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A taldlméany eljards egy Gj, lényegileg tiszta po-
lipeptid, a humdn gamma- vagy immun-interferon
elallitiséra a rekombindns DNS-médszer alkalmaza-
séval, oly médon, hogy emberi szovetbSl mRNS-t
nyernek ki vagy ilyet szintetizlnak, az mRNS-bd!
cDNS konyvtrat készitenek, ezt megfeleld plazmidba
iktatva, és ezt a plazmidot valamely alkalmas bak-
tériumba, elonydsen E. coliba transzformélva transz-
forménsokat készitenek, a transzforménsokat radio-
aktiv vizsgalé mintéval (szonddval) atvizsgiljak, a
hibridiz4lé telepekbdl plazmidokat készitenek, ezek
cDNS-ének szerkezetét megvizsgiljak, az immun-in-
terferon tulajdonsagainak megfelelé polipeptidet k6-
dol6 ¢cDNS-t magdban foglalé plazmidot kivalasztjak,
ebbél a human immun-interferont kédol6 DNS-szakszt
elkiilonitik és megfelels szabédlyozd rendszerrel ren-
delkezd vektorba iktatjsk, a vektort megfeleld bak-
tériumtorzsbe, élesztStorzsbe vagy 4llati szovettenyé-
szetbe transzforméljik, a transzforménsokat megfelels
tapkozegben tenyésztik, és a tenyészetbSl a humén
immun interferont kinyerik.

A leirds terjedelme: 36 oldal, 16 dbra
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A taldlmédny a rekombinins DNS technolégia te-
rilletére vonatkozik; tirgy4t a humén immuninterferon
DNS-szekvencidnak és levezetett aminosav-szekven-
cidjinak felderitésére alkalmas technolégiai eszkdzdk
és moédszerek, valamint azoknak a huméin immun
interferon elS4llitisdra valé alkalmazisa képezi.

KozelebbrSl megjelolve, a talalmény a humén
immuninterferont kédolé DNS-szekuencidk elkiiloni-
tésére és azonositdsira, valamint ilyen DNS-szekven-
cidkat tartalmazé €s az expresszidt eszkozl§ promo-
ter-szekvencidkhoz makoddképesen kapcsolt rekom-
bindns DNS expresszié-hordozék fel€pitésére és az
igy felépitett expresszi6- hordozokra vonatkozik. Vo-
natkozik masrészr6l a taldlméiny az iyen expresszié-
hordozékkal transzformalt és igy a fent emlitett DNS-
szekvencidk expressziGjira irdnyitott gazdasejt-kultira
rendszerekre, igy példaul kilonféle ilymédon transz-
formalt mikroorganizmus- és emlGsallat-sejtkultirakra
is. A taldlmany korébe tartozik tovabbd az emlitett
expresszid végtermékeinek 4talakitdsa killonféle aj
termékekké, ugy mint emberek megeldz6 kezelésére
és gyogykezelésére alkalmas gydgyszerkészitmények-
ké. A taldlmany eldnyds kiviteli alakjai olyan kilon-
leges expresszidhordozdkra vonatkoznak, amelyek hu-
min immun interferon termelésre és a gazdasejtbél
érett alakban torténd kivélasztdsira képesek. A talal-
mény korébe tartoznak végul az emlitett DNS-szek-
vencidk, expresszié-hordozék, sejtkultira-rendszerek,
végtermékek és az azokbdl képezett tovabbi termékek
el6allitdsara alkalmazott eljarisok is.

A jelen tldlmany alapjat elsGsorban a human
immuninterferont kédolé DNS-szekvencidnak és le-
vezetett aminosav-szekvencidnak a felismerése ké-
pezte. A taldlminyt megalapozé tovabbi felismerés
a humdén immuninterferon 3°- és 5’- szegélyezd szek-
vencidjanak felderitése volt, ami megkdnnyitette an-
nak in vitro bekapcsoldsit expresszi6-hordozékba.
Igy eldillitottuk a feltételezett endogén szignal-poli-
peptidet kédolé 5°-DNS-szekvencist, amely kdzvet-
leniil megel6zi a feltételezett érett humin immunin-
terferont. Ezek a felismerések viszont lehetdvé tették
azoknak az eszk6zOknek és mddszereknek a kifej-
lesztését, amelyekkel a rekombindns DNS-technolégia
atjan annyi humin immuninterferont allitottunk eld,
amennyi elegendd volt e termék biokémiai tulajdon-
sdgainak és bioaktivitdsdnak a meghatérozasara.

A taldlmany hauerének megvilagitisira, valamint
az eljirds egyes lépéseinek leirdsa sordn tovabbi
részletes adatokra vonatkozdlag szdmos helyen uta-
lunk a kordbbi irodalomra; a szdvegben zaréjelben
4ll6 szdmok a leirds végén kozolt bibliografidra utal-
nak.

A raldlmdny technikai hdrtere

A. Humin interferon

A humain interferonok kildonbbz$ antigén hatésuk,
valamint biolégiai és biokémiai tulajdonsigaik alalp-
jan harom csoportba sorolhaték.

Az elsd csoportba a leukocita-interferonok csaladja
(o-interferon, LelIF vagy IFN-a) tartozik; ezeket ren-
des korilmények kozott f6ként az emberi vért alkotd
sejtek termelik, virusok 4ltali indukcié hatdséra. Eze-
ket mdr elGallitottdk mikrobiol6giai dton is &s bio-
l6giailag aktivnak taldltdk Gket (1, 2, 3). Bioldgiai
tulajdonségaik alapjin klinikailag is alkalmaztik Gket
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virusos fert6zések és rosszindulati megbetegedések
gybgykezelésére (4).

A misodik csoportba a humian fibroblaszt-interfe-
ron (B-interferon, FIF vagy IFN-B) tartozik, ezt rendes
korilmények kozott a fibroblasztok termelik, virusos
indukcié hatiséara; szintén el@illitottdk méar mikrobi-
olégiai Gton és azt tapasztaltik, hogy biolégiai ak-
tivitdsok széles korét fejti ki (5). Klinikai kisérletek
alapjan gy6gydszati felhaszndlas is lehetségesnek lat-
szik. A leukocita- €s a fibroblaszt- interferonok bi-
oldgiai tulajdonsdgaik szempontjibdl igen hatdrozott
hasonlésidgot mutatnak, annak a ténynek az ellenére,
hogy aminosav-szintjik homoldgia-foka viszonylag
alacsony. Emellett az e két csoportba tartozé inter-
feronok egyarint 165-166 aminosavat tartalmazé és
savakkal szemben stabil fehérjék.

A harmadik csoportba sorolhaté és a jelen taldl-
maény targyit képezd human immuninterferon (IFN-y)
vagy maés néven humén gamma-interferon az o- és
B- interferonokkal ellentétben a pH 2-nél labilis; ezt
az inferferont limfocitdk termelik mitogén indukcié
hatdsdra s antigén tulajdonsagai szempontjabdl is
hatdrozottan eltér az elGbbiaktdl. A humén immun
interferont egészen a legutébbi idSkig csak igen kis
mennyiségekben sikeriilt kimutatni és az a kértilmény
nyilvanval6an gétolta kozelebbi jellemzését. Legutébb
a humin immuninterferon eléggé messzemens, de
még mindig csak részleges tisztitdsar6l szdmoltak be
(6). A kozlés szerint a vegyiiletet fitohemagglutin és
forbol-észter kombinicidjaval gerjesztett leukocita-
kultdrak termelték és sorozatos kromatogréfiai elva-
lasztdsokkal tisztitottdk a terméket. Ez az eljiris egy
58 000 molekulatomegl terméket eredményezett.

Igen kis mennyiségekben A4llitottak el humén
immuninterferont mRNS oocitdkban térténd transzlé-
cidja Gtjan; ez a termék a humén immuninterferonra
jellemezd interferon-aktivitdst mutatott és a szerzs
véleménye szerint remélhetd, hogy az immuninterfe-
ron ¢cDNS szintetizilhaté és klénozhaté (7).

Az immuninterferon eddig elSallitott mennyiségei
bizonyira nem elegend8ek ahhoz, hogy egyértelmd
eredményeket adé kisérleteket lehessen folytatni a tisz-
titott termék jellemzésére és bioldgiai tulajdonsigainak
meghatdrozasira. Azonban a nyers készitményekkel le-
folytatott in vitro Kisérletek, valamint az egér-y- inter-
feron készitményekkel folytatott in vivo kisérletek arra
mutatnak, hogy az immuninterferon elsédlegesen va-
16szindleg immun-szabdlyozd szerként szerepel (8, 9).
Az immuninterferonnak nem csak virus-ellenes és an-
ticelluldris aktivitisa van (ami valamennyi humin in-
terferon kozos tualjdonsdga), hanem fokozni is képes
az a- és B-interferon ilyen irdnyu hatésat (10). Emellett
egyes kozlések szerint a y-interferon tumor-sejtekkel
szembeni sejtszaporodist gitlé hatdsa korilbeliil 10—
100-szorosan nagyobb, mint az egyéb csoportokba tar-
toz6 interferonoké (8, 11, 12). Ezek a megéllapitasok,
az immuninterferon hatdrozott immun-szabalyozé sze-
repével (8, 9) egyitt arra mutatnak, hogy az [FN-y
sokkal hatdrozottabb tumor-ellenes hatéssal rendelke-
zik, mint az IFN- o és IFN-B.

Val6ban, az egér-IFN-y készitményekke! in vivo
folytatott kisérletek azt mutattdk, hogy ennek az
immuninterferonnak a hatdsa hatdrozottan felilmilja
a virus-ellenes indukélt egyéb interferonok tumorel-
lenes hatdsit oszteogén szarkéma ellen (13).
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Mindezeket a kisérleteket a jelen taldlményt meg-
el6z6 idSben meglehetSsen nyers készitményekkel
kellett lefolytatni az immuninterferon ilyen nehéz
hozziférhet0sége miatt. Eredményeik azonban két-
ségteleniil az immuninterferon rendkiviil fontos bio-
l6giai szerepére mutatnak. Az immuninterferonnak
nem csak er0s virus-ellenes hatdsa van, hanem va-
16szintileg er§s immun- szabilyozé és tumor-ellenes
hat4sa is, ami hatdrozottan az immuninterferon ered-
ményes klinikai alkalmazédsédnak a lehetSségére mutat.

Ugy talaltuk, hogy a rekombindns DNS-technolégia
alkalmazésa latszik a leghatékonyabb moédszemnek a
humin immuninterferon sziikséges nagyobb mennyi-
ségeinek az elBallitisara. Feltételeztik, hogy az igy
kapott termékek, akér glikozilezettek lesznek akir
nem (a glikozilezettséget a nativ, humin eredetd
termék jellemz6 tulajdonsdgdnak tartjak), minden eset-
re mutatni fognak olyan bioaktivitast, ami lehet&vé
teszi klinikai alkalmazisukat a virusos, neoplasztikus
és immun-szuppresszalt dllapotok és megbetegedések
széles korében.

B. Rekombinidns DNS-technoldgia

A rekombinins DNS-technlégia ma mér igen ki-
finomult médszerré fejlédott. A molekuldris biolégia
kutat6i mdr viszonylag konnyen tudnak kiilonbozs
DNS-szekvencidkat rekombin4lni, igy Gj DNS-félesé-
geket hoznak létre, amelyek béséges mennyiségben
termelnek exogén fehérje-termékeket a transzformalt
mikroorganizmusokban. Rendelkezésre allnak az esz-
kozok és médszerek kiilonbdzd tompavégl vagy ,ra-
gadés” végll DNS-fragmensek in vitro kapcsoldsira
és igy hatékony expresszi6-hordozokat éllitanak eld,
amelyek bizonyos mikroorganizmusok transzformélé-
séra hasznilhatok és ezzel irdnyitani tudjék a kivéant
exogen termék szintézisét. Az egyedi termékek ter-
melésére irdnyulé utak azonban még meglehetGsen
tekervényesek és igy ez a tudomény még nem fejlodott
olyan fokra, hogy a kivént siker rendszeresen eldre
megjosolhat6é legyen. Valgjiban azok, akik kisérleti
megalapozas nélkill akarjdk adott esetben a médszer
alkalmazédsénak sikeres eredményét elSre megjésolni,
ezt csak a sikertelen gyakorlati alkalmazds kockéza-
taval tehetik.

A plazmid, ez a ketts-szali DNS nem-kromo-
széma hurok-képzSdménye, amely a baktériumokban
és egyéb mikroorganizmusokban, sejtenként gyakran
tobbszorés masolatban is taldlhat6, tovdbbra is a
rekombinins DNS-technoldgia alapvet§ eleme marad.
A plazmid-DNS-ben kédolt informécié magiba fog-
lalja a plazmidnak a ledny-sejtekben tdrténd repro-
dukéldsahoz szilkséges informaciét (vagyis a repli-
kéci6 eredetét) is, valamint rendszerint egy vagy tbb
fenotipusos szelekciés jellemzSt, mint példdul bak-
tériumok esetében az antibiotikumokkal szembeni re-
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lektiv kézegekben torténd kedvezdbb szaporitdsat. A ~

plazmidok hasznossdga abb6l a ténybdl ered, hogy
ezek a plazmidok az egyik vagy masik resztrikci6s
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specifikusan hasithaték, mert ezeknek az enzimeknek
mindegyike méds és méis helyet ,ismer fel” a plaz-
mid-DNS-en. Ezt kovetSen heterolég gének vagy
gén-fragmensek illeszthetSk be a plazmidba, e frag-
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mensek végeinek a hasitdsi helynél vagy a hasitdsi
hellyel szomszédos rekonstrudlt végeknél torténd kap-
csoldsa itjan. Igy képezik az tgynevezett replikilhat6
expresszié-hordozékat. A DNS-rekombinicié a sejten
kiviil megy végbe, de a keletkez§ ,rekombinins”
replikdlhaté expresszié-hordozé vagy plazmid a
Htranszforméci6” néven ismert eljérdssal bevihet§ a
sejtekbe és a transzformins tenyésztése iitjin a re-
kombindns hordozé nagy mennyigei nyerhetSk. Emel-
lett, ha a gén beillesztése a plazmidnak bekédolt
DNS-iizenet transzkripcidjat €s transzlaci6jat irinyité
részeihez viszonyitva helyesen tortént akkor az igy
kapott expresszié-hordozé felhasznalhaté a beillesztett
gén altal kédolt polipeptid-szekvencia tényleges ter-
melésére; ezt az eljardst nevezik expresszidnak.

Az expresszié a ,promoter” néven ismert és az
RNS-polimerédz 4ltal felismert és kotott tartomanyban
kezdddik. Az expresszié transzkripciés fazisiban a
DNS kitekeredik és hozzaférhetdvé teszi az emlitett
DNS-szekvenciabdl szdrmazé tartomanyt templdtként
a ,messenger’-RNS inicidlt szintézise szdmdra. A
messenger-RNS viszont az altala kddolt aminosav-
szekvencidji polipeptiddé transzlalédik. Minden egyes
aminosavat egy-egy nukleotid-triplett vagy ,kodon”
kédol, ezek a kodonok egyiittesen képezik a ,szer-
kezeti gént”, vagyis azt a részt, amely kifejezett
polipeptid-termék aminosav-szekvencidjat kédolja. A
transzlacié egy ,start”-szigndlnil kezdddik (ez rend-
szerint ATG, amelybdl a képz5d5 messenger-RNS-ben
AUG lesz).

A transzlicié és egyittal az aminosav képzSdés
végét ugynevezett ,stop”-kodon hatirozza meg. Az
igy keletkezett termék mikrobidlis rendszerek eseté-
ben, ha szitkséges, a gazdasejt lizise és a terméknek
a jelenlevd egyéb fehérjéktdl vald elkiilonitésére al-
kalmas tisztitdsi miveletek tjan nyerhetd ki.

A gyakorlatban a rekombinins DNS-technolégia
Utjan teljesen heterolég polipeptidek expresszidja —
ugynevezett ,direkt expresszié” - vagy pedig egy
homolég peptid aminoisav-szekvencidjdnak egy ré-
széhez kotott heteroldg peptid expresszidja valik le-
hetségessé. Ez utébbi esetekben az elGallitani kivant
bioaktiv termék olykor bioinaktivvd vilik az Ossze-
kepcsolt homoldg/heterolég  polipeptidben és csak
akkor lesz aktiv, ha valamely sejten kivili kdmye-
zetben lehasitjik; vo.: 2 007 676 A sz. brit szabadalmi
kozrebocsatasi irat, toviabbd Wetzerl; American Sci-
entist 68, 664 (1980).

C. Sejtkultira-technol6gia

A sejt- vagy szdvetkultirfknak a genetikai és
sejtfizioldgiai tanulményok céljaira torténd tenyésztési
médszerei jol ismertek. Rendelkezésre 4llnak az esz-
kozok és médszerek az elkiilonitett normélis sejtekbdl
folytat6lagos sorozatos étvitelek (tjan elGéllitott per-
manens sejtvonalak fenntartdsara. Az ilyen sejtvonalak
kutatasi célokra valé fenntartisa folyékony kdzegben
tartott szildrd hordozén, vagy pedig a fenntarté tap-
anyagokat tartalmazé szuszpenzidban val6 tenyész-
téssel torténik. Ugyldtszik, hogy a nagyméretben tor-
ténd termelés céljaire vald felnagyitdshoz mér csak
mechanikai probléméik meriilnek fel. Az eddigi is-
meretek tovabbi részleteire vonatkozblag utalunk a
kovetkezd irodalomra: Microbiology, 2. kiad., Harper
and Row Publishers Inc., Hagerstown, Maryland
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(1973). Kiildnosen az 1122 és ko6v. old., valamint
Scientific American 245, 66. és kov. old. (1981).

A talilméiny Osszefoglaldsa

A jelen talilminy azon a felismerésen alapul,
hogy a rekombindns DNS-technolégia sikeresen al-
kalmazhat6 huméin immuninterferon elnydsen koz-
vetlen alakban és piacon valé forgalmazés feltételéiil
szolgdlé éllatkisérletek és klinikai kisérletek elkez-
déséhez és lefolytatdsdhoz elegend§ mennyiségekben
torténd eldéllitdsara. A termék valamennyi alakjiban
alkalmazhat6 embereknél virusos fert6zések, malignus
és immun-szupressziés vagy immun-hidnyos 4llapotok
megel6z5 vagy gydgyiszati kezelésére. A termék
emlitett alakjai sordba kiildnféle lehetséges oligomer,
esetleg glikozilezett alakok tartoznak. A terméket
genetikailag atalakitott transzformins mikroorganiz-
musok vagy sejtkultirik termelik. Igy a taldlmany
szerinti eljardssal a humdn immuninterferon az ed-
diginé! hatékonyabb mddon termelhet§ és nyerhetd
ki. A taldlminy eldnyds kiviteli alakjanak egyik
jelentSs vonisa, hogy ezzel az eljardssal a mikroor-
ganizmusok vagy sejtkultirdk genetikailag irdnyitha-
t6k arra, hogy huméin immuninterferont izolalhaté
mennyiségekben termeljenek és az érett alakban va-
lasszdk ki a gazdasejtb6l.

A talalminy targya tehdt elsSsorban a humén
immuninterferon el6allitasara szolgal6 eljaras, amely-
nek részleteit az aldbbiakban ismertetjiik. A talilméiny
korébe tartoznak tovdbbd a humén immuninterferont
kédol6 gén-szekvencidkat kifejezhetS alakban maguk-
ban foglalé replikdlhaté DNS expresszié-hordozék,
valamint az emlitett expresszié-hordozékkal transz-
formalt és humén immuninterferon termelésére képes
mikroorganizmus-torzsek és sejtkultirék, lgyszintén
az ilyen immuninterferon génszekvencidk, DNS exp-
resszi6-hordoz6k, mikroorganizmus-tdrzsek és sejtkul-
tirdk elGallitdsdra alkalmas kiilonféle eljrdsok és
azok specifikus kiviteli alakjai is. Vonatkozik tovdbb4
a talalminy az emlitett mikroorganizmusok és sejt-
kultirdk fermentacifjdra alkalmas kultirdinak el5al-
litAsra, valamint humén immuninterferonnak a kul-
tirdk gazdasejtjeibsl érett alakban kivélasztott koz-
vetlen expresszibs termékként torténd eldallitisara is.
Ebben az eljirdsban az érett szekvenciijit kédold
gén és a szigndl-polipeptidet kdolé 5°-oldallinc-DNS
keriilhet alkalmazasra. A szignil-polipeptid feltehetSen
elGsegiti a molekuldnak a gazdaszervezet sejtfaldhoz
valé vitelét, majd ott hasad le az érett humin im-
muninterferon termék kivélasztdsi folyamata alatt. Ily
médon lehetdvé vélik a kivant humén immuninter-
feron elkiildnitése és tisztitdsa anélkiil, hogy kilén
miiveleteket kellene alkalmazni a gazdasejt intracel-
luldris fehérjéibGl és sejt-tormelékekbsl 4116 szeny-
nyezések eltdvolitisira.

Az érett humén immuninterferon” kifejezésen e
leirdsban a mikroorganizmusok vagy sejtkultirsk 4ltal
termelt Slyan humén immuninterferont értiink, amely-
hez nem kapcsolédik a humén immuninterferon-
mRNS transzldciéjit kozvetlenil elGsegitd szignal-
peptid vagy el&szekvencia-peptid. Igy a jelen taldl-
mény szerinti eljérdssal eldéllitott elsé rekombinéns
huméin immuninterferon metionint tartalmaz els§ ami-
nosavként (amely az ATG start-szignél kodonnak a
szerkezeti gén elé tortént beillesziése kovetkeztében
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keriilt oda), vagy ha a metionin intra- vagy extra-
celluldrisan lehasadt, akkor a rendes korilmények
kozott elsS aminosavként szereplS cisztein 4ll ezen
a helyen. Az érett humédn immuninterferon — 6ssz-
hangban a fentiekkel — eldillithat6 valamely, a szo-
kasos szigndl-peptidtS] kiilonb6z8 konjugélt peptiddel
egyiitt is; a konjugitum azutin specifikusan lehasit-
heté intra- vagy extracelluliris kdrnyezetben (v6.. 2
007 676 sz. brit szabadalmi kozrebocsatasi irat. Végiil,
elGéllithat az érett huméan immuninterferon kozvetlen
expresszi6 Gtjan is, anélkiil, hogy barmilyen folosleges
kisér6 polipeptidet kellene a termékrél lehasitani. Ez
kiilonésen olyan esetekben fontos, amikor valamely
adott gazdaszervezet nem képes eltivolitani a szig-
nal-peptidet, az expresszié-hordoz6é viszont gy van
megalkotva, hogy az érett humin immuninterferont
szigndl-peptidjével egyiitt.

Az igy termelt érett humin immuninterferont az-
utdn elkiilonitjiik és olyan mértékben tisztitjuk, hogy
a kapott termék alkalmas legyen virusos fert6zések
malignu, immun-szupressziv vagy immun-hianyos 4l-
lapotok gydgykezelésére.

A humédn immuninterferon eldallitisa az alibbi
médon tortént:

1. Emberi szdveteket, példiul emberilépszdveteket
vagy periferidlis vérlimfocitdkat mitogén anyagok je-
lenlétében tenyésztettiink, az immuninterferon terme-
lésének serkentése céljabol.

2. Az ilyen sejtkultlirdkbé! kapott sejtpasztillakat
ribonukledz- inhibitor jelenlétében extrahaltuk, az §sz-
szes citoplazmds RNS elkitionitése céljabol.

3. Egy oligo-dT oszlopon elkdlonitettiik az 8sszes
messenger-RNS-t (nRNS) poliadenilezett alakban. Ezt
az mRNS-t méret szerint frakcionaltuk, szacharéz-
strliség-gradiens és savas karbamid gélelektroforézis
alkalmaz4séval.

4. Az alkalmas mRNS-frakciét (12-18 S) a meg-
felel6 egyszali komplementer DNS-sé (¢cDNS) ala-
kitottuk 4t, majd ebbdl kettsszali cDNS-t képeztiink.
Poli-dC végrész-képzés utdn ezt egy vektorba, példaul
valamely egy vagy tobb fenotipusos jelz8t (marker)
hordozé plazmidba illesztettik be.

5. Az igy készitett vektorokat hasznéltuk fel azutin
a baktérium- sejtek transzformildsira és igy egy
kolénia-, kdnyvtérat” képeztink. A fent leirt médon
kapott indukalt és indukdlatlan mRNS-bSl egyarant
radioaktivan jelzett c¢DNS-t éllitottunk el és ezt
hasznéltuk fel a duplikdtum kolénia-,kdnyvtarak” kii-
lon-kiilon torténd vizsghlatdra. A cDNS feleslegét
ezutdn eltdvolitottuk és a kolénidkat rontgen filmre
helyeztik az indukdlt cDNS-klénok azonositdsa cél-
Jjabol.

6. Az indukalt cDNS-klénokb6l elkiilénitettik a
megfelels plazmid-DNS-t és szekvenéltuk.

7. A szekvenélt DNS-t azutin in vitro megfelelGen
elakitottuk egy alkalmas expresszié-hordozéba val6é
beillesztésre, amelyet egy alkalmas gazdasejt transz-
formaldsira hasznéltuk fel; ezt a gazdasejtet egy E.
coli kultirdban szaporitottuk és hagytuk, hogy az
kifejezze a kivant humén interferon terméket.

8. A kifejezett humén immuninterferon érett alak-
jaban kétségkiviil 146 aminosavat tartalmaz, ciszte-
intSl kezdSdden, és igen bizisos jellegi. A monomer
szamitott molekulatomege 17 140. A molekula talén
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a szdmos aminosav jelenléte, a hidrofébossag, a
s6-hidképzés stb. kdvetkeztében oligomer-alakokba,
tehdt példdul dimer-, trimer- vagy tetramer-alakban
asszocidlédhat. A természetes anyag esetében kordb-
ban megfigyelt nagy molekulatomeg (6), amelyek
nem magyarézhaték meg csupidn az aminosav-szek-
vencia alapjin, valészindleg az ilyen oligomer-ala-
koknak, valamint a transzlicié uténi glikozilez6désbdl
szdrmazé szénhidrat jelenlétének tulajdonithaték.

9. Bizonyos gazdasejt-rendszerekben a huméan im-
muninterferon, kiillonosen ha az egy expressziés hor-
dozéba van kotve és a 20 aminosavat tartalmazé
szignal-peptidjével egyiitt keriil expresszifra, érett
alakban kivalasztodik a sejtkultira kozegébe, ami
rendkiviilli médon megkénnyiti a humdn immuninter-
feron kinyerési és tisztitdsi médszereit.

A talilmény elSnyds kiviteli alakjainak leirdsa

A. Mikroorganizmusok/sejtkultirdk

1. Baktérium-torzsek/promoterek

Az alabbiakban leirt munka sordn mikroorganiz-
musként tobbek kozott a 2 055 382 A sz. brit
szabadalmi kozrebocsdtdsi iratban ismertetett E. coli
K-12 294 torzset (vég A, thi-, hsr, xhsm*) alkal-
maztuk. Ezt a tdrzset az American Type Culture
Collection gyiijteményében ATCC 31446 sz. alau
helyeztiik letétbe. Felhaszndlhat6k azonban a leirt
eljardsban adott esetben méas mikroorganizmus-torzsek
is, mint példaul az ismert E. coli B, E. Coli X 1776
(ATCC 31537). E. col. W 3110 (F, A-, protrof)
(ATCC 2732S5), valamint mds, legnagyobbrészt kii-
16nb6z6 elismert mikroorganizmus- gyiijteményekben
letétbe helyezett és onnan adott esetben beszerezhetd
mikroorganizmus-torzsek; vo.: példdul az American
Type Culture Collection (ATCC) tdrzs-katalégusit,
valamint a 2 644 432 sz. német szovetségi kdztdr-
sasdgbeli szabadalmi kdzrebocsétisi iratot. Az ilyen
mikroorganizmusok tovébbi példdiként Bacillus-fajok,
mint a Bacillus subtilis és mds enterobaktériumok,
mint Salmonella typhimurium és Serratia marcesans
emlithet6k; mindezekhez olyan plazmidok alkalmaz-
haték, amelyek képesek a benniik torténd replikdcidra
és heterolog génszekvencidk expressziojira.

Ezek példdiként megemlitjilk a béta-laktamaz és
laktéz promotar- rendszereket, amelyeket mér elonyo-
sen alkalmaztak heterolég polipeptidek mikrobioldgiai
termelésének inicidldsdra és fenntartisira. Az ilyen
promoter-rendszerek kialakitisara vonatkozdlag vé..
Chang és munkatdrsai: Nature 275, 617 (1978), va-
lamint Itakura és munkatérsai: Science /98, 1056
(1977). Ujabban egy triptofén-alapi rendszert is ki-
fejlesztettek; ennek a trp promoter-rendszer néven
ismert rendszemek a kialakitdsdra és szerkezetére
vonatkoz6lag Goeddel és munkatérsai: Nucleic Acid
Research 8, 4057 (1980), valamint Kleid és munka-
tirsai az 1980. mércius 24-én bejelentett 133 296
sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi beje-
lentés leirdsa tartalmaznak tovabbi részleteket. Talal-
tak és alkalmaztak szdmos mdisfajta mikrobidlis pro-
motert is; ezeknek a nukleotid-szekvencidjdra vonat-
koz6lag Siebenlist és munkatirsai [Cell 20, 269
(1980)] ismertetnek részletes adatokat, amelyek a
szakember szdméra elegendd kitanitdst tartalmaznak
ahhoz, hogy ezeket a promotereket funkciondlisan
kapcsolhasssk plazmid-vektorokba.
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2. Eleszt§-torzsek/éleszté promoterek

Ezeknek az expressziés rendszere is képes hasz-
nositani az YRp7 plazmidot (14, 15, 16), amely mind
E. coli sejtekben, mind pedig a Saccharomyces ce-
revisiae élesztSsejtekben képes szelekcibra és repli-
kici6ra, Az éleszt6ben valé szelekcidhoz a plazmid
a TRP1 gént (14, 15, 16) tartalmazza, amely kiegésziti
(triptofan tdvollétében lehetvé teszi) az élesztd IV
kromosz6méjéban taldlt gének muticibit (17). Ennél
a mfveletnél az RH218 torzset (18) alkalmaztuk.
(Letétbe helyezve korlatozas nélkiil az American Type
Culture Collection gydjteményében ATCC 44076 sz.
alatt) MegjegyzendS azonban, hogy birmely trpl
sejtet eredményez$ muticiét tartalmazé Saccharomy-
ces cerevisiae torzs alkalmas komyezetiil szogdlhat
az expresszi6-rendszert tartalmazd plazmid exp-
resszi6jahoz. A felhasznalhaté egyéb torzsek példéja-
ként a pepd—1 tdrzset (19) emlitjik. Ez a triptofan-
auxotrof t6rzs szintén tartalmaz egy pont-muticiét a
TRP1 génben.

Az élesztS-génbSl szamazd 5’-szegélyez6 DNS-
szekvencia (promoter), ha valamely nem-éleszt§ gén
5’-oldaldra helyezziik, el6 képes segiteni valamely
idegen génnek az élesztSben torténd expresszidjét,
ha ezt a promotert az éleszt§ transzforméildsira al-
kalmazott plazmidba visszitkk. A nem-élleszt§ génnek
az élesztGben vald helyes expresszi6jahoz a promoter
mellett sziikség van egy mésodik, a plazmidon a
nem-éleszts gén 3’-végéhez illesztett élesztd-szekven-
cidra is, amely igy lehetGséget nyujt a megfeleld
transzkripcié-termindciéra  és  poliadenilezésre az
€leszt6ben. Ez a promoter megfelelGen alkalmazhaté
a jelen taldlméiny szerinti eljirdsban, de j6l alkal-
mazhaték mas megfeleld promoterek is (lasd aldbb).
A talalmény szerinti eljirds elSnyds kiviteli alakja
esetében az élesztd 3-foszfoglicerdt-kindz-génjének
5’-szegélyez§ szekvencidjit a szerkezeti gén eldtti
helyre iktatjuk be, majd ezt ismét termindciés-poli-
adenilezési szignélokat tartalmazé DNS, péddul TRP!
gén (14, 15, 16) vagy PGK-gén (20) koveti.

Minthogy az éleszt§ 5’-szegélyezd szekvencidja
(3’-terminaciés éleszt3-DNS-sel kapcsolatban ldsd
alabb) elGsegitheti idegen gének expresszidjit az
élesztGben, valészindnek latszik, hogy barmely nagy
mértékben kifejezett éleszts-gén 5°-szegélyezl szek-
venciai felhasznalhatdk fontos gén-termékek expresz-
szi6jara. Minthogy bizonyos korilmények kozdtt az
éleszt6 65%-ig fejezte ki oldhaté fehérjéjét mint
glikolitikus enzimet (21) és minthogy ez a magas
expressziés szint l4thatélag az egyedi mRNS-ek ter-
melésének magas szintjébsl (22) ered, feltehetSleg
barmely maés glikolitikus gén 5'-szegélyezd szekven-
cidi felhasznélhat6k ilyen expressziés célokra; igy az
enoldz, gliceraldehid-3-foszfat- dehidrogendz, hexo-
kindz, piruvat-dekarboxildz, foszfofruktokindz, glii-
kéz-6-foszfat-izomerdz, 3-foszfoglicerdt-mutaz, piru-
vat-kindz, trizfoszfat-izomerdz, foszfoglilk6z-izome-
rdz és gliikokindz egyardnt alkalmazhatéknak létsza-
nak erre a célra. E gének 3’-szegélyezd szekvencidinak
barmelyike ugyancsak alkalmazhat6 lehet a helyes
befejezésre és mRNS-poliadenilezésre az ilyen exp-
ressziés rendszerben (ldsd fentebb). Més alkalmas
nagy expresszi6-foki génekként a savas foszfatdzok
génjei (23), valamint azok a gének emlithetGk, ame-
lyeknél az expresszié magas szintje az 5’-szegélyezs
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tartoményokban fellépS muticidknak tulajdonithaté
(az expressziét noveld mutdnsok), ami rendszerint
egy TY! transzponélhat6 elem jelenlétének a kovet-
kezménye (24).

Ugy véljiikk, hogy valamennyi fent emlitett gént
az €leszt§-RNS- polimeraz II irja 4t (24). Lehetséges,
hogy az RNS-polimerdz I és III promoterei, amelyek
ribosz6malis RNS, 58 RNS és tRNS transzkripciéjira
képesek (24, 25), szintén felhasznilhat6k az ilyen
expressziés rendszerekben.

Végiil szdmos élesztS promoter transzkripcids kont-
rollt is tartalmaz, igy ezek ki- vagy bekapcsolhaték
a tenyésztés koriilményeinek valtoztatisdval. Az ilyen-
fajta éleszt6-promoterek példdiként a kovetkezs fe-
hérjéket kifejez6 gének emlithet6k: alkohol-dehidro-
gendz II, izocitokrom-c, savas foszfatdz, nitrogén-
anyagcserével asszocidlt lebont6 enzimek gliceralde-
hid- 3-foszfit-dehidrogendz, valamint a maltéz- és
galakt6z- hasznositist eszkozl§ enzimek (22). Az
ilyen szabdlyozasi tartomény igen hasznos lenne a
fehérje-termék expresszidjanak szabalyozasira, kiilo-
ndsen olyan esetekben, amikor ezek termelSdése to-
xikus hatésti az élesztSre. Lehetséges lehetne igy egy
5'-szegélyez$ szekvencia szabilyozisi tartomanyénak
az Osszehozdsa egy nagy expresszibs-fokd génbdl
szérmaz6 promotert tartalmazé 5’-szegélyezd szek-
vencidval, — ami egy hibrid promotert eredményezne;
ugy véljitk, hogy ennek lehetségesnek kellene lennie,
minthogy a szabdlyozési tartomény €s a promoter
egymdstdl fizikailag kiilonbéz6 DNS-szekvencidknak
latszanak.

3. Sejtkultira-rendszerek/sejtkultira-vektorok

A gerincesek sejtjeinek kultirdkban térténs sza-
poritdsa (szovet- kultirdk tenyésztése) az utbbi évek-
ben mar rutinmédszerré valt (vé.: Tissue Culture,
szerk.: Kruse és Patterson, Academic Press, 1973).
Ehhez a COS-7 majomvese-fibroblaszt sejtvonalat
alkamaztdk gazdasejtként humdn immuninterferon ter-
melésére (25a). Az itt részletezett kisérletek azonban
lefolytathat6k lennének barmilyen sejtvonalban amely
képes egy kompatibilis vektor replikici6jira és exp-
resszidjéra, igy példdul a WI38, BHK, 3T3, CHO,
VERO és Hela sejtvonalak bérmelyikében is. Az
expresszids vektorral szemben csupin az a kovetel-
mény ll fenn, hogy legyen egy replikaciés kezddpont
€s egy promoter az exprimalandé gén eldtti helyzet-
ben, az adott esetben szitkséges riboszémakotési he-
lyekkel, RNS-kapcsol6 helyekkel, poliadenilezési he-
lyekkel &s transzkripciés terminitor- szekvencidkkal
egyiitt. Bar az itt leirt kisérletekben az SV40 szek-
vencia e lényeges elemeit hasznositottuk, meg kell
Jegyezni, hogy a taldlmény nincsen emre az eldnyos
kiviteli alakra, az jtt szerepld szekvencidk alkalma-
zéséra korlatozva. Igy példaul felhasznélhat6k lenné-
nek mads virdlis (példdul Polyoma, Adeno, VSV, BPV
stb.) vektorok replikéci6s kezdd pontjai, valamint a
DNS-replikaci6 integrélatlan llapotban funkcioképes
cellularis kezddpontjai is.

B. Vektor-rendszerek

1. Erett immuninterferon kézvetlen expressziéja
E. coli sejtekben

Az IFN-y E. coli sejtekben érett interferon- poli-
peptidként (minusz szignél-szekvencia) torténd koz-
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vetlen expresszibjinak elérésére alkalmazott eljirds
a korabban humén ndvekedési hormon (26) és humén
leukocita-interferon (1) el§allitissra alkalmazott eljs-
risnak egy ij véltozata volt, amennyiben szintetikus
(N-termindlis) és cDNS szekvencidk kombinaci6jat
alkalmaztuk.

Az alabb ismertetett p69 nukleotid-szekvencidbél
levezethet@en, valamint néhiny IFN-a szignal-peptidje
€s az érett polipeptid k6zotti ismert hasit4si hellyel valé
Osszehasonlitds alapjan megéllapithatd, hogy az IFN-y
egy 20 aminosavat tartalmazé hidroféb szignélpeptidet
tartalmaz, amelyet az érett IFN-y 146 aminosav kovet
(5. 4bra), Amint a 7. 4brdb6l lathat6, egy BstNI reszt-
rikciés endonukleaz hely célszertien az érett [FN-y 4-
helyzetl aminosavanal helyezkedik el. Két szintetikus
oligodezoxinukleotidot szerkesztettiink, amelyek egy
ATG transzlacié-inicialé kodont, valamint az 1., 2. és
3. aminosav (cisztein-tirozin-cisztein) kodonjit foglal-
Jj&k magukban és egy EcoRI tapad6 (koheziv) véget
alkotnak. Ezeket az oligodezoxinukleotidokat a p69-
nek egy 100 bazis-parbél 4116 BstNI-Pstl fragmentjéhez
kapcsoltuk, hogy igy egy 1115 bazisparbél 4116 szin-
tetikus-természetes hibridgént épitsiink fel, amely az
IFN-y terméket kédolja és amely az EcoRI és Pstl reszt-
rikciés helyek altal van hatrolva. Ezt a gént azutin
beillesztettiik a pLelF"A trp 103 plazmidba, az EcoRI
és Pstl helyek kozé, és igy a pIFN-y trp 48 exp-
resszié-plazmidot kaptuk. Ebben a plazmidban az IFN-
Y gén expresszija az E. coli trp promoter irdnyitdsa
alatt torténik. [A pLelF A trp 103 plazmid a pLelF A
25 olyan szdrmazéka, amelyben az LelF A géntdl ta-
volesd EcoRI hely el lett tivolitva. Az emlitett EcoRI
helynek az eltdvolitdsara alkalmazott eljirést az iroda-
lomban (27) més ismertették.]

2. Expresszié élesztGben

Valamely heterolég gén, példdul immuninterferon
cDNS élesztben torténd expresszidjahoz egy négy
komponenst tartalmazé plazmid vektort kellett meg-
szerkeszteni. Az els6 komponens az a rész, amely
lehetdséget hagy a transzformiciéra mind E. coli,
mind élesztGsejtekben és ezért tartalmaznia kell egy
szelektdlhat6 gént mindegyik organizmusbél. (A jelen
esetben ez az ampicillin- rezisztencia génje E. colibdl
€s a TRP1 gén élesztdbdl.) Ennek a komponensnek
tartalmaznia kell tovabbé egy replikéci6s kezdSpontot
(origét) mindkét organizmusbél, hogy plazmidként
maradhasson fenn mindkét organizmusban. (A jelen
esetben ez az E. coli kezdSpont a pBR322-b6l és
az arsl kezddpont az élesztd III kromosz6ma4jabol.)

A plazmid mésodik komponense egy nagy exp-
ressziés foki éleszt6génbdl szdrmazé 5’-szegélyezd
szekvencia, amelynek célja, hogy elSsegitse a hatrabb
elhelyezkedd szerkezeti gén transzkripci6jat. A jelen
esetben az élesztd 3-foszfoglicerat- kindz (GK) génjét
alkalmazzuk e komponensként. A fragmens megszer-
kesztése olyan médon tortént, hogy a PGK szerkezeti
szekvencidbdl mind az ATG, mind az ATG el5tti 8
bézispar eltdvolitdsra keriiljon. Ezt a szekvencidt egy
olyan szekvencidval helyettesitettiik, amely mind
Xbal, mind EcoRI restrikciés helyet tartalmaz, hogy
ez az 5’-szegélyezG szekvencia kapcsolédhasson a
szerkezeti génhez.

A rendszer harmadik komponense egy szerkezeti
gén, amely oly médon van megszerkesztve, hogy
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egy ATG transzlicids startszignil és egy transzlici6s
stopszignalt is tartalmazzon. Az ilyen gén elkiloni-
tésének és megszerkesztésének a modjat az aldbbiak
sordn ismertetjiik.

A negyedik komponens egy €leszt§ DNSszekven-
cia, amely egy oly élesztdgén 3’-szegélyezl szek-
vencidjit tartalmazza, amelyben megfelel§ szignélok
vannak jelen a transzkripcié befejezésére és a poli-
adenilezésre.

Mindezeknek a komponenseknek a jelenlétében
vélt lehetségessé immuninterferon élesztSben torténs
termeltetése.

3. Expresszi6 eml&séllat-sejtkultirdban

Az immuninterferon emldsallat-sejtkultiiraban tor-
tén6 szintézisének stratégidja egy olyan vektor kifej-
lesztésén alapul, amely képes mind az antoném rep-
lik4ci6ra, mind pedig egy idegen génnek egy heterolég
transzkripciés egység irdnyitisa alatti expresszi6jara.
E vektornak a szovetkultdraban torténd replikdcidjat
oly médon értiik el, hogy gondoskodtunk egy SV40
virusbdl szaraz6 DNS-replikédciés kezdSpontrél, emel-
lett egy segit§ funkciét (T-antigén) is létrehozunk a
vektornak egy az antigént endogén mddon kifejezs
sejtvonalban vald bevezetése iitjan (28, 29). Az SV40
virus késGi promotere megelSzte az interferon szer-
kezeti génjét és biztositotta a gén transzkripcidjit.

Az IFN-y expresszi6janak lefolytatdsdra alkalma-
zott vektor pBR322 szekvencidkbdl 4llt, amelyek egy
szelektithatd jelzGt (marker) nydjtottak az E. coliban
torténd szelekcidhoz (ampicillin-rezisztencia), vala-
mint egy E. coli kezdGpontjit a DNS-replikiciéhoz.
Ezeket a szekvencidkat a pML-1 plazmidb6l (28)
nyertiik; ezek 4tfogtik az EcoRI és BamHI resztrikciés
helyeket magukban foglalé tartoményt. Az SV40-kez-
ddpontot egy 342 bazis-pirt tartalmazé és ezt a
tartomanyt 4tfogé Pvull-HindIII fragmensbél (30, 31)
nyertik (amelynek mindkét vége EcoRI végzGdéssé
volt Atalakitva). Ezek a szekvencidk, amellett hogy
tartalmazzdk a DNS-replik4cié virus-kezd&pontjat,
egyttal kédoljak mind a korai, mind a kés6i transzk-
ripciés egység promoterjét is. Az SV40 kezdSpont
tartomanyanak orienticidja olyan volt, hogy az in-
terferont kodolé génnel a késSi transzkripcids egység
promotere volt szomszédos helyzetben.

A rajzok révid ismertetése

Az 1. dbra az indukilt periferidlis vér-limfocita
(PBL) poli(A)+RNS szachar6z-gradienses centrifugé-
lasét szemlélteti. Az interferon-aktivitisnak két csics-
értéke volt megfigylehetS vonalkdzott oszlopokkal
dbrazolva). 12S és 16S mérettel. A (fentiektSl fug-
getlenil centrifugélt) ribosz6més RNS-jelz6k helyzetét
az abszorbancia-profil felett jeleztik.

A 2. dbra az indukdlt PBL poli(A)+RNS savas
karbamid-agarézon keresztili elektroforézisét szem-
1élteti. Csak egy aktivitds- cstcsérték volt megfigyel-
hetd, amely 18S RNS-sel migrélt egyiitt. A szom-
szédos sivban vizsgélt és etidium-bromidos festéssel
lathat6vd tett ribosz6mas RNS-jelzbk helyzetét az
aktivitds- profil felett jeleztik.

A 3. 4bra 96 kolénia indukélt és indukilatlan
32p_jelzett cDNS-prébéval kapott hibridizéciés képét
szemlélteti. 96 egyedi transzformdnst szaporitottunk
egy mikrotiter-lemezen, a replikdtumot két nitrocel-
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[ 1

luléz-membrénon teritettik, majd a szlrSket vagy
indukdlt mRNS-bSl (felsé kép), vagy indukilatlan
PBL-kultirdkbdl elkilonitett mRNS-b6l (alsé kép)
kapott 32P-jelzett cDNS prébékkal hibridizdltuk. A
sz(ir6ket azutin a nemhibridizdlt RNS eltdvolitasa
cé1jab6] mostuk, majd rontgenfilmre helyeztik. Ezek
a szircsoportok 8300 fiiggetlen kol6niét tartalmazé
86 ilyen szfrScsoport reprezentins képvisel§iének
tekinthetSk. Az ,indukilt” klénok egyik példdul szo-
laglé képviselSjét ,H12"-ként jeloltik az dbrin.

A 4. 4dbra a 69-es klén cDNS inszertumanak
restrikci6s endonukledz ,térképe”. A cDNS inszertum
Pstl helyek (pontok a két végen) és oligo dC-dG
farkak (egyszerd vonalak) altal van kotve. A reszt-
rikciés nukledzzal végzett hasitds Gtjan kapott frag-
mensek szdmat és méretét 5%-os akrilamid-gélen
keresztiil torténS elektroforézis alapjin becsiiltik. Az
egyes helyek helyzetét (14sd 5. dbra) nukleinsav-szek-
vendlds Wtjan azonositottuk. A legnagyobb nyilt le-
olvas6é fazis koédoldsi tartoménydt bekeretezve &bra-
zoltuk; a vonalkdzott tartoméiny mutatja a feltételezett
20 maradék-szignal peptid-szekvenciédt, mig a ponto-
zott szakasz az érett IIF szekvenciat (146 aminosav)
képviseli. Az mRNS 5’-vége balra, a 3’-vég pedig

jobbra van.
Az 5. 4bra a p69 plazmid cDNS inszertuméinak
nukleotid- szekvencidjit szemlélteti, az IFN-y

leggyakoribb allél-alakjat mutatva. L4thaté a leghosz-
szabb nyilt leolvaséfazis levezetett aminosavszekven-
cidja is. A feltételezett szigndl-szekvencit az ,S1”
és ,520” jelek kozotti maradékok képviselik.

A 6. dbra az IFN-y mRNS szerkezetének a leukocita
(IFN-t) és fibroblaszt (IFN-B) interferon szekezetével
valé Osszehasonlitdsdt mutatja. Az ,Immun” jelzésd
69-es klon mRNS-e szignifikdnsan nagyobb meny-
nyiségben tartalmaz ,leforditatlan” szekvencidkat.

A 7. 4dbra az IFN-y expressziés plazmidjénak a
pIFN-y trp48 felépitésének vézlatos diagrammja. Ki-
indulasi anyag a p69 plazmidb6él szarmazé 1250
bazispart tartalmazé Pstl cDNA.

A 8. 4bra az IFN-y majom-sejtekben torténd exp-
resszidjara alkalmazott plazmid diagrammja.

A 9. dbra nyolc kiilonboz8, EcoRI enzimmel kezelt
humin genom DNS-nek a ?69 plazmid tyha cDNS
inszertumab6l szirmaz6, 32P-jelzett, 600 bézispart
tartalmazé Ddel fragmemsével torténd Southern-féle
hibridizacidjat szemlélteti. Két EcoRI fragmens tisztin
hibridizal a prébaval mindegyik DNS-mintdban.

A 10. 4bra nyolc kiilonbdzd resztrikciés endonuk-
ledzzal kezelt humén genomikus DNS-ének a p69
plazmidb6l szdrmazé 32P- jelzett szond4val torténd
Southern-féle hibridizéci6jat mutatja.

A 11. 4bra a pB1 vektor 3.1 kbp HindIIl inszertum
(amelybdl a PGK promoter elkiilonitése tortént) rest-
rikcids térképét mutatja. Lithaté egy EcoRI helynek
és egy Xbal helynek a PGK gén 5’-szegélyezd
DNS-ébe valé beiktatasa. .

A 12. 4bra az 5’-szegélyez§ szekvencidt és a PGK
gén kezdeti kédolé szekvenciéjat mutatja az Xbal és
EcoRI helyek beiktatdsa el6tt.

A 13, 4bra egy Xbal helynek a PGK promoter
8-helyzetébe torténd beiktatdsdra, valamint az emlitett
Xbal-véget és egy Sau3A véget tartalmazé PGK-5’-
szegélyez8 szekvencia 39bp fragmentjének elkiiloni-
tésére alkalmazott eljérist szemlélteti vézlatosan.
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A 14, 4bra vazlatosan mutatja egy a fenti 39bp
fragmenst, tovabba a Pvul-t8] Sau3A-ig terjedd 265bp
PGK-5'-szegélyez8 szekvencidt (lasd 11. dbra és egy
az Xbal-hellyel szomszédos EcoRI helyet tartalmazé
300bp fragment felépitési médjat.

A 15, dbra az 1500bp PGK promoter-fragmen
(HindlIVEcoRI) felépitési modjit szemlélteti vézla-
tosan; ez a fragmen a 14. 4brdn vézolt médon
felépitett fragmens mellett egy HindlI-t6l Pvul-ig
terjedd 1300bp fragmenst is tartalmaz a PGK-5'-sze-
gélyez8 szekvbencidb6l (lasd 11. 4bra).

A 16. dbra egy human immuninterferon élesztGben
16rténd expresszidjira alkalmas expressziés vektor
Osszetételét szemlélteti; ez a vektor a mddositott
PGK-promotert, az IFN-y cDNS-t és az éleszt5-PGK-
gén terminator- tartomanyat tartalmazza, amint ezt
az aldbbiakban részletesebben ismertetjiik.

Az eljirds részletes leirasa

A. Az JFN-y mRNS eredete

Periferidlis vér-limfocitdkat (PBL) emberi dono-
roktdl szereztiink leukoforézis ttjan. A PBLs-t Fi-
coll-hypaque gridiens- centrifugélassal tisztitottuk to-
vabb, majd 5x106 sejt/ml koncentricidig tenyésztettitk
egy 1% L-glutamint, 25 mM HEPES-t és 1% peni-
cillin-sztreptomicin-oldatot (Gibco, Grand Island, N.
Y.) tartalmazé RPMI 1640 taptalajon. Ezeket a sejteket
azutdn nitrogén staphylococcus-enterotoxin B (1
ug/ml) segitségével indukaltuk IFN-y termelésére 24—
48 6ra hosszat tenyésztettiik ket 37 °C hdmérsékleten,
5% COz2 jelenlétében. A PBL-tenyészethez 0,1 pg/mi
dezacetiltimozin-«-1-et adtunk az IFN-y aktivitas vi-
szonylagos hozaménak ndvelése céljabél.

B. A messenger-RNS elkiilonitése

Az 0sszZRNS-nek a PBL kultirdkb6l valé extrakci-
6jat lényegileg az S. L. Berger és munkatarsai (33)
dltal leirt médszerrel végeztik. A sejteket centrifugé-
lassal tomoritettiik, majd 10 mméV/1 nérium-kloridot,
10 mmol/1 trisz-hidrokloridot (pH=7,5) 1,5 mmél/1
magnézium-kloridot és 10 mmdl/1 ribonukleozid-va-
nadil-komplexet tartalmazé oldatban djra szuszpendal-
tuk Sket. NP-40 (1%-os végkoncentrécidban) valé hoz-
zdaddsival lizaltuk a sejteket és a sejtmagokat centri-
fugalassal tomoritettiik. Az 6sszRNS-t a szupematans
folyadék tartalmazta, ezt fenollal és kloroformmal valé
t0bbszori extrakcidval tisztitottuk tovabb. A vizes fi-
zishoz nétrium-kloridot adtunk 0,2 méV/!1 koncentricio-
ig, majd kétszeres térfogati etanol hozzdadisa dtjin
az 6sszRNS-t levélasztottuk. Az indukalatlan (nem-sti-
muldlt) kultirdkb6l ugyanezzel a médszerrel vélasz-
tottuk le az RNS-t. Oligo-dT celluléz-kromatografiat
alkalmaztunk az mRNS-nek a teljes RNS-készitmé-
nyekbdl torténd tisztitisdra (34). 1-2 liter PBL kultd-
rib6l 5-10 mg d&sszes RNS & 50-200 pg
Poly(A)+RNS volt 4ltaldban kinyerhet§.

C. Az mRNS méret szerinti frakciondlisa

Kétféle médszert alkalmaztunk az mRNS-készit-
mények frakcionéldsira. Ezeket a médszereket egy-
méstél fiiggetlenil (tehdt nem egyiittesen) alkalmaz-
tuk; mindkettGvel az IFN-mRNS szignifikdns mértékd
disitasat értik el

Az mRNS frakciondldsdra els@sorban formamid
denaturdl6szer jelenlétében torténd szachar6z-gradiens
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centrifugdldst alkalmaztunk. 70%-os formamidban
5%-t61 25%-ig mend szachar6z- grédienssel (32) cent-
rifugdltunk 154 000 g-vel, 20 °C hOmérsékleten, 19
6ra hosszat. 0,5 ml-es egymésutani frakci6kat vezet-
tiink el a gardiens tetejérSl, ezeket etanollal lecsaptuk
és egy-egy hényadrészt Xenopus laevis oocitikba
injektiltunk az mRNS transzliciéja céljabol (35). 24
6ra hosszat inkubdltunk szobahSmérsékleten, majd az
inkubdcids kozeget virusellenes aktivitdsra vizsgéltuk
a standard citopétids hatds-gatlisi modszerrel, vezi-
kuléris sztomatitisz-virus (Indiana-torzs), vagy enke-
falomiokarditisz-virus WISH (humén amnion) sejte-
ken, a Stewart (36) éaltal leirt mdédon, azzal az
eltéréssel, hogy a mintikat 4 6ra helyett 24 6ra
hosszat inkubaltuk a sejtekkel a virussal torténd
fertézés eldtt. Minden esetben két aktivitdsértéket
figyeltink meg a szacharéz-gradienssel frakcionalt
RNS-sel (1. 4bra). Az egyik csdcs 12S szdmitott
méretnek megfelelGen ilepedett és 1 mikrogramm
injektdlt RNS-re szamitva 100-400 egység/ml viru-
sellenes aktivitdst tartalmazott (egy IFN-o standardhoz
viszonyitva). A masik cstics 16S méretnek megfele-
18en iilepedett és korilbelil fele akkora aktivitist
mutatott, mint az el6bbi, lassabban iilepeds csdcs.
Ugy latszik, hogy mindkét aktivitdsi cstcs IFN-y-t6l
szdrmazik, mert ha ugyanezeket a frakciékat MDBK
marha-sejtvonalonvizsgéltuk (amelyet a huméan IFN-y
tudvalevéleg nem véd), akkor nem tapasztaltunk sem-
mi aktivitdst. Ha viszont IFN-o aktivitds illetSleg
IFN-P aktivités lett volna jelen, ez az MDBK prébéaval
(5) konnyen kimutathaté lett volna.

200 ng mRNS-t elektroforézissel is frakcionaltunk,
savas karbamid-agar6z gélen keresztil. Az agaréz
gél-lemez (37, 38) 1,75% agar6zt, 0,025 mo6l/1 nét-
rium-citrtot (pH=3,8) és 6 mél/1 karbamidot tartal-
mazott. Az elektroforézist 25 milliamper 4rammal, 4
°C hémérsékleten, 7 6ra hosszat végeztik. A gélt
ezutdn borotvapengével szeleteltik frakcidkra. Az
egyes szeleteket 70 °C hdmérsékleten megolvasztot-
tunk, majd fenollal kétszer, kloroformmal pedig egy-
szer extrahdltuk. A frakcidat ezutdn etanollal lecsap-
tuk, majd Xenopus laevis oocitikba torténd injekcié
és virusellenes préba ttjan vizsgaltuk IFN-y mRNS
tartalomra. A gél-frakcié mintikban csupén egyetlen
aktivitdsértéket talaltunk (2. 4bra). Ez a csics a 18S
RNS-sel egyiitt migralt és az injektdlt RNS 1 mik-
rogrammjira szdmitva 600 egység/ml aktivitdst mu-
tatott. Ez az aktivitds is specifikusan IFN-y aktivi-
tdsnak mutatkozott, mintogy az MDBK sejteknek
nem nytjtott védelmet.

A szachar6z-gridienssel torténd frakciondlds akti-
vitds- cstcsértékei (12S és 16S) és a savas karba-
mid-gélen torténd frakcionilds aktivitisériéke (18S)
kozotti eltérés azzal a megfigyeléssel magyardzhats,
hogy ezeket az egymdstol fiiggetlen frakcionélasi
moédszereket nem végeztiik teljesen denatural6 kriil-
mények kozott.

D. IFN-y szekvenciékat tartalmaz6 kol6nia-,konyv-
tar” elGallitdsa

3 ug gélen frakciondlt mRNS-t alkalmaztunk ket-
t0ssz4li cDNS standard eljdrdsokkal (26, 39) torténd
elodllitdsira. A cDNS-t méret szerint frakcion4ltuk
6%-os poliakrilamid gélen. Elektroelicié itjan két
méret szerinti frakci6t kaptunk, 8001500 bazis-parral
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(138 ng) illetSleg 1500 feletti bazis-parral (204 ng).
Mindkét méretd cDNS frakci6b6l egy-egy 35 ng-nyi
részt dezoxiC maradékkal hosszabbitottunk meg ter-
mindlis dezoxinukleotidil-transzferdz (40) alkalmazi-
sival és a Pstl helyen hasonlé médon dezoxiG
maradékkal meghosszabbitott pBR322 plazmiddal
(300 ng) kezeltik Oket (41). Mindkét ily médon
kezelt elegyet azutén E. coli K12 294-torzsbe transz-
formaltuk. Megkozelitleg 8000 transzforménst kap-
tunk a 800-1500 bp cDNS frakciéval és 400 trans-
forménst az 1500 feletti bp ¢cDNS frakciéval.

E. A kol6nia-konyvtérak szlirdvizsgilata indukalt
cDNS-re

Az egyes kolénidkat kilon-killon beoltottuk mik-
rotiter-lemezek LB (58) mellett 5 pg/ml tetraciklint
tartalmaz6 mélyedéseibe és dimetil-szulfoxid 7% kon-
centriciéig torténs hozzdaddsa utin -20 °C hOmér-
sékleten taroltuk a lemezeket. A kol6nia-konyvtir két
majd mindegyik kol6nidbél a DNS-t Grunstein-Hog-
ness (42) moddszere szerint rogzitetik a szlréhoz.

Indukalt és indukalatlan PBL tenyészetekb6l 32P-
vel jelzett cDNS prébakat készitettiink ezutén, gélen
frakcionélt 18S mRNS felhasznalaséval. Oligo dT12-18
primert alkalmaztunk €s a reakciét a mdar leirt (1)
koriilmények kozott folytattuk le. A cDNS 600-1500
bp méretd frakciéib6l kapott 8000 transzforménst,
valamint ¢cDNS 1500 bp méretd frakciéibdél kapott
400 transzforménst tartalmazé szirsket 20x10% cpm
indukalt 32P-cDNS-sel hibridizaltuk. Egy hasoni6 mé-
don elkészitett parhuzamos sziirg-sorozatot 20x10°
cpm indukélatlan 32P-cDNS-sel hibridiz4ltunk. A hib-
ridizélast 16 6ra hosszat folytattuk a Fritsch és mun-
katérsai (43) 4ltal leirt korilmények kozott. A sziirSket
ezutdn alaposan mostuk (43) majd 16-48 6rai id6-
tartamra Kodak XR-5 rontgen-filmre helyeztik ket
Dupont ,Lightning-plus” erdsité sziird alkalmaz4sa-
val. Mindegyik kol6nia esetében Osszehasonlitottuk
egymissal a két prébaval kapott hibridizacio- képet.
A kolénidk korilbeliil 40%-a tisztdn megallapithat6an
hibridizalt mindkét prébaval, mig a kolénidk koriil-
beliil 50%-a a szondék egyikével nem mutatott hib-
ridizéciét (l4sd 3. 4bra). 124 koldnia szignifikins
médon hibridizalt az indukdlt prébaval, de nem volt
kimutathaté (vagy igen gyenge volt) hibridizdci6juk
az indukélatlan prébaval. Ezeket a koldnidkat azutén
kiilon-kiilén inokulaltuk mikrotiter-lemezek mélyedé-
seibe, hagytuk kifejlédni Gket, majd nitrocelluléz-
szdrGkre vittik 4t és ugyanazzal a két prébéval
hibridizaltuk Gket a fent leirt médon. Valamennyi
ilyen kol6niabé! elkiilénitettitk a plazmid DNS-t egy
ismert gyors médszer (44) alkalmazdsdval, ezt szintén
nitrocellul6z-szirdkhdz kotsttik és hibridizaltuk (45)
az indukalt illetSleg indukalatlan prébakkal. 22 ko-
16nidbél kapott DNS csupdn az indukdlt probéval
hibridizalt; ezeket ,indukalt” kolénidkként jeldltik
meg.

F. Az indukalt kolénidk jellemezése.

Ot indukalt kol6nidb6l plazmid-DNS-t készitettiink
(46) és ezt a cDNS betétek jellemzésére haszniltuk
fel. Az 5 indukélt plazmid (p67, p68, p69, p7l és
p72) restrikci6s endonukle4z-térképe azt mutatta, hogy
ezek koziil négy plazmidnak hasonl6 restrikci6s nuk-
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ledz térképe volt. E négy plazmid (p67, p69, p71
és p72) egyarant 4 Ddel helyet, 2 Hinfl helyet és
egyetlen Rsal helyet tartalmazott a cDNS inszertum-
ban. Az 5. plazmid (p68) egy kozdnséges Ddel
fragmenst tartalmazott és a misik négyhez viszonyitva
rovid cDNS klénnak létszott. A restrikciés nukledz-
térképek 4ltal mutatott homolégiat a hibridizécié ered-
ménye is megerSsitett. A p67 plazmid egy 600 bp
Ddel fragmenséb6l egy 32P-vel jelzett DNS prébat
készitettink (47) és ezt a tobbi indukilt kol6nia
hibridizdlaséra (42) alkalmaztuk. Mind az 6t restrik-
ci6s nukledzzal térképezett kol6nia kereszt-hibridiza-
ci6t mutatott ezzel a prébdval, ugyaniigy mint az
indukilt/indukalatlan szdrSvizsgalattal kapott 124 ko-
16nidbél kivalasztott 17 tovabbi koldnia mindegyike
is. Az ezekben a kereszt-hibridizilé plazmidok mind-
egyikében 1év6 cDNS inszertum hosszisigit Psil
enzimes kezeléssel és gél-elektroforézissel hatiroztuk
meg. Ugy talaltuk, hogy a 69-es klon tartalmazza a
leghosszabb ¢DNS inszertumot, ennek hossza 1200~
1400 bazis-par volt. Az Osszes tovabbi kisérlethez
ezt a DNS-t alkalmaztuk; restrikcidés endonukleaz-
térképét a 4. dbra mutatja.

A p69 cDNS-inszertuma nem mds, mint az IFN-y
cDNS, amely hdrom egymastd! fiiggetlen expresszids
rendszerben termelSdott és virusellenes aktivitdst mu-
tat, amint ezt az aldbbiakban részletesebben ismer-
tetjik.

G. A p69 cDNS-inszertumédnak szekvencia-anali-
zise

A p69 plazmid ¢DNS-inszertuménak teljes nukle-
otid-szekvencidjat a didezoxinukleotid lanc-termind-
ciés médszerrel (48) hatdroztuk meg fragmenseknek
az M13 mp7-vektorba t6rténé szubklénozisa (49)
utdn, meghatdroztuk tovdbbd ezt a szekvencift a
Maxam-Gilbert-féle kémiai eljérdssal (52) is. A leg-
hossazbb nyilt leolvasé-fazis egy 166 aminosavbol
all6 fehérjét kodol; ezt az 5. dbra szemiélteti. Az
els§ k6dolt maradék a cDNS 5°-végén elsGnek talalt
metkodon. Az amino-végen 4ll6 els6 20 maradék
valészinileg szignal-szekvencidul szolgil a fennma-
radé 146 aminosav szekrécidjahoz. Ez a feltételezett
szignal-szekvencia olyan vonisokat mutat — mint a
méret és a hidrofobitds — amelyek kozbsek mds mér
jellemzett szigndl-szekvencidk megfeleld vondsaival.
Emellett a feltételezett hasitdsi szekvencidnal talalt
négy aminosav (ser-leu-gly-cys) azonos tobb leuko-
cita- interferon, mint a LelF B, C, D, F és H (2)
hasitdsi pontjinél levé négy maradékkal. A kédolt
érett, 146 aminosavat tartalmazé szekvencia (a to-
vébbiakban ,rekombinins huméin immuninterferon”)
molekulatomege 17140.

A ké6dolt fehérje-szekvencidban két lehetséges gli-
kozilezési hely (50) van, a 28-30 aminosavaknil
(asn-gly-thr) és a 100-102 aminosavakndl (asn-tyr-
ser). E helyek létezése Osszhangban 4ll a huméan-y
megfigyelt glikozilez8désével (6, 51). Emellett a je-
lenlevé Osszesen két cisztein-maradék (az 1- és 3-
helyzetben) sztérikusan tdlsdgosan kdzel van egymés-
hoz, hogy diszulfid-hidat képezhessen, ami szintén
osszhangban 41l az IFN-y redukél6szerek, mint P-
merkapto-etanol jelenlétében megfigyelt stabilitisdval
(51). A levezetett érett aminosav-szekvencia é4ltaldban
eléggé bazikus, 30 Osszes lizin-, arginin- és hiszti-
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din-maradékkal és csupin 19 Osszes aszparaginsav-
és glutaminsav-maradékkal.

A p69 plazmid DNS-szekvencidjibél levezethetSen
az IFN-y mRNS-jének szerkezete hatarozottan eltér az
IFN-a (1, 2) illetSleg IFN-B (5) mRNS-jének szerke-
zetét6l. Amint ezt a 6. dbra szemlélteti, az IFN-y ké-
dol4si tartoménya rovidebb, mig az 5’-leforditatlan és
3’-leforditatlan tartominyok jéval hosszabbak, mint
akér az IFN-q, akdr az IFN-B megfeleld tartoményai.

H. Rekombinins humén immuninterferon kifeje-
z6dése E. coli-ban

Amint a 7. dbra szemlélteti, 50 pg p69 plazmidot
Pstl enzimmel kezeltink, majd az 1250 bazispart
tartalamz6 inszertumot 6%-os poliakrilamid-gélen le-
folytatott gélelektroforézissel kiilonitettiik el. Koral-
beliil 10 pg ilyen inszertumot elektroelicid itjan
nyertiink ki a gélbSl. S pg ilyen Psf fragmenst 3
egység BstNI enzimmel (Bethesda Research Labs)
15 percig kezeltiink 37 °C hémérsékleten részlegesen
lebontds céljdbél, majd a reakcidelegyet 6%-os po-
liakrilamid-gélen tisztitottuk. Kortlbelil 0,5 png
mennyiségben nyertitk ki a kivant, 1100 bazispart
tartalmazé BstNI-Pstl fragmenst. A két emlitett de-
zoxioligonukleotidet 5’-dAATTCATGTGTTATTGTC
és 5’-dTGACAATAACACATG (7. 4bra) — a fosz-
fotriészter-médszerrel (53) szintetiz4ltuk, majd az
aldbbi médon foszforileztik Sket: mindkét dezoxio-
ligonukleotidbdl 100 pmél mennyiséget egyesitettiink
egymdssal 30 pl 60 mmoél/1 trisz-HCl (pH=8), 10
mmoél1 magnézium-klorid, 15 mmél/1 B-merkapto-
etanol &s 240 uCi (y-32P)ATP (Amersham, 5000
Ci/mmél) tartalmd elegyben. Ehhez az elegyhez az-
utdn 12 egység T4 polinukleotid- kindzt adtunk és
az elegyet 30 percig hagytuk reagéini 37 °C hémér-
sékleten. Ezt koveten 1 pul 10 mmél/1 ATP-oldatot
adtunk hozz4 és az elegyet tovabbi 20 percig hagytuk
reagélni. Fenollal és kloroformmal torténd extrakci6é
utdn a kapott oligomereket a BstNI-Pstl 1100 bazis-
part tartalmazé fragmens 0,25 pg-javal elegyitettiik
és etanollal lecsaptuk. Az igy kapott fragmenseket
20 mmél/1 trisz-HCl (pH=7,5), 10 mmél/1 magné-
zium-klorid, 10 mmdél/1 ditio-treitol, 0,5 mmél/1 ATP
€s 10 egység T4 DNS-ligaz tartalmi oldat 30 pl-jével
2 6ra hosszat kezeltik 20 °C hémérsékleten. Az
elegyet azutin a koheziv végek kapcsoléddsa révén
fellépd polimerizicié kikiiszobolése céljabol 1 6ra
hosszat kezeltiiok 31 egység Pstl és 31 egység EcoRI1
enzimmel, majd 6%-os poliakrilamid-gélen torténd
elektroforézisnek vetettik ald. Az 1115 bazispart tar-
talmazé terméket (110 000 cpm) elektroelucié ttjdn
nyertiik ki.

A pLelF A trp 103 plazmid (7. 4bra) a pLelF A
25 plazmid (1) olyan szirmazéka, amelybsl a LelF
A génhez tévolesG EcoRI-helyet eltivolitottuk (27).
3 pg plelF A trp 103 plazmidot 20 egység EcoRI
és 20 egység PsiI enzimmel kezeltink 90 percig 37
°C hémérsékleten, majd 6%-os poliakrilamid-gélen
elektroforizdltuk. A nagy (koriilbelil 3900 bazispart
tartalmaz6) vektor-fragmenst elektroelicié Gtjan nyer-
tik ki. Az 1115 bézispirt tartalmazé EcoRI-Psi
IFN-y DNS-fragmentet 0,15 pg fenti médon elG4llitott
vektorba kapcsoltuk. Az E. coli K-12 294 torzs
(ATCC 31 446 sz.) transzformiciéja 120 tetraciklin-
rezisztens kolénist eredményezett.
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Plazmid DNS-t éllitottunk el 60 fenti médon
kapott transzforménsbol, majd ezeket EcoRI és Psil
enzimmel kezeltiik. Az igy kapott plazmidokbél hdrom
tartalmazta a kivént 1115 bézisparbél 4116 EcoRI-Pstl
fragmenst. A DNS szekvencia-analizise igazolta, hogy
ezeknek a plazmidoknak a kivdnt nukleotid- szek-
vencidjuk van a trp promoter, szintetikus DNS és
cDNS kozotti kapesolédisi helyeknél, A tovabbi vizs-
gilatokhoz e plazmidok egyikét, a pIFN-y trp 48
plazmidot vélasztottuk. Ezt aplazmidot hasznaltuk 5l
az E. coli K-12 W3110 tdrzs (ATCC 27 325 sz.)
transzformaldsara.

I. Az IFN-y-kédol6 szekvencia génszerkezete

Az JIFN-y-t kédol6 gén szerkezetét a Southern-féle
hibridizaciés modszerrel vizsgéltuk. E médszer (54)
szerint 5 pg nagy molekulatdmegd humén limfocita
DNS-t [amelyet az irodalomban (55) leirt mdédon
allitottunk eld] kilonbozd restrikciés endonukledzok-
kal kezeltiink az emésztés befejezéséig, majd 1,0%-o0s
agar6z-gélen (56) elektroforézisnek vetettiik ald és
nitrocelluléz-szlrdre (54) itattuk fel a terméket. A
p69 cDNS-inszertumanak 600 bazispért tartalmazé
Ddel fragmentjébdl egy 32P-jelzett DNS-prébat alli-
tottunk el (47) és ezt a fenti nitrocellul6z-DNS
készitménnyel hibridizaltuk  (43). A préba 107
cpm/percet szAmldlé6 mintdjat 16 6ra hosszat hibri-
dizaltuk, majd az irodalomban (43) leirt m6don mos-
tuk. Kiilénbdz8 humin donorokbél szdrmazé 8 ge-
nomos DNS-mintit az EcoRI restrikciés endonukle-
dzzal kezeltiink, majd ezeket is hibridizaltuk a p69
32p_jelzett szonddval. Amint ezt a 9. 4brén szemlél-
tetjiik, két tiszta hibridizdcés szignal volt megfigyel-
hetS, amelyek mérete 8,8 kilo-bazispér (kbp). illetSleg
2,0 kbp volt (a Hindlll enzimmel kezelt ADNS
mobilitdsdval valé dsszehasonlitas alapjan becsiilt ér-
tékek). Ez az eredmény vagy két IFN-y gént6l, vagy
pedig egyetlen, egy EcoRI hely 4ltal hasitott géntél
szdrmazhat. Minthogy a p69 c¢DNS nem tartalmaz
EcoRI helyet, egy bels6 EcoRI helyet tartalmazé
kozbelépd (intron) szekvencidra volna sziikség ahhoz,
hogy egyetlen gén feltételezésével magyardzzuk meg
a fenti eredményt. Abbol a célbél, hogy a fenti két
lehetdség kozott kiilonbséget tehessiink, egy tovabbi
Southern-féle hibridizdciét végeztink ugyanazzal a
szondéaval, egyetlen human DNS 5 tovabbi endonuk-
ledzos emésztési termékével (10. abra). Két hibridizalé
DNS-fragmentet kaptunk két tovabbi endonukleszos
emésztési termékbdl: Pvull (6,7 kbp és 4,0 kbp) és
Hincll (2,5 kbp és 2,2 kbp). Hirom endonukleizos
emésztés adott csupédn egyetlen hibridizalé DNS-frag-
menst, HindIIl (9,0 kbp), Bgill (11,5 kbp) és BamHI
(9,5 kbp). Két IFN-y gént kellett volna kapcsolni
szokatlanul kis tdvolsigra egymast6l (kevesebb, mint
9,0 kbp) ahhoz, hogy ezek ugyanabban a Hindlll
hibridiz4l6 fragmentben foglaljanak helyet. Ez az
eredmény arra mutat, hogy csupén egyetlen homol6g
IFN-y gén (szdmos rokon IFN-a géntél eltéren) van
jelen a humin genomiélis DNS-ben és hogy ezt a
gént egy vagy tobb, EcoRI, Pvull és HincIl helyeket
tartalmazé intron hasitja. Ezt a feltevést timogatja
az a hibridizéciés kisérlet is, amelyet éppen a p69
cDNS 3’-leforditatlan tartomény4b6l készitett 32p-jel-
zett (47) fragmenssel (103 bp Ddel fragment 860
bp-t8l 990 bp-ig az 5. 4brén) végeztiink egy humén
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genomialis DNS EcoRI emésztési termékkel szemben.
Ehhez a prébshoz csak a 2,0 kbp EcoRI fragmens
hibridiz4lt, ami arra mutat, hogy ez a fragment a
3’-leforditatlan szekvencidt tartalmazza, mig a 8,38
kbp EcoRI fragmens tartalmazza az 5’-leforditatlan
szekvencidt. Az IFN-y gén szerkezete (egy gén, leg-
alabb egy intronnal) hatdrozottan eltér az IFN-« [tdbb
gén. (2) intronck nélkiil (56)] és az IFN-B-tél [egy
gén intronok nélkil (57)].

J. Baktérium-kivonatok készitése

Az E. coli W3110 pIFN-y tp 48 tbrzs éjjelen at
inkubalt kultirdjat pIFN-y trp 48 hozzdad4sdval (Luria
hisf6zet+5 pg/ml tetraciklint tipkdzegben) alkalmaz-
twk egy 0,2% glikézt, 0,5% kazaminosavat és 5
pg/ml tetraciklint 1:100 higitisban tartalmazé M9
tapkozeg (58) beoltasira. Ehhez azutén indol- akril-
savat adtunk 20 pg/ml végkoncentricidig, amikor az
Asso érték 0,1 és 0,2 kozdtt volt. Asso=1,0-ndl cent-
rifugalas dtjdin 10 ml-es mintdkat dolgoztunk fel és
a kinyert terméket azonnal djra szuszpendéltuk 1 ml
foszfat puffer séoldatban, amely 1 mg/ml marha
szérum-albumint tartalmazott (PBS-BSA). A sejteket
szonikalds utjin feltirtuk és a sejt-tormelékeket cent-
rifugalassal eltavolitottuk. Az elkiilonitett szupernatdns
oldatot a tovabbi feldolgozisig 4 °C hémérsékleten
taroltuk. A szupernatdns oldatok interferon-aktivitdsat
IFN-¢. standardokkal valé Osszehasonlitis (tjdn a
citopdtids hatdst (CPE) gatlsi probdval hatdroztuk
meg és 250 egység/ml-nek taldltuk.

K. Eleszté-torzsek transzforméciGja és kozegek

Az éleszt6-torzsek transzformécidja az irodalomban
(59) leirt médszerekkel tortént. Az E. coli JA300
(thr LeuB6 thi thyA tp (1117) hsdm" hsdR- strR)
torzsek (20) alkalmaztuk funkciondlis TRPI gént tar-
talmazé plazmidok szelektdliséra. Az (a wpl gal2
SUC2 mal CUP I) genotipusi RH21 8 éleszt5-torzset
alkalmaztuk élesztGtranszformaldsira gazdaszervezet-
ként. Az RH218 torzset az American Type Culture
Collection gydjteményében ATCC 44076 sz. alatt
helyeztiik letétbe korlatozas nélkil. A Miller (58)
altal leirt M9 minimélis tipkozeget 0,25% kazami-
nosav (CAA). LB dus tipkdzeggel és 20 pg/ml,
ampicillin hozzdad4sdval autokldvban sterilizituk és
lehdtottikk. Az éleszt8 szaporitisira 1% élesztSkivo-
natot, 2% peptont és 2% glikdzt ¥3% Difco agart
tartalmaz6 YEPD tipkdzeget és 6,7 g/l aminosavak
nélkiili éleszté- nitrogénbizist (YNB, Difco), 10 mg/l
adenint, 10 mg/ uracilt, 5 g/l kazaminosavat (CAA),
20 g/l gliikdzt és + 30 g/l agart tartalmazé YNB+CAA
tapkozeget alkamaztunk.

L. Eleszté expressziés vektorfelépitése

1. 10ug Yrp7-et (14, 15, 16) EcoRI enzimmel
kezeltik. A kapott tapadé6 DNS-végeket DNS-poli-
merdz I (Klenow-fragmen) alkalmazéséval tettiik tom-
pékka. A vektrot és az inszertumot 1%-os agar6z-gélen
(SeaKem) futtatuk, kivagtuk a gélrél, elektroeludltuk,
egyenl§ térfogatd kloroform és fenol elegyével kétszer
extrahéltuk, majd etanollal kicsapatuk. A kapott tom-
pavégd DNS-molekuldkat 50 ml végtérfogatban 12
6ra hosszat ligltuk 12 °C hémérsékleten. Ezt a
ligdciés elegyet haszndltuk fel azutdn az E. coli
JA300 tdrzs transzformaldséra ampicillin-rezisztenci-
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ara és triptofan-prototrd. A TRPI gént mindkét ori-
enticiéban tartalmazé palzmidokat kiilonitettiink el.
A pFRW1 plazmid a TRP1 gént ugyanolyan orien-
tici6ban tartalmazta, mint az Yrp7, mig a pFRW2
plazmid a TRPI gént az ellenkezd orienticiéban
tartalmazta.

20 ug pFRW?2 plazmidot HindIll-mal lineariz&ltunk
és 1%-os agarfzgélen elektroforizdltuk. A linedris
molekuldkat eludltuk a gélrSl és 200 ng-ot a pBl
plazmid (13) 3.1 kb HindlIl inszertuminak 500 ng-
Jjaval kapcsoltunk (ez utébbi egy restrikciés fragmens,
amely az éleszt§ 3-foszfoglicerdt-kindz génjét tartal-
mazza). A ligiciés elegyet hasndltuk fel azutin az
E. coli 294 torzs ampicilin-rezisztencidra és tetracik-
lin- szenzitivitisra val6é transzformilisira. Az egy
ilyen rekombindnsbél elGillitott plazmid egy intakt
TRPI gént tartalmazott, a pB1 betét-DNS 3.1 kbp
HindIll fragmentjével a tetraciklin-rezisztencia gén
HindIII helyén. Az igy kapott termék a pFRM3l1
plazmid. 5 pg pFRM31 plazmidot teljesen lebontottuk
EcoRI enzimmel; a terméket fenollal és kloroformmal
kétszer extrahéltuk, majd etanollal kicsaptuk. A kapott
molekula koheziv végeit DNS-polimeraz I (Klenow
fragmens) alkalmazdsival betoltottiik, oly reakcide-
legyben, amelyben mindegyik dezoxinukleozid-tri-
foszfatot 250 pumél koncentriciéra Allitottuk be. A
reakci6t 20 percig folytattuk 14 °C hdmérsékleten,
ekkor a DNS-t fenol és kloroform elegyével kétszer
extrahdltuk és etanollal kicsaptuk a terméket. Az
ijb6l szuszpendalt DNS-t azutdn Clal enzimmel tel-
jesen lebontottuk, majd 6%-os akrilamidgélen elekt-
roforizdltuk. A vektor-fragmenst eludltuk a gélrél,
fenol és klorform elegyével extrahaltuk és etanollal
kicsaptuk.

A humén eredetd tisztitott 3-foszfoglicerat enzim
hat N-termindlis aminosava a kovetkez$ volt:

1 - 2 - 3 -4 - 5 -6

SER - LEU - SER - HSM - LYS - LEU -

A bels6 Hincll helyet tartalmazé 141 bp Sau
3A-Sau 3A restrikciés fragmens (ldsd a PGK rest-
rikciés térképet a 11. &brdn) DNS-szekvencidjabél
kapott transzlicids leolvaséfizisok egyike az aldbbi
aminosav-szekvenciat képezi:

1- 2 -3 -4-5-206

Met - SER - LEU - SER - SER - LYS - LEU -

A kezdeti metoinin eltdvolitisa utin l4thats, hogy
a PGK N-terminilis aminosav-szekvencidjinak 6 ami-
nosava koéziil 5 homolég a humdn PGK N-terminélis
aminosav-szekvencidjival.

Ez a szekvencia-meghatiroz4si eredmény arra mu-
tat, hogy a pBl plazmid 141 bp Sau3A restrikciés
fragmensében a DNS az éleszt§-PGK szerkezeti gén
kezdeti szakaszat kédolja. Kordbbi kutatdsok (20) azt
mutattak, hogy a PGK mRNS-t képezd DNS-szek-
vencidk a Hindlll fragmens tartomédnyéban foglalhat-
nak helyet. A 141 bp Sau3A fragmens tovébbi szek-
vencia-képzése a PGK promoter tobb DNS-szekven-
cidjét eredményezte (12. 4bra).

Egy 5’ATTTGTTGTAAA3Z’ szekvencidji szinteti-
kus oligonukleotidot szintetizéltunk a szokdsos mdd-
szerekkel [vo.. Crea és munkatdrsai: Nucleic Acids
Res. &8, 2331 (1980)]. E primer 100 ng-jit az 5°-végnél
32p_vel jeleztiik 10 egység T4 plinukleotid-kiniz al-
kalmazaséval egy 200 uCi [y32-P] ATP-t is tartalmaz6
20 ul reakcidelegyben. Ezt a jel6lt primer-oldatot

11

-11-



1 HU 202287 B 2

haszndltuk fel azutin egy primer-javitdsi reakcidban,
amely 1gy volt megtervezve, hogy els6 1épés legyen
egy tobblépéses eljirdsban egy EcoRI restrikciés
helynek a PGK szerkezeti gén szekvencidjat éppen
megel6z6 PGK-5'-szegélyez8 DNS-be vald bevitelére.

100 pg pB1 plazmidot (20) teljesen lebontottunk
Haelll enzimmel, majd 6%-os poliakrilamid-gélen
futattuk. Az etidummal megfestett gél legfels6 sdvjat
(amely a PGK promoter- tartoményt tartalmazza) a
fentebb ismertetett médon, elektroleucié itjan elki-
Ionitettiik. Az igy kapott terméket, amely a DNS
1200 bp Haelll darabja, HinclI-vel emésztettik, majd
6%-o0s akrilamid-gélen futtattuk. A 650 bp sdvot
elektroeliicié itjan elkilonitettik. 5 pug DNS-t kap-
tunk. A DNS mellett a 650 bp-os Haelll-Hincll
darabjat 20 pl vizben (ijbél szuszpenddltuk, majd a
fent leirt foszforilezett primer-oldat 20 pl-jével ele-
gyitettiik. Ezt az elegyet fenol és kloroform elegyével
egyszer extrahédltuk, majd etanollal lecsaptuk a ter-
méket. A széritott DNS-t 50 ul vizben jb6l szusz-
pendéltuk, majd egy forrdsban levs vizfiirdben 7
percig melegitettiik. Az oldatot azutén szdrazjég-etanol
furdSben hirtelen (10~20 mdasodperc alatt) lehdtottiik,
majd jeges vizfiird6be vittik 4t. Ehhez az oldathoz
50 pl olyan oldatot adtunk, amely 10 pl 10X DNS-
polimerdz I puffert (Boehringer Mannheim), mind-
egyik dezoxinukleozid- trifoszfat 10 ml-jét (dATP,
dTTP, dGTP és dCTP) 2,5 mmol/1 koncentriciéban
tartalmaz6 oldatot, 25 pl vizet és 5 egység DNS-
polimerdz I Klenow-fragmenst tartalmazott. Ezt a
100 pl reakcibelgyet 4 6ra hosszat inkubéltuk 37 °C
hémérsékleten. Ezutén fenol-kloroform elegyével egy-
szer extrahdltuk, a terméket etanollal kicsaptuk, lio-
fileztiik és 10 egység Sau3A-val teljesen emésztettik.
A kapott oldatot 6%-os poliakrilamid-gélen futtattuk.
A 39 bazispir méretnek megfelel§ sévot levigtuk a
gélr6l, majd elektroleucié Wtjdn a fent leirt médon
elkiilonitettiik a terméket. Ennek a 39 bp terméknek
egy tompa vége és egy Sau3A tapadé vége van. Ezt
a fragmenst egy mddositott pFIF trp 69 vektorba (5)
klénoztuk. 10 pg pFIF tp 69-et Xbal-gyel lineari-
zaltunk €s fenol-kloroform elegyével egyszer extra-
héltuk, majd etanollal lecsaptuk. Az Xbal tapadévég
betoltésére DNS-polimerdz I Klenow-fragmenst al-
kalmaztunk egy 50 pl térfogatd, mindegyik nukleo-
zid-trifoszfitot 250 pmol koncentriciéban tartalmazé
reakci6elegyben. Ezt a DNS-t BamHI alkalmazisdval
levigtuk, majd 6%-os poliakrilamid gélen futattuk.
A vektor- fragmenst elektroelicié tjan elvalasztottuk
a gélbdl, majd 20 pl vizben djra szuszpenddltuk. E
vektor 20 ng-jit 20 ng fenti médon el@éllitott 39 bp
fragmenssel ligdltuk szobahSmérsékleten 4 Gra hosz-
szat. A ligavids reakciGelegy 1/5 részét hasznéltuk
fel az E. coli 294 torzs ampicillin- rezisztencidra
valé transzfoméldséra (LB+20 pg/ml amp lemezeken).
A transzformdnsokbél kapott plazmidokat egy gyors
szkrin-m6dszerrel (44) vizsgaltuk. Egy plazmidot a
pPGK-39-t vélasztottuk ki szekvencia-analizis céljéra.
E plazmid 20 pg-jat Xbal enzimmel kezeltiik, etanollal
kicsaptuk, majd 1000 egység bakteridlis alkalikus
foszfizzal kezeltik 68 °C hdmérsékleten 45 percig.
Ezt a DNS-t fenol-kloroform elegyével hiromszor
extrahdltuk, majd etanollal lecsaptuk. A defoszforile-
zett végeket 3%P-vel jeleztitk egy 200 uCi [132P)
ATP-t és 10 egység T4 polinukleotid-kindzt tartalmazé
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20 pl reakcidelegyben. A plazmidot Sa/l-gyel végtuk
és 6%-os poliakrilamid-gélen futtattuk.

A 32P.jelzett inszertum-sévot elvélasztottuk a géltsl
és kémiai lebontasi médszerrel (52) szekvencia-vizs-
gélatnak vetettiik ald. Ezen promoter-darab 3’-végén
a DNS-szekvencia a vérakozdsnak megfelel volt.

2. A 312 bp-os Pvul-EcoRI PGK promoter-frag-
ment felépitése

25 pg pPGK-39 plazmidot (13. 4bra) egyidejdleg
kezeltiink 5-5 egység Sall és Xbal enzimmel, majd
6%-os gélen elektroforézisnek vetettik ald. A 39
bp-os promoter-darabot tartalmaz6 390 bp savot elekt-
roelicié utjdn elkdlonitettik. Az djra szuszpendalt
DNS-t Sau3A-val emésztettik majd 8%-os akrila-
mid-gélen elektroforizéltuk. A 39 bp-os PGK pro-
moter- sdvot elektroeludldssal elkiilonitetik. Ez a
DNS 39 bézispart tartalmazott a PGK promoter 5’-
végérSl egy Sau3A-Xbal fragmensen.

25 pg pBl-et Pvul és Kpnl alkalmazésival emész-
tettiik, majd 6%-os akrilamid-gélen elektroforizaltuk.
A DNS 0,8 kbp sdvjat elektroelicié itjan elkiiloni-
tettitk, majd Sau3A-val emésztettilk és 6%-os akri-
lamid-gélen elektroforizdltuk. A PGK promoter 265
bp savjat (11. 4bra) elektroeldciéval elkilnitettitk.

Ezt a DNS-t azutdn a fenti 39 bp promoter-frag-
menssel ligiltuk szobahGmérsékleten 2 6ra hosszat.
A ligdci6s elegyet Xbal és Pvul alkalmazdsival emész-
tettitk, majd 6%-os akrilamid-gélen elektroforizltuk.
A 312 bp Xba—Pvul restrikciés fragmen eletroelicié
itjan elvalasztottuk, majd hozzédadtuk egy 200 ng
pBR322-t (41) (amelyet eldzdleg kiilonitettiink el és
amelyb6l hidnyzott a 162 bp Pvul-Psi restrikciés
fragment) és 200 ng Xbal-Pstl LelF A cDNS gént
(amelyet el6zGleg killonitettiink el 20 pg pLelF trp
A 25-bgl) tartalmazé ligiciés elegyhez. Ezt a hé-
rom-faktoros ligici6s elegyet haszndltuk fel az E.
coli 294 torzs tetraciklin-rezisztencidra val6 transz-
formaldsira. A transzformins kolénidkat miniszkri-
neltiik (44) és az egyik koldnidt (pPGK-300) elki-
Ionitettiik, ez 304 bazispirt a PGK 5’-szegélyezd
DNS-bdl, a LelF génhez kapcsolva egy pBR322-alapu
vektorban. A LelF A gén 5’-végének a kovetkez$
szekvencidja van: 5’-CTAGAATTC-3'. Igy a PGK
promoter-fragmensbd] szdrmazé Xbal helynek e szek-
vencidba valé fiiz i6ja lehetSseget nyijt egy EcoRI
helynek az Xbal helyhez valé hozzdaddséra. A pPGK-
300 tehédt tartalmazza a PGK-promoter egy részét
egy Pvul-EcoRI fragmensben elkiilonitve.

3. Egy 1500 bp EcoRI-EcoRI PGK promoter-frag-
mens felépitése

10 ug pB1-t Pvul és EcoRI enzimmel kezeltiink és
egy 6%-os akrilamid-gélen futtattuk. A PGK 5’-sze-
gélyez6 DNS-bél szdmazé 1.3 kb Pvul-EcoRI DNS-
sévot elektroeludldssal elkiilonitettiink. 10 pug pPGK-
300-at EcoRI és Pvul enzimmel kezeltiink és a 312
bp promoter-fragmenst az igy kapott enzimes kezelési
reakcibelegy 6%-os akrilamid-gélen torténd elekrofo-
rézise utdn elektroeliiciéval elkilnitettik. 5 pg
pFRL4-et EcoRI-vel hasitottunk, etanollal kicsaptuk,
majd bakteridlis alkalikus foszfatizzal kezeltiik 68 °C
h&mérsékleten 45 percig. A kapott elegyet fenol klo-
roform elegyével hdromszor extrahdltuk, az igy kapott
DNS-t etanollal kicsaptuk, majd e vektor 200 ng-jat
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20 ml vizben 1jbdl szuszpendiltuk és 100 ng 312 bp
EcoRI-Pyul DNS-sel (pPGK-300-b6l) és 100 ng Eco-
RI-Pvul DNS-sel (pB1-b6l) kapcsoltuk. A ligicids ele-
gyet hasznéltuk fel ezutin az E. coli 294 torzs ampi-
cillin-rezisztencidra valé transzformilisdra. A kapott
transzforménsok egyike pPGK-1500 volt. Ez a plazmid
az 1500 bp PGK promoter-fragmenst tartalmazza, a
DNS EcoRI-EcoRI vagy Hindlll-EcoRI darabjaként.

10 pg pPGK-1500-at Clal és EcoRI enzimmel
teljesen lebontottunk, majd az enzimes lebontasi re-
akcidelegyet 6%-os akrilamid-gélen elektroforézisnek
vetettik ald. A PGK promotert tartalmazé 900 bp
fragmenét elektroelicié atjan elkilonitettik. 10 pg
pIFN-ytrp 48-at EcoRI és Hincll enzimmel teljesen
lebontottunk és 6%-os akrilamid-gélen elektroforizal-
tuk. A kdzvetlen expressziéra alkalmas IFN-y cDNS-t
tartalmazé 938 bp sdvot elektroelicid utjan elkilo-
nitettik a gélrél.

Az éleszt expresszids vektort egy 3 faktort tartal-
maz0 reakcidelegyben épitettiik fel, a PGK promoter-
fragmen (egy Clal-EcoRI darabon), a deléciés pFRM-
31 és a fent leirt médon elkilonitett IFN-y ¢cDNS li-
gécidja Utjén. A ligicids reakcidelegyet 12 6ra hosszat
inkubéltuk 14 °C hémérsékleten. Ezt a ligacids elegyet
hasznéltuk fel azutdn az E. coli 294-t6rzs ampicillin-
rezisztenciéra val6 transzformdldséra. A transzforman-
sokat azutdn vizsgaltuk, hogy jelen van-e bennik a
helyesen felépitett pPGK-IFN-y expressz6s plazmid
(16. 4bra). Az expressziés rendeszert tartalmaz6 plaz-
midokat hasznéltuk fel az RH218 élesztS-torzs szfe-
roplasztjainak triptofan-prototrofidra val6 transzformé-
l4sdra triptofant nem tartalmaz6 agarban. Ezeket a re-
kombindns élesztGsejteket azutdn rekombinins human
immuninterferon jelenlétére vizsgaltuk.

Az élesztSkivonatokat a kovetkezS médon 4llitot-
tuk el6: YNB+CAA tdpkozegben 10 ml-es kultirdkat
tenyésztettink Age0-~1-2 eléréséig, majd a sejteket
centrifugaldssal dsszegydjtottik €s 1jbél szuszpendil-
tuk 500 pl PBS pufferoldatban (20 mmél/1 NaH2POq4,
pH=7,4, 150 mmél/1 NaCl). A szuszpenzidhoz tgyan-
olyan ossztérfogatban iiveggyongyoket(0,45-0,5 mm
atmérdjd) adunk, majd az elegyet 2 percig kevertetjik.
Az igy készitett kivonatot 30 percig centrifugéljuk
percenként 14 000 fordulattal, majd a szupernatans
folyadékot elkilonitjik és meghatdrozzuk benne az
interferon-aktivitast, amely a citopétids hatds gatlasin
alapulé médszerrel mérve és IFN-a standarddal dsz-
szehasonlitva 16 000 egység/ml volt.

M. A pSV 69 vektor sejtkultirijanak felépitése

Az SV40-eredetd 342 bazispért tartalmazé Hindl-
1I-Pvull fragmenst egy EcoRI restrikci6s helyhez
kotott fragmenssé alakitottuk at. A Hindlll helyet
egy 5'-dAGCTGAATTC szintetikus oligomer hozz4-
addsa ttjdn konvertdltuk, mig a Pwull helyet egy
EcoRI helybe tortén8 tompavég-ligici6 utjin és ennek
betdltésére polimerdz I Klenow-fragmenst alkalmaz-
tunk. Az igy kapott EcoRI fragmenst a pML-1 EcoRI
helyébe iktattuk be (28). Az ampR géntsl elfelé
orientalt SV40 késSi promotert tartalmaz6 plazmidot
azutén tovébb médositottuk a pML-1 ampR génjéhez
legkdzelebb es§ EcoRI hely eltdvolitdsa dtjan. (27).

A kl6nozott HBV DNS 1023 bizispért tartalmazé
Hpal-Bglll fragmentjét (60) elkiilonitettiik és a he-
patitisz-B virus (HBV) Hpal helyét egy 5’dGCGA-
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ATTCGC szintetikus oligomer alkalmazisival egy
EcoRI hellyé alakitottuk 4t. Ezt az EcoRI-BglII kotott
fragmentet kozvetleniil klénoztuk az SV40-eredetd
plazmid fent leirt EcoRI-BamHI helyeibe.

A fennmaradé EcoRI helyre azutin az IFN-y gént
iktattuk be a p69 egy 1250 bézipért tartalmazd Ps:l
fragmentjén, a Pstfl végeknek EcoRl végekké vald
atalakitdsa utdn. Olyan klénokat kiilonitetilink el, ame-
lyekben az SV40 kés6i promoter megeldzte az IFN-y
szerkezeti génjét. A kapott plazmidokat azutdn szo6-
vettenyészet sejtjeibe vezettik be (29) egy olyan
médositott DEAE-dextran médszer alkalmazisival,
amelyben a DEAE-dextrén jelenlétében torténé transz-
fekciét 8 6ra hosszat folytattuk. A sejtkdzeget 2-3
naponként cseréltilk. 200 mikroliter kdzeget vettiink
el naponta bioldgiai interferon-meghatirozis céljira.
A transzfekcié utin 3 vagy 4 nappal a vizsgélt
mintdkban 4ltalaban 50-100 egység/ml interferont
taldltunk.

Az elemzési adatok azt mutatjak, hogy a kifeje-
zett-termékbdl hidnyzik a rekombindns humin im-
muninterferon N-termindlis CYS-TYR-CYS része
(vd.: 5. 4bra), tovabba, hogy egy szignél-peptid hasitas
van a CYS-GLN kapcsolatnal (az 5. dbra szerinti 3.
és 4. aminosavnil); ezek szerint gy latszik, hogy
az érett polipeptid ténylegesen 143 aminosavbél 4ll.

N. A majomsejtekbd] kapott immuninterferon rész-
leges tisztitdsa

Annak érdekében, hogy a majomsejtekbsl szér-
maz6é humén IFN-y nagyobb mennyiségeit termelhes-
siik, 10 darab 10 cm-es lemezen COS-7 sejtek friss
egysejt-rétegeit fertGztiik 4t &sszesen 30 pg pDLIF3-
mal 110 ml DEAE-dextrinos kdzegben, amely 200
pg/ml DEAE-dextrant (molekulatdmeg: 500 000) és
0,05 m6V1 7,5 pH-értékd triszt tartalmazott DMEM-
ben. 37 °C hémérsékleten lefolytatott 16 6rai inkubélds
utdn a lemezeket DMEM-mel kétszer mostuk. 10%
borjiembriészérumot (FBS) 2 mmél/1 glutamint. 50
pg/ml G-penicillint és 50 mg/ml sztreptomicint tar-
talmaz6é 15 ml friss DMEM-et adtunk azutin mind-
egyik lemezhez. A kovetkez§ napon a kozeget szé-
rummentes DMEM-re cseréltikk ki, majd minden nap
szérummentes kdzeget adtunk a lemezekhez. A ko-
zegeket Osszegydjtottiik és 4 °C hémérsékleten ti-
roltuk az elemzésig illetSleg a szabilyozott pérusd
iiveghez (CPG) val6é kotésig. A transzfekcié utin 3
és 4 nappal kivett mintik Osszegy(jtott frakcidit
megelemezve azt taldltuk, hogy 1ényegileg valamennyi
minta tartalmazott aktivitdst.

100 ml sejt-szupernaténshoz 0,5 g aprészemcséji
szabélyozott pérusi tveget (CPG 350, az Electro-
nucleonics cég gyértménya, szitafinomsdg 120/200)
adtunk és az elegyet 4 °C hdémérsékleten 3 6ra
hosszat kevertettik, majd rovid ideig centrifugéltuk
egy asztali centrifugéban. A leiilepedett iivegydngyo-
ket egy oszlopra vittiik és alaposan mostuk egy 20
mmo6l/1 nétrium-foszfatot, 1 m6V1 nétrium-kloridot és
0,1% béta-merkapto-etanolt tartalmaz6, pH=7,2 értékd
puffer oldattal. Az aktivitist azutin ugyanilyen, de
30% etilénglikolt is tartalmazé pufferoldattal eluéltuk,
majd ugyanilyen, de 50% etilénglikolt tartalmaz
pufferoldattal folytattuk az eluéldst. Az aktivitds 1é-
nyegileg teljesen a szabilyozott pérusi Givegydngyok-
hoz volt kotve; az eludlds sorin az eludlt aktivitds
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75%-a a 30% etilénglikolt tartalmazé pufferoldattal
eludlt frakcidkban jelent meg. Ezeket a frakci6kat
" egyesitettik és egy 20 mmol/1 nitrium-foszfitot és
1 moél1 nétrium-kloridot tartalmazé, pH=7,2 értékid
pufferoldattal 10% etilénglikol-koncentriciéra higitot-
tuk és kozvetlenill felvittik egy 10 ml Con A Sep-
harose adszorbenst (Pharmacia) tartalmazé oszlopra.
Az oszlopot a 20 mmoV/1 nétrium-foszfatot €s 1 mél/l
nétrium-kloridot tartalmazé, pH=7,2 értékd pufferral
alaposan mostuk, majd az aktivitist a fentivel egyezs,
de 0,2 mol/1 a-metil-D-mannozidot is tartalmazé puf-
feroldattal eludltuk. Az aktivitds szdmottev8 része
(55%) nem kotddott ehhez a lektinhez. Az aktivitds
45%-a eludlodott o-metil-D-mannoziddal.

Gyégyszerkészitmények

A taldlmédny szerinti eljirdssal el@éllitott termé-
kekbdl a szakmabeliek &ltaljél ismert médszerekkel
készithetiink gy6gyiszati célokra felhasznilhaté ké-
szitményeket; ennek sordn a taldlminy szerint elél-
litott humén immuninterferon terméket gy6gyiszati
szempontbdl elfogadhaté vivSanyagokkal keverjik
6ssze. Az ilyen célra alkalmas vivSanyagokra és
felhasznilisuk médjaira vonatkozélag utalunk példaul
E. W. Martin: Remington’s Pharmaceutical Sciences
c. munkéira. Az ilyen készitmények a taldlmany sze-
rinti eljrdssal eldallitott interferon-fehérje hatdsos
mennyiségeit tartalmazhatjik, alkalmas vivGanyagok-
kal elegyitve, oly médon, hogy a készitmények meg-
feleld6 moédon adagolhatéak legyenek a gyégydszati
kezelést igényls személyeknek.

A. Parenterilis beadasra szolgal6 készitmények

A humin immuninterferon parenterdlis dton adhaté
be tumorellenes vagy virusellenes gyégykezelést
igényl6 vagy immunoszupressziv 4llapotokat mutaté
betegeknek. Az adagolés és a beadds médja hasonlé
lehet a klinikai vizsgélatokra jelenleg alkalmazott
mésfajta human interferonokéhoz, igy példul naponta
koriilbelill 1x106-10x10% egység, 1%-nil nagyobb
tisztasdgi fokii anyagok esetében pedig példaul 50x106
egységig is emelkedhet a napi adag. A taldlminy
szerinti eljirissal elGéllitott IFN-yadagjai a hatéds fo-
kozdsa céljabol még szamottevé mértékben tovabb
is ndvelhetSk, minthogy ebbdl a termékbd lényegileg
hidnyoznak az olyan egyéb humdin fehérjék, amelyek
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embereknek beadva nem kivénatos mellékhatésokat
okozhatnak.

A lényegileg homogén IFN-y parenterilis dton
beadhaté adagjénak példdjaként 3 mg 2x108 egy-
ség/mg specifikus aktivitasi IFN-yt 25 ml 5 N
huméin szérum-albuminban oldhatunk (gyégyszer-
konyvi min8ségl szérum-albumint atkalmazva erre a
célra), az oldatot egy bakterioldgiai szirSn 4tszdrjik,
majd a lesziirt oldatot aszeptikus médon 100 ampul-
laba osztjuk szét, ily médon egy-egy ampulldban
6x10% egység tiszta interferont kapunk parenterélis
beaddsra alkalmas készitmény alakjiban. Az igy am-
pullizott készitményt, célszerlen hidegen, -20 °C
hémérsékleten taroljuk felhasznélésig.

2 ot 2

A. A virusellenes aktivitds jellemzése.

Antitest-semlegesités céljaira a mintdkat a sziik-
séghez képest 500-1000 egység/ml koncentricibra
higitjuk foszfit-puffer s6oldat és marhaszérum-albu-
min (PBS-BSA) elegyével. Egyenl§ térfogatd mintékat
2-12 6ra hosszat inkubdlunk 4 °C hémérsékleten,
nyil antihumén-leukocita, fibroblaszt vagy immunin-
terferon antiszérum higitas-sorozatival, Az ennek so-
ran alkalmazott anti-IFN-o és -B a National Institute
of Allergy and Infectious Diseases intézet terméke
volt. Az anti-IFN-y-t 5-20%-os tisztasdgi autentikus
IFN-y-bél allitottuk el§; ez utdbbit stimulalt perife-
ridlis vér-limfocitdkb6l nyertiik és tisztitottuk. A min-
takat a vizsgélat elStt 3 percig centrifugdltuk 12 000
g-vel. A készitmény pH=2 értéken mutatott stabili-
tisdnak vizsgilata céljabél a mintdkat 1IN sésavoldattal
p=2 értékre Allitottuk be, majd 4 °C hémérsékleten
2-12 6ra hosszat inkubédltuk és a mérés elstt IN
nétrium-hidroxid-oldattal semlegesitettiik Gket. A nit-
rium-dodecil-szulfttal (SDS) szembeni érzékenység
vizsgélata céljabél a mintdkat azonos térfogati 0,2%-
os SDS-oldattal inkubéltuk 4 °C hémérsékleten 2—-12
6ra hosszat, majd ezutin vetettilk Gket ald mérésnek.

B. Az E. coli és COS-7 sejtek 4ltal termelt
IFN-jellemzése

Az IFN-q, IFN-B és IFN-y standard mintak kii-
Ionféle kezelések utdn mutatott jellemzd viselkedé-
sének adatait az aldbbi tablzatban foglaltuk &ssze:

Virusellenes aktivitds (egység/ml)

E. coli W3110/ COS-7 sejt/
pIFN-y trp48 pSV v 69
) kivonat szuper-
Kezelés IFNa IFN-8 IFN-y natins
Kezeletlen 375 125 250 250 62,5
pH=2 375 125 <6 <12 <4
0,1% SDS 375 - <4 <8 -
nydl anti-IFN-o <8 125 250 250 187
ny#él anti-IFN-B 375 <8 187 250 125
nyél anti-IFN-y 375 125 <4 <® <4
14
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Amint a fenti tiblazat adataibél lathat6, az E. coli
W3110/pIFN-y trp 48 és a COS-7/pSV 7y 69 iltal
termelt interferon-aktivitds savérzékeny, SDS-érzé-
keny és az immuninterferon-antiszérum semlegesiti.
Az TFN-a és IFN-B antitestei nem semlegesitik. Ezek
az adatok tehdt megerdsitik, hogy a fent leirt rendszer
altal termelt hatéanyagok immun interferonok, tovéb-
b4, hogy a p69 plazmid c¢cDNS inszertum az IFN-y-t
kédolja.

A termék tisztitdsa

Az IFN-y szennyezésektSl, példaul baktériumoktol
val6 tisztitisdnak egy lehetséges médjit az aldbbi
altalanos eljaris-vazlat szemlélteti:

1. A sejtek extrakcija nagy vezetSképességd li-
zis-pufferoldatban (kériilbeliil 8 pH-értéken), egy ho-
mogenizétoron nagy nyomdson torténd dtvezetése,
majd a tdvoz6 folyadék jégfiirdSben torténd lehdtése
Gitjan.

2. A DNS kicsapdsa a polietilén-iminnel keverés
kozben, példaul 4 °C hémérsékleten,

3. A baktérium-fehérjék lecsapdsa a pH-érték mo-
dositasa (tjin, az IFN-y ezittal is oldatban marad.

4. A szilard részek elkilonitése 4 °C hémérsékleten
torténd centrifugilissal.

5. A szupernaténs betdményitése (a pH-érték (ijboli
beallitdsa utdn) példdul ultraszdiréssel.

6. A koncentrdtum dializise kis vezetSképességil
pufferoldattal szemben.

7. A szilard részek eltavolitisa centrifugéldssal;
az IFN-y ezittal is oldatban marad.

8. Ioncserél-kromatogrifia karboximetil-cellu-
16zon; eludlds novekvs ionerGsségd gradienssel.

9. Kromatografalds kalcium-foszft-gélen; eludlds
novekvs ionerdsségd gradienssel.

10. Toncseréld kromatografia karboxilmetil-cellu-
16zon gyengén denaturdl6 koriilmények kozott; eludlds
ndvekvs ionersségil gradienssel.

11. Elvélasztss gélsziiréses kromatogréfidval.

A fenti tisztitisi eljards alkalmazidsdval 95%-ot
meghaladd tisztasigi terméket 4llithatunk eld.

A talilmany szerinti eljirdssal el&éllitott immu-
ninterferon fehérjét meghatirozott DNS-gén és de-
duktiv aminosav-szekvencia meghatirozés alapjin de-
finidltuk (vo.: 5. dbra). A szakemberek szdmdra nyil-
vénvald, hogy az itt konkrétan leirt interferon esetében
természetes allél varidci6k létezhetnek és ilyenek
egyénenkénti kiilonbségekke!l el§ is fordulnak. Ezek
a varidciék az 4ltalanos szekvencdban mutatkozé
aminosav-kiilénbségekben, delécidkban, szubsztitdici-
6kban, inszerciékban, inverziokban, egy vagy tobb
aminosav hozz4addsiban nyilvanulhatnak meg. Az
osszes ilyen allél varidciék is a jelen taldlmény
korébe esnek.

A taldlminy lényege ugyanis a rekombindns DNS-
technol6gia alkalmazésa kiilonféle humén IFN-y-szér-
mazékok elGéllitdsdra; ezek kilonbdzdképpen médo-
sithaték egy vagy tobb aminosav-szubsztiticid, de-
léci6, addicié vagy mis aminosavval valé kicserélés
titjan. Mindezek a médosulatok a huméin IFN-y oly
viltozatai, amelyek a jellemz3 humén IFN-y aktivitdst
mutatjdk és igy ezek elSallitasa egyarint a jelen
talilmany targykorébe tartozik. A jelen leirdsban konk-
rétan ismertetett DNS-t és aminosav-szekvencidt tar-
talmazé IFN-y (v8.. 5. 4bra) eldallitdsi eljérédsanak
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legeldnydsebb reprodukaldsi médja kétségteleniil a
teljes gén szintetikus tdton torténd elGillitdsa — erre
vonatkozélag vo. példdul a (26) alatt idézett irodalmat
-, de eljarhatunk oly médon is, hogy szintetikus
dezoxi- oligonukleotidokat 4llitunk elS, amelyekkel
a cDNS-forrds szonddzhaté abbél a célbdl, hogy a
standard hidridizdciés médszerekkel kiilonitsiik el a
gént. Ha a kivant IFN-y fehérjét kédol6 nukleotid-
szekvencia mér egyszer rendelkezésére 4ll, az IFN-y
nagy tisztasdgban torténé elillitdsahoz szikséges
expresszios, elkiilonitési és tisztitisi mdveleteket a
fenti lefrasban ismertetett médon folytathatjuk le.
Biér a jelen leirdsban a talilmény szerinti eljdrds ki-
l6nlegesen el6nyos kiviteli modjaira utaltunk, nyilvan-
valé, hogy a taldlmény kore nem korltozédik ezekre a
kiilonosen eldnyds modozatokra; a taldlmény korét ter-
mészetszerileg az aldbbi igénypontok hatirozzdk meg.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras rekombindns humén gamma- vagy immu-
ninterferon el6allitdsdra, azzal jellemezve, hogy
emberi szovetbSl mRNS-t nyerlink ki vagy ilyent
szintetizilunk az mRNS-bSl cDNS konyvtarat ké-
szitiink, ezt megfelel6 plazmidba iktatjuk, és ezt
a plazmidot valamely alkalmas bakteriumba, el-
6nyosen E. coliba transzformélva transzforménso-
kat készitiink, a transzforménsokat radioaktiv vizs-
gal6é mintdval (prébaval) dtvizsgéljuk, a hibridizalé
telepekbdl plazmidokat készitiink, ezek cDNS-€nek
szerkezetét megvizsgéljuk, az immuninterferon tu-
lajdonsdgainak megfelels polipeptidet kédolé
cDNS-t magéban foglalé plazmidot kivalasztjuk,
ebbdl a human immuninterferont k6dolé DNS-sza-
kaszt elkiilonitjik és megfelelé szabdlyozé rend-
szerrel rendelkezl vektorba iktatjuk, a vektort
megfeleld baktérium torzsbe, éleszttorzsbe vagy
allati szdvettenyészetbe transzformdljuk, a transz-
forménsokat megfeleld tipkozegben tenyésztjiik,
és a tenyészetb§l a humin immuninterferont ki-
nyerjik.

2. Eljéras a

10

CYS TYR CYS GLN ASP PRO TYR VAL LYS GLU ALA GLU ASN

20

LEU LYS LYS TYR PHE ASN ALA GLY HIS SER ASP VAL ALA

30

ASP ASN GLY THR LEU PHE LEU GLY ILE LEU LYS ASN TRP

40

50

LYS GLU GLU SER ASP ARG LYS ILE MET GLN SER GLN ILE

60

VAL SER PHE TYR PHE LYS LEU PHE LYS ASN PHE LYS ASP

70

ASP GLN SER ILE GLN LYS SER VAL GLU THR ILE LYS GLU

80

90

ASP MET ASN VAL LYS PHE PHE ASN SER ASN LYS LYS LYS

100

ARG ASP ASP PHE GLU LYS LEU THR ASN TYR SER VAL THR

110

ASP LEU ASN VAL GLN ARG LYS ALA ILE HIS GLU LEU ILE

120

130

GLN VAL MET ALA GLU LEU SER PRO ALA ALA LYS THR GLY

140

LYS ARG LYS ARG SER GLN MET LEU PHE ARG GLY ARG ARG

146
ALA SER GLN
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szekvencidji, humin gamma- vagy immuninter-
feron polipeptidet kédolé DNS szekvencia el§alli-
tiséra, azzal jellemezve, hogy

a) emberi sz6vetb6l mRNS-t nyeriink ki, ebbdl
az mRNS-b8l ¢cDNS konyvtirat készitink, ezt meg-
felels plazmidba iktatva, és ezt a plazmidot valamely
baktériumba, eldnydsen E. coli-ba transzformélva
transzformansokat készitiink, a transzforminsokat ra-

dioaktiv vizsgilé mintdval (prébaval) dtvizsgdljuk, a

hibridizal6é telepekbdl plazmidokat készitiink, ezek

¢DNS-ének szerkezetét megvizsgdljuk, és a targyi
kor szerinti szerkezetnek megfelel§ polipeptidet k6-
dolé plazmidot, el6nydsen a p69 plazmidot kivélaszt-
juk, és ebbdl a humén immuninterferont kédolé DNS
szakaszt elkilonitjik, vagy

b) a tirgyi korben megadott aminosav-szekvencis-
nak megfeleld DNS szakaszt vegyi tton szintetizaljuk.

3. Eljards a 2. igénypontban megadott szekvenciiji
huméin immuninterferont kédolé6 DNS szekvenciét
tartalmaz6 vektor elGillitisira, azzal jellemezve,
hogy valamely 2. igénypont szerinti DNS szakaszt
a megfelels szabalyozb rendszerrel rendelkezd vek-
torba iktatjuk.

4. A 3. igénypont szerinti eljirds a humin immu-
ninterferont kédol6 DNS szekvenciét tartalmazo,
E. coliban replikdlédni képes pIFN-y trp48 plazmid
elGallitdsara, azzal jellemezve, hogy p69 plazmidot
Pstl-gyel és BstNI-gyel emésztiink, az N-terminlis
elsé 5 aminosavit kédol6 DNS-en beliil a DNS
szekvenciat elhasitjuk, majd szintetikus DNS-t épi-
tiink az N-terminélis végre olyan médon, hogy
az eredeti N-termindlist kédolé vég helyredlljon,
és ezen kivil még egy MET kéd is legyen az
N-termindlis végén, és az igy kapott plazmidot
EcoRI-gyel és Pstl-gyel hasitott pLEIF A trp 103
plazmidba épitjiik, és a pIFN-y trp48 plazmidot
kinyerjik.

5. A 3. igénypont szerinti eljirds a humin immu-
ninterferont k6dolé DNS szekvenci4t tartalmazd,
élesztSben replikdlédni képes pPGK-IFN-y plazmid
el6allitasira, azzal jellemezve, hogy IFN-y trp48
plazmidot, EcoRI-gyel emésztett pFRM31 plazmi-
dot és Clal-gyel, valamint EcoRI-gyel emésztett
pPGK-1500 plazmidot ligilunk, és a pPGK-IFN-y
plazmidot kinyerjiik.

6. A 3. igénypont szerinti eljirds a humin immu-
ninterferont kédolé6 DNS szekvenciat tartalmazo,
allati szovettenyészetben replikalédni képes pSV
69 plazmid elGéllitdsira, azzal jellemezve, hogy
SV40 origét magiban foglalé EcoRI restrikciés
fragmentumot pML-1 plazmidba iktatjuk, az igy
lérejott plazmidba HBV bAzisparokat tartalmazé
fragmentumot iktatunk, az igy létrejott plazmidban
p69 plazmidb6l eredS IFN-y-gént iktatunk, és igy
a pSV 69 plazmidot nyerjiik.
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7. Eljaras a 2. igénypontban megadott szekvenciaji
humén immuninterferont k6dol6 DNS szekvenciét
tartalmaz6 transzforméns E. coli vagy élesztd torzs,
vagy éllati szdvettenyészet el6éllitasara, azzal jel-
lemezve, hogy valamely 3. igénypont szerinti vek-
tort E. coli, vagy éleszt§ torzsbe, vagy 4llati
szovetsejtbe transzformalunk.

8. A 7. igénypont szerinti eljards a 2. igénypotban
megadott szekvencidji humin immuninterferont
kédolé DNS szekvenciét tartalmaz6 transzforméns
E. coli torzs elGéllitdsira, azzal jellemezve, hogy
valamely E. coli tdrzset a 4. igénypont szerinti
pIFN-y-trp48 plazmiddal transzformélunk.

9. A 7. igénypont szerinti eljiris a 2. igénypontban
megadott szekvencidji huméin immuninterferont
kédolé DNS szekvenciét tartalmazé transzforméns
éleszttorzs elGdllitdsara, azzal jellemezve, hogy
valamely élesztitorzset az 5. igénypont szerinti
pPGK-IFN plazmiddal transzformalunk.

10. A 7. igénypont szerinti eljaras a 2. igénypontban
megadott szekvencidji humdin immuninterferont
kédolé DNS szekvenciat tartalmaz6 transzforméns
allati szovetsejt eldéllitdsira, azzal jellemezve, hogy
valamely dllati szovetsejtet a 6. igénypont szerinti
pSV 69 plazmiddal transzformilunk.

11. Eljirés a 2. igénypontban megadott szekvenciaji
humén immuninterferon, illetve N-termin4lisin
CYS-TYR-CYS aminosavszekvencidt nélkiilozé
szirmazéka eldallitasara, azzal jellemezve, hogy a
7-10. igénypontok barmelyike szerinti transzfor-
méns E. coli vagy élesztGsejtet vagy 4llati szo-
vetsejtet megfelelG tdpkdzegben tenyésztjiik, és a
tenyészetbdl transzforméns E. coli és élesztGsejtek
tenyésztése eseténben a 2. igénypontban megadott
szekvencidji polipeptidet, illetve az 4llati szovet-
sejiek tenyésztése esetében ennek CYS-TYR-CYS
aminosavszekvencidt nélkilozé szdrmazékat ki-
nyerjik.

12. A 11. igénypont szerinti eljarés a 2. igénypontban
megadott szekvencidnak N-terminilisin CYS-
TYR-CYS amianosavszekvenciit nélkiiloz6 szér-
mazékét jelentd humin gamma interferon el§alli-
tisdra, azzal jellemezve, hogy valamely 7. vagy
10. igénypont szerinti transzforméns illati szévet-
sejtet megfeleld tipkozegben tenyésztink, és a
targyi korben jellemzett szekvencidji humén gam-
ma interferont kinyerjik.

13. Eljards a rekombinéns humén gamma interferont
tartalmaz6 immun-szabdlyozé gy6gyszerkészit-
mény elS4llitisara, azzal jellemezve, hogy az 1.,
11. és 12. igénypontok birmelyike szerint elGallitott
rekombindns humén gamma interferont gy6gya-
szatilag elfogadhaté segédanyagokkal gy6gyészati
készitménnyé keverjik.
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5
L1}
lys tyr

IGMVCK;CTATTAGMMGMAGATCAEWMGTCCWMTG%\JCHTT(ATWTKTG&TH(MUCWTTMTTCTEI(C’MG ;TE MA TAT
. 0

si0 520 1 1o

thr ser tyr ile leu als ﬁ»:[ In leu cys ile val leu gly ser leu ly CYS TYR CYS GLN ASP PRO TYR VAL LYS GLU ALA CLU ASN
ACA AGT TAT ATC TG 6CT e & ATE GIT TTG &% 167 77 &l 76T TAC T6C CAG GXC CCA TAT GTA AA GAA GCA AR ARC
150 200

20 30 40
LEU LYS LYS TYR PHE ASN ALA GLY HIS SER ASP VAL ALA ASP ASE GLY THR LEU PHE LEU GLY ILE LEU LYS ASN TRP LYS GLU GLU SER
CTT AAG AAA TAT TTT AAT GCA GGT CAT TCA GATGTAGCGCAT%\TGGAKTCTT TIC TTA GGC ATT TTG MG AAT TGG AMA GAG GAG AGT
2

50 60 . 70
ASP ARG LYS ILE MET GLN SER GLN ILE VAL SER PHE TYR PHE LYS LEU PHE LYS ASN PHE LYS ASP ASP GLN SER TLE GLN LYS SER VAL
GM”OMWATAMGUGMCUAAWGTC rccmncncwmm%mmmmwmnxmwmmsm

80 90 . 100
GLU THR ILE LYS GLU ASP MET ASN VAL LYS PHE PHE ASN SER ASN LYS LYS LYS ARG ASP ASP PHE GLU LYS LEU THR ASN TYR SER VAL
UGKCATCAMA%&:A@CATGMTGYCMGT‘ITTTCMTAGCAPCMAAMAMC@\GATG%OTTCWMGCTGNZT MT TAT TCo GTA

130 120 130
THR ASP LEU ASN VAL GLN ARG LYS ALA ILE WIS GLU LEU ILE GLN VAL MET ALA CLU LEU SER PRO ALA ALA LYS THR GLY LYS ARC LYS
A mA

N:TGNZTTGMTGTCCMCGCIS\%‘(A;GCAATA(AT@ACTCATCWGTGATGGCTCAACTGTCGCCAGMGCTSQAAA@GG}MG
)

140 . 146 sTOP
ARG SER GUN MET LEU PHE ARG GLY ARG LA SER

AG MI,U‘G ATG (16 TTT CGA GGT CGA 23\ AGE%\OT C 3\5 TAA TGGTTGTCCT(ICTGU\ATRTHGMTT!TMTCTAAAZ%;ATTTATTMTATTTWATTA
THATATWATATAWMI%TCAATWATMGTATTTATMTNS(MTITTGTGTMTGWA%G%;ATCTATTMTATATGTATTATTTATMTTCCTATATCCTG
T@CTGT%‘(;MWMTCCTTTGTTUCMTMTTWTATGTG&TT%&TTTATCTWTWCTWYWJ%Ndm
TATTTCACTTGATGATACAATGAACAC TTATAAGTI GM(QS;&ATAC TATCCAGTTACTGLLGGTTTGAMATA I.'(ICTGCMTCTGM?%?TGC TTTAATGGCATGTCAGACAGMCTT
UATGTGTO‘CGTWCL:TOG%EGMWATNTATCTCAGGUTTTCATCCCTGGTGCTTC(AMTAH%’JMAMTGTWTGTALC(MATGGMAETMCTCATUGTTMM

TI?TCMTATCTMTATATATGMTMMTGTN’GTT(ACAACT
1150

1200
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Pst1 8sINI BsINI A5t 1
666 — r —e
ccC GGG
8stN I reszleges
110 bp fragment
) ) i
Szintetikus ONS ' elk Ulonitese
s b om o o o BINT™ Ps1T
3 AATTC ATG TGT TAT TGT ¢ AG GAC CcCA — i cce
3 TAC ACA ATA ACA GT C C76 GGT - - GGG \
T4 DNA ligaz
EcoRI,Pst I
MS bp fragment
elkilonitese
mor L. ‘w_‘ nw. qu. 8sINT Pst I
AATTC ATG TGT TAT TGT CA 1 i cce
G TAC ACA ATA ACA GTC GGG
Pst T
T4 DNA ligaz
Eco nm\a
woP
IFN-T
dn-
pIFN-ftrp 48
Pst 1

EcoRI
Pst I

EcoRI

Y050

7 abra
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SOUTHERN HIiBRIDiZACIO

8 KULONBOZO HUMAN GENOM—DNS EcoRl ENZIMES
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EGY EcoRl HELY BEIKTATASA ELESZTO 3- FOSZFOGLICERAT

GENJENEK 5 SZEGELYEZ0

—141b
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Hae Il

DNS -EBE
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PGK szerkezeti gen
és szegélyezd DNS

RI
34 KbeT
Hoe I, Hing T
~—— 650 bp fragment
Ap“ elkulonitese
og' mm. PyyT Sou 3A HineX
BamHI PGK
transcription 6
XbeI :
Klenow Pol. I + Anneal primer
4 dNTP ]
5-ATTTGTTGTAAA
Bam HI Klenow Pol. I +
a vektor elvalasztasa 4 oNTP
a gentol Sou 3a
::uncnsvrn s 3
s TTTACAACAAAT ——ee I .
EcoRI =—3-5 exonukleaz
Sou 3A
~—— 39 bp fragment
: elkulonitése
. ag.,
R >, AAATGTTGTTTA
Ap : Za 8'GATC TTTACAACAAAT
BomHI
T4 DNA ligaz

feoRT

. o
o {BomHI)
Apnv
: "pPGK-39
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-30-




HU 202287 B

DIgD 7|

v I

00€-%94d

Iy 003

~z061) YNQ tL

— A#od J‘
Ioax wgros I nag
SRR Juawboyy dq 4og
I nAg ‘I 0gx
20b1) <zc¥q/
99 92 de6g

—

—

v nog Img Ioqx yghos
9S}HUOINY |3 ISR IUINH|D
Juawbo.y 1vawboyy
dq s9z dq 6¢
Vg nog .H.Ei Vg noS ‘T 0qx
184 6€-49dd

tuewboyy £6pu

HN:N>m_ Mm.wa 154 Iy 033 Ioax

3s3juo)ny|a
awboy v 4y ——

isd 'T oqx #

Iyo23

31

-31-



HU 202287 B

\ EcoRI
Hind I pBIL |
EcoRI, Pvul

13 kb fragment
elkilonitese

R .
Ap Bam HI

pFRL4

Egy EcoRI hely
eltavolitasa

pPGK-300
PvuI, EcoRI

Promotor fragment elkilonitése

PvuI EcoRI

—

PGK transzkripcid

YRP~7- bl TcR
EcoRI Pvul
EcoRI
BAP
T4 DNA ligaz
A :
A.Mnomﬁ m.oomHI:aH
Hae IL
R
Ap Pvu I
Xba I
EcoRI
TR
pPGK-1500

15. abra
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