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Spos6b wytwarzania polipeptydu typu IFN-B

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania polipeptydu typu IFN-8 podobnego do
ludzkiego interferonu z fibroblastéw.

W ponizszej czesci opisu uzywa si¢ nomenklatury interferonu opublikowanej w Nature, 286,
2421 (10 lipca 1980). Zastepuje ona nomenklature uzywang we wcze$niejszych opisach zgloszen
patentowych, ktére stanowia dokumenty pierwszenstw dla niniejszego zgtoszenia.

I tak, np. IF oznacza si¢ obecnie IFN, a interferon z fibroblastéw jest obecnie oznaczany
IFN-B. :

Jak wiadomo, istniejg dwie klasy interferonéw. Interferony klasy I majg matla czasteczke i sa
(gliko) proteinami stabilnymi w $rodowisku kwa$nym, nadajagcymi komérkom oporno$¢ na
zakazenie wirusowe (A. Isaacs i J. Lindenmann, , Virus Interference I. The Interferon”, Proc.
Royal Soc. Ser. B, 147, 258 — 267 (1957) i W.E. Stewart, II, The Interferon System, Springer-
-Verlag (1979) (w ponizszej czgéci opisu , The Interferon System”). Interferony klesy II sg labilne
w §rodowisku kwa§nym. Sg one, jak dotad, stabo scharakteryzowane. Interferony, aczkolwiek sa
w pewnym stopniu komdrkowo-swoiste (The Interferon System, str. 135—145), nie sg jednak
wirusowo — swoiste. Chronia one komdrki przed wirusami w szerokim zakresie.

Ludzkie interferony (,HulFN") zostaly sklasyfikowane w trzech grupach: a, 8 i -v. HuIFN-
czyli interferon z fibroblastéw tworzy si¢ po odpowiedniej indukcji komérek fibroblastéw ludz-
kich. Tworzy si¢ on réwniez, aczkolwiek w mniejszych ilosciach, w komérkach limfoblastoidal-
- nych, lacznie z wigkszg iloScia HUIFN-B. Tworzony przez te komérki IFN-8 poddano eksten-
sywnemu oczyszczaniu i zostal on scharakteryzowany (E. Knight, jr., ,Interferon: Purification
And Initial Characterization From Human Diploid Cells”, Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 73,
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520—523 /1976/). Jest on gliko-proteing o masie czasteczkowej okoto 20 000 (M. Wiranowska-
-Stewart i wsp., ,,Contributions Of Carbohydrate Moieties To The Physical And Biological Pro-
perties Of Human Leukocyte, Lymphoblastoid And Fibroblast Interferons”, Abst. Ann. Meeting
Amer. Soc. Microbiol., str. 246 (1978). Jest on heterogenny pod wzgledem wielkosci czasteczki,
co prawdopodobnie powoduja ugrupowania wgglowodanowe czasteczki.

Opublikowano réwniez sklad aminokwasowy naturalnego ludzkiego interferonu z fibrobla-
stow (E. Knight, jr i wsp., ,Human Fibroblast Interferon: Amino Acid Analysis And Amino-
-Terminal Amino Acid Sequence”, Science, 207, 525—526 /1980/). Takze, istnieje postep w
wyjas$nianiu sekwencji aminokwaséw naturalnego ludzkiego interferonu z fibroblastéw. Do
chwili obecnej opublikowano sekwencje 13 aminokwaséw konica NH; naturalnego dojrzaltego
biatka: Met — Ser — Tyr — Asn — Leu — Leu — Gly — Phe — Leu — GIn — Arg — Ser —
Ser... (E. Knight, jr i wsp., supra).

Doniesiono, ze dwa rézne geny, jeden zlokalizowany w chromosomie 2, a drugi w chromo-
somie 5, kodujag IFN-B (D.L. Slate i F.H. Ruddle, , Fibroblast Interferon In Man Is Coded By
Two Loci On Separate Chromosomes”, Cell, 16, 171—180 /1979/). Tym niemniej, wyniki innych
badan wskazuja na to, Zze gen IFN-8 jest zlokalizowany w chromosomie 9 (A. Medger i wsp.,
LJInvolvement Of A Gene On Chromosome 9 In Human Fibroblast Interferon Production”,
Nature, 280, 493—495 /1979/).

Chociaz naturalny HuIFN-g jest glikozylowany, usuniecie ugrupowania wgglowodorowego

(P.J. Bridgen i wsp., ,Human Lymphoblastoid Interferon”, J. Biol. Chem., 252, 6585—6587,
/1977/) lub synteza IFN-B w obecnoéci inhibitoréw, co oznacza wykluczenie glikozylacji (W.E.
Stewart, II i wsp., ,Effect of Glycosylation Inhibitors On The Production And Properties of
Human Leukocyte Interferon”, Virology, 97, 473—476 (1979), J. Fujisawa i wsp., ,Nonglycosyla-
ted Mouse L Cell Interferon Produced By T.he Action Of Tunicamycin”, J. Biol. Chem., 253,
8677—8679 (1978), E.A. Havell i wsp., ,Altered Molecular Species Of Human Interferon Produ-
ced In The Presence Of=Inhibitors of Glycosylation”, J. Biol. Chem., 252, 4425—4427 (1977), The
Interferon System, str. 181) daje czasteczke mniejsza od IFN-B. Zachowuje ona wigkszo$é¢, lub
cato$¢, aktywnosci IFN-8.

HulFN-8 podobnie do wielu bialek ludzkich, moze by¢ polimorficzny. Tak wigc, komédrki
poszczegllnych osobnikéw moga wytwarzaé interferony nalezace ogdlnie do klasy IFN-8, o
podobnym dziataniu fizjologicznym, lecz strukturalnie rézniace si¢ nieco od prototypu klasy,
ktérej sa czgécig. Aczkolwiek struktura biatka IFN-8 moze byé okre§lona w stopniu wystarczaja-
cym, to jednak poszczegdlne osobniki moga wytwarzaé interferony nieco odmienne.

INF-8 nie jest zazwyczaj wykrywalny w normalnych, czyli zdrowych komérkach (The Inter-
feron System, str. 55—57). Biatko to wytwarzane jest w wyniku zetknigcia si¢ komdrki z indukto-
rem IFN. Induktorami interferonu sg zwykle wirusy, lecz mogg byé nimi takze induktory o
charakterze niewirusowym, takie jak naturalne lub syntetyczne dwuniciowe RFN, §r6dkomér-
kowe drobnoustroju, produkty bakteryjne i r6zne czynniki chemiczne. Wiele uwagi po$wi¢cono
postgpom w badaniach tych niewirusowych induktoréw nadajacych ludzkim komérkom opor-
no§¢ na zakazenie wirusowe (S. Baron i F. Dianzani, wyd., Texas Reports On Biology And
Medicine, 35 (,Texas Reports”), 528—540 /1977/). Prace te zostaly uwieniczone niezbyt wielkim
powodzeniem. Totez, za korzystne uwaza si¢ obecnie uzycie egzogennego HulFN-g.

W leczeniu interferonem, skierowanym przeciw wirusom, nowotworom lub rakom, stosuje
sie¢ rézne rezimy dawkowania i rézne drogi podawania (The Interferon System, str. 305—321).
Np. interferon mozna skutecznie podawaé doustnie, wprowadza¢ dozylnie, domigéniowo, dono-
sowo, doskdrnie i domig§niowo, oraz w postaci kropli do oczu, masci i do rozpylania. Zazwyczaj
podaje si¢ go 1—3 razy dziennie w dawkach 10*—10’ jednostek. Postep leczenia zalezy od
pacjenta i jego stanu. Np. zakazenie wirusowe leczy si¢ zwykle dawkami podawanymi 1 raz
dziennie lub 2 razy dziennie w ciggu kilku dni do dwéch tygodni, a nowotwory lub raki leczy si¢
zwykle dgwkami podawanymi 1 raz dziennie lub kilka razy dziennie w ciagu kilku miesigcy lub
lat. Najskuteczniejszy sposdb leczenia musi, oczywiScie, dla danego pacjenta okre$li¢ opiekujacy
si¢ nim lekarz, bioragc przy wyborze drogi podawania i rezimu dawkowania pod uwage takie
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dobrze znane czynniki, jak przebieg choroby, dotychczasowy sposéb leczenia i odpowied?
pacjenta na interferon,

Jako czynnika przeciwwirusowego uzywano HulFN do leczenia zakazer drég oddechowych
(Texas Reports, str. 486—496), zapalenia rogéwki spowodowanego wirusem opryszczki pospoli-
tej (Texas Reports, str. 497—500, R. Sundmacher, ,Exogenous Interferon in Eye Diseases”,
International Virology IV, Haga, Abstract nr W 2/11, str. 99 /1978/), ostrego krwotocznego
zapalenia spojowek (Texas Reports, str. 501—510), zapalenia rogéwki i spojéwki spowodowa-
nego adenowirusem (A. Romano i wsp., ISM Memo I-A 8131 /paZdziernik 1979/), zakazen
spowodowanych przez wirus ospy wietrznej-pdtpasca (Texas Reports, str. 511—515), cytomegali-
cznej choroby wtretowej (Texas Reports, str. 523—527) i zapalenia watroby typu B (Texas
Reports, str. 516—522). Patrz takze The Interferon System, str. 307—319. Tym niemniej, uzycie
IFN jako czynnika przeciwwirusowego na duzg skale wymaga wigkszych ilosci IFN, obecnie
niedostgpnych. ‘

Oprdcz dziatania przeciwwirusowego IFN wywiera réwniez inne wptywy. Np. jest on antago-
nista dziatania czynnika stymulujacego rozwéj kolonii, hamuje wzrost komérek krwiotwérczych
tworzacych kolonie i interferuje z normalnym réznicowaniem si¢ prekursoréw granulocytéw i
makrofagéw (Texas Reports, str. 343—349). Hamuje réwnieZ erytroblastyczne r6znicowanie si¢
komorek biataczki Frienda potraktowanych DMSO (Texas Reports, str. 420—428). Wazne jest
to, ze niektore linie komérkowe moga byé znacznie bardziej wrazliwe pod tym wzgledem na
HulFN-B niz na HulFN-« (S. Einhorn i H. Strander, ,Is Interferon Tissue-Specific 7 — Effect
Of Human Leukocyte And Fibroblast Interferons On The Growth Of Lymphoblastoid And
Osteosarcoma Cell Lines”, J.Gen. Virol., 35, 573—577 /1977/, T. Kuwata i wsp., ,Comparison
Of The Suppresion Of Cell And Virus Growth In Transformed Human Cells By Leukocyte And
Fibroblast Interferon”, J.Gen. Virol., 43, 435—439 /1979/).

IFN gra réwniez rol¢ w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Np., w zalezno$ci od dawki i
czasu podania w stosunku do antygenu, IFN moze byé zar6wno immunopotencjatorem, jak i
immunosupresorem in vivo i in vitro (Texas Reports, str. 357—369). Poza tym, zaobserwowano,
ze swoiscie uczulone limfocyty wytwarzaja IFN po kontakcie z antygenem. Ten indukowany
antygenem IFN moze by¢ regulatorem odpowiedzi immunologicznej, wplywajac zar6wno na
poziom antygenu w kraZeniu, jak i na ekspresj¢ odporno$ci komdrkowej (Texas Reports, str.
370—374). Wiadomo réwniez, ze IFN zwigksza aktywnoé¢ limfocytéw zabijajacych i komdrek
wykazujacych cytotoksycznoéé zalezng od przeciwcial (R.R. Herberman i wsp., ,Augmentation
By Interferon Of Human Natural And Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity”,
Nature, 277, str. 221—223 /1979/, P. Beverley i D. Knight, ,Killing Comes Naturally”, Nature,
278, 119—120 /1979/, Texas Reports, str. 375—380, J.R. Huddlestone i wsp. ,Induction And
Kinetics Of Natural Killer Cells in Humans Following Interferon Therapy”, Nature, 282,
417—419 /1979/, S. Einhorn i wsp., ,Interferon And Spontaneous Cytotoxicity In Man. II.
Studies In Patients Receiving Exogenous Leukocyte Interferon”, Acta Med. Scand. 204, 477—483
/1978/). Obydwa te rodzaje komdrek sa bezposrednio lub posrednio zaangazowane w ataku
immunologicznym na komérki nowotworowe.

Tak wigc, oprécz uzytecznoéci jako czynnik przeciwwirusowy, HuIFN ma potencjalne zasto-
sowanie lecznicze przeciw nowotworom i przeciw rakom (The Interferon System, 319—321 i
394—399). Wiadomo obecnie, ze interferony wplywaja na wzrost réznego rodzaju nowotworéw
u licznych zwierzat (The Interferon System, str. 292—304). Wydaje si¢ Ze sa one, podobnie do
innych czynnikéw przeciwnowotworowych, najbardziej skuteczne wobec matych nowotworéw.
Dziatanie przeciwnowotworowe ludzkiego IFN zalezy od dawkowania i czgstotliwosci podawa-
nia, zawsze jednak jest wykazywane ponizej toksycznego poziomu interferonu. Zgodnie z tym
byly i sa kontynuowane liczne badania wlaéciwoéci przeciwnowotworowych i przeciwrakowych
HulFN i préby kliniczne. Nalezy do nich legzenie szeregu zto§liwych choréb, takich jak migsak
koéci, ostra biataczka szpikowa, szpiczak mnogi i choroba Hodgkinsa (Texas Reports, str.
429—435). Oprécz tego wykazano ostatnio, z¢ HUIFN-8 powoduje miejscowg regresj¢ nowotwo-
réw, kiedy wstrzyknie si¢ go do podskdérnych gruczotéw, w ktérych toczy sig proces nowotwo-
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rowy u pacjentéw z czerniakiem i rakiem piersi (T. Nemoto i wsp., ,Human Interferons And
Intralesional Therapy Of Melanoma And Breast Carcinoma”, Amer. Assoc. For Cancer Re-
search, Abs nr 993, str. 246 /1979/. Aczkolwiek wyniki badan klinicznych sg zachgcajace,
przeszkodg w przeciwnowotworowym i przeciwrakowym zastosowaniu IFN-8 jest czgsto brak
odpowiedniego zaopatrzenia w oczyszczony IFN-8.

Istotne jest, ze niektdre linie komdrkowe, oporne na wptyw IFN-o na komoérki, pozostaja
wrazliwe na IFN-8. To zréznicowanie efektu sugeruje, ze IFN-B8 mozna uzytecznie zastosowaé
przeciw réznym rodzajom opornych komérek nowotworowych, pojawiajacych si¢ pod wybidr-
czym naciskiem u pacjentéw, ktérym podaje si¢ wysokie dawki IFN-a (T. Kuwata i wsp., supra,
A.A. Creasy i wsp., ,The Role of Go—G; Arrest In The Inhibition Of Tumor Cell Growth By
Interferon”, Abstracts, Conference On Regulatory Functions Of Interferons, N.Y. Acad. Sci. nr
17 /723—26 pazdziernika 1979/).

Na poziomie biochemicznym IFN indukujg tworzenie co najmniej 3 biatek: kinazy biatkowej
(B. Lebleu i wsp., ,Interferon, Double-Stranded RFA And Protein Phosphorylation”, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 73, 3107—3111 /1976/, A.G. Hovanessian i I.M. Kerr, (The (2’—5’) Oligoade-
nylate (ppp A2'—5A2'—5’A) Synthetase And Protein Kinase(s) From Interferon-Treated Cells”,
Eur. J. Biochem., 93, 515—526 /1979/, polimerazy (2'—5’)-oligo (A) (A.G. Hovanessian i wsp.,
~Synthesis Of Low-Molecular Weight Inhibitor Of Protein Synthesis With Enzyme From
Interferon-Treated Cells”, Nature, 268, 537—539 /1977/, A.G. Hovanessian i I.M. Kerr, Zur. J.
Biochem., supra) oraz fosfodiesterazy (A. Schmidt i wsp., ,,An Interferon-Induced Phosphodie-
sterase Degrading (2'—5’) oligoizoadenylate And The C-C-A Terminus Of tRNA”, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 76, 4788—4792 /1979/).

Okazuje sig¢, ze zarowno IFN-8 jak i IFN-a sg kluczowymi zwigzkami w podobnych drogach
metabolicznych (C. Baglioni, ,Interferon-Induced Enzymatic Activities And Their Role In The
Antiviral State”, Cell, 17, 255—264 /1979/ i jest mozliwe, Ze oba moga mie¢ wspdlny aktywny
rdzen, gdyz oba rozpoznaja receptor komdérkowy kodowany przez chromosom 21 (M. Wira-
nowska-Stewart, ,,The Role Of Human Chromosome 21 In Sensitivity To Interferons”, J. Gen.
Virol., 37, 629—634 /1977/). Obecnoé¢ jednego, lub wigcej, tych enzymdéw w komérkach potrak-
towanych IFN powinna pozwoli¢ na dalsza charakterystyke bialek o aktywnosci podobnej do
aktywnoséci IFN.

Obecnie HulFN-B jest w ludzkich liniach komérkowych w hodowli komdérkowej. Jest to
kosztowny proces o niskiej wydajno$ci. Jeden z wigkszych producentéw wytwarza tylko
40—50 X 10° jednostek surowego IFN-B na rok (V.G. Edy i wsp., ,Human Interferon: Large
Scale Production In Embryo Fibroblast Cultures”, w Human Interferon (W.R. Stinebring i P.J.
Chapple, wyd. ), Plenum Publishing Corp., str. 55—60 /1978/). Po oczyszczeniu przez adsorpcije
na kulkach szklanych o kontrolowanej wielko$ci poréw, z surowych ekstraktéw komdérkowych
mozna odzyskaé z 50% wydajnoécia IFN-8 o aktywnos$ci wasciwej 10° jednostek/mg (A. Billiau
i wsp., ,Human Fibroblast Interferon For Clinical Trials: Production, Partial Purification And
Characterization”, Antimicrobial Agents And Chemotherapy, str. 49—55 /1979/). Dalszego
oczyszczania do aktywno$ci wtaéciwej okoto 10° jednostek/mg mozna dokonaé z wydajnoécia
okoto 100% za pomoca chromatografii powinowactwa wykorzystujacej chelatowanie cynkiem
(A. Billiau i wsp., ,Production, Purification And Properties Of Human Fibroblast Interferon”,
Abstracts, Conference On Regulatory Functions Of Interferons, N.Y. Acad. Sci., nr 29 (23—26
pazdziernika, 1979). Poniewaz aktywno$¢ wilasciwa HulFN-B jest tak wysoka, ilo§¢ IFN-B
wymagana w handlowych zastosowaniach jest niska. Np. 100 g czystego IFN-B zapewnitoby od 3
milionéw do 30 milionéw dawek.

Ostatnie postgpy w biologii molekularnej umozliwiaja wprowadzanie do komérek bakteryj-
nych DNA kodujacego specyficzne niebakteryjne biatka eukariotyczne. Ogélnie, w przypadku
DNA innego niz wytworzony na drodze syntezy chemicznej, konstrukcja czasteczki takiego
rekombinantowego DNA obejmuje nastgpujgce stadia: tworzenie jednoniciowej kopii DNA
(cDNA) na matrycy oczyszczonego informacyjnego RNA (mRNA) dla pozgdanego biatka, kon-
wersja cDNA do dwuniciowego DNA, wiaczenie DNA w odpowiednie miejsce odpowiedniego
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nos$nika klonujacego z utworzeniem czasteczki rekombinantowego DNA i transformacja odpo-
wiednicj komorki-gospodarza odpowiednia rekombinantowa czasteczka DNA. Transformacja
taka powinna pozwoli¢ gospodarzowi na wytwarzanie zgdanego bialka. Z udziatem E. coli
utrzymano kilka niebakteryjnych genéw i biatek przy zastosowaniu technologii rekombinanto-
wego DNA. Nalezy do nich np. IFN-a (S. Nagata i wsp., ,Synthesis In E.coli Of A Polypeptide
With Human Leukocyte Interferon Activity”, Nature, 284, 316—320 /1980/). Oprécz tego, tech-
nologi¢ rekombinantowego DNA zastosowano do tworzenia plazmidu zawierajacego, jak to
mozna sadzi¢, sekwencj¢ genowa kodujaca IFN-B (T. Taniguchi i wsp., ,Construction And Iden-
tification Of A Bacterial Plasmid Containing The Human Fibroblast Interferon Gene Sequence”,
Proc. Japan Acad. Ser. B, 55, 464—469 /1979/).

Tym niemniej, zaden z poprzednich opiséw nie podaje istotnej sekwencji genowej IFN-8 i w
zadnym nie poréwnano tej sekwencji z poczatkows sekwencja aminokwaséw, czyli sktadem ami-
nokwasowym naturalnego IFN-B. Poprzednia praca jest poS§wigcona tylko IFN-a, kt6ry nalezy
do klasy I interferonéw, rdézniacej si¢ od IFN-8 chemicznie, biologicznie i immunologicznie
(supra). Ostatnie doniesienie jest oparte wylacznie na danych dotyczacych hybrydyzacji. Dane
takie nie sg wystarczajace do okreflenia, czy wyselekcjonowany klon zawiera catkowita lub
istotng sekwencj¢ kodujaca IFN-8 albo czy klonowana sekwencja genowa bedzie w komdrce
bakteryjnej zdolna do ekspresji IFN-B. Na podstawie hybrydyzacji mozna ustali¢ tylko to, ze
wprowadgony odcinek DNA jest w pewnym stopniu homologiczny i komplementarny z mRNA
bedacym skladnikiem poli(A) RNA, ktéry indukuje aktywnoéé interferonu po wprowadzeniu do
oocytéw. Ponadto, stopien homologii jest zalezny od warunkéw hybrydyzacji wybranych dla
screeningu. Tak wigc, na podstawie samej hybrydyzacji z mRNA bgdacym sktadnikiem poli(A)
RNA nie mozna udowodnié, ze wyselekcjonowana sekwencja DNA jest sekwencja kodujaca
HulFN—g lub polipeptyd o immunologicznej i biologicznej aktywno$ci HuIFN-8, albo, ze ta
sekwencja bedzie uzyteczna w wytwarzaniu tych polipeptydéw przez odpowiednich gospodarzy.

Na seminarium w Zurychu 25 lutego 1980 r. Taniguchi stwierdzil, Ze oznaczyt on sekwencje
w jednym ze swych zhybrydyzowanych klonéw. Doniést takze, ze pierwszych 13 aminokwaséw
kodowanych przez t¢ sekwencj¢, byly to takie same aminokwasy, jakie oznaczyt Knight i wsp.,
supra, w przypadku naturalnego HulFN-B. Taniguchi nie ujawnil peilnej sekwencji nukleotydo-
wej swego klonu, ani nie poréwnat jej ze sktadem aminokwasowym dla naturalnego HuIFN-B.
Pézniej Taniguchi opublikowat petna sekwencj¢ nukleotydowa swego zhybrydyzowanego klonu
(T. Taniguchi i wsp., Gene, 10, 11—15 /1980/). Sekwencja ta rozni si¢ jednym nukleotydem od
opisanej i zastrzezonej w brytyjskim zgloszeniu patentowym nr 8 011 306, ztozonym 3 kwietnia
1980, w stosunku do ktdérego niniejszy opis zastrzega pierwszenistwo. Sekwencja aminokwasowa
opublikowana przez Taniguchi jest identyczna z sekwencjg opublikowang i zastrzeZong w powyz-
szym zgloszeniu patentowym. Taniguchi nie opublikowat takze do czasu zloZenia brytyjsklego
zgtoszenia patentowego nr 80.18701, zgltoszonego 6 czerwca 1980, w stosunku do ktdérego niniej-
szy opis zastrzega pierwszenstwo, stwierdzenia, ze w komérkach odpowiedniego gospodarza
zachodzi ekspresja polipeptydu wykazujacego immunologiczng lub biologiczng aktywno$éé
HulFN-B. Taka ekspresja w komodrkach gospodarza polipeptydu (polipeptydéw) wykazujacego
(wykazujacych) immunologiczng lub biologiczng aktywno$§¢ HulFN-B, oraz odpowiednie spo-
soby, polipeptydy, geny i rekombinantowe czasteczki DNA, zostata stwierdzona w ramach pracy
stanowigcej przedmiot niniejszego wynalazku.

Niniejszy opis nie jest wynikiem sugestii Research Disclosure nr 18309, str. 361—362 (1979)
przygotowywania czystego lub zasadniczo czystego mRNA IFN-a przed préba klonowania genu
IFN lub wytwarzania polipepetydéw podobnych do interferonu z fibroblastéw w komoérkach
bakteryjnych gospodarzy.

W koficu, nalezy zauwazyé, ze wyselekcjonowanie sekwencji DNA, lub konstrukc;a cza-
steczki DNA, ktéra hybrydyzuje z mRNA z poli(A) RNA, ktéry to mRNA doprowadza z oocy-
tach do aktywno$ci HulFN, nie jest wystarczajacym dowodem, Zze sekwencja DNA lub hybry-
dowy odcinek wiaczony do czasteczki rekombinantowego DNA, odpowiada HulFN. Natomiast,
przy braku mozliwo$ci pordwnania sekwencji aminokwasowej kodowanej przez okres$long sek-
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wencje DNA i sekwencji aminokwasowej naturalnego biatka, jedynie tworzenie polipeptydu
wykazujgcego immunologiczng lub biologiczng aktywno$é HulFN moze istotnie dowieéé, ze
wyselekcjonowana sekwencja DNA lub skonstruowana rekombinantowa czasteczka DNA od-
powiada HulFN. Wazniejsze jest, ze dopiero po wykazaniu tej aktywnos$ci HuIFN mozna uzyte-
cznie zastosowac sekwencje DNA, rekombinantowg czasteczke¢ DNA lub pokrewne sekwencje do
selekcji innych sekwencji odpowiadajacych HuIFN albo do tworzenia zrekombinowanych czaste-
czek DNA zdolnych do ekspresji immunologicznej lub biologicznej aktywno$ci HuIFN-S.

Na podstawie powyzszej czg¢éci opisu mozna ocenié, ze problem wytwarzania HuIFN-8 z
uzyciem techniki rekombinowanego DNA rézni si¢ od jakichkolwiek z opisanych powyzej spo-
sobow. Tak wigc, okre§lona sekwencja DNA o nieznanej strukturze, kodujaca z ekspresja
HulFN-B8 w komdérkach odpowiedniego gospodarza, musi by¢, w celu uzycia do wytwarzania
HulFN-B stwierdzona i wydzielona z bardzo ztozonej mieszaniny sekwencji DNA. Dalej, prob-
lem zlokalizowania i wydzielenia jest utrudniony przez przewidywane bardzo niskie st¢Zenie
zadanej sekwencji DNA w zloZonej mieszaninie i brak skutecznych §rodkéw do szybkiej analizy

“licznych sekwencji DNA mieszaniny w celu wyselekcjonowania i wydzielenia zadanej sekwencji.

Przez zastosowanie sposobu wedtug wynalazku mozliwe jest otrzymanie polipeptydu wyka-
zujacego immunologiczng lub biologiczna aktywno§¢ HulFN-B8 w zastosowaniu przeciwwiruso-
wym, przeciwnowotworowym lub przeciwrakowym, a takze leczenie tych schorzefi. Spos6b wed-
tug wynalazku pozwala na wytwarzanie takich polipeptydéw w ilo$ciach i metodami Hotychczas
nieosiggalnymi. ‘

Jak to wyjasniono w ponizszej czeéci opisu, sekwencje DNA i zrekombinowane czasteczki
DNA, stosowane w sposobie wedlug wynalazku, s3 zdolne do kierowania u odpowiedniego gos-
podarza wytwarzaniem polipeptydéw wykazujacych immunologiczng lub biologiczng aktywno$é
HulFN-B. Replikacja tych sekwencji i zrekombinowanych czasteczezk DNA u odpowiedniego
gospodarza pozwala réwniez na wytwarzanie wigkszej iloSci genéw kodujacych té polipeptydy.
Molekularng strukture i whasciwosci tych polipeptydéw i genéw mozna tatwo ustalié. Takie poli-
peptydy i geny sg uzZyteczne, zaréwno jako wytworzone przez organizm gospodarza jak i w
postaci odpowiednich pochodnych lub modyfikacji, w kompozycjach oraz w metodach wykry-
wania i ulepszania procesu wytwarzania tych produktéw, a takze jako czynniki przeciwirusowe,
przeciwnowotworowe i przeciwrakowe.

Sposéb wytwarzania polipeptydu typu IFN-B wedlug wynalazku polege na hodowaniu
organizmu gospodarza stranformowanego zrekombinowang czasteczkg DNA zawierajaca sek-
wencjg DNA wybrana z nast¢pujacej grupy:

a) inserty DNA w zrekombinowanych czasteczkach G-pPLa-HFIF-67-12, G-pPLa-HFIF-67-
-12A19 i G-pPLc-HFIF-67-8, zawartych w mikroorganizmach, ktére zdeponowano pod nume-
rami odpowiednio DSM 1851—1854,

b) inserty DNA w zrekombinowanych czasteczkach G-pPLa-HFIF-67-12A279T, G-pPLa-
-HFIF-67-12A218M1, G-pPla-HFIF-67-12AM1 i G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2, przy czym in-
sert DNA G-pPLa-HFIF-67-12AM1 jest insertem zrekombinowanej czasteczki zawartej w mi-
kroorganizmie zdeoponowanym pod numerem ATCC 31824.

c¢) insert DNA w zrekombinowanej czasteczce p[325]-gHFIF-4, kt6ra zawarta jest w mi-
kroorganizmie zdeponowanym pod numerem ATCC 31825,

d) sekwencje DNA, ktére hybrydyzujg w 68°C i przy 0,3 M NaC! z insertami i sekwencjami
okre§lonymi w a), b) i ¢) i ktére koduja polipeptyd typu IFN-B i

e) sekwencje DNA, ktére sa zdegenerowane w wyniku degeneracji kodu genetycznego i
odpowiadajg sekwencjom DNA i insertom okre§lonym w a), b), ¢) i d) i ktére koduja polipeptyd
typu IFN-B8, przy czym wybrana sekwencja DNA jest zwigzana z sekwencjg kontrolujaca
ekspresje. ’

Korzystng sekwencj¢ DNA wchodzaca w sklad zrekombinowanej czasteczki DNA stanowi
jedna z nastgpujacych sekwencji okre§lonych wzorami: ATGACCAACAAGTGTCTCCTCCAA
ATTGCTCTCCTGTTGTGCTTCTCCACTACAGCTCTTTCCATGAGCTAGAACTTGCTTG
GATTCCTACAAAGAAGCAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGCTCCTGTGGCAATTGAAT
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GGGAGCCTTGAATACTGCCTCAAGCACAGGATGAACTTTGACATCCCTGAGGAGAT
TAAGCAGCTGCAGCAGTTCCAGAAGGAGGACGCCGCATTGACCATCTATGAGATGC
TCCAGAACATCTTTGCTATTTTCAGACAAGATTCATCTAGCACTGGCTGGAATGAGA
CTATTGTTGAGAACCTCCTGGCTAATGTCTATCATCAGATAAACCATCTGAAGACAG
TCCTGGAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGATTTCACCAGGGGAAAACTCATGAGCAG
TCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAAGGCCAAGGAGT
ACAGTCACTGTGCCTGGACCATAGTCAGAGTGGAAATCCTAAGGAACTTTTACTTCA
TTAACAGACTTACAGGTTACCTCCGAAAC IATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTA
CAAAGAAGCAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGCTCCTGTGGCAATTGAATGGGAGGCT
TGAATACTGCCTCAAGCACAGGATGAACTTGACATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCT
GCAGCAGTTCCAGAAGGAGGACGCCGCATTGACCATCTATGAGATGCTCCAGAACA
TCTTTGCTATTTTCAGACAAGATTCATCTAGCACTGGCTGGAATGAGACTATTGTTG
AGAACCTCCTGGCTAATGTCTATCATCAGATAAACCATCTGAAGACAGTCCTGGA
AGAAAAACTGGAGAAAGAAGATTTCACCAGGGGAAAACTCATGAGCAGTCTGCAC
CTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTGAAGGCCAAGGAGTACAGTCA
CTGTGCCTGGACCATAGTCAGAGTGGAAATCCTAAGGAACTTTTACTTCATTAACA
GACTTACAGGTTACCTCCGAAAC. .

Natomiast jako sekwencje¢ kontrolujaca ekspresj¢ korzystnie stosuje si¢ sekwencj¢ wybrang z
grupy obejmujalej system lac, system B-lac, system trp, regiony gléwnego operatora i promotora
faga A, region kontrolny fd otoczki biatkowej i inne sekwencje, ktére kontroluja ekspresje genéw
w kemérkach prokariotycznych i eukariotycznych i ich wirusach.

Zrekombinowang czasteczk¢ DNA korzystnie stanowi czasteczka wybrana z grupy obejmu-
jacej G-pPLa-HFIF-67-12, G-pPLa-HFIF-67-12A19 i G-pPLc-HFIF-67-8.

Korzystng jest takze czasteczka DNA wybrana z grupy obejmujacej G-pPLa-HFIF-67-12
A279T, G-pPLa-HFIF-67-12A218Ml, G-pPLa-HFIF-67-12AMI i G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2.

Jako korzystny drobnoustrdj, ktéry poddawany jest transformacji stosuje si¢ drobnoustréj
wybrany z grupy sktadajacej si¢ ze szczepéw E. coli, Pseudomonas, Bacilli, drozdzy, innych grzy-
béw i komdrek tkanek zwierzecych, roélinnych i ludzkich.

Sposobem wedlug wynalazku korzystnie wytwarza si¢ polipeptyd typu IFN-B8 wybrany z
grupy obejmujacej polipeptydy o wzorze: MetThraAsnLysCysLeuLeuGlnlleAlaLeuLeuLeuCys
PheSerThrThrAlaLeuSerMetSerTyrAsnLeuLeuGlyPheLeuGlnArgSerSerAsnPheGInCysGIlnLys
LeuLeuTrpGlnLeuAsnGlyArgLeuGluTyrCysLeuLysAspArgMetAsnPheAsplleProGluGlulleLys
GlnLeuGInGInPheGlnLysGluAspAlaAlaLeuThrlleTyrGluMetLeuGlnAsnllePheAlallePhe ArgGin
AspSerSerSerThrGlyTrpAsnGluThrlleValGluAsnLeuLeuAlaAsnValTyrHisGlnlleAsnHisLeuLys
ThrValLeuGluGluLysLeuGluLysGluAspPheThrArgGlyLysLeuMetSerSerLeuHisLeuLysArgTyr
TyrGlyArglleLeuHisTyrLeuLysAlaLysGluTyrSerHisCysAlaTrpThrlleValArgValGlulleLeuArg
AsnPheTyrPhelleAsnArgLeuThrGlyTyrLeuArgArg i MetSerTyrAsnLeuLeuGlyPheLeuGinArg
SerSerAsnPheGInCysGInLysLeuLeuTrpGlnLeuAsnGlyArgLeuGluTyrCysLeuLysAspArgMetAsn
PhePheAsplleProGluGlulleLysGInLeuGInGInGInLysGluAspAlaAlaLeuThrlleTyrGluMetLeuGln
AsnllePheAlallePheArgGlnAspSerSerSerThrGlyTrpAsnGluThrlleValGluAsnLeuLeuAlaAsnVal
TyrHisGlnlleAsnHisLeuLysThrValLeuGluGluLysLeuGluLysGluAspPheThrArgGlyLysLeu
MetSerSerLeuHisLeuLysArgTyrTyrGlyArglleLeuHisTyrLeuLysAlaLysGluTyrSerHisCysAlaTrp
ThrlleValArgValGlulleLeuArgAsnPheTyrPhelleAsnArgLeuThrGlyTyrLeuArgAsn.

Figura 1 na rysunku przedstawia schemat jednego z wariantéw sposobu otrzymywania mie-
szaniny zrekombinowanych czasteczek DNA, przy czym niektére z nich sa scharakteryzowane
wprowadzonymi sekwencjami DNA kodujacymi polipeptyd wytwarzany sposobem wedlug wyna-
lazku, figura 2 — schemat poczatkowego screeningu klondw, figura 3 — schemat jednego z
zastosowan screeningu klonéw z uzyciem sekwencji DNA stosowanych w sposobie wedtug wyna-
lazku, figura 4 — kombinowang sekwencj¢ nukleotydéw nici DNA kodujacej HuIFN-B. Sek-
wencja jest numerowana od poczatku wilaczonego fragmentu do jego rejonu nie ulegajacego
translacji. Nukleotydy 65—127 reprezentuja sekwencj¢ sygnatowa, a nukleotydy 128—625 repre-
zentujg dojrzaly interferon z fibroblastéw. Sekwencja aminokwasowa polipeptydu sygnatowego
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jest przedstawiona powyzej odpowiadajacej jej sekwencji nukleotydowej, aminokwasy sygnato-
wego polipeptydu sg numerowane od —21 do —1, a aminokwasy dojrzatego interferonu sg nume-
rowane od 1 do 166. Przeglad danych z analizy restrykcyjnej i fragmentéw DNA HUIFN-g
obecnego w hodowlach zdeponowanych w zwigzku z brytyjskim zgloszeniem patentowym
nr 80.11306 ztozonym dnia 3 kwietnia 1980 r. ujawnia w fig. 4 zmian¢ 2 nukleotydéw w stosunku
do fig. 4 powyizszego brytyjskiego zgloszenia patentowego. Zmiany te istnieja w sekwencji nie
ulegajacej translacji poprzedzajacej proponowanga sygnalowa sekwencje DNA HulFN-B. Zmiany
te nie wptywaja na sekwencje DNA HulFN-B lub sekwencje aminokwasowa produktu po trans-
lacji oraz nie zmieniajg mozliwosci uzycia sekwencji jako sondy do hybrydyzacji w celu scree-
ningu klonéw w z wiagczonym DNA odpowiadajacym HulFN-g.

Fig. 5 przedstawia orientacyjng mape¢ restrykcyjna kilku plazmidéw stosowanych w sposobie
wedtug wynalazku, fig. 6 stanowi poréwnanie sktadu aminokwasowego ludzkiego interferonu z
fibroblastow otrzymanego zgodnie ze sposobem wedlug wynalazku i naturalnego interferonu z
fibroblastow, fig. 7 przedstawia mapg restrykcyjng genu HulFN-8 i sposéb podziatu na sekwen-
cje pHFIF3, pHFIF6 i pHFIF7.

Fig. 8 przedstawia schemat konstrukcji czasteczki zrekombinowanego plazmidu DNA pPLa-
-HFTF-67-1, stosowanego w sposobie wedtug wynalazku, fig. 9 przedstawia schemat konstrukcji
czasteczki zrekombinowanego plazmidu DNA pPLa-HFIF-67-12 i pPLa-HFIF-67-12A19, sto-
sowanego w sposobie wedlug wynalazku, fig. 10 przedstawia schemat konstrukcji czgsteczki zre-
kombinowanej DNA pPLc-HFIF-67-8 stosowanej w sposobie wedtug wynalazku, fig. 11 przed-
stawia schematyczna czgéciowa mape restrykcyjng pPLa-HFIF-67-12 otrzymanego sposobem
wedtug wynalazku, fig 12 przedstawia orientacyjna czg¢§ciowa mape restrykcyjna pPLa-HFIF-67-
-12A19 otrzymanego sposobem wedlug wynalazku, fig. 13 przedstawia orientacyjng czeéciowa
mapg restrykcyjng pPLc-HFIF-67-8 otrzymanego sposobem wedtug wynalazku,

W celu pelnicjszego zrozumienia sposobu wedlug wynalazku zamieszczono nastepujacy
szczegbtowy opis.

W niniejszym opisie stosuje si¢ nastgpujgce terminy: Nukleotyd.. Monomeryczna jednostka
DNA lub RNA sktadajaca si¢ z ugrupowania cukru (pentoza), fosforanu i azotowej zasady hete-
rocyklicznej. Zasada jest potaczona z ugrupowaniem cukru weglem glikozydowym (wegiel pen-

-tozy 1’) i taka kombinacja zasady i cukru zwana jest nukleozydem. Zasada charakteryzuje
nukleozyd. Czterema zasadami DNA s3: adenina (A), guanina (G), cytozyna (C) i tymina (T).
Czterema zasadami RNA sg: A, G, Ci uracyl (U).

Sekwencja DNA. Liniowo ulozone nukleotydy potaczone ze sobg wigzaniami fosfodwues-
trowymi miedzy weglami 3’ i 5’ sgsiadujacych pentoz.

Kodon. Sekwencja DNA sktadajaca si¢ z 3 nukleotydéw (tryplet), ktéra za posrednictwem
mRNA koduje aminokwas, sygnat startu translacji i sygnat zakoriczenia (stop) translacji. Np
tryplety nukleotydéw TTA, TTG, CTT, CTC, CTA i CTG kodujg aminokwas leucyne (Leu),
TAG, TAA i TGA s3 translacyjnymi sygnatami stop, a ATG jest translacyjnym sygnatem start.

Faza odczytywania. Sposéb grupowania kodonéw w sekwencje aminokwasowe podczas
translacji mRNA. Podczas translacji musi byé zachowana prawidtowa faza odczytywania. Np.
sekwencja DNA GCTGGTTGTAAG moze ulegaé ekspresji w trzech fazach odczytywania, przy
czym kazda z nich daje inng sekwencj¢ aminokwasowa: GCT GGT TGT AAG — — Ala — Gly
— Cys — Lys; G CTG GTT GTA Ag — — Leu — Val — Val; GC TGG TTG TAA G — —
Trp — Leu — (STOP).

Polipeptyd. Liniowo utozone aminokwasy potaczone ze sobg wigzaniem peptydowym mie-
dzy grupa a-aminowg a grupa karboksylowa sgsiadujgcego aminokwasu.

Genom. Catkowity DNA komorki lub wirusa. Naleza do niego przede wszystkim geny struk-
turalne, kodujace polipeptydy, jak réwniez operator, promotor, sekwencje przylgczajace ryboso-
my i sekwencje wzajemnie na siebie oddzialywujace, w tym takie jak sekwencje Shine-Dalgarno.

Gen strukturalny. Sekwencja DNA kodujaca za poSrednictwem wiasnego matrycowego czyli
messenger RNA (mRNA) sekwencj¢ aminokwasowa charakterystyczng dla okre§lonego poli-
peptydu.
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Transkrypcja. Proces tworzenia mRNA na podstawie genu strukturalnego.

Translacja. Proces tworzenia polipeptydu na podstawie mRNA.

Ekspresja. Proces kierowany przez gen strukturalny z wytworzeniem polipeptydu. Stanowi
on polgczenie transkrypcji i translacji.

Plazmid. Niechromosomalna dwuniciowa sekwencja DNA zawierajaca nie naruszony repli-
kon tak, ze plazmid replikuje si¢ w komdrce gospodarza. Gdy plazmid znajdzie si¢ w organizmie
jednokomdrkowym, cechy charakterystyczne tego organizmu mogg ulec zmianie lub transforma-
cji w wyniku obecnoéci DNA plazmidu. Np. plazmid zawierajacy gen opornosci na tetracykline
(Tet®) transformuje komérke uprzednio wrazliwa na tetracykling w komérke oporng. Komérke
transformowang przez plazmid nazywa si¢ transformantem.

Fag lub bakteriofag. Wirus bakteryjny. Wiele z tych wiruséw sktada si¢ z sekwencji DNA
zamknigtych w biatkowej ostonce lub otoczce (kapsyd).

Nosnik klonujacy. Plazmid, DNA faga albo inna sekwencja DNA zdolna do replikacji w
komérce gospodarza, charakteryzujgca si¢ jednym, lub niewielka iloScig miejsc rozpoznawania
endonukleaz restrykcyjnych, w ktérych sekwencje DNA mozna przecia¢ w okreslony sposéb bez
towarzyszacej temu utraty zasadniczej biologicznej funkcji DNA, np. zdolno$ci do replikacji,
tworzenia bialek ostonki, jak réwniez bez utraty promotora lub miejsc wiazacych. Noénik klonu-
jacy zawiera marker nadajacy si¢ do uzycia przy identyfikacji transformowanych komérek np. na
oporno$é na tetracykling lub ampicyling. Noénik klonujacy jest czgsto nazywany wektorem.

Klonowanie. Proces otrzymywania populacji organizméw lub sekwencji DNA wyodrebnio-
nych z jednego z takich organizmdéw lub sekwencji na drodze reprodukcji aseksualne;j.

Rekombinantowa czasteczka DNA lub hybrydowy DNA. Czasteczka DNA zawierajaca
fragmenty DNA z réznych genoméw potaczone koniec-do-korica poza Zywymi komdrkami. Cza-
steczka taka wykazuje zdolno$¢ zakazania komérek pewnych gospodarzy i utrzymywania si¢ w
nich.

Sekwencja kontrolujaca ekspresj¢. Sekwencja nukleotydéw kontrolujaca i regulujaca eks-
presj¢ gendw strukturalnych, gdy potaczona jest z tymi genami operatywnie. NaleZy tutaj ukiad
las, wigksze operatorowe i promotorowe regiony faga A, region kontrolny biatka fd ostonki i inne
sekwencje, o ktérych wiadomo, Ze kontrolujg ekspresje genéw komérek prokariotycznych lub
eukariotycznych oraz ich wiruséw. ) ,

Na figurze 1 przedstawiony jest schemat jednego z wariantéw sposobu wedlug wynalazku
otrzymywania mieszanin rekombinantowych czasteczek DNA, przy czym niektdre z nich zawie-
raja wiaczone sekwencje DNA, co stanowi ceche¢ charakterystyczng wynalazku.

Otrzymywanie poli(A)RNA zawierajacego mRNA ludzkiego interferonu z fibroblastéw
(mRNA IFN-B).

RNA stosowany w sposobie wedlug wynalazku ekstrahuje si¢ z ludzkich komérek VGS,
diploidalnej linii komdrkowej fibroblastéw, ktéra mozna kultywowaé w jednowarstwowych
hodowlach w teperaturze 37°C. IFN-8 tworzony jest w tych komérkach po indukcji poli(I,C) w
obecnoéci cykloheksimidu,

W przypadku typowego sposobu izolowania RNA, hodowle w kazdej z 20 obracanych butli
z diploidalnymi komdérkami VGS w ciaglej pojedyniczej warstwie primuje si¢ przez noc za
pomoca IFN-8 w stezeniu 100 jednostek/ml, a nast¢pnie indukuje w ciggu 1 godziny za pomoca
poli(1,C) w stgzeniu 100 ug/ml w obecnosci cykloheksimidu w stezeniu 50 ug/ml. Po inkubacji w
obecnoéci cykloheksimidu w stgzeniu 50 ug/ml prowadzonej przez 4 godziny, komoérki zbiera sie
przez zeskrobanie do buforowanego fosforanami roztworu soli i odwirowuje. Komérki poddaje
si¢ lizie w ciagu 15 minut w temperaturze 0°C, w celu usunigcia nie naruszonych jader komérko-
wych zawierajacych DNA oraz w celu wyizolowania cytoplazmatycznego RNA, przez zanurzenie
ich w hipotonicznym buforze /10 mM Tris-HCI (pH 7,4)/, 10 mM NaCl i 1,5 mM MgCl, i
dodanie NP 40 do stgzenia 1%. Jadra usuwa si¢ przez osadzenie ich za pomoca odwirowania w
wirniku Sorvall SS-34 w ciggu 5 minut przy 3000 obr/min. Do supernatantu dodaje si¢ siarczan
sodowo-dodecylowy (SDS) i EDTA do stgzenia, odpowiednio, 1% i 10 mM, a nast¢pnie ekstra-
huje si¢ 5 razy dwiema objeto$ciami mieszaniny zawierajgcej w stosunku 1:1 redestylowdny fenol
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i mieszaning chloroformu, z alkoholem izoamylowym (25:1). Fazy wodne zawierajagce RNA
oddziela si¢ przez odwirowanie z uzyciem wirnika Sorvall SS-34 przy 8 000 obr/min w ciggu 10
minut po kazdej ekstrakcji. RNA wytrgca si¢ z fazy wodnej przez dodanie 2 M octanu sodowego
o pH 5,1 (1/10 objgtosci) i etanolu (2,5 objetosci). Otrzymuje si¢ zazwyczaj 60—90 g catkowitego
cytoplazmatycznego RNA na 1 obracang butle,

Uzywa si¢ rowniez innych sposobow ekstrahowania cytoplazmatycznego RNA. Np. komérki

.ulegaja catkowitej lizie po homogenizacji w 0,2 M Tris-HCI o pH 9,0, 50 mM NacCl, 20 mM
EDTA i 0,5% SDS. Ekstrahuje si¢ je mieszaning fenolu i chloroformu jak wyzej (F.H. Reynolds i
wsp., ,Interferon Activity Produced By Translation Of Human Interferon Messenger RNA In
Cell — Free Ribosomal Systems And In Xenopus Oocytes”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72,
4881—4887 (1975). W inny spos6b przemyte komérki zawiesza si¢ w 400 ul 0,1 M NaCl, 0,01 M
Tris — HCl o pH 7,5 i 0,001 M EDTA (bufor NTE) i dodaje si¢ 2,5 ml -4 M izocyjanianiu
guanidyniowego i 1 m B-merkaptoetanolu w 20 mM octanie sodowym (pH 5,0), a nast¢pnie
komérki homogenizuje si¢. Lizat nawarstwia si¢ na 1,3 ml 5,7 M CsCl w probéwce nitrocelulo-
zowej Beckman SW-60 Ti, wiruje w ciggu 17 godzin przy 39 000 obr/min do osadzenia RNA i
oddzielenia go od DNA, bialka i lipidéw. Nastgpnie RNA ekstrahuje si¢ | raz mieszaning fenolu
i chloroformu (J. Morser i wsp., ,Characterization Of Interferon Messenger RNA From Human
Lymphoblastoid Cells”, J. Gen. Virol., 44, 231—234 /1979/).

Catkowity RNA bada si¢ pod wzgle;dem obecnosci mRNA IFN-B przez wstrzyknigcie do
cytoplazmy oocytéw Xenopus laevis i oznaczenie indukowanej w nich aktvwnos$ci IFN-B8 (Rey-
nold i wsp., supra). Badania te prowadzi si¢ rozpuszczajac RNA w wodzie i wstrzykujac okoto
50 ul do kazdego oocytu. Nastgpnie oocyty inkubuje si¢ przez noc w temperaturze pokojowej w
podiozu Bartha (J. Gurdon, J. Embryol. Exper. Morphol., 20, 401—414 /1968/), homogenizuje
w czg$ci podioza i usuwa debris przez odwirowanie oraz bada aktywnoéé IFN-3 w supernatancie.
Wykrycia aktywnoéci IFN-8 dokonuje si¢ za pomocg oceny zmniejszenia cytopatycznego wptywu
wirusa (W.E. Stewart i S.E. Sulkin, ,Interferon Production In Hampsters Experimentally Infec-
ted With Rabies Virus”, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 123, 650—653 /1966/). Stosowanym tu
wirusem jest wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (szczep Indiana), a komérkami ludzkie
diploidalne fibroblasty trisomiczne w odniesieniu do chromosomu 21 dla zapewnicnia wyZszej
wrazliwo$ci na IFN-B8. Aktywno$é IFN-3 okreéla si¢ w odniesieniu do wzorca pordwnawczego
IFN 69/19.

Poli(A) RNA zawierajacy mRNA IFN-B izoluje si¢ z cytoplazmatycznego RNA przez
adsorpcj¢ na oligo(dT)-celulozie (typ 7, P-L Biochemicals) w 0,4 M NaCl, 10 mM Tris
— HCl, 0 pH 7,8, 10 mM EDTA i 0,2% SDS w ciagu 10 minut w temperaturze pokojowej.
Agregacje RNA zmniejsza si¢ do minimum przez ogrzewanie RNA przed adsorpcja w ciggu
2 minut w temperaturze 70°C. Po przemyciu celulozy wyzej wspomnianym buforem, frakcje
poli(A) RNA eluuje si¢ 10 mM Tris-HCl o pH 7,8, 1 mM EDTA i 0.2% S1)S. Zazwyczaj zawiera
ona 4—5% catkowitego RNA, jak mozna sadzié na podstawie pomiaréw gestodci optyczne;
przy 260 nm. ,

Dalsze oczyszczanie w celu wzbogacenia poli(A) RNA w mRNA IFN-8 prowadzi si¢ w
gradientach formamid-sacharoza (T. Pawson i wsp., ,The Size of Rous Sarcoma Virus mRNAs
Active In Cell-Free Translation”, Nature, 268, 416—420 /1977/). Gradienty te wykazuja znacznie
wickszg zdolno$¢ rozdzielcza niz niedenaturujace gradienty sacharozy. Zazwyczaj okoto 80 ug
poli(A) RNA rozpuszcza si¢ w 50% formamidzie, 100 mM LiCl, 5 mM EDTA, 0,2% SDS i 10
mM Tris-HCl o pH 7,4, ogrzewa si¢ w temperaturze 37°C w ciggu 2 minut w celu zapobiezenia
agregacji i nanosi na 5—20% gradient sacharozy w poliallomerowej prébéwce Beckman SW-60
Ti. Po wirowaniu w temperaturze 20°C w ciagu 4 1/2 godziny przy 60 000 obr/min w wirniku
Beckman SW-60 Ti z catkowicie wyznakowanym '*CC sukariotycznym RNA. stuzacym jako mar-
ker wielkoéci, frakcjonuje si¢ gradient i oznacza ggstnéé optyczna frakcji. Wszystkie frakcje RNA
wytraca si¢ dwukrotnie za pomocg 0,5 M NaCl i 2,5 objetoéci etanolu i bada aktywno§é mRNA
interferonu jak wyzej opisano. W rezultacie tych proceséw oczyszczania otrzymuje si¢ okolo
40-krotne wzhogacenie poli(A) RNA w mRNA IFN-B.
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Alternatywnie, 60 ug mRNA adsorbowanego na oligo(dT) frakcjonuje si¢ za pomocy elek-
troforezy w 4% zelu poliakrylamidowym w 7 M moczniku, 0,19% SDS, 50 mM buforze Tris-boran
opH 8,3i 1 mM EDTA, przy czym mRNA rozpuszcza si¢ w tym buforze i ogrzewa w tempera-
turze 55°C w ciggu 1 minuty przed naniesieniem na zel. Po elektroforezie tnie si¢ Zel na 2 mm
kawalki i eluuje RNA z kazdego zhomogenizowanego kawatka Zelu. Nastgpnie oczyszcza si¢
RNA od zanieczyszczen przez adsorpcje na oligo(dT)-celulozie i bada si¢ obecno$é mRNA-IFN-8
jak wyzej opisano.

W tym punkcie nalezy rozumieé, ze zaréwno poli(A) RNA, jako produkt otrzymany po
rozdziale w gradientach formamid-sacharoza, jak i po frakc_lonowamu w zelu poliakrylamido-
wym, zawiera bardzo wiele réznych rodzajéw mRNA. Oprécz mRNA specyficznego dla IFN-B,
wystepuja rowniez inne mRNA jako niepozadane zanieczyszczenia (figura 1). Niestety, RNA
stanowigce zanieczyszczenia zachowujg si¢ bardzo podobnie do mRNA HulFN-8 w pozostalych
etapach procesu klonowania prowadzonego sposobem wedlug wynalazku. Tak wiec, ich obec-
no$é¢ w poli(A) RNA spowoduje w koficowym etapie otrzymanie duzej ilo§ci niepozgdanych klo-
néw bakteryjnych zawierajacych geny kodujace polipeptydy inne niz IFN-B. Te zanieczyszczenia
powoduja powstanie ztoZonego problemu screeningu przy izolowaniu pozadanych klonéw hy-
brydowych IFN-B. W przypadku IFN-8 problem screeningu jest poza tym utrudniony przez brak
wystarczajgco oczyszczonej probki mRNA HulFN-B lub DNA, albo jego fragmentu, jako prébki
do screeningu w celu identyfikacji pozadanych klonéw. Tak wigc proces screeningu klonéw IFN-
B jest bardzo czasochlonny i trudny. Dalej, poniewaZz mozna oczekiwaé, Ze tylko bardzo maty
procent klonéw IFN-B bedzie zdolny do ekspresji z wykazaniem aktywnoéci biologicznej lub
immunologicznej, izolowanie aktywnych klonéw jest procesem screeningowym przypominajgcym
»szukanie igly w stogu siana”.

Korzystnie mozna uzy¢ technologii rekombinantowego RNA do zapewnienia oczyszczone;j
probki mRNA HulFN-S lub ¢cDNA, lub jego fragmentu. Tego oczyszczonego mRNA lub cDNA
mozna nast¢pnie uzy¢ do szybkiego screeningu bardzo duzej iloéci klonéw bakteryjnych, a przez
to znacznie zwigkszy¢ prawdopodobnienistwo izolowania klonéw zdolnych do ekspresji IFN-8 w
postaci czynne;j.

Synteza dwuniciowego cDNA zawierajacego cDNA IFN-8

Poli(A) RNA wzbogaconego w mRNA IFN-8 uzywa si¢ jako matrycy do przygotowania
komplementarnego DNA (cDNA) zasadniczo jak opisal R. Devos i wsp. ,Construction And
Characterization Of A Plasmid Containing A Nearly Full-Size DNA Copy Of Bacteriophage
MS2 RNA”, J. Mol. Biol, 128, 595—619 (1979) w celu skonstruowania plazmidu zawierajacego
kopi¢ DNA bakteriofaga MS2 RNA.

Jednoniciowy cDNA przygotowuje si¢ wykorzystujac poli(A) RNA za pomocg polimerazy
DNA zaleznej od RNA (25 jednostek) z wirusa ptasiej biataczki mieloblastycznej (AMYV) oraz
odwrotnej transkryptazy (otrzymanej od Dr J. Bearda, Life Sciences, Gulfport, Florida). Reakcje
inicjuje si¢ za pomoca 6 ug primera (dT)i0 (Miles) zhybrydyzowanego z koricem poli(A) RNA, w
50 pl 50 mM Tris-HCI1 o pH 8,3; 10 M MgCl;, 30 mM B-merkaptoetanolu, 4 mM Na,P,0;,
2,5 ug/ml inaktywowanej bydlgcej albuminy surowiczej, dTTP, dATP, dCTP i dGTP (kazdy w
stezeniu 0,5 mM) i o-*P-dATP (20 uCi, Amersham). Po 30 minutach prowadzenia reakcji w
temperaturze 41°C, reakcj¢ koriczy si¢ przez dodanie EDTA do 10 mM. Mieszaning reakcyjng
ekstrahuje si¢ réwng iloscia mieszaniny fenol: chloroform: alkohol izoamylowy 25:24:1 i faze
wodng nawarstwia si¢ na kolumng¢ Sephadex G 50, po czym przeprowadza si¢ elucje buforem TE
(10 mM Tris — HCl o pH 7,5 i 1| mM EDTA). Frakcje zerowa, wykazujaca radioaktywno$é
wytrgca si¢ przez dodanie 10 ug przenoszacego RNA (tRNA) E.coli, octanu potasu o pH 5,1 do
stezenia 0,2 M i 2,5 objetosci etanolu.

Populacja czasteczek cDNA syntetyzowanych w powyzszy sposGb stanowi w rzeczywisto$ci
ztozong mieszaning cDNA pochodzacych od réznych mRNA obecnych w poli(A) wzbogaconym
w mRNA (fig. 1). Oprécz tego, z powodu przedwczesnego zakoriczenia reakcji przez odwrotna
transkryptazg¢ AMV, wiele rodzajéw cDNA istnieje w postaci niecatkowitych kopii roZnych
mRNA w poli(A) RNA (nie uwidoczniono tego na fig. 1).
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Przed otrzymaniem cDNA w postaci dwuniciowej uwalnia si¢ cDNA z polaczenia z kom-
plementarng matrycag RNA przez wytracenie etanolem i inkubacje w buforze TEC (10 mM Tris
— HClopH 7,51 1 mM EDTA) z rybonukleaza T; (10 jednostek, Sankyo Co., Ltd) i trzustkowg
rybonukleaza A (10 pg, Sigma) w objgtosci 10 ul w ciggu 30 minut w temperaturze 37°C, przy
czym rybonukleazy sa wolne od endo- i egzodezoksyrybonukleaz specyficznych dla pojedynczej
~ nici. Usunigcie nici matrycowej rybonukleaza zamiast alkaliami zapobiega mozliwej mutacji
c¢DNA przez dezaminacj¢ katalizowang zasadg.

¢DNA mozna otrzymaé w postaci dwuniciowej za pomoca polimerazy DNA I ( A. Efstra-
tiadis i wsp., ,Enzymatic in Vitro Synthesis Of Globin Genes”, Cell, 7, 279—288 /1976/). 10 ul
mieszaniny rybonukleaza (cDNA otrzymanej w sposdb opisany powyzej rozcieficza si¢ do obje-
tosci 20 ul za pomoca MgCl: do stezenia 10 mM, DTT do stgzenia 10 mM, fosforanu potasowego
(pH 6,9) do st¢zenia 100 mM, dATP, dCTP, dTTP, dGTP, kazdy do stezenia 0,3 mM a-3p-
-dATP (20 uCi, Amersham) i polimerazy DNA (40 jednostki Biolabs). Po uptywie 6 godzin w
temperaturze 15°C dodaje si¢ EDTA do st¢zenia 10 mM i SDS do st¢zenia 0,1% i izoluje dwuni-
ciowy cDNA przez ekstrakcj¢ mieszaning fenol: chloroform: alkohol izoamylowy, chromatogra-
fi¢ na Sephadex G50 i wytracenie frakcji zerowej jak wyZej opisano.

W celu otwarcia jednoniciowej petli przypominajacej szpilkg do wloséw, pozostajacej w
dwuniciowym cDNA, wytracony cDNA rozpuszcza si¢ w 100 ul 0,2 M NaCl, 50 mM octanie
sodowym o pH 4,5, 10 mM octanie cynku i 2 ug zinaktywowanego cieplem DNA 1z grasicy
cielecej i poddaje reakcji z udziatem nukleazy S 1 (5 jednostek, Sigma) w ciggu 30 minut w
temperaturze 37°C. Dodanie EDTA do st¢zenia 10 mM, ekstrakcja mieszaning fenol: chlorofo-
rem: alkohol izoamylowy i wytracenie z fazy wodnej dodatkiem 10 ug tRNA E.coli jako noénika,
0,2 M octanu sodowego o pH 5,1 i 2,5 objetoéci etanolu, pozwala uzyskaé¢ mieszaning dwunicio-
wego DNA z wolnymi konicami. Mies®zanina ta jest heterogenna zaré6wno w wyniku heterogen-
nosci poli(A) RNA uzytego jako matryca do przygotowywania cDNA (fig. 1) jak i z powodu
przedwczesnego zakonczenia reakcji tworzenia transkryptu cDNA przez odwrotna transkryptaze
AMYV (nie uwidoczniono tego na fig. 1).

W celu okreélenia wplywu tego ostatniego rodzaju heterogenno$ci oznacza si¢ wielko$é cza-
steczki cDNA za pomocg elektroforezy w 4% zelu poliakryloamidowym, w 50 mM buforze Tris-
boran o pH 8,3 i 1 mM EDTA, przy 5'-*’P-znakowanych fragmentach restrykcyjnych (0X174
(RF)-DNA) stuzacych jako markery wielkosci czasteczki. Wybiera si¢ pasma DNA o odpowied-
niej wielko$ci czasteczki. Wybiera si¢ pasma DNA o odpowiedniej wielko$ci czasteczki (np. wiel-
koSci klasy 800—900 par zasad (bp), 700—800 bp, 650—700 bp i 550—650 bp). Poniewaz dwuni-
ciowy cDNA przygotowywany za pomocg elektroforezy w Zelu poliakryloamidowym poli(A)
RNA wykazuje wyrdzniajace si¢ pasma o okoto 850 bp, uwaza si¢ to pasmo za reprezentujace
c¢DNA o pelnej dtugoéci. Pasma eluuje si¢ przez rozgniecenie zelu w 0,5 M octanie amonowym i
0,1% SDS i mieszanie przez noc. Po usunigciu debris za pomoca odwirowania, DNA adsorbuje
si¢ na sproszkowanym hydroksyapatycie, nanosi na kolumng Sephadex G 50 w 5 mM fosforanie
sodowym o pH 7,5 przemywa ekstensywnie buforem, eluuje 0,45 M fosforanem sodowym o pH
7,5 i bezposrednio odsala wykorzystujac efekt sitowy Sephadex G 50. Frakcje zawierajace wy-
eluowany DNA, co stwierdza si¢ na podstawie radioaktywnoéci *’P wytraca sie przez dodanie 10
ug tRNA E.coli, octanu sodowego do st¢zenia 0,2 M i 2,5 obj¢tosci etanolu.

Efektywno$¢ powyzej opisanego sposobu otrzymywania cDNA mozna przedstawi¢ na przy-
kiadzie typowego eksperymentu, w ktérym okoto 2 ug poli(A) RNA po rozdziale w gradiencie
formamid — sacharoza daje 16 ng dwuniciowego cDNA o wielkosci czasteczki w zakresie
800—900 bp. Nalezy zauwazyé, ze ten dwuniciowy cDNA jest mieszaning wielu réznych cDNA,
z ktérych bardzo nieliczne sg to cDNA IFN-B (figura 1).

Do klonowania dwuniciowego cDNA, otrzymanego sposobem wedlug wynalazku, mozna
uzy¢ wielu réznorodnych kombinacji gospodarz/noénik klonujacy. I tak np. uzyteczne noéniki
klonujace moga skladaé sie¢ z fragmentéw chromosomalnych, niechromosomalnych i syntety-
cznych sekwencji DNA, sekwencji takich jak znane pochodne SV 40 i znane plazmidy bakteryjne,
np. plazmidy E.coli, takie jak col E1, pCR1, pBR322, pMB9 i ich pochodne, plazmidy odnoszace
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si¢ do szerszego zakresu gospodarzy, np. RP4, fagowe DNA, np. liczne pochodne faga \, np. NM
989 i inne fagi DNA, np. M13 i jednoniciowe fagi DNA Filamentous oraz wektory otrzymane
przez taczenie DNA plazmidowych i fagowych, takie jak plazmidy, ktére zostaty zmodyfikowane
w celu zastosowania fagowego DNA lub innych sekwencji kontrolujacych ekspresje, wzglednie
plazmidy drozdzy, takie jak plazmid 2 u albo jego pochodne. Do uzytecznych gospodarzy moga
naleze¢ bakterie — gospodarze, takie jak E.coli HB 101, E. coli X1776, E. coli X2282, E. coli
MRCI i szczepy Pseudomonas, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus i inne laseczki,
drozdze oraz inne grzyby, zwierz¢ta — gospodarze i roliny — gospodarze, takie jak zwierzece,
ludzkie lub roslinne komorki w hodowli, wzglgdnie inni gospodarze. Oczywiécie nie wszystkie
kombinacje gospodarz/wektor moga by¢ réwnie korzystne. Znawcy moga wybraé okrelona
kombinacj¢ gospodarz/no$nik klonujgcy po uwzglednieniu zasad wynalazku bez odchodzenia od
zakresu niniejszego wynalazku.

Nastepnie, w kazdym specyficznym no$niku klonujacym mozna wybraé réine miejsca do
insercji dwuniciowego DNA. Miejsca te zwykle sa wyznaczone przez endonukleaze restrykcyjna,
ktora je przecina. Np. w pBR322 miejsce Pstl zlokalizowane jest w genie B-laktamazy, miedzy
trypletami nukleotydowymi kodujacymi aminokwasy 181 i 182 tegoz biatka. To miejsce poczat-
kowo bylo uzywane przez S. Nagata i wsp., supra, w jego syntezie polipeptydéw wykazujgcych
immunologiczna i biologiczng aktywno$¢ IFN-a. Jedno z dwdch miejsc rozpoznawania endonu-
kleazy HindII znajduje si¢ migdzy trypletami kodujagcymi aminokwasy 101 i 102. Jedno z kilku
miejsc Taq w pBR322 znajduje si¢ przy tryplecie kodujacym aminokwas 45 w B-laktamazie.
Podobnie, miejsca EcoRI i Pvull w tym plazmidzie lezg na zewnatrz jakiegokolwiek kodujacego
regionu, miejsce EcoRI zlokalizowane jest migdzy genami kodujagcymi, odpowiednio, oporno$é
na tetracykling i ampicyling. Miejsca tego uzyli T. Taniguchi i wsp., supra, w ich schemacie
syntezy rekombinantowej. Miejsca te sa dobrze znane znawcom. Nalezy oczywiécie rozumieé, Ze
nos$nik klonujacy uzyteczny w sposobie wedlug wynalazku nie musi zawieraé miejsca rozpozna-
wania endonukleazy restrykcyjnej do wiaczenia wybranego fragmentu DNA., Zamiast tego nos-
nik mozna potaczy¢ z fragmentem §rodkami alternatywnymi.

Wektor, czyli no$nik klonujacy, a w szczegélnoéci miejsce wybrane do przytaczenia wyselek-
cjonowanego fragmentu DNA w rekombinantowej czasteczce DNA jest zdeterminowane réZnymi
czynnikami, takimi jak ilo§¢ miejsc wrazliwych na enzymy restrykcyjne, wielkoéé czasteczki
biatka powstajacego w wyniku ekspresji, podatno§é pozadanego biatka na degradacje proteolity-
czng przez enzymy komoérki gospodarza, zanieczyszczenie lub wigzanie biatka powstajacego w
wyniku ekspresji przez biatka komérki gospodarza trudne do oddzielenia podczas oczyszczania,
charakterystyka ekspresji, w tym zlokalizowanie wzgledem innych sekwencji wektora kodonéw
start i stop i innymi czynnikami oczywistymi dla znawcéw. Wybdr wektora i miejsca insercji dla
okreslonego genu jest okreSlony przez wywazenie wypadkowej tych czynnikéw, poniewaZ nie
kazdy wybor jest rownie efektywny w okre§lonym przypadku.

Aczkolwiek znany jest szereg metod insercji obcego DNA do noénika klonujgcego lub wek-
tora w celu utworzenia rekombinantowej czasteczki DNA, metodg korzystng w poczatkowym
klonowaniu zgodnie ze sposobem wedlug wynalazku jest dziatanie na plazmid (w szczeg6lnosci
pBR322) enzymem restrykcyjnym specyficznym dla miejsca wybranego do insercji (w szcze-
golnosci Pst’) i dodanie zakoriczen dA do konicdw 3’ za pomocy transferazji terminalnej, W
podobny sposdb wydtuza si¢ dwuniciowy cDNA przez dodanie zakoniczerr dT do zakoniczen 3’
w celu umozliwienia polgczenia przecigtego plazmidu. Nastepnie lgczy si¢ przeciety plazmid
i cDNA w celu insercji cDNA do okre§lonego miejsca plazmidu i do nadania hybrydowemu
DNA postaci kolistej, przy czym komplementarny charakter przecig¢ umozliwia ich przyleganie
(figura 1). Powstala w wyniku tego czasteczka rekombinantowego DNA zawiera wiaczony
gen w wybranym miejscu rozpoznawania Pstl (figura 1). Ta metoda dodawania zakonczen
- dA-dT w celu insercji jest opisana przez D.A. Jacksona i wsp. w ,Biochemical Methods For
Inserting New Genetic Information Into DNA Of Simian Virus 40: Circular SV40 DNA
Molecules Containing Lambda Phage Genes And The Galactose Operon Of Escherichia coli”,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69, 2904—2909 (1972) i przez R. Devosa i wsp., supra. W re-
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zultacie daje ona 3-krotnie wigcej plazmidu z rekombinantowym DNA ni7z dodawanie za-
koficzern dG-dG.

Oczywiscie, réwnicz inne znane metody wigczania sekwencji DNA do no$nikéw klonujacych
s uzvteczne w sposobie wedlug wynalazku, Nalezg do nich takie sposoby jak dodawanie zakon-
czert dG-dC, bezpoérednie tgczenie, syntetyczne lgczniki, reakcje reperacji laczace si¢ z egzonu-
kleazami i polimerazami z nastgpujgcym po tym laczeniem lub wydluzeniem nici DNA za
pomocg polimerazy DNA i odpowiedniej jednoniciowej matrycy z nast¢pujacym potem 13-
czeniem.

Nalezy, oczywiscie, rozumieé, ze sekwencje nukleotydéw, lub fragmenty DNA wiaczone do
wybranych miejsc no$§nika klonujacego moga zawieraé nukleotydy, ktére nie stanowia czeéci
naturalnego genu strukturalnego Zadanego polipeptydu, lub moga zawieraé¢ tylko fragment
catego genu strukturalnego zadanego biatka. Jedynym wymaganiem jest to, aby, niezaleznie od
tego, jaka sekwencje DNA wprowadza sig¢, transformowany gospodarz wytwarzat polipeptyd o
biologicznej lub immunologicznej aktywno§ci HulFN-, albo, aby sama sekwencja DNA byta
prébka do hybrydyzacji w celu selekcjonowania klonéw zawierajacych sekwencje DNA uzyteczne
w wytwarzaniu polipeptydéw wykazujacych immunologiczng lub biologiczna aktywno§¢ HulFN-B.

Nos$nik klonujacy czyli wektor zawierajacy obcy gen stosuje si¢ do transformowania gospo-
darza w taki spos6b, aby pozwoli¢ na ekspresj¢ polipeptydéw wykazujacych immunologiczng lub
biologiczng aktywno$§¢ HulFN-B, ktdéry to interferon jest kodowany przez hybrydowy gen.
Selekcja odpowiedniego genu gospodarza réwniez jest kontrolowana przez pewnga ilo§¢ czynni-
kéw znanych. Nalezy do nich np. zgodnoé¢ z wybranym noénikiem, toksyczno$¢ biatek kodowa-
nych przez hybrydowy plazmid, latwo$¢ odzyskiwania Zadanego biatka, charakterystyka eks-
presji, bezpieczeristwo biologiczne oraz koszta. Wywazenie tych czynnikéw nalezy zgraé biorac
pod uwage, Ze nie wszystkie rodzaje gospodarzy sa réwnie efektywne pod wzgledem ekspresji
okreslonej rekombinantowej czasteczki DNA.

W syntezie prowadzonej sposobem wedlug wynalazku korzystnym poczatkowym noénikiem
klonujacym jest plazmid bakteryjny pBR322 a korzystnym poczatkowym miejscem rozpozna-
wania endonukleazy restrykcyjnep jest miejsce Pstl (figura 1). Plazmid jest matly, o masie cza-
steczkowej wynoszacej okoto 2,6 megadaltona. Zawiera on geny oporno$ci na antybiotyki: ampi-
cyling (Amp) i tetracykling (Tet). Plazmid zostal catkowicie scharakteryzowany (F. Bolivar i
wsp., »Construction And Characterization Of New Cloning Vehicles II. A Multi — Purpose
Cloning System”, Gene, str. 95—113 (1977), J.G. Sutcliffe, ,pBR322 Restriction Map Derived
From The DNA Sequence: Accurate DNA Size Markers Up To 4361 Nucleotide Pairs Long”,
Nucleic Acids Research, §, 2721—2728 (1978), J.G. Sutcliffe, ,Complete Nucleotide Sequence Of
The Escherichia coli Plasmid pBR322”, Cold Spring Harbor Symposium, 43, I, 77—90 /1978/).
Insercja DNA produktu do tego miejsca zapewnia duzg ilo§¢ klonéw bakteryjnych, z ktérych
kazdy zawiera DNA jednego genu lub jego fragmentu jako cDNA produktu uprzednio przygo-
towanego. Poza tym, tylko bardzo nieliczne z tych klonéw zawieraé bgdg gen IFN-B lub jego
fragmenty (figura 1) i zaden z nich nie moze wykazywaé ekspresji polipetydéw wykazujacych
immunologiczng lub biologiczng aktywno§¢ IFN-B8. Korzystnym poczatkowym gospodarzem,
zgodnie ze sposobem wedtug wynalazku, jest E. coli Hb 101,

1. Otrzymywanie pBR322 rozszczepionego Pstl, wydtuzonego dA. Plazmid pBR322 trawi
si¢ catkowicie endonukleazjg Pstl (New England Biolabs) w 10 mM Tris — HCL (pH 7,6), 7 mM
MgCl;, 7 mM 2-merkaptoetanolu, w temperaturze 37°C. Otrzymana mieszaning ekstrahuje si¢ 1
objetoscia fenolu i 10 objgtodciami eteru i wytraca 2,5 objgtosciami etanol: 0,2 M roztwér octanu
sodowego.

Dodania homopolimerycznych zakonczen dA (fig 1) za pomoca terminalnej dezoksynukleo-
tydvlowej transferazy (TdT) oczyszczonej wedtug metody L.Changa i F.J. Bolluma (,,Dezoxy-
nucleotide-Polymerizing Enzymes Of Calf Thymus Gland”, J. Biol. Chem., 246, 909, 916 /1971/)
dokonuje si¢ w objetosci mieszaniny reakcyjnej wynoszacej 50 ul, w obecnoéci 0,14 M kakody-
lanu potasowego, 30 mM Tris — HCI o pH 6,8, 1 mM CoSOq, 0,2 /.tg/ml zmaktywowane_]
cieptem bydlgcej albuminy surowiczej, 0,8 mM DTT, 0,2 mM dATP i pewne;j ilosci o-*’P-dATP.
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Inkubacj¢ prowadzi si¢ w temperaturze 37°C w ciggu 5 minut, po czym dodaje si¢e EDTA do
stezenia 10 mM i SDS do 0,1%. Otrzymang mieszaning ekstrahuje si¢ fenolem i poddaje chroma-
tografii na Sephadex G 50 w buforze TE. Frakcj¢ zerowa zawierajacg liniowy wydtuzony pBR322
oczyszcza si¢ dalej przez adsorpcj¢ na oligo(dT) — celulozie w 10 mM Tris — HCl o pH 7,8, 1
mM EDTA i 0,4 M NaCl. Po ekstensywnym przemyciu, zagdane frakcje eluuje si¢ 10 mM Tris —
HClopH 7,81 1 mM EDTA.

2. Przygotowanie DNA wydtuzonego dT. Dwuniciowy DNA wydtuza si¢ resztami dTMP w
podobny sposéb jak wyzej opisano w przypadku pBR322 wydtuzonego dA, z tym wyjatkiem, Zze
zamiast dATP i a-*2-P-ATP uzywa si¢ pewnej iloéci *"H-dTTP. Oczywiécie, pomija si¢ oczyszcza-
nie na oligo(dT)-celulozie. Tak jak poprzednio, DNA wydtuzony dT jest mieszaning réznych
rodzajéw DNA, z ktdrych nieliczne tylko odpowiadaja HuIFN-g (figura 1).

3. Otizymywanie E. coli HB101 potraktowanej Ca"™. E. coli HB 101 potraktowang Ca™
przygotowuje si¢ metoda E.M. Lederbergera i S.N. Cohena (,Transformation Of Salmonella
Typhimurium By Plasmid Deoxyribonucleic Acid”, J. Bacteriol., 119, 1072—1074 /1974/) przez
wprowadzenie E. coli HB101, otrzymanej od H. Boyera, do 5 ml podloza LB (10 czgsci preparatu
bactotryptone, 5 czgéci ekstraktu dozdzowego i 5 czeéci NaCl na litr), po czym hodowle rosng
przez noc w temperaturze 37°C. Swieze hodowle rozcieficza si¢ 1/100 w 20 ml podioza LB i
prowadzi hodowle do gestoéci komérek okoto 2 X 10° bakterii/ml, po czym czybko ozigbia na
lodzie i osadza przez odwirowanie w ciaggu 5 minut przy 6000 obr/min w temperaturze 4°C, z
uzyciem wirnika Sorvall SS34. Komérki przetrzymane w temperaturze 0—4°C przemywa si¢ 20
ml 100 mM CaCl,. Po uptywie 20 minut przetrzymywania w lodzie komérki ponownie osadza si¢
i zawiesza w 2 ml 100 mM CaCl,, a nast¢gpnie przetrzymuje w temperaturze 0°C w ciggu 15
minut. 200 ul prébki uzupetnione gliceryna do stgzenia 11% mozna przechowywaé przez szereg
miesigcy w temperaturze —80°C bez utraty aktywno$ci (D.A Morrison, ,Transformation In
Escherichia coli: Cryogenic Preservation Of Competent Cells”, J. Bacteriol, 132, 349—351
/19777).

4, Potaczenie pBR322 wydtuzonego dA i DNA wydtuzonego dT. Komplementarne zakon-
czenia wektora i DNA, ktéry ma byé wprowadzony, pozwalajg na potaczenie z utworzeniem
uprzednio zagdanego hybrydowego plazmidu czyli rekombinantowej czasteczki DNA, W tym celu
wektor pBR322 przecigty PsTI wydtuzony dA i mieszaning DNA wydtuzonych dT o dobranej
wielkoS$ci rozpuszcza si¢ w buforze TSE (10 mM Tris — HCl o pH 7,6, 1 mM EDTA, 100 mM
NaCl) do st¢zenia plazmidu 1,5 ug/ml i stosunku molowego DNA (ktéry ma zosta¢ wprowa-
dzony) do plazmidu wynoszagcym 1,5 do 2,0. Po ogrzewaniu w temperaturze 65°C w ciaggu 10
minut, mieszaning¢ ozi¢bia si¢ powoli, w ciggu 4 godzin, do temperatury pokojowe;j.

Produkt, oczywiScie, stanowi mieszaning réznych rekombinantowych czasteczek DNA i
pewnej iloéci no$nika klonujacego bez wiaczonych sekwencji DNA. Tym niemniej jednak, kazda
rekombinantowa czgsteczka DNA zawiera cDNA jako fragment wiaczony do miejsca Pstl.
Kazdy taki fragment cDNA moze zawieraé gen lub jego fragment. Tylko bardzo nieliczne frag-
menty cDNA koduja HulFN-B8 lub jego cz¢é¢ (figura 1). Znaczna wigkszo$¢ koduje jedno z
innych biatek lub ich czgéci, ktérym to biatkom odpowiadajace mRNA sa czescig poli(A) RNA
uzywanych w sposobie wedtug wynalazku (figura 1). Nalezy rdwniez rozumieé, ze zaden z tych
klonéw, otrzymanych w spos6b wyzej opisany, nie moze ulegaé ekspresji z utworzeniem polipep-
tydow wykazujacych immunologiczng lub biologiczng aktywno$¢ IFN-S.

5. Transfekcja E. coli HB101 potaczonymi hybrydowymi plazmidami. W trakcie procesu
transfekcji i wszystkich nastgpnych stadiéw, w ktérych manipuluje si¢ transformowanymi bakte-
riami, niezbgdny jest poziom zabezpieczenia biologicznego P3. Prébki (90 ul lub mniejsze)
powyzszej mieszaniny ozigbia si¢ do temperatury 0°C i dodaje 1 M CaCl, do stgzenia 0,1 M.
Prébki (100 ul lub mniejsze) tego roztworu dodaje si¢ do komdrek E. coli HB101 potraktowa-
nych Ca™ w objetosci 200 ul, na lodzie i po przetrzymaniu w temperaturze 0°C w ciggu 30 minut
komérki poddaje si¢ wstrzasowi cieplnemu w ciggu 5 minut w temperaturze 37°C, po czym
ponownie ozigbia do temperatury 0°C na 15 minut. Po dodaniu 2 ml podtoza LB komérki inku-
buje si¢ w temperaturze 37°C we wstrzasanej tazni wodnej w ciagu 30—45 minut, a nast¢pnie
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zawiesing bakteryjng wysiewa si¢ na plytki z 1,2% agarem zawierajacym podioze LB uzupetnione
tetracykling w st¢zeniu 10 ug/ml.

Poniewaz plazmid pBR322 zawiera gen opornoS$ci na tetracykling, E. coli, jako gospodarz,
transformowana plazmidem zawierajacym ten gen nie naruszony, bedzie rosngé w podtozach
zawierajacych ten antybiotyk, z wykluczeniem tych bakterii, ktére nie zostaly transformowane.
Tak wigc, wzrost w hodowli zawierajacej tetracykling pozwala na selekcje gospodarzy transfor-
mowanych rekombinantowa czasteczka DNA, czyli wektorem, przywréconym do postaci
‘kolistej. ’

Po 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, wyizolowuje si¢ poszczegdlne kolonie i
zawiesza w 100 ul podtoza LB, uzupetnionego jak wyzej opisano, w dotkach ptytek do mikromia-
reczkowania (Dynatech). Po catonocnej inkubacji w temperaturze 37°C, do kazdego dotka
dodaje si¢ przy mieszaniu 11 ul dwumetylosulfotlenku i zamyka plytki ta§mg przylepng. Ptytki
przechowuje si¢ w temperaturze —20°C i otrzymuje si¢ zbiér 17 000 poszczegSlnych klondw
transformowanej E. coli HB101. Zbiér ten uzyskuje si¢ z 270 femtomoli (128 ng) cDNA wydtu-
zonego dT jako fragmentéw do wiaczenia, ktéry z kolei otrzymuje si¢ z 4,4 ug poli(A) RNA
oczyszczonego w gradiencie. Okoto 98% tych klonéw z tego zbioru jest wrazliwych na karbenicy-
ling (bardziej stabilng pochodng ampicyliny). A wiec, okoto 98% zbioru zawiera plazmid z
wprowadzonym DNA w miejscu Pstl genu B-laktamazy pBR322, a tylko 2% zbioru zawiera
plazmid przywrécony do postaci kolistej bez wprowadzonego DNA. Te 17 000 klondéw zawiera
réine rekombinantowe czasteczki DNA reprezentujacych catkowite lub czgéciowe kopie miesza-
niny mRNA w preparacie poli(A) RNA z komérek tworzacych HulFN-B (figura 2). Wigkszo$é
zbioru zawiera tylko pojedyncza rekombinantowg czasteczke DNA. Jedynie bardzo nieliczne z
tych rekombinantowych czasteczek DNA odpowiadaja HulFN-B. Z tego powodu trzeba podda¢
klony screeningowi w celu oddzielenia klonéw odpowiadajacych HuIFN-8 od innych.

Screening klonéw zawierajacych cDNA HulFN-g8

Istnieje kilka podej$¢ do zagadnienia screeningu klondw bakteryjnych zawierajagcych cDNA
HulFN-B. Nalezy do nich np. selekcyjna hybrydyzacja RNA (Alwine i wsp., poniZej), hybrydyza-
cja réznicujaca (T.P. St. John i R.W. Davis, ,Isolation Of Galactose-Inducible DNA Sequences
From Saccharomyces Cerevisiae By Differential Plaque Filter Hybridization”, Cell, 16, 443—452
/1979/), hybrydyzacja z prébka syntetyczng (B. Noyes i wsp., ,,Detection And Partial Sequence
Analysis Of Gastrin mRNA By Using An Oligodeoxynucleotide Probe”, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 76, 1770—1774 /1979/), albo screening klonéw tworzacych Zzgdane biatko w oparciu o
badania immunologiczne (L. Villa-Komaroff i wsp., ,A Bacterial Clone Synthesizing Proinsulin”,
Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 75, 3727—3731 /1978/) lub biologiczne (A.C.Y. Chang i wsp.,
~Phenotypic Expression In E. coli Of A, DNA Sequence Coding For Mouse Dihydrofolate
Reductase”. Nature, 275, 617—624 /1978/). Wybrano selekcyjng hybrydyzacje RNA jako naj-
bardziej dogodng i obiecujaca metodg pierwotnego screeningu.

A. Badania zwigzane z selekcyjng hybrydyzacja RNA. _

1. Ogdlny przeglad badania wstgpnego. Nawigzujac do figury 2, izoluje si¢ rekombinantowe
czasteczki DNA z poszczegSlnych hodowli okoto 46 klonédw wrazliwych na karbenicyling i opor-
nych na tetracykling z powyZszego zbioru klonéw (2 mieszaniny 2 klonéw uwidoczniono na fig.
2) (Stadium A). Rekombinantowe czasteczki DNA rozszczepia si¢ i hybrydyzuje z catkowitym
RNA zawierajgcym mRNA HulFN-8 otrzymanym w powyZej opisany sposob (Stadium B).
Wszystkie hybrydy rekombinantowa czasteczka DNA-catkowity RNA oddziela si¢ od nie zhy-
brydyzowanego catkowitego RNA (Stadium C). Zhybrydyzowany catkowity RNA odzyskuje si¢
z hybryd i oczyszcza (Stadium D). Odzyskany RNA bada si¢ pod wzgledem aktywno$§ci mRNA
HulFN-B w powyzej opisany sposob (Stadium E). Jesli, i tylko jesli, rekombinantowa czasteczka
DNA zawiera wlgczona sekwencje nukleotydows zdolng do hybrydyzowania z mRNA HulFN-g8
w catkowitym RNA, w surowo przestrzeganych warunkach hybrydyzacji, mRNA odzyskany z
hybryd spowoduje tworzenie si¢ HUIFN-B w oocytach, poniewaz mRNA odzyskany z hybrydy:
jakakolwiek inna rekombinantowa czgsteczka DNA-catkowity RNA nie b¢dzie odpowiadaé¢ IFN-
-B. Jesli grupa 46 klonéw daje pozytywna odpowiedZ, klony przegrupowuje si¢ w 6 podgrup (4
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podgru py po 8 i 2 podgrupy po 7) i kazdg podgrupeg bada si¢ jak poprzednio. Proces ten konty-
nuuje si¢ az do otrzymania pojedynczego klonu odpownadajacego na to badanie.

Nie ma pewnosci, czy rekombinantowe czasteczki DNA i hodowle bakteryjne nimi trans-
formowane, ktdre zostaja zidentyfikowane, zawieraja catkowita sekwencje cDNA IFN-8, a nawet
czy sekwencja DNA rzeczywiscie koduje IFN-8 lub pozwoli klonom na ekspresje polipeptydéw
wykazujgcych immunologiczng lub biologiczng aktywnoéé IFN-B. Tym niemniej, rekombinan-
towe czasteczki DNA beda z pewnoscig zawieraé dlugg sekwencje nukleotydowa komplemen-
tarng do sekwencji kodujacej mRNA IFN-8. Tak wigc, rekombinantowa czasteczka DNA moze
by¢ przynajmniej uzyta jako Zrédto prébki do szybkiego screeningu innych rekombinantowych
czasteczek DNA i klonéw transformowanych nimi, ktére moga zawieraé naturalna lub catkowita
sekwencj¢ nukleotydowa kodujaca IFN-B. Klony te mozna nast¢pnie analizowaé pod wzgledem
mozliwej ekspresji polipeptydéw wykazujacych biologiczng lub immunologiczng aktywno$é IFN-
-B. Mozna okresli¢ sekwencj¢ nukleotydows fragmentu DNA wiaczonego do tych zhybrydyzo-
wanych plazmid6éw, jak i sktad aminokwasowy produktu translacji i poréwnaé, jeéli to mozliwe,
ze sktadem aminokwasowym i wyjSciowa sekwencja odnoszaca si¢ do naturalnego IFN-, o kté-
rej juz donoszono (supra).

2. Wykonanie badania wstgpnego.

Stadium A. Otrzymywanie mieszaniny rekombinantowych czasteczek DNA.

Wykonuje si¢ repliki ptytki do mikromiareczkowania zawierajacej 96 klonéw z powyzszego
zbioru klonéw na plytkach zawierajacych agar z podlozem LB, przy czym jedna zawiera tetracy-
kling w stezeniu 10 ug/ml, a druga jest uzupetniona karbenicyling w stezeniu 100 ug/ml. W ten
sposéb, dwa zestawy o okolo 45—46 klonach, opornych na tetracykling i wrazliwych na karbeni-
cyling, pobiera si¢ oddzielnie i prowadzi ich calonocna hodowle w temperaturze 37°C w 100 ml
podioza LB, zawierajgcego tetracykling w stgzeniu 10 ug/ml. Hodowle te laczy si¢, odwirowuje
przy 8000 obr/min przez 10 minut, wykorzystujac wirnik Sorvall GS-3, przemywa dwukrotnie
buforem TES (50 mM Tris — HCl o pH 8, 5 mM EDTA, 5 mM NacCl) i zawiesza ponownie w 40
ml TES/litr objetoéci pierwotnej hodowli. Przeprowadza si¢ lizg¢ komérek lizozymem-Tritonem
X-100 (M. Kahn i wsp., ,,Plasmid Cloning Vehicles Derived From Plasmids Col El, F, R6K And
RK2” w ,Methods in Enzymology, 68: Recombinant DNA (R.Wu, wyd.) (1980)w druku)). 40 ml
zawiesiny komdrek w TES taczy si¢ z 20 ml 10% sacharozy w 50 mM Tris — HCl o pH 8,0 i
lizozymem do stgzenia 1,3 mg/ml i odstawia na 30 minut w temperaturze pokojowej. Do tej
zawiesiny dodaje si¢ 1 ml 0,5 mM EDTA-NaOH (pH 8), 8 ml 0,2% Triton X-100, 25 mM EDTA,
50 mM Tris — HCI o pH 8,0 i doprowadza liz¢g do korica w ciggu 30 minut w temperaturze
pokojowej. Usuwa si¢ komdrkowy debris i wigkszo§é chromosomalnego DNA przez osadzenie za
pomocg odwirowania w 24 000 obr/min przez 45 minut wykorzystujac wirnik Beckman SW27.
Supernatant ozigbia si¢ na lodzie, taczy z 1/3 objetosci 40% glikolu polietylenowego 6000-2 M
NaCl i odstawia na noc w temperaturze 0°C. Otrzymany osad zbiera si¢ odwirowujac przy 5000
obr/min w temperaturze 4°C z wykorzystaniem wirnika Sorvall HB4, a nastgpnie rozpuszcza w
buforze TES. Roztwér, z 0,2 objetosci 10 mg/ml bromku ethidium (Serva) i CsCl do 1 g/ml
wiruje si¢ przy 40 000 obr/min przez co najmniej 48 godzin z wykorzystaniem wirnika Beckmann
R60 Ti, przy czym jedna probéwka poliallomerowa zazwyczaj wystarcza na lizat z 1 — 2 litréw
objgtoéci pierwotnej hodowli. -

W probéwce mozna uwidoczni¢é dwa pasma DNA za pomocg o§wietlenia UV, Pasmo o
wigkszej gestosci odpowiada DNA plazmidu w postaci I, a drugie pasmo odpowiada postaci II i
IIT plazmidowych DNA oraz pewnej ilo§ci chromosomalnego DNA. Zbiera si¢ z probédwki
pasmo pierwsze, usuwa bromek ethidium za pomocg 6-krotnej ekstrakcji alkoholem izoamylo-
wym i faz¢ wodng rozciencza si¢ 3 objgtoSciami wody uzupetnionej octanem sodowym do stgze-
nia 0,2 M (pH 5,1) przed wytraceniem DNA 2,5 obj¢tosci etanolu. DNA rozpuszcza si¢ ponow-
nie, ekstrahuje fenolem i ponownie wytraca si¢ etanolem. Jakos¢ DNA §ledzi si¢ za pomocg
elektroforezy w 1% zelu agarozowym w 40 mM Tris — kwas octowy o pH 7,8, 20 mM octanie
sodowym, 2 mM EDTA, a nast¢pnie stosuje si¢ bromek etidium. Jes§li DNA jest zanieczyszczony
zbyt wiclka iloscia RNA, oczyszcza si¢ go dalej przez wirowanie w obojetnym gradiencie sacha-
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rozy: 300 ug DNA w 10 mM Tris — HCl o pH 7,6 i 1 mM EDTA nanosi si¢ na 36-mililitrowy
5—20% gradient sacharozy w 10 mM Tris — HCl o pH 7,6, | mM EDTA, 1 M NaCl, wiruje si¢
w probéwce poliallomerowej przy 24 000 obr/min w ciggu 16 godzin w temperaturze 18°C,
wykorzystujac wirnik Beckmann SW 27, faczy si¢ frakcje zawierajace DNA (ODa2so) i wytraca za
pomocg octanu sodowego i etanolu. » ‘

Stadium B. Hybrydyzacja DNA z catkowitym RNA,

Okoto 150 ug DNA tak otrzymanego, laczy si¢ z pewng ilodcig jednorodnie znakowanego
P DNA stanowiacego marker i 2 ug DNA pSTNV-1 (plazmid rekombinantowy zawierajacy
¢DNA w postaci pelnej wielkoéci kopii RNA utomnego wirusa martwicy tytoniu (STNV) (J. Van
Emmelo i wsp., ,Construction And Characterization Of A Plazmid Containing A Nearly Full —
Size DNA Copy Of Satellite Tobacco Necrosis Virus RNA”, J. Mol. Biol. (w druku), stanowig-
cego kontrole wewngtrzng, dezintegruje za pomoca nadZwigkowienia w dezintegratorze ultra-
dzwickowym MSE i wytraca za pomoca octanu sodowego i etanolu.

Stala matryce stanowiacg dwuazobenzyloksymetylo (DBM)-celuloze (J.C. Alwine i wsp.,
+Method For Detection Of Specific RNAs In Agarose Gels By Transfer To Diazobenzyl Oxv-
methyl Paper And Hybrydyzing With DNA Probes”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 5350—5354
/1977/) przygotowuje si¢ zgodnie z metoda J.C. Alvine i wsp.: ,Detection Of Specific RNAs Or
Specific Fragments Of DNA Fractionaction In Gels And Transfer To Diazobenzyloksymethyl
Paper”, Methods — Enzymology, 68: Recombinant DNA (R. Wu, wyd.) (1980). W celu p:zygo-
towania matrycy bibutowej, arkusz bibuly Whatman 540 réwnomiernie nasyca si¢ roztworem
zawierajgcym 2—3 mg chlorku 1-(m-nitrobenzyloksy)metylopirydyniowego (NBPC/BDH) i
0,7 ml tréjwodzianu octanu sodowego w 28,5 ul wody/cm?, przetrzymuje w temperaturze 60°C
az do wyschnigcia i jeszcze przez 10 minut, po czym wygrzewa w temperaturze 130—135°C w
ciggu 30—40 minut. Po kilkukrotnym przemyciu woda w ciagu okoto 20 minut i trzykrotnym
przemyciu acetonem w ciggu okoto 20 minut, suszy si¢ i przechowuje. Bibut¢ inkubuje si¢ w
temperaturze 60°C w ciagu 30 minut w 0,4 ml 20% roztworu podsiarczynu sodowego w
wodzie/cm? ze sporadycznym wstrzasaniem. Bibule ponownie przemywa si¢ czterokrotnie woda,
1 raz 30% kwasem octowym w ciagu 5 minut oraz czterokrotnie woda, przenosi do 0,3 ml 1,2 M
HCl o temperaturze lodu/cm’, przy czym do kwasu solnego dodaje si¢ bezpoérednio przed uzy-
ciem 10 mg/ml §wiezego NaNQ: i inkubuje w ciggu 30 minut w temperaturze 0°C.

Nastepnie szybko przemywa si¢ dwukrotnie wodg o temperaturze lodu i 1 raz mieszaning
zawierajaca 80% dwumetylosulfotlenku (czystoéci spektralnej, Merck) i 20% 25 mM fosforanu
sodowego o pH 6,0. W celu przygotowania matrycy sproszkowanej powtarza si¢ t¢ sama proce-
dure z uzyciem mikrogranulowanej celulozy w proszku (Whatman CC31). Uzyte ilo§ci wyraza si¢
w odniesieniu do odpowiadajacej wagi matrycy celulozowe;.

Z poczatku uzywano sproszkowanej matrycy, poniewaz jej zdolno$¢ wigzania jest wyzsza,
tak wigc mozna uzy¢é wzglednie mniejszych obj¢toéci do hybrydyzacji, przemycia i elucji. Nastgp-
nie do screeningu pojedyficzych klonéwuzywano matrycy bibutowej. Uzycie bibuty pozwala na
skuteczng elucj¢ woda, co zapewnia wyzszo$¢ w dalszych badaniach mRNA IFN-gG.

Rozpuszcza sig DNA, otrzymany jak wyzej opisano, w 25 mM fosforanie sodowym o pE
6,0, ogrzewa w ciggu 1 minuty, po czym ozi¢bia i dodaje 4 objetosci DMSO. Wigzanie z matryca
(50 mg proszku lub krazek bibuly o §rednicy 10 mm) zazwyczaj prowadzi si¢ przez weekend v’
temperaturze 4°C ze stalym mieszaniem. Roztwér DNA urzymuje si¢ raczej w niewielkiej objg-
tosci, zeby umozliwié §cisty kontakt z matryca i zwigkszyé skuteczo§¢ wigzania DNA z matryca.
Po zwigzaniu, matryc¢ przemywa si¢ 4-krotnie woda i 4-krotnie 0,4 NaOH w temperaturze 37°C
prowadzac kazde przemycie przez 10 minut, nastgpnie przemywa si¢ 4-krotnie wodg w tempera-
turze pokojowej i na koniec 2-krotnie buforem do hybrydyzacji (50% formamid, dejonizowany,
Baker), 40 mM kwas piperazyno-N,N’-bis(2-etanosulfonowy) (pH 6,4) (PIPES, Sigma), 1 mM
EDTA, 0,6 M NaCl i 0,1% SDS w temperaturze 4°C. Skuteczno$¢ wiazania mierzy si¢ na pod-
stawie promieniotwérczosci *°P.

Rozpuszcza si¢ 20 ug catkowitego RNA, otrzymanego jak wyzej opisano i 50 ng STNV-RNA
w 250ul (50 ul w przypadku matrycy bibutowej) buforu do hybrydyzacji i dodaje sic do DNA
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zwigzanego z matryca. Matryc¢ ogrzewa si¢ w temperaturze 70°C w ciagu 2 minut i przetrzymuje
w temperaturze 37°C przez noc z fagodnym mieszaniem,

Stadium C. Oddzielenie zhybrydyzowanego catkowitego RNA-DNA od nie zhybrydyzowa-
nego catkowitego RNA. '

Po odwirowaniu sproszkowanej matrycy nie zhybrydyzowane RNA usuwa si¢ i matryce
przemywa 7 razy ogétem 2 ml 50% formamidu, 10 mM PIPES o pH 6,4, 1 mM EDTA, 0,3 M
NaCl i 0,1% SDS, przy czym nizZsze stgZenie soli przy tym przemywaniu destabilizuje niespecyfi-
czne wigzanie RNA-DNA, Kazde przemycie koriczy si¢ wirowaniem'i ponownym zawieszeniem
matrycy w buforze. Do dalszych badan taczy si¢ pierwsze przemywki z nie zhybrydyzowanym
RNA (frakcja 1), przemywki 2—4 (frakcja 2) i przemywki 5—7 (frakcja 3). Przy hybrydyzacji z
matryca bibulowg stosuje si¢ podobna procedurg z wyjatkiem ograniczenia catkowitej objetosci
do 1 ml

Stadium D. Oczyszczanie zhybrydyzowanego catkowitego RNA. Eluuje si¢ zhybrydyzowany
catkowity RNA-DNA ze sproszkowanej matrycy dokonujgc 3 elucji, z uzyciem tacznie 900 ul
99% formamidu, 0,2% SDS, w temperaturze 70°C, w ciggu 2 minut, po czym eluat ozigbia si¢ na
lodzie. Catkowity proces hybrydyzacji i elucji formamidem prowadzi si¢ zasadniczo w spos6b
opisany przez A.G. Smitha (informacja ustna). Zhybrydyzowany catkowity RNA-DNA eluuje si¢
z matrycy bibutowej za pomoca przemycia 1 raz 100 ul wody o temperaturze lodu, a nastepnie 2
razy eluujac woda w ogélne;j iloéci 300 ul, w temperaturze 80°C, w ciagu 2 minut. Do dalszych
badan taczy si¢ eluaty i 100 ul przemywek (frakcja 4).

Do potowy kazdej z 4 frakcji dodaje si¢ 0,1 ug tRNA lub rybosomalnego RFN (rRNA) z
watroby cielgcej (frakcje 1A, 2A, 3A i 4A), a do drugiej potowy dodaje si¢ 8 ug eukariotycznego
poli(A) RNA lub rRNA (frakcje 1B, 2B, 3B, 4B). Frakcje oczyszcza si¢ przez wytracenie dodat-
kiem 0,5 M NaCl i 2,5 objetoéci etanolu w celu usuniecia §ladéw formamidu i innych
zanieczyszczen.

Stadium E. OkreSlenie aktywno$ci mRNA IFN-8.

Prowadzi si¢ translacj¢ frakcji 1A, 2A, 3A i 4A w 25 ul lizatu kréliczych retikulocytéw
potraktowanych nukleazg (wytworzonego zgodnie z metodg R.B. Pelhama i R.J. Jacksona (,,An
Efficient mRNA — Dependent Translation System For Reticulocyte Lysates, Eur. J. Biochem.,
7, 247—256 /1976/) wedlug metody B. LeBleu i wsp. (Translation Of Mouse Interferon mRNA
In Xenopus Laevis Oocytes And in Rabbit Reticulocyte Lysates”, Biochem. Biophys. Res. Com-
mun., 82, 665—673 /1978/, z tg r6znica, ze dodaje si¢ 250 mM spermidyny-HCl i 1 mM frukto-
z0-1,6-dwufosforanu w obecno$ci **S-metioniny (0,5 mCi/ml, Amersham). Po inkubacji laczy si¢
25 pl lizatu retikulocytow, otrzymanego w sposéb jak wyzej opisano, z 1 ul 10% dezoksycholan
— 10% Triton X100 i 2 ul immunosurowicy — PBS (1:9), po czym cato$¢ ogrzewa si¢ w tempera-
turze 37°C w ciagu 1 godziny. Dodaje si¢ 20 ul Cowan I Staphylococcus aureus (§wiezo prze-
myty, S.W. Kessler i wsp., ,Rapid Isolation Of Antigens From Cells With A Staphylococcal
Protein A-Antibody Adsorbent: Parameters Of The Interaction Of Antobody — Antigen Com-
plexes With Protein A”, J. Immunology, 115, 1617—1624/1975/) w 10% 100 mM NacCl, 10 mM
Tris — HCl o pH 7,4, 1| mM EDTA, 0,05% NP 40 i otrzymang mieszaning utrzymuje si¢ w
temperaturze 20°C w ciggu 30 minut, a nast¢pnie wiruje w wiréwce Eppendorf 5412 w ciggu 2
minut. Osadzong substancj¢ przemywa si¢ i odwirowuje 2 razy z PBS, w kornicu osad rozpuszcza
si¢ w probce buforu i poddaje elektroforezie w 13% Zzelu poliakryloamidowym, jak to opisali
U.K. Laemmli i wsp. (Cleavage Of Struktural Proteins During The Assembly Of The Head Of
Bacteriophage T 4”, Nature, 227, 680—685 /1970/), a nast¢pnie wykonuje si¢ autoradioautogra-
fie. Poréwnanie produktéw translacji STNV-RNA we frakcjach 1A i 4A jest wskazéwka skute-
cznos$ci hybrydyzacji i degradacji RNA w tym procesie.

Frakcje 1B, 2B, 3B i 4B rozpuszcza si¢ w 2 ul wody i bada na oocytach pod wzgledem
zawarto$ci mRNA IFN-8 w sposdb jak opisano w powyzZszej cze$ci opisu.

3. Dalsze badania — hybrydyzacja na arkuszach nitrocelulozy. _

Niektore z ponizszych badan poszczegdlnych klonéw wykonuje si¢ na arkuszach nitrocelu-
lozy (M. Cochet i wsp., ,,Cloning Of An Almost Full-Lenght Chicken Conalbumin Double-
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-Stranded ¢cDNA”, Nucleic Acids Research, 6, 2435—2452 /1979/). DNA rozpuszcza si¢
w 2 M NaCl i 0,2 M NaOH, po czym ogrzewa w temperaturze 100°C w ciggu 1 minuty, a
nast¢pnie ozigbia i nakrapla na wolne od detergentéw saczki miliporowe (wielko§é pordw
0,45 um, $rednica 7 mm). Saczki wygrzewa si¢ w temperaturze R0°C' w ciggu 2 godzin, przemywa
0,3 M NaCl, 2 mM EDTA, 0,1% SDS, 10 mM Tris — HCI o pH 7,5 i suszy w temperaturze
pokojowej. RNA hybrydyzuje si¢ w temperaturze 47°C, w ciagu 3 godzin, w 30% formamidzie,
0,5 M NaCl, 0,4% SDS, 2 mM EDTA, 50 mM PIPES (o pH 7,5). Hybrydyzacje koficzy si¢
przez rozcieniczenie 10 objetosciami 0,1 M NaCl i sgczki przemywa kilka razy 15 ml 0,3
M NaCl, 0,1% SDS, 2 mM EDTA, 10 mM Tris — HCl o pH 7,5 przez wstrzasanie w tem-
peraturze 45°C i kilka razy tym samym roztworem bez SDS w temperaturze 4°C. Elucje zhybry-
dyzowanego RNA-DNA przeprowadza si¢ w 30 ul § mM KCL w temperaturze 100°C ciggu
| minuty.

4, Wyniki badan nad selekcyjna hybrydyzacja RNA.

Poddaje si¢ screeningowi 16 grup o okoto 46 klonach (grupy A — P). W 6 z tych grup
frakcja 1B wykazuje aktywno$é tylko mRNA IFN-8, a w 8 z tych grup nie wykrywa si¢
mRNA IFN-8 i w 2 grupach (grupy C i O) mRNA IFN-8 obserwuje si¢ we frakcji 4B.
Badania grup C i O rejestruje si¢ w nastgpujacy sposéb: logarytm jednostek IFN-B (kalibruje
si¢ w odniesieniu do wzorca poréwnawczego 69/19) wykrytych przy badaniu frakcji 1B, nie
zhybrydyzowanej, i przy badaniu frakcji 4B, zhybrydyzowanej. Granica wykrywalnosci wy-
nosi 0,1.

Grupa Frakcja IB  Frakcja 4B

C 1,0 0
0,5 0,5
0 0,2

0 0 0
0,2 0,5

Grupe 0 dzieli si¢ wtérnie na 6 podgrup (podgrupy 0;—0s, 4 po 8 klonéw i 2 po 7 klonéw),
hybrydyzuje i bada jak wyzej opisano z tym wyjatkiem, Ze uzywa si¢ 400 ml hodowli na 1 klon.
Podgrupy dajg nast¢pujace wyniki, przedstawione w ten sam sposéb, jak wyzej. Hybrydyzacje
prowadzi si¢ na DMB — celulozie w postaci proszku, jezeli tego nie wskazano inaczej.

Podgrupa Frakcja 1B Frakcja 4B

0, 0 1,2
0 1,5
0 0,5
0 0,5
0,2 0,5
0 1,2*
0; 0,7 0
03 0,7 0
‘ 0,5 0
04 0 0
0Os 0,5 0
Os 0 0

* Metoda z uiyciem DBM-celulozy w
postaci bibuly

Podgrupe 0, dzieli §ig wtdrnie na pojedyncze klony (oznaczone jako klony 01;—01/), hybry-
dyzuje i bada jak wyzej opisano, z ta réZnica, Zze uzywa si¢ 700 ml hodowli/klon. Hybrydyzacj¢
prowadzi si¢ w dalszym ciggu na DBM-celulozie w postaci proszku, jeSli tego nie wskazano
inaczc;j.
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Klon Frakcja 1B  Frakcja 4B

011 0,2 0
0,7 0
0,7 0
1,0 0**
012 1,2 0
0,2 o
0,7 O+
013 1,2 0
1,0 - 0,2¢
1,2 1,0(D*
1,2 (i
01/4 1,2 0
1,2 0
1,0 o*
1,2 0%
0ys 0,7 0
0,7 =0,2*
1,0 0
016 0,7 0
. 1,0 =0,2*
0,5 0
017 0,5 0
1,2 0*
<0,2 0,54
O 1 1,7¢
<0,2 1,2¢
0 0,7¢*
0 1,00

* Metoda z uzyciem DBM-celulozy w
postaci bibuly
** Arkusze nitrocelulozy

Tak wigc, klon 0, zawiera rekombinantowg czasteczke DNA zdolng do hybrydyzowania z
mRNA IFN-8 z catkowitego RNA zawierajacego mRNA IFN-8.

Niespecyficzne wigzanie RNA-DNA jest w wysokim stopniu nieprawdopodobne, gdyz
poréwnanie frakcji 1A i 4A nie ujawnia zasadniczo niespecyficznego wigzania STNV/DNA w
tych samych eksperymentach. Np. rejestruje si¢ to przy translacji w lizacie kréliczych retikulocy-
téw w obecno$ci >*S-metioniny, a nast¢pnie elektroforezy w 2elu, jak opisano w powy2szej czesci
opisu. Klon 0,5 oznacza si¢ E. coli HB101 (G-pBR322(Pst)/HFIF1 (,G-HB101-pHFIF1"), jego ,
rekombinantowg czasteczk¢ DNA G-pBR322(Pst)HFIF1 ("pHFIF1”), a jego hybrydowy wpro-
wadzony fragment ,fragment pHFIF1”. Nomenklatura ta wskazuje Ze klon i rekombinantowa
czasteczka DNP pochodzi z Gent (,G"”) i zawiera plazmid pBR322 zawierajagcy cDNA Hu IFN-8
(,HFIF”) w miejscu Pstl, przy czym okreflona czasteczka zajmuje pozycje pierwszg (,,1”).

Identyfikacja klonéw zawierajacych rekombinantowe czgsteczki DNA krzyZowo hybrydyzu-
jace z pHFIF1.

pHFIF1, izolowanego sposobem jak opisano w powyZszej czeSci opisu, uzywa si¢ do sree-
ningu zbioru klonéw bakteryjnych, otrzymanych uprzednio, pod tym wzgledem, czy zawierajg
rekombinantowe czasteczki DNA zawierajace pokrewny, hybrydowy, wprowadzony fragment
DNA, przez hybrydyzacje w kolonii (M. Grunstein i D.S. Hogness, ,,A Method For The Isolation
Of Cloned DNA'’s That Contain A Specific Gene”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 72, 3961—3965
(1975)). Metoda ta pozwala na szybkg identyfikacje pokrewnych klonéw przez hybrydyzacje
promieniotworczej probki otrzymanej z pHFIF1 z DNA lizatéw kolonii bakteryjnych unieru-
chomionych na sgczkach nitrocelulozowych.

Wykonuje si¢ replike zbioru klonéw, przechowywanych w ptytkach do mikromiareczkowa-
nia jak wyZej opisano, na podobnej wielkoéci arkuszach nitrocelulozowych (§rednica poréw
0,45 pm, Schleicher and Schuel lub Millipore), ktére uprzednio wygotowano w celu usunigcia
detergentu i umieszcza arkusze na ptytkach z agarem LB zawierajacym tetracykling (10 ug/ml).
Kolonie bakteryjne hoduje si¢ przez noc w temperaturze 37°C. Liza i unieruchomienie bakterii na
arkuszach nitrocelulozy odbywa si¢ za pomocg kolejnych przemywan 0,5 N NaOH (2 razy po 7
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minut), 1 M-Tris — HCI o pH 7,5 (7 minut), 0,5 M Tris — HCl o pH 7,5i 1,5 M NaCl (7 minut),
2 razy SSC (0,15 M Nacl, 0,015 M cytrynian sodowy o pH 7,2 (7 minut). Po przepuszczeniu
etanolu przez arkusze i wysuszeniu na powietrzu, wygrzewa si¢ w temperaturze 80°C w ciggu 2
godzin pod zmniejszonym ci$nieniem i przechowuje w temperaturze pokojowe;j.

Fragment restrykcyjny Hinf I, specyficzny w stosunku do fragmentu pHFIF1 (ponizej) stuzy
jako prébka do hybrydyzacji w kolonii opisanej w ponizszej czgéci opisu. Fragment ten (okoto
170 bp) oczyszcza si¢ za pomocg elektroforezy produktu trawienia Hinf pHFIF1 w 6% zelu
poliakrylamidowym. Po zabarwieniu pasm DNA bromkiem etidium, specyficzny fragment eluuje
si¢, poddaje ponownej elektroforezie i znakuje **P przez ,,nick translation” (P.W.J. Rigby i wsp.,
+Labeling Deoxyribonucleic Acid To Hihg Specific Activity In Vitro By Nick Translation With
DNA Polymerase I, J. Biol. Mol., 113, 237--251 (1977)) za pomocg inkubowania w 50 litrach
mM Tris — HCl o pH 7,4, 10 mM MgCl,, 20 mM B-merkaptoetanolu, zawierajagcych po 2,5 ul
400 uM kazdego z dCTP, dTTP, dGTP, 100 pikomoli a-ATP (Amersham, 2000 Ci/milimol) i 2,5
jednostki polimerazy DNA I (Boehringer) w temperaturze 14°C w ciggu 45 minut. Tréjfosforany
dezoksynukleotydéw, ktdre nie przereagowaly, usuwa si¢ za pomoca saczenia zelowego przy uzy-
ciu Sephadex G 50 w buforze TE. **P-DNA, znakowany w wysokim stopniu, wytraca si¢ stosujac
0,1 objgtosci 2 M octanu sodowego o pH 5,1 i 2,5 objetosci etanolu w temperaturze 20°C.

Hybrydyzacj¢ powyiszej prébki z saczkiem impregnowanym DNA prowadzi si¢ zasadniczo
w sposob opisany przez D. Hanabana i M. Meselsona (informacja ustna). Saczki, przygoiowane
w sposob jak opisano w powyzszej czgéci opisu, preinkubuje si¢ w ciagu 2 godzin w temperaturze
68°C w 0,1% Ficoll, 0,1% poliwinylopirolidonie, 0,1% bydlecej albuminy surowiczej, 0,15 M
NaCl, 0,03 M Tris — HCl o pH 8,0, ] mM EDTA i przemywa si¢ 0,02% Ficoll, 0,02% poliwiny-
lopirolidonem, 0,02% bydlgca albuming surowicza, 0,75 M NaCl, 0,15 M Tris — HCl o pH 8,0,
5 mM EDTA i 0,5% SDS. Hybrydyzacj¢ prowadzi si¢ przez noc w temperaturze 68° C w roztwo-
rze takim samym jakiego uzyto do przemywania (wyZej opisanego), z zastosowaniem préby
znakowanej *’P, ktéra przed uzyciem zdenaturowano w temperaturze 100°C przez 5 minut.
Saczki po hybrydyzacji przemywa si¢ 2 razy 0,3 M NaCl, 0,06 M Tris — HCl o pH 8,0, 2 mM
EDTA w temperaturze 68°C w ciagu 2 godzin przed wysuszeniem na powietrzu, po czym prze-
prowadza si¢ autoradiografig.

Screeningowi poddaje si¢ okoto 1350 klonéw wywodzacych si¢ z klasy DNA wielkos$ci
800—900. 13 kolonii, w tym pHFIF1, daje wynik pozytywny. Klony te oznaczono G-HB101-
-pHFIF1 do 13, a ich rekombinantowe czasteczki DNA pHFIF1 do 13. Jeden z tych klondw,
pHFIF2, hybrydyzuje si¢ z poli(A) RNA zawierajacym mRNA IFN-8 i bada przy uzyciu DBM-
-celulozy w postaci bibuly (supra). Poniewaz catkowitg aktywno§é RNA IFN wykrywa si¢ we
frakcji zhybrydyzowanej, a nie zhybrydyzowany RNA nie wykazuje jakiejkolwiek wykrywalnej
aktywnosci, jest oczywiste, ze klony identyfikowane przez hybrydyzacje w kolonii z czgscig frag-
mentu pHFIF1 hybrydyzuyq réwniez z mRNA IFN-S.

Jest, oczywiscie, widoczne, Zze ta metoda screeningu klonéw z uzyciem wprowadzonego
DNA HulFN-B pHFIF1 lub innego wprowadzanego DNA klonu identyfikowanego za pomoca
wprowadzanego DNA pHFIFI1, jak wyzej opisano, moze byé zastosowana réwnie dobrze do
innych klonéw zawierajacych sekwencje DNA otrzymywane przez zastosowanie rekombinanto-
wej technologii DNA, syntezy, naturalnych Zrédet lub ich kombinancji, wzglednie klonéw zawie-
rajagcych sekwencje DNA pokrewne jakimkolwiek powyizszym sekwencjom DNA przez mutacje,
w tym pojedyncza lub wielokrotna, podstawienia zasad, insercje, inwersje lub delecje. Tak wiec,
te sekwencje DNA i ich identyfikacja rowniez sa objete zakresem wynalazku. Nalezy réwniez
rozumie¢, ze sekwencje DNA, ktére nie reagowaly w screeningu z powyzszymi sekwencjami
DNA, lecz ktére w wyniku uszeregowania ich nukleotydéw koduja te polipeptydy, ktére sa
kodowane przez powyzsze sekwencje DNA, réwnieZ s3 objete zakresem wynalazku.

Charakteryzacja rekombinantowych plazmidéw odpowiadajacych IFN-S.

13 klonéw (pHFIF1 — 13), wykrytych w wyniku hybrydyzacji w kolonii, charakteryzuje si¢
dalej. Konstruuje si¢ mape fizyczna fragmentéw DNA wigczonych do tych klonéw i okresla si¢
orientacj¢ tych fragmentéw w réznych klonach.
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Mape fizyczna plazmidéw konstruuje si¢ przez trawienie r6Znymi enzymami restrykcyjnymi
(New England Biolabs) w 10 mM Tris — HCl o pH 7,6, 7 mM MgCl,, 7 mM B-merkaptoetanolu
w temperaturze 37°C, metodami dobrze znanymi. Produkty trawienia poddaje si¢ elektroforezie
w 2,2% zelu agarozowym i 6% zelu poliakrylamidowym w 40 mM Tris — kwas octowy o pH 7.8.
20 mM EDTA. Analizuje si¢ je po uwidocznieniu przez barwienie bromkiem etidium i poréwnuje
ze szczegbtowa mapg fizyczng pBR322 (J.G. Sutcliffe, supra). Mapy restrykcyjne réznych plaz-
midéw konstruuje si¢ na podstawie tych sposobéw zachowania si¢ przy barwieniu. Analizuje si¢
je szczegblowo przez oznaczenie sekwencji fragmentéw DNA wiaczonych do plazmidéw, zasad-
niczo metoda A.M. Maxama i W, Gilberta (,A New Method For Sequencing DNA”, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 74, 560--564 (1977).

Plazmidowy DNA otrzymuje si¢ z réznych pHFIF1 — 13 zgodnie ze sposobem wedtug
wynalazku metoda Kahna i wsp. (supra), ktéra stosowano w celu izolowania zestawu klonéw do
screeningu. Izolowany DNA w postaci I oczyszcza si¢ przez wirowanie w obojetnym gradiencie
sacharozy jak opisano w powyZszej cz¢§ci opisu i trawi réznymi enzymami restrykcyjnymi,
zasadniczo jak to poleca dostawca (New England Biolabs). ‘

DNA trawiony enzymami restrykcyjnymi defosforyluje si¢ w temperaturze 65°C w ciggu 30
minut w obecnosci 4 jednostek bakteryjnej fosfatazy alkalicznej i 0,1% SDS. Po nastgpujacych po
tym 2 ekstrakcjach fenolem i wytraceniu etanolem, DNA zostaje w koficu 5’ znakowany przy
uzyciu y — **P-ATP (okoto 3000 Ci/milimol) i kinazy polinukleotydowej (P — L Biochemicals,
Inc.).

W celu okreslenia sekwencji znakowane fragmenty traktuje si¢ na dwa sposoby. Niektére z
nich oczyszcza si¢ na Zelu poliakrylamidowym przed rozszczepieniem drugim enzymem restryk-
cyjnym. Inne rozszczepia si¢ drugim enzymem restrykcyjnym bezpo$rednio. W obydwu przypad-
kach zadane fragmenty wydziela si¢ w Zelu poliakrylamidowym w buforze Tris — boran —
- EDTA. Figura 7 przedstawia rézne fragmenty restrykcyjne (kétka oznaczaja znakowanie, a
strzatki kierunek okre§lania sekwencji) i zastosowang strategi¢ okre§lania sekwencji z uzyciem
pHFTF1, pHFIF3, pHFIF6 i pHFIF7.

Fragmenty poddaje si¢ degradacji zgodnie z metoda A.A. Maxama i W. Gilberta (supra). -
Produkty frakcjonuje si¢ w Zelu poliakrylamidowym, w réznych st¢Zeniach i przy réznych dhu-
gosciach w 50 mM Tris — boran, 1 mM EDTA o pH 8,3 przy napigciu 900—2000 V.

Sekwencj¢ kazdego odcinka wiaczonego fragmentu cDNA okre§la si¢ dla obydwu nici i
sekwencji kazdego miejsca rozpoznawania enzyméw restrykcyjnych, ktére stuzy jako znakowanie
zakonczone, okrefla si¢ dzielagc na odcinki. Tak otrzymang kombinowang sekwencje¢ nukleoty-
dowg kodujacej nici DNA IFN-B lub genu i odpowiadajacg jej sekwencje aminokwasowg przed-
stawiono na figurze 4. Poniewaz zaden z plazmidéw pHFIF1 — 13 nje zawierat catkowitego genu
HulFN-g, fig. 4 jest wynikiem kombinacji danych odnoszacych si¢ co najmniej do dwéch plaz-
midéw. W tym aspekcie, figura 5 przedstawia zalezno§¢ wzajemng mi¢dzy wiaczonymi fragmen-
tami pHFIF1, pHFIF3, pHFIF6 i pHFIF7, przy czym paine strzatki lub szewrony wskazuja
orientacje¢ roznych czgsci wlaczonych fragmentéw.

Odnoénie do figury 4, heteropolimeryczna czgé¢ wlaczanego fragmentu jest zakoriczona na
jednym korncu segmentem bogatym w T’ i zakoriczonym nicig A’ (co jest prawdopodobnie odbi-
ciem poliA zakorniczenia mRNA). Odnoénie wiaczonego fragmentu — to jest on numerowany od
pierwszego nukleotydu catkowitego wlaczonego fragmentu do nukleotydu w czgéci wiaczanego
fragmentu nie ulegajgcej translacji. Poczatkowy tryplet ATG w pozycji 65—67 i tryplet koficzacy
TGA w pozycji 626—628 definiujg fazg odczytywania nie przerwang kodonami nonsensownymi.
Jakakolwiek inna sekwencja translacji, to jest przy innych fazach odczytywania, ograniczonych
przez ATG lub GTG i sygnatl zakoriczenia, jest zbyt krétka, aby kodowa¢ polipeptyd o wielkosci -
oczekiwanej dla IFN-B. Tak wigc, region migdzy nukleotydem 65 a nukleotydem 625 najprawdo-
podobniej zawiera sekwencj¢ nukleotydowa odpowiadajaca kombinowanej sekwencji DNA
kodujgcej IFN-B zgodnie ze sposobem wedlug wynalazku,

Sekwencja ta nie wyklucza mozliwoéci, Ze modyfikacje genu, takie jak mutacje, w tym poje-
dyncze lub wielokrotne, podstawienia zasad, delecje, insercje lub inwersje, mogly uprzednio
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pojawiaé si¢ w genie lub moga nastgpnie powodowaé modyfikacje jego whasciwosci lub wiasci-
wosci polipeptydu powstajacego w wyniku translacji. Nie wyklucza si¢ pewnego polimorfizmu,
ktéry moze daé w efekcie geny lub polipeptydy fizjologicznie podobne, lecz strukturalnie lekko
réznigce si¢ od przedstawionych na fig. 4 (supra, p. 3). Np. inny klon, zidentyfikowany zgodnie
ze sposobem wedlug wynalazku, ma ,T” zamiast ,,C” przy nukleotydzie 90 sekwencji nukleoty-
dowej kodujacej IFN—pB. Taka zmiana w trzecim nukleotydzie kodonu nie powoduje zmiany w
kodowanym aminokwasie. Sekwencja aminokwasowa kodowana przez sekwencjge DNA przed-
stawiong na fig. 4 jest identyczna z sekwencjg aminokwasowsg, o ktorej donosi Taniguchi i wsp.
(supra).

Nalezy rozumieé, 7e cDNA klonowany z poli(A) RNA zwyktymi metodami (A. Efstratiadis i
wsp., supra) moze wykazywac¢ brak nukleotydow na zakonczeniu 5’ i moze nawet zawieraé sek-
wencje artefaktowe (R.I. Richards i wsp., ,Molecular Cloning And Sequence Analysis Of Adult
Chicken B-Globin cDNA”, Nucleic Acids Research, 7, 1137—1146 (1979)). Nie jest pewne, Ze
ATG zlokalizowany jako nukleotydy 65—67 jest rzeczywiécie pierwszym ATG sekwencji kodujg-
cej IFN-B. Tym niemniej, dla celéw niniejszego opisu, przyjmuje si¢, Ze ATG jako nukleotydy
65—67 jest pierwszym ATG naturalnego mRNA IFN-S.

W poréwnaniu nukleotydéw kodowanych w tym regionie wigczonego fragmentu z sekwen-
cja 13 aminokwaséw korica aminowego naturalnego ludzkiego interferonu z fibroblastéw — Met-
SerTyrAsnLeuLeuGlyPheLeuGlnArgSerSer — okreslona przez Knighta i wsp. (supra) ckazuje
si¢, ze wybrana faza odczytywania jest prawidlowa i ze nukleotydy 65—127 moga kodowac¢ pep-
tyd sygnatowy poprzedzajacy sekwencj¢ nukleotydowa kodujacg dojrzaty polipeptyd.

Poza tym, w eukariotycznych RNA tryplet AUG pierwszy od zakonczenia 5’ jest zazwyczaj
miejscem inicjacji syntezy biatka (M. Kozak, ,How Do Eukaryotic Ribosomes Select Initiation
Regions In Messenger RNA?”, Cell, 15, 1109—1125 (1978)). W niniejszym przypadku, kodon w
kombinowanym fragmencie, odpowiadajacy pierwszemu aminokwasowi interferonu z fibrobla-
stow jest 22 kodonem od pierwszego ATG. To takze sugeruje, ze sekwencja DNA kodujaca
interferon z fibroblastéw moze by¢ poprzedzona sekwencja determinujacg polipeptyd sygnatowy
skladajacy si¢ z 21 aminokwaséw. Przypuszczalna sekwencja sygnalowa zawiera kodony serii
hydrofobowych aminokwaséw. Taka akumulacja hydrofobowych reszt jest oczywiscie charakte-
rystyczna dla sekwencji sygnatowej (B.D. Davis i P.C. Tai, ,The Mechanism Of Protein Secretion -
Across Membranes”, Nature, 283, 433—438 (1980)).

Sekwencja nukleotydowa odpowiadajaca dojrzatemu HulFN-B8 zawiera 498 nukleotyddw,
kodujacych 166 aminokwaséw. Zakladajac, Ze nie wystgpuje przetworzenie korica karboksylo-
wego, masa czasteczkowa polipeptydu odpowiadajacego interferonowi wynosi 20085. Skiad
- zasad w sekwencji kodujacej odpowiada 45% G + C. Stosowanie kodonéw w sekwencji koduja- -
cej interferon jest logicznie zgodne z ogdlnie obowigzujacymi dla mRNA ssakéw (R. Grantham i
wsp., ,Coding Catalog Usage And The Genome Hypothesis”, Nucleic Acids Research, 8, 49—62
(1980)). Jakickolwiek zaobserwowane odchylenia mozna przypisaé zastosowaniu niewielkich
ilo$ci.

Struktura polipeptydu przedstawiona na fig. 4, odpowiadajacego ztozonemu fragmentowi,
oczywiScie nie odpowiada strukturze polipeptydu zmodyfikowanej w jakikolwiek sposéb z
powodu oddziatywania in vivo z enzymami np. przez glikozylacje. Tak wiec, nalezy rozumieé, ze
sekwencja aminokwasowa przedstawiona na fig. 4 moze nie byé identyczna z Hu IFN-8 tworzo-
nym in vivo. "

Poréwnanie pierwszych 13 aminokwaséw naturalnego interferonu fibroblastéw (Knight i
wsp., supra) i sekwencji wywodzacej si¢ z kombinowanego genu na fig. 4 nie wykazuje réznic.
Sktad aminokwasowy okreslony bezposrednio dla naturalnego interferonu fibroblastéw z jedne;j
strony, i skfad wydedukowany na podstawie sekwencji kombinowanego genu otrzymanego spo-
sobem wedlug wynalazku z drugiej, réwniez wykazuja zasadnicze podobiefistwo. Figura 6 przed-
stawia poréwnanie tych sktaddw.,

Aczkolwiek zadna z rekombinantowych czasteczek DNA poczatkowo otrzymanych zgodnie =

ze sposobem wedtug wynalazku nie zawiera catkowitej sekwencji DNA interferonu z fibrobla-



149 679 : 25

stow, dostarczajg one uzytecznej probki do screeningu zbioréw sekwencji DNA dla tych sekwen-
cji, ktore sa pokrewne HulFN-B. Dalej, kombinacja czgsci wlaczanych fragmentéw DNA tych
rekombinantowych czasteczek DNA daje catkowitg sekwencjg¢ IFN-B, ktdra jest, jak to wyka-
zano w ponizszej cz¢$ci opisu, zgodna z obecnym stanem wiedzy. Np. w odniesieniu do fig. 5
mozna tatwo zauwazy¢, ze fragment PstI-BgIIl pHFIF6 mozna potaczyé z fragmentem Pstl-
-Haell pHFIF7 lub fragment EcoRI-Pstl pHFIF6 mozna potaczy¢ z fragmentem Pst-Haell
pHFIF7, wzglednie fragment BgIII-Pst] pHFIF6 mozna polaczyé z fragmentem PstI-BglII klonu
7 z utworzeniem kombinowanej sekwencji kodujacej HuIFN-B. Polaczenia tych fragmentéw
mozna, oczywiécie, dokonaé przed lub po insercji klonowanego fragmentu do zadanego
plazmidu.

Otrzymywanie plazmidéw zawierajgcych catkowitg sekwencje DNA kodujaca HulFN-8 w
celu ekspresji polipeptydéw wykazujacych aktywno§é HulFN-g.

Bakteriofag A zawiera dwa silne promotory PL i Pgr, ktérych aktywno$é znajduje si¢ pod
kontrolg represerowego biatka, produktu fagowego genu cI. W obecnoéci represora transkrypcja
tych promotoréw ulega catkowitej represji. Usunigcie represora daje w wyniku silnie wyrazong
transkrypcje Pr i Pr (przeglad patrz, H. Szybalski i W. Szybalski, ,A Comprehensive Molecular
Map Of Bacteriophage A", Gene, 7, 217—270 (1979)). .

Pochodne plazmidu pBR322 dajgcego duza ilo§¢ kopii (F. Bolivar i wsp., ,Construction And
Characterization Of New Cloning Vehicles. II. A Multiple Cloning System”, Gene, 2, 95—113
(1977)) konstruuje si¢ z wiaczeniem promotora P.. Plazmidy te opisane sa w brytyjskim zgtosze-
niu patentowym nr 80 28983, ztozonym 8 wrze$nia 1980 i wiaczonym do niniejszego opisu jako
odno$nik.

A. Struktura plazmidéw zawierajacych promotor P..

Plazmid pPLa2311. Plazmid ten, przedstawiony na fig. 8 sktada si¢ z 3 fragmentéw Haell.
Najwigkszy fragment o okoto 1940 bp zawiera region PLO. bakteriofaga A i region genu S-la-
ktamazy pBR322 (J. Sutcliffe, ,Complete Nucleotide Sequence Of The Escherichia coli Plasmid
pBR322”, Cold Spring Harbor Symposium, 49, 77—90 (1978)). Sasiaduje z tym fragmentem
fragment Haell o 370 bp. otrzymany z plazmidu Col E;. Miejsce poczatku replikacji obejmuje
potaczenie migdzy tymi dwoma fragmentami (A. Oka i wsp., ,Nucleotide Sequence Of Small Col
E, Derivatives. Structure Of The Regions Essential For Autonomous Replication And Colicin E;
Immunity”, Mol. Gen. Genet., 172, 151—159 (1979)). Trzeci fragment Haell, o dlugoéci okoto
1600 par zasad koduje oporno§é na kanamycyn¢. Fragment ten pierwotnie otrzymuje si¢ z plaz-
midu pCR; (C. Covey i wsp., ,A Method For The Detection Of Restriction Sites In Bacterial
Plasmid DNA”, Mol. Gen. Genet., 145, 155—158 (1976)). Kierunek transkrypcji od promotora
P jest taki sam jak w genie B-laktamazy. Plazmid pPLa2311 nadaje opornoéé na karbenicyling o
st¢zeniu do 100 ug/ml i kanamycyng o stgzeniu do 50 ug/ml.

Plazmid G-pPLa8. Plazmid ten, przedstawiony na figurze 9 otrzymuje si¢ z pPLa2311 za
pomocg konwersji miejsca Pstl w genie B-laktamazy do miejsca BamHI. Dokonuje si¢ tego trak-
tujac pPLa2311 otwarty Pstl nukleaza S;, a nast¢pnie tgczac metoda lepkich konicéw z fragmen-
tem tacznikowym BamHI (otrzymanym z Collaborative Research Inc., Waltham, Mass.), a
nastgpnie, po rozszczepieniu BamHI przywracajac czasteczk¢ do postaci kolistej. Plazmid pPLa8
nie przenosi dalej oporno$ci na karbenicyling, chociaz w dalszym ciggu nadaje oporno$¢ na
kanamycyng.

Plazmid G-pPLc24. Plazmid ten, przedstawiony na figurze 10, zawiera gen B-laktamazy i
miejsce poczatku replikacji z pBR322. Region Haell-EcoRI o 290 bp zawiera region PLOL z
bakteriofaga A. Kierunek transkrypcji: od promotora P. ku miejscu EcoRI. Fragment EcoRI —
BamHI o 431 bp koduje miejsce przylaczania rybosoméw i pierwsze 98 reszt aminokwasowych
genu replikazy bakteriofaga MS2. Fragment otrzymany jest z plazmidu pMS2—7 (R. Devos i
wsp., ,Construction And Characterization Of A Plazmid Containing A Nearly Fullsize DNA
Copy Of Bacteriophage MS2 RNA”, J. Mol. Biol., 128, 595—619 (1979)). Translacja biatka rep-
likazy MS2 przebiega kolinearnie z transkrypcja od promotora Pr.

B. Zalezne od temperatury wlaczenie aktywno$ci promotora Py.
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Transkrypcja od promotora Py, obecnego w plazmidach pPLa2311, pPLa8 i pPLc24, ulega
represji przy przetrzymywaniu plazmidéw w szczepie E. coli, ktéry syntetyzuje biatko represora.
Wskutek jego samoregulacyjnego sposobu syntezy, jedna kopia genu cI na chromosomie lizo-
gennego szczepu zdolna jest do pelnego wywolywania represji promotora Pr. obecnego w plazmi-
dzie dajagcym wiele kopii (M. Ptashne i wsp., ,Autoregulation And Function Of A Represor In
Bacterophage A", Science, 194, 156—161 (1976)). v

Szczepami zastosowanymi w sposobie wedlug wynalazku sg: E. coli K12AHI (K12 M72
lacamAtrpEA2 Sm® (A cI857 Nam7NawmS 3AHI bio) (U. Bernard i wsp., ,,Construction Of Plasmid
Cloning Vehicles That Promote Gene Expression From The Bacteriophage APL Promoter”,
Gene, 5 59—76 (1979)) i E. coli M5219 (K12 M72 lacemtrpanSM™ (A cI857AHI bio 252)(H. Greer,
,The kil Gene Of Bacteriophage A", Virology, 66, 589—604 (1975)). Obydwa szczepy sa siedli-
skiem defektywnego, niepobudliwego profaga A, zawierajacego zmutowany gen cl. Zmutowany
gen koduje wrazliwy na temperaturg represor, co pozwala wiaczaé transkrypcj¢ od promotora P

przez zmiang temperatury, przy czym w 28°C represor jest aktywny i wywoluje represj¢ trans-
krypcji od promotora Py, lecz w temperaturze 42°C represor jest inaktywowany i transkrypcja z
promotora P zostaje wiaczona.

Delecja AHI w profagu usuwa czg¢$¢ -genu cro i wszystkie inne geny w prawo od cro (M.
Castellazzi i wsp., ,Isolation And Characterization Of Deletions In Bacteriophage A Residing As
Prophage I E. coli K12”, Mol. Gen. Genet., 117, 211—218 (1972)). Delecja genu cro jest
korzystna, poniewaz wiadomo, Ze akumulacja biatka cro powoduje represj¢ transkrypcji od pro-
motora Pp ¢A. Johnson i wsp., ,Mechanism Of Action Of The cro Protein Of Bacteriophage A",
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75, 1783—1787 (1978)). W szczepie M5219 dodatkowo wystepuje
delecja bio252, ktéra usuwa wszystkie geny na lewo od clIIl, wlacznie z kil.

Pod wplywem indukcji temperaturowej szczep M5219 wykazuje ekspresj¢ produktu genu
funkcyjnego N. Z drugiej strony szczep K12AHI wykazuje dwie mutacje ,amber” w N, co czyni
szczep ten funkcjonalnie N-ujemnym. Wiadomo, ze produkt genu N dziala w bakteriofagu A jako
antyterminator (J.W. Roberts, , Transcription Termination And Late Control In Phage A", Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 72, 3300—3304 (1975)). Wptyw antyterminatora obserwuje si¢ w réwnym
stopniu w przypadku sekwencji terminatora, ktére nie sa naturalnie obecne w DNA faga A (np.
naturalny sygnat stop przy koficu operonu trp) zapewniajac rozpoczynanie si¢ transkryptu RNA
od promotora P.. Oprécz tego, wplywy polaryzujace spowodowane obecno$ciag nonsensownego
kodonu w transkrypcie PL sg zlagodzone przez dziatanie biatka genu N (przeglad patrz: N. Fran-
klin i C. Yanofsky, ,,The N Protein Of A: Evidence Bearing On Transcription Termination, Pola-
rity And The Alteration Of E. coli RNA Polymerase” w: RNA Polymerase (Cold Spring Harbor
Laboratory, 1976, str. 693—706).

Tak wigc, dysponowanie wyzej wspomnianymi plazmidami w indukowanym termicznie pod-
lozu bakteryjnym cI pozwala na wiaczanie i wylaczanie aktywnoéci promotora P.. Wybér
K12AHI lub M5219 pozwala transkrypcji zachodzi¢ zaréwno w nieobecnoéci, jak i w obecnoéci
produktu genu N. To ostatnie moze by¢ Korzystne, jak opisano w powyiszej czgéci opisu, w
przypadkach, gdy regiony DNA, ktére majg by¢ transkrybowane, zawieraja sekwencje podobne
do terminatora transkrypcji lub sekwencji spowalniajgce dziatanie polimerazy RNA.

C. Konstruowanie klonéw zawierajacych sekwencje DNA kodujaca HulFN-8 wigczona do
plazmidu zawierajacego promotor PL. W nastgpujacym dalej opisie, izolowanie plazmidowego
DNA, analiz¢ restrykcyjng DNA i taczenie fragmentéw DNA przeprowadza si¢ jak wyZzej opi-
sano w przypadku klonowania dwuniciowego DNA. Stadium transformacji prowadzi si¢ réw-
niez, jak wyzej opisano, z tym wyjatkiem, ze w przypadku, gdy stosuje si¢ szczep K12AHT lub
M5219 jako szczep-gospodarz, wstrzasu cieplnego dokonuje si¢ w temperaturze 34°C w ciagu 5
minut, a komérki transformowane inkubuje si¢ w temperaturze 28°C.

1. Konstruowanie plazmidu G-pPLa-HFIF-67-1.

Uzasadnieniem tej konstrukcji jest obserwacja, ze kombinacja odpowiednich fragmentow
restrykcyjnych z klonéw G-pBR322 (Pst)/HF [F-6 i G-pBR322(Pst)/HFIF-7 umozliwia rekons-
trukcje catkowitej, kodujacej w sposéb ciggty, sekwencji IFN-B. Przechodzenie otrzymanych
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fragmentéw przez kilka stadiéw konstrukcyjnych przedstawiono schematycznie na fig. 8. Plazmid
G-pBR322(Pst)/HFIF-6 rozszczepia si¢ EcoRI i Pstl i taczy z plazmidem G-pBR322(Pst)/ HFIF-
-7, ktéry réwniez zostal rozszczepiony Pstl i Pvul. Po tgczeniu mieszaning trawi sic EcoRI i
Haell. Uzywa si¢ 4-krotnego nadmiaru molowego tej mieszaniny do lgczenia z plazmidem G-
-pPLa2311 ktéry trawiony byt Haell i EcoRI. Transformanty otrzymuje si¢ w szczepie
C600rkmk(A) (ktéry zostat uzyty z powodu jego wzglednie wysokiej podatnosci na transformacije
i poniewaz zawiera on gen cI typu dzikiego) przez selekcje pod wzgledem opornoéci na kanamy-
cyn¢. Z 15 transformantéw poddanych screeningowi, 2 utracily oporno$é na karbenicyline. Res-
trykcyjna analiza DNA izolowanego 7 plazmidéw tych transformantéw ujawnita, 7e jeden miat
pozadang struktur¢ G-pPLa-HFIF-67-1 uwidoczniong na fig. 8. Plazmid ten zawiera pojedyricze
miejsce EcoRI i pojedyricze miejsce Pstl. Potaczone trawienie EcoORI — Pstl daje dwa fragmenty,
przy czym mniejszy z nich migruje wspélnie z fragmentem otrzymanym po rozszczepieniu G-
-pBR322(Pst)/HFIF-6 przez EcoRI — Pstl. Trawienie BgIII odszczepia maly fragment o okoto
650 bp. Wiclkos¢ tego ostatniego fragmentu jest zgodna z oczekiwang wielkoécig po potgczeniu
najblizszego fragmentu BgIII — PstI klonu G-pBR322(Pst)/HFIF-6 z dalsza czeécia fragmentu
Pstl — BgIII G-pBR322(Pst)/HFIF-7. Trawienie HinclII tworzy trzy fragmenty, jak moZna ocze-
kiwaé na podstawie obecnosci miejsc HincIl w regionie P., aminowej czeéci koficowej genu -
-laktamazy i nie ulegajacym translacji konicu 5’ sekwencji DNA HulFN-B. Plazmid ten ozna-
czono G-pPLa-HFIF-67-1.

Na podstawie powyzszej charakterystyki za pomoca analizy enzymami restrykcyjnyml,
plazmid G-pPLa-HFIF-67-1 powinien zawieraé¢ catkowita sekwencje kodujacg HuIFN-B. Kieru-
nek Zzadanej transkrypcji jest kolinearny z transkrypcja od promotora P.. Miedzy P i sekwench
genu kodujacego HulFN-B, plazmid w dalszym ciagu zawiera zakoriczenie poli(A. T) i odwré-
cony fragment korica 3, jak w G-pBR322 (Pst)HF F-6

2. Konstruowanie plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12.

Nastgpne stadium konstruowania plazmidu przeznaczone jest na usuwanie z G-pPLa-HFIF-
-67-1 zakonczenia poli(A.T) i czg§ci odwrdconego fragmentu kofica 3’ (patrz fig. 9). DNA G-
-pPLa-HFIF-67-1 rozszczepia si¢ Bglll i Hpall. Poniewaz sekwencja kodujaca HulFN-B nie
zawiera miejsca Hpall, ten sposéb postgpowania daje w wyniku fragment BgIII zawierajacy nie
naruszong sekwencj¢ kodujgc IFN-B i jednoczeénie inaktywuje pozostalg czeé¢ wektora. Powstaty
fragment BgIII taczy si¢ z plazmidem G-pPLa8, kt6ry zostat strawiony BamHI. Enzymy BgIII i
BamHI tworzg identycznie utoZzone korice tak, ze korice BgIII mozna laczyé z otwartym miejscem
BamHI i odwrotnie. Zrekonstruowane miejsce nie jest diuzej substratem BgIII lub BamHI, lecz
jest rozpoznawane przez enzym Sau3Al (Mbol) (V. Pirotta, ,Two Restriction
Endonucleases From Bacillus globigii”, Nucleic Acids Res., 3, 1747—1760 (1976)). Po polgczeniu
mieszaning ponownie rozszczepia si¢ BamHI w celu wyeliminowania tych czasteczek G-pPLa8,
ktore ulegly pojedynczemu przywrdceniu postaci kolistej. Transformanty ponownie otrzymuje si¢
w C600rgkmx(\) selekcjonowanym pod wzgledem opornoéci na kanamycyne.

Transformanty poddaje si¢ screeningowi przez oznaczenie wielko$ci nie rozszczepionego
DNA w Zelu agarozowym jak opisano w powyzszej czeéci opisu, w celu charakteryzacji rekombi-
nantowych plazmidéw odpowiadajacych IFN-B. Klony nieznacznie wigksze od macierzystego
G-pPLa8 poddaje si¢ pdZniej analizie restrykcyjnej z uzyciem albo PstI albo Hincll. Stwierdzono,
ze jeden klon zawiera pojedyficze miejsce Pstl i trzy miejsca HincIl. Jeden fragment z tego klonu
migruje wspdlnie z fragmentem HincIl pPLa8 otrzymanym z regionu od PL do regionu B-la-
ktamazy. Inny maty fragment klonu mierzacego okoto 400 bp, zgodny jest z insercja fragmentu
BgIIl do G-pPLa8 w sensie orientacji w odniesieniu do promotora P.. Plazmid ten oznaczono
G-pPLa-HFIF-67-12. Stadia konstruowania tego plazmidu przedstawione s schematycznie na
fig. 9. Bardziej szczegblowo mape¢ tego plazmidu przedstawia figura 11. Wielko$¢ plazmidu
(okoto 4450 bp) zostata oznaczona na podstawie sktadajacych si¢ na niego fragmentéw, ktére z
kolei oznaczono na podstawie ich wzglednej ruchliwoéci w Zelach agarozowych.

E. coli K12AHI i M5219 transformuje si¢ nastgpnie scharakteryzowanym plazmidem G-
-pPLa-HFIF-67-12.
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Przeglad oznaczonej sekwencji nukleotydowej w okolicy potaczenia BgIIl/BamHI w G-
-pPLa-HFIF-67-12 ujawnia interesujaca cechg. Polipeptyd inicjowany przy sekwencji AUG
kodujacej B-laktamazg tego plazmidu konczy si¢ przy podwdjnym kodonie ,amber” zlokalizo-
wanym w nie ulegajgcym translacji kodcu 5 sekwencji HuIFN-B. Te kodony zakoniczenia sg
zlokalizowane 23 nukleotydy przed inicjujacym AUG sygnalowego peptydu HulFN-g, to jest:
181* Potaczenie BamHI/BgIII
CCC.CGG.AUC.UUC.AGU.UUC.GGA.GGC.AAC.CUU.UCG.AAG.CCU.
Pro-Arg-Ile-Phe-Ser-Phe-Gly-Gly-Asn-Leu-Ser-Lys-Pro-
UUG.CUC.UGG.CAC.AAC.AGG.UAG.UAG. GCGACACUGUUCGUGUUGUCAAC
Leu-Leu-Trp-Asn-Arg am am

AUG (sekwencja kodujaca peptyd sygnatowy HUIFN-B8) — AUG — (sekwencja kodujaca
dojrzaty HuIFN-g).

Figura zamkni¢ta w prostokgcie odpowiada numerom reszt aminokwasowych biatka S-la-
ktamazy pBR322 (J. Sutcliffe, supra). Gwiazdka (*) wskazuje, ze kodon CCU obecny w tej pozy-
cji w pBR322 zostat zmieniony na CCC w wyniku konwersji miejsca Pstl w pPLa2311 do miejsca
BamHI w pPLa8 (patrz wyzej).

Tak wiec, konstrukcja ta otwiera mozliwo$¢ reinicjacji przy AUG sygnatowego peptydu
HulFN-8, a przez to mozliwo$¢ ekspresji IFN—f polaczonego z jego peptydem sygnatlowym, ale
nie potaczonego z czeécia B-laktamazy. Taka wewngtrzng preinicjacj¢ z nastgpujacym przed-
wczesnym zakorniczeniem obserwowano w genie represorowym operonu laktozowego E. coli (T.
Platt i wsp., ,Translational Restarts: AUG Reinitiation Of A lac Repressor Fragment”, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 69, 897—901 (1972)). Konstrukcja ta umozliwiataby wydzielanie dojrza-
fego HulFN-B przez prawidlowe bakteryjnie rozpoznanie sygnatowej sekwencji HulFN-B.

3. Konstruowanie plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12A19.

Ze znanej sekwencji pBR322 i sekwencji kodujacej HUIFN-8 mozna wydedukowaé, ze dele-
cja z G-pPLa-HFIF-67-12 matego fragmentu Hincll (z regionu wewnatrz B-laktamazy do 3
nukleotydéw przed AUG inicjujacym sygnatowy peptyd HuIFN-B) daje w wyniku ciagla transla-
cje, przy czym faza odczytywania zaczyna si¢ od AUG g-laktamazy i koniczy si¢ po sekwencji
kodujacej HUIFN-B. Konstrukcja ta jest wigc przewidziana do kodowania polipeptydu sktadaja-
cego si¢ z 82 reszt aminokwasowych z sekwencji kodujacej B-laktamaze, jednego aminokwasu
kodowanego w polaczonym miejscu Hincll, sygnatowego peptydu HulFN-B8 i dojrzatego
HulFN-B, to jest:

82
GUU.AAC.AUG—(sekwencja kodujaca sygnatowy peptyd HuIFN -B) -AUG—
Val-Asn-Met (sekwencja kodujgca dojrzalty HuIFN-g)

Figura zamknigta w prostokacie odpowiada numerowi reszty aminokwasowej w biatku -
-laktamazy pBR322 (J. Sutcliffe, supra). Tak wigc, konstrukcja ta moze umozliwi¢ ekspresje
potaczonego polipeptydu sktadajacego si¢ z cze$ci B-laktamazy polaczonej jednym aminokwasem
z sygnatowym peptydem HulFN-p, ktéry z kolei potaczony jest z dojrzalym HulFN-B. To pota-
czone biatko mozna wydzieli¢ z komorki.

G-pPLa-HFIF-67-12 trawi si¢ czeSciowo Hincll. Po polaczeniu (przy st¢zeniu DNA wyno-
szacym okoto 0,01 ug/ml), DNA rozszczepia si¢ Xorll, izoschizomerem Pvul tworzacym wysta-
jace konce 3’ (R. Wang i wsp., Biochem. Biophys. Acta, w druku) i taczy ponownie przy niskim
stezeniu DNA. Macierzysty G-pPLa-HFIF-67-12 zawiera dwa miejsca XorlIl: jedno miejsce inak-
tywuje gen kanamycyny, a drugie jest zlokalizowane we fragmencie HincII do delecji z plazmidu.
Celem stadium: trawienie XorIl — ponowne potgczenie jest eliminacja macierzystych czasteczek
DNA nie rozszczepionych enzymem HincIl. Te czgsteczki maja dwa miejsca Xorll i w warun-
kach zastosowanych przy tgczeniu, potgczenie ponowne jest w wysokim stopniu nieprawdopo-
dobne. Transformanty otrzymuje si¢ w C600rxkmk () selekcjonujgc pod wzgledem opornoéci na
kanamycyne¢ i poddaje screeningowi przez analiz¢ restrykcyjng w celu ustalenia obecno$ci poje-
dynczego miejsca Pvul, Dalsza analiz¢ klonéw prowadzi si¢ za pomocg trawienia HincIl. Jeden
klon tracacy najmniejszy fragment Hincll, lecz z drugiej strony identyczny z G-pPLa-HFIF-67-



149 079 29

-12 oznaczono G-pPLa-HFIF-67-12A19. Stadia wystgpujace w konstrukcji tego plazmidu przed-
stawiono schematycznie na fig. 9. Bardziej szczegétowo mape tego plazmidu przedstawiono na
fig. 12, Wielko$¢ plazmidu (okoto 4050 bp) oznaczono przez scalenie wielko$ci fragmentdéw sta-
nowiqcych jego sktadniki, ktére z kolei oznaczono przez ich wzgledng ruchliwo$é w elektrofore-
zie na zelach agarozowych. Nast¢pnie E. coli K12AHI i M5219 transformuje si¢ scharakteryzo-
wanym plazmidem G-pPLa-HFIF-67-12A19.

4. Konstruowanie plazmidu G-pPLc-HFIF-67-8.

Plazmid G-pPLc24 daje inng mozliwo$¢ insercji sekwencji HUIFN-B8 w ten sposéb, ze inny
potaczony peptyd moze potencjalnie byé syntetyzowany. Insercja fragmentu BgIII z G-pPLa-
-HFIF-67-1 w miejscu BamHI G-pPLc24 daje w wyniku, przy kontynuowanej fazie odczytywa-
nia, kodowanie 98 reszt aminokwasowych genu replikazy MS2 (W. Fiers i wsp., ,Complete Nuc-
leotide Sequence Of Bacteriophage MS2 RNA: Primary And Secondary Structure Of The
Replicase Gene”, Nature, 260, 500—507 (1976)), 27 aminokwaséw kodowanych przez sekwencje
migdzy miejscem BgIII a inicjujacym AUG sygnatowej sekwencji HuIFN-B, nastgpnie sygnato-
wego peptydu HulFN-8 i dojrzatego HulFN-B, to jest:

98
UGG.GAU.CUU.CAG.UUU.CGG.AGG.CAA.CCU.UUC.GAA.GCC.UUU.GCU.CUG.GCA.
Trp-Asp-Leu-Glin-Phe-Arg-Arg-Gln-Pro-Phe-Glu-Ala-Phe-Ala-Leu-Ala-
CAA.CAG.GUA.GUA.GGC.GAC.ACU.GUU.CHU.GUU.GUC.AAC.AUG — (sekwencja
GIn-GIn-Val-Val-Gly-Asp-Thr-Val-Arg-Val-Val-Asn-Met

kodujaca sygnatowy peptyd HuIFN-8) — AUG — (sekwencja kodujaca dojrzaty HuIFN-B).

Figura zamknigta w prostokacie odpowiada numerowi reszty aminokwasowej w biatku
kodowanym przez gen replikazy MS2 (R. Devos i wsp., supra, W. Fiers, supra). To tez, kons-
trukcja ta pozwala na ekspresj¢ potaczonego polipeptydu skladajacego sie z czgéci replikazy MS2,
potaczonej 27 aminokwasami z sygnalowym peptydem HulFN-B, kt6ry z kolei polaczony jest z
dojrzatym HulFN-B.

DNA G- pPLa-HFIF -67-1 trawi si¢ BgIII i taczy z rozszczepionym BamHI DNA pPLc24. Po
potaczeniu mieszaning ponownie nacina si¢ BamHI w celu wyeliminowania macierzystych czaste-
czek pPLc24 i przenosi w celu transformacji do C600rkmx (M) z selekcja pod wzgledem opornosci
na karbenicyling. Transformanty analizuje si¢ przez restrykcje dziataniem Hincll. Na podstawie
znanej pozycji miejsc restrykcyjnych w pPLc24 mozna przewidzieé, ze insercja fragmentu BgIII-
-IFN-B w orientacji prawidtowej w odniesieniu do P. daje w wyniku dodatkowy fragment HincII
o okoto 650 bp. Reprezentatywny klon o tej konfiguracji oznaczono pPLc-HFIF-67-8. Stadia
konstrukcji tego plazmidu sg przedstawione schematycznie na fig. 10. Bardziej szczegétowg mape
tego plazmidu przedstawiono na fig. 13. Wielko§¢ plazmidu (okoto 3850 bp) oznaczono przez
scalenie wielkoéci fragmentédw stanowigcych jego sktadniki, ktére z kolei zostaty oznaczone na
podstawie wzglgdnej ruchliwoéci podczas elektroforezy w Zzelach agarozowych. E. coli K12AHI i
M5219 transformuje si¢ scharakteryzowanym plazmidem G-pPLc-HFIF-67-8.

5. Konstruowanie plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12A279T.

Plazmid pKT279 (otrzymany od K. Talmadge, pKT279 jest pochodng pB322 z delecja czgéci
genu B-laktamazy, z miejscem Pstl skonstruowanym przy 4 aminokwasie B-laktamazy) poddaje
si¢ trawieniu Pstl, po czym wydluzenie na korncu 3’ usuwa si¢ z utworzeniem, pod wptywem
polimerazy DNA I E. coli, w nieobecnoéci dezoksynukleotydofosforanéw, fragmentu z wolnym
zakonczeniem (fragment Klenowa). Fragment Pstl DNA pKT279 w postaci linearnej, z wolnym
zakoficzeniem 3', trawi si¢ nast¢pnie EcoRI z wytworzeniem fragmentu, ktéry, migdzy innymi,
koduje sygnatows sekwencje B-laktamazy i pierwsze 4 aminokwasy dojrzatego bialka.

Tego malego fragmentu uzywa sie nast¢pnie do zastgpienia fragmentu Hpal — EcoRI pPLa-
-HFIF-67-12A19 (miejsce Hpal jest konsekwencja opisanej w powyzszej czgéci opisu delecji z
G-pPLa-HFIF-67-12) przez lgczenie tego fragmentu z pPLa-HFIF-67-12A19 poddanym dziata-
niu Hpal — EcoRI w obecnoéci ligazy DNA T4.

Przewidywanga sekwencja potaczenia Pstl (z wolnym zakoriczeniem) — Hpal jest: (sekwencja
kodujaca sygnatowy peptyd B-laktamazy)-CAC.CGC.AAC.His-Arg-Asn-AUG — (sekwencja
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kodujaca sygnatowy peptyd HulFN-B8) — AUG — Met (sekwencja kodujaca dojrzaty
HulFN-B).

W konsekwencji, wynikiem konstrukcji jest IFN-B poprzedzony dwiema sekwencjami sygna-
lowymi w tandemie, to znaczy bakteryjna sekwencja sygnatowa (B8-laktamazy) i sekwencja sygna-
towa IFN-B polagczonymi kilkoma aminokwasami. Tak wigc, konstrukcja ta pozwala na ekspresje¢
dojrzatego HulFN-8 potaczonego z dwoma sygnatowymi peptydami czyli tandemowym potacze-
niem bakteryjnej sekwencji sygnatowej i sekwencji sygnatlowej HuIFN-B. Konstrukcja ta jest roz-
poznawana przez bakteri¢ i prawidlowo rozszczepiana. Pozwala ona na ekspresj¢ dojrzalego
HulFN-8 i jego wydzielanie z komérki.

E. coli M5219 transformuje sie pPLa- HFIF 67-12A279T.

6. Konstruowanie plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12A218M1.

Plazmid pKT218 (otrzymany od K. Talmadge, pKT218 jest pochodng pBR322 z delecja
czgéci genu B-laktamazy i jej sygnatowej sekwencji, z miejscem Pstl skonstruowanym przy 4
aminokwasie sekwencji sygnatowej S-laktamazy) trawi si¢ EcoRI i Alul z utworzeniem fragmentu
kodujacego migdzy innymi poczatkowa czg$é sygnalowego peptydu S-laktamazy. Fragment ten
faczy si¢ w obecnofci ligazy DNA T 4 z fragmentem otrzymanym z pPLa-HFIF-67-12A19 przez
trawienie Alul w obecnosci aktynomycyny D (0,05 mM) (w celu restrykcyjnego przecigcia plaz-
midu w miejscu Alul w sygnatowym peptydzie IFN-B) i dziatanie restrykcyjne EcoRI.

Powstaty plazmid, oznaczony pPLa-HFIF-67-12A218M1, zawiera poczatkowa cze$¢ genu
kodujgcego sygnatowy peptyd B-laktamazy, cz¢§¢ genu kodujacego sygnatowy peptyd HulFN-g i
gen kodujacy dojrzalty HuIFN-B. Przewidywang sekwencja odno$nego regionu plazmid jest:

4 _
CAA.GCU.CUU.UCC.AUG — sekwencja kodujgca dojrzaty HuIFN-8
Gln-Ala-Leu-Ser-Met-

Figura zamknigta w prostokacie odpowiada numerowi reszty aminokwasowej sygnatlowego
peptydu B-laktamazy pKT218. Tak wigc, konstrukcja ta moze pozwolié¢ na ekspresj¢ dojrzatego
HulFN-B potaczonego z czgScig bakteryjnej sekwencji sygnalowej i czgscia jego wiasnej sekwencji
sygnatowej. Jesli gospodarz bakteryjny rozpoznaje i prawidlowo rozszczepia tandemowe sekwen-
cje sygnatowe, moze zachodzi¢ ekspresja plazmidu z wydzielaniem biatka z komérki.

E. coli M5219 transformuje si¢ pPLa-HFIF-67-12A218M1.

7. Konstruowanie plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12AM1.

Plazmidowi pPLa-HFIF-67-12A19 nadaje si¢ postaé linearng jak poprzednio za pomoca
Alul w obecnoéci aktynomycyny D (0,05 M) w celu przecigcia w miejscu Alul w sygnalowym
peptydzie HuIFN-B. Po strawieniu Hpal, DNA przywraca si¢ posta¢ kolista w obecnoéci ligazy
DNA T 4. Utworzony w.wyniku tego plazmid, oznaczony pPLa-HFIF-67-12AMI1, zawiera jedy-
nie niewielkg cz¢$¢ sekwencji sygnalowej IFN-8 poprzedzajacej DNA kodujacy dojrzaty IFN-B.

Przewidywanga sekwencjg potaczenia jest:

82

GUU.CUC.UUU.CCA.UGA.

Val-Leu-Phe-Pro-STOP ‘
AUG — (sekwencja kodujaca dojrzaty HuFIN-3)

Figura zamknigta w prostokacie ustawionym pionowo odpowiada numerowi reszty ami-
nokwasowej w B-laktamazie. Figura zamknig¢ta w prostokacie ustawionym poziomo odpowiada
sekwencji w drugiej fazie odczytywania. Tak wigc, translacja sekwencjt kodujgcej B-laktamazy i
pozostata czg$¢ sekwencji kodujacej sygnatowy peptyd IFN-B jest zatrzymana na kodonie stop-
-UGA. Tym niemniej, kodon start (AUG) dla dojrzatego IFN-8 jest obecny w tym samym
miejscu, chociaz w innej fazie odczytywania. Tak wigc reinicjacja translacji moze mie¢ miejsce w
tym punkcie z utworzeniem dojrzatego HuIFN-g.

E. coli M5219 transformuje si¢ pPLa-HFIF-67-12AM1.

8. Konstruowanie plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2.

Plazmidowi pPLa-HFIF-67-12A19 nadaje si¢ postaé linearna za pomoca Hpal i traktuje
egzonukleaza BAL 31 w celu usunigcia bp stopniowo od kofica fragmentu DNA, ktéremu na-
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dano posta¢ linearng (H. Gray i wsp., ,Extracellular Nucleases Of Pseudomonas Bal 31”. I.
Characterization Of Single Strand-Specific Deoxyribendonuclease”, Nucleic Acids Res, 2,
1459—1492 (1975). Zmieniajac czas trwania i warunki traktowania egzonukleaza konstruuje si¢
serie fragmentdw DNA o rdéznej ilo$ci nukleotydéw, z sekwencji kodujacych sygnatowy peptyd
HulFN-B, poprzedzajacych kodon AUG dojrzatego HuIFN-8 lub bez poprzedzajacych nukleo-
tydow. Tymi fragmentami mozna pdZniej manipulowaé w celu skonstruowania miejsc wigzacych
rybosomy w réznej odlegloéci od kodonu start i do otrzymywania zadanej struktury drugorzg-
dowej blisko tego kodonu w celu wzmozenia ekspresji dojrzatego HuIFN-S. ' '

Fragmenty traktowane egzonukleazg otrzymuje si¢ jako fragmenty z wolnymi koricami za
pomoca polimerazy DNA I z E. coli (fragment Klenowa) w obecnosci dATP i dGTP w celu
uzupetnienia jakichkolwiek wystajacych koficow 5’. Nastepnie, do fragmentéw DNA o wolnych
konicach potacza si¢ dwuniciowy lgcznik Xhol o sekwencji 5'-CCTCGAGG-3' (Collaborative
Research). Fragmenty te nastgpnie przedtuza si¢ dwuniciowym lacznikiem EcoRI o sekwencji
5'-CCGAAT-TCGG-3¥ (Collaborative Research). Po trawieniu EcoRI, fragmentom majgcym lep-
kie korice EcoRI nadaje znowu posta¢ kolistg za pomocg ligazy DNA z E. coli. Uzycie tej ligazy
zamiast ligazy DNA T 4 pozwala uniknaé nadania znowu postaci kolistej fragmentom o wolnych
koncach.

Jeden z plazmidéw wyselekcjonowano i oznaczono pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2. Zawiera on
miejsce Xhol okoto 25 bp przed kodonem start AUG dojrzatego HulFN-B. Miejsce Xhol jest
réwniez poprzedzone miejscem EcoRI tworzonym przez przylaczenie tacznika EcoRI fragmentu
Hpal do miejsca EcoRI bezposrednio poprzedzajacego promotor P w pPLa-HFIF-67-12A19.
Tak wigc sekwencja kodujaca B-laktamazg ulega delecji. Dalej, poniewaz przynajmniej cze$é syg-
natowej sekwencji HuIFN-S zostaje usunigta, mozliwa jest ekspresja tylko dojrzatego HulFN-g.

E. coli K12AHI transformuje si¢ pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2.

Izolowanie i charakteryzowanie HulFN-B wytworzonego przez bakterie.

A. Otrzymywanie ekstraktow bakteryjnych.

1. Indukowanie. Prébk¢ hodowli macierzystej (zamroZonej do temperatury —80°C w: 50%
gliceryna — 50% podloze LB) takiej jak wyZej opisane hodowle szczepéw K12AHI i M5219
transformowanych plazmidami zawierajacymi fragmenty kodujagce IFN-B8 wprowadza si¢ do
$wiezego podtoza LB z zadanym antybiotykiem i prowadzi hodowl¢ do nasycenia w temperaturze
28°C. Do dwdch 500 ml porcji pedioza LB bez antybiotyku wprowadza si¢ po 1 ml nasyconych
komdrek i prowadzi hodowle ze starannym wstrzgsaniem w temperaturze do 28°C do gestosci
komérek 2 X 10%/ml. Jedna porcje przenosi sie do otoczenia o temperaturze 42°C w dalszym
ciggu wstrzasajac. Zaleznie od uzytego plazmidu, dokonuje si¢ zbioru hodowanych komdrek w
réznym czasie od przeniesienia do otoczenia o temperaturze 42°C, Kontrolng hodowle pozosta-
wia si¢ w temperaturze 28°C i dokonuje si¢ jej zbioru w tym samym czasie, co hodowli w tempe-
raturze 42°C. Komérki zbiera si¢ przez odwirowanie przy 8000 obr/min przez 10 minut w wir-
niku GSA (Sorvall). Osadzone komérki przemywa si¢ 20 ml 50 mM Tris — HCI o pH 7,4,
30 mM NaCl i osadza ponownie przez wirowanie przy 10 000 obr/min w ciggu 10 minut w
wirniku SS34 (Sorvall). Osadzone komorki szybko zamraza si¢ w mieszaninie suchego lodu i
metanolu i przechowuje w temperaturze —80°C. W przypadku, gdy pozadane jest poddanie
zebranych komoérek wstrzasowi osmotycznemu, omija si¢ stadium zamrazania.

Stosuje si¢ dwa rézne sposoby dokonywania lizy bakterii i ekstrakcji.

2. Ekstrakcja.

Liza A. Komorki zawiesza si¢ ponownie w konicowej objetoéci 4 ml buforu opisanego w
powyzszej czgsci opisu i dodaje lizozym (Sigma) do 1 mg/ml. Prowadzi si¢ inkubacj¢ w ciggu 30
minut w temperaturze 0°C. Zawiesing poddaje si¢ zamrazaniu i odmrazaniu w dwéch cyklach
przez naprzemienne zanurzanie w mieszaninie etanolu i CO, (—80°C) i w laZni wodnej o tempera-
turze 37°C. Frakcj¢ S—100 otrzymuje si¢ przez ultrawirowanie bakterii poddanych lizie (4 ml)
przy 60 000 obr/min w temperaturze 4°C w ciagu 1 godziny w wirniku SW60 Ti, po czym super-
natantu uzywa si¢ w dalszym toku postepowania.
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Liza B. Lizy B dokonuje si¢ w sposdb jak wyzej opisano (Liza A), z ta réznica, ze zamiast
roztworu 50 mM Tris — HCI (pH 8,0) — 30 mM NacCl stosuje si¢ 50 mM HEPES (Sigma) —
NaOH (pH, 7,0), 30 mM NaCl, 3 mM B-merkaptoetanol i 3% surowic¢ nowonarodzonych cielat
(Gibco).

Wstrzas osmotyczny. Bezposrednio po zebraniu i przemyciu osadzone komdrki zawiesza sig¢
ponownie w 20% sacharozie, 100 mM EDTA, 100 mM Tris — HCI o pH 7,4 przy maksymalnej
gestosci komérek 1 X 10'°/ml. Zawiesing przetrzymuje si¢ na lodzie w ciggu 10 minut, a nastgp-
nie wiruje przy 10 000 obr/min w ciggu 10 minut w wirniku Sorvall SS34. Roztwér sacharozy
ostroznie odciaga si¢ z probdwki, po czym osad ponownie zawiesza w réwnej obj¢tosci wody
(gesto$é komérek 1.X 10'°/ml). Ponownie zawieszone komérki pozostawia si¢ na lodzie na 10
minut i ponownie poddaje wirowaniu przy 10 000 obr/min w ciaggu 10 minut w wirniku SS34
(Sorvall). Do supernatantu dodaje si¢ ptodowg surowice cielgcg do stezenia 3%, bufor HEPES o
pH 7,0 do 50 mM, NaCl do 30 mM i B-merkaptoetanol do 3 mM. Supernatant ten oznacza si¢
jako ,supernatant po wstrzasie osmotycznym” i przechowuje w temperaturze 0°C.

3. Wytracanie siarczanem amonu. Do 0,5 ml roztworu kontrolnego lub ekstraktu S-100
dodaje si¢ 1 ml roztworu (NH4),SO4 nasyconego w temperaturze pokojowej. Mieszaning t¢
trzyma si¢ na lodzie przez co najmniej 30 minut, a nast¢pnie osadza osad wirujagc w wiréwce
Eppendorfa w ciggu 10 minut w temperaturze pokojowej. Osad rozpuszcza si¢ ponownie w PBS
(fizjologiczny roztwor soli buforowany fosforanami).

B. Miareczkowanie interferonem.

1. Bezposrednie badanie aktywnosci przeciwwirusowej. HuIFN-8 bada si¢ w ptytkach do
mikromiareczkowania (Sterilin) metoda zahamowania CPE (wplyw cytopatyczny) w ludzkich
fibroblastach trisomicznych w odniesieniu do chromosomu 21. Komérki wysiewa si¢ na 1 dzien
przed uzZyciem, inkubuje z seryjnymi rozcieficzeniami (logio = 0,5) prébki przez 24 godziny i
dziala na nie wirusem pg¢cherzykowatego zapalenia jamy ustnej (szczep Indiana) w rozciericzeniu
10~ plynu zawiesiny macierzystej zawierajacej 10%° mysich (C-929) jednostek tworzacych tysin-
ki/ml. CPE rejestruje si¢ po 24 godzinach od podziatania wirusem i punkt koficowy dziatania
interferonu ustala si¢ jako rozcienczenie probki powodujace 50% zmniejszenie wirusowego CPE.
We wszystkich badaniach stosuje si¢ wewng¢trzny standard HulFN-B, ktéry kalibruje si¢ wobec
ludzkiego odnos$nika fibroblastowego NIH Go023-902-527.

Lini¢ komérkowg trisomiczng wobec chromosomu 21 (w niniejszym opisie nazywang Tai)
otrzymuje si¢ przez biopsje skdéry pacjentki z zespotem Down’a. Jej kariotyp byt ustalony i wyka-
zywat diploidalno§¢ w odniesieniu do wszystkich chromosoméw z wyjatkiem chromosomu 21
(trisomiczny). Okazalo si¢, ze wrazliwoé¢ tej linii komdrkowej na interferon jest poré6wnywalna z
wrazliwo$cig linii komérkowych trisomicznych w odniesieniu do chromosomu 21 opisanych
przez E. De Clercq’a i wsp., (,Non-antiviral Activities Of Interferon Are Not Controlled By
Chromosome 217, Nature, 256, 132—134 (1975)), oraz E. De Clercq’a i wsp., (,Chromosome 21
Does Not Code For An Interferon Receptor”, Nature, 264, 249—251 (1976).

W innych badaniach uzywa si¢ linii komérkowej Ei{SM (A. Billiau i wsp., ,HUman Fibro-
blast Interferon For Clinical Trials: Production, Partial Purification And Characterization”,
Antimicrobial Agents And Chemotherapy, 16, 49—55 (1979)). Ta linia komdérkowa jest linig
diploidalnych fibroblastéw disomicznych w odniesieniu do chromosomu 21 i otrzymang od 2-
-miesi¢gcznego ptodu ludzkiego. W poréwnaniu z linig Tz, linia E,SM jest mniej wrazliwa na
HulFN-p (dziesigciokrotnie).

2. Badanie indukowania syntetazy 2,5-A. Inna metoda wykrywania obecnoéci interferonu
jest badanie indukowania syntetazy 2,5-A. Wykazano, Ze interferon indukuje ten enzym, ktéry
przeprowadza ATP w trimery (i mniejszym stopniu dimery, tetramery i multimery) 2,5-A (A.
Kimchi i wsp., ,Kinetics Of The Induction Of Three Translation-Regulatory Enzymes By Interfe-
ron”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 3208-3212 (1979)).

25 cm? butle z hodowla komérek E{SM (A. Billiau, supra) w stadium wzrostu odpowiadaja-
cym zlewaniu si¢ komdrek w jedng warstwe, traktuje si¢ w ciagu 20 godzin bakteryjnymi ekstrak-
tami rozcieiczonymi 1:6 lub kontrolnym interferonem w MEM zawierajacym 10% ptodowej
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surowicy cielecej. Hodowle rozprasza si¢ za pomoca trypsyny (0,25%), EDTA (0,17%) i eksten-
sywnie przemywa 140 mM NaCl w 35 mM buforze Tris o pH 7,5. Wszystkie nastepne operacje
prowadzi si¢ w temperaturze 4°C. Komoérki homogenizuje si¢ w 1,5—2,0 objetodciach 20 mM
buforu HEPES o pH 7,4 zawierajacego: 10 mM KCl, 1,5 mM octan magnezowy i 0,5 mM dwu-
tiotreitol (bufor do lizy I) w szklanym homogenizatorze Dounce’a. Homogenat wiruje si¢ w ciggu
20 minut przy 10 000 X g i supernatant (S10) przechowuje w ptynnym azocie, jezeli nie uzywa sig
go bezposrednio.

Plytki do mikromiareczkowania z 96 dotkami z komérkami w stadium wzrostu odpowiada-
jacym zlewaniu si¢ komdrek w jedng warstwe (10° komérek w 0.2 ml na 0,28 cm? dotek) traktuje
sie interferonem lub odpowiednimi ekstraktami bakteryjnymi, jak wyzej. Po 20 — godzinnym
dziataniu, plytki ozigbia si¢ na lodzie i przemywa 3 razy 140 mM NaCl w 35 mM buforze Tris o
pH 7,5. Hodowle poddaje si¢ potem lizie przez dodanie do kazdego dotka 5 ul roztworu zawiera-
jacego 0,5% Nonidet P 40 i 1 mM fluorek fenylometanosulfonylu (PMSF) w buforze do lizy I. Po
energicznym mieszaniu w ciaggu 20 minut na lodzie, lizaty komérek zbiera si¢ i odwirowuje w
ciagu 20 minut przy 10 000 X g, jak opisano w powy2szej czeéci opisu.

3,5 pl lizatu otrzymanego w sposéb jak wyiej wskazano, (liza A lub liza B) mkubuje si¢ w
ciggu 2 godzin w temperaturze 31°C w 6 ul mieszaniny do inkubacji zawierajacej: 100 mM octan
potasowy, 25 mM octan magnezowy, 10 mM HEPES/KOH o pH 7,4, 5 mM ATP, 4 mM fruk-
tozo — 1,6 — dwufosforan, 1 mM dwutiotreitol i 20 ul/ml poli(I).poli(C) oraz 2 uCi lizofilizo-
wanego (a”P) ATP (400 Ci/milimol, z Radiochemical Centre, Amersham, Wielka Brytania). Po
zatrzymaniu reakcji przez ogrzanie w ciggu 3 minut w temperaturze 95°C i sklarowanie przez
wirowanie w ciggu 2 minut przy 9 000 X g, prébki zadaje si¢ alkaliczng fosfataza z jelita cielecia
(Boehringer, Mannheim, nr kat. 405612) w stgzeniu 150 jednostek/ml w ciggu 1 godziny w tem-
peraturze 37°C, ponownie klaruje i nakrapla (1 ul z prébki) na ptytki do chromatografii cienko-
warstwowej z polietylenoiminocelulozy (Polygram, cel 300 PEI 20 X 20 cm, produkcji Macherey-
-Nagel Co., Duren, RFN). Plytki przemywa si¢ 2 razy po 2 litry wody destylowanej i suszy pod
zmniejszonym ci§nieniem przed chromatografia w 1 M kwasie octowym w ciagu 2—3 godzin. Po
wysuszeniu prowadzi si¢ autoradiografie w ciaggu 1—24 godzin.

C. Wykrywanie aktywno$ci HuIFN-8 w ekstraktach bakteryjnych.

1. Eksperymenty kontrolne. Przy przeprowadzaniu badaf opisanych w powyzszej czgci
opisu natrafia si¢ na dwa problemy zasadnicze. Obydwa sa wazne przy interpretacji danych uzy-
skanych w wyniku tych badan. Ekstrakty bakteryjne (w tym ekstrakty kontrolne) otrzymane w
rezultacie lizy wykonanej metodami opisanymi w powy#szej czeci opisu, wydaja si¢ zawieraé
nieinterferonowy pokrewny czynnik, ktéry w badaniach przejawia aktywnoéé przeciwbakteryjng.
Nie jest jasne, czy czynnik ten sam z siebie jest czynnikiem przeciwwirusowym, czy teZ jest on
czynnikiem indukujacym w warunkach badania przeciwwirusowa substancje¢, np. interferon.
Obecnoé¢ tego czynnika stwierdza si¢ w sposéb powtarzalny w ekstraktach S100. Aktywno$é
czynnika jest, prawdopodobnie z powodu zageszczenia komoérek, czgsto wyzsza w kontrolnych
ekstraktach z E. coli HB101 niz w podobnych ekstraktach kontrolnych z bakterii — gospodarzy
K12AHI lub M5219, w ktérych aktywnos¢ tego czynnika jest zawsze nizsza od okoto 0,7
logio/ml. Z pewnych przyczyn, przeciwwirusowa aktywno$¢ tego czynnika zmniejsza si¢, a cza-
sem jest catkowicie wyeliminowana przez wysolenie (NH4),SO4 w warunkach, w ktérych réwniez
interferon wytraca si¢ w eksperymentach kontrolnych.

Z powodu przeciwwirusowej aktywnoS$ci przypisywanej temu zanieczyszczajacemu czynni-
kowi trudno jest wyciagnaé wnioski o obecno$ci §ladowych ilosci interferonu w ekstraktach bak-
teryjnych. Tym niemniej mozliwe jest rozréZznienie przeciwwirusowej aktywnoséci tego czynnika
od aktywnosci naturalnego interferonu przez uzycie diploidalnych fibroblastéw E{SM. Komérki
te sa mniej wrazliwe na HuIFN-f anizeli zwyczajne komorki trisomiczne w odniesieniu do chro-
mosomu 21. Natomiast, komoérki te sg znacznie bardziej wrazliwe na omawiany czynnik, anizeli
na interferon. Np. uzywajac pMS2 — 7 (R. Devos i inni, ,,Construction And Characterization Of
A Plazmid Containing A Nearly Full-size DNA Copy Of Bacteriophage MS2 RNA”, J. Mol.
Biol., 128, 595—619 (1979)) w E. coli HB101 (H. Boyer i D. Rouland-Dussoix, ,A Complemen-
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tation Analysis Of Restriction And Modificétion 0 DNA In Escherichia coli”, J. Mol. Biol., 41,
459—472 (1969)) lub K12AHI — G — pPLa2311 jako lizatéw kontrolnych, uzyskuje si¢ wyniki
wykazujace ten wzgledny wplyw. Przedstawione sg one w nastgpujacej tablicy, w ktdrej rezultaty

pomiaréw aktywnosci przeciwwirusowej podano jako logi jednostek/ml.

Ta E,;SM

HBI101-pMS2-7 (liza A) 07
HB101-pMS2-7 (liza B, ale bez B-merkap-

toetanolu i surowicy ciele-

cej) <0,2 1,2
HBI01-pMS2-7 (liza B) nie ozna

czano 0,7

HB101-pMS2-7 (liza B) 0,2 1,0
HB101-pMS2-7 (liza B) 0,7 2,5
KI12AHI-G-pPLa2311 (liza B) 0,2 4,0
K12AHI-G-pPLa2311 (42°C, wstrzgs osmo-

tyczny) 0,5 >1,7

Poza tym, obecno$é¢ naturalnego interferonu jest odbiciem réznego stosunku wielkosci
T21:E1SM i wysokiej wartoéci T21 w poréwnaniu do powodowanej obecnoscia omawianego czyn-
nika. Przedstawiajg to nast¢pujace dane: ‘

Ta E,SM
Supernatant po wstrzgsie | K12-HI-G-pPLa2311 (42°C) 0,5 2,5
osmotycznym K12AHI-G-pPLa2311 (42°C)
+ HulFN-8 (naturalny) 1,5 2,5
Liza B po wytraceniu HB101-pMS2-7 0,2 2,5
(NH4)280, HB101-pMS2-7 +HulFN-8 2,7 2,5
naturalny (dodany przed lizg)

Tak wigc, poréwnanie aktywnosci T2;:E;SM i pomiar absolutnej aktywnosci w komdrkach
T2 pozwala na uzycie badan aktywno§ci przeciwwirusowej, opisanych w powyzszej czesci opisu,
do wykrycia w sposéb niedwuznaczny aktywnoéci HuIFN-8 w ekstraktach bakteryjnych. Dalej,
nalezy zauwazy¢, 2e w przypadku ekstraktéw hodowli E. coli (zar6wno K12AHI jak i M5219)
transformowanych niektérymi plazmidami otrzymanymi sposobem wedtug wynalazku, np. G-
-pPLa-HFIF-67-12, G-pPLa-HFIF-67-12A19, G-pPLc-HFIF-67-8, G-pPLa-HFIF-67-12A279T,
G-pPla-HFIF-67-12A218M1, G-pPLa-HFIF-67-12AM1 lub G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2, ta
interferencja nieznanego czynnika w badaniach aktywnoS$ci przeciwwirusowej byta mniejsza. W
badaniach tych najbardziej zageszczone ekstrakty (np. komérki z 150 ml hodowli o gestoéci
6 X 10°® komérek/ml poddano lizie i ekstrahowano w 4 ml) wykazujg niskg lub niewykrywalng
aktywno$¢é przeciwwirusowa, przypisywana nieznanemu czynnikowi.

Wskazano réwniez, Ze obecno$¢ tego zanieczyszczajacego czynnika jest wykrywalna na pod-
stawie badania indukowania aktywnoS$ci syntetazy 2,5-A. Jednak w tym przypadku czynnik
mozna wyeliminowaé catkowicie, przez wytrgcanie (NH4):SO4. Tak wiec, mozna w sposéb nie-
dwuznaczny wykry¢ tymi badaniami obecno$§é HulFN-B8 w ekstraktach bakteryjnych, odréznia-
jac ja od obecnoéci czynnika zanieczyszczajacego. ]

‘Tym niemniej, ekstrakty E. coli HB101/G-pBR322, (Pst)/HFIF-6, w ktérych sekwencja
kodujaca jest niecatkowicie kolinearna (nie zawiera tylko ostatnich kilku par zasad) i przez to
niezdolna do ekspresji dojrzatego polipeptydu, indukujg w spos6b powtarzalny aktywno$éé synte-
tazy 2,5-A, ale jak dotad nie wykazuja odréznialnej aktywnoéci przeciwwirusowej. Wykazuje to,
ze badanie 2,5-A nie moze by¢ uwazane za jedyne kryterium obecnoéci catkowitego wytworzo-
nego przez bakterie interferonu. Wykazuje to réwniez, Ze niecatkowity dojrzaty interferon moze
wykazywacé aktywno$é uzyteczng.
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Aktywno$¢ syntetazy 2,5-A mierzy si¢ przez inkorporacje **P do trimera 2,5-A, co wykazano
przez autoradiografie.

Wyniki (powtarzane 3 razy) przedstawiono w tabeli, z wzrastajacymi wartoéciami dodat-
nimi, bedacymi odbiciem wzrastajacej inkorporacji **P.

ekstrakt a/pHFIF-6 — +++ .po wytraceniu (NH.):S0, = ++

ekstrakt b/pMS2-7 — +++ po wytraceniu (NH();SO, — -

ekstrakt b/pMS2-7 — +++ . po wytraceniu (NH();SO, = ++
"+ HulFN-8 - o o

Drugim waznym problemem w tych badaniach jest niewielki odzysk HulIFN-8 wydzielanego
przez ludzkie fibroblasty w czasie i po uptywie réznych stadiéw eksperymentu. Por6wnanie odzy-
skow interferonu z leukocytéw i interferonu z fibroblastéw dodanego do ekstraktu S-100 wyka-
zuje, ze HulFN-B odzyskuje si¢ tylko z 10% wydajno$cia, w przeciwiefistwie do 100% odzysku
HulFN-a (wlasciwoéci przeciwwirusowe wyrazono w logio jednostek/ml, badanie "przy uzyciu
komorek Tay).

IFN-a rozcieficzony w ekstrakcie S-100 HB101-pMS2-7 (liza A) 2,5
IFN-a rozcieficzony w E-MEM + 3% surowicy cielgcej 2,7
IFN-8 rozcieficzony w ekstrakcie S-100 HB101-pMS2-7 (liza A) 0,7
IFN-8 rozcieficzony w E-MEM + 3% surowicy cielgcej 1,7

W innych eksperymentach' w ktérych IFN-8 dodaje si¢ do osadzonych komérek przed lizg i
ekstrakch (dodaje si¢ jedynie surowicg cielgcg do 3% jako stabilizator), wykazano 2e odzyskuje
si¢ tylko 10—30% IFN-B.

log:o jecnostek/ml
HEPES | Txu E:SM
HBI101-pMS2-7 (liza B, ale bez 8- pH 8 | 0,7 (10%) 1,7
+ IFN-8 merkaptoetanolu lub pH7 1,0 (20%) 1,7
surowicy cielgcej) pH6 -| 0,7 (10%) 1,7
IFN-8 . (tak samo jak przy lizie B) pH6 | 1,7(50%) 1,5
(bez bakterii)

Dalsze eksperymenty prowadzi si¢ w celu sprawdzenia stabilno$ci i odzyskiwania aktywno$ci
IFN-B. Wytracenie (NH,4):SO4 jak opisano powyZej, zar6wno w obecnoéci jak i w nieobecnosci
ekstraktow bakteryjnych powoduje czgsto zmniejszenie miana w badaniu aktywnoéci przeciw-
wirusowe;j: -

log:o jednostek/ml
Wytrqcanie (NH):SO, przed po
IFN-8 o 1,0 0,5
IFN-8 2,7 25
HBI101-pMS2-7 + IFN-B (liza B) 1,5 1,2
K12AHI-G-pPLa231] (28°C) + IFN-8 (liza B) 1,7 1,5
K12AHI-G-pPLa2311 (28°C) + IFN-B (liza B) 22, 3,0

Dializa IFN-B (catonocna, w temperaturze 4°C wobec PBS) zaréwno w obecnoéci, jak i w
nieobecnos$ci ekstraktéw bakteryjnych réwmez daje zazwyczaj w rezultac1e mniejszy odzysk
" aktywno$ci HulFN-8.
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logio jednostek/ml

Dializa ] przed po
IFN-8 w PBS 1,0 0,5
IFN-8 w PBS 2,7 2,5
KI12AHI-G-pPLa8 (28°C) + IFN -6 (liza B) 1,2 <0,2
K12AHI-G-pPLa8 + IFN-8 (liza B) 30 1,7
KI12AHI-G-pPLa8 + TFN-g (liza B) 2,5 1,0
K12AHI-G-pPLa8 + IFN-B (liza B) 1,5 0,5

Poniewaz IFN-B jest interferonem I typu, jego aktywno$¢ powinna by¢ stabilna w §rodowi-
sku kwasnym. Badano to przez dialize prébek IFN-B8 w obecnoéci lub nieobecnoéci ekstraktéw
bakteryjnych, przez noc w: 5 mM glicyna — HCI (pH 2,2) w temperaturze 4°C. Tego rodzaju
sposdb postgpowania powoduje tworzenie si¢ osadu, ktéry wydziela si¢ wirujac w wirdwee
Eppendorfa przy 12 000 X g w ciagu 2 minut. Nast¢pnie bada si¢ aktywno$§é przeciwwirusowg
supernatantu. Aczkolwiek czg§é aktywnos$ci przeciwwirusowej pozostaje po tym badaniu, jest
znaczna strata w ilosci odzyskiwanego interferonu.

log1o jednostek/ml

Dializa Przed . Po
HB101-pMS2-7 (liza A) + IFN-B 0,7 0,5
KI12AHI-G-pPLa2311 (28°C) po
wstrzgsie osmotycznym + IFN-8 1,2 1,2
M5219-G-pPLa8 (42°C) (liza B) + IFN-8 1,2 0,7
M5219-G-pPLa8 (28°C) (liza B) + IFN-8 3,0 2,0

Zmniejszenie aktywno$ci HuIFN-B8 w stosunku do wyzZej opisanych ekstraktéw kontrolnych
obserwowane po tych réznych rodzajach traktowania musi by¢ interpretowane ostroznie. NiZsze
miano aktywno$ci przeciwwirusowej niekoniecznie oznacza, ze interferon zostat zdegradowany.
Nizsze miano moze by¢ spowodowane niespecyficznym wigzaniem si¢ HuUIFN-8 z blonami diali-
zacyjnymi, albo z komponentami ekstraktéw bakteryjnych, np. komponentami bton. Np. jest
faktem ustalonym, ze IFN-g jest hydrofobowym biatkiem (o jego hydrofobowosci decyduje réw-
nieZ jego sekwencja aminokwasowa), ktére moze ulegaé niespecyficznemu przywieraniu do §cia-
nek probéwek lub innych powierzchni. Bakteryjny IFN-B, bez glikozylacji, moZe byé nawet bar-
dziej hydrofobowy. Tak wigc, wnioski dotyczace odzyskiwania glikozylowanego IFN—f wy-
dzielanego przez ludzkie komérki, niekoniecznie musza by¢ ekstrapolowane na IFN-8 pocho-
dzenia bakteryjnego.

2. Wykazanie aktywno$ci IFN-g.

a. Aktywno$¢ przeciwwirusowa. Bada si¢ aktywno$§¢ przeciwwirusowa IFN-8 w ekstraktach bak-
teryjnych E. coli M5219 lub K12AHI zawierajacych plazmidy: G-pPLa-HFIF-67-12, G-pPLa-
-HFIF-67-12A19, G-pPLc-HFIF-67-8, G-pPLa-HFIF-67-12A279T, G-pPLa-HFIF-67-12A218M1,
G-pPLa-HFIF-67-12AM1 lub G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2. Sposoby indukowania i otrzymy-
wania ekstraktéw S-100 oraz supernatantéw po wstrzgsie osmotycznym sa zasadniczo takie, jak
wyZej opisany. Uzywa si¢ 150 ml hodowli bakteryjnej (3—6 X 10° komérek/ml) w 1 ekspery-
mencie. Wszystkie miana biologiczne podaje si¢ w logio jednostek/ml.

G-pPLa-HFIF-67-12. Plazmid G-pPLa-HFIF-67-12 stosuje si¢ do transformowania E. coli
M5219 i E. coli K12AHI, a ekstrakty S100 otrzymuje si¢ za pomocg lizy B. Wszystkie prébki
wytraca si¢ (NH4).SO4 przed badaniem aktywnoSci przeciwwirusowej.

| Ta l E:SM
K12AHI-G-pPLa-HFIF-67-12 (28°C) <0,2 <1,0
K12AHI-G-pPLa-HFIF-67-12 (42°C, 90 minut) 0,2/0,5 <1,0/<1,0
MS5219-G-pPLa-HFIF-67-12 (28°C) <0,2 <l1,0

M5219-G-pPLa-HFIF-67-12 (42°C, 90 minut) 0,7/0,7- <1,0/<1,2
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Drugg wartoscia w powyzszej tablicy jest miano oznaczone po powtérnym badaniu tej samej
prébki. W kontrolnych eksperymentach naturalny IFN-8 dodaje si¢ do E. coli HB101-pMS2-7
przed liza komoérek i wykazuja one odzysk 30% IFN-B. Tak wigc jest oczywiste, ze po indukcji
IFN-B w bakteryjnym lizacie wykrywa si¢ aktywno$¢ przeciwwirusowg. Miana, aczkolwiek nizsze
od poziomu wykrywanego za pomocg komérek EiSM, wykazuja jasno, ze aktywnos$¢ przeciwwi-
rusowa IFN-8 nie jest spowodowana aktywno$cia zanieczyszczen bakteryjnych, ktére dawatyby
warto$¢ co najmniej 2,0 w odniesieniu do E,SM, co odpowiada warto$ciom 0,5 lub 0,7 w odnie-
sieniu do komorek T, (patrz eksperymenty kontrolne w powyzszej cze$ci oplsu)

G-pPLa-HFIF-67-12A19. Plazmidu G- pPLa -HFIF-67-12A19 uzywa si¢ do transformowama
E. coli M5219, a ekstrakty S-100 otrzymuje si¢ za pomoca lizy B. Wszystkie prébki wytraca sie
(NH4):SO4 jak opisano w powyzszej czgsci opisu, po czym bada ich aktywno$¢ przeciwwirusows.
Obecnoéé¢ aktywno$ci przeciwwirusowej HulFN-8 jest oczywista w ekstraktach. Warto$ci w
nawiasach wskazuja poziom wykrywalno$ci zalezny od toksyczno$ci poszczegblnych prébek dla
komoérek ludzkich w hodowli komérkowej I) M5219-G-pPLa-HFIF-67-12A19 (28°C); I1) M5219-
-G-pPLa-HFIF-67-12A19 (42°C 90 minut, koficowa gesto$¢ komérek = 3 X 10°/ml)

| 1™ | EsM
D |<05 2,2(<2,0)
) [22(<05) | 2.2(<20)

Eksperymenty kontrolne, w ktérych przed liza komérek dodaje si¢ naturalnego IFN-B,
wykazuje 30% odzysku. Tutaj wysokie warto§ci w odniesieniu do komérek T i stosunek aktyw-
nosci w odniesieniu do T2 do aktywnosci w odniesieniu do E,SM wskazujg, ze nie ma znacza-
cego zanieczyszczenia bakteryjng aktywno$cig (co dyskutowano powyzej) w prébkach induko-
wanych temperaturg.

G-pPLc-HFIF-67-8. Plazmidu G-pPLc-HFIF-67-8 uzywa si¢ do transformowania E. coli
M5219, a ekstrakty S-100 otrzymuje si¢ za pomocg lizy B. Wszystkie prébki wytrzasa sie
(NH4):SO4 i bada ich aktywno$¢ przeciwwirusows. I) M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 (28°C); II)
M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 (42°C 180 minut, koficowa gesto$¢ komérek = 6 X 10°/ml).

| T» | EsSM
I) <0,5 2,2(<2,0)
m | 22(<05) | 2,2(<20)

Wartoéci podane w nawiasach wskazuja poziom wykrywalnosci zalezny od toksyczno$ci.
Kontrolne eksperymenty, w ktorych przed lizg komoérek dodaje si¢ do HB101-pMS2-7 naturalny
interferon, wykazuja 30% odzysku. Jest wiec oczywiste, ze ekstrakty bakteryjne wykazujg
przeciwwirusowa aktywno$é HuIFN-B.

W innym eksperymencie bada si¢ aktywno$§¢ przeciwwirusowg IFN-B supernatantu tych
komérek po wstrzasie osmotycznym: I) kontrola: M5219-G-pPLa-HFIF-67-12A19 (28°C), II)
M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 (28°C); III) M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 (42°C, 180 minut, gestos¢
komérek = 6 X 10°/ml).

Badania przeprowadza si¢ w odniesieniu do komoérek T, zaréwno przed, jak i po wytrace-
niu siarczanem amonu. Warto§ci w nawiasach wskazuja granic¢ wykrywalno$ci.

| Przed wytraceniem | Po wytraceniu

I <0,2 . <02
II) <0,2 <0,2
I1T) 1,5(<0,2) 0,7 (<0,2)
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Odzysk IFN-B wynosi w eksperymentach kontrolnych okoto 10%. Kontrolne lizaty nie
wykazuja wykrywalnej aktywno$ci w odniesieniu do E;SM. Warto$ci otrzymane dla supernatan-
téw po wstrzgsie osmotycznym wskazuja jasno, Ze ekstrakty indukowanego temperaturg M5219-
-G-pPLc-HFIF-67-8 wykazujg aktywno$é przeciwwirusowa nie wystepujaca w prébkach nie
indukowanych. Prébke (IIT) po wytraceniu (NH4),SO4 wykazujacg miano 0,7 logio jednostek/ml
dializuje si¢ do pH 2,2 w sposéb jak opisano w powyzszej czgéci opisu. Nie wykazuje ona wigk-
szego obniZzenia aktywnoéci. Ta: stabilno§é w odczynie kwasnym jest szczegdlng wiasciwoscia
interferonéw I typu, np. IFN-8.

G- pPLa -HFIF-67-12A279T. Plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12A279T uzywa si¢ do transfor-
mowania E. coli M5219, a ekstrakty S-100 otrzymuje si¢ za pomocg lizy B. Probki wytraca si¢
(NH4):SO, przed badaniem CPE w komérkach Ta,. Ekstrakty komérek indukowanych w tempe-
raturze 42°C wykazuja miano przeciwwirusowe 1,5—1,7 logio jednostek/ml ekstraktu.

G-pPLa-HFIF-67-12A218M1. PLazmidu G-pPLa-HFIF-67-12A218M1 uzywa si¢ do trans-
formowania E. coli M5219, a ekstrakty S-100 otrzymuje si¢ za pomocg lizy B. Prébki wytraca si¢
(NH4)2SO4 przed badaniem CPE w komdrkach Ta;. Ekstrakty komérek indukowanych w tempe-
raturze 42°C wykazuja miano przeciwwirusowe 1,5 logio jednostek/ml ekstraktu.

G-pPLa-HFITF-67-12AM1. Plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12AM1 uzywa si¢ do transformowa-
nia E. coli M5219, a ekstrakty S-100 otrzymuje si¢ za pomocg lizy B. Prébki wytraca si¢
(NH4):SO4 przed badaniem CPE w komoérkach Ti. Ekstrakty komérek indukowanych w tempe-
raturze 42°C wykazuja miano przeciwwirusowe 2,0 logio jednostek/ml ekstraktu.

G-pPLa-HFIF-67-12A419 BX-2. Plazmidu G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2 uzywa si¢ do
transformowania E. coli K12AHI, a ekstrakty S-100 otrzymuje si¢ za pomocg lizy B. Prébki
wytraca si¢ za pomoca (NH4):SO4 przed badaniem CPE w komdrkach T, i FS-4. Ekstrakty
komérek indukowanych w temperaturze 42°C wykazuja miano przec1ww1rusowe 1,7—2,0 logio
jednostek/ml ekstraktu.

b. Neutralizacja przeciwwirusowej aktywno$ci HuIFN-8 za pomocg przeciwciat.

Dalszych danych potwierdzajgcych bakteryjng ekspresje IFN-B dostarczaja eksperymenty
dotyczgce neutralizacji za pomoca przeciwcial. Przeciwciato przeciw interferonowi tworzone jest
przez kozy uodpornione 10’ jednostkami naturalnego IFN-B (wydzielonego przez ludzkie fibro-
blasty) oczyszczonego za pomocg kulek szklanych o kontrolowanej wielko$ci poréw (A. Billiau i
wsp., supra). Po zbadaniu aktywno$ci przeciwwirusowej ekstraktow bakteryjnych, jak wyzej opi-
sano, seryjne rozcieficzenia przeciwciata dodaje si¢ do podobnych prébek, mieszaning inkubuje
si¢ w ciggu 1 godziny, w temperaturze 37°C, stosuje 'w odniesieniu do ludzkich diploidalnych
fibroblastéw T i bada aktywno§é przeciwwirusowq jak wyzej opisano. Stopiefi neutralizacji
przez przeciwcialo przeciw IFN-B znajduje si¢ w zakresie od +++ (catkowita neutralizacja) do-
— (brak neutralizacji). Wartosci podane w nawiasach wskazuja przyblizone rozcieficzenia prze-
ciwciala, w ktérym zachodzi 50% neutralizacja.

1) M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 (42°C, 180 minut, co daje 2,2 logio jednostek przeciwwiru-
sowych/ml w odniesieniu do komdérek Ta).

2) M5219-G-pPLa-8 (42°C, 180 minut, do ktérych dodano przed lizg IFN-B8 (z ludzkich
fibroblastéw), co daje 1,7 logio jednostek przeciwiwrusowych/ml w odniesieniu do komdrek T2)).

Rozcieficzenie przeciwciata (¢)] )
107 . +++ +++
10" + +++
107 +(107*%) +++
10': - +(10%)
10 - -

Podobne ~wyniki otrzymuje si¢ w przypadku ekstraktéw M5219-pPLa-HFIF-67-12A19 (42°C).
Réznice w mianie neutralizacyjnym migdzy bakteryjnym IFN-8 otrzymanym sposobem wedhug
wynalazku a naturalnym IFN-B moga byé wynikiem réznic antygenowoéci lub specyficznej
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aktywnosci IFN tych biatek bakteryjnych w stosunku do naturalnego IFN-B, spowodowanych
brakiem glikozylacji biatek bakteryjnych.
c. Stabilno$¢ przeciwwirusowej aktywnos$ci HulFN-g.

1) Dziatanie cieptem. W przeciwienstwie do IFN-«, IFN-8 odznacza si¢ ta bardzo niezwykla
whasciwoscia, Ze jego przeciwwirusowg aktywno$é odzyskuje si¢ po lizie we wrzacym 1% SDS,
1% B-merkaptoetanolu, 5 M moczniku (W.E. Stewart II i wsp., ,Distinct Molecular Species of
Human Interferon, Requirements For Stabilization And Reactivation Of Human Leucocyte And
Fibroblast Interferon”, J. Gen. Virol. 26, 327—331 (1975)), aczkolwiek zazwyczaj nie uzyskuje
sic 100% odzysku. W przypadku tego rodzaju badania komoérki bakteryjne ze 150 ml hodowli
zawiesza si¢ w buforze do lizy B, dodaje rdwng objetosé 2% SDS, 2% B-merkaptoetanolui 10 M
mocznika, po czym otrzymang mieszaning gotuje sie w ciaggu 2 minut, w wyniku czego otrzymuje
si¢ frakcj¢ S-100. I) kontrola: M5219-G-pPLa-HFIF-67-12419 (28°C); II) kontrola: 3 logio jedno-
stek HulFN-B rozcieficzonych buforem do lizy B; III) M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 (42°C, 180
minut, gesto§é komérek = 6 X 10°/ml).

Badania przeprowadza si¢ w odniesieniu do komdrek T2;. Wartos§ci w nawiasach wskazujg
granic¢ wykrywalno$ci, zalezng od toksyczno$ci wewnetrznej.

| Przed gotowaniem | Po gotowaniu

1 <15 <1,5
1) 2,2(<1,5) 2,0 (<0,5)
111 3,0 (<2,0) 2,2(<1,5)

Eksperymenty kontrolne wykazuja odzysk wynoszacy okoto 10% aktywno$ci IFN-8. W
réwnolegtych kontrolnych lizatach przy uzyciu E;SM nie stwierdza si¢ wykrywalnej warto$ci
IFN-B. Dane te wykazuja w sposob oczywisty, ze aczkolwiek tylko okoto 10% dodanego IFN-S
odzyskuje si¢ w eksperymentach kontrolnych, aktywno$¢é przeciwwirusowa IFN-B obecna jest w
ekstraktach z indukowanych temperatura hodowli M5219-G-pPLc-HFIF-67-8, nawet po tak
ostrym potraktowaniu. Rzeczywi$cie, po tego rodzaju potraktowaniu stwierdzono wyzszg aktyw-
no$¢ przeciwwirusowg w poréwnaniu z liza B, co wskazuje na mozliwoé¢ przywierania IFN-8 do
komponentéw komdérkowych w tej ostatniej metodzie.

2) Dializa. Przeciwwirusowa aktywno§¢ HulFN-B nie dializuje. Np. po dializie wobec PBS
w ciagu 16 godzin w warunkach obojg¢tnego pH i temperatury 4°C, przeciwwirusowa aktywno$¢
(logio j/ml) ekstraktéw bakteryjnych zostaje utrzymana, aczkolwiek w zmniejszonym mianie. I)
MS5219-pPLc-HFIF-67-8 (42°C); II) M5219-pPLa-HFIF-67-12A19 (42°C); III) IFN-8 w M5219-
-pPLa-8 (42°C).

Przed dializg Po dializie
I) 2,3 2,3
I) 3 23
I) 1,5 1,3
I1) 2,3 Ly
II) 2,3 2
II) 2,3 1

Obserwowane zmniejszenie si¢ aktywnos$ci po dializie moze wynika¢ z niespecyficznego wig-
zania si¢ IFN-B z blonami dializacyjnymi itd.

3) Wytracanie (NH4),SO4. Przeciwwirusowa aktywno$¢ (logio jednostek/ml) ekstraktow
bakteryjnych utrzymuje si¢ po wytraceniu siarczanem amonowym przy 67% nasycenia (2 obje-
tosci (NH4)2SO4 na 1 objetos¢ ekstraktu). Wiadomo, ze przy tym stezeniu HulFN-8 wytraca sie.
Po uptywie 30 minut przetrzymywania na lodzie, osad odwirowuje si¢ przy 12 000 X g w ciggu
10 minut i ponownie rozpuszcza w PBS w celu przeprowadzenia badan. I) M5219-pPLc-HFIF-
-67-8 (42°C); I1) M5219-pPLa-HFIF-12A19 (42°C); IIT) IFN-8 w M5219-pPLa-8 (42°C).
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) Przed wytrgceniem | Po wytraceniu
I) 2 2

I 2 2,3
) 2 2
1) 1,3 1,3

. 1) 1,5 1,3

- 4) Dzialanie pH 2. Przecnwwu‘usowa aktywno$¢ ekstraktéw bakteryjnych wedtug wynalazku
jest réwniez stabilna w odczynie kwaénym. Ekstrakty- dlahzuje si¢ w ciggu 15 godzin wobec 50 ml
glicyny — HCl o pH 2,2, a nast¢pnie wobec PBS w ciagu 3 godzin, albo zakwasza si¢ HCI, po
czym zobojetnia NaOH. Po usunigciu prowadzi si¢ badania. I) M5219-pPLc-HFIF-67-8 (42°C);
- II) M5219-pPLa-HFIF-67-12A19 (42°C); IIT) IFN-8 w M5219-pPLa-8 (42°C).

Przed Po
dzialaniem kwasu | dzialaniu kwasu
I) 2 1,3
I) ‘ 0,7 ‘ 0,7
M) 2 1
III) 3 2

d) Aktywno$é syntetazy 2,5-A. W M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 po wstrzgsie osmotycznym
(jak wyz2ej opisano) bada si¢ aktywnoé¢ syntetazy 2,5-A, jak wyZej opisano, z uzyciem ptytek do
‘mikromiareczkowania, z tg ré2nicg, Ze zamiast komdrek E;SM uZywa si¢ komérek HeLa. Uzy-
skuje si¢ nastepujace wyniki: I) M5219-G-pPLc-HFIF-67-8 (28°C) (patrz wyzej); II) M5219-G-
-pPLc-HFIF-67-8 (42°C) (patrz wyzej).

Wartodci te, bedgce odbiciem aktywnofci syntetazy 2,5-A wskazujq na to, 2e promienio-
twérczy 2p wbudowuje si¢ do trimerowej postac1 2,5-A.

llofé¢ zliczeh Po odjegciu tia
» (zliczenia/min) (zliczenia/min)
1) komérki nie poddane dziaianiu 3342 0
2) ekstrakt bakteryjny(I): rozcieficzenie 1/6 . 1972 —1370
3) ekstrakt bakteryjny (II): rozcieficzenie 1/6 6960 3618
4) ekstrakt bakteryjny (I) + IFN-8
do 1,5 log;o jednostek/ml 7037 3695
5) patrz p. 3, ale po inkubacji z przeciwcialem )
przeciw IFN-8 3950 608
6) patrz p. 4, ale po inkubacji z przeciwcialem
przeciw IFN-8 2960 —382
7) kontrola IFN-80,5 log:o jednostek/ml 4463 1120
8) kontrola IFN-B | logio jednostek/ml ) 7680 4338
9) kontrola IFN-B8 1,5 logio jednostek/ml 13615 10273
10) kontrola IFN-8 2 log;o jednostek/ml 25040 21698

Wyniki badan aktywno$ci syntetazy 2,5-A wykazuja, Ze supernatant po wstrzqsw osmoty-
cznym indukowanego temperatura M5219-G-pPLc-HFIF-67-8, kt6ry wykazywat przcc1ww1ru-
sowg aktywno$¢ (patrz wyzej), 1ndukuje réwniez aktywno$¢ syntetazy 2,5-A, podczas gdy w
szczepach nie indukowanych bakterii nie wystepuje to zjawisko. KorespondUJe to z wynikami
badan aktywnoSci przeciwwirusowe;j.

Stopien stymulacji syntetazy 2,5-A jest réwny aktywnoéci IFN-8 dodanego do kontrolnego
lizatu (poréwnaj prébki (3) i (4)). Uzycie krzywej stgzefi wykre§lonej na podstawie prébek 7—10
wskazuje na to, ze bioragc pod uwagg rozciericzenie, aktywno$é odpowiadajacg 1,7 logio jedno-
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stek/ml mozna oznaczyé w obydwu prébkach (3) i (4) i jest ona poréwnywalna z warto$ciami
uzyskanymi w bezpo§rednim badaniu przeciwwirusowym, to jest 1,5 logio jednostek w obydwu
prébkach. Wyniki tej grupy eksperymentéw wykazuja, ze takze indukcja syntetazy 2,5-A moze
by¢ neutralizowana przez przeciwciata przecnw IFN-B, jak w przypadku badar aktywnosci
przeciwwirusowej.

e. Aktywno$¢é przeciwwirusowa w innych liniach komérkowych.

Ekstrakty. (I) i (I1) (M5219-G-pPLc-HFIF-67-8, jak wyzej) bada si¢ réwniez pod wzglgdem
aktywnosci przeciwwirusowej w rd7nvch liniach komérkowych pochodzenia kociego, mysiego,
malpiego lub kréliczego. Nie wykazuja one wykrywalnej aktywnosci przeciwwirusowej w komér-
kach tego rodzaju. Nie wykazuje jej rowniez naturalny IFN-B8 wytwarzany w komérkach ludz-
kich. Nie stwierdza si¢ takze aktywnoéci w kociej linii komdrek ptucnych, wrazliwych na ludzki
interferon z leukocytéw. Te wyniki dostarczaja dalszego dowodu na to, ze IFN-B8 tworzony przez
bakterie wykazuje wia§ciwosci zasadniczo identyczne z wiaéciwoéciami IFN-8 wydzu:lonego
przez fibroblasty ludzkie.

7. Wrazliwo$¢ na proteaz¢. Wrazliwo§¢ otrzymanego sposobem wedlug wynalazku IFN-8 z
bakterii bada si¢ za pomoca dzialania na rozcieficzone ekstrakty bakteryjne wzrastajacymi ilo$-
ciami trypsyny w ciggu 1 godziny, w temperaturze 37°C. Przeciwwirusowa aktywno$é IFN-B jest
uszkodzana przez trypsyne w stgzeniu podobnym do tego, ktére uszkadza aktywno$§é naturalnego
IFN-B dodanego do nieaktywnego lizatu kontrolnego.

Trypsynowy
punkt koficowy
(ms/ml)
MS5219-pPLa-HFIF-67-12A19 (42°C) (1000 j/ml) 0,03
MS5219-pPLc-HFIF-67-8 (42°C) (1000 j/ml) 0,03
IFN-B w 5219-pPLa-8 (42°C) (1000 j/ml) 0,03
M5219-pPLc-HFIF-67-8 (42°C) (30 j/ml) 0,03
IFN-8 w M5219-pPLa-8 (42°C) (30 j/ml) 0,03

3. Identyfikacja czynnego produktu IFN-B.

Réine eksperymenty wykazuja, ze pre-HulFN-B jest nieaktywny i nie ulega przeksztatceniu
przez komérki, lub w warunkach badan, do produktu czynnego. Tym niemniej, aktywnoéé IFN-

-B wykrywana w réznych ekstraktach bakteryjnych, opisanych w powy2szej cze$ci opisu, praw-
dopodobnie zalezy od przeksztalcerh przewidywanych potgczonych biatek (np. HuIFN-potgczo-
nego z B-laktamaza, MS2 lub bakteryjnymi sekwencjami sygnalowymi) przez bakterie, lub w
warunkach badan, do czynnego produktu.

Nie jest pewne, czy produkt czynny obecny w tych ekstraktach jest dojrzatym HulFN-8
(dojrzaty HulFN-8 jest, oczywiscie, produktem G-pPLa-HFIF-67-12AM1 i G-pPLa-HFIF-67-
-12A19 BX-2). Tym niemniej, frakcjonowanie ekstraktéw bakteryjnych w elektroforezie w zelu
poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych ujawnia obecno$§é dwéch produktéw aktyw-
nych. Pierwszy z tych produktéw ma przybliZong mas¢ czasteczkowa 15 000—18 000 daltondéw i
mogliby odpowiadaé dojrzatemu IFN-B. Drugi produkt o wyzszej masie czasteczkowej moze byé
potaczonym produktem lub produktem niecatkowicie przeksztalconym wykazujacym aktywno$é
HulFN-B, wzgl¢dnie produktem przeksztalconym do dojrzatego IFN-8 w warunkach badan.
Oznaczanie sekwencji aminokwasowej roznych produktédw ekspresji, przy uzyciu znanych metod,
pozwoli na okreslenie jaki produkt biatkowy, jezeli w ogéle wystepuje, wykazuje tacznie z dojrza-
tym HulFN-B aktywno$é HuIFN-g. '

Podwyzszenie wydajno$ci i aktywnoéci polipeptydéw wykazujacych aktywno§¢ HulFN-f
otrzymanych sposobem wedtug wynalazku.

Poziom produkcji biatka jest determinowany przez 3 gtéwne czynniki: ilo§¢ kopii genu tego
biatka w komérce, wydajno§¢ transkrypcji tych kopii genu i wydajno$é translacji. Wydajno$§é
transkrypcji i translacji, ktére sktadajg si¢ na ekspresje, jest z kolei zalezna od sekwencji nukleo-
tydowych normalnie usytuowanych przed pozadana sekwencja kodujgca. Te sekwencje nukleo-
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tydowe czyli sekwencje kodujace ekspresj¢ okre§laja, migdzy innymi, miejsce z ktérym oddzialy-
wuje polimeraza RNA przy inicjacji transkrypcji (sekwencja promotorowa) i w ktérym rybosomy
faczq si¢ i oddziatywuja z mRNA (produktem transkrypcji) w celu inicjacji translacji. Nie wszyst-
kie sekwencje kontrolujace ekspresje dzialajg z takg samg wydajnoécig. Jest wigc korzystne
oddzielenie specyficznej sekwencji kodujacej zadane biatko od sasiadujacych sekwencji nukleoty-
dowych i, w miejsce tego, polgczenie jej z innymi znanymi sekwencjami kontrolujacymi ekspresje,
a przez to danic picrwszefistwa wyzszemu poziomowi ekspresji. Aby uzyska¢ to, mozna nowo
wytworzony fragment NA wigezvé do plazmidu dajacego duza iloéé kopii, lub do pochodnej
bakteriofaga, w celu zw1ckszen1a ilosci kopii genu w komaree i pr7e7 to polepszenia wydajnoéci
ekspresji biatka,

Mozna zastosowa¢ kilka sekwenc_u kontrolujacych ekspresje, jak opisano w powyiszej czgéci
opisu. Nalezy do nich operator, promotor i sekwencje wigzania i oddziatywania z rybosomami (w
tym sekwencje takie jak sekwencje Shine — Dalgarno) operonu laktozowego E. coli (uktad lac),
odpowiadajgce sekwencje uktadu syntetazy tryptofanu E. coli (uktad trp), wigksze regiony opera-
. tora i promotora faga A(OLPL jak wyzej opisano i OrPr), region kontrolny jednoniciowego faga
DNA Filamentous, lub inne sekwencje, ktére kontrolujg ekspresj¢ genéw prokariotycznych lub
eukariotycznych komérek i ich wiruséw. To tez, w celu polepszenia wytwarzania okre§lonego
polipeptydu w odpowiednim organizmie gospodarza, gen kodujacy ten polipeptyd mozna otrzy-
ma¢ jak poprzednio, usungé z rekombinantowej czasteczki DNA i umieécié¢ blizej poprzedniej
sekwencji kontrolujacej ekspresj¢ lub pod kontrolg jednej z powyzszych sekwencji kontrolujacych
ekspresje. Metody takie sg znane.

Inne metody polepszania wydajnoSci translacji obejmujg insercj¢ oligonukleotydéw otrzy-
manych na drodze chemicznej lub enzymatycznej przed kodonem inicjujagcym. Sposobem tym
mozna uzyskaé lepsza strukture mRNA, tak pierwszorzedows jak i drugorzgdows. Bardziej
szczegbtowo, sekwencje mozna tak okredli¢, Zze inicjujacy kodon AUG znajduje si¢ w tatwo
dostepnej pozycji (to jest pozycji nie maskowanej przez struktur¢ drugorzgdows), zaréwno na
szczycie ,8zpili do wloséw” jak i w innych jednoniciowych regionach. Mozna takie podobnie
optymalizowaé pozycje i sekwencj¢ wyzej wspomnianego odcinka Shine — Dalgarno. Wazno$¢ -
~ og6lnej struktury (sfaldowanie) mRNA zostala udokumentowana (D. Iserentant i W. Fiers,

.Secondary Structure Of mRNA Efficiency Of Translation Initiation”, Gene, 9, 1—12 (1980)):

Dalszy wzrost wydajno$ci w komérce pozadanego produktu zalezy od wzrostu iloSci genéw,
ktére mogg byé uzytkowane przez komérke. Mozna to osiggngé przez insercje genu HulFN-8
(tak wraz z jego elementami kontrolujgcymi transkrypcje i translacje, jak i bez nich) zaréwno do
plazmidu dajgcego duzg ilo§é kopii, jak i do plazmidu, w ktérym ilo§é kopii kontrolowana jest
przez temperature (jest to plazmid bgdacy nosicielem mutacji takiej, ze ilo$¢ kopii plazmidu
wzrasta pod wptywem wzrostu temperatury, B. Uhlin i wsp., ,Plasmids With Temperature-de-
pendent Copy Number For Amplification Of Cloned Genes And Their Products”, Gene, 6,
91—106 (1979)). Alternatywnie, wzrost ilo§ci kopii genu mozna osiggnaé np. przez insercje
rekombinantowych czgsteczek DNA wytworzonych w sposéb uprzednio opisany do umiarkowa-
nego bakteriofaga A, najpro$ciej przez trawienie plazmidu enzymem restrykcyjnym z otrzyma-
niem linearnej czasteczki, ktéra miesza si¢ nastepnie z poddanym dziataniu enzymu restrykcyj-
nego no$nikiem klonujgcym (faga A) (np. typu opisanego przez N.E. Murraya i wsp., ,Lambdoid
Phages That Simplify The Recovery Of In Vitro Recombinants”, Mol. Gen. Genet., 150, 53—61
(1977)) oraz ,Molecular Cloning Of The DNA Ligase Gene From Bacteriophage T 4”, J. Mol.
Biol., 132, 493—505 (1979)), a nastepnie tworzy sic rekombinantowa czasteczk¢ DNA przez
mkubaqg z ligaza DNA. Wyselekcjonowuje si¢ 2gdany rekombmantowy fag, jak poprzednio, i
uzywa do lizogenizacji gospodarza, szczepu E. coli.

Szczegdlnie uzyteczne wektory klonujgce A wykazujg mutacje wrazliwosci na temperature
. genu represyjnego cl i mutacje podatne na supresj¢ mutacji w genie S, ktérego produkt jest
niezbgdny w lizie komdrki gospodarza i genie E, ktérego produkt jest gtéwnym biatkiem kapsydu
wirusa, W tym ukladzie komérki lizogenne hoduje si¢ we wzglednie niskiej temperaturze (np.
28°—32°C), a nast¢pnie ogrzewa do.temperatury wy2szej (np. 40—45°C) w celu indukowania
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wycigcia profaga. Przedtuzony wzrost w wyzszej temperaturze prowadzi do wyzszego poziomu
tworzenia biatka, ktdre zostaje zatrzymane w komorce, poniewaz nie ulegaja one lizie przez
produkty genu faga w normalny sposob i poniewaz wprowadzony fragment genu faga nie jest
ostonigty, pozostaje dostepny dla dalszej transkrypcji. Sztuczna liza komérek pozwala nastepnie
na wydzielenie Zadanego produktu z duza wydajno$cia. Poniewaz w niniejszym zgtoszeniu uzywa
si¢ réwniez ukiadu represorowego A w celu kontroli eksprésji, moze by¢ niezbedne kontrolowanie
wycigcia profaga i przez to ilosci kopii gendw za pomoca heteroodpornego regionu kontrolnego
np. otrzymanego z lambdoidalnego faga 21.

Nalezy rozumieé, ze polipeptydy wykazujace aktywnos$¢ IFN-B (otrzymane sposobem wed-
tug wynalazku) mozna otrzymywaé w postaci polgczonego biatka (np. potaczonego z prokarioty-
cznym N-koficowym odcinkiem kierujacym wydzielaniem) lub w postaci prointerferonu (np.
zaczynajacego si¢ interferonowa sekwencjg sygnalowa, ktdry moze byé odszczepiona przy
wydzielaniu) lub jako dojrzaly interferon. Ta ostatnia sytuacja jest korzystna, gdyz dojrzaly inter-
feron z fibroblastéw zaczyna si¢ metioning, aminokwasem wykorzystywanym do inicjacji trans-
lacji. Uzysk polipeptydéw w réznych postaciach moze podwyzszy¢ si¢ przez jakgkolwiek kombi-
nacje metod dyskutowanych w powy2szej czg$ci opisu. TakZe, mozna podstawié rézne kodony w
miejsce niektorych lub wszystkich kodonédw uzytych w obecnych sekwencjach DNA. Te podsta-
wione kodony moga kodowaé aminokwasy identyczne z tymi, ktére s3 kodowane przez kodony
zastapione lecz z wyzsza wydajnos$cia polipeptydu. Alternatywnie, zastgpienie jednego lub kom-
binacji kodonéw prowadzi do zastgpienia aminokwaséw lub do dtuzszego, wzglednie krdtszego
polipeptydu pokrewnego HulFN-B, co moze zmieni¢ jego wlasciwosci w uzyteczny sposéb (np.
wzrost stabilno$ci, wzrost rozpuszczalnosci, wzrost aktywnosci prze01ww1rusowej, wzrost aktyw-
nosci syntetazy 2,5-A lub wzrost zakresu specyficznych gospodarzy).

W koncu, aktywno$é polipeptydéw tworzonych przez rekombinantowe czasteczki DNA,
otrzymane sposobem wedtlug wynalazku, moze byé wzmozona przez fragmentacje, modyfikacje
lub otrzymywanie pochodnych sekwencji DNA lub polipeptydéw otrzymywanych sposobem
wedtug wynalazku, znanymi §rodkami, bez odejécia od istoty wynalazku.

Identyfikacja chromosomalnego genu kodujacego HulFN-B.

Zbiér hybrydowych fagéw otrzymanych z fragmentéw ptodowego ludzkiego chromosomal-
nego DNA, utworzonego przez czgéciowe rozszczepienie Haelll i Alul i potaczenie tacznikami
EcoRI z odgalgzieniami Charon 4 A A zostatl otrzymany przez R.M. Lawn’a i wsp., (,Cell, 185,
1157—1174 (1978). Ten bank genowy poddaje si¢ screeningowi metoda in situ (W.D. Benton i
R.W. Davis, Science, 196, 180—182 (1977), T. Maniatis i wsp., Cell, 15, 687—701 (1978)), z
uzyciem jako prébki fragmentu do wprowadzania cDNA IFN-8 znakowanego *’P, wycigtego
przez enzymy restrykcyjne TagI-BgIIl z pHFIF-21*. Jeden dodatni pod wzgledem hybrydyzacji
klon faga izoluje si¢ z 600 000 tysinek przez powtarzane oczyszczanie tysinek (T. Maniatis i wsp.,
supra). Materiat z tej tysinki oznaczono A CH4A-gHFIF-1. Analiza restrykcyjna materiatu z tej
lysinki wykazuje, Ze zawiera on okoto 16,3 kilozasad (Kb) ludzkiego DNA.

Przez trawienie ECORI A CH4A-gHFIF-1 tworzy si¢, oprécz dwéch odgalezien Charon 4 A
faga, osiem fragmentéw do wprowadzania o dlugosci 4,6, 3,5, 2,4, 1,9, 1,3, 1,2, 0,81 0,6 Kb. Po
przeprowadzeniu hybrydyzacji metoda Southerna okazuje si¢, ze tylko fragment o 1,9 Kb hybry-
dyzuje z fragmentem Taql-BgIII pHFIF-21.

* Plazmid pHFIF-21 identyfikuje si¢ za pomocg screeningu sposobem wedtug wynalazku. Fragment
TaglI-BglII tego plazmidu zawiera prawie caly nie ulegajacy translacji region 5’ i caly region kodujacy
IFN-8.

Fragment o 1,9 Kb reklonuje si¢ bezposrednio do miejsca EcoRI pBR325 (pochodna
pBR322, ktéra réwniez zawiera marker oporno$ci na chloramfenikol z pojedyficzym miejscem
EcoRI). Po potaczeniu 0,6 ug DNA ACH4A-gHFIF-1 trawionego EcoRI ze 100 ng pBR325 i
transformowaniu E. coli HB101 wyselekcjonowuje si¢ kilka klonéw. Tylko klony zawierajace
fragment o 1,9 Kb hybrydyzuja z prébka cDNA IFN-B. Klon ten oznaczono p(325)-gHFIF-4.
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Poréwnanie fragmentdw restrykcyjnych z pHFIF-21 oraz p(325)-gHFIF-4 unaocznia, ze nie
ma sekwencji wtrgconych w chromosomalnym klonie i ze informacja w DNA tego klonu jest
identyczna z informacja pHFIF-21.

Identyfikacja i izolowanie chromosomalnego DNA kodujacego HuIFN-8 umozliwia trans-
formowanie tym DNA odpowiednich gospodarzy z expresja HulFN-B. Ekspresja ta jest ko-
rzystna, poniewaz rozne sygnaly zwigzane z sekwencja chromosomalnego DNA beda w tych
klonach obecne. Te sygnaty bgda dostgpne przy wyzwalaniu wyzszej wydajnosci ekspresji i, by¢
moze, przy poekspresyjnym przetwarzaniu polipeptydu kodowanego przez region kodujacy
chromosomalnego DNA., ' :

Przyktadami drobnoustrojéw i rekombinantowych czgsteczek DNA otrzymanych sposobem
wedtug wynalazku sg hodowle zdeponowane w kolekcji szczepow Deutsche Sammlung von Mik-
roorganisms in Gottingen, RFN, w dniu 2 kwietnia 1980 i identyfikowane jako HFIF-A do C:

A: E. coli Hb101 (G-pBR322(Pst)/HFIF3); B: E. coli Hb101 (G-pBR322(Pst)/HFIF6); C: E.
coli HB101 (G-pBR322(Pst)/HFIF7);.

Hodowle te oznaczono numerami rejestracyjnymi, odpowiednio, DSM 1791—1793.

Przyktadami sa réwniez hodowle zdeponowane w kolekcji szczepéw Deutsche Sammlung
von Mikroorganism in Gottingen, RFN, w dniu 5 czerwca 1980 i identyfikowano jako HFIF-D
do G:

D: E. coli M5219 (G-pPLa-HFIF-67-12); E: E. coli K12AHI (G-pPLa-HFIF-67-12); F: E.
coli M5219 (G-pPLa-HFIF-67-12A19); G: E. coli M5219 (G-pPLc-HFIF-67-8).

Hodowle te oznaczono numerami rejestracyjnymi, odpowiednio, DSM 1851—1854.

Przyktadami sg takze hodowle zdeponowane w America Type Culture Collection, Rockville,
Maryland, w dniu 26 lutego 1981 i identyfikowano jako HFIF Hi I:

H: E. coli M5219 (pPLa-HFIF-67-12AM1); I: E. coli HB101 (p/325/-gHFIF-4).

Hodowle te oznaczono numerami rejestracyjnymi, odpowiednio, ATCC 31824 i 31825.

Podczas gdy w powyzszej czgéci niniejszego opisu przedstawiono szereg zastosowan sposobu
wedtug wynalazku, jest oczywiste, ze podstawowa konstrukcja moze byé zmieniana z zapewnie-
niem innych zastosowan z uZyciem sposobdéw i kompozycji wedlug wynalazku. Tak wigc, nalezy
wnioskowa¢, ze istota wynalazku jest zdefiniowana przez zalgczone zastrzezenia, a nie przez
specyficzne zastosowania przedstawione w powyiszej cz¢éci opisu jedynie jako przyktady.

Zastrzezenie patentowe

1. Sposéb wytwarzania polipeptydu typu IFN-8, znamienny tym, Ze prowadzi si¢ hodowle
organizmu gospodarza stransformowanego zrekombinowana czasteczka DNA zawierajacg sek-
wencj¢ DNA wybrang z nast¢pujacej grupy:

a) inserty DNA w zrekombinowanych czasteczkach G-pPLa-HFIF-67-12, G-pPLa-HFIF-67-
-12A19 i G-pPLc-HFIF-67-8, zawartych w mikroorganizmach, ktére zdeponowano pod nume-
rami odpowiednio DSM 1851—1854,

b) inserty DNA w zrekombinowanych czgsteczkach G-pPLa-HFIF-67-124279T, G-pPLa-
-HFIF-67-12A218M1, G-pPLa-HFIF-67-12AM1 i G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2, przy czym in-
sert DNA G-pPLa-HFIF-67-12AMI1 jest insertem zrekombinowanej czasteczki zawartej w mi-
kroorganizmie zdeponowanym pod numerem ATCC 31824,

c) insert DNA w zrekombinowanej czasteczce p [325]-gHFIF-4, ktéra zawarta jest w mi-
kroorganizmie zdeponowanym pod numerem ATCC 31825,

d) sekwencje DNA, ktére hybrydyzuja w 68°C i przy 0,3 M NaCl z insertami i sekwencjami
okreslonymi w a), b) i ¢) i ktére kodujg polipeptyd typu IFN-8 i

e) sekwencje DNA, ktére sa zdegenerowane w wyniku degeneracji kodu genetycznego i
odpowiadajg sekwencjom DNA i insertom okre§lonym w a), b), ¢) i d) i ktére koduja polipeptyd
typu IFN-B, przy czym wybrana sekwencja DNA jest zwiazana z sekwencja kontrolujacg eksp-
resjg.
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2. Spos6b wedlug zastrz.1, znamienny tym, ze sekwencja DNA wchodzaca w sktad zrekom-
binowanej czasteczki DNA wybrana jest z grupy obejmujacej sekwencje o wzorach:
ATGACCAAVAAGTGTCTCCTCCAAATTGCTCTCCTGTTGTGCTTCTCCACTACAGCTC
TTTCCATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGCGCCAATTTTCAGTGTC
AGAAGCTCCTGTGGCAATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGGACAGGATG
AACTTTGACATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCTGGAGCAGTTCCAGAAGGAGGACGC
CGCATTGACCATCTATGAGATGCTCCAGAACATCTTTGCTATTTTCAGACAAGATTC

ATCTAGCACTGGCTGGAATGAGACTATTGTTGAGAACCTCCTGGCTAATGTCTATCA -

TCAGATAAACCATCIGAAGACAGTCCTGGAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGATTTCA
CCAGGGGAAAACTCATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTG
CATTACCTGAAGGCCAAGGAGTACAGTCACTGTGCCTGGACCATAGTCATAGTCAG
AGATCCTAAGGAACTTTTACTTCATTAACAGACTTACAGGTTACCTCCGAAACi ATG
AGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGCAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGCTC
CTGTGGCAATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGGACAGGATGAACTTTGA
CATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCTGCAGCAGTTCCAGAAGGAGGACGCCGCATTGA
CCATCTATGAGATGCTCCAGAACATCTTTGCTATTTITCAGACAAGATTCATCTAGCAC
TGGCTGGAATGAGACTATTGTTGACAACCTCCTGGCTAATGTCTATCATCAGATAAA
CCATCTGAAGACAGTCCTGGAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGATTAGGGAAAACTC
ATGAGCAGTCTGCTGTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGATTCTGCATTACCTG
AAGGCCAAGGAGTACAGTCACTGTGCCTGGACCAATAGTCAGAGTGGAAATCCTAA
GGAACTTTACTTCATTAACAGACTTACAGGTTACCTCCGAAAC.

3. Sposéb wedlug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze sekwencja kontrolujaca ekspresje
wybrana jest z grupy obejmujacej system lac, system B-lac, system trp, regiony giéwnego opera-
tora i promotora faga A, region kontrolny fd otoczki biatkowej i inne sekwencje, ktére kontroluja
ekspresj¢ gendw w komdrkach prokariotycznych i eukariotycznych i ich wirusach.

_ 4, Sposob wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze gospodarzem jest mikroorganizm wybrany z

grupy skladajacej si¢ ze szczepow E. coli, Pseudomonas, Bacillus subtilis, Bacillus stearother-
mophilus, innych Bacilli, innych gospodarzy bakteryjnych, drozdzy i grzybéw oraz komdrek
zwierzecych i roélinnych.

5. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, e w przypadku wytwarzania polipeptydu o
wzorze: Met-Thr-Asn-Lys-Cys-Leu-Leu-Gin-Ile-Ala-Leu-Leu-Leu-Cys-Phe-Ser-Thr-Thr-Ala-Leu-
Ser-Met-Ser-Tyr-Asn-Leu-Leu-Gly-Phe-Leu-Gln-Arg-Ser-Ser-Asn-Phe-Gln-Cys-Gln-Lys-Leu-Leu-
-Trp-Gln-Leu-Asn-Gly-Arg-Leu-Glu-Tyr-Cys-Leu-Lys-Asp-Arg-Met-Asn-Phe-Asp-Ile-Pro-Glu-
-Glu-Tyr-Cys-Leu-Lys-Asp-Arg-Met-Asn-Phe-Asp-Ile-Pro-Glu-Glu-Ile-Lys-Gin-Leu-Gln-Gln-Phe-
-GlIn-Lys-Glu-Asp-Ala-Ala-Leu-Thr-Ile-Tyr-Glu-Met-Leu-Gin-Asn-Ile-Phe-Ala-Ile-Phe-Arg-Gln-
-Asp-Ser-Ser-Ser-Thr-Gly-Trp-Asn-Glu-Thr-Ile-Val-Glu-Asn-Leu-Leu-Ala-Asn-Val-Tyr-His-Gln-
-lle-Asn-His-Leu-Lys-Thr-Val-Leu-Glu-Glu-Lys-Leu-Glu-Lys-Glu-Asp-Phe-Thr-Arg-Gly-Lys-Leu-
-Met-Ser-Ser-Leu-His-Leu-Lys-Arg-Tyr-Tyr-Gly-Arg-Ile-Leu-His-Tyr-Leu-Lys-Ala-Lys-Glu-Tyr-
-Ser-His-Cys-Ala-Trp-Thr-Ile-Val-Arg-Val-Glu-Ile-Leu-Arg-Asn-Phe-Tyr-Phe-Ile-Asn-Arg-Leu-
-Thr-Gly-Tyr-Leu-Arg-Asn prowadzi si¢ hodowle organizmu gospodarza stransformowanego
zrekombinowang czasteczkg DNA, ktdéra zawiera sekwencj¢ DNA wybrang z:

a) insertéw DNA zrekombinowanych czasteczek G-pPLa-HFIF-67-12, G-pPLa-HFIF-67-12A19
i G-pPLc-HFIF-67-8, ktére to zrekombinowane czgsteczki zawarte s3 w mikroorganizmach zde-
ponowanych pod numerami DSM 1851—1854 odpowiednio,

b) insertéw DNA zrekombinowanych czasteczek G-pPLa-HFIF-67-12A279T, G-pPLa-HFIF-67-
-12A218M1, G-pPLa-HFIF-67-12AM1 i G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2, przy czym insert DNA
G-pPLa-HFIF-67-12AMI1 jest insertem zrekombinowanej czasteczki zawartej w mikroorganizmie
zdeponowanym pod numerem ATCC 31824,

¢) insertu DNA w zrekombinowanej czgsteczce p[325]-gHFIF-4, ktéra zawarta jest w mikro-
organizmie zdeponowanym pod numerem ATCC 31825,

d) sekwencji DNA, ktére hybrydyzuja w 68°C i przy 0,3 M NaCl z insertami i sekwencjami DNA
okre§lonymi w a), b) i ¢) i ktére kodujg polipeptyd typu IFN-8 i
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¢) sekwencji DNA, ktore sa zdegenerowane w wyniku degeneracji kodu genetycznego i odpo-
wiadajg sekwencjom DNA i insertom okre§lonym w a), b), ¢) i d) i ktére koduja polipeptyd typu
IFN-.

6. Sposdb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze w przypadku wytwarzania polipeptydu o
wzorze: Met-Ser-Tyr-Asn-Leu-Leu-Gly-Phe-Leu-Gln-Arg-Ser-Ser-Asn-Phe-Gln-Cys-Gln-Lys-Leu-
-Leu-Trp-Gln-Leu-Asn-Gly-Arg-Leu-Glu-Tyr-Cys-Leu-Lys-Asp-Arg-Met-Asn-Phe-Asp-Ile-Pro-
-Glu-Glu-Ile-Lys-Gln-Leu-Gln-Gln-Phe-Gln-Lys-Glu-Asp-Ala-Ala-Leu-Thr-Ile-Tyr-Glu-Met-Leu-
-Gln-Asn-Ile-Phe-Ala-Ile-Phe-Arg-Gln-Asp-Ser-Ser-Ser-Thr-Gly-Trp-Asn-Glu-Thr-Ile-Val-Glu-
-Asn-Leu-Leu-Ala-Asn-Val-Tyr-His-Gln-Ile-Asn-His-Leu-Lys-Thr-Val-Leu-Glu-Glu-Lys-Leu-Glu-
-Lys-Glu-Asp-Phe-Thr-Arg-Gly-Lys-Leu-Met-Ser-Ser-Leu-His-Leu-Lys-Arg-Tyr-Tyr-Gly-Arg-Ile-
-Leu-His-Tyr-Leu-Lys-Ala-Lys-Glu-Tyr-Ser-His-Cys-Ala-Trp-Thr-Ile- Val-Arg-Val-Glu-Ile-Leu-
-Arg-Asn-Phe-Tyr-Phe-Ile-Asn-Arg-Leu-Thr-Gly-Tyr-Leu-Arg-Asn prowadzi si¢ hodowle orga-
nizmu gospodarza stransformowanego zrekombinowang czgsteczkg DNA, ktéra zawiera sek-
wencje DNA wybrang 7:

a) insertéw DNA zrekombinowanych czasteczek G-pPLa-HFIF-67-12, G-pPLa-HFIF-67-12A19
i G-pPLc-HFIF-67-8, ktdre to zrckombinowane czasteczki zawarte sa w mikroorganizmach zde-
‘ponowanych pod numerami DSM 1851—1854 odpowiednio,

b) insertdéw DNA zrekombinowanych czasteczek G-pPLa-HFIF-67-12A279T, G-pPla-HFIF-67-
-12A218M1, G-pPLa-HFIF-67-12AM1 i G-pPLa-HFIF-67-12A19 BX-2, przy czym insert DNA
G-pPLa-HFIF-67-12AMI jest insertem zrekombinowanej czasteczki zawartej w mikroorganizmie
zdeponowanym pod numerem ATCC 31824,

¢) insertu DNA w zrekombinowanej czasteczce p[325]-gHFIF-4, ktéra zawarta jest ‘'w mikro-
organizmie zdeponowanym pod numerem ATCC 31825,

d) sekwencji DNA, ktére hybrydyzuja w 68°C i przy 0,3 M NaCl z insertami i sekwencjami DNA
okre§lonymi w a), b) i ¢) i ktére koduja polipeptyd typu IFN-8 i

e¢) sekwencji DNA, ktdre sa zdegenerowane w wyniku degeneracji kodu genetycznego i odpo-
wiadajg sekwencjom DNA i insertom okreSlonym w a), b), ¢) i d) i ktére koduja polipeptyd typu
IFN-B.

7. Sposéb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, Zze w przypadku wytwarzania polipeptydu o
wzorze: Met-Thr-Asn-Lys-Cys-Leu-Leu-Gln-Ile-Ala-Leu-Leu-Leu-Cys-Phe-Ser-Thr-Thr-Ala-Leu-
-Ser-Met-Ser-Tyr-Asn-Leu-Leu-Gly-Phe-Leu-Gln-Arg-Ser-Ser-Asn-Phe-Gln-Cys-GIn-Lys-Leu-Leu-
-Trp-Gin-Leu-Asn-Gly-Arg-Leu-Glu-Tyr-Cys-Leu-Lys-Asp-Arg-Met-Asn-Phe-Asp-Ile-Pro-Glu-
-Glu-Tyr-Cys-Leu-Lys-Asp-Arg-Met-Asn-Phe-Asp-Ile-Pro-Glu-Glu-Ile-Lys-Gln-Leu-Gln-Gln-Phe-
-Gln-Lys-Glu-Asp-Ala-Ala-Leu-Thr-Ile-Tyr-Glu-Met-Leu-Gln-Asn-Ile-Phe-Ala-Ile-Phe-Arg-Gin-
-Asp-Ser-Ser-Ser-Thr-Gly-Trp-Asn-Glu-Thr-Ile-Val-Glu-Asn-Leu-Leu-Ala-Asn-Val-Tyr-His-Gln-
-Ile-Asn-His-Leu-Lys-Thr-Val-Leu-Glu-Glu-Lys-Leu-Glu-Lys-Glu-Asp-Phe-Thr-Arg-Gly-Lys-Leu-
-Met-Ser-Ser-Leu-His-Leu-Lys-Arg-Tyr-Tyr-Gly-Arg-Ile-Leu-His-Tyr-Leu-Lys-Ala-Lys-Glu-Tyr-
-Ser-His-Cys-Ala-Trp-Thr-Ile-Val-Arg-Val-Glu-Ile-Leu-Arg-Asn-Phe-Tyr-Phe-Ile-Asn-Arg-Leu-
-Thr-Gly-Tyr-Leu-Arg-Asn prowadzi si¢ hodowl¢ organizmu gospodarza stransformowanego
zrekombinowang czasteczkag DNA zawierajaca nastgpujaca sekwencje DNA:
ATGACCAACAAGTGTCTCCTCCAAATTGCTCTCCTGTTGTGCTTCTCCACTACAGCTC
TTTCCATGAGCTACAACTTGCTTGGATTCCTACAAAGAAGCAGCAATTTTCAGTGT
CAGAAGCTCCTGTGGCAATTGAATGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAAGCACAGGAT
GAACTTTGACATCCCTGAGGAGATTAAGCAGCTGCAGCAGTTCCAGAAGGAGGAC
GCCGCATTGACCATCTATGAGATGCTCCAGAACATCTTTGCTATTTTCAGACAAGA
TTCATCTAGCACTGGCTGGAATGAGACTATTGTTGAGAACCTCCTGGCTAATGTCTA
TCATCAGATAAACCATCTGAAGACAGTCCTGGAAGAAAAACTGGAGAAAGAAGAT
TTCACCAGGGGAAAACTCATGAGCAGTCTGCACCTGAAAAGATATTATGGGAGGA
TTCTGCATTACCTGAAGGCCAAGGAGTACAGTCACTGTGCCTGGACCATAGTCAG
AGTGGAAATCCTAAGGAACTTTTACTTCATTAACAGACTTACAGGTTACCTCCGAAAC.
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