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{n qerorganisme andres grnelisk vid rekombinant-DNA-
teknologi, sdledes at den dirigercs til at udlrykke,
forarbejde og secernere et polypeplid, som ajainde-

ligvis er helernloql for vartsorganismen.
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Denne opfindelse angar alment rekombinant-DNA-teknologi
under udnyttelse af gervertssystemer og udtrykkelses-
medier, der udtrykker, forarbe jder og secernerer hetero-
logt protein som serskilt produkt uden ledsagelse af

usnsket przsekvens eller andet kunstigt udtrykkelses-

produkt.

Den erkendelse, hvorpd denne opfindelse er baseret, er
det forste tilfzlde, hvor et protein, som normalt er
heterologt for en garvert, kan udvindes i nyttige meng-
der fra mediet, der opretholder gerkulturen, efter at
det er blevet udtrykt, forarbejdet og secerneret af gar-
organismen pd en made, som efterligner dets produktion
i nativt cellemilje. S&ledes er denne opfindelse re-
sultatet af den heldige manipulation af udtrykkelses~-
medier og garvart til at dirigere syntesen af protein,
som ikke normalt syntetiseres af garvarten, og iser til
at regulere garvarten sdledes, at proteinet kommer un-

der direktion af dens sekretoriske vej.

I overensstemmelse hermed angadr opfindelsen en fremgangs-
made til fremstilling af nyttige mazngder af et pattedyr-
protein ud fra dyrkningsmediet af en garkultur af leve-
dygtige celler, der indeholder udtrykkelsesmedier inde-
holdende DNA, som koder for proteinet. Af stor fordel

er det, at det ved denne opfindelse er muligt at opnd et
nyttigt, sarskilt proteinprodukt i cellekulturmediet, sa
man ikke behsver at gribe til cellelyse for at udvinde
det produkt, som hidtil kun har veret tilgangeligt fra

celleindholdet, ofte i en anden form end den modne.

De publikationer og andre skriftlige materialer, som
der..henvises til i denne beskrivelse for at belyse op-
findelsens baggrund og i sarlige tilfalde for at give

yderligere detal jer med hensyn til dens udevelse, er af
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nemheds grunde samlet i den vedfejede bibliografi, til

hvis numre der henvises i det fgelgende.

Opfindelsens baggrund

Gerorganismer transporterer naturligt et lille antal

af visse homologe proteiner hen til og somme tider
igennem plasmamembranen som en vigtig hjelp til cel-
leoverfladens vakst og cellemetabolismen. Nar cellen
danner knop som et led i formeringen forud for dannel-
sen af en dattercelle, krazves yderligere proteiner til
dannelse af cellevag og plasmamembran sdvel som til meta-
bolismen. Nogle af disse proteiner m& finde deres vej

til funktionsstedet; derfor antages der at eksistere en
sekretorisk vej (1). Visse homologe proteiner, som er
involveret i det ovennavnte processer, dannes ved trans-
lation i det endoplasmatiske reticulum. Homologe pro-
teiner er dem, der normalt produceres af gararten og
krzves for dens levedygtighed. Nadr de ferst er dannet,
vandrer de ved enzymatisk overfgrsel til Golgi-apparatet
og derfra inden i vesicler til plasmamembraner, hvor nog-
le forbindes med eller i nogen grad trenger ind i rummet
mellem plasmamembranen og celleveggen. Et lille antal
homologe proteiner synes at eksporteres fuldstandigt
igennem cellevaggen, sakaldt o-faktor- og drazber-toxin

(2, 3).

Igen synes cellens knopomrade at vere stedet for til-
trekning af vesiclerne, og ved deres sammensmeltning

med knoppens indre overflade medvirker de til plasma-
membranens og antageligvis celleveggens samlede vakst

(4, 5, 6). Denne teori giver intet bevis for, at der
faktisk sker sekretion eller vandring af proteinet el-
ler-proteinerne igennem membranen. Ligeledes er det sta-
dig;kontrcversielt om glycosylering af proteinet eventuelt

hjalper med til eller er impliceret i den sakaldte sekre-
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toriske proces. Endvidere antages "gecernerede' pro-

definition at have et signal-prapeptid,

teiner pr.
t vare forbundet med transport- eller

som postuleres a

inkarporeringsprocessen ved membranoverfladen. Den

unktion af sadanne modifikationer af det

eventuelle f
amlede

protein i den sekretoriske proces og den s
aksten er

modne
rolle af den sekretoriske vej ved overfladev

spekulationer, som ikke er begrundet i fast bevis.

Roggenkamp et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 78
(1981), side 4466 ~ 4470, beskriver transformation af

en gercelle med DNA, som koder for en bakterielﬁB—lacta-
mase, og udtrykkelsen og forarbejdningen af/ﬁ—lactamasen
i gar. Imidlertid angives ikke noget om sekretion fra ger,
og derfor blev det bakterielle protein ikke udvundet fra
det medium, hvori geren var dyrket. Der var ikke inden
for den kendte teknik nogen forventning om, at hvis en
gervert blev transformet med DNA, som koder for et patte-
dyrprotein, der er heterologt for garorganismen, ville
pattedyrproteinet blive secerneret til mediet, séaledes

at det direkte kunne udvindes fra mediet. Af Roggenkamp
et al.'s artikel kunne kun udledes, at det ville vere
nedvendigt at lysere vertsgercellen og udvinde det ud-

trykte protein fra cellelysatet.

Opfinderne i denne sag forestillede sig, at rekombinant-
DNA-teknologi kunne yde verdifuld hjelp til besvarelse
af de abne spergsmal om den sekretoriske proces i gar-
organismer og dermed til at gere det muligt for sadanne
organismer at producere rigelige mangder af heterologe
polypeptidprodukter endogent (se f.eks. 7-17) ved op-
ndelse af passende manipulation af gerverten til at di-

rigere sekretionen af heterologt protein i serskilt,

moden form.
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sammenfatning af opfindelsen

Opfindelsen er baseret pa den erkendelse, al narorganismer
kan bringes til at udtrykke, forarbejde og sccernerc pro-
tein, som normalt er heterologl for gsrorganismen og

ikke nedvendigt for dens levedyytighed, sdledes abt pro-
teinet kan opnds ud fra det medium, der understetter de
levedygtige producerende garceller, i sarskilt form uden
ledsagelse af uensket polypeptid-praesekvens eller andet
kunstigt udtrykkelsesprodukt. Egnede gerceller i en leve-
dygtig kultur transformeres med udtrykkelsesmedier, som
indeholder DNA, der koder for et heterologt protein og

et heterologt signalpolypeptid. Efter udtrykkelse af pro-
teinet sammen med det heterologe signalpolypeptid forar-
bejdes udtrykkelsesproduktet, og det modne heterologe
protein eksporteres til mediet for cellekulturen. Produk-
tet udvindes relativE let fra mediet uden behov for at
nedbryde de levedygtige garceller og fds i i svrigt
nativ form til anvendelse uden behov for at fjerne
uensket prasekvens eller andre kunstige udtrykkelses~
produkter (f.eks. det methionin, som er knyttet til

den ellers ferste N-terminale aminosyre, og som er

en konsekvens af udtrykkelsen af AUG-translations-
startsignal-codonen). Sé&ledes kan mediet opnds i en

form, der er i det vasentlige fri for levedygtige eller
nedbrudte (dvs. lyserede eller pa anden made brudte)
celler og kan, fordi det indeholder det snskede produkt,
underkastes lettere anvendelig rensningsteknik. Et sa-
dant produkt er efter rensning klart til brug efter

sit formdl. F.eks. finder humant leukoéyt—interferon—
produkt anvendelse som humant antiviralt og/eller anti-
tumor-middel (se alment 7-17).

Sammenfattende omfatter den foreliggende opfindelse en
frémgangsmade til fremstilling af et pattedyrprotein, som

er heterologt for en gzrorganisme og ikke er nedvendigt
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ai polypeptid-przockvens eller andet kunatighb udtiykke:

sesprodukt, som produkt s f gerudiryvkkelise, ~-forarhe jd-

i > Ve > smaden er
ning og -sekretinn, 0g ant seregne ved fremgangsmaden er

angivet 1 krav 1's kenuetegnende del. Endvidere tilveje-

bringer opfindelsen en qmrorganjsme—nejlokultur, s0m er

{ stand til at producere et sddant protein, 0g Som er S&r-

egen ved det, der er argivet i krav 8's kendetegnende del,

et dyrkningsmedium af en sadan gerorganisme—cellekultur,

for hvilket det searegne er angivet i krav 12's kende-

tegnende del, og et gerudtrykkelsesmedium, for hvilket

det szregne er angivet 1 krav 13's kendetegnende del.

Ved betegnelsen "heterologt protein” skal forstas pro-
tein, som ikke normalt produceres af eller er nedven-
digt for levedygtigheden af en gerorganisme. Denne be-
tegnelse omfatter den funktionelle indsatning af DNA,
der koder for et sadant protein, via rekombinant-DNA-
teknologi i et udtrykkelsesmedium, der igen anvendes til
at transformere en garorganismevart. Funktionel indsat-

ning af DNA betyder indsztningen af DNA, som koder for

det heterologe protein ng presekvensen, i en udtryk-
kelsesvektor under kontrol af udtrykkelsesdirige-
rende promotorsystemer. Eksempler pé séadant hetero-
logt protein er hormoner, f.eks. humant vaeksthormon,
okse-vaksthormon osv., lymphokiner, enzymer, inter-
feroner, f.eks. humane fibroblast-, humane immun- og
humane og hybride leukocyt-interferoner osv., virale
antigener eller immunogener, f.eks. mund- og klovsyge-
antigener, influenza-antigenisk protein, hepatitis-
kerne- og -overfladeantigener osv., og forskellige an-
dre polypeptider, f.eks. humant serumalbumin, humant
insulin, forskellige glycoproteiner osv. "Heterolog
prasekvens" eller "heterologt signal-polypeptid” hen-
ferer til sadanne polypeptider, der ikke normalt pro-

duceres eller anvendes af et gersystem, og kan udvzlges
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blandt det signal-polypeptid, som er nativt for det pa-
geldende heterologe protein, eller andet heterologt
(signal) polypeptid, som er funktionelt forbundet med
det pdgaldende heterologe protein.

"Sekretion" betyder i denne beskrivelse eksport af pro-
dukt igennem plasmamembranen og mindst ind i eller igen-
nem gaerorganismens cellevag til det medium, som under-
stotter cellekulturen. I denne forbindelse vil det for-
stéds, at "secerneret" produkt i nogle tilfelde forbin-
des p& en eller anden made med celleveggen, hvilket
maske nedvendigger en anden rensningsprocedure eller en
modifikation af garvertens struktur og funktion. "Forar-
bejdning" betyder den cellulare spaltning af signalpoly-
peptidet fra det modne protein til dannelse af proteinet
uden ledsagelse af fremmed peptid i sadkaldt sarskilt,
moden form. Ved fremmed peptid skal ogsa forstas kunstige
peptidudtrykkelsesprodukter, sd&som methionin, som anfert
ovenfor. Forarbejdning tillader inkonsekvent spaltning
af signalpolypeptidet ved et locus, som ikke er inak-
tiverende nar ved det pracise punkt for signalpolypep-

tidets forening med modent protein.
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Kort beskrivelse af tegningerne

Fig. 1 viser en sammenligning af aminosyresekvensen af
signal-prapeptidet af humant IFN-al (pre-D), IFN-o2
(pra-A), IFN-al,2 (pre-D/A), IFN-Y (praz-¥) og IFN-B
(prz-B). De understregede aminosyrer reprasenterer
forskelle mellem aminosyresekvenserne af pra-A og
pra-D. Ddel-stedet indicerer forbindelsen mellem D-

og A-prasekvenserne ved fremstilling af den hybride

pre-D/A-sekvens.

Fig. 2 er et diagram over gerudtrykkelsesplasmidet
YEplPT, der anvendes her som et alment medium for ud-
trykkelse af forskellige genindsatninger, o0g viser nog-

le af dets restriktionssteder og forskellige omrader

af interesse.

Fig. 3 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende pre—plus—IFN-al—genet til direkte udtrykkelse

af IFN-ocl i ger.

Fig. 4 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende det modne IFN-a2-gen til direkte udtrykkelse

i ger.

Fig. 5 viser konstruktionen af EcoRI-fragment indehol-
dende prae-plus-IFN-a2-genet med kodningssekvensen for
de forste 14 aminosyrer i prasekvensen af pre-IFN-al

til direkte udtrykkelse af IFN-o2 i ger.

Fig. 6 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende pra-plus-IFN-Y-genet med 70 bp af ledersekven-
sen forud for start-ATG-codonen til udtrykkelse af IFN-Y
i ger.
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Fig. 7 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-

holdende pra-plus-IFN-¥-genet til direkte udtrykkelse
af IFN-Y i ger.

Fig. 8 giver en sammenfatning af alle de konstruktioner,
som er anvendt til udsvelse af den foreliggende opfin-
delse ved udtrykkelsen, forarbejdningen, og sekre-

tionen af de forskellige IFN-gener i ga&r.

Fig. 9 er en vakstkurve af a) YEplPT-LelIFAl/pep4-3 og
b) YEplPT-preLelFA53t/pep4-3 mdlt som absorbansen ved

660 nm (A660)'
vitet for a) og for b) under anvendelse af en bioprev-

Medier blev prevet for interferonakti-
ning. Tiden henferer til timers vakst ved 30 °C.

Fig. 10a er en vakstkurve for en 5 liters garing af
YEplPT-preLelIFA53t/pep4-3. (8) er absorbansen ved 660 nm

(A660)’ og (o) millioner enheder af interferonaktivitet

pr. liter inden i cellerne.

Fig. 10b er den samme vakstkurve som defineret i fig.

10a, der angiver aktiviteten fra mediet.

Fig. 11 er en elueringsprofil af medie-pra-D/A-LelF fra

en monoklonal antistofssjle.

Fig. 12 er HPLC-sporingen af den maksimale A-interferon-

sammenhaldning fra den monoklonale antistofsgjle.

Fig. 13 er resultatet af aminosyre-sekvensbestemmelse

pa produktet opndet efter HPLC-rensning.

Fig. 14 viser de forskellige konstruktioner anvendt til
at-fremstille humant vazksthormon (HGH) ifelge opfindel-

sen.
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Fig. 15 viser skematisk restriktionskortet af 3,1 kbp
HindIII-indsetningen i vektor pBl, hvorfra PGK-pro-
motoren blev isoleret. Vist er indsetningen af et

FcoRI-sted og et Xbal-sted i den 5'-flankerende DNA
af PGK-genet.

Fig. 16 viser den 51_flankerende sekvens plus den be-
gyndende kodningssekvens for PGK-genet fer indsatning
af et Xbal-sted og et EcoRI-sted.

Fig. 17 viser skematisk den teknik, som er anvendt til
at indsztte et Xbal-sted ved position -8 i PGK-pro-
motoren og at isolere et 39bp fragment af den 5'-

flankerende sekvens af PGK indeholdende denne Xbal-

ende og en Sau3A-ende.

Fig. 18 viser skematisk konstruktionen af et 300 bp frag-
ment indeholdende det ovennazvnte 39 bp fragment, yder-
ligere 5'-flankerende PGK-sekvens (265 bp) fra Pvul til
Sau3A (se fig. 15) oget EcoRi-sted op til Xbal-stedet.

Fig. 19 viser skematisk konstruktionen af 1500 bp PGK-
promotor-fragmentet (HindIII/EcoRi), som foruden det
i fig. &4 konstruerede fragment indeholder et 1300 bp
HindIII til Pvul-fragment fra den 5!'-flankerende PGK-

sekvens (se fig. 15).

Materialer

Alle DNA-restriktions- og metaboliske enzymer blev kebt
fra New England Biolabs og fra Bethesda Research Labora-
tories. DNA-restriktionsenzymer o0g metaboliske enzymer
blev anvendt under betingelser og i puffere som beskre-
vet-af deres respektive producenter. ATP og deoxynucleo-
tidtriphosphaterne dATP, dGTP, dCTP og dTTP blev kebt
fra PL Biochemicals. DNA-linkere blev fremstillet ved

standardmetoder.
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DNA-fremstilling og transformation

Rensning af kovalent lukkede cirkulzre plasmid-DNA'er
fra E. coli (18) og transformation af E. coli (19)

blev udfert i overensstemmelse med tidligere beskrevne
procedurer. E. coli miniscreens var som beskrevet i
(20). Transformation af ger blev udfert som tidli-

gere beskrevet (21), men med de felgende modifika-
tioner. 200 ml celler blev anvendt i en koncentration
pa 2 x 107 celler/ml og vasket med 25 ml vand ved cen-
trifugering. Disse celler blev behandlet med 10 ml 1M
sorbitol, 25 mM EDTA (pH = 8) og 50 mM dithiothreitol

i 10 minutter ved 30 °C efterfulgt af en vaskning med
10 m1 1M sorbitol. Pelleterede celler blev derpa for-
sigtigt gensuspenderet i 10 ml SCE (1M sorbitol, 0,1M
natriumcitrat, pH = 5,8, og 0,01M EDTA) og behandlet ved
30 °C med 200 /49 zymolase 60 000 (Kirin Brewery). Sfa-
roplast-dannelse blev fulgt til 80% ved tilsatning af
100 /ul af suspensionen til 0,9 ml 10% SDS og maling

af @bsorbansen ved 800 nm under anvendelse af en for-
tynding af celler fer tilsatning af enzymet som 0 %
(lyse i de 10 % SDS resulterer i et fald i ABDD)' Cel-
lerne blev derpd vasket tre gange med 10 ml 1M sorbitol.
Celler kan opbevares flere dage ved 0 °C i sorbitolet.
Cellerne blev derpd vasket en gang med 1M sorbitol,

10 mM CaCl2 og 10 mM "Tris"-HCl1 (pH 7,4) og derpa gen-
suspenderet i 1 ml af det samme. 5-15 /489 renset plas-
mid-DNA eller 20 /ul miniscreen-pNA fra E. coli (2/5 af
plasmid-DNA'en fra en 5 ml stationsr kultur af E. coli
dyrket i LB) tilsattes derpd og blev forsigtigt blandet
med 100 ml af de gensuspenderede celler i 15 minutter.
Derpd tilsattes 1 ml af en oplesning indeholdende 20 %
(vegt/vol.) polyethylenglycol 4000 (Baker), 10 mM CaClz
og 10 mM "Tris"-HC1 (pH 7,5) under forsigtig blanding i
15 minutter. Cellerne blev derpd centrifugeret ned og

forsigtigt gensuspenderet i 200 /ul S0S (1M sorbitol,
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33,5 yol.% YEPD-veske og 6,5 mM CaClZ) og inkuberet ved
30 °C i 20 minutter. 100 /ul af denne suspension blev
derefter anbragt pé& en Petri-plade indeholdende 20 ml
bundagar (182 g sorbitol, 20 g glucose, 6,7 g YNB og

30 g Difco-agar pr. liter vand), som blev dekket med

10 ml 50 °C topagar (samme som bundagar, men med 1 ml
adenin (1,2 mg/ml), 1 ml uracil (2,4 mg/ml) og 1 ml
~-trp "drop-out"-blanding pr. 50 ml bundagar [-trp
"drop-out"-blanding indeholder disse aminosyrer pr.

100 ml vand: 0,2 g arg, 0,1 g his, 0,6 g ile, 0,6 g leu,
0,4 g lys, 0,1 g met, 0,6 g phe, 0,5 g thr]). Denne
Trp+—selektion resulterer i lU3 - 104 gertransformanter

pr. /ug plasmid~DNA.

Gerplasmid blev opndet fra gar ved dyrkning af 15 ml
ger til stationer fase (Aééﬂ = 5-6) i YNB+CAA (se
'Stammer og Medier" nedenfor) ved sfaroplast-dannelse
som ved den ovenstdende procedure, ved pelletering af

celler og ved anvendelse af E. coli miniscreen-proceduren

(uden lysozym) som beskrevet i (20).

Stabiliteten af plasmider i gar blev bestemt ved fortyn-
ding af celler under selektiv vekst i YNB+CAA og ud-
pladning pé& YEPB-plader (ikke selektive). Efter 2 dages
vekst ved 30 °C blev disse plader replica-udpladet pa
YNB+CAA-plader (Trpt-selektion). Procent plasmid-
stabilitet blev udregnet ved antallet af kolonier, som
vokser ikke-selektivt minus dem, der ikke vokser selek-
tivt, divideret med antallet af kolonier dyrket ikke-
selektivt gange 100.

Stammer og medier

E. coli K-12 stamme 294 (ATCC nr. 31446) (22) blev an-
vendt til al anden bakterietransformation. Garstammerne

pep4-3 (20B-12, d trpl pep4-3) (23) og GM3C-2- (o, leu
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2-3, leu 2-112, trp 1-1, his 4-519, cyc 1-1, cyp 3-1)
(24) blev anvendt til gartransformationer. Garstammerne
20B-12 og GM3C-2 er blevet deponeret uden begransning

i the American Type Culture Collection under ATCC nr.
20 626 og 20 625, begge den 5. marts 1982. Forskellige
gerstammer kan anvendes; se Lodder et al., The Yeasts,
a Taxonomic Study, North-Holland Publ. Co., Amsterdam.
P& lignende made kan der anvendes forskellige medier
Difco Manual of Dehydrated Culture Media and Reagents
for Microbiological and Clinical Laboratory Procedures,
9th Ed., Difco Laboratories, Inc., Detroit, Michigan,
U.S.A. (1953).

LB var som beskrevet af Miller (25) med tilsatning af

20 /ug/ml ampicillin (Sigma) efter at mediet er autokla-
veret og afkelet. Gar blev dyrket pad de folgende medier:
YEPD indeholdt 1 % gsrekstrakt, 2 % pepton, 2 % glucose
og omkring 3 % Difco-agar. YNB+CAA indeholdt 6,7 g ger-
nitrogenbase (uden aminosyrer) (YNB, Difco), 10 mg
adenin, 10 mg uracil, 5 g Difco-casaminosyrer (CAA),

20 g glucose og omkring 30 g agar pr. liter (anvendt til

Trp*-selektion).

Vekstkurve og ekstraktfremstilling

Individuelle kolonier af garstammer ne YEplPT-prelelF-A
53t/pep4-3 og YEplPT-LeIF-A 1/pep4-3 blev dyrket i 7 timer
ved 30 °C i 100 ml YNB+CAA til en A660 pa omkring 1,1.
100 ml af disse kulturer blev fortyndet til 1 liter med
YNB+CAA til opnéelse af en oplesning med A660 = 0,1. Dis-
se en-liter kulturer blev derpa dyrket ved 30 °C, og der
blev med mellemrum udtaget 10 ml aliquoter til méling af
optisk tethed, interferonproduktion og sekretion. Til

prevning blev hver 10 ml aliquot centrifugeret ved 7 000

omdr./min i 15 minutter i en "Sorval RC3B". Supernatanten

(mediet) blev prevet uden fortynding. Cellerne blev gen-
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suspenderet i 0,4 ml 7M guanidin-HC1l indeholdende et
lige sa stort volumen glasperler og blev centrifugeret
to gange i 2 minutter ved hej hastighed. Cellelysatet
blev derpad fortyndet i PBS/BSA (150 mM NaCl, 20 mM
natriumphosphat (pH = 7,9) og 0,5 % okseserumalbumin)

til bioprevning.

Interferonprevninger

Ekstrakter af ger blev prevet for interferon ved sam-
menligning med interferon-standarder ved prevningen

for inhibering af den cytopathiske effekt (CPE) (26).
Gerekstrakter blev fremstillet som fslger: 10 ml kul-
turer blev dyrket i YNB+CAA, indtil de ndede en Aceo

pd fra omkring 1 til omkring 2. Cellerne blev opsamlet
ved centrifugering og derpé gensuspenderet i 3 ml 1,2M
sorbitol, 10 mM KH2P04, pH = 6,8 og 1 % zymolyase 60 00O
og derefter inkuberet ved 30 oC i 30 minutter (til 90 %
sferoplastdannelse). Sfaroplasterne blev pelleteret ved
3000 x a, i 10 minutter og derpd gensuspenderet i 150 /ul
7 M guanidin-hydrochlorid (G-HC1) plus 1 mM phenylmethyl-
sulfonylfluorid (PMSF). Ekstrakter blev fortyndet 20 -
100 gange i PBS/BSA-puffer (20 mM NaHZPOQ, pH = 7,4,

150 mM NaCl, 0,5 % BSA) umiddelbart fer prevningen. Al-
ternativt blev 10 ml celler ved den samme A660 pelleteret
og gensuspenderet i 0,4 ml 7 M G-HCl1 i et Eppendorf-glas
(1,5 ml) indeholdende omkring 0,4 ml glasperler (0,45-
0,5 mm, B. Braun Melsurgen AG). Disse glas blev centrifuge-
ret to gange i 2 minutter ved hejeste hastighed, idet de
holdtes pa is imellem. Ekstrakterne blev centrifugeret
0,5 minutter i Eppendorf-centrifuge og fortyndet i PBS/BSA-
puffer som ovenfor. Bioprevninger blev gennemfert med
MDBK-celler (26) for LelF A, LelF D og pre-formerne; men
med Hela-celler (26) for IFN-¥ og pralFN-Y.
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Rensning af (pra-D/A) LelF A fra mediet

En enkelt koloni af garstammen YEplPT-prazLelF-A

53t/pep4-3 blev dyrket ved 30 °C i 500 ml YNB+CAA

til en A660 pa 2,4. 500 ml af denne kultur blev for-
tyndet til 5 liter med YNB+CAA til opnéelse af en
A660 pa 0,21; den resulterende 5 liters kultur blev
dyrket ved 30 °C, indtil A66D var 4. P& dette tids-
punkt blev 5 liters kulturen hestet ved centrifuge-
ring ved 7 000 omdr./min., i 10 minutter. 10 ml aliquoter
blev udtaget med mellemrum under gazringen for at méale
optisk tethed, interferonproduktion og sekretion. Fer
prevningen blev hver aliquot centrifugeret i 5 minut-
ter i en lille laboratoriecentrifuge med afkegling for
at adskille cellerne fra mediet. Mediet og cellerne

blev prevet som beskrevet ovenfor (se Fig. 9, 10a, 10b).

Mediet blev koncentreret til et slutvolumen pa 200 ml
og derpd diafiltreret over for tris/cys/EDTA, pH 8,0
pd en 1000 dalton ultrafiltreringsmembran (0-PS,

Osmonics) i et Amicon tyndkanalsapparat (TCF 10). Re-

tentatet (200 ml) sendtes over en 1,5 ml immunocaffinitet-

sejie indeholdende et monoklonalt antistof for LelF-A
kovalent bundet til "Affigel 10" (BioRad) ved en strem-
ningshastighed pa 15 ml/time. Mere end 80 % af inter-
feronaktiviteten i den oprindelige oplesning blev bun-
det til sejlen. Gennemstramningen blev derpd genoptaget
med en stremningshastighed p& 40 ml/time. Efter den an-
den pafering fandtes omkring 7 % af den oprindelige in-
terferonaktivitet i gennemstremningen. Sejlen blev derpa
vasket med 0,2M NaCl i tris/cys/EDTA, pH 8,0. Omkring

1,7 % af aktiviteten blev elueret under denne vaskning.

Hovedparten af interferonaktiviteten (omkring 50 % af
den oprindelige aktivitet) blev derpd elueret fra sejlen

med 51,5 ml deioniseret vand med pH 5,5. Sejlen blev en-
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delig vasket med 22,5 ml 0,2 M eddikesyre for at eluere
alt resterende protein; ca. 8 % af den oprindelige
aktivitet blev elueret. Efter eddikesyreeluering blev
spjlen genzkvilibreret med tris/cys/EDTA, pH 8,0.
Fraktioner pa 2,25 - 4,5 ml blev opsamlet under vask-
ningerne med vand, eddikesyre og tris/cys/EDTA (Fig. 11).
Fraktionerne nr. 1-7 blev haldt sammen og lyophiliseret
til terhed. Remanensen blev genoplest i 200 /ul 0,1 %
trifluoreddikesyre (TFA), pH 2,5 og yderligere renset
ved HPLC pa& en Synchropak RP-P sgjle. Sejlen blev elue-
ret med en stremningshastighed pé 1 ml/minut med en
lineasr gradient pa 0 - 100 % acetonitril i 0,1 % TFA,

pH 2,5. Der blev opsamlet 1 ml fraktioner, som blev
provet efter fortynding i PBS/BSA som beskrevet ovenfor.
En 2,5 /49 prove af renset IFN-A blev ogsa chromatogra-
feret som kontrol (Fig. 12). Interferonaktiviteten blev
elueret fra sejlen som et enkelt maksimum centreret om-
kring fraktion 39. Denne fraktion blev lyophiliseret

til terhed, og remanensen sekvensbestemt.

.Sekvensanalyse

Sekvensanalyse blev baseret pad Edman-nedbrydningen (27).
Prgven blev indfert i bazgeret p& en Beckman 890B
"spinning cup"-sekvensanalysator. "Polybrene " poly- -
(N,N,NlNl-tetramethyl—N—trimethylenhexamethylendiam—
moniumdiacetat) blev anvendt som bazrer i bageret (28).
Sekvensanalysatoren blev modificeret med en kold falde
og nogle programandringer for at reducere baggrundsmak-
sima. Reagenserne var Beckman's sekvensbestemmelseskva-

litet 0,1 moler "Quadrol"-puffer, phenylisothiocyanat og

heptafluorsmersyre.

En.modifikation inkluderede ogsé automatisk omdannelse
af 2-anilino-5-thiazolinon-derivaterne, efterhanden som

de blev ekstraheret fra sekvensanalysatoren. l-chlorbu-
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tanet blev opsamlet i en "Pierce Reacti-UialTM" og

terret under nitrogen. Derpa sattes 25 % trifluor-
eddikesyre (TFA) i vand til 2-anilino-5-thiazolinonet,
og blandingen blev opvarmet til 20 °C i 10 minutter
for at omdanne det til 3-phenyl-2-thiohydantoin (PTH-
derivat) (29). PTH-aminosyreresten blev derpa auto-
matisk oplest i 50 % acetonitril og vand og injiceret
i en revers-fase hejtryksveskechromatograf. Hver PTH-
aminosyre blev derpd identificeret ved sammenligning
med tilbageholdelsestiderne for en standardblanding af
PTH-aminosyrer, som blev indfert i omdannelsesampullen
og behandlet pa samme méde som en cyklus fra sekvens-
analysatoren. Resultaterne er sammenfattet i fig. 13

og omtalt nedenfor.

Western~-dupningsproceduren

Proteiner blev ferst underkastet elektrophorese pé& en
polyacrylamid-pladegel i nerver af natriumdodecylsulfat
(46, 47) for elektroforetisk overfersel til nitrocel-
lulosepapir (S + S BA 85) og efterfeslgende immunologisk
identifikation af HGH. Overferselsapparatet (Electroblot,

- E.C. Apperatus Corp., St. Petersburg, FL.) blev samlet,

efter at gelen og nitrocellulosepapiret var blevet vas-

. ket kort med en overferselspuffer indeholdende 25 mM

"Tris", 192 mM glycin, pH B8,4. Overferslen blev udfert
ved 400 mA i 1,5 timer, hvorefter afdupningen blev an-
bragt i 50 mM "Tris" pH 7,4, 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA,
0,25 % gelatine (vegt/vol), 0,05 % NP-40 og omrert for-
sigtigt natten over. En passende fortynding af kanin-
anti~-HGH-antiserum blev anbragt i en plasticpose med af-
dupningen og NP-40/gelatine-puffer (typisk 100 /ul/cmz)
og inkuberet i 2 timer ved stuetemperatur under forsig-
tig rokning. Afdupningen blev vasket kort med vand ef-
terfulgt af NP-40/gelatine i 1 time og sonderet med
[1251] Protein A (Newv England Nuclear) fortyndet i



10

15

20

25

DK 163932 B

17

NP-40/gelatine-puffer i en "Seal-a-Meal"-pose i 1 time
ved stuetemperatur under forsigtig rokning. Efter vask-
ning flere gange med vand blev dupningen svebt ind i
cellofan og anbragt i en kassette natten over med

nX-Omat-AR" film (Kodak) med en intensiveringsskarm

ved -70 °C.

Gelfarvning

Polyacrylamidgeler indeholdende protein blev farvet ved

den metode, der er beskrevet af Oakley et al (41).

Sekretionssignalsekvenser af pattedyrinterferongener

Med den nylige isolering af cDNA'er indeholdende generne
for leukocyt- (7), fibroblast- (10) og immun- (30) in-
terferoner og den nylige udvikling af gar som et ud-
trykkelsessystem for heterologe gener (14) blev det
muligt at preve udtrykkelsen af heterologe gener indehol-

dende kodhingsomrader for signalpeptidsekvenser i gar.

Fig. 1 viser signalsekvenserne for fem forskellige in-

terferoner. Disse aminoterminale sekvenser antages at

" lette sekretionen af interferonproteiner fra pattedyr-

celler. Under processen fjernes signalsekvensen ved spe-
cifik proteasespaltning mellem position -1 og +1 til
dannelse af hvad der kendes som den modne form af inter-
feronet. Disse sekvenser har almene karakteristika fra
andre sekretionssignalsekvenser (31). De er alle meget
hydrofobe, af omkring samme leangde som andre signaler

og har en lille aminosyre til venstre for spaltningsste-
det. Selv om praLelFA, pralelfD og praIFN-Yy alle spalter
mellem glycin og cystein, er dette ikke en almindelig

regel for andre pattedyrsignaler som vist ved pralFN-B.
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Faktisk er der ingen overensstemmelsessignalsekvens
blandt organismer eller inden for den samme organisme.
Der er heller ingen overensstemmelsessekvens ved
spaltningspunktet mellem signalsekvensen og den modne

form af proteinproduktet.

Derfor var det af stor interesse at forsege udtrykkelsen
af disse pre-interferoner i gar for at bestemme, om
disse heterologe proteiner ville secerneres fra ger,

og af hvad art bearbejdningen af disse proteiner kunne
vere. Selv om gar er en eukaryotisk organisme ligesom
pattedyrceller, og selv om ger viser sig at have en se-
kretionsvej, der i mange henseender er mage til hejere
eukaryoters (1, 32), er det en meget primitiv eukaryot,
og den rette funktion og bearbejdning af disse genpro-
dukter ville krave en stor bevarelse af processen mel-
lem ger og pattedyrceller under udviklingen, hvoraf re-

sultaterne ikke altid er indlysende.

Konstruktion af et garplasmid til udtrykkelse af pra-

interferon-generne

Information vedrerende konstruktionen af et plasmid til
ddtrykkelse af et heterologt gen i gar er blevet pu-
bliceret (14).

Plasmidet, som anvendtes i dette arbejde, er vist i fig.
2. Dette plasmid indeholder en portion af pBR322 (33)

med ampicillin-resistens-(ApR)genet og E. coli repli-
ceringsoriginet for selektion og stabil vakst i E. coli
(anvendt som mellemprodukt mellem in vitro konstruktion

og transformation af ger). Plasmidet indeholder ogséd TRP1-
genet p& et EcoRI til Pstl fragmentet, som stammer fra
chromosom III i ger (34-36). Dette gen muligger selek-
tion i trpl” ger og kan sdledes anvendes til at isolere

gerceller indeholdende plasmidet og til opretholdelse af
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plasmidet. Endvidere indeholder plasmidet et ger-

repliceringsorigin pad et 2,0 kbp fragment fra endogent
ger—z/u—plasmid-DNA (37). Dette origin tillader DNA'en
at repliceres autonomt 1 gar og opretholdes som plas-

mid.

Den anden hovedkomponent i systemet er gar-3-phospho-
glycerat-kinase (PGK)-promotorfragmentet, som origine-
rer transcription nar ved det eneste EcoRI-sted i
plasmidet (det andet EcoRI-sted blev fjernet ved ud-
fyldning af det restriktionsspaltede sted under an-

vendelse af E. coli DNA-polymerase I (Klenow) efter-

fulgt af stump-ende-ligering).

Isoleringen af 3-phosphoglyceratkinase (PGK)-genet er
blevet omtalt andetsteds (37a) sdvel som konstruktionen
af 1,6 kpb promotorfragmentet (nedenfor). Et Hind
111/Bgl II fragment fra ger-TRP 1 genomradet (34-36)

i chromosom III blev anvendt som omdanner af Hind III
til Bgl II til ligering med BamHI- stedet i pBRBZZ,

"hvilket ger plasmidet tetracyclinfelsomt (Tc ). Endvi-

dere ber det navnes, at 2,0 kbp fragmentet fra 2 /u DNA
udsver en anden funktion ved, at det indeholder et tran-
scriptionsafslutnings/polyadenylerings-signal, som NOT~-
malt er afslutningssignalet for "Able"-genet i 2 /Y plas-
mid (37). Et saddant omr&de viser sig at vare nedvendigt
for god udtrykkelse. Gen indsztninger som EcoRI-fragmen-
ter i den rette orientering kan derpé& udtrykkes som

protein, nar vektoren indferes i ger.

Konstruktion af gerplasmider til udtrykkelse af de

forskellige interferongener

Gerudtrykkelsesplasmldet YEplPT indeholder et enkelt
EcoRI-restriktionssted. Indsatning af et fremmed gen
i dette eneste EcoRI-sted ferer til udtrykkelsen af
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dette gen under kontrol af ger-phosphoglyceratkinase
(PGK)-promotoren. En hensigtsmaessig made at indsatte
de forskellige interferongener i EcoRI-stedet af
dette gerplasmid er at have DNA-fragmenter med

5 EcoRI-steder flankerende startcodonen og afslut-
ningscodonen af de forskellige interferongener. Vi
beskriver her konstruktionen af sadanne EcoRI-frag-
menter til udtrykkelse af interferongener. Det er vig-
tigt at anvende omdannere til EcoRI ved genets 3'-ende,

10 saledes at de ikke afslutter transcription, men tillader

transcription igennem 2 /u—terminatoren.

Vi har tidligere beskrevet konstruktionen af et EcoRI-
sted lige fer ATG-startcodonen for det modne IFN-al-
gen (14, 17), det modne IFN-a2-gen (7), det modne

15 IFN-B-gen (10) og det modne IFN-g§-gen (30).

*DNA-restriktionsanalyse viser, at der er et EcoRI-sted

.
- A

Fensigtsmessigt lokaliseret i det ikke-kodende 3'~-
omrdde af cDNA-klonen af IFN-wcl (8), séledes at ned-
7 ‘brydning af plasmidet plLeIFD3 (17) med EcoRI skaber et
20- 583 bp EcoRI-fragment, som indeholder hele IFN-al-

genet.

Fig. 3 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende prz-IFN-al-genet. Et HaellIl-sted er lokaliseret
mellem den ferste og den anden aminosyre af pra-IFN-ol
25 (8). Et delvis Haelll-nedbrudt 254 bp fragment, som
strakker sig fra dette Haelll-sted til BglII-stedet i
midten af kodningsomradet, blev isoleret. Et selv-
komplementart syntetisk oligonucleotid, 5'-CCATGAATTCATGG-
3', blev stump-ende-ligeret til 254 bp HaellI-BglIII frag-
30 mentet for at skabe et EcoRI-sted forud for ATG-start-
codonen. Et 264 bp EcoRI-BgllI fragment blev derpa iso-
leret ved nedbrydning af ligeringsblandingen med EcoRI
og BgllI. Dette EcoRI-BglIl fragment, som indeholder den
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forreste halvdel af pre-IFN-cl-genet, blev derpa li-
geret til den bageste halvdel af pra-IFN-al-genet,

et 372 bp BglII-EcoRI fragment isoleret fra ned-
brydning af IFN-al-cDNA-klonen med BglII og EcoRI.
EcoRI-fragmentet indeholdende hele pre-IFN-ol-

genet blev derpad dannet ved nedbrydning af ligerings-

blandingen med EcoRIl og isolering af et 636 bp frag-

ment.

Fig. 4 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende det modne IFN-a2-gen. Et B76 bp EcoRI-Pstl
fragment, der indeholder det modne IFN-a2-gen med et
EcoRI-sted lige foran ATG-startcodonen og med 400 bp
ikke-kodende 3'-omrade afledt fra cDNA-klonen blev iso-
leret ved nedbrydning af plasmidet plLeIFA25 (7) med
EcoRI og PstI. PstI-enden af dette 876 bp fragment blev
derpd omdannet til et EcoRI-sted ved anvendelse af et
adaptor-fragment. Dette 978 bp adaptor-fragment inde-
holder -et indre ‘EcoRI-sted og har PstI-steder ved begge

ender. 230 bp af dette fragment, som strakker sig fra

den ene Pst-ende til EcoRI-stedet, afledes fra garplas-
mid~2/u-DNA (37). 748 bp af resten af fragmentet, som
strakker sig fra EcoRI-stedet til den anden PstlI-ende,
afledes fra bakterieplasmidet pBR322 (hele fragmentet
afledes fra YEpl3 (37b)). Ligering af dette adaptor-
fragment til 876 bp EcoRI-PstI-fragmentet indeholdende
det modne IFN-c2-gen efterfulgt af nedbrydning med EcoRI
skaber et 1096 bp fragment indeholdende det modne IFN-0Z-

gen med EcoRI-steder ved begge ender.

Fig. 5 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende pra-1FN-a2-genet. Restriktionsanalyse viser,
at der findes et fazlles Ddel-sted mellem den 1l4. og
defi”15. aminosyre i prasekvensen af bdde pra-IFN-al-
0g :az-genet. Ligering af 44 bp EcoRI-Ddel fragmentet
afledt fra EcoRI-fragmentet, der koder for pre-IFN-ol-
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genet, og 900 bp Ddel-Psti-fragmentet afledt fra cDNA-
klonen af IFN-oc2 efterfulgt af nedbrydning med EcoRI

og Pstl skaber et 944 bp fragment. Dette 944 bp EcoRI-
PstI-fragment indeholder kodningssekvensen af de

ferste 14 aminosyrer i prepeptidet afledt fra IFN-al,
kodningssekvensen af resten af prapeptidet og hele

det modne protein afledt fra IFN-a2. PstI-enden af det-
te 944 bp fragment blev derpad omdannet til et EcoRI-
sted under anvendelse af adaptor-fragmentet som ved

konstruktionen af et EcoRI-fragment for modent IFN-aZ2.

Fig. 6 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende prz-IFN-)¥-genet med 70 bp ledersekvens forud
for ATG~startcodonen. Nedbrydning af IFN-)-cDNA-klonen
(30) skaber et 842 bp Sau3A-fragment med 60 bp 5'-
flankerende sekvens, hele kodningssekvensen for prea-
IFN-Y og 290 bp ikke-kodende 3'-sekvens. Dette Sau3A-
fragment blev derpd klonet ind i en BamHI-nedbrudt vek-
tor pUC7, et plasmid-modstykke til den enkeltstrengede
fag Ml3mp7 (38). Plasmidet pUC7 blev afledt fra pBR322
ved ferst at fjerne 2067 bp EcoRI-Pvull-fragmentet
indeholdende tetracyclinresistens-genet, derpd indsatte
et 425 bp Haell-fragment fra fag-Ml3-derivatet mp7 (38)
ind i Haell-stedet af det resulterende plasmid ved po-
sition 2352 (i forhold til pBR322-notationen). HaeIl-
fragmentet fra mp7 indeholder det N-terminale kodnings-
omrade af E. coli lacZ-genet, hvori et multi-restriktions-
enzym-kloningssted af sekvensen er blevet indsat mellem
den 4. og 5. aminosyrerest af B-galactosidase. Indsat-
ning af et fremmed DNA-fragment i disse kloningssteder
afbryder kontinuiteten mellem lac-promotoren og lacZ-
genet, hvilket andrer fenotypen af en JMB3 transformeret
med plasmidet fra lact til lac™. Da der er to EcoRI-
steder, som flankerer BamHI-stederne i multi-restrikti-
oné;kloningsstedet i pUC?7, ville nedbrydning af plasmidet
indeholdende 842 bp Sau3A-indsatningen med EcoRI give et
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862 bp fragment indeholdende hele pre-IFN-§-sekvensen
flankeret af EcoRI-steder.

Nedbrydning af plasmidet pIFN-¥trp48 (30) med EcoRI

og Bgll skaber et 689 bp fragment med en EcoRI-

ende foran ATG-startcodonen, hele kodningssekvensen

af modent IFN-¥ og 210 bp ikke-kodende sekvens. Bgll-
enden blev derpad omdannet til en EcoRI-ende ved lige-
ring til en 29 bp BglI-EcoRI adaptor afledt fra det
tidligere beskrevne pra-IFN-Y¥-EcoRI-fragment. Efterfel-
gende nedbrydning af ligeringsblandingen med EcoRI
ville derpd danne et 718 bp EcoRI-fragment indeholdende

det modne IFN-¥-gen.

Fig. 7 viser konstruktionen af et EcoRI-fragment inde-
holdende pra-IFN-¥-genet med en EcoRI-ende og sekvensen
AAA foran ATG-startcodonen. Det tidligere beskrevne
EcoRI-fragment indeholdende pra-IFN-Y¥-genet blev ned-
brudt med EcoRI og Mboll til dannelse af et 184 bp
fragment. Dette fragment, indeholdende den forreste del
af pre-IFN-¥-genet, blev varmedenatureret og sammensmel-
tet (10) med et 5'-kinase-behandlet syntetisk oligo-
nucleotid 5'-pATGAAATATACA, der koder for de ferste fire
aminosyrer af pre-IFN-XLgenet. Med den nedre streng af
EcoRI-MboIIl-fragmentet som skabelon og oligonucleotidet
som primer blev Klenow-fragmentet af E. coli DNA-
polymerase anvendt til at syntetisere den evre streng

og fjerne den 3'-udragende ende fra den nedre streng.
Det resulterende 178 bp stump-endede fragment, som strak-
ker sig fra ATG-startcodonen til det ferste MboII-sted
nedenfor, blev derpd ligeret til en selvkomplementar

5' _TTTGAATTCAAA-3' EcoRI-linker. Nedbrydning af lige-
ringsblandingen med EcoRI og Ddel skaber et 165 bp EcoRI-
Ddel fragment, som indeholder den forreste del af pra-
IFﬁ—xﬁgenet. Hele genet blev derpd samlet ved ligering
med 600 bp Ddel-EcoRI fragmentet, som indeholder den
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bageste del af IFN-Y-genet og det ikke-kodende 3'-omrade.
Ligeringsblandingen blev derpd nedbrudt med EcoRI
til dannelse af et 765 bp EcoRI-fragment indeholdende

hele pra-IFN-Y¥-genet.

En sammenfatning af alle disse EcoRI-fragment-konstruk-
tioner (I-IX) er vist i fig. 8. Alle disse konstruktio-
ner blev anbragt i vektoren YEpIPT (fig. 2) til ud-
trykkelses- og sekretionsforseg under anvendelse af

ger.

Udtrykkelses- og sekretionsniveauer af interferoner

med ger indeholdende disse plasmider

Efter at EcoRI-fragment-generne fra fig. 8 var indsat

i YEplPT (fig. 2), undersegt for orientering og indfert
i ger under anvendelse af Trp+-k0mplementering, blev
geren indeholdende disse plasmider prevet for inter-
feron under anvendelse af prevningen for cytopatisk
effekt (CPE) (26) (bioprevning) pé& ekstrakter, fri-
gjort cellevagmateriale og medie. Interferonprevninger
blev udfert pa tre adskilte rumligt afgrznsede steder

i gerkulturen. Resultaterne af sadanne prevninger er

vist 1 tabel 1.
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Den ferste rumlige afgransning er inden i cellen. Denne
fraktion males ved fremstilling af en celleekstrakt,
efter at cellevaggen er fjernet, og definerer inter-
feronaktivitet, som ikke secerneres. De andre to
rumlige afgrensninger er mediet (materiale fuldstan-
digt adskilt fra garcellen) og den aktivitet, der fri-
geres fra cellerne efter cellevagfjernelse under an-
vendelse af zymolyase (secerneret materiale, men ind-
fanget ikke-kovalent i cellevaggen). Bade mediefrak-
tionen og fraktionen frigjort efter fjernelse af celle-
veg representerer det totale secernerede materiale. Al-
ternativt, hvis cellevaggene ikke blev fjernet (se
"Metoder"), inkluderer "inden i celle" aktiviteten og-

sd& den secernerede aktivitet fanget i cellevaggen.

Det ber bemarkes i tabel 1, at (praD/A)LelFA er et mo-
dent LelFA-gen med en hybrid signalpeptidsekvens (se
fig. 1 og 8). Denne konstruktion er tidligere blevet
omtalt; men det erindres, at den blev konstrueret ved
anvendelse af Ddel-restriktionsstedet fazlles for bade
prelLelIFD og prelLelFA. Fig. 1 viser dette Ddel-sted ved
aminosyre -10. De understregede aminosyrer reprasente-
rer forskelle mellem aminosyresekvensen af praelLelIfFD og
przLeIFA. Den hybride (praD/A)LeIFA ligner mere preb
end pr&A.

Begge de modne LeIFA- og LelFD-gener (konstruktionerne
I og III) udtrykkes i geren i niveauer pé& 1,0% af det
totale celleprotein (niveauer pa 2,0% er ogsd set). De
forkerte orienteringer af disse gener eller pra-generne
udtrykkes ikke. For disse to gener savel som det modne
IFN~-a~gen sker der ingen sekretion. Hvis der imidlertid
anvendes presekvenser pa disse gener, findes alle tre
proteinprodukter i medierne som secernerede produkter.
Niveauer s& hsje som 8% af den totale aktivitet er ble-

vet iagttaget i mediet for (preaD/A)LeIFA ved en Ao =
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3 _ 4. Det ber bemarkes, at alle disse plasmider er i
95 % af cellerne af en kultur, der vokser under TRPF-

selektivt tryk, hvilket bekrafter tilstedeverelsen

af et autonomt replicerende plasmid.

Vekstkurve og produktion i mediet fra en ger inde-

holdende (praD/A)LelFA-genet

To interferonproducerende garstammer blev undersegt ved
yderligere karakterisering. Disse var YEplPT-pra-
LelFA53t/pep4-3 og YEplPT-LeIFAl/pep4-3. Den ferst-
nzvnte indeholder to kopier af konstruktion IV (fig. 8)
i EcoRI-stedet af YEplPT og resulterer i aktivitet
inden i cellen, i cellevaggen og uden for cellen (me-
die). Dette to-kopi-gen- (i fortsattelse af hinanden -
begge i orientering til rigtig udtrykkelse) holdige
plasmid blev anvendt i stedet for enkelt-kopi-konstruk-
tionen, da det sommetider gav hejere niveauer af inter-
feronaktivitet i mediet. Pep 4-3 ger blev anvendt, da
den har starkt reducerede intracellulzre og ekstra-
cellulazre proteaseniveauer (23), hvilket kan vare en

fordel med henblik p& opndelse af unedbrudt protein

(interferon) fra mediet.

Den sidstnzvnte indeholder konstruktion III (fig. 8) i
YEplPT og udtrykker modent LelFA inden i cellen, men

secernerer ikke.

Fig. 9 belyser en vakstkurve for disse to gazrstammer i
YNB+CAA (Trp*-selektiv vekst). Log-fasen fortsatter til
en absorbans ved 660 nm pa 3-4, og derpd begynder den
stationzre fase. Begge kurver er i hovedsagen identiske
(hvilket tyder p&, at produktionen af disse to forskel-
lige proteiner [LeIFA og (preD/A)LelFA] ikke pavirker
gervekst eller levedygtigheden). Bioprevninger udfertes

pa mediet ved forskellige tider under cellevaksten for
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at undersege vekstkurvens afhangighed af disse to stam-
mers produktion af interferon i mediet. Det er klart

ud fra disse resultater, at prasekvensen pa LelFA
frembringer en frigerelse af interferonaktivitet i
mediet. Uden denne sekvens frigeres i hovedsagen in-
gen aktivitet. Det er ogsé klart, at aktivitetsni-
veauerne i mediet nar et maksimum nar ved den statio-

nzre fase.

Rensning af (praD/A)LelIFA fra mediet

For at bestemme arten af sekretionsprocessen for (praD/A)-
LeIFA i geringsmediet var det nsdvendigt at rense pro-
teinproduktet fra mediet. Hvis geren er i stand til at
secernere proteinet, forarbejder den sandsynligvis den
aminoterminale ende p& en eller anden made under se-
kretionsprocessen, som pattedyrceller normalt ger med

et pra-interferon-protein. Formalet med yderligere for-

sgg var at bestemme arten af denne forarbejdning som fel-

ger:

A) 5 liter garing

Fig. 10a viser interferonaktiviteten inden i cellevaggen
og i cellen under den samme gering. Disse ekstrakter
blev opnaet ved pelletering efterfulgt af glaskuglebe-
handling i 7M G*HC1l, séledes at denne aktivitet omfatter
badde intracellulert og intracellevag-materiale. Denne
aktivitet ndede et maksimum pa omkring 25 x lD6 U/1 ved
en A660 pa 1,5 - 2,0, hvilket tyder pé& at den intracel-
lulezre interferonproduktion ender i log-fasen far den
stationare fase til forskel fra ekstracellulert mate-
riale. Sédledes secerneres omkring 8% af aktiviteten frit
til..mediet. Imidlertid kan der vare lige s& megen akti-
vitet i cellevaggen (se tabel 1). Ekstraktmaterialet in-

deholder mest intracellulert interferon, og dette mate-
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riale renses herefter for at se, om det er forarbejdet

eller uforarbejdet.

Fig. 10b viser en vakstkurve for en 5 liter gearing af
YEplPT-pralLelIFA 53t/pep4-3 i YNB+CAA. Ved garingens
afslutning var der omkring 2,0 x 106 U/1 interferon-
aktivitet ved MDBK-prevninger. Igen ses den maksimale
produktion ved stationar fase. Det ber bemezrkes, at
interferonproduktet i dette medium er meget stabilt,
selv med 24 timers yderligere rystning ved 30 °C, efter

at den stationare fase er nidet. Dette medium blev an-

vendt til yderligere rensningstrin.

B) Mediekoncentrat pa immunoaffinitetssejle

Mediet fra YEplPT-preLeIFAgzt/pepa—B blev ferst ultra-
fFiltreret. Dette koncentrat blev sat péd en sejle in-
deholdende et monoklonalt antistof til modent LeIFA.
Efter vaskning med 0,2 M NaCl i "tris"/cys/EDTA, pH =
8,0 blev interferonet elueret med vand (pH = 5,5) som
vist i fig. 11. Det eluerede maksimum A (pilen reprasen-
terer da der blev pafert vand) blev opndet ved denne
procedure og reprasenterer 50 % af den aktivitet, som
blev sat pa sejlen. Maksimum A blev hzldt sammen, som
vist med klamme, og anvendt til yderligere rensning. Elu-
ering med 0,2 M eddikesyre resulterede i maksimum B
(pilen reprasenterer punktet for pufferendring), og po-

sition C reprasenterer punktet for pa&fering af oprinde-

lig vaskepuffer.

C) HPLC-forleb af maksimum A aktivitet

Maksimum A fraktioner blev lyophiliseret til terhed og
derp& fert pd HPLC (se "Metoder"). Fig. 12 belyser re-
sultaterne af dette forleb. En 2,5 /49 preve af renset
LeIFA (fra E. coli) blev kert separat som kontrol.
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Bédde standarden og (prazD/A)LeIFA (eller prazlLelFA)
havde identiske tilbageholdelsestider, som det ses

i figuren. Disse resultater viser, at interferonet
fra mediet er forarbejdet, da prelLeIfFA har en me-

get forskellig tilbageholdelsestid. Den skyggelagte
fraktion fra dette HPLC-forleb blev derpd anvendt til
proteinsekvensbestemmelse.

NHZ—terminal—sekvens af (praD/A)LelIFA renset fra

garmedie

Fig. 13 viser delvis resultaterne af sekvensbestemmelse
af det rensede interferon. Den svre sekvens er den, der
forventes for (praD/A)LelFA, hvis der ikke sker nogen
forarbejdning. Det normale spaltningspunkt for dette
interferon, der sandsynligvis genkendes af pattedyr-

celler, er vist.

Proteinsekvensen blev fortolket ved notering af, hvil-
ken PTH-aminosyre, der blev foreget i hver tilsvarende
Edman-cyklus og derpa formindsket i den felgende cyklus.
PTH-aminosyre, der normalt giver lave genvindinger (cys,
ser, thr, arg, his), blev antaget, nar der ikke s&s for-
egelse i nogen anden PTH-aminosyre. Mengden i mg blev
bestemt ved sammenligning af arealerne af den fortol-
kede rest med arealet fra en standardblanding af PTH-
aminosyrer kert pa den samme HPLC. En indre standard

af norleucin blev indfert i hvert chromatogram for at

sikre, at tilbageholdelsestiderne var reproducerbare.

Fig. 13 viser de opnédede proteinsekvensbestemmelsesre-
sultater for det rensede (prazD/A)LeIFA. Den sekvens, der
matte forventes, hvis der ikke skete nogen forarbejdning,
og det normale spaltningspunkt for dette prazinterferon

i pattedyrceller er ogsd vist. To uafhazngige sekvensbe-

stemmelser blev gennemfert pa to forskellige rensede
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prever fra celler og medie. Fig. 13 viser, at det meste
af interferonet i mediet blev forarbejdet rigtigt

(64 %), men en anden form (36 %) indeholdende tre
yderligere aminosyrer af prasekvensen var ogsd til
stede. Det intracellulszre interferon indholdt ogsé
disse to former, men i lidt forskellige mangdeforhold
sdvel som en tredje form indeholdende 8 aminosyrer af
presekvensen. Den fulde langde af prasekvensen blev al-
drig iagttaget, hvilket tyder pa, at ger forarbejder al

pra-IFN p& en eller anden made.

Det er muligt, at den forarbejdede form indeholdende
tre aminosyrer af prasekvensen var et resultat af pre-
D/A-signalsekvensens hybride art. Derfor blev forar-
bejdningen af den ikke-hybride (praD)LeIfD ogsd un-
dersegt. PraD er kun forskellig fra praD/A ved amino-
syrepositionen -2 (leu i stedet for val). Nar forar-
bejdningen af pra-IFN-al renset fra mediet blev under-
segt, iagttoges igen bade +1 og -3 formerne (fig. 13).
Imidlertid var en mindre betydende art ogsd til stede

i mediet som en -14 form, som ikke blev set for (praD/A)-

LelFA.

For at undersege sekretionen af heterologe proteiner

fra S. cerevisiae har vi konstrueret plasmider til in
vivo transcription af generne for flere modne interfe-
roner (IFN'er) og flere pra-IFN'er. Nar som helst kod-
ningssekvenserne for hydrofobe signalpeptider var til
stede, kunne antiviral IFN-aktivitet udvindes bade fra
vertscellerne og fra dyrkningsmediet, medens alt det
IFN, hvis syntese var dirigeret af modne IFN-gener, for-
blev inden i cellerne. Vi har forsegt at karakterisere
kravene til sekretion ved at foretage konstruktioner,
hvari interferongenet ville vare forsynet med dets egne
naturlige signalsekvenser, som i (preD)LelFD, eller ville

vere forsynet med en hybrid signalsekvens udformet som en
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sammensztning af to IFN-a-arter, som i (praD/A)LeIFA.
Selv om garcellerne, som indeholdt disse konstruktio-
ner, i almindelighed secernerede IFN til dyrknings-
mediet, varierede mengden af aktivitet mellem stam-
merne, og de rensede og sekvensbestemte IFN-arter

varierede ogsa.

Tre former af ikke-secerneret interferon, som udgjorde
90 % af det totale udtrykte interferon, blev renset

fra celler indeholdende (prazD/A)LelFA-genet. En form
(33 %) blev rigtigt forarbejdet (+1, fig. 13), en an-
den form (55 %) indeholdt tre yderligere aminosyrer
(-3, fig. 13), og en tredje form (11 %) indeholdt otte
yderligere aminosyrer (-8). Den sidste form blev ikke
set 1 mediet, medens IFN med en presekvens i fuld leng~

de aldrig blev iagttaget i cellerne eller mediet.

Forarbejdning af (praeD)LelFD

I stedet for den rystekolbevakst, som blev anvendt for
(praD/A)LelFA-ger blev (preD)LelFD-udtrykkende gar dyr-
ket i en 10 liters fermentor til en ASSD = 60.

Nar forarbejdningen af (prazD)LelfD renset fra mediet
(rensningen var den samme som for przD/ALelIFA) blev
undersegt, iagttoges béde +1 og -3 formerne (fig. 13).

En yderligere, mindre betydende art var ogsa til stede

i mediet som en -14 form. Der var ingen tegn pé&, at der
skete cellelyse i kulturen, nar den blev undersegt ved
SDS-gel-elektroforese af medieprotein over for cellulazre
proteiner. Interessant nok blev der ved denne heje vakst-
densitet iagttaget en meget hej procent sekretion (30 %

i mediet for LelIFD. Hejdensitetsgaringer af (preD/A)LelFA-

udtrykkende ger viser ogsad denne hejere procent sekretion.
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Ger viser sig at forarbejde bide det secernerede og
ikke-secernerede interferon. Den secernerede mangde
aktivitet varierer afhengigt af cellernes vakststa-
dium, sadledes at der forekommer maksimale procenter
ved stationar fase i rystekolber og ved afslutningen

af hejdensitetsgzringer (30 % i mediet).

Bekreftelse af sammensztningen af plasmiderne i
YEplPT-preLelFA53t- og YEplPT-LelFAl-holdig ger

Geren indeholdende disse to plasmider og anvendt til

de forudgdende forseg blev yderligere undersegt ved
genvinding af plasmiderne fra garen. Dette blev gjort
ved isolering af plasmid-DNA'en fra gerekstrakt ved
transformation af E. coli efterfulgt af miniscreen-DNA-
preparation og restriktionsanalyse af plasmid-DNA'erne.
Flere E. coli isolerede plasmid-DNA'er blev karakteri-
seret for begge typer gar. I alle tilfelde indeholdte plas-
miderne den forventede restriktionssekvens, hvilket
bekrafter tilstedevarelsen af prasekvensen pd det
(praD/A)LeIFA-holdige plasmid og manglen af den pa
det modent-LelFA-holdige plasmid.

Restriktionskort og delvis sekvensbestemmelse af 3,1 kb

indsatning i pBl

300 /49 pBl (37a) blev fuldstendigt nedbrudt med HindIII
i et 500 /ul reaktionsvolumen og derpé elektroforeret

p4d en praparativ agarosegel (Sea Kem) indeholdende 1 %
agarose. 3,1 kb HindIII indsztningen blev udskaret fra
den ethidiumfarvede gel, elektroelueret (39), ekstra-
heret to gange med lige store volumener puffermettet phe-
nol og chloroform fer ethanolfaldning. Portioner af det
gensuspenderede DNA-fragment blev opdelt og underkastet
restriktionsklipninger med en gruppe forskellige restrik-
tionsenzymer for at give det i fig. 15 viste delvise re-

striktionskort.
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30 /49 af den rensede 3,1 kb indsatning blev klippet
med Sau3A og derpa kert pé en % acrylamidgel. Frag-
menter svarende til de 265 bp og 141 bp blev sepa-

rat renset ved elektroeluering som beskrevet ovenfor.
Hvert DNA-fragment blev derpa underkastet DNA-sekvens-
analyse (39).

En portion af denne DNA-sekvens er vist i fig. 16. Ami-
nosyrer svarende til de N-terminale aminosyrer i PGK-

strukturgenet er trykt over DNA-sekvensen.

Indsztning af et restriktionssted i PGK-5'-promotor-

omradet

Et syntetisk oligonucleotid med sekvensen 5'ATTTGTTGTAAA3!
blev syntetiseret ved standardmetoder (40). 100 ng af
denne primer blev market ved 5'-enden under anvendelse
af 10 enheder Ta—polynucleotidkinase ien 20 /ul reak-
tion, der ogsd indeholdt 200 ,uCi [¥- %P1 ATP. Denne
merkede primeroplesning blev anvendt i en primer-
reparations-reaktion udformet til at vere det farste
trin i en flertrins-proces til at indfere et EcoRI-
restriktionssted i den 5'-flankerende PGK-DNA lige for
PGK-strukturgen~-sekvensen. Denne flertrins-proces er

forklaret nedenfor:

Trin 1 (fig. 17)

Primer-reparations-reaktioner og kloning af et 39bp

Xbal-til-Sau3A-stykke.

100 /49 pBl blev fuldstandigt nedbrudt med Haelll og
derpa kert p& en 6 % polyacrylamidgel. Det sverste band
pa.den ethidiumfarvede gel (indeholdende PGK-promotor-
omrade) blev isoleret ved elektroeluering som beskrevet
ovenfor. Dette 1200 bp HaellI-stykke DNA blev restrikti-
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onsbehandlet med HindII og derpd kert pa en 6 % acryl-
amidgel. 650 bp bandet blev isoleret ved elektroelue-
ring. Der blev isoleret 5 /49 DNA. Dette 650 bp
HaeIIL-til-HindII-stykke DNA blev gensuspenderet 1

20 /ul deioniseret vand og derpd blandet med de 20 /ul

af den ovenfor beskrevne phosphorylerede primerop-
lgsning. Denne blanding blev ekstraheret en gang med
phenol/chloroform og derpé ethanolfazldet. Den terrede

DNA blev gensuspenderet i 50 /ul vand og derpa& opvarmet

i et kogende vandbad i 7 minutter. Denne oplesning blev
derpd hurtigt afkelet i et teris/ethanol-bad (10-20
sekunder) og derpd overfert til et is-vand-bad. Til

denne oplesning sattes 50 /ul af en oplesning indehol-
dende 10 /ul 10X DNA-polymerase I-puffer (Boehringer
Mannheim), 10 /ul af en i forvejen fremstillet oplesning,
som var 2,5 mM med hensyn til hvert deoxynucleosidtri-
phosphat (dATP, dTTP, dGTP og dCTP), 25 /ul deioniseret
vand og 5 enheder DNA-polymerase I, Klenow~fragment.
Denne 100 /ul reaktionsblanding blev inkuberet ved 37 °C
i 4 timer. Oplssningen blev derpa ekstraheret 1 gang

med phenol/chloroform, ethanolfazldet, terret ved lyo-
philisering og derpé restriktionsbehandlet helt ud med

10 enheder Sau3A. Denne oplesning blev derpd kert pd

en 6 % acrylamidgel. Bandet svarende til 39 bp i ster-
relse blev udskaret fra gelen og derpd isoleret ved elek-
troeluering som beskrevet ovenfor. Dette 30 bp fragment
har en stump ende og en Sau3A-kohasiv ende. Dette
fragment blev klonet ind 1 en modificeret pFIFtrpé69-
vektor (10). 10 /49 pFIFtrp69 blev lineariseret med Xbal,
ekstraheret en gang med phenol/chloroform og derpa etha-
nolfaldet. Den Xbal-kohesive ende blev fyldt ud under
anvendelse af DNA-polymerase I-Klenow-fragment i en 50 /ul
reaktionsblanding, som var 250 /uM med hensyn til hvert
nucleosidtriphosphat. Denne DNA blev klippet med BamHI
og derpd kert p& en 6 % acrylamidgel. Vektorfragmentet

blev isoleret fra gelen ved elektroeluering og derpa gen-
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suspenderet i 20 /ul deioniseret vand. 20 ng af denne
vektor blev ligeret med 20 ng af det ovenfor synteti-
serede 39bp fragment i 4 timer ved stuetemperatur.

En femtedel af denne ligeringsblanding blev anvendt

til at transformere E. coli stamme 294 til ampicillin-
resistens (pa& LB + 20 /ug/ml amp-plader). Plasmider

fra transformanterne blev undersegt ved en hurtig over-
sigtsprocedure (20). Et plasmid, pPGK-39 (fig. 17)

blev udvalgt til sekvensanalyse. 20 /49 af dette plas-
mid blev nedbrudt med Xbal, ethanolfzldet og derpa
behandlet med 1000 enheder bakteriel alkalisk phospha-
tase ved 68 °C i 45 minutter. DNA'en blev ekstraheret
tre gange med phenol-chloroform og derpad ethanolfaldet.
De dephosphorylerede ender blev derpa market i en 20 /ul
reaktionsblanding indeholdende 200 ,uCi [X-°2P] ATP og
10 enheder T,-polynuclectidkinase. Plasmidet blev klip-

4
pet med Sall og kert pa en 6 % acrylamidgel.

Bandet med den mazrkede indsatning blev isoleret fra gelen

og sekvensbestemt ved den kemiske nedbrydningsmetode
(39). DNA-sekvensen ved 3'-enden af dette promotorstyk-

ke var som forventet.

Trin 2 (fig. 18)

Konstruktion af et 312 bp Pvul-til-EcoRI PGK-promotor-

fragment.

25 /Y9 pPGK-39 (fig. 17) blev samtidigt nedbrudt med Sall
og Xbal (fem enheder hver) og derpd elektroforeret pa
en 6 % gel. 390 bp bandet indeholdende 39 bp promotor-
stykket blev isoleret ved elektroeluering. Den gensus-
penderede DNA blev restriktionsbehandlet med Sau3A og
derpd elektroforeret péd en 8 % acrylamidgel. 39 bp PGK-
promotorbandet blev isoleret ved elektroeluering. Denne
DNA indeholdt 39 bp af 5'-enden af PGK-promotoren pa et
Sau3A-til-Xbal fragment.
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25 /Y9 pBl blev restriktionsbehandlet med Pvul og
Kpnl og derpé elektroforeret pd en 6 % gel. 0,8 kbp
bandet af DNA blev isoleret ved elektroeluering og
derpd restriktionsbehandlet med Sau3A og elektrofo-
reret pad en 6 % gel. 265 bp bdndet fra PGK-promo-

toren (fig. 15) blev isoleret ved elektroeluering.

Denne DNA blev derpd ligeret med det ovenfor fremstil-
lede 39 bp promotorfragment i 2 timer ved stuetempera-
tur. Ligeringsblandingen blev restriktionsbehandlet

med Xbal og Pvul og derpa elektroforeret pad en 6 %
acrylamidgel. 312 bp Xbal-til-Pvul restriktionsfrag-
mentet blev isoleret ved elektroeluering og derpd sat
til en ligeringsblanding indeholdende 200 ng pBR322
(33) [i forvejen isoleret uden 162 bp Pvul-til-Pstl
restriktionsfragmentet] og 200 ng af Xbal-til-Pstl
LeIFA-cDNA-genet, som i forvejen var isoleret fra

20 /49 pLelFtrpA. Denne 3-faktor-ligeringsblanding

blev anvendt til at transformere E. coli stamme 294 til
tetracyclinresistens. Transformantkolonier blev mini-
screenet, og en af kolonierne, pPGK-300, blev isoleret
som havende 304 bp PGK-5'-flankerende DNA sammensmeltet
med LelFA-genet i en pBR322-baseret vektor. 5'-enden af
LeIFA-genet har den fslgende sekvens: S'~-CTAGAAATTC-3"',
sdledes at tilknytning af Xbal-stedet fra PGK~-promotor-
fragmentet til denne sekvens muligger tilfejelsen af et
FcoRI-sted til Xbal-stedet. pPGK-300 indeholder saledes
en del af PGK-promotoren isoleret i et Pvul-til-EcoRI

fragment.

Trin 4 (fig. 19)

Konstruktion af et 1500 bp EcoRI-til-EcoRI PGK-promotor-

fragment.

10 ,ug pBl blev nedbrudt med Pvul og EcoRI og kert pa en
6 % acrylamidgel. 1,3 kbp Pvul-til-EcoRI DNA-bandet fra

/0



10

15

20

25

30

DK 163932 B

38

den PGK-5'-flankerende DNA blev isoleret ved elektro-
eluering. 10 /49 pPGK-300 blev nedbrudt med EcoRI

og Pvul, og 312 bp promotorfragmentet blev isoleret ved
elektroeluering efter elektroforering af nedbrydnings-
blandingen pa en 6 % gel. 5 /Y9 pFRL4 blev klippet

med EcoRI, ethanolfaldet og derpa behandlet med bak-
teriel alkalisk phosphatase ved 68 °C i 45 minutter.
Efter tre gange behandling af DNA'en med phenol/chlo-
roform, ethanolfaldning og gensuspension i 20 ml de-
ioniseret vand blev 200 ng af vektoren ligeret med

100 ng 312 bp EcoRI-til-Pvul DNA fra pPGK-300 og 100 ng
EcoRI-til-Pvul DNA fra pBl. Ligeringsblandingen blev
anvendt til at transformere E. coli stamme 294 til am-
picillinresistens. Fra en af de ampicillinresistente
kolonier blev opnédet pPGK-1500. Dette plasmid indehol-
der 1500 bp PGK-promotorfragmentet som et EcoRI-til-
EcoRI eller HindIII-til-EcoRI DNA-stykke.

Konstruktion af modent-HGH-(humant vaksthormon) og

praHGH-udtrykkelsesplasmider

Konstruktionerne A-E i fig. 14 blev konstrueret i vek-

torer med hensigtsmaessige restriktionssteder. I kon-
struktion A blev der fremstillet en syntetisk DNA til
at duplikere DNA-sekvensen ved begyndelsen af prazHGH-
cDNA'en (42) fra Hpall-stedet med dannelse af et EcoRI-
sted foran ATG-translationsstartcodonen. HpallI-til-
PstI fragmentet blev opndet ud fra praHGH-cDNA'en (42),
og dette fragment med den syntetiske DNA blev ligeret
med en EcoRI-til-Pstl vektor (pHGH 207-1 med EcoRI-til-
Pstl fragmentet indeholdende en del af ApR-genet fjernet

og begge steder genligeret efter Klenow-udfyldning for at

fjerne begge restriktionssteder) indeholdende PstI-til-
Smal fragmentet af HGH-cDNA'en (43) til opndelse af kon-
struktion A. Konstruktion B blev fremstillet ud fra et

plasmid indeholdende det modne HGH-gen, som i forvejen
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var blevet hangt pa til direkte udtrykkelse indeholdende
23 aminosyrer af en syntetisk kodningssekvens ved den
NHZ-terminale ende (44). Et plasmid indeholdende dette
gen blev klippet med Pvull i HGH-genet og BamHI i
TcR-genet. Det store fragment indeholdende det meste

af genet blev derpad ligeret med syntetisk DNA, som
duplikerer enden af HGH-genet (TAG) og skaber et HindIII-
sted. Dette HindIII-sted blev ligeret med HindIII-til-
BamHI fragmentet af pBR322 som den tredje faktor af en
3_-faktor-ligering til opnéelse af et plasmid indehol-

dende konstruktion B.

A og B blev derpa kombineret som vist i fig. 14 til dan-
nelse af konstruktion C. C blev yderligere modificeret
til dannelse af D, hvor HindIII-stedet var omdannet

til et EcoRI- (eller EcoRI)-sted. Det sdledes opndede
EcoRI-stykke blev anbragt i EcoRI-stedet af garudtryk-
kelsesplasmidet YEplPT til udtrykkelse af prazHGH-genet

i ger. Konstruktion E blev ogsd fremstillet under an-
vendelse af den i D anvendte omdanner til opnaelse af

et modent interferon-gen (uden sekretionssignalsekvensen)

pd et EcoRI-fragment til udtrykkelse i YEp1PT.

Udtrykkelse af modent HGH og pra~-HGH i ger

Modent-HGH-konstruktionen (E) i YEplPT blev anbragt i
stamme pep4-3 trpl (20B-12), og der blev fremstillet
ekstrakter under anvendelse af glaskugler som beskrevet
under "Metoder". Imidlertid sattes glaskugler til 10 ml
pelleterede celler med 0,5 ml 0,1 % SDS. Der blev fore-
taget fortyndinger i hesteserum og udfertes RIA-prevnin-

ger som tidligere beskrevet (44).

Ved RIA blev HGH udtrykt som omkring 0,5 % af det totale

garprotein ved en A, 4 Pa 1,0 (0,5 mg/l/A660). Intet HGH

blev sporet i mediet.



10

15

20

25

30

DK 163932 B

40

Pra-HGH-konstruktionen (D) i YEplPT blev ogséd indfert i
ger, og celler og medium blev prevet for HGH. Der

blev sporet et lavere niveau af udtrykkelse i cellen
(0,08 mg/l/A660) eller omkring 0,08 % af det totale
gerprotein. Sadledes er niveauet omkring 1/6. af ni-
veauet for modent-HGH-udtrykkelse, hvilket meget lig-
ner leukocyt-interferon-resultaterne. Imidlertid be-
hever dette ikke at vere en fair sammenligning, da
codonforbruget til modent HGH (44) er forskelligt for
23 aminosyrer i forhold til pra-HGH. En sadan forskel
kan resultere i forskelle i udtrykkelsesniveauet af
disse to produkter (45). 10 % eller 8 /ug/l/(A660 = 1)
af det i cellen udtrykte niveau fandtes i mediet for
den pre-~HGH-udtrykkende ger. I en 10 liters fermentor

ved en A = 85 var der igen omkring 10 % sekretion

550
med 1 mg/l HGH i mediet.

Arten af pre-HGH-udtrykkelse

En sammenligning af HGH-protein i cellen i forhold til
uden for cellen blev udfert ved anvendelse af en Western-
dupningsprocedure som beskrevet ovenfor. Resultaterne
viser medium fra en hsjdensitetsgering (A550 = 85) af
pra-HGH-udtrykkende gar. Der findes et enkelt bédnd sva-
rende til modent HGH i sterrelse. Dette bénd svarer til

1 -2 % af germedieproteinet.

Nir dette medie-HGH blev renset ved antistof-affinitets-
chromatografi (Hybritech Ab) og HPLC som anvendt for
interferaonerne, viste NHZ—terminalsekvensanalyse, at
neasten 100 % af HGH'et var modent HGH (sekvensanalyse
udfertes for 10 rester) som vist delvis i fig. 13. Sale-
des forarbejdes al medie-HGH'et palideligt, som det ge-

res af humane celler.
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Patentkrayv

1. Fremgangsmade til fremstilling af et pattedyrprotein,
som er heterologt for en gerorganisme, som brodukt af
gar-udtrykkelse, -forarbejdning 0g -sekretion, k e n d e-
tegnet ved, at der foretages dyrkning af levedyg-
tige garceller transformeret med et udtrykkelsesmedium,
som funktionelt jndeholder DNA, der koder for det navnte
pattedyrprotein sammen med et heterologt signalpolypeptid,
hvilket heterologe signalpolypeptid er heterologt for garer
og ikke normalt produceres eller anvendes af den navnte
gerorganisme, hvilken dyrkning resulterer i sekretion af
det navnte pattedyrprotein til dyrkningsmediet, og det

nevnte pattedyrprotein udvindes fra dyrkningsmediet.

2. Fremgangsmade ifslge krav l, kendetegne t
ved, at det heterologe signalpolypeptid er nativt for det
heterologe pattedyrprotein.

3. Fremgangsmide ifelge krav 1 eller 2, k ende t e g-

net ved, at det navnte protein er et humant inter-

feron.

4. Fremgangsmade ifelge krav 3, kendetegne t
ved, at proteinet er et humant leukocytinterferon.

5. Fremgangsmide ifelge krav 4, kende tegne t

ved, at proteinet er humant leukocytinterferon A eller D.

6. Fremgangsmade ifelge ethvert af kravene 1-5, k e n d e-

tegnet ved at det udvundne secernerede protein

erfgi.glycoprotein.
7. Fremgangsmade ifalge ethvert af kravene 1-6, k e n d e~
tegnet ved, at det heterologe signalpolypeptid er den
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N-terminale portion af ét signalpolypeptid og den C-ter-
minale portion af et andet signalpolypeptid, hvor det
ene af disse signalpolypeptider er nativt for det navnte

protein.

8. Garorganisme-cellekultur, k en de t e gnet wved,

at den omfatter (1) levedygtige garceller transformeret

med et udtrykkelsesmedium, som funktionelt indeholder

DNA, der koder for et pattedyrprotein, som er heterologt

for de navnte gazrceller, sammen med et heterologt signalpoly-
peptid, hvilket heterologe signalpolypeptid ikke normalt produ-
ceres eller anvendes af den nazvnte garorganisme, og (2)

et medium til understettelse af cellekulturen, hvilket

medium indeholder det navnte pattedyrprotein som et pro-

dukt af garorganismens udtrykkelse, forarbejdning og se-

kretion.

9. Cellekultur ifelge krav 8, k ende t e gnet ved,
at det heterologe signalpolypeptid er den N-terminale

portion af ét signalpolypeptid og den C-terminale portion
af et andet signalpolypeptid, hvor det ene af disse sig-

nalpolypeptider er nativt for det navnte protein.

10. Cellekultur ifelge krav 8 eller 9, k ende t e g-

net ved, at gearorganismen er Saccharomyces cerevisiae.

11. Cellekultur ifelge ethvert af kravene 8-10, k e n-
detegnet ved, at proteinet er et glycoprotein

fremstillet ifelge ethvert af kravene 1-7.

12. Dyrkningsmedium af en garorganisme-cellekultur ifelge
ethvert af kravene 8-11, k e n de tegnet ved, at

det er i det vesentlige frit for levedygtige eller brudte
gerceller og indeholder et glycoprotein fremstillet ifelge

ethvert af kravene 1-6.
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13. Gerudtrykkelsesmedium, kendetegh e t ved, at

det funktionelt indeholder DNA, som koder for et protein,
der er heterologt for en gerorganisme, og et heterologt
signalpolypeptid i translationsaflesningsramme med den
DNA, der koder for det navnte heterologe protein, hvil-
ket heterologe signalpolypeptid er den N-terminale por-
tion af ét signalpolypeptid og den C-terminale portion
af et andet signalpolypeptid, hvor det ene af disse sig-

nalpolypeptider er nativt for det navnte protein.

14. Garudtrykkelsesmedium ifelge krav 13, ke nde t e g-

n et ved, at det er i stand til i en gervert at secer-

nere et glycoprotein.

15. Gerudtrykkelsesmedium, kendeteghn e t ved,
at det funktionelt indeholder DNA, som koder for humant
leukocyt-D/A—signalpolypeptid i translationsaflasnings—

ramme med humant leukocyt—A—protein.
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Ddel Mbo I
FcoRI, Mbo I
Isoler 184 bp fragment
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INNE e
Mbo I
Ddel
Denaturer
Tilfoj syntetisk primer
5!~ ATGAAATATACA-3!
ATGAAATATACA
3 GCTACTTTATATGT ——— &'
T TAG o
Klenow-ONA - C=
polymerase
Isoler 178 bp fragment
! Ddel
5 ATGAAATATACA——L
TACTTTATAIGT

5! TTTGAATTCAAA

3'AAACTTAAGTTT ——

Syntetisk
EcoRI -1inker

AATTCAAAATGAAA———C

Fig.7
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CTTAA
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GTTTTACTTT—GAAT
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Pre-IFN- 7 RI -Eragment

Isoler 765 bp fragment
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PGK-struk-
turgen og
flankerende
DNA

EcoRI,  Xbal

FIF Hae ITT, Hinc I
Isoler 650 bp fragment

HoeIT Pvul Sau3A Hinc I
BglT Py

o o R
Xbal transkription
KLENOW Pol.1+ Annelér primer
Y4 dNTP' ex 5'-ATTTGTTGTAAA
|
Bam HI KLENOW Pol. I+
Isoler vektor Sau 3A L dNTP'er
vfra gel - \ |
l 3'-—‘———-AAATGTTGTTTA~5 :
EcoRI 5 ————L——TTTACAACAA|ATl 3
— «—3'-§' exonuclease
Sau 3A
Isoler 39 bp fragment
’T\g% —AAATGTTGTTTA
5'GATC —TTTACAACAAAT
ApR Bam HI
T&-DNA-ligase
EcoR
wfh el
(Bam HI)
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