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Tento vyndlez se obecné tykd oblasti technologie rekombinantni DNA, prostiedkd a zpG-
sobl vyuZivajicich takovou technologii pfi objevu rozsdhlé tridy zvifecich interferont,
jejich vyroby, rdznych produktl takové vyroby a jejich pouziti.

Detailnéji se tento vyndlez tykd isolace a identifikace DNA sekvenci kodujicich zvite-
ci interferony a konstrukce expresnich vektort rekombinantni DNA obsahujicich DNA sekvence
funk&ng navézané na promotorové sekvence uskutetnujici expresi a takto konstruowanych expre-
snich vektord. Z jiného pohledu se tento vyndlez tykd hostitelskych kultivagnich systémd,
jako jsou rdzné mikroorganismy a buné&né kultury obratlovcl transformované takovymi expre-
snimi vektory a ridici tak expresi shora uvedenych DNA sekvenci. Z jiného pohledu se tento
vyndlez tykd prostfedkd a zplsob( pfevedeni novych konetnych produktd takové exprese na-
priklad farmaceutické prostredky, které jsou uzitecné pfi profylaktickém a terapeutickém
l1éceni zvifat. Vedle toho se tento vyndlez tyka rdznych postupd uZzitednych pfi vyrobé sho-
ra uvedenych DNA sekvenci, expresnich vektord, hostitelskych kultivagnich systémd, konec-
nych produktd a jejich scuédsti a jejich uspofadéni.

Tento vyndlez vznikl na zdkladé objevu ONA sekvenci a odvozenych aminokyselinovych
‘'sekvenci kodujicich fadu hovézich alfa interferont v&etnd jejich 3'- a 5 - sousedicich
sekvenci, cof usnadnuje jejich in vitro navazéni do expresnich vektord. Tyto objevy déale
umoznily vyvo] prostfedkd a zplsobd produkce dostateénych mnoZstvi zvifecich interferond
technologii rekombinantni DNA. To pak ddle umoZnilo stanovit jejich biochemické vlastnosti
a jejich biologickou G&innost, takZe je moind jejich efektivni produkce pro komeré&ni/biolo-
gické pouziti.

A. Zviteci interferony

Interferonové slozky byly isolovdny z tkani raznych fylogenetickych druhd niZ3ich nez
tlovék. Studie d&innosti téchto interferond ukdzaly, Ze tyto interferony vykazuji rdzné
stupné protivirovych G¢inkd v prislusném hostitelském zvifeti. Bylo také ukdzdno, Ze UcCi-
nek téchto interferond neni vidycky specificky. Napfiklad pfipravky hovézich interferont
isolovanych z tkani mély antivirovou dginnost na opiéi a lidské bunky. Podobné bylo nale-
zeno, 7e lidské interferony jsou d&inné na rtzné bunky fylogeneticky ni#&ich druhu.

Tato druhovéd interaktivita je nepochybné ddsledek vysokého stupné homologniho zacho-
vani interferont jak pokud jde o sloZeni tak i1 o sekvenovdni aminokyselin. AZ dosud v3ak
toto vysvétleni zlistdvalo teoretické, protoZe mnoZstvi a Cistota zvifecich interferont,
které bylo moino ziskat, byly nedostatetné pro to, aby bylo moZno provést jednoznatné po-
kusy jejich charakterizace a pokusy tykajici se biologickych vlastnosti vycisténych sloZek

a také jejich srovndni s nékterymi z jejich lidskych protéjska.

Navzdory témto nizkym mnoZstvim a nizkym ¢istotdm byla nalezena pfifinnd spojitost me-
zi interferonem a protivirovou GEinnosti u pfisludného hostitelského zvifete. Byla tedy
Z?4douci vyroba zvifecich interferond ve vysokych vytéZcich a ¢istotdch, aby bylo moZno za-
¢it a Uspésndg provddét pokusné biotesty na zvitatech, které by vedly ke komerénimu vyuZi-
ti pfi lé¢eni zvitat na virové infekce a na maligni, imunosupresivni a imunodepresivni
stavy. Navic by pak produkce isolovanych zvifecich interferond umcZnila jejich fyzikdlni
i biologickou charakterizaci. Tim by byl poloZen zdklad kategorizace a ndslednych srovna-
vacich studii s lidskymi protéjsky interferonovych ¢éstic.

Studie, které byly aZ dosud se zvifecimi interferony podle tohoto vyndlezu délény,
jsou omezeny na pouziti spiSe surovych prepardtd vzhledem k jejich malé dostupnosti, nic-
méné ukazuji na jejich velmi dtleZité biclogické funkce. Tfida zvifecich interferond nema
jenom therapeutickou protivirovou G¢innost, ale jsou GEinné jako profylakticky pridavek
pti 1éceni vakcinami a/nebo antibiotiky. Jak po klinické, tak komertni strédnce jsou tedy
velmi slibné.
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Vypadd, Ze by aplikace technologie rekoi:inantni DNA mohla byt nejdcinngjsi cestou
ziskdvani patiiéné velkych mnoZstvi zvifecich interferonl, potfebnych pro to, aby mohlo
dojit k jejich klinickému a obchodnimu vyuzivini. AY budou &i nebudou takto vyrobené mate-
ridly zahrnovat glykosylaci, kterd je povaZovdna za charakteristickou pro pfirodni mate-
ridl, budou pravdépodobné vykazovat bioaktivitu pFipou3téjici jejich klinické pouziti pii
léceni virovych, neoplastickych a imunosupresivnich stavd nebo nemoci zvitat.

B. Technologie rekombinantni DONA

Technol%gie rekombinantni DNA dosdhla v posledni dob& jistého stupné vyvoje. Moleku-
larni biologové jsou schopni pomérn& snadno rekombinovat rdzné DNA sekvence. Vytvari se
tak nové DNA entity schopné produkovat hojnéd mnoZstvi exogennich proteinovych produktd
v transformovanych mikrobech. Existuji obecné prostfedky a zplsoby pro in vitro ligaci
riznych fragmentd DNA (které mohou byt zarovnany nebo jedno vldkno miZe pfe¢nivat). Ziska-
vaji se tak potencidlni expresni vektory uZite&né pro transformaci konkrétnich organisma.
Tim se ovlivni syntéza Zddanych exogennich produktd takovymi organismy. Na zdkladé indi-
vidudlniho produktu zlstdvd v3ak tato cesta znatn& nedokongend. Véda je3té nedosdhla stup-
né, ve kterém by bylo moZno pravidelné pfedpovidat, Ze lze dosdhnout dGspé&ch. Ti, ktef{
dosahli uUspé3Snych vysledk(, dosdhli toho bez patfiénych experimentdlnich zékladt a se znad-
nym risikem.

Plasmid, extrachromosomdlni smycka dvouvldknové DNA nalezené v bakteriich a dalsich
mikrobech, €asto se vyskytujici v bunce v mnoha kopiich, zlstdvd zdkladnim elementem tech-
nologie rekombinantni DNA. Informace, které jsou zakodovény v plasmidové DNA, jsou ty in-
formace, které jsou potfebné pro reprodukci plasmidu v dcefinnych bunkéch (tj. posétek
replikace) a ddle obvykle takové informace, jako jedna nebo vice fenotypickych selek&nich
charakteristik jako je napfiklad v pfipadé bakterii resistence na antibiotika. Ziskaji se
tak klony hostitelské bunky, kterd obsahuje pfislusny plasmid. Ty se pak preferengné kulti-~
vuji v selektivnim médiu. VyuZiti plasmidd spo&ivd na skute&nosti, Ze mohou byt &tépeny
tou €i onou restrik&ni endonukleasou nebo "restriké&nim enzymem", pfi &em? pfisluiné res-
trikgni endonukleasy nebo restrikéni enzymy rozezndvaji riznd mista na plasmidové ONA.
Timto zplsobem je moiné vloZit heterclogni geny nebo fragmenty gend do plasmidu tak, Ze
se napoji do roz5tépeného mista na rekonstruované konce pfiléhajfci k mistu roz3tépeni.
Vytvofi se tak zvané replika¢ni expresni vektory. K rekombinaci DNA dochdz{i vn& bunék.
Vysledny "rekombinantni" replika&ni expresni vektor nebo plasmid v3ak miZe byt vloZen do
bunék postupem, ktery je zndm jako transformace. Kultivaci transformantu se pak ziskdvaji
velkd mnoZstvi rekombinantnich vektord. Navic, jestliZe je patfién& vloZen gen do té&ch
tdsti plasmidu, které ovlddaji transkripci a translaci kodované v informaéni DNA, lze vy-
sledny expresni vektor pouZit ke skutetné vyrob& polypeptidové sekvence, kierd je kodova-

na vloZenym genem. Tento proces se nazyvd exprese.

Exprese zaCind v oblasti, kterd je zndma jako promotor. Ten je rozezndvan a vazdn RHA
polymerasou. V transkrip&ni fdzi exprese se DNA rozvine; funguje jako templdt pfi iniciag-
ni syntéze informagni RNA (mRNA) z DNA sekvence. Informa&ni RNA se pak translaci pievede
na polyppetid, ktery md takovou aminokyselinovou sekvenci, kterd je zakodovand v mRNA. KaZ-
dé aminokyselina je zakodovang nukletidovym tripletem "kodonem". Ty pak souhrnné pfedstavu-
ji "strukturni gen", tj. &4st, kterd koduje eminckyselinovou sekvenci polypeptidového pro-
duktu, ktery expresi vznikd. Translace zatind v misté& "startovniho" signdlu (obvykle ATG,
ktery se ve vysledné informa&ni RNA stédvd AUG). Tak zvané stop-kodony definuji konec trans-
lace a tim vyrobu dal5i aminokyselinové jednotky. Tento vysledny produkt mi%e byt ziskén
rozkladem (jestlie je to nutné) hostitelské bunky v mikrobidlnich systémech a isolaci pro-
duktu od ostatnich proteind pfislu3nymi &isticimi postupy.

PEi praktickém vyuZit{ technologie rekombinantni DNA mGZe dojit k expresi dplné hete-
rologniho polypeptidu (tak zvansd pfimé exprese) nebo k expresi heterologniho polypeptidu,
ktery je napojen na €dst aminokyselinové sekvence homologniho polypeptidu. V druhém piipadé
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je nékdy predpoklddany bioaktivni produkt bioneaktivni, dokud se v extraceluldrnim prostfe-

di neod5tépi napojeny homologni /heterclogni polypeptid.

C. Technologie kultivace bunék

Kultivace bunék nebo tkani pro studium genetiky a bunééné fysiologie je odbornikam
dobfe zndma. Existuji prostiedky a zplsoby pro uchovévéni permanentnich bunéénych linii
ptfipravenych Uspé&Snymi seridlovymi transfery z isolovanych normédlnich bunék. Pro pouZiti
ve vyzkumu se takové bunécné linie uchovdvaji na pevném podkladu v kapalném médiu nebo
kultivaci v suspenzi s obsahem Zivin. Prdci ve velkém mé&fitku vadi nyni pouze mechanické
problémy.

Tento vyndlez je zaloZen na objevu, Ze technologie rekombinantni DNA 1lze pou?it k d-
spésné vyrobé zvifecich interferond s vyhodou pfimo a v dostategnych mnoistvich pro to,
aby bylo moZné provadét klinické testy, které jsou potfebnou nutnosti pfedchdzejici jejich
obchodni schvdleni. Produkt je ve v3ech svych formdch vhodny pro profylaktické nebo thera-
peutické léceni zvifat, zvldsté virovych infekci a malignich, imunosupresivnich nebo imu-
nodeficitnich stavd. Formami produktu jsou ridzné oligomerni formy, které mohou zahrnovat
glykosylaci, a také alelické variace jednotlivych &lend nebo skupin. Tyto produkty jsou
vyrdbény systémy mikroorganismd nebo bunétnych kultur, které jsou fizeny metodami genetic-
kého inZenyrstvi., Existuji tedy nyni moZnosti isolovat a vyPdbe&t zvifeci interferony dG&in-
néji neZ to kdy bylo moZzné. Jednim vyznamnym faktorem tohoto vyndlezu, podle jeho nejvy-
hodnéjsiho uspofddani, je schopnost geneticky tidit mikroorganismus nebo bun&tnou struktu-
ru tak, aby produkovala representativni zvifeci interferon, hovézi interferon, v isolova-
telnych mnozstvich: produkovanych hostitelskymi bunkami v maturagni formé.

Tento vyndlez zahrnuje takto vyrabené zvifeci interferony a prostfedky a zptsoby je-
jich vyroby. Tento vyndlez se tyka také expresnich vektord replikativni DNA nesoucich ge-
nové sekvence, které koduji zvifeci interferony ve formé schopné exprese. Dale se pak ten-
to vyndlez tykd kmenl mikroorganisml nebo buné&énych kultur, které jsou transformovdny sho-
ra popsanymi expresnimi vektory, a fermentanich médii obsahujicich takovéto transformova-
né kmeny nebo kultury schopné produkovat zvifeci interferony.

Podle dalsiho aspektu se tento vynédlez tykd rdznych procest pouZitelnych pro piipra-
vu shora uvedenych interferonovych genovych sekvenci, DNA expresnich vektord, kmenl mikro-
organismé, kultur bunék a jejich specifickych uspoféddani. Tento vyndlez se tyka také pri-
pravy fermentafnich médii shora uvedenych mikroorganismd a bunégnych kultur. V jistych
hostitelskych systémech mohou byt odvozeny takové vektory, aby produkovaly Zzddany zvifeci
interferon, ktery je z hostitelské bunky sekretovén v maturaéni formé. Interferon, ktery
obsahuje signdlni sekvenci odvozenou od 5 -sousedici oblasti pfislusného genu, se zdd byt
transportovdn do bunécné stény hostitelského organismu, kde se signdlni &dst béhem sekre-
ce maturagniho interferonového produktu od&tépi. Toto uspofddani umoinuje isolaci a ciste-
ni Zddaného maturaéniho interferonu bez potfeby postupl, které eliminuji zneisténiny in-

traceluldrniho hostitelského proteinu nebo zbytku bunky.

Navic se tento vyndlez specificky tykd vyroby hovéziho interferonu, ktery zde repre-
sentuje skupinu zvifecich interferent produkovanych pfimou expresi v maturaéni formé.

Pojem exprese "maturadniho zvifeciho interferonu" znamend produkci zvifeciho interfe-
ronu bud mikrobidlng nebo bun&énou kulturou. Tento zvifeci interferon neni doprovdzen sig-
ndlnim peptidem nebo peptidovou sekvenci, kterd bezprostiedng doprovédzi translaci zvifeci
interferonové mRNA. Podle tohoto vyndlezu se tedy ziskdvd matura&ni zvifeci interferon,
ktery md jako prvni aminokyselinu methionin (diky inserci ATG iniciagniho signélniho kodo-
nu do &ela strukturniho genu) nebo je methionin, jako prvni aminokyselina, intraceluldrné
nebo extracelulédrné Stépen. Maturatni zvifeci interferon miZe byt podle tohoto vyndlezu
produkovéan také spolu s konjugovanym proteinem jinym neZ konvenénim signdlnim polypepti-

dem. Konjugdt je specificky &tépen v intraceluldrnim nebo v extraceluldrnim prostfedi.
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A konetné, maturatni zvifeci interferon mlZe byt produkovdn pfimou expresi bez nutnosti
odstépeni néjakého vnéjsiho nadbytecného polypeptidu. To je zvlédsteé ddlezité tehdy, kdyZ
dany hostitel neodstrani nebo nedcinné odstrani signdlni peptid, v némZz je expresni veklor
pro expresi maturacniho interferonu spolu se signdlnim peptidem. Takto vyrobeny matecny
interferon se isoluje a vycisti tak, aby byl vhodny pro 1é&eni virovych, malignich, imuno-

supresivnich nebo imunodeficitnich stavd.

Zviteci interferony podle tohoto vyndlezu jsou interferony, které jsou endogenni pra
zvifeci organismy. Patfi sem (podle nomenklatury analogické lidskym interferondm) zvifeci
alfa (leukocytovy), beta (fibroblastovy) a gama (imunni) interferony. Viechny tfi fady by-
ly ve zvifecich modelech identifikovdny. Podle pfikladu hov&ziho interferonu se zvifeci
alfa fada sklddad ze skupiny proteind jako u ¢lovéka. Tyto interferony jsou méné homologi-
cké s odpovidajicimi lidskymi alfa interferony neZz kterékoliv z téchto zvitecich interfe-
ront mezi sebou nebo kterékoliv z lidskych alfa interferond mezi sebou. Hovézi beta rada
se sklddd ze skupiny proteind, které se od lidskych 1isi. Podle tohoto vyndlezu se ziskda-
vajl ¢dstice a skupinové hybridni interferony vyuZitim vyhody obvyklych restrikénich mist
v genech rdznych zvifecich interferonl a rekombinaci odpovidajicich ¢dsti zndmymi zplscobv.

Zvifeci interferony podle tohoto vyndlezu jsou interferony, které jsou normdlné encdo-
genni pro ndsledujici skupiny zvitat: ptéci, psi, skot, koné, kotky, kozy, ovce, ryby a
prasata. Zvl13sté se podle tohoto vyndlezu ziskédvaji interferony sudokopytnikl, jako jsou
telata, ovce a kozy. Interferony podle tohoto vyndlezu se pouzivaji jako protivirovd a
protinddorovd €inidla v pfisludném hostitelském zvifeti. Napfiklad hovézi interferony by
mohly mit praktické uplatn&ni pfi léceni dychacich cest telat a to bud ve spojeni s (o so-
bé znédmymi) antibiotiky jako terapeutickou slofkou nebo s vakcinami jako profylaktickou
slozkou. Pouziti pro tfidy, jak je shora popsdno, by bylo moZno roz3ifit na daldi skot,
na kozy, ovce, prasata, kon&, psy, kotky, ptaky a ryby. U kond, pst, kotek a ptdkd lze oce-
kdvat, Z2e protinddorovy G&inek B8dpovidajicich interferont by byl komerdng zvl4sté dileZi-
ty.

Ndsledujiciho principu, ktery je popsén vzhledem k hovézimu interferonu jakc repre-
zentantu t&idy, lze pouzit pfi ziskdvéni zvifecich interferont podle tohoto vyndlezu.

1. Hovézi tkén, napfiklad tkan hovézi slinivky bfisni, byla pievedena na mrazovy pri-
Sek; ten byl zpracovén tak, aby se po rozStépeni RNA a proteinovych materidlda ziskala po
vysrdzeni hovézi DNA (o vysoké molekulové hmotnosti).

2. DNA o vysoké molekulové hmotnosti se Cdstecné& nahodile roz3tépi vzhledem k umisté-
ni gend.

3. Vysledné DNA fragmenty se frakcionuji podle velikosti. Ziskajf{ se tak fragmently,
které obsahuji od 15 000 do 20 000 bp (= pédrd bédzi, lépe pdrd nukleotidd).

4, Vysledné fragmenty ze stupn& 3 se klonuji s pouZitim A Charon 30 fégového vektoru.

5. Takto plipravené vektory se in vitro vbali do infekénich fdgovych €édstic obsahuji-
cich rONA. Ziskéd se tak fdgovd banka. Ta se rozmnoZenim bakteridlnich bunék zvy${i na asi
106 ndsobek. Fdg se vysévd do konfluence na trdvnik bakterii. Hybridizace se testuje son-

dou radioaktivniho lidského interferonu.

6. Z prisludnych klond se isoluje odpovidajici ONA, sestavi se jeji restrik&ni mapa
a analysuje se Southernhybridizac{. Restrikéni fragmenty, které obsahuj{ geny hovéziho in-
terferonu, se subklonu)i na plasmidové vektory. Pak se sekvenuji.

7. Sekvenovanad DNA se pak upravi pro in vitro vloZeni (inserci) do pfisludného expres-
niho vektoru, ktery se pouZije pro transformaci prislusné hostitelské bunky. Ta se ﬁak ne-
chd rast v kultivac¢nim médiu, pfi €em? dochdzi k expresi Z4daného produktu - hovéziho in-
terferonu.
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8. Takto vyrobeny hovézi interferon obsahuje ve zralé (maturaéni formé) 166 aminokyse-
1in a 23 aminokyselin v presekvenci. M& velice hydrofobni charakter. Jeho molekulovd hmot-
nost byla vypodtena na asi 21 409. Md& podobné charakteristiky jako lidské leukocytové in-
terferony. Bylo zjisténo, ze je asi z 60 % homologni vzhledem k lidskému leukocytovému in-

terferonu.

Podstata zplsobu vyroby polypeptidu se sekvenci aminokyselin zvifeciho interferonu
spocivd tedy podle vyndlezu v tom, Ze se kultivuje mikroorganismus typu E.coli nebo kva-
sinek nebo bun&énd kultura typu CHO bunéénd linie. Mikroorganismus nebo bunéénd linie jsou
transformovdny replikabilnim vektorem schopnym exprese DNA sekvence kodujici uvedeny poly-

peptid. Vznily polypeptid se pak izoluje.

Popis vyhodnych uspofddéni. A. Mikroorganismy/bun&gné kultury
1. Bakteridlni kmeny/promotory

Tato préce pouzivd mimo jiné mikroorganismus E.coli K-12 kmen 294 (konec A, thi~, hsr,
khsm+) (25). Tento kmen je uloZen v americké sbirce typd kultur - American Type Culture
Collection, ATCC &. 31 446. Jsou viak pouZitelné i rdzné jiné mikrobidlni kmeny vcéetné& znd-
mych kment E.coli, jako je napfiklad E.coli B, E.coli X 1776 (ATCC &. 31 537), E.coli W
3110 (F°, }~, prototrofni) (ATCC &. 27.}25), E.coli DOP 50 SuPF (ATCC &. 39 061, uloZeno
5. bfezna 1982), E.coli JIMB3 (ATCC &. 39 062, uloZeno 5. bfezna 1982) nebo jiny mikrobidl-
ni systém. Mnohé z nich jsou ulozeny a (potencidlng) jsou dostupné z wuzndvanych instituci
skladujicich mikroorganismy, jako je napfiklad American Typ% Culture Collection (ATCC) -

- viz katalogovy seznam ATCC. Mezi tyto dalsi mikroorganismy patfi napfiklad Bacilli, jako
je napfiklad Bacillus subtilis a jiné enterobakterie. Z nich lze uvést napfiklad Salmonella
typhimurium a Serratia marcesans, které vyuZzivaji plasmidy, které mohou poskytovat replika-

ci a expresi heterolognich genovych sekvenci.

Jako ptiklady vyhodného pouZiti pro zapoleti a udrZeni mikrobidlni produkce hetero-
lognich polyppeptidd lze uvést beta laktamasovy a laktosovy promotorovy systém. Neddvno byl
vyvinut systém zaloZeny na tryptofanovém operonu, tak zvany trp promotorovy systém. Podrob-
nosti tykajici se vytvofeni a konstrukce tohoto systému byly publikovany Goeddelem a spol.
a Kleidem a spol. Bylo publikovdno objeveni a vyuzivédni &etnych dalsich mikrobidlnich pro-
motord a podrobnosti tykajici se jejich nukleotidovych sekvenci. To umoZnuje zrugnym pra-

covnikdim funkéné je ligovat s plasmidovymi vektory.
2. Kvasinkové kmeny/kvasinkové promotory

Pro expresni systém podle tohoto vyndlezu lze vyuzit také plasmid YRp7, ktery Jje scho-
pen selekce a replikace jak v E.coli tak v kvasinkdch Saccharomyces cerevisiae. Pro selek-

ci v kvasinkdch obsahuje plasmid TRP1 gen (gen pro tryptofan - 1), ktery komplementuje
(dovoluje rGst za nepiitomnosti tryptofanu) kvasinky obsahujici mutace v tomto genu, které
byly nalezeny na chromosomu IV kvasinek. Jednim z pouzitelnych kment je kmen RH218, uloZe-

ny v American Type Culture Collection (ATCC &. 44 076). Tomu je vSak nutno rozumét tak, Ze
jakykoliv kmen Saccharomyces cerevisiae , ktery obsahuje mutaci, kterd poskytuje konecny

trpl, by mohl byt Géinnym prostfedim pro expresi plasmidu obsahujiciho expresni systém.
Piikladem daldiho kmene, ktery miZe byt pouzit, je pep4-1. Tento tryptofanovy auxotrofni
kmen md také mutaci v TRP1 genu. )

JestliZe se na 5 -stranu nekvasinkuvéhogenu umisti 5 -sousedici DNA sekvence (promotor)
z kvasinkového genu (pro alkohol-dehydrogenasu 1), pak mdZe podporovat expresi ciziho genu
v kvasinkdch (po umisténi do plasmidu, ktery je pouzit k transformaci kvasinek). Kromé to-
ho promotor pfislusné exprese nekvasinkovym genem v kvasinkdch vyZaduje, aby druhd kvasin-
kovs sekvence byla umisténa na 3 -konci nekvasinkového genu na plasmidu. To dovoluje pEi-
sludnou polyadenylaci a terminaci transkripce v kvasinkdch. Tento promotor stejné& jako ji-
né se s vyhodou mohou pouzit v tomto vyndlezu - viz vySe. Ve vyhodném uspoidddni se 5 -sou-
sedici sekvence kvasnicového PGK (3-fosfoglycerdt kinasa) genu umisti proti strukturdlnimu
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genu nésledovdna opét DNA, kterd obsahuje termina&ni - polyadenylagni signédly, napfiklad

TRP1 gen nebo PGK gen.

Protose kvasinkovéd 5 -sousedici sekvence (spolu s 3 -kvasinkovou termina&ni DNA) (viz
vyse) miZe podporovat expresi cizich gent v kvasinkdch, zdd se pravdépodobné, e by 5 -sou-
sedici sekvence kteréhokoliv kvasinkového genu s vysokou expresi mohla byt pouZita pro ex-
presi duleZitych genovych produktd. JelikoZ za né&kterych okolnosti dochdzi k expresi az
65 % jejich rozpustného proteinu jako glykolytické enzymy a jelikoZ tato vysokd hladina
se zdd byt disledkem produkce vysokych hladin individudlnich mRNA kyselin, bylo by moiné
pro Géely exprese pouzit 5 -sousedici sekvence kteréhokoliv jiného glykolytického genu -

- napf. enolasy, glyceraldehyd-3-fosfdt-dehydrogenasy, hexokinasy, pyruvdt-dekarboxyldsy,
fosfofruktokinasy, glukoso-6-fosfét-isomerasy, 3-fosfoglycerdt-mutasy, pyruvdt-kinasy,
triosofosfdt-isomerasy, fosfoglukoisomerasy a glukokinasy. Pro pfisludnou terminaci a mRNA
polyadenylaci v takovém expresnim systému lze pou?it kterékoliv 3 '-sousedici sekvence téch-
to gend - viz niZe. Nékteré jiné geny, které vykazuj{ vysckou expresi, jsou geny pro pro-
dukci kyselych fosfatas a ddle ty geny, které vykazuj{ vysoké hladiny produktlé exprese

diky mutaci v 5 -sousedicich oblastech (mutanty, které zvy3uji expresi) - obvykle diky pfi-
tomnosti TYl transportovatelného prvku.

V8echny shora uvedené geny jsou transkribovdny kvasinkovou RNA polymerasou II. Je moz-
né, Ze promotory RNA polymerasy I a III, které trnaskribuji geny pro ribosomélni RNA, 5§
RNA a tRNA kyseliny mohou byt pfi takovych expresnich konstrukcich také uZzitecéné.

Konetné, mnoho kvasinkovych promotord obsahuje také kontrolu transkripce, takZe mohou
byt vypnuty nebo zapnuty zm&nou podminek kultivace. N&kterymi pifiklady takovych kvasinko-
vych promotort jsou geny, které produkuji néslédujici proteiny: alkohol-dehydrogenasa II,
isocytochrom-c, kyselinovd fosfatasa, degradativni enzymy spojené s metabolismem dusiku,
glyceraldehyd-3-fosfét-dehydrogenasa a enzymy, které jsou zodpov&dné za vyuZiti meltosy
a galaktosy. Takovd kontrolni oBlast by byla velice uZitend pfi f{zeni exprese proteino-
vého produktu - zvl14sté tehdy, je-1i produkt pro kvasinky toxicky. Také by bylo moiné vlo-
7it kontroln{ oblast jedné 5 -sousedici sekvence s 5 -sousedici sekvenci{, kterd obsahuje
promotor z genu, ktery vykazuje vysokou expresi. Vysledkem by byl hybridni promotor. To by
bylo moZné, protoZe kontrolni oblast a promotor jsou zfejm& fysikdlné& rozdilné DNA sekven-

ce.
3. Systémy bunéénych kultur/vektory bunéZnych kultur

V poslednich letech se mnozeni bunék obratlovcd stalo rutinni zdlezitosti. Jako hosti-
tel pro produkci zvifecich interferond se mohou pouZzit COS—7 linie fibroblastd ledvin opic.
Experimetny, které jsou zde podrobn& popsdny, se vSak mohou provddét v kterékoliv bunééné
linii, kterd je schopna replikace a exprese slugitelného (kompatibilniho) vektoru, napf.
WI38, BHK, 373, CHO, VERO a Hela buné&gné linie. Pro expresnf vektor je didle potfeba, aby
potédtek replikace a promotor byly umistény do tela genu (u kterého mi dojit k expresi)
spolu s nutnymi ribosomdlnimi vazebnymi misty, RNA splicing misty, polyadenyla&nim mistem
a terminacnimi sekvencemi transkripce. Agkoliv zde budou pouZivény tyto podstatné prvky
SV40, je tomu nutno rozumét tak, Ze i kdyZz je zde tento vyndlez popsén v terminech vyhodné-
ho uspofdddni, neni toto vyhodné uspoféddini konstruovdno tak, aby bylo omezeno na uvedené
sekvence. Napfiklad lze pouZzit potdtkd replikace jinych virovych vektord (napf. Polyoma,
Adeno, VSV, BPV atd.) a rovngZ bunéénych po&étkli DNA replikace, které mohou fungovat v ne-

integrovaném stavu.

B. Vektorové systémy. 1. Pfimd exprese matura&niho hovéziho interferonu v E.coli

Postup, ktery se pouZzivd pro ziskdni piimé exprese hovéziho interferonu v E.coli jako
maturaéniho interferonového polypeptidu (minus signdlni sekvence), zahrnuje kombinaci plas-
midu, ktery obsahuje promotorovy fragment a inicia&ni signdl translace, s upravenym fragmen-
tem zvifeci genomové DNA obsahujic{ kodovaci oblast pro maturadnf interferon.
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2. Exprese v kvasinkéch

Pro to, aby do3lo k expresi genu, jako je DNA zvifeciho interferonu, v kvasinkdch, je
nutné zkonstruovat plasmidovy vektor, ktery obsahuje &tyfi slozky. Prvni slorkou je Gast,
ktera umoiﬁuje transformaci jak E.coli tak kvasinkami. Tato &ast musi tedy obsahovat se-
lektovatelny gen z kazdého organismu, jako je napfiklad gen ampicilinové resistence z £.coli
a gen TRP1 z kvasinek. Je také potfeba, aby tato slo?ka udr?ovala pocdtek replikace z obou
organismé jako plasmidovou DNA v obou organismech, jako je napiiklad E.coli po&dtek z pBR322
a arsl poGétek z chromosomu III kvasinek.

Druhou sloikou plasmidu je 5 -sousedici sekvence z kvasinkového genu, vykazujicicho
vysokou expresi, kterd uvddi transkripci dolniho strukturniho genu, jako je naptiklad
5 -sousedici sekvence z kvasnicového PGK (3'—fosfoglycerétkinasa) genu.

Treti slozkou tohoto systému je strukturni gen, ktery je konstruovdn tak, Ze obsahuje
jak ATG inicia¢ni tak i konZici (terminaéni) signédly translace. Isolace a konstrukce tako-

vého genu je zde popsédna vys3e.

Ctvrtou slozkou je kvasnicova DNA sekvence obsahujici 3 -sousedici sekvenci z kvasni-
cového genu, kterd obsahuje prfislusné signdly pro terminaci transkripce a pro adenylaci.

3. Exprese kulturou savéich bungk

Strategie syntézy imunniho interferonu kulturou savéich bungk je zaloZena na vyvoji
vektoru, ktery je schopen jak autonomni replikace tak exprese ciziho genu za kontroly he-
terologni transkripéni jednotkou. Replikace tohote vektoru fkéﬁovou kulturou lze dosdhnout
tak, Ze se ziskd potdtek replikace DNA a ddle pomocnd funkce (T antigen) zavedenim vektoru
do bunécné linie, u které dochdzi k endogenni expresi tohoto antigenu. Promotor viru SV40
pfedchdzi strukturni gen interferonu a zajistuje transkripci genu.

UZitelny vektor pro ziskadni exprese sestdvd z pBR322 sekvence. Pifedstavuje selektova-
telny marker pro selekci v E.coli (ampicilinové resistence) a také E.coli poédtek DNA re-
plikace. Tyto sekvence jsou odvozeny od plasmidu pML-1 a zahrnuji oblast EcoRI a BamHI re-
strikénich mist. SV40 pocdtek je odvozen od 342 bp Pvull - HindIII fragmentu zahrnujici
tuto oblast (oba konce jsou pfevedeny na EcoRI konce). Tyto sekvence vedle toho, Ze obsahu-
ji virovy pogdtek DNA replikace, koduji promotor jak pro drfivéjsi tak pro pozdéjsi trans-
krip&ni jednotku. Orientace oblasti SV40 potdtku je takovd, Ze promotor pozdéjsi transkrip-
¢ni jednotky je uloZen v sousedstvi genu kodujiciho interferon.

Vyndlez je ilustrovan pripojenymi vykresy, na nichz:

obr. 1 ukazuje jiZni (Southern) hybridizaci a) lidské, b) hovézi a c) vepfové genomové
DNA Stépené EcoRI a hybridizované pfi ruznych koncentracich formamidu 570 bp EcoRI frag-
mentem (znageny 32p) obsahujicim kdodovaci oblast A/D hybridu lidského leukocytového inter-
feronu. Hybridizaci ve 20 procentnim formamidu se ziskd nejjasn&jsi vzorek multigenu skupi-
ny hovézich a vepfovych leukocytovych interferond.

Obr. 2 ukazuje jizni (Southern) hybridizaci &tyf rGznych fdgovych rekombinantd hové-
zi genomové DNA Stépenych EcoRI, BamHI a HindIII a hybridizovanych sondou 32?— znacCeného
lidského leukocytového genu. Klon 83 poskytuje dva hybridizaé&ni fragmenty, ka?dy s restrik-
tnim enzymem.

Obr. 3a ukazuje ¢&st nukleotidové sekvence z plasmidového subklonu p83BamHIl,9 kb
a odvozenou aminokyselinovou sekvenci tam zakodovaného hovEéziho leukocytového interferonu.
Signdlnim peptidem je aminokyselinovy zbytek od S1 a% k S23.

Obr. 3b ukazuje nukleotidovou sekvenci a odvozenou aminokyselinovou sekvenci druhého
hovéziho leukocytového interferonu (o« 2) plasmidového subklonu p67EcoRI3,2 kb.

0br. 3c ukazuje kompletni matura&ni nukleotidovou sekvenci a odvozenou aminokyselina-
vou sekvenci tfetiho hov&ziho leukocytového interferonu (o{3) z plasmidového subklonu
p35EcoRI-BamHI3,5 kb.
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Obr. 3d ukazuje nukleotidovou sekvenci a odvozenou aminokyselinovou sekvenci &tvrté-
ho hovéziho leukocytového interferonu z plasmidového subklonu p83EcoRI-BamHI2,9 kb.
Signdlem Je aminokyselinovy zbytek Sl aZ §23. Maturagni protein sestdvd ze 172 aminokyse-
linovych zbytkd. Je tieba poznamenat, Ze posledni prodlouzeni Sesti aminokyselinovych zbyt-
ki se ptipisuje zmé&né nukleotidové baze v poloze 511. To umoZnuje 6 dalgich translaénich

kodond pfed terminaénim signdlem.

Obr. 4a, 4b a 4c srovndvaji aminokyselinové sekvence BoIFN- L1, o2, o3 a olb se sek-
vencemi 11 zndmych lidskych interferont.Jsou také uvedeny aminokyseliny, které jsou zacho-
vany u vsech lidskych leukocytovych interferond, u véech hovézich leukocytovych interfe-
ront a polohy u v&tsiny lidskych leukocytovych interferont vzhledem k hovézim o£1 adld.

Obr. S je schematicky diagram konstrukce expresniho plasmidu hovéziho leukocytového
interferonu pBoIFN- &d1trp55. Vychozimi materidly jsou trp expresni vektor pdeltaRIsrc a
BamHI fragment z plasmidového subklonu p83BamHI1,9 kb.

Obr. 6 ukazuje jizni (Southern) hybridizaci hovézi DNA Etépené bud dginkem EcoRI nebo
HindIII, BamHI, BglIT &i Pvull s radioaktivai sondou odvozenou od BoIFN- o£1 nebo BoIFN- L4
genovych fragmentd. Kazdy IFN se preferenéné hybridizuje rGznymi podskupinami BoIFN ol genl.

Obr. 7 ukazuje restrikéni mapu insertd genomovych hovézich DNA ze tfi fégovych re-
kombinant(, které hybridizuji lidsky fibroblast sondou lidského interferonového genu.
Umisteni a orientace hovéziho IFN-f@ Je oznageno Gernym obdélnikem. Restrikéni mista, kte-

ré jsou oznatena hvézditkou, znamenaji, e jde o &astecnou informaci v restrikéni mapé.

Obr. 8 ukazuje podrobnou restrikéni mapu tii gend, které jsou uvedeny na obrazku 7;
srafovans &ést znamend signélni sekvenci, stinovand (tetkovand) &édst znamend maturaéni

sekvenci.

Obr. 9a, 9b a 9c popisuji nukleotid a odvozené aminokyselinové sekvence pro BoIFN- 31,
2 a 3 geny.

Obr. 10 srovnavd aminokyselinové sekvence tfi BoIFN- A gend s lidskym IFN- 8.

Obr. 11 je jizni (Southern) blot z obr. 2 hybridisovany sondou BoIFN- 81 genu za pod-
minck, pfi nichZ by byl obecné ztejmy pouze jeden hybridizaéni fragment, provddi-1i se
analogické experimenty s lidskou genomovou DNA a lidskym IFN-/3 genem.

Obr. 12 schematicky popisuje strategii, kterd byla pou?ita pro expresi vsech tii

BoIFN- /3 gent za kontroly trp operonu z E.coli.

Obr. 13 uvadi srovnani odvozenych aminokyselinovych sekvenci BoIFN- 7, HUIFN- 7‘3 my-
giho IFN-7*. v

Nasledujici podrobny popis ilustruje vyndlez pokud jde o pifipravu ruaznych zvitecich
interferons technologii rekombinantni ONA a uvadi obecné aplikovatelné zplsoby plipravy
zvlasté hovézich leukocytovych interferont. Zpisob piipravy je popsén na bakteridlnim sy-

sténmu.

A. Isolace hovézi DNA

Pro udel konstrukce banky zvifecich gent se ze zvifeci tkand modifikaci postupu podle
Blina a Stafforda isoluje DNA s vysokou molekulovou hmotnosti. Tato ONA je nahodile frag.
mentovana pokud jde o umist&ni genu a je frakcionovdna podle velikosti, tak?e se ziskajil
fragmenty s 10 000 aZ 20 000 bazemi (nukleotidy) pro klonovédni na lambda fagovy vektor.

Imrazens tkan, napfiklad hovézi slinivka bfisni, se v kapalném dusiku rozemele na jem-
my prasek. Pak se pfevadi do roztoku (solubilizace) obsahujici 0,25M EDTA, 1% Sarkosyl a
0,1 mg/ml proteinasy K (25 ml/gram tkang) tii hodiny pri 50 9c. Ze ziskaného viskozniho
roztoku se odstrani proteiny tfemi extrakcemi fenolem a jednou extrakci chloroformem. Zby-
tek se dialysuje v 50mM Tris-HCl (pH = 8), 10mM EDTA a 10mM chloridu sodném a pak se dvé
hodiny pfi 37 Oc stepi adinkem tepeln& zpracovane pankreatické ribonukleasy (0,1 mg/ml).
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Po extrakci fenolem a etherem se DNA vysrdzi dvéma objemy ethanolu, promyje se 95% etha-
nolem, lyofilizuje se a pfes noc pfi 4 o¢ se znovu rozpusti v TE pufru (1mM Tris-HC1
(pH = 7,5), 1mM EDTA) na koneénou koncentraci 1 a2 2 mg/ml. Podle elektroforézy na 0,5%

neutrdlnim agarovém gelu méla kone&nd DNA délku vice ne? 100 kilobazi (kb; kilonukleotidi).

B. Cédstetné endonukleasové §tépeni hovézi DNA a frakcionace podle velikosti

0,1 mg hovézi DNA se pfi 37 °c 60 minut 5tépi pusobenim 1,25, 2,5, 5 a 10 jednotek
Sau3A v reakci (1 ml), kterd obsahuje 10mM Tris-HC1 (pH = 7,5), 10mM chlorid hofeénaty
a 2mM dithiothreitol. Inkubace se zastavi pfidénim EDTA na 25mM koncentraci. Ndsleduje ex-
trakce fenolem, extrakce etherem, pfiddni octanu sodného na 0,3M koncentraci (pH = 5,2)
a vysrdzeni tfemi objemy ethanolu. DNA se znovu rozpusti v TE pufru pii 68 %¢ a sedimentu-
je se 10 az 40% linedrnim sacharosovym gradientem v Beckmanové rotoru SW 27 pti 27 000
otédckach 22 hodin pfi 20 OC. Frakce (o objemu 0,5 ml) se analyzuji na 0,5% gelu za pouZi-
ti Eco Rl rozitépené Charon 4A DNA jako standardu molekulové hmotnosti. Ty frakce, které
obsahuji 15 az 20 kb DNA fragmenty, se spoji, vysrdz{ se ethanolem a znovu se rozpusti
v TE pufru.

C. Konstrukce banky hovézi genomové DNA

Klonovdnim 15 aZz 20kb hovéz{ DNA se ziskd lambda Charon 30 A vektor s G-A-T-C neza-
rovnanymi konci, které se ziskgji odstranénim dvou vnitfnich Bam HI fragmentd z fdga.
Chron 30 A se kultivuje v E.coli kmen DP S50 SupF (ATCC €. 39061, uloZeno 5. bfezna 1982)
v médiu NZYDT, zkoncentruje se vysrdZenim s polyethylenglykolem a vycisti se gradientovou
centrifugaci. Fédgovd DNA se ptfipravi z vytisténého fdga dvojndsobnou extrakci fenolem
a pak jednou extrakci fenolem a etherem. DNA se zkoncentruje vysrdzenim s ethanolem.

Pro pfipravu koncovych fragmentd Charonu 30A se 50 /g fdgové ONA aneluje 2 hodiny
pri 42 °c v 0,25 ml 50mM Tris-HCl (pH B8), 10mM chloridu hofe&natém a 0,15M chloridu sod-
ném, uplné se roz5tépi plsobenim Bam HI, extrahuje se fenolem a etherem a sedimentuje se
v 10 aZz 40% sacharosovém gradientu jak shora popsdno. Frakce, které obsahuji 32 kb anelo-

vané ¢dsti fdga, se spoji a vysrdZzeji se ethanolem.

Vygigténé Charon 30 A €&sti (6 mikrogramd) se znovu aneluji dvé hodiny pfi 42 OC,
spoji se s 0,3 /ug 15 az 20 kb hovézi DNA a 400 jednotkami polynukleotidové ligasy féga
T4 a inkubuji se pfes noc pii 12 °c v 0,07 ml reak¢ni smési, kterd obsahuje 50mM Tris-HCl
(pH = 7,5), 10mM chlorid hofetnaty, 20mM dithiothreitol a 50 mikroorganismd&/ml hovéziho
serumalbuminu. Ligovand DNA se pak vbali (pakdZuje) do maturadnich lambda fdgovych &4stic
pomoci in vitro lambda vbalovaciho systému.

SloZky tohoto systému - sonikovy extrakt (SE), mrazovy lyzét (FTL), protein A s puf-
ry A a Ml - se pfipravi popsanym zplUsobem. Podily ligované ONA smé&si o objemu tfi mikroli-
try se inkubuji s 15 mikrolitry pufru A, 2 /ul pufru M1l, 10 /ul SE a1 /ul proteinu A
45 minut pti 27 OC. Bghem 45 minut FTL v ledu roztaje, spoji se s 0,1 objemu pufru Ml a
centrifuguje se piti 35 000 otdckdch za minutu pfi 4 OC 25 minut. Ke shora uvedené reakéni
smési se pfidd 0,075 ml supernatantu. Po dalsich dvou hodindch inkubace pfi 27 °Cc se mals
tdst vbalovaci reakce titruje na kmen DP 50 SupF - viz niZe. Podle tohoto postupu se ziskd
celkem asi l,l.lU6 nezdvislych hovézich DNA rekombinantt. Zbytek vbalovaci smési se roz-

mnozi "plate-lysate" metodou vysévanim rekombinantd na DP 50 SupF pfiihustot& 10 000 PFU (jed-

notek tvoficich plak) na 15 cm NZYDT agarové desky.

D. Screening fdgové banky gend hovézich interferond

Strategie, kterd se pouzivd k identifikaci fédgovych rekombinantd nesoucich geny hové-
ziho interferonu spotivd v detekci homologie nukleotidd radiocaktivnimi sondami pfipraveny-
mi z klonovanych genl lidskych leukocytovych, fibroblastovych a imunnich interferond. Pod-
minky hybridizace jsou dény Southern bloty genomové zvifeci ONA. P&t mikrogramd kaZdé z
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vysokomolekuldrnich DNA (pfipravenych jak shora uvedeno) z lidské placenty, hovézi sliniv-
ky bfidni a vepfovych submaxildrnich ?14z se dplné Stépi pUsobenim EcoRI, pak se elektro-
ferezuji na 0,5% agarovém gelu a pienesou se na nitrocelulosovy papir. 32P~znaéené DNA
sonda se pfipravi z 570 bp EcoRl fragmentu obsahujiciho protein s kodovaci oblasti matu-
raéniho leukocytového interferonu (A/D hybridu) na Bgl II restrikénim misté podle standard-
nich postupl, které jsou uvedeny v odborné literatufe. Ka?dy nitrocelulosovy filtr se pfe-
hybridizuje pfi 42 ¢ pfes noc v 5 x SSC (citran sodny ve fyziologickém roztoku), 50mM
fosforetnanu sodném (pH = 6,5), 0,1 mg/ml sonikované lososové spermdlni DNA, 5 x Denhardt-
ovym roztokem, 0,1% dodecylsulfdtem sodnym, 0,1% fosforetnanem sodnym, ktery obsahuje bud
10, 20 nebo 30 % formamidu a pak se hybridizuje znacenou sondou s 100.106 impulsy za minu-
tu ve stejném roztoku s obsahem 10 % dextransulfdtu sodného. Po inkubaci pfes noc pfi

42 9¢C se filtry promyji &tyfikrét ve 2 x SSC, 0,1% SDS (dodecylsufdt sodny) za teploty
mistnosti, jednou ve 2 x SSC a pak se pfes noc exponuji na rtg film Kodak XR-5 s kontrast-
nim filtrem Dupont Cronex. Nejvys3{ pocet hybridizovanych vazeb byl detegovén ve Stépech
hovézi a vepfové DNA a to tehdy, kdyZ byla hybridizace provédéna s 20 % formamidu. Tento
vysledek prokazuje multigennost gend leukocytovych interferon( u krav a prasat analogicky
jako to bylo diive v literatufe popsdno u €lovéka. Stejné hybridiza&ni podminky byly pou-

7ity pFi vyhledévdni interferonovych genl v bance hovézich DNA.

500 000 Fégovych rekombinantd bylo vyseto na desku DOP 50 Supf pfi hustoté& 10 000
PFU/15 cm desky. Kopie kazdé desky na nitrocelulosovy papir byly pfipraveny zplsobem podle
Bentona a Davise. Filtry byly hybridizovédny lidskou LeIF genovou sondou jak shora popsdno.
Bylo ziskdno devadesdt Sest hybridizovanych plakl, které pfi opakovaném sreeningu davaly
silné signdly.

V hovézi bance byly déle vyhleddvany fibroblastové a imunni interferonové geny. Son-
dy byly délany s 502 bp Xba I - Bgl III fragmentem, ktery obsahuje Gplny maturatni lidsky
fibroblastovy interfercnovy gen, 318 bp Alu I fragment (obsahujici aminokyseliny 12 az
116) a 190 bp Mbo II fragment (obsahujici aminokyseliny 99 a% 162) z maturaéni kodovaci
oblasti genu lidského imunniho interferonu. Hybridizace 1,2 . 106 fdgovych rekombinantd
poskytla celkem 26 hovézich fibroblastlt a 10 klonl hovéziho imunniho interferonu.

E. Charakterizace fdgovych rekombinantd.

Fédgové DNA byla pripravena shora popsanym zpisobem z 12 rekombinantl, které byly
hybridizovény sondou lidského leukocytového interferonu. Kazdd DNA byla Stépena samostat-
né a v kombinaci s EcoRl, Bam HI a Hind III; produkt byl podroben elektroforese na 0,5%
agarovém gelu. Hybridizaéni sekvence byly zmapovdény Southerg‘metodou. Srovndni samostatné
rozstépenych DNA z klond 10, 35, 78 a 83 je uvedeno na obrdzku 2. U kaZdého féga bylo
zji%téno, ¥e pozorované velikosti restrikénich fragmentt a odpovidajici hybridizagni ma-
trice jsou rozdilné a nepfekryvaji se. To znamend, Ze kazdy z téchto &tyt fagl nese gen
jiného hovéziho interferonu. Vedle toho bylo zjisténo, Ze Stépeni klonu B3 kaidym ze tiech
vyde uvedenych enzymd poskytuje v kazdém pifipadé dva diskréini hybridiza&ni pédsy; to zna-
mena, e tento rekombinant mGZe nést dva blizko sebe napojené interferonové geny.

F. Subklonovédni gend hovéziho leukocytového interferonu.

Restrikéni fragmenty ze tifi fdgovych rekombinantl, které jsou hybridizovany lidskou
leukocytovou genovou sondou byly subklonovdny v klonovacim misté multirestrikéniho enzymu
pBR322 derivadtu, pUC9. Plasmid pUCY9 byl odvozen od pBR322 tak, Ze se nejdfive odstrani
2067 bp EcoRI-Pvull fragment, ktery obsahuje tetracyklinovy resistentni gen, pak se vloZi
425 bp Haell fragment a fdga M13mP9 do Haell mista vysledného plasmidu v poloze 2352 (vzhle-
dem k pBR322 notaci). HaeII fragment z fdga mp9 obsahuje N-termindlni kodovaci oblast E.co-
1i lacZ genu, do niZ bylo mezi 4. a 5. aminokyselinovy zbytek /3 -galaktosidasy vloZeno klo-
novaci misto multirestrik&niho enzymu o sekvenci CCA AGC TTG GCT GCA GGT CGA CGG ATC cCC
GGG. Vlozenim (inserci) fragmentu cizi DNA do téchto klonovacich mist se pferusuje konti-
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nuita mezi lac promotorem a lacZ genem. Dochdzi tak ke zméng fenotypu JM83 transformované-

ho plasmidu z 1ac’ na lac.

Shora uvedené fragmenty jsou: a) 1,9 kb Bam HI fragment a 3,7 kb EcoRI fragment z klo-
nu B3 (ktery odpovidd nepfekryvajicim se segmentdm tého? rekombinantu), b) 3,5 kb BamHI -
- EcoRI fragment z klonu 35 a ¢) 3,2 EcoRI fragment z klonu 67. Ve vSech pfipadech se 0,1
/Y9 pFisludnd &tepeného vektoru liguje s desetindsobnym molarnim nadbytkem vytisténého
fragmentu, transformuje se do E.coli kmen IM83 (ATCC &. 39 062, uloZeno 5. bfezna 1982)
a vysévd se na M9 desky, které obsahuji 0,04 mg/ml 5-brom-4- chlor-3-indolyl- 3-D-galakto-
sidu a 0,2 mg/ml ampicilinu. Bileé kolonle, které domn&le nesou ONA insert v restrikénim
misté prerudujici kodovaci oblast lacZ genu v pUCY, byly pfeneseny do 5 ml LB (kultivagni
prostfedi) s 0,02 mg/ml ampicilinu, kultivovény nékolik hodin pti 37 o a pak testovéany
na vlozeny fragment minipreparagnim postupem plasmidové DNA.

G. DNA sekvence genu hov&ziho leukocytového interferonu na klonu 83.

DNA sekvence od Bam HI mista plasmidu pB83BamHIl,9 kb (1,9kb fragmentovy subklon klo-
nu 83) byla stanovena Maxam- Gilbertovym chemickym postupem, jak je zndmo z literatury.
Tato sekvence je uvedena na obrézku 3. Nejdelsi oteviend &teci oblast koduje polypeptid
o 189 aminokyselindch s vyznamnou homologii k lidskym leukocytovym interferondm (abr. 4).
Analogicky jako lidské proteiny, sestava hovézi leukocytovy interferon z hydrofobnlho
signdlniho peptidu o 23 aminokyselindch, ktery pfedchédzi maturagni protein o 166 amino-
kyselindch identickou sekvenci? ser - leu - gly - cyg. Etyri cysteinové zbytky v polohdch
1, 29, 99 a 139 jsou u téchto g4sti presné zachovény. Homologie hovéziho a lidského inter-
feronu je srovndvéna v tabulce 1. Jak lze otekdvat, hovézi protein je podstatn& méné& homo-
logni (pfiblizné ze 60 %) s kterymkoliv lidskym proteinem na rozdil od vz4jemné homologie
lidskych proteind mezi sebou (vEtsi neZ 80 %).

ONA sekvence a odvozené aminokyselinové sekvence dalgich tfech gend hové&zich leuko-
cytovych interferond, které se vyskytuji na plasmidovych subklonech p67EcoRI3,2 kb,
p3S5EcoRI-BamHI3,5 kb a p83EcoRI3,7 kb, jsou uvedeny na obr. 3b, 3c, respektive 3d.

7 tabulky 1 je vidét, Ze zatimco BoIFN- o£2 3 BOIFN- &3 geny koduji peptidy s pouze
malymi zfetelnymi rozdily vzhledem k BoIFN-& 1, BOIFN- {4 se od kteréhokoliv jiného ho-
véziho peptidu 1131 stejné jako se 1i%1 kterykoliv hovézi leukocytovy interferon od lid-

ského leukocytového interferonu.

Abychom se ujistili, Ze o & gen je odvozen od stejné obséhlé t¥idy bun&&nych protei-
nt jako jiné BoIFN- of -geny, byla genomovid hovézi DNA &tspena nékolika restrikénimi endonu-
kleasami a hybridizovéna radiocaktivnimi DNA fragmenty representujicimi kodovaci oblasti
proteind ol 1 (612 bp Avall fragment) a ol & (Eco-RI-XmnI fragment pBoIFN- o£4trpl5) gent
v 50% formamidu, ktery nedovoluje vzéjemnou hybridizaci dvou gent. Kazdy gen s vyhodou hy-
bridizuje jinou Fadu fragmentd hovézi DNA. Tyto vysledky zfetelné demonstruji £xistenci
dvou rtiznych skupin hovézich leukocytovych interferont, kde o 1 a o 4 proteiny mohou byt

povazovény za jejich representanty.

Tabulka 1

Srovnani rozdilt kodovacich sekvenci hovézich a lidskych interferond o£

o1 2 o3 ol A dB  dC 0 oF dH LI oI dK

BoIFN- o1 94 92 54 61 62 63 64 61 64 63 61 65
BoIFN- o 2 96 91 53 61 61 64 63 62 63 63 64 64
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Tabulka 1 - pokracovéni

dl d2 A3 dh dA dB AL WD AF AH LT LD WK
BoIFN- o3 100 96 45
BOIFN- {4 52 50 52 S4¢ 5S4 S8 S5 56 58 56 54 54
HUIFN- A 56 52 39 Bl 8L 83 82 83 8l 80 86
HUuIFN- B 43 39 48 70 8L 77 8L 80 79 79 Bl
HUIFN- o/ 61 57 5270 65 8l 89 86 94 92 83
HUIFN- £{D 52 48 48 74 61 65 83 81 80 78 84
HUIFN- £ F 61 57 5270 65 100 65 83 89 86 83
HUIFN-oLH 56 52 s2. 74 74 74 B3 T4 84 84 B4
HUIFN- LI 61 57 52 70 65 100 65 100 74 91 8l
HUIFN-o{J 56 52 48 61 57 91 70 91 65 91 80
HUIFN-o£K 52 48 48 83 70 74 91 74 91 T4 65

{isla znamenaji procenta homologie.

Dolni levd polovina se tykd presekvence o 23 aminokyselindach.

Horni pravd polovina se tykd matura¢niho proteinu o 166 amincaminokyselindch.
A, B, C atd. znamenaji lidské leukocytové interferony A, B, C atd.

H. PFimd exprese maturadniho BoIFN- 1 v E.coli.

Konstrukece -pfimého expresniho plasmidu je souhrnné uvedena na obr. 5. Plasmidovy
subklon p83BamHIl,9 kb se (plné roz3té&p{ plsobenim Ava II. 612 bp fragment obsahujic{ gen
hovéziho leukocytového interferonu se isoluje elektroforesou na 6% polyakrylahidovém gelu
a elektroeluci. Pfiblizné 1,5 /49 tohoto fragmentu se &tép{ plsobenim Fnué4H, extrahuje se
fenolem a etherem a vysrdzi se ethanolem. Vysledné Fnu4H pfeénivajici konce se doplni na
zarovnané konce $esti jednotkami DNA polymerasy I (Klenowlv fragment) pfi 12 °C behem
30 minut ve 20 mikrolitrech, které cobsahuji 20mM Tris-HCl (pH = 7,5), 10mM chloridu hotet&-
natém, 4mM dithiothreitolu a 0,1mM dATP, dGTP, dCTP i dTTP. Po extrakci fenolem a etherem
se DNA 3tépi phsobenim PstI a pak se podrobi elektroforese na 6% gelu. Z gelu se elektro-
eluuje vysledny Pstl fragment se zarovnanymi konci obsahujici 92 pard nukleotidd (bp),
ktery za&ind u prvniho nukleotidu kodovaci oblasti maturadniho hovéziho leukocytového in-

terferonu.

Zbytek maturaéni kodovaci oblasti se isoluje ndsledujicim zplsobem. Tfi mikrogramy
Bam HI insertu z p83BamHI 1,9 kb se Edste&né& 3tépi 14 jednotkami PstI 10 minut pfi 37 °c
ve 45 mikrolitrové reakci, kterd obsahuje 10mM Tris-HCl (pH = 7,5), 10mM chlorid hofeé&na-
ty a 2mM dithiothreitol, mageZ se extrahuje fenolem a etherem. Zadany 1440 bp &dstedny
PstI - BamHI fragment, po&inajici u nukleotidu 93 matura&ni kodovaci obasti, se isoluje

na 6% polyakrylamidovém gelu.

Plasmid pdeltaRIsrc je derivdt plasmidu pSRCexlé, ve kterém se misto EcoRI vedle trp
promotoru a vzddlené od src genu odstrani DNA polymerasou I a doplni se oligonukleotidem
AATTATGAATTCAT (syntetizovanym fosfotriesterovou metodou jak je uvedeno v odborné litera-
tufe) do zbyvajiciho EcoRI mista bezprostfedn& sousediciho s Xbal mistem. Dvacet mikro-
grami pdeltaRIsrc se dplné roz3tépi puscbenim EcoRI, extrahuje se fenolem a etherem a vy-
srdzi se ethanolem. Plasmid se pak 3té&pi 100 jednotkami nukleasy S1 pki 16 oC 30 minut
ve 25mM octanu sodném (pH = 4,6), 1lmM chloridu zine&natém a 0,3M chloridu sodném. Vytvoii
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se tak zarovnané konce se sekvenci ATG. Po extrakci fenolem a etherem a po vysrdzeni etha-
nolem se DNA rozstépi Bam HI, podrobi se elektiroforese na 6% polyakrylamidovém gelu a ele-
ktroeluci se isoluje velky vektorovy fragment (o 4300 bp).

Expresni plasmid byl ptfipraven ligaci 0,2 /U9 vektoru, 0,02 /49 92 bp Pstl fragmentu
se zarovnanymi konci a 0,25 mikrogramg 1 400 bp &dstetného PstI-BamHI fragmentu spolu se
400 jednotkami T4 DNA ligasy pfes noc pfi 12 9¢. Tento plasmid byl pouZit pro transforma-
ci E.coli kmene 294 (ATCC ¢. 31446) na ampicilinovou resistenci. Plasmidové DNA se plipra-
vi z 96 kolonii a 3tépi se GCinkem XBA I a Pst I. Devadesdt z téchto plasmidl obsahuje Zza-
dané 103 bp Xbal-PstI a 1050 bp Pst I fragmenty. Sekvenéni analyza ONA potvrdila, Ze né&-
které z téchto plasmidli maji ATG inicia&n{ kodon sprdvng umistén na potdtku kodovaci ob-
lasti hovéziho interferonu. Pro dalsi studii byl vybran jeden z téchto plasmidi - pBoIFN-

- L1trp55.

I. Ptimé exprese druhé tfidy maturagniho hovéziho leukocytového interferonu (o£4) v E.coli

ATG inicia&ni kodon se umisti do &ela maturaéni kodovaci oblasti enzymatickym roz&i-
fenim primeru syntetické DNA, CATGTGTGACTTGTCT. Tento heptadekamer se fosforyluje T4 poly-
nukleotid -~ kinasou 3 7‘—32
ru se spoji s pfibliZzné 1 mikrogramem 319 bp HindII fragmentu, ktery obsahuje aminckyse-
linové zbytky 520 aZz 102, ve 30 mikrolitrech vody, vafi se pé&t minut a pak se 3 hodiny pfi
37 °C nastavuje 25 jednotkami E.coli DNA polymerasy I (Klenowlv fragment). Produkt této

P ATP jak bylo diive v literatufe popsdno. 250 pikomold prime-

reakce se 5tépi pdsobenim HgiAI. Vysledny 18l bp zarovnany HgiAI fragment se isoluje ze

% polyakrylamidového gelu.

Cely gen pro maturaéni peptid byl sestaven za trp promotorem enzymatickou ligaci sho-
ra uvedeného fragmentu s 508 bp HgiA-PstI fragmentem obsahujicim koncovou karboxy-&dst
peptidu a HuIFN- # expresnim plasmidem, pIFN—;Vtrp—13, ktery byl $tépen EcoRI, na koncich
nastaven Klenowovou ONA polymerasou, roz3tépen Pstl a konetné isolovdn na 6% polyakryl-
amidovém gelu. Po transformaci vysledné smési do E.coli 294 bylo identifikovédno nékolik
klonl, které mezi oblasti s trp promotor-ribosomovym vazebnym mistem pdvodniho expresniho
vektoru a kompletni kodovaci oblasti matura&niho hovéziho interferonu pBoIFN- £L4trpl5 mé-

ly obnovené EcoRI rozpozndvaci misto.

J. Subklonovani gend hovéziho fibroblastového inteferonu.

Sest fagovych rekombinantd, které se hybridizuji lidskou IFN-@ DNA sondou, se vygis-
ti. Jejich DNA se isoluje jak shora popsdno pro dal3i analyzu. Restrikéni mapovdni spolu
s Southern-hybridizacni analyzou ukazuji, Z7e 6 isolovanych rekombinantli obsahuje tfi raz-
né oblasti hovéziho genomu, takZe v sobé zahrnuji multigen (mnohagen) BoINF-B seskupzni.
Tyto vysledky jsou sumarizovany restrikénimi mapami, které jsou uvedeny na obr. 7. Aby se
ziskala podrobnéjsi restrikéni mapa a sekvence nukleotidd pro kazdé dalsi tfidy rekombinan-
td, byly hybridizaéni fragmenty subklonovédny na plasmidové vektory. Tak Skb BglII fragment
faga A1 a Skb BamHI fragment AA42 byly individuélné klonovény na pBR322 v BamHI misté;
ptekryvajici 4,5 kb EcoRI-Xhoi a 1,4 kb PstI-Hpal fragmenty fdga A 23 byly vloZeny do
pUC9, respektive do plLelF87.

K. DNA sekvence gend tii rdznych hovézich fibroblasta.

Na obr.8 jsou wuvedeny restrikéni mapy v3ech t&i typl gent hovézich IFN-/3, které by-
ly subklonovédny. Lze je snadno rozlidit podle unikdtnich mist &tépeni. Peptidové kodovaci
oblasti a sekvence v dolnim i hornim vldknu kaZdého genomu byly stanoveny Maxam-Gilbertovym
chemickym postupem a jsou uvedeny v obr. 9a, 9b a 9c. Nukleotidovd homologie se sekvenci
uréenou pro gen lidskeého fibroblastového inteferonu pfedpovidd sprdvnou &teci formu a dpl-
nou aminokyselinovou sekvenci produktu kazdého hovéziho genu; zahrnuje hydrofobni signdlni
peptid 21 aminokyseliny ndsledovany matura&nim proteinem se 185 zbytky. Hov&zi proteiny se
navzdjem 1isi (tabulka 2, obr. 10), ale je3dt& vE&t3i jsou rozdily mezi hovézimi a lidskymi
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peptidy (ptibliingé 60 %).

Multigenni (mnohagenni) povaha hovéziho fibroblastového inteferonu byla ddle demon-
strovdna rehybridizaci Southern -blotu, radioaktivni sondou pEfipravenou ze 415 bp EcoRI-
-Pvul fragmentu odvozeného od pBoIFN- Bltrp (ktery je popsén nije). Tento experiment pro-
kazuje existenci dalsich homolognich IFN- 4B gend. Méné hybridizované pdsy mchou ve sku-
tecnosti predstavovat vzdédleng)ji souvisejici geny, které by pak didle kodovaly vzalend)si

A -interferony.

Tabulka 2

Srovnani homologie kodovacich sekvenci hovézich A-interferond (IFN-AB) a lidského
A -interferonu (HulFN-/)

n

A1l /32 /33 Hu /3

Al 138 (83) V 138 (83) 84 (51)
32 20(95) 146 (88) 92 (55)
A3 20(95) 19 (90) 87 (52)
Hu/8 16(76) 17 (81) 16 (76)

V tabulce je pro kazdy par kodovacich sekvenci uveden pocet stejnych aminokyselin.
Signélni peptidy o 21 aminokyselindch jsou srovndvdny v dolni levé &&sti tabulky, maturaé-
ni INF-/4 interferony o 166 aminokyselindch jsou srovndvény v horni pravé Gasti tabulky.
Prvé €islo znamend celkovy pocet shodnych aminokyselin pfisluiného pdru, v zdvorce je uve-

deno procento homologie.

L. Primg expresz tii hovézich IFN-4B v E.coli

JelikoZ geny tii hovézich IFN-4 maji mnoho spoleénych DNA sekvenci a restrikénich
mist (viz obr. 8), je mo#né schéma pro expresi vdech t¥f gent. Jeliko? DNA sekvence kodu-
Jici prvnich pét minokyselin, kterd obsahuje dvé Alul mista, jsou ve v3ech pfipadech iden-
tické, byly navrZeny dva komplementdrni syntetické oligonukleotidy, které zahrnuji ATG
transla¢ni iniciaéni kodon, restauruji kodony prvnich &tyf aminokyselin maturagniho hové-
ziho IFN-/3 a vytvdfeji EcoRI prfetnivajici konce pro inserci za trp promotorovou sekvenci.
Konstrukce expresnich plasmidi je schematicky uvedena na obr. 12. Ligaci syntetickych
oligomert na 85 bp Alul-Xhol fragment, ktery je odvozen od BolfN-A4 subklonovaﬁich plasmi-
dd, a ndsledujicim od5tépenim pisobenim EcoRI a Xhol vznikne 104 bp' fragment obklopeny
pfeénivajicimi EcoRI a Xhol konci. Uplny kod se pak vnese do irp expresniho vektoru liga-
ci 104 bp fragmentu s pfiblizn& 700 bp XholI-Pst fragmentem kodujicim zbytek BoIfFN- 3 pro-
teinu a plasmidu pIFN-}"tMB—l}, ze kterého byl vnitifni EcoRI-Pstl fragment odstranén.
VSechny vysledné plasmidy, pBoIFN- Bltrp, pBoIFN- 42trp a pBolFN- @3trp, provadeji pii-
sludné transkripce a translace IFN-4 gent pod kontrolu E.coli trp operonu.

M. Charakterizace a subklonovdni genu hovéziho imunniho interferonu (BoIFN-2%)

Deset fégovych rekombinantd, které byly hybridizovény sondou lidského IFN—7", se vy-
tisti. DNA se pfipravi jak shora popsdno. VSech deset DNA vzorkt d4dvé Southern blotovou
analyzou specifické hybridiza&ni pdsy. Pro dal3i analyzu se vyberou klony /\7‘4 3 37‘7,
protoZe se 1i81 vzorem hybridiza&nich pé4st. Restrikéni zmapovan{ té&chto dvou klont ukazu-
je, Ze se jejich DNA sekvence navzdjem pfekryvaji. Pfekryvajic{ oblasti obsahuji restrikée-
ni mista Xbal, EcoRV a Ncol. ONA sekvenéni analyza téchto dvou klont ukazuje, e genové
slruktura je celkoveé podobnd genu lidského imunniho interferonu a dédle e A7‘7 obsahuje
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sekvenci kodujici &tvrty exon a A 744 obsahuje sekvenci kodujici ﬁrvé t#i exony genu hové-
ziho IFN—?” ve vztahu k homologii DNA sekvence s genem lidského IFN-4#. V obr. 13 je ami-
nokyselinové sekvence odvozend pro BoIFN-/4 srovndvana s aminokyselinovou sekvenci HuIFN-H
a mysiho IFN- 7K.

Pro sestaveni Gplného genu hovéziho IFN-#4 na kontinudlnim segmentu ONA byly isolova-
ny: 3000 bp BamHI-Ncol fragment premostujici prvé t&i exony genu hovdziho IFN- 4« odvozené
od A J4 a 2500 bp NcoI-HindIII fragment premostujici posledni exon odvozeny od AM7. Ty-
to dva fragmenty byly pak klonovény na BamHI-HindIII vektor odvozeny od plasmidu pBR322
ligaci tfi ¢éasti.

N. Pro ziskéni bezintronové verse BoIFN-%, aby tak dochdzelo k expresi tohoto genu v pro-
karyotickém systému jako je E.coli, byl pfipraven gen pro expresi (ve vysokych hladindch)
v expresnim systému zvifeci bunky tak, aby se ziskala dostate&nd mnoZstvi specifické mRNA.

5500 bp BamHI-HindIII fragment premosiujici gen Gplného hovéziho IFN- ¢ byl vloZen
do SV40 vektoru pro expresi v COS Gunky opi&i ledviny produkujici sv-40" antigen) bunkach.
Genovy fragment BamHI-HindIII hové&ziho IFN- 4 byl klonovdn na 2800 bp SV40 plasmidovy
vektor pOLdeltaRl ((odvozeny od HBV antigenového expresniho plasmidu pHBs348-L enzymatickym
vynechdnim EcoRI mista horniho fetgzce od SV40 potdtku replikace selektivng ve sméru poz-
dé¢jsi transkripce. Expresni plasmid pHBs348-L byl konstruowdn klonovdnim 1986 bp fragmentu
ziskaného Stépenim HBv ptsobenim EcoRI a BglII (HBv piemosfuje gen kodujici HBsAg) na plas-
mid pML v EcoRI a BamHI mistech (pML je derivat pBR322, ktery md vynechdny eliminacni sek-
vence, které jsou inhibitorem replikace plasmidu v bunkdch opic). Vysledny plasmid (pRI-
-Bgl) byl pak linearisovédn plsobenim EcoRI. 348 bp fragment, ktery pfedstavuje oblast SV40
podétku, byl vloZen do EcoRI mista pRI-Egl. Fragment potdtku se miZe vlozit s libovolnou
replikace, mohlo by dojit k expresi HBV genl pod kontrolou kteréhokoliv promotoru zdvise-
jiciho na této orientaci (k expresi pHBs348-L representujici HBs dochdzi pod kontrolou
pozdéjsiho promotoru) mezi BamHI a Sall mistem ligaci tfi &4sti za ptitomnosti 600 bp
HindIII-Sall fragmentu konvertoru odvozeného od pBR322.

Trasfekce vysledného plasmidu do COS bunék vede k efektivni expresi hovéziho IFN-#
pod kontrolou SV-40 pozdé&jSiho promotoru.

Poly A plus mRNA byla ptipravena z trasfekiovanych COS bunék a pouzita pro pfipravu
cDNA standardnimi postupy, které jsou v odborné literatufe uvedeny. Byly isolovdny cDNA
klony hybridizované sondou genu hovéziho IFN-#4. Pro dal8i gnalyzu byl vybran cONA klon
s nejdelsim Pstl insertem. ONA sekven&ni analyza tohoto cDNA klonu ukazuje, Ze vSechny
intronové sekvence genomového klenu hovéziho IFN-/ jsou sprévné odstranény.

Pro expresi v E.coli byla ptipravena shora popsanou metodou zdvislou na primeru cONA.

0. Priprava bakteridlnich extraktd.

Kultury vyrostlé pfes noc v LB pidé obsahujici bud 0,02 mg/ml ampicilinu nebo 0,005
mg/ml tetracyklinu se nao&kuje ve zfedéni 1 : 100 do 50 ml média M9, které obsahuje 0,2
procenta glukosy, 0,5 % kasaminokyselin a pfislusnou sloueninu, a kultivuji se pfi 37 °¢
za trepéni do ASSU = 1,0. Deset mililitrd vzorku se odcentrifuguje a ihned se nechd rychle
zmrazit v 1ldzni se suchym ledem a ethanolem. Zmrazené pelety se resuspenduji v 1 ml 7M
guanidinu, inkubuji se 5 minut v ledu a pro testovéni se ziedi PBS (fosfdtovy pufr ve fy-
ziologickém roztoku). Nebo se zmrazené pelety rozlozi pfiddnim 0,2 ml 20% sacharosy,
100mM Tris-HC1 (pH = B,0), 20mM EDTA a 5 mg/ml lysozomu. Po dvaceti minutdch v ledu se pfi-
da 0,8 ml 0,3% Tritonu (reionogenni detergent) X-100, 0,15M Tris-HC1l (pH = 8,0), 0,2M
EDTA a 0,1mM PMSF (fenylmethylsulfonylfluorid). Lysdt se vy&isti 15 minutovou centrifugaci
pfi 19 000 otédtkdch za minutu. Supernatant se testuje po zfedé&ni PBS.
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P. Interferonové testy; Géinnost hovéziho interferonu se testuje testem inhibice cyto-
pathického efektu (CPE) v mikrotitrovacich destitkdch s 96 jamkami ndsledujicim zplsobem:

1. Do kazdé jamky desky (B fad x 12 sloupcl) se dd 100 /ul suspenze bunék v mediu,
které obsahuje 10 procent plodového séra telat. Koncentrace bunék se upravi tak, aby se

dalsi den ziskala jedna tekutd vrstva.
2. Desky se deset minut mirné& tfepou. Dojde tak ke stejnomérné distribuci bungk.
Dalsi den:
3. Do kazdé jamky prvého sloupce se piidd 80 /ul dal3diho média.
4. Do jamek prvého sloupce se ptidé 20 /ul vzorku, ktery se testuje na interferonovou
ucinnost.
5. Vzorek a médium v jamce se promichd tak, Ze se 100 /ul pipetou nékolkrdt odebere
z obsahu jamky a opét se do jamky pfidé.

6. Z jamky v prvém sloupci se odebere 100 /ul obsahu a pfenese se horizontdlné& do

jamky ve druhém sloupci.
7. Pokracuje se jako (ve tfetim sloupci) ve stupni tfi.

8. Takto se pokraguje v prfemisfovani 100 /ul obsahd jamek do ndsledujicich sloupct,

dokud se nezaplni v3echny sloupce (tj. dojde k jedendcti pfemisté&nim).

9. Z jamky ve dvandcté koloné se odstrani 100 mikrolitrd obsahu. Timto postupem se

ziskala fada dvojndsobnych ztedéni.
10. Kazdé testovand deska obsahuje pfislusné NIH standardy.
11. Desky se inkubuji 24 hodin pEi 37 Oc v CDZ'

12. Kazdé testovand deska obsahuje jamky se 100 /ul bun&gné suspenze a 100 /ul média
(kontrola ristu bunék) a jamky se 100 /ul buné&né suspenze, 100 /ul média a 50 /ul virové
suspenze (virem indikovand cytopathogenni kontrola).

13. Do v3ech jamek s vyjimkou jamek s kontrolnimi bunkami se pfidd 50 mikrolitr® viro-
vé suspenze. Multiplicita infekce je dédna mnoZstvim viru, které zpusobi 100% cytopathicky

efekt pitislusné bunécné linie béhem 24 hodin.
14. Desky se reinkubuji 24 hodin pfi 37 oc v CDZ’

15. Kapalina se s desek odstrani a bunky se obarvi 0,5% krystalovou violeti. Buﬁky

se barvi dvé aZz pét minut.

16. Jamky desek sc propldchnou vodou a vysu$i se.

17. Titr interferonu ve vzorku je pfevratnou hodnotou zfedéni pro ten ptipad, kdy
zOstédvd 50 % Zivych bunék.

18, Aktivita v3ech vzorkd se normalizuje konversnim faktorem referenénich jednotek,

ktery se po&itd takto:

skutecteny titr NIH standardu

= konversni faktor ref. jednot.
pozorovany titr v testu

(NIH - ndrodni dstav zdravi)

Extrakty pfipravené z E.coli kmen 294 (ATCC &. 31446) transformované pBoIFN-K1trp55
vykazovaly vyznamnou aktivitu na bungéné linie hovézich ledvin (MDBK) s VS virem (kmen
Indiana), ale nikoliv na buné&né linie opigich ledvin (VERO), lidského cervikdlniho karci-
nomu (HeLa), krdlic¢ich ledvin (RK-13) nebo my3i (L929). Kontrolni extrakty ptipravené z
kmene 294 transformované pBR322 nevykazovaly aktivitu na MDBK bunky. V tabulce 3 jsou
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souhrnné uvedeny in vitro antivirové aktivity BoIFN- oLl pro rizné testované zvifeci a lid-
ské bunééné linie. BoIFN-oUl je snadno odliditelny od lidskych leukocytovych IFN tim, Ze
je v lidskych bunkdch zfeteln& protivirové inaktivni ve srovnani s jeho protivirovou dgin-
nosti v hovézich bunkach (byl pouZit virus VS). V tabulce 4 jsou uvedeny hladiny interfero-
nové aktivity ziskané v extraktech, které byly pfipraveny z E.coli W3110 transformované
expresnimi plasmidy pBoIFN-ol4trpl5, pBoIFN-/B1ltrp, pBoIFN-A4 2trp a pBoIFN-/3trp. Zvlaste
vyznamné je pozorovani, %e hovézi fibroblastové interferony jsou pfiblizné tficetkrdt Géin-
ngjsi na bungéné linie hovézich ledvin nez na buné&&né linie lidského anionu, zatimco pro
lidsky fibroblastovy IFN byl nalezen pfevrdceny vztah.

Tabulka 3

bunécnd linie pripraveny IFN titr
(jednotky/ml)

VSv EMCV
MDBBK " LeIF A standard 640 NA
hovézi leukocytovy IFN 300 000 NA
kontrolni extrakt £40 NA
Hela LeiF A standard 650 1 500
hovézi leukocytovy IFN £ 40 423
kontrolni extrakt £ 40 {23
L-929 mySi IFN standard 640 1 000
hovézi leukocytovy IFN £20 431
kontrolni extrakt £ 20 £ 31
RK-13 krdli¢i IFN standard 1 000 NA
hovézi leukocytovy IFN £ 60 NA
kontrolni extrakt £ 60 NA
VERO LeIF A standard 1 500
hovézi leukocytovy IFN 412
kontrolni extrakt £ 12

MDBK = bunky hovézich ledvin

VERO = bunky ledvin africkych zelenych opic ("African green")

Hela = bunky lidského cervikdlniho karcinomu

RK-13 = bunky kréligich ledvin

Na = neaplikovatelné, nebol nedochdzi k dobré replikaci viru
v pfislusnych bunkdch
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Tabul k.a 4

Interferonovd Gc¢innost v extraktech E.coli

E.coli 294 IFN- BAaktivita IFN-A aktivita
transformované (jednotky/litr kultury) (jednotky/1 kultury)
Gcinkem: MDBK-VSV WISH-VSV

pIFN-ol1 1,0 . 108 nestanoveno

PIFN- /51 2,2 . 108 6,5 . 10°

PIFN- /52 1,1 . 108 3,5 . 10°

pIFN-/33 6,0 . 10° 2,0 . 10’

Bakteridlni extrakty byly pfipraveny a testovédny na interferonovou déinnost pouzitim
bunédnych linii hovézich 1ledvin (MDBK) a bun&&nych linii lidského amnionu (WISH) proti
VSV podle ditive publikovaného postupu (Wech a spol, 1981).

Slougeniny podle tohoto vyndlezu lze formulovat zndmymi zplsoby. Vyrdbéji se tak far-
maceuticky uzite&né prostfedky, které obsahuji zvifeci interferonové produkty podle vynd-
lezu ve smési s prijatelnym (pfijatelnymi) nosicéem (nosi&i). Vhodnd pojiva a jejich formu-
lace byly jiz dfive v literatufe popsdny. Takové prostfedky obsahuji efektivni mnoZstvi
interferonového proteinu podle vyndlezu spolu s vhodnym pojivem. Vyrdbi se tak prfijatelné
prostiedky, které jsou vhodné pro efektivni poddvéni znédmymi zplsoby, napfiklad parenterdl-
né, hostiteli.

Tomu je tfeba rozumét tak, Ze zvifeci interferony, které jsou zahrnuty v rozsahu toho-
to vyndlezu, existuji v pfirozenych alelickych variacich. Tyto variace mohou pfedstavovat
rozdil(y) v aminokyseling (aminokyselindch} v sekvenci nebo vynechdni, susbstituci, inser-
ci, inversi nebo adici aminokyselin(y) v sekvenci. V rozsahu tchoto vyndlezu jsou v3echny
takové alelické variace zahrnuty.

Je tfeba pripomenout, Ze tento vyndlez neni konstruovédn tak, aby byl uvedenymi zv1as-
té vhodnymi uspoféddédnimi omezen, ale je omezen pouze rozsahem pfipojeného predmétu vynadle-
zu.

PREDMET VYNALEZU

1. ZpGsob vyroby polypeptidu se sekvenci aminokyselin zvifeciho interferonu, vyznacu-
jici se tim, Ze se kultivuje mikroorganismus typu E.coli nebo kvasinek nebo buné&tnd kultu-
ra typu CHO bunécnd linie, transformované replikabilnim vektorem schopnym exprese DNA sek-
vence kodujici uvedeny polypeptid a vznikly polypeptid se izoluje.

2. Iplusob podle bodu 1, vyznacujici se tim, Ze se izoluje polypeptid bez prirozené
. glykosylace.

3. Ipusob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se izoluje polypeptid ve zralé formé.

4. Zpusob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se izoluje polypeptid typu hovéziho
interferonu.



CS 274401 B2

30%

20%

10%

QIERtEc
RN

3 .fnw
oo

f

obr. 1



CS 274401 B2

EcoRI
10 35 78 83

Bam HI
10 35 78 83

Obr. 2.

Hind TIT

10 35 78 83

— 2.1
— 1.6

—O0.7



CS 274401 B2

GGATCCACAGCATAAATGTGTTGTCACAATfTCACGGTGGGGGTAATTA%GAAAAAAAAAATCTCAGAAGAACTGTCAATAGGGGAAGGGGGGGCAATAATGAAAACAACGTTTGCGAA
5 100

ATGCTGTCCTAACCCATTTGAAGAGTACAA%CTGAAAAACAAAAACAAAAGTAGAAAGCAAGAGGGAACTTTCAGAAAAT%QAAACCATGGACTCCTATTTAAGACACAGACCTGAAGG
15 20

sl S10

: met ala pro ala trp ser leu leu leu ala
AAGGTCTTCAGAGAACCTAGAAAGCAGGTTCACAGAGTCACCCACCGCCCCAGGCCACAAG%ATCTTCAAGGTCCCCG ATG GCC CCA GCC TGG TCC CTC CTC CTG GCT
250 30

$20 s23 1 10°
leu leu leu leu ser cys asn ala ile cys ser leu gly CYS HIS LEU PRO HIS SER HIS SER LEU ALA LYS ARG ARG VAL LEU THR LEU
16 %TG CTG CTC AGC TGC AAC GCC ATC TGC TCT CTG GGC TGC CAC CTG CCT CAC TCC CAC AGC CTG GCC AAG AGG AGA GTC CTG ACA CTC
35 400

. 20 30 40
LEYU ARG GLN LEU ARG ARG VAL SER PRO SER SER CYS LEU GLN ASP ARG ASN ASP PHE ALA PHE PRO GLN GLU ALA LEU GLY GLY SER GLN
CTG CGA CAA CTG AS%G AGG GTC TCC CCT TCC TCC TGC CTG CAG GAC AGA AAT GAC TTC GCA TTC C%C CAG GAG GCG CTG GGT GGC AGC CAG
4 50

50 60 70
LEU GLN LYS ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HIS GLU VAL THR GLN HIS THR PHE GLN LEU PHE SER THR GLU GLY SER ALA ALA VAL TRP
TTG CAG AAG GCT CAA GCC ATC TC% GTA CTC CAC GAG GTG ACC CAA CAC ACC TTC CAG CTT TTC AGC ACA GAG G%C TCG GCC GCT GTG 166G
55 ' 60

80 90 100
ASP GLU SER LEU LEU ASP LYS LEU ARG THR ALA LEU ASP GLN GLN LEU THR ASP LEU GLN ALA CYS LEU ARG GLN GLU GLU GLY LEU PRO
GAT GAG AGC CTC CTG GAC AAG CTC CG6C ACT GCAS%IG GAT CAG CAG CTC ACT GAC CTG CAA GCC TGT CTG AGG CAG GAG GAG GG% CTG CCA
6 . 70

110 T 120 130
GLY ALA PRO LEU LEU LYS GLU ASP SER SER LEU ALA VAL ARG LYS TYR PHE HIS ARG LEU THR LEU TYR LEU GLN GLU LYS ARG HIS SER
GGG 6CT CCC CTG CTC AAG GAG GAC TCC AGC CTG GCT GTG AGG égp TAC TTC CAC AGA CTC ACT CTC TAT CTG CAA GAG AAG AGA CAC AGC
7

140 . 150 160 166Stop
PRO CYS ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLN VAL MET ARG ALA PHE SER SER SER THR ASN LEU GLN GLU ARG PHE ARG ARG LYS ASP 0P
CCTOéﬁT GCC TGG GAG GTT GTC AGA GCA CAA GTC ATG AGA GCC TTC TCT TCC TCA ACA AAC TTG CAG GAG AGA TTC AGG AGA AAG GAC TGA
8 850

CACACACCTGGTT%AACACGGAAATGATTCTCACGGACCAACAGACCACACTTCCTCCTGCGCTGCCATGTGGAAGACTCATTTCTGCTGTCATCAGGCACTGAACTGAATCAAITTGTT
90! 95 ' 1000

AAATGATTTCAGGTATATTATGTGACATCATGATCTACTCTACﬁpGCACTACTCTGTCCCAGATACTCAAGCTAATCCATCTACTTATTTATCTATTTGGTATTTATTTATCTAATTTAA
1050 1100

TATTTATTTATCTATATATAAAG&ATTAAATTATTTTGTTCATATAATTATGTATGTATAATTAATGGAAAAAIATATTTTGTATTTAGTCAATTTATGAGTTTTCTTCATTCATTAAAC
1150 ' 1200

CTT%pTATAAAAATCTTCCTTTGTTTTTCTTTAAAAAAGAAACATGAAGACTG%ATATGCAACTTGATTAAAGAATGCATTTTTATAATTCCTTCACCCATTTTTGTSATTTGCACATTA
125 130 1350

CAAATGGGGATTTTGGGGGGAT CTGACCGG%ACTTGGAAGCGACGAACCTGAAAGAAGGACACTCAGACAGTCTCTTGCA%GGACTGACAAGTTTATTTC
140 145

S Obr.3a
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BoIFN-a2

GAAAAAAATATCTAAAAGGCTCTGTGGGCAGAAGAAAGAAGAGCAACATGAAAAAAAAAATGATTGGGTAGTGCAGCCC
TAACCCACTGGAGAGTGCAAACTGAAAAGCAAAAACAAAAGTAGAAAATAAGAGGGAACTTTCACAAAGTGGAAACCAT
GGGCTCCTATTTAAGACACAGGCCTGAAGGAAGGTCTTCAGAGAATCTAGAGAGCAGGTTCACAGAGTCACCCACTGCC

S1 S10
met ala pro ala trp ser phe teu leu ala leu leu
CCAGGGCAGAAGCATCTGCAAGGTCCCCG  ATG GCC CCA GCC TGG TCC TTC CTC CT6 GCC CT6 CTG

S20 s23 1
leu leu ser cys asn ala ile cys ser leu gly cys his leu pro his thr his ser leu
CTG CTC AGC TGC AAC GCC ATC TGC TCT TT6 GGT TGC CAC CTG CCT CAC ACC CAC AGC CTG
10 20
pro asn arg arg val leu thr leu leu arg gln leu arg arg val ser pro ser ser Cys
CCC AAC AGG AGG GTC CTG ACA CTC CTG CGA CAA CTG AGG AGG GTC TCC CCT TCC TCC TGC
30 40 :
Yeu gln asp arg asn asp phe ala phe pro gin glu ala leu gly gly ser gin leu gln
CTG CAG GAC AGA AAT GAC TTT GCA TTC CCC CAG GAG GCG CTG GGT GGC AGC CAG TTG CAG
50 60
1ys ala gln ala ile ser val leu his glu val thr gln his thr phe gin leu phe ser
AMG GCT CAA GCC ATC TCT GTG CTC CAC GAG GTG ACC CAG CAC ACC TTC CAG CTC TTC AGC
70 80
thr glu gly ser ala ala val trp asp gln ser leu leu asp lys leu arg ala ala leu
ACA GAG GGC TCG GCC GCT GTG TGG GAC CAG AGC CTC CTG GAC AAG CTC CGA GCT GCA CTG
90 100
asp gin gin leu thr asp jeu gln ala cys leu arg gln glu glu gly leu arg gly ala
GAT CAG CAG CTC ACT GAC CTG CAA GCC TGT CTG AGG CAG GAG GAG GGG CTG CGA GGG GCT
110 120 '

pro leu leu lys glu asp ala ser leu ala val arg lys tyr phe his arg leu thr leu
CCC CTG CTC AAG GAG GAT GCC AGC CTG GCT GTG AGG AAA TAC TTC CAC AGA CTC ACT CTC

iiﬁ leu gln glu lys arg his ser pro cys gﬁg trp glu val val arg ala glu val met
TAT CTG CAA GAG AAG AGA CAC AGC CCT TGT GCC TGG GAG GTT GTC AGA GCA GAA GTC ATG
150 160 166

arg ala phe ser ser ser thr asn leu glin glu lys phe arg arg 1ys

AGA GCC TTC TCT TCT TCA ACA AAC TTG CAG GAG AAA TTC AGG AGA AAG GAC TGA CACACA
CCTGGTTCAACACGGAAATGATTCTCATGGACCAACAGACCACACTTCCTCCTGCACTGCCATGTGGAAGACTCTCAT
TTCTGCTGTCATTGCACCCTGAAATGAATCAATATGTCAAATGATTTCTGGAATATTAAGTAACATCATGTTCTACTC
TATAGGCAAAACAGATGCCGAAGCTCATCTATCTACATATTTAACTACTTGGACATTTATTTATTTATTTTAATATTT
ATTTAACTATTTATAAATATTTAAATTATTTTGTTGATAAAGTATTATGTATGTACATTTAGGGGAAAATGTATATTT
TGTATTTAGTCAGTTTATGATTTTTCTTCCTTTATTAAATTTTTACTGTAAAAGACTTACTTTGTTTTTTCGTTAAAA
CAGAGCCACCAAGCCTGAATGGCAGCTTGATTAAAAATTGCATTTTATGATTCCTTGAGCCCTTTTTAGGATCTGCAT
GTTAGAAGTAAAAATACTCTAGCTCTAGCTATGTTTTTTGTTGCTCTGAGGACCTTGAAGGGAACATAACCACTCCAG
TGCTTTTTGTAACTCTGATTTTTTTTTCAAAAAAAAGTAACCTAAAAACAACCATCAAAAAAAAAATCCATGCTfCAG

GATTTGATGAATTC

Obr.3b
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BoIFN-a3

GGATCCACAGCATAAATGTGTTGTCACAATTTCACGGTGGGGGTAATTAGTAAAAAAAAAAATTTCAGAAGACTCTGTC
AATAGGGGAAGGGGGGTCAATAATGAAAACAACGTTTGCAAAATGCTGTCCTAAACCCATTTGGAGAGTGCAAAATGAA
AAACAAAAACAAAAGTAGAAAGCAAGAGGGAACTTTCAGAAAATGGAAACCATGGGCTCCTATTTAACACACAGGCCTG
AAGGAAGGTCTTCAGAGAACCTAGAAAGCAGGTTCACAGAGTCACCCACCTCCCCAGGCCACAAGCATCTGCAAGGTCC

si S10 .
met ala pro ala trp ser leu leu leu ala leu leu leu leu ser cys asn ala ile
CCA ATG GCC CCA GCC TGG TCC TTA CTG CTG GCC CTG CTG CTG CTC AGC TGC AAT GCC ATC

S20 s23 1 10
cys ser leu gly cys his leu pro his thr his ile leu ala asn arg arg val leu met
TGC TCT CTG GGC TGC CAC CTG CCT CAC ACC CAC ATC CTG GCC AAC AGG AGG GTC CTG ATG

20 30
leu leu gly gln leu arg arg val ser pro ser ser cys leu gin asp arg asn asp phe
CTC CTG GGA CAA CTG AGG AGG GTC TCC CCT TCC TCC TGC CTG CAG GAC AGA AAT GAC TTT

40 50
ala phe pro gln glu ala leu gly gly ser gln leu gin lys ala gln ala ile ser val
GCA TTC CCC CAG GAG GCG CTG GGT GGC AGC CAG TTG CAG AAG GCT CAA GCC ATC TCT GTG

bl

60 70
leu his glu val thr gln his thr phe gln leu phe ser thr glu gly ser ala thr met
CTC CAC GAG GTG ACC CAG CAC ACC TTC CAG CTT TTC AGC ACA GAG GGC TCG GCC ACC ATG
80 90
trp asp glu ser leu leu asp 1ys leu arg asp ala leu asp gln gln leu thr asp leu
T6G GAT GAG AGC CTC CTG GAC AAG CTC CGC GAT GCA CTG GAT CAG CAG CTC ACT GAC CTG
100 110
gln phe cys leu arg gln glu glu glu leu gln gly ala pro leu leu lys glu asp ser
CAA TTC TGT CTG AGG CAG GAG GAG GAG CTG CAA GGA GCT CCC CTG CTC AAG GAG GAC TCC
120 130
ser leu ala val arg lys tyr phe his arg leu thr leu tyr leu gln glu lys arg his
AGC CTG GCT GTG AGG AAA TAC TTC CAC AGA CTC ACT CTC TAT CTG CAA GAG AAG AGA CAC
140 150
ser pro cys ala trp glu val val arg ala gln val met arg ala phe ser ser ser thr
AGC CCT TGT GCC TGG GAG GTT GTC AGA GCA CAA GTC ATG AGA GCC TTC TCT TCC TCA ACA
160 166
asn leu glin glu ser phe arg arg lys asp oP
AAC TTG CAG GAG AGT TTC AGG AGA AAG GAC TGA CACACACCTGGTTCAACACGGAAATGATTCTCATGG
ACCAACAGACCACACTTCCTCCTGCGCTGCCATGTGGAAGATTCATTTCTGCTGTCATCAGGCACTGAACTGAATCAA
TTTGTTAAATGATTTCAGGTATATTAAGCGACATCATGATCTACTCTACAGGCACTACTCTGTCCCGGATACTCAAGC
TAATCCATCTACTTATTTATCTATTTGGATATTTATTTATCTAATTTAATATTTATTTATCTATATATAAAGAATTAA
ATTATTTTGTTCATATAATTATGTATGTATACTTAAGGGAAAAATATATTTTGTATTTAGTCAATTTATGAGTTTTCT
TCATTCATTAAACCTTACTATAAAAATCTTCCTTTGTTTTTCTTTAAAAAAGAAAtATGAAGACTGAATACGCAACTT
GATTAAAGAATGCATTTTACAATTCCTTCACCCATGTTTGTGATTTCCACATTACAAGTGTTGGGGATTTTCTCCTCG

GGACTTGGAAGCGACGAACCTGAAAGAAGGACGGACAGTCTCTTGCAAGGACTGAC

Obr.3c



CS 274401 B2

BolFN—4d

TCTAGAAGGAAAAGAAACATGGGAGGAGCTCATGGACTCACAATAATCAGCCTCTTCTCTAAATCAAACACTCAAGAAA
ACCCATCCTTTGTTTCAAACAGTTTCTTTGCTAGAGTGACCTGGTAAATGCCTGATAAACACAGAGCCTGCCTTCCTAA
GTAAAGTAAGAAACAGAAATAAGCCTAGGATCAGGGCCAAAAATGTGTTCATGAACAGAAAAGAGCCACATTTACACAT
GAAGAGAAAAGTGATATGTTTGTACTTAGAAACCTACATCATTTCTAATGTAAGACAAAGACCTTTCTCATTTGATTGA
TARATATCCATTTGGATGGGTACATTTGAAGT TATTGGGAAATAGATAAAAGTAATAGTTTAGACTGATGACAATTTCT
TTGACCATATTCGGAATACATAAATGAAAATCAAAAAAGGAAGTACAAGTACACAGAAATGAC TAGAAAATGAAAATTA
CTGTGTTCCCTATTTAATGGCCTTGCTTAGAAAGCATGGCATCAGAGAACCTACCTCAAGGTTCCACCAGACGCTGTCT
s1 S10
met ala phe val leu ser leu leu met ala leu val
CAGCCAGCCCAGCAGCAGCCTCATCTTCCCC ATG GCC TTC GTG CTC TCT CTA CTG ATG GCC CTG GTG
S20 s23 1
leu val ser tyr gly pro gly gly ser leu gly cys asp leu ser pro asn his val leu
CTG GTC AGC TAT GGC CCG GGA GGA TCC CTG GGC TGT GAC TTG TCT CCG AAC CAC GTG CTG
10 20
val gly arg gln asn leu arg leu leu gly gln met arg arg leu ser pro arg phe cys
GTT GGC AGG CAG AAC CTC AGG CTC CTG GGC CAA ATG AGG AGA CTC TCC CCT CGC TTC TGT
30 ' 40
leu gln asp arg lys asp phe ala phe pro gln glu met val glu val ser gln phe gln
CTG CAG GAC AGA AAA GAC TTT GCT TTC CCC CAG GAG ATG GTG GAG GTC AGC CAG TTC CAG
50 60
glu ala gln ala ile ser val leu his glu met leu gln gln ser phe asn leu phe his
GAG GCC CAG GCC ATT TCT GTG CTC CAT GAG ATG CTC CAG CAG AGC TTC AAC CTC TTC CAC
70 . 80
lys glu arg ser ser ala ala trp asp thr thr leu leu glu gln leu leu thr gly leu
AAA GAG CGC TCC TCT GCT GCC TGG GAC ACT ACC CTC CTG GAG CAG CTC CTC ACT GGA CTC
90 100
his gln gin leu asp asp leu asp ala cys leu gly leu leu thr gly glu glu asp ser
CAT CAG CAG CTG GAT GAC CTG GAT GCC TGT CTG GGC CTG TTG ACT GGA GAG GAA GAC TCT
110 120
ala leu gly arg thr gly pro thr leu ala met lys arg tyr phe gln gly ile his val
GCC CTG GGA AGG ACG GGC CCC ACA CTG GCC ATG AAG AGG TAC TTC CAG GGC ATC CAT GTC
130 140
tyr leu gin glu lys gly tyr ser asp cys ala trp glu ile val arg leu glu ile met
TAC CTG CAA GAG AAG GGA TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA ATC GTC AGA CTG GAA ATC ATG
150 160
arg ser leu ser ser ser thr ser leu gln glu arg leu arg met met asp gly asp leu
AGA TCC TTG TCT TCA TCA ACC AGC TTG CAA GAA AGG TTA AGA ATG ATG GAT GGA GAC CTG
170 172
lys ser pro OP
AAA TCA CCT TGA CATGACTCTCACTGACTAAGATGCCCCATCATCTTTGCACACTCATCTGTGGCCATTTCAAAA
GACTCTGATTTCTGTTGTAGCCACAAAATTTATTGAATTACTTCAGCCAATACTTTGTCAGTAGTAAATGAATATACA
TAAATTTTTTTGGCTGCAGGTGCATCAGTCCCGAAGTGAAGACTGCCCTTATTTTATTGTTTGCTTATTTATTTTGTT
ATATTTATTCTTTTATTTCCTCATATTTATTTTTCCATATAAAATATTTTTGTTTACATTGTATTAAAATTTAACAAA
TACATTAACATTTTTATTTCATTATATTTGTAATTTGTTTTATTTATTAAATATTGTCAAGGTGAACTTCTTGAATTT
TTTTACCGTTTTATGTTTAGTTGCCAGGTAAAGTCTGATTCTTTTGTGACCCCATAGACTGTAGCCCACCAGGCTCCT

CTGTCCATGGGATGATCAGGCAAGACTACTGGAGTATGTTGCCATTTACAGGGGATCTCCCAACCAAGGATGAAATC

Obr.3d
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BoIFN-81

CS 274401 B2

AGTTTTAGAGGGCAACTAATAATTTAATGACATGGAAAAATGAAAGCGAGAACTGAAAGTGGGAAATTCCTCTGAAATA

GAAAGATGAGGGCCATGCTGTATAAGTAGCCCACACTAAGGACGAGGACATTCACTCTGCAAACCCTTGAAGACTCAGC

Si
met

thr tyr arg cys leu leu gln

TTCAGCACCTACTAGCAGAACAGGTAGCCCTGTGCCTGATTTCATC  ATG ACC TAC

S10
met val
ATG GTT

phe glin
TTC CAA

ser gln
TCT CAA

gin gln
CAG CAG

gly ile
GGC ATT

leu lys
CTT AAG

lys gln
AAG CAA

leu met
CTC ATG

gin ile

CAA ATA

leu leu
CTC CTG

10
gin arg
CAA CGT

30
his cys
CAT TGC

50
phe glin
TTC CAG

70
Teu thr
CTC ACC

90
glu leu
GAA CTC

110
asn ser
AAC TCC

130

gin tyr
CAG TAC

150
leu thr
CTC ACG

S20

leu cys phe ser thr thr ala leu ser
CTG TGT TTC TCC ACC ACA GCT CTT TCC

gln ser
CAG AGC

leu qlu
CTC GAG

1ys qlu
AAG GAA

arg asp
AGA GAC

tyr trp
TAT TGG

thr thr
ACT ACG

leu glu
CTG GAG

asn val

Teu 1ys giu cys

20
gin 1ys leu

1
arg ser
AGG AGC

CGa

tyr
TAC

leu gly gln

CTT AAA GAG TGT CAG AAA CTC CTG GGG

ala arg met asp
GCC AGG ATG GAC

asp ala ile leu
GAT GCC ATA TTG

phe ser ser thr
TTC TCC AGC ACT

gln met asn arg
CAG ATG AAT CGT

glu asp thr ile
GAA GAC ACG ATC

ser 1ys glu tyr
TCC AAG GAG TAC

ser phe leu met

40
phe gln met
TTC CAG ATG

60
val met tyr
GTC ATG TAT

80
gly trp ser
GGC TGG TCT

100
leu gln pro
CTG CAG CCA

120
val pro his
GTT CCC CAC

140
asp arg cys

pro glu
CCT GAG

glu val
GAG GTG

glu thr
GAG ACC

ile gln
ATC CAG

Teu gly
CTA GGG

ala trp

CAG

glu
GAG

leu
CTC

ile
ATC

1ys
AAG

lys
AAA

thr

TGC CTC CTC CAG

ser leu leu arg
AGC TTG CTT CGA

leu pro ser thr
TTA CCT TCA ACT

met lys gln qglu
ATG AAG CAA GAA

gln his ile phe
CAG CAC ATC TTC

ile glu asp leu
ATC GAG GAC CTC

glu ile met gin
GAA ATA ATG CAG

tyr tyr phe asn
TAT TAC TTC AAC

val val gln val

GAC AGG TGT GCC TGG ACA GTC GTG CAA GTG

160
arg leu thr

165

gly tyr val arg asp OP
AAC GTT TCT TTC CTG ATG AGA CTA ACA GGT TAC GTC CGT GAC TGA ACA

TCTCCCACCTGTGGCTCTGGGAAGGGACAATGTGACTTTGAGGTGAGACTCTTCACCCAGCAGAGGCTCTTGAAGTAA

CTGACAATGCAATGCACTGGATTTCAATGGACAGTTAAGACTAAGCTATTTTAAATTGATTTATGCATTATTTATTTA

TTTATTTAATGAGAAATAAATTATTTATCAAAATTTATTTAATGAGAAATAAATTATTTATGAAACAAAAGTCAACGT

GGCAGTTTCAATCTCAACTTGATTTATGTGACAACACATATTAAAAATTGCAGAGCACTTTGGAGACATTCATTGCAA

AACAAGCCTGCAGAGTAGTAGAGTTTCTGGCCCTGCCTTTGAGGCATTTAAAATACAAGGAAGCTGTTTGGAATGTCC

AAGTTATATGCATGCTCTCCATGT

Obr.9a
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BoIFN-82

TTTTAGCATTTAGCAATTCACTGAAAATTTACAAAAACATTAGAAATTCTCCCAGACTGTATATCTTTTTCCCCTTAAT
ACATATAAAATCAAAAAGCAAGGAGCTAAAAAGAAAAAGAGTTTTAGAGGTAACTAATCAACACAGGAGAACTAAAAAG
GAAACTGGAAAGTGGGAAATTCCTCTCCAATAGAAAGAATGGAGGGCCATGCTGTATAAGTAGCCCACACTCAAGAAGG
AAGGCCATTCACTCTGCAAACCCTTGAAGACTCAGCTTCAGCACCTACTAGCAGAACAGGCAGCCCTGTGCCTGATTTC

S1 S10
met thr his arg cys leu leu gln met val leu leu leu cys phe ser thr thr ala
ATC ATG ACC CAC CGG TGC CTC CTC CAG ATG GTT CTC CTG CTG TGT TTC TCC ACC ACA GCT

S20 1 10
leu ser arg ser tyr ser leu leu arg phe gin gin arg arg ser leu glu leu cys glin
CTT TCC AGG AGC TAC AGC TTG CTT CGA TTC CAA CAA AGG CGG AGC CTT GAG TTA TGT CAG

20 30
lys leu leu arg gln leu pro ser thr pro gin his cys leu glu ala lys met asp phe
AAA CTC CTG AGG CAG TTA CCT TCA ACT CCT CAA CAT TGC CTC GAG GCC AAG ATG GAC TTC

40 50
arg met pro glu glu met lys gln ala gin gin phe arg lys glu asp ala ile leu val
CGG ATG CCT GAG GAG ATG AAG CAA GCA CAG CAG TTC CGG AAG GAA GAT GCC ATA TTG GTC

60 70
ile tyr glu met leu gln gln ile phe asn ile leu thr arg asp phe ser ser thr gly
ATC TAT GAG ATG CTC CAG CAG ATC TTC AAT ATT CTC ACC AGA GAC TTC TCC AGC ACT GGC

80 90
trp ser glu thr ile ile glu asp leu leu glu glu Teu tyr glu gln met asn his leu
TGG TCT GAG ACC ATC ATC GAG GAC CTC CTT GAG GAA CTC TAT GAG CAG ATG AAT CAT CTG

100 110
qlu pro ile gin lys glu ile met gln lys gln asn ser thr met gly asp thr thr val
GAG CCA ATC CAG AAG GAA ATA ATG CAG AAG CAA AAC TCC ACT ATG GGA GAC ACA ACC GTT
120 130
leu his leu arg lys tyr tyr phe asn leu val gin tyr leu lys ser 1ys glu tyr asn
CTT CAC CTG AGG AAA TAT TAC TTC AAC CTC GTG CAG TAC CTA AAG TCC AAG GAG TAC AAC
140 150
arg cys ala trp thr val val arg val gin ile leu arg asn phe ser phe leu thr arg
AGG: TGT GCC TGG ACA GTC GTG CGA GTG CAA ATA CTC AGG AAT TTT TCT TTC CTG ACG AGA
160 165
Teu thr gly tyr leu arg glu OP
CTA ACA GGT TAC CTC CGT GAA TGA ACATCTCCCACCTGTGGCTCTGGGATTGACAATGTGACTTTGAGGTGA
GACTCTTCACCCAGTAGAGGCTCTTGAAGTAACTGACAATGCAATGCAATGGACAGTTAAATACTGTAAGCTATTTTT
AAATTGATTTATGCATTATTTATTTATTTAAACTTTTATATGGGAAATAAATTATTTATGAAACAAAATTGAACATGG

CAGTTTTAATGTCAACTTGATTGATGTGACAACATATATTAAAAATTGGCGAGCACCCTGGAGACATTTATTGCAAAA

Obr.9b



BoIFN-B3

CS 274401 B2

TTGCATAAGAGGCTATTTAGTCCTCTTCTACTTTCTGCCAAAGTTATAGAGGCAACGAATAATTTAAATGACAAAGGAA

AACTGAAAGGGAGAACTGAAAGTGGGAAATCTCTCCGAGGGCCATCCTATATAAGTAGCCCACACTCAAGGAGGAAGGC
CATTCACTCTGCAAGCCCTTGAAGACTCAGCGTCAGCATCTACTAGCAGAACGGGCAGCCCTGTGCCTGTTTTCATC

S1
met
ATG

ser
TCC

20
leu
CT1C

40
val
GTC

60

tyr
TAT

80
ser
TCT

100
pro
~ CCA

120
his
CAC

140
cys
TGT

160
thr
ACA

thr tyr
ACC TAC

1
arg ser
AGG AGC

leu qly
CTG GGG

pro glu
CCT GAG

glu met
GAG ATG

glu thr
GAG ACC

ile gln
ATC CAG

leu lys
CTG AAG

ala trp
GCC TGG

ala ser
GCT TCC

arg cys leu
CGG TGC CTC

tyr ser leu
TAC AGC TTG

gin Teu his
CAG TTA CAT

glu met asn

GAG ATG AAC

leu gln 91n
CTC CAG CAG

ile ile glu
ATC ATT GAG

lys qlu ile
AAG GAA ATA

lys tyr tyr
AAG TAT TAC

thr val val
ACA GTC GTG

165
leu arg asp
CTC CGT GAC

leu
CTC

leu
CTC

ser
TCA

gln
CAA

ile
ATC

asp
GAC

met
ATG

phe
TTC

arg

pro
CCaG

arg
AGA

thr
ACG

ala
GCA

phe
T7C

leu
CTC

gin
CAG

asn
AAC

val

met
ATG

phe
T7C

pro
CCT

gin
CAG

asn
AAT

leu
CTT

glu
GAG

leu
CTC

gin

CGA GTG CAA

opP -

S1o
val
GTT

gln
CAG

gin
CAA

gin
CAG

ile
ATT

val
GTG

gln
CAA

val.

GTG

ile

leu leu leu
CTC CTG CT6G

10
gln arg arg
CAA AGG CGG

30
his cys leu
CAT TGC CTC

50
phe arg 1ys
TTC CGG AAG

70
leu thr arg
CTC ACC AGA

90
glu leu tyr
GAA CTC TAT

110
asn phe thr
AAC TTC ACC

130
gln tyr leu
CAG TAC CTG

150
leu thr asn

cys phe ser thr thr ala

TGT

ser
AGC

glu
GAG

glu
GAA

asp
GAC

gly
GGG

met
ATG

glu
GAG

phe

ATA CTC ACG AAC TTT

TTC TCC

ala glu
GCT GAG

ala lys
GCC AAG

asp ala
GAT GCC

phe ser
TTC TCC

gln met
CAG ATG

gly asp
GGG GAC

ser lys
TCC AAG

ser phe

ACC

val
GTG

met
ATG

ile
ATA

ser
AGC

asn
AAT

thr
ACA

glu
GAG

Teu

ACA

cys
TGT

asp
GAC

leu
TTG

thr
ACT

arg
Cat

thr
ACC

tyr
TAC

met

GCT

gln
CAG

phe
TTC

val
GTC

gly
GGC

leu
CTG

val
GTT

asn
AAC

arg

TCT TTC CTG ATG AGA

S20
leu
CTT

lys
AAA

gln
CAA

ile
ATC

trp
T56

gin
CAG

leu
CTT

arg
AGG

leu
CTA

TGA ACACCTCCCACCTGTGGCTCTGGGAAGGGACAATGTGACTTTGAGCTGAGA

TGCTTCAGCCAGCAGAGGCTCTTAAAGTAACTGACAGTGCAATGCACGATTTCAATGAACAATAAAGACTAAGCTATT

TTTAAATTGATTTATGCGTTATTTCATTCATTTAAACTTTTATGTGAGAAATAAAT

Obr.9c
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