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(57) Die Erfindung betrifft ein gentechnisches Verfahren zur Herstellung von Leukozyten-interferon,
was-auch Ziel der Erfindung ist. Erfindungsaufgabe ist es, ein Verfahren zur Herstellung eines
replikablen Vektors, der in einem Mikroorganismus die Expression eines Polypeptids mit der-
Aminosauresequenz eines reifen Human-Leukozyten-interferons bewirkt, bereitzustellen.
ErfindungsgemaR verbindet man eine dieses Polypegptid codierende erste DNS-Sequenz operabel

mit siner zweiten DNS-Sequenz, die die fir die Expression notwendigen Codons enthalt.
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Verfahren zur Herstellung eines replikablen Vektors

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende Brfindung betrifft das Gebiet der rekombi=
nanten DNS=Technologie, d. hs Verfahren, die auf diesem
Gebiet verwendet werden und Produkfe, die mit diesen Ver-
fahren erhalten werden, | |

‘Genauer gesagt betrifft die vorliegeade urfxndung Ps;g-
peptide, insbesondere die Herstellung reifer ﬁumaa~ueuko-

zyten-lnterzerone.

.Charakteristik der bekannien technischen LasungEn

ﬂuman-Leu&ozwtan-In+e feron (he.r) durde zuerst voﬁ Iuaace
and Lindenmann (Proc. R. Soc. B 147, 253~ 267 (1957),

Us Se Pe 3.699,222) entdeckt und in Form der rohen Prizipi-
tate hergestellt. Die selt dieser Zeld andauernden Anstren=
gungen, das Material zu reinigen und zu charakterisisren,
haoen zur Herstellung relativ homogeaer Leukozy bn;Intar-'
ferone aus normalen ueuxozyten oder aus Leukozyten von leukd-
mischen Spendern gefihrt (z., B. Deutsche Offenlegungsscarift
Nr. 2.947.134). biese Interferone gehdren zu einer Familie
von Proteinen, die die bekannte Eigenschaft besitzen, bem

- stimmten Zellen einen Vlras-r631stenten Zustand z4 verleihen,

Deriiber hinaus kana Inferferon die Zell-Prollferatlon hemmen
und die Immunantworu medulieren, Diese Elgenschaften haben
dazu ce:uhr,, dag Leukozyten—lnuerferon klinisch als thara-
peutisches littel zur Benandlung viraler Infestionea und
Rrankheiten eingesetzt Wurdé; o

-3UiK1984-140981
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In der Vergangenheit wurde Leukozyten-Interferone im we-
sentlichen bis zur Homogenitdt gereinigt (Rubinstein et al.,
Proc, Natl. Acad. Sci, U.S.A. 76, 640-644 (1979);

Zoon et al., ibid. 76, 5601-5605 (1979)). Die berichteten -
Holekulargewichte liegen im Bereich von etwa 17.500 bis
etwa 21,000, Die spezifischen aktivitdten dieser Priparate
sind bemerkenéwert hoch mit 2 x*108
pro mg Protein, aber die aus den Zellkulturen erhaltenen

. Ausbeuten sind bisher entmutigend niedrig., Trotzdem gelang

bis 1 x 10° Einheiten

durch verteinerte Proteinsequenzierungsmethoden die Bestim-
mung von Aminosdurepartialsequenzen (Zoon et al, Science
207, 527 (1980); Levy'vﬁ~al.; Proc, Hatl, Acad, Sci, U. S, A,
77, 5102=5104 (1980)). Die Frage der Glycosylierung der ver-
gschiedenen Leukozyten-Interferone ist bis-jetzt noch nicht
vollig abgeklért,. aber es ist soviel &lar, da Unter scnlede
in den- molekularoev1chten aicat allein durch Glycosylierung
hervorgerufen werden, Eg ist auch klar, daB die Leukozyten-
Interfirone deutlich unterschisden sind voneinander durch-
'unterschﬂedllche Aminosiurezusammensetzung und -sequenz und
die Amlnosauraaomologle ist in manchen Fillen niedriger als
- 80 %
Wanread das aug Spender-Leukozyten isolierfte homogene.
Leu&ozyten—lntarferon ausrelchte zur partiellen Lnaraﬁuerl-
gierung und zu limitierten klinischea otudlen, reicht die-
se Quelle bei weitem nicht aus fir die Gewinnung derjenigen
ilengen an Interferon, die flr breite klinische Priifungen
cnd die anschlieBende pronhylaktischc und/oder therapeuti- -
sche Verwendung notwendig sein werdel. Tatsdcnlich bediente
man sich bei den bisherigen xllnlqcnen Unftersuchungen zur
Bvaluation des duman~Leu£ozyten-Interferons in Antitumor-
und antiviralen Testen hauotsachllcn rohen Aaterlals
(vanhelt < 1 %) und die 1angeﬁ Heiten, die nétig sind,
um geniigende Hengen reinen Materizls zu erhalten heben'zu
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einer starxen Verzogerung von Unte"suchungen in croBerem
Maﬁstab gefuhrt.

- Durch rekombinante DNS- Tzchnolo gle ist es jedoch
inzwischen gelungen, eine grofe Anaahl wertvoller Poly=
peptide kontrolliert mikrobiell herzustellen, So existic=
ren inzwischen bereits Bakterien, die durch diese Techno=-
logie so modifiziert wurden, daB sie die Herstellung von
Polypeptiden wie Somatostatin, den & und B Ketten des
Human-Inguling und Human—wac 1stumshormon gestatten (Itakura
et .al., Science 1"83 1056=1063 (1977); Goeddel et ala,.
Hature 281, 544-548 (1979)). Kirzlich gelang durch die in-
wendung der’ ¢ekomb1nanten DﬂS-Iecnnlﬁ die bakterlelle Her
utelluno von Pr01nsu11n und Thym031n alpﬂ? 1 und ver-
qchledene idutoren naben berlcnteu, daB es 1hnen aelunwen :
ist, Human-Leukozyten—Interferon 5odlerendek DES. ond ent=

spw venents p”Ou@LN& wit Leu&ozyien-inﬁefferouauu;vluuu
zu erhalten (Jagata et al., Nature 284, 316~320 (1980);
Mantei et al., Gene 10, 1-10 (1980); Taniguchi et al.,
Nature 285, 547-549 (1980)).

Des Zugpferd der rekombinanten DES-Technologie ist das
Plésmid, eine nicht-chromosomale Schlelfe doppelstrdngiger
DNS, die in Bakterien und anderen Mibroben oft in vielen
Kopilen pro Zelle vorliegte. Die in der Placmid-DNS ent-
haltene Information umfaBft diejenige zur, Beoroduﬁ+lon des
Plasmlas in Tochterzellen (d. R ein "Replicon") und gewsan=
lich ein oder mehrere Selektions-Char exteristiken wie, im
Fall von Bakterien, die Resistenz gegeﬂuoer-Antlblotlﬁa,
die es erlauben, Xlone der Wirts-Zelle, die das inferess-

' swerende Plaqmlh enubalten, zZu erkennen und ln einem

aus gewahlten ucdlum §alsktiv zu zlchten, Die’ Hitzlichkeit
der Plasmide liegt in der Tats ache, dal sie apez1f isch
durch die elne oder andere Restrlktlons-nndonuclease (auch
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Restriktionsenzym genannt) gespalten werden kdnnen, wobei
jede Endonuclesse eine andere Stelle der Plasmid-DES er-

- kennt, Heterologe Gene oder Genfragmente kdnnen in das |
Plasmid an den Spaltstellen oder anschliefend an die
Spaltstellen rekonstruierte Enden eingefiigt werden, Die
DiS-Rekombination wird auBerhalb der Zelle durchgefihrt
aber das erhaltene rekombinante Plasmid wird durch einen
Vorgang, der als Transformation bekannt ist, in die Zelle
eingefiibrt und groBe Mengen an heterologe Gene enthalfen-
den, rekombinierten Plasmiden ktnnen durch Kultivierung

der transformierten Zellen erhalten werden, Ist das hetero-
loge Gea in richtiger Welse (ds he operabel) beszliglich der-
jenigen Teile des Plasmids eingefligt, die fir die'TranSCrip-
tion und Translation der kodierten DNS-ﬂaChricht verant-
wortlich sind, dann kann des erhalfene rekocmbinierte
Plasmid (;xpreuszonsvektor, VeKtor) zur He¢stellung des
Polypeptlds verwendet werd@n, daB durch das heterologe

Gen 5od1ert wird. Dleser ProzeB wird als Expression be=
zelichnet,

Die Espression wird ausgel®st in der Promoter-Reglon,

die durch RNS=-Polymerase erkaant und gebunden wird. In
einigen F&llen, wie .z. B. beim Tryptophan- oder "trp"-FPro-
‘moter, der in Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
vevorzugt ist, werden Promotor-regionen von sogenannten
Operator-Regionen uberlapnt und bilden dann einen Xombi=-
nierten Promotor-@perator. Operatoren sind DNS-Sequenzen,
die wvon sooenannten Repressor-Pro*eﬁnen ericannt werden,
die wiederum die Frequenz des ;ranskrlptloasbeglnns an

. einem gpeziellen Promotor regulieren, Dis Polymerase wan-
dert an der DNS entlang und lberschreibt die Information,
die der kodierende Strang‘ehthélt,vvom 5! - zum 3’'-Ende in
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mRIS, die dann wiederum in das Polypeptid mit der durch die
DS kodierten Aminosduresequenz Ubersetzt wird, Jede Amino-
sdure eines Polypeptids wird innerhalb des sogenanntén
Strukturgens durch ein Huktleotid-Triplett oder Codon kodiert,
Nach der Bindung an den Promotor transkribiert die RNS-
Polymerase zunichst Eukleotide, die eine Ribosomeh-Bindungs-
stelle kodieren, aann ein Translations-Startsignal (ge=
wohnlich 4T7G, das in der mRNS zu AUG wird) und schlieBlich
die Nukleotid Sequenzen des Strukturgens selbst, Am Ende

des Strukturgens werden sogenannte Stopcodons transkribiert,
nach denen die Polymerase noch weitere mRNS-Sequenzen bilden
ﬁann, die aber wegen des vorhandenen Stopsmvnals von den’

%lbocoman nicht mehr dbersetzt werden., Die Ribosomen lagerﬂ

gich an dis vorgesehene Bindungsstelle der mRNS an, in
Bakterien gewtshnlich wihread diese eantstent, und_stellen
dann ihrerseits das kodierte Polypeptid her, beginnend

am’ TruﬂSlathﬂS- tartsignal und endend mit dem berelts S

wihnten Stopsignal, Das gewlinschie Produkt wird hergest llt,
wenn die Sequenzen, die die Ribosomen-Bindungsstelle
kodieren richatig liegen in Bezug auf das AUG-Startsignel
and wenn alle Ubrigen Kodons mit dem Startsignal in Phase
sind, Das gewiinschte Polypeptid kann erhalfen werden durch
Lyse der Wirts-Zelle, Abtrennung voa anderen Bakterisn-
proteinen und Reinigung in Ublicher ieise,

Der vorliegenden BErfindung lag der Gedanke zugrunde,

daf die Anwendung der rekowblnanten DmS-TechnOWOgle

(de ha die Brfindung wvon Inuerferongenen in mikrobielle
Vektoren und dersn Expression unter der Xoatrolle mikrobisl-

. ler genregulatorischer Elemente) der wirkungsvollsie ¥eg

zur Gewinnung grofer lengen Leukozyten-Interferon wire,
welches trotz der Tatsache, daf es nicht glykogyliert
ist, wie vielleicht das natlrliche, zur klinischen Behand-
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lung vieler viraler und neoplastischer Erkrankungen verwen-
det werden xtnnte.

Zisl der Erfindung

' BsS ist Ziel der BErfindung, Leukozyten-Interferon unter Ein-
'satz der Gentechnik herzustellen,

Darlegung deg Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgzabe zugrunde, ein Verfahren zur
Herstellung eines replikablen Vektors bereitzustellen, der
in einemmMikroorganismus=die Expression eines Polypeptids
mit der AminosBuresequenz eines reifen Human-Leukozyten~
Interferone bewirki, '

Ein erstes Leukozyten-Interferon-Gen wurde erfindungsgemzs
durch die folgenden MaBnahmen erhalten: ’

(1) Aminosiurepartialsequenzen von homogenem Humanleukozyten-
Interfercn wurden verweande}, um synthetische DES~Sonden zu
konstiuisren, deren Codons insgesamt aller mdglichen Nucle-

otidkombioationen reprisentierten, durch die die Aminosdure-
) b

partialsequenzen. kXodiert werden kdanen,

(2) Bs wurden Binke von Bakterienkolonien hergestellt, die
komplementire DNS (cDES) aus induzierter mBNS enthielten.
Andere indugzierte und redicakiiv markierte mRNS wurde mit
Plagmid=-cDNS aus dieser Bank hybridisiert, Hybridisierende
mR¥S wurde eluiert und auf Translation in Interferon im

Qozyten-Test getestet, Plasmid-DUS aus Xolonien, die in diesem
Test Interferonaxtivitdt besafen, wurden ferner auf Hybridi-

sierung mit Sonden, die nacn {1) érhaliten wurden, getestet,
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(3) Parallel zu dem Vorgehea uater (2) wurde mittels in-
dizierter mRES erhaltene,cDﬂS in Plasmiden dazu verwendet,
eine unabhingige Bank transformierter Kolonien zu‘bilden;
Die gemiB (1) erhaltenen Sonden wurden als Starter filr die
Synthese radiomarkierter einstringiger DS verwendet, die
wiederum als Hybridisierungssonden benutzt ﬁurden. Die syn-
thetischen Sonden hybridisierten mit induzlerter mRIS alg.
Matrize und wurden ferner mittels reverser Trinskription
dazu verwendet, induzierte, radiomarkierte ¢DHS 20 bilden,
In dieser Welse erbaltene Klone der Koloniebank, die mit
radiomarkierter cDNS.hybridisiertén, wardea welterhin unter-
auf’ des Vorliegen eines Interferon vollstiandig k¢dié~;.

sucht-

readen Gens, Jedes. gemdB (1) oder (2) erhaltene, moglicher-
welse eine Teilsequenz des Interferons kodierends Genfrag-

ment kann als Sonde fir ein ungekirztes Gen verwendet werden.

(4) Das so erhaltene ungesklirzte Gen wurde mafBgeschnnsidert’
unter Verwendung synthetischer DAS, um‘jegliché Leader=
Sequenz, die die mikrodielle Expression des reifen Polypeptids
verhindern kdnate, auszuschliessen und um es in elnenm Vektor .
in die richitige Position bringen zu kdnnen bezliglich der
Startsignale und der Riboeomenbindungsstelle gines mikrohiel=-
len Promoters. Das experimierte Interferon wurds sowelf
geréiﬁigﬁ, daB es charakterisiert und seine Aktivitdt be-
stimmt werden konnte, :

(5) Das auf diese Weise ernaltene Interferon-Genfragment
konate seinerseits sls Sonde fir die Isolierung (mittels
Hybridisierung) von weiteren Genen fir anders, teilweise
: homologe Leukozyﬁen—lnterferone‘verwendet,wérdeh,

Durci die Anwendung der vorstehend zurz beScnriebenen'
Methoden der rekombinanten DNS-Technologie, wurde die
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mikrobielle Herstellung der Familie homecloger Leukozyten-
Interferone (in nichi-glykosylierter Form) als reife
Polypeptide, d. h. im wesentlichen frel von entsprechenden
Pridsequenzen oder Tellen davon, erreicht,. Diese Interferone
kdnnen dirext exprimiert, isoliert und soweit gereinigt |
werden, daB sie fir die Vefwendung zur Behandlung viraler
und bosartlver Krankheiten von Tieren und Menschen ge=-
eignet sind. |

Einzelne Glieder der Interferon-Familie, soweit ale
exprimiert wurden, waren in in vitro-Tests wirksam und,

in einem ersten derartigen Versuch, eocnfalls in elnem

in vivo=Test, wobel es sich bei latzuerﬁm um- die Pruxunv des
ersten mikrobiell hergestellten reifen Leukozyten-Interferons
handelte. '

. Der Ausdruck "reifes Leukozyten-Interferon®, der im
Zusampennang mit der vcrliegendeﬁ Anmeldung verwendet wird,
definiert ein mikrobiell (z. B, bakteriell) hergestélltes
Interferonmolekiil, das keine Glykosylgruppen trdgt. Relfes
Leukozyten-Interferon, gemdB vorliegender Erfindung, wird
von einem Translations-Startsignal (ATG) direkt vor dem
ersten Aminosdurecoden des natir lichen Produktes exprimiert,
Das "reife" Doljpeatld kann daher als erste Aminosiure
seiner Sequeaz Methionin (fir das 4T7G codie rt) enthalten
ohne daB damit sein Charakter wesentllich gedndert wirde,
indererseits xann der mikrobielle Wirt aus dem unmittel-
baren Translationsprodukt das Methionin aDSﬂaltpn. ‘Reifes
-Leukozyten—lﬂterzeron zann zussmmen mit einem konjuglerten
. Protein, das nicht ein Ublicher Leader, ist exprimiers
werden,‘wobéi das Konjugat spezifisch intra- oder extra=
zelluldr gespalten werden kann (verglelche britische
Patentanmeldung Nr, 2007676 A). SchlieBlich kann das reife
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Interferon zusammen mit einem mikrobiellen "Signal=-Peptidh

hergestellt werden, das das Konjugat an die Zellwand
transporfiert, wo die Signalsequenz abgespalten und das
reife Polypeptid sezerniert wird., Expression von reifem
Leukozyten—lnterferon bedeutet bakterielle oder andere
mikrobielle Herstellﬁng eines Interferonmolexiils, das
weder Glykosgylgruppea noch eine Présequenz entndlt,

Dle Aminosduresequenzen der elnzelnen Leukozyten=-
Interferone (Figuren 4 und 9) wurden auf Grund der DiS-
Sequenzen der entsprechenden Gene (Figuren 3 und 8) er-
mittelt, Fir alle dlesa einzelnen Leuxozyten-lntari=rone
existierea naturllche von Individuum zu Indeviduum uatsre
schiedliche alleische Varianten, Diese Varianten kinnen
gekennzeichnet sein darch Austausch (Substitution, Iaver-
), Deletion oder Ingertion einzelner oder mehrersr.

josauren in der Sequenz, Derartige 3llellscn° Variationen
der erilndungsgemaﬁen Leukozyten-Interferone A bis J sind
von den jeweiligen Formeln (LeIF 4 bis LelF J) mitumfaBt

und ebenfalls Gegenstand der vorliegendea Erfindung

S

Begchreibung der Flguren

ur 1 beschreibt zwel MinosZurepartialsequenzsn,

allen Interferonspezies, die aus menschlichen Leuko-
zyten isoliert und bis zur Homogenitdt gereinigt wurden,
gemeinsam sind, ble gind T-1 und T-13 bezeicianet., Es siad
alle mdglichen mR'a—Saﬂuenzen, die diesse Peptide kodieren,
darzestellt, sbenso wie die QJuBDreC enden Cdub—bequ°ﬂ7€ﬂ¢
Die QuCQSuauen Ay T, G, C und U bezeichnen q;e Hucleotide
mit den Basen Adenlﬁ, Thymin, Gﬂ&ul&, Cytosin und Uracil.
Der Buchstabe ¥ bedeutst &, G, C oder U. D1e‘Polynucl tide
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sind vom 5'~Ende (linkg) zum 3!'-Ende (rechts) angegeben und
wo gle doppelstringig dargestellt sind, ist die untere

DNS (nicht-kodierender Strang) von 3'= in 5'-Richtung wieder-
gegeben,

Pigur 2 s%ellt ein Autoradiogramm dar, das die Hybri-
disierung von mbglichen LeIF-Plasmiden mit 32 p=-markierten
gynthetischen Deoxyoligonukleotiden zsigt,

Figur 3 gibt die Nukleotidsequenzen (kodierende Stringe)

von acht isclierten Genfragmenten (bezeicnnet A=H) wieder,

die flr die Expression voa Leukozyten~1nﬁerferonen‘verwendet
werden knnen, Der ATG Translations-Start-Codon und die
Stoptripletts fiir jedes LeIF sind unterstrichen, auf die
Stoptripletts folgen unlibersetzte Sequenéen. Dém vollst&dndigen
Gen fir LeIF A4 fehlf ein Codon in der Rosition 200 bis 202,
der bei den anderen LeIFs vorhanden ist, Vor der Leader-
Sequenz liegen ebenfalls uniibersetzie Sequenzen, Dem Iso=-
lierten Pragment E fehlt die volls Leader-Prisequenz, aber es
enthdlt das vcllstdandige Gen fir ein etwaiges reifes Lel

i
=t

L
Dem isolierten Fragment G hingegen fehlt ein Teil der
Xodierenden Sequenz,

Figur 4 gibt einen Uberblick Uber die aus den bestimmten

Jukleotidsequenzen abgeleiteten Aminosiursesequenzen von 8
Leukozytea=Interferonsn (4 bis H). Die filr die Bezeichaung
der einzslnen Aminosduren verwendeten grofen Buchstaben sind
die von der IUPAC-IUB Kommission flir biochemische Nomenklatur
empfonlenen, 5s bedeuten; A Alanin; C Cystein; D Aspa aragin-

. sdure; B GluteminsZure; P Phenylalanin; G Glycin; H Histidin;

I Isoleucin; X Lysinj L Leucin; M Methionin; ¥ Agsparaging P
Prolin; Q Glutaminj R Argining S Serim; T Threoain; ¥V Valin;
i Lryntonhan~ und ¥ Tyr091n. Die Zahlen oebc- die POSlblOﬂ
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der Aminosduren an (S begieht sich auf das Signal-Peptid).
Der Bindestrich in der 165 Aminos#uren umfassenden Sequenz
von LeI¥ A in Position 44 wurde eingeflibrt, um die Sequenz
des LeIP A in Ubereinstimmung mit den 166 Aminosiuren der
anderen Leukozytén—lnterferone zu bringen, Flir die Fest-

- legung der Aminosduresequenz des LeIF E wurde das Hukleoti
in-Position 187 (Figur 3) aicht beriicksichtigt. Die Sterne
(Sequenz von LeIF E) steller in-Fhese-befindliche Stopcodons
der. Aminosiuren, die allen LeIFgs (mit Ausnahme desg Pseudo=
gens LeIF E) gemeinsam sind, sind in Zeile MAll" dargeste 11t,
Die unterstrichenen Reste sind dminosZuren, die auch im
‘numan~F1broolasten- erisron. vorxommen,

Figur 5 gibt die Restriktionsendonuclease-Karten der
klonierten cDNSs von 8 verschiedenen Leukozyten-Interferonen
wisder (A Dls»H). Dl’iaybrlaen Pl:sm_¢e warden nach der
401 dG=T4; iethode (Goeddel, D,V, et al, Yature 287,
411=416 (1980) hergestellt, Die cDNS-Einsdtze kdnnen

daner mi% PstI.nerausgeschnltben werden, Die Linien an

den Bnden jedes cDES-Einsatzes stellen die anschliessendén-
homopolymeren dC: du-ochvanve dar, Die Lage der Pvull-,
BecoRI- und BglII-Restrlﬁtlonssuellan sind angegeben,
Schattierte Regicnen in der Figur sftellen kodierende Se-
quenzen fir reife LeIFs dar; die scarig-gestrichelten Re-
gionen bezeichnen kodierende Sequenzen fir Siznalpeptide,
widhrend die weifen Regiocnen nicht-Kodierende Sequenzen
darstellen, |

In Pigur 6 wird schematisch die Koastruktion eines ,
‘Gens, das die direkte mikrobielle Synthese von reifem Lel¥ A
xodiert, dargestellt, Bs werden die Restiriktionsstellen
(Ps%I, usw,) sowis die verwendeten Bruchstiicke gezelgt.

Die Abkirzung "b.p." bedeutet Dasenpasare. |
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Figur 7 (nicht maBstabgerecht) stellt schematisch

die Restriktions-Karte von 2 Genfragmenten dar, die zar
Expression von reifem LeIF B verwendet wurdea, Die be-
zeichneten Nukleotid-Codons sind die BEnden der kodierenden
Stringe, die durch Behandlung mit dem Restriktionsenzym
Sau3a in den beiden dargestellten Fillen entstehen,

Die Figuren 8 und 9 geben die DNS- und Aminosdursseguenzen
der Leukozyten-Interferone 4, C, H, I und J wisder.

In Figur 9 bedeuiet der Stern einea~Stopcodoh in der ent-
sprechenden DNS-Sequenz, wihrend der Bindestrich in der Se=-
quenz von LeIF A die benachbarten Aminosduren, Phenyl=-
elenin und Glycin miteinander verbindet,

.

Beschreibung der bevorzugten Ausfilhrungsformen

Die verwendeten Mikroorganismen

Dig beiden folgenden Mikroorganismea wurden verwendet:

B, coli x 1776, wie beschrieben in U.3.P, 4,190,495, und
Z. coli K-12 Stamm 294 (end &, thi™, hsr™, hsmy), wis in
der britischen Patentanmeldung Nr, 2055382 A‘beschrieben.
Beide Organismen wurden bei der American Type Culture
Collection depomiert umter den ATCC Hrz, 31537 und 31446,
Die gesamte Arbeit wurde unter Beachtung der Richtlinien
des National Institute of Health durchgefibrt,

AuBer den belden oben'genannten B. coli=-StEmmen

ktnnen aber auch andere Stimme, beispielsweisé E. coli B

oder weifere Mikroben-Stéamme, verwendet werden, von denen
die meisten an einem Depositorium, wie der American Type

Culture Collection, hinterlegh worden sind und allgemein

zugénglich sind, Vergleiche aucb‘Deutséhe Offenlegungs=
schrift 2644432, Weitere Mikroorganismen, die erfindungs-
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gemdl verwendet werden kKénnen, sind z. B, Bacilli, wie

Bacillus subtilis und zndere Enterobacteriaceae, unter denen
vor allem Salmonella typhimuriuam und Serratia marcescens

zu nennen wiren, die unter Verwendung von repllﬁablen Plag=-
miden heterologe Gene zur Bxpression orlnaen kdnnen, Auch
in Hefen, beispielsweise in Saccharomyces cerevisiae,

knnen Interferongene‘zur'Expression gebracht werden unter
der Kontrolle eines Hefepromotors, |

B. Quelle und Reinigung von LeIF mRN3

LeIF mRUS kann von Human-Leukozyten (normelerweise
von CML-Patienten), die zur Produktion von Inter:

Cr

‘mit

kj 7

o
e

b

Sendai-Virug oder NDV, wie beispielsweise in der deutschen v
Offenlegungsschrift Nr, 2947134 beschrieben, anceregt_wurden,
erhalten werden, Eine besonders wevorzugve und  fir die-
vorliegende Arbelt verveaaete Quelle ist eine Zellllnles die

XG=1 bezeichne: ist und sich von einem Patisanten mit akuter

myelogener Leukimie ableifet. Die Zelllinie, beschrieben von
Xoeffler, H.P. uad Golde, D.#,, Science 200, 1153 (1978),
wiehst schnell in einem Medium enthaltend RPMI (Rogewell

pPark Hemorial Instituse) 1640 mit 10 % FOS (fStales Kilber-
serum), bitzeinaktiviert, 25 mii HEPES-Puffer (U-2-Hydroxy-
etbyl—nlperaZLM-“’-Z—ethan-sulfonswure) uad 50 ag/mi
Gentamycin, Die Zellen kgnnen in dem vorstehend beschriebenen
Medium nach Zusatz von 10 % Dimethylsulfoxid eingefroren
werden, Die KG-1 Linie ist bel der imerican Type Culture
Collection unter der ATCC Nr. CRL 8031 deponiert worden,

’Dl° KGmlm Zallen Nuraen nach der voa- Ruolns:eln et al,

in (Proc, ﬂaul dcads Sci. U.S.4, 7b, 640-644 (1979) be=
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gchriebenen Weige mit Sendai-Virus oder NDV zur Produktion
von Leukozyten-Interferon-mRIS angeregt. Die Zellen wurden

5 Stunden nach der Induktion geerntet und die mRNS wurde
nach der Guanidinthiocyanat-Guanidinhydrochlorid=Methode
(Cnirgwin et al., Biochemistry 18, 5294-5299 (1979) herge-
stellt, RNS aus nicht-indizierten Zellea wurde in der
gleichen Weise isoliert. Oligo-deoxythymidin (dT)-Cellulose=
Chromatographile und.Saccharose—Gradient-Ultrazen%rifugation-
warden benutzt, um die 125 Frakiion von Poly(i)-mRES, wie
von Greea et al, (Arch, Bilochem. Biophys. 172, 74-89 (1976))
und Okuyuma et al, (Arch. Biochem, Bilophys. 188, 98=104
(1989)) bescarieben, zu ernalten, Disss mRNS hatte sinen
Interferoatiter voa 8000-10,000 Einheiten pro Microgramm

im Xenopus laevis Oozytentest'(Cavalieriret'al., Proc,
Natl. Acad. Sci. U.S.a. J4, 3287-3291 (1977)).

C. Herstellunz von Koloniebdnksn, dis LelF-cDUS-Sequsnzen

enthalten

5 mg WRNS wurde zur Herstellung doppelstringiger cDNS
nach Standardmethoden (Wickens et al., J. Biol, Chem.
253, 2483-2495 (1978) und Goeddel et al,, Nature 281,
544=-548 (1979) verwendet., Die cDNS wurde der GroBe nacn
fraktioniert durch Zlektrophorese an einem 6 4 Polyacryl-
amidgel und 230 ng deg Materiaels mit 500-1500 Basenpaaren
wurden durch Elektrcelution isoliert. 100 ng dieser cDNS

wurden mit Deoxycytidin (dC)-Resten nach der von Chang et

al, (¥ature 275, 617-624 (1978)) beschriebenen liethode
verlingert, verbunden mit 470 ng des Plasmids pBR 322,
‘welcaes mit Deoxyguanosin (dG)-Resten an der PstI-Soalistells
(Bolivar et 2l.,, Gene 2, 95-113 (1977)) verlingert worden

war und zur Transformation von E. coll x 1776 verwendet,

Bs wurden etwa‘TBO Tetracyclin-resistente, Ampicillin-empfind-

liche Transformanten pro ng cDES erhalfen.
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In einem zwelten &hnlichen Experiment wurden efwa-

1000 T e+racyclln-re81s+ente, Ampicillin-empfindliche E, coli
K-12 Stamm 294-Iransformanten pro ng cDNS erhalten, In
diesem Falle lag die GriBe des fraktionierten cDNS-Materials
zwischen 600 und 1300 Basenpaarea, Es wurde durch Elektro-
elution fir dies Verlingerung mit Deoxycytidin (aC) gewonnan.

D, Herstellung synthetischer Qligonucleotide und deren Ver-

wendung

Die Kenntnis der Aminosiuresequenzen verschiedener
tryptischer Fragmente voh‘huﬁéﬁ@n'Lehkbzyteﬁalhterfbrdneh
rlaubte die Synthese von Dooxyollﬂonuﬁleotlann, die be~
stimmten Regloneu der LeIF mRNS komplementir waren, Die
beiden tryptischen Peptide T1 und T13 wurden ausgewdhlt,
well ihre Aminogduresequeazen dle Synthese voa aur 12

bgw, 4 Undecameren erforderte, um alle moelﬂcneﬁksucleOuld—

sequ . zu erfassea (Figur 1), 4 aatve ‘von Deoxynukle-
otidsonden wurden flr jede Sequenz gynthetisiert, die ent-
weder 3 (T-14, B, C, D) oder ein (T-134, B, C, D) Oligo-
nucleotid enthielten, Dis bezeichneten komplementéren Deoxy-
oligonucleotide aus Jjeweils 11 Basen wurden chemisch synthe-
tisiert nach der Phosphortriestermethode (Crea et al.,

Proc, ¥atl., Acad. Sci. U.S.4. 75, 5765-5769 (1978)).

der T=13 Serie wurden 4 individuelle Sonden bergestellt.'

Die zwSlf T=1 Soaden wurden in vier Pools zu 3 Sonden, wie

in Figur 1 gezeigt, hergestellt, |

Die vier individuellen Sonden der T-13 Serie und die

ZwS1lf T-1 Sonden, hergestells in je vier Grupven zu 3 Sonden,
wurden ve wenavu, um die Synthese radiomerkierter ein-
stringiger cDNS zum Gebrauch als Hybridisierungssonden zu
starten. Die Matrizen-mRiS war eantweder 123 RES von mit
‘Sendai=-Virus induzierten XG-1 Zallea (8000 Einheiten IF-
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ktivitdt per mg) oder gesamte Poly(A)-mRNS aus nicht
induzierten Leukozyten (10 Einheiten promg). 32p-mar-

- kierte ¢DiS wurde aus diesen Startern hergestellt unter
Vervendung bekannter Reaktionsbedinguagen (Hoyes ei al.,
Proc, Natl, Acad. Sci. U.S.A. 76, 1770-1774. (1979)),. Die
60;&1—Reaxtioneﬂ warden durchgefihrt in 20mil Tris-HC1 (pH
8,3), 20md XC1, 8migCl, und 30mil B-liercaptoethanocl,
jeweils mit 1 Mg jedes Startes (d. k. 12 g insgesemt flr
die T=1 Seris, 4 mg insgesamt fir die T=13 Serie), 2 Mg
induzierter 12 S mRNS (oder 10/,ug nicnt induzierter Poly
 (A)-mRES), 0,5 mM dATP, 4CTP, 4ITE, 200 uCi (¢43 p)dCTP
(imersham, 2-300C Ci/amole) und 60 Zinheifen reverser
TrahékripﬁaSé'(Beuhesda Research J&bOf@tOleS) Dag Pro=
duxt wurde von aichi-marikiertem Material durch G aelfiltr;-v
tionen an einer 10 ml-Sephadex¥ G-50 S&ule getrennt, 30
,Mlnuuen bel 70 °¢ wit 0,3 § HaOH, zur Zerauoruﬂg der %Jb
behandelt und mit HCL neutﬁallslert Die HyorldLSLerunﬂeu-
" wurden wie von Kafatos et al, (Fucleic Acids Res. 7,
1541=1552 (1979) beschriebea, durchgefihrt,

B. Identifizierung der Klone pL1-pL30

Die Methode von Birnboim et al., Nucleic Acids Res.

7, 1513=1523 (1979), zur schnellen Isolisrung von
Plasmiden wurde verweadet, um jug Plasmid-DUS aus jeder
der 500 Lnd*v1a4ellen E., coli K-12 Stamm 294-Transformanie
(vergleiche G) zu gewinnen, Jede DHS-Probe wurde dena-
turiert und auf Nitrocellulosefilter in dreifacher Aus—.
fihrung, nach der Methode von Kafatos et al,, (siehs oben),
. aufgebracht,

Die drei S#tze der Nitrocellulosefilter, die 500
Plasmidproben eathielten, wurden hybridisiert mit
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a) induzierter cDNS, gestdrkt mit einem T=1 Startersatz,
b) T=13 gestarteter induzisrter cDNS und

¢) aicht induzierter cDiS, hergestellt unter Verwendung
beider Startersitze, £Llone wurden als positiv angesehen,
wenn sile stdrker th“ldlslerten mlu“alner oder voevden

der Lndlzlertnn cD¥S-Sonden als mit der cesamten nicht
induzierten Sonde, 30 positive Klone (pL1-pL30Q) wurden aus
den 500 zur welteren Analyse ausgesucht,

?, Identifiketion der Xlone pl-31-pL39.,
Lsollerunrme.nés Plasmids (Jr. 104), das ein LaIrig
fragment enthislt.

ransformanten von E, coli x 1776 wurden nach der

‘Kolonlehybrldls*v¢ungsm thode von Gruasteln und hognyss

(Proc. Yaul. icad, Sci, U.S.A, 72, 3961- 3965 (1975)) ge=
testet, unter Verwendung von 32p ~nar<ierter lnduale”ter mﬁ;
als Sonde (Lillenhaug et al., Biochemistry, 15, 1858-1865
(1976)). Nichtmarkierte mR¥S von nicht-induziesrten Zellen
wurde mit der Soade in einem Verhdltais von 200:1 gemiscnt,

32

handener nicht-induzierter mRHS, Die Aybridisierung markierter

um- zU konkurrieren mit in dem ““p-markierten Priparat vor—
mRNS sollte vorwiegend bei Kolonien erfolgen, die induzierte
Sequenzen eathalten, Drei Klassen von Transformanten wurdsn
erpalten:

(1) 2=3 % der Lolonien hybridisierten sehr stark mi
’ mRAS,

(2) 107 nybrldxs erten signifikant scawdcher als Cle erste
Klagse und
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(3) der Rest lieferte kein erkennbares Hybridisierungs-
gignal,

Die positiven Kolonien (Klassen (1) und (2) ) wurden

auf die Anwesenheit Interferon-spezifischer Sequenzen mlttels
gines Assays geprift, der auf der spezifischen Hybridi-
sierung von Interferon-mRNS an Plasmid-DNS beruht, Zundchst
warden 60 der stark positiven Xolonien (Klasse (1) ) indi-
viduell in 100 ml M9-Medium, das erginzt war mit Tetra=-
cyelin (20 mg/ml), Dieminopimelinsdure (100 mg/ml), Thymidin
(20 jug/ml) und d-Biotin (1 mg/ml), gesziichtet, Das NS9-ledium
enthslt pro Liter: Na HFO, (6g), KH,20, (3 g), TaCl (0,5 )
und NH401 (1 g)e Hach nutOKLaV7eCEH warde 1 ml steriles

1M mgSOﬂ und 10 ml steriles 0,01 M CaCl, zugeseizt, Jewells
10 der 60 Kulturen wurden zusammengefaBh und die Plasmid-

DNS wurde, wie von Clewell et ale, BlOCQchSb*yug,.442éé

440 (1970), bescarieben, isoliert, 10fug jedss Plasaid
DiS-Pools wurden mit HindIII gespalten, denaturiert und
kovalent an DBi-Papler (Diazobenzyloxyusthylpapier) ge-
bunden. 1 g gereiﬁigter mRNS aus induzierten Zellen wurde
an jedes Fllter hybridisierﬁ. Hicht-hybridisierte mRES
wurde durch Waschen entfernt, Die spezifisch hybridi-
gierte mRNS wurde elulert und in Xeaopus laevis Oozyten

Uberflihrt. In diesem ! 4ssay waren alle sechs: Pools negativ,
Aus 59 schwach positiven Kolonien (Klasse (2) ) wurden funf
Poolsvzu‘je 10 Kolonien und 1 Pool zu 9 Kolonien gebildet
und nach der oben bescariebenen Methode geprift, Unfter den
sechs Poola hybridisierte einer (K10) jedesmal, wenn er gew
prift wurde,.signifikant gtirker als die Hbrigen. Um den
"gpezifischen Interferon-cDiS-Xlon zu identifizieren, wurde
aus jeder der im Pool K10 zusammengefaBien aeun Xolonilen
Plzsmid-DNS hergestellt uad individuell geprift, Zwel der
neun Plasmide (¥r. 101 und 104) panfen Interferon-miN3
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starker als die anderen, Aug dem Plasmid Nr. 104 wurde

ein besonderes Bgl II-Restriktionsfragment, das 260 Bassn-

paare enthielt, isoliert 32p-markiert nach der von Taylor

et al., Blochim, Blophys. 4Acta 442, 324-330 (1976), beschrie-
benen Methode und als Sonde verWendet,'um 400 E, coli 294- V
rangformanten nach einew in gitu=Kolonie-Screeningver-
fahren (Grunstein und Hogness, Proc. FNetl, Sci. U.S.4. 72,
3961-3965 (1975) ) zu testen, Heun Kolonien (pL31-pL39g)

wurden identifiziert, die in verschieden starkem Hasse

mit dieser Sonde hybridisierten,

Zusdtzlich wurde das merkierte 260-Basenpasar-Fragment
vermende%; um 4000 E. coli 294~Transfirmanten 1n_dergélbeh‘
Weise zu testen, 50 Kolonien konnten ideatifiziert wer-

den, dile in usterschiedlichem Hasse mit dieser Soade hy-
bridisisrten, Eine enthielt das LelF G-Fragment, sine
eathilelt das LelF H~Fragment. und elnn'entnlelt ali’Fragﬁgnt;
dés}als LeIF H1 bezeichanet wurde (offensichtlich ein Allel
von LeIF H), Die hybriden Plasmide, die erhalten wurden,
wurden "LeIF G, "pLeI® H", usw., bezcichnet, '

G, Isolierung uad SquenZLewun eineg csrsten vollgtdndigen
LelR Gens.

Plasmid DNS wurde aus allen 39 potentisllen Lelf=
cDHS-Klonen hergestellt und nochmals mit der gleichen
260 Basenpaare-enthaltenden DHS-Sonde getestet, uater Ver-
wendung des ﬁJbrldLSLerungsprozed°r°s von Kafatos et al.
(siehe oben), Drei Plasmide (pL4, pL31, pL34) gaben sehr
gtarke Hybridisierungssignale, vier (pL13, plL30, pL32,
pL36) hybridisierten‘mittelméﬁig,‘wéhrend drei (pL6, plL8,
pl14) nur schowach mit der Sonde hybridisierten.
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Die 39 potentiellen LeIPF cDNS Rekombinant-Plasmide
wurden ebenfalls uater Verwendung der 3_Zp-markierten Syn-
thetischen Undecameren (individuelle T=1 Starterpools oder
individuelle T=13 Starter) als Hybridisierungssonden ge-
{eatet, Die Hybridisierungsbedingungen wurden so ausge-
wahlt, del eine perfekte Basen-Paarung notwendig war, um
feststellbare Hybridisierungssignale zu erhalten (Wallace
et al,, Nucleic Acids Res. 6, 3543-3557 (1979)). Auf diese
- Welse wurde Plasmid-DNS aus den 39 Klohen'nach einer Stan-
dardmethode (Clewell et al., siehe oben) hergestellt und
mittels Biorad Agarose A-50 Siulenchromatographie ge-
.“elﬂlgt Proben von je 3/ug Jedes Priparates Wurden durch
Behandlung mif EcoRI linearisiert, ‘mit Alkali denaturiert
und suf 2 Nitrocellulosefilter getlipfelt (1, S,ub/zleck)
wie von Kafatos et al., (siehe oben) beschrieben, Die
individuellen syﬁthetlscnen Deoxyollgonuclnot1d—Starter
‘und Starterpools wurden mit (‘T32U)ATP folgendermafen
phosphoryliert: 50 pmol Ollcenucleotld und 100 piol

' -f32p ATP (Yew Eﬁgland Huoclear, 2500 Ci/mﬁol) warden

‘mit 30 m1 50 mMohl.Tris-Hcl, 10 mbol NgCl, und 15 milol
B-Mercaptoethanol versetzt. Es wurden 2 Einheifen T4
Polyngcleotid-Kinase zugesetzt und nach 30 Minuten bel

37 °C wurden‘dief'32p-marklerten Starter durch uh¢omato-
graphie an 10 ml Sephadex G=50=-S&ulen gerelnlét Dle
Hybridisierungen wurden unter Verwendung von 107 cpm
Starter T-13C oder 3x106 cpm Starterpool T-1C durchgeflihrt
und zwar bei 15 °C wihrend 14 Stunden in 6 x 3SC (1 x|
SsC = 0,15 M NaCl, 0,015 K NatrlumCLtrat, oH 7,2),

10 x Denhardt's Lssung (0,2 /% Rinderserumalbumin, 0,2 %
Polyvinylpyrolidon,_0,2’%;F1coll), wie von Wallace et al.
(siehe oben) beschrieben, Die Filter wurden wihrend 5 Minu-
ten bei 0 °C in 6 x SSC gewaschen, getrocknet und Rdntgen~

film ausgesetzt, Die urgeonlsse sind in Flgur 2 fur 32
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Starterpool T-13C und Starter T-1C dargestellt,

Die Plasmid-DNS aus Klon 104 lieferte:bemerkenswerte
Hybridisation mit Starferpcol T-1C und Starter T=13C,
waarend Hybridisation mit den anderen Undecameren nicht
festgestellt werden konnte, Wie in Figur 2 dargestellt,
hybridisierten verschiedene der 39 potentiellen LeIF-
Plasmide (pL2, 4, 13; 17, 20, 30, 31, 34) mit diesen belden
Jonden. Die Restrikitionsanalyse zeigte jedoch, dab nur

1 der Plasmide, pL31, auch ein 260 Basenpaare-enthaltendes
BglII—Eragment enthielt. PstI-Benandlung von pL31 zeigte,
daﬁ d“e aroﬁe des cDVb-Abschnlttes stwa: TOOO Bacenpaara

Wal’.'

Dex gnsam te PEuI Abschnitt von pL31 wurde sowohl nach

der chemischen Methode von Maxam-Gilbert (Wethods ﬁnzymol.v
65, 499-560 (1980) ) wie nach der Dideoxy-Kettenbr cnmethode
(Smith, liethodg" nzymol. 65, 560=580 (1980) ) darc chunru,
nachdem die Saunl3a=Fragmente in einen M13-Vektor unfer-
xloniert worden waren, Die DNS-Sequenz ist in Figur 3

("a") gezeigt, ius dieser Sequenz wurde die gesamte Anino=-
sduresequens des LelF 4 vorhargesavt, einschlieBlich des
Pri- bder Sl~na1peot1ds. Der erste ATG Translations-Start-
codon befindet sich 60 -Nukleotide vom 5'-Ende der Sequenz

. entfernt und wird nach 188 Codons voa einem TGA Stop=

trlplett gefolgt, Bs gibt 342 nlchn ibersetzte Hucleotide

am 3'-Ende, die schlieBlich von einer Poly (A)—bequenz
gefolgt werden, Das mutmaBliche Slgnalaentld (wahrscheinlich
oetezllgt an der Sekretion von reifem LelIF aus Leukozyten)
ist 23 dmlnosaaren lang, Das aus 165 Aminos&uren bestenende
reife LeIP 4 hat eln bernchnetes Holexulargewicht ven

19, 390. Der Flgur 4 kann enunomben aerden, daB die tryntﬂ-
>sc“en Peptlde T=1 und ’ -13 den AmanSGuren 14;—?49 und

57=61 des LeIF A mntsnrochen. Die tausacnllchen DNS-Sequenzen,
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die in diesen beiden Reglonen gefunden wurden, werden
durch den Starterpool T1-C und den Starter T13-C (Figur 8)
- dargestelld., ‘

H, Direkte Expression von reifem Leukozyten-Interferon A

gLeIF A)

1. Allgemeines

Die lMethode, nach der das reife LeIP A direst expri-
miert Wurde, ist eine Variante der friher bereits fir das
menschliche Wachstumshormon angewandten (Goeddel et al.,
Wature 281, 544=548 (1979)), insofern es eine Kombination
von synthetischer (N=terminal) und komplementdrer DES
darstellte,

Tie in Figur 6 gezeigh, befindet sich zwischen den

Codons 1 und 3 von LelF A eine oau}a-ﬁestrlftlonsenao—~
nuclease=-Stelle, Es wurden 2 syntnetlucqa Deoxvol_nucleo-
tide Ovschafxen, die einen ATG-Translaticzs-Startcodon
enthalten, den Codoa flir die Aminosdure 1 (Cystein) wizder=-
herszellen und eln EcoRI koh#isives Ende sciaffen, Diese
Olloomeron wur don an ein Sau3a-ivall Fragment von pL31,

das aus 34 Basenpaarsn bestand, Dvhanwt Das eatgtandene
45 pasenpaare‘entnalteﬂde Produkt wurde an 2 zusdtzliche
DiS-Fragmente gehingt, so daf ein kinstlich-natiirliches
Hybridgen aus B65 Basenpaared entstand, das LelF A ko-
dierte und welches durch EcoRI- und PstI-Restriktions=
stellen begrenzt ist, Dieses Gen wurde gwischen die EcoRI-
uad PstI—Restriktionsétellen des Plasmids pBR322 einge=
figt und lieferte das Plasmid pLeIF A1,
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2, Ronstruktion des Tryptophan-Xontrollelements (enthaltend

den E, coli trp Promoter, Operator und die trp-Leader-
Ribosomenbindungsstelle ohne die ATG-Sequenz fir den
Tranglationsbeginn),

Das Plasmid pGMI trdgt das E, coli-Tryptophan~Operon mit der
Deletion ALE1413 (Miozzari et al., J. Bateriology _2_,
1457-1466 (1978) ) und exprimiert daher ein Fusionsprotein
mit den ersten 6 Aminosiuren des trp-Leaders und etwa

dem letzten Drittel des trp E-Polypeptids (im folgenden LE!
genannt), sowie dem vollstindigen trp D-Polypeptid, und
zwarﬁuntex;der Kontrolle des trp-Promotor-Operator-

Systems, Das Plasmid (20 mug) wurde mit dem Restriktions—
enzym Pvull an 5 Stellen gespalten, Die Genfragmente ‘}
wurden dann mit BcoRI-Verbindungssequeanzen (bestehend aus
einer selbstkomplnmentaren Polynukleotidsequenzg ,
DCATGAATTCATG) bombiniert, um eine EcoRI-Spaltsielle fir das
spitere Klonieren in ein Plasmid mit einer solchen EeoRI-: !
Spaltstelle zu schaffen, Die 20 pg der aus pGM1 erhaltenen
DNS~Fragmente wurden nit 10 Einheiten T4 DNS-Ligase in
Gegenwart{ von 200 pliol des 5'-phosphorylierten synthetischen
Ollgonucleotlds PCATGAATTCATG in 20 ml T Dﬂs-uléase-Puffer
(20 mifol Pris, pH 7,6, 0,5 mMol ATP, 10 mmol MgClz, 5 miol
Dithiothreit) bel 4 Q” iber Jacht behandelt, Die Ldsung
warde denn 10 Hinuten zaf 70 °C erwdrmt, Die Verbindungsse=
quenzen wurden mit EcoRI gespalten und die Eragménte, die

- nun EcoRI-Enden enthielten, wurden mittels 5 % Polyacrylamid-
gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt, Die drel grsBten
Fragmente wurden aus dem Gel isoliert. Dazu wurde zunichsi
mit Ethidiumbromid angefirbt, die lokalisierfen Fragmente
wurden unter UV-Licht ausgemacht und die betreffenden
Realonen aug dem Gel herausgges qni tten, Jedes'uelfragmeht
‘WQIQE pit 300 1 Microliter 0,1 % TBE in eine Dialysetasche
gebracnt und Wahrend 1 Stunde in 0,1 x IBE-Puffer der



-24=~ . 9,12,1983
62 991/12/37

Blektrophorese bel 100 Volt ausgssetzt (IBE-Puffer enthilt:
10,8 g Tris-Base, 5,5 g Borsdure, 0,03 g Na EDTA in 1

Liter Héo). Die widssrige Losung wurde gesammel$, mit

Phenol extrahiert, mit Chloroform extrahiert und O,2M an
-Natriumchlorid gemacht, Die DHNS warde nach Ethanolfd#llung
'inrwéssriger Losung erhalten, Das den trp-Promoﬁer-Operator
enthaltende Gen mit EcoRI kohdsiven Enden wurde nach der

im folgenden beschriebenen Methode ildentifiziert, die

darin besgtent, dal man-Fragmente in ein Tetracyclin-empfind=-
liches Plasmid einbaut, die durch Einbau eines Promotor-
Operators Tetracyclin-resistent werden,

Das Plasmld pBRHI (Rodrlcuaz et al., Nuclelc Acids

Res, §, 3267=3287 (1979) ) exprimiert AmnlCllllnreslstenz
und enthilt des Gen flr Tetracyclinresistenz, aber, weil
keln zugehoriger Pr omoter exist iert, exprimiert diese
Resistenz nicht. Das Plasmid ist da her Tetr acyclin-
empfindlich. Durch Zinfigung eines Prcmoter—Operator-
Systems an der BeoRI-Spalfstelle kann das Plasmid Tetra-
cyclin~-resistent gemacht werden, |

pBRHL wurde mif EccRI behandelt und cas Enzym durch
Phenolextraktion und Chloroformexfiraktion ent;ernt Das
rhaltene DIS-Molekil

ﬁ?

nach utuauolprazlpltaulon in Vlasser
wurde in getrennten Reaktionsgemischen kombiniert mit jedem
der drei DNS-Fragmente, Gie oben ernalten wurden und mit T,
DNS-Ligase, wie bereits beschrieben, verbunden, Die DHS des
Reaxtionsgemischs wurde zur Transformation Xompetemter E. coll
'K~12 Stamm 294-Organismen nach Standardmethoden (Hershfield

¢t al,, Proc. Natl, Acade. Sci, U.S.4. T1, 3455-3459 (1974))
verwendet. Die Bakterien wurden auf LB (Luria-Bertanl)-
D1at+en gebracht, die 20 jug/ml 4impicillin und 5 mg/ml Tetra-
cyclin enthielten, Es wurden verscnwedene Tretacyclin-resti=-
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gtente Xolonien ausgewsghlt, dle Plasmid-DNS isoliert und das

Vorhandensein des gewiinschten Fragmentes durch Restriktionse

enzymanalysen bestdtigt. Dag entstandene Plasmid wurde
pBRELtrp genannt,

in BecoRI und BamHI Digestionsprodukt des Cenoms des

epatitis B-Virus wurde nach bekannten Methoden erhalten und
in die EcoRI und BamiI Spalfstellen des Plasmids pGH6 einge-
fligt (Goeddel et al,, Nature 281, 544 (1979) ), wodurch das
Plasmid pHS32 entstand. Das Plasmid pHS32 wurde mit Xbal ge-
spalten, mit Ehénol extrahiert, mit Chloroform extrahiert und
der Bthanolprézipitation unterworfen, Is warde dann mit 1 ml

ok

By coll DiS-Polymerase I, Klenow Fragment (Boehringer-iiann-
heim), in 30 pl Polymersse-Puffsr (50 mi Xaliumphosphat, pH
Ted, TmM EgClz, 1 oM B-Mercaptoethanol), enthaltend 0,1 mM
dTTP und 0,1 md 4CTP, wiarend 30 Minuten bei 0 °C und 2
Stqn&en;bei'SY‘Qc’behaadalt.'Durch diese Behandlung wurde
die Ibal Spaltstelle folgendermafen verdnderts. |

51 CTAGA— 51 CTAGA—
—3

31 P 31 7T

Dieser lineare Rest des Plasmids pHS32 (nach Phenol= und
Chloroform=-Extraktion und Ethanolprédzipitation in Wasser)
wurde mii EcoRI gespalten, Das groBe Plasmidfragment wurde

vom kleinsn EcoRI-XbaI-Fragmen’ abgetrennt durch PAGE und nach

Elektroelution isoliert, Dieses DiS~Fragment von pHS32 (0,2

pg) wurde unter Zhnlichen Bedingungen wie den cbenbeschris-

benen an das EcoRI=-Taql-Fragment des Tryptophancperons (etwa
0,01 mg) aus pBRHtrp gebunden, Dabeil geschieht folgendes:
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(=

CTAGA=—= ~~TCTAGA==
- —3
-— 200+ TCTmmme - ~=AGCTCT ==

mit der ungewdhnlichen Baaenoaaruhé T—C Ein Teil des Rezk-
tionsgemisches wurde in Z. coli 294-Zellen fransformiert,
nitzebehandelt und auf LB-Platten, die Ampicillin eathielten,
gebracht, Es wurden 24 Kolonien ausgewdhlt, in 3 ml LB-Medium
aufgezogen und das Plasmid isoliert. Bs wurde festgestellt,
dafl sechs davon die Xbal-Spaltstellen im E, coli durch kata-
lysierte DiS-Ausbesserung und Repllkatlon regenlert natten in
folgender d ise: _

~TCTAGA = o =TCTAGA-

-4G0TCT= _ACATCT-

Diese Plasmide gonnten auch ‘mit EcoRI und Hpal gaspglten WL
den und lisferten die erwarieten Hesfrikfidnsfragmééﬁé; Rin’
Plasmid, pTrplid bezeichnet, wurde flir die Expression heterolo=-
ger Peptide, wie im folgenden teschrieben, verwendet,

Das Plasmid pEGH 107 (Goeddel st al,, Neture 281, 544,
(1979)/) enthdlt ein Gen fir das measchliche fachstumshormon,
begtehend aus 23 sgntnetlsch herg :stellcan qmlnosaurﬁrecodon
und 153 4 mlnosadrecodcns, die voa cDNS liber reverse Transcrip-
tlon der mRNS erhalten wurde., Dieses Gen, obgleich es den
Codon der Présequénz des menschlichen Wachstumshormons aicht
enthdlt, besitzt sin ATG-Translations-Startcodon., Das Gen
wurde aus 10 mg pHGH 107 isoliert.nach Behandlung mit EcoRI
und E, coli DNA Polymerase I ﬁlenow—?ragmenb, gowle dTTP und
'dATP, wis oben bescirieben. Nach Phenol- und Chloroforme
extrakiion sowie Ethanbljrézipitation wurde das Plasmid mist
BamHI behandelt, |

tL.I (3
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Das das HGH=-Gen enthaltende Fragment wurde duarch

PAGE und Elektroelution isoliert, Das erhaltene DiS-Frag-
ment enthilt auch die ersten 350 X Nukleotide des Tetra-
cycllnereslstenz-vcrlewhanden Struﬁturgens, aber es ‘fehlt ibm
das Tetracyclin Promoter-Operator-System, so daf wenn es

‘anschlieBend in ein Expressiongplasmid kloniert wird, die-

jenigen Plasmide, die diesen Abschnitt enthalten, durch die
Wleaerrewoanene Tetr acycllnr681steﬂz ldentlflz ert  werdea
&onnen. Weil das EcoRI-Ende des Fragmenus auf~ef 11t wurde
pnech dem Klenow=Polymerase I-Verfahren, hat das Fragment

ein stumpfes Ende und ein kohdsgives mnde,vwodurch die rich=-
tige Oriéntierung gesichert ist, wenn es spidter in ein Expres-
smonsnla mli elnve;ugu'al i

Als nucbstes worde das Plasmid pTrnl4 fir den Empfang

~des des HG&—Gen enthaltende Fragment, das oben nargesne_ 1t

wurde, o”berelfpt pTrpld wurde mit 2 baI oenanunlu_una dle

Kle
mersg iaVerfabren*uAuer'Ve“*enuung von aATf, dmﬂb, dGmFﬁund”
40T? axzvefullt, Hach Phenol- und CQ*O”OLO”m-QXﬁrﬂﬁuan S0=-

4 konh#siven Bnden wurden néch dem ~Poly="

.

wie Bthanolprédzipitation wurde die erhaltene DHS mit BamHI
behandelt und dag eantstandene grof Plasmidfragment wurde
darch PaGE und Elektroelution gluiert, Disses Fragment besal
ein. ntumpfes and ein kihfisives Bnde und erlaubte die Rekombi-
nation in dv*.rlchtlvan Richtuag mit dem das HGH-Gen enthal-

uenuoﬂ Fragment, dessen Herstellung oben beschrisben wurde,

Das das ﬂGH—uaﬂ enthnalte:

53

de Fragment und Qas pi“pl4

A Tba-BamHI-Fragment wurden xombiniert und miteinander verbun-
den unter 8hanlichen Bealxvungen wie diejenigen, die vorstehend
beschrieben SLnd. Durch die Verbindung der aufget ullten Zbal-
und BcoRI-Enden wurden die Xbal- und EcoRI-Restriktionsstelle

wisder nerHeSUel’u:
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Xbal aufgefiillt  EBcoRI aufgeflillt  HGH-Gen-infang
-TCTAG AATTCTATG= | &TCTAGAATTCTATG-
+ . f-é
<AGATC TTAAGATAC- ~AGATCTTAAGATAC-
Xbal ZcoRI

Durch diese Konstruktion wurde auch das Tetracyclinresistenz-
Gen wiederhergestellt, Well das Plasmid pHGH 107 Tetracyclin=-
registenz von einem Promoter, der stromaufwirts vom HGH-Gen
(Lac-Promoter) liegt, exprimiert, erlaunbt das vorstehend
kongtruisrte Plasmid, bezeichnet pHGH 207, dile Expression

des Gens flr Tetracyclinresistenz unter der Rontrolle des
‘Trgptophan-?romotér—Operators. Des erhalteds Gemisch wurde

in B, coli 294 transformiert und dies Kolonien wurden auf L3-
Platten, die 5 mg/ml Tetracyclin enthielten, selektioniert.
Das Plasnid pHGH 207 wurde mit BcoRI béhandelt und ein

300 Bagenpaare-enthaltendes Fragment wurde durch PAGE und
Elektroeluticn erhalten, das den trp-Promoter, Operator uad
die trp-Leadsr-Riboscmenbindungsstelle enthislt, dem aber eine
ATG-Sequenz flr den Start der Translatien fenlte, Dieses DiS-
Fragment wurde in. die EcoRI-3paltstelle von pLelIF A klonilsrt,.
Expressionsplasmide, die das so modifizierte trp-Regulon (E.
coli-Operon, dem die 4ttenuastor-Sequenz fehlt, so daf die

. Expression erhSht ist) kdnnen bis zu vorgegebenen fonzenira-
tionen herangeziichte} werden in einem Medium, das genligend
Tryptophan enthdls, um das Promoter-Qperatorsystem zu unter-
driicken, Wird dann das Tryptophan entzogen und das System
entblockiert, so wird das gewilinschte Produks exprimiert,

In vorliegsnden Fall und wie ia Figur 6 dargestells,

wurden 250 jug des Plasmids pL31 mit Pstl behandelt und das
1000 Basenpaare-enthaltendes Teilgtick durch Gelelsktrophorese
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an einem 6 % Polyacrylamidgel isoliert, Es wurdea etwa 40 mg
des Teilsticks aus den Gel durch Elektroelution erhalten und
in 3 gleiche Teile flr die weitere Behandlung aufgeteilt:

a) Eine 16 jug~Probe des Fragments wurde teilweise gespalten
mit 40 Einheiten von BglII wihrend 45 Minuten bei 37 °C und
das Reaktionsgemisch wurde an einem 6 % Polyacrylamidgel ge-
reinigt. BEtwa 2 mg des gewiinschten 670 Basenpaare;enthaltenden
Fragments wurden erhalfen, b) Eine andere Probe (8 mg) des
1000 Basenpaare-enthalienden PstI-Bruchstiicks wurde mit AvaIl
und BglII behandelt, 1 ug des in Figur 6 gezcigien 150 Basen-
paare enthaltenden Fragments wurden nach Gelelextrophorese er-
halten. ¢) 16 mg des 1000 Basenpaare-enthaltenden Fragments
wurden mit Sauds und Avall behandelt, Nach Elektrophorese an
10 % Polyacrylamidgel wurden stwa 0,25 mg (10 pﬁol)'des 34
Basenpaare-enthaltenden Fragments erhalfen, Die zwei angege~
benen Deoxyolinucleotide, 5'=dAATTCATGIGT (Fragment 1) und'='-
dGATCACACATG (Fragment 2) wurden nach der Phosnhourlﬂsterme—
thode eyntﬁefisief%g Das Fragment 2 wurde- *olsﬁnde* 1afsn
phosphoryliert: 200 jul (etwa 40 pil) von ( f 2?) AT? (4mersham,

5000 Ci/mM) wurden zur Trockhe gebracht und in 30 a1 60 mi

Tris-HC1 (pH 8), 10mi MgClE, 15 mi B-Mercaptoethanocl, 100 pM
deg DNS-Fragments und 2 Einheiten T4 Polynukleotid-Kinase re-
susperdiers, Nach 15 Minutes bei 37 °C wurde 1l 10mM ATP
hinzusetzt und die Reaktlon weitere 15 Minuten laufengelassen,
Das Gemisch wurde dann wdnrend 15 liinuten sguf 70 °c erwdrmt,

mit 100 pll des 5'=-0H-Fragments 1 und 10 pM des 34 Basenpaare-

enthaltenden bau}a-ava¢4 Fragmenis versetzt, Die Verbindung
warde bei 4 °C wihrend 5 Stunden in 50 ml 20mM Trls—HCI

(pE 7,5), 10mM Mg Cl,, 10mi Dithiothrsit, O,5mi AT? und 10
Einheiten T4 DiS-Ligase hergestellt, Das Gemisch wurde der
Elektrophorese an eilnem 6% Polyacrylamidgel unterworfen und
das 45 Basenpaare-enthaltends Produkt wurde curch Elektroelu-
tion erhalten, Btwe 30 ng (1 pli) des 45 Basenpaare-enthnalten-

<

(
den Produkts wurdea mit 0,5 mg (5 pM) des 150 Basenpaare-ent-
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haltenden AvaIl - BgllI-Fragments und 1 g (2 pM) des 670 Ba-
senpaare-entnaltenden BglII - &stI-F”agments vereint, Die Bin-
dung wurde bei 20 % wihrend 16 Stunden unter Verweadung von
20 Einheiten T4 DN3-Ligase hergestellt. Die Ligase wurde dann
durch Erhitzen auf 65 °C wihrend 10 Minuten inaktivier:t und
das Gemisch wurde mit BeoRI und PstI beRandelt zwecks Spal-
tung von Polymeren des Gens, Das Gemisch wurde dann durch
PAGE (6 %) gereinigt. Es wurden eitwa 20 ng (0,04 pM) des 865
Basenpaare-enthaltenden Produkts isoliert, Eine Hilfte davon
(10 ng) wurde zwischen die EcoRI- und PstI-Spaltstellen von
pBR322 (0,3 jug) eingefiigh, Die Transformetion von B, coli 294
lieferte 70 Tetracyclin-resistente, Ampicillin-empfindliche-
Transformanten, o |

Die aus 18 dieser Transformanten isolisrt e Plasmid-DIS

wurde mit ZeoRI uad Petl oaha:deWt. 16 der 18 Plasmide be-
gafen ein ZcoRI - PstI-Fragment, das 865 Base paere lang
war, 1 g elnes dieser P1:

(\)

mide (PJe IF Al) wurde wmit EcoRI

t:rJ

behandelt und en das 300
Fragment (0,1 mg), das den B. coli trp-Promofer und die trp-
Leader-Ribosomenbindungsstelle enthielt, gebunden. Die den

asenpaar tha luende EcoRl~

frp-Promoter enthaltenden Transformanten wurden unter Ver-
wendung einer trp ~Sonde nach der Grunstein-Hoghess Lolonis-
‘ . )

.o s
ine asvmmeorl.:

£

ocreanlng~'3t»ode identifiziert,
XbaI-Spalistelle iﬁ dem ﬁrp-?iagment grlaunbte dile Besgtimmun
von Rebombinanten, in denen der trp-Promoter in der Richi
des LeIF A~Gens orientiert war

itro aad in vivo Aktivitidt von LelR A

Extrakte flir den IF-Assay wurden folgendermaBen her-
gestellt: 1 ml-fulturen wurden in L-Brihe, enthaltend
S/uc/ml Tetracyclin, bis zu einem “550-Mort von etwa 1,0 auf-
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gezogen, dann nit 25 ml h9-&ed1um, enthaltend 5 ug/ml Tetra-
cyclin veraunpt. Wenn der A550—de&t 1,0 erreicht hatte, wur-
den jeweils 10 ml-Proben zentrifuglert und die Zellkuchea in
1 ml 15%iger Saccharose, 50 ml-Tris-HC1l (pH 8,0 und 50 mi
EDTA suspendiert. 1 mg Lysozym wurde zugesetzt und nach 5-
minltiger iafbewahrung bei 0 °C wurden die Zellen durch
Ultrabeéchallung zerstort, Es wurde 10 Minuten zentrifuglert
(15,000 U/min) und die Interferon-Aktivitidt im Uberstand
wurde bestimmi durch Vergleich mit LeIF-Standard nach dem
CPJ-Hommuest. Zur Bestimmung der Anzahl von IF-Molekiilen
pro Zelle wurde eine spezifische LelP-Aktivitdt von 4 x 108

ulﬂ&@lueﬂ pro mg verwende s

Wie in Tabelle 1 gezeigt, liefert Llon pbe A trp 25,

in dem der trp-Promoter in der richtigen Richtung orientiert
ist, hohe Aktivitdten (bis zu 2,5 x 10° Einheiten pro Liter).
Wie in Tabelle 2 oezelét, verh&lt sich das von E. coll K-12
Stamm- 294#pdelﬁ A.trp 25 ne:gcsuellﬁ'aIMterfér'n,wiévau ﬂer»-
tisches Humen-LeIP; eg ist bel pE 2 stabil uwund wird durch
&ah_ncnen-an*lanuman-ueu&o7ytnn-Ant ikgrper neutralisiert,

Das Interferon het ein scheinbares Moleknlargewicat von etwa

3

20,000,
Der Hachweils von in vivo-Axtivitdt von Interfercan

macht die Gegenwart von Ja&*oonageﬂ und natlrlichen Xiller-
zellen (¥X) notwendig, und es scineint, daB diese Zellen
stimulisrt werden., Es war daher moglich, daf das von E, coll
294/@L6IF‘A 25 produzierte Interferon, das im Zellkultur-
Assay antivirale Aktivitét zeighe, an infizierten Tieren in-
aktiv 1st, Ferner ist es durchausvmdglich,'daﬁ sich die
antivirale in vivo-iktivitdt des bakteriell hergestellien
nicbt-glykosylierten LeIF A von der dés glykosyllerten Inter=-
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ferons, das aus menschlichen Leukozyten gewonnen wird, uater-
gcheidet. Bs wurden daher die biologischen AkTivitdfen von
bakteriell hergestelltem LeIF A (2 %4 rein) und von aus Leu-
kozyten isoliertem LeIF (8 % rein) miteinander verglichen und
zwar an Hand der lethslen Enzephalomyocarditis (EMC) bei
Totenkopfaffcnen (Tabelle 3).

Tabelle 1: Interferon-Aktivitdt in Extrakten von E, coll

' E.coll £=12

Samm 294 Zelldichte IP-Aktivitét  LeIF-lole=
uranformﬂev (Zellen/ml) E/ml RKultur kiile pro
durch - \ Zelle

_LeIF 4 trp 25 3,5 x 10° 36,000 3,000
SLeIF A4 trp 25 1,8 x 10° 250,000 12,000

Tabelle 2: Vergleich der Aktivitdt von BExtrakien aus Z. coll
294/pLeIP A 25 mit Standard-LelF x)

/ : Interferoneiktivitat (&/ml)

unbehandelt pH 2 Kaninchen-anti-
Human-Leukozyien=-
Antikdrper
294/ULeI A trp 25=- 500 500" <10
Extraki ‘ _ -
LeIF-Standard - 500 500 {10

x)

Der 250,000 ﬁ/ul °ntnaltezde Extrak$ vonm E, coll 29ﬁ/

pLelIF A trp 25, der in Tabe¢le 1l begchrieben w;rd wurde auf
das 500=-fache verdinnt mit Jlnlmalmndlum, so daB er eine
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spezifische Aktivitit von 500 E/ml aufwies, Ein vorher
gegen HIH-Leukozyten-Interfercn=Standard titrierter Leuko=-
cyten-Interferon-Standard (Wadley Institute) wurde ebenfalls
auf eine Endkonzeantration von 500 E/ml verdinnt, Aliquote
Teile (jeweils 1 ml) wurden mit 1 N HC1 auf pH 2 gebracht,
52 Stunden bei 4 °¢ inkubiert, durch Zusatz von HaOH neutrs-
lisiert und die IF-Aktivitdt nach dem Standard-CPE-Hemmtest
bestimmt, Aliquote Teile (25 ml) der 500 E/ml-Proben (unbe-
‘handelt) wurden mit 25 ul Kaninchen-enti-Human-Leukozyten~
Interferon wihrend 60 Minuten bei 37 °C inkubiert, zentri-
fugiert mit 12,000 x g wihrend 5 Minuten und der Uberstand
getestets. -

Tabelle 3: Antiviraler Bffekt verschiedener LeIF-Priparate
gegen EMC Virus - Infektionen bel Totenkopf-

gffchen
Ubepsl  _Serum PFu/ml |
Behandlung = ' , T e
lebende Tag 2 Tag 3 Tag 4 -
Kontrolle | 0/3 10 3%10 10°
(Bakterienpro- 0 3 0 [,10% 1.200 | 3.4z
teine) ' 4
; 10
0 0 0
Rakterielles
LeIF A _ 3/3 0 0 0
0 0 0
0 0 0
LeIF-Standard 3/3 0 0 0
' 0 0 0
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Alle Affen waren minnlichen Geschlechts (mittleres

Gewicht 713 g) und besafen keine EMC Virus-Antikdrper vor

der Infektion, Die Affen wurden intramuskuldr mit 100 x LDSO
IMC~Virus (bestimmt an Miusen) infiziert. Die Kontrolltiere
starben 134, 158 und 164 Stunden nach der Infektion, Die
Interferon-Behandlung mit 10 Binheiten erfolgte intravenss
and zwar -4, +2, 23, 29, 48, 72, 168 und 240 Stunden nach.

der Infektion, Bei dem bakfteriellen Leukozyten~Interferon.
handelfe es sich um eine SHulenchromatographie-Fraktion eines
Lysats aus B. coll 294/pLelF 4 25 mif einer spezifischen Akti-
vitdt von 7,4 x 10° B/mg Protein, Dis bel den Kontrollen
verwendetsn Bakterien-Proteine waren der Siulsnfraktion

des Lysats.ven E. coli 294/pBR322 bei doppelter Gesamtprotein-
konzentration dguivalent, Bei dem Leukozyten-Interferon-
Standard handelte es sich um durch Sendai-Virus induziertes
Interferon aus normalen msnschlichen Zellen, das chromato-
graphisch auf eine spezifische Aktivitds von 32 x 106'E/mg
Protein gerelnigt war,

Die Kontrolltiere verloren das Gleichgewicht, zeigten
orogressive Lethargie, schlaffe L&hmung der hinteren Glied-
massen und wisserige Augen, beglnhend etwa 8 Stunden vor dem
m5d, Die mit Iqter;eron beuan_eltan Affen zeigten kelne die-
ser Abnormalitifen: sie blieben w&hrend der gesamten Zelt:
aktiv und entwickelten kelne- Virsmie, Der eine Affe der Kon=
trollgruppe, der innerhalb von 4 Tagen keine Virdmie eat=-
wickelie, starb zuletzt (164 Stunden nach der Infekd ion),
aber zeigte nach dem Tode hole Virus-Titer im Herzen and Ge-
nirn. Die Interferon-behandelten Affen entwickelten keine
Antikgrper gegen EMC-Viren, was 14 und 21 Tage nach der In-
fektion festgestelld wurde,. Die Ergebnisse'zéigen somit, daf
der antivirale BEffekt der LeIF- riparate an dﬁn-in?iVierten
Tieren lediglica der Win ﬁunc des Interferoas zugeschri sben
werden xann, da dle kontaminierenden Proteine des bakterisl-
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len und des zus Lsukozyten gewonnenen Interferons villig un=-
terschiedlich sind, AuBerdem deuten die Ergebnisse darauf-
hin, dag fiir eine in vivo antivirale Aktivitdt von LelF 4

eine Glykosylierung nicht notwendig ist,

Je Isollerung VOn CDﬁb fiir Weluere beukozyt en-Interferone

DNS aus dem Plasmid, das DNS fir das vollstindige
LeIF A enthslt, wurde mit PstI herausgeschnitten, elektro-
phoretisch isoliert und mit 32p markiert, Die erhaltene
radieaktiv markierte DNS wurde als Sonde fiir das Screening
von zusdtzlichen B, coli 294-Transformanten verwendet,

die in der gleichen Weise, wis in Teil C beacn¢Lebui, eﬂé
halten wurden {(nach der in-situ-Kolonie=-Testmethode von
Grunstein und Hogness (siehe oben) ). Dis mit der Sonde
hybr;dlslerend n X lonlen wurden 1sollert Plasmld—DmSvaus

a8 Sowie 415 den zehn: thrlal 1éh,
die in Teil G oben erwinnt wurden, wurden du, ch Benandlang
mit PstI herausgeschnitfen und ‘nach drei verschiedenen
Methoden charakterisiert, ZunZchst wurden disse PstI-
Fragmeate durch die Abbaﬁyrodukte, die durch Behandlung
mit der Restiktions-Endonucleasen BglII, Pvull und EcoRI
entstanden, charakterisiert. Die Analyse erlaubte die Klass-
Klassifizierung von mindestens acht unterschisdlichen ’
Typen (LeIF A, LeIF B, LeIF C, LeIF D, LelIF E, LelF T,
LeIF G und LeIF H), dargesfellt in Figur 5, wis einen
Uberblick iiber die Lage der verschledenen Rest 1&tlons—
stellen rela+1vfzu der bLS‘Jeuzt bekannten Prisequeng und
der kodierenden Sequenz von LeIF A gibt, Ein Typ von
diesen, .seIm D, ist anscneﬂnend 1den+1sch nit dem wvon

Nagata et al., Hature 984, 316=320 (1980), beschriebenen

a LeIF.
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Ferner wurden verschiedene DNSs mit dem von Cleveland

‘et al, (Cell 20, 95-105 (1980)) beschriebenen Hybridisations-

Selektions-Test untersucht auf ihre Pdhigkeit, LeIF-mRES
selektiv von Poly-A enthaltender RUS aus KG=1 Zellen zu
entfernen, In diesem Test waren LeIF 4, B, C und F positiv,
SchlieBlich wurden letztere PstI-Fragmente in Plasmide
eingefligt, E. coli 294 wurde mi{ diesen Plasmiden trans-
formiert und die Fragmente wurden exprimiert, Die eéxpli-
mierten‘Produkte; von denen man annahm, da sie Préinfer~
ferone wiren, waren im CPE-Assay auf Interferon-Aktivitds
alle positiv, wobel aur das LeIF F-Fragment geringfiigige
Aktivitst aufwies, Im Ubrigen wurdea zlle LeIP-Typen
sequenziert, ' | |

K, Direkte Expression eines zweiten reifen Leukozyten=—
Interferons (LelF B) '

Die Sequenz des isolierten DiS~Fragments, welches

das Gen fir reifes LeIF B enthilt, zeigh, daB die ersten
vierzehn HNucleotide fiir LeIF A und B identisch sind.
Polglich wurde ein Fragment aus phelF A 25, das den
trp=Promoter-Operator, die Ribosomenbindungsstelle und

den Beginn des LeIF 4 (=B)-Gens sathielt, isoliert und

mit dem Rest der B-sequenz in ﬁlncm mxpve581ons-Llasm1d
kombiniert, Die Restrikt ionskarten fir die Pst—rragmente
von pL4 (ein Plesmid, enthaltend das LeIF B-Gen aus Tlgur
5) und pLeIF A 25 gind in den Figurea: Ta uand 7o darg llt.

Um das etwa 950 (=Basenpaare) lange Saula-Pstl-Frag-

ment aus der Sequenz, die in Figur 7a dargestellt ist, zu
erhalten, waren mehrere Schritte notwendig wegen des
Yorkommens weiterer, in diesem Bereich liegender Saula-
Restriktionsstellen, s wurds folgendermafien vorgegangén:
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1. Die folgenden Fragmente wurden isoliert:

a) 110 b.pe. aus Sanda=EccRI;
b) 132 b.p. aus BcoRI-Xba;

c) 700 b.p. aus Zba-Pst.

2, Die Fragmente (1a) und (1b) wurden mitelnander ver-

Sunden und mit Xba und BglII behandelt, um Selbstpoly=

merisation Uber die Sau 3a- und Xba-Bnden zu verhindern
(die entsprechende Sau 3a-Spaltstelle lag 1nnerhulb einer
bglII—aoaltstelle, BgliI-ScnnlttQ hinterlassen-ein n Sau 3a
kohssives Bande). Es wurde ein 242 b,p. vptnaluendes
Fragment isoliert.

3, Dag Produkt von (2) wurde mit (1c) verbunden und
mit PstI und BglII behandelt, wisder um Selbstpolymeri-
sation zu verhindern, Ein etwa 950 b, p@.vﬂuﬂalucnqes Frags.

ment, Saun 3a-Petl (sicshe m:Lvur 7a) wurde iscliert, Dieses
Fragment enthielt denjenigen Tell des LeIF B-Gens, der

keine Bntsprechuag beim LeIRP A hatte,
. . i - b

4. Efn etwa 300 B.p. sathaltendes Fragment (EindIII-
Sau3a), das den trp-Promoter-Operator, dle Ribosomen=-
pindungsstelle, das ATG-3ta rtsignal und dea Cystein-Codon
von LeIF A enthielt, wurde aus pLeIF 425 isoliert.

5, Zin etwa 3600 b.p. eathaltendes Fragmend (PstI-

d4indIII) wurde zus pBR322 isoliert. Zs enthielt das
Replikon, das Tetracyclin-Resistensz, nicht aber Ampicillin-
Resistenz kodiert.
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6. Die Fragmente, die gemdB 3, 4 und 5 erhelten
‘wurden, wurden miteinander verbunden und mit dem resul-
tierenden Plasmid wurde BE. coli K-12 Stamm 294 trans-
formiert, '

Die Trangformanten wurden einem Minifest unterzogen
(Birnboim et al., Nucleic Acids Res. T, 1513=1523 (1979) )
und Plasmidproben wurden mit BcoRI behandelt, Der Abbau
lieferte folgende drei Fragmente: 1) Ein EcoRI-EcoRI frp
Promoter-Fragment; 2) das innere EcoRI-EcoRI-Fragment von
pL4 und 3) das Fragment vom Translations-Startsignal bis

zZur aco RI-Staltstelle von pL4,

In CPE-issay zeigen Bakterienexirakte aus Klonen

die in der vorstehend beschriebenen Welse erhalten werden,
Aktivit8ien von 1O‘gv1o6 Binheiten Interferon pro Liter
bel 5:0 = 1, Sin‘repr“"en:at;ver flon, der in dieser
Welse nervesuellt wurde, ist B, coli 294/:33.:81‘7t B srp 7

L, Direkte Bxpression weiterer reifer Leukozyﬁen'lnterferone
(LeIF G, D, P, B, I und J)

i

Helitere Ge n¢ra gmente 1n voller Léngs von anderen
LeIF-Typen kignnen cescbnelaar+ und in Vektoren eingesbaut
‘werden zwecks 'Bxpression in 4dnalogie zu der flir das

LeIF A beschriebensn Weise, Durch vollstindige Sequenzie-
rudg in koaventioneller Weise kann festgeSuellt werden,
ob sine Restriktionsstelle gealigend nahe an den ersten
Aminosiurecodon des reifen Interferons liegt, so daB die
im Teil H beschrisbene Methode flr die Expression von
reifem LeIP A verwendet werden ksnn, d, h. die Eliminierung
der Prasequenz durch einen qestrl&t‘oﬂnSCQJLEE und 5rsatz
der aminoendstindig zusammen mift der Prédsequenz verlorensn
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Aminogdurecodons durch Anhéngen eines synthetischen DNS~-
Fragments. Sollte dies nichat der PFall sein, so kann die
folgende lethode angewandt werden, Hierbel w1rd dag die
P”asequenz kodierende Fragment prézis an der Stelle abge=-
treant, an der der Codon fir die erste Aminosiure des
reifen Polyoeptlds beginnt, und zwar dadurch, dag

1, in der Umgebung dieses Punktes die doppel=-
stringige DNS in einstrdngige DNS Ubergefihrt
wirdi | |

2, 4 ;; im ersten Schritt. oeblldete elnsuﬁunglge
' ReélOﬂ mit elner Omplementaren Starter-Se quenz
einer einstringigen DNS hybridigiert wird, deren
5'-Ende gegeniiber dem Nukleotid liegh, das en
die beabsichtigte Spaltstelle grenzti

3.‘qergenlge Teil des in 37'-Richtung des ubarters
liegenden zweiten Stranges, der in (1) eli=
miniert wurde, durch Umsetzung mit DIS-Poly-
merase in Gegeawart von Adenin-, Thymin-, Guanine
und, Cytosin-haltigen Deoxynucelotid=triphos=-
phaten wisder hergestellt wird und

4, dis verbleibende einstringige DNS-Sequenz, die
iber die beabsichtigte Spalistelle hinausreicht,
abgebaut wird.

Zine kurz synthetische DAS-oaouenz, die am 3'-=Ende

des £od1erenden Stranges nit dem Translatlons-SuartSIvnal
ATG endet, kenn dann verbunden werden, z. B. Uber :tumpfa
Baden, mit dem zurechtgeschnittenen Gea fir dle reifen



TN,

-40- 9.12,1983
62 991/12/37

Interferone, Die Gene kdnnen in ein Plasmid eingefligh und
unter die Kontrolle eines Promoters und seiner zugehorigen
Ribosomenbindungsstelle gebracht werden,

In dhnlicher Weise, wie es in Abschnitt K oben be=
schrieben ist, wurden Genfragmente, die flr LeIF C und
LeIF B kodieren aufgebaut, zwecks direkter Expression in
Bakterien, Bei der Strategle, die zur Expression dieser
weiteren Leukozyten-Interferone flhrte, wurde in jedem
Falle auf das etwa 300 Basenpaare-enthaTtende Fragment.
(BindIII-Sau3a), das den trp-Promoter-Operauor, die

Ribosomenbindun gSSuElle, das ATIG Startsignal und den
vysteln-Codon von LeIF A gus PLelF A25 enthlelt, ziricke
gegriffen, Dleses Fragment wurde kombiniert mit den Frag=-
menten anderer Interferone, die die entsprechenden Aming=.
sduresequenzen, die auf den gl"en gemeinsamen Cystelnrest
foiven,‘ odleren. Jedés ‘ertialtene Plasmid wurde zur T”ans—
formation von E, coli K-12 Stamm 294 verwendet,

Fiir die einzelnen Gene waren folgende Schritte not-
wendig: ' ‘
LelF C
Isolier&n@'der‘folgen en Fragn mente aus ‘pLel? C:
(a) ein 35 Basenpaare-entha ltendes Fragment
Sau 3a - Sau 963

(0) ein mehr als 900 Basenpaare-enthaltendes
' PFragment Sau 96 = Pst Ij '

¥

(¢) Isolisrung eines efwa 300 Bagenpaare-ent-
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haltenden Fragments (Hind III - Sau3a)
ans pLeIF A4-25, wie in Teil K (4) oben be-
schrieben;

(d) Isolierung des efwa 3600 Basenpaare-ent-
haltenden Fragments aus Abschnitt K-(5) obens.

Konstruktion:

(1) Verblndung von (a) mit (c¢). Spaltung mit Bglll, v
HlndIII und Isollorunb_kes etwa 335 Basenpaara-enthaluendaﬁf
Droduktes.m ‘

(2) Verbindung der unter (1), (b) wnd (d) erhaluenen
-Brucns*ucke und Tr;nsformlerung von Z. 0071 mit dem ré=-
gultlerenden Plasmid,

&Bin re?résentativer Klon der auf diese Welse erhalien
warde, ist B. coli XK=12 Stamm 294/pLeIF C trp 35.

LeIF D

/

~Aus pLeIF D wurden isclierts

By

a) ein 35 nasenpaare-enuhaltende Fragment
(sauBa-AvaII)

b) ein 150 Basenpaare-entnaltendeé Fragment
(4valIl-BglII) und

c)‘eln etwa 700 Bascnpaare-enuhaitendes Fragment
(BglIL—PstI)
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Aus pLeIF &4 25 wurde isoliert®:

d) ein 300 Basenpaare-enthaltendes Fragment
(HindIIT-Sau3a). ‘

“Aus pBR322 wurde isollertd:

e) ein etwa 3600 Basenpaare-enthaltendes ?ragment
(HindIII~-PstI).

Konstruktion

(1) Die Verbindung von (a) mit (b), Spaltung mit
BglIl und Qelnlwung llﬂ;eft ein 185 Easenpaare-enthalnenans
Prodgkt,

(2) Die Verbiadung ven (1) mit (d), Spaltung. mit
HindIIT und BglIT und &nlnlgunv liefert ein etwa 500
Basenpsare enthaltendes Produkt .

(3) Die Fragmenie (2), (¢) und (e) wurden miteinander
verbunden wnd Be coli mit dem erhaltenen Plasmid trans-
formiert., '

Ein in dieser Weise arhaltener reprasentatlver mlon
ist B. coli X-12 Stamm 294/pLelIF D trp 11.

LelIF F

Bei der Xonstrukiion eines vollgtidndigen LeIﬁ ¥ Gens

und der direkten Expression des enxsprechendea Interferons
kann man sich die'Homologie~der'Aminoséuren 1=-13 zwischen
LeIF B und LeIF P zunutze machen. Ein den trp Promofor ent-
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heltendes Fragment (A) mit geeignet <onstrulerten Znden wird
aus pHGH207 erhalten, das oben beschrieben ist, Uber die
3ehandlung mit Pst I und Xba I und anschlieBende Isolierung
eines ca. 1050 Basenpaaren enthalteﬁden Fragments. Bin zwei=
~ tes Fragment (B) steht in dem groSeren der beiden durch Be-
haﬁdlung des Plasmids pHky 10 mit PstI und BglII entstande-'
nen Fragmente zur Verfiigung. Das Fragment 4 enthdlt etwa das
halbe die Ampicillinresistenz kodierende Gen, wihrend Frag-
ment B den Rest dieses Gens und das vollstidndige Gen fiir die
Tetracyclinresistenz bis auf den zugehdrigen Promotor ent-
h&lt, Dig” Fragmente A: und-B werden mittels T4 Ligase kombi-
niert.und das erhaltene Produﬁt wird mit Xbal unaﬁBgl¢I
behandelt, um Dlmerlslerunven auszuschlﬂeaen. S5 éﬂtSEEQL
das Fragment (¢), welches den trp Promoter-Operator, sowie .
die Gene fir die Tetracyclin--und‘Ampicillin-Resistenz,ent—
hElt.

Ein Fragment (d) mit etwa 580 Basenpaaren wird durch -
Benandluag von pLeIF F mit Avall und BglIL erhalten, Dicses
Fragment enthdlt die Codons fiir die Aminosduren 14-166 von
LeIF F. | |

Bin Fragment (e) (49 Basenpaare) wird durch Behandlung
von plieIF B mit Xbal und Avall erhalten, Dieses Fragment
kodiert die Aminosiuren 1-13 von LeIF F, ’

Die Fragmeate (c), (&) und (e) werden in Gegeawart von

T4 Ligase mitelnander verbunden, Die kohisiven Enden der
entsprechenden Fragmente sind so beschaffen, dal das ent-
stehende Flasmid in der richatigen Welse gebildet wird, wo-
bel das Gen fir Tetracyclln—Res*SUenz unter die &ontrolle
des trp Promoter-Oporators gebracht wird, zusammen mit dem.
Gen fir reifes LelF F, so daB die damit transformicrten
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Rakterien auf Grund ihrer Tetracyclin-Resistenz selektio-
niert werden konnen, Bin auf diese Weise erhaltener repri-
gentativer Klon ist B, coli K-12 Stamm 294 plLelF F trp 1e

LeIF H

Das flir die BExpression von reifem LeIF H geeignete
Gen kann folgendermaSen hergestellt werden:

1. Plasmid pLeIF H wird der Behandlung mit HaeII und
HSaI~unterﬁor£en und ein 816 Bagenpaare-enthaltendes Frag-
ment wird isoliert, welches den Bereich von der Aminosiure
10 des Signalpeptids bis zur 3' nicat codierenden Region
kodiert, |

2. Das PFragment wird denaturiert und . der Reparauursyn~a

these mit dem Klanow-ﬁrawment der DA Polymerase 1 (&lenow

et al., Proc. Netl, Acad. Sci, U.S.A, 65, 168 (1370) ) unter-
worfen, bei der der gynthetische Deoxyribooligonucleotid=-
Starter 5'-dATG PGT A4AT CTG TCT verwendet wird.

3, Dhs erhaltene- Produkt wird mit Sau3a gespalten und
ein 452 Basenpsare-enthaltendes Fragment, das die Aminc-
siuren 1-150 kodiert, wird isoliert,

4, Die Behandlung von pLeIF H mit Sauda und PstI

und die Isolierung eines 500 Basennaare-entualtanden Freg=-
ments fihrt zu eihem Gen, das die Aminosduren 150 bis zum
Ende der Seguenz godiert.

5, Die in (3) und (4) isolierten Fragmente werden
verbuaden zu dem folgenden Fragment
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1 166
et Cys Agp Stop
ATG TGT.. —-—-+—————... GAT TGA=—,,,—Pst I,
Sau3a, |

das die 166 Aminosiduren des LelIP H kodiert,

6. pLelIP & trp 25 wird zundchst mit Xbal, dann mif

DHA Polymerase I und. schlieBlich mit Pet I behandelt,

Das resultierénde grofe Fragment Kann isoliert und mit

dem Produkt aus (5) verbunden werden zu einem Plasmid, mit
qem u. coll £-12 Suamm 294 oder: ein’ anderes Ba&terlum

transformiert werden kann, das denn in der Lage g%, reifss
LeIF H zu exprimieren,

LeIF I

Die von Lawn et al,, (Cell ] 15, 11571978) konstr ruisrie
Genbibliothek des menschlichen Genoms im Phagen R Cnaron 44
wurde nach Leukozyten-Interferon-Genen untsrsucht, wobel die
von Lawa et al. (siehe oben) und Maniatis et al, (Cell 153,
687 (1978)) angegebenen Verfanren verwendet wurden, Eine

von der cDUS des LelIF A—&lons abgﬁleltete radloaﬁtlve LeIP-
So“da smarde verwendet, um etwa 5000,000 Plagues zu testen,
Sechs LeIF-Klone wurden bel diesem Screening erhalten, Nach
nochmaligem Screening und Plague-Reinigung wurde einer dieser
Klone, HLeIF2, fir die weluere‘&nalyse ausgewahnlt.

Unter Verwsndung der oben beschrisbenen Methode

konnen andere Sonden verwendst werden, um weltere plLell-
Zlone aus dem menschlichen Genom zu isolieren, Diese wiederun
ksanen verwendet werden, um weitere Leuxczyten-Interferon-

e
Proteine gemifB der vorliegenden Erfinduag herz ustellen,
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1. Das 2000 Basenpaare-enthaltende EcoRI-Fragment

des Klons HLeIF2 wurde an der BcoRI-Spaltstelle in

pBR325 kloniert, Das resultierende Plasmid LeIF wurde mit
EcoRI gespaltea und das 2000 Basenpaare-enthaltende Frag-
ment isoliert. Das Deoxyoligonukleotid dAATTCTGCAG (ein
TcoRI - PstI-Konverter) wurde an das 2000 Basenpaare-ent-
haltende EcoRI-Fragment gebunden und dasg  resultierende-
Fragment mit PstI gespalten, so da8 man ein 2000 Basenpaare=
enthaltendes Fragment mit PstI-Enden erhielt. Dieses wurde
mit Sau96 gespalten und ein Fragment aus 1100 Basenpaaren
wurde isoliert, welches ein PstI- und ein Sau96-Ende be-

2, Das Plasmid pLeIF C trp 35 wurde mit Pstl und Xbal
behandelt. Das grofe Fragment wurde isoliert,

3, Das keline Xbal - PstI-Fragment aus pleIF C $rp 35
wurde mit Xbal und Saud6b behandelt, Ein-40‘Basenpaare—enta?
naltences ¥bI-Sau9b-Fragment wurde isoliert. ‘

4, Die unter (1), (2) und (3) isolierten Fragmente
wurden verbunden zu dem Plasmid pLeIF I trp e

Lerr 3

1, Dag Plasmid pLeIF J eanthdlt eln aus 3800 Basen bew
suehendes~EindIII-Ffagmentvdes menschlichen Genoms, welches
die LeIF J Genseguenz umfalt, Eih:760 Baéenpaare-entbal-
tendes Ddel - Rsal-Fragmsnt wurde aus diesem Plasmid iso-
liert, |
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2., Das Plasmid pLelF B trp 7 wurde mit HlndIII und
'DdeI gespalten und ein 340 Basenpaare-enzhaltendes HindIII-

DdeI~Fragment 1sollert.

3, Das Plasmid pBR322 wurde mit Pstl gespalfen, die
Enden wurdsn abgespalten durch Inkubation mit DNA-Poly-
merase I (Klenow. Fragment) und schlleﬁllch wurde mit-
HindIII behandelt. Das grofie, etwa 3600 BGsenpaare-ent—
haltende Fragment wurde isoliert,

/

4, Die Fregmente aus (1), (2) und (3) wurden miteine

ander verbunden zu dem Plesmid plellf J trp i,

Mo Reinigung

folge erhdht werden:

1, PolyethyleniminfHllung, beil der der grdfte Teil
der celluldren Proteine, eingchlieflich des Interferons,
im Uberstand verbleibt,

2, Amoniumsulfat? raktionierung, wobei das Tnz rferon

bei elner batulgung von 55 % mit Ammoniumsulfat aus der
Losung ausf&llt,

3. Suspendierung des Ammoniumsulfatkuchens in 0,06 4
Kaliumphosphat, 10 mil Tris-fHCl (pd 7,2) und Dialyse gegen
25 mi Tris-EC1 (pH 7,9), wobel die Interferonaktivitad

in der Losung bleibt,
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4, Chromatographie des Uberstandes, auf ein pH von

8,5 elngestellt, an einer DEAE-Cellulose=-SZule (Elution mit
einem linearen Gradienten von O bis 0,2 M NaCl in 25 mi’
Tris-HCl, pH 8,5), | |

5. Adsorption an Cibachrom Blau-igarose bzw. Hydroxyl—
apatit und Elution mit 1,5 M KCI bzw, 0,2 M Phosgphatlésung
(fakultativ), |

6, Praktionierung an einer Sephadex‘ED G=T5 Sdule,

Te &atlonenausoauqchcnromatogranhlm an Cl=Ce llulose
in 25 mii Ammoniumacetat bei pH 5,0 mit einem Ammonit
acetatgrudlenuen (bis zu 0,2 M Ammonlumacetat).

Hach dem vorsie ehend aﬂmecebeqen Veﬂrahrvn erh&lt man
ein Material von einer Relnh31t mit Uber 9b e

Das Material kann auch gereiﬁigt werden durch GriZen-

o ausscbluﬁ-Chromatographie, HPLC an umgekehrfen Phasen
(RP=8) oder Affinititschromatographie an immobilisierten
Antiinterferon-Antikgrpern,

Ferner kann das nach Absatz 4 oben erhaltene Material

auf eine Sdule monoklonaler Antikdrper gebracht werden,
die, wie von Milstein in 801ent1f1c American 243, 66 (1980)
beschrieben, hergestellt wird und mit O 2 i nc51gsaure,

0,1 % Trifon und 0,15 K NaCl eluiert Werdﬁn,

In einem anderen, bevorzugten Verfahren kann das er-
findungsgemdfe erhaltene Interferon folgendermafen ge=—
reinigt werden: ‘
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1, Gebrorenes Zellmaterial wird mechanisch zerkleinert,
Die teilwéisevaufgetauten Zellen werden in dem vierfachen
Volumen des Puffers 4, enthaltend 0,1 M Tris (pH 7,5-8,0),
pH 7,5-8,0), 10 % (w/v) Saccharose, 0,2 M NaCl, 5ml EDTA,
0,1 mM PMSF und 10-100 mld MvClz, susnendlert Die Sug=
pension wird dann 2 x bei 4 OC unter einem Druck von etwa
400 und ﬂenlger sls 70 Atmosphiren durch einen- Homovenlea-v
tor gegeben und schlieglich in einem Eisbad r~'ekx,ml’c. h

2, Dem Homogenisat wird langsam Polyethylenimin bils

zu einer Konzentration von etwa 0,35 % zuvesetzt Das Ge=
misch wird stenengelasqen und die FusustOf werden dchn
"ennrlfucleren und Fllnratlon cetrennt Bel dlesem ScﬂrLbu
wird die Temperatur wnter 10 ¢ gehalten, Der Uberstand:
(bzw. das FPiltrat) wird durch Ultrafiltration auf etwa
ein. Zehntel des urqorunrllchsn Volumens &onzentrlerto

Die’ Losung wird notfalls noch einmal durch eine mikro=
porgse Memoran filtrierts,

3. Die klare Losung wird direkt auf eine SZule mono-
klonaler Antikdrper bei einer DurchfluBrate von 5=8 cm/

- Stunde (2. Bs 25-40 ml pro Stunde bei einem Sdulendurch-

megser von 2,6 cm) geceben. Es wird mit dem etwe zshn-
fachen Sdulenveolumen einer Lisung, die 25 mi Tris-HCl

(pH T,5=8,5), 0,5 M NaCl und 0,2 % eines Detergsnzes, wie
Triton X=-100 eathilt, gewascheh; anschliefend wird mit

dem etwa zehnfachen SZulenvolumen: alner Losuag, die 0,15 M
NaCl und Q0,1 % eines Detergenzes, wie Triton X-100, enthilt
gesplilt, Die S&ule wird dann mit 0,2 M Essigsdure, ent-
haltend 0,1 % eines Detergenzes, wie Triton X-100, eluiert.
~ Die protelnnaltlgen Fraktionen werden zusaumenbeFaBt und
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mit 1 N FaOH oder 1,0 M Tris-Base auf einen pH von etwa

4,5 gebracht,

4, Diese Frakiion wird dann auf einen Kationenaus-
tauscher, beispislsweise Whatmann ClM52-Cellulose, der vor=-
her mit einem geeigneten Puffer, beisplelswelse dmmonium-
acetat, pH 4,5 (50 mi), &quilibriert wurde, gebracht. Is
wurde dann mit dem Puffer so lange gewaschén, bis die UV~
Abgorption im Eluat konstant war. Die Sdule wurde dann

mit 25 md Ammoniumscetat/0,12 M Natriumchlorid eluiert

und das Bluat wurde in Ublicherweise aufgearbeitet,

Die in der bevorzugten iusflihrungsform verweadeten
monoklonalen Antikdrper konnen nach dem von Sftaehelin

‘et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Us.5.4. 18, 1848-52 (1981)

beschrlebenen Verfahren hergestellt. Nevaon. Die nelnlgung

“and Blﬂduhg der woncklonalen Ant.&oroer an Aff1~e1—10 wird

im folgenden beschriesben,

Gewinnung und Reinigzung monoklonaler Antikdrper aus

Asziteg-Flisgigkelt

'
i

Flinf weibliche Balb/c Miuse wurden jewells mit 5-10
x 10° Hybriddomzellen aus der Mitte der logarithmischen

" Wachstumsphase inokuliert, Weitere Miuse (10 oder meiar)

wurden jewells mit 5 x 10 lebensfihigen Zellen, die aus
der von inokulierten Miusen hergestellten Flissigkeit ge=-
wonnen wurden, intraperitoneal inokuliert.

Die Aszites~Fliissigkeit jeder laus wurde gesammelt,
Die Flissigkeit wurde zunichst 15 Hinusen mit 500-1000 x g
und dann 90 Minuten mit 18000 Umdrehungen pro ilinute
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- gentrifugiert, Der ﬁbersﬁand‘wurde gefroren und bei =20 °¢

aufbewahrt, Nach dem Auftauen wurde weiteres festes Material
durch 90 minitiges Zentrifugieren mit 35000 Umdrehungen
pro Minute entfernt. Die von jeder'Maus erhaltenen ein-
zelnen Batches wurden auf spezifische Antikdrperaktivitdt
nach einem Festphasenantikdrperbindungstest (Stachelin et
aley. 51eha oben) getestet und, wenn ﬁéglich, zusammen-
gefaﬁt. 0D _ TR LT

Die Proteinkonzentrationen der Losungen wurden an-
niherungsweise bestimmt, wobei man davon ausclgo, daB

14 °lﬂef 1 cm—&uvette 1 mg Protein eine. Absovntlon vnn

1,2 bei 280 nm llPLerte. A521tes~Fluss1c<31ten mlt eiden
hohen Antikdrpergehalt enthielten 30-35 mg Protein/ml.-

Dies entspricht etwa 4-7 mg spezifischem Antikdrper/ml,

Die PFliigsigkelt wurde verdinnt mit BPBS (0,01 U Natrlum—’
ohosphat, pE 7,3, O, 15 M NaCl) auf eine Prouelnﬁonzentratﬂon
von 10-12 mg/ul,

Za je 100 ml der verdinnten Losungen wurden vei 0 °C

witer starkem Riihren langsam 90 ml von bel Zimmertemperatur
gesa*xloter Ammonlumsulfatlosung gegoben. Die Susnensmon
wurde wghrend 40~7O Minuten in Eis- aufbewahrt, dann wihrend
15 Minuten bei 4 °¢ mi% 10,000 Umdrehungen pro Minute zentri-
fugiert. Der Ubev tand wurde dekantiert, Der Protein-
kuchen warde in 0,02 M Tris-HC1l (pH 7,9)/0,04 M Na Cl

(Puffer I) geldst und die Proteinldsung wihread 16-18

Stunden bei Raumtemperatur gegen 100 Volumina des Puffers

I dialysiert. Die dialysierte Ldsung wurde 10 Hinuten mit
15,000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, Etwa 30=35 %
des upspringlichen Gesamtproteingehalts der 4szites-Flis-
gigkeit wurde WLedergefunden mlttels Megsung der aoso DulOﬂ
bei 280 nm.
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Eine Losung, enthaltend 30-40 mg Protein/ml wurde dann

auf eine DuAn-Gellulosesaule, die mit Puffer I Zquilibriert
war, gegeben, Wobel fir Jeweﬂls 1 g Protein mindestens

ein $iulenvolumen von 100 ml verweadet wurde, Der Anti-
korper wurde von der SHule mit einem linearen NaCl=Gra=
dienten (0,04 M = 0,5 M) in 0,02 M Tris-HCl (pH 7,9)
eluiert, Die Fraktionen mit einem NaCl-Gehalt von C,06-

0,1 I warden zusammengefaSt, konzentriert und mit bei
Zimmertemperatur gesdttigter AmmoniumsulfatlUsung versetzt,
BEs wurde zentrifugiert, der Protéinkuchen wurde in 0,2 M
NaHCO (pH etwa 8,0)/0,3 ¥ NaCl (Puffer II) geldst und bei
uaumtemneratur gegen diesen Puffer dialysiert, Die dia=-
lysierte L&sung wurde 15 ‘#linuten lang mit 20,000 x g
zentrifugiert und der Proteingehalt wurde auf 20-25 mg/ml
mit Puffer II eingestellt.

Herstalliine ¥on -Tmmungdsorbentien

Affigel-10 (BioRad Laboratories, Richmond, Kalifornien)

wurde auf'einem geginterten Glasfilter dreimal mit eiskaltem
’Isopropancl uné dreimal mit eiskaltem destillicrtem Wasser
gewaschen, Das Gel, das noch etwa 50 % Wasser entnielt, wurde
in Plastikrshrehen dbergefilart und durch kurzes Zentrifugie-
ren sedimentiert, Der Uberstand wurds verdunstet. Das ge-
packte Gel wurde mit elnem gleichen Volumen ger lnlg*er
Antiksrperldsung gemischt und wihrend 5 Stunden bei 4 °¢
Ende=~iiber-BEnde ro% tieren gelassen, Wach der Reaktion wurde

das Gel zentrifugiesrt und : zweimal mit Puffer III (0,1 H
HaHCO /O 15 i ¥aCl) gewaschen, um nicht-gebundene Anti-
5orper zu entfernen, Die PrOuelanStl”KuﬂT reigte, daB mehr
als 90 % des Antikorpers an das Gel gebunden worden war,
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Um noch freie, reaktive Binduagsstellen abzﬁééttigen,

wurde das Gel mit einem gleichen Volumen 0,1 M Ethanolamin-
HCl (pH 8) gemischt und wdhrend 60 Minuten bel Raum-
temperatur Ende-iiber-Bnde rotieren gelassen. Schlieflich
wurde des Gel mit PBS gewaschen und bei 4 °C in PBS in Ge-
genwart von 0,02 % (w/v) Hatriumazid aufbewahrt.

N, Parenterale Applikation

LeIF kann parenteral verabreicht werden an Individuen,

die eine Antitumor- oder antivirale- Behandlunv oenotlbea
und an solche, die lmmuasupD”eQ1ve Zugténde u*meloeng
Dis DOSlﬂrunU der erf*ndungsoemaﬁcq Lﬂuerferone ¥ann sich
an die des zur Zeit in klinischer Prifung befindlichen
Materi%ls, das aus measchlichen AeuKozg+en oewonaon wurqu,
anlehnen und kann z. B. etwa 1-10 x 10° Einaeiten pro Tag,
im Fall von Material mi einer Relnnelt, die grofer lst
als 1 %, bis zu etwa 5'Xr107 Einheiten'p+01¢ag-betragen,

" Bin flUr die pareaterale hDDll atlon geelignetes Pri-

parat kann beigplelsweise dadurch hergestellt werden, daf
man 3 mg bﬁk+erwell hergestelltes LeIF mit einer spezifi-
schen Agtivitidt von efwa 2 X 108
humanem Serumalbumin 15st, die LSsung durch ein baktericlo=-
gisches Filter gibt und die filtrierte Losung gsepiisch

in 100 Ampullen abfillt, von demen jede 6 x 10 Einheiten
reines Interferon enthdlt, Die 4mpullen Nerden vo"zugsweise
in der aa~te (=20 °C) aufbewahrst. '

Die Herstellung pharmazeutischer Priparate, die er-
finduﬁgsgeméaé Verbindungen enthalten, kann nach den all=-
gemein bekannten Methoden der Galenik unfer Verwenduag
der Ublichen Hilfs- und Trigermaterialien, wis sie in der
einscnldgigen Literafur beschrieben sind, erfolgen.

Einheiten promg in 25 wl 5 N
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Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Herstellung eines replikablen, in einem

2e

3.

4.

Mikroorganismus die Expression eines Polypeptidesmit der
Aminosduresequenz eines reifen Human-Leukozyten-Inter-
ferone bewirkenden Vektors, gekennzeichnet dadurch, daf
man eine dieses Polypeptid codierende erste DES-Sequenz
operabel mit einer zweiten DNS-Sequenz, die die fiir die
Expression notwendigen Codons enthdlt, verbindet,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, das die

zweite DNS-Sequenz dis Bxpression in einem Bakterium be-
wirkt.

Verfahren nach Punki 2, geksnnzeichnet dadurch, daf das
Bakterium 3. coli is%, |

Verfanren nach einsm der Punkie 1 bis 3, gekennzeichnet
dadurch, daB das Polypepiid die AminosZuresequenz eines
aminocendstidndig am Methionin verlingerten reifen Human-
Leukozyten-Interferons besitzt,
Verfahren nach sinem der Punkte 1 Dbis 3, gekennzelchnet
dadurch, daB das Polypeptid die Aminosduresequenz eines
aminoendstdndig um ein abspaltbares Xonjugat odsr ein
mikrobielles Signelprotein verlingertes reifes Human-
Leukozyten-Interferon besitzt,

r
Verfahren nach einem der Punkte 1 Dbis 3, gekennzelchnet
dadurch, daB das Polypeptid die Aminoséurepartialsequenz,'
Oys—hla-Trp-Glu~Val-Val-irg-ila-Glu-Ile-lies-irg-Ser ent-

palt.
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7. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, geﬁennzolchnet
dadurch, caB das Polypeptid die in Fig. 4 in Zeile "All"
angegebenen Aminosduren ah den angegebenen Stellen der
AmincsiZuresequenz enthilt, ’

8. Verfanren nach einem der Punkte 1 bis 3, gekennzeichnet
dadurch, daf das Polypeptid Human-Leukozyten—InterIeron
(LeIF) A, B, Cy, D, F, H, I oder J iat.

9. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, gekennzeichnet
’ dadurch, daB Human—Leukozyten—Interferon A (LeIF A)
exprimiery wird. ’

10, Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, gexennzeichned
dedurch, daf Human-Leukozytea-Interferon B (LeIF 3)
exprimiert wird. '

11, Verfahren nach elnem dexr: Punxts 1" bis 3, gekénnzelchnet
dadurch, daB Hum analeuﬁozytan-Tnterferon C (LeIF C)
~exprimiert erd.

12, Verfanren nacn einem der Punkte 1 bis 3, gekennzelchnet
dadurch, daf numanmLeuﬁozyten—Interferon D (LeIF D)
exprimiert wird.

13, Verfahren nach einem der Puaktie 1 blS 3, gekesnnzeichnet
dadurch, daf humam-Leukozyten-;nterferon F (LelF 7
gxprimiert v1rd. '

14, Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, egennzelchnet

g
dadurch, daB Human—Leuxozyten—Interferon 4 (LelF H)
exprimiert wird. '
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15+ Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, gekennzelchne$
dadurch, daf Humen-Leukozyten-Interferon I (LeIF I)
exprimiert wird.

16, Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, gekennzeichnet
dadurch, daB Human-Leukozyten~Interferon J (LeIF J)
—~ exprimiert wird,

ks
i

e g
Hierzu_10 Seiten Zeichnungen
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- CAGCAGCTGAATQACTTGGAAGCCTGTGTGATGCAGGAGCAGAGGGTCGGACAAACTCCCCTCATGAATSTCGACTECAT”'"

. ?CCAAACAATCA’:ECTTTATCTAAT»\CAGAGGAAATAC:\GCCC'TI‘CTGCCTGGGAGGTTGTCAGAGC}-GAAATCATGAGATCC

TG T CATATAACGTCATG TCCACC TTTACACTCTCG T TAG TS TAATAARACATCTTCCTTATATTTACTE - p0ly(A)

=40

=40 , -0 +1 ) 20 40

TGAGCCTAAACCTTACCCTRACCCA TTTCAACCAGTC TAGCAGCATC TGCAACATC TACAATGGCC TTGACCTTTGC TTTACTCETCECCCTCLTEATED
TACTAGCTCAGCAGCATCCGCAACATCTACAATGGCC TTGACTTTTTAT T TAATOGTCOOCOTAGTAOTCE

CAAGGTTATCCATCTCAAGTAGCCTAGCAATATTTGCAACATCCCAA [CGCCCTGTCCTTTTCTTTACTTATCGCCCTGOTEOTOE

CAACCTX‘CAGAGTCACCCATCTCAGCAAGCCCAGMGTATCTGCML\TCTACGE [CGCCTCGCCCTTTGC T TACTCATCGTCCTGGTEATGN

ACATCCCAATGGCCCTGTCCTTITCTTTACTCA IGGEC GTCCTCGTEE
CCAAGGTTCAGTCTTACCCCTCATCAAGCAGECCAGCAGC AT TTCAGCATTCCCAATGGCATTCCCCTTTOC TTTAATCATCOCCCTOOTAETGE
50 30 100 120 140

TCAGCTGCAAGT CAAGCTGCTCTCTGGGL TG TCAT S TGCCTCAAACLCACAGELT! CGGTAGCAGGAGCACCTTCATCLTECTCGCACAGATGACGAAAAT
TCAGCTA(‘.AAGTCATK‘CAGCTCTCTGCCCTCTCATCTCCCTCAGACTCACAGCCTGCCTMCAGGAGGGCC.‘TGATACTCCTGGCACAAATGCGMGMI’
TC,\GC[;\CMATCCAT’:Z'GT‘I’CTL’YGGGCTGTCATCTCCCTCACACCCACAGCCTCGGTAAI'AGG:\GGCCCTTCATACTCL'ICGGACMATCCGAACAA'T
TCAGCTGCMGTCMCC{'CCTCTLTGGGCTCTCATCTCCCTGAGACCCACAGCCTSGATAACAGGAGGACCTTGATCCT CCTCGCACAAATGAGCAGAAT

CTGCCTCTCGGLTCTOATCTCCCTCAGGCCCACAGCCTGGGTAACAGGA CTTCATACICCTGACACAAATGAGGAGAAT

. TCAGCTACAAATCCATCTGTTCTCTECGCTGTCATCTCCCTCAGéCCCACAbLLLhuhlAATAGGAb' CTTGATACTCCTICGUACAAATCUGAAGAAT

rmccrccucrmccrccrﬁctcnccmmrcrmcrwmcmcAcc:rcn'rmcacmcmcrncncc‘rca'rccc.xcmrc.\cmcur
160~ . 180 , 200 } 220 260

CTCTCTTTTCTCCTGCTTCAAGGACAGACATGACTTTGGATTTCCE CAGCAGGAGTTT GGCAACCAGTTCCAAAAGGCTCAAACCATCCCTGTECT
CTCTCCTTTCTCCTGCCTGAAGGACAGACATCACTTTGAATTCLCC CAGGAGCAGTTTCATCAfAAACAGTTCCAGAAGGCTCAAGCCATCTCTCTCCT
CTCTCCTTTCTCCTCCCTOAAGCACAGACATCATTTCCGAATCSCE CAGGAGGAGTTTGATGGCAACCAGTTCCAGAAGCCTCAAGCCATLTCT! TCCT
CTCTCCTTCCTCCTGTCTOATOGACAGACATCACTTIGRATTTICCS CAGGAGGAGTTTGATGGCAACCACTTCCAGAAGGCTCCAGCCATCTCTCTCCT
CTCTCCmﬁCTTACCTCAACGACACACATGACmGATmCCATCATCAGGTGTﬁ'CATGGCAACCACTTCCAGAAGGT[CAAGETATCTI'C: Tile
CTCTCCTTICTCCTGLLTGAAGGACAGACATCACTTTGCATTICCSE CAAGAGGAGTTTCATCGCAACCAGTTCLAGAAGGCTCAAGCCATATCTG TR T

CATCACTTTCCATTTCCT CAGGAGGAGTTTGATCGCAACCAGTTCCAGAAGGCTCAAGCCATCTCTGTCCT
CTCTCCTTTCTCCTGCC TCAAGGACAGACATGACTTTGAATTTCLS CAGGAGGAATTTCATGGCAACCAGTTCCAGAAAGCTCAAGUCATCTC TR TACT

260 . 280 300 . © 320 - : ' 340

' ) ‘ E ' f T .

CCATGAGATGATCCAGCAGATCTTCAATCTCTTCAGEACAAAGSACTCATCTGCTECTTE GCATCAGACCCTCCTAGACAAATTCTACACTGAACTCTAC
CCATGAGATGATCCAGCAGACCTTCAACCTCTTCAGCACAAAGGACTCATCTGET GCTTTGGATCAGACCCTICTAGATGAATTCTACATCGAACTTSAC
CCATGAGATGATCCAGLACACCTTCAATCTCTTCAGCACAGAGGACTCAT CTGCTGCTTOGGAACAGAGCCTCCTAGAAAAATTTTCCACTCAACTTTAC
CCATGAGCTGATCCAGCAGATCTTCAACCTCTTTACCACAAAAGA ITCATCTGCTGECTIGGCATCACGACCTECTAGACAAATTE TCCACCCAACTSTA C
CCATGAGATGATGCAGCAGAC CTTCAACCTCTTCAGCACAAAGGACTCATCTGATACTTCGSATCAGACE CTTTTAGACAAATCCTACACTCAAC
CC.\TGAGATGATCCAGCACACC‘HCMTCTCTTCAGCACMACCACTCATCTCCTA» T1GGGAACAGAGCCTCCTAGAARAATTTTCCACTGAAC TTAAC
CCATGAGATGATCLAGCAGACCTICAATCTCTTC AGCACMAGGACTCATCTGCTACT),‘GGGATGACACACTTCTAGACMATTCTACAC TCAACTTTA

CCATGAGArGATCCAGCAGACCTTCAﬁTCTCTTCAGCACAAAGAACTCAA&lbuibLlAbthTGACALhLLLuAACAAAAATTCTACATTCAACTTTTC

360 ) 380 400 520

CAGCAGCTCAATGACCTCGAA&LLxuquuATACAuuuuuxbhuuursACAGAGACTCCCCTGATCAAGGAGGACTC:ATT
CAGCAGCTCAATCACCTOGAAGTCCTETGTSATCAGGAAGTCCSGET SATAGAGTCTCCCCTCATETAGGAGGACTCCATCSTS! AGGALATA
SAGCAACTCAATGACCTGCAAGCATGTGTEATACAGGAGGTTCGEET GGAAGAGACTCCCCTCATGAATGAGGACTCCAT! CCTG_GCTGTCAGGAAAT{\
. T ; GCCTETCANGARAT A
CAGCACCTGAATGACCTGGAAGCCTGTFI‘GATGTAGAAGCTTCSAGTGGAAGAGACTC CLCTCAGGAATCTGGACTCCATCCTGEL TG TCAGAAAAT A
CAGCAGCTGAATCACATGCAA&LLAbLhALAIACACGAbhtAbbhbthAAGACAblL»LLthATGAATGTGGACTCCATCTTCGCTCTCAAG&AATACT
CAGCACCTCAATCACCTCGMGC:TCTATGATGCAGGAGGTTGGAGTGGAAG:\CACTCCTCTGATGAATGTGGACTCTATCCTGACTGTGAGAAAATACT
CAGCAAATGAATGAC CTGCAAGCCTSTETCATACAGGAGCTTGCGETGGAAG ADACTCCCCTCATGAATGAGGACTCCATCCTCGCTGTGMCM;\ TACT

, a@o . o ’ 430 , iqo , 5'20 540
TCCAAAGAATCACTCTCTATCTGAAAGAGAAGAAATACAGCCSTTST GCCTCGEAGETTCTCAGAGCAGAAATCATGAGATCTTT TICTTICTCAACAAA
TCLAAAGAATCACTC TATATLTGACAGAGAAGAAATACAGC TCTTE TGCCTOGGAGST TGTCAGAGCAGAAATCATGAGATACTTCT: AA

TCCOAAGAATCACTCTETATCTGACACAGAAGAAATACAGCCCTTOTS CCTCLGAGETTCTCAGAGCAGAAATEATCAGATCCLT
TTCAAAGAATCACTCTTTATCTOACAAAGAAGAAGTATAGCCCTTCTTCLTCS GAGGLTCTCAGAGCAGAAATCATCAGATCSTT ¥ .
,TCCAAAGAATCACTCTTTATCTCACAGAGAAGAAATACAGCCCTTCTGCTTGGGAGGTTC‘Z‘CAGAGCAGAAATCATGAGATC:TT TCTTTATCAAAAAT
TTCAAAGAATCACCCTCTATCTOACAGAGAAGAAATACAGE CCTTGTGCATCOGAGETTCTCAGAGCACAAAT ATGAGATCC TICTC TTTATC AGCAAA
TCCAARGAATCACTCTTTATCTRATGGAGAAGAAATACAGCCCTTCTGCCTEGTAG TIGTCAGAGCAGAAATCATGAGATCCTTETCTITITCAACAAA

' ' ‘

550 - : 580 . 500 520- 540

CTTGCAAGAAAG‘“TMGAAGTAAGGMTGAAAACTGCTTCAACATGGAAATGAT!‘!TCAITGAT‘?CGTATGCCAGCTC.«\CCTTTTTATCAT
CTTCCMAAMGATTCAAG-\GTAAGGM'E’EGACCTCCTACMCAC GGAAATGATTCTCATAGACTAATACAGCAGTC TACACTTTGACAAG
CTIGCAAAAAAGATTAAGGAGGAAGGATTE, AAACTEGCTTCAACATCECAATCATCCTCATTGACTAATACATTATC TCACACTTTCATCAGTTSTTCCA
CTTGCAAGAAAGATTAAGGAGGAAGGAA TATCIGGTECAACATUAAAACAATTCTTATTGACTCATACACCAGETCACCE TTTCATCAATTOTSToA
CTTCCAGGAAAGATTAAGCAGGAAGGAA TEAAAACTEGTTCAACATCGARATOAGAAACAT TTCCATGATTAATACATCATETCACACATTCATCAATTC
TTTTCAAGAAAGATTAAGGAGGAAGGAATEAAACCTTTTCAACA TGGAAATCATCT! GTATTGACTAATACACCAGTCCACACTICTATGACTTSTSCIAT
CTTGCAAGAAAGATTAAGGAGGAAGGAATCAAAACT! CGTTCAACATCGAAATGATTCTCATTOACTAGTACACCATTTCACACTICTIGAGTTSTOCAST
CTTGCAAAAMG:\ITAAGGAGCAAGGATE-AAACTCCTTCATCA TGGAAATGAT TLTCATTGACTAATACATCATC TCACACTTTCATCTICTICIATT

560 ) £80 , 700 X 77 , 740
TCAAAGACTCATGTTTCTGCTATS ACCATGACACCATH’AAATCTTTTCAMTGTTTTTAGGAGTA‘H‘AATCMCATTCTATTCACCTCTK‘AAGCCAC TA
mCAAAGACCCmmC?GCCMMCCATCCTATGAATTGMTCAAATCTCTCAAGTC'ZTI“I‘CAGG:\GTGT?AAGCAACATCCTGTTCAGCTGTATSG

. mCAAAGACTCACTTCTATA.ACCACGACSCGTZ'CAATCAAAATT‘ITCAAATGTT’Z‘TCAGCAGTCTAAAGAAGTGTC GTCTATACCTCTCCAGGCACTAG ©
TTTCAAAGACTCTCACCCCTECTATAAC TATCACCATGTTCA [AAACTGAT T AT CTAT TTAAATAT TTAT T TAACTATTCATAAGATTTAAATTAT
TGCCATTTCTCAmcCTATATCCATGACATGAGTTCAATCAAMTTTTAMATCTTT?C»\GG:\ATGTTAACC:\CCATCATCTTCAGCTGTACAGGCA
TICAAAGACTCATTTCTC! CTATAACCACCGCATCACTTGAATCAAAAT TT TCAGATE TTTTCAGGAGTC TAAGGARACATC, ATSTITACCTCTICAGERA
TICAAATATTAATTTC TG TATA TCCATCAC TTCAG TTCAA TCAARA TTTTCAAACE TTTCACACG TG TAAGCAACACTTITTTAGCTCCACAGSGATA
TEAAAGACTCACTTCTATMCCACCXC»\AG'\TC-\ATCMAATTTCCAAATGT!‘TTCAGGAGTGTTMG-\AGCATC CTCTTTACCTGTGCAGECACTAGTS

. 760 780 590 . 320 55:0
GTCCCTTACAGAGGACCATGCTGACT GAT‘C:AT’!‘ATCT.\TETMATAI Tl TAAAATAT AT T TAT T TAACTATT TATAAAACAACTTATTTTTO TT0AT
GCACTAGTUCCTTACAGATGACCATSCTCATCEATCTA AT TAT T TAT T TAAA T T T TAT T TAGT TAACTACTATAGGGACTTARATTAGT T3 T
T‘CCTTTACAG»\TGACCATTCTGATGTCTC’TCT!‘CATCTTTTCTTTAMTATT!‘AT;‘TAAT;‘AT‘H'LTAMATTTATGTAATATCATGAGT:GC'&TTA AT

CTAG T T T TACCGATCATCATGCTGATOGATC TCT TTATCTAT T IO TCTAAATAATTATT T AACT ATTTATAATATTTAAAATCTTCTTTTICATETATS
CTAGTCCmACACATGACCATGCTGATAGo\TCTAATTAI'U!'ATCTATTGAMTATTTATTTATTATTAGATTTAAAT‘;’ATT!‘TTGTCCATCTMTATT
AAATCTTTACAGATGATCATGCCAATCTATCTATTCTATCTATTTATSTATCIST CTGTCTTCTATCTAATC TATTTAAATAT TTATTTATTTATAAGAT
CTITACAGATGACCATTCTGATCTSTCCTTT CATCTATTTAT TTAAATAT TTAT TTATT TAACTAT T TTTATTATTTAAATTATTTTITATCTAATATCA

360 380 o 900 320 . ) 9?0
ATTACGTCATGTGCACCTTTGCACACTCGTTAA TS TAATAAAATATCTTCTTIGTATTTCGT - pely(d) ) .
CATATTATATTATGTGAACTTTTACATTGTGAALlbtblAACAAAAACALh&LLIEATATTTATTATTTTCCCATGTTTATTAAATTTTTACTATCAAAA
TCTCGTTAATGTAACAATATATCT TS TTCATATTTAGCCAATATATTAATTTCOTTITTCATT. ATTTTTACTATAC-90L7(A)
AT TATTITTACT T TG TOGTTAATATAACAACACATSTTCTTTATATTT. AGTCAATATATTACTTIGCTTTT T TCATTAAATTTTTACTATSG - %0
ATG T AC T T ACAT TG T T TATATC AAAATATG T TAATC TAATAT T TAGTCAATATATTATTT T TT T T TATTAATTT TTACTATTAAAACTT
TTAAATTAT".'TFAAACTTATGTT?GTTCAGGTAAI‘AT!‘AC_ATCCACC‘!TACTT‘ICTGCCTAATATAA}AMATATC‘TTCT’T_TATG?!TT 29:y(a;
‘.‘GAGTACC‘!_‘?TAC.lTZ’GTCGT’!‘AATCTAACAAATATGTTCTYCAT_ATTYAGCCAATATA'H’AATTTCCTIT?TCA‘ITMA TTTTTACTAT-paiy ("‘\ )
ELT I 380 1000 ’
AATTCTTTATTTATTCTTTAAAATTGAACTCCAAC:CATGAArTGTGCAAACTGATfAAAGAATCCAIGGT-puLy(A)
ATTATTTCGTTATICTTT A TAAAGARATTCCARGECE - 0oL y(A). - oo - © o oo oo

Fig.3

103621983+ 110"

’

)

i



523
L

520

ToUToTUTT oo
aaaacaasaaca
e Lo = e Mo Ml L
QuxOTSIw

[E R Vi PR T T L

-
L3
Vo

— G

~
Val
e Mo U O U G
o
(e RV, RV
—

PQTI_(SLGNRRALILL
PETHSUDNRRTLMLUL

= =

VELESYKS

L

M

L

L
SFSLLMAVL

A
A
A
A

MAL

LelF F
LelF 6
Lelf H

q
Q
MALPFSLMMALVYVVLSCKSSCSLGCNLSQTHSLNNRRTLMLMAQMRRISPFSCLKDR

=t

i

QM

i

Tiust R

L

G C

Ll

-t

Al

100

(Lo NIV EEVR IV TR U PY TV}
Ioorox oo
(=Rl s b S
L= >>> > >
. (S =)

QSLLEKFSTELNQQLNDHMEATC
ETLLDKFYTELYQQLNDLEA

£
: Q
FITKDSSAAWDEDLLDKFCTELY
ATSVLHEMMQQTFNLFSTKNSSAAWOETLLEKFYITELFQOMNDLEA

QTFNLFSTKDSSDTWOETLLDKSYTE

F
3
QLFNL

MY X XN XX
coooococ
cocoszco

TExzZzZzzz=z
QAU OID
W Taoaoc
[ USSR VYR VU FUS VIR T P
e O T G L
Led G W T Ll
R OD WL O
[ TV I VI P P P P
| o e o —
U UV VUV D
- d d e ik

L

bl
i

VLHE

x|

=]

U

All

166

160

150

140

130

120

110

VGVTETI’LMKE[)SILAVRKY‘F()RlTLYLKEKKYSPCANEVVRAEIMRSFSLSTNvLQESLRSKE

Lelf A
LelF B

wa
< x
e
~
—t
@<
xx
oo
-
z=
——
wnn
—
Nalval
[T
“wn
(s =4
==

—

FQRITLYLTEKKYSS

ESPLMYEODSILAVRKY
ETPLMNEDSTLAVRKYFQRI'TLYLIERKYSP
ERVGETPLMNYDSTLAVKKYFRRITLYLTEKKYSPCAWEVY

—
> >

= >

Lelf €

[FEge]
MM
o4
&
P
< x
[FTR
>
-
z=
P
v =
-
2 X%]
PRt
Vi n
&= &
=

VGVEETPLMNVDSTILAVKKYFQRITLYLTEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSLSKIFQERLRRKE

telf D
iF
LelF F

305ER1933 ¢ 118U4S

TEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSLSANLQERLRRKE

VGVEETPLMNEDSILAVRKYFQRITLYLMEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSFSTNLQKRLRRKD

TVRKYF QR TL YL

Lelf G
Lelf H

VGVEDTPLMNVDSIL

Y]
>

Al

Fig. 4



Basenpaare O

200
| ] ! ! | !

Pl 8&/]1 Prud _

8C0 1000

AN o e L e e e Sa g ]

Prul

¢/ Pvu ]Iv‘

froRI

Lo

T

N AN T T T S T

EcoRI Prull

B¢/ T B/

y 1~

305ER1983#11Bu4s



9 bi4

vV dI@7
dqcog

. . : VLD VOV OV O
. . S
RS IARSRRRNORO LR I RARVRANRUARRARANRRRARIEDRIRINRTReEOaaRNaRAREIDARIIUARNIRCREREIRAINRSE VO 191 91V J1 LVY .
1 /5o ,

oo A ety Iy 0237
A S

1154 ‘1Y 097
aseb17 sNg L

I ‘ _ _ _
da o9 49 061 NGy ,
. higealg Iy 0237
- 91 0991 931 —— VO V1D VOV IVL 9
_.Ormmn TITIITE ISRSNSRARARARTNARERISNERITNONENANN) ] IHIEIRAGRIARDEARY
1T [T 1 U : 9Y 99V —— 91D 1V9 191 91V DL LYY
1/54 s \QQ 1T \QQ i1 \QQ II o1y 6w bBs0 - ney  dso  sA3? e
. <l o € Z [
1 asebr] sNa 71 |
91 921 294 —— IV . OV 1IVIVIVLO €
9v 9OV -— 019 1v9 19191VD1 1YY G
‘wbhesy dq L9 sepjos| ‘wbesy dq oGl seplos| | -wbeiy dq g seprios| 4 SNO ayasiayjuhs
neqqeya) I /69 I/6g * 1 oAy I o4y ‘og NS
‘ —OVV 991901 001 — OV YLD VOV 990 —
— 911 29V §9v 99v —— 915 1¥9 191 099 —
ney  nyy Bio Dio ner deo $A \\b.
B I B N 11 € 2 1 €28
d1 09 , da oG /,/n._a ve ’
“ ' - s ar— Lﬁililf#
\ \ ; ot 1 |
T /5o IL oAy : I /0 I /6g L ory | WA

o¢ MG o¢ n1og .

og 0g ng 708

48

3x«118v

EP 193

303



m,h.m._,n_

5191v0

I 184

191099
[ dq 00/ << ..rl_. dg Nﬂ—'V‘A»!.QDOPPKDI_ ._
- . T | il _
4015 -

:.x‘h\

It 093 |eg neg 1y 093
Ye)%

13sd

2198311804

;

303



1
I

q/ b1

5T5IV5 . 19191V

T~

‘....IJQ\_|_:

1 O |

I wm.m

vdoT1

y |
L !

¥ t |

m.m neg I4 093 eqgx



[ TR E- -3 7} €Y &a vy X 2> [ X- - 3 7] [ XN S 4 [ XPRCB- -]

€ € e X D

(g SR~ A 24 € Co e KX [ RNl b 4 g XNl A 4

[ XA S

 TGSCAACCAGTTCCAGAAGAC TLAAGCCATCTC TG TCS TCLATBAGATEATCLAGCAGACCTTLAATCTCTTCAGCACAGAGGACTEATLTGLTG

[ X-FXES- - 7

GTATGTTCLLTA
GTATGTTCCCTA
GTATGTTCCTTA
GTATGTTCACTA
GTATGTTCACTA

TTTAAGGC -TAGGCACAAAGCAAGGTCTTCAGAGAACC TGGAGLLTAAGGTTTAGGCTCACCCATT -TCAACCAGT CTAGCAGCATCTCCAACATCTACA
TTTAAGGE - TAGGCACAAAGCAAGGTCTTCAGAGAACCTGGAGCC TARGETTTAGGL TCACCIATT-TCAACCAGTLTAGCAGCATETECAACATETACA
TTTAAGACCTATGCACAGAGCAAGAT CTTCAGAAAACCTACAACTLAAGGTTCAGTGTTACTCLUTCATCAACCAGILCAGCAGCATCTTCAGRGT TCLLA
TTTAAGGCCTATECACAGAGCAAAGTCTTCAGAAAACE TAGAGGCLAAAGTTCAAGGTTACCCATC - TCAAGTAGCC TAGCAACATTIGCAACATCLLA-
TTTAAGACCTATGCACAGAGCAAAGTCTCCAGAAAACC TAGAGGLCACGGTTCAA-GTTACCCACC - TCAGRTAGICTAGTGATATTTGL ARAATCLCA-

+ 100
ATCGCCTTGACCTTTGCTTTACTOGTAGLCCTCCTRGTGLTCAGE TECAAGTCAAGLTGLTE TGTGEGCTRTGATETGLC TCAAACCLACAGCETAAGTA
KTBGCATTGCCC TTTRCTTTAATGATGGC LS TGGTOGTGLTCAGCTGCAAGTCAAGCTGLTC TCTEGELTOTAATCTGTCTCAAACTCACAGCCTGAATA
ATGRCLCTGTCCTTTTCTTTACTGATAGCCGTOCTAGTSCTCAGC TACAAATCCATETRTTCTCTAGGLTATGATETACCTCAGACICACAGLLTGAGTA
ATeaCLCaGTCCTTTTCTTTACTGATGSTCETGCTRATACTCAGC TACAAA TELATETGLTCTCTGAELTATOATC TACLTLAGACCTACAGELTELGTA
EIE?CCETGTCCTTTTCTTTACTTATGGCCGTGCTGGTGCTCAGCTACAAATCCATCTGATCTCTGGGCTGTGATCTGCZTCAGACCCACACCCTGCGTA

’ 200
GCAGGAGGACCTTGATRC TCLTRGCACAGATRAGGAGAATCTCTCT TTTCTCCTGCTTRAAGGACAGACATGACTTTGGATT TCCCLAGGAGRAGTTT -~
ACAGGAGGACTTTOATACTCATGECACAAATGAGGAGAATCTCTCLTTTCTCETGLETOAAGSACAGALATGACTTTGAATTTCLCLAGGAGGAATTTE
ATAGBAGGGCLTTRATACTCLTRGCACAAAT GEGAAGAATCTCTLCTTTCTLCTGLCTRAAGRACAGACCTRACTTTGGACTTCOCLAGSAGGAGTTTGA
ATAGGAGGGCCTTEATACTCLTGGCACAAATSGGAGAATCTCTCETTTCTLLTACTTGAAGRACAGACATGAATT CAGATTCLCAGAGSAGRAGTTTGA
ATAGGAGGGCCTTBATACTCC TEEGACAAA TORBAAGAATC TCTCLTT TCTCCT SECTGAAGGACAGACATGATTTCCGAATCICTLAGGAGRAGTTTGA

. . 300
~GGLAACCAGTTCCAAAAGGLTGAAACCATCLCTETCCTCCATGAGATGATCCAGCAGATCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGGACTCATETGCTGETTGE

TGGCAACCAGTTCLAGAAAGL TCAAGECAT ST TG TCLTCCATGAGATGATSCACCAGACCTTCAATE TETTCAGCACAAAGAACTCATLTGLTGLTTSS

TGGCEACEAGTTCEAGA&GACTCAAGCCATCTC?GTCCT;C}TCRGATGATCCASGAGA;CTTCAATCTﬁTTCA&CACAGAGGACTCATC' T3
THGCAACCAGTTCCAGAAGGL TCAAGLLATC TCTGRTCLTCCATGAGATGATCCAGLAGACETTLAATCTCTTCAGCACAGAGSACTCATCTGITALTTGE

GATBAGACCLTCLTAGALAAATTETACACT GAACTL TACCAGLAGC TGAATGACC TRGAAGELTGT GTBATACAGGGEETAGGRGTRACAGAGACTCLILD
SATGAGACCLTCCTAGAAAAAT TCTACATTGAACTTTTCCAGLAAATGAATEACT TEGAAGLTTET ST RATACAGSAGST

GAACAGAGLL TCCTAGAAAAT T TTCCALTGRACTTTACCAGE AACTEAA T AACSTGRAAGCATSTGTRATACAGGALST

PRasArasprEn
SGTGGAAGASACTLCCE
N Tansss i T
GATGGAAGAGACTCCIZS

GAACAGAGIL TCCTAGAAAMITTTTCCACTOAAC TTTACLAGEAACTOAA TEACS TEGAAGT ATETAT SATACAGGAGG TTGGEGTGGAAGAGALC TLLLD
GAACAGAGLC TCLTAGAAAAAT TTTCLACTAARATTTACCAGCAACT GAATOACT TEBAAGCATGTGTGA TACAGEAGE TTGEGATAGAAGAGAC TCCLE

: 300
TEATGAAGGAGEACTECAT TCTGEC TG TRAGBAAATACTTCLARAGAATCACTC TETATC TAAAGAGAGAAA TACAGCCSTTLTEAC ‘
TBATGAATGAGGACTCLATCCTOACTATSAAGAAATACTTLCAMAGA TTACTE
TEATGAATGAGGACTCSATELTAGCTATRAGGAAA TACTTLCAMGAA TEATTL

7 SASSAMATACTTCCAAAGAATLATTC
TOATBAATOAGGACTLLA T LTE0C TG TEAGGAM TACTTCCAMGAATEAL L TTTATC T AT ASAGAGGAAA TACAGLLL TT G TGICTGAGAGETTGT

: . . 5C0
CAGAGCAGAAATCATGAGATCTT T ToTT TR TCAACAAACTTGC ARG AAAGTTT AAGAAGT AAGEAA TS AAAALTGGT T CAACAT GGAAATGATTTTCAT
CAGAGCAGAAATCATGAGATCCCTL LT TTTTCAACARAC TTGCARAARAGAT TAAGGAGSAAGEAT T IAAAAG TG TY CATUATAGAMATSATTCTECAT

ey - —a—- Py POt pol —ma~
CAGAGCAGAAATCATCAGATCTCTCTCTTTT T2AACAAACTTGLAAAAMATATT AAGGAGEAAGEATT JAARALT GCAATGATCITGAT
— e P ssd ey Lmay P POy
CAGAGCAGAAATCATGAGA TS T CTL T T T TLAACAAACTT OAA A AAAGSATT L AGGAGGAAGGAT Y SAAAALT SOAAATGATT
- — ——— SR P et S e s g
CAGAGCABAAA TCATGAGATCCL TETLGTTT TLAACAAAL TTGCAAAARAGA TTAAGGAGGAAGIAT T DARAALTSGT TCAACAT BGUAATIATCCTGAT

700
TBATTCGTATACLAGL TCACCT T T TATOA TCTRCCAT TTCAAAGACTCATGT T TLTACTATGACCATSACACGATTTAMA TLTTTTCAMTGTTITTAG
TGACTAATACATCATC TCACAC T TRATSAGTT STV CCATT TCARAGACTCACTT CTTCTATAACCACLAC ARG TTGAATCARAATTTILA
TBACTAATACATTATCTLACACT T T LATSAGT TECTCLATT TLAAAGACTCACTTCTAT A ACTACCACSAGTTOAA TCAMAT TTTEAAATATITTCAG
TEACTAATGCATCATCTCACAC T TCATEAGTTCTTCCATT TCAAGAC TUACTTCTATAACCACCACAAGT T IAATCAAAA

| TBACTAATACATTATCTCACACTT TCATEAGT T TCCATTTCAMGACTEAL TTC TATAACCACGALSTE T TS A TEARAATTTTEAMATGTT TTCAGS

GAGTATTAATCRACATTGTATTLAGC TCTT AAGRCACTAGTCLLT T ACAGAGGACCATELTRACTGAT

1
AGGAGTGTAAAGAAGCATCATST ATACLTITGLAGGUACTAGTCL TT TACAGATSACLATGRLTEATSTE A A
AGTGTAAAGAAGCS TCOTSTATACCTGTGCAGSCACTAGTACT T ACAGATAACCATACTGATGTCTCTITTIATOTAT 7 TAT
AGTGTTAAGAAGCATLSTGT TTACLTGTGLAGGLACTAGTLCTTTACAGATGACCATTCTGAT ST CTCLTTTCATITAT TAAATATTTA
AGTETAAAGAAGTGTCATRTATACCTGTELAGECACTAGTLCTT TACAGATGACCATTLIGATGTCTLTGTTCATLITITE T T TARMATATITATTIANTT
R 500

TTTATTTAACTATTTATARRACAACT TAT TTT TG T TCATATTATG TCATGTACACSTTTRCACAGT GO TTAATS TAATARAATTGTTCTTTSTATT G
ATTTARCTAT T T T AT TAT T TARATTATT T T TATG T TAATATCATGTITACI T TACATIGTGGTT AATATA ATAY VCATATTTAGLIAA
AT T AAGAT T T AAATT AT T T T TTATATAATATCATGTGTACSTTTALAT ATATAA ;
TAACTATT T TATTAT T TARAT TATT TTTTATGTAATATCATATGTACLTITACATTATAGTTAATS
ATTTTTAAMATTTATGT A TATCATGAGTCACTTTACATTGRTGGT TAATC TAACAA TATATGTTLTTCATATTTAGCE, TTAATTTCLTTINTCA

: ) . 1,300
TAAATTTAT T TG TG T GT TCAT TGAAC T TTTGC TATGGAAC T T TH G TACTT G T T TAT TCTT TAAAATGAAA TTCCAAGLL TAATTGTRCAACCTGATTA

TATATTRATTTCLT T T CATTARATTTTTACTATACAAAATTL TAATATTT ]
AATTTCCTTTTTCATTAMATTTTTACTATACMAAATTTITTGAGT T AAGAATAAAATGTCGAGGCTEACTTTACAACITRACTTAAAAA
TTAATTTCLTTTTT CATTAAATT T T TAC T AT ACAAAAT TT ST TGT QT TG I T AT T T TAAGA T T AAATSCLAAGTLTOACTGRTATAALLTGACTTAA

T AAATTTTTACTATACAAMA TTTC T TR TG T T TG TTT AT TC TT T AAGA TAAAATGLCAAGGCTEAC TTTACAACC TSACT T AARAATAGATRATTTAA

Fig.8
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