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(57) KIVONAT

A talilmény szerinti eljarassal j hibrid interferonok Az j hibrid interferonok gyégyszerkészitmény;k
allithatok eld, amelyek az interferon alfaB, illetéleg hatbanyagaként valé alkalmazsa ugyancsak a talal-
alfaD csoporthoz tartozd alfa-2 és alfa-3 limfo- mény targyat képezi.

blasztoid interferonokbdl szirmaztathatok le.

A leirds rerjedelme: 32 oldal (ezen beliil 5 dbra)
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A taldlmény tirgya 1j hibrid interferonok rekombi-
nans DNS-technolégidval mikrobiologiai Gton valo
eléallitdsa, tovabbi ezen 1ij interferonoknak az alkal-
mazisa virusbetegségek és neoplazmis betegségek ke-
zelésénél.

A Kiilénbdz6 mitogének és virusok hatdsinak kitett
eukari6ta sejtek sokasiga altal szekretalt interferonok
(INF-ek) egy polipeptid csaladot alkotnak. Az interfe-
ronokat kémiai és biologiai jellemzGik alapjan hirom
csoportba osztjak be: IFN-q, IFN-B és IFN-y. Az IFN-
« és IFN-B gének foként olyan sejtekben fejezédnek
ki, amelyeket virusokkal, virus alkotorészekkel és ket-
tésszalit RNS-sel kezelnek. Ezzel szemben az IFN-y
mitogénekre adott valaszként szintetizalodik.

A humén [FN-q-t egy legalibb 15 nem allél-tipusi
génbél 4ll6 géncsalad kodolja. Az IFN-B-t és IFN-y-t
egyediili gének kodoljak. Az IFN-o elsédleges transz-
lciés terméke 189 aminosavbél all (kivéve az [FN-ap-t,
amely 188 aminosavat tartalmaz), amelybdl a 23 ami-
nosavbdl 4ll6 szignal peptidet a transzlacitt kovetd
modositassal tavolitjak el. A 187, illetve 186 amino-
savbol 4116 IFN-B-bol, illetve IFN-y-bol a 21, illetve 20
aminosavat magiba foglal6 szignal peptidet kel eltd-
volitani. Az IFN-q szubtipusok aminosav szekvencid-
janak homolégidja 80-85%-os, mig az IFN-B ésIFN-u
kbzti homolégia koriilbeliil 30-40%-0s Az [FN-y csak
egyes aminosavaknil mutat az IFN-g-val homolégiat,
amely azt jelenti, hogy koriilbeliil 12%-ban vannak
azonos csoportjaik.

Az IFN-ek virusellenes, immun-moduldns, vala-
mint citotoxikus hatast fejtenek ki. Kimutattak, hogy
az IFN-q szubtipusoknak (példul IFN-up, IFN-o))
kiilonbézik a célsejt specificitdsuk. Az [FN-a; és [FN-
o, antiviralis aktivitasa kozel azonos marhasejtek ese-
tében (MDBK), de az [FN-a, kétszer hatdsosabb az
IFN-q;-nél humén sejtek esetében (WISH) és har-
mincszor kisebb a protektiv hatisa, mint az IFN-q,-
nek egérsejtek esetében (L-929), [M. Streuli € mun-
katarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 2848 (1981)].
Azt a tényt, hogy a sokgénes [FN-q csalddtagok virus-
ellenes aktivitasinak mértéke és specificitasa kiilén-
626, bizonyos [FN-a ,.hibridek”-kel kapott eredmé-
nyek erésitették meg (32134 szdmd eurdpai szabadal-
mi bejelentés; 4414150 sz. amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirds). Ezeket a ,hibrid”-eket
Gigy szerkesztették meg, hogy két interferon-o szubti-
pust kodolé gént hasitottak Pvull restrikcids enzim-
mel (vagy két esetben BglII-vel) és a keletkezs frag-
mentumokat {igy kapcsoltak Gssze ligazzal, hogy az
egyik IFN gén amino-terminalisit kodol6 DNS-szek-
vencia a masik IFN gén karboxi-terminalisit kodol6
DNS-szekvencidval fuzionalt. Bir ezek a hibridek in-
terferonok célsejt specificitasukban - Gsszehasonlitva
Sket a sziiléi interferonokkal - véltozast mutatnak,
azonban nem volt kimutathatd, hogy gyengiilt vagy
csdkkent volna a hiromfajta interferonaktivitas bar-
melyike is. Bizonyos csokkenés vagy korltozis azon-
ban kivénatos lehet, példaul klinikai alkalmazis ese-
tén, amikor egyetlen problémara, példaul virusferts-
zésre volna sziikséges Ssszpontositani az interferonte-
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2

rapiat, mégpedig Ggy, hogy ne keletkezhessenek
komplikciés faktorok az alkalmazott interferon més
irdnyd hatésai kdvetkeztében.

Ennélfogva a jelen talilmany egyik targyit olyan 0]
hibrid interferonok képezik, amelyek sokkal specifi-
kusabb biolégiai aktivitdst fejtenek ki egyetlen - in-
terferon iltal indukalt - biokémiai folyamat szelektiv
és uralkod6 aktivalodisa kovetkeztében ésivagy azil-
tal, hogy a természetes interferonok bizonyos nemki-
vénatos olyan mellékhatdsai, amelyek hasznalatukat
korlatozzak, ilyenek az influenzaszerd tiinetek (példa-
ul laz, fejfajas és faradtsdg), a gyomor-, bélzavarok.
vérnyomasesés, hajhullas, eltiinnek vagy csokkennek.

A talilmany szerint elallitott hibrid interferonok
humén limfoblasztoid interferonokbdl szdrmaznak: a
LyIFN-a-2-bél, melynek szekvencidja a kivetkezd:

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARG ARGALALEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASPLYS GLN PHE GLNLYS
ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HISGLU MET
ILE GLN GLN THR PHE ASN LEU PHE SER THR
LYS ASP SER SER ALA ALA LEU ASP GLU THR
LEU LEU ASP GLU PHE TYR ILE GLU LEU ASP
GLN GLNLEU ASN ASP LEUGLU SER CYSVAL
MET GLN GLU VAL GLY VALILE GLU SERPRO
LEU MET TYR GLU ASP SER ILE LEU ALA VAL
ARGLYS TYR PHE GLN ARG ILE THR LEUTYR
LEU THR GLU LYS LYS TYR SER SER CYS ALA
TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU GLN
LYSARGLEULYSSERLYSGLU.

valamint a LyIFN-a-3-bdl, amelynek szekvencidja az
alabbi:

CYSASPLEUPROLUTHR HISSER LEUASPASN
ARG ARG THR LEU MET LEU LEU ALA GLN
MET SER ARG ILE SER PRO SER SER CYS LEU
MET ASP ARG HIS ASP PHE GLY PHE PRO GLN
GLUGLUPHE ASPGLY ASN GLNPHE GLNLYS
ALA PRO ALA ILE SER VAL LEU HIS GLU LEU
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEU LEU ASP LYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLNGLNLEUASNASPLEUGLUALACYSVAL
MET GLN GLU GLU ARG VAL GLY GLU THR
PRO LEU MET ASN ALA ASP SER ILE LEU ALA
VALLYSLYS TYR PHE ARG ARG ILE THR LEU
TYR LEU THR GLULYS LYS TYR SER PRO CYS$
ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE
MET ARG SER LEU SER LEU SER THR ASN LEU
GLNGLUARG LEUARG ARG LYSGLU.

Ezeket az interferonokat és elgallitasuk modszereit
a 76489 szimi eurdpai szabadalmi bejelentés tartal-
mazza. A LyIFN-a-2 rokonsigban van (de nem azonos
vele) a humadn leukocita LelF-oB interferonnal
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(4414150 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadal-
mileiras) és specifikus aktivitasa primer borjivesesej-
tekre 1,85.108 E/mg, illetve humén magzati bér sej-
tekre (HEF=human embryonic foreskin; vezikularis
stomatitis virussal fert6zitt sejtek) 2,45-103 E/mg. A
LyIFN-a-3 rokonsdgban van (de nem azonos vele) a
humén leukocita LelF-aD interferonnal (4414150 sz.
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leiras) és
specifikus aktivitisa borjisejtekre és HEF-sejtekre
(lisd fent) 1,3210% E/mg, illetve 3,7-106 E/mg. A
LyIFN-a-3-nak ezenkiviil jobb a héstabilitasa és ki-
sebb az antiproliferativ aktivitisa, mint a LyIFN-q-2-
nek.

A taldlmény kiilénGsen olyan hibrid interferon po-
lipeptidek elGallitdsi eljarasara vonatkozik, amelyek
aminosav szekvencid ja kettG-négy olyan al-szekvenci-
abol tevodik Gssze, melyek az aminosavak azonossagat
és szimit illetGen megfelelnek a LyIFN-q-2 és
LyIFN-a-3 human limfoblasztoid interferon al-szek-
vencidinak. Az eljirasra az jellemzd, hogy prokariéta
vagy €lesztd gazdasejteket transzformalunk egy hibrid
vektorral, amely egy promoterbdl és egy DNS-szek-
venciabol all - amely egy hibrid interferon polipepti-
det kddol és ez a polipeptid a kdvetkezdk egyike: poli-
peptid, melynek aminosav szekvencidja a LyIFN-q-2
1-150 aminosavabol és a LyIFN-n-3 151-166 amino-
savabol all; polipeptid, melynek aminosav szekvencia-
jaaLyIFN-a-2 1-92 aminosavabél, a LyIFN-q-3 93-
150 aminosavabdl és a LyIFN-q-2 151-166 aminosa-
vabol all; polipeptid, melynek aminosav szekvenciija a
LyIFN-a~- 1-60 aminosavabdl, a LyIFN-q-3 61-92
aminosavabél, a LyIFN-a-2 vagy a LyIFN-q-3 93-
150 aminosavabdl és a LyIFN-a-2 vagy LyIFN-a-3
151-166 aminosavabol All.

A DNS-szekvenciit a promoter hatirozza meg. A
vektor DNS-t tenyésztjiik, a hibrid interferont elkiild-
nitjiik és kivint esetben, gyogyszerkészitmény eldal-
litdsara a kapott hibrid interferont gy6gyaszati szem-
pontbdl elfogadhaté vivéanyaggal ésivagy adalék-
anyaggal kever jiik Gssze.

Még részletesebben, a talalmany a kovetkez6 hibrid
interferonok el6dllitasara vonatkozik:

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALAIEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASPLYS GLN PHE GLNLYS
ALA GLN ALAILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN THR PHE ASN LEU PHE SER THR
LYS ASP SER SER ALA ALA LEU ASP GLU THR
LEU LEU ASP GLU PHE TYR ILE GLU LEU ASP
GLN GLN LEU ASP ASP LEU GLU SER CYS VAL
METGLN GLUVAL GLY VAL ILE GLU SER PRO
LEUMET TYR GLU ASP SER ILE LEU ALA VAL
ARGLYSTYR PHE GLN ARG ILE THR LEU TYR
LEU THR GLU LYSLYS TYR SER SER CYS ALA
TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
ARG SER LEU SER LEU SER THR ASN LEU GLN
GLUARGLEUARGARGLYSGLU
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—az (I) szerkezetii ,,B,;B,D4B, " hibrid interferon,

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUNLELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASP LYS GLN PHE GLN LYS
ALA GLNALAILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN THR PHE ASN LEU PHE SER THR
LYS ASP SER SER ALA ALA LEU ASP GLU THR
LEU LEU ASP GLU PHE TYR ILE GLU LEU ASP
GLNGLNLEUASNASPLEUGLUALACYSVAL
MET GLN GLU GLU ARG VAL GLY GLU THR
PROLEUMET ASN ALA ASP SER ILE LEU ALA
VALLYSLYS TYR PHE ARG ARG ILE THR LEU
TYRLEU THR GLULYS LYS TYR SER PRO CYS$
ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE
MET ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU
GLNLYSARGLEULYSSERLYSGLU

-az (W) szerkezetii ,,.B; D,B;D, " hibrid interferon,

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASP LYS GLN PHE GLN LYS
ALA GLN ALAILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEULEU ASP LYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLNGLNLEU ASNASPLEU GLU SER CYS VAL
METGLNGLU VALGLY VALILE GLU SER PRO
LEUMET TYR GLU ASP SERILE LEU ALA VAL
ARG LYS TYR PHE GLN ARG ILE THR LEU TYR
LEU THR GLULYS LYS TYR SER SER CYS ALA
TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
ARG SER LEU SER LEU SER THR ASN LEU GLN
GLUARGLEUARGARGLYSGLU

- az (I) szerkezeti ,,B; D,D4B, " hibrid interferon,

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALA GLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASPLYS GLN PHE GLNLYS
ALA GLN ALAILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEU LEU ASP LYS PHE CYS THR GLULEU TYR
GLNGLNLEUASNASPLEUGLUALACYSVAL
MET GLN GLU GLU ARG VAL GLY GLU THR
PROLEUMET ASN ALA ASPSERILE LEU ALA
VAL LYSLYS TYR PHE ARG ARG ILE THR LEU
TYRLEU THR GLULYS LYS TYR SER PRO CYS
ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE
MET ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU
GLNLYSARGLEULYSSERLYSGLU
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-a (IV) szerkezetii ,,B; D,D;D," hibrid interferon,

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALA GLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLUPHE ASP ASPLYS GLN PHE GLN LYS
ALA GLN ALAILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEULEU ASPLYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLNGLNLEUASN ASPLEUGLUALA CYSVAL
MET GLN GLU GLU ARG VAL GLY GLU THR
PROLEUMET ASN AL A ASP SERILELEU ALA
VALLYSLYSTYR PHE ARG ARG ILE THR LEU
TYR LEU THR GLU LYSLYS TYR SER PRO CYS
ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE
MET ARG SER LEU SER LEU SER THR ASN LEU
GLNGLUARGLEUARGARGLYSGLU

—az (V) szerkezetii ,,B,D,B;B,” hibrid interferon és

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASPLYS GLN PHE GLN LYS
ALA GLNALAILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEULEU ASP LYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLN GLN LEU ASN ASP LEU GLU SER CYS VAL
METGLN GLUVAL GLY VALILEGLU SER PRO
LEUMET TYR GLUASP SER LELEU ALA VAL
ARG LYSTYRPHE GLNARGILE THRLEU TYR
LEU THR GLU LYSLYS TYR SER SER CYS ALA
TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU GLN
LYSARGLEULYSSERLYSGLU

—a (VI) szerkezetii ,.B; B,D3B,” hibrid interferon.

A legelGnydsebb talalmany szerinti eljirassal el6al-
litott hibrid interferon a ,B;D,D3D,” (V) & a
+B,B,D3B," .

Egy talalmany szerinti hibrid interferon a talalmany
szerinti eljardssal rekombindns DNS-technikéval allit-
haté elG, mely példaul a kdvetkezd Iépésekbdl all:

a) a szoban forgd hibrid interferont kodold struktu-
rélis gént tartalmaz6 DNS eldallitasa a LyIFN-a-2 és
LyIFN-o-3 interferon 60, 92, iiletve 150. aminosavé-
nak megfelelG helyeken in vitrorekombindciéval, vagy
a DNS kémiai Gton valo szintézise és ezutan a kapott
DNS beépitése egy megfeleld kifejezd vektorba;

b) a hibrid IFN strukturalis génjét hordoz6 vektor
bevitele egy recipiens gazdasejtbe;

c) a transzformalt gazdasejtek elvalasztisa a nem
transzformalodott sejtektdl, rendszerint olyan te-
nyésztési korilmények révén, melyekben csak a
transzformalt sejtek a talélok;
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d) a transzformilt gazdasejtek tenyésztése olyan
kériilmények mellett, amelyek eldsegitik a hibrid IFN
strukturalis génjének a kifejezGdését €s

¢) akifejezédott hibrid IFN izolalasa.

Az alkalmazott médszereket a kovetkezd részletes
leirds és a csatolt abrak fogjak leginkabb megvilagitani.

Az alabbiakban ismertetjiik az abrakat:

Az 1. dbra az érett LyIFN-q-3 és LyIFN-¢-3 ami-
nosav szekvencidjat hasonlitja Gssze. A LyIFN-o-3-
bél csak azoket az aminosavakat irtuk le, amelyek a
LyIFN-a-2 megfeleld aminosavatdl kilonbbznek,
egyébként aminosavai azonosak a LyIFN-q-2 amino-
savaival.

A 2. 4bra a LyIFN-alfa-2 és LyIFN-alfa3 kbdolo
régidjanak nukleotid szekvenciajit és 3’extracisztron
régidjanak részeit mutatja be. Az ATG transzlici6t
iniciald kodonokat, a terminator tripleteket és az al-
kalmas restrikci6s helyeket aldhiztuk. A kodold trip-
leteker megszamoztuk.

A 3. dbra a pHR(APYLyIFN-¢-2 és a
pHR(AP)/LyIFN-a-3 plazmid kis szegmentumainak
HidIII-Pstl restrikcids térképét abrazolja. A fehér sév
(LyIFN-alfa-3),illetve a fekete sav (LyIFN-alfa-2) ha-
tarolja az érett IFN-ek kodol6 régitit. Alul az IFN po-
lipeptid (166 aminosav) primer struktirdjanak négy
részre vald tagozodasat mutatjuk be. Zardjeiben an-
nak az aminosavnak a sorszimat ad juk meg, amelynek
tekintetében az alfa-2 és az alfa-3 IFN-ek egymdstdl
kiilonbdznek.

A 4.és 5. dbran a hordozohoz kotott redioaktivitdst
4brazoljuk az [FN-alfa-2 mennyiségének fiiggvényé-
ben, melyet a vizsgilandé oldatban szendvics RIA-val
mértiink.

1. Hibrid IFN strukturdlis gént tartalmazd hibrid
vektorok elédllitdsa

A humin interferon-alfa két szubtipusinak, az alfa-
2-nek és az alfa-3-nak a cDNS-ét E.coliba klonézzuk
be. A pBR(APYLyIFN-alfa-2 és pBR(APYLyIFN-alfa-
3 plazmidban olyan HindII-Pstl (vagy EcoRI-Pstl)
DNS-inszertum van, amely pBR(APYLyIFN-alfa-2-2,
illetve LyIFN-alfa-3 kddol6 régidjat tartalmazza B-
laktamaz promoter«zabalyozasa mellett (lasd a 76489
szami eurbpai szabadalmi bejelentést). Az illet in-
szertumok restrikcids térképei a 3. abran lithatok.
Konnyen megallapithatd, hogy a génekben kozos rest-
rikciés helyek vannak (az IFN aminosav szekvencija-
nak 60, 92 és 150-edik pozicidjaban helyezkednek el);
amelyeket eldnyGsen hasznalhatunk fel kedvezd biolo-
giai és/vagy fizikai tulajdonsagokkal rendelkezd hibrid
interferonokat k6dol6 4j gének szerkesztésénél.

Tehat a LyIFN-g-2 és LyIFN-a-3 gének kozt Ggy
keletkezhetnek rekombinansok (egyszeres vagy t6bb-
szoros kicserélédések), ha in vitro rekombinalédnak a
Pvull helyen (92-es pozici) és/vagy a Sau3A helyeken
(60-as és 150-es pozicid). Minthogy ezek szerint az
interferonok primer szerkezete négy szakaszra oszt-
haté (elsé szakasz: 1-60 aminosav, misodik szakasz:
61-92 aminosav, harmadik szakasz: 93-150 aminosav
és negyedik szakasz: 151-166 aminosav; lasd a 3. ab-
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rat), ezen taldlméany hibrid interferonjait négy betiivel
jelolhetjok, ahol a betiik a jelen 1év6 szakaszt jelentik.
Példaul: az (I) hibrid interferon a LyIFN-a-2 interfe-
ron (,,.B”, ti. a LyIFN-e-2 rokonsigban van az IFN-o
B-vel, 14sd fent) 1-3. szakaszabdl és a LyIFN-o-3 in-
terferon (,.D”, ti a Ly[FN-a-3 rokonsagban van az
IFN-a D-vel, 1asd fent) 4. szakaszabdl tevidik dssze, s
igyIFN ,,B,B,B;D,"-nek nevezziik.

Annak érdekében, hogy a kivant interferon el$al-
litdsdt megkdnnyitsikk, a LyIFN-q-2-t, illetve a
LyIFN-a-3-at kodol6 régiokat tartalmazé6 DNS-in-
szertumokat dgy kell médositanunk, hogy a ligdzos
Gsszekapesolashoz csak egyetlen HindIll (vagy Eco-
RI), Pvull és Pstl restrikci6s hely legyen benniik. A 3.
abrabodl kitinik, hogy a LyIFN-¢-2 gén 3'extraciszt-
ron régi6jaban még egy Pvull hely van. Ezt a helyet
azonban kénnyen eltavolithatjuk, példiul dgy, hogy
egy hibrid vektort, amely a LyIFN-a-2 kddolé régidit
tartalmazza, részlegesen hasitunk PuvII-vel, a keletke-
zett linearizilt DNS-t Gsszekapcsoljuk egy olyan
DNS-szekvencit tartalmaz linkerrel, amelyet a Pstl
restrikcis endonukleaz felismer, majd hasitunk PstI-
gyel, az emésztett darabokat alacsony DNS-koncent-
raci6 mellett, ligaz segitségével dsszekapesojuk, majd
azokra a plazmidokra szelektalunk (példaul restrikci-
6s analizissel), amelyek a kivint modosulést tartal-
mazzik, azaz a megroviditett, Pvull helyet nem tartal-
maz6 3’extracisztron régi6t. Ezzel analég médon el6-
nyosen modosithatjuk az IFN gének kionozisara hasz-
nalt vektorokat igy, hogy csak egyetlen HindHII, Pvull
és Pstl restrikcios hely legyen benniik.

A talalmany szerinti eljirasban felhasznalt hibrid
vektorok DNS-szekvencidja az (I)-(VI) szekvenciajii
hibrid interferonok valamelyikét kodolja, s az a szek-
vencia mesterségesen hozza van kapcsolva egy kifeje-
z0dést szabdlyozod szekvencidhoz. A talalmany targyat
képezik az ezen hibrid vektorok eldallitisara iranyuld
eljarasok is.

A vektor kivalasztasa a transzformalashoz szint
gazdasejttol fiigg. Alkalmas gazdak példaul azok a
mikroorganizmusok, amelyekben nincsenek restrikci-
6s enzimek, vagy modifikal6 enzimek, vagy ezekbdl
kevés van benniik, ilyenek az élesztdk, példaul a Sac-
charomyces cerevisiae és egyes baktériumtorzsek, kii-
16nésen az E. coli torzsek, példaul az E. coli X1776, E.
coliHB101, E.coli W3110, E. coli HB101/LM1035, E.
coli Ja221 vagy E. coli K12294 torzs, tovibba a Bacil-
lus subtilis, Bacillus stearothermophylus, Pseuodomo-
nas, Haemophilus, Streptococcus és masok, ezenkiviil
a magasabb fejlodési fokon levs szervezetek sejtjei,

kiilénGsen az elismert emberi vagy allati sejtvonalak. _

Az E. coli fent emlitett torzsei, példaul az E. coli
HB101 és azE. coli JA221,, tovabba a Saccharomyces
cerevisiae kitiintetett gazda mikroorganizmusok.
Elvben minden olyan vektor alkalmas lehet, amelyik
replikalodik és kife jezi a hibrid interferon géneket ava-
lasztott gazdasejtben. Példaként felsorolunk olyan vek-
torokat, amelyek alkalmasak arra, hogy E. coli torzsben
kifejezzék a hibrid interferon géneket: bakteriofagok,
példaul a ) bakteriofag szarmazékai, vagy plazmidok,
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2

ilyen kiilonGsen a ColE1 plazmid és szArmazékai, pél-
diul a pMB9, pSF2124, pBR317 vagy pBR322. A jelen
talilminy elénybe helyezett vektorai a pBR322-bél
szirmaznak. A megfelel6 vektorok komplett replikont
és olyan marker gént tartalmaznak, mely lehetévé teszi
az expressziés plazmiddal transzformalt gazdasejt sze-
lektalasat és azonositasit egy fenotipusos jellemvonas
alapjin. A megfelel6 marker gén olyan tulajdonséggal
ruhdzza fel a gazdasejtet, hogy példaul rezisztenssé vi-
lik nehéz fémekkel, antibiotikumokkal és egyéb ilyen
anyagokkal szemben. Ezenkiviil, a taldlminy szerint
hasznalhat6 elényds vektorok, a replikon és a marker
gén régidkon kiviil restrikcids endonukledzokat felis-
merd szekvencidkat is tartalmaznak, hogy be lehessen
épiteni ezekre a helyekre a hibrid IFN gént, és ha van
megfeleld, az expresszi6t szabalyoz6 szekvenciit. El6-
nyds vektor a pBR322 plazmid, mely inakt replikont és
tetraciklinnel és ampicillinnel szembeni rezisztencidért
felelds két gént (tet® és ampR) tartalmaz, tovabbi szd-
mos restrikciés endonukledz sziméra egyetlen felisme-
16 helyet, ilyen példaul a Pstl (az ampX génben hasit, a
tetR gén viltozatlan marad)pBR(AP)/lel[FN-alfa—Z
BamH]I, HindIIl és Sall )mindharom a tet® génben ha-
sit, az ampR gén érintetlen marad), tovibba a Nrul és
EcoRI.

Szamos expressziészabalyoz6 szekvencia hasznalha-
t0 a gén kifejezGdésének irdnyitisara. A transzforma-
land6 gazdasejtnek kiilonGsen azokat az expresszidit
szabalyoz0 szekvencidit hasznaljuk, amelyek magas ki-
fejezGdési szintii génekhez tartoznak. Abban az eset- ..
ben, amikor a pBR322 hibrid vektorként és az E. coli .~
gazda mikroorganizmusként szerepel, az alibbi opero-
nok és gén-kifejezédést szabalyozd szekvencidk (me-
lyek t6bbek kozott promotert €s riboszoma kot helyet
tartalmaznak) a megfelelGek: lakt6z operon, triptofin
operon, arabin6z operon és hasonlok, a B-laktamaz gén,
a\-fagN génjének megfeleldszekvencidk vagy azfd fig
burok protein génje €s igy tovabb. Mig a pBR322 plaz-
mid eleve tartalmazza a B-laktaméaz gén (B-lac gén)
promoterét, addig a tobbi expresszidszabalyozd szek-
venciit be kell a plazmidba épiteni.

Azok a vektorok, amelyek az élesztGben replikilo-
das és kifejezés szempontjabol megfelelnek, azok
élesztd replikacios kezdGpontot és az élesztére nézve
szelektiv genetikus markert tartalmaznak. Megfelel-
nekolyan hibrid vektorok is, amelyekben élesztd repli-
kacibs kezdGpont van, példiul kromoszomalis auto-
noém modon replikal6do szegmentum (ARS = autono-
mously replicating sequence), s ez a transzformalas
utan az éleszts sejten beliil a kromoszéman kiviil ma-
rad és az auton6m médon replikalodik. Ezenkiviil azok
a hibrid vektorok is hasznilhatok, amelyek az éleszté
2 p plazmidja DNS-ével homol6g szekvenciakat tar-
talmaznak. Az ilyen hibrid vektorok rekombinaci6 ré-
vén integrilodnak a sejten beliil mar jelen 1évS 2 y
plazmidba vagy autoném modon replikalodnak a sejt-
ben. Magas transzformaéciés frekvenciaji és sok ma-
solatszammal miik6dé plazmidok szamdra kiiléndsen
alkalmasak a 2 u szekvenciak. A jelen talilmany elény-
be helyezett élesztG vektora a pJDB207 plazmid.
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Az élesztOk szamara megfeleld marker gének kiilé-
nosen azok, amelyek a gazdasejtnek antibiotikum re-
zisztencidt kSlcs6ndznek vagy az auxotrof éleszté mu-
tansok esetében azok a gének, amelyek a gazdasejt 1¢-
zibjat teszik teljessé. A megfelel gének példaul azok,
amelyek a cikloheximid antibiotikummal szembeni
rezisztenciat adjak 4t vagy pedig prototrof tulajdon-
saggal 1atjak el az auxotrof éleszté mutinst, ilyen pél-
daul az URA3, LEU2, HIS3 vagy kiilondsen a TRP1
gén. A még el6nydsebb éleszté hibrid vektorok bakte-
ridlis gazdasejtben, kiiléndsen az E. coliban is tartal-
maznak replikacids kezdGpontot és marker gént, igy a
hibrid vektorok és intermedier szirmazékaik szer-
kesztése és klonozasa bakteridlis gazdasejtben is meg-
valésithato.

ElesztGben valé kifejezdés szempontjabol példaul
azok az alkalmas expresszi6szabalyozd szekvencidk,
amelyek magas szinten fejezik ki az éleszt6 géneket.
Ilyen modon hasznilhatd tehdt a TRP1 gén ADHI
vagy ADHII gén, savany foszfatiz gén (PHO3 vagy
PHOS) és izocitokrom gén promoterei, vagy a gliikoli-
tikus folyamatban részt vevG promoterek, ilyenek az
enolaz, gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH), 3-foszfogliceratkinaz (CPK), hexokiniz,
privat-dekarboxildz, foszfo-frukto-kindz, gliik6z-6-
foszfat-izomerdz, 3-foszfo-glicerat-mutdz, piruvat-
kindz, tribz-foszfat-izomerdz, foszfo-gliikéz-izome-
raz és gliikkokinaz gének promoterei. A jelen talalmany
altal elénybe helyezett vektorok transzkripcié szabi-
lyozassal ellatott promotereket tartalmaznak, ilyenek
példaul a PHOS5, ADHII és GAPDH gének promoterei,
amelyeket be vagy ki lehet kapcsolni a tenyésztési k-
riilmények viltoztatasaval. A PHOS promotert példa-
ul be lehet kapcsolni vagy ki lehet kapcsolni azaltal, ha
noveljiik vagy csokkentjik a tdptalaj anorganikus
foszfat koncentracidjat.

A promotert mesterségesen kapcsoljuk a kodold ré-
githoz tigy, hogy az a hibrid interferon kifejezGdésé-
nek hatékonysdgit biztositsa. A jelen talalmany egyik
megvaldsitdsi valtozataban kdzvetleniil kapcsolddik
azérett IFN kodol6 szakaszahoz ligy, hogy a taldlkozis
helyén transzlaciés start szignal (ATG) van beépitve.
A promoternek a hibrid IFN-t kddol6 szakaszhoz kap-
csoléddsdnak el6nyos régidja a f6 mRNS startja és az
illeté promoterhez természetesen kotott gén ATG-je
kozt helyezkedik el.

A jelen taldlmany egy masik kiviteli vdltozatiban,
kiilondsen, ha gazda-mikroorganizmusként élesztot
alkalmazunk, a szerkezet egy szignil szekvencidt is
tartalmaz. Azok az alkalmas szignal szekvencidk, ame-
lyek a hasznélt promoterhez természetesen kapcso-
l6dnak. Felhasznilhatjuk példaul a PHOS szignal
szekvenciat, tovabba az €leszt invertdz vagy a-faktor
gének szignil szekvencidjat. Azokat a kombinacidkat
helyezziik elénybe, amelyek a szignil szekvencia és az
érett hibrid IFN aminosav szekvencidja kozti pontos
hasitast teszik lehet6vé. Olyan jarulékos szekvencié-
kat, mint a pro- vagy spacer-szekvenciak, amelyek
specifikus processzor szignalokat hordozhatnak, vagy
nem hordozhatnak, szintén beépithetiink a szerkezet-
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be olyan célbdl, hogy megkdnnyitsiik a prekurzor mo-
lekulak helyes kezelését. Emellett fuzionélt proteine-
ket is termelhetiink bels§ processzor szignilokkal,
amelyek eldsegitik a megfeleld érést in vivo vagy in
vitro.

A taldlmény szerinti eljarasban hasznalhaté vekto-
rok - el6nydsen - egy 3°-n-nél elhelyezkedd olyan gén-
szekvenciat is magukba foglalnak, amely megfelel6
szignalokat tartalmaza transzkripci6 befejezéséhez és
a poliadenildcihoz. Az ilyen 3'-nél 1év§ szekvencidk
példaul azok a gén szekvencidk, amelyek termé-
szetesen kapcsolddnak az alkalmazott promoterhez.
Abban az esetben, ha gazda-mikroorganizmusként
éleszt6t haszndlunk, az alkalmazott expressziot szabd-
lyozé szekvencia, a PHOS promoter, akkor elényds, ha
a 3’-thatérol6 szekvencia a PHOS géné.

A talilmény szerinti eljards egy eldnys megvalosi-
tasi modja esetén a hibrid vektorok egy gazdatorzsben
replikdciéra és fenotipusos szelektiloddsra képesek.
Ezek magukba foglalnak egy promotert és egy, az 4]
hibrid interferonok valamelyikét kodolé DNS-szek-
venciat, s e széban forgd DNS-szekvencia a transzk-
ripci6 start és termindtor szignljaval, valamint a
transzlaci6 start és stop szignaljaval egyiitt az illetd
hibrid vektorban taldlhaté az emlitett promoter szabd-
lyozisa alatt oly modon, hogy egy transzformaélt gaz-
dasejtben kifejez6dvén, a taldlmany szerinti hibrid in-
terferont allitja eld.

A taldlmany szerinti eljarasban hasznalt hibrid vek-
torokat eléallithatjuk dgy, hogy a LyIFN-a-2 és
LyIFN-q-3 kédolo szakaszainak megfelels szegmen-
tumokat in vitro ligazzal Gsszekapcsoljuk és a keletke-
zett hibrid TFN gént megfelelG vektorba juttatjuk be,
vagy pedig dgy, hogy egy egyedi IFN DNS-szegmentu-
mot ligizzal Ssszekapesolunk egy olyan lincarizalt
vektor DNS-sel, amely mér tartalmazza a még hidnyz6
szakaszokat, hogy ilyen modon a kivant hibrid interfe-
ront kodold gén alljon el6. El6nyds, ha azamino termi-
nalis vég-szekvenciit ado DNS-szegmentum mdr fuzi-
onalodott az expresszidszabalyozo szekvenciaval.

A LyIFN-q-2 és LyIFN-a-3 kddolé régiinak meg-
felel szegmentumokat foként a jelen taldlmany altal
elénybe helyezett kiindulasi vektorbdl vesszik, azaz a
pBR322-b¢l szarmaz6 pAM2 és pAM21 plazmidbol.
A pAM2 plazmid egy HindIII-PstI inszertumot tartal-
maz, amely magaba foglalja a LyIFN-a-3 kddol6 régi-
6jat P-laktamaz promoter szabalyozisa alatt. A
PAM2 plazmid vektor része Pvull-vel szemben rezisz-
tens. A pAM21 plazmid egy HindIlI-Pstl inszertumot
tartalmaz, amely magaban foglalja a LyIFN-a-2 ké-
dolé régidjat - ennek 92-es pozicidjaban van az
egyetlen Pvull hely - a B-laktamaz promoter szabi-
lyozisa alatt. A pAM21 plazmid vektor része ugyan-
csak rezisztens a PuvII-vel szemben.

A ,B;B,B,;D,” hibrid interferont féként Ggy allit-
juk el6, hogy a pAM21 plazmid nagy PstI-Pvull frag-
mentumat, a pAM21 plazmid kis Sau3A-Pvull frag-
mengtumat és a pAM2 plazmid kis Sau3A-Pvull frag-
mentumat és a pAM?2 plazmid kis Sau3A-PstI frag-
mentumat ligaz segitségével Osszekapesoljuk. Ezzel a
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szerkesztéssel egy olyan plazmidot (pJC344) kapunk,
amely tartalmazza a ,.B;B,B;D,” hibrid interferon
kodold szakaszat a B-laktamaz promoter szabalyozisa
mellett. Hasonlé modon allitjuk el§ a ,,B;B,D;B,”
hibrid interferont kodold géat, amikor is a pAM21
plazmid nagy Pvull-Pstl fragmentumat, a pAM2 plaz-
mid kis Sau3A-Pvull fragmentumat és a pAM21 plaz-
mid kis Sau3A-Pstl fragmentumat kapcsoljuk dssze.
Ez a szerkezet egy olyan plazmidot (pJC342) eredmé-
nyez, amely a ,,B;B,D;B,” hibrid interferon kédold
zasa alatt. A ,,B;D,D;D,” hibrid interferont kddolé
gént gy dllithatjuk eld, hogy a pAM21 plazmid kis
HidIlI-Sau3A fragmentumat, a pAM21 plazmid kis
Sau3A-Pvull fragmentumat és a pAM2 plazmid nagy
Pvull-HindIIl fragmentumat kapcsoljuk &ssze. Ez a
szerkezet egy olyan plazmidot (pAM94) eredményez,
amely a ,,B;D,D3D,” hibrid interferon kédold sza-
kaszt tartalmazza a 3-laktamaz promoter szabalyoza-
sa alatt. Ezzel analég mddon, iGgy jutunk a
»B1DyB3B,” hibrid interferont kddolé génhez, hogy
Gsszekapcsoljuk a pAM21 plazmid kis HindITI-Sau3A
fragmentumat, a pAM2 plazmid kis Sau3A-Pvull
fragmentumit és a pAM21 plazmid nagy Pvull-Hin-
dIll fragmentumit. Ez a szerkesztés eredményezi a
PAMO90 plazmidot, amely a ,.B,;D,B,;B,” hibrid inter-
feront kodold régidjat tartalmazza a B-laktaméz pro-
moter szabdlyozisa alatt. Hasonl6 mddon allithatjuk
eléa ,.B;D,B,D,” hibrid interferont kodol6 szakaszt
(pDM1 plazmid) vagy a ,,B;D,D;B,” hibrid interfe-
ront kodold szakaszt (pDM2 plazmid) tartalmazé
plazmidokat. Ezek a plazmidok alkalmasak arra, hogy
E. coliban replikalodjanak és kifejezzék benne a hib-
rid IFN géneket. Ha a kivant, barmelyik emlitett hibrid
interferon kddolé DNS-inszertumot ki lehet hasitani a
megfelelé plazmidbol és be lehet juttatni egy masik
vektor DNS-be. Ilyen médon olyan plazmidokhoz jut-
hatunk, amelyek tartalmazzak a hibrid interferont k6-
dol6 szakaszat, de mas promoter - nem a B-laktamaz
promoter ~ szabalyozasa alatt és/vagy lehetGvé teszik
a gén kifejezddését az E. coli helyett mis gazdasejt-
ben.

A szoban forgd hibrid interferonok strukturalis
génjét magaba foglalo DNS-t kémiai eljirassal, szinte-
tikus dton is eléallithatjuk. A DNS-szintézisére alkal-
mas modszereket S. A. Narang [Tetrahedron, 39, 3,
(1983)] foglalta dssze. Az ismert szintetizalo modsze-
rek mintegy 20 bazis hosszisagi polinukleotidok elG-
allitdsat teszik lehetdvé jo kitermeléssel, nagy tiszta-
saggal és viszonylag rovid idé alatt. A megfelelGen vé-
dett nukleotidokat foszfodiészter modszerrel [K. L.
Agarwal és munkatirsai, Angew. Chem. 84, 489
(1972)] lehet egymassal sszekapesolni vagy a még ha-
tékonyabb foszfotriészter modszerrel [C. B. Reese,
Tetrahedron, 34, 3143 (1972)] vagy a foszfittriészter
modszerrel [R. L. Letsinger és munkatirsai, J. Am.
Chem. Soc., 98, 3655 (1976)}. Az oligonukleotidok és
polinukleotidok szintézisének egyszerisitését tette le-
hetdvé a szilard fazisos modszer, amelyben a nukleo-
tid 1anc egy megfeleld polimerhez van kotve, Itakura és
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munkatarsai [J. A. Chem. Soc., 103, 706 (1981)] fosz-
fodiészter modszerrel, szilird fazisos szintetizalast
hasznalva, trinukleotidokat kapcsoltak Gssze, ezek r6-
vid idén beliil és j6 kitermeléssel kondenzilhatok.
Ilyen modon példaul 31 bazisbdl 4ll6 polinukleotidot
tudtak eldllitani. A kivant kétszala DNS-t enzimati-
kus Gton is fel lehet épiteni, kémiailag elGallitott rovid
szegmentumokbél. Erre a célra Kohrana és munkatar-
sai [J. Biol. Chem., 251, 565 (1976)] mindkét DNS-fo-
nalbol dl16 atfeds polinukleotid szekvencidkat hasz-
nalnak, amelyek a bazisparok révén a helyes helyzet-
ben keriilnek Gssze és amelyek ezutin kémiailag kot-
hetdk egymashoz DNS-ligiz enzimmel. Egy masik le-
hetdség szerint minden esetben a két DNS-fonalbol
szirmaz6, révid atfedé szegmentummal rendelkez
egy polinukleotid szekvenciat inkubdlunk a négy sziik-
séges dezoxinukleozid-trifoszfat jelenlétében DNS-
polimerazzal, ilyen példaul a DNS-polimeriz I Klenow
fragmentje, vagy a T4 DNS-polimeraz, vagy az AMV
(avian Myeloblastosis virus) reverz transzkriptizzal.
A két polinukleotid szekvencia bazisparosodissal a
helyes elrendezésben keriil Gssze és a még sziikséges
nukleotidok az enzim segitségével potlodnak, mialtal
komplett kétszald DNS keletkezik. [S. A. Narang és
munkatarsai, Anal. Biochem., 121, 356 (1982)]. Itaku-
ra és munkatarsai [J. Biol. Chem., 257, 9226 (1982)}
leirjak, hogy ennek az elvnek az alapjan a human le-

ukocita interferon a, gén 132 bdzispar hossziisagi.
szegmentumdt fel lehet épiteni DNS-polimeraz I (Kle- .
now fragment) jelenlétében 4 kémiai Gton szintetizalt -
39-42 bazis hossziisagii fragmentumbél. A kémiai.
szintézissel 40%-o0s megtakaritas érhetd el, sszeha-

sonlitva azzal a médszerrel, amely csak ligazt hasznél.

A jelen talilmany szerinti DNS-ek eléallitisira meg-

felel eljarast ir le példiul a 146785 szimi eurdpai

szabadalmi bejelentés, amelynek tanulsigai itt tajé-

koztatasként szerepelnek.

A talalmany szerinti barmelyik hibrid interferon
strukturélis génjét tartalmaz6 kémiailag szintetizalt
DNS-t be lehet épiteni egy olyan vektor DNS-be,
amely expresszidszabalyozd szekvencidt tartalmaz,
mégpedig Ggy, hogy az expresszidszabalyozo szekven-
ciairanyitsa a szoban forgd gén kifejezddését.

2. A gazdasejtek transzformdldsa

A transzformalt gazdasejt elGallitasi eljirdsa maga-
ban foglalja a gazdasejt transzformalasat egy olyan
DNS-szekvenciat tartalmazé kifejez6 vektorral,
amely a talalmany szerint elGallitott hibrid interfero-
nok egyikét kodolja, és amelyet expresszidszabilyozo
szekvencia irdnyit.

Alkalmas gazdak a fent példaként emlitett mikroor-
ganizmusok, mint a Saccharomyces cerevisiae, Bacillus
subtilis és Escherichia coli. A transzformalas a talal-
many szerinti kifejezé vektorokkal torténik, példaul
ahogy a szakirodalom leirja a S.cerevisiae [A. Hinnen és
munkatirsai, Proc. Natl. Acad. Sci. Usa, 75, 1929
(1978)], B. Subtilis [Anagnostopoulos és munkatirsai,
J. Bacteriel., 81 741 (1961)] és E. coli [M. Mandel és
munkatirsai, J. Mol. Biol,, 53, 159 (1970)] eseteire.
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Eszerint az E. coli sejtek transzformaldsi eljardsa
magdba foglalja a sejt Ca“*-mal val6 el6kezelését, hogy
végbemenjen a DNS felvétele és a hibrid vektorral valo
inkub4last. A sejteket ezutan 4t kell vinni szelektiv tap-
talajra, mely a transzformalt sejteket az eredeti sejtek-
14l elkiiloniti. Azok a sejtek, amelyek nem tartalmaz-
pak vektort, ilyen tiptalajban elpusztulnak. Az éleszté
transzformélasa példiul a kovetkezd 1épésekbdl all: (1)
az éleszté sejtfal enzimatikus eltavolitasa gliikozidaz
segitségével, (2) a kapott szferoplaszt kezelése a vektor-
ral polietilén-glikol és CaZ*-ionok jelenlétében, (3) a
sejtfal regeneralasa oly médon, hogy a szferoplasztot
agarba dgyazzuk be. ElGny0s, ha a regeneral6 agar Ggy
késziil, hogy egyszerre torténjék meg aregeneralodas és
a transzformalt sejtek szelekcidja.

3. A transzformdlt gazdasejtek tenyésztése és a kife-

Jjezédorr hibrid interferon izoldldsa

A talalmany tirgya eljdras az (T)-(VI) szekvencidji
hibrid interferonok elGallitasira. A médszert az jel-
lemzi, hogy a széban forgé hibrid interferonok barme-
lyikét kédold DNS-szekvenciat tartalmazo hibrid vek-
torral transzformalt gazdasejteket tenyésztjiik és a
hibrid interferont izolal juk.

A transzformalt sejteket a szakmaban ismert méd-
szerekkel tenyésztjiik olyan folyékony taptalajban,
amely asszimilalhat szén- és nitrogénforrast és anor-
gikus sokat tartalmaz,

A taldlmany szerinti transzformalt gazdasejtek te-
nyésztésére kiilonbozé szénforrasok haszndlhatok.
Elényos szénforrasok példaul a szénhidratok, ilyen a
gliik6z, mannit vagy laktoz, vagy acetat, amelyet ma-
giban vagy megfelelé keverékben lehet felhasznalni.
Megfelel$ nitrogénforris példiul az aminosavak -
mint a kazein aminosavai - a peptidek és proteinek,
ezek bomldstermékei, mint a tripton, pepton vagy a
haskivonatok; tovabba az élesztSkivonat, malatakivo-
nat és az ammdnium-sok is, példaul az ammoénium-
klorid, -szulfat vagy -nitrat, amelyeket 6nmagukban
vagy megfelel$ keverékekben lehet felhasznalni. Fel-
hasznalhat6 anorganikus sok még példaul a natrium,
kilium, magnézium és kalcium szulfatjai, kloridjai,
foszfatjai és karbonatjai.

A taptalaj tartalmaz még példaul novekedést ser-
kenté anyagokat, ilyenek a nyomelemek, példaul vas,
cink, mangan és hasonl6k és olyan elényds anyagokat,
amelyek eldsegitik a szelekcidt és megakadalyozzik
azoknak a sejteknek a ndvekedését, amelyekben nincs
expresszi6s plazmid. fgy példaul ampicillint adunk a
tiptalajhoz, ha az expresszids plazmid ampR gént tar-
talmaz. Az ilyen antibiotikus anyagoknak még olyan
hat4suk is van, hogy elpusztitjak a szennyezd, antibio-
tikum-érzékeny mikroorganizmusokat is. Ha gazda-
mikroorganizmusként olyan élesztGtorzset hasznd-
lunk, amely példaul egy esszencialis aminosavra nézve
auxotrof, akkor el6nyGs, ha a plazmid egy olyan enzi-
met kodold gént tartalmaz, ami a gazdasejt hibajat ki-
igazitja. Az élesztotorzset olyan minimal téptalajon
tenyésztjiik, amely az illeté aminosavat nem tartal-
mazza.

8

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

A tenyésztés a szakteriileten ismert modszerekkel
torténik. A tenyésztési koriilményeket, mint a hémer-
sékletet, a taptalaj pH-jat és a fermentdlas idejét 4gy
valasztjuk meg, hogy magas titerd hibrid interferont
kapjunk. Tehat elényds, ha egy E. coli vagy élesztStor-
zset aerob viszonyok mellett, meriil tenyészetben ra-
zéssal, vagy keveréssel, 20~40 °C hémérsékleten - elo-
nydsen koriilbeliil 30 °C-on ~ pH 4-8 kozétt - elényd-
sen koriilbeliil pH=7 mellett - 4-30 6rén at, de elényd-
sen addig tenyésztiink, amig el nem érjiik a hibrid in-
terferon maximalis kitermelését.

Meglepdé modon azt talaltuk, hogy példaul a stan-
dard feltételek mellett tenyésztett transzformalt
éleszt8 nyers extraktumaban a talalmany szerinti hib-
rid interferonok példaul a ,,B;D,D;B,",
B, D;B;D,", ,,B,D,D;D,”, ,,B;D,B3B,” hibrid in-
terferon - elérhetd maximélis titerei hatdrozottan
magasabbak, mint az interferon-a2 és ,,B;B,D3D " és
D D,B3B," hibrid interferonok titerei, amelyek szo-
ros rokonségban vannak a 4414150 szim{i amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban szerepld
~BD” és ,,DB” hibrid interferonokkal.

Ha a sejtsiiriség megfeleld értéket ér el, a tenyész-
tést megszakitjuk és a hibrid interferont felszabadit-
juk a gazdasejtbdl. Ezért a sejteket elroncsoljuk, pel-
daul detergens kezeléssel - ilyen detergensek az SDS
(natrium-dodecil-szulf4t) vagy Triton - vagy lizozim-
mel vagy egy hasonloan haté enzimmel lizdljuk. Ha
élesztt hasznalunk a gazda-mikroorganizmuskeént, a
sejtfalat valamely gliikoziddz enzimmel valo emesz-
téssel tavolithatjuk el. A sejtek elroncsoldsit mas mé-
don is, vagy kiegészitésiil, mechanikai er6kkel is vé-
gezhetjilk, ilyenek a nyirderk (példdul X-press,
French-press, Dyno malom); vagy a sejteket iivegy-
gyonggyel vagy aluminium-oxiddal rdzzuk egyiitt;
vagy valtogatjuk a fagyasztast (példaul folyékony nit-
rogénben) a felolvasztissal, példiul 30-40 °C-ig; vagy
ezenkiviil még ultrahangot is hasznalhatunk. A centri-
fugalds utdn - magatol értet6dé modon - a kapott ke-
verékben, mely proteineket, nukleinsavakat és més
sejtalkotbrészeket tartalmaz, feldisitjuk a proteine-
ket a benniik 1évé interferonnal egyiitt. fgy példaul a
nem protein jellegd alkotorészeket polietilén-imin ke-
zeléssel eltavolitjuk és a proteineket, beleértve a hib-
rid interferonokat is, kicsapjuk, példaul Ggy, hogy az
oldatot amménium-szulfattal vagy mds sokkal telit-
jiik. A bakterialis proteineket példaul 0,1%-os ecet-
savval (pH=4-5) valé savanyitassal is ki lehet csapni. A
tovabbi tisztitasi lépések kozt vannak példaul a kovet-
kez6k: ultrasziirés, diafiltralds, gél-elektroforézis,
kromatografias eljarasok, mint példaul az ioncserél§
kromatografia, a méret szerinti kizarasos kromatog-
rafia, a HPLC, a reverz fizisos HPLC és ehhez hason-
10k, az elegy alkotdrészeinek elvilasztasa molekula-
nagysag szerint, megfeleld Sephadex-oszlop segitségé-
vel, dializis, affinitdskromatografia, példaul antitest -
kiilonbdzé monoklonalis antitest - affinitaskromatog-
rafia és mas olyan ismert eljarasok, amelyek a szakte-
riileten ismertek.

Megleps, hogy a talalmany szerinti eljarassal elGil-
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litott hibrid interferonok termostabilitasa magasabb,
mint aLyIFN-a-2 interferoné ésa ,,B;B,D;D,” hibrid
interferoné. Azaz az a hémérséklet, amelynél a virus-
ellenes aktivitas 50%-a elvész (az IFN oldat hGmérsék-
let-ndvekedése 1 °C/perc), 62,8 °C a LyIFN-a-2 eseté-
ben és63 °Ca ,,B;B,D,3D," hibrid interferon esetében,
mig a ”BID2D3D4", ,.BID2B3B4”, ,,BlD2B3D4" és
»BD,D3B,” hibrid interferonoknal a megfeleld érték
65°C,64,7°C,65,3°C,illetve 64,2°C.

A hibrid interferonok bioldgiai tulajdonsdgai és
gyogyszerkészitmények

A jelen talailminy szerinti eljirassal elGallithaté
hibrid interferonok olyan el6ayds bioldgiai tulajdon-
sagokkal rendelkeznek, hogy emiatt értékes gyogysze-
reknek mindsiilnek.

A talalmany szerinti eljarassal elGallitott hibrid in-
terferonok igen hatdsos virusellenes aktivitasukkal
tiinnek ki emlds sejtek esetén, ilyenek a bovin és fdleg
a human sejtek. A virusellenes titerek, amelyeket a
citopatias hatas redukcibjaval, S. Rubinstein és mun-
katarsai modszere szerint {J. Virol., 37, 755 (1981);
bovin (MDBK) és human (WISH) sejtek rafert6zése
vezikularis stomatitis virussal (VSV) torténik] hata-
roztuk meg a kdvetkezGképpen:

1. tdbldzar
Hibrid interferonok virusellenes titerei
VSV-t haszndlva rdfertdz6 virus gyandnt

Interferon Specifikus aktivitds/mg protein
bovin huméan
+B,D,D;D,” 1,25-108 1,3.108
B D;B3B,” 1,25.108 1,3.108
.B,B,D;B,” 9,5x107 >2.108
.B,D,B,D,” 1,9x 108 7,7-107
-,,B,D,D;B,” 7,2.107 3,8.107
.B,B,B;D,” 1,05-108 8107
.D,D,B,B,”(DB)  85.107 3,3-103
.B,B,D,D,”(BD)  1,1510% 2,33.108
a-2(.B") 1,05.108 2,13-108
a-3(.D") 55107 6,7-10

A taldlméany szerinti eljarassal elGallitott hibrid in-
terferonok virusellenes aktivitasa nemcsak humin sej-
tekre korlatozodik, hanem mindig interspecifikusak. A
»B1D;D;3D,”, »B1D;B3B,", »BB;D3B,",
»B1D;B;3D,” és,.B,B,B,D, " hibrid interferonoknak a
human sejtekre gyakorolt virusellenes hatdsa hasonl6
foki, mint az eredeti a-2 interferoné ésa ,,B;B, DD ;"
interferoné, amely szoros rokonsigban van a 4414150
szimi amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi le-
irasban szerepld ,.BD” hibrid interferonnal, de jelents-
sen nagyobb a hatisuk (10-30-szoros), mint a
»D;D,B,B," referens hibrid interferonnak (230-600-
SZOros).
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A human sejtekre kifejtett altalinos virusellenes
hatastol eltekintve, a talalmany szerinti eljarassal elé-
allitott hibrid interferonok a célsejtek sokkal specifi-
kusabb vilaszit idézik el6. Igy tehat szimos intracel-
luliris enzim indukalodik, az interferon hatasara.
Ezek k3zt az enzimek kozt van a (2°-5’) oligo-izoade-
nilit szintetaz (,,2-5 A szintetaz™), amely a (2’-5') ko-
tésii oligonukleotidokat hozza létre és ezek ezutan egy
olyan latens endoribonukleazt aktivalnak, mely a vi-
rusmRNS-t hasitja. Meglep6 médon azt talaltuk, hogy
a talalmany szerinti eljarassal elGallitott hibrid inter-
feronok, igy a ,BD,D;D,”, ,B{D;B3B,",
+BB,B;D,” és ,B,B,D,B,” interferon, kiilondsen
hatékony induktorai humén sejtekben a 2-5 A szinte-
taz aktivitisnak. Azaz a ,.B,D,D;D,", ,.B;D,B;B,",
»B 532331)4" és ,,BB,D3B,” hibrid interferonokbél
10° egység/ml 17,5, 11,4, 8,5, illetve 9,6-szorosara no-
veli a 2-5 A szintetaz aktivitisit Daudi sejtekben,
osszehasonlitva az eredeti a-2 €s o-3 interferonnal és
a referens ,,B,B,D;D,” és ,,D,D,B,B,” interferon-
nal, amelyek 5,6, 3,9, 4,0, illetve 4,3-szoros aktivitas-
nivekedést eredményeznek.

A taldlmany szerinti eljarassal elGallitott hibrid in-
terferonok ezenfeliil antiproliferativ aktivitast fejte-
nek ki. Az antiproliferativ aktivitast a kovetkezokép-
pen lehet meghatarozni: az interferon tartalmi olda-
tokat ml-enként 5-10% Daudi sejttel inkubéljuk, 2 mi
10% fetdlis borjiszérumot tartalmaz6 RPMI tiptalaj-
ban. A sejtszaporoddst 3 napos inkubdci6 utin hata-
rozzuk meg Ggy, hogy az é1G sejteket haemocytomé- °
terben megszamoljuk Trypan kék kizardsos teszt se- -
gitségével. A Daudi sejtek szaporodisinak 50%-os

gatldsihoz a  ,B,D,D;D,”,  ,B;D,B;B,",
»B1BB3D,",  .BBD3B,",  ,BD,ByD,” &

B D;D3B," hibrid interferonokbdl kériilbeliil 4, 4,
1,3,1,3 4, illetve 4 egység/ml sziikséges, azaz megkdze-
litéen azonos mennyiség, mint az eredeti a-2 interfe-
ronbdl és a ,.B;B,D,D,” referens interferonbdl (1,3
egység/ml), de feliilmiljak az eredeti a-3 interferont
(koriilbeliil 20 egység/ml) és a ,.D,D,B4B,” referens
hibrid interferont is (koriilbeliil 400 egység/ml).

A humén rékse jtekkel szembeni antiproliferativ akti-
vitdst szintén ki lehet mutatni in vivo. E célra kiilonb6zd
human eredetii rakbetegséget — ilyen a mell-, vastagbél-
és tiidGrik, méhrik és melanoma - fejlesztiink ki csupasz
egérben. A kifejlédott tumorokbol kis darabkakat izola-
lunk és ezeket trokarral atiiltetjiik egerekbe (Baltyc x D-
BA/2)F| (CDF,)a vese-tok ali. AzIFN-t intramuszkula-
risan adjuk be. 5-105-5-107 NE/kg-ot tartalmazo injek-
ciokban naponta kétszer, 1-5napon at. (NE =nemzetkd-
zi egység). A 6. napon az allatokat el6ljiik, a tumor végsé
nagysagat megmérjiik és Gsszehasonlitjuk a tumor kez-
deti (az IFN-kezelés el6tti) nagysigaval és a kezeletlen
kontrollegerek tumorinak nagysigival. A taldlmany sze-
rinti eljarassal elGallitott hibrid interferonokkal, példaul
a ,.B,D,D;D,"és,,BB,D;B,” interferonnal val6 keze-
1és jelentdsen és szignifikansan gatolta a tumorok ndve-
kedését és részben a tumorok regresszi6jt is megfigyel-
hettiik. Meglepd, hogy a hibrid interferonok antiprolife-
rativ aktivitasa feliilmilja az -2 és «-3 kiindukasi inter-
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feronok, valaminta,,B,B,D,D," és D, D,B;B,” hibrid
interferon aktivitasat.

A taldlmany szerinti el jarassal el6allitott hibrid in-
terferonok, virusellenes és antiproliferativ tulajdon-
sagaik folytan, az emberi és dllati szervezet virusfertd-
zéseinek - ilyen az influenza és mas 1égiti virusferts-
zések, herpes virusfertézések, a veszettség és hepatitis
fert6zés - valamint neoplazmas megbetegedéseinek,
mint melanoma, veserak és a hairy cell leukémia, a
kezelésére alkalmasak, adott esetben més virusellenes
vagy tumorellenes szerekkel kombinilva, elénydsen
olyan gyogyszerkészitmények formajaban, amelyek
az aktiv alkotdrészbdl terapidsan hatékony mennyisé-
geket tartalmaznak, eldnydsen a gyogyszergyartasban
elfogadott szervetlen vagy szerves, szilard vagy folyé-
kony, parenteralis alkalmazasra legalkalmasabb vivG-
anyagokkal egyiittesen, vagy kiegészitésként.

A parenterilis készitmények olyan injekcids folyadé-
kok, amelyek kiilénféle modon alkalmazva hatnak, igy
intravénas, intramuszkularis, intraperitonealis, intrana-
zilis, intradermalis vagy szubkutan alkalmazisban. Ezek
a folyadékok el6nyGsen izotonids vizes oldatok vagy
szuszpenziok, amelyeket felhasznalas el6tt lehet elkészi-
teni, példaul olyan liofilizalt készitményekbdl, amelyek
az aktiv hatdanyagot magéban vagy a gyogyszergyartis-
ban bevezetett hordozokkal egyiitt tartalmazzik. A
gybgyszerkészitmények sterilizathatok ésvagy adalék-
anyagokat tartalmazhatnak, ilyenek példaul a konzer-
v4lo szerek, stabilizalb és nedvesit szerek és/vagy emul-
geald szerek, oldodast elSsegit szerek, valamint az oz-
mézis nyomast szabdlyoz6 sok ésivagy pufferek. Ezek
gybgyszerkészitmények, amelyek — ha kivant - egyéb
gyogyszerként alkalmazhat6 anyagokat is tartalmaznak,
magitdl értetédd, ismert médon készithetSk, példaul
megszokott liofilizalasi eljarasokkal, amikor az aktiv ha-
toanyagbol 0,1%-100%-ot, féként koriilbeliil 1-50%-ot
tartalmaz az oldat, maga a liofilizatum pedig 100%-ig
terjedd toménységben tartalmazza a hatoanyagot. Erde-
mes megjegyezni, hogy a taldlmany szerinti hibrid inter-
feronokat, mint a ,,B;D,D;D, "¢t is, aktivitasveszteség
nélkiil lehet liof ilizalni, majd feloldani. Ezzel szemben az
eredeti liofilizilt a-2 és a-3 interferon készitménynek
zavaros oldatot adnak, jelentds aktivitasveszteséggel. Ez
utébbi interferonokat ezért csak pufferolt oldatokban le-
het tarolni.

Az alkalmazis és adagolds egyedi mddjat a kezelé
orvos valasztja meg, figyelembe véve a beteg egyéni
tulajdonsagait, a betegséget és a betegség silyossagat.
Példaul a virusfertGzéseket rendszerint napi egyszeri
vagy napi kétszeri adagokkal kezelik néhdny napon,
illetve néhany héten at, mig a neoplazmas betegségek
kezelése napi vagy naponta sokszori adagoldssal torté-
nik hetekig va§y hoénapokig. Ugyanazokat a dozisszin-
teket, azaz 100~107 egységet - lehet alkalmazni, mint
aszokasos interferonterapiaban.

Interferon hibridek elleni monoklondlis antitestek
Uj IFNe elleni monoklondlis antitest, amelynek

szamos [FNa szubtipussal - beleértve az IFN hibri-

deket is - szembeni affinitdsa nagy, de kis affinitdsd
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mas IFNa szubtipusokkal szemben és az ezeket szek-
retald hibridoma sejteket allitunk el6,

Az (j monoklonalis antitestre jellemzd, hogy az IF-
Na (B,d,F-fel és a rokon szubtipusokkal [lasd D. V.
Geoddel és munkatarsai, Nature, 290, 20 (1981)] és
ezen szubtipusok hibrid jeivel szemben, fGként pedig e
talalmény szerinti eljirdssal elGallitott hibrid interfe-
ronokkal szemben nagy az affinit4sa, de alacsony affi-
nitasa példaul az IFN/A szubtipussal szemben.

A monoklonilis antitest neve 144 BS. Ezt a mono-
klonalis antitestet a 144 BS 22-6-19 jelzési hibrido-
ma sejtvonal szekretalja.

A taldlmany szerinti eljarasban hasznalt mono-
klonalis antitestre jellemzd, hogy k6tSdni képes kii-
16nb6z6 human IFNw szubtipushoz tartozd polipepti-
dekhez. KotSdési képessége meghatarozhaté példaul
az Gin. kombinalt immunprecipitdcios bioassay segit-
ségével, ahogy ezt S.S. Alkan és munkatdrsai leirtik a
,Protides of the Biologocal Fluids” cimii kiadvényban
[H. Peeters, Pergamon Press, 30. kotet, 495-498. oldal
(1983)]. Ebben a vizsgilatban az IFNg-t tartalmazo
folyadékot a vizsgiland6 monoklonlis antitesttel in-
kubdljuk, a ktott vagy kotetlen monoklonalis antites-
teket olyan poliklonalis szérummal csapjuk ki, amely
minden vizsgilt antitestet megkdt, az immunprecipid-
tumot elvilasztjuk és visszaoldjuk savanyi oldatban,
majd az ilyen médon felszabadult IFN-g-t az IFNa
virusellenes aktivitasan alapul6 egy klasszikus bioas-
say-vel hatdrozzuk meg.

Meglepd, hogy a talalmany szerinti eljirdssal elGal-
litott monoklondlis antitest erésen kotédik az IFNa B,
D, F szubtipusihoz és ezek hibridjeihez, tovabba az
[FNa C és J szubtipusaihoz is, de igen kis affinitast
mutat az IFN g A szubtipusihoz. Ez ut6bbi szubtipust
minden mas ismert olyan monoklonalis antitest meg-
koti, amelyek hiromnal t5bb IFNq szubtipust ismer-
nek fel, azaz a széles szubtipus felismeréssel bir anti-
testek, mint példaul az NK2 monoklonalis antitest (D.
Secher és munkatarsai, Nature, 285, 446 (1980)), az
EBI-1, 2 és 3 monoklonilis antitest (EP 119,476 szi-
mi europai szabadalmi bejelentés) vagy a LO-22
monoklonalis antitest [WO 84/03106 szamii szabadal-
mi bejelentés).

Osszehasonlitva a YOK monoklonilis antitesttel
(WO 84/03105 szabadalmi bejelentés), amely az IFNa
D szubtipusara specifikus, a talalmany szerinti elja-
rasban haszndlt monoklonilis antitestnek meglepden
széles a specificitasa, kiiléndsen a B és F IFN o szubti-
pusokra nézve, amelyeket a YOK antitest nem kot
meg.

A 144 BS elnevezési, a talalmany szerint alkalma-
zott monoklondlis antitest az IgG |« (kappa) immun-
globulin osztalyahoz tartozik, meghatirozasa a jol is-
mert Ouchterlony-féle immundiffiziés médszerrel
tdrtént, osztily-specifikus masodik antitest haszndla-
taval.

A taldlmény szerint alkalmazott monoklonalis anti-
test és szarmazékai elGallitasat kozismert eljarasokkal
végezziik, amelyekre jellemzd, hogy a 144 BS 22-6-19
elnevezési sejtvonalat

-10-
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a) in vitro tenyésztjiik és a tenyészet feliiliszojabol
izolaljuk a monoklonalis antitestet, vagy

b) in vivo szaporitjuk alkalmas emldsszervezetben
és monoklondlis antitestet az illetd emlds testfolyadé-
kaibél izolaljuk és, ha kivant,

¢) amonoklonalis antitestet egy szarmazékava kon-
vertaljuk.

Az a) eljaras szerinti in vitro tenyésziéshez megfe-
lel6 taptalajok a standard taptalajok, ilyen a Dulbec-
co-féle médositott Eagle tipoldat vagy az RPMI 1640
tapoldat, amelyeket alkalmanként emlGsszérummal,
példaul fetalis borjoszérummal egészitink ki. A
monoklonilis antitest izolaldsa gy t6rténik, hogy a
tenyészet feliiliszojaban levé proteint ammonium-
szulfattal vagy ehhez hasonlé anyaggal kicsapjuk,
majd az immunglobulint standard kromatografias
mddszerekkel - ilyen a gélsziirés, ioncserélé kroma-
tografia, kromatografilas DEAE cellul6zon vagy im-
mun-affinitdskromatogréfia — tisztitjuk.

A kivant monoklonalis antitestbSl nagy mennyisé-
geket kaphatunk, ha a hibridoma sejtvonalat a b) elja-
ras szerint szaporitjuk el. A sejtklonokat szingeneti-
kus emldsokbe oltjuk, ahol antitesttermel$ tumorok
keletkeznek. Egy-harom hét elteltével a kivant mono-
klonalis antitestet az illeté emlds testfolyadékaibol
izolaljuk. Példaul a Balb/c egérbdl szairmaz6 hibridé-
ma sejtvonalat olyan Balb/c egerekbe oltjuk interperi-
tonedlisan, amelyeket ez esetben egy szénhidrogénnel,
példaul Pristane-nal (2,6, 10, 14-tetrametil-pentade-
kan), elékezeltiink és egy vagy két hét elteltével az e§e-
rek aszcitesz folyadékat Gsszegyiijtjiik. A testfolyadé-
kokbdl ismert modszerekkel izolaljuk a monoklondlis
antitestet, példaul Ggy, hogy a proteint ammoénium-
szulfattal vagy ehhez hasonl6 anyaggal kicsapjuk, ezt
koveti az immunglobulin tisztitdsa standard kroma-
tografids modszerekkel, mint gélsziiréssel, ioncseréld
kromatografiaval, DEAE cellulézon val6 kromatogra-
falissal vagy immunaffinitiskromatografiaval.

A monokionalis antitesyek fragmentumait. példaul
a Fab, Fab’ vagy F(ab’), fragmentumokat, amelyek az
IFNa szubtipusok antigén determindnsaival szembeni
specificitasukat megtartjik, olyan monoklonalis anti-
testekbGl kaphatjuk meg, amelyeket az a) vagy b) elja-
rassal, ismert mddszerekkel, példiul enzimes emész-
téssel — példaul pepszinnel vagy papainnal - és/vagy a
diszulfid k6tések kémiai redukcidjaval allitunk eld.

Radioaktiv joddal jelzett monoklonalis antitesteket
a szakteriilet ismert jodozasi modszereivel allitunk
¢ld, példaul dgy, hogy a monoklonalis antitestet radio-
aktiv natrium- vagy kilium-jodiddal jelezziik, kémiai
oxidalészerrel, ilyen a natrium-hipoklorit, kioramin-T
vagy hasonlok, vagy oxidalé enzimmel, ilyen a lakto-
peroxidaz, gliikoz-oxidaz és gliikoz. A talalmany sze-
rint alkalmazott radicaktiv, jelzett monoklonalis anti-
testeket Ggy is el6allithatjuk, hogy az a) 1épés szerinti
in vitro tenyésztés esetén a tiptalajhoz radioaktiv jel-
2éssel ellatott tapanyagokat adunk. Az ilyen jelzett
tapanyagok 3példzi.ul radioaktiv szenet (14C), tritiumot
(3H), ként (35S) stb. tartalmaznak, példa ezekre az L-
(*4C)-leucin, L-(H)-leucin vagy az L-(3S)-metionin.
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A talalmany szerint fethasznilt monoklonalis anti-
test konjugdtumok elGailitisa a szakteriilet ismert
médszerei szerint torténik, példaul az a) vagy b) 1épés
szerint termelt monoklonalis antitestet vagy ennek egy
fragmentumat — amelyet az elGbbiekben leirtak szerint
készitettiink — enzimmel reagiltatjuk, konjugal6szer
jelenlétében, ilyen példaul a glutaraldehid, perjodat, N-
N’-o-feniléndimalein-imid, N'(m-malein-imidobenzo-
il-oxi)-szukcin-imid, N-etil-N’-(3’-dimetil-aminopro-
pil)-karbodiimid és igy tovabb. A biotinos konjugétu-
mok példaul iigy késziilnek, hogy a monoklonlis anti-
testet egy aktivalt biotio-észterrel - ilyen a biotin-N-
hidroxi-szukcinimid-észter - reagaltatjuk.

A 144 BS 22-6-19 nevii hibridoma sejtvonalat
1985 marcius 14-€n letétbe helyeztiik a parizsi Paste-
ur Intézetben a ,,Collection Nationale de Cultures des
Microorganismes” gyiijteményében, [-424 letéti szam
alatt. Az a hibridoma sejtvonal az Sp2/O-Agl4 egér
myeloma sejtvonal és természetes humin IFNq-val
immunizalt Balt/c egér-lép egy B limfocitajinak a
hibridje. Ez egy stabil sejtvonal, amely a 144 BS jelii
monoklonalis antitestet szekretalja. A sejtvonal fenn-
tarthatd tenyészetben és folyékony nitrogénben mély-
fagyasztva, ahonnan felolvasztassal reaktivalhato.

A 144 BS monoklonalis antitestet szekretald hibri-
doma sejtvonal eldallitasi eljirisa a kovetkezd l1épé-
sekbdl all: Balt/c egereket immunizalunk természetes
human IFNa-val, az egér antitest-termel§ 1ép sejtjeit
az Sp2/0-Agl4 myeloma sejtekkel fuziondljuk, majd
kivalasztjuk a kivdnt antitestet szekretalo sejtklont. :

Az egér immunizilasit igy végezziik, hogy példaul
a természetes human IFNat négyszer parenteralisan -
intraperitonedlisan ésivagy szubkutan - injicialjuk
10-40 nap id6kozonként koriilbeliil 10°-10° NE dé-
zisban. Az injekciok alkalmanként adjuvanst - ilyen a
komplett vagy inkomplett Freund adjuvans - tartal-
maznak, amely stimuldlja a limfocitatermelGdést.

Az utolsd emlékeztet§ oltas utin kettG-Gt nap mil-
va kivett antitest lépsejteket az Sp2/O-Ag14 myeloma
sejtvonal sejtjeivel fuzionaljuk fiiziés promoter jelen-
létében. Fazids promotereknek tekintjik példaul a
Sendai virust vagy més paramyxo virusokat, eseten-
ként UV-besugarzissal inaktivalt formaban, a kalci-
um-ionokat, feliiletaktiv lipideket, ilyen a lizolecitin
vagy a polietilénglikol. Elényds, ha a myeloma sejteket
az immunizilt egerekbdl szirmazd 1épsejteket ha-
rom-hiisszoros feleslegében, 1000-4000 molekulasi-
lyd polietilén-glikolbél 30-60%-ot tartalmazé oldat-
ban fuzionaljuk.

Fizié utin a sejteket reszuszpendaljuk és szelektiv
HAT tiptalajban tenyésztjiik. Ekkor csak a hibridoma
sejtek lesznek tlé16k, mivel ezek egyesitik magukban
az in vitro ndvekedés és replikacio képességét. Ezt a
képességet egyrészt a myeloma sejtektl orokolték,
amelyekbdl ugyan hidnyzik a HAT tiptalajban valo
tilélés szempontjabol esszencialis HGPRT vagy TK
gén, azonban ezeket a géneket az immunizalt egerek
antitesttermelG 1épse;jtjeibol orokolték.

A hibridoma sejtek szaporitisira alkalmas taptala-
jokastandard taptalajok. Ilyenek a Dulbecco-féle mé-
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dositott Eagle-tapoldat, a Minimum Essential Medi-
um (MEM), az RPMI 1640 tipoldat és igy tovabb,
adott esetben szérummal, példaul 10-15% fetalis bor-
juszérummal kiegészitve. A sejtndvekedés kezdetén
elonyds, ha falosejteket adunk hozzajuk, példaul nor-
mal egér peritoendlis exszuditum sejtekre, lépsejte-
ket, csontvel6 makrofagokat, vagy ezekhez hasonlot.
A tépoldatot szabalyos id6k6zonként szelektiv HAT-
taptalajjal egészitjiik ki, nehogy a normal myeloma
sejtek tllntvekedjenek a hibridoma sejteken.

A hibridoma sejttenyészet feliiliszojat a kivant
monoklonalis antitestre nézve vizsgiljuk, elénydsen
egy kombinalt immunprecipitacios biossay-val vagy
radio-immunassay-vel. A pozitiv hibridoma sejteket
klénozzuk, példaul hatarhigitasos modszerrel, elony6-
sen kétszer vagy tobbszor. A klénozott sejtvonalakata
szokasos modon lefagyaszthatjuk.

A talilminy szerint alkalmazott antitestet és/vagy
szirmazékait felhasznalhatjuk a természetes eredetii
vagy rekombinans DNS-modszerekkel eldallitott hu-
man IFNq szubtipusok €s human hibrid IFN-ek, kiilo-
ndsen a taldlmany szerinti eljarassal elGallitott hibrid
IFN-ok mindségi és mennyiségi meghatarozasanal és
tisztitidsinal.

Példaul a monoklonalis antitestet vagy szirmazéka-
it - ez lehet enzimkonjugdtum vagy radioaktiv szir-
mazék - barmelyik olyan ismert immunassay-ban fel
lehet hasznalni, amely az antigén determinans - pél-
déul egy [FNq aktivitdsi polipeptid antigén determi-
néinsa - és a monoklonalis antitest kzti keresztkoté-
ses reakcion alapszik. Példaként emlitjik a kovetkezd
vizsgalati mbédszereket: radioimmunassay, enzim im-
munassay, immunfluoreszcencia, latex agglutinicié
és hemagglutinacid. Ezek az immunassay-k példaul a
természetes eredetii vagy génmanipulait mikroorga-
nizmusbdl szairmaz6 IFNq és hibrid IFN« promoterek
termelésének és tisztitasinak az iranyitasanal haszno-
sithatdk, tovabba az IFNq és hibrid IFNo mindségi és
mennyiségi meghatirozisira fiasznalhatok biologiai
folyadékokban, példaul olyan betegek testfolyadék-
ban, akik IFNa kezelést kapnak, vagy sziikségiik van
ilyen terapiara.

A talalmany szerinti eljarasban felhasznalt mono-
klonalis antitest eredeti és radioaktiv izotoppal jelzett
szirmazék formajaban radigimmunassay-ben (RIA)
alkalmazhaté. Az [FNa direkt vagy indirekt (kompeti-
tiv) meghatarozasanil a RIA-nak bagmelyik ismert
modositott valtozata hasznalhat6. Példaul a homogén
fazisi RIA, szildrd fazisi RIA vagy heterogén fazisi
RIA és a szingularis vagy kettds (szendvics) RIA. ftta
szendvics RIA az el6nyss, amelyben a megfeleld hor-
doz6 példaul egy mikrotitralé lemez vagy egy mii-
anyag kémcsg feliilete, mely lehet példaul polisztirol,
polipropilén vagy polivinil-klorid. Hordozok lehetnek
tovabba iiveg- vagy mianyag gyongyok, sziirGpapir
vagy dextran, celluldz-acetat vagy nitrocellul6z lemez
és ehhez hasonlok, mindezek egy IFNa szubtipusra
specifikus monoklonalis antitesttel vannak fedve egy-
szerl adszorpcid révén vagy pedig esetenként a hordo-
26 aktivdlasa révén, melyet glutar-aldehiddel vagy
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bromciannal végziink. Az igy készitett hordozét a vizs-
gilandé oldattal és egy 1251-dal jelzett radioaktiv
monoklonalis antitestet tartalmazd oldattal egyiitt in-
kubaljuk. Az oldatban 1évé monoklonalis antitest az
IFNa szubtipus mas etidpjat ismeri fel, mint a hordo-
z6hoz kotott monoklonalis antitest, igy az IFNa vagy
hibrid IFN« mennyiségét a hordozohoz k6tdott ra-
dioaktivitas mértékével hatarozzuk meg. Egy ilyen
elényds radio-immunassay-ben vagy a hordozdhoz
koOtott antitest vagy a jelzett antitest a jelen talalmany
szerinti eljarasban felhasznalt monoklondlis antitest
vagy ennek szirmazéka, mint ahogy ezt az elézéekben
leirtuk, a masik antitest egy olyan IFNa elleni mono-
Klonalis antitest, amely a jelen taldlminy oltalmi ko~
rén kiviil esik, vagy egy poliklonalis antitest, adott
esetben radioaktiv izotoppal jelzett szirmazéka for-
majaban.

Kiilongsen el6nyss az elGbbiekben leirt szendvics
radio-immunassay, amelyben a taldlmany szerinti el-
jarasban alkalmazott monoklonalis antitest gyGngy-
hoz van kotve, példaul polisztirol gyéngyhoz és a fe-
dett gyongyot IFNa-t vagy hibrid IFNa-t tartalmazo
standard tesztoldatban inkubdljuk, amelyet végiil
olyan radiolégiailag jelzett monoklonilis antitesttel
hivunk el6, amely egy masik [FNa epitopot ismer fel.

A 4. és 5. abra a hordozohoz kitott radioaktivitast
abrazolja a tesztoldatban 1évé IFNo/B szubtipushoz
tartozd6 IFN-q-2 polipeptid mennyiségének fiiggvé-
nyében. A meghatirozis szendvics RIA-val tortént,
amelyet a kisérleti részben részletesen ismertetiink. A
RIA érzékenysége 150-5000 NE/ml IFN-a-2 szubti-
pust tartalmazd oldat gyors és megbizhat6 mennyiségi
meghatarozist teszi lehetévé, vagy ha egy sokkal id6-
igényesebb modszert valasztunk, akkor egy NE/ml
mennyiségii [FN-q-2 szubtipust is meghatirozhatunk.
Hasonl6 eredményekhez jutunk mas IFNa szubtipus-
hoz tartozé polipeptidek szendvics RIA-val valé meg-
hatarozasa esetén, példaul az IFNw/D szubtipus vagy
az [IFNo/F szubtipus és foként a taldlmany szerinti ¢l-
jarassal el6allitott hibrid interferonok meghatarozasa
esetén.

A talalméiny szerint a monoklonalis antitestet fel le-
het hasznalni eredeti formajaban vagy enzimmel kon-
jugalt szarmazéka formajaban enzim-immunassay-
ben. Az ilyen immunassay-k olyan vizsgalati eljarast
foglalnak magukba, melyben a kovetkezok keriilnek
felhasznalasra: enzimmel jelzett talalminy szerinti
monoklonalis antitest szarmazék; enzimmel jelzett is-
mert antitest, amely felismeri és megkdti a 144BS anti-
IFNq antitest epitopjait; mas anti-IFN o antitestek.

Elényos az ELISA (enzyme-linked immunad-
szorbent assay) modszer, amelyben egy a RIA -nal fent
leirt hordozdt monoklonalis antitesttel fediink, ezt az
IFNq-t tartalmazé teszt-oldattal, majd egy IFNq elle-
ni poliklonalis szérummal példdul juhszérummal in-
kubdljuk és végiil a poliklonilis szérumbdl megkdtott
antitesteket olyan enzimmel jelzett antitestekkel hiv-
juk elg, amelyek ezeket felismerik és megkdtik, s a
megko6tott IFNa mennyiségét enzim-szubsztratum re-
akcidval hatarozzuk meg. llyen enzimmel jelzett anti-
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test példiul a foszfatdzzal jelzett kecske anti-birka
immunglobulin.

Ugyancsak elény0s egy olyan ELISA, amelyben egy
IFNa szubtipusra specifikus monoklonalis antitesttel
fedett hordozot az IFN -t tartalmaz6 tesztoldattal és
egy enzimmel kunjugilt monoklonalis antitestet tar-
talmaz6 oldattal inkubalunk, s az oldott monoklonalis
antitest az IFNa szubtipusnak mas epitopjat ismeri
fel, mint amit a hordozohoz kotott monoklonalis anti-
test. A megkotott enzim mennyiségét, amely ardnyos a
tesztoldatban 1évé IFNq vagy hibrid IFNa szubtipus
mennyiségével, enzim-szubsztritum reakcid segitsé-
gével - a reakci6 példaul szinvaltozist eredményez,
amelyet szemmel vagy optikai mérémodszerekkel ész-
lelhetiink — mér jiik meg.

Kiil6nésen eldnybe helyezziik az immunodot anali-
zisnek nevezett enzim immunassayt, amelyben az IF-
Na-t vagy hibrid [FNa-t tartalmazé vizsgiland6 vagy
standard oldatot olyan mikropordzus hordozora, pél-
daul nitrocellulézra cseppentjiik, amelynek nagy a
bels6 affinitisa polipeptidekhez. A hordozdt, melyen
az emlitett [FNq-t tartalmazé mintikbol egy vagy
tobb folt van, a taldlminy szerinti monoklonalis anti-
test oldataban inkubdljuk, majd egy enzimmel jelzett
misodik antitest oldatiban, mely ut6bbi antitest felis-
meri és koti a taldlmany szerinti monoklonalis antites-
tet, végiil egy olyan szubsztritum oldatban inkubal-
juk, amely észlelhetd jelet, példiul szines vegyiiletet
eredményez. Ilyen enzimmel jelzett masodik antitest
példaul a torma peroxidazzal konjugalt nyul anti-egér
immunglobulin, s ezt megfeleld szubsztratummal, pél-
daul 4-kloro-1- naftollal vagy hasonl6 vegyiilettel hiv-
hatjuk eld.

A BS 144 monoklonilis antitestnek és szirmazékai-
nak a felhasznalasa - amint ezt az elébbiekben leirtuk
- az [FNq szubtipusok vagy a hibrid IFN«a mindségi és
mennyiségi meghatarozasahoz szolgalé mas kozismert
immunassay-ket is magaban foglal, példaul immunf-
luoreszcencias vizsgalatokat, ahol fluoreszkal6 anya-
gokkal eldallitott antitest-konjugatumok vagy anti-
gén-konjugatumok keriilnek alkalmazasra, tovabba a
latex agglutinaciot, ahol antitesttel vagy antigénnel fe-
dett latex-partikulak szerepelnek vagy a hemaggluti-
naci6t, amelyben antitesttel vagy antigénnel fedett v6-
rdsvérsejteket hasznalunk és igy tovabb.

A tesztkészletek, amelyek a talilmany szerinti elja-
rassal eldallitott IFNq szubtipusok €s a hibrid [FNq
mindségi és mennyiségi meghatirozasat szolgaljik, a
144 BS monoklonailis antitestet és/vagy ennek egy
szarmazékat tartalmazzak és adott esetben humin IF-
Na elleni mas monoklondlis vagy poliklonalis antites-
teket és/vagy kiegészit6 anyagokat.

Példaul egy radio-immunassay-hez Osszeallitott
tesztkészlet tartalma a kovetkezd: megfelelé hordozd,
amely lehet fedetlen vagy IFNq-val szembeni mono-
klondlis antitesttel fedett, adott esetben IFNw elleni
monoklonilis vagy poliklonilis antitest liofilizilva,
vagy koncentralt oldatban és/vagy ezek radioizotoppal
jelzett szairmazéka. A készletben a monoklonalis anti-
testek koziil legalabb az egyik - vagy a hordozéhoz
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kotott, vagy az oldatban 1évé, vagy a jelzett ~ a talal-
many szerinti monoklonalis antitest. A készlet tartal-
mazhat tovabba standard humén IFNq oldatokat, puf-
fer oldatokat és esetenként polipeptideket és deter-
genseket az aspecifikus adszorpei6 és aggregatumkép-
z6dés megakadalyozasara, ezenkiviil pipettakat,
edényzetet a reakciokhoz, kalibricids gorbéket és igy
tovabb.

Egy enzim immunassay-hez szolgild tesztkészlet
tartalma példaul a kivetkezd: megfelel hordozo, IF-
Na elleni monoklonalis és/vagy poliklonalis antitest li-
ofilizalva vagy koncentrilt oldat formdjiban, IFNg-
val vagy az IFNa-t felismerd els§ antitesttel szembeni
enzimmel jelzett monoklonalis vagy poliklonalis anti-
test, ahol az [IFNq elleni monoklonalis antitest vagy az
enzimmel jelzett IFNg elleni antitestszarmazék koziil
legalabb az egyik a talilmany szerint felhasznalt
monoklonalis antitest vagy ennek szirmazéka. Tartal-
maz a készlet tovabba szubsztratumot oldatlan vagy
oldott formaban, standard human IFNq oldatokat,
pufferoldatokat és adott esetben polipeptideket és de-
tergenseket, pipettikat, reakcidedényeket, kalibraci-
s gorbéket, szinskalatablazatokat és igy tovabb.

A természetes eredetii [FNa-t vagy IFNo szubtipu-
sokat, vagy az IFNa-val rokon polipeptideket, amilye-
nek a talalmany szerinti el jarassal elGallitott hibrid in-
terferonok is, immunaffinitiskromatografiaval tisz-
tithatjuk, a talalmany szerinti monoklondlis antitest
segitségével. A monoklondlis antitestet vagy ennek
szarmazékat alkalmas szerves vagy szervetlen hordo-
z6hoz kotjiik, esetenként ezek aktivalasa utan, ilyen a
térhalos agaréz, a dextran vagy a poliakrilamid. E mii-
veletet a szakteriileten ismert altalinos médszerekkel
végezziik. Példaul egy aktivilt észter funkcioval ren-
delkez6 hordozot vizes puffer oldatban szuszpenda-
lunk, elkeverjiik a monoklonalis antitest vagy szirma-
2€ka oldataval, leszirjilk, reszuszpendaljuk, majd
mossuk a feleslegben 1év monoklonalis antitest elta-
volitasara. A hordozot ezutan egy irrelevéns proteine-
ket tartalmazd oldattal kezeljiik, hogy blokkoljuk a
hordozd szabad, reaktiv helyeit. Az igy kapott, anti-
testtel fedett hordoz6t hasznaljuk arra, hogy szelekti-
ven megkosse a huméan IFNq szubtipusokat, példaul az
IFNo/B, IFNw/D és IFNo/F szubtipusokat és a rokon
polipeptideket, amilyenek példaul a talalméany szerinti
eljarassal elSallitott hibrid interferonok gliikozilait
vagy nem gliikozilalt alakjai. Ezutan a hordozéanya-
got megfeleld vizes oldatban szuszpendaljuk, példaul
séoldatban - ilyen a ndtrium-kloridoldat - vagy puffe-
roldatban - ilyen a foszfattal pufferolt NaCl-oldat —
vagy natrium-hidrogén-karbonat vagy 3-(N-morfoli-
no)propan-szulfonsav-oldatban, majd Gsszehozzuk az
IFNa-tartalmi oldattal, példaul gy, hogy betdltjiik
egy kromatografilé oszlopba és az IFNq-t tartalmazo
oldatot ravissziik az oszlopra és atszivatjuk a hordoz6-
anyagon, s ha kivant, nyomas alatt. A kitetlen protei-
neket és az egyéb szennyezGanyagokat kimossuk az
oszlopbdl vizes oldatokkal, példaul kériilbeliil 5-9 pH
tartomanyon beliili pufferoldatokkal és/ivagy sdolda-
tokkal, példaul NaCl-oldattal. A hordozén 1évé anti-
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test ltal megkotdtt IFNa-t megfeleld vizes oldatokkal
elualjuk, példaul koriilbeliil 2-5 pH-érték kozti puf-
fer-oldatokkal - ilyen a glicerin-puffer, vagy citrom-
savval vagy kiiliinbdzé dsszetétell pH gradienssel vagy
sdoldatokkal, példdul tdmény amménium-szulfo-cia-
nid-oldattal. Az [FNa-t tartalmazo eluatumot eseten-
ként neutraliziljuk és innen izoldljuk ismert el jarasok
szerint a tisztitott [FNa-t.

Akovetkezi példak a jelen talilminy magyardzata-
ul szolgalnak, anélkiil, hogy a talalmany oltalmi korét
e példakra korlatoznank.

A kisérleti részben emlitett mikroorganizmusok és
vektorok ezért csupan példaként szolgalnak az eljaras
megvalésitasinak szemléltetéséhez, és tetszGleges mas,
a heteroldg expresszi0 szempontjabol alkalmasnak te-
kinthet6 mikroorganizmusokkal, illetve vektorokkal
helyettesithetdk. Fz utdbbiak a szakember szamara jol
ismertek, a letétbe helyezési intézetektdl beszerezhe-
t3k, illetve a kereskedelemben hozzaférheték.

E témakorben idézziik a ,,Cloning Vectors. A Labo-
ratory Manual” c. kézikényvet (P. H. Pouwels et al,
Elsevier, Amsterdam, 1985) is.

A szakember szimara a leirdsban idézett eljaras-
mbdok és azok részletei ismeretesek, pl. az enzimes
atalakitasokat (pl. a restrikcios enzimekkel végzett ha-
sitast) a szakember lényegében azon reakcidkoriilme-
nyek kozott végzi, amelyeket az adott enzim gyartdja
vagy a forgalmazo katalogusaiban ajanl, vagy amelyek
a szakirodalombdl, pl. Maniatis kéziknyvébél (T. Ma-
niatis et. al.: Molecular Cloning. A Laboratory Manu-
al. Cold Spring Harbor, 1982) megismerhetdk.

KISERLETIRESZ

A példakban hasznalt egyes roviditések, illetve kifeje-
zések:

DIT 1,4 ditiotreitol
TNE 50 mmol trisz. HC1 (pH=7,5),
100 mmél NaCl és 2 mmo6l EDTA
tartalma oldat ’
Tris trisz-(hidroximetil)-aminometan
EDTA etilén-diamin-tetraecetsav
TE 10 mmol Tris és 50 mmol EDTA
tartalmi oldat
N-taptalaj Gsszetétele literenként:
10 g Bacto-Trypton (Difco)
1 g élesztdkivonat (Difco)
1 gliikdz
8gNaCl
249 mg CaCl,.2H,0
TBE 89 mmdl Tris, 89 mmol borsav és
2 mmol EDTA tartalmi oldat
BSA marhaszérum albumin
HAT hipoxantin/aminopterin/timidin
Ig immunglobulin
NE nemzetkdzi egység
(interferonaktivitas)
Az ,rATP” révidités a rib6z-ATP kémiailag pontos

megnevezése (szemben a dATP roviditéssel, amely de-
zoxiribdz jelenlétére utal)
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Mab monoklonalis antitest (monoclonal
antibody)

PBS foszfattal pufferolt konyhasboldat

SDS-PAGE nétrium-dodecil-szulfat poliakrilamid

gél eletktroforézis
2z érdeklédésre szamot tart frakcidk” olyan frakci-
6k, amelyek beépitett linkerrel rendelkez radioaktiv
pBR322-t tartalmaznak
az ,ismételt kicsapds” ugyanolyan koriilmények ko-
zott torténik, mint az adott példaban egy elébbi helyen
ismertetett elsé kicsapds
a taptalajok Gsszetétele - a fentieken tilmenden - az
E. coli, illetve az éleszték tenyésztésével foglalkozd
szakember szamara ismert. P1. az ,M9"” tiptalajt Ma-
niatis el6bbiekben emlitett kényve a 440. oldalon rész-
letezi; az ,,YNB” taptalaj a Difco Lab. cégtél szerezhe-
t6 be stb.
a ,,baktériumok (sejtek) elkiilonitését” centrifugilas-
sal végezziik (1. az elGbbiekben emlitett ,,Molecular
Cloning. A Laboratory Manual” c. kézikonyvet)
a megadott rotor-tipus (a rotor sugara), percenkénti
fordulatszim és miiveleti id6 alapjan a megfeleld ,.g”
érték az ismert képlet segitségével szamithato ki
a ,megfeleld kezeletlen DNS-fragmentum™ olyan
fragmentumot jelent, amely szekvencia tekintetében
megegyezika 32p_vel jeldlttel, de nem jelzett.

Lrész

o-2/ -3 inter feron hibridek szerkesztése és kidnozdsuk
Escherichia coliba

Minden alabbleirt hibrid interferon-protein kodold
szekvenciat mesterségesen hozzakotiink B-laktamaz
promoterhez, majd beklénozzuk a pBR322-bdl szar-
mazd expresszios plazmidba, amellyel E. coli HB101
torzset transzformalunk.

1. példa
Limfloblasztoid  IFNa-2 és a-3 DNS-szekvencidt
hordozé Pvull rezisgtens vektorok szerkesztése

A pBR322 plazmidot Pvull-vel (Biolabs) hasitjuk és
a linedris DNS-t egy (3?P)-Bcll linkerhez [d(AT-
GTGTGATCACACAT) kapcsoljuk, amelyet szilard
fazisa foszfodiészter médszerrel szintetizaltunk (lasd:
H. Rink és munkatarsai, Nucleic Acids Research, 12,
6369 (1984) a kdvetkezéképpen:

A hasitott plazmid DNS-t (1 pg, koriilbeliil 0,7 pmol)
hozzékapesoljuk 32P-vel jelzett Bell linker DNS-hez
(koriilbeliil 40 pmol) S0 wl reakcitelegyben, melynek
Osszetétele a kovetkezs: 20 mM triszHCl (pH= 7.8),
10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM rATP és 40 E/ ul
T4 DNS-ligaz (Biolabs). Az elegyet 2-3 éran at 15°C-on
inkubdljuk, ezutan a vizes fazist azonos térfogati fe-
nol/kloroform elegyével extrahdljuk, majd a DNS-t 1/9
térfogatnyi 10 X TNE és 2,5-szeres térfogatayi etanol
hozzdadasival kicsapjuk és -20 °C-on tartjuk egy éj-
szakan 4t. A DNS-iiledéket 50 wl TE oldatban (pH=8,0)
reszuszpendaljuk, s ezt 5-23% szacharéz gradiensben
[50 oM trisz.HCl (pH= 8,0), 1 mM EDTA], Kontron
TST 60 rotorban centrifugaljuk 4 6ran at 58000
ford/perc mellett, 15 °C-on. A gradienst feliilrdl lefelé
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szétvalasztjuk és a frakciok radioaktivitasat Cerenkov-
szamlaldssal hatirozzuk meg. A beépitett linkerrel ren-
delkez$ radioaktiv pBR322-t tartalmaz6 frakcidkat
egyesitjiik é& a DNS-t TNE-vel és etanollal csapjuk ki.
A DNS-iiledéket restrikcids pufferben reszuszpendal-
juk és Bell-vel emésztjiik, majd a vizes fazis fenol/kio-
roformos extrahalisa utin i jre kicsapatjuk az anyagot.
A linedris DNS-t ezutin 5 pg/ml koncentracié mellett,
ugyanolyan koriilmények kozt, mint amilyeneket a lin-
kerligaz reakci6janal leirtunk Gijra gytiriibe zarjuk.

A DNS-t (6sszekapcsolt) HindIl és Pvull enzimmel
hasitjuk a maradék intakt pBR322 eltivolitasara és
Pstl-el majd Hind[II-Pstl nagy fragmentumot (3600
bp+linker; bp=bazis par), amely a replikicios kezdg-
pontot és az ampR gént tartalmazza, szachar6z gradi-
ensben, centrifugalassal izolaljuk.

A szachardz gradiens centrifugalissal kapott CG-
PBRAP)/LyIFN-a-2 (1160 bp) é CG-
pBR(AP)/LyIFN-a-3 (1020 bp) fragmentumbdl
szirmz6 HindII-Pst] inszertumokat (76489 szami
eurdpai szabadalmi bejelentés) a fentiek szerint készi-
tett DNS-be épitjiik be (ligizzal), s igy kapjuk a pAM4
és pAM2 plazmidot, melyek LyIFN-q-2-t, illetve
LyIFN-q-3-at kodol6 szakaszt tartalmaznak, B-lakta-
miz promoter iranyitasa alatt.

Ezt a DNS-t kozvetleniil haszniljuk kompetens E.
coli transzformalasara a kovetkez6képpen: a DNS-li-
gdzos keverékeét (vagy ennek egy részét) 150 pl 15 mM
triszHCl (pH= 7,5), 10 mM CaCl, 10 mM MgCl,,
10 mM NaCl és 0:5 mM EDTA tartalmi oldatba
vissziik 4t és ehhez hozziadjuk a kalcium-kloriddal
kezelt recipiens E. coli HB101 sejtek S0 ul-€t. A keve-
réket 0 °C-on tartjuk 20 percig, ezutin 42 °C-on 2 per-
cig, majd szobah6mérsékletre valé hiités utan 1 ml N-
taptalajt adunk hozza. Az inkubalast 37 °C-on folytat-
juk 1 éran &t (razogépben; 250 ford/perc), ezutin
600 pi-ét tetraciklin tartalmé (10 wg/ml) McConkey-
agarra (Difco) szélesztjiik. A Petri-csészéket 37 °C-on
inkubaljuk 16-18 6ran at, ekkor mar megfigyelhetdk a
baktériumtelepek.

A transzformélt sejtekbdl a plazmid DNS-t a kovet-
kez{ eljarassal kapjuk meg. Egy-egy transzformalt te-
lepet oltunk 10 ml tetraciklin tartalm@ (10 pg/ml N-
tiptalajba és a tenyészetet 37 °C-on razzuk (rdzogép-
ben; 150-300 ford/perc) addig, mig optikai siirlisége el
nem éri a 0,9-1,1 (650 nm) értéket. A sejteket lesziire-
teljiik és azonos térfogatd, tetraciklint (10 pg/ml) és
Kioramfenikolt (80 pg/ml) tartalmaz6 N-tiptalajban
reszuszpendaljuk. Az inkubalast 37 °C-on 18 6rén 4t
folytatjuk, hogy megnéveljik a plazmid sejtenkénti
masolat szamat. A baktériumokat szeparaljuk és az
iiledéket S0 mM-os triszHCl-ben (pH=8) ~10 ml/1 g
nedves sejt — reszuszpendaljuk, majd annyi lizozimet
(Sigma) adunk hozza, hogy konentricibja a végén 2
mg/ml legyen. Az oldatot 10 percig 0 °C-on tartjuk és
ekkor 50 mM EDTA-t adunk hozz#, majd 10 perc
milva - 0 °C-on - Triron X100-at adunk az oldathoz
0,8% végsG koncentrcibig. A preparatumot ekkor
0°C-on tartjuk 1 érén at, ezutan 30 percig centrifugél-
juk Sorvall SS-34 rotorban, 18000 ford/perc mellett.
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A tiszta feliildsz6t eldszor fenollal extrahaljuk, ezutin
két kloroformos extrakcid kovetkezik, majd RNaz A-t
(Sigma) adunk hozza 25 pg/ml végkoncentricidig. Az
oldatot ezutan 37 °C-on inkubaljuk 1 6ran 4t. AzRNS
eltdvolitasara NaCl-t (1 M végkoncentracidig) és poli-
etilén-glikol 6000-¢et (7,5% vépkoncentracibig) adunk
az oldathoz. A preparatumot -10 °C-on tartjuk 2 éran
at, ezutan 10 percig centrifugaljuk Sorvall SS-34 ro-
torban, 10000 ford/perc mellett, 0 °C-on. Az tGledéket
200 ul TNE-ben reszuszpendaljuk, Gjra extrahaljuk
fenol : kloroform (1 : 1) keverékével, ezutin etanollal
kicsapjuk: 500 pl etanolt adunk hozza, 5 percig -
80°C-on tartjuk, majd 10 percig Eppendorf-centrifu-
géban centrifugaljuk. A DNS-iiledéket 2040 ul TE-
ben reszuszpendaljuk. Ennek az eljirasnak a jellemzé
kitermelése mintegy 20 pg plazmid DNS.

Az izolalt plazmid DNS-eket (pAM4 és pAM2)
restrikcios enzim analizisnek vetjik ala, igy ellendriz-
ziik a pAM4 és pAM2 szerkezetét.

2. példa
A 3extracisziron Pvull hely eltdvolitdsa a pAM4-
bol

A pAM2 (@-3)-tl eltéréen, a pAM4 (@-2) két Pvull
helyet tartalmaz (lasd a 3. abrat). Annak érdekében,
hogy megkonnyitsiik az IFN-kédold régién belill a
Pvull helyen a hibrid IFN-gének szerkesztését, az ext-
racisztron szakaszon beliili masodik Pvull helyet el
kell tavolitani.

A pAM4 plazmidnak ez a médositasa Iényegében az
IFNa-2 ¢cDNS 3’extracisztron szekvenciajanak a dele-
talasat jelentia Pstl és a 3’extracisztron Pvull helye k-
zott (lasd a 3. dbrat). A pAM4-et részlegesen emészt jiik
Pvull-vel [50 mM NaCl-t 6 mM MgCl,, 6 mM 2-mer-
kapto-etanol és 10 mM triszHCI-t (pH=7,5) tartalma-
26 oldatban S ug pAM4-hez 1 E/ ug Pvull-t (Biolabs)
adunk, 5 percig 37 °C-on emésztjiik, a reakciét fenolos
extrakcioval llitjuk le] és hozzakotjiik (lighzzal) 32P-
Pstl linkerhez (Collaborative Research) az 1. példaban
leirt eljaras szerint. A DNS keverékkel E. coli HB101
sejteket transzformélunk, mint fent, és 16 telep plaz-
midnal restrikcios enzimes analizissel — Pstl, Pvull és
HindIII basznéilataval — sziirévizsgilatot végziink pon-
tos méretii (246 bp) delécié jelenlétére. A sziirt 16 te-
lepbdl haromnal a pAM4 médosulatlan volt, egy multi-
mernek bizonyult, 6tnél nagy delécid (620 bp) keletke-
zett ésketté hordozta a kivant kis deléciot (246 bp). Egy
roviditett IFN-q-2 inszertummal rendelkezé klont
(HindITI-Pst] kis fragmentum, 907 bp hosszi) szelek-
taltunk és pAM21-nek neveztiik el.

3. példa
Pvull hibridek szerkesztése cross-over hellyel a 92.
aminosavndl

Mind a pAM2 (a-3), mind a pAM21 (a2) plazmidot
HindIIT-al és Pvull-vel hasitunk, s ennek az lesz az
eredménye, hogy kihasituk olyan 521 bp hosszi DNS-
fragmentumokat, melyek B-laktamaz promoter szek-
vencidkat és az IFN-gének N-terminalis felét (1-92
aminosav kodolo rész) tartalmazzik. A nagy és a kis
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fragmentumot (koriilbeliil 4 Kb, illetve 521 bp hosszi)
szachar6z gradiens centrifugalassal valasztjuk el egy-
mastol és a nagy fragmentumot defoszforilaljuk dgy,
hogy 1 ug DNS-fragmentumokat kezeliink 30 percig
37°C-on 50 pl 50 mmélos Tris-ben (pH= 8) borjiabél
alkalikus foszfatazzal, 10 pm6l 5’ végre 1 egységet szi-
mitva, A ,,B,B;D3D," és ,,D;D,B3B, " hibrid [FN-gé-
neket tigy szerkesztjiik, hogy Gsszekapcsoljuk a fent
leirt megfelelS nagy és kis DNS-fragmentumokat [a
pAM2-bdl szirmazo nagy HindII-Pvull fragmentum
(~4 Kb) és a pAM21-bdl szarmaz6 kis Hind[II-Pvull
fragmentum (521 bp) Gsszekapcsolasa eredményeként
keletkezik a ,,B,;B,D4D," tipusii IFN, stb.]. Az ssze-
kapesolast ligaz segitségével végezziik, Gigy, hogy 10 ul

20 mmdl trisz. HC (pH=7,8) 10 mmo! MgCl,, 10 mmot

DTT, 0,5 mmél rATP, 40 E/ul T4 DNS-ligaz (Biolabs)
tartalmil oldatban koriilbeliil 500 ng nagy DNS-frag-
mentumot és 20-40 ng kis DNS-fragmentumot ho-
zunk Gssze. Az elegyet 5 6ran at 15°C-on tartjuk, majd
a ligazos keverék 5 pl-ével transzformalunk E. coli
HB101 sejteket, mint fent, s igy mintegy 1000 transz-
formalt telephez jutunk. Harom telepet kisziirtunk,
izolaltuk a plazmid DNS-t és HindIIl, Pvull, EcoRl,
Tagl és Pstl enzimmel analiziltunk. Két olyan telepet
szelektaltunk, amelyek a megfelel$ szerkezeti plaz-
mid DNS-t [pAM27 (,B;B,D;D,”) é pAM33
(»DD,B3B,")] tartalmaztak.

4. példa
Hibrid IFN-gének szerkesztése a 150. aminosavndl
megvaldsitort  cross-overrel

A pAM2 (a-3) és a pAM21 (@-2) plazmidokat Pvu-
Ti-vel és Pstl-gyel emésztjiikk. A DNS-fragmentumokat
szacharéz gradiens centrifugalissal valasztjuk szét a
Pvull-Pst] nagy fragmentumra (koriilbeliil 4 Kb, az o~
2és -3 IFN N-termindlis 92 aminosavat kodolja) és a
Pvull-Pstl kis fragmentumra (386, illetve 495 bp
hosszfiak, az a-2 és a-3 IFN C-terminalisait kodoljak).
A masodik 1épésben, a pAM2-bl és a pAM21-bél
szirmaz6 tisztitott Pvull-Pstl kis fragmentumot 32P-
vel jelezziik a kovetkezéképpen:

A DNS-fragmentumokat (~1 pg) 50 pl 50 mM-os
triszZHCl-ben (pH= 8,0) oldjuk és defoszforilzaljuk al-
kalikus foszfatazzal igy, hogy 10 pmél 5’ végre 1 egy-
ség enzimet adunk, a kezelést 30 percig 37 °C-on vé-
gezziik. Az enzimet 1 6ris 65 °C-on val6 inkubdlassal
inaktivaljuk és a DNS-t dgy tisztitjuk, hogy DEAE
cellulézra adszorbealjuk, majd eluiljuk, s az eludtu-
mot etanollal kicsapjuk. A tisztitas koriilményei: a fel-
vitelhez hasznalt puffer 50 mM triszHCl (pH=8,0)
0,15M NaCl, 1 mM ETA,; az eluilo puffer ugyanilyen
sszetételii. A DNS-t 20 pl reakcidelegyben foszfori-
ziljuk, amely 50 mM triszHCl-t (pH= 9.5)
10 mMMgCl,-t, 5 mM DTT-t, 30-40 pl-nyi liofilizalt
v-(32P)-ATP-t (Amersham, 6000 Ci/ mM; 1 mCi/ml)
s 0,5 E/ ul T4 kinazt (P-L Biochemicals) tartalmaz.
Az elegyet 20 percig 37 °C-on tartjuk, majd a reakciot
10 mM EDTA hozzdaddsaval allitjuk le. Ezutdn a
megfelelS kezeletlen DNS-t (~4 pg) feleslegben adjuk
a reakcidelegyhez, majd az oldatot fenollal és kloro-
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formmal extrahdljuk. A DNS-t a maradék y-(2P)-
ATP-1§l kromatografidsan vilasztjuk el, Sephadex
G50-nel TNE-ben. A Cserenkov-szamlalassal megdl-
lapitott csics-frakciokat egyesitjiik és etanollal ki-
csapjuk.

A 32P-vel jelzett Pvull-PstI-fragmentumokat telje-
sen megamésztjiik Sau3A-val, a hasitott DNS-t elekt-
roforézissel valasztjuk el 6%-os poliakrilamid gélben
és TBE futtatd puffer hasznalataval. A gélbdl négy
DNS-fragmentumot izolaltunk; a Pvull-Sau3A-nak
megfelelS két 172 bp hosszii fragmentumot (az IFNa-
2 és IFNa-3 93-150 aminosavat kodoljak) és a
Sau3A-Pstl-nek megfelelé 214 bp, illetve 323 bp
hosszii fragmentumokat (az IFN--2 és IFN-a-3 151-
166 aminosavait kodoljak).

Hirom megfeleld fragmentum dsszekapcsoldsa utdn
(14sd a 2. tablazatot) 4 olyan hibrid IFN-tipus keletke-
zett, amelyekben a 150. aminosavnal tortént a cross-
over. A megfelel$ plazmidokat 1épések sorozatin ke-
resztiil szerkesztjiik meg: egy elsd ligaz reakcidban a
Pvull-Sau3A és Sau3A-Pstl DNS-fragmentumok ekvi-
moléris mennyiségeit kapcsoljuk dssze 10 pl ligacids
pufferben, amely 20 mM trisz.HCI-t (pH=7,8), 10 mM
MgCl,-t, 10 mM DTT-t,0,5 mM rATP-t é 40 E/ul T4
DNS-ligizt tartalmaz. A reagdltatast 15°C-on 3-66rin
atvégezziik, s azeredmény a konkatamer DNS. ADNS-
t Pvull-Pstl-gyel emésztjiik, fenol/kloroform (1 : 1) ele-
gyével extrahaljuk és a megfeleld Pvull-PstI nagy frag-
mentumabdl [defoszforildlva: 1 wg DNS-t (koriilbeliil
0,6 pmél 5°vég/50 wl, S0 mM-os triszHCl-ben) (pH=8)
0,06 egység borjiabél alkalikus foszfatdzzal kezeliink 30
percig 37 °C-on} feleslegben adunk hozz4, majd a DNS-
t tijra dsszekapesoljuk ligazzal. E. coli HB101 sejteket
transzformalunk a DNS-el és restrikci6s analizissel
(Pvull, Sau3A, Taql és EcoRI) hatirozzuk meg a kivant
szerkezetii DNS-t hordozé klénokat. Ezek koziil négyet
kiemeltiink és a kdvetkez6képpen neveztiik el: E. coli
HBI01, pJC334, pJC337, pJC342 és pJC344 (lisd a k-
vetkezd oldalon a 2. tiblazatot).

5. példa
A 60. aminosavndl cross-overes hibrid IFN-ek
szerkesztése

Ezeknek a hibrid [FN-géneknek a szerkesztése 1é-
nyegében ugyanolyan eljirissal torténik, ahogyan azt
a 4. példaban leirtuk.

A pAM2 (a-3) és a pAM21 (a-2) plazmidot HindI-
II-al és Pvull-val hasitjuk, s a keletkez6 fragmentumo-
kat szacharéz gradiens centrifugalassal valasztjuk el. a
HindIII-Pvull kis fragmentumokat (521 bp; a B-lac
promoter régi6t és az a-2 és a-3 [FN-ek N-terminalis
92 aminosavét kodoljak) 32P-vel jelezziik és részlege-
sen emésztjiik Sau3A-val (0,5 egység enzim/pg DNS;
5 perc, 37 °C; a reakci6 megallitasa fenolos extrakci6-
val). A kapott keverékben 1év( fragmentumokat elekt-
roforézissel — 6%-o0s poliakrilamid gél - valasztjuk el.
A gélbdl négy fragmentumot (két 424 bp HindIII-
Sau3A fragmentumot és két 97 bp Sau3A-Pvull frag-
mentumot) vonunk ki. A hirom megfeleld fragmentu-
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2. tdbldzat
A 150. aminosavndl cross-overes hibrid IFN-ek szerkeszéséhez felhaszndlt DNS-fragmentumok eredete
(Zardjelben tiintetjiik fel az IFN tipusat és fragmentumon 1évé IFN kddold szakaszt)

(Osszekapcsolt DNS-fragmentumok (hossza)

Akeletkezetthibrid A klén ésa plazmid Sau3A-Pstl
IFN-tipus jele Pvull-Pstl Pvull-Sau3A let)b fz)
(~4Kb) (170bp) (210bp e
(320 bp a-3)
,.D1D2D3B4" pJC334 Am2(a—3 1 _9» Am2(a—39 3-1 50) Am21 ((!-21 51-1 66)
.B,B,D;B,” pIC342 Am21(a-2,_¢))  Am2(a-3¢;_;s0) AmM2L(a-215,_166)
»B1B,BsD,” pIC344 Am21(a-2_gp) Am2l(a-2g93_150) Am22(-3151_166)

mot a 4. példaban leirt 1épcsds eljarassal kapesoljuk
Ossze (lasd a 3. tablazatot), ezutan E. coli HB101 sejte-
ket transzformalunk, de a vart négyféle szerkezetek-

bdl csak kétféle transzformalt sejtet kaptunk: pAM65
(wD;B,D3D,”) és pAM90 (,,B,D,B3B,").

3. wibldzar
A 61. aminosavndl cross-overes két hibrid IFN-gén szerkesztéséhez felhaszndlt DNS-fragmentumok eredete
(Zardjelben tiintetjiik fel az [FN tipusat és fragmentumon 1évé IFN kédol6 szakaszt)

A DNS-fragmentumok tipusa (hossza)

A keletkezett hibrid Akibnésa
IEN plazmid HindIII-Sau3A Sau3A-Pvull HindIH-Pvull
(424 bp) (97bp) (~4Kb)
,DB,D;D," pAM6S Am2(a3, )  Am2l(@2g g  Am2(a-3g3_166)
,,BID2B3B4" pAM90 Am21(a-21_61) Am2((x—362_92) Am21((x—293__166)

A mésik két hibrid IFN- gént, amelyekben a 61, ami-
nosavnél van a cross-over, gy szerkesztjiik meg, hogy
gy a pAM65, mint a pAM90 plazmidot HindIII-al és
Pvull-vel hasitjuk és a kis HindITI-Pvull DNS-fragmen-
tumot (521 bp) agaroz gél elektroforézis utan izolaljuk.
A pAM90 HindII-Pvull kis fragmentuminak és a
pAM2 HindITI-Pvull nagy fragmentumanak ligizzal
valé Osszekapcsolasa eredményezi a pAM94-et
(-.B;D,D3D,") és a pAM65 HindIII-Pvull kis fragmen-
tuminak a pAM21 HindIII-Pvull nagy fragmentuma-
val valb dsszekapcsoldsa eredményezi a pAM76 plaz-
midot (,,D;B,B3B,"). A fenti négy plazmid DNS-szer-
kezetét restrikcids enzim analizissel erdsitettiik meg,

A megfelel6 klénok elnevezése a kovetkezd: E. coli
HB101 pAM65, pAM90, pAM94 és pAM76.

L. rész

Az a-2/a-3 hibrid interferonok szerkesztése és kio-
nozdsuk Saccharomyces cerevisiaebe

Minden alabb leirt hibrid interferon-proteint kddo-
16 szekvencidt a PHOS promoterhez és a PHOS
transzkripcits termindtor szignilokhoz kapcsolunk,
ezt beklonozzuk a pJDB 2 . éleszté vektorba, amellyel
a GRF18 S.cerevisiae torzset transzformaljuk.

6. példa

A p31IRT(A72) kifejezzl plazmid szerkesztése

A pIDB207/TF2(5,A72 plazmidot (100561 szim1 eu-
ropai szabadalmi bejelentés) HindIII-mal és EcoRI-
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gyel emésztjiik és egy 470 bp hosszit fragmentumot -
ez a fragmentum tartalmazza az -2 interferon C-ter-
minélis végét és a PHOS transzkripcio terminator
szignalokat - izolalunk agaroz gél eletktroforézissel és
elektroelucioval [R. Yang és munkatarsai, Methods
Enzym., 68, 176 (1979)] Micro-Collodion zsiakok
hasznalataval (Sartorius, Gottingen, NSZK). A p31R
plazmidot (lisd a 100561 szimi eurdpai szabadalmi
bejelentést) HindIII-mal és EcoRI-el emésztjiik és a
4,1 Kbvektor részt ugyanezzel a technikaval izolaljuk.
A vektor 200 ng-jat és a DNS-inszertumot dsszekap-
csoljuk. E. coli T4 DNS-ligaz segitségével. Az E. coli
HB101 sejtek transzformaldsa utan - az ampicillin re-
zisztens sejtekbdl - izolaljuk a p31RT(A72) elnevezé-
sii plazmidot, amely a PHOS promotert, az ¢-2 inter-
feron C-terminalis végét és a PHOS transzkripcio ter-
minator szignalokat tartalmazza. A plazmid szerkeze-
tét restrikcids analizissel igazotjuk.

7. példa R
A pJDB207 PHOS/IFN AM104, AM114 és
AM119 plazmidok szerkesztése

A p31RT(A72) PHOS expresszios plazmidot (lasd a
6. példat) EcoRIgyel és Xhol-gyel emésztjiik és a hii-
nyos 3’ végeket dCTP, dGTP, dATP és dTTP hozzaada-
saval, az E. coli DNS-polimeraz I Klenow fragmentja
segitségével betCltjilk. A tompa végeket ezutan defosz-
forilaljuk bakteridlis alkalikus foszfatazzal. A pJC334,
pAMO90 és pJC337 plazmidokat (lasd a 4. és 5. példat)

17
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Taql-gyel (pJC334 és pAM90) vagy Taql-gyel és Eco-
RI-gyel (pJC337) emésztjiik és a 3’ hidnyos végeket a
megfeleld dezoxinukleotidokkal t6ltjiik be, mint fent. A
koriilbeliil 560 bp hosszii DNS-fragmentumokat agar6z
géleletktroforézissel és elektroetucioval ~Micro Collo-
dion zsdkokat hasznalva, mint fent - izolljuk. AzelGal-
litott p31RT(A72) plazmid vektor részének 200 ng-jat
és az elualt DNS-fragmentumok 200 ng-jat T4 DNS-k-
gazsegitségével Osszekapesoljuk. (A ,,vekior rész” azt a
nagy DNS-fragmentumot jelenti, amely egy joval ki-
sebb mellett a p31RT(A72) plazmid EcoRI és Xhol
(1asd fent) enzimekkel végzett restrikciés hasitisa so-
rankeletkezik. Ez a vektor DNS-molekula az ampillicin
rezisztencia génje és egy replikacios orig mellett tar-
talmazza a PHOS promotert és a PHOS terminatort. A
vektor rész a kiénozandd DNS-sel egyiitt (ez jelen eset-
ben egy kb. 560 bazispar hosszisig DNS-fragmentum,
amely hibrid interferont kodol és a fent leirt mddon,
restrikciés emésztéssel allithatd el pJC334, pAM90
vagy pJC337 plazmidbdl) alkotja a rekombindns DNS-
molekulit (p31R/IFN AMI104, p31R/IFN AM119,
p31R/IFN AM114), amely egy megfelelé gazdasejtben,
pl. E. coli HB101-ben szaporithat). Az ampillicin re-
zisztenssé transzformalt E. coli HB101 sejtekben tehat
akovetkezd plazmidok keletkeznek:

p31R/IFN AM104 (a ,,B;B,B;D,” hibrid interferont
k6dol6 szekvenciat tartalmazza), p31R/IFN AM119
(a ,,B;D,B3B,” hibrid interferont kodolé szekvenciat
tartalmazza), illetve a p31RAFN AMl114 (a
»D;D,B3D,” hibrid interferont kodolé szekvenciat
tartalmazza). Ha ezeket a plazmidokat BamHI-gyel és
HindITl-mal hasitjuk, egy kériilbeliil 1300 bp hosszi,
~PHOS promoter - IFN protein kbdolé szekvencia —
PHOS transzkripcié terminétor szignal - konfiguraci-
0ji DNS-fragmentumot kapunk, amelyet agardz gél
eletktroforézissel és elektroeluciéval izolalunk. Ezt a
fragmentumot beklénozzuk a pJDB207 plazmid Hin-
dIII és BamHI helye k6zé, Ezzel a plazmiddal transz-
formaljuk a GRF18 éleszt§ torzset Leu* tulajdonsag-
raszelektalva (lasd a 100561 szam1 eurbpai szabadal-
mi bejelentést és a 14. példat). A létrejott klénok a
kovetkezok: S.cerevisiae GRF18/pJDB207 PHOS/IFN
AM104, GRF18/pJDB207 PHO5IFN AMI114 és
GRF18/pJDB207 PHOS/IFN AM119.

8. példa
A pIDB207 PHOS/IFN AM129 plazmid szerkesz-
1ése

A pAM94 plazmidot (5. példa) teljesen elhasitjuk
Taql-gyel és részlegesen (10 pg/ml etidium-bromid je-
lenlétében) EcoRI-gyel. A részleges hasitis koriilmé-
nyei: puffer az enzimet el6llité cég javaslata szerint;
0,75 egység EcoRl/pug DNS; inkubaciés id6: 40 perc,
37°C. Egy 580 bp hosszi DNS-fragmentumot izol4-
lunk agar6z gél eletktroforézissel és elektroelucidval és
hozzi kapcsoljuk a p31RT(A72) plazmid EcoRI-gyel és
Xhol-gyel hasitott, gélben tisztitott vektor részéhez (vo.
a 6. példaval). Azampicillin rezisztens, transzformalt E.
coli HB101 sejtekbdl izoldljuk a p31R PHOSIFN
AM129 plazmidot. A plazmidot, amely a
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»B1D,D3D,” interferon kédold szakaszat tartalmaz-
za, Hindlll-mal és BamHI-gyel emésztjik és az
1300 bp hosszt DNS-fragmentumot bekapcsoljuk a
pJDB207 plazmidba, a 7. példiban leirtak szerint. A
plazmiddal 2 GRF18 éleszté torzset transzformaljuk,
mint fent. A keletkez6 klon neve S.cerevisiae
GRF18/pJDB207 PHOS/IFN AM129 lesz.

9. példa
A pJDB207 PHOS/IFN AM106, AMI110 és
AM112 plazmidok szerkesztése

A pIDB207 PHOS/IFN AM104, AM114 és AM129
plazmidot (lisd a 7. és 8. példat) BamHI-gyel és Pvull-
vel emésztjiik és a 6,8 Kb hosszii vektorrészeket, ame-
lyek az interferon kodol6 régiok megfelelé C-termind-
lis végeit tartalmazzak, agarz gél eletktroforézissel és
elektroeluciéval izolaljuk. Hasonléan a pJDB207/a-
2472 (100561 szami eurdpai szabadalmi bejelentés)
plazmidot is emésztjiik BamHI-el és Pvull-vel és a
800 bp hosszd DNS-fragmentumot izolaljuk. A megfe-
lel6 fragmentumok Ssszekapesoldsa - ligdzzal - utdn E.
coli HB101 sejteket transzformélunk, s igy létrejonnak
a kovetkezd plazmidok: pJDB207 PHOS/IFN AM106
(a .,.B;B,B3D,” hibrid interferont kodolo szakaszt tar-
talmazza)és AM112 (a,,B;B,D,B,” hibrid interferont
kodolo szakaszt tartalmazza) és AMIL10 (a
»B1B;D;D,” hibrid interferont kodolé régiot tartal-
mazza). A GRF18 éleszt t6rzset a szokasos mddon
transzforméljuk. A kapott klonok elnevezése a kivet-
kezé: S.cerevisise GRF18 pJDB207 PHOS/IFN
AM106, p]DB207 PHOSAFN AM112 és pJDB207
PHOS/IFN AM110.

10. példa
A pJDB207 PHOS5/IFN DM1 és DM2 plazmidok
szerkesztése

A pJDB207 PHOS/IFN AM119 plazmidot (7. példa)
HindIIl-al és Bglll-vel emésztjiik és az interferont ko-
dol6 régi6 N-terminalis végét tartalmaz 7,5 Kb vektor
részt agaroz gél eletktroforézis és elektroelucio segitsé-
gével izoldljuk. Hasonléan a pJDB207 PHOSIFN
AM114 és pIDB207 PHOS5/IFN AM104 plazmidot
(4sd a 7. példat) is ugyanezen enzimekkel emésztjiik és
az interferont kodol6 régié C-terminalis végét tartal-
mazé koriilbeliil 600 bp hosszi DNS-fragmentumot
izolaljuk. A megfeleld fragmentumokat T4 DNS-ligdz
segitségével Gsszekapesoljuk. Az E. coli HB101 sejtek
transzforméldsa utin kapjuk a pJDB207 PHOS/IFN
DM1 plazmidot, amely a ,,B;D,B,D," hibrid interfe-
ront koédold szakaszt tartalmazza és a pJDB207
PHOS/IFN DM2 plazmidot, amely a ,,B, D,D3B,” hib-
rid interferont kédold régitt tartalmazza. A GRF18
éleszté torzset a fent leirtak szerint transzforméljuk. A
kapott ki6nokat a kovetkezoképpen neveztiik el. S.cere-
visiae GRF18 pJDB207 PHOS/IFN DM1 és S.cerevi-
siae GRF18 pJDB207 PHOS/IFN DM2.

11. példa
A pJDB207 PHOS/IFN HRi43 plazmid szerkesz-

tése
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A pIDB207R/IF(e-2)A72 plazmidot (100561 sza-
mi eurdpai szabadalmi bejelentés) BamHI-gyel és
Pvull-vel emésztjiik és egy 6,8 Kb nagysiagi DNS-
fragmentumot izolalunk. Hasonl6an, a
pIDB207R/IF(a-3) plazmidot (100561 szam1 eurdpai
szabadalmi bejelentés) is ugyanezen enzimekkel
emésztjiik és a 800 bp hosszii fragmentumot izolaljuk.
A két DNS-fragmentumot 6sszekapcsoljuk ligizzal, s
az E. coli HB101 ampicillin rezisztens, transzformalt
sejtjeiben 1év6 pJDB207 PHOS/IFN HRi43 plazmid a
»D1D,B;B,” hibrid interferont kédol6 szakaszt tar-
talmazza. A kapott kion elnevezése a kivetkezd: S.ce-
revisiae GRF18 pJDB207 PHOS/IFN HRi43.

12, példa
A Saccharomyces cerevisiae GRF18 transzformdld-
sa és az interferontermelés indukdldsa

A pJDB207 PHOSIFN AMI129 (,B,D,D;D,”)
plazmidot bevissziik a GRF18 S.cerevisiae térzsbe (a,
his 3-11, his 3-15, leu 2-3, leu 2-112, can®) oly mé-
don, ahogyan ezt Hinnen és munkatarsai leirtak [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 75, 1929 (1978)). Egy ug plaz-
mid DNS-t adunk 100 ! szferoplaszt szuszpenzichoz
és a keveréket polietilén-glikollal kezeljiik. A szferop-
lasztokat 10 ml regenerél6 agarral keverjiik el, majd
leucint nem tartalmazo élesztG-minimal-taptalajt tar-
talmaz6 lemezre vissziik a sejteket. Harom nap 30 °C-
on val6 inkubacié utin mintegy 1000 transzformalt

sejtet kapunk.
Az élesztd transzformald lemezekrél egyetlen élesz-
té6 telepet (meve: Saccharomyces cerevisiae

GRF18/pJDB PHOS5/IFN AM129) emeliink ki és 10 ml
élesztGminimal-taptalajt tartalmazé 100 mi-es Erlen-
meyer lombikba vissziik, majd 30 °C-on, 200 ford/perc
mellett 24 6rdn 4t tenyésztjik, kiiriilbeliil 2-3.107
sejt/ml siirliségig. A sejteket egyszer mossuk 20 ml ala-
csony P, étréki minimal tdpoldattal [Difco-féle éleszt6-
minimal-taptalaj, aminosavak nélkiil, amelyet 20 g/
gliikozzal egészitiink ki; a tapoldatot a komponensekbdl
mi készitjiik el a Difco receptje szerint (Difco Manual,
Difco Laboratories, Detroit, USA), kivéve, hogy
0,03 g/l KH,PO4-et és 1 g/l KCI-t hasznilunk 1 g/l
KH,PO, helyett]. A reszuszpendalt sejtekb6l 3 mi-rel
oltunk be 300 ml alacsony-P, értékii minimal tdpolda-
tot és 300 ml normal minimal taptalajt tartalmazb
1000 mi-es Erlenmeyer-lombikokat. A sejteket 30 °C-
on 160 ford/perc mellett inkubaljuk. A PHOS promoter
indukalodast dgy kovetjiik, hogy mérjiik a savanyi
foszfataz aktivitas megjelenését a teljes tenyészetben
[Toh-e és munkatarsai, J. Bacteriol, 113,727 (1973)]. A
sejteket 1-2-107 sej/ml siiriiségig tenyésztjiik (26-30
o6ra inkubalas).

13. példa
Elesztosejt-kivonatok készitése és az interferon titer
meghatdrozdsa

A sejteket 300 ml 1-2.107 sejt/ml siiriiségii tipta-
lajbol (12. példa) gyiijtiink Gssze centrifugalassal, Sor-
vall GSA rotorban, 5 percen at 8000 ford/perc mellett,
4°C-on. A sejteket egyszer mossuk 100 ml vizzel,
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majd 6 ml jéghideg lizal6 keverékben [0,1 M kélium-
foszfat puffer (pH 7,4), 1% (térf/térf) Triton X-100,
0,0001 mdl PMSF (Merck)] reszuszpendaljuk
(PMSF=fenil-metil-szulfonil-fluorid) &s dtvissziik egy
30 ml-es Corex-csébe. A szuszpenzidt Gjra centrifu-
galjuk S percig Sorvell SS-34 rotorban 8000 ford/perc
mellett, 4 °C-on és az iiledéket 3 ml 1izal6 keverékben
reszuszpendaljuk 0 °C-on. A sejtekhez 4 g {iveggy0n-
gy6t (0,4 mm atm.) adunk, s a szuszpenziot Vortex-ke-
verGben (Scientific Instruments, Inc., USA) rizzuk
30 masodpercig teljes sebességgel, majd 1 percig jég-
fiirdGben hiitjiik. Ezt a rdzasos eljarast 5-10-szer is-
mételjiik, amig a sejtek tobb mint 90%-a feltarodik
(fénymikroszkép alatt ellendrizziik). A sejttormeléke-
ket és az iiveggyOngyoket centrifugéalissal - 10 perc,
8000 ford/perc, 4 °C, Sorvall HB-4 rotor - tivolitjuk el
az oldatbol. A feliiliiszot Eppendorf-csovekbe toltjiik
at, folyékony nitrogénben fagyasztjuk és -60 °C-on
taroljuk. Az interferonaktivitisat S. Rubinstein és
amunkatarsai szerint [J. Virol,, 37, 755 (1981)] mér-
jiik. Az eredmény 7-107 egység/ml sejtkivonat volt.

A 12. és 13. példaban leirtakkal analég médon
transzformaljuk a S.cerevisiae GRF18 t6rzset az alab-
bi plazmidokkal: pJDB207 PHOSIFN AMI119
(-B1D,B3B,"), AM106 (,B;B,B3D,”), AMI112
(.BB,D;B,”), DMl (,BD,B;B,”), DM2
(-.B;D,D;B,”), AMI10 (,.B,B,D;D,”) és HRi43
(..D;D,B;B4”). A transzZformalt torzseket tenyészt-
jiik. A sejteket lesziiretel jiik és az interferon titereket,
mint fent, meghatarozzuk. Az IFN-titerek a kovetke-
26k voltak: S.cerevisiae GRF18/pJDB207 PHOS/IFN
AM119:5.10° egység/ml S.cerevisiae
GRF18/pIDB207 PHOS/IFN AM106:7-107 egy-
ség/ml S.cerevisiane GRF18/pJDB207 PHOS/IFN
AM112:2.108 egység/ml S.cerevisiae
GRF18/pJDB207 PHOS/IFN DM1 : 3.10% egység/ml
S.cerevisiae GRF18/pJDB207 PHOS/IFN DM2:
5107 egységml S.cerevisiaie GRF18/pJDB207
PHOSIFN AM110:3-108 egység/ml S.cerevisiae
GRF18/pIDB207 PHOSIFN HRi 43:1.10% egy-
ség/ml.

Ugyanilyen koriilmények kozbtt a S.cerevisiae
GRF18/pJDB207/1FN(a-2) és IFN(a-3) tdrzsek
(100561 szami eurdpai szabadalmi bejelentés) titere
1.108, illetve 3-107 egység/ml volt.

14. példa
#BDaDAD,” hibrid interferon termelése transzfor-
mdlt élesztGsejtek segitségével, 30 liter mennyiség-
ben

A pJDB207 PHOS/IFN AM129 plazmidot - a plaz-
mid a ,.B,D,D;D,” hibrid interferont kédold gént a
PHOS savanyi foszfataz promotertél lefelé (down-
stream) tartalmazza - hordozo GRF18 élesztStorzset
YNB (Difco lab.) agar tptalaj feliiletére szélesztjiik.
A lemezt 30 °C-on inkubaljuk, amig a tenyészet Gssze-
folyik. Steril kacsot hasznalva, a feliileti tenyészetbol
egy részt atvisziink razott lombikba, amely az elSte-
nyészethez sziikséges IFN/21 taptalajt tartalmazza.
Ennek Gsszetétele a kovetkezd:
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ElesztSkivonat (Difco) 10,0g 5mM EDTA, 0,5 mM NaCl, 20 mM PMSF] 1400 ml-
L-aszparagin.H,0 6.6¢g re és pH=8,0-ra llitjuk be. A szuszpenziét 5-10°C-ra
KH,PO, 1,0g hiitjiik és egy DYNO-malomban (KDL Pilot tipus; 0,6
MgSO,.7TH,0 19g liter) tarjuk fel a sejteket. A malom poliuretin keverd-
L-hisztidin 0,02g 5 tarcsakkal és 500 ml iiveggyonggyel (0,5-0,75 mm
D-gliik6z (monohidrat) 33,0g atm.) van ellatva, keverési sebessége 3000 ford/perc,
ad 1liter ionmentes viz. az adagolas sebessége: 10 liter/éra. A szuszpenzi6 pH-
ja 8. A feltart sejteket tartalmazé szuszpenziot centri-
Az 500 mi-es lombikban egyetlen tereldlap van és fugildssal deritjiik 4 °C-on, Sorvall 6SA rotorban,
100 ml tiptalajt tartalmaz. A taptalajtionmentesvizzel 10 12000 ford/perc mellett, 20 percig.
készitjiik, pH-ja koriilbeliil 6,0. A gliikozt kiilon sterili- A pIDB207 PHOS/IFN AM119, AM106, AM112,
ziljuk. Beoltds utin az elss elGtenyészetet 24 6ran at DMI, illetve DM2 plazmidot hordozd S.cercvisiae
30 °C-on inkubaljuk orbitalis razégépben (5 cm-es 16- GRF18 tdrzset ugyanigy tenyésztjiik és a megfelel§
kettivolsag), 250 ford/perc sebességgel. Az elsé lombik hibrid interferont tartalmazé deritett oldatot ugyan-
el6tenyészete szolgaltatja az oltonyagot a misodik el6- 165 igy allithatjuk eld,
tenyésztG lombikok szamaira. Ezek a lombikok 1%
(térf/térf) inokulumot kapnak. A taptalaj és a tenyész- 15. példa
tési feltételek azonosak az elsd elGtenyészetével. A ma- Az E. coli HB101/pAM94 térzs kivonatdnak elGdl-
sodik elGtenyésztd fazisbol annyi lombik tartalmat Itdsa és az IFN-akivitds meghatdrozdsa
egyesitjilk, hogy elég legyen 1%-nyi (térf/térf) inkulum- 20  E.coliHB101/pAM94 torzset tenyésztiink, amig a te-
hoz a 30 literes fermentor részére (fermentoronként nyészet siirlisége — 650 nm-en mérve - el nem éri a 8-as
hirom lombik). A termel6 fermentor hasznos térfogata értéket. A tenyésztést 1 liter M9 tiptalajban végezzilk,
30 liter, négy tereldlapattal és egyetlen hatlapatos tar- amely 0,4% kazein eredetii aminosavakat és 2% gliikézt
csds turbina keverdvel - atmérgje 115 mm - van ellat- tartalmaz. A sejteket iilepitjiik és pufferben reszuszpen-
va. Keverési sebessége: 400 ford/perc; levegSztetés: 25 daljuk (16 gsejt 160 ml pufferben). A puffer Gsszetétele:
1 térf/tért/perc; tilnyomas: 0,3 bar. A fermentaids h6- 0,1 . triszHCl (pH=8,0), 0.5 M NaCl, 5 mM EDTA é
mérséklete 30 °C. A fermentort az IFN23 taptalajjal 100 umél PMSF. Ezutan lizozimet adunk a szuszpenzit-
egyiitt sterilizal juk. A taptalaj osszetétele: hoz 1 mg/mlvégsékoncentricioig. A szuszpenzi6t ezutin
. 30 percen 4t jegeljiik. A sejtek feltarasit Sorvall Omai-
Elesztdkivonat (Difco) 20 g 30 mixkésziilékekben végezziik haromszor 60 masodperces
L-aszparagin.H,0 66 g beallitassal. A feltart sejteket tartalmazd szuszpenzidt
MgS0,.7H,0 1,0 g centrifugalissal deritjiik 4 °C-on 20 percig Sorvall 6SA
L-hisztidin 0,02g rotorban, 12000 ford/perc mellett. A feliiliszé IFN-akti-
D-gliik6z (monohidriat) 330 g vitasat S. Rubinstein és munkatirsai nodszerével (lasd
ad 1 liter ionmentesviz. 35 fent)hatirozzuk meg.
Azt talaltuk, hogy az IFN-aktivitds 5-107 egység/ml
A gliikozt kiilon sterilizaljuk és Ggy adagoljuk, hogy sejtkivonat volt.
30 liter legyen a végsd térfogat. Azonos médon  tenmyésztettik  E.  coli
Beoltds utan a fermentlé pH-jat ellendrizziik és HB101/pAMO90, pJC334 és pJC342 torzset és az inter-
hogy ne essen a pH=6,0 ald, nitrium-hidroxid adago- 40 feron titereket — mint fent — meghatroztuk. A kapott
last végziink. A fermenticié idétartama koriilbeliil eredmények: 5-108, 5.107 és 5-10° egység/ml sejtkivo-
18 6ra, illetve addig tart, amig el nem érjiik a maxima- nat.
lis interferonkihozatalt.
Az optikai siirfiség, amely kényelmes mértéke az 16. példa
élesztd novekedésének, a 6-7 OD értéket ériel. A gli- 45 Hibridoma sejrek elGdliftdsa
kéz nagymértékben fogy, de nem fogy el teljesen. A a) Az immunogén eredete: Egy részlegesen tisztitott
savanyi foszfatdz indukalodik, s ezzel egyiittjar az in- természetes humdin leukocita IFN (IFNa) mintat,
terferon termelédése. melynek specifikus aktivitasa 13.106 NE/mg protein,
Azinterferon titer meghatarozhat6 a nyers extrak- haszniltunk az immunizilasokhoz. (Beszerezhetd az
tumokbdl, amelyet a laboratériumban, mechanikai 50 Institut Pesteur-bél, 1.-424 szimon, a Mikroorganiz-
sejtfeltarassal készithetiink el. A nyers kivonat lite- mus-tenyészetek Nemzeti Gyt jteményébdl).
renként 7.10° egységet és megkdzelitdleg 1 mg/ml pro- b) Immumizdldsi eljdrds: Hét 10-14 hetes Balb/c
teint tartalmaz. néstény egeret (Sisseln allat-farm, Svdjc) immunizal-
A fermenticié befejeztével a fermentlevet - tunk gy, hogy komplett Freund adjuvansban (Difco)
amennyiben ez sziikséges - 10 °C-ra hiitjilk le a lefej- 55 emulgealt 4.105 NE IFNa-t (16.a) példa) oltottunk az
tés és a hibrid interferon kinyerése el6tt. egerek mind a négy talpaba. A 30. napon tovabbi 4- 103
A 30liter tenyészlevet — pH-ja 6,0 - 10 °C-ra hiitjiik NE IFNq - inkomplett Freund-adjuvinsban - injekci-
és a sejteket Sharples-centrigugiban szeparaljuk. A 6t adtunk, majd a 60. napon amlékeztetd oltast (ip.), s
tiszta feliiliszoban nincs [IFN-aktivitas. A kapott sejt- az injekci6 6-10° NE IFNq-t tartalmazott PBS-ben.
massza térfogatit X-pufferrel [mM Tris (pH=8,0), 60 Harom napmilva kivettiik a Iépeket a fizidhoz.
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c) Sejtfiuzid: Minden fiziés kisérletet G. Kohler és
C. Milstein [Nature, 256, 495 (1975)] eljarasa szerint
végziink, a nem-szekretald Sp 2/0-Agl4 myeloma sejt-
vonalat [M. Shulman, C. D. Wilde és G. Kohler, Nature
276,269 (1978)] hasznilva. 108 Iépsejtet 107 myeloma
sejttel keveriink Ossze 1 ml 50%-os polietilén-glikol
(PEG 1500, Serva) jelenlétében. Mosis utan a sejteket
48 mi standard Dulbecco-féle minimum esszentil tap-
oldatban (Gibco, No. 0422501) reszuszpendaljuk. Fit-
zionként 3-10® normal egér peritonedlis exszuddtum
sejtet adunk kisérd sejtek gyanant a szuszpenzidhoz. A
sejteket 48 x 1 ml Costar-tartalyokba osztjuk el és he-
tenként haromszor standard HAT szelekciés tapolda-
ttal latjuk el ket, 3—6 héten at. Amikor a hibridoma
sejtek novekedése lathatova valik, a feliiliszokat kom-
binalt immunprecipiticids-bioassay segitségével sziir-
jiik (19. példa). Osszesen 221 hibridomibl 10 hibrido-
mit talaltunk, amelyek anti-IFN q-antitestet termeltek.
A hibridoma sejteket hatarhigitisos médszerrel kio-
nozzuk mikrotitrdlé lemezeken, legalabb egyszer. A
144 BS hibridomat vélasztottuk a tovabbi vizsgalatok-
hoz, mivel ez kiilondsen stabilnak bizonyult és jelentds
mennyiség immunglobulint szekretalt.

17. példa
A monoklondlis antitest izoldldsa és tisztitdsa

8-10 hetes Balb/c egereket (Sisseln dllatfarm, Svéjc)
ip. adott Pristane-nal (Aldrich) el6kezeliink, majd 2-3
héttel késbb 2-5-10° kiénozott hibridoma sejttel és
0,2 ml Pristane-nal oltjuk be éket ip., 8-10 nap milva
aszcitesz folyadékot gyiijtiink, melyet lecentrifugalunk
800 g mellett és ezutan 20 °C-on taroljuk.

A felolvasztott aszcitesz folyadékot 50000 g mel-
lett 60 percig centrifugaljuk, a feliiletén isz6 zsirréte-
get Ovatosan eltdvolitjuk és a proteinkoncentraciot
10-12 mg/mi-ra allitjuk be. A nyers immunglobulin
kicsapasat gy végezziik, hogy cseppenként 0,9 térfo-
gatnyi telitett ammonium-szulfatot adunk hozza 0 °C-
on, majd a csapadékot 20 mM trisz HCI/50 mM NaCl
(pH=7.9) tartalmi pufferben oldjuk és ugyanezen puf-
ferrel szemben dializiljuk. DEAE-D52 celluléz
(Whatman) kromatografidjaval - 20 mM trisz.
HC125-400 mM NaCl (pH=7,9) puffer gradiens rend-
szert alkalmazva - valasztjuk el az immunglobulin
frakci6t. Az immunglobulint Gjra kicsapjuk ammoni-
um-szulfittal és a csapadékot PBS-ben oldjuk dgy,
hogy a koncentraci6 10 mg/ml legyen.

9DS-PAGE vizsgalat szerint a 144 BS monoklonalis
antitest tisztasagi foka nagyobb, mint 95%.

18. példa
Monokiondlis antitestek osztdly- és alosudly- meg-
hatdrozdsa

A klénozott hibridoma sejtek altal termelt mono-
klondlis antitestek osztilyat és alosztalyat az ismert
Ouchterlony-féle agargél immundiffzi6s technikaval
hatarozzuk meg, osztaly- és alosztaly-specifikus nyil
antitestek (Bionetics) felhasznalasidval. Az eredmé-
nyeket enzim-immunassay-vel (ELISA) ellendrizziik a
kovetkezGképpen: mikrotitrald lemezeket fediink osz-
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taly vagy alosztaly-specifikus, nyilszérumbdl eléal-
litott, immunglobulinnal: tartalyonként 50 ul PBS-
ben 1 pg-al (Bionetics).

A lemez szabad k&té-kapacitasat 1% BSA és 0,2%
NaN; (siily/térf.) tartalmi PBS-sel (pH=7 4) telitjiik. A
tartdlyokban monoklonalis antitestet tartalmazd
100 pl-nyi mintakat inkubalunk 37 °C-on 1 éran 4t. A
lemezeket PBS-el mossuk, azutin 37 °C-on inkubaljuk
1 oran 4t olyan foszfatizzal konjugilt nyil immun-
globulin készitménnyel, amelynek specificitisa azonos
azzal az immunglobulinéval, amellyel a lemezeket fed-
tiik. A megkotott enzimet 37 °C-on 30 percig tartd in-
kubalassal hivjuk elS az enzim szubsztratuménak - p-
nitrofenil-foszfat - oldataval [1 mg/ml 10%-os dietano-
lamin pufferben, amely 0,5 mM MgCl,-t és 0,02% t5-
meg/térf.) NaN5-et tartalmaz; pH=9,8] és az optikai sii-
riiséget 405 nm-en mérjiik. A 144 BS monoklonilis an-
titestek az IgG | k (kappa) osztalyba tartoznak.

19. példa
Kombindlt immunprecipitdcics bioassay

50 ul nyers, természetes human leukocita IFN-t
vagy rekombinans [FNa polipeptidet (20a) példa) (10*
NE/ml) azonos mennyiségii vizsgalando anyaggal ke-
veriink, példaul a hibridomak tenyészetének feliil-
uszbival, vagy a tisztitott monoklondlis antitestek
PBS-oldataival és mikrocsdvekben (Eppendorf 3810)
inkubéljuk a keveréket 37 °C-on 1 6ran at. Ezutdn
50 ul el6zéleg betitralt nyidl-anti-egér Ig antitestet
(Nordic) adunk a keverékhez, melyet ezutdn 37 °C-on
2 0ran atés 4°C-on 16 6ran at inkubalunk, mikézben a
szabad és az IFN-hez kot6tt monoklondlis antitestek
immunkomplexeket alkotnak. A csdveket 4 °C-on
5 percig centrifugaljuk 12000 ford/perc mellett. Az
immun-precipititumot egyszer mossuk 1 ml hideg
pufferolt konyhasoéoldattal (pH=7,2), majd 200 pl
pufferolt, pH=2,2-es konyhas6oldatban oldjuk. Az ek-
kor felszabadulé IFN-aktivitast aJ. A. Armstrong-féle
[Appl. Microbiol., 21, 723 (1971)] standard bioassay
segitségével hatarozzuk meg. A Mengo-virus citopati-
asgatlasat (400 plakk-képz6 egység/tartaly) Hep 2 sej-
tek (3.104 sejt/tartaly) hasznalataval hatirozzuk meg,
mikrotitralé lemezeken.

20. példa
Interferon specificitds meghatdrozdsa
a)A rekombindns IFa polipeptid erbdete:

A LyIFN-q-1, LyIFN-qa-2 és LyIFN-a-3 polipepti-
deket, amelyek rokonsagban vannak az IFNoF, IF-
NaB, illetve IFNaD-vel, a 197047 szimii magyar sza-
badalmi leirds (szabadalmas: CIBA-GEIGY) irja le.
Az [IFNoA-t a Hoffmann-La Roche cég hozza forga-
lomba (Roferon A). Az IFNaC és oJ a 43980 szami
eurdpai szabadalmi be jelentés szerint llithat6 eld.
b)Az Osszehasonlitdsra hasgndlt IFN elleni mono-

klondlis antitestek eredete:

Az 1K2 é 2K2 monoklonilis antitesteket a
2108510 szami brit szabadalmi leiras alapjan dllitot-
tuk eld. Az NK2 és YOK monoklondlis antitestet
(Mab-t) a Celltechtél (Berkshire), az IY-1 és IY-2
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Mab-t az Inter-Yeda cégtél (Izrael), az $-1, $-2, $-3
és S—4 (MAb-t dr. C. Favre-t6l [UNICET Dardilly,
Franciaorszag) és az /24 MAb-t M. Aguet-t6l (Ziiri-
chi Egyetem, Svéjc) kaptuk.

2

példa) végeztiik és tandem radio-immunassay-vel D.S.
Secher szerint [Nature, 290, 501 (1981)]. Az eredmé-
nyeket a 4. tibldzat tartalmazza.

A 144 BS, 1K2 és 2K2 monoklcnalis antitestek nem

¢) A kiilénbéz6 monoklonalis antitesteknek az IF- 6§ reagilnak human IFNB-vel (Rentshler, Laupheim,
Na szubtfpusokkal szembeni reaktivitdsa meghatdro- NSZK) vagy humén [FNy-val (Bio Science, Emmen-
2dsdt kombinalt immunprecipitacibs bioassay-vel (19. briicke, Své jc).
4. 1dbldzat

Monoklondlis antitestek immunprecipitdcidja rekombindns IFN szubtipusokkal

Monoklondlis I FN-szubtipusok
antitestek A -2 C a3 -1 1
144 BS + ++++ +++ ++++ 4+ ++
1K2 T+ - it + o
2K2 o - +++ 4+ ++ +++
NK2 +H++ bt - ++ -+
YOK + - 4 - ++
S$-1 +++ + T ++ +
S-2 e+t - - - ¥
S-3 +++ At - ++ o+
S-4 o+ - - + 4
IY-1 ++ +++ - ++
IYy-2 ot - - + F++
1724 -+ R - ++ F.
Jelmagyarazat: ++++100%-o0s kotddés 35 A 4. tablazat adatai azt mutatjak, hogy a 144 BS
+++ 75%-o0s kGtodes monoklondlis antitest kotddési viselkedése egyedi.
++ 50%-0s kbtddés Mindenekfelett emlitésre méltd az [FNa-A-hoz valo
+ 25%-o0s kotédés gyenge kotédése és az [FNa-2, IFN«-3 és IFNa-1 poli-
+ 10%-os kotGdés peptidhez val6 erds kotddése.
- 0%-oskotédés 40  A. 4. tablazat eredményei alapjan végzett epitop
analizist az 5. tablizatban sematikusan dbrdzoljuk.
Ahol nincs jel, ott nem tortént meghatarozis. (Az ér-
tékek koriilbeliili értékek).
5. tdbldza
Rekombindns IFNaszubtipusok epitop analizise
. - 1K2 NK29 S_3y S"'4
Rekombmfms 144 BS 2K IY-1,124 YOK S-1 S-2 IY-2
IFNa szubtipus
M A®D altal f elismer:Ht epitodp
A X: XX XX X: X X XX
a-2 XX XX X:
a-3 XX XX XX XX
a-1 X X X X X
J X X: XX XX X: X XX
22
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»

Az 5. tablazatbol aza tény sziirhetd le, hogy minden
egyes IFNqa szubtipus epitép kombindcibja egyedi.
Ezenkiviil ennek a vizsgilatnak az alapjin elére meg
lehet mondani, hogy melyik a megfelelS parja a MAb-
eknek a specifikus IFNa szubtipusok meghatarozasa-
nil a tandem immunassay-ben, mas szubtipusok kizi -
résaval. Példaul a 144 BSMAb-nek azNK2, S-3,IY-1
vagy /24 MAD barmelyikével val6 kombinicidja al-
kalmas lesz az IFN B kimutatasanal anélkiil, hogy az
IFNaD-vel interferalna és a 144 BS MAb-nek a YOK
MAb-el vald kombinacidja az [FNaD kimutatisira
lesz hasznalhato IFNoB jelenlétében.

21. példa
Immunadszorbens oszlop készitése

Egy ml iilepitett Affi-Gel 10-et (Bio-Rad) 17 mg
144 BS monoklonalis antitesthez kotiink a gyart6 cég
eldirasai szerint: az Affi-Gel 10-et zsugoritott iiveg-
sziirén mossuk, eldszor hideg desztillalt vizzel, majd
0,1 MNaHCO, oldattal (pH=8,0; kapcsolé-puffer). A
gél 50%-os szuszpenzidjat — kotG-pufferben - mii-
anyag cs6be Ontjilk, azonos mennyiségii tisztitott
MAb-oldattal hozzuk dssze és 4 dran 4t szobahSmér-
sékleten kevertjiik. Kot6dés utan a gélt a kotS-puffer-
rel mossuk és a lereagalatlan helyek blokkoldsa érde-
kében 0,1 ml 1 M etanolamin HCl-dal (pH=8,0) kezel-
jiik 1-2 o6rén at szobahSmérsékleten. A gélt PBS-el
mossuk 10 mM NaN, jelenlétében és ekdzben 4 °C-on
tartjuk.

22. példa
Rekombindns IFNa tisztitdsa
immunaffinitdskromatogrdfidval

A rekombinans IFNa-t termels feltart E. coli sejt-
példanal E. coli HB101/pAM94 (v6. a 15. példaval) —
szuszpenziojat centrifugalassal deritjiik Sorvall 6SA
rotorban, 4 °C-on, 20 percen at, 12000 ford/perc mel-
lett. Polietilén-imint (Polymin P, Fluka, pH=8,0)
adunk a feliilisz6hoz 0,25% (stily/térf.) végsG koncent-
racibig. Az oldatot 1 6ra hosszat keverjilk, majd cent-
rifugaljuk. Az liledéket eldobjuk és a feliilisz6hoz szi-
lard ammoénium-szulfatot adunk 65%-os telitésig. Az
anyagot 1 6ran at keverjiik, majd centrifugal juk. A fe-
liilaszot eldobjuk és az iiledéket egytized térfogatnyi
(15-20 ml) PBS-ben (pH=7,2) szuszpendaljuk. Az ol-
datot egy €jszakdn at dializaljuk 0,02% NaN,-et tar-
talmaz6 PBS-sel szemben.

A dializalt oldatot 1 ml 21. példa szerinti immunaf-
finatas géllel keverjiik el. A keveréket gyengén razzuk
1 6ra hosszat, majd oszlopba toltjiik €s ezutan egymas
utdn mossuk 5 oszlop-térfogat PBS-sel, 5 oszlop-térfo-
gat 0,5 M NaCl és 0,2% Triton X-100 tartalmi PBS-
sel, majd 5 oszlop-térfogat PBS-sel. Vagy: az immun-
affinits gélt elGszor betdlt jiik az oszlopba, majd a dia-
lizalt oldatot ravissziik a tetejére és ezutin mossuk
gy, ahogy leirtuk. A rekombinans hibrid IFNe-t
(»B;D,D3D,™) 0,1 M citromsavat és 0,3 M NaCl-t
tartalmaz6 savanyd pufferrel (pH=2,5) eludljuk. Az
aktiv IFN-frakciokat 1 M Trisszel semlegesitjiik, PBS-
sel szemben dializaljuk, ezutan ultrasziréssel kb.
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0,1 mg/ml fehérje tartalomig koncentriljuk
XM10 membranokon (Amicon Corp., flat bed memb-
ranos).

A 21. példa szerinti 17 mg 144 BS MAb-t tartalma-
z6 immunadszorbens oszlop maximalis kapacitisa IF-
Na-2 és IFNa-3 polipeptidre koriilbeliil 1,2 mg, IFNa-
1 tipusd polipeptidre legalabb 0,8 mg ,.B,B,D;B,”
hibrid interferonra 1,15 mg, ,,B;D,B;B,” hibrid in-
terferonra 1,25 mg, ,.B D,D3D,” hibrid interferonra
1,25 mg, ,,B;B,B;D,” hibrid interferonra 0,44 mg,
»B1DyB3D,”  hibrid interferonra 1,15 mg,
»BD,D3B,”  hibrid  interferonra 1,6 mg,
»BBD3D,” hibrid interferonra 1,15 mg é&s
»DD,B3B, " hibrid interferonra 1,25 mg. Az immun-
adszorbens gélt legalabb 50 elvalasztashoz fel lehet
hasznalnikapacitisvesztés nélkiil. Az ezzel a mébdszer-
rel tisztitott rekombinans IFNa-2, IFNa-3 és IFNa-1
tipusii polipeptidek SDS-PAGE-el homogénnek bizo-

nyultak.

23. példa
Immunodot analizis

Azimmunodot analizist R. Hawkes és munkatarsai
{Anal. Biochem., 119,142 (1982)] szerint végezziik. A
természetes vagy rekombindns interferonok mintdit
- kiilonboz6 koncentricidkban - nitrocelluléz lapok-
ra cseppentjiik. A pontnyi cseppeket levegével szarit-
juk be és a nitrocelluléz fennmaradé kdté-kapacita-
sategy 10% 16szérum tartalmil trisz pufferrel (0,15M
Na(l, 0,01 M trisz.HCl; pH=7,6) blokkoljuk. A nitro-
celluléz csikokat a 144 BS MAb oldataval (23 ug/ml)
inkubaljuk, valamint dsszehasonlitasul az azonosan
készitett 2K2 MAD oldattal (30 pg/ml), negativ kont-
rollként normal egér immunglobulin oldattal (1 : 100
higitasban) vagy pozitiv kontrollként anti-human in-
terferon-poliklonalis egér szérummal (Enzo; 1 : 1000
higitasban). Mosas utan a csikokat peroxidazzal jel-
zett nyil anti-egér immunglobulinnal (Nordic; 1 : 400
higitasban) kezeljiik és a lekot6tt masodik antitesteta
peroxidaz szubsztratumaval, 4-kloro-1-naftollal, hiv-
jukeld.

A monoklonalis antitest az IFNaD tipusi polipepti-
deket (ilyen az IFNa-3) egészen 0,4 ng/folt koncentri-
cidig festi meg, az IFNaB tipusi polipeptideket (ilyen
azIFNa-2) 10 ng/folt koncentracioig, mig a 2K2 MAb
csak az IFNaD tipust polipeptideket ismeri fel (4
ng/folt).

24. példa
Bead-radioimmun-tandem-assay
a)A 144 BS moniklondlis antitest jelzése 125I-dal:
A 144 BS MAb 0,1 mg-jat 125T-natrium-jodiddal
(1 mCi) és kloramin-T-vel jédozzuk. F. C. Greenwood
és munkatarsai [Biochem. J., 89, 114 (1963)] standard
médszerével. A reakcibterméket ioncseréld oszlopon
(Bio-Rad AG; 1x8) tisztitjuk és aktivitasat 4-10%
cpm/ml-re allitjuk be PBS-sel valé higitassal. A 2K2
MADb jédozisat hasonlé médon végezziik el. A radio-
izotoppal jelzett YOK és NK2 monoklonalis antitestet
a kereskedelembdl, a Celltechtdl beszerezhetjiik.
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b)A 144 BS monoklondlis antitest kotése makro-
gongyokhoz:

Polisztirol gyongydket (6,3 mm atm., Spherotech
AG, Ziirich) inkubalunk 4 °C-on 16 oran at évatos
himbélissal egy olyan PBS kots-pufferben (pH=8),
mely 5mM EDTA-t,0,1% NaN-ot és 1 mg/ml 144 BS
MAb-¢t tartalmaz. Az oldat 10 ml-ére 20 gydngy jus-
son. A fedett gyongyoket ezutian blokkolo pufferbe -
10% laszérumot és 0,1% NaN,-ot tartalmazé PBS -
vissziik 4t és ebben tartjuk felhasznalasig, legalabb 24
o6raig, 4 °C-on.

A tobbi MADbkotést ugyanigy végezziik.

c)Vizsgdlari eljdrds:

Miianyag csiveket (Falcon, 5 ml) fediink 0,5 ml 10%
16szérumot és 0,1% NaN,-ot tartalmazé PBS blokkold
pufferrel egy éjszakin at. A puffert leszivassal tavolit-

5

10

15

juk el, ma jd kdzvetleniil a csd al jaba bevisziink 0,2 ml-t,
blokkolé pufferben, az IFN-tartalm{ vizsgaland6 vagy
standard oldatbél. A 24. b) példa szerint MAb-vel fe-
dett és blokkolt gyongydt hamar megsziritjuk egy tisz-
ta kendén és Gvatosan atvissziik - a habképzidést elke-
riilve — az IFN-oldatot tartalmazd csGbe. A gyongyot 4-
6 6ran 4t szobahdmérsékleten inkubaljuk Gvatosan
himbalassal. Az IFN-oldatot leszivdssal tavolitjuk el és
minden gyongydt hiromszor mosunk 2 ml blokkold
pufferrel. A gyongydt ezutan 0,2 ml 125]-dal jelzett ma-
sodik antitest — 8-103 cpm - oldatdval (24a) példa) in-
kubaljuk 16 éran 4t 4 °C-on, majd hiromszor mossuk
PBS-sel é&s 1 csGbe vissziik at a szamlalashoz.

A 6. tablazatban az IFNg-3 és [FNg-2 standard ol-
datainak a szilrd fazisd (gy6ngyhoz kotott) elsé anti-
test és a 1251-dal jelzett méasodik antitest kiilonbozé
kombinacidival kapott eredményeit mutatjuk be.

6. tdbldzat
Megfelels monoklondlis antitest kombindcio kivdlasztdsa az IFNa-2 ésIFNa-3 polipeptid vizsgilatahoz

103 NE/ml-re kapott beiitések szama (cpm)

Szilard fazisa Izgtggpal jelzett

antitest masodik antitest [FN-3 IFNa-2
144 BS 2K2 113 105
144BS 144BS 103 58
144 BS YOK 16,793 313
144BS NK2 78 3,733
2K2 144BS 52 2
poliklonalis* 144 BS 1,572 546

* poliklonalis: gydngyhdz kotdit poliklonalis birka anti- IFN-q-antitest (Celltech)

AzIFNq-3 kimutatisara a legjobb eredményeket a
144 BS MAb-nek a YOK MAb-¢l val6 kombinaci6ja-
valkaptuk, az [FNq-2 kimutatasiahoz a 144 BSMAbés
a NK2 kombinacioja bizonyult a legjobbnak.

A 4. abra bemutatja a szilard fazishoz kGtott 144 BS
MADb és a radibizotoppal jelzett NK2 MAb kombina-
vidjaval végzett kvantitativ titraldsi kisérlet eredmé-
nyét. A vizsgilat linedris Gsszefiiggést mutat az IFNa-
NE/ml, azaz 2 pg/ml - 10 ng/ml tartomanyban - fiigg-
vényében. Az IFNq-2 és a ,.Standard aB” tipusi poli-
peptid (Celltech) titralisi gorbéje kozti kiilonbségeket
a két IFN-készitménynél végzett bioassay-nél kapott
kiilonbségnek tulajdonitjuk.

Hasonl6 eredményeket kaptunk az IFNaD polipep-
tidek kvantitativ mérési kisérleteinél, a szilard fazis-
hoz katott 144 BS MADb és a jelzett Y OK MADb kombi-
niciéjaval. A meghatirozas megbizhatéan kimutat
1 NE/ml (2 pg/ml) IFNq tipusi polipeptideket. A szi-
lard fazishozkotott 144 BS MAD és a NK2 MADb kom-
binicidjat fel lehet hasznalni IFNoF tipusi polipepti-
dek meghatarozasara is.

d) Roviditerr vizsgdlati eljdrds (szimultdn meghatd-
rozds):

24

40

45

55

60

A 24c) példaban leirt altalinos mdédszert hasznélva,
a MAb-vel fedett gyongyGt 3 éran at szobahGmérsék-
leten inkubéljuk a vizsgiland oldattal (0,1 ml) és a
radioaktiv izotoppal jelzett masodik antitesttel
(0,1 ml) egyiitt, kihagyva a kozbiilsé mosasokat.

Az 5. dbran lathatd, hogy a roviditett szimultén-
meghatirozds megbizhatéan hasznilhaté olyan IF-
NoB tipusi polipeptid (ilyen az IFNq-2) mint4k gyors
sziirésére, amelyek 150 NE/ml-t, vagy ennél tGbbet
tartalmaznak, de ez a modszer jelentésen kevésbé ér-
zékeny, mint a 24c) példaban leirt eljaras.

e) Tesztkészlet a bead-radio-immun-tandem-assay-
hez:

A 24c) példiban leirt meghatirozashoz valo teszt-
készlet tartalma a kovetkezo:

100 db 5 ml-es Falcon miianyag cs6,

100 db 6,3 mm &tmér6jii, 144 BS monoklonalis an-
titesttel fedett polisztirol gydgy 10% 16szérum és 0,1%
NalN, tartalmi PBS-ben, N

20 mi 1251-dal jelzett YOK monoklondlis antitest, specifikus
aktivitésa 4,105 cpm/m,

2 ml 10*NE/m] tartalmii standard [FNa-1 oldat,

2ml 10*NE/m! tartalmd standard IFNo-2 oldat,

2ml 10*NE/ml tartalmi standard [FN@-3 oldat,

24.
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1000 ml 10% l6szérumot és 0,1% NaN,-ot tartalmaz
PBS, kalibraciés gorbe.

25. példa

Enzim-immunassay (ELISA)

a)A 144 BS monoklondlis antitest jelzése alkalikus
foszfardzzal:

1,4 PBS-ben oldott 1,4 mg 144 BS MADb-t 5 mg alka-
likus foszfatazzal (Sigma P6774, VII-T tipus) tartal-
mazo6 oldattal reagaltatunk 2 dra hosszat Voller és
munkatarsai [Bull. World Health Organ., 53, 55
(1976)] standard modszere szerint 0,2%-os (térf/térf.)
glutaraldehid hasznalatdval. A konjugdtumot 5 ml
1 mM MgCl2-t, 1% BSA-t és a 0,02% NaN;-ot tartal-
maz6 0,05 M trisz pufferbe (pH=8,0) vissziik at. Az
oldatot sotét helyen, 4 °C-on tartjuk.

b)A meghatdrozds modja:

Polipropilén mikrotitrdlé lemezeket (Dynatech
Labs., Ind.) fediink 150 i (pH=8,0) pufferben (karbo-
nattal pufferolt, 0,02% NaN, tartalmi 0,9%-o0s kony-
hasooldat) oldott NK2 monoklonalis antitesttel (Cell-
tech, 10 pg/ml), 2 6ra hosszat 37 °C-on €s egy éjszakan
at4°C-on tartva a lemezeket. A lemezeket 5tsz6r mos-
suk PBS-sel és a még jelen 1évs protein-reaktiv helye-
ket gy telitjiik, hogy a lemezeket 1 6ran it 37 °C-on
250 pl 0,2% zselatint s 0,2% NaN4-ot tartalmazd PBS
pufferben (pH=7,4) inkubaljuk. Az ilyen médon fedett
lemezek 4 °C-on néhany napig eltarthatok ebben a
pufferben.

A vizsgalandé oldat vagy az IFNa szubtipusokat
tartalmazé standard oldat higitasaibol SO pl-t, 50 wl
puffert (pH=7,4) és a 144 BS foszfatazzal jelzett anti-
test oldatabol, melyet 1:100-ra higitottunk a
(pH=7,4-es pufferrel, 50 ul-t Gsszekeveriink a mikro-
titral6 lemez tartilyaiban és a lemezt 2 6ra hosszat
37°C-on és 30 percet 4 °C-on inkubaljuk. A lemeze-
ket 6tszor mossuk PBS-sel, majd 30 percig 37 °C-on
inkubaljuk 150 pl p-nitrofenil-foszfat-oldattal (10%-
os dietanolamin pufferben 1 mg/ml, MgCl, 0,5 mM,
pH=9,8). Az optikai siirtiséget 405 nm-en mérijiik,
meghatasozzuk a felszabadul6 p-nitrofenolt, amely
aranyos a vizsgalando oldatban lévS IFN-a szubtipus
mennyiségével.

A mddszert felhasznalhatjuk [FNoB tipusi (ilyen
az [FNa-2) vag IFNaF tipusi polipeptidek mennyiségi
meghatarozasara. Az IFNaD tipusi (ilyen az [FNa-3)
polipeptidek meghatasozasakor a mikrotitralo lemezt
YOK monoklonalis antitesttel (Celitech) fedjiikk NK2
helyett.

Hasonlé eredményeket kapunk, ha a mikrotitrald
lemezeket 144 BS MAb-del fedjiik és masodik anti-
testként foszfatazzal konjugalt NK2, illetve YOK
MAb-eket hasznalunk.

¢) ELISA-tesztkészlet

A 25b) példaban leirt modszerhez szolgalo teszt-
készlet tartalma:

polipropilén mikrotitral6 lemezek,

20 pl NK2 monoklonélis antitest (10 wg/ml) karbo-
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nét pufferben (0,9% NaCl, 0,42% NaHCO;, 0,0072%
N&zCOs, 0,02% NB.N3),

1 ml alkalikus foszfatazzal konjugalt 144 BS MAb
(10.1 példa, 0,3 mg antitest/ml) Tris pufferben (0,05
trisz 1 mM MgCl,, 1% BSA, 0,02% NaN,; pH=8,0),

2ml 104 NE/ml IFN-1 tartalmi standard oldat,

2 m! 10* NE/ml IFN@-2 tartalmi standard oldat,

2ml 10 NE/ml IFN¢-3 tartalmi standard oldat,

300 ml PBS,

300 ml puffer; pH=7,4 (0,02% zselatin, 0,2% NaN,
PBS-ben),

50 ml p-nitrofenil-foszfat (1 mg/ml) dietanolamin
pufferben (10%; 0,5 mM MgCl,, 0,02% NaNj, a
pH=8,9-re beallitva HCl-lel),

kalibracios gorbe,

szinerdsségskala.

26. példa
Hibrid interferonok tisztitdsa precipitdcios és kro-
matogrdfids modszerekkel

A ,,B,D,D;D,” interferont tartalmazé oldat 1 lite-
rét, amelyet centrifugalassal deritettiink (13-15. pél-
da), 2 M sésavval addig savanyitjuk, mig pH-ja a 2,2
értéket el nem éri. Az oldatot 1 6ran 4t 4 °C-on kever-
jiik és a kicsapddott proteint centrifugalassal (Sorvall
GSA rotor, 12000 ford/perc, 4 °C, 20 perc) valasztjuk
el. Az iiledéket eldobjuk és a feliiliszét szilaird ammé-
nium-szulfattal 30%-ra telitjiik. Az oldatot 1 6ran 4t
4 °C-on keverjiik, majd centrifugaljuk. Az interferont
tatartalmaz6 feliildsz6t 0,1 M ammoénium-hidrogén-
karbonat oldattal (pH=8,2) szemben dializdljuk. Az
oldat interferonaktivitisa mintegy 108 NE/ml volt.

Egy oszlopot, mely 50 ml kelatképzG Sepharose 6B-
t (Pharmacia) tartalmaz és amelyre a gyart6 cég el6-
irasa szerint Cu?* ionokat vittiink fel, kiegyensolyo-
zunk 250 ml 0,05 M natrium-acetatot (pH=7,0) és
0,5 M NaCl-t tartalmazé oldattal. Ezutan a dializalt
oldatbdl (lasd fent) 200 ml-t visziink az oszlopra 4 °C-
on. Az oszlopot 150 ml kiegyensilyoz6 pufferrel mos-
suk. A megkotott interferont linearis gradiens eludci-
6val, 250 ml 0,05 M natrium-acetat (pH=7,0) és 0,5 M
NaC1250 ml0,05M nétrium-acetat (pH=2,8) és0,5M
NaCl oldatok hasznalataval oldjuk le, majd mosas k-
vetkezik 150 ml 0,05 M nétrium-acetat (pH=2,8) és
0,5M NaCl tartalmi oldattal.

Az aktiv interferon frakciokat egyesitjiik és 0,05 M
triszHCI pufferrel (pH=8,0) szemben dializaljuk. A
dializilt oldat interferonaktivitisa megkozelitileg
108 NE/ml. Az oszlop maximalis kapacitdsa
»B;D,D3D,” interferonra koriilbeliil 75 mg.

50 ml Q-Sepharose anioncserélét (Pharmacia) tar-
talmazé oszlopot kiegyensilyozunk 0,05 M triszHCl
pufferrel (pH=8,0). A fenti, dializalt interferon oldat-
bol 100 ml-t ravisziink az oszlopra szobahémérsékle-
ten. Az oszlopot ezutdn 50 m! kiegyensilyoz6 oldattal
mossuk. A megkdtott interferont linedris gradiens al-
kalmazasaval, 0-0,7 M NaCl (0,05 molos trisz.HCI-
ben, pH=8,0) eluiljuk. A tiszta interferon koriilbeliil
0,3 M NaCl-nal elualodik. Az aktiv frakciok SDS-PA-
GE-el végzett vizsgilatban egyetlen sivot adnak és
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molekulasilyuk valésziniileg 19000. Az anioncseréld
oszlop maximalis kapacitasa a ,,.B,D,D;D," hibrid in-

2

A B D,D,D,” interferon visszaoldasa a kovetke-
z6képpen torténik: annyi 0,5 M NH,HCO; oldatot

terferonra mintegy 5 mg. (pH=8,2) adunk a liofilizilt anyaghoz, hogy interferon
Azonos mddon tisztithatok a kovetkezd hibrid in- koncentracioja koriilbeliil 0,1 mg/ml legyen. A vissza-
terferonok  is:  ,B;D,B4B,", »B1D,B;D,”, 5§ oldott interferon virusellenes aktivitasa 2108 NE/m!
»B;D,D;B,", B B,B;D, " és,.B B,D3B,". volt, amely megegyezik a liofilizdlds eldtti értékkel.
27. példa 28. példa
A ,B\DyD4D,” hibrid interferon liofilizdldsa A hibrid interferonok fiziko-kémiai jellemzdi
A ,BD,D,D,” interferont, akir immunaf- 10 A taldlminy szerinti hibrid interferonokat és az
finitdskromatografiaval - a 144 BS monoklonalis anti- eredeti interferonokat SDS-PAGE vizsgélatnak vet-
testet hasznilva —, akar a konvencionalis kromatogra- jiik ald Laemmli mddszere [Nature, 227, 680 (1970)}
fids eljardsokkal (26. példa) tisztitottuk, 0,5 M szerint. A hibrid interferonok feltételezett molekula-
H,HCOj; oldattal szemben dializaljuk, majd liofilizal- tdmegeit a 7. tabldzatban foglaljuk Gssze (kilo-dalton-
juk. A liofilizalt mintahoz kis mennyiségii vizet adunk 15 ban=KD). A 7. tablazat a hibrid interferonok izoelekt-
kétszer, hogy az NH,HCO;-ot teljesen eltavolithas- romos pontjat (p) is feltiinteti, melyet Ampholine tar-
suk. Az oldatot ezutn Gjra liofilizaljuk. talmi LKB poliakrilamid gélben hatiroztunk meg.
7. tdbldzat
A hibrid interferonok valdszind molekulatomege és izoelektromos pontja
IFN Valészind molekulasily pl

a-2 27,000 5.2

a-3 20,000 52

»BB,D3D,” 27,000 5-6 (diffiz)

»D;{D,B;B,” 20,000 50

»B1B,B3D,” 27,000 52

»BB,D3B,” 26,000 5-6(diffaz)

»B1D,D3D " 19,000 5.4

#BD,B3D,” 20,000 5,6

«B;D,D;B,” 20,000 5.5

.BD,B;B,” 20,000 5.4

A taldlmany szerinti hibrid interferonok aminosav
szekvencidjat részben az Applied Biosystems 470 A
tipusii protein szekvenald késziilékével hatiroztuk
meg. vagy a Beckman 890 C szekvenalot hasznéltuk.
Mindkét esetben automatikus Edman-degradaciét vé-
geztiink., A talalt szerkezet teljesen megegyezett a
varttal. Az N-terminalis aminosav a cisztein.

29. példa
A hibrid interferonok hatdsa a (2'-5’)oligo-izociaa-
denidt-szintetdz akuivitds szintre Daudi sejtekben
Daudi sejteket oltunk 2-10° sejuml siriiségben
RPMI 1640 tiptalajba, mely 10% fetalis borjiiszéru-
mot tartalmaz és a ,B;B,B;D,", ,B;D;B;B,",
.B,D,D;D,” és B, B,D,B," hibrid interferonokat a
8. tdblazatban megadott koncentricidkban, 24 6ra
milva az 5-109 sejtet tartalmazo mintakat lecentrifu-
galjuk (9000 ford/perc), s a sejteket 500 wlhideglizalo
pufferben [20 mM 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-
etdn-szulfonsav-puffer (pH=7,5) 5 mM MgCl,,
120 mM KCl, 7 mM DTT, 10% glicerin, 0,5% Nonidet
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P40] reszuszpendaljuk és 2 percig jégen inkubdljuk. A
mintakat ezutdn djra centrifugiljuk (9000 ford/perc;
8 perc; 4 °C), a feliiliszokat ledntjiik és (2°-5)-oligo-
izoadenilat-szintetdz aktivitisukat a kovetkezokép-
pen hatirozzuk meg: A feliiliszokhoz 50 wl po-
li(T).(rc) agarézt (P-L Biochemicals) keveriink 30 °C-
on, majd 15 perc millva a nem adszorbedlt anyagot
centrifugalissal tavolitjuk el. A poli(rT).(rc)-re adszor-
bealédott anyagot 2,5 mM a-32P-ATP-vel (400
Ci/mmoél; Ammersham International) inkubaljuk
20 6ran 4t 30 °C-on, bakterialis alkalikus foszfatazzal
(Sigma) kezeljikk, majd a savanyd aluminium-oxid
(300 ! acid alumina, Sigma) oszloprél 3,0 ml 1 M gli-
cin.HCl pufferrel (pH=2,0) eludljuk Merlin és munka-
tarsai szerint [Analyt.Biochms., 110, 190 (1981)]. A 8.
tablazatban kozolt adatok azt fejezik ki, hogy hany-
szorosira nétt a (2'-5")-oligo-izoadenilat-szintetaz
aktivitas az interferonnal kezelt sejtekben a kezelet-
len, kontroll sejtek enzim-aktivitds szintjéhez (atlag-
aktivitas: 51,6 + 8,7 pmél/hr/10° sejt) képest.
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8.tablazat
(2’-5"-oligo-izadenilat-szintetiz aktivitis névekedés
(beépiilt ATP pmél/hr/103 sejt
IFN koncentracioé
1 10 100 1000

(egység/ml)

IFN a-2(,B"” 36 4,0 5,7 5,6
a-3(,.D”) 2,2 32 3.2 39
.B;B,D3D," 3,4 32 4,6 4,0
»D;D,B;B,” 2,6 2,1 4,8 4,3
.B,B,B,D," 9,4 8.4 10,0 8,5
»B;D;B;3B,” 5,6 57 7,8 114
»B;D,D;D,” 5.8 8,9 12,1 17,5
»B;B,D3B,” 5,6 70 9,1 9,6

30. példa 20  kotja;vagy

Gydgyszerkészitmény (parenterdlis alkalmazdsra)

A ,.B,D,D,D,” hibrid interferon - specifikus aktivi-
tasa 1,3-10° egység/ml humin WISH sejteken - 2 mg-jat
30 ml 5n humén szérum albuminban oldunk fel. A kapott
oldatot baktériumsziirén engedjiik at és a sziirt oldatot
aszeptikus koriilmények k6z6tt elosztjuk 100 fiolaban Ggy,
hogy mindegyik 2,6-10° egység tiszta hibrid interferont
tartalmazzon. A parenterélis alkalmazasra megfeleld fi-
oldkat célszertien hiitGben, példaul 20 °C-on téroljuk.

Hasonl6 modon készithetiink 5,210 vagy 1,04.107
egységet tartalmaz6 fiolakat, 4 vagy 8 mg hibrid inter-
feron fethasznalasaval,

Azonos modon  készithetink ,,B,D,B;B,”,
»B|B;D3B,", ,.B,D;B3D,", ,B;D,D3B,” vagy
»B1BoB3D," hibrid interferont tartalmazo filikat
(specifikus aktivitisuk 1,28-108, 2,108, 7,7.107,
3,8.107, illetve 8.107).

SZABADALMIIGENYPONTOK

1. Eljaras hibrid interferon polipeptidek és ezeket
tartalmazé gyogyszerkészitmények eldallitdsara,
amelyeknek az aminosav szekvencidja 2—4 olyan al-
szekvenciabdl all, amelyek az aminosavak azonossagat
és szamat illetGen megfelelnek a LyIFN-a-2 és
LyIFN-a-3 human limfoblasztoid interferonok al-
szekvencidinak, azzal jellemezve, hogy prokaridta
vagy éleszté gazdasejteket transzformalunk olyan
hibrid vektorral, amelynek 6sszetétele a kovetkez6:

- egy promoter,

- egy hibrid interferon polipeptidet kodoldo DNS-
szekvencia, amely DNS-szekvenciaként a kovetke-
26 polipeptideket kodold DNS-szekvenciik valame-
lyikét alkalmazzuk:
polipeptid, amelynek aminosav szekvenciajit a
LyIFN-a-2 1-150 aminosava és a LyIFN-g-3 151~
166 aminosava alkotja;
polipeptid, amelynek aminosav szekvencidjit a
LyIFN-¢-2 1-92 aminosava, a LyIFN-a-3 93-150
aminosava és a LyIFN-q-2 151-166 aminosava al-
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polipeptid, melynek aminosav szekvencidjit a

LyIFN-¢-2 1-60 aminosava, a LyIFN-q-3 61-92

aminosava, a LyIFN-q-2 vagy LyIFN-a-3 93-150

aminosava és a LyIFN-q-2 vagy LyIFN-o-3 151-

166 aminosava alkotja, amely DNS-szekvenciat az

emlitett promoter ellendrzi,

€s a vektor DNS-t tartalmaz6 gazdasejtet tenyészt-

jilk és az amlitett hibrid interferont izolaljuk és

adott esetben, gyogyszerkészitmény elGallitasira a

kapott hibrid interferont gyogyaszati szempontbél

elfogadhatd vivGanyaggal ésivagy adalékanyaggal
keverjiik Ossze.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a DNS-szekvenciat az alabbi hibrid interfe-
ron polipeptideket kddold DNS-szekvenciik kdziil va-
lasztjuk ki:

- »BB,B,yD,” hibrid interferon polipeptid, szerke-
zete a kovetkez6:

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASP LYS GLN PHE GLN LYS
ALA GLN ALAILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN THR PHE ASN LEU PHE SER THR
LYS ASP SER SER ALA ALA LEU ASP GLU THR
LEU LEU ASP GLU PHE TYR ILE GLU LEU ASP
GLN GLNLEU ASN ASPLEU GLU SERCYS VAL
MET GLN GLU VAL GLY VAL ILE GLU SER PRO
LEUMET TYR GLU ASP SER ILE LEU ALA VAL
ARGLYSTYR PHE GLN ARG ILE THR LEU TYR
LEU THR GLULYSLYS TYR SER SER CYS ALA
TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
ARG SER LEU SER LEU SER THR ASN LEU GLN
GLUARGLEUARGARGLYSGLU,

- »B;B,D3B,” hibrid interferon polipeptid, szerke-
zete a kovetkezd:
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CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASPLYS GLN PHE GLN LYS
ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN THR PHE ASN LEU PHE SER THR
LYS ASP SER SER ALA ALA LEU ASP GLU THR
LEU LEU ASP GLU PHE TYR ILE GLU LEU ASP
GLNGLNLEU ASN ASPLEUGLUALA CYS VAL
MET GLN GLU GLU ARG VAL GLY GLU THR
PRO LEU MET ASN ALA ASP SER ILE LEU ALA
VAL LYSLYS TYR PHE ARG ARG ILE THR LEU
TYR LEU THR GLU LYS LYS TYR SER PRO CYS
ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE
MET ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU
GLNLYSARGLEULYSSERLYSGLU,

- ,B,D,B;D," hibrid interferon polipeptid, szerke-
zete akovetkezd:

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASP LYS GLN PHE GLNLYS
ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEU LEU ASP LYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLN GLNLEU ASN ASPLEUGLU SER CYS VAL
MET GLN GLU VAL GLY VYALILE GLU SER PRO
LEU MET TYR GLU ASP SER ILE LEU ALA VAL
ARGLYS TYR PHE GLN ARGILE THRLEU TYR
LEU THR GLULYSLYS TYR SER SER CYSALA
TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
ARG SER LEU SER LEU SER THR ASN LEU GLN
GLUARGLEUARGARGLYSGLU,

- .B;D,D;B," hibrid interferon polipeptid, szerke-
zete a kvetkezd:

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALFUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASP LYS GLN PHE GLNLYS
ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HIS GLUMET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEU LEU ASP LYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLN GLNLEU ASN ASPLEUGLUALA CYSVAL
MET GLN GLU GLU ARG VAL GLY GLU THR
PRO LEU MET ASN ALA ASPSER ILE LEU ALA
VAL LYSLYS TYR PHE ARG ARG ILE THR LEU
TYR LEU THR GLU LYS LYS TYR SER PRO CYS$
ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE
MET ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU
GLNLYSARGLEULYSSERLYSGLU,
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- ,.B,D,D;D,” hibrid interferon polipeptid, szerke-
zete a kovetkezd:

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARG ARG ALA LEUILELEULEU ALA GLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYSLEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASP LYS GLN PHE GLN LYS
ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEU LEU ASP LYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLN GLNLEU ASN ASPLEUGLUALA CYSVAL
MET GLN GLU GLU ARG VAL GLY GLU THR
PRO LEU MET ASN ALA ASP SER ILE LEU ALA
VAL LYS LYS TYR PHE ARG ARG ILE THR LEU
TYR LEU THR GLU LYS LYS TYR SER PRO CY$
ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE
MET ARG SER LEU SER LEU SER THR ASN LEU
GLN GLU ARG LEU ARG ARG LYSGLU,

- B, D,B4B,” hibrid interferon polipeptid, szerke-
zete a kivetkezo:

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY
ASNARGARGALALEUILELEULEUALAGLN
MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU
LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN
GLU GLU PHE ASP ASPLYS GLN PHE GLNLYS
ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HIS GLU MET
ILE GLN GLN ILE PHE ASN LEU PHE THR THR
LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU ASP
LEU LEU ASP LYS PHE CYS THR GLU LEU TYR
GLN GLN LEU ASN ASPLEU GLU SER CYS VAL
MET GLN GLN VAL GLY VAL ILE GLU SER PRO
LEUMET TYR GLU ASP SERILE LEU ALA VAL
ARG LYSTYR PHE GLN ARG ILE THRLEUTYR
LEU THR GLULYSLYS TYR SER SER CYS ALA
TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU GLN
LYSARGLEULYSSERLYSGLU.

3. Az 1. igénypont szerinti eljiras a ,,B,B;B3Dy"
hibrid interferon elGallitasira, azzal jellemezve, hogy
a széban forgd hibrid interferont kodold DNS-szek-
venciat tartalmazé hibrid vektort alkalmazunk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras a B B,D;B,”
hibrid interferon elGallitasara, azzal jellemezve, hogy
a széban forgd hibrid interferont kodolé DNS-szek-
venciit tartalmazé hibrid vektort alkalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaris a ,,B;D;B3D,"
hibrid interferon elallitasira, azzal jellemezve, hogy
a széban forgd hibrid interferont kodolé DNS-szek-
venciit tartalmaz6 hibrid vektort alkalmazunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljards a ,,B;D,D3B,”
hibrid interferon alGallitasara, azzal jellemezve, hogy
a szoban forgd hibrid interferont kodolé DNS-szek-
venciat tartalmaz6 hibrid vektort alkalmazunk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras a ,,B;D,D3D,"
hibrid interferon eléallitisira, azzal jellemezve, hogy
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a szoban forgd hibrid interferont kédold DNS-szek- hibrid interferon elGallitasira, azzal jellemezve, hogy
venciit tartalmaz6 hibrid vektort alkalmazunk. a széban forgd hibrid interferont kédolé DNS-szek-
8. Az 1. igénypont szerinti eljirés a ,,B,D,B;B,2” venciat tartalmaz6 hibrid vektort alkalmazunk.

1.4bra: A LyIFN-«-3 aminosav szekvencid janak 8sszehasonlitisa

1 ‘ 16
a-2 CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY ASN ARG ARG ALA LEU ILE
a-3 GLU ASp THR H:;'
a-2 LEU LEU ALA GLN MET ARG ARG ILE SER PRO PHE SER CYS LEU LYS ASP
a-3 SER SER MET
48
6-2 ARG HIS ASP PHE GLU PHE PRO GLN GLU GLU PHE ASP ASP LYS GLN PHE
a-3 GLY GLY ASN
60 64
6-2 GLN LYS ALA GLN ALA ILE SER VAL LEU HIS GLU MET ILE GLN GLN THR
a-3 PRO LEV ILE
80
a-2 PHE ASN LEU PHE SER THR LYS ASP SER SER ALA ALA LEU ASP GLU THR
e-3 THR TRP ASP
92 96
a-2 LEU LEU ASP GLU PHE TYR ILE GLU LEU ASP GLN GLN LEU ASN ASP LEU
-3 LYS CYS THR TYR
112
a-2 GLU SER CYS VAL MET GLN GLU VAL GLY VAL ILE GLU SER PRO LEU MET
a-3 ALA GLU ARG GLY THR
128
@-2 TYR GLU ASP SER ILE LEU ALA VAL ARG LYS TYR PHE GLN ARG ILE THR
a=-3 ASN ALA LYS ARG
144
a-2 LEU TYR LEU THR GLU LYS LYS TYR SER SER CYS ALA TRP GLU VAL VAL
a-3 PRO
150 160
6~2 ARG ALA GLU ILE MET ARG SER PHE SER LEU SER ILE ASN LEU GLN LYS
a-3 LEU THR GLU
166

-2 ARG LEU LYS SER LYS GLU
o-3 ARG ARG
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2. ibra: A LyIFN-q-2 és a LyIFN-¢-3 kédol6 szakaszainak nukleotid szekvencidja (a kodolo tripletek szimozottak).

a=2 + + s GAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTAATG
a-3 « « «GAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTAATG
1 SaulA 16

a=-2 TGT GAT CTG CCT CAG ACT CAC AGC CTG GGT AAC AGG AGG GCC TTG ATA
@~3 TGT GAT CTC CCT GAG ACC CAC AGC CTG GAT AAC AGG AGG ACC TTG ATG
32

a-2 CTC CTG GCA CAA ATG CGA AGA ATC TCT CCT TTC TCC TGC CTG AAG GAC
a-3 CIC CTG GCA CAA ATG AGC AGA ATC TCT CCT TCC TCC TGT CTG ATG GAC
: A8

a=2 AGA CAT GAC TTT GAA TTC CCC CAG GAG GAG TTT GAT GAT AAA CAG TTC
6=3 AGA CAT GAC TTT GGA TTT CCC CAG GAG GAG TTT GAT GGC AAC CAG TTC

Sau3A 64

a-2 CAG AAG GCT CAA GCC ATC TCT GIC CIC CAT GAG ATG ATC CAG: CAG ACC
6-3 CAG AAG GCT CCA GCC ATC TCT GTIC CTC CAT GAG CTG ATC CAG CAG ATC
80

a=2 TTC AAC CIC TTC AGC ACA AAG GAC TCA TCT GCT GCT TTG GAT GAG ACC
o-3 TTC AAC CTC TTT ACC ACA AAA GAT TCA ICT GCT GCT TGG GAT GAG GAC

Pvull 96
a@~2 CTT CTA GAT GAA TTC TAC ATC GAA CTT GAC CAG CAG CIG AAT GAC CTG
a=3 CTC CTA GAC AAA TTC TGC ACC GAA CTIC TAC CAG CAG CTG AAT GAC TTG

112
a-2 GAG TCC TGT GTG ATG CAG GAA GTG GGG GTG ATA GAG TCT CCC CIG AIG
-3 GAA GCC TGT GTG ATG CAG GAG GAG AGG GTG GGA GAA ACT CCC CTG ATG
128
a-2 TAC GAG GAC TCC ATC CTG GCT GTG AGG AAA TAC TTC CAA AGA .ATC ACT
@-3 AAT GCG GAC TCC ATC TTG GCT GTG AAG AAA TAC TTC CGA AGA ATC ACT
144
a=2 CTA TAT CTG ACA GAG AAG AAA TAC AGC TCT TGT GCC TGG GAG GIT GTIC
=3 CTC TAT CIG ACA GAG AAG AAA TAC AGC CCT TGT GCC TGG GAG GTT GTC

Sau3A 160

-2 AGA GCA GAA ATC ATG AGA TCC TTC TCT TTA TCA ATC AAC TIG CAA AAA

a=-3 AGA GCA GAA ATC ATG AGA TCC CTC TCT TTA TCA ACA AAC TTG CAA GAA
' 166

a-2 AGA TTG AAG AGT AAG GAA TGA GACCTGGTACAACACGGAAATGATTCTTATAGACT

-3 ACA TTA AGG AGG AAG GAA TAA CACCTGGTCCAACATGAAACAATTCTTATIGACIC

a-2 AATACAGCAGCTCACACTTCGACAAGTTGTGCTCTTTCAAAGACCCTTGTTTCTGCCAAAACC
@=3 ATATACCAGGTCACGCTTTCATGAATTCTGCCATTTCAAAGACTCTCACTTCTGCTATAACTA

a=2 ATGCTATGTTTTGAATCAAATGTGTCAAGIGTTTTCAGGAGTGTTAAGCAACATCCTGTT
a-3 TGACCATGCTGATAAACTGATTTATCTATTTAAATATTTATTTAGCTATTCATAAGATIT

Pvull SaulA
a=2 CAGCTGTATGGCCACTAGTCCCTTACAGATGACCATGCTGATGGATCTATTCATCTATTITATT
a=3 AAATTATTTTTGTTCATATAACATCATGTGCATCTTTACACTGTGGTTAGTGTAATAAAACAT

6-2 TAAATCTTTATTTAGITAACTATCTATAGGGCTTAAATTAGTTTTGTICATATTATATTATGT
6-3 GITCCTTATATTTACTCAAATTCATTATTIT.....

6-2 GAACTTTTACATTGTGAATTGTGTAACAAAAACATGTTCTTTATATTTATTATTTTGCCTTGT

a-2 TTATTAAATTTTTACTATAG...
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IFN .
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a-3 s 7 T T 3
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CG-pBRIAP)/LyIFN-a-3 1-60 5 61-92 ? 93-150 ; 151-166
, IFN polipeptid ] L . dcna
(12) {8 110} (51

3.dbra: A CG-pBR(AP)-LynIFN/alfa-2- é&s CG-pBR(APYLynIFN-alfa-3 plazmid kis szegmentumainak Hind-Pst

restrikcios térképe.
A restrikcios helyek 4 Hind Il v Pst 1 O Eco R1 v Tq
jelzése: ® Pvwu Il * Sau 3A © Bgt I
3.4bra
CPM
104 - ?/:’-r
?
103}~ IFN a-2 Standard rrvas

10! §—1 ! ! l
10! 102 103 10t .
4, ibra
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