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Zpisob vyroby E.coli bundk schopnych
produkovat zraly lidsky leukocytdrni

interferon

(57) Zplsob vyroby E.coli bundk schopnych
produkovat zraly lidsky leukocytdrni in-
terferon s &4stednou aminokyselinovou sek-
venci Cys=-Ala-Trp-Glu-Val-Val-Arg-Ala-Glu-
~Ile-Met-Arg-Ser se 165 a% 166 aminokyss~
linami a s aminokyselinou Asp, Glu nebo
Val v poloze 114 nebo, jestliZe je na
N-konec prvé aminokyseliny shora uvedené-
ho interferonu pFipojen methionin, se 166
aZz 167 aminokyselinami a s aminokyselinou
Asp, Glu nebo Val v poloze 115, spodivi
podle vyndlezu v tom, Ze_

a) inkubuji se E.coli bunky oSet¥end chlo-
ridem vépenatym DNA expresnim vektorem
vybranym ze skupiny zahrnujici plasmid
pLeIF A trp 25 DNA, plasmid plelF B
trp 7 DNA, plasmid plLeIF F trp 1 DNA,
plasmid pLelF C trp 35 DNA, plasmid
pLeIF D trp 11 DNA, plasmid pLeIF H
DNA, plasmid pLeIF I trp 1 ONA a plas~
mid pLeIF J trp 1 DNA v ligednim Ustoj-
ném roztoku po dobu 30 minut a

b) provede se selekce transfarmovanych
E.coll bun8k na tuhé vrstvd agaru obsa-
hujici tetracyklin.

Konkrétnd se pou3ivé kmen E.coli K-12

&. 294 ATCC 31445,
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Vynélez se tykd zplsobu vyroby E.coli bundk schopnych produkovat zraly lidsky leu-
kocytérni interferon s &dstednou aminokyselinovou sekvenci Cys-Ala~-Trp-Glu-Val-Val-Arg-
~Ala-Glu~Ile=Met-Arg=-Ser se 165 aZ 166 aminokyselinami a s aminokyselinou Asp, Glu nebs
Val v poloze 114 nebo, jestliZe je na N-konec prvé aminokyseliny shora uvedenéhs inter=
feronu pfipajen methionin, se 166 aZ 167 aminokyselinami a s aminokyselingu Asp; Glu nebs
Val v poloze 115,

Podstata zplscbu podle vyndlezu spofivé v tom, Ze

a) inkubuji se E.coli bunky o3etfend chloridem vépenatym DNA expresnim vektorem vy~
branym ze skupiny zahrnujici plasmid pLeIF A trp 25 DNA; plasmid pLeIF B trp 7 DNA, plas~
mid pLIF F trp 1 ONA, plasmid pLeIlF C trp 35 ONA, plasmid pLeIF O trp 11 DNA; plasmid
pLeIF H DNA, plasmid pLeIf I trp 1 DNA a plasmid pLeIF J trp 1 DNA v ligaZnim Gstojném
roztoku po dobu 30 minut a

b) provede se selekce transfermovanych E-coli bundk na tuhé vrstvd agaru obsahujici
tetracyklin,

Lidsky leukocytdrni interferon (LeIF) byl poprvé objeven a piipraven ve form& vel-
mi surovych sraZenin Issacsem a Lindemannem (Proc. R. Soc. B 147, 258 a% 267 (1957) a
USA patent 3 699 222). 0d té doby pokraduje snaha o vy8i3t&ni a charakterizaci tohote ma-
teridlu, Tote Usily vedle k pFipravd relativnd homogennich leukocytérnich interferon
zigkanych z normélnich nebs leukemickych donorskych leukocytG (NSR patentavy zve¥ejnova-
ci spis &. 2 947 134). Tyto interferony tvefi skupinu bilkovin, o kterych je znémo, Ze ma-

J4 schopnost ud8lovat svym cilovym bunkédm resistenci v&i virfim. Interferon m@Zs déle pl~ -

sobit inhibi¥n& na proliferaci bundk a modulovat imunitni odpevéd. Tyto vlastnosti inter-
ferond inspirsvaly jejich klinické pouZiti jaka terapeutickych prustfadkﬂ pro lédeni viro-
vych infekci a malignich enemscndni.

Leukocytérni interferony byly vy&idtdny aZ v podstatd do homogenniho stavu /fviz
Rubinstein a spolupracovnici; Praoc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 640-644 (1979); Zson a spo=
lupracovnici] tamtéZ; 76] 5601-5605 (1979)/; a jejich uvéddéné molekuldrni hmotnosti se
pohybuji v rozmezi od asi 17 500 do asi 21 000, Specifické aktivita tdchto preparatd je
pozoruhodnd vysokd, 2 x 108 az 1 x 10 jednotek na mg bilkoviny, ale vyt&zky meted pouZi-
vajicich bun&¥nych kultur jsou sdrazujicim zplsobem nizké. PFests pokroky v pracovnich
tachnikéch pro stanavovadni bilkovinovych sekvenci dovolily ureni &&ste&nych sledt amino~-
kyselin v t&chto interferonech /viz Zoan a spolupracevnici, Science 207, 527 (1980); Levy
a spolupracovnici, Prsc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5102-5104 (1980)/. Objasndni glykosyla-
ce rdznych leukocytérnich interferond neni jeStd v souasné dob¥ Uplné, ale jiZ nyni je
zi'ejmé, Ze¢ rozdily v glykesylaci mezi jednotlivymi &leny skupiny nevysv&tluji samy o so-
b& spektrum pozsrovanych molekulovych hmotnosti. Leukocytdrni interfersny se mimo to zjev=-
nd 1i31 ve sloZeni a poiadi aminokyselin, a shodnost aminokyselin jest v nékterych pitipa~
dech niZ3i nez 80 %.

Zatimce issclace interferond z danorskych lsukacytl zajistila materisl postadujici
k &dstedné charakterizaci a k omezenym klinickym studiim s homogennim leukscytdrnim in-
terferonem, je tento zdroj zcela nedestate&nym pro ziskévdni interferonu v mnoZstvich
potifebnych pra jeho klinické zkouSeni v 3irokém rozsshu a pro jeho rozséhlé pouziti k
profylaktickym a/nebo terapeutickym GUfellm. SouSasné klinické vyzkumy pouzivajici inter=
ferony ziskané z lidskych leukscytd k testovéni jejich antinesplastickéha a antiviravého
Udinku se vekutku pricipidln¥ omezily jen na surové preparédty (o Sistotd men3i neZ 1 %)
a dlouhé doby potiebné pro vyrobu dostate&nich mnoZstvi spolu s neredlnau vySkou cen kri-
ticky zdrZely vyzkum na $iraké frontd.

Néstup technologie rekembinace DNA umoZnil kentrolovanou mikrabi&lni produkci ensrme
n{ Fady uZite&nych polypeptidd. V soudasné dobd jsou jiZ k dispozici bakterie modifikova-
né touto technologii umoZnujici vyrobu takovych polypeptidickych produktd jako jsou soma-
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tostatin, A a B Ffetdzce lidského insulinu a lidsky rt@stovy hormon /viz Itakura se spolu-
pracovniky, Science 198] 1056-1063 (1977): Goeddel se spolupracovniky, Nature 281, 544-
548 (1979)/. Novdji bylo techholagii rekombinace DNA pouZito k bakterislni produkci pro-
insulinu a thymesinu alfa 1, e fada autort referuje, %e nalezli DNA kodovani pro lidsky
leukocytdrni interferon a %e vznikld bilkoviny m3ly G&innost leukscytérnihs interferonu
(Nagata a spolupracovnici, Nature 284, 316-320 (1980); Mantei a spolupracovnici, Gene 10,
1-10 (1980); Taniguchi a spolupracovnici, Nature 285, 547-548 (1980)/.

Vykonnym dtvarem pii technologii rekombinace DNA je plasmid, chromosomd prostd smyg&-
ka dvouvldknové DNA nalezend v bakteriich a v jinych mikrobech, &asto v mnshondscbnych
kopifich v jedné bakteridlni bunce. V informaci zakodované v plasmidické DNA jest v&lendna
informace potiebnsd k reprodukei plasmidu do dcefinnych bundk (tzv. replikon) a obvykle
Jedna nebo vice selek&nich charakteristik, jako je v p#ipadd bakterii rezistence vi&i
antibiotikdm, kterd doveluje, Ze klony hostitelské bunky obsahujici plasmid, ktery je pied-
ndtem nadeho zéjmu mohou byt rozpoznény, vybrény a piednostnd péstovdny v selektivnim rés-
tovém prostifedi. UZiteZnost bakteridlnich plasmidd spodivé ve skutednosti, %e je lze spe-
cificky 3tdpit jednou nebo druhsu restrikéni endonukledsou neboli "restrikdnim ezymem®,
ptiZemZ kaZdd z t&chto endonukledz rozpozndvé na plasmidické DNA odli3né misto St&peni.

Po roz3tdpeni lze do plasmidu vpravit cizorodé (heterologni) geny nebo fragmenty gent

bud pFimym p¥ipsjenim v mists rozitdpeni nebo piipojenim na rekonstrusvanych koncich sou-

sedicich s mistem rozdtdpeni. Rekombinace DNA se provédi vnd bundk; ale vznikly “rekombi~

novany” plasmid lze zavést do bakteridlnich bun&k postupem zndmym jaks transformace a kul-

tivaci ziskandho transformantu lze pFipravit velkd mnoZstvi reksmbinovaného plasmidu obsa-

" hujiciho heterclogni gen. Kromd toha, podle toho kam se gen vhodnd zaveds vzhledem k &és-
~ tem plasmidu; které #idi transkripci (pitepis) a translaci (piteklad) zakddovanych DNA in-

formaci; lze ziskany exprese schopny nosil pouzit k aktuddni produkci polypeptidické sek-
vence, pro kterou je vestavény gen kodovén; tento postup se v popisu vyndlezu osznaduje ja-
ko exprese.

Exprese je iniciovéna v oblasti znémé jako promator; kterd je rozpoznévéna a na kte-
rou se piipojuje RNA-polymeraza. V ndkterych pripadech; jako v p*ipadu tryptofanového
(trp) promotoru; kterého se s vyhodou poufivd pii praktickém provédddni zp@eobu podle toho-
to vynélezu, jsou oblasti promotoru piekryty oblastmi “operédtoru® a vytvéri se kombinova-
ny promstor-operitor. Operdtory jsou sekvence DNA, které jsou rozpoznavény tak zvanymi
represorovymi bilkovinami, které slouzi k regulovéni frekvence iniciace transkripce u
specifického promotoru. Polymeraza se pohybuje poddl Fetdzce DNA, transkribuje informace
obsaZend v kodovacim vldknu DNA a jeho 5° konce na 3 'konec informa&ni kyseliny ribonukle-~
ové (m=RNA) a tyto informace se ihned pifeklédajl do polypeptidické sekvence, kterad ma ta-
kové poffadi aminokyselin, pro kterd je prisludnd DNA kodovéna. Kazds aminokyselina je za-
kadovand jedinym dripletem nukleotidd, neboli “kodenem™, pro ktery je v popisu vynédlezu
pouzivin termin "strukturélni gen® a ktery oznaduje tu st DNA; ve které je zakddovand
aminokyselinovA sekvence exprimovansho peptidického produktu. Poté, co se RNA polymeraza
navéZe na promotor, transk-ibuje nejprve nukleotidy kodovénim ribosomového vazebného mig=
ta, pak dojde k iniciaci translace neboli k signélu "start”,(oby8ejné kodonem ATG, ktery
se ve vzniklé m-RNA stane AUG) a poté k translaci nukleatidickych kedond uwniti samotné-
he strukturdlnihs genu. Na konci strukturdlniho genu se transkribuji tak zvané stop-kodo-
ny a polymerdza miZe poté vytvéiet dalsi sekvenci m-RNA, kterad vzhledem k piitomnosti
stop.signdlu z(stdvé nepfeloZena ribosomy. Ribosomy se navéii na vazebné misto pi‘iprave-
né na m-RNA, v bakteriich obvykle poté, co se m-RNA vytooi*d, a samy produkuji zakddované
polypeptidy, podinaje start signilem translace a kon&e shora zmindnym stop signidlem. Z&-
dany produkt se tvori{ jen tehdy, kdy% jsou sekvence kodujici vazebné mists ribosomd umis-
t&ny sprédvnd vzhledem k AUG inicia&nimu kodonu a kdyZ v3echny zbyvajici kodony nédsleduji
za inicia¥nim kodonem ve sprévné fézi. Vznikly produkt lze zigkat lysou hostitelné bunky
a jeho odddlenim od ostatnich bakteridlnich bilkoviny vhodnou &istici metodou,
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Autoid vyndlezu si uvddomili, Ze aplikace technaleogie rekombinace DNA (to je vla-
Zeni interfersnovych gend de mikrobidlnich exprima&nich nasiZd a jejich exprese pod
kentrolou regulanich prvkd mikrobislniha genu) by byla nejefektivn&j3i cestou k zajis~
t8ni velkych mnoZstvi leukscytérniho interferonu, kterého by se piesta, Ze by nebyl gly-
kosylovén, jak je tomu v pFipadd produktu z lidskych lsukeocyt&, dals klinicky pouZzivat
pi lé&eni &irskéhs okruhu virovych a necplastickych onemocnéni.

Podle vyndlezu se prvni leukecytérni gen dé piipravit ndsledujicim sledem operaci:

1) Za pouZziti parcidlnich aminokyselinavych sekvenci lidskéha leukocytdrnihs inter-
feronu vy&idténych do homogennihe stavu se zkonstruuji soubory zkuZebnich vzorké synthe~
tickych DNA, jejichZ kodony v celku pfedstavuji v3echny moZné nuklestidické kombinace
schopné zakddovat zmindné parcidlni amingkyselinové sekvenca.

2) Piipravi se banky bakteridlnich kolonii sbsahujici komplementdrni DNA (cDNA)
z indukované mRNA. Jiné indukované mRNA, radicaktivnd oznadend, se hybridizuji do plas-
midické cDNA z téte banky. Hybridizujici mRNA se sluuje s testuje se jeji schopnost trans-
plantace na interferon pomoci cocytdrniho testu. Plasmidické DNA z kelonii, u kterych by~
lo zjistdno; Ze pFi tomto zpfisobu indukuji interferonovou aktivitu, se déle testuji na je-
jich schopnost hybridizace do zku3ebnich vzorké pfipravenych zpsobem popsanym vyde ad
1).

3) Soub&Zn& s postupem popsanym vyde v Sdsti 2) se cDNA odvozend z indukované mRNA
v plasmidech pouZije k vytvafeni nezdvislé banky transformovanych kelonii. Zkudebnich
vzorkld z ¥4sti 1) se pouZije k zapaleti synthesy radisaktivn& zna&enych jednovléknovych
cONA; kterych se pouZije jake hybridizadnich zkuSebnich vzorkd. Synthetickd zkudebni
vzorky se hybridizuji s indukovansu mRNA jakoZto $ablonou a prodlouzi se reversni tran-
skripci za vzniku indukované, radicaktivnd znaené cDNA. Klony z banky kolonii, které se
hybridzuj{ do radisaktivnd zna&end cONA ziskané shara uvedenym postupem, se ddle zkousi,
aby se potvrdila piitsmnost celd délky interfersnovéhe kodujiciho genu. Jaks zkuSebnich
vzorké pro interfersnovy gen o plné délce lze jaks takovéhs pouzit kteréhokoliv domn&lé-
ho genového fragmentu s Edstednou délkou Fetdzce, ziskansdho ve shora uvedenych addilech
1) a 2).

4) Interferonovy gen o plné délce; ziskany shora uvedenym postupem, se za pouZitdi
synthetické DNA uzplisebi tak; aby se odstranila jakéksliv vedouci sekvence, kterd by mo-
hla zabrénit mikrobidlni expresi zralého pslypeptidu a aby se mu zajistilo vhodné umis-
t&ni v nosii schopném exprese vzhledem k iniciadnim eignaldm pro start a k ribosomové-
mu vazebnému mistu mikrobidlniho promotoru. Expresi ziskany interferon se vyéisti do stup~
nd dovolujiciho potvrzeni jeho charakteru a stanaveni jeho aktivity.

5) Interferonsvy gensvy fragment pifipraveny shora popsanym zpfiscbem se pouZije ja-
ko takovy ke zkouSeni; cestou hybridizace, pro pfipravu jinych Séste&nd homolagickych
leukacytérnich druh@ interferonu.

Shera popsanou aplikaci metod technologie rekombinace DNA bylo desaZens mikrobidl-
ni produkce, a to ve vysckych vyt&Zcich a vysoké Zistotd, skupiny homslogickych leuks=~
cytérnich interferond (neglykolysovenych) ve farm§ zralych polypeptidd, nedapravézenych
v podstatd odpovidajici presekvenci neba jakoukaliv Jeji Zasti. Tyto interferony se dajdi
piimo exprimovat, isolovat a &istit do stupnd Sistoty vhodndhe pro jejich pouZiti pifi
léEeni virevych a malignich onemocnéni u Zivodich@ a u lidi. Mikrobidlni expresi zatim
zigkané produkty této skupiny prokdzaly udinnost pii testovéni in vitre, a v prvnich
zkouskéch tsho druhu rovndz pfi testovéni in vivo, priemZ posléze uvedenéd testovéni za-
hrnovals i prvni zraly leukocytérni interferon vyprodukevany mikrobidlnim zpGiscbem.

AN

Vyraz "zraly leukocytérni interferon" pouZivany v popisu tohoto vynélezu zna&i
mikrobidlnd (napi*iklad bakteridln¥) vwyprodukevanou interferonovou. molekulu, prostou gly-
kosylsvych skupin. Zraly lsukocytdrni interferon Jjest p*i zpdsobu podle vyndlezu bez~

W)
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prostifednd exprimovén pofinaje iniciladnim signdlem pro tlanslaci (ATG) jedtd pied prv-
nim aminokyselinovym kodonem piirozenéha produktu. *Zraly® polypeptid tak miZe sbsaha-
vat jako prvni aminokyselinu ve své sekvenci methionin (pro ktery koduje ATGU bez pod-
statné zmény svéha charakteru. Na druhé strand mdZe mikrobidlni hostitel zpracovat pro~
dukt translace tak, %e je vynechdn podétedni methionin. Zraly leukacytédrni interfsron
mdZe byt exprimovén spoleénd s konjugovanou bilkovinou jiné povahy neZ je bd2Znid vedou-
ci bilkovina, piifem% zmin¥ny konjugdt se dé specificky roz3tdpit v intra- nebo extrace~
lulérnin prostifedi (viz britsky patent &islo 2 007 676 A). Posléze miZe byt zraly inter-
feran produkovén v ksjugacl s mikrobidlnim “signélnim® peptidem, ktery transportuje kon=-
Jugét de buneZné stdny, kde se signdlni peptid od$t¥pi a vylou&l se zraly polypeptid.
Pojem “exprese zralédhe leukocytérniho interferonu” zna&i bakteridlni nebo Jinou mikro-
bidlni produkci interferonové molekuly neshsahujici glykosylové skupiny ani aminokyseli~-
nové presekvence, které se bezprostiednd zulasthuji mRNA translace lidskéha leukocytdr-
nihs interfersnovéhe genomu.

Specifické leukocytdrni interferonové bilkoviny uvddéné v tomto vynédlezu jsou defi-
novény pomoci stanovendho DNA genu (viz obrézky &islo 3 a 8) a podle dedukované amino-
kyselinové sekvence (viz obrézky 4 a 9). Rozumi se, 2e u tdchts specifickych interferont,
i kdyZ je lze vekutku vSechny zahrnout do skupiny leukocytarnich interferonovych bilkovin,
existuji pfirozend alelické variace, kterd se vyskytuji od p*ipadu k piipadu. Tyts varia-
co lze demonstrovat rozdilem (nebo rozdily) v celkové aminokyselinové sekvenci, nebs vy-
nechédnim, substituci, vloZenim, inverzi nebas piidénim aminokyseliny (nebuo aminokyselin)
ve zmin&né sekvenci. U kaZdé leukecytdrni interferonové bilkoviny uvedend v tomto vyné-
lezu; oznaZenych symboly LeIF A a% LelIF 3J, Jsou zmin&né alelické variace zahrnuty do
rozeahu uvedenych oznadeni nebo termind definujicich tyta interferony.

Vyhodny zplseb podle vyndlezu jest bli%e objasndn v ndsledujicim podrobném popisu
a na piiloZenych obrazcich-l a% 9.

Na obrézku 1 jsou zndzsrndny dva aminokyselinové sekvence; které jsou spole&né
vdem druhdm interferond izolovanych z lidskych leukocytt a vy&idtdnych do hamogenniho
stavu, oznalenych T~l aZ T-15. V3echny moZné mRNA sekvence kédujici tyto peptidy jsou
znézornény jako odpovidajici DNA sekvence. Pismena Ay T; G; C a U oznaduji nukleotidy ob-
sahujici base adenin; thymin, guanin, cytosin a uracil. Pismens N oznaluje kterychksliv
z uvedenych nuklentidﬁ A; G, C a U, Polynukleatidy jsou zobrazeny tak; aby se &etly ze
sméru 5° (zleva) do 3° (doprava), a tam, kde je znézornéna dvouvlaknové (d.v.) DNA, se
naopak profitd od spodu nebes od nekddujiciho vidkna.

Na obrdzku 2 je uveden autoradiogram znézorfujici hybridizaci potenciélnich LelF
plasmidd se synthetickymi deoxyoligenukleotidy znadenymi 32,

Na obrézku 3 jsou zndzorndny nukleotidické sekvence (kédujici vlékna) osmi geno=-
vych fragmentd, které byly izolovény Jaks moZni kandidéti pro pouziti k expresi leuko-
cytérnich interferond, a které jsou oznadeny pismeny "AG aZ "H". Inicia&ni ATG kaodony
translace a terminadni triplety ka2déhs LeIF Jsou podtrZeny. Stop kodony neboli termi-
naéni triplety jsou ndsledovany nepifeklédanymi oblastmi v poloze 3°. V&lendny gen o plné
délce pro LeIF A mé& vynechany jeden kodon, ktery byl nalezen u ostatnich nakreslenych ge~
nd, jak je zndzorn&no ve ti*eti A lince obrdzku 3. V poloze 57 nepieklédané oblasti pred-
chézeji vedoucim sekvencim. Ve fragmentu E schazi po izolaci celd presekvence vedouci
bilkoviny, ale je zahrnut cely gen pro predpoklédany zraly LwIF E. Ve fragmentu G sché-
zi po izolaci celéd kodujici sekvence.

Na obrézku 4 jest znézorndno srovnani osmi LeIF bilkevinovych sekvenci urenych
nuklestidickymi sekvencemi. Pro aminokyseliny jsou pouZivény jednopismenkové zkratky,
doporudend IUPAC-IUB komisi pre biochemickou nomenklaturus A = alanin; C = cystein; D =
kyselina asparagovéd; E = kyselina glutamovéd; F = fenylalanin; G = glycin; H = histidin;
I = igoleucin; K = lysin; L » leuci.; M » methioning N = asparagin; P = prolin; Q = glu-
tamin: R = arginin, S = serin, T = threonin; V = valin; W = tryptofan; a Y = tyrosin.
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Cisla oznadujil umistdni amingkyselin (S se vztahuje na signélni peptid). Poml&ka na
mistd 44 u sekvence 165 aminokyselin interferonu LeIF A jest zavedena pro vyrovnéni
zmin&né LeIF A sekvence se sekvenci 166 amingkyselin jinych LeIF. Sekvence LeIF E byla
stanovena za zanedbéni extranuklestidu (poloha 187 na obrdzku 3) v jeho kodujici oblas-
ti. Hv8zdiZky oznaluji termina&ni kedony, které jsou ve fézi. Aminckyseliny spoledné
vien LelF (s vyjimkou pseudogenu LeIF E) jsou rovn&Z ziejmé. PodtrZend zbytky jsou ami~
nokyseliny, které jsou rovndZ pifitomné v lidském fibroblastovém interferonu.

Na obrézku 5 jsou zobrazeny mapy restrikénich endonukledz osmi typd (A aZ H) cDNA
klonovanych interferany LeIF. Hybridizované plasmidy byly zkonstruovény za poufiti me-
tody dC:dG koncovych zbytkd (Goeddel D.V. a spolupracovnici; Nature 287, 411-416 (1980)/.
P¥i této metodd se "vyiiznou™ vloZky cDNA za pouziti restrik&ni endonukledzy PstI. Cary
na konci kaZzdé cONA vlezky predstavuji piilshlé homepolymerické dC:dG koncevé zbytky.

Na obrézku je rovndZ ocznaSens umistdni PvuIX} EcoRI a BglIX 3tdpnych mist. Stinavané
oblasti obrazku zna®i kodujici sekvence zralych LeIF; Srafovand gblasti oznaduji sekven-
ce kédujici signilni peptid; volné sblasti znazornuji 37 a 5° nekédujici sekvence.

Na obrézku 6 je schematicky zobrazena konstrukce genu kddujicihs piimou mikrobidle
ni synthesu zraléha LeIF A. Jsou vyznalena mista Stdpeni a vzniklé zbytky (“Pst I"; atd.).
Zkratka "be.p«" oznaduje "par basi®.

Na obrézku 7 je schematicky znézorn&na restrikdni mapa dvou genovych fragmentd
pouZivanych k expresi zralého leukacytérﬁiha interferonu LeIF B, Vyznalené kodonové sek-
vence jsou kddujici koncové vldkna ziskans digesci rastrik&nim enzymem Sau3a v uvedenych
dvou pi*ipadech.

Na obrézcich 8 a 9 jsou uvedsny DNA a aminokyselinové sekvence (pokud se tykéd pii-
sludnych jednopismenkovych zkratek aminckyselin viz shora uvedeny popis k obrézku 4) ps-
ti LeIF bilkavin, v&etnd typu I a J. Hv8zdiZka na obrézku 9 oznauje terminadni kodon
pi‘isludné DNA sekvence a rozd&lovaci &4rka znadi deleci nebo mezeru v sekvenci.

A. PguZité mikroorganismy

Zpdsob podle vynédlezu zshrnuje pouZivéni dvou mikroorganismfi: bakterie E. coli x
1776, jak jo popedno v USA patentu &iels 4 190 495; a bakteri E. coli K-12 kmen 294 (za-
kon&eni A; thi™, har™, hsmE), jak je popsdna v britském patentu Eislc 2 055 382 A, KaZ-
dy z téchts mikrosrganismé je uloZen v Americké sbirce typovych kultur (ATCO) pod ozna-
genim ATCC &islo 31537 a 31446. V3echny price s rekombinsvanymi DNA, byly provédény v sou-
hlase se zdvaznymi sm&rnicemi Ndrodniho zdravotnickéhs Gifadu (NIH) v UsA.

Zplsab podle vyndlezu ve svém nejvyhodndj&im provedeni jest popsén za pouZiti mi-
krosrganism@ E. coli, v&etnd nejen kmend E. coli x 17756 a E. coli K~12 kmene 294, uve~
denych vySe, ale i jinych znémych kmen@ E. coli, jako E. coli B} nebo jinych mikrobidl-

. nich kment, z nichZ &etné jsou uloZeny a dostupné ve zndmych sbirkovych dstavech, jake

v Americké sbirce typovych kultur; viz téZ NSR patentovy zvefejnovaci spis 2 644 432, Me-
zi zmindnymi jinymi mikroorganismy jsou zahrnuty napitiklad kmeny Basilli, jako napiiklad
Eacillus subtilis; a jiné entercbakteridlni mikroorganismy, mezi kterymi lze uvést napfi-
klad kmeny Salmsnella typhimurium a Serrata marcescens, které vyuZivaji plasmidl a jsou
schopné replikace a exprese heterslognich genavych sekvenci v nich absaZenych.

Jake hostitelského organismu pro piipravu interferonovych bilkovin expresi gend
pro n& kddovanych, za kontraly kvasinkového promgtaru, lze ravndZ pouZivat s vyhodou
kvasinek; jako Sacharomyces cersviae.

B. Zdrsj a ¥i3t8ni leukscytérni interferonové mRNA (LeIF mRNA)

LeIF mRNA lze ziskdvat z lidskych leukocytti; sbvykle z leukocyt& nemecnych s chro-
nickou myeloidni leukemii, tyto leukscyty lze indukevat k produkci interfersnu virem
Sendaiské nebo Newcstleské nemoci, jak je popssne napiiklad v NSR patentovém zveiejnova-~

LY
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cim spisu &islo 2 947 134, Zv143ts vyhodnym zdrojem, poufivanym rovnd® v této préci, je
linie bundk ozna&end KG-1, ziskani od nemocnych s akutni myelsoidni leukemii. Tato linie
bunék, popsand H.P. Koefflerem a D.W. Goldem v Easoplsu Science 200, 1153 (1978); ochot-
n& roste v kultiva&nim mediu obsahujicim RPMI (Rosewell Park Memorial Institute) 1640
plus 10 % FCS (fetdlni teleci sérum) inaktivované zahi&tim; 25 mM pufru HEPES (N-2~hy-
droxyethyl-piperazin=N‘~2-ethansulfonové kyselina) a 50 /ug/ml gentamicinu, a subkulti-
vuje se na jedno aZ tii rozdéleni dvakrit za tyden. Bunky z pifedchdzejicihs kultivadni-
ho prostiedi se zmrazi s 10 % DMSO (dimwthylsulfoxidu). Bunky KG-1 jsou uloZeny v Ame-
rické sbirce typovych kultur pod oznadenim ATCC &isle CRL 8031.

Bunky KG-1 se indukuji k produkci leukocytérni interferonovéd mRNA virem Sendaigké
nebo Newcastleské nemoci zp@sobem popsanym Rubinsteinem a spolupracovniky /viz Sasopis
Proce. Natl. Acad. Sci. USA 76; 640-544 (1979)/. Bunky se izsluji za 5 hodin po indukci a
RNA se preparuje postupem za pouziti thigkyanédtu guanidinu s hydrochloridem guanidinu
/viz Chirgwin se spolupracovniky, Biochemistry 18, 5294-5209 (1879)/. Stejnym zplisobem
se izoluje RNA z neindukovanych bundk. Za pouZitl chromatografie na oligodeoxythymidin
(dT) - celulose a ultracentrifugace se sacharssovym gradientem se ziské 12S frakce po~
1y(A) mRNA] jak popisuji Green a spolupracovnici /Arch. Biochem. Biophys. 172, 74-89,
(1976)/ a Okimura a spolupracovnici /Arch. Biochem. Biophys. 188, 98-104 (1978)/. Takto
ziskand mRNA mé interferonovou aktivitu 8000 a2 10 000 Jednstek na mikrogram pifi oscyto-
vém stanoveni za uZiti 24by Xenopus Laevis /viz Cavalieri a spolupracovnici, Proc. Natl.
Acad. Sci USA 74} 3287-3291 (1977)/.

C. P#iprava bank kelenii obsahujicich LeIF cDNA sekvence

Za poguzitli 5 /49 mRNA se standardnimi postupy piipravi dvouvldknové cDNA /viz Wic~
kens a spolupracavnici, J. Biol. Cheme 253, 2483-2495 (1978) a Goeddel a spolupracovnici
Nature 281, 544-548 (1979). Ziskand cDNA se frakcionuje podle velikosti elektroforesou
na 6%nim polyakrylamidovém gelu (PAGE); a elektroeluci se izpluje 230 ng materidlu maji-
ciho velikast v rozmezi od 500 do 1300 bep. U &dati této cONA (100 ng) se naksonec navé~
21 ‘zbytky deoxycytidinu (dC) zplssbem popsanym Changem a spolupracovniky v Sasopisu Na-
ture 275, 617-624 (1978)/ produkt se analuje se 470 plasmidu pBR322, na jehoZ Pst I
restrikéni misto jsou navédzény zbytky desoxyguanidinu (dG) /viz Bolivar a spolupracovni-
¢i, Gene 2, 95~113 (1977)/ a takto modifikovandho plasmidu se pouZije k transformaci
mikroorganismu E. coli x 1776. Ziskd se asi 130 transformantl rezistentnich vidi tetra-
cyklinu a citlivych na ampicilin: na jeden ng cDNA,

V druhém podobném pokusu se ziské p¥ibliZn§ 1000 transformantd E. coli K-12 kmene
294, rezistentnich vi&i tetracyklinu a citlivych na ampicilin; na Jeden ng cDNA, V tomto
pipadé se frakcionaci cDNA podle velikasti molekul a eloktroeluci ziskd materidl o ve-
likosti v rozmezi od 600 do 1300 bep., ktery e€ pouzije k navézani koncovych dc.

D. Piiprava synthetickych oligonukleotidfé a Jejich pouzitd

Znalost aminokyselinovych sekvencd rdznych tryptickych fragmentd lidského leukocyr
térniho interferonu dovoluje navrhnout synthetické desaoxyoligonukleotidy komplementarni
k rtznym oblastem LeIF mRNA. Byly zvoleny dva tryptické peptidy T 1 a T 13, ponévadz
maji aminokyselinovou sekvenci vyZadujici synthesu pouze 12, popifipadd 4 undekamerd, aby
se vysvstlily véechny mo2né kidujicl sekvence (viz obrézek 1). Synthetisuji se Styri sou-
bory zkuSebnich vzorké deoxyoligonukleotidd preo kazdeu sekvenci, z nichZ kazdy obsahuje
bud ti1 (T-1A, B, C; D) nebs jeden (T-13A; B! C, D) olgonukleotid. Uvedend komplementér-
ni deoxysligonukleotidy o délce 11 basi se synthetisuji chemicky za pouZiti fosfortri-
esterové metody /viz Grea a spolupracovnici} Proc, Natl. Acad. Sci. USA 75, 5765-5769
(1978)/. V T-13 sérii se piipravi &tyii jednotlivé vzorky, v sérii T-1 dvanédct vzorkd ve
StyFech skupinédch po tiech vzarcich, jak je uvedeno na obrézku 1.

Ctyfd individudlnd zkuSebni vzorky v T-13 sérii a dvanéct T~1 zkuSebnich vzorkd pri-
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pravenych ve &tyifech skupindch po tfech primérech v kazdé se pouziji k informaéni synthe-
se radigsktivnd znalené jednovldknové cONA za Uelem pouZiti k hybridizadnim zkouSkém.
Jaka vzorsvé mRNA se pouZzije bud 125 RNA z KG-1 bundk induksvanych Sendaiskym virem (8000
jednotek IF aktivity na jeden /ug) nsbo celkové poly(A) mRNA z neinduksvanych leukocytd
(aktivita men3i neZ 10 jednotek na /ug). Z uvedenych priméri se pifipravi cDNA znaEeqé

32p za pouZitl znémych reakZnich podminek /viz Ngyes a spolupracovnici, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76; 1770-1774 (1978)/. Reakce se pravedou v 60 mikrolitrovych pufrech o slpZeni
20 mM Tris-HCl (hydrochlorid tris-hydroxymethylmethanu) o pH 8,3, 20 mM chloridu drasel-
ného, 8 mM bezvodéha chloridu hofednatéhe a 30 mM P-merkaptoethanolu. Pro reakce se pou-
Zije viZdy jedngho Vo kazdéha primeru (tj. celkem 12 Svg pro primery T-1 série a celkem
4 /ug pro T-13 série), 2 /ug "indukované™ 125 frakce mRNA (nebs 10 /ug neindukaované poly
(A) mRNA); 0,5 mM dATP; dCTP; dTTP, 200 Juct (%32 P)dCTP (dodavatel Amersham, 2000~
~3000 Ci/mmol) a 60 jednotek reversni transkriptdsy (dodavatel Bethesda Research Labora-
tories). Zédany produkt se odd¥li_od neinkorporovaného zna&kovacihe materidlu gelovou fil-
traci na sloupci 10 ml Sephadexu® G-50 a produkt se zahi*ivd 30 minut na 70 % s 0,3 N
roztokem hydroxidu -sodnéhe, aby se rozloZila RNA; a pak se smds zneutralizuje kyselinou
chlorovodikovou. Hybridisace se provedou zplisobem popsanym Kafatosem a spolupracovniky

v Gasopisu Nucleic Acids Res. 7, 1541-1552 (1879)/.

E. Identifikace klonl pLl aZ pL30

K pitipravd 1 /149 plasmidické DNA z kaZdéhe z 500 individudlnich transformantt E. co=~
1i K-12, kmene 294 (viz pddil C) se pouZije rychlého zplscbu isolace plasmidu popsanéha
Bjrnboimem a spolupracovniky v &asopisu Nicleic Acids Res. 7, 1513-1523 (1979). KaZdy
ziskany vzorek DNA se denaturuje a pak aplikuje trojms na nitrocelulssaovy filtr podle
postupu popsaného Kafatssem a spolupracovniky (viz vy3e).

Tri shora uvedené soubory nitrocelulssovych filtrd ebsahujici 500 plasmidickych
vzorkd se hybridizuji

a) s indukovanou cONA obsahujici T-1 soubor primérd;

b) e indukavanou cDNA gbsahujici T-13 priméry, a

c) s neindukovanou cDNA pifipravensu za pouZiti cbou soubord primerd.

Klony se povaZuj{ za pesitivni, kdyZ hybridizuji silndji na jednom neba obou vzorcich
indukavané cDNA neZ na celkovém neindukeovaném vzorku. Z vychozich 500 vzorkd plasmid
byle vybréno tiicet positivnich klond (pLl aZ pL30) k dal3i analyse.

Fe Identifikace klon@ pL31 aZ pL39. Isolace plasmidu &isls 104 obsahujiciho LeIF genavy
fragment

Transformanty mikroorganismé E. coli x 1776 se podrobi uZ3imu vybéru metsdou kolo-~
niové hybridizace podle Grunsteina a Hognesse /viz Praoc. Natl. Acad. Sci. USA 72; 39%1-~
-3965 (1975)/ za pouZiti 32P zna&ené indukované mRNA jako zkuSebniho vzorku /viz Lillen~
haug a spolupracovnici, Bischemistry 15; 1858-1965 (1976)/. Neznaind mRNA z neindukova-
nych bunsk se smisi se zkudebnim vzorkem v pom&ru 200:1, aby de&le ke kompetici s nein-
dukgvanou mRNA piitomnou v preparitu znadeném 32, Hybridizace znafené mRNA nastévéa pied=-
nostnd s keloniemi cbsahujicimi indukované sekvence. Ziskaji se tii druhy transformantd:

1) 2 aZ 3 % kolonid hybridizevanych na 325_nRNA velni silng;
2) 10 % kolonii hybridizovanych signifikantnd mén& neZ ve skuping 1), a
3) zbytek; ktery neddvd detegovatelny hybridiza&ni signil,

Positivni kolonie (skupiny 1 a 2) se testuji na pfitomnost sekvenci specifickych
pro interferon pomoci zkoudky; které spodivd v hybridizaci interfersnové mRNA specific-
ky na plasmidickou DNA. Nejprve se 60 silnd positivnich kolonii (ze skupiny 1) kultivu-
Je individuélng ve 100 ml Zivného prostiedi M9; doplndného tetracyklinem (20 /ug/ml);
kyselinou diaminspimelovou (100 /ug/ml); thymidinem (20 /ug/ml) a d-biotinem (1 /ug/ml).
Zivné ptida M9 obsahuje v 1 litru hydrogenfosforednan sodny (6 g), dihydrogenfasforeénan
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draselny (3 g), chlorid sodny (0,5 g) a chlorid amonny (1 g); po vysterilizovédni v auto-
klévu se piidéd 1 ml sterilniho 1M roztoku siranu hoe&natého (bezvodého) a 10 ml steril-
niho 0,01 M roztoku bezvedého chloridu vépenatého. Kultury se spoji po deseti a ze Zes-
ti uvedenych spojenych skupin se izoluje plasmidickd DNA zpGsobem popsanym Clewellem a
spolupracovniky v &asopisu Biochemistry 9, 4428-4440 (1970). Deset /49 plasmidické DNA

z kaidé skupiny se rozdtdpi enzymem HindIII, sm¥s se denaturuje a kovalentnd navaZe na
DBM~papir (diazsbenzyloxymethylovany filtredni papir). Jeden /49 predisténd mRNA z in-
dukovanych bundk se hybridizuje s roz3t&pengu DNA vézanou na DBM-papiru. Nezhybridizova-
né mRNA se odstrani promytim, specificky hybridizovand mRNA se eluuje a testuje pomoci
oocytl Xenopus laevis. V tomto testu bylo vSech 3est skupin negativnich. Z 59 slabg po-
sitivaich kolonii (skupina 2) bylo vytvoXeno pdt skupin po 10 koloniich a jedna skupina
z 9 kolonii, a z t&chto skupin byly shora uvedenym zpfiscbem piipraveny plasmidy, které
byly zhodnoceny jak byles uvedeno vy3e. Z Sesti testovanych skupin hybridizovala jedna

(K 10) na interferonovou mRNA a vykazovala v kaZdé dobd testovani hladiny signifikantng
vy$31i neZ byly zdkladni hladiny. Za Gi8elem identifikovéni specifického interfersnovéha
CDNA klonu se z 9 kolonii skupiny K 10 piipravi plasmidické DNA a testuji se individudl-
n&. Dva ze zmin&nych plasmidd (&islo 101 a &islo 104) védzaly interferonovou mRNA signi-
fikantnd nad zékladni hladiny. Z plasmidu Zisle 104 byl izolovén unikétni Bgl II res~-
trik&ni fragment obsshujici 260 b.p., oznaden radicaktivnim 32P zpdsobem popsanym Taylo-
rem a spolupracovniky v Sasopisu Biochim. Biophys. Acta 442, 324-330 (1976) a pouZit ja-
ko zkuZebni vzorek k nezévislému vyb&rovému hodnoceni na 400 transformantech.E. coli 294
za pouZiti skriningové metody na koloniich in situ /viz Grunstein a Hogness, Proc. Natl.
Sci. USA 72, 3961-3965 (1975)/. Bylo identifikeovéno devdt kolonii (pL31 a2 pL39), které
hybridizovaly v tomto testu do rozdilndhe stupnd.

Shora uvedeny znafeny fragment o 260 b.p. byl déle pouit v nezavislém skriningu
na 4000 transformantech €. coli 294 stejnym zpBsscbem. Byls identifikovéna 50 kolonii,
které v tomto testu hybridizovaly se zkudebnim vzorkem do rozdilnych stupné. Jedna z
nich obsahovale LeIF G fragment, jedna LeIF H fragment a jedna cbsahovala fragment ozna-
geny jako LeIF Hl, zifejmou alslickou variantu interferonu LeIF H. Hybridni plasmidy,
které byly uvedenym zpisobem ziskény, byly oznadeny Jako “"pLeIF H", atd.

G. Izolace a stanoveni sekvence prvého LeIF genu a plné délce Fetzce

Zs v8ech 39 potencidlnich LeIF cONA klont se pi‘ipravi plasmidické DNA, kterd se
znovu podrobi daldimu vyb&ru se stejnym zkuZebnim vzorkem DNA obsahujicim 260 bepe, za
pouziti hybridiza&nihs postupu popsaného Kafatosem a spolupracovniky (viz vySe). T&i
plasmidy (pL 4, pL 31, pL 34) ddvaly p#i tomto skriningu velmi silné hybridizadni signi-
ly, &tyfi (pL 13, pL 30, pL 32, pL 36) hybridizovaly mirnd a t¥i (pL 6, pL 8, pL 14)
hybridizovaly se zku3ebnim vzorkem slab&.

Shora uvedenych 39 potencidlnich LeIF cDNA rekombinovanych plasmidf byls rovn&s
padrnbenu vyb&rovému testovéni za pouZit{ syntetickych undskamera znadenych radioaktive
nin 32p (skupiny individudlnich T-1 primérd nebo individuédlni 7-13 primery) p#ime jako
hybridizagnich zkudebnich vzorkdé. Hybridiza&ni podminky byly zveleny tak, aby mshlo do-

Jit k dokonalému pérovdni basi pro detegovatelnd hybridiza&ndi signédly /viz Wallace a
spolupracovnici, Nucleic Acids Res. 6, 3543-3557 (1979)/. Tak byly z 39 klent piFiprave-
ny stendardnim lysdtovym postupem (viz Clevell a spol., shora uvedens citace) plasmidic=~
ké DNA, kterd byly i3tdny sloupcovou chromatografii na agarose znadky Biorad Agarose
A-50. Vzorky (3 /ug) kaZdého preparétu byly linearizovény piscbenim restrikénihe enzymu
Eco RI, denaturovény alkdlii a naneseny na 3 separétni nitrocelulosové filtry v dévce
1,5 /ug na Jednu nandsku (dle Kafatose a spolupracovnikf, citaci viz vyée). Individudle-
ni synthetické deoxyoligonuklentidické priméry a skupiny spojenych primérd byly fosfory=-
lovany pomoci Qf* P) ATP nésledujicim zplscbem: 50 pmol oligonuklectidu a 100 pmol zna&e-
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néha (]”32P)-ATP (dedavatel New England Nuclear, aktivita 2500 Ci/mmol) byle vnesena
do 30 mikrolitrd pufru sloZfeného z 50 mM Tris-HCl, 10 mM bezvodého chloridu hofe&naté-
ho a 15 mM /£ -merkaptoethanolu. Ke smdsi byly pidény 2 jednotky polynuklesotidické ki-
nasy T 4 a po 30 minutdch zah#ivéni na 37 °C b ly vzniklé 32? znafené primery &istdny
chromatografii na sloupcich z 10 ml Sephadexu 8 6-50. Poté byly provedeny hybridizace
za pouZiti 106 cpm primeru T=-130 neba 3 x 108 cpm spsjenych primerd T-10. Hybridizace
byly prevadny p&i 15 °C po dobu 14 hodin v prostfedi 6 x SSC (1 x"SSC = 0,15 M chlorid
sedny a 0,015 M citrét sodny, pH 7,2) a 10 x Denhardtova roztoku (0,2 % hovézi seru-
malbumin, 0,2 % pslyvinylpyrolidon, 0,2 % Ficoll), zpGsobem popsanym Wallacem a spolu-
pracovniky (citaci viz vy3e). Filtry byly promyvény po dobu 5 minut (3krét) pa 0 %

v 6 x SSC, vysuSeny a exponsviny na film citlivy na X-paprsky. Vysledky ziskané s 32P
znaCenymi spojenymi primery T-13C a s primerem T-1C jsou uvedeny na obrazku 2.

Bylo nalezeno, Ze dochézi k signifikantni hybridizaci plasmidické DNA z klonu 104
se skupinou spojenych primerd T-1C a s primerem T-13C, ale nedochézi k detegovatelné
hybridizaci s jinymi undekamery. Jak je zndzorn&nsc na obrézku 2, Zetné z uvedenych 39
potencidlnich LeIF plasmidd (pL 2, 4, 13, 17, 20, 30, 31, 34) rovnd: hybridizuji s ob&-
ma tdmito zkuSebnimi vzorky. Aviak restrik&ni endonukledzovou analyzou byle z3isténag,
%e pouze jeden z t&chto plasmidd, plasmid pL 31; obsahuje rovndZ interni BglII fragment
o0 260 b.p. Digesci pL 31 restrikinim enzymem PstI byle zjiSt&no, Ze velikost této cONA
vloZky je piibliZn& 1000 b.p.

U posléze uvedené Gplné PstI vloZky plasmidu pL 31 byla analyzevéna nukleotidic-
ké sekvence jednak Maxamovou-Gilbertovsu chemickou metodou /viz tasopis Methods Enzymol,
65, 499-560 (1980)/ a jednak postupem stanovujicim zakon&eni dideoxydavéhe Fetdzce /viz
Smith, Methods Enzymol. 65, 560-580 (1980)/ po subklonovéni Sau 3a fragmentd do M13 vek-
toru. Sekvence DNA jest znézorndna na obrézku 3 pod czna&enim "A", PFislusné transla&ni
profitaci konstrukce zmindné DNA se d& predpovddst z informaci, které jsou k dispozici
o sekvenci aminckyselin interferonové bilkoviny, ze znémého rozmezi molekuldrnich hmot-
nostl LelF & z relativnihes vyskytu stop-tripletd ve tfech moZnych proditacich konstruk-
cich, a poznand nuklestidickd sekvence dovoluje naopak predpovidat aminskyselinovou sek-
venci celéha LeIF, vietn§ prosekvence neboli signalniho peptidu. Prvni ATG iniciadni
kodon translace byl nalezen ve vzdélenosti 60.nukleatidd od 5  konce sekvence, a je
nédsledovén o 188 kodond pozddji TGA termina&nim tripletem; pak je 342 nepiekladanych
nukleotidd na 3 konci, nasledovanych poly (A) sekvenci. Damn&ly signédlni peptid (prav-
dépodobn& zshrnuty do sekrece zraléhe LeIF z leukocytd) ma délku 23 amingkyselin. Zraly
LeIF tvoieny 165 aminokyselinami mé vypo&itanou molekulovoy hmotnost 19390. Autofi vyné~
lezu oznatili LeIF zakodovany do plasmidu pL 31 Jako "LelF A". Z ddajfi o sekvenci (viz
"A" na obrézku 4) je zfejmé, Ze tryptické peptidy Tl a T13 interferonu LeIF B odpovida-
Ji aminckyseliném 145-149, popfipadd 57 aZ 61, interfercnu LeIF A. Skutedné DNA kéduji-
ci sekvence nalszené v t&chto dvou sblastech odpavidaji sekvencim reprezentovanym spoje-
nymi primery T 1-C a primerem T 13-C (viz obrizek 8).

He Pfiné exprese zraléhs leukocytérniho interferonu A (LeIF A)
1. Obecnd

Nésledujici zptisob exprese interferonu LeIF A pifims ve formd zraldhs interferono-
vého palypeptidu je variantou postupu pouzitého ditive pro piipravu lidskéhs riastovéha
hormonu (Goeddsl a spolupracovnici, Nature 281, 544-548 (1979)/ do té miry, Ze zahrnuje
kombinavdni syntetické (N-termin&lni a komplementarni ONA).

Jak je znazorn&no na obrézku 6, misto 3tdpeni restrikdni endonukledzou Sau3a Je
vyhedng umistine mezi kodony 1 a 3 interferonu LeIF A. Byly urdeny dva syntetické deg-
xyoligonukleotidy, které inkorporuji ATG iniciadni kadon pro translaci, sbnovuji kodon
pro aminokyselinu 1 (cystein) a vytvari zéchytny ("lepivy™) EcoRI konec. Tyto oligomery

X
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byly navédzdny na fragment s 34 b.p. mezi Sau3a - Avall misty plasmidu pL31. Ziskany pro-
dukt o 45 b.p. byl navédzén na dal3i DNA fragmenty a tak byl zkonstruovén syntheticke-pii-
rozeny gen o 865 b.p., ktery kéduje interferon LeIF A a ktery je navazan EcoRI a Pstl
restrikénimi misty. Tento gen byl v&len&n do plasmidu pBR 322 mezi jeho EcoRI a Pstl res-
trikdni mista za vzniku plasmidu pleIF Al.

2. Zkonstruovéni tryptofanovéhe kontrolniho prvku (sbsahujiciho E. coli trp promstor a
operdtor, a trp hlavni ribosomové vazebnd misto, ale kterému schazi ATG sekvence pro
iniciaci translace)

Plasmid pGMI nese tryptofdnovy (trp) operon bakterii E. coli, majici deleci ALE1413
/viz Miozzeri a spolupracovnici, J. Bacterislogy 133, 1457-1466 (1978)/ a proto exprimuje
fuzovanou bilkovinu obsahujici prvnich 6 aminokyselin vedsuci trp sekvence a pribliZns
posledni tfetinu trp E polypeptidu (v daldim ozna&oveny jaks LE'), a rovn: exprimuje trp
D polypeptid jake celek, v3e pod kontrolou tryptofénovéhs promotorového-operstorovéhag
systému. Plasmid (20 /ug) se digeruje restrikinim enzymem Pvull, ktery roz3t&pi plasmid
na p&ti mistech. Genové fragmenty se pak zkombinuji s EcoRI spojovacimi &lanky (sestdva-
Jicimi z vlastniho komplementérniho sligonukleotidu o sekvenci pCATGAATTCATG), které ob-
sahuji EcoRI re trikéni misto potFebné pro pozd$jsi klonovéni de plasmidu obsshujiciho
EcoRI misto. Na fragmenty DNA (20 /ug) zigkané z pGMl se plsobi 10 jednotkami DNA ligdsy
T4 Vv piitomnosti 200 pmol S§°-fosforylovandhs syntetického sligonukleatidu PCATGAATTCATG .
a Vv prostifedi 20 mikrolitrad T4 DNA ligésového pufru (20mM Tris, pH 7,6, 0,56 mM ATP, 10
mM -bezvedéha chlnridU—héfeénatého, 5 mM dithiothreitolu) pii 4 % pifes noc. Roztok se
pak zah#ivé 10 minut na 70 °c, aby se spojovéni zastavilo. Spojovaci &lanky se rozétspi
aigesci endonukledzou EcoRI, vzniklé fragmenty, nyni s EcoRI konci, se odddli za pouZiti
PAGE elektroforesy (5%ni gel) a t¥i nejvétdi fragmenty se izoluji, po predchozim charveni
ethidiumbromidem a detekci v ultrafialaovém svdtle, vyFiznutim piislusné &asti gelové vrst-
vy sbsahujici Zddany fragment. Kaidy z uvedenych gelovych fragment& se umisti spolu s 300
mikrolitry 0,1 x TBE pufru (TBE pufr sbsahuje 10,8 Tris-basse, 5,5 g kyseliny borité a
0,09 g dvojsedné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (NaZEDIA) v 1 litru vody) do di-
alysa&niho vaku a podrobi elektrofsress p#i 100 V po dobu jedné hodiny v 0,1 x TBE pufru.
Vodny roztok z dialysa&niho vaku se vyjme, extrahuje fenaolem, extrahuje chlorofarmem, upra-
vi na 0,2 M roztok chloridsm sodnym a DNA se zisk&, po vysriZeni ethanolem, ve vodném
prostfedi. Ziskany gen s EcoRI zdchytnymi konci, obsahujici trp promotor-operétor, se
identifikuje dédle popsanym zplscbem,; ktery spo&ivé ve vpraveni fragmentd de plasmidu ci~
tlivého na tetracyklin, ktery se po zmin&ném zadlendni fragmentu stane resistentnim vi-
€1 tetracyklinu.

Plasmid pBRHI /viz Rodriguez a spolupracovnici, Nucleic Acids Res. 6, 3267-3287
(1979)/ exprimuje ampicilinovou rezistenci a obsahuje gen pro tetracyklinovou rezisten=-
ci, ale pondvadZ neni spojen s promotorem, posléze uvedenou rezistenci neexprimuje. Plas-
mid je proto citlivy vG&i tetrackylinu. Vpravenim promotorového-operdtorového systému do
EcoRI mista St&peni plasmidu se plasmid stane rezistentnim vi&i tetracyklinu.

Za tim ufelem se plasmid pBRH1 digeruje restrikini endonukledzou EcoRI, enzym se
odstrani fenolovou extrakci a nédsledujici chleroformovou extrakci a po vysréZeni ethano-
lem se ONA zisk4 ve vodném prost¥edi. Ziskansd molekula DNA se pomeci T, DNA ligédsy, v
odd&lenych reakénich smdsich, vé%e shaora popsanym zpGsobem a kaZdym ze tii DNA fragmen-
td ziskanych shora uvedenym postupem. Vzniklé DNA, sbsaZend v reak&ni sm&si, se pouZije
k transformaci piisludnych bakterii E. coli K=12, kmene 294, za pouZiti standardnich pra-
covnich technik /viz Hershfield a spolupracovnici; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71, 3455~
~3459 (1974)/. Bakterie se pak umisti na LB (Luria-Bertani) agarové desky obsahujici
20 /ug/mol ampicilinu a 5 /ug/ml tetracyklinu, Kolonie bakterii rezistentnich na tetra-
cyklin se vyberou, izoluje se plasmidicka DNA a piitomnost 24dandho fragmentu se potvr-
di restrikéni enzymatickou analysou. Ziskany plasmid byl oznafen jako pBRHtrp.
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Digesci virovéhe genomu hepatitidy B enzymy EcoRI a BamHI se obvyklym zpdsobem
ziskd produkt, ktery se za&leni do EcoRI a BamHI restrik&nich mist plasmidu pGHE /viz
Goeddel a spolupracovnici; Nature 281, 544 (1979)/ za vzaiku plasmidu pHS32. Ziskany
plasmid pHS32 se roz3t8pi enzymem Xbal, sm&s se extrahuje fenslem, pak se extrahuje chlo-
roformem a vysréZi ethanolem. Na ziskany rozSt&peny plasmid se pak p@sobi 1 mikralitrem
E. coli DNA polymerdzy I, Klenowsvym fragmentem (Boehringer-Mannheim) v prostiedi 30 mi-
krolitrd polymerézového pufru (tj. 50 mM fosforednanu draselného, pH 7,4, 7 oM bezvodé-
hoe chloridu hore&natého a 1 mM ff-merkaptoethanalu), ebsahujiciho 0,1 mM dTTP a 0,1 mM
dCTP, po dobu 30 minut pFi O % a pak 2 hodiny pfi 37 8c. P¥L této reakci se doplni dva
ze 4 nukleotidd komplementarnich k §° vyénivajicimu konci Xbal 3tdpiciho mista:

L4 ’

5 CTAGA — ] CTAGA —

-’

3 T 3 TCT —

Inkerporuji se dva nukleotidy, dC a dT] a vznikne konec se dvdma 5° vy&nivajicimi nukleo-
tidy. Tents linedrni zbytek plasmidu pHS32 (izolovany po extrakci fenolem, extrakci chlg-
roformem a vysréZeni ethanolem ve vodném prostiedi) se roz3tépi restrik&nim enzymem
EcoRI. Velky plasmidicky fragment se 0dd¥li od men3iho EcoRI - Xbal fragmentu PAGE elek-
troforésou a izosluje se elektrosluci. Tento DNA=fragment plasmidu pHS32 (0,2 /ug) 80 na=-
véZe, za podminek podobnych t&m, které byly popsdny vy3e, na EcoRI - Tagl fragment tryp-
tofénového operonu (0,01 /ug) ziskaného z pBRHtrp.

P*i tomto shora popsaném postupu navazavdni fragmentu z plasmidu pHS32 na EcoRI -
TaqIl fragment se TaqI vydnivajici konec navéZe na Xbal zbyvajici vy&nivajici konec, i
kdyZ jeho base nejsou kempletn& spdrovény podle Watsonova a Cricksva principu:

—T CTAGA — —TOTAGA ——

—
—AGC TCT = -— AGCTCT ——

" Zést takto ziskané reakéni smdsi ligantd se transformuje do bundk bakterii E. coli 294,
pak se na bunky pdscbi teplem a pFecdkuji se na LB agarové desky obsahujic{ ampicilin.
Selekci se ziskd 24 kolonii rezistentnich va¥i ampicilinu, které se kultivuji déle na
3 ml LB pddy (Luria-Bertani) a plasmid se izoluje. Sest z téchto plasmidd md Xbal 3t&p-
né miste regenerované pemoci bakteriemi E. coli katalyssvanéhe piepérovéni a replikace
DNA:

— TCTAGA — — TCTAGA —

——————
—— AGCTCT — — AGATCT —

Rovn&Z byle nalezeno, Ze se tyto plasmidy 3td8pi jak restrikdnim enzymem EcoRI; tak enzy~

mem Hpal, a Ze poskytuji olekdvané &tSpné fragmenty. Jeden z t&chto plasmidd; oznaSeny
pTrpl4; byl pouZit pro expresi heterslegnich polypeptidfi, jak je popsdnc déle.

Plasmid pHGH 107 /viz Goeddel a spolupracovnici, Nature 281, 544 (1979)/ obsahuje
gen pro lidsky rdstaovy hormon, sloZeny z 23 aminckyselinovych kodond produkovanych ze
syntetickych ONA fragmentl, a ze 163 aminckyselinovych kodend ziskanych z komplementérni
DNA vytvei‘ené cestou reverzni transkripce informadni RNA pro lidsky r@stovy hormon. Ten-
to gen; i kdyZ mu schézi kodony "pre"-sekvence lidského réstovéhe hormonu; obsahuje ATG
kedon pro iniciaci translace. Gen se izoluje z 10 /ug plasmidu pHGH 107 postupem zahr=-
nujicim nejprve plssheni restrikdnihoc enzymu EcoRI a poté pifipojeni dTTP a dATP na ziska-
ny fragment plsobenim Klenovova fragmentu E. coli DNA polymerazy I; jak byls pospéno vy=-
8e. Vznikly plasmid se izoluje extrakci fenolem, extrakci chloroformem a vysraZenim etha=
nolem, a poté se rozdt3pi enzymem BamHI.

Q
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vznikly fragment obsahujici gen pro lidsky r@stovy hermon (“HGH:) se izoluje PAGE
elektroforesou a nédsledujici{ elektrseluci. Vysledny fragment DNA cbsahuje rovn&% prvnich
350 nukleotidd strukturdlniho genu pro rezistenci via&i tetracyklinu, ale chybi mu tetra-
cyklinovy promotorovy~operdtorovy systém, takZe, kdyZ se v ndsledujicim pastupu tento
fragment zatleni do plasmidu, ktery je schopny exprese, lze plasmidy sbsahujici tuts
vlozku uréit podle obnoveni tetracyklinové rezistence. ProtoZe EcoRI zakon&eni fragmen-
tu je doplnéno postupem za pouZiti Klenowovy polymerazy I, m& zmindny fragment jeden
"tupy" a jeden "lepivy" konec, co0Z mu zajiZtuje ,sprdvnou orientaci, kdy% je pozd¥ji v&le-
ndn do plasmidu schopnéhs exprese.

V daldim se piipravi exprese schopny plasmid pTrp 14 tak, aby mohl pFijmout shora
uvedenym zplsobem ziskany fragment obsahujici HGH gen. Plasmid pTrp 14 se za tim Udelem
digeruje restrik&nim enzymem Xbal a a vzniklé "lepivé" konce fragmentu se doplni postu-
pem s Klengwevou polymerazou I za pouZiti trifosfdétd dATP, dTTP, dGTP a dCTP. Po extrak-
ci ziskané sm&si fenolem, extrakci chloroformem a vysréZeni ethanolem se na ziskanou DNA
plisobi enzymem BamHI a vznikly velky fragment plasmidu se izoluje PAGE elektroforescu a
elektroeluci. Uvedeny fragment odvozeny od pTrp 14 mé jeden tupy a jeden lepivy konec,
kterd mu zajidtuji sprévnou orientaci pii rekombinaci s vySe popsanym fragmentem obsahu=
Jicim HGH gen.

Fragment obsahujici HGH gen a posléze uvedeny fragment pTrp 144 Xba - BamHI se zkom-
binuji- a navzdjem navéii za podminek podsbnych t&m, které byly popsény vySe. Dopln&né bal
a EcoRI konce se navédZi epolu s tupymi vazebnymi konci za obnoveni obou Xbal a EcoRI St&p~
nych mist:

dopln&ny Xbal konec doplnéni EcoRI konec iniciace HGH genu
— TCTAG AATTCTATG — — TCTAGAATTCTATG —
g N —_
: — AGATC TTAAGATAC — AGATCTTAAGATAC —
Xbal EcoRI

Touto konstrukci se rovndZ obnovi rezistence genu vi&i tetracyklinu. JelikoZ plasmid pHGH
107 exprimuje tetracyklinovsu rezistenci z prometoru leZiciho “proti proudu” od HGH genu
(lac promotor), umoZfiuje tato vysledné konstrukce plasmidu, oznadeného jako pHGH 207,
expresu genu pra tetracyklinovou rezistenci za kontroly tryptofanového promotsru-operd-

_toru. Sm&s produktl ligace se transformuje do bakterii E. coli 294 a po kultivaci na LB

agarovych deskéch s ptidou obsahujici 5 /ug/ml tetracyklinu se vyberou rezistentni kolo-
nie.

. Plasmid pHGH 207 se digeruje restriknim enzymem EcoRI a PAGE elektroforesou a né-
sledujici elektroeluci se izoluje fragment s 300 b.p. sbsahujici trp promotor, operédtor
a vazebné misto pro tryptofénovy hlavni ribosom; kterému viak schizi ATG sekvence pro ini-
ciaci translace. Tento DNA fragment se zaklonuje do EcoRI #tdpnéhs mista plasmidu pLelF A.
Exprese schopné plasmidy cbsshujici{ shora uvedeny modifikovany trp regulon (trp operon
bakterie E. coli, ze kterého je vynechéna utlumové sekvence, aby se kontrolovatelnd zvy-
8ily.hladiny exprese) lze kultivovat do stadia pfedem stanovenych hladin na 2ivné padd _
obsahujici pi#idatny tryptofan v mnoistvi dostate&ném k potlaeni promotorového-cperito-
rového systému, pak se tryptofan odstrani, dojde k derepresi systému a nastane exprese
24daného produktu.

Uvedeny postup je podrobn&ji popeédn niZe a znézorndn na sbrizku &. 6., Plasmid pL 31
(250 /ug) se digeruje restrikdnim enzymem Pstl a gelovou elektraforssou na 6¥nim poly-
akrylamidovém gelu se izeluje vloZeny fragment o 1000 b.p. Elektrseluci se z gelu ziské
asi 40 /M9 %4daného vloZeného fragmentu, ktery se za Uelem dal3iho zpracovéni enzyma-
tickou digesci rozd3li na 3 alikvotni podily:
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a) Asi 16 IUQ vzorek tohoto fragmentu se S4stednd digeruje 40 jednotkami endonukledzy
BglII po dsbu 45 minut pii 37 °C a reakéni-smés se &isti PAGE elektroforesou na 6%
6%nim gelu; ziskaji se asi 2 /v Zéddandho fragmentu o 670 b.p.

b) Druhy vzorek (8 /ug) Pst fragmentu o 1000 b.p. se $tdpi endonukledzami AvalIl a BglII;
gelovou chromatografii (PAGE) se ziskd jeden /us uvedenéhs fragmentu o 150 b.p..

c) Na 16 /ug vloZeného fragmentu o 1000 b.p. se. plsobi enzymy Sau3a a AvaIl; po.izola-
ci elektroforescu na 10%nim polyakrylamidovém gelu se ziskd asi 0,25 /ug (10 pmol))
fragmentu s 34 b.p. Fosfortriestersvou metodou se synthetisuji dva ddle uvedené des-
xyoligonukleotidy, 5 -dAATTCATGTGT (fragment 1) a 5 ~dGATCACACATG (fragment 2). Frag=
ment 2 se fosforyluje ndsledujicim zplsobem: 200 mikrolitrd (asi 40 pmol) (j*szP)-
-ATP (dodavatel Amersham; aktivita 5000 Ci/mol) se vysu$i a znovu nasuspenduje ve 30
mikrolitrech pufru sloZenéhs z 60 mM Tris-HCl (pH 8), 10 mM bezvedého chloridu hoifed~
natéhs a 15 mM (S-merkaptoethanolu, a obsshujiciho 100 pmol zmindného DNA fragmentu
a 2 jednotky T4 polynuklectidkindzy. Smds se zahiivé 15 minut na 37 °C; pak se prid4
1 mikrolitr 10 mM reztoku ATP, reakce se neché probihat dalSich 15 minut p¥i uvedené
teplotd a pak se zavede inaktivace zah#ivénim smdsi po dobu 15 minut na 70 %C. K re-
ak&ni em¥si ee pridé 100 pmol 5 -OH fragmentu 1 a 10 pmol Sau3a ~ Avall fragmentu o
34 b.p. a provede se vzéjemné navézdni fragmentd v 50 mikrolitrech prostifedi sloZené-
ho z 20 mM Tris~HCl (pH 7,5); 10 mM bezvodého chloridu hoifednatého; 10 mM dithiothrei-
tolu, 0,5 mM ATP, v piitomnosti 10 jednotek T4 DNA ligézy, pii 4 % po dobu & hodin,.
Smé&s se rczddli PAGE elektrofaresou na 6%1im gelu a elektrosluci se. ziskd produkt o
45 b.p. Asi 30 ng (1 pmol) posléze zmindndho produktu o 45 b.p. se zkombinuje s
0,5 /ug (5 pmol) Avall - BglII fragmentu o 150 b.p. a 1 /ug (2 pmol) BglII - PstI
fragmentu o 670 b.p.

Vzéjemnd navézédni se proveds pdscbenim 20 jednotek T4 DNA ligasy pii 20 °C po dobu
16 hodin. Ligasa se inaktivuje zahi#ivénim na 65 °C po dobu 10 minut a smds se za ule~
lem pdstrandni pslymerd genu digeruje enzymy EcoRI a PstI. Po pife&i3tdni smdsi elek-
troforesou na 6% PAGE se ziské asi 20 ng (0,04 pmol) produktu o 865 b.p. Polovina
(10 ng) tchots produktu se navédZe do plasmidu pBR 322 (0,3 /ug) mezi jeho EcoRI a
PstI 3tépnéd mista. Po transformaci tohoto plasmidu do bakterii E. coli 294 se ziskd
70 transformantd rezistentnich vidi tetracyklinu a citlivych na ampicilin. Plasmidic-
ké DNA isplované z 18 z t¥chto transformantd se digeruje enzymy EcoRl a PstI. Z t&ch-
to 18 plasmidd obsahovals 16 EcoRI - PetI fragment o délce 865 b.p. Jeden /49 jedngha
z t8chtos fragmentd, pLeIF Al, se digeruje enzymem EcoRI a navdZe na»shora popsanym
zplsobem piipraveny EcoRI fragment o 300 b.p. (0,1 /ug), sbsahujici trp prometor a
trp vazebné misto hlavnihg ribosomu E. coli. Transformanty obsahujici trp promoter se
- identifikuji za pouZitd 32P-trp zkuSebniho vzorku ve spsjeni se skriningovou metodou
pro kolonie bakterii podle Grunsteins-Hognesse. Asymetricky umistsné Xbal 3tépné mis-
to v trp fragmentu doveluje stanoveni rekombinanté, ve kterych trp promotor je orien-
tovany ve smdru na LeIF A gen.

I. In vitro a in vivo Géinnost interferonu LeIF A

Pro stanoveni interfersnové GZinnosti se piipravi extrakty ndsledujicim zp@sobem:
Kultury o sbjemu 1 ml se p&stuji na Zivné pdd L obsahujici 5 /ug/ml tetracyklinu do
hadnoty absorbance pifi 550 nnm (Asso) asi 1,0; pak se kultura ziedi do 25 ml M9 Zivné pl=-
dy obsahujici 5 /ug/ml tetracyklinu,. KdyiA550 doséhne 1,0, odebersu se 10 ml vzaorky,
které se odstifedi, a ziskang buﬁky se suspenduji v 1 ml roztsku shsahujicim 15 % sachars-
8y, 50 mM Tris~HCl (pH 8,0) a 50 mM EDTA (kyseliny ethylendiamintetraoctové). K suspenzi
se piidé jeden mg lysozymu a po 5 minutéch sténi pii O % se bufiky rozrudi ultrazvukem,
Vzorky se centrifuguji 10 minut (15 00O ot4dek za monutu) a v supernatantu se stanovi in-
terferonové 4¥innost srovndnim se standardy interferonu LeIF pomoci testu inhibice cyto~
patické (Zinnosti (CPE). Ke stanoveni po&tu molekul interfersnu (IF) na jednu bunku se po~

r
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uZivé LeIF o specifické aktivits 4 x 10° jednotek/mg.

Jak je zifejmé z tabulky 1, klon pLeIF A trp 25; ve kterém Je trp promotoer zadlendn
v Zédané orientaci, ddvéd v tomto testu vysoké hladiny aktivity (ve vydi 2,5 x 108 jed-
notek v litru). Jak vyplyvéd z tabulky 2; interfercn produkovany bakteriemi E. coli K-12
kmene 294/pLeIF A trp 25 se chovd jako autenticky lidsky.interferm LeIF; je staly vadi
kyselému prostifedi o pH a a jeho ¢&innost Jje neutralizovéna krédlidimi protildtkami lid-
skych leukocytérnich interferond. Uvedeny interferon mé zddnlivou molekulovou hmotnost
asi 20 000.

Uinnost interferonu in vive vyZaduje piitomnost makrofdgh a p¥irozenych umrtvuji-
cich (NK) bungk, piiemz ee zd4&; Ze zplsob jeho GEinnosti in vivo spodivd ve stimulaci
téchto bundk. Je prots moZné; Ze interferon produkovany bakteriemi E. coli 294/pLeIf A
25, i kdyZz md antivirgvou G3innost v testech na bundénych kulturéch, by nemusel byt u&in-
ny u infikovanych Zive&ich&. Krom& tsho, in vive antivirové ¢&innost bakteridlnd produko-
vaného, neglykosylovanéhe interferonu LeIF A by mohla byt rozdilnd od glykosylovanéhe
LeIF pochézejiciho z lidskych leukocytfi. Proto biologickd U&innost bakteridlnd synteti-
sovaného interferonu LeIF A (o &istotd 2 %) byla srovnévéna s Gdinnosti interferonu z
lidskych "kdZi pokrytych" leukocytd (LelF, &istota 8 %) u virové infekce letélni ence-
falomyokarditidy (EMC) hranostajé (viz tabulka 3).

Tabulka 1. Interferonové U&innost extraktd z E. coli

E. coli K~l2 buné&né IF d&innost podet LeIF
kmen 294 hustata Jednatky/ml molekul na
transformovany (podet bunsdk kultury bunku
plasmidem . na ml)

bLeIF A trp 25 3,5 x 108 36 000 9 000
pLeIF A trp 25 1,8 x 10° 250 000 12 000

Tabulka 2, Srovnéni U&innost{ extraktl z bakterii Es coli 294/pLelfF A 25
se standardnim interferonem LeIF X

Extrakt ) Interferonovéd G&innost (jednotky/ml)
bez dpravy p*i pH v p*itomnosti krali&ich
: 2 anti-lidskych leukocy-

térnich protildtek

extrakt z £, coli
294/pLelF A trp 25 500 500 <10

LelF standard 500 500 <10

X/ extrakt z bakterii E. coli 294/pLeIF A trp 25 o interfersnové aktivitd 250 000 jed-
notek na ml, popsany v tabulce 1; byl zifed&n 500krat minimdlni zdkladni Zivnou pa-
dou na specifickou aktivitu 500 Jednotek/ml,

Standard leukocytérniho interferonu (z Wadleyova Ustavu), pFfedem stitravany visi
NIH leukocytdrnimu interferonovému standardu, byl rovndZ zied&n na kone&nou koncentraci
500 U/mle Alikvotni podily o objemu 1 ml byly upraveny kyselinou chlorovodikovou s kon=
centraci IN na pH 2, vzarky inkubovény 52 hodin pii 4 °C} zneutralizovény p#idénim rozto-
ku hydroxidu draselného a stanovena IF aktivita pomoci standardniho testu CPE inhibice.
Jiné alikvotni podily o sbjemu 25 mikrolitré ze vzorkd o koncentraci 500 jednotek/ml (ni-
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jak neoSetienéd) byly inkubovény e 26 mikrolitry kréli&i protildtky lidského leukocytdr=-
nihe interferonu pii 37 ¢ po dobu 60 minut, vzorky byly 5 minut centrifugovény pii
12 000 néasobku g a supernatant testovén.

Tabulka 3. Antivirové u&innsst rbznych LelF prepardtf vi&i EMC virové infekci
hranostaj '
OSetieni N Jednotky tvoreni serovych destilek/ml
 interferonem 8
den 2 den 3 den 4
4 5
?ontrula Int 0/3 10 3x10 4 1 4
bakterisln
bilkoviny 0 3 o Y10 120013 ,4x10
’ 0 0
Bakteridlni 3/3 0 0 0
LelF A 0 0 o]
0 0 0
Standardni LelF 3/3 10 0 0
0 o] 0
(o} s} 0

K testovdni byli pouZiti samci hranostajd o prém&rné hmotnosti 713 g, kteii nem8li
pifed infikovénim protilatky viadi EMC viru. Zvifata byla infikovéna intramuskuldrnd dévkeu
100 x LDoy EMC viru (zjistdne u my3i). V kontrolni skupind uhynuli hranastajuvé za 134,
158 a 164 hodin po infikovéni. O3etfeni zvifat interfercnem v dévce 10° jednetek byls pro-
védéno intravencsni cestgu v intervalech -4, +2, 23, 29, 48, 72, 168 a 240 hadin, vztaZe~
ng na dabu, kdy byls provedenc infikovéni. PouZity bakteridlni leukocytdrni interferon
bylas frakce za sluupcnvé chromategrafie lysédtu bakteril E. coli 294/pleIF A 25 o speci~
fické aktivitd 7,4 x 10 jednotek/mg bilkoviny. Jako kontrolnich bakterialnich bilkovin
byle pouZito bilkovin z ekvivalentni frakce sloupcové chromatografie lysdtu bakterii
E. coli 294 pBR 322 o dvojndsobné koncentraci celkovych bilkovin. Jake standardniho leu-
kocytdrniho interferonu bylo pou?ite interferonu indukovanéhs Sendaiskym virem z normél-
nich lidskych bunk, prediStény chromatograficky do specifické aktivity 32 x 10° jedno~
tek na mg bilkoviny.

Hranostajové v kontrelni skupin® vykazovali pestupujici lethargii, ztritu rovnovéhy,
ochablost™ a ochrnutl zadnich konfetin a zalévéni o¥i zadinajici asi 8 hodin pred smrti.
Interferonsm odetieni hranostajové nevykazovali Zédnou z t&chto abnormalit; zdstdvali po
cely &as aktivni a nevyvinula se u nich virémie, Jeden hranscstaj z kontrolni skupiny, u
kterého se nevyvinula virémie bdhem 4 dnl; uhynul nejpozd&ji z nelédenych zvifat (za
164 hodin po infikovéni),; ale vykézal vysoké titry viru v srdci a v mozku post mortem.

U hranostajd oSetienych interferonem se nsvytvofily protildtky proti EMC viru, jak byla
stanovena za 14 a za 21 dnd po infikovédni. Tyte vysledky ukazuji, Ze antivirdlni ddinnost
LeIF preparatd u infikovanych zviifat lze pfisoudit pouze interferonu, pondvadZ kontami=-
nujici bilkoviny v bakteridlnich prepardtech a v preparatech z lidskych leukocyt& jsou
zcela rozliiné. Tyte vysledky déle naznaduji, Ze glykosylace neni pro in vive antiviro-
vou Uéinnost interferonu LeIF A potiFebné.

J. Izolace dalSich cONA pro sstatni leukocytérni interferony

Z plnd charakterizovanéhe plasmidu sbsahujiciho interferonovou LeIF A cONA se vy-
#izne DNA enzymem PstI,; izoluje pomoci elektroforézy a oznadi radigaktivnim 32?. Ziska-

i
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- né radisaktivnd znalend ONA se pouzije jako zkudebni vzarek k vyb&rovému tifidéni dalsich

transformantd bakterii E. coli 294, ziskanych stejnym postupem jak byloc popsédno v &4sti
C, pomoci metody skriningu kolonii in situ podle Grunsteina a Hognesse (viz vy$e), Izo=
luji se kolonie, které hybridizuji v rozli&nych mnoZstvich se zkuZebnim vzorkem. St&pe~
nim t&chto kelonii a deseti hybridizujfcich kolonii popsanych v &asti G pomoci enzymu
PstI bylo izolovdna plasmidické DNA, kterd byla charakterizovéna tifemi rozdilnymi me-
todami. Zmin&né PstI fragmenty byly nejprve charakterizovény na zékladd vzorkd ziskanych
digescl restrikénimi endonukledzami, enzymy Bgl II, Pvu II a Eco RI. Tato analysa umgZ~-
nila charakterizovat nejménd osm rozlidnych typd (LeIF A, LeIF 8, LeIF C, LelIf D, LeoIF E,
LelF F, LeIF G a LeiF H), zndzorndnych na sbrézku 5, na kterém je pFibliZnd uvedeno umis-
téni raznych restrik&nich mist ve vztahu k soudasné znalosti o presekvenci a kédujici
sekvencl LeIF A, Joden z téchto fragmentd, LeIF D, Je pravddpodobnd identicky s ONA frag-
mentem popsanym Nagatou a spolupracovniky v Sasopisu Nature 284, 316-320 (1980).

Za druhé byly ndkteré ze zmin&nych DNA testovény pomeci hybridiza&nich selekénich
testd popsanych Glevelandem a spolupracovniky v Zasopisu Cell 20, 95-105 (1980), na za-
klad® schopnosti selektivnd odstranovat LeiF mRNA z KG-1 bun&&né RNA sbsahujici poly-A
Fetdzce. V tomto testu byly LeiF A, B; C.a F positivni. Za tifeti, poslednd zmindné Pst
fragmenty byly vé&lendny do exprese schopného plasmidu, zmindnym plasmidem byly transfor-
qavény bakterie E. coli 294 a fragmenty byly exprimovany. V8achny produkty zmindné expre-
se, 0 kterych se predpokladala, %e to jsou pra-interferony, byly positivni v CPE testu
na interferonovou aktivitu, a&koliv v pitipad¥ LelF F fragmentu byla nalezena jen okrajo-
vé G&innost. Kromd shora uvedenéhs charakterisovéni byla u viech popsanych LeIF typl

.Stanovena sekvence.

3. Primé exprese druhéhs zralého lsukscytérniho interferonu (LeIF B)

Bylo zjiSt¥no, e sekvence prvnich &trnécti nukleotidd izolgovandho fragmentu obsa~-
hujiciho gen pro zraly interferon LelF B je stejnéd u typd A i B. Z plasmidu pLeIF A 25
byl proto izolovén fragment nesouci trp promotor-operdter, ribosomové vazebné misto a
iniciadni signdl pro LeIF A (=B) gen, a tento fragment byl zkombinavdn se zbyvajici &és-
ti B-sekvence za vzniku exprese schopného plasmidu. Mapy vyénivajicich restrikénich mist
Pst fragmentu plasmidu pl4 (plasmid ohsahujici interferonovy LelF B gen zakoneny Pst
zbytky, zndzorndny na cbrézku 5), a plasmidu plLeIF A 25 Jsou uvedeny na obrézcich 7a a
7b.

Aby se ze gekvence znizorndné na obrdzku 7a ziskal Sau3a a% PstI fragment shsahuji-
ci pribliZnd 950 b.p., je tieba provést ndkolik operaci vzhledem k tomu, Ze je pritomns
Jedno nebo vice intervenujicich Sau 3a restrikénich mist; to jo:

l. Po provedeném 3t3peni se izoluji nésledujici fragmenty:
a) fragment od Sau3a $tdpiciho mista pe EcoRI misto osbsghujici 110 b.p.;
b) fragment od EcoRI mista k Iba mistu sbsahujici 132 b.p.;
c) fragment od Xba mista k Pat mistu sbsahujici vice nez 700 b.p.

2. Fragmenty la) a 1lb) ‘se vzédjemnd naviZi a koncové skupiny Sau 3a a Xba se odfiznou pl~
sobenim enzymd XBa a BgliI, aby se zabréanile samopolymeraci zpldsobend té&mito termindly
(relevantni Sau 3a mista je uvnit® BglII mista; enzymem BgllI se 3t¥pi, aby se od¥iznul
Sau 3a zéchytny konec). Izoluje se fragment obsahujici 242 b.p.

3. Produkty ziskané postupy 2) a lc) se navzdjem navaii a za t&elem zabrénsni samovolné
polymerizace se koncové skupiny oditiznou pdssbenim enzymd PstI a BglII. Izoluje se frag-
ment od Sau3a aZ k Pstl mistu obsahujici asi 950 be.pe, znédzorndny na obrizku 7a. Tento
fragment obsahuje tu &&st LeIF B genu, kterd neni spoledné s LeIF A.

4. Z plasmidu pLeIF A 25 se izoluje fragment obsahujici pribliZnd 300 b.p. (od HindIII
k Sau3a), sbsahujici trp promotor-cperitor, ribosomové vazebné misto, STG startovaci
signél a cysteinovy kodon pro LeiF A,
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5. Z plasmidu pBR 322 se izoluje fragment od PstI k HindIII obsahujici pribliZng 3600
bep.; tento fragment obsahuje replikon a zakddevanou tetracyklinovou, ale nikoliv ampi-
cilinovou rezistenci.

6. Fragmenty ziskané ve stupnich 3, 4 a 5 se navzdjem trojité& navéZi a ziskany plasmid
se transformuje do bakterii E. coli K~12 kmene 294.

Provede se minimdlni vyhledévaci t#id&ni transformantd /pastupem podle Birnboima
a spolupracevnikd, Nucleic Acids Res. 7, 1513-1523 (1979)/ a vzorky plasmidd se dige-
ruji endonukleasou EcoRI. Digesci se ziskaji t&i fragmenty, které byly identifikovény
Jakes 1) fragment cbsahujici EcoRI~EcoRI trp promotor; 2) vait®ni EcoRI aZ EcoRI frag-
ment plasmidu pl4, a 3) fragment plasmidu pl4 obsahujici iniciadni signal pro transla-
ci bilkoviny aZ EcoRI.

Bakteridlni extrakty z klond pFipravenych shara uvedenym zpdsobem vykézaly v CPE
testu typickoou hodnotu asi 10 x 106 Jednotek interferonavé aktivity na litr pii Asso =
= 1. Jeden reprezentaini klon piipraveny timto postupem byl ozna&en jako E. coli 2384/

pLeIF B trp 7.

L. Pidmé exprese daldich zralych leukscytérnich interfersn& (LeIF C, D, F; H, I a J)

Stejnd jako v pifipadd LeIF A lze sestrojit i dal3i genové fragmenty o plné délce,
cbsahujici jiné typy interferont LelF, a lze je umistit do exprimadnich nosidd urdenych
pro jelich expresi. Pomoci dplného stanoveni sekvence sbvyklymi zptisoby se zjisti, kte-
ré restrikéni misto le#{ dostatednd blfzks prvého aminokyselinového kodonu zraldhs in-
terferanovéhe typu, aby umoZnils aplikovat postup popsany ve shora uvedsné &4sti H pra
expresi zralého interferonu LeIF A, to je eliminaci presekvence restrikdnim odifiznutim
a nahraZeni kodond pre N-terminélni aminokyseliny ztracenych eliminaci presekvence na-
vézanim synthetického DNA fragmentu. SelZe~1i tento zplisob, lze pouzit nésledujiciho
pastupu, ktery, ve strudnosti, spo&ivé ve Stdpeni fragmentu sbsahujiciho presekvenci
pfesnd pi'ed bodem, ve kterém za&ind kodon pro prvni aminskyselinu zraldho polypeptidu.
Postupuje se tak, Za se

1. Dvouvldknové DNA pievede v oblasti obklopujici tents bsd na jednovliknavou DNA;

2. Na jednovldknovou eblast vytvofenou podle bodu 1) se hybridizuje komplementarni
délka primeru jednovléknové DNA, pFidemz 5° konec primeru leZi na ppadné strand nu-
kleotidu sousedicihn se zamy3lenym Stdpicim mistem;

3. Ta &ést druhého vldkna odstrandnd ve stupni 1), ktersd le2i v 3 sméru od primeru, se
obnovi reakci s DNA polymerésou v piitomnosti trifosfdtd deexynuklestid® sbsahujicich
_ adenin, thymin, gusnin a cytosin;

4+ Zbyvajici délka jednovldknové DNA; kterd vy&nivé nad zamy$lené mista §tépeni; se od=-
strani digesci.

Poté lze navézat na 3° konec kodujiciho vidkna jako jehs zakon&eni kratky Fetdzec
synthetické BNA s inicia&nim signdlem ATG pro-translaci, napiiklad tak, Ze se pomoci
"lepivych" konc navéZe na sestrojeny gen pro zraly interferon, a takto ziskany gen se
v&leni do plasmidu schopného exprese a uveds pod kontrolu promstoru a jehs piidruZenéhs
ribosomového vazebného mista.

Podebnym zplsobem, jaky byl popsédn vy$e v &4sti K, se pislu3ng pro piimou bakteridl-
ni expresi uspofédaji genové fragmenty kddujici interferony LeIF C a LeIF Dx Strategie
exprese pro tyto daldi leukocytérni interferony zahrnuje v kaZdém pipadé pouZiti frag~-
mentu piibliZnd o 300 bep. (HindIII aZ Sau3a), obsahujicihs trp promotor-operdtor, ribo-
somové vazebné miste, ATG inicladni signdl a cystéinuvy kedon interferonu LeIF A z plas-
midu pLeIF A 25, S timts fragmentem se zkombinuji genové fragmenty z dal3ich interfero-
novych gend kodujici jejich pFfisludné aminckyselinové sekvence mimg pocatednihe cystei-
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nu, ktery je spoledny viem. Kaidy takto vznikly plasmid se poufije k transformaci bakte=
rii E. coli K-12, kmene 284. K sestrojeni p¥isluidnych genll se pouZije ndsledujicich 1li-
gaci,

Interferon LelF C
Z plasmidu pLeIF C se izoluji nasledujici fragmenty:

a) fragment od Sau 3a k Sau 96 o 35 b.p.;
b) fragment od Sau 96 k PstI o vice ne% 900 b.p.

Z plasmidu pLeIF A-25 se izoluje postupem popsanym vyde v $4sti K 4)
c) fragment HindIII aZ Sau 3a o 300 b.p.;
Z plasmidu pBR 322 se izoluje zplsobem popsanym vySe v &asti K 5)

d) fragment PstI aZ HindIII o p#ibliZn& 3600 b.p.
Sestrajeni genu

1. Navdil se fragmenty a) a c), produkt se §tépi enzymy Bgl II a Hind III a izoluje se
fragment asi o 335 b.p.

2. Provede se trojitd ligace fragmentd 1) + b) + d) a resultujicim plasmidem se trans-
formuji bakterie E. coli.

Typicky klon zigskany timto zplsobem byl oznaden jako E. coli K-12 kmen 294/pLelf C
trp 35,

Interferon LeIF D
Z plasmidu pleIF D se izoluji nédsledujici fragmenty:

a) fragment Sau3a a% Ava II o 35 b.p.;
b) fragment od Ava II k BglII o 150 b.p.;
c¢) fragment od BQlII k Pstl o piibliZn§ 700 b.p.
Z plasmidu pLelF A25 se izoluje
d) fragment od HindIII a% po Sau3a 8 300 b.p.
Z plasmidu se izoluje
e) fragment od HindIII k PstI o p*ibli%nd 3600 b.p.

Sestrojeni gehu

1. NavéZi se fragmenty a) + b); produkt se vy*izne enzymem BglII a po pfedidtdni se ziskd
produkt g 185 b.p. (1).

2. Provede se navdzénl fragmentd 1) + d) vyizne se enzymy HindIII a BglII a vyéisti se
produkt o piibliZnd 500 b.p. (2).

3. Provede se navdzéni fragmentd 2) + c) + e) a ziskanym plasmidem se transformuji bakte~
rie E. coli.

Typicky klon piipraveny timto zplsobem byl ozna&en jaks E. coli K-12 kmen 294/pLelF
D trp 1l.

Interfeéan LeiF F

Fragment obsahujici LeIF F lze pro pfimou expresi sestrojit tak, %s se k rekonstruk-
ci s vyhodou pouZije aminokyselinové sekvence 1 a% 13 interfercnu LeIF B, kterd je uplné
shodnd s obdobnou sekvenci interferonu LeIF F. Z plasmidu pHGH 207, popsanéha vy3e, se
postupem za pouZiti restrikénich enzym Pst I a Xba I digesci a ndsledujici izolaci pi¥i-
pravi fragment asi ¢ 1050 b.p. (a), shsahujici trp promotor a majici Zé&danou konfigura-
ci na svych kancich. Druhy fragment (b) se izoluje jako vét3i fragment ze smési ziskané
digesci plasmidu pHKY 10 endonukledsami PstI & BglIX. Fragment a) chsahuje pi#ibliZn& pao-
lovinu genu kddujiciho ampicilinovou rezistenci; fragment b) obsahuje zbytek tshoto genu
a cely gen pro tetracyklinovou rezistenci, krom& piipojendhs promotoru. Fragmenty a) a
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b) se navdzi pomoci T4 ligasy a produkt se St8pi enzymy XbaIl a BglIIf aby se sdstrani-
ly produkty dimerisace. Vznikne fragment c), obsahujici trp promstor-operiter a geny
pro tetracyklinovou a ampicilinovou rezistenci.

Digesci plasmidu pLelF F enzymy Avall a BgliI se ziskd fragment d) majici piibliZn
580 bepe a obsahujici kodony pro aminokyseliny 14 aZ 166 interferonu LeIF Fe

Digesci plasmidu pLeIF B enzymy Xbal a AvaIIl se zisks fragment e) o 49 b.p., ktery
koduje aminokyseliny 1 a% 13 interferonu LeIF F.

Provede se trojitd ligace fragmentd c),.d) a ) v piitomnosti T4 ligasy. Kohesivni
konce pifisludnych fragmentd jsou takové; %e se fragmenty sprévnd uzavifou do kruhu za vzni-
ku kompositniho plasmidu, ktery nese gen pro tetracyklinovou rezistenci pod kontrolou trp
promotoru-gperdtoru, spolus genem prao zraly interferon LeIF F. Bakterie transformované
tinto plasmidem 1lze proto vybrat na zakladd zmindné rezistence pi*i jejich kultivaci na
agarovych deskéch obsahujicich tetracyklin. Typicky klon piipraveny timto zpdsohbem byl
oznaden jako E. coli K~12 kmen 284/pLeiF F trp 1.

Interferon LeIF H

ﬁplny LeIF H gen pro expresi zraldho leukscytérnihs interfersnu LeIF H Ize zkonstruo=-
vat nédsledujicim zpGsobem:

1) Plasmid pLeIF H se podrobi digesci enzymy HaeIl a Rsal a izsluje se fragment o 816 b.p.
rozklédajici se od signélu pro peptidickau amingkyselinu 10 aZ do 37 nekddujici oblas-
ti, :

2. Fragment se denaturuje a podrobi se reparadni synthese pomoci Klenowova fragmentu DNA
polymerasy I /viz Klenow a spoelupracovnici, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 65, 168 (1s70)/,
za pouZiti synthetického deoxyribooligenuklestidu 5§ °~dATG TGT AAT CTG TCT jaks pri-
méru.

3. Vznikly produkt se 3t3pi enzymem Sau3a s izoluje se fragment o 452 b.p. representujici
aminokyseliny interfsronu 1 aZ 150.

4. Plasmid pLeIF H se digeruje enzymy Sau3a a PatI a izoluje se vznikly fragment o 500
bepe; ziskd se gen kddujici aminokyseliny od 150 aZ de konce kddujici sekvence.

5. Fragmenty izslované ve stupnich 3) a 4) se navzéjem navdZi za vzniku fragmentu

1 166
met cys asp stopl
ATG TGT .. eeee GAT TGA P Pst I
Sau 3a

-zakddovajiciho. 166 aminckyselin interfersnu LeIF H,

6. Plasmid pLeIF A trp 25 se digeruje restriknim enzymem Xbal, zakon&i zéchytnymi konci
8 DNA polymerdsou I a produkt se digeruje endonukledsou PstI. Vznikly velky fragment
se izoluje a provede se ligace s produktem ziskanym ve stupni 5). Ziskd se exprese
schopny plasmid, ktery miZe po transformaci do E. coli K-12 kmene 294 nebo do jiné
hostujici bakterie exprimovat zraly interferon LeIF H.

Interferon LeIF I

Rekombinant lidského genomu féze A Charcnu 4A, sestrojeny Lawnem a spolupracovniky
/viz Basopis Cell 15, 1157 (1978)/ byl podroben skriningu na leukocytirni interfersnové
geny pomoci postupd papsanych Lawnem a spolupracevniky (viz vy3e) a Maniatisem a spolupra~
covniky /viz Sasopis Cell 15; 687 (1978)/. R discaktivni LeIF zku3ebni vzorek, ziskany z
CONA klonu interferonu LeIF A byl pouzit k t#idénd pibliZn& 500 000 plakd, z nich byls
vybréne Sest LeIF genomovych klond. Po opakovaném tiidé&ni a preSi¥tsni plakd byl vybran
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Jeden z uvedenych klond, HLeIF 2, pro dal3i analysovéni.

Za pouziti shora popsané metody lze s vyhodou pouzit jinych zkuSebnich vzorkd& k izo-
lovéni daldich leukocytérnich interfercnovych bilkovin podle tohoto vyndlezu.

Sestrojeni genu pro interferon LeIF I:

1. EcoRI fragment klonu AHLeIF 2 o 2000 bep. se subklonuje do plasmidu pBR 325 v jeho
restrikénim mist8. Ziskany plasmid cbsahujici LeIF I se 3t&pi enzymem EcoRI a izoluje
se fragment o 2000 b.p. Na tento EcoRI fragment o 2000 b.p. se navdZe deoxysligonuklea-
tid dAATTCTGCAG (konvertor EcoRI - PstI), vznikly produkt se Euzétépi enzymem Pstl a
ziska se fragment o 2000 b.p. obsahujici PstI konce. Tento fragment se roz&tdpi enzy-
mem Sau%6 a izoluje se fragment o 1100 b.p., ktery mé jeden PstI a jeden Sau9% kanec.

2. Plasmid pLeIF C trp 35 se digeruje enzymy Pstl a XbaIl a izoluje se v&t3i fragment.

3. Maly Xbal - Pstl fragment z plasmidu plLeIF C trp 35 se digeruje enzymy Xbal a Sau9% a
izoluje se Xbal - Sau9 fragment o 40 b.p.

4. Provede se ligace fragmentd izolovanych ve stupnich 1), 2) a 3) a tak se vytvori expre-
se schopny plasmid pleIF I trp 1.

Interferon LelF J
Postup k sestrojeni plasmidu schopného exprese LeIF J:

1. Plasmid pLeIF J shsahuje HindIII fragment o 3;8 kilobasich lidské genomové DNA, ktery
zahrnuje LeIF J genovou sekvenci. Z tohoto plasmidu se izoluje Ddel - Rsal fragment o
760 be.pe.

_ 2. Plasmid pLeIF B trp 7 se roz$tdpi enzymy HindIII a DdeI a izoluje se HindIII - Ddel
fragment o 340 b.p.

i+ 3o Plasmid pBR 322 se roz3tdpi enzymem Pstl, fragmenty se zakondi lepivymi konci inkuba-
ci s DNA polymerasou I (Klenowlv fragment) a provede se digesce enzymem HindIII. Izo-
luje se velky fragment pibliZn& o 3600 b.p.

4. Provede se ligace fragmentd izolovanych ve stupnich 1), 2) a 3) a tak se sestroji ex-
prese schapny plasmid pLeIF J trp 1.

M. 8i3ténd

Obsah leukscytérniho interferonu v bakteridlnich extraktech lze zvy$it postupnym &is=-
ténim:

1. Polysthylenimingvym sréZenim, pii kterém vitdina bun&&nych bilkovin, véetn® interfero-
nu, zlstédvéd v supernatantu.

2. Amoniumsulfétoveu frakcionaci, pi#i které interferon vypadévé z 55¥%niho nasyceného roz-
toku siranu amonnéha.

3. Suspendovénim amoniumsulfitovych pelet v pufru slseném z 0,06 M fosforednanu drasel-
ného a 10 mM Tris-HCl, pH 7,2, a dialysou proti 25 mM Tris-HC1, pH 7,9 (interferonova
aktivita zdstavéd v roztoku).

4. Chromatografil shora uvedenym zplsobem ziskansho supernatantu, pFi pH upraveném na 8,5,
na sloupci DEAE celulosy (linedrni gradientové eluce s O aZ 0,2 M roztokem chloridu sod-
ného ve 25 mM Tris~HCl, pH 8,5).

5. Adsorpci na agarose (znatky Cibachrome Blue Agarose) nebs na hydroxyapatitu a eluci
1,5 M roztokem chloridu draselnéhs, popfipadé 0,2 M roztokem fosforednanu.

6, Molekuldrnim tii{ddnim na kalond Sephadexu R G=75.
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7. Katexovou chromatografii na CM-celulose ve 25 mM roztoku sctanu amonnéha p¥L pH 5,0,
eluce amoniumacetdtovym gradientem {a% na 0,2 M roztok octanu amonnéha).

Shora uvedenymi Zisticimi postupy se ziskd materidl o Sistotd vy33i nez 95 %.

Surovy materidl lze }nvnéi &istit chromatografickym t#idénim podle velikssti moleku-
ly, vyscokotlakou kapalinovou chrometografil s reversni fézi (RP-8) nebo afinitni chroma-~
tografii na imobilisovanych antiinterferonovych protildtkéch.

Alternativn¥ lze materidl ziskany ve shora uvedeném stupni 4 nanést na sloupsc ob-
sahujici monoklondlni protildtku, pfipraveny zpésobem popsanym Milsteinem v Sasopisu
Scientific American 243] 66 (1980), a interferon eluavat smisi 0,2 M kyseliny octové,
0,1% reztoku Tritonu a 0,15 M roztoku chloridu sodnéha.

PFi alternativnim vyhodném provedeni~ 1ze leukscytérni interferon vyprodukovany shora
popsanym zpdsobem &istit pomoci ndsledujicich &isticich operaci:

1. ZmraZené bund&né pelety obsahujici exprimovany leukscytdrni interfaren se rozbiji bud
manudlné nebo ve vhodném drticim zaFfizeni. Gdstedns rozmrazené bunky se suspenduji ve
4 objemech pufru A; obsahujiciho 0,1 M roztok Tris-base upraveny na pH 7,5 az 8,0 10%
(m/V) roztok sacharssy, 0,2 M roztok chloridu sodnéha, 5 mM roztok EDTA, 0,1 mM roz-
tok PMSF a 10 aZ 100 mM roztok bezvedého chloridu hoFednatéhe. Suspenze se udrZuje na
teplotd asi 4 °c,

Suspenze se pak nechéd projit homogenizatorem pii asi 41,4 MPa a pak znovu pfi tlaku
menSim neZ 6,9 MPa., Efl ent z homogenizdtaru z obou pasézi se jimd za chlazeni ledo-
vou lézni, ’

2. K homogendtu se pomalu pXidéva polyethylenimin a$ do koncentrace asi 0,35 % a smds
se poneché stit asi 30 minut. Pevné podily ee odd5li odstfeddnim nebs filtraci. Ten~
to stupen se providi za stdléhe kontrolovéni teploty nebo dostatednd rychle, tak aby
teplota supernatantu (nebo filtrétu) byle stédle niZ3i nez 10 °c. Supernatant (filtrét)
se zkoncentruje ultrafiltraci p#ibli¥nd na 1/10 pivodniho objemu. Drobné Z4stedky ne-
ba zdkal v zadrZeném zahuZt8ném roztoku lze odstranit filtraci pfes vhadny filtr, ja-
ko napiiklad piFes mikroporesni membrsnu.

3. Vy&efeny roztok se nanese p#ims na sloupec obsahujici menoklendlni protilatku, pri
rychlosti toku 5 aZ 8 cm/hod. (Napfik;gd 25 aZ 40 ml/hod. na sloupci o proméru 2,6 cm).
Pg naneseni roztoku se slaupec promyje pibliZn& desetindsobkem sbjemu sloupce roztp-
ku 25 mM Tris-HCl o pH 7,5 aZ 8,5; obsahujiciho 0,5 M roztok chloridu sednéhs a roztok
povrchovd aktivni létky, jako 0,2% roztok Tritonu X-100 nebo ekvivalentni l4tky. Po
promyti se sloupec vypléchne desetindsobkem objemu sloupce roztoku obsahujicihe 0,15 M
chlorid sodny a povrchovd aktivni &inidlg Jaka Triton X-100 (0,1% roztok) nebs jeha
akvivalent. Pak se sloupsc eluuje 0,2 M roztokem kyseliny sctové sbsahujicim povrcheo-
vé aktivni latku jake Triton X~100 (0,1% roztok) nebo jeho ekvivalent. Bilkovinova
frakce ze sloupce s monoklonsln{ protilétkou (stanovensd pomoci UV absaorbance neba ji-
nou vhadnou analytickou metodou) se shromsZdi a pH se upravi LN roztokem hydroxidu
scdného nebo 1,0 M roztokem Tris~base na hodnotu pi*ibliZns 4,5.

4. Spsjené interferonové frakce se nanesou na sloupec katexu, jake na sloupec celulasy
CM 52 (znagky Whatman) neba jeji ekvivalent, kters byla pfedtim ekvilibraovéna vhod-
nym pufrem, jake 50 mM roztokem octanu amonného o pH 4,5, Po naneseni interferonu se
sloupec promyva pufrem pouzitym k ekvilibraci tak dlouhs, a® UV absorbance efluentu
dosdhne takové hladiny, Ze se ze sloupce sluuje trochu Z4dané bilkeviny. Sloupec se
pak eluuje roztokem 25 mM octanu sodného ebsahujiciho 0,12 M chloridu sodnéhe nebgo ji~
nou kombinaci, kterd optimalizuje ziskani interferonu a poskytne po lyofilisaci pro-
dukt majici vyhovujici vliastnosti Jako vzhled a rozpustnost,

Monoklondlni protildtky pouZivand pfi vyhodném provaddni &istandi podle vyndlezu pos
psaném vyZe lze pifipravit postupy popsanymi Staehelinem a spolupracevniky v Sasopisu Proc.
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Natl. Acad. Sci. USA 78, 1848-1852 (1981). Monoklondlni protildtky piipravend z asci-
tické tekutiny se vy&isti a kovalentnd navédzi na Affigel-10 zplssbem popsanym niZe:

KaZdé z p&ti mySich samic druhu Balb/c se naodkuje 5 a% 10 x 10G hybridomnich bu-
nék ze stifedni rastové féze kmene. Asi 5 x 106 Zivotaschopnych bundk ziskanych z my3i
pradukéni kapaliny se inckuluje intraperitonedlns dalsi skuping deseti nebo vice mysdi.
Od kazdé my$i z posléze uvedené skupiny se opakovand (2x a 4x) odebird ascitické kapa=-
lina. Mchou byt provedeny a2 tii p¥enosy bungk a nésledujici odebrani ascitické kapali-
ny z jedné skupiny my8i na druhou. Ascitické kapalina odebrans mySim p’i kaZdém prfenosu
bundk se shromazduje.

Z ascitické kapaliny se odstrani bunky a jejich zbytky odstied&nim pfi nizkych otéd&-

kdch (500 az 1000nasobek g) po dobu 15 minut. Pak se pokraduje v odstifedovéni pi#i 18 000
otatkach za minutu po dobu 90 minut. Supernatant se zmrazi a uloZi pi*i teplots ~20 °c.

Po rozmrazeni se odstrani dalsi fibrin a jemny vyloufeny materidl odstifedovénim pii

35 000 ota&kéch za minutu po dobu 90 minut. VSechny 3arfe ascitické kapaliny z kaZdého
transforu se testuji na specifickou protildtkovou aktivitu stanovenim protiladtkové vaz-
by v pevné fézi /viz Staehelin a spolupracovnici, citace uvedens vySe/ a vyhovujici po
dily se spojuji. '

Kencentrace bilkoviny ve spojenych roztocich se stanovi aproxima&n® na zdklads toho,
Ze 1 mg bilkeviny vykazuje p¥i 280 nm abssorbanci 1,2 v kyvetd o tloustce 1,0 cm. Asci-
tické kapaliny s vysokymi hladinami protilatky obsahuji 30 aZ 35 mg bilkoviny v jednom
-ml. Toto mnoZstvl je ekvivalentni 4 a3 7 mg specifické protilédtky/ml. Ascitickéd kapali-
na o této koncentraci se edi PBS roztokem (roztok 0,01 M fosforednanu sadného g pH 7,3
a 0,15 M chloridu ssdného) na koncentraci 10 a% 12 mg bilkoviny v ml.

Ke kaZzdym 100 ml takto zFed8néhs roztoku se p#i 0 °C, za intenzivniha michéni, po-
malu piida 90 ml pii teplotd mistnosti nasycenéha roztoku siranu amonného. Suspense se
chladi ledem po dobu 40 a% 60 minut a pak se odsteduje 15 minut pri teplotd 4 °C pii
10 000 ot&Zkach za minutu. Supernatant se oddekantuje a odcentrifugovand létka se daobie
vysusi. Pelety bilkoviny se rozpusti v roztoku obsahujicim 0,02 M Tris~HCl (pH 7,9) a
0,04 M chlorid sodny (pufr I). Roztok bilkoviny se dialysuje 16 az 18 hodin pii teplotd
nistnosti proti 100 objemdm zmindného pufru I s minimdlnd jednou vymdnou pufru. Dialy-
sovany roztok se za uelem odstrandni nerozpustného materidlu adstifeduje 10 minut pii
15 000 oté4&kich za minutu. Podle stanoveni absorpce pi*i 280 nm se ziskd 30 az 35 % po-
vodnihe mnoZstvi celkeové bilkoviny p#itomné v ascitické kapaling.,

Roztok obsahujici 30 aZ 40 mg bilkoviny na ml se poté nanese na slgupec DEAE~celu~
losy, ekvilibrované pedem pufrem I. Na kaZdy gram nanasené bilkoviny se pouzije vrstva
sloupce 5 objemu alespon 100 ml. Protilétks se ze sloupce vymyva gradientovou eluci roz-
tokem chloridu sodného obsahujicim 0702 M Tris-HCl o pH 7,9; s linedrnim gradientem od
0,04 M do 0;5 M chloridu sodného, Spojené frakce bilkoviny eluované roztokem o koncentra-
ci mezi 0,06 a% 0,1 M chloridu sodného se zkoncentruji tim zplsobem, Ze se bilkovina vy=
srazi stejnym objemem roztoku siranu amonného nasycenéhs pFi teplotd mistnosti a produkt
se odcentrifuguje. Ziskané pelety bilkaviny se rozpusti v roztoku obsahujicim 0,2 M hy-
drogenuhliditan sodny (pH asi 8,0) a 0,3 M chlorid sodny (pufr IX) s roztok se dialysu-
Je pii teplotd mistnosti proti stejnému pufru, ktery se tiikrat vym&ni. Dialysovany roz-
tok se za Guelem odstrandni maldho mnoZstvi nerozpustného materidlu sdstieduje 15 minut
pii 20 000 nascbku g, a koncentrace bilkoviny se upravi pufrem II na hodnotu 20 a2 25
mg/ml. Uvedeného roztoku protildtky se pouZije k piipravé imunoadsorbantu nésledujicim
zplsoben,

Affigel-10 (dodavatel BiogRad Laboratories, Richmend, Kalifornie) se promyje na sin-
trovaném sklendndm filtru tiikrdt ledem ochlazenym isopropanolem a pak tiikrat ledovou
destilovanou vodou. Kade gelu (asi 50%ni v ledové vodd) se pienese do trubic z plastické
hmoty a provede se sedimentace adsorbentu krdtkym odstiedgnim; supernatant se odsaje. Do



23 CSs 273 181 B2

trubice naplndné gelem se pridé stejny objem (vzhledem ke gelu) piefi3tsnéhe roztoku
protildtky a trubice se nechd za U&elem promichéni ohsahu otddet kolem kolmé ocsy 5 ha-
din p#i 4 %°C. Po skonZeni reakce se gel odstiedi a promyje dvakrit pufrem III (roztok
0,1 M hydregenuhli&itanu sodnéhe a 0,15 M chloriduy sodnéhn), aby se odstranila nezkopu~
lovand protildtka. Stanaveni bilkevin ve spojenych promyvacich roztocich ukizala, e vi~
ce neZz 90 % protildtky se navézalo na gel.

Aby se zablokovala nezreagované mista, smisi ss takta upraveny gel se stejnym obje-
mem 0,1 M roztoku hydrochloridu ethanalaminu (pH 8) a trubice se necha znovu za tGdelem
promichéni obsahu rotevat 60 minut pii teplotd mistnosti. Kade gelu se promyje aZ do
odstrandni reaktant® roztokem PBS a pifechavadvé se v roztoku PBS v prfitomnosti 0,02 %
(m/V) azidu sodného pfi tepletd 4 °c.

Ne Parenterdlni poddvéni interferont

Interferonovy LeIF lze pudévat parenterslnd osobém potiebujicim antitumorové nebao
antivirsvé léZeni a t&m, u kterych se projevuji imunosupresivni stavy. Ddvkovéni a podet
dévek jsou paralelnis t&mi, které se basng pouZivaji pFi klinickém zkoudeni interferond
ziskanych z lidskych zdroj6, napiiklad asi (1 a2 10) x 10° Jjednotek denn&, a v piipadd
materidld o vy35i Sistotd nez 1 %, Gdelnd aZ da této &istoty, napiiklad 5 x 107 jednotek
denné&.

Jako jedsn piiklad vhodné aplika&ni formy pro v podstat® homogenni bakteridlni inter-
feran LeIF lze uvést pFipravu parenterdlni formy: 3 mg LeIF o specifické aktivits napi*i-
klad 2 x 108 Jednotek/mg se rozpusti ve 25 ml SN roztoku lidského sarumaibuminui roztok
sa zfiltruje pies bakterioclogicky filtr a zfiltrovany roztok se asepticky rozdsli do
100 kusd injek&nich ampulek, které pak sbsahuji po 6 x 10° Jjednotek &istého interfaronu
vhadnéha pro parenterdlni poddvéani. Ampulky se pifed pouZitim vyhodng pifechavédvaji v chla-
du (pii -20 °c). :

Sloudeniny podle pFedloZeného vynédlezu lze faormulovat znémymi metodami da formy far-
maceuticky vhodnych p#ipravka, priemz 4&inny polypeptid se poufivd ve smdsi s farmaceu-
ticky pifijatelnym nosnym vehikulem. Vhodnd vehikula a jejich formulovéni jsou pepsdny na-
pi‘iklad v piiruce “Remington’s Pharmaceutical Sciences” E.V. Martinem, na kterou zde od=-
kazujeme. Farmaceutické pitipravky podle vyndlezu ghsahuji ¢&inné mnoZstvi interferongvé
bilkoviny spolu s vhednym mnofstvim vehikula umoZnujiciho G&Einné podévéni preparédtu hos~
titeli. Jeden z pfednostnich zpdsebd podavani Jje parenterdlni podévéni.

PREDMET VvYNALEZU

l. Zpisob vyroby E.coli bundk schopnych produkovat zraly lidsky leukaocytérni inter-
feron LeIF A, B, C, D, F, H, I nebo J s aminckyselinovou sekvenci od polghy 1 a% 166 jak
Je uvedena na obr. 4 a 9, vyznalujici se tim, Ze

a) inkubuji se E.coli bunky s3etifené chloridem vépenatym DNA expresnim vektorem vybranym
ze skupiny zahrnujici plasmid pLeIF A trp 25 DNA, plasmid pLeIF B trp 7 DNA, plasmid
PLeIF C trp 35 DNA, plasmid pLeIF D trp 11 DNA, plasmid pLeIF F trp 1 DNA, plasmid
pPLeIF H DNA, plasmid pLeIF I trp 1 DNA a plasmid pLeIF J trp 1 ONA v ligaénim dstojném
roztoku pe dobu 30 minut a

b) provede se selskce transformovanych E.coli bundk na tuhé vrstvé agaru obsahujici tetra-
Cyklin.

2. Zplisob podle bodu 1 pro vyrobu E.coli bunsk schopnych produkovat zraly lidsky leu-
kocytadrni interferon LeIF A s aminokyselinovou sekvenci od polohy 1 a2 166 jak je uvedena
na obr. 4, vyznadujici se tim, %e se inkubuji E.coli bunky plasmidem pLeIF A trp 25 DNA,
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3. Zplsob podle bodu 1 pro vyrobu' E.coli bundk schopnych produkovat zraly lidsky
leukacytdrni interferon LelF B, C, D nebo F s aminokyselinovou sekvenci od polohy 1 aZ
166 jak je uvedeno na obr. 4, vyznaSujici se tim, Ze se inkubuji E.coli bunky DNA expres-
nim vektorem vybranym ze skupiny zahrnujici plasmid pleIF B trp 7 DNA, plasmid plLelF C
trp 35 DNA, plasmid pLeIF D trp 11 ONA a plasmid pLeIF trp 1 ONA.

4. Zpusob podle bodu 1 pro vyrobu E.coli bundk schopnych produkovat zraly lidsky leu=
kocytérni interferon LeIF H s aminskyselinovou sekvenci od polohy 1 aZz 166 jak je uvedeno
na obr. 4, vyznadujici se tim, Ze se inkubuji E.coli bunky plasmidem pleIF H ONA,

5. Zplsob podle bodu 1 pro vyrobu E.celi bungk schepnych produkovat zraly lidsky leu=
kocytdrni interfersn LeIF I nebo J s aminokyselinovou sekvenci jak je uvedens na obr. 9,
vyznadujicl se tim, %e se inkubuji E.coli bunky plasmidem pLeIF I trp 1 DNA nebo plasmi-
dem plLaIF J trp 1 DNA.

6. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se jako E.coli kmen pouzivéd E.coli
K-12 kmen 294 (ATCC 31446).
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