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(54) Title: NEW HUMAN RECOMBINANT y INTERFERON

(57) Abstract

The invention concerns a new mutant of y-IFN. This new polypep-
tide contains 134 amino acids. Amino acids 1 to 132 are the same as those
of natural y-interferon. The first amino acid, methionine, in the zero posi-
tion is also present, as has been demonstrated by protein sequencing. The
amino acid in position 133 is leucine instead of glutamine. The invention
also concerns DNA sequences and plasmid DNA (DSM 6238) which
codes for this new polypeptide. The invention further concerns the use of
the polypeptide as a drug as well as its use as a fine-chemical reagent for
in vitro experiments.

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft eine neue Mutante des IFN-y. Dieses neue
Polypeptid enthilt 134 Aminoséuren. Die Aminoséduren 1 - 132 entspre-
chen dabei denen des natiirlichen Interferons-y. Die erste Aminosdure
Methionin in Position Null ist zusétzlich vorhanden und wurde durch Pro-
teinsequenzierung nachgewiesen. Die Aminoséure in Position 133 ist Leu-
cin statt Glutamin. Die Erfindung betrifft weiterhin DNA-Sequenzen und
eine Plasmid-DNA (DSM 6238), die fiir dieses neue Polypeptid kodiert.
Die Erfindung betrifft weiterhin noch die Verwendung des Polypeptids als
Arzneimittel sowie die Verwendung des Polypeptids als Feinchemikalie fiir
in vitro-Versuche.

(54) Bezeichnung: NEUES MENSCHLICHES, REKOMBINANTES INTERFERON GAMMA

Protein and DNA sequence of human ¥-IFN variant C-10L

0
Het
ATG

1

20
GloASpProTYrvallysGluAlaGluAsaLeuLysLysTyrPheAsnAlaGlyEisser
g«;gGACCCATATGTAAMGMGCAGMAACC‘ITMGMA’D."!TTA.\TGcAGG%CA’ﬂ‘Cn

40
AspValala lyThrLeuPh GlyIleLeauLysA GluGluser

GGATAATGGAACTCTTTTCTTAGGCATTTIGAAGAATT GGAAAGAGGAGAGT

1)
AspArgLysIleMatGlnSerGlnIleValSsrPheTyrFhelysLeuPhelLysAsnPhe
GACAGAAAAATAATGCAGAGCCAAATTGTCTCCTTTTACTTCAAACT Y TTTAAAAACTTT

80
LynsphspclnserxlnclnLysse:vamlu'rnx-nd.ysnluAspuetAsnvuLys
AAAGAT GACCAGAGCATCCAAAAGAGTGTGGAGACCATCAAGGAAGACATGAATGTCAAG

100
SLYSLysAr lulysLeuThrAsnTyrserval
rmcumcmcmcmccacucnmcammr GACTAATTATTCGGTA

120
ThrASpPLeUASNVA1G1laArgLysAlaIleEis
Aq‘cAc"‘Er‘ l'ﬂ"""f’llf‘f‘(q‘lzll‘!‘ Gi“f"flti,l\::lm.ullclu;u

133
B8erProAlaAlalysThTGlyLysSArgLysArgserLeu
TCGCCAGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAANGGAGTCTS TAG

574
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Beschreibung

Neues menschliches, rekombinantes
Interferon Gamma

Technisches Gebiet

Die Erfindung betrifft eine neue Mutante des Interferon-y, DNA-Sequenzen und eine Plasmid-
DNA, die flir diese Mutante des Interferon-ys kodieren sowie die Verwendung der Mutante
flr medizinische Zwecke.

Stand der Technik

Die Interferone werden in 3 Klassen eingeteilt und zwar in Interferon-c, Interferon-g und
Interferon-v.

Vor allem das Interferon-y hat in jingster Zeit durch seine Anwendung als Therapeutikum
groBe Bedeutung gewonnen. Dies war vor allem dadurch mdglich, daB es gelungen ist,
Interferon-y auf gentechnologischem Wege (sog. rekombinantes Interferon-y) herzustellen.

Das auf gentechnologischem Wege hergestellte Interferon-y enthélt 144 Aminoséuren und
damit eine Aminos&ure, namlich Methionin in Pos. 0, mehr als natlirliches Interferon-y mit
143 Aminosauren.

Aufgrund der systemischen Applikation werden jedoch Interferone mit unphysiologisch
hohen Konzentrationen verabreicht. Diese hohen Konzentrationen stellen hohe
Anforderungen an die Formulierung der Interferone, die zudem zu einer Antigenitat
beitragen kdnnen.

Zur Verbesserung der therapeutischen Anwendung wére es deshalb &uBerst nitziich, wenn
eine Mutante von Interferon-y zur Verfligung stehen wiirde, die eine erhdhte Aktivitat
aufweist, so daB dann bei der Applikation mit geringeren Konzentrationen gearbeitet werden
kdénnte. Weiterhin wére es wilinschenswert, da diese Mutante des Interferon-y in einer
mdglichst hohen Expressionsrate anfallt.
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Aufgabe der Erfindung ist es, eine neue Mutante des Interferon-ys anzugeben, die
gegenlber den bisherigen rekombinanten Interferon-y mit 144 Aminos&uren eine wesentlich
hohere Aktivitat aufweist. Aufgabe der Erfindung ist es weiterhin, DNA-Sequenzen und eine
Plasmid-DNA anzugeben, die flir diese Mutante kodieren, und ein Verfahren aufzuzeigen,
das es ermoglicht, daB die neue Mutante in einer méglichst hohen Ausbeute anflit.

Darstellung der Erfindung

Die Aufgabe wird dadurch geldst, daB DNA-Sequenzen und eine Plasmid-DNA

- vorgeschlagen werden, die fiir eine Aminos&uresequenz kodieren, die gegeniiber dem
bisherigen rekombinanten IFN-y eine wesentlich erhdhte Aktivitat aufweist. Dieses neue
Polypeptid (im folgenden als Interferon-y C-10L bezeichnet) enthélt 134 Aminoséuren. Die
Aminoséuren 1 bis 132 entsprechen dabei denen des natiirlichen Interferon-ys. Die erste
Aminosdure, Methionin in Position Null, ist zusatzlich vorhanden und wurde durch

~ Proteinsequenzierung nachgewiesen. Die Aminosaure in Position 133 ist Leucin statt
Glutamin. Die vollstandige DNA- und Proteinsequenz ist in Figur 1 wiedergegeben.
Gleichzeitig wird ein Verfahren angegeben, das es erlaubt, die Mutante in hohen Ausbeuten
zu erhalten. ErfindungsgemaB wird vorgeschlagen, die Reinigung in einem sbg. Batch-
Verfahren durchzufiihren. '

Uberrasch_enderweise wurde nun gefunden, daB das IFN-y C-10L eine um das 4-fach hdhere
Aktivitat als das komplette 143 Aminoséure lange IFN-y hat. Das IFN-y C-10L hat zudem
eine um den Faktor 24 hohere antiproliferative Aktivitat als das IFN-y und zwar auf humanen
WISH-Zellen. Mit dieser gegeniiber dem bekannten IFN-y um 10 Aminos3uren verkiirzien
Mutante steht damit erstmals ein Interferon-y zur Verfiigung, das aufgrund seiner hohen
Aktivitat und seiner hohen Expressionsrate eine gezieltere und niedrigere Dosierung bei der
Verwendung als Therapeutikum erlaubt. Aufgrund der hohen Expressionsrate ist es
weiterhin mdglich, dieses Interferon-y auch als Feinchemikalie fiir in vitro-Versuche zu
verwenden, z.B. als Standard fir Interferonspiegelmessungen.

Im folgenden wird die neue Mutante sowie die Herstellung detailliert beschrieben.

Die Herstellung des Interferon-y C-10L erfolgt durch Herausschneiden eines Teils des Gens
und Einsetzen bzw. Einpassen in eine Plasmid-DNA hinter einem Regulationsbereich sowie
Transfektion von Bakterienzellen mit dieser DNS. In einem weiteren Schritt wird IFN-y C-10L
in einem KationenaustauscherprozeB konzentriert und in einem zweiten Schritt einer
Hochreinigung unterzogen.
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Im folgenden wird beispielhaft die Herstellung der Plasmid-DNA (Hinterlegungsnummer
DSM 6238) beschrieben, die flr die Interferon-y-Variante IFN-y C-10L kodiert.

Die Einzelschritte sind in Figur 2 dargestellt.

Als Ausgangsmaterial wurde eine cDNA verwendet, die mit Standardmethoden aus
menschlichen Zellen gewonnen wurde. Diese cDNA wurde sequenziert und ist ohne Poly-A
1194 Basenpaare (Bp) lang. Sie enthalt den gesamten kodierenden Bereich sowie 5' und 3’
nicht translatierte Sequenzen. Fir die Konstruktion des Expressionsplasmides wurden die
Nukleotide 182 bis 574 verwendet.

Der 5’ nicht translatierte Bereich (1 - 109) sowie die Leadersequenz des Proteins (110 - 181)
wurden durch Spaltung mit der Restriktionsendonuklease Ava |I (Erkennungssequenz
GGA/TCC. 181 - 185) entfernt. Das Initiationscodon ATG (fiir Met) sowie das Codon fir die
erste Aminosédure wurden durch synthetische DNA-Stlicke (kommerziell erhéltliche Linker)
dem 5’-Ende der cDNA hinzugefligt. Dabei wurde das nattrliche Codon CAG (fir Gin) durch
CAA (ebenfalls flir Gin) ersetzt. Die dafiir nétigen Einzelschritte sind allgemeiner Stand der

Technik.

Der 3’ nicht translatierte Bereich sowie ein Teil des codierenden Bereichs der cDNA wurden
durch Spaltung mit der Restriktionsendonuklease Hinf | (Erkennungssequenz GANTC, 571 -
575) entfernt. Die Ligation eines Linkers mit der Erkennungssequenz fiir Xba | (CTCTAGAG)
liefert das Codon fir Aminosaure 133 (Leu) sowie das Stopcodon (TAG). Die verkirzte
cDNA wurde durch Ligation einer Hilfssequenz in den Expressionsvektor eingefugt.

Fir die Expression von Interferon-y in E. coli wurde das Plasmid pKK233-2. konstruiert von
E. Amann und J. Brosius (Gene 40 (1985) 1893 - 190) verwendet. Es besitzt den
induzierbaren trc-Promotor, eine multiple cloning site, die das Startcodon (ATG) enthélt
sowie Terminatoren fiir die RNA-Polymerase.

Diese Plasmid-DNA (Hinterlegungsnummer DSM 6238) stellt dann das Ausgangsmaterial
zur Gewinnung des IFN-y C-10L dar. '

Das IFN-y C-10L wird in Bakterienzellen (JM 105) mit einer Rate von 30% des totalen
Proteins exprimiert. Zu Uber 90% wird dieses IFN-y in Form von unléslichen "Inclusion

bodies" abgelagert.
ERSATZBLATT
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Fur die Reinigung dieses IFN-y werden Bakterienzellen nach erfolgreicher Expression
aufgebrochen und die “Inclusion bodies" durch mehrfaches Waschen von I8slichen
bakteriellen Proteinen befreit. Das Aufbrechen wird bevorzugt mechanisch; insbesonders
durch Ultraschall vorgenommen. Die "Inclusion bodies" und damit das IFN-y werden durch
einen Denaturierungsschritt mit Guanidiniumchlorid in Lésung gebracht; in einem
Renaturierungsschritt durch Verdﬁnnén in einen Phosphatpuffer wird das IFN-y in die
biologisch aktive Form gefaltet. Das dadurch zu mehr als 90% saubere IFN-y wird durch
einen KationenaustauscherprozeB im *Batch-Verfahren" konzentriert und weiter gereinigt und
erreicht durch einen weiteren Gelfilirationsschritt einen Reinheitsgrad von mehr als 85%.

Unter einem Batch-Verfahren im Sinne dieser Erfindung wird folgendes verstanden: Das -
Kationenaustauschermaterial wird gleichméBig so in einer Interferon-y-Lésung einger(ihrt,
daB das Interferon-y gleichméBig verteilt an alles Kationenaustauschermaterial bindet und
die Interreronéy-Protein-Koﬁzentration nicht mehr als ca. 2 mg/ml gepackies
Kationenaustauschermaterial betragt. Dieses Verfahren wird dann als Batch-Verfahren
bezeichnet. Das mit Interferon-y beladene Kationenaustauschermaterial wird auch im Batch
mit Phosphatpuffer gewaschen und das lnterferdn-'y dann im Batch mit Kochsalzlésung in
Phosphatpuffer eluiert. Als Kationenaustauscher kdnnen hier z.B. Cellulose oder Affi-Gel-
Blue angewendet werden. ' . |

Dieses Batch-Verfahren bietet entscheidende Vorteile und fiihrt zu einer Ausbeutesteigerung
bei der Reinigung von IFN-y auf 40%, verglichen mit 10% beim herkdmmlichen
Saulenverfahren.

Dieser  Kationenaustauscherproze8  wird namlich normalerweise  mit  einer
Séulenchromatographie  durchgefilhrt, d.h. das Interferon-y wird nach dem
‘Renaturierungsschritt in Gegenwart von z.B. 0,2 M Guanidiniumchiorid und einem
Phosphatpuffer auf eine Saule mit dem Kationenaustauschermaterial gepumpt und bindet
wegen der hohen Bindungskapazitat des Kationenaustauschermaterials fiir das Interferon-y
mit dementsprechend hoher Konzentration im oberen Teil der Saule. Wegen der hohen
Konzentration des gebundenen Interferon-y sind die Elutionsausbeuten sehr gering, d.h. nur
ein Kleiner Teil des gebundenen Interferon-y kann mit entsprechenden Salzidsungen von
dem Kationenaustalischermaterial abgeldst werden. Demnach bietet das erfindungsgemaBe
Verfahren gegeniiber dem Stand der Technik entscheidende Vorteile.

ERSATZBLATT
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Figur 1 zeigt nun die Protein- und DNA-Sequenz der humanen Interferon-y-Variante C-10L.

Danach enthélt die Interferon-y-Mutante C-10L 134 Aminosauren. Die erste Aminosaure
(Methionin in Position Null) ist dabei zuséatzlich vorhanden und wurde durch Protein-
Sequenzierung bestétigt. Die Aminoséuren 1 bis 132 entsprechen denen des nattirlichen
Interferon-y. Die Aminoséure in Position 133 ist Leucin statt Glutamin. Die korrekte Abfolge
der Nukleotide der kodierenden Sequenz sowie der flankierenden Bereiche wurden durch

DNA-Sequenzierung bestétigt.

Das Interferon-y C-10L hat ein Molekulargewicht von ca. 30 000 daltons unter nativen
Bedingungen und einen S-Wert von 2,5, d.h. es ist in einer dimeren Form organisiert. Unter
denaturierenden Bedingungen in SDS zeigt es als ein Monomer ein MW von ca. 15 000
daltons. Der isoelektrische Punkt wurde mit 10,0 gemessen.

Das Interferon-y C-10L hat eine spezifische antivirale Aktivitat von 8 x 107 u/mg Protein
(gemessen auf humanen Lungenfibroblastenkarzinomzellen A 549 mit dem EMC-Virus) und
ist damit 4-fach aktiver als das komplette 143 Aminoséauren lange Interferon-y.

Das Interferon-y C-10L hat eine um den Faktor 24 héhere antiproliferative Aktivitat als das
Interferon-y und zwar auf humanen WISH-Zellen.

Das Interferon-y C-10L induziert die Expression des MHC Klasse Il Antigens HLA-DR auf
humanen Colon-Carcinomzellen um den Fakior 8 besser als das Interferon-7.
Erstaunlicherweise ist die Rezeptorbindung des Interferon-y C-10L auf diesen Colonzellen
jedoch um den Faktor 2 schiechter als die entsprechende Rezeptorbindung des Interferon-v.
Gemessen wurde die Rezeptorbindung mit 32P markiertem Interferon-y in
Kompetitionsversuchen, in denen 32P Interferon-y mit nicht markiertem Interferon-y oder
Interferon-y C-10L kompetiert wird und “vice versa" 32P Interferon-y C-10L mit nicht

markiertem Interferon-y bzw. Interferon-y.

In dieser wichtigen Eigenschaft, der Rezeptorbindung, unterscheidet sich das Interferon-?
C-10L von einem von der Garotta-Gruppe beschriebenen Interferon-y, das am COOH-Ende
ebenfalls um 10 Aminosauren verkiirzt ist, das aber als endstindige Aminoséaure ein
Glutamin an Stelle des Leucins in dem Interferon-y C-10L tragt und eine 4-fach bessere

Rezeptorbindung als Interferon-y zeigt.
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Durch die hier gezeigte Interferon-y-Variante C-10L steht demnach erstmals eine Mutante
des Interferon-y zur Verfiigung, die eine erhdhte Aktivitat aufweist und die zugleich in
erhohter Ausbeute hergestellt werden kann.

ERSATZBLATT
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1.

Patentanspriiche

Polypeptid IFN-y C-10L mit folgender Aminosauresequenz:

0
Met
ATG

1
20
GlnAspProTeralLysGluAlaG1uAsnLeuLysLysTyrPheAsnAlaGlyHisSer

%?éGACCCATATGTAAAAGAAGCAGAAAACCTTAAGAAATATTTTAATGCAGGTCATTCA

40
AspValAlaAspAsnGlyThrLeuPheLeuslyIleLeuLysAsnTrpLyssluGIuser

GATGTAGCGGATAATGGAACTCTTTTCTTAGGCATTTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGT

60
AspArgLysIleMetGlnSerGlnI1eVa1serPheTerheLysLeuPheLysAsnPhe

GACAGAAAAATAATGCAGAGCCAAATTGTCTCCTTTTACTTCAAACTTTTTAAAAACTTT

80
LysAspAspGlnSerIleGlnLysSerValGluThrIleLysGluAspMetAanalLys
AAAGATGACCAGAGC%TCCAAAAGAGTGTGGAGACCATCAAGGAAGACATGAATGTCAAG

100
PhePheAsnSerAsnLysLysLysArgAspAspPheGluLysLeuThrAsnTyrserVal
TTTTTCAATAGCAACAAAAAGAAACGAGATGACTTCGAAAAGCTGACTAATTATTCGGTA

120
ThrAspLeuAanalGlnArgLysAlaIleEisGluLeuIIeGanalnetAIaGluLeu

ACTGACTTGAATGTCCAACGCAAAGCAATACATGAACTCATCCAAGTGATGGCTGAACTG

133
SerProAlaalaLysThrGlyLysArgLysArgSerLeu
TCGCCAGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAAAGGAGECTC TAG

574
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2. DNA-Sequenz, die fiir ein Polypeptid mit der folgenden Aminoséuresequenz

kodiert:

0
Met
ATG

1 20

GlnAspProTeralLysGluAlaGluAsnLeuLysLysTerhéAsnAlaGlyHisSer -

%?éGACCCATATGTAAAAGAAGCAGAAAACCTTAAGAAATATTTTAATGCAGGTCATTCA

: 40
AspVa1A1aAspAsnGlyThrLeuPheLeuGlyIleLeuLysAsnTrpLysGluGluSer

GATGTAGCGGATAATGGAACTCTTTTCTTAGGCATTTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGT

60
AspArgLysIleHetGlnserGlnI1eVa1serpheTerheLysLeu?heLysAsnPhe

GACAGAAAAATAATGCAGAGCCAAATTGTCTCCTTTTACTTCAAACTTTTTAAAAACTTT

80
LysAspAspGlnSerIleGlnLysSerValGluThrIleLysGluAspHetAanalLys

AAAGATGACCAGAGCATCCAAAAGAGTGTGGAGACCATCAAGGAAGACATGAATGTCAAG

100

PhePheAsnSerAsnLysLysLysArgAspAspPheGluLysLeuThrAsnTyrSerVa1
TTTTTCAATAGCAACAAAAAGAAACGAGATGACTTCGAAAAGCTGACTAATTATTCGGTA

120
ThrAspLeuAanalGlnArgLysAlaIleHisGluLeuIleGanalHetAlaGluLeu

ACTGACTTGAATGTCCAACGCAAAGCAATACATGAACTCATCCAAGTGATGGCTGAACTG

- 133
serProAlaAlaLysThrG1yLysArgLysArgSerLeu

TCGCCAGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAAAGGAGECTC TAG
574
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3. Plasmid-DNA mit der Hinterlegungsnummer DSM 6238, die fiir folgende
Aminosauresequenz kodiert:

0
Met
ATG

G1na o
spProTeralLysGluAlaGluAsnLeuLysLysTerheAsnAlaGlyHisSer

%ééGACCCATATGTAAAAGAAGCAGAAAACCTTAAGAAATATTTTAATGCAGGTCATTCA

40
AspValAlaAspAsnGlyThrLeuPheLeuGlyIleLeuLysAsnTrpLysGluGluser

GATGTAGCGGATAATGGAACTCTTTTCTTAGGCATTTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGT

60
AspArgLysIleMetGlnSerGlnIleValserPheTerheLysLeuPheLysAsnPhe

GACAGAAAAATAATGCAGAGCCAAATTGTCTCCTTTTACTTCAAACTTTTTAAAAACTTT

80
LysAspAspGlnSerIleGlnLysSerValGluThrIleLysGluAspHetAanalLys
AAAGATGACCAGAGCATCCAAAAGAGTGTGGAGACCATCAAGGAAGACATGAATGTCAAG

100
PhePheAsnserAsnLysLysLysArgAspAspPheGluLysLeuThrAsnTyrSerVal
TTTTTCAATAGCAACAAAAAGAAACGAGATGACTTCGAAAAGCTGACTAATTATTCGGTA

120
ThrAspLeuAanalGlnArgLysAlaIleHiscluLeuzleGana 1MetAlaGluLeu
ACTGACTTGAATGTCCAACGCAAAGCAATACATGAACTCATCCAAGTGATGGCTGAACTG

133
SerProAla.AlaLys'rhrGlyLysArgLysArgSerLeu
TCGCCAGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAAAGGAGECTC TAG

574
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Herstellung der Plasmid-DNA nach Anspruch 3

dadurch gekennzeichnet,

daB der &’ nicht translatierte sowie ein Teil des kodierenden Bereiches einer cDNA

mit 1194 Bp wund 143 Aminosduren durch Spaltung mit einer

Restriktionsendonuklease entfernt wird und daB der 3’ nicht translatierte Bereich -
sowie ein Teil des kodierten Bereiches der cDNA ebenfalls durch Spaltung mit

einer Restriktionsendonuklease entfernt wird und daB dieses Gen in einem

Plasmid in Bakterienzellen eingefiihrt wird. '

Herstellung nach Anspruch 4,

- dadurch gekennzeichnet,
- daB die Bakterienzelle E. coli ist.

Herstellung nach Anspruch 4 und 5,
dadurch gekennzeichnet,
daB das Plasmid pKK233-2 ist.

Herstellung nach Anspruch 4 bis 6,

dadurch gekennzeichnet,

daB die Restriktionsendonuklease zur Abspaltung des 5' Bereiches und der
Leadersequenz Ava |l ist. |

Herétellung der Plasmid-DNA nach Anspruch 4 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

daB Restriktionsendonuklease zur Abspaltung des 3’ nicht translatierten Bereiches
sowie eines Teils des kodierenden Bereiches die Restriktionsendonuklease Hinf |
ist.

Herstellung des Polypeptides nach Anspruch1 gekennzeichnet

durch die Kombination folgender Merkmale, ,

daB a) das IFN-y C-10L aus der Plasmid-DNA nach Anspruch 3 exprimiert und

daB b) die Bakterienzellen nach erfolgreicher Expression aufgebrochen und die
erhaltenen Inclusion bodies durch Waschen von Idslichen bakteriellen Proteinen
befreit werden und

daB c) die Inclusion bodies durch eine Denaturierung in Lésung gebracht und
anschlieBend einem Renaturierungsschritt unterzogen werden und

daB d) das Interferon-y C-10L gereinigt wird.

ERSATZBLATT



WO 92/08737 PCT/DE91/00912

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

1

Herstellung nach Anspruch 9,

dadurch gekennzeichnet,

daB das Interferon-y C-10L durch einen KationenaustauscherprozeB im Batch-
Verfahren konzentriert und anschlieBend durch eine' Gelfiltration hochgereinigt

wird.

Herstellung nach Anspruch 9 und 10,
dadurch gekennzeichnet,
daB die Bakterienzellen mechanisch, z.B. mit Ultraschall, aufgebrochen werden.

Herstellung nach Anspruch 9 bis 11,

dadurch gekennzeichnet,

daB beim Batch-Verfahren das Kationenaustauschermaterial in gleichméBigen
Kontakt mit der IFN-y C-10L-LOsung gebracht wird, um eine gleichméBige
Belegung des Harzes zu erreichen, und daB anschlieBend im Batch gewaschen

und eluiert wird.
Herstellung nach Anspruch 9 bis 12,

dadurch gekennzeichnet,
daB als Kationenaustauscher Ubliche Materialien, wie z.B. CM-Cellulose oder Affi-

Gel-Blue, verwendet wird.
Verwendung des Polypeptids nach Anspruch 1 in der Medizin.

Verwendung nach Anspruch 14 als Arzneimittel.

Verwendung nach Anspruch 14 und 15 als Arzneimittel zur Bek@mpfung von

Rheuma und Nierenkrebs.

Verwendung des Polypeptides nach Anspruch 1 als Feinchemikalie fir in vitro-
Versuche, z.B. fir Interferonspiegeimessung.
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Figur 1

Protein- und DNA-Sequenz der humanen IFN-y-Variante C-10L

0
Met
ATG

1
: 20
GlnAspProTeralLysGluAlaGluAsnLeuLysLysTerheAsnAlaGlyHisSQr

%?SGACCCATATGTAAAAGAAGCAGAAAACCTTAAGAAATATTTTAATGCAGGTCATTCA

40
AspValAlaAspAsnGlyThrLeuPheLeuGlyIleLeuLysAsnTrpLysGluGIuser

GATGTAGCGGATAATGGAACTCTTTTCTTAGGCATTTTGAAGAATTGGAAAGAGGAGAGT

60
AspArgLysIleMetGlnSerGlnI1eValserPheTerheLysLeuPheLysAsnPhe

GACAGAAAAATAATGCAGAGCCAAATTGTCTCCTTTTACTTCAAACTTTTTAAAAACTTT_

80
LysAspAspGlnSerIleGlnLysSerValGluThrIleLysGluAspMetAanalLys

AAAGATGACCAGAGCATCCAAAAGAGTGTGGAGACCATCAAGGAAGACATGAATGTCAAG

100
PhePheAsnserAsnLysLysLysArgAspAspPheG1uLysLeuThrAsnTyrSerVal
TTTTTCAATAGCAACAAAAAGAAACGAGATGACTTCGAAAAGCTGACTAATTATTCGGTA

120
ThrAspLeuAanalGlnArgLysAlaIleHisGluLeuI1eG1nVa1MetA1aGluLeu
ACTGACTTGAATGTCCAACGCAAAGCAATACATGAACTCATCCAAGTGATGGCTGAACTG

133
SerProAlaAlaLysThrGlyLysArgLysArgserLeu
TCGCCAGCAGCTAAAACAGGGAAGCGAAAAAGGAGZCTC TAG B

574
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Figur 2
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Konstruktion eines Expressionsplas

PCT/DE91/00912

mids zur Expression des IFN-gamma C-10L

Humane IFN-gamma cDNA (1194 Bp) in Psti-Stellen des pBR322 elngebaut

|

Psti

|

Sspl spl (1 5'und 3" nicht transl. Bereich

1

s v,

L] Leader-Sequenz

Modifikation des 5'-Endes

Ava lI-Spaitung~

Verénderung des 5'-Endes der ¢cDNA |
(siehe Text)

vollstdnaig

DNA-Sequenz des IFN~-gamma

Modifikation des 3'-Endes

-Hinf 1-Sgaltung

-Xba I-Linker-Ligation (CTCTAGAG)

-Anflgen einer Xbal-Hindlll~Hifssequenz (ber die
Xbal-Schrttstelle
(TCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTT)

-Klonierung in die Hindill-Steie des pKK233-2

|

e Zntfernung des 3'- t-transiaterien

-----

Bereichs der cONA pius Hifssequenz {s.0.)

1 133
Gin Leu
ATG CAA CTC

trc

— Wz

TAG

(Expressionsvekter pKK233~2)

N———~—~

399 bp
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