (w/v} SDS en 5 yg/cm3 gist tRNA.
Laatstgenoemde werd vervolgens met ethanol neergeslagen nadat ce
tRNA-concentraties op 10 yg/cm3 waren gebracht. Het gewonnen CNA

bevatte naar schatting ongeveer 0,125 g dubbelstrengs genen.

pripiipog ot Rkl uih-up4uipipupiie = PHOIp P i it

werd aan elektroforese onderworpen door een natieve 1,4% (w/v]
agarasegel (20 x 14 x 0,5 cm) gedurende 2 uren bij 120 V. ONA tus-
sen 600 en 1000 bp in -lengte werd vervolgens uit de gel op de vol-
gende wijze geBlueerd: het geschikte schijfje werd uitgesneden en
ﬁoor een Gillette 21 G naald gevoerd. Laatstgencemde werd gewassen
met 4 cm3 10 mM Hepes, pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 0,02% (v/v] Triton X-
184, 85 9g/cm3 gist tRNA en het schijfje werd bij -706°¢ bevroren.
Het werd vervolgens ontdooid en geagitserd op een rotatiemenger
gedurende 1 nacht bij kemertemperatuur (ongeveer 25°C) voordat het
gefiltreerd werd cdoor een Whatman 52 pepier. Het filtraat werd in-
gesteld op 0,1 M ammoniumaceteat, 2 mM magnesiumacetaat, 0,02%
{w/v) SOS en gebcnden aan egen 1 cm3‘kolam van digthylaminogthyl

(CEAE) 52 cellulose. Deze werd vervolgens driemaal gewassen met 1,5
£
]

3 ; . .
cm”~ hoeveelheden van hbovenstaande buffer voordat het ONA werd gs-
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glueerd met 0,5 cm3 hoeveelheden van 1,1 M NaCl, 0,1 M ammoni Umace-
taat, 2 mM magnesiumacetaat, 0,02% (w/v]) SDS, 0,02 mM EDTA. Het

DNA elueerds met de 2e en 3e porﬁies die vervolgens verzameld wer-
den, werden aangevuld met 5 Ye gist tRNA en vervolgens met ethanol
werden neergeslagen. Het neerslag werd gewonnen door centrifugeren,
gewassen met absolute ethanol, gedroogd en opgelost in 20 ydm3 wa-
ter. 4 y?ma werd genomen voor vloeistofscintillatietelling en de
rest (ongeveer 8 mg) werd door vacuumdessicatie gedroogd.

(10) Clonen van de interferon-genen in X 1778 onder toepassing van

pBR 322 als plasmidevector.

De vector werd als volgt bereid: 10 yg van het plasmide pBR
322 werd aan restrictie onderworpen met Hind III, ge&xtraheerd met
fenol en chloroform en neergeslagen met ethanol. Het gewonnen line-
aire plasmide werd vervolgens gedurende 30 minuten bij 65°C geincu-
beerd in 25 ydn®, bevattends 20 m tris-HCL, pH 7,5, 0,1% (w/v]
S0S en 0,7 mg/cm3 bacteri8le basische fosfatase (EC 3.1.3.1), voor-
dat driemaal geéxtfaheerd werd met fenol en chloroform, tweemaal
met ether en opnieuw neergeslagen werd met ethanol. Het gewonnen
precipitaat werd vervolgens in 100 v7xdm3 water opgelost.

Het gedroogde gen- pellet (zie boven onder (8Xg)) werd ver-
volgens opgelost in 10 ydm , bevattende 50 mM tris-HC1l, pH 7,8,
10 mM MgCl,, 1 mM rATP, 20 mM DTT, 10 yg/cm van de behandelde
vector ONA en ongeveer 18 eenheden/cm3 van T4 DNA ligase. Vervol-
gens werd dit mengsel gedurende 1 nacht bij 15°¢ gelncubeerd voor-
dat verdund werd tot 100 ydm3 met 10 mM tris-HC1, pH 7,5, 1 mM
EDTA, 0,1 M NaCl en werd gebruikt om E. coli K-12 X 1776 te trans-
formeren volgens bekende methoden (zie b.v. Curtiss, R., III, et
al., (1878), Recombinant Molecules: Impact-on Science and Society
(R.F.Beers, Jr., en E.G.Bassett (Eds.), 45 - 58).0p deze wijze werd
gen totaal van 370 ampicilline (100 9g/cm3]‘resistente tran;?orman—
ten verkregen, die vervolgens op gevoeligheid voor 10 yg/cm tetra-
cycline werden onderzocht. 82% bleek tetracyclinegevoelig te zijn
en werd derhalve geldentificeerd als recombinanten. 160 van laatst-
genoemde werden vervolgens gegroeid op milliporiénfilters, ge-

plaatst op cultuurplaten teneinde interferon-gen recombinanten te
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identificeren door koloniehybridisatie met EX'-SZP]IFIA en [I'-SZPJ’
IFIV.

{11) Onderzeoek van recambinanten.

Recombinanten werden gegroeid op nitrocellulosefilters (8 cm
diameter) totdat de kolonies een diameter van 2 of 3 mm hadden be-
reikt. Nadat de filters van de platen waren opgetild, werden ze ge-
durende 7 minuten geplaatst op een kussen van Whatman No.1l filtreer-
papier, gedrenkt in 0,5 N NaOH, vervolgens gedurende 2 minuten op
een kussen, gedrenkt in 1 M tris-HEl, pH 7,5, en vervolgens gedu-
rende 7 minuten op een kussen, gedrenkt in 0,5 M#is-HC1, pH 7,5,
1,5 M NaCl. De filters werden vervolgens gedrcogd door ze op een
vacuumspruitstuk te plaatsen gedurende ongeveer 5 minuten en ten-
slotte gewassen met 100 cm3 absolute ethancl voordat ze gedurende
2 uren op 80 - 85°C werden verwarmd.

De filters werden gedurende 2 uren bij 25°¢ gepreincubeerd
in 3 x SSC (1 x SSC is 0,15 M NaCl, 0,015 M natriumcitreat, pH
7,8}, bevattende 8,02% (w/v) BSA, 0,02% (w/v]) Ficoll (cobolymeer
van sucrose en epichloorhydrien) en 0,02% (w/v) polyvinylpyrroli-
don voordat viceistof werd afgevoerd en ze geplaatst werden op
een filtreerpapier om gedurende enkele minuten aan de lucht te dro-
gen. De oligonuclestiden IFIA en IFIV werden radioactief gelabeld
met [J'-BZP]ATP en polynucleotidekinase zoals bovenstaand beschre-
ven en vervaolgens gesuspendeerd in driemasal SSC. 300 ydm3 (bevat-
tende 0,85 pmol van elk (J“-azPJ oliganucleotide (ongeveer 1 yCi/

pmel) werd uniform over elk filter aangebracht (nu staande op een
niet absorberend oppervliak]} en gedurende 5 minuten met rust gelaten
om in te Qeken. De filters werden ondergedompeld in lichte paraffi-
ne en gedﬂrende 2 of 3 dagen bij 25°¢C gelncubeerd. Vervolgens wer-
den ze van olie ontdean, in chloroform gespoeld, met lucht gedroogd
en viermeal gewassen in 3 x SSC bij 259C (20 minuten per wasbeurt],
voofdat ze tweemaal in Z x SSC bij dezelfde temperatuur werden ge-
wassen. Na voorzichtig drogen met vlceipapier werden de filters
ingesloten in een polyetheen zak en autaoradiografisch cnderzgcht
£ij -73°C in een Kodak normale versterkercassette.

Het autoradicgram liet de aanwezigheid van vijf kolonies
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zien die significant donkerder waren

dan de rest. Plasmide DONA

werd uit deze volgens bekende methoden bereid (zie b.v. Birnboim,

H.C., en Doly, J., (1878), Nucl. Acids Res., 7h 1513 - 1523) en

daaropvolgende restrictie en nucleotideopvolgingsanalyse bevestig-

den dat elk van deze recombinanten een fibroblastinterferon-gen

bevatte. , dat cadeerde vocor het rijpe interferonpolypeptide en de

" 3'’-niet vertaalde mRNA-opvolging.

(12) Overbrenging van het interferon-

gen in pWT 2 x 1 expressie-

plasmiden.

Plasmide DNA werd bereid uit sen van de bovenstaande inter-

feron-recombinanten door centrifugeren van een geklaard lysaat door

dichtheidsgradiénten, bevattende ethidiumbromide (zie b.v. Katz, L.,

et al., {1973), J. Bacteriol. 114, 577 =~ 531; en Wensink, P.C.,

et al-: (1974): Cell: _3_: 315 - 325).

3 yg werd vervolgens tot re-

strictie gebracht met Hind III en het ge&xtraheerde DNA werd aan

elektroforese onderworpen door een natieve 5% (w/v]) polyacrylamide-

gel. Het interferon-gen (ongeveer 730 bp) werd zichtbaar gemaakt

door kleuren met 1 9g/cm3 ethidiumbromide en bekijken onder WV-

licht (254 nm), waardoor excisie van

gen bevatte, mogelijk werd gemaakt. Dit schijfje werd gedispergeerd

gen klein gelschijfje dat het

door te leiden door de opening van een 1 cm3 kunststof injectie-

spuit, welke vervolgens gewassen werd met 4 volumehoeveelheden, ten

opzichte van het gelschijfje, AGEB (0,5 M ammoniumacetaat, 10 mM

magnesiumacetaat, 0,1% (w/v) SO0S en 0,1 mM'EDTA), dat verveolgens

gemengd werd met gelsuspensie en gedurende 16 uren bij 37°¢C rustig

werd geschud. Gist tRNA werd toegevoegd om een uiteindelljke con-

centratie van 25 9g/qm? te krijgen voordat het mengsel gecentrifu-

geerd werd door een Whatman 52 papier in een 2 cm3 injectiespuit

en vervolgens het papier met AGEB werd gewassen. Het verzamelde

filtraat werd vervolgens vijfmaal met HZD verdund voordat chromato-

grafie volgde over een 1 cm3 kolom van DEAE 52-cellulose zoals bo-

venstaand onder (8)(g) is beschreven. Het eluaat (1 cm3 totaal)

werd tweemaal ge€xtraheerd met 1 cm3
1/5 x AGEB bevattende 1,1 M NaCl (om

deren) voordat neergeslagen werd met

8100558
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5 vg gist tRNA. Het DNAwerd gewonnen en opgelost in 50 9dm3 Héo
{ongeveer 0,2 yg ONAJ . .

Vervolgens werd 4 ydm geligateerd (in een uiteindelijk vo-
lume van 10 9dm ) met 80 mg van pWT 211, pWT 221 of pWT 231, dat
vooraf tot restrictie was gebracht met Hind III en vervolgens be-
handeld met basische fosfatase om ligatie van het moederplasmide
(zie boven onder (10)) tot een minimum te beperken. Elke ligatie
werd vervolgens gebruikt voor het transformeren van E. coli K-12
HB101 onder toepassing van bekende methoden (zie b.v. Emtage, J.S..
et al., (1980), Nature 283, 171 - 174). Transformanten werden ge-
groeid op L-agarplaten, die 100 9g/cm3 ampicilline bevatten (in
feite werd carbenicillinenatrium (Beecham) gebruikt, dat een deri-
vaat is dat kan worden beschouwd als een equivalent; carbenicilline
is oK-carboxybenzylpenicilline) en plasmide DNA werd in elk geval
uit 6 - 12 kolonies bereid. Door Pst I (EC 3.1.23.31) restricties
uit te voeren en de produkien met gelelektroforese te analyseren,
konden interferonrecombinanten worden geidentificeerd alsook de ‘
oriSntatie van het interferon-gen ten opzichte van de tryptofaan-
promotcropvelging. Voor elk van de drie pWT 2 x 1 plasmiden, werd
een recombinant met het interferon-gen in de vereilste oriéntatie
voor expressie geselecteerd en onderzocht op zijn vermogen tot de
produktie van biclogisch actief interferon.

(13) Inductie van expressisplasmiden die het 1nterreron gen bevat-

ten.

150 cm3 culturen van elk van de drie pWT 2 x 1 interferon-
gen clonen werden gegroeid in L-bouillon (luriabouillon: 1% fw/v])
bactotrypton, U,S%f(w/v] bactogistextract, 0,5% (w/v) NaCll, 0,2%
(w/v) glucose, 0,004% (w/v]) thymine, pH 7) bevattende ampicilline
tot een G.D.AOD nﬁ van ongeveer 0,3. De bacterién werden gepelle-
teerd door centrifugeren, gewassen en vervolgens hersuspendeerd in
inductiemedium (42 mi Na,hPO 4 22 mM KH POA, 8,6 mi NaCl, 18,7 mM
NH Cl, 8,1 mM CaCl,, 1.0 mM WgSO yc/cm vitamine 81, 0.2% (w/v]
c’uccse, ,5% (w/v} casaminozuren mlssend sryptofaen (Difcol, 20
ug/cm 3 /3-indgolacrylzuur en 10C 9?/cm ampLCLIllne). Na incuba-

Cm

tie a -
gedurende 4 uren bij 37°C (op welk tid ip het 0.0. ‘800 am 7
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geveer 1,0 bedroegl) werden de cellen gecentrifugeerd en geéxtra-
heerd zoals onderstaand beschreven.

(14) Extractie van interferon uit bacterién.

De volgende bewerkingen werden uitgevoerd bij 2°C: de bacte-
riéle pellets werden hersuspendeerd in 1,2 cm3 PBS, bevattende 2%
{(w/v) HSA (menselijk serumalbumine). Een gelijke volumehoeveelheid
van 50% (w/v]) sucrose, bevattende 0,1 M tris-HCl, pH 8, en 1% (w/v)
HSA werd vervolgens toegevoegd, gevolgd door 0,8 cm3 van een verse

lysozymeoplossing (10 mg/cm3 in PBS). Na 15 minuten werd G,8 cm3

van 0,5 M EDTA, pH 8,5, toegevoegd en werden de cellen gedurende

nog eens 10 minuten met rust gelaten. 4 cm3 0,8% (v/v]} Triton X-100
werd vervolgens toegevoegd en na mengen gedurende 10 minuten, werd
het extract aan geluidgolven bloctgesteld (Engels: "sonicated”)

om de viskositeit te verlagen en volledige lyse te verzekeren, ver-
valgens geultracentrifugeerd met 50.000 omw./min in een Beckman-

Ti 50 rotor gedurende 2 uren. De bovendrijvende vloeistof werd ge-
dialyseerd tegen PBS, geklaard door centrifugeren (10 minuten met
10.000 emw./min) voordat geanalyseerd werd op interferonactiviteit
door de bescherming te volgen die aan Vero-cellen werd gegeven te-
gen het. cpe van EMC-virus in éen in vitro microplaatanalysesysteem
(zie b.v. Dahl, H., en Degre, M., (1872), Acta. Path. Microbiol.
Scan., 1380, 863].

Een alternatieve extractiemethode omvat eenvoudig aan geluids-
trillingen blootstellen van de geinduceerde bacterién in 10 mM tris-
HC1, pH 8,0, gevolgd door centrifugeren gedurende 30 minuten bij
15.000 x g en verzamelen van de bovendrijvende vlceistof.

(15) Constructie van gemodificeerde expressierecombinanten.

HEt plasmide pWT 501 bevat een 150 bp Hind III fragment dat
de trp-promotor en een deel van de gen-opvolging, die codeert voor
het trp-leider polypeptide bevat. 0it fragment werd gewonnen uit
een natieve 5% (w/v]) polyacrylamidegel en zelf geligateerd onder
toepassing van T4 DNA-ligase (10). De concatemersn werden vervol-
gens partieel ontsloten met Tag I alvorens eerst te behandelen met
S1-nuclease, vervolgens E. coli ONA-polymerase I en tenslotte met

Hind III (2)(Ff). Op deze wijze leidt de vereiste Tag I splitsing
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binnen de opvolging die correspondeert met de ribosoom bindinés-
plaats in het mRNA-gebied dat codeert voor het trp-leiderpolypepti-
de, tot een fragment van ongeveer 100 bp na de Hind III restrictie.
Dit fragment werd geisoleerd uit een 8% (w/v]) natieve polyacryl-
amidegel (12} ter ucorbereiding op ligatie aan het Sac I/Hind III
fragment van hét interferon-gen. Het laatstgencemde fragment werd
verkregen door eerst het interferon-gen, gecloond in pWT 231 met
Sac I te ontsluiten. Na behandeling met S1-nuclease, vervolgens met
E. coli DNA-polymerase I, wefd het DNA tot restrictie gebracht met
Hind IIT en het verkregen fragment van ongeveer 700 bp gewonnen uit
een 5% (w/v) natieve polyacrylamidegel gewonnen.

De twee fragmenten werden vervolgens aan elkaar geligateerd
door incuberen gedurende 18 uren bij 259C in een uiteindelijk volu-
me van 20 ydma, bevattende 50 mM tris-HC1, pH 7,8, 10 mM MgCl
1 mM ATP, 20 mM DTT, ongeveer 480 eenheden/cm T4 DNA llgase,

8,5 9g/cm van het Hind III/Taq I trp-fragment en 5 yg/cm van het
Sac I/Hind III fragment van het interferon-gen. Na restrictie met
Hind III, werd het samengevoegde molecuul getransformeerd in E.coli
K-12 HB10l onder toepassing van pAT 153 als de vector. Laatstge-
noemde was vooraf tot restrictie gebracht met Hind III voor de be-
handeling met bacteri&le basische fosfatase (EC 3.1.3.1) om het ge-
halte aan niet-recombinerende transformanten (10) te verlagen.
Plasmide ONA werd valgens bekende methoden uit transformanten be-
reid (zie b.v. Kati, et al., en Wensink, et al., loc citl), waarna
dit geanalyseerd werd door restrictie-enzymindeling en ook docr nu-
clectidecpvolging. Op deze wijze werden verschillende recombinanten
die het vereiste samengevoesgde molecuul bevatten, geidentificeerd.
Deze werden vervolgens geinduceerd om interferon te produceren zo-
als bovenstaand beschreven (13), met dien verstande, dat de concen-
tratie van 3/3-indoolacrylzuur ingesteld werd op 2,5 yg/cma.

Om radioactief interferon te bereiden werden bacterién zoals
beschreven, geinduceerd, mear bij afwezigheid van casaminozuren en
hij aanwezigheid van 3 9g/cm3 3 A-indoclacrylzuur. Azn het gind van
de inductieperiode werden porties van l cm3 gelncubeerd gedurence

nog eens 1S minuten-met 5 9Ci van een ( C]-amlnczuurmengsel. e
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bacterién werden vervolgens gecentrifugeerd en het pellet gelyseerd
door toevoeging van 50 9dm3 van een mengsel van 10% (v/v]) glycercl,
5% (w/v) 2-mercapto8thancl, 3% (w/v} SDS, 62,5 mM tris-HCl, pH 6,8,
0,01% (w/v) bromofenolblauw en verwarming gedurende 2 minuten op
90%c. Monsters werden vervolgens aan elektroforese onderworpen door
12,5% (w/v) polyacrylamidegels volgens bekende methoden (zie b.v.
Laemmli, U.K., (1970), Nature, 227, 680 - 885). De gel werd ver-
volgens gedroogd en autoradiografisch onderzocht om het interferon-

polypeptide zichtbaar te maken (zie fig.12).
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Cognclusices:

RS E=RESRSIZ=SRNR==ST

1. Gen voor de expressie van een eiwit met eigenschappen die
lijken op die van menselijk interferon, omvattende een coderings-
streng en een complementaire streng, waarbij de coderingsstreng de
volgende opvolging bevat:

5' GGC.CAT.ACC.CAT.GGA.GAA.AGG.ACA.TTC.TAA.CTG.CAA.CCT.~
TTC.GAA.GCE.TTT.GCT.CTG.GCA.CAA.CAG.GTA.GTA.GGC.GAC.ACT.-
GTT.CGT.GTT.GTC.AAC.ATG.ACC.AAC.AAG.TGT.CTC.CTC.CAA.ATT.‘
GCT.CTC.CTG.TTG.TGC. TTC.TCC.ACT.ACA.GCT.CTT.TCC.ATG.AGC. -
TAC.AAC.TTG.CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.AGC.AAT.TTT.CAG.-
TGT.CAG.AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG.AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.TAC.-
TGC.CTC.AAG.GAC.AGG.ATG.AAC.TTT.GAC.ATC.CCT.GAG.GAG.ATT.
AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA.TTG.ACC.
ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.CAG.AAt.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA.
GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.GGC.TGG.AAT.GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC.
CTC.CTG.GCT.AAT.GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.CTG.AAG.ACA.~
GTC.CTG.GAA.GAA. AAA.CTG.GAG. AAA.GAA .GAT, TTC. ACC. AGG. GGA.
AAA.CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA.AGA. TAT. TAT.GGG.AGG.
ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.AAG.GAG. TAC.AGT.CAC. TGT.GCC.
TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA.ATC.CTA.AGG.AAC.TTT.TAC. TTC.
ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC. TGA.AGA.TCT.CCT.
AGC.CTG.TGC.CTC.TGG.GAC.TGG.ACA.ATT.GCT. TCA.AGC.ATT.CTT.
CAA.CCA.GCA.GAT.GCT.GTT.TAA.GTG.ACT.GAT.GGC. TAA. TGT . ACT.
GCA.TAT.GAA.AGG.ACA.CTA.GAA.GAT.TTT.GAA.ATT.TTT.ATT.AAA.
TTA.TGA.GTT.ATT.TTT.ATT.TAT.TTA.AAT.T%T.ATT.TTG.GAA.AAT.
AAA.TTA.TTT.TTG.GTG.CAA.AAG. TCA.ACA.TGG.CA 3’

of een subeenheid daarvan of een equivalent daarvan.

!

2. Gen volgens conclusie 1, waarvan de caderingsstreng de vol-
gende opvolging bevat:

5' GGC.CAT.ACC.CAT.GGA.GAA.AGG.ACA.TTC.TAA.CTG.CAA.CCT.-
TTC.GAA.GCC.TTT.GCT.CTG.GCALCAA.CAG.GTA.GTA.GGC . GAC.ACT . -
5TT.CST.GTT.GTC.AAC.ATG.ACC . AAC. AAG. TGT.CTC.CTC.CAALATT . -
GCT.CTC.CTG.TTG.TEC.TTC.TCC.ACT.ACA.GCT.CTT. TCC.ATG.AGC. -
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TAC.AAC.TTG.CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.AGC.AAT.TTT.CAG. -
TGT.CAG.AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG. AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.TAC., -
TGC.CTC.AAG.GAC.AGG.ATG.AAC.TTT.GAC.ATC.CCT.GAG. GAG.ATT. -
AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA.TTG.AEC. -
ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA, -
GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.GGC.TGG.AAT.GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC. -
CTC.CTG.GCT.AAT.GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.CTG.AAG.ACA. -
GTC.CTG.GAA.GAA.AAA.CTG.GAG.AAA.GAA,GAT.TTC.ACC.AGG.GGA. -
AAA.CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA,AGA. TAT . TAT .GGG.AGG. -
ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.AAG.GAG.TAC.AGT.CAC.TGT.GCC. -
TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA.ATC.CTA.AGG.AAC. TTT.TAC.TTC.~
ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC.TGA.AGA. TCT.CCT.~
AGC.CTG.TGC.CTC.TGG.GAC.TGG.ACA.ATT.GCT. TCA.AGC.ATT.CTT. -
CAA.CCA.GCA.GAT.GCT.GTT.TAA.GTG.ACT.GAT.GGC.TAA.TGT.ACT. -
GCA.TAT.GAA.AGG.ACA.CTA.GAA.GAT.TTT.GAA.ATT.TTT.ATT.AAA.~-
TTA.TGA.GTT.ATT.TTT.ATT.TAT.TTA.AAT. TTT.ATT.TTG.GAA.AAT .-
AAA.TTA.TTT.TTG.GTG.CAA.AAG.TCA.ACA.TGG.CAG. TTT.TAA.TTT. -
CGA.TTT.CAT.TTA.TAT.AAC.CA.. .3’

of een subeenheid daarvan of een equivalent daarvan.

3. Gen volgens conclusie 1 of 2, waarvan de coderingsstreng de

volgende opvolging omvat:

5’ GGC.CAT.ACC.CAT.GGA.GAA.AGG.ACA.TTC.TAA.CTG.CAA. -
CCT.TTC.GAA.GCC.TTT.GCT.CTG.GCA.CAA.CAG.GTA.GTA.GGC. -
GAC.ACT.GTT.CGT.GTT.GTC.AAC.ATG,ACC.AAC.AAG.TGT.CTC. -
CTC.CAA.ATT.GCT.CTC.CTG.TTG.TGC.TTC.TCC.ACT.ACA.GCT.
CTT.TCC.ATG.AGC.TAC.AAC.TTG.CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA. -
AGC.AGC.AAT.TTT.CAG.TGT.CAG.AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG.-
AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.TAT.TGC.CTC.AAG.GAC.AGG.ATG.AAC. -
TTT.GAC.ATC.CCT.GAG.GAG.ATT.AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC, -
CAG.AAG.GAG.GAﬁ.GCC.GCA.TTG.ACC.ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.-
CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA . GAT.TCA.TCT.AGC. -
ACT.GGC.TGG.AAT .GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC.CTC.CTG.GCT .~
AAT .GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.CTG.AAG.ACA.GTC.CTG. -
GAA.GAA.AAA.CTG.GAG.AAA.GAA,GAT .TTC.ACC.AGG.GGA.AAA, -
CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA.AGA.TAT,TAT.GGG.AGG. -
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ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.AAG.GAG. TAC.AGT.CAC, TGT .-
GCC.TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA.ATC.CTALAGG. AAC. TTT. -
TAC.TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC.TGA. -
AGA.TCT.CCT.AGC.CTG.TGC.CTC.TGG.GAC. TGG.ACAL.ATT.GCT. -
TCA.AGC.ATT.CTT.CAA.CCA.GCA.GAT.GCT.GTT.TAA,GTG.ACT, -
GAT.GGC.TAA.TGT.ACT,GCA. TAT .GAA.AGG.ACA.CTA.GAA.GAT. -
TTT.GAAATT.TTT.ATT.AAA TTA.TGA.GTT.ATT.TTT.ATT.TAT. -
TTALAAT . TTT.ATT.TTG.GAA.AAT. AAA.TTA.TTT.TTG.GTG.CAA. -
AAG.TCA.ACA.TGG.CAG.TTT.TAA.TTT.CGA.TTT.GAT.TTA.TAT .-
AAC.CA..3’' '

of een subeenheid daarvan.

4, Gen volgens een of meer van de conclusies 1 - 3, waarvan de

coderingsstreng de volgende opvolging omvat:

5' TTC.TAA.CTG.CAA.CCT,TTC.GAA.GCC.TTT.GCT.CTG.GCA. -
CAA.CAG.GTA.GTA.GGC.GAC.ACT.GTT.CGT.GTT.GTC.AAC.ATG. -
ACC.AAC.AAG.TGT.CTC.CTC.CAA.ATT.GCT.CTC.CTG. TTG. TGC. -
TTC.TCC.ACT.ACA.GCT.CTT.TCC.ATG.AGC.TAC.AAC,TTG,CTT. -
GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.AGC.AAT.TTT.CAG.TGT.CAG.AAG. -
CTC.CTG.TGG.CAA.TTG.AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.TAC. TGC,.CTC., ~
AAG.GAC.AGG.ATG.AAD.TTT.GAC.ATC.ECT.GAG.GAG.ATT;AAG.—
CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA,TTG.ACC. -
ATC.TAT.GAG.ATG.CTC,CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.AGA. -
CAA.GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.GGC.TGG.AAT.GAG.ACT..ATT.GTT. -
GAG.AAC.CTC.CTG.GCT .AAT.GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.CAT.-
CTG.AAG.ACA.GTC.CTG.GAA.GAA.AAA.CTG.GAG.AAA,. GAA.GAT . -
TTC.ACC.AGG.GGA.AAA.CTC.ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA. -
AGA.TAT.TAT.GGG.AGG.ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC;AAG.—
GAG.TAC,AGT.CAC.TGT.GCC.TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.GAA. -
ATC.CTA.AGG.AAC.TTT.TAC.TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT. -
TAC.CTC.CEA.AAC.TGA.AGA.TCT.CCT.AGC.CTG,TGC.CTC.TGG. -
GAC.TGG.ACA.ATT.GCT.TCA.AGC.ATT.CTT.CAA.CCA.GCA.GAT. -
GCT.GTT.TAA,GTG.ACT.GAT . .GGC.TAA.TGT .ACT.GCA.TAT .GAA. -
AGG.ACA.CTA.GAA.GAT.TTT.GAAATT.TTIT.ATT.AAA. TTA.TGA. -
GTT. ATT.TTT.ATT.TAT.TTA.AAT.TTT.ATT . TTG.GAA . AAT .AAA. -
TTA.TT7.T76.G7G.CAA.AAG.TC, . 3"

of een eguivalent daarvan.
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5. Gen volgens een of meer van de conclusies 1 - 3, waarvéﬁ de
coderingsstreng de volgende opvolging omvat:

5' ATG.ACC.AAC.AAG.TGT.CTC.CTC.CAA.ATT.GCT.CTC.CTG.TTG.-
TGC.TTC.TCC.ACT.ACA.GCT.CTT.TCC.ATG.AGC.TAC.AAC.TTG. -
CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.AGC.AAT.TTT.CAG. TGT.CAG.-
AAG.CTC.CTG.TGG.CAA,TTG.AAT.GGG.AGG.CTT.GAA.TAC.TGC. -
CTC.AAG.GAC.AGG.ATG.AAC. TTT.GAC.ATC.CCT.GAG,GAG.ATT.
AAG.CAG.CTG.CAG.CAG.TTC.CAG.AAG.GAG.GAC.GCC.GCA,TTG.
ACC.ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.CAG.AAC.ATC.TTT.GCT.ATT.TTC.
AGA.CAA,GAT.TCA,TCT.AGC.ACT.GGC.TGG.AAT.GAG.ACT . ATT.
GTT.GAG.AAC,.CTC.CTG.GCT.AAT.GTC.TAT.CAT.CAG.ATA.AAC.
CAT.CTG.AAG.ACA.GTC.CTG.GAA.GAA.AAA.CTG.GAG.AAA . GAA,
GAT.TTC.ACC.AGG.GGA.AAA,CTC.ATG,AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.
AAA.AGA.TAT,.TAT.GGG.AGG.ATT.CTG.CAT.TAC.CTG.AAG.GCC.
AAG.GAG.TAC.AGT.CAC.TGT.GCC,TGG.ACC.ATA.GTC.AGA.GTG.
GAA,ATC.CTA.AGG.AAC.TTT.TAC.TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.
GGT.TAC.CTC.CGA.AAC.TGA... 3’

of een equivalent daarvan.

1

1

8. Gen volgens een of meer van de conclusies 1 - 3, waarvan de
coderingsstreng de volgende opvolging omvat:

5' ATG.AGC.TAC.AAC.TTG.CTT.GGA.TTC.CTA.CAA.AGA.AGC.
AGC.AAT.TTT.CAG.TGT.CAG.AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG.AAT.
GGG.AGG.CTT.GAA,TAC.TGC.CTC.AAG.BAC.AGG.ATG.AAC.TTT.
GAC.ATC,CCT.GAG,GAG.ATT.AAG.CAG.CTG.CAG.CAG. TTC.CAG.
AAG.GAG,GAC.GCC,GCA.TTG.ACC.ATC.TAT.GAG.ATG.CTC.CAG.
AAC,ATC,TTT.GCT.ATT.TTC.AGA.CAA.GAT.TCA.TCT.AGC.ACT.
GGC.TGG.AAT.GAG.ACT.ATT.GTT.GAG.AAC.CTC.CTG.GCT.AAT.
GTC.TAT.CAT.CAG.ATA,AAC.CAT.CTG.AAG.ACA.GTC.CTG.GAA.
GAA.AAA.CTG.GAG.AAA.GAA.GAT.TTC.ACC.AGG.GGA.AAA.CTC.
ATG.AGC.AGT.CTG.CAC.CTG.AAA.AGA,TAT.TAT.GGG.AGG.ATT.
CTG;CAT]TAC.CTG.AAG.GCC.AAG.GAB.TAC.AGT.CAC.TGT.GCC.
TGG.ACC.ATA.TGC.AGA.GTG.GAA.ATC.CTA.AGG.AAC.TTT.TAC.
TTC.ATT.AAC.AGA.CTT.ACA.GGT.TAC.CTC.CGA.AAC.TGA. 3'

of een equivalent daarvan.

!

7. Subeenheid van een gen volgens een of meer van de conclu-
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sies 1 - 8.
8. Gen of equivalent daarvan of een subeenheid daarvan, volgens

een of meer van de conclusies 1 - 7, in wezen zoals hier beschre-

ven.,

g. Werkwijze voor de bereiding van een gen of een equivalent
daarvan of een subeenheid daarvan, volgens een of meer van de con-
clusies 4 - 8, waarbij polyA-mRNA wordt geIscleerd uit geinduceer-
de fibroblastcellen, enkelstrengs cDONA wordt gesynthetiseerd eonder
toepassing van oligo dT primer en omgekeerde transcriptase en dub-
belstrengs DNA daaruit wordt gesynthetiseerd onder toepassing van
omgekeerde transcriptase of E. coli DNA polymerase I en desgewenst
een primer.

1a. Werkwijze voor de bereiding van een gen of een eqguivalent
daarvan of een subeenheld daarvan, volgens een of meer van de con-
clusies 4 - 8, waarbij mRNA wordt geIscleerd uit geinduceerde fi-
braoblastcellen, enkelstrengs cDNA wordt gesynthetiseerd onder toe-
passing van een specifieke primer en omgekeerde transcriptase en
dubbelstrengs DNA daaruit wordt gesynthetiseerd onder toepassing

van amgekeerde transcriptase of E. coli ONA polymerase I, en desge-
wenst een primer.

11. Werkwijze valgens conclusie 9 of 10, waarbij in de derde

trap een primer wordt gebruikt.

12, Werkwijze volgens een of meer van de conclusies 8 - 11, waar-
bij het reactiemengsel na de tweede trap en/of de derde trap wordt
gefractioneerd.

13. Werkwi jze volgens een of meer van de conclusies 9_; 12, waar-
bij zelf op gang brengen na de tweede trap wordt belemmerd.

14, Werkwijze volgens een of meer van de conclusies 9 - 13, waar-
bij het produkt na cloning wordt geidentificeerd door een primer te
gebruiken voor het onderzoeken van de koleonies.

15, Werkwijze voigens een of meer van de conclusies 8§ - 14 voor
de bereiding van een gen of een equivalent daarvan of een subeenheild
daarvan, volgens een of meer ven de conclusies 4 - 8, in wezen zoals

hier beschreven.

1B, Gen of een ecuivalent daarvan of een subeenheid daarvan vol-
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gens een of meer van de conclusies 4 - 8, bereid met een werkwijze
volgens een of meer van de conclusies g - 15.

17, Werkwijze voor de bereiding van een gen of een equivalent
daarvan of een subeenheid daarvan volgens een of meer van de conclu-
sies 1 - 3, waarbij als sonde een molecuul wordt gebruikt met een
opvolging van een gen of een equivalent daarvén of een subeenheid
daarvan volgens een of meer van de conclusies 1 - 8 of 16 voor het
igoleren uit menselijk chromosomaal DNA van een menselijk chromoso-
maal interferon-gen.

18. Werkwijze volgens conclusie 17 voor de bereiding van een gen
of een equivalént daarvan of een subeenheid daarvan, volgens een

of meer van de conclusies 1 - 3, in wezen zoals hier beschreven.
19. Gen of equivalent daarvan of een subeenheid dearvan volgens
een of meer van de conclusies 1 - 3, bereid met een werkwijze vol-
gens conclusie 17 of 18.

20. Werkwijze voor de bereiding van een gen of een equivalent
daarvan of een subeenheid daarvan, dat een gedeelte gemeenschappe-
1ijk met of verwant aan een gedeelte van een gen of een equivalent
daarvan of een subeenheid daarvan volgens een of meer van de conclu-
sies 1-3 heeft, waarbij als sonde een molecuul wordt gebruikt met
een opvolging, die correspondeert met tenminste een deel.van het
gemeenschappelijke of verwante deel voor het isoleren uit menselijk
chromosomaal DNA van een menselijk chromoscomaal gen.

21. Werkwijze voor de bereiding van een gen of een equivalent
daarvan of een subeenheid daarvan dat een deel gemeenschappelijk
met of verwant aan een deel van sen gen of een equivalent daarvan
of een subéenheid daarvan volgens een of meer;van de conclusies

1 - 3 heeft, in wezen zoals hier beschreven.

22. Gen of equivalent daarvan of subeenheid daarvan dat een deel
gemeenschappelijk met of verwant aan een deel van een gen of een
equivalent daarvan of een subeenheid daarvan volgens een of meer
van de conclusies 1 - 3 heeft, bereid met een werkwijze volgens con-
clusie 20 of Z21.

23. Plasmiderecombinant, omvattende een plasmidevector met daar-

in ingebracht op een inbrengingsplaats een gen of een subeenheid
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daarvan of een equivalent daarvan volgens een of meer van de con-
clusies 1 - 8, 16 of 19, welk plasmiderecombinant vertaling in de
correcte fase mogelijk maakt voor het mRNA, dat overeenstemt met
het ingebrachte gen of subeenheid daarvan of equivalent daarvan en
een bacterisle promotor heeft stroomopwaarts van of naast de in~
brengingsplaats zodat het ingebrachte gen of subeenheld daarvan of
equivalent daarvan onder bacteri&le promotorcontrole staat.

24, Plasmidereccmbinant volgens conclusie 23, omvattende daarin
ingebracht meerdere genen of subeenheden daarvan of equivalenten
daarvan volgens een of meer van de conclusies 1 - 8, 16 of 19.

25, Plasmiderecombinant volgens conclusie 23 of 24, omvattende
meerdere bacterigle promotors.

28, Plasmiderecombinant volgens een of meer van de conclusies

23 - 25, cmvattende tenminste één trp—pfomotor.

27. Plasmiderecombinant volgens een of meer van de conclusies

23 - 25, welke tenminste een deel van de ONA-opvolging die verant-
woordelijk is voor verdunning van de transcriptie, mist.

28, Plasmiderscombinant volgens een of meer van de conclusies

23 - 27, omvattende een gemodificeerd derivaat van pWT 501.

29, Plasmiderecombinant volgens een of meer van de conclusies

23 - 28, omvattende een plasmidevebtor met daarin ingebracht een
gen of een subeenheid daarvan of een eqﬁivalent daarvan volgens een
of meer van de conclusies 1 - 8, 16 of 19, dat ook codeert voor een
initiatiecodon en/of tenminste een deel van sen ribosoom bindings-
plaats.

30. Plasmiderecombinant volgens een of meer van de conclusies -
23 - 28, in wezen zoals hier beschreven. '
31. Werkwijze vaor de bereiding van een plasmiderscombinant vel-
gens een of meer van de conclusies 23 - 30, omvattende het inbren-
gen van een gen of een subeenheld daarvan of een egquivalent daarvan
volgens een of meer van de conclusies 1 - 8, 16 of 18 in een in-
brengingspiaats van een geschikie plasmidevector.

32. Werkwijze volgens conclusie 31, omvattende: isolatie vean een
trp-promotor bevattend ongeveer 150 bp Hind IIT fragment uit oWT

501; zelfligatie; parti&le ontsluiting met Tag I; behandeling met
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S1-nuclease; behandeling met E. coli DNA-polymerase I; restrictie
met Hind III; isclatie van sen trp-promctor bevattend ongeveer 100
bp fragment; ligatie aan een ongeveer 700 bp fragment, verkregen
door behandeling van een recombinantplasmide van pWT 231, dat een
gen of een subeenheid daarvan of een equivalent daarvan volgens

cen of meer van de conclusies 1 - 8, 16 of 19 bevat met Sac I, S1-
nuclease, E. coli DNA-polymerase I en Hind III; restrictie met Hind
III; en ligatie aan met Hind III tottrestrictie gebracht, met bacte-

rieel basisch fosfatase behandeld pAT 153.

33. Werkwijze volgens conclusie 31 of 32, in wezen zoals hier
beschreven.
34. Plasmiderecombinant volgens een of meer van de conclusies

23 - 30, bereid met een werkwijze volgens een of meer van de con-
clusies 31 - 33.

35. Cel, omvattend daarin ingebracht een gen of een subeenheid
daarvan of een equivalent daarvan volgens een of meer van de con-
clusies 1 - 8, 18 of 19, of een plasmiderecombinant volgens een

of meer van de conclusies 23 - 30 of 34,

38, Cel volgens conclusie 35, welke een E. coli K-12 HB10l-cel
is.

37, Cel volgens conclusie 35 of 36, in wezen zoals hier beschre-
ven.

38. Werkwijze voor de bereiding van een cel volgens een of meer

van de conclusies 35 - 37, omvattende het inbrengen van een gen of
een subeenheid daarvan of een equivalent daarvan volgens een of
meer van de conclusies 1 - 8, 16 of 18, of een plasmiderecombinant

volgens een of meer van de conclusieé 23 - 30 of 34 in een cel.

39. Werkwijze volgens conclusie 38, in wezen zoals hier beschre-
ven.
40, Cel volgens een of meer van de conclusies 35 - 37, bereid

met een werkwijze volgens conclusie 38 of 389.

41. Werkwijze voor de bereiding van een eiwit met eigenschappen
die lijken op die van menselijk interferon, waarbij een cel wordt
gekweekt volgens een of meer van de conclusies 35 - 37 of 40 en

tot expressie gebracht eiwit wordt gewonnen.
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42, Werkwijze volgens conclusie 41, in wezen zoals hier beschre-
ven.
43, Eiwit met eigenschappen, die lijken op die van menselijk

interferen, bereid met een werkwijze volgens conclusie 41 of 4Z.
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UCN Uu uu uu CGN UCN UCN
G G G

MENSELIJK Fs4 H—Met—Ser —Tyr—Asn—Leu—Leu—Gly—Phe—Leu—Gln—Arg—Ser— Ser

FIBROBLAST U U U U A A U U
AUG AG UA AA CUN CUN GGN UU CUN CA AG AG AG
C C C C G G C C
A : A
uu uu CGN
G G ,
MUIS H~Ile —Asn—Tyr—Lys—Gln—Leu—GIn—Leu—Gln— Glu—Arg—Thr —Asn
A en B ;
u u U A A A A A A U
AUC AA UA AA CA CUN CA CUN CA GA AG ACN AA
A C C G G G G G G C

AUG AGC UAC AAC CUG (GEDEDUCEERDE MOGELIJKHEDEN VAN CODERINGS-
OPVOLGING)

AUG AGU UAC AAC CUG

OH 3'-TAC TCG ATG TTG GAC-5' IFIA

OH 3'-TAC TCA ATG TTG GAC-5 IFIB (GEDEDUCEERDE MOGELIJKE PRIMERS)

Fig.]

8100553

G.D. Searle & Co.



mw.mw_um G "OVO "OLL" 9LV " 9J1" OvL -—
VIl

189S n9) e 4y} ayy 49s auyd sAd na) nap na) ele ap ulb  na)
€ 700N "NNJ N9 VIV NIV " 22N° 2NN -29N 9NN °"9N2 " INI° NJ9° NNV ° ¥VI " IND

= ~"O9V VVO VO] " 191" VOL" 99V "OVV "IV IVV "IV9 "OVO " V9D " VVL " 119" 9v9

na) shAo sA) use iy} LW
— 2N NON " OVY " IVV " DIV "ONV " IVV ° N9 NN9 NI ° NN " NIV "IV "I99 " VN9

—"OVO VOV "JLL 911" 991 " JVL 911" 9VI " VYVI VIO VYV " VOL 912920 " 1VD

— VNI "9VI " VVI VIO 9NI " NID "NNN"I29° vYVvO " NN "NII " V¥D "9ONI " vvn " 2NN A

—LVI 019 " 119 "190 7 JVO " VID "VYVV 99D "LLD TOVV "VO9 “119 IV LIV " OvY €

G.D. Searle & Co.

8100558



IFIA

s N
3L TGTCGAGAAAGG TACTCGATGTTGGAC 5'
5' CTCTTTCCATG -3
IFI

Fig.3

IF I
5/ CAGCTCTTTCCATG 3!
IF IV
5 GAGGAGATTAAG 3!
IF Y
5 CCTGGAAGAAA 3!
Fig.4
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FII
5'  CT.CTT.TCC.ATG" AGC.TAC. AAC.TTG . CTT.—

mRNA 5'... CU.CUU.UCC.AUG.AGC. UAC . AAC.UUG.CUU.—

-
PROTEIN N.... leu ser lmet ser tyr asn leu leu —
' RIJP POLYFEFTIDE

GGA.TTC . CTA. CAA.AGA.AGC. AGC.—
GGA.UUC.CUA . CAA.AGA.AGC. AGC.—

10
gly phe leu gin arg ser ser —

AAT .TTT .CAG.TGT. CAG.—

AAU. UUU. CAG .UGU. CAG.—

asn phe gin cys ‘gln -

AAG.CTC.CTG.TGG.CAA.TTG .~
AAG.CUC.CUG.UGG.CAA.UUG—

20
lys leu leu trp gln leu —

AAT. GGG .AGG.CTT. GAA.TAC.—
AAU. GGG. AGG. CUU. GAA . UAC.—

30
asn gly arg leu glu tyr —

TGC. CTC . AAG.GAC. AGG. ATG.—

UGC.CUC. AAG. GAC. AGG. AUG.—

cys leu lys asp arg met —

Figh( 1 3)
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mRNA &'

IFIV

A

N

GAG . ATT,

GAG. AUU.

glu

17G.

UUG.

leu

AGA.

AGA.

arg

GAG.

GAG.

glu

AAG.

AAG.

lys

ile

ACC.

ACC.

thr-

CAA,

CAA.

gin

AAC

AAC.

asn

ACA.

ACA.

100
thr

~
AAG.

AAG .,

lys

ATC.

AUC.

ile

GAT .

GAU.

asp

.CTC.

Cuc.

{eu

AAC .

AAC.

asn

CAG.

CAG.

gln

TAT.

UAU

60
tyr

TCA .

UCA.

ser

CT1G.

CUG

leu

TTT. GAC.

UUu.

phe

CTG.

CUG

leu

GAG.

. GAG.

glu

1CT.

UCu.

ser

GCT.

.GCU.

ala

IFY

GAC.

asp

CAG.

.CAG.

gln

ATG .

AUG.

met

AGC.

AGC.

ser

AAT.

AAU,

90
asn

ATC .

AUC.

40
ile

CAG.

CAG.

gln

CTC

CucC.

leu

ACT

ACU.

thr

GTC.

GUC.

val

~
GTC.

GUC.

val
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CTG.

CUG.

GAA.

GAA.

GAA.

GAA.

leu glu glu

Fig. D

AN Qoarlse & Un: 5 o- sl - ai

N\

AAA.

AAA .

lys

CCT.

CCu.

pro

TTC

. CAG.

UuC.

50
phe

. CAG

. AAC.

CAG.

gln

. GGC.

GGC.

gly

TAT .

UAU.

tyr

CTG

. GAG.

CUG.

leu

2

CAG.

gln

AAC *

asn

TGG.

UGG.

trp

CAT.

CAU.

his

GAG

glu

AUC

ile

AAT

80
asn

AAA

AAA L

lys

3)

AAG.

AAG.

ATC.

AAU .

CAG.

CAG.

GAG.

GAG.

TTT.

.Uuu.

phe

. GAG.

GAG

glu

ATA .,

AUA

ile

. GAA

GAA

glu

GAC.

GAC.

asp

GCT.

GCU.

ala

ACT,

.ACU.

thr

AAC.

.AAC.

asn

. GAT .

. GAU

110
asp

GCC.

GCC.

ala

ATT.

AUU.

ile

ATT.,

AUU

ile

CAT.

CAU

his

TTC

.Uuc

phe

GCA -~

GCA:r

ala -

TTC .~
uuc—

70
phe —

GTT.—

.GUU—

val —

CTG—

.CUG—

leu —

. ACC.—

.ACC—

thr -




AGG. GGA. AAA.
AGG.GGA. AAA

arg gly lys

GGG. AGG. ATT.

GGG. AGG. AUU.

arg ile

TGT. GCC.TGG

UGU. GCC. UGG.

cys ala trp

TAC.TTC.ATT.

UAC.UUC.AUU.

tyr phe ile

TCT-

ucu —

8100558

CTC. ATG. AGC.

.CUC.

leu

CTG.

CUG.

130
leu

. ACC.

ACC.

thr

AAC.

AAC.

asn

AUG.AGC.

met ser

CAT.
CAU.
his tyr
ATA .
AUA.
ile val
AGA.

AGA

160

arg leu

Fig.o(

TAC.

UAC.

GTC.

GUC.

CTT.

.CUU.

AGT.

AGU.

ser

CTG.

CuG.

leu

AGA

AGA.

arg

ACA

ACA.

thr
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CTG. CAC.

CUG.CAC.

120
leu his

AAG.GCC.

AAG. GCC.

lys ala

.GTG. GAA.

GUG . GAA.

val glu

. GGT.TAC.

GGU.UAC.

gly tyr

3

CTG. AAA,

CUG.AAA,

leu lys

AAG.GAG.

AAG. GAG.

lys glu

ATC. CTA.

AUC.CUA.

150

ile leu

CTC.CGA.

CUC.CGA.

leu arg

rarg

AGA.TAT . TAT,—

AGA .UAU, UAU~

tyr  tyr —

TAC.AGT. CAC—

.CAC—

140
his =

UAC. AGU

tyr ser

AAC. . TTT.—

AGG.

AGG.AAC. UUU~

arg asn phe-—

AAC.TGA.AGA~—

AAC.UGA.AGA—

166
asn —




CODERINGSSTRENG

5 TTC.

|
COMPLEMENTAIRE STRENG 3 AAG.

GCC.TTT. GCT.

CGG. AAA .CGA

GTT. GTC.AAC

CAA . CAG.TTG

CTG.TTG

GAC. AAC.

TTG . CTT. GGA

AAC . GAA.

. GAC.

LATG.

. TAC

. TGC.

ACG.

T7C.

CCT.

CTG.GCA.CAA.

CGT . GTT.

ACC.AAC

' 16G.TT6

TTC . TCC. ACT.

AAG. AGG .TGA .

CTA.

AAG .GAT. GTT.

CAA.

AAG. CTC

TTC . GAG.

AAG . GAC.

TIC . CTC.

CTG.CAG

GAC.GTC

.CTG

GAC.

AGG.,

TCC .

.CAG.

.GTC.
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. 1GG.

ACC.

ATG.

TAC

T7C.

AAG.

CAA.

GTT.

AAC

LTTG.

CAG.

GTC.

T1G .

AAC .

JTT.

AAA .

AAG .

TTC

TAA.

ATT .

CAG.

GTC .

AAG.

L] TTC .

ACA

TGT .

AGA.

TCT.

AAT .

TTA

GAC.

CTG.

GAG

.CTC.

Fig.©

CT1G.

GAC.

GTA

CAT.

TGT.

ACA

.GCT.

CGA

AGC

TCG

CAA . CCT.

GTT. GGA

.GTA . GGC.

CAT. CCG.

CTC.CTC.

.GAG . GAG.

CTT.TCC.

.GAA , AGG.

.AGC. AAT.

LTCG. TTA .

GGG. AGG. CTT.

. CCC. TCC. GAA.

ATC. CCT.GAG.

TAG . GGA .CTC .

.GAC .GCC .GCA .

CTG. CCGG. COT.

1 2)
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TTC.GAA—

AAG.CTT. =

GAC.ACT. GTT.

CTG . TGA . CAA

CAA. ATT. GCT.

GTT. TAA. CGA.

ATG.AGC.TAC.

TAC . TCG . ATG.

TTT.CAG .,TGT

AAA .GTC . ACA.

GAA .TAC . TGC.

CTT. ATG. ACG.

GAG . ATT. AAG.

CTC. TAA, TTC.

TTG . ACC. ATC.

AAC . TGG . TAG.

CCT.—

.GCA—

CTC.—

GAG—

AAC ~

TTG.~

CAG~

GTC.—

CiC.—

GAG.—

CAG—

GIC.—

TAT.—

ATA,—




GAG. ATG.

CTC.TAC.

TCT. AGC

AGA

GCT.

CGA .TTA

GAA.,

CTT.

ATG.

TAC. TCG

CAT.

GTA.

ATA. GTC

TAT. CAG

.TCG.

AAT .

GAA.

CTT.

AGC.

TAC.

ATG.

.CTT.

. GAA.

C1C.

GAG.

.ACT.

TGA .

GTC

.CAG.

AAA

TTT.

AGT.

. TCA

CTG.

GAC

.AGA.

JICT

ACA.

TGT
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.CTG .GAG

.TTC . CGG

.CAC.CTT

CAG . AAC.

GIC . TTG.

GGC . TGG.

CCG. ACC.

.TAT . CAT.

ATA . GTA.

GAC. CTC.

CTG .CAC.

.GAC . GTG.

AAG.GCC.

GTG.CGAA.

GGT. TAC

CCA.ATG.

ATC.

TAG .

AAT .

TTA .

CAG.

GTC.

AAA,

TTT.

CTG.

GAC.

AAG.

TTC.

ATC.

. TAG

.CTC

GAG.

TTT.

AAA .

GAG.

C1C.

ATA

TAT .

GAA

CTT.

AAA

TTT.

GAG.

aje

CTA

. GAT .

.CGA,

GCT.

Fig.6 |

. AAC

GCT.

CCGA

ACT.

TGA

T1G.

. GAT.

CTA.

. AGA

TCT.

TAC.

. ATG

. AGG.

TCC

AAC

TTG. ACT.

2

ATT

.TAA .

ATT.

. TAA

. CAT.

GTA .

T1C.

AAG

. TAT

ATA.

AGT .

.TCA

AAC,

TG,

.TGA

LITC.

AAG

.CAA .,

GAC

IGG

. TAT.

CAC

.GTG.

.AGA
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GTT.

CTG.

ACC.

ATA .

TTT.

AAA .

TCT.

AGA

.TICT.

GAG.

CTC.

AAG .

.TTC

AGG.

.TCC.

GGG.

CCC.

LTGT.

ACA

TAC

ATG

.CAA,

GTT.

AAC

TTG

ACA .

.TGT.

GGA.

CCT.

AGG.,

TCC

GCC

.CGG.

TI7C

. AAG

LICT. . .

AGA.. ..

GAT. TCA—

CTA. AGT.—

.CTC.CTG—

. GAG.GAC—

GTC.CTG—

CAG.GAC—

AAA . CTC—

TTT. GAG—

ATT. CTG.—

. TAA . GAC —

.TGG.ACC—

ACC . TGG .~

JATTLAAC+

JAALTTG—




Poly A —mRNA

Oligo(dT)lz_ls, 100 eenheden/ml omgekeerde transcriptase,
Actinomycine D, 37°%

enkelstrengs cDNA

l basische sucrose gradiént centrifugatie

groot interferon cDNA

eindpunt transferase, ATP, 37°C; basische behandeling

CDNA met geringe zelf op gang brengende activiteit

5 _ [32p]- CAGCTCTTTCCATG, 3" (1F 1),

y 1.000 eenheden/ml omgekeerde transcriptase, 37%

dubbelstrengs genen

Sucrose gradiént centrifugatie

Fig.7¢ 1 2
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grote interferon genen

a) S| nuclease , 37°C

b) Ecoli DNA polymerase I, 14°C

¢) HindIII schakels, DNA ligase, 25°%¢

@ Hind 111,37°C

Y

genen met HindIII "kleverige" einden
lAgarose gel electroforese
genen met hoog mol. gewicht met HindIII "kleverige" einden

a) Ligatie bij 15°C met pBR322 voorbehandeld met
HindIII en basische fosfatase

b) Transformatie in X 1776
Transformanten
a) kolonie hybridisatie met [32pJ IFIA en
32P IFIV

b) Restrictie enzyme indeling (Eng." mapping"”) en nucleotide

opvolging

!

Interferon gen recombinanten

8100558
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Sac I

gind 1L schakel l IFIIT

o

............

<

I 1 i
5 —AGCTTGGAGCTICTTTCC ATG AGC-

T

TAC AAC TTG CTT

tyr asn leu leu

AGA AGC AGC AAT

arg ser ser asn

AAG CTC CTG TGG

20
lys leu leu trp

GGA

gly

TTT

AGG CTT GAA TAT TGC

30.
arg leu glu tyr

cys

Fig.8
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1
met

TTC CTA

phe leu

CAG TGT

gln cys

TTG AAT

leu asn

ser

CAA -

10
gln

CAG—

gln

GGG—

gly




EMC

231 +
Std.B 221 Std. B 231

Std. A

Veros

8100558
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EcoRI Hind IIL
(EC 3.1.4.32) (EC 3.1.23.21)

Hpal
(EC 3.1.23.23)
75/ Hind 1T

BamHIL
(EC 3.1.23.6)

275

752

Pst I
(EC 3.1.23.31)

Sall
(EC 3.1.23.37)

2254

Fig.10
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TTC.
| GTT.
GCT.
TAC.

TGT.

TGC

AAG.

ATC

GAT.
CTC.
GTC.
AAA.
ATT.
1GG.
ATT.
AGC.
CAA.

GCA.

TTA

AAA

CGA

GGC, CAT,

GAA.

CGT

CTC

AAC.
CAG.

.CTC.

CAG

. TAT,

TCA.

CTG.

CTG.

CTC.

CTG.

ACC

AAC

CTG

CCA.
TAT.
. TGA.

JTA.

TTT.

GCC

LGTT.

.CTG

T71G.

AAG,

AAG

.CTG

GAG.

TCT.

GCT.

GAA.

ATG

CAT.
JATA

.AGA
.TGC.

GCA.

GAA

GTT.

TTT.

GAT.

ACC.
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CTT.

CTC

.GAC.

.CAG.

ATG

AGC.

AAT .

GAA.
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TAC

.GTC.
.CTT.
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GAT.
. AGG
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TTG.

TTA
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CAT.

GCT.

AAC

.TGC.

GGA
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CAG.
.CTC
ACT.
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AAA,
AGT.

.CTG

AGA

ACA

TGG.
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TTT.

GTG

.TAT.

GGA.

CTG
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TTC.

.TTC.

. TGG

ATG.
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GGC
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AAG.
.GTG.
.GGT.
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.GTT
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