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€t hidti]l ukendt derivat al humant 1TN-Y polypeptid,

hvori viste aminosyrer al humant IFN-{ polypeptid er
fjernet, og visse aminosyrer forskellige fra de nzvnte

er erslattet med andre aminosyrer. Derivalerne har hoj
IFN-7 aktivitet og forventes st blive nyltige som lrxgemid-

ler i antivirsle og antitumor-midler.
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Opfindelsen angdr et derivat af et humant interferon-r-
polypeptid ifglge krav 1, der Kodes af et rekombinant
plasmid ifplge krav 1 og 2. Opfindelsen angdr endvidere
en mikroorganisme ifglge krav 3, der er transformeret med
et sadant rekombinant plasmid. Endelig angdr opfindelsen
en fremgangsmdde til fremstilling af et derivat af humant

interferon-r-polypeptid ifg¢lge krav 4.

Inte;feroner (i det fglgende betegnet IFN) kan sa vidt
vide;‘klassificeres i tre grupper, nemlig IFN-«, IFN-8 og
IFN-r. IFN-a dannes hovedsageligt ud fra leukocyter, IFN-
B ud fra fibroblaster og IFN-r ud fra T-lymfocyter. Disse
IFN'er er blevet beskrevet som biologisk aktive stoffer
med  antiviral aktivitet, aktiverende aktivitet p& natur-

lige killer-celler og makrofager, antitumoraktivitet og

lignende.

Hvad angar IFN-r, er det rapporteret, at det har en star-
kere celleinhiberende aktivitet end andre IFN'er, baseret
pad det eksperiment, der g¢r brug af dyreceller [B.Y.
Rubin og S.L. Gupta: Proc. Natl. Acad. Sci.,AUSA, 77,
5928-5932 (1980)]. Endvidere er kloning af en IFN-r-cDNA
og bestemmelse af dens basesekvens for nylig rapporteret
[P.W. Gray, et al., Nature 295, 503 (1982); R. Devos, et
al., Nucleic Acids Research 10, 2487 (1982)]}

Ved opfindelsen har man nu uafhangigt klonet en cDNA
kodende for et hidtil ukendt IFN-r, hvori, som det frem-
gdr af basesekvensen som vist i tabel 1, den 9. aminosyre
af det modne IFN-r rapporteret af Devos et al., lysin
(Lys) (AAA), er erstattet med glutamin (Gln) (CAA). End-
videre blev IFN-r-cDNA'en inkorporeret i wvektor pKYP-10,
der har en tryptophanpromoter (japansk offentliggjort, u-
unders¢gt patentans¢gning nr. 110600/83), og masseproduk-
tion af IFN-r er opndet i Escherichia coli.
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Derefter har opfinderne af den foreliggende opfindelse
unders¢gt dannelsen af derivater af IFN-r-polypeptid
under anvendelse af den i tabel 1 viste IFN-r-CDNA som

udgangsmateriale.

Det -blev rapporteret, at deletion af 11 aminosyrer fra
den C-terminale ende af a«-IFN nedsatte den specifikke
aktivitet til 1/3 [A.E. Franke, et al., DNA 1, 223-230
(1982)], hvorimod addition af 18 aminosyrer til den N-
terminale ende af a-IFN ikke =@ndrede dé&n specifikke
aktivitet [R.M. King, et al., J. Gen. Virol. 64, 1815-
1818 (1983)].

Opfinderne af den foreliggende opfindelse har fundet, at
deletion af 5 aminosyrer fra den N-terminale ende af
Hepatitis B virus nedsatte den specifikke aktivitet til
ca. 1/100 [T. Nishi, et al., DNA 2, 265-273 (1983)], og
addition af 7 aminosyrer til den N-terminale ende af
Hepatitis B virus nedsatte den specifikke aktivitet til
ca. 1/10 [S. Itoh, et al., DNA 3, 157-165 (1984)].

I EP offentligg¢relsesskrift nr. 95 350 beskrives et
humant IFN-r-lignende polypeptid, hvis aminosyresekvens
er angivet pd side 2 i EP offentligg¢relsesskrift nr.
95 350. Aminosyreresten pa position 9 er en Lys-rest
(derivaterne i narvarende opfindelse har en Gln-rest pa

position 9).

EP offentligg¢relsesskrift nr. 146 944 (DK patentansgg-
ning nr. 6108/84, tilh¢rende ansggeren), der er et do-
kument under Art. 54(3) EPC, beskriver fem derivater af
det humane IFN-r-polypeptid. Alle har de en carboxyl-
terminus, der er identisk med det naturligt forekommende
humane IFN-r. Disse derivater er derfor forskellige fra
derivaterne ifg¢lge opfindelsen, der har en deletion af

aminosyrepositionerne 138-146.
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Opfinderne af den foreliggende opfindelse har konstrueret
et derivat af IFN-r, hvori den 3. aminosyre i IFN-r som
vist i tabel 1, cystein (Cys), var erstattet med tyrosin
(Tyr) (i det fglgende kaldt 3-Tyr-IFN-7), og fundet, at
den specifikke aktivitet var 2 til 4 gange sa stark som
aktiviteten af moder-IFN-r. Endvidere konstruerede man de
derivater, hvori Cys i stilling 1 var erstattet med serin
(Ser) (l-Ser-IFN-r), Cys i stilling 3 var erstattet med
Ser £37Ser—IFN-7), Cys i stilling 1 og 3 var erstattet
med éér (1,3-Ser-IFN-r), og N-terminale aminosyrer i IFN-
y vist i tabel 1 var deleteret. Ekvivalent eller st¢rre
interferonaktivitet blev detekteret for alle derivaterne

sammenlignet med udgangs-IFN-r.

Det har varet kendt, at modent murint IFN-r bestdr af 136
aminosyrer, hvilket antal er 10 mindre end antallet af
aminosyrer i humant IFN-r, og det er mere varmestabilt
end humant IFN-r. Murint IFN-r har Cys i position 136 sa-
vel som i position 1 og 3, og disse Cys danner disulfid-
bindinger i molekylet, hvilket betragtes som bidragende
til stabilisering af IFN [D. Goeddel, et al., Pfoc. Natl.
Acad. Sci., USA, 80, 5842-5846 (1984)].

Opfinderne af den foreliggende opfindelse har fremstillet
molekylmodellen af IFN-r og antaget, at dannelsen af di-
sulfidbinding i molekylet for humant IFN-r var mulig ved
indf¢ring af Cys mellem position 135 og 138 fra den N-
terminale ende, foretrukkent i position 137. Adskillige
derivater af IFN-r, hvori C-terminale aminosyrer var de-
leteret og Met i position 137 erstattet med Cys, har vist
sig at have forgget varmestabilitet og specifik aktivi-

tet.

Den foreliggende opfindelse angdr hidtil ukendte deriva-
ter af humant IFN-r-polypeptid, hvori visse aminosyrer
fra humant IFN-r-polypeptid er fjernet, og visse amino-
syrer, forskellige fra navnte aminosyrer, er erstattet
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med andre aminosyrer. De hidtil ukendte derivater har hgj
IFN-r-aktivitet og forventes at blive nyttige som lage-
midler, sdsom antivirale og antitumore midler.

Pa tegningen viser:

Fig. 1 et diagram for konstruktionen af plasmid pGVT137.
Som steder for Hinfl og Tagql er kun angivet de, der
anvendes til konstruktionen.

<.

Fig. 2 er et diagram for konstruktionen af plasmid pGNC5.
Som steder for Taql er kun angivet de, der anvendes til

konstruktionen.

Fig. 3 er et diagram for konstruktionen af plasmid pGNB4.
Som steder for Tagl er kun angivet de, der anvendes til
konstruktionen.

Fig. 4 er et diagram for konstruktionen af plasmid pGNA3.
Som steder for Tagl er kun angivet de, der anvendes til
konstruktionen.

Det tilsigtes med den foreliggende opfindelse at tilveje-
bringe et rekombinant plasmid, hvori inkorporeres en DNA
kodende for et hidtil ukendt derivat af humant IFN-7», en
mikroorganisme indeholdende plasmidet, en fremgangsmade
til fremstilling af et hidtil ukendt derivat af humant
IFN-r-polypeptid under anvendelse af mikroorganismen og
derivatet af humant IFN-r-polypeptid som sadant.

Konstruktionen af det rekombinante plasmid udf¢res ved
som udgangsmateriale at anvende CDNA opndet fra

messenger-RNA kodende for IFN-r ved rekombinant DNA
teknologi eller kromosomal DNA kodende for IFN-~r.

I den foreliggende opfindelse kan en vilkarlig human IFN-
r~CDNA anvendes, og pIFNr-G4 er szrlig foretrukket.
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Escherichia coli indeholdende pIFNr-G4 er blevet depone-
ret i American Type Culture Collection, USA under beteg-

nelsen ATCC 39123.

DNA-sekvensen i IFN-r-DNA i pIFN7-G4 blev bestemt ved
metoden ifglge Maxam og Gilbert [Proc. Natl.. Acad. Sci.,
USA, 74, 560 (1977)] og er vist i tabel 1.



DK 164108 B

TABEL 1

CACATTGTTCTGATCATCTGAAGATCAGCTATTAGAAGAGAAAGATCAGT TAAGTCCTTTGGACCTGATCAGCTTGATACAAGAACTACTGATTT

-20
met lys tyr thr ser tyr ile leu ala phe gln leu cys ile val leu
CAACTTCTTTGGCTTAATTCTCTCGGAAACG ATG AAA TAT ACA AGT TAT ATC TTG GCT TTT CAG CTC TGC AIC GTT TT6

1 10 20
gly ser leu gly CYS TYR CYS GLN ASP PRO TYR VAL [GLN} GLU ALA GLU ASN LEU LYS LYS TYR PHE ASN ALA
- 66T TCT CTT GGC'{GT TAC TGC CAG GAC CCA TAT GTA GAA GCA GAA AAC CTT-AAG AAA TAT TTT AAT GCA

30 40
GLY HIS SER ASP VAL ALA ASP ASN GLY THR LEU PHE LEU GLY ILE LEU LYS ASN TRP LYS GLU GLU SER ASP
GGT CAT TCA GAT GTA GCG GAT AAT GGA ACT CTT TTC TTA GGC ATT TTG AAG AAT TGG AAA GAG GAG AGT GAC

90 60
ARG LYS ILE MET GLN SER GLN ILE VAL SER PHE TYR PHE LYS LEU PHE LYS ASN PHE LYS ASP ASP GLN SER
AGA AAA ATA ATG CAG AGC CAA ATT 6TC TCC TTT TAC TTC AAA CTT TTT AAA AAC TIT AAA GAT GAC CAG AGC

70 80 a0
ILE GLN LYS SER VAL GLU THR ILE LYS GLU ASP MET ASN VAL LYS PHE PHE ASN SER ASN LYS LYS LYS ARG
ATC CAA AAG AGT GTG GAG ACC ATC AAG GAA GAC ATG AAT GTC AAG TTT TTC AAT AGC AAC AAA AAG AAA CGA

! 100 110
ASP ASP PHE GLU LYS LEU THR ASN TYR SER VAL THR ASP LEU ASY VAL GLN ARG LYS ALA ILE HIS GLU LEU
GAT GAC TTC GAA AAG CTG ACT AAT TAT TCG GTA ACT GAC TTG AAT GTC CAA CGC AAA GCA ATA CAT GAA CIC

120 130 140
ILE GLN VAL MET ALA GLU LEU SER PRO ALA ALA LYS THR GLY LYS ARG LYS ARG SER GLN MET LEU PHE JAR
ATC CAA GTG ATG GCT GAA CTG TCG CCA GCA GCT AAA ACA GGG AAG CGA AAA AGE AGT CAG ATG CTG TIT %g?

146
GLY ARG ARG ALA SER GLN
GGT CGA AGA GCA TCC CAG TAA TGSTTGTCCTGCCTGCAATATTTGAATTTTAAATCTAAATCTATTTATTAATATITAACATTATTTA

TATGGGGAATATATTTTTAGACTCATCAATCAAATAAGTATTTATAATAGCAACTTTTGTGTAATGAAAATBAATATCTATTAATATATGTATTA
TTTATAATTCCTATATCCTGTGACTGTCTCACTTAATCCTTTGTTTTCTGACTAATTAGGCAAGGCTATGTGATTACAAGGCTTTATCTCAGEGS
CCAACTAGGCAGCEAACCTAAGCAAGATCCCATGGGTTGTGTGTTTATTTEACTTGATGATACAATGAACACTTATAAGTGAAGTGATACTATEC

AGTTACTA CCCCCCE~------
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Sammenligning mellem den humane IFN-r-cDNA i pIFNr-G4 og
den kendte IFN-r-cDNA [R. Devos, et al., Nucleic Acids
Research, 10, 2487 (1982)] viser fplgende. Den forste
base af den triplet, der koder for den 9. aminosyre fra
den N-terminale ende i det modne humane IFN-r-polypeptid,
lysin, er i den kendte cDNA adenin (A) [R. Davos, et al.,
Nucleic Acids Research, 10, 2487 (1982)]. Pa den anden
side, da den tilsvarende base i pIFNr-G4 cDNA er cytosin
(C),/er den 9. aminosyre fra den N-terminale ende af det
humane IFN-r~polypeptid, indkodet af pIFNr-G4 cDNA, glu-
tamin og ikke lysin. Det er derfor indlysende, at pIFNr-
G4 koder for et hidtil ukendt humant IFN-r-polypeptid.

Derivater af IFN-r opndet ved deletion eller udskiftning
af aminosyrer i IFN-r vist i tabel 1 er ogsa hidtil

ukendte IFN-r-derivater.

Som det plasmid, der skal inkorporere en DNA kodende for
IFN-r-derivat, kan et vilkdrligt plasmid anvendes, sa
lenge det deri inkorporerede DNA Kkan udtrykkes i
Escherichia coli. Foretrukkent kan anvendes ef plasmid,
hvori en fremmed DNA kan indsazttes nedstr¢ms for en egnet
promoter, sdsom tryptophan-promoter (Ptrp)' lac-promoter
eller PL—promoter af Aa-fag, og langden mellem Shine-
Dalgarno-sekvens (i det fglgende benavnt SD-sekvens) og
initieringscodon (ATG) indstilles, f.eks. til 6-18 base-~
par. Foretrukne eksempler er pKYP10, pKYP1l og pKYPl2,
som blev konstrueret af opfinderne til den foreliggende
opfindelse (japansk offentliggjort wuunders¢gt patent-
anse¢gning nr. 110600/83).

Som vist pa fig. 1 kl¢ves pGBDl (referenceeksempel 1) med
BamHI og Taql, og nedbrydningsproduktet renses ved poly-
acrylamidgelelektroforese [A.M. Maxam, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 74, 560 (1977)] til opnaelse af et
DNA-fragment pa ca. 310 basepar (i det fglgende benzvnt

bp).
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Derpd klgves pGKA2 (referenceeksempel 2) med HindIII og
HinfI, og et DNA-fragment pa ca. 400 bp indeholdende en
stor del af IFN-r strukturgenet opnds ved polyacrylamid-
gelelektroforese.

pKYP10 (japansk offentliggjort uunders¢gt patentansggning
nr. 110600/83) klgves med HindIII og BamHI til opndelse
af et DNA-fragment pa ca. 4,3 kb indeholdende en trypto-
phan-promoter. For at opnd et IFN-r derivat, hvori amino-
syré;'i position 137 af det modne humane IFN-r-polypep-
tid, Met, er erstattet med Cys, og aminosyrerne i posi-
tionerne 138-146 er deleteret, syntetiseres den i det
fplgende viste DNA-linker separat.

HinfI 135 136 137  BglII Tagl
Ser Gln CYS termination
5''AGTCAGTGCTAAGATCTT| 3
3'GTCACGATTCTAG1AAG015'

De rensede DNA-fragmenter og den syntetiske DNA-linker
ligeres med T4 DNA-ligase til opndelse af det rekombi-
nante plasmid pGVT137, der er vist pa fig. 1. Plasmidet
koder for IFN-r-derivatet [137-Cys-IFN-r-(4al138-146)], der
har Cys som aminosyren i position 137 og ikke har amino-

syrerne i positionerne 138-146.

For at konstruere det rekombinante pGNC5, der koder for
derivatet [1-Ser-137-Cys-IFN-r-(4138-146)], skares pGVL10
derpd (referenceeksempel 4) med HindIII og Tagl, og et
DNA-fragment pad ca. 300 bp opnds. Separat skares pGVT137
DNA opndet i eksempel 1 med BglII og Tagl henholdsvis
HindIII og BglII til opndelse af DNA-fragmenter pa ca.
130 bp og ca. 4,6 kb. DNA-fragmenterne ligeres med T4 DNA
ligase til opndelse af det rekombinante plasmid pGNC5,

der er vist pa fig. 2.
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Det rekombinante plasmid pGNB4, der koder for 3-Ser-137-
Cys-IFN-r-(A138-146), og det rekombinante plasmid pGN3,
der koder for 1,3 Ser-137-Cys-IFN-r-(A138-146), konstru-
eres efter samme metode som beskrevet i det foregdende
med den undtagelse, at plasmiderne pGVM10l (fig. 3) og
pGVK13 (fig. 4) anvendes som kilde for DNA- kodende for
den N-terminale del af IFN-r.

De reaktionsbetingelser, der kraves for den rekombinante
DNA %éknologi som beskrevet i det foregdend€, er alminde-

ligvis som fo¢lger.

Nedbrydning af DNA med restriktionsenzymer udfgres sad-
vanligvis ved omsatning af 0,1 til 20 ug DNA med 0,1 til
100 enheder, foretrukkent 1 til 3 enheder restriktions-
enzym pr. 1 ug DNA i en blanding af 2 til 200 mM, fore-
trukkent 10 til 40 mM Tris-HC1 (pH 6,0-9,5, foretrukkent
pH 7,0-8,0), 0 til 200 mM NaCl og 2 til 20 mM, foretruk-
kent 5 til 10 mM MgCl, ved 20 til 70 °C (optimal tempera-
tur afhanger af anvendte restriktionsenzymer) i 15 minut-
ter til 24 timer. Reaktionen standses sadvanligvis ved
opvarmning til 55-75 °C i 5-30 minutter eller ogsad ved
inaktivering af restriktionsenzymet med et reagens, sdsom
phenol eller diethylpyrocarbonat.

Rensning af DNA-fragmenterne dannet ved nedbrydning med
restriktionsenzymer udfgres ved agarosegelelektroforese
under anvendelse af agarosegel, der gelerer ved lav tem-
peratur [L. Wieslander, Analytical Biochemistry 98, 305
(1979), i det folgende benzvnt LGT-metoden] eller poly-
acrylamidgelelektroforese.

Ligering af DNA-fragmenterne udf¢res med 0,3-10 enheder
T4 DNA-ligase i en blanding af 2-200 mM, foretrukkent 10-
40 mM, Tris-HCl (pH 6,1-9,5, foretrukkent 7,0-8,0), 2-20
mM, foretrukkent 5-~10 mM MgClz, 0,1-10 mM, foretrukkent
0,5-2,0 mM ATP og 1-50 mM, foretrukkent 5-10 mM dithio-
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threitol ved 1-37 °C, foretrukkent 3-20 °C i 15 minutter
til 72 timer, foretrukkent 2-20 timer. Den rekombinante
plasmid-DNA dannet ved ligeringsreaktionen indfgres i
Escherichia coli ved transformationsmetoden ifglge Cohen
et al. [S.N. Cohen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA,
69, 2110 (1972)], om ngdvendigt. Isolation af den rekom-
binante plasmid-DNA fra Escherichia coli indeholdende
DNA'en udfgres ved den metode, der er beskrevet i
eksempel 1, eller metoden ifglge Birnboim, et al. [H.C.
Birnibim, et al., Nucleic Acids Research, 7, 1513
(1979)]. Plasmid-DNA nedbrydes med 1-10 typer restrik-
tionsendonukleaser, og Kkl¢gvningsstederne undersgges ved
agarosegelelektroforese eller polyacrylamidgelelektro-
forese. Om n¢dvendigt unders¢ges DNA-sekvensen af DNA'en
yderligere ved Maxam-Gilbert sekventeringsmetoden [Proc.
Natl. Acad. Sci., USA, 74, 560 (1977)].

De rekombinante plasmider kan fremstilles under de i det

foregdende beskrevne betingelser.

Derivatet af IFN-7-polypeptid ifglge opfindeléen frem-
stilles ved fgplgende metode.

Escherichia coli K-12 HB101l transformeres med et plasmid,
sdsom pGVA4, og en Escherichia coli~stamme indeholdende
pGVA4 udvelges fra de ampicillinresistente (i det £f¢l-
gende benavnt ApR) kolonier. Escherichia coli~-stamme
indeholdende pGVA4 dyrkes i et medium til fremstilling af
et derivat af IFN-r-polypeptid i mediet.

Som medium kan der enten anvendes et syntetisk medium
eller et naturligt medium, sa laznge det er egnet til
dyrkning af Escherichia coli og produktionen af IFN-7-

polypeptidderivatet.

Som carbonkilde kan der f.eks. anvendes glucose, fructo-

se, lactose, glycerol, mannitol og sorbitol.
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Som nitrogenkilde der kan der f.eks. anvendes NH4C1,
(NH4)ZSO4, casaminosyre, gerekstrakt, polypepton, kpd-~

ekstrakt, "Bactotrypton" og majsstgbevaske.

Desuden kan der anvendes naringsstoffer, sdsom KZHPO 4
KH2P04, NaCl, MgSO4, vitamin Bl og MgClz.
Dyrkningen udf¢res ved pH 5,5 til 8,5 og ved 18 til 40 °C

med luftning og omr¢ring.

~

Efter dyrkning i 5-90 timer akkumuleres derivatet af
humant IFN-r-polypeptid i dyrkede celler. De indsamlede
celler behandles med lysozym, s¢nderdeles ved gentagen
frysning og optgning og underkastes centrifugering. Den
sdledes opndede ovenliggende vaske underkastes ekstrak-
tion efter en konventionel metode til ekstraktion af

polypeptider til udvinding af polypeptidet.

Bestemmelse af den humane IFN-r-aktivitet udfgres efter
metoden ifglge Armstrong [J.A. Armstrong, et al., Appl.
Microbiol. 21, 723-725 (1971)].

Visse specifikke udfgrelsesformer for den foreliggende

opfindelse forklares narmere ved hjzlp af de efterfglgen-

de eksempler.

EKSEMPEL 1

Konstruktion af rekombinant plasmid pGVT137 kodende for
137-Cys-IFN~-7-(2138-146)

10 ug pGBD1-DNA opnaet i referenceeksempel 3 blev oplgst
i 50 ul (totalvolumen) af en oplgsning bestdende af 20 mM
Tris~HCl (pH 7,5), 10 mM MgClz, 10 mM dithiothreitol og
100 mM NaCl (i det fglgende benzvnt "Y-100 bufferople¢s-
ning"). Derpd tilsattes 20 enheder restriktionsenzym
BamHI (produkt fra Takara Shuzo Co., ligesom alle i det
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felgende anvendte restriktionsenzymer er produkter fra
Takara Shuzo Co. med mindre andet er angivet), og ned-
brydningsreaktionen blev udf¢rt ved 37 °C i 3 timer. Der-
efter blev der tilsat 20 enheder restriktionsenzym TaqI,
og nedbrydningsreaktionen foregik ved 65 °C i 2 timer.
Ca. 0,5 ug af et DNA-fragment pd ca. 310 bp - indeholdende
3'-non~translationalt omrdde blev opndet fra reaktions-
oplgsningen ved polyacrylgelelektroforese.

Sepa;ét blev 10 ug pGKA2-DNA opndet i refer@&nceeksempel 2
oplgst i 50 ul (totalvolumen) af en oplgsning indehol-
dende Y-100 pufferoplgsning, og 20 enheder af hvert af
restriktionsenzymerne HindIII og HinflI blev sat til op-
lgsningen. Nedbrydningsreaktionen blev udfegrt ved 37 °C i
3 timer. Et DNA-fragment pa ca. 400 bp indeholdende en
stor del af IFN-r-strukturgenet blev opndet fra reak-
tionsoplgsningen ved polyacrylamidgelelektroforese. 3 ug
PKYP10 fremstillet ved fremgangsmaden beskrevet i japansk
offentliggjort uunders¢gt patentansggning nr. 110600/83
blev oplgst i 40 ul (totalvolumen) af en oplgsning inde-
holdende Y-100 pufferoplgsning, og 6 enheder af hvert af
restriktionsenzymerne HindIII og BamHI blev sat til op-
lpsningen. Nedbrydningsreaktion blev udfert ved 37 °C i 3
timer. 1,8 pg af et DNA-fragment pad ca. 4,3 kb indehol-
dende en tryptophan-promoter (Ptrp) blev opnaet fra reak-
tionsoplgsningen ved LGT-metoden. Separat blev fglgende
DNA-linker syntetiseret for at zndre den 137. aminosyre
(Met) i det modne humane IFN-r-polypeptid til Cys og for
at give en terminal codon (TAA), ngdvendig til afslutnin-
gen af udtrykkelsen, umiddelbart efter aminosyre nr. 137,

Cys.
HinfI 135 136 137 BglII Taql
Ser Gln CyS temination ,
5Sf"AGTCAGI|TGC|lTAA|lGATCT T 3! 18-mer

3'/GTCACGATTCTAG|AAGC|5' 17-mer
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To enkeltkadede DNA'er, en 18-mer og en l17-mer, blev syn-
tetiseret ved en konventionel triestermetode [R. Crea, et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 75, 5765 (1978)]. Derpad
blev 2 ug af sdvel den 18-mere som den 17-mere DNA oplgst
i 50 ul (totalvolumen) af en oplgsning indeholdende 50 mM
Tris-HCl (pH 7,5), 10 mM MgClz, 5 mM dithiothreitol, 0,1
mM EDTA og 1 mM ATP. 30 enheder T4 polynukleotidkinase
(produkt fra Takara Shuzu Co.) blev tilsat, og phospho-
ryleringsreaktion blev udfe¢rt ved 37 °C i 60 minutter. '
Derpd blev 0,5 ug af Taql-BamHI-fragmentet pa ca. 310 bp
afledt fra pGBD1, 0,5 ug af HindIII-HinfI-fragmentet pd
ca. 400 bp afledt fra pGKA2 og 1,0 wg af HindIII-BamHI-
fragmentet pd ca. 4,3 kb af udtrykkelsesvektoren pKYP1O,
som opnaet i det foregdende, oplgst i 25 ul T4 ligase-
pufferoplgsning. Ca. 0,1 ug af den i det foregdende
navnte DNA-linker blev sat til blandingen efterfulgt af
tilsatning af 6 enheder T4 DNA-ligase. Ligeringsreaktion

blev udfgrt ved 4 °C i 17 timer.

Escherichia coli HB101l blev transformeret under anvendel-
se af den resulterende rekombinante plasmidblanding til

opnaelse af en APR koloni.

Plasmid pGVT137 vist p& fig. 1 blev isoleret fra dyrk-
ningsbouillonen for kolonien. Strukturen af pGVT137 blev
bekraftet ved nedbrydning med EcoRI, Clal, BglII og BamHI
og agarosegelelektroforese. Det blev bekrazftet ved meto-
den ifplge [A.M. Maxam et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA, 74, 560 (1977)], at DNA-sekvensen omkring HinfI-Taql
i plasmidet pGVT137 var som fglger:

HinfI 135 136 137 BglIl Taql
Ser Gln CYS uzninltionL
AGTCAGTGCTAAIGATCTT

GTCACGATTCTAGlAAGCl
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Det humane IFN-r-polypeptidderivat, som pGVT137 koder for
[derivatet kaldes 137-Cys-IFN-7(4138-146)], er klart for-
skelligt fra det kendte humane IFN-r-polypeptid derved,
at den 137. aminosyre (Met) i det modne humane IFN-7r er
erstattet med Cys, og de 9 aminosyrer fra den C-terminale
ende, aminosyre 138 (Leu) til 146 (Gln) er deleteret.

Escherichia coli stamme indeholdende plasmid pGVT137 er
blevet A deponeret hos Fermentation Research Institute,
Ageﬁay'bf Industrial Science and Technology (i det fe¢l-
gende benzvnt FRI) som Escherichia coli IGVT137 (FERM BP-
547).

EKSEMPEL 2

Konstruktion af rekombinant plasmid pGNC5 kodende for 1-
Ser-137-Cys-1FN-7(A138-146):

10 ng pGVL10 DNA opnaet i referenceeksempel 4 blev oplgst
i 50 ul Y-100 pufferoplgsning. 20 enheder restriktions-
enzym HindIII blev tilsat, og nedbrydningsreaktion blev
foretaget ved 37 °C i 3 timer. Derpa blev der tilsat 20
enheder restriktionsenzym Taqgl, og nedbrydningsreaktion
blev udfert ved 65 °C i 2 timer. Der blev opndet ca. 0,5
ng af et DNA-fragment pd ca. 300 bp indeholdende det 5'-
terminale omrdde af IFN-r strukturgenet ud fra reaktions-
oplgsningen ved polyacrylamidgelelektroforese.

Separat blev 10 ug pGVT137 opndet i eksempel 1 oplgst i
50 ul Y-100 pufferoplg¢sning, og 20 enheder restriktions-
enzym BglII blev tilsat. Nedbrydningsreaktionen blev ud-
fort ved 37 °C i 3 timer. Derpa blev 20 enheder restrik-
tionsenzym Taql tilsat, og nedbrydningsreaktionen blev
udfort ved 65 °C i 2 timer. Der blev opnaet ca. 0,4 ug af
et DNA-fragment pa ca. 130 bp indeholdende det 3'-termi-
nale omrade af IFN-r strukturgenet fra reaktionsoplgsnin-

gen ved polyacrylamidgelelektroforese.
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Separat blev 5 ug plasmid pGVT137 DNA oplgst i 50 ul Y-
100 pufferoplgsning, og 10 enheder af hvert af restrik-
tionsenzymerne HindIII og BglII blev tilsat. Nedbryd-
ningsreaktionen blev foretaget ved 37 °C i 3 timer.

Ca. 2,0 ug af et DNA-fragment pd ca. 4,6 kb indeholdende

det 3'-non-translationale omréde og P blev opnaet fra

trp
reaktionsoplgsningen ved LGT-metoden.

Derbé.blev 0,4 ug af HindIII-Taql fragmentet (ca. 300 bp)
afledt fra pGVL10, 0,5 ug af BglII-Taql fragmentet (ca.
130 bp) afledt fra pGVT137 og 1,0 wug af HindIII-BglII
fragmentet (ca. 4,6 kb) afledt fra det samme plasmid, som
var opndet i det foregdende, ople¢st i 25 ul T4 ligase-
pufferoplgsning. 6 enheder T4 DNA-ligase blev tilsat, og
ligeringsreaktion blev udfe¢rt ved 4 °C i 17 timer.

Escherichia coli stamme HB101l blev transformeret med den
resulterende rekombinante plasmidblanding til opndelse af

en ApR koloni.

Plasmid pGNC5, der er vist pd fig. 2, blev isoleret fra
dyrkningsbouillonen for kolonien. Strukturen af pGNC5
blev bekraftet ved nedbrydning med HindIII, EcoRI, BlglI,
Clal og BamHI og agarosegelelektroforese. Det blev be-
kreftet ved Maxam-Gilbert-metoden, at DNA-sekvensen om-

kring HindIII-Sinl var som f¢lger:

SinI
"HindIII Met Ser " Tyr Cys Gln | Asp

lA GCTTATGTCTTACTGCCAG|GAC

og at DNA-sekvensen omkring HinfI-Taql var som fglger:
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HinfI BglII Taql
135 136 137
Ser Gln Cys temination

AGTCAGTGCTAAGATCTTICG
' v

Det humane IFN-r-polypeptidderivat, som pGNC5 koder for
[derivatet kaldes 1-Ser-137-Cys-IFN-r(al38-146)], er
klart forskelligt fra det kendte humane IFN-r-polypeptid
derved, at den 1. aminosyre (Cys) i det modne humane IFN-
r er erstattet med Ser, aminosyre 137 (Met) er erstattet
med” Cys, og de 9 aminosyrer fra den C-terminale ende,
aminosyre 138 (Leu) til aminosyre 146 (Gln), er delete-
ret. Escherichia coli stamme indeholdende plasmid pGNCS
er blevet deponeret hos FRI som Escherichia coli IGNC5
(FERM BP-550)

EKSEMPEL 3

Konstruktion af rekombinant plasmid pGNB4 kodende for 3-

Ser-137-Cys-IFN-7(A138-146):

10 ug pGVM10l DNA opndet i referenceeksempel 5 blev op-
lpst i 50 ul Y-100 pufferople¢sning. 20 enheder restrik-
tionsenzym HindIII blev tilsat, og nedbrydningsreaktion
blev foretaget ved 37 °C i 3 timer. Derpa blev der tilsat
20 enheder restriktionsenzym TaqI, og nedbrydningsreak-
tionen blev udfgrt ved 65 °C i 2 timer. Der blev opnaet
ca. 0,5 ug af et DNA-fragment pa ca. 300 bp indeholdende
det 5'-terminale omrdde af IFN-r-strukturgenet fra reak-
tionsoplesningen ved polyacrylamidgelelektroforese.

Separat blev 10 ug pGVT137 opndet i eksempel 1 opl¢gst i
50 ul Y-100 pufferoplgsning, og 20 enheder restriktions-
enzym BglII blev tilsat. Nedbrydningsreaktionen blev ud-
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fort ved 37 °C i 3 timer. Derpd blev 20 enheder restrik-
tionsenzym Taql tilsat, og nedbrydningsreaktionen blev
udfert ved 65 °C i 2 timer. Der blev opnaet ca. 0,4 ung af
et DNA-fragment pd ca. 130 bp indeholdende det 3'-termi-
nale omrade af IFN-r-strukturgenet fra reaktionsopl¢snin-

gen ved polyacrylamidgelelektroforese.

Separat blev 5 ug plasmid pGVT137 DNA oplgst i 50 ul Y-
100 pufferoplg¢sning, 10 enheder af hvert af restrik-
tion;énzymerne HindIII og BglII blev tilsat. Nedbryd-
ningsreaktionen blev foretaget ved 37 °C i 3 timer.

Ca. 2,0 ug af et DNA-fragment pa ca. 4,6 kb indeholdende

det 3'-non-translationale omrdde og P blev opndet fra

reaktionsoplgsningen ved LGT-metoden.

trp

Derpd blev 0,4 ug af HindIII-Tagl fragmentet (ca. 300 bp)
afledt fra pGVM10l, 0,5 ng af BglII-Taql fragmentet (ca.
130 bp) afledt fra pGVT137 og 1,0 ug af HindIII-BglII
fragmentet (ca. 4,6 kb) afledt fra det samme plasmid, som
blev opndet i det foregdende, oplgst i 25 ul T4 ligase-
pufferople¢sning. 6 enheder T4 DNA-ligase blev tilsat, og
ligeringsreaktion blev udfgrt ved 4 °C i 17 timer.

Escherichia coli stamme HB10l blev transformeret med den
resulterende rekombinante plasmidblanding til opndelse af

en ApR koloni.

Plasmid pGNB4, vist i fig. 3, blev isoleret fra dyrk-
ningsbouillonen for kolonien. Strukturen af pGNB4 blev
bekraftet ved nedbrydning med HindIII, EcoRI, BlgII, Clal
og BamHI og agarosegelelektroforese. Det blev bekraftet
ved Maxam-Gilbert-metoden, at DNA-sekvensen omkring

HindIII-Sinl i pGNB4 var som f¢lger:
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) SinI
HindIII Met Cys Tyr Ser Gln | Asp

IA GCTTATGTGCTACTCTCAG|GAC

og at DNA-sekvensen omkring HinfI-Taql var som fg¢lger:

h

—_—

HinfI BglII Taql
CYS termination
AGTCAGTGCTAAI|IGATCTTICG

Det humane IFN-r-polypeptidderivat, som pGNB4 koder for
[derivatet kaldes 3-Ser-137-Cys-IFN-r(al138-146)], er
klart forskelligt fra det kendte humane IFN-r~-polypeptid
derved, at den 3. aminosyre (Cys) i det modne humane
IFN-r er erstattet med Ser, aminosyre 137 (Met) er
erstattet med Cys, og de 9 aminosyrer fra den C-terminale
ende, aminosyre 138 (Leu) til aminosyre 146 (Gln), er
deleteret. Escherichia coli stamme indeholdende plasmid
pGNB4 er blevet deponeret hos FRI som Escherichia coli
IGNB4 (FERM BP-549)

EKSEMPEL 4

Konstruktion af rekombinant plasmid pGNA3 kodende for
1,3-Ser-137-Cys-IFN-7(A138-146):

10 ug pGVK13 DNA opndet i referenceeksempel 6 blev oplgst
i 50 ul Y-100 pufferoplgsning. 20 enheder restriktions-
enzym HindIII blev tilsat, og nedbrydningsreaktion blev
foretaget ved 37 °C i 3 timer. Derpd blev 20 enheder re-
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striktionsenzym Taql tilsat, og nedbrydningsreaktionen
blev udfert ved 65 °C i 2 timer. Der blev opndet ca. 0,5
ug af et DNA-fragment pa ca. 300 bp indeholdende det 5'-
terminale omrade af IFN-r-strukturgenet fra reaktionsop-

l¢sningen ved polyacrylamidgelelektroforese.

Separat blev 10 ung pGVT137 opndet i eksempel 1 oplgst i
50 ul Y-100 pufferople¢sning, og 20 enheder restriktions-
enzym BglII blev tilsat. Nedbrydningsreaktionen blev ud-
f¢rt<ved 37 °C i 3 timer. Derpad blev 20 enheder restrik-
tionsenzym Taql tilsat, og nedbrydningsreaktionen blev
udfert ved 65 °C i 2 timer. Der blev opndet ca. 0,4 ng af
et DNA-fragment p& ca. 130 bp indeholdende det 3'~-termi-
nale omrade af IFN-r-strukturgenet fra reaktionsopl¢snin-

gen ved polyacrylamidgelelektroforese.

Separat blev 5 ug plasmid pGVT137 DNA oplest i 50 wnl Y-
100 pufferoplegsning, 10 enheder af hvert af restrik-
tionsenzymerne HindIII og BglII blev tilsat. Nedbryd-
ningsreaktionen blev foretaget ved 37 °C i 3 timer.

Ca. 2,0 ug af et DNA-fragment pd ca. 4,6 kb indeholdende
det 3'-non-translationale omrade og Ptrp blev opnaet fra

reaktionsoplgsningen ved LGT-metoden.

Derpd blev 0,4 ug af HindIII-Taql fragmentet (ca. 300 bp)
afledt fra pGVK13, 0,5 ug af BglII-Taql fragmentet (ca.
130 bp) afledt fra pGVT137 og 1,0 ug af HindIII~-BglII
fragmentet (ca. 4,6 kb) afledt fra det samme plasmid, som
blev opndet i det foregdende, ople¢st i 25 ul T4 ligase-
pufferoplesning. 6 enheder T4 DNA-ligase blev tilsat, og
ligeringsreaktion blev udfgrt ved 4 °C i 17 timer.

Escherichia coli stamme HB101l blev transformeret med den
resulterende rekombinante plasmidblanding til opnaelse af

en ApR koloni.
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Plasmid pGNA3, vist i fig. 4, blev isoleret fra dyrk-
ningsbouillonen for kolonien. Strukturen af pGNA3 blev
bekraftet ved nedbrydning med HindIII, EcoRI, BlgII, Clal
og BamHI og agarosegelelektroforese. Det blev bekraftet
ved Maxam-Gilbert-metoden, at DNA-sekvensen omkring
HindIII-Sinl i pGNA3 var som fglger:

SinI
HindIII Met Ser Tyr Ser Gln | Asp

IA GCTTATGTCTTACTCTCAG|GAC

og at DNA-sekvensen omkring HinfI-Taql var som fglger:

HinfI BglII, Taqgl
135 136 137
Ser Gln CYS temination
AGTCAGTGCTA AVG ATCTTICG

! R

Det humane IFN-r-polypeptidderivat, som pGNA3 koder for
[derivatet Kkaldes 1,3-Ser-137-Cys-IFN-r(Aal138-146)], er
klart forskelligt fra det kendte humane IFN-r-polypeptid
derved, at den 1. og den 3. aminosyre (Cys) i det modne
humane IFN-r er erstattet med Ser, aminosyre 137 (Met) er
erstattet med Cys, og de 9 aminosyrer fra den C-terminale
ende, aminosyre 138 (Leu) til aminosyre 146 (Gln), er
deleteret. Escherichia coli stamme indeholdende plasmid
PGNA3 er blevet deponeret hos FRI som Escherichia coli
IGNA3 (FERM BP-548).

EKSEMPEL 5

Produktion af IFN-r derivater med Escherichia coli stam-
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mer indeholdende pGVT137, pGNC5, pGNB4 og pGNA3

Escherichia coli HBl10l-stammer indeholdende rekombinante
plasmider pGVT137, pGNC5, pGNB4 og pGNA3 opndet i eksem-
pel 1-4, som kaldes henholdsvis IGVT137, IGNC5, IGNB4 og
IGNA3, blev dyrket ved 37 °C i 18 timer i LG-medium (10 g
trypton, 5 g gerekstrakt, 5 g NaCl, 2 g glucose, 1 liter
vand, indstillet til pH 7,0 med NaOH). 0,2 ml af dyrk-
ningsbouillonen blev inokuleret i 10 m1 MCG-medium (O0,6%
Na,HPO,, 0,3% KH,PO,, 0,5% NaCl, 0,1% NH,CI; 0,5% gluco-
se, 0,5% casaminosyre, 1 mM MgSO4, 4 pg/ml vitamin Bl’ pH
7,2) og dyrkning blev udfgrt ved 30 °C i 4-8 timer. Derpd
blev 10 ug/ml indolylacrylsyre (i det £f¢lgende benavnt
IAA), som er en inducer for tryptophan, tilsat, og dyrk-
ning blev fortsat i 2-12 timer. Dyrkningsbouillonen blev
centrifugeret ved 8000 omdr./min. i 10 minutter, og de
hgpstede celler blev vasket med en pufferoplgsning inde-
holdende 30 mM NaCl og 30 mM Tris-HC1 (pH 7,5). Vaskede
celler blev suspenderet i 1 ml af pufferoplgsningen som
beskrevet i det foregdende, og 5 ul af en opl¢sning inde-
holdende 200 ug lysozym og 0,25 M EDTA (ethylendiamin-
tetraeddikesyre) blev tilsat. Blandingen fik lov at hen-
std ved 0 °C i 30 minutter, og frysning og opte¢gning blev
gentaget 3 gange for at s¢nderdele cellerne. De s¢nder-
delte celler blev centrifugeret ved 15000 omdr./min. i 30
minutter til opndelse af en overliggende vaske. Mazngden
af interferon i den overliggende vaeske blev bestemt efter
metoden ifglge Armstrong [J.A. Armstrong, et al., Appl.
Microbiol., 21, 723-725 (1971)], hvori Sindvis-virus blev
anvendt som virus, og FL-celler afledt fra humane amnion-
celler blev anvendt som dyrecellerne. Resultaterne er

vist i tabel 2.
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TABEL 2
IFN-7
Produkt, som (enheder/
Stamme Plasmid plasmidet koder for ml)
IGVT137 pGVT137  137-Cys-IFN-7(A138-146) 8 x 10%
IGNA3 DGNA3 1,3-Ser-137-Cys-IFN-7
| (a138-146) 8 x 10°
IGNB4 pGNB4 3-Ser-137-Cys-IFN-7 —
(A138-146) 1 x 10°
IGNC5 pGNC5 1-Ser-137-Cys-IFN-r
(A138-146) 5 x 10°
IGKA2 DGKA2 IFN-1 2 x 10°

IGKA2 er en stamme indeholdende plasmid pGKA2, der koder
for IFN-r.

EKSEMPEL 6
Eksperiment vedr¢rende varmestabilitet af IFN-r-deriva-

ter; 137-Cys-IFN-r(4a138-146), 1-Ser-137-Cys-IFN-7r(4138-
146), 3-Ser-137-Cys-IFN-7(a138-146) og 1,3-Ser-137-Cys-

IFN-7(4138-146)

Escherichia coli HB10l-stammer indeholdende rekombinante
plasmider pGVT137, pGNC5, pGNB4 og DGNA3 opnaet i eksem-
pel 1-4, som kaldes henholdsvis IGVT137, IGNC5, IGNB4 og
IGNA3, blev dyrket ved 37 °C i 18 timer i LG-medium. 0,2
ml af dyrkningsbouillonen blev inokuleret i 10 ml MCG-me-
dium, og der blev foretaget dyrkning ved 30 °C i 4-8 ti-
mer. Derpad blev 10 ug/ml IAA tilsat, og dyrkningen blev
fortsat i 2-12 timer. Dyrkningsbouillonen blev centrifu-
geret ved 8000 omdr./min. i 10 minutter, og de hg¢stede
celler blev vasket med 30 mM Tris-HCl (pH 7,5) pufferop-
lg¢sning indeholdende 30 mM NaCl. Vaskede celler blev
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suspenderet i 1 ml pufferoplgsning som beskrevet i det
foregdende, og 5 ul af en oplgsning indeholdende 200 aug
lysozym og 0,25 M EDTA blev tilsat. Blandingen fik lov at
henstad ved 0 °C i 30 minutter, og frysning og opt¢ning
blev gentaget 3 gange for at s¢nderdele cellerne. De s¢n-
derdelte celler blev centrifugeret ved 15000 omdr./min. i
30 minutter til opndelse af en overliggende vaske. Den
overliggende vaske blev opvarmet ved 50 °C i 1 time, og
den antivirale aktivitet af interferon blev bestemt efter
metoaén ifplge Armstrong til mdling af réstaktiviteten
(%).

Resultaterne er vist i tabel 3.

TABEL 3
Restaktivitet
Produkt som efter varmebe-
plasmidet handling ved 50°C
Stamme Plasmid koder for il time (%)
IGVT137 pGVT137 137-Cys-IFN-r
(A138-146) 81
IGNC5 PGNC5 1-Ser-137-Cys~IFN-r
(A138-146) 86
IGNB4 pGNB4 3-Ser-137-Cys-IFN-r
(A138-146) 98
IGNA3 pGNA3 1,3-Ser-137-Cys-IFN-r
(Aa138-146) 23
IGKA2 pPGKA2 IFN-1 25

Referenceeksempel 1

Indsatning af human IFN-s-DNA i udtrykkelsesvektoren
PKYP11l

I dette eksempel blev 6 ug plasmid pIFNr-G4 (3,6 Kkb)
oplgst i 50 ul (totalvolumen) af en oplgsning inde-
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holdende 20 mM Tris-HCl1 (pH 7,5), 10 mM MgClZ, 10 mM di-
thiothreitol og 50 mM NaCl. Derpd blev 12 enheder af
hvert af restriktionsenzymerne Pvull og HindIII tilsat,
og nedbrydningsreaktionen blev udf¢rt ved 37 °C i 2
timer. Reaktionsoplgsningen blev opvarmet ved 65 °C 17
minutter for at inaktivere enzymerne og underkastet rens-
ning ved LGT-metoden til opndelse af 1,2 ug af et DNA-
fragment pa 1,3 kb indeholdende human IFN-+-DNA.

Sepa}ét blev 4 ug pKYP1l oplgst i 40 ul (tofaivolumen) af
en oplgsning indeholdende 20 mM Tris-HCl1 (pH 7,5), 10 mM
MgClz, 20 mM dithiothreitol og 50 mM NaCl. 8 enheder
BamHI blev tilsat, og nedbrydningsreaktion blev udfort
ved 37 °C i 3 timer. Reaktionsoplgsningen blev opvarmet
ved 65 °C i 5 minutter for at inaktivere enzymet..Der-
efter blev 30 um af hvert af stofferne 4ATP, dCTP, dGTP
og dTTP tilsat, og 8 enheder Escherichia coli DNA poly-
merase I (Klenow fragment, produkt fra New England
Biolabs, 1 ul) blev tilsat. Udfyldningsreaktion blev ud-
fort ved 15 °C i 1 time, og reaktionsopl¢sningen blev op-
varmet ved 68 °C i 15 minutter for at inaktivere DNA
polymerase I. 10 enheder HindIII blev tilsat, og nedbryd-
ningsreaktion blev udfe¢rt ved 37 °C i 3 timer efterfulgt
af opvarmning ved 65 °C i 5 minutter for at inaktivere
HindIII. Nedbrydningsreaktionsoplgsningen af plasmid
pKYP1ll blev underkastet rensning ved LGT-metoden til op-
ndelse af 2,5 ug af et DNA-fragment pd ca. 4,7 kb inde-
holdende Ptrp'
Derpa blev 0,5 ng af DNA-fragmentet pad 1,3 kb indeholden-
de human IFN-r-DNA og 1,0 ug af DNA-fragmentet pa ca. 4,7
kb indeholdende Ptrp’
oplest i 20 ul af en oplgsning indeholdende 20 mM Tris-
HCl (pH 7,5), 6 mM MgClz, 5 mM dithiothreitol og 500 uM
ATP, og 4 enheder T4 DNA-ligase blev tilsat. Ligerings-
reaktion blev udfert ved 4 °C i 18 timer, og Escherichia
coli HB10l blev transformeret med den resulterende rekom-

som var opndet fra plasmid pKYPll,
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binante plasmidblanding ved konventionel teknik til op-
ndelse af en ApR koloni. Plasmid pGC7 blev skilt fra
dyrkningsbouillonen for kolonien. Strukturen af pGC7 blev
bekraftet ved nedbrydning med HindIII, Hpal, Sall, EcoRI
og Clal og agarosegelelektroforese. Escherichia coli
stamme indeholdende pGC7 er blevet deponeret hos FRI som
Escherichia coli IGC7 (FERM BP-497).

Referenceeksempel 2

Konstruktion af rekombinant plasmid pGKA2

I dette eksempel blev 6 ng af den pGC7 DNA, der blev op-~
ndet i referenceeksempel 1, oplgst i 50 ul (totalvolumen)
af en oplgsning indeholdende 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 10
mM MgClz, 10 mM dithiothreitol og 10 mM NaCl, og 12
enheder BstNI (produkt fra New England Biolabs) blev
tilsat. Der blev udfgrt reaktion ved 60 °C i 3 timer, og
reaktionsoplg¢sningen blev opvarmet ved 65 °C i 5 minutter
for at inaktivere BstNI. Derpd blev NaCl tilsat til en
endelig koncentration pa 150 mM, og 8 enheder Sall blev
tilsat. Nedbrydnignsreaktionen blev udf¢rt ved 37 °C i 3
timer. Reaktionsopl¢sningen blev igen opvarmet ved 65 °C
i 5 minutter for at inaktivere Sall og underkastet rens-
ning ved LGT-metoden til opndelse af ca. 0,8 ug af et
DNA-fragment pa& ca. 1125 bp indeholdende en stor del af
den humane IFN-r-DNA.

Separat blev 3 ug pKYP10 oplg¢st i 40 ul (totalvolumen) af
en oplgsning indeholdende 20 mM Tris-HCl1l (pH 7,5), 10 mM

, MgClz, 10 mM dithiothreitol og 100 mM NaCl. 6 enheder af

hvert af HindIII og Sall blev tilsat, og nedbrydnings-
reaktion blev udf¢rt ved 37 °C i 3 timer. Reaktions-
ople¢sningen blev opvarmet ved 65 °C i 5 minutter for at
inaktivere HindIII og Sall og underkastet rensning ved
LGT-metoden til opndelse af ca. 1,8 ug af et DNA~-fragment

pa ca. 4,1 kb indeholdende Ptrp‘
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Den N-terminale aminosyre i det modne humane IFN-7-poly-
peptid er Cys. For at udtrykke moden IFN-7-DNA er det
npdvendigt at tilvejebringe en initieringscodon (ATG)
lige f¢r den 5'-terminale codon TGT (Cys) og endvidere at
indstille langden mellem SD-sekvens nedstrgms fra Ptrp og
ATG til en passende langde pa 6-18 bp. Derfor blev
fplgende DNA-linker syntetiseret: :

HindIII ~ BstNI
l Met Cys Tyr Cys
5''AaGCTTATGITGTTACTGC C|[3' (18-mer)

3'1ATACACAATGACGG']_‘.‘5' (15-mer)

To enkeltkadede DNA'er, en 18-mer og en l5-mer, blev syn-
tetiseret ved en konventionel triestermetode. Derpd blev
2 ug af savel den 18-mere som den l5-mere DNA oplest i 20
ul (totalvolumen) af en opl¢gsning indeholdende 50 mM
Tris-HC1 (pH 7,5), 10 mM MgClz, 5 mM dithiothrgitol, 0,1
mM EDTA og 1 mM ATP. 30 enheder T4 polynukleotidkinase
(produkt fra Boehringer Mannheim GmbH) blev tilsat, og
phosphoryleringsreaktion blev udfgrt ved 37 °C i 60

minutter.

Derpd blev 2 ug af den phosphorylerede 18-mere DNA og den
phosphorylerede 15-mere DNA blandet, og blandingen blev
opvarmet ved 70 °C i 5 minutter og fik lov at hensta ved
stuetemperatur til annelering til opndelse af DNA-
linkeren med den i det foregdende angivne struktur.

0,4 ng af BstNI-Sall-fragmentet pa 1125 bp opnaet i det
foregéende og afledt fra pGC7 og 1,0 ug af DNA-fragmentet
péd 4,1 kb opndet ved nedbrydning af udtrykkelsesvektoren
pKYP10 med HindIII og Sall blev oplgst i 25 ul (total-
volumen) af en oplgsning indeholdende 20 mM Tris-HCl1 (pH
7,5), 6 mM MgClz, 5 mM dithiothreitol og 500 wm ATP. Ca.
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0,1 ug af den ovennzvnte DNA-linker blev sat til blan-
dingen efterfulgt af tilsaztning af 6 enheder T4 DNA-
ligase. Ligeringsreaktion blev udfgrt ved 4 °C i 17 ti-
mer. Escherichia coli HB10l blev transformeret under an-
vendelse af den resulterende rekombinante plasmidblanding
ved konventionel teknik til opndelse af en ApR koloni.
Plasmid pGKA2 som vist i fig. 1 blev isoleret fra dyrk-
ningsbouillonen for kolonien. Strukturen af pGKAZ blev
bekrzftet ved nedbrydning med EcoRI, Clal, HindIII, BstNI
og Sall og agarosegelelektroforese. Det blev bekraftet
ved Maxam-Gilbert-metoden, at DNA-sekvensen fra SD-
sekvensen (AAGG) til initieringscodonen (ATG) i plasmidet
pGKA2 var "AAGGGTATCGATAAGCTTATG".

Escherichia coli stamme indeholdende pGKA2 er blevet de-
poneret hos FRI som Escherichia coli IGKA2Z (FERM BP-496).

Referenceeksempel 3

Konstruktion af plasmid pGBDl med BamHI-skaringssted ned-

strgms fra IFN-r-genet

I dette eksempel blev 2 pg plasmid pIFNr-G4 (3,6 kb) op-
lest i 50 ul (totalvolumen) af en oplgsning indeholdende
20 mM Tris-HC1 (pH 7,5), 10 mM MgClz, 10 mM di-
thiothreitol og 50 mM NaCl (i det fg¢lgende benavnt "Y-50
pufferoplgsning"”). Derefter blev 4 enheder af restrik-
tionsenzymet Pvull tilsat, og nedbrydningsreaktion blev
udfert ved 37 °C i 2 timer. Nedbrydningsproduktet blev
underkastet rensning ved LGT-metoden til opndelse af 1
ng af et DNA-fragment (3,6 kb) af pIFNs-G4. 0,1 aug af
DNA-fragmentet og 5 pmol 5'-phosphoryleret BamHI-linker
(5'-pCCGGATCCGG-3', produkt fra Collaborative Research,
Inc.) blev ligeret ved 4 °C i 18 timer med 2 enheder T4-
ligase i 20 ul T4-ligasepufferople¢sning.
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Escherichia coli HB10l1 [Boliver, et al., Gene 2, 75
(1977)] blev transformeret under anvendelse af det séle-
des opnaede rekombinante plasmid-DNA ved metoden ifglge
Cohen et al. [S.N. Cohen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
UsA, 69, 2110 (1972)] til opnaelse af en ApR koloni.
Plasmid-DNA blev isoleret fra transformanten ved den
kendte metode [H.C. Birnboim, et al., Nucleic Acids Res.,
7, 1513 (1979)]. DNA blev nedbrudt med restriktions-
endonukleaser, sasom BamHI, dens struktur blev analyseret
for at Kkonstatere, at man havde opnaet rekombinant
plasmid pGBD1l, hvori BamHI-linker var indsat i Pvull-
stedet i pIFNv-G4. Escherichia coli stamme indeholdende
pGBD1 er blevet deponeret hos FRI som Escherichia coli
IGBD1 (FERM BP-394).

Referenceeksempel 4

Konstruktion af rekombinant plasmid pGVL10 kodende for
1-Ser-IFN-r

I dette eksempel blev 6 ug pGBDl, opndet i reference-
eksempel 3, oplgst i 50 wl ¥Y-50 pufferopl¢sning. 10 enhe-
der SinI blev tilsat, og nedbrydningsreaktionen blev
udfert ved 37 °C i 3 timer. Derpd blev der tilsat NaCl
til en slutkoncentration pa 100 mM, og 10 enheder BamHI
blev tilsat. Nedbrydnignsreaktionen blev udf¢rt ved 37 °c
i 3 timer. 0,8 ung af et DNA-fragment pad ca. 850 bp
indeholdende en stor del af den humane IFN-r-DNA blev op-
naet fra reaktionsopl¢sningen ved LGT-metoden.

Separat blev 3 ug pKYP10 DNA, fremstillet ved metoden som
beskrevet i japansk offentliggjort uunders¢pgt patentan-
spgning nr. 110600/83, oplgst i 40 ul (totalvolumen) Y-50
pufferoplgsning, og 5 enheder af hvert af HindIII og
BamHI blev tilsat. Nedbrydningsreaktion blev udfgrt ved
37 °C i 3 timer. Fra reaktionsoplg¢sningen blev der opnaet
ca. 1,8 ug af et DNA-fragment pa ca. 4,3 kb indeholdende
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tryptophan-promoter (Ptrp) ved LGT-metoden.

Modent humant IFN-r-polypeptid har den N-terminale
struktur Cys-Tyr-Cys-. For at @ndre den fg¢rste Cys til
Ser og for at tilvejebringe en initieringscodon ATG, der
er ngdvendig til udtrykkelse, lige f¢or f¢rste Ser, blev
fplgende DNA-linker syntetiseret:

HindIII SinI
Met Tyr Cys Gln
5'|AGCT TATG| TCT TAC TGC CAG|3' 20-mer

3' | ATAC AGA ATG ACG GTC CTG|5' 19-mer

To enkeltkadede DNA'er, en 20-mer og en 19-mer, blev syn-
tetiseret ved en konventionel triestermetode. Derpd blev
2 pg af savel den 20-mere som den 19-mere DNA oplgst i 40
nl (totalvolumen) af en oplgsning indeholdende 50 mM
Tris-HCl1 (pH 7,5), 10 mM MgClz, 5 mM dithiothreitol, 0,1
mM EDTA og 1 mM ATP. 30 enheder T4 polynukleotidkinase
blev tilsat, og phosphoryleringsreaktion blev udfert ved
37 °C i 60 minutter.

0,5 ug af SinI-BamHI-fragmentet pd ca. 850 bp afledt fra
pGBD1 og 1,0 pg af HindIII-BamHI-fragmentet pa ca. 4,3 kb
fra udtrykkelsesvektoren pKYP10, som blev opndet i det
foregaende, blev oplegst i 25 ul T4 ligasepufferoplgsning.
Ca. 0,1 ug af DNA-linkeren navnt i det foregdende blev
sat til blandingen efterfulgt af tilsatning af 6 enheder
T4 DNA-ligase. Ligeringsreaktion blev udf¢rt ved 4 °C i

17 timer.

Escherichia coli HB101l blev transformeret under anven-
delse af den resulterende rekombinante plasmidblanding
til opnadelse af en ApR koloni. Et plasmid, pGVL10 som
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vist pd fig. 2, blev isoleret fra dyrkningsbouillonen for
kolonien. Strukturen af pGVL10 blev bekraftet ved ned-
brydning med EcoRI, Clal, HindIII og BamHI og agarose-
gelelektroforese. Det blev bekraftet ved Maxam-Gilbert-
metoden, at DNA-sekvensen fra HindIII-stedet til SinI-

stedet i plasmidet pGVL1O0 var som fglger:

HindIII SinI
Met Ser Tyr Cys Gln|Asp

AGCT TATG TCT TAC TGC CAG|GAC

' ATAC AGA ATG ACG GTC CTG

Det humane IFN-7-polypeptid, som pGVL10 koder for (deri-
vatet kaldes 1-Ser-IFN-r), er klart forskelligt fra det
kendte humane IFN-r-polypeptid derved, at den fgrste Cys
i det modne humane IFN-r er erstattet med Ser.
Escherichia coli stamme indeholdende plasmid pGVL10 er
blevet deponeret hos FRI som Escherichia coli IGVL10
(FERM BP-544).

Referenceeksempel 5

Konstruktion af rekombinant plasmid pGVM10l kodende for
3-8er-IFN~r

6 ug pGBD1-DNA opndet i referenceeksempel 3 blev oplgst i
50 ul Y-50 pufferople¢sning. 10 enheder SinI blev tilsat,
og nedbrydningsreaktion blev udf¢rt ved 37 °C i 3 timer.
Derpd blev NaCl tilsat til en slutkoncentration pa 100
mM, og 10 enheder BamHI blev tilsat. Nedbrydnings-
reaktionen blev udf¢rt ved 37 °C i 3 timer. 0,8 ug af et
DNA-fragment pa ca. 850 bp indeholdende en stor del af
den humane IFN-r-DNA blev opndet fra reaktionsopl¢sningen
ved LGT-metoden.
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Separat blev 3 ng pKYP10-DNA, fremstillet ved metoden
beskrevet i japansk offentliggjort uunders¢gt patent-
ansggning nr. 110600/83, oplgst i 40 ul (totalvolumen) Y-
50 pufferopl¢sning, og 5 enheder af hvert af HindIII og
BamHI blev tilsat. Nedbrydningsreaktion blev udfe¢rt ved
37 °C i 3 timer. Fra reaktionsoplgsningen blev der opndet
ca. 1,8 ug af et DNA-fragment pd ca. 4,3 kb indeholdende
tryptophanpromotor (Ptrp) ved LGT-metoden.

Modent humant IFN-r-polypeptid har den N-terminale struk-
tur Cys-Tyr-Cys-. For at #ndre den 3. aminosyre (Cys) til
Ser og inkorporere en initieringscodon (ATG), der er ng¢d-
vendig for udtrykkelse, lige f¢r den forste Cys, blev
felgende DNA-~linker syntetiseret:

HindIII SinI
Met Cys Tyr Gln
5'|AGCT TATG] TGC TAC TCT CAG|3' 20-mer

3'|ATAC ACG ATG AGA GTC CTG|5' 19-mer

To enkeltkadede DNA'er, en 20-mer og en 1l9-mer, blev syn-
tetiseret ved en konventionel triestermetode. Derpd blev
2 ug af savel den 20-mere som den 19-mere DNA oplgst i 40
ul (totalvolumen) af en oplgsning indeholdende 50 mM
Tris-HCl1 (pH 7,5), 10 mM MgClz, 5 mM dithiothreitol, 0,1
mM EDTA og 1 mM ATP. 30 enheder T4 polynukleotidkinase
blev tilsat, og phosphoryleringsreaktion blev udfgrt ved
37 °C i 60 minutter.

0,5 ug af SinI-BamHI-fragmentet pa ca. 850 bp afledt fra
pGBD1 og 1,0 ug af HindIII-BamHI-fragmentet pa ca. 4,3 kb
af udtrykkelsesvektoren pKYP10, som blev opnaet i det
foregdende, blev oplgst i 25 ul T4 ligasepufferopl¢sning.
Ca. 0,1 ug af ovennazvnte DNA-linker blev sat til blan-
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dingen efterfulgt af tilsaztning af 6 enheder T4 DNA-
ligase. Ligeringsreaktion blev udfgrt ved 4 °C i 17 ti-

mer.

Escherichia coli HB101 blev transformeret under anven-
delse af den resulterende rekombinante plasmidblanding
til opndelse af en ApR koloni. Et plasmid pGVM10l, som
vist i fig. 3, blev isoleret fra dyrkningsbouillonen for
kolonien. Strukturen af pGVM10l blev bekraftet ved ned-
brydning med EcoRI, ClaI, HindIII og BamHI og agarosegel-
elektroforese. Det blev bekraftet ved Maxam-Gilbert-
metoden, at DNA-sekvensen fra HindIII-stedet til SinI-
stedet i plasmid pGVM10l var som fglger:

HindIII SinI
Met Cys Tyr Ser Gln|Asp

AGCT TATG TGC TAC TCT CAG GAC
ATAC ACG ATG AGA GTC CTG

Det humane IFN-r-polypeptid, som pGVM10l koder for
(derivatet kaldes 3-Ser-IFN-r), er Kklart forskelligt fra
det kendte humane IFN-r-polypeptid derved, at den 3.
aminosyre (Cys) af det modne humane IFN-v er erstattet
med Ser. Escherichia coli stamme indeholdende plasmid
pGVM101l er blevet deponeret hos FRI som Escherichia coli
IGVM10l1 (FERM BP-545).

Referenceeksempel 6

Konstruktion af rekombinant plasmid pGVK13 kodende for
1,3-Ser-IFN-r

6 ug pGBD1-DNA opndéet i referenceeksempel 3 blev oplgst i
50 ul Y-50 pufferople¢sning. 10 enheder SinI (produkt fra
Bio Tec Co.) blev tilsat, og nedbrydningsreaktion blev
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udfort ved 37 °C i 3 timer. Derpd blev NaCl tilsat til en
endelig koncentration pa 100 mM, og 10 enheder BamHI blev
tilsat. Nedbrydningsreaktion blev udfert ved 37 °C i 3
timer. Ca. 0,8 ug af et DNA-fragment pad ca. 850 bp
indeholdende en stor del af den humane IFN-7-DNA blev
opndet fra reaktionsopl¢sningen ved LGT-metoden.

Separat blev 3 ug pKYPlO-DNA oplgst i 40 nl (totalvolu-
men) af en oplgsning indeholdende Y-100 pufferopl¢sning,
og 5 enheder HindIII og 5 enheder BamHI blev tilsat.
Nedbrydningsreaktion blev udf¢rt ved 37 °C i 3 timer. Fra
reaktionsople¢sningen blev der opndet ca. 1,8 ug af et
DNA-fragment pa ca. 4,3 kb indeholdende Pi. ved LGT-

P
metoden.

Modent humant IFN-r-polypeptid har den N-terminale struk-
tur Cys-Tyr-Cys-. For at zndre den 1. og den 3. aminosyre
(Cys) til Ser og til tilvejebringelse af en initierings-
codon (ATG), der er ng¢dvendig for udtrykkelse, lige fo¢r
den f¢rste Ser, blev fgplgende DNA-linker syntetiseret:

HindIII SinI

Met [Ser] Tyr [Ser| G1n

5' |AGCT TATG| TCT TAC TCT CAG|3' 20-mer
3'|ATAC AGA ATG AGA GTC CTG|5' 19-mer

To enkeltkazdede DNA'er, en 20-mer og en 19-mer, blev syn-
tetiseret ved en konventionel triestermetode. Derpd blev

2 ug af den 20-mere og 2 ug af den 19-mere DNA oplg¢st i1

40 ul (totalvolumen) af en oplgsning indeholdende 50 mM
Tris-HC1 (pH 7,5), 10 mM MgClz, 5 mM dithiothreitol, 0,1
mM EDTA og 1 mM ATP. 30 enheder T4 polynukleotidkinase
blev tilsat, og phosphoryleringsreaktion blev udfg¢rt ved

37 °C i 60 minutter.
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Derpa blev 0,4 ug af SinI-BamHI-fragmentet pa ca. 850 bp
afledt fra pGBD1l og 1,0 ug af HindIII-BamHI-fragmentet pa
ca. 4,3 kb af udtrykkelsesvektoren pKYP10, som blev
opnédet i det foregdende, oplgst i 25 ul T4 ligasepuffer-
oplg¢sning. Ca. 0,1 ug af DNA-linkeren som navnt i det
foregdende blev sat til blandingen efterfulgt af tilsat-
ning af 6 enheder T4 DNA-ligase. Ligeringsreaktion blev
udfort ved 4 °C i 17 timer.

Escherichia coli HB101l blev transformeret under anvendel-
se af den resulterende rekombinante plasmidblanding til
opnaelse af en ApR koloni. Et plasmid pGVK13, som vist i
fig. 4, blev isoleret fra dyrkningsbouillonen for koloni-
en. Strukturen af pGVK13 blev bekrazftet ved nedbrydning
med EcoRI, HindIII, Clal og BamHI og agarosegelelektro-
forese. Det blev bekrazftet ved Maxam-Gilbert-metoden, at
DNA-sekvensen fra HindIII-stedet til SinI-stedet i plas-
midet pGVK13 var som fg¢lger:

HindIII SinI
Met Ser Tyr Ser Gln|Asp

AGCT TATG TCT TAC TCT CAG |GAC

Det humane IFN-r-polypeptid, som pGVK13 koder for
(derivatet kaldes 1,3-Ser-IFN-7), er forskelligt fra det
kendte humane IFN-r-polypeptid derved, at den 1. og den
3. aminosyre (Cys) i det modne humane IFN-r er erstattet
med Ser. Escherichia coli stamme indeholdende plasmid
pGVK13 er blevet deponeret hos FRI som Escherichia coli
IGVK13 (FERM BP-432).
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Patentkrav:

1. Derivat af et humant interferon-r-polypeptid med
formlen 137-Cys-IFN-v(A138-146), 1-Ser-137-Cys~IFN-71~
(A138-146) eller 3-Ser-137-Cys-IFN-r(A138-146), der kodes
af henholdsvis rekombinant plasmid pGVT137 (FERM BP-547),
pGNC5 (FERM BP-550) og pGNB4 (FERM BP-549).

2. Rekombinant plasmid pGVT137 (FERM BP-547), pGNC5
(FERM BP-550) og pGNB4 (FERM BP-549).

3. Mikroorganisme transformeret med et rekombinant
plasmid ife¢lge krav 2, hvilken mikroorganisme er
Escherichia coli IGVT137 (FERM BP-547), Escherichia coli
IGNC5 (FERM BP-550) eller Escherichia coli IGNB4 (FERM

BP-549).

4. Fremgangsmdde til fremstilling af et humant
interferon-r-polypeptid if¢lge krav 1, der omfatter
dyrkning i et medium af en mikroorganisme if¢lge krav 3,
idet mikroorganismen er i stand til at udtrykke det
inkorporerede DNA-fragment, akkumulering af polypeptidet
i dyrkningsmediet og udvinding af polypeptidet derfra.
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