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1 2

Inventia se refera la biotehnologie, in endogend inactivatd gor, de asemenea inventia
special la o celula gazda si la un procedeu de se referd la utilizarea celulelor gazdd pentru
expresie recombinantd a interferonului solubil. expresia recombinanti a unei proteine de

Conform inventiei, se revendicd o celuld interferon si la un procedeu de expresie
gazdd pentru expresia recombinantd a unei recombinanta a unui interferon solubil intr-o
proteine de interferon provenite de la celuld gazda.
mamifere, unde celula mentionata cuprinde: (a) Revendicari: 14

o gend endogend functionald trxB si (b) o gend Figuri: 4



(54) Host cell and method for the recombinant expression of a soluble interferon

(57) Abstract:
1
The invention relates to biotechnology,
particularly to a host cell and a method for the
recombinant expression of a soluble interferon.
According to the invention, a host cell for
recombinant expression of a mammalian
interferon protein is claimed, said cell
comprising: (a) a functional endogenous trxB
gene and (b) an inactivated endogenous gor

2

gene, the invention further relates to the use of
such host cells for the recombinant expression
of an interferon protein and to a method for the
recombinant expression of a soluble interferon
in a host cell.

Claims: 14

Fig.: 4

(54) Knerka-xo3s1MH U c10c00 peKOMOMHAHTHOM IKCIPECCHH PACTBOPUMOr0

uHTepdepona
(57) Pegepar:
1
Hzobperenue OTHOCHTCS K

ONOTEXHOIOTHH, B YACTHOCTHU K KIIETKE-XO35HH
H K CIIOCO0Y PEKOMOMHAHTHOH OKCIPECCHH
PacTBOPHMOr0 HHTEP(EPOHa.

CormnacrHo H300pETEHHIO, 3aABILIOT
KIIETKY-XO3SHH JUIS PEKOMOUHAHTHOH
IKCIPECCHH Oenka naTepdepona
MJICKOITUTAIONINK,  HpHUEM  YIIOMSAHYyTas

KJIeTKka BKIo49aeT: (a) (yHKIIMOHAIHHBIH
SHJIOT €HHBIH trxB TeH H (b)

2
HHAaKTUBUPOB AHHBIHN je2:01(0)N CHHBIH gor TICH,
TaKKe I/I306p CTCHHUC OTHOCHUTCA K
HCITIOJIB30BAHHUIO KIICTOK-XO034¢CB JUILA
peKOM6I/IHaHTHOI>'I OKCIIPCCCHH Oclka

HHTePPEPOHa H K CIIOCO0Y PCKOMOHHAHTHOMH
9KCIIPECCHN PAacTBOPUMOro HHTephepoHa B
KJIETKE-X O35HHE.

I1. popmymsr: 14

Qur.: 4
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Descriere:

Prezenta inventie se refera la biotehnologie, in special la o celuld si la un procedeu de
expresie recombinantd a interferonului solubil.

Interferonii reprezintd o grupd de glicoproteine secretate de cétre celulele de mamifere ca
raspuns la diversi stimuli, cum ar fi infectia virald sau bacteriana. Interferonii posedd diverse
caracteristici terapeutice utile, cum ar fi imunostimulatoare, antiproliferative si activitati
antivirale. In mod corespunzitor, aceste proteine se aplic pe larg in tratamentul numeroaselor
boli si tulburdri, inclusiv a infectiilor virale si a unor forme de cancer, cum ar fi mielomul
multiplu, leucemia, carcinomul renal si altele. Dupa originea lor celulard §i antigenicitate,
interferonii umani se clasifica in trei grupe. La fiintele umane, interferonii alfa sunt produsi de
leucocite, interferonii beta de fibroblaste si interferonii gamma de celulele B.

Initial interferonii erau obtinuti prin purificarea proteinelor din surse naturale, de ex. din
leucocite si fibroblaste ale sangelui. Aparitia tehnologiei ADN-ului recombinant a facut
posibild producerea interferonilor si la scard industriald, de ex. prin expresia recombinantd a
proteinelor de interferon in celulele gazda bacteriene. Escherichia coli este unul dintre cele mai
des folosite organisme gazda bacteriene pentru expresia recombinantd a proteinelor heterologe
datorita capacitétii de crestere rapidd pand la densitdti mari ale celulelor, disponibilitatii unui
numar vast de vectori de clonare si usurintei de introducere a unor asemenea vectori in celule
pentru expresia ulterioard. Majoritatea interferonilor care sunt disponibili astizi pentru
utilizarea in medicina umana au fost produsi in sistemele de expresie F. coli. Pe de alta parte,
dupa cum se cunoaste, expresia proteinelor heterologe in E. coli este asociatd cu anumite
limitari, fapt ce creeazd probleme pentru producerea cantitatilor mari de proteine farmaceutic
active. O problema des Intalnita in sistemele de expresie E. coli reprezintd incapacitatea celulei
gazda de a produce cantitéti considerabile de proteine recombinante in formad solubild si activa.
In schimb, cea mai mare parte a proteinei este pastrata in forma de corpusculi de incluziune,
adica in agregatele proteinelor denaturate. Cauza principald a incapacitatii de creare a
proteinelor recombinante solubile constd in faptul cd citoplasma E. coli reprezintd un mediu
reducdtor, care impiedicd formarea legaturilor disulfurice. Pentru separarea proteinei active din
corpusculii de incluziune este nevoie de replierea proteinelor cu ajutorul agentilor reducitori,
cum ar fi ditiotreitolul si B-mercaptoetanolul, sau agentilor de denaturare, cum ar fi guanidina-
HCI si ureea, care adesea este ineficientd si asociatd cu pierderi inacceptabile ale produsului.

Pentru depésirea acestor neajunsuri au fost elaborate celule gazda, in care anumite gene
reductaze au fost inactivate pentru a crea un mediu mai oxidativ care sd permitd formarea
legaturilor disulfurice. Aceste celule gazdd modificate au mutatii in gene care codificd
reductaza tioredoxin (trxB) si oxidoreductaza glutation (gor). Prin intermediul acestor mutatii,
devine posibild formarea legdturilor disulfurice in citoplasmd si este sporit randamentul
produsului solubil. Celulele gazda cu o deficientd in genele trxB si gor sunt disponibile, de ex.,
sub denumirile comerciale Origami™ (Novagen) sau SHuffle™ (NEB). S-a demonstrat ca
celulele trxB/gor Origami™ B (DE3) (numite in continuare Origami (DE3); Novagen) pot fi
folosite cu succes pentru expresia interferonului recombinant a2b dupd cum este descris in
cererea publicatd SUA 2009/0258394.

in ciuda acestor imbunatitiri, totusi exista necesitatea de sisteme de expresie mai eficiente,
care ar putea fi utilizate pentru producerea sigurd a proteinelor de interferoni, indeosebi a
proteinelor de interferoni umani. Sistemele noi de expresic trebuie sd permitd producerea
cantitatilor mari de proteine de interferoni solubili, In acelasi timp reducdnd la minimum
portiunea de proteini denaturatd. in mod ideal, sistemele de expresie ar trebui sa fie usor de
manipulat §i s& permitd producerea citokinelor, cum ar fi interferonii, la preturi reduse.

Prezenta inventie propune celule gazda noi care sunt in special potrivite pentru expresia
recombinantd a proteinelor de interferon provenite de la mamifere. S-a stabilit cd celulele
gazda imbundtatite pentru expresia proteinelor de interferon pot fi obtinute prin inactivarea
genei endogene gor a celulei gazdd si mentinerea simultand a genei endogene functionale trxB.
In mod neasteptat, mentinerea unei gene endogene functionale #7xB in celula gazda a dus la
randamente sporite semnificativ ale proteinelor recombinante de interferon. Se poate presupune
cd produsul gend trxB participa in diferite cai regulatoare, care au un impact asupra
randamentului produsului de expresie.

Prin utilizarea celulelor gazda noi pentru producerea recombinanta a interferonului se obtin
cantititi mari de proteine solubile fard formarea substantiald a corpusculilor de incluziune.
Dupd cum este indicat In exemplele de mai jos, celulele gazda din inventie produc cantitdti
semnificativ mai mari de interferon solubil decat celulele corespunzatoare care au mutatii in
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genele gor si trxB. Astfel, celulele gazda noi reprezintd o Imbunatatire semnificativa a nivelului
cunoscut al tehnicii, deoarece ele simplificd producerca proteinelor de interferon si reduc in
acelasi timp cheltuielile de producere.

Intr-un prim aspect, prezenta inventie se referd astfel la o celula gazda care este potrivitd
pentru expresia recombinantd a proteinei de interferon, unde celula gazdd mentionatd cuprinde
(a) o gend endogend functionald trxB si (b) o gend endogend inactivatd gor. Expresia
recombinanta semnificd faptul cd expresia proteinei dorite este efectuatd de un acid nucleic
obtinut prin metoda ingineriei genetice. De preferinta, o celuld gazda prevdzuta cu un vector de
expresie ce include o succesiune de polinucleotide, care codifica o proteind de interferon este
cultivata in conditii potrivite pentru expresia interferonului. Inventia se mai referd la utilizarea
unor asemenea celule gazdd pentru expresia recombinantd a unei proteine de interferon.

Conform inventiei, poate fi utilizata orice celuld care este cunoscutd in domeniul dat ca
fiind potrivitd in calitate de gazdd pentru expresia proteinelor heterologe si care a fost
modificatd prin inactivarea genei endogene gor. Celula poate fi de origine eucariotd sau
procariotd. Intr-o varianti de executare, celula gazdi este o celuld de mamifere, de ex., o celuld
primard sau o linie de celule obtinutd de la un soarece, sobolan, hamster, cdine sau primat, altul
decat cel uman. Celulele de mamifere care s-au dovedit a fi utile pentru expresia heterologd a
proteinelor includ celule primare (de ex. celule din maduva osoasd a soarecilor, celule stem
hematopoietice, limfocite de soareci, celule de muschi, hepatocite si altele) si linii de celule
stabilite (de ex. celule de ovar de hamster chinezesc (CHO), celule de rinichi de maimutd
(CON), celule de rinichi de pui de hamster (BHK), celule de rinichi de maimutd africand verde
(Vero), celule de rinichi canin Madin Darby (DCK) si altele).

Intr-o variantd ulterioara de executare, celula gazda din inventie este o celuld de drojdie. De
ex., celulele de drojdie, care au fost obtinute din speciile Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis si Pichia pastoris, s-
au dovedit a fi utile pentru expresia proteinelor de interferon (Skoko s.a., (2003) Biotechnol.
Appl. Biochem. 38 (Pt3) : 257-65). Intr-o altd variantd de executare, celula gazdd conform
inventiei poate fi obtinutd, de asemenea, din celule de insecte, cum ar fi din celulele speciilor
de insecte Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori, Spodoptera frugiperda sau
Trichoplusia ni.

In prezenta inventie se preferd in special utilizarea celulelor gazda bacteriene in vederea
usurintel manipuldrii si cresterii rapide a celulelor. Celulele bacteriene de la numeroase specii
sunt folosite In domeniul dat pentru expresia proteinelor heterologe. Celulele gazda folosite pe
larg contin tulpini de Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum $i Bacillus subtilis. Intr-o
variantd preferentiald de executare, celula gazdd bacteriand este o celuld E.coli, cum ar fi o
celuld care a fost obtinuta din tulpina BL21 E.coli.

Conform inventiei, celula gazda examinatd pentru expresia proteinelor de interferon a fost
manipulatd genetic pentru inactivarea genei endogene gor, adicd a genei care codifica
oxidoreductaza glutation nativa a celulei gazda. Gena care codificd oxidoreductaza glutation a
fost detectatd in citeva organisme diferite si este descrisa in literaturd. In calitate de exemplu,
secventa de nucleotide a genei gor a E. coli K12 este prezentatd aici ca SEQ ID NO:5. In baza
secventel de nucleotide a genei gor, specialistul va putea sd inactiveze usor gena mentionatd
prin metode genetice standard, cum ar fi mutageneza dirijatad. Inactivarea genei gor va fi astfel
incét in celula gazda sd nu fie sau in fond sa nu fie nicio expresie a enzimei biologic active de
oxidoreductaza glutation. In prezenta inventie, gena gor se considerd inactivati, daci
manipularea genetica reduce cantitatea de enzima functionald de oxidoreductazad glutation cu,
cel putin, 90%, de preferintd 95% sau mai mult in comparatie cu celula gazda nemodificata.

Inactivarea poate fi realizatd prin stergerea unei parti sau a intregii secvente de codificare a
genei gor in celula gazdi. In mod alternativ, este, de asemenea, posibil de a introduce o
substituire a unei nucleotide in secventa de codificare a genei, cu conditia cd aceastd substituire
are loc intr-un triplet care codificd un reziduu esential al enzimei de oxidoreductaza. Se poate
de introdus, de asemenea, una sau mai multe nucleotide in portiunea de codificare pentru a
modifica cadrul de citire a genei gor. in alti variantd preferentiald de executare a inventiei,
gena gor este inactivatd prin introducerea §i excizia unui alt polinucleotid, de ex., a unei gene
ce conferd rezistentd fatd de un antibiotic care poate fi folosit pentru selectie. Metodele care pot
fi folosite pentru inactivarea genelor in celulele bacteriene, de mamifere si de drojdie sunt bine
cunoscute unui specialist in domeniul dat. De exemplu, numeroase metode pentru inactivarea
unei gene bacteriene sunt descrise n literaturd. Pe 14nga aceasta, seturile pentru mutageneza
dirijatd sunt disponibile In véanzare, de ex., setul pentru mutageneza Quick-Change de la
compania Stratagene, setul pentru mutageneza Transformer de la compania Clontech, sistemul
de mutagenezd GenTaylor de la compania Invitrogen, setul pentru mutageneza in vitro Altered
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Sites II de la compania Promega si sctul pentru recombinare Red/ET de la compania Gene
Bridges.

Inventatorii au depistat c¢d inactivarea genei endogene gor a celulei gazda este avantajoasi
pentru obtinerea cantititilor mari de interferoni solubili exprimati recombinant. in mod
surprinzator, celulele gazda in care doar gena endogend gor a fost inactivatd produc cantitati
semnificativ mai mari de proteine de interferon in comparatie cu celulele corespunzatoare care
au genotipul trxB/gor (a se vedea Exemplul 6 de mai jos). Prin urmare, celulele gazda
examinate 1n prezenta inventie contin o gena endogend functionald trxB, adicd o gend trxB care
este nativa celulei gazda si produce reductaza tioredoxina enzimatic activa. Drept rezultat,
celula gazdd conform inventiei este capabild si producd o enzimd functionald nativd de
reductaza tioredoxina.

Este necesar de remarcat cd tulpinile dublu inactivate trxB7/gor” sunt viabile, doar dacd ele
prezintd o mutatie in gend care codificd reductaza alchilhidroperoxid (ahpC*). A se vedea
Faulkner si altii (2008), PNAS, 105 (18) : 6735-40. Atat tulpina RHB-T7Agor/trx descrisd in
inventie, cat si tulpina Origami (DE3) contin astfel o mutatie supresoare ahpC*. In schimb,
tulpinile care contin doar o mutatie gor inactivatoare sunt viabile fard o mutatie ahpC¥,
deoarece inactivarea genei gor ca atare nu are nici un efect letal. Astfel, tulpina RHB-T7Agor
preparatd in Exemplul 2 de mai jos nu contine o mutatie supresoare ahipC*.

In mod corespunzitor, se preferd ca celulele gazdd examinate in prezenta inventie si
cuprindd o gend endogend, nemodificata, functionald ahpC, adicd o gend ahpC care este nativd
celulei gazdd, nu contine o mutatie supresoare §i este capabild sd producd reductaza
alchilhidroperoxid enzimatic activa.

Pentru a spori nivelul expresiei proteinei de interferon ce urmeaza a fi exprimatd, celula
gazdad din inventie poate cuprinde ARN-polimeraza dintr-un bacteriofag, cum ar fi polimeraza
T7 ARN. Polimeraza T7 ARN asigurd o expresie puternicd si controlatd a unei secvente de
polinucleotide care se contine intr-un vector de expresie si precedatd de un promotor T7. Gena
polimerazei T7 ARN poate fi amplasatd in celula gazdd in forma de un vector de expresie.
Vectorul de expresie care contine gena polimerazei T7 ARN poate fi identic sau diferit de
vectorul care include secventa interferonului pentru expresie. Se preferd, totusi, ca secventa
care contine gena polimerazei T7 ARN si fie introdusd in genomul celulei gazda, de ex., in
cromozomul bacterian. De exemplu, gena polimerazei T7 ARN poate fi introdusd in genomul
unei celule-gazde E. coli, iar polinucleotidul care codificd proteina de interferon, cum ar fi
IFN-a2a, este exprimat dintr-un vector de expresie care permite expresia in celulele E. coli. O
casetd corespunzatoare de gene care include gena polimerazei T7 ARN poate fi introdusd in
genomul unei celule gazda bacteriene, de ex. prin recombinarea omologa descrisd In exemplele
aduse mai jos. Pe langa aceasta, celulele gazda E. coli care cuprind gena polimerazei T7 ARN
sunt, de asemenea, disponibile in vanzare, de exemplu, de la compania New England Biolabs
(Frankfurt, Germania), a s¢ vedea de exemplu NEB Cat# C2566, C3016, C3010, C3013, si
vectorii din seria SHUffle, cum ar fi C3026, C3027, C3029 si C3030. De preferinta, gena
polimerazei T7 ARN este utilizatd in combinatie cu un polinucleotid de interferon, care a fost
codon-optimizat pentru a fi exprimat intr-un microorganism procariotic, cum ar fi o celuld E.
coli.

Celula gazda care a fost supusd manipuldrii in modul descris mai sus va fi prevazutd apoi
cu o secventa de polinucleotide care codificd o proteind exogend de interferon, de preferintd o
gend de interferon uman. Termenul ,,exogen” se¢ refera la faptul cd celula gazda, care este
selectata pentru expresia interferonului nu include in mod natural polinucleotidul, care codificd
mterferonul. Polinucleotidul poate fi introdus in celula gazdd, de ex., prin transformare sau
transfectie. De preferintd, secventa de polinucleotide ce codificd proteina de interferon care
urmeaza a fi exprimata este inclusa intr-un vector de expresie. Selectarea vectorului de expresie
depinde mai ales de natura celulei gazda.

De exemplu, dacé celula gazda este o celuld de mamifere, cum ar fi celula CHO sau Vero,
vectorul de expresie poate fi, de exemplu, un vector de expresie viral sau neviral util pentru
mtroducerea in celuld a unui polinucleotid ce codificd interferonul pentru expresia ulterioard a
proteinei de interferon codificatd de polinucleotidul dat. Vectorul de expresie poate fi un vector
epizomal, adicd unul care este capabil de a se automultiplica in mod autonom in celula gazda,
sau un vector integrator, adica vectorul care se incorporeaza stabil in genomul celulei de
mamifere.

Un vector de expresie al unui mamifer contine in mod normal un promotor, care este legat
din punct de vedere functional cu polinucleotidul care codificd interferonul. Promotorii
potriviti includ, dar nu se limiteazd la promotorul imediat precoce al citomegalovirusului
(CMV-IE), promotorul U3 al virusului necrozei splinei si promotorul adenoviral major intarziat
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(Ad MLP). In calitate de component optional, vectorul de expresie al unui mamifer poate
include un amplificator potrivit pentru cresterea nivelului de expresie. Drept exemplu poate fi
mentionat amplificatorul precoce al genelor SV40 (Dijkema si altii (1985) EMBO J. 4: 761) si
amplificatorul repetitiei terminale indelungate (LTR) a virusului Sarcoma Rous (Gorman si
altii (1982b) Proc. Natl. Acad. Sci. 79: 6777). Vectorul de expresie contine, de asemenea,
optional secvente de terminare a transcriptiei si secvente de poliadenilare pentru imbunéatatirea
expresiel proteinei de interferon. Semnale potrivite ale terminatorului transcriptiei si ale
poliadenildrii pot, de ex., rezulta din SV40 (Sambrook si altii (1989), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual). Orice alt element, cunoscut in domeniul dat pentru sprijinirea expresiei
eficiente, poate fi adaugat la vectorul de expresie, cum ar fi elementul post-transcriptional de
reglare a hepatitei1 Woodchuck (wPRE).

Intr-un aspect deosebit de preferential, vectorul de expresie este un vector de expresie viral.
Vectorii virali care pot fi utilizati in prezenta inventie contin in mod obisnuit un genom viral, in
care o portiune de secventd nativa este stearsd pentru a introduce un polinucleotid heterogen
fard a distruge infectivitatea virusului. Datoritd interactiunii specifice intre componentele
virusului si receptorii celulelor gazda, vectorii virali sunt foarte potriviti pentru transferul
eficient al genelor in celulele tintd. Vectorii virali potriviti pentru facilitarea transferului de
gene intr-o celuld de mamifere sunt bine cunoscuti in domeniul dat si pot fi obtinuti din diverse
tipuri de virusi, de ex., dintr-un retrovirus, adenovirus si virusul adeno-asociat (AAV),
ortomixovirus, paramixovirus, papovavirus, picornavirus sau alfavirus. O prezentare generald a
diverselor sisteme de vectori virali poate fi vizualizatd la Nienhuis si altii, Hematology, Vol.
16: Viruses and Bone Marrow, N.S. Young (ed.), 353-414 (1993).

Pe de alta parte, dacd celula gazda este o celuld bacteriand, cum ar fi o celuld E. coli,
vectorul de expresie va fi adaptat la expresia proteinei intr-un mediu al celulei procariotice. Un
numdr vast de vectori de expresie este descris pentru E. coli si alte celule gazdd bacteriene.
Exemple de vectori potriviti pentru expresia proteinei in celulele . coli includ, de ex., vectori
din seria pBluescript, vectori din seria pUC, de ex., pUC1S8, pUC19, pBR322, pBR329,
pQE70, pQE60, pQE-9, pNHSA, pNH16a, pNH18A, pNH46A, ptrc99a, pKK233-3, pDR540,
pRITS, pL.G338, pKC30, pHSG299, pHSG399, pACYC177, pACYC184, pRSFIOIO, pBW22
si altii. Un vector preferat este acel ce apartine grupului de vectori pET. Vectorii pET contin,
de obicei, o gend lacl care poarta informatii despre proteina represoare lac, un promotor T7,
care este specific polimerazei T7 ARN, o secventd a terminatiei transcrierii, un operator lac
care poate bloca transcrierea, un polilincher pentru clonare, o sursd de replicare fI, o gend de
rezistenta la ampicilind sau kanamicind si o sursa de replicare ColEl. Vectorii pET potriviti
pentru folosirea in procedeele prezentei inventii includ, dar nu se limiteaza la pET-21a(+),
pET-24a(+), pET-28a(+), pET-29a(+), pET-30a(+), pET-41a(+), pET-44a(+), pET-21b(+),
pET-24b(+), pET-26b(+), pET-28b(+), pET-29b(+), pET-30b(+), pET-42b (+), pET-44b (+).
Se preferd indeosebi vectorii care se bazeazd pe stroma pET-26b(+). Exemple ulterioare de
vectori potriviti sunt descrisi, de ex., in publicatia "Vectori de clonare" (Pouwels si altii (eds.)
Elsevier, Amsterdam New York Oxford, 1985).

Un vector de expresie pentru utilizarea in celulele bacteriene poate fi transformat in celula
gazda prin orice metoda potrivitd. De exemplu, un vector de expresie pentru utilizarea in E.
coli poate fi introdus in celula gazdad, de ex., prin electroporatie sau prin metode chimice, cum
ar fi transformarea mediatd cu fosfat de calciu, precum este descrisd in Maniatis si altii, 1982,
Clonarea Moleculard, Manual de laborator, Cold Spring Harbor Laboratory.

Celulele gazda si procedeele revendicate sunt utile pentru expresia recombinantd a
cantitatilor mari de proteine de interferon solubil. Tipul interferonului nu este limitat in mod
special. In general, proteinele de interferon selectate pentru expresia in celulele gazdi ale
inventiei pot fi de origine umand sau non-umana. Polipeptidele de interferon de origine non-
umand includ, de ex., interferoni de bovine, cabaline, porcine §i soareci, precum si proteinele
respective de la cini, pisici, iepuri i oi. Alte tipuri de interferoni non-umani includ acei ce pot
fi gisiti in primate, cum ar fi cimpanzei si gorile. Intr-o variantd preferentiali de executare,
proteinele de interferon selectate pentru expresia in celulele gazda ale inventiei sunt interferoni
umani, adicd interferoni care se gasesc in mod natural in fiintele umane, inclusiv variante
alelice.

Proteinele de interferon pot apartine oricarei subclase de interferoni care este cunoscuta in
domeniul dat. In special, proteina de interferon pentru expresia in celula gazda a inventiei poate
fi un interferon-alfa (IFN-a), un interferon-beta (IFN-$) sau un interferon-gamma (IFN-y).
Intr-o variantd de executare indeosebi preferentiald, proteina de interferon pentru expresie este
IFN-a, IFN-f sau IFN-y uman sau un fragment biologic activ al acestuia. Procedeele, conform
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inventiei, pot fi utile ulterior pentru expresia variantelor sau fragmentelor biologic active ale
proteinelor IFN-a, IFN-f3 sau IFN-y, precum este descris mai sus.

Intr-o variantd de executare a inventiei, IFN exprimat In celulele gazdi ale inventiei este
proteina maturd nativd umand IFN-oa. Cu toate acestea, prezenta inventie cuprinde, de
asemenea, expresia variantelor si a fragmentelor biologic active ale IFN-a, care sunt descrise.
IFN-o uman se intdlneste ca o familie din, cel putin, 25 de proteine puternic omoloage din 166
de aminoacizi, care sunt codificati de gene diferite. Proteinele IFN-o inhibd replicarea virala si
proliferarea celulard §i moduleaza anumite reactii imune. IFN-o recombinant este utilizat in
prezent in tratamentul hepatitei B si C si, de asemenea, in tratamentul leucemiei, melanomului
malign si sarcomului Kaposi asociat cu SIDA. Printre IFN-o preferati pentru expresia conform
inventiei se numara IFN-a2a, IFN-a2b si IFN-a2c. Secventa de aminoacizi a IFN-o2a matur
nativ uman este descrisa in SEQ ID NO:1.

Intr-o altd variantd de executare, IFN exprimat in celulele gazda ale inventiei este proteina
maturd nativd umana de IFN-f sau o varianta, sau un fragment de IFN-f biologic activ, precum
este descris mai jos. IFN-f3 uman este o glicoproteind care are o greutate moleculard de circa 20
kd. La fel ca IFN-qa, acesta demonstreaza o activitate antivirald puternica si, dupd cum se stie,
inhibd proliferarea celulara. Forma maturd a IFN-§§ uman are 166 de aminoacizi. IFN-f matur
uman este ardtat in SEQ ID NO:2. S-a depistat ca IFN-§ se leagd cu aceiasi receptori ca
si IFN-q.

Intr-o altd variantd de executare a inventiei, IFN exprimat in celulele gazda ale inventiei
este proteina maturd nativa umand de IFN-y. Cu toate acestea, prezenta inventie cuprinde, de
asemenea, expresia variantelor si a fragmentelor biologic active ale IFN-y, care sunt descrise.
IFN-v este o glicoproteina care indeplineste cateva functii de reglementare 1n sistemul imunitar.
De exemplu, eliberarea IFN-y accelereaza diferentierea celulelor B si stimuleazd producerea
TNF-a. Pe langd aceasta, s-a depistat cd IFN-y activeazd celulele epiteliale si endoteliale,
fibroblastele si macrofagii pentru a elimina patogenii intracelulari. Efectele IFN-y sunt mediate
prin legarea proteinei de reglementare cu diverse forme de receptori pe suprafata celulelor
receptive la IFN-y. In forma sa matura, IFN-y monomeric uman cuprinde 143 de aminoacizi si
are o greutate moleculara de circa 17 kd. Secventa de aminoacizi a IFN-y matur nativ uman
este descrisa in SEQ ID NO:3.

Desigur, este posibil, de asemenea, de a utiliza celulele gazda si procedecle descrise in
prezenta inventie pentru producerea variantelor de interferon, care diferd intr-o anumitd masura
de proteinele de interferon sus-mentionate, si, in special, acele prezentate in SEQ ID NOs:1-3.
Aceste variante fiind, de obicei, variante biologic active, adicd ¢le pastreaza, cel putin, o parte
din activitatea biologicd a interferonului in stare naturald, de ex., abilitatea de a se lega cu
moleculele receptorilor respectivi. Analize potrivite pentru determinarea legérii unei variante
cu receptorul de interferon de tip I sunt descrise, de ex., in brevetul SUA nr. 5766864. In mod
alternativ, activitatea biologici a unei variante de interferon poate fi determinatd prin
masurarea activitatilor sale antiproliferative sau antivirale descrise, de ex., in brevetele SUA
5770191 si 5690925. De preferintd, o varianta a interferonului mentine o parte considerabild a
activitatii biologice a proteinei de interferon din care acesta este obtinut, de ex., cel putin, circa
50% din activitate, mai preferabil 60%, 70%, 80%, 90%, 95% sau mai mult.

Variantele includ proteine ce se gdsesc in stare naturald si produse in mod recombinant,
care diferd de secventa de aminoacizi initialda de referintd prin una sau mai multe inlocuiri,
deletii sau completari ale aminoacizilor. De exemplu, o variantd de interferon uman a2a poate
avea o secventa de aminoacizi care difera prin 2, 3, 4, 5, 6 sau pana la 10, 20, 30 sau mai multe
pozitii de secventele interferonului uman nativ a2a descris in SEQ ID NO:1. Se preferd ca
inlocuirile sa fie conservative, adica inlocuiri ale unuia sau mai multor reziduuri aminoacide de
aceeasl polaritate, care actioneaza ca un echivalent functional. De preferintd, reziduul de
aminoacizi folosit In calitate de Inlocuitor este selectat din aceeasi grupa de aminoacizi ca i
reziduul de aminoacizi ce urmeaza sa fie inlocuit. De exemplu, un reziduu hidrofobic poate fi
inlocuit cu un alt reziduu hidrofobic sau un reziduu polar poate fi inlocuit cu un alt reziduu
polar care are aceeasi sarcind. Aminoacizii functional omologi care pot fi folositi pentru o
inlocuire conservativa includ, de ex., aminoacizi nepolari, cum ar fi glicina, valina, alanina,
izoleucina, leucina, metionina, prolina, fenilalanina si triptofanul. Exemple de aminoacizi
polari neincdrcati includ serina, treonina, glutamina, asparagina, tirozina si cisteina. Exemple
de aminoacizi (de bazd) polari Incarcati includ histidina, arginina si lizina. Exemple de
aminoacizi (acizi) polari Incarcati includ acidul aspartic si acidul glutamic.
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De asemenea, in calitate de variante de interferoni sunt examinate proteinele care diferd de
interferonul initial prin unul sau mai multi (de ex. 2, 3, 4, 5, 10, sau 15) aminoacizi aditionali.
Acesti aminoacizi aditionali pot fi prezenti In secventa de aminoacizi a proteinelor de
interferoni initiali (adicd ca o insertie) sau pot fi addugati la unul sau la ambele capete ale
proteinei. In esentd, insertiile pot avea loc la orice pozitie cu conditia ci adiugarea
aminoacizilor nu dduneaza capacitdtii proteinei de a exercita, cel putin, o parte din activitatea
biologicd a proteinei de interferon ce se gdseste in stare naturald. Mai mult decat atat,
variantele includ, de asemenea, acele proteine in care, spre deosebire de proteina initiald,
lipsesc unul sau mai multi aminoacizi. Asemenea deletii pot fi facute in privinta oricdrei pozitii
a aminoacizilor cu conditia cd ele nu dduneaza capacititii unei asemenea variante sa exercite,
cel putin, o parte din activitatea biologicad exercitatd de proteina de interferon ce se gaseste in
stare naturald.

Variantele proteinelor de interferon cuprind, de asemenea, proteine cu modificari
structurale in raport cu proteinele care se giasesc in stare naturald, cum ar fi aminoacizii
modificati. Conform inventiei, aminoacizii modificati sunt aminoacizi care au fost modificati
fie prin procese naturale, cum ar fi modificérile de prelucrare sau post-translationale, fie prin
procese chimice. Modificarile aminoacizilor care pot fi intalnite in variantele de interferon
obtinute conform inventiei pot include fosforilare, glicozilare, acetilare, acilare, ramificare,
ribozilare ADF, reticulare, formarea puntii disulfurice, formilare, hidroxilare, carboxilare,
metilare, demetilare, amidare, ciclizare si/sau formarea legaturilor covalente sau necovalente
cu fosfatidilinozitol, derivatele flavinei, acizii lipoteiconici, acizii grasi sau lipidele. Asemenca
modificari au fost descrise pe larg in literaturd, de ex., in publicatia: Proteine: Structura si
proprietitile moleculare, T. Creighton, 2™ edition. H. Freeman and Company, New York
(1993).

Variantele de interferon mentionate in prezenta inventie prezintd, de preferintd, o identitate
semnificativd a secventei de aminoacizi in comparatie cu proteina de interferon initiald. De
preferintd, identitatea aminoacizilor constituie circa 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, si mai preferabil mai mult de 96%, 97%, 98%, sau 99%. in domeniul dat sunt bine
cunoscute metode si programe de calculator pentru determinarea omologiei aminoacizilor. In
prezenta inventie, identitatea secventei este determinatd cu ajutorul algoritmului de cautare a
omologiei Smith-Waterman (Smith and Waterman, Adv. Appl. Math. (1981), 2:482-489).

Variante biologic active de proteine umane de interferon sunt descrise in domeniul dat.
Variante de IFN-o uman pot fi gasite, de exemplu, In brevetul SUA 5676942, care oferd, de
asemenea, informatii cu privire la reziduurile si regiunile proteinei IFN-a care pot fi modificate
fara pierderea activitatii biologice. Variante de IFN-y uman sunt descrise, de ex., in brevetele
SUA 5690925 si 6046034.

Celulele gazda si procedeele propuse de prezenta inventie, de asemenea, pot fi utile pentru
expresia fragmentelor biologic active ale proteinelor neprocesate de interferon sau ale
variantelor acestora definite mai sus. Dupd cum este utilizat in prezenta inventie, un fragment
de proteind de interferon este o proteind, polipeptid sai peptid, care diferd de proteina
corespunzatoare de interferon prin lipsa unuia sau mai multor aminoacizi la terminatia-N si/sau
terminatia-C, unde cel putin o parte din activitatea biologicd a moleculei de interferon de
referintd, de ex., proprictdtile sale de legare cu receptorii sau activitatea sa antivirald sau
antiproliferativa, se pastreaza. Se preferd ca fragmentele biologic active ale proteinelor de
interferon ce se gdsesc in stare naturald sau fragmentele variantelor corespunzditoare de
interferon sd péstreze, cel putin circa 50%, cel putin circa 75%, de preferintd cel putin circa
80%, cel putin circa 85%, cel putin circa 90% sau chiar cel putin pand la circa 99% din
activitatea biologicd a interferonului de referinta.

Fragmentele biologic active ale interferonilor umani au fost descrise anterior. De exemplu,
fragmentele de IFN-y sunt cunoscute din brevetul SUA nr. 5770191, in care sunt descrise
fragmente ce cuprind aminoacizii 95-134 ale IFN-y uman neprocesat. Fragmentele exercitd
activitatea biologica a IFN-y matur. In EP 0306870 sunt descrise fragmente de IFN-y uman
care au o deletie a aminoacizilor 7-11 la terminatia-C. Fragmentele demonstreaza o activitate
sporitd semnificativ in comparatie cu IFN-y uman neprocesat.

in timpul clonirii unei secvente de polinucleotide, care codifici una dintre proteinele de
mterferon sus-mentionate sau o variantd, sau un fragment biologic activ al acestora intr-un
vector bacterian de expresie, este necesar de a lua in considerare faptul ci ar putea fi util de a
modifica secventa de polinucleotide ce codifica interferonul in scopul adaptarii ei la expresia
procarioticd. Metode de optimizare a utilizarii-codon a unei secvente de polinucleotide ce
urmeaza sd fie exprimatd in scopul de a o face potrivitd pentru expresia in celulele gazda
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bacteriene, cum ar fi E. coli, sunt bine cunoscute in domeniul dat si sunt descrise, de ex., in
Maertens si altii (2010), Protein Science, 19: 1312-1326.

Pe scurt, secventa de polinucleotide care codificd proteina de interferon ce urmeaza a fi
exprimatd 1n celulele gazda este manipulatd prin adaptarea utilizarii-codon la deplasarea-codon
a E. coli. Segmentele cu un continut foarte mare (> 80%) si foarte redus (< 30%) de GC nu au
fost folosite dupa posibilitate. De asemenea, nu au fost folosite fragmente ale secventei cis-
activatoare, cum ar fi TATA-boxe interioare, chi-saituri si saituri de intrare ribozomale,
secvente repetate, structuri secundare ARN si sectiuni AT-bogate sau GC-bogate ale secventei.
Optimizarea secventelor de gene, cum ar fi secventele umane de gene, pentru expresia in
celulele gazda bacteriene, precum celulele E. coli este, de asemenea, realizata de catre furnizori
precum Geneart (Regensburg, Germania).

O secventd de polinucleotide ce codifica IFN-02a uman, care a fost optimizatd pentru
expresia in E. coli este prezentatd in SEQ ID NO:4.

Inventia se referd, de asemenea, la un procedeu de expresie recombinantd a unui interferon
solubil, in care se foloseste o celuld gazdd descrisd mai detaliat mai sus. Procedeul cuprinde
etapele de

(a) oferire a unei celule gazda care cuprinde o gend endogend functionala trxB, o gend
endogend inactivatd gor si o secventd de polinucleotide care codificd o proteind exogend de
interferon;

(b) cultivare a celulei gazda in conditii care permit expresia proteinei de interferon; si

(c) obtinere a proteinei de interferon solubil din celula gazda.

Celula gazdd contine, de preferintd, o copie a unei polimeraze ARN a bacteriofagului
integratd in genomul sdu, de ex., polimeraza T7 ARN, si este transformatd cu un construct de
expresie epizomal, de ex., un vector de expresie ce include o secventd de polinucleotide care
poartd informatiile unei proteine exogene de interferon. Gazda utilizatd in metoda de expresie
recombinantd a unui interferon solubil poate fi, in general, orice tip de celuld eucariotd sau
procariotd, precum este descris in prezenta inventie. De preferintd, celula gazda este o celuld
bacteriand, mai preferabil, o celuld E. coli.

Conform metodei propuse de prezenta inventie, celulele gazda sunt cultivate in conditii care
permit expresia proteinei de interferon. Conditiile specifice vor depinde de alegerea sistemului
specific de expresie si, de asemenea, de astfel de factori, precum natura celulei gazda, natura
promotorului inducibil si alti factori. Specialistul va putea selecta si optimiza cu usurintd
conditiile necesare pentru expresia eficientd a proteinei de interferon in cultura celulard farad
efort inventiv.

De exemplu, cultivarea celulelor gazda E. coli care exprimd o proteind de interferon poate
fi efectuatd conform procedeelor standard de fermentare. De obicei, celulele E. coli pot fi
cultivate printr-un procedeu periodic sau cu aprovizionare continud (fed-batch). Procedeele de
cultivare ale celulelor gazda bacteriene sunt, in general, descrise in Encyclopedia of Bioprocess
Technology: Fermentation, Biocatalysis, and Bio-separation, Volumes 1-5, Flickinger, M.C.,
Drew, S.W. (eds.), 1999 John Wiley & Sons. Conditiile tipice de temperaturd pot varia intre
20°C si 42°C, mai obisnuit intre 30°C si 40°C si de preferinta intre 35°C si 38°C. Mediul de
culturd va avea, de reguld, un pH cuprins intre 6,5 si 9,0, mai specific intre 7,0 si 8,0, de ex.
7,5. Fermentarea culturii va continua pe parcursul unei perioade variind de la cateva ore pand
la cateva zile. In special, daci cultivarea este efectuata printr-un procedeu periodic, timpul de
cultivare variaza, de obicei, intre 12 ore si 36 de ore. in cazul utilizrii unui procedeu continuu,
perioadele de fermentare ar putea dura pana la 21 de zile sau mai mult.

In ultima etapa a procedeului, proteina de interferon solubil este obtinuti din celula gazda.
De reguld, proteina este izolata din citozolul celulelor gazda. Celulele pot {1 distruse, de ex., cu
o presa franceza, prin cicluri repetate de congelare si decongelare, sau prin prelucrarea cu
ultrasunete. Fragmentele celulare pot fi inldturate usor din fractiunea proteicd prin centrifugare.
Proteinele de interferon solubil pot fi, apoi, purificate de alte componente proteice sau
neproteice prin metode standard de cromatografie, inclusiv, de exemplu, cromatografia de
excludere dimensionald si/sau cromatografia cu transfer de ioni. De asemenea, pot fi utilizate si
alte metode care sunt, de obicei, aplicate pentru purificarea proteinelor, cum ar fi precipitarea
cu sulfat de amoniu si filtrarea si/sau dializa. Proteina de interferon exprimata de celula gazda a
inventiei poate fi purificatd, de asemenea, prin purificarea afind cu ajutorul, de ex., a
anticorpilor monoclonali sau policlonali ai interferonilor.

Pentru a simplifica purificarea, interferonul obtinut conform procedeului inventiei poate fi
exprimat ca o proteind de fuziune, care cuprinde un marcaj de afinitate ce faciliteaza legatura
proteinei de fuziune printr-un compus ce demonstreaza afinitatea de legaturd cu marcajul. De
ex., marcajul de afinitate poate fi un marcaj de polihistidind ce cuprinde 6-12 reziduuri de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 4384 B1 2015.11.30

10

histidina care interactioneazi in mod specific cu o matritd chelatici din nichel si ioni. in mod
alternativ, marcajul poate fi glutation-S-transferaza care permite efectuarea purificarii pe o
matritd de glutation. Alte marcaje de afinitate sunt bine cunoscute in domeniul dat. Exemple
nelimitative de perechi de marcaj de afinitate si ligand de afinitate includ urmatoarele: proteina
de legare a maltozei (PLM) si maltoza; avidina si biotina; Streptag si streptavidina; epitopul
myc si anticorpul. Daca marcajul de afinitate este o peptidd sau polipeptidd, un asemenca
marcaj poate fi exprimat usor impreund cu proteina de interferon ca un produs unic al
expresiel. Dacd marcajul de afinitate nu este de origine proteicd, acesta poate fi atagat prin
reactii chimice de cuplare. De exemplu, biotina poate fi cuplata chimic cu proteina de fuziune.

De preferintd, cel putin 50% de interferon obtinut conform procedeului inventiei este
mterferon activ. Mai preferabil, cel putin 60%, cel putin 70%, cel putin 80%, cel putin 90% sau
cel putin 95% de interferon obtinut conform procedeului inventiei este interferon activ.

Inventia se explica cu ajutorul fig. 1-4, care reprezinta:

- fig.1, o comparatie a nivelurilor de proteine IFN¢.2a in RHB-T7/pET26b (+) . IFNa2a si
RHB-T7Agor/pET26b (+). IFNa2a conform determindrii cu ajutorul electroforezei in gel de
poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu (SDS-PAGE) péand la (10) si 3 ore dupd
inductia cu ajutorul IPTG (t3). Se poate vedea cd ambele clone exprima IFNa2a in cantitati
similare;

- fig. 2, rezultatele unei analize SDS-PAGE a fractiunilor de proteine solubile si insolubile
de RHB-T7/pET26b (+) . IFNa2a si RHB-T7Agor/pET26b (+) . IFNa2a 3 ore dupa inductia
cu ajutorul IPTG (t3). In timp ce cultura RHB-T7/pET26b (+) . IFNa2a a produs in special
interferon insolubil (a treia bandd in panoul din stdnga), RHB-T7Agor/pET26b (+) . IFNa2a a
oferit un produs de proteina predominant solubil (a doua banda 1n panoul din dreapta);

- fig. 3, comparatia expresiei [FNa2a in tulpinile RHB-T7Agor, RHB-T7Agor/trx si
Origami (DE3), care au fost toate transformate anterior cu vectorul de expresie pET26b (+) .
IFNo2a. In panoul A sunt aritate rezultatele dupa analiza SDS-PAGE. In panoul B sunt aritate
rezultatele imunoblotingului si detectdrii cu ajutorul chemoluminescentei. t0: neindusa; t4:
indusd timp de 4 ore cu ajutorul IPTG; I; corpuscul de incluziune sau fractiune insolubild; C:
citozol sau fractiune solubild; Ctrl: IFNa2a recombinant (Roferon®); I.M: markerul masei
moleculare Invitrogen);

- fig. 4, secventa de nucleotide care poartd informatii despre IFNa2a uman care a fost
optimizatd cu privire la utilizarea-codon pentru expresia recombinantd intr-o celuld gazda E.
coli.

EXEMPLE

Inventia va fi ilustratd in continuare prin urmatoarele Exemple care sunt prezentate doar
pentru exemplificare. In mod specific, Exemplele descriu prepararea unei celule gazda E. coli
cu o gend exogend de polimerazd T7 ARN si o gend endogend gor care a fost inactivatd prin
recombinarea omologd. Exemplele descriu, de asemenea, expresia recombinanti a
interferonului uman alfa, beta i gamma in celula gazdd mentionatd E. coli.

Exemplul 1: Prepararea unei tulpini . coli controlate de T7

O tulpind producatoare E. coli ce contine o gend genomica de polimeraza T7 ARN sub
controlul represorului /acl a fost preparata cu ajutorul tehnologiei Red/ET pentru recombinarea
omologd (Gene Bridges, Heidelberg, Germania) pornind de la tulpina BL21. Prepararea tulpinii
producidtoare a inclus urmatoarele etape:

a) Amplificarea si clonarea unei casete genetice T7

ADN-ul genomic al BL.21-DE3 E. coli (Novagen) a fost preparat cu ajutorul unui set
standard (Qiagen, Hilden, Germania). Caseta geneticd 4.44 kb 1a-CUVS5-T7 a BL.21-DE3 a fost
amplificatd de reactia RLP. Caseta ADN-ului continea gena lacl, domenii de reglare a
operonului lac, o gend partiald lacZ si gena 1 a fagului T7 E. coli care codificd polimeraza
ARN T7. Amestecurile reactiei RLP contineau tamponul polimerazei ADN KOD Hot Start, 2
mmoli de MgS0,, 200 pmoli dNTPs, polimeraza ADN 1 U KOD Hot Start (Novagen), 10
umoli de primer direct (Aintl), 10 umoli de primer inversat (Aint2) si 50 ng de matritdi ADN. A
fost folosit un amplificator Mastercycler gradient (Eppendorf) cu urmaétoarele setéri: denaturare
timp de 2 min la 98°C, urmatd de 34 cicluri a cate 30 s la 98°C, 30 s la temperatura de
hibridare de 60,5°C, si 2 min de elongatie la 72°C. Elongatia finald a fost efectuata timp de 7
min la 72°C.

Au fost utilizati urmatorii primeri:

antl: GTCCGACTTATGCCCGAGAAGATGTTGAGCAAACTTATCGCTTATC
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(SEQ ID NO:6);

Arnt2: TGCAAAGAGATTCTTGGCGGAGAAACCATAATTGCATCTACTCG
(SEQ ID NO:7);

Produsul obtinut al RLP a fost folosit ulterior in calitate de matritd pentru reamplificarea in
aceleasi conditii RLP pentru crearea sait-urilor de restrictionare pentru Pstl si Sall pentru
caseta T7. Urmadtorii primeri au fost folositi pentru reamplificarea RLP:

Pstl-direct: GGAAGCGGGCCTGCAGCGGACACCATCGAATGGCGC (SEQ ID NO:8);
si

Sall -inversat: GGGGGGGGGGGTCGACGGAGTCGTATTGATTTGGCG (SEQ 1D
NO:9).

in urma analizei de restrictionare §i eludrii fragmentului obtinut din gelul de agarozi cu
ajutorul setului de extragere a gelului QIAquick (Qiagen, Hilden, Germania) s-a efectuat o
reactie de ligaturd (set de ligatura rapidda ADN, Roche) cu o plasmida pIBD5 dezintegratd cu
Pstl/Sall (care include un promotor T35, inducibil de IPTG). 100 ul de celule K12 DHI0B E.
coli au fost transformate prin electroporatie, dupd cum este descris in inventie, plasate pe placi
de geloza LB care contin kanamicina (Kan) si cultivate la 37 °C timp de o noapte. O clona a
fost cultivatd pe placi pentru prepararea plasmidei ADN (setul Qiaprep Spin Miniprep;
Qiagen), dezintegratd cu Pstl/Sall si inserarea corectd a casetei de polimerazd T7-ARN
(RNAP) a fost verificata cu electroforeza cu gel de agaroza. Vectorul nou proiectat a fost numit
pSI. Gena T7 RNAP in pSI a fost supusd secventiondrii (GATC Biotech AG). Plasmida pSI
aprobata a fost utilizatd in calitate de matritd pentru crearea ADN-ului linear pentru etapa de
recombinare conform protocolului tehnic al producétorului (Gene Bridges).

b) Prepararea ADN-ului linear pentru recombinarea omologa

Pentru crearea ADN-ului linear pentru recombinare, caseta T7 si gena de rezistentd la
kanamicind din pSI au fost amplificate cu ajutorul RLP, prin addugarea bratelor omoloage pe
oricare dintre fetele care constituie fragmente de secventionare ADN omoloage ADN-ului
locusului dorit de integrare genomicd, adica locusul recA a E. coli. Amestecurile reactiei RLP
contineau tamponul polimerazei ADN KOD Hot Start, 2 mmoli MgS0,, 200 pmoli dNTPs, 1 U
de polimeraza ADN KOD Hot Start (Novagen), 10 pmoli de primer direct (SharecA), 10
pmoli de primer inversat (3'harecA) si 50 ng de matrita ADN. A fost folosit un amplificator
Mastercycler gradient (Eppendorf) cu urmatoarele setédri: denaturare timp de 2 min la 98°C,
urmata de 35 cicluri a cate 30 s 1a 98°C, 30 s la temperatura de hibridare de 65,5°C, si 2 min de
elongatie la 72 °C. Elongatia finald a fost efectuatd timp de 7 min la 72 °C. Au fost utilizati
urmatorii primeri

S'harecA:

TCGCTATCATCTACAGAGAAATCCGGCGTTGAGTTCGGGTTGCTCAGCAGCTAG
ATGCATGCTCGAGCGG (SEQ ID NO:10);

3'harecA:
GTAAAGGCTCCATCATGCGCCTGGGTGAAGACCGTTCCATGGATGTGGAACTCT
GCTGAAGCCAGTTACC (SEQID NO:11).

Produsele RLP au fost purificate cu ajutorul unui set de purificare a RLP QIAquick
(Qiagen) si dezintegrate cu ajutorul a 10 unitati de Dpnl timp de 30 min la temperatura de
37°C.

¢) Transformarea celulelor E. coli competente

Celulele E. coli au fost transformate cu ajutorul plasmidei pRed/ET prin electroporatia
celulelor BL21 (Novagen). Asadar, 1 pl de plasmidd ADN pRed/ET a fost addugat la o parte
alicota de 50 pl de celule electrocompetente, transferat intr-o chiuvetd pentru electroporatie de
1 mm si electroporat cu 1350 V cu ajutorul electroporatorului #2510 (Eppendorf). Timpul
constant trebuie si fie intre 5,0 si 5,4 ms. S-a addugat 1 ml de mediu LB ricit in prealabil (1%
peptond de soia, 0,5% extract de drojdii, 1% NaCl, pH 7,0), mostra a fost transferatd intr-un tub
de 1,5 ml si incubatd intr-un termoamplificator timp de 1 ord la 30°C si 800 rpm. 100 pl de
suspensie celulard a fost plasatd pe gelozd LB plus tetraciclind (3 pg/ml), placile au fost
incubate timp de o noapte la 30°C. O singurd colonie a fost luata de pe placile de electroporatie
pRed/ET si a fost incubata timp de o noapte in 1 ml de mediu LB plus tetracicliné la 30°C, prin



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 4384 B1 2015.11.30

12

agitare la 800 rpm. 30 pl din cultura datd s-au transferat In doua tuburi ce contineau 1,4 ml de
mediu LB plus antibiotic. Celulele au fost crescute timp de circa 2 ore la 30°C, pand cand ele
au atins densitatea optica (DO) de 0,3. O cultura a fost indusa prin addugarea a 50 pl de L-
arabinoza de 10%, iar cealaltd a fost ldsatd neindusd pentru utilizarea in calitate de control
negativ. Ambele culturi au fost incubate la 37 °C, 800 rpm, timp de circa 1 ord. Pentru a obtine
celule competente, ambele culturi au fost centrifugate la 4°C, 13000 rpm, spalate de doud ori
cu 1 ml de glicerind de 10% racitd in prealabil si resuspendate in circa 50 pl de glicerind de
10%.

Aceste culturi au fost apoi transformate cu ajutorul ADN-ului linear (a se vedea mai sus)
care contine T7 §i gena de rezistentd la kanamicind din pSI, precum si bratele omologice pentru
reombinare. 400...800 ng de fragment linear RLP au fost addugate atat la celulele induse, cét si
la cele neinduse §i suspensia a fost electroporata la tensiunea de 1350 V. S-a atras atentia ca
volumul mostrei de ADN sa nu depaseasca 4 pl. S-a adaugat 1 ml de mediu LB rece ca gheata
si celulele au fost incubate timp de 3 ore 1la 37 °C, 800 rpm. Dupa centrifugare celulele au fost
suspendate din nou in 100 pl de mediu LB, plasate pe geloza LB plus antibioticul selectat in
concentratia recomandatd si incubate timp de o noapte la 37°C. Au fost identificate doud clone.
Recombinarea reusitd a casetei in locusul recA in BL21 in aceste clone a fost confirmatd de
colonia RLP. In urma analizei intregii secvente integrate (lacl, AlacZ si gena polimerazei T7
ADN) s-a depistat identitatea absolutd cu secventa initiald a acestei regiuni in BL21-DE3.
Tulpina noud a fost desemnatd RHB-T7 Kah".

d) Eliminarea genei de rezistentd la kanamicina

Dupa cum s-a descris mai sus, tulpina noud RHB-T7 Kan" contine o gend de rezistentd la
kanamicind In genomul bacterian. Dat fiind ca celulele create prin procesele de recombinare
erau destinate utilizarii cu vectorii pET, era necesard optimizarea ulterioard pentru evitarea
rezistentel duble (genomicd si episomald). Astfel, gena genomica de rezistentd la kanamicind a
fost distrusa prin inserarea in locusul kanamicinei a unei casete de rezistenta la cloramfenicol
flancatd cu FRT prin recombinarea omologd. Ulterior, un alt proces de recombinare controlat
de proteina flp a dus la deletia a circa 60% din gena de rezistentd la kanamicind. Acest mutant
inactivat permite selectarea transformantilor pET datorita genei epizomale (Kan) de rezistentd
la kanamicina.

Gena de rezistentd la kanamicina a fost inlaturatd din genom dupé@ cum urmeaza: Un produs
linear RLP al casetei de rezistentd la cloramfenicol flancatd cu FRT cu fragmente de
secventionare ADN 5' si 3' omoloage partilor genei de rezistentd la kanamicind, a fost integrat
in locusul genomic al kanamicinei in tulpina RHB-T7 Kan' prin recombinarea omologi. In
acest scop, a fost utilizata tehnologia Red/ET pentru recombinarea omologd (Gene Bridges,
Heidelberg, Germania). Pe scurt, celulele electrocompetente RHB-T7 Kan" au fost transformate
cu plasmida pRed/ET conform protocolului producitorului (a se vedea mai sus). Selectarea a
fost efectuata pe placile de tetraciclind si clonele pozitive au fost transformate cu ajutorul unui
fragment linear RLP care continea brate omologice 5' si 3' ale secventei genetice Kan' si ale
genei de rezistentd la Cm flancatd cu FRT. Transformantii au fost verificati prin analiza RLP
pentru a verifica genomul modificat. Sapte clone unice au fost analizate prin metoda coloniei
RLP cu privire la insertia corecta in locusul kanamicinei a RHB-T7 Kan'. Toate cele sapte
clone analizate au fost pozitive. Una dintre aceste clone a fost transformatd cu ajutorul
plasmidei pFLP707 furnizatd de compania Gene Bridges. Aceastd plasmidd poartd gena flp a
recombinazei sub controlul transcriptional al unui promotor termosensibil, al unei surse
termosensibile a replicii si al genei de rezistenta la tetraciclind pentru selectarea
transformantilor.

O singura clond a acestei transformari a fost cultivatd la 30°C. O deviere a temperaturii
pand la 37 °C a indus atat expresia proteinei flp a recombinazei, cat si pierderea plasmidei
pFLP707, inclusiv rezistenta la tetraciclind. Celulele au fost plasate pe gelozd LB si clonele
separate au fost analizate prin colonia RLP cu privire la procesele recombinarii pozitive flp.

Trei colonii care poartd caseta de rezistentd la cloramfenicol flancatdi cu FRT au fost
cultivate intr-un microtub cu 1,0 ml de mediu LB si 15 pg/ml de cloramfenicol. O gaurd a fost
perforatd in capac pentru alimentarea cu aer. Cultura a fost incubatd timp de o noapte la
temperatura de 37 °C prin agitare la 800 rpm. Un microtub cu 1,4 ml de mediu LB si 15 pg de
cloramfenicol a fost inoculat cu 30 pl de culturd proaspéta nocturnd, incubata timp de 2...3 ore
la 37 °C prin agitare la 900 rpm. Celulele au fost centrifugate timp de 30 s la 11 000 rpm intr-
un microtub racit, iar supernatantul a fost eliminat prin descédrcare. Precipitatul a fost
resuspendat in 1 ml de H,O dd récitd. Centrifugarea si resuspensia a fost repetatd inca o data.
Dupad centrifugare supernatantul a fost descarcat inca o data si 20...30 pl au fost ldsate in tub
cu precipitatul. Celulele au fost resuspendate si mentinute permanent pe gheata. Electroporatia
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a fost efectuata cu 1 ul ADN pFLP707. Dupd incubatia nocturna pe pldci de tetraciclina la
30°C, s-a moculat 1 ml de mediu LB intr-o colonie si s-a incubat la 30 °C timp de 2...3 ore.
Temperatura a fost schimbatd pand la 37 °C si cultura a fost incubatd timp de o noapte. O
picaturd de suspensie celulara a fost plasatd pe gelozd LB. Dupd incubarea timp de o noapte la
temperatura de 37 °C coloniile unice au fost analizate prin intermediul RLP cu privire la
eliminarea cu succes a markerului de selectare cloramfenicol. Suplimentar, coloniile au fost
reimprimate atat pe gelozd LB, cét si gelozd LB conditionata cu 15 pg/ml cloramfenicol
pentru selectarea clonelor pozitive. Doud clone pozitive au fost identificate dupa pierderea
rezistentei la cloramfenicol. Aceste clone au fost confirmate prin analiza secventei zonei
genomice respective. Tulpina noud a fost numita RHB-T7.

Exemplul 2: Distrugerea genei gor

Pentru prepararea celulelor electrocompetente, 20 ml de mediu LB au fost inoculate intr-o
culturd nocturnd de RHB-T7 pentru a atinge densitatea opticd de pornire ODgqg de circa 0,1.
Celulele au fost crescute la 37 °C péna la densitatea opticd ODgg de circa 0,6. Cultura a fost
centrifugatd la 4°C timp de 10 min $i 4600 rpm. Supernatantul a fost eliminat, iar precipitatul a
fost resuspendat in 14 ml de glicerind de 10% rece ca gheata. Dupd centrifugare (aceleasi
conditii ca si cele mentionate mai sus), etapa de spilare a fost repetatd. in cele din urma,
precipitatul a fost resuspendat in 700 pl de glicerind de 10%, si alicote de 50 ul ale suspensiei
celulare au fost congelate imediat in azot lichid.

1 wl de plasmidd ADN pRed/ET s-a addugat la o alicotd de 50 pl a celulelor
electocompetente. Dupd amestecare, proba a fost pastratd pe gheatd. Proba pentru transformare
a fost transferatd intr-o chiuvetd de electroporatie de 1 mm si electroporatd la 1350 V cu
ajutorul electroporatorului #2510 de la compania Eppendorf cu un timp constant intre 5,0 si 5,4
ms. S-a addugat 1 ml de mediu LB réacit in prealabil, proba a fost transferatd intr-un tub de 1,5
ml si incubatd intr-un termoamplificator timp de 1 ord la 30°C si 800 rpm. 100 pl de suspensie
celulard au fost plasati pe geloza LB plus tetraciclind (3 pg/ml) si placile au fost incubate timp
de o noapte la 30°C.

O singura colonie a fost luatd de pe placile de electroporatie a plasmidei pRed/ET si
incubatd timp de o noapte In 1 ml de mediu LB plus tetraciclina la 30°C, prin agitare la 800
rpm. 30 pl din cultura respectivd au fost transferati in doua tuburi care contineau 1,4 ml de
mediu LB plus antibiotic. Celulele au fost crescute timp de aproximativ 2 ore la 30 °C péana la
atingerea unei densitéti optice de circa 0,3. O culturd a fost indusa prin addugarea a 50 pl de L-
arabinozd de 10%, iar cealaltd a fost ldsatd neindusa si folositd 1n calitate de control negativ.
Ambele culturi au fost incubate la 37°C, 800 rpm timp de circa o ord. Pentru a obtine celule
competente, ambele culturi au fost centrifugate la 4°C, 13 000 rpm, spéilate de doud ori cu 1 ml
de glicerina de 10% racita in prealabil si resupendate in circa 50 ul de glicerind de 10%. Aceste
celule au fost utilizate pentru transformarea cu un fragment linear RLP ce contine brate
omoloage 5' si 3' ale secventei genei gor.

Caseta de rezistentd FRT-Cm-FRT de la compania Gene Bridges (Heidelberg, Germania) a
fost folositd ca matritd pentru distrugerea genei cromozomice gor in RHB-T7 obtinutd in
Exemplul 1. Reactiile RLP au fost efectuate cu ajutorul unui amplificator Mastercycler
gradient de la compania Eppendorf cu urmatoarele setari: denaturare initiald timp de 2 min la
98°C, urmatd de 34 cicluri a cate 30 s la 98°C, 30 s la 60°C - temperatura de hibridare, si 1,5
min de elongatie la 72 °C. Elongatia finala a fost efectuata timp de 7 min la 72 °C si pastrarea a
avut loc la 4°C. A fost folositd polimeraza ADN KOD Hot Start (Novagen) si urmatorii
primeri:

5 "hagor :
AACGTGCTCGGTAAAAATAACGTTGATGTAATCAAAGGCTTTGCCCGCTTAATT
AACCCTCACTAAAGGGCGG (SEQ ID NO:12);

3 'hagor:
GATCGGCCGTGATGGTTTCGCCGTTTACCTCCAGCGTTTTGGCATCAACGTAAT
ACGACTCACTATAGGGCTCG (SEQ ID NO: 13);

Astfel, s-a obtinut 1,5 kb de produs RLP ce continea gena de rezistenta la cloramfenicol
flancatd de site-urile FRT si 50 perechi de baza (p.b.) de brate omoloage gor. Produsele RLP
au fost purificate cu un set de purificare QIAquick (Qiagen). 400...800 ng de fragment linear
RLP, care continea brate omoloage 5' si 3' ale secventei genei gor si ale genei de rezistentd la
Cm flacatd cu FRT, au fost adaugate atat la celulele induse, cét si la cele neinduse precum au
fost preparate mai sus si suspensia a fost electroporata cu 1350 V.
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Produsul purificat RLP a fost folosit pentru electroporatia RHB-T7 transformat cu vectorul
pRed/ET (Gene-Bridges) si astfel preparat pentru recombinarea omologd. Procesul de
recombinare a dus la integrarea exactd a casetei markerului de rezistentd in locusul gor al
genomului RHB-T7. Distrugerea cu succes a genei gor a fost confirmatd prin RLP. S-a atras
atentie la faptul ca volumul probei ADN sa nu depédseasca 4 pl. S-a addugat 1 ml de mediu LB
rece ca gheata si celulele au fost incubate timp de 3 ore la 37 °C, 800 rpm. Dupd centrifugare,
celulele au fost resuspendate in 100 pl de mediu LB, plasate pe geloza LB cu cloramfenicol si
incubate timp de o noapte la 37 °C. Recombinarea cu succes In genom a fost verificatd cu
ajutorul coloniei RLP. Aceste reactii RLP, precum si rezultatele experimentelor de reimprimare
au demonstrat ca caseta markerului de rezistentd a fost integrata cu succes. Clonele pozitive au
fost transformate cu plasmida pFLLP707 (Gene Bridges), precum este descris in Exemplul 1,
pentru a initia eliminarea markerului de rezistentd. Pierderea markerului de rezistentd a fost
confirmatd prin RLP §i reimprimarea coloniilor.

Integrarea si fliping-ul au dus la distrugerea cadrului deschis de citire gor si astfel au creat o
tulpind mutantd cu deficientd de gor. Acest fapt a fost verificat prin analiza de secventionare.
Cadrul deschis de citire gor in RHB-T7 gor- oferd o proteina trunchiatd cu oprirea translatiei la
TAA 1n pozitia 364-366 (116 triplet al proteinei de tip sélbatic). Secventa promotorului T3,
site-ul tintei de recombinare a flipazei (FRT) si secventa promotorului T7 rdman in cromozom
dupa procesul de fliping si astfel provoaca distrugerea cadrului de citire. Tulpina noud a fost
numitd RHB-T7Agror.

Exemplul 3: Constructia pET26b(+).IFN«2a

Constructia vectorului de expresie pET26b(+)IFNa2a s-a efectuat dupa electroforeza pe gel
de agaroza si eluarea gelului a fragmentului de plasmidad (Invitrogen) Nde/Sal-dezintegrat
pET26b(+), precum si a fragmentului de insertiec IFNa2a Nde/Sal-dezintegrat si codon-
optimizat (pMAO0813119, GeneArt). In baza acestor doud fragmente izolate de ADN (setul
Qiagen minelute pentru extragerea gelului) s-a efectuat o reactie de ligaturd cu ajutorul setului
Roche Rapid pentru ligatura ADN. Dupa transformarea celulelor chimic competente DH10B E.
coli cu o parte alicotd a amestecului de ligaturd, au fost luate colonii separate de pe plicile LB
ce contineau kanamicina si au fost cultivate timp de o noapte la 37°C in mediu LB lichid ce
continea 50 pg/ml de marker selectat. Dupa aceasta, ADN-ul plasmidei a fost izolat din fiecare
clond si dezintegrat cu ajutorul enzimelor de restrictionare Nde/Sal. Dezintegrarea a dus la
obtinerea fragmentului Nde/Sal de circa 550 p.b. in doud clone cu un fragment al vectorului de
marime corectd >5000 p.b. Pentru a confirma faptul ci clonele cuprind vectorul corect de
exprimare pET26b (+)IFNa2a, clona 1 a fost supusa unei dezintegrari mai specifice cu ajutorul
diferitor enzime de restrictionare, cum ar fi Pstl, Bglll, BspHI si Sspl. Rezultatul dezintegrarii
de restrictionare si electroforeza cu gelul de agaroza au confirmat numarul si mérimile corecte
ale fragmentelor ADN. Astfel, vectorul de expresie pET26b (+)IFNc2a a fost transformat in
celulele competente RHB-T7Agor si a dus la obtinerea coloniilor rezistente la kanamicina,
dintre care au fost alese cinci la intamplare pentru inocularea a 3 ml de culturi lichide ce
contineau kanamicind si pentru pastrarea criomaterialelor corespunzitoare la -80°C.

Exemplul 4: Analiza expresiei [FNa2a

Celulele E. coli din tulpinile RHB-T7 si RHB-T7Agor descrise mai sus au fost cultivate
pand la faza cresterii logaritmice medii. Celulele au fost centrifugate (1 min/16 100 x g/0°C) si
resuspendate in glicerind de 10% rece ca gheata si centrifugate din nou (1 min/16 100 x g/0°C).
Aceastd etapa de spalare a fost repetatd o singurd datd. Dupd a doua spélare celulele au fost
resuspendate in 50 ul de glicerina de 10% rece ca gheata si suspensia a fost transferatd intr-o
chiuvetd pentru electroporatie ricitd in prealabil (Spativ: 2 mm). in chiuvetd s-a addugat o
alicota a vectorului de expresie pET26b(+) . IFNa2a si eletroporatia s-a efectuat cu un
electroporator (Eppendorf AG, Germania) prin aplicarea a 1350 V. Dupé electroporatie, s-a
addugat 1 ml de mediu LB racit in prealabil si suspensia celulard a fost transferatd intr-un tub
proaspat. Dupd incubarea timp de o ord la 37 °C prin agitare (250 rpm) o alicota de 50 pul a fost
distribuitd pe o placa de geloza LB, completatd cu 50 pg/ml de kanamicind §i incubatd timp de
o noapte la 37 °C. Coloniile unice de pe plicile de transformare au fost preluate si utilizate
pentru inocularea a 3 ml de culturi (mediu LB, completat cu 50 pg/ml de kanamicind). Dupd
incubarea timp de o noapte (37°C/250 rpm) materialele primare pentru criopéstrare au fost
preparate in felul urmator: 1 ml de proba de culturd a fost amestecatd cu 0,5 ml de glicerind
sterild rece ca gheata de 30% intr-un criotub (concentratia finala a glicerinei de 10%). Dupd
inghetarea materialului 1n azot lichid (LN2) tuburile au fost pastrate la -80°C.

Clonele obtinute prin transformarea RHB-T7 si RHB-T7Agor cu ajutorul vectorului de
expresie pET26b (+ ). IFN¢2a au fost desemnate ca RHB-T7/pET26b (+) . IFNo2a si RHB-
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T7Agor/pET26b ( + ).JFNo2a, respectiv. Identitatea si integritatea vectorului de expresie
pET26b (+ ) . IFNo2a in diferite clone obtinute prin transformare a fost confirmatd prin analiza
fragmentarii ADN cu ajutorul enzimelor de restrictionare Bglll, BspHI, Ndel, Pstl, Sall si Sspl.

Cultivarea RHB-T7/pET26b ( + ) .IFNo2a si RHB-T7Agor/pET-26b (+).IFNa2a pentru
obtinerea IFN s-a inceput prin inocularea a 3 ml de mediu complex [veg.] (27,0 g/L peptona
vegetald, 14,0 g/L extract de drojdii, 5,0 g/l NaCl, 0,5 g/l MnS0,*¥H,0, 25,0 g/L. (m/v)
glicerina, 8,65 g/L. K,HPO,, 6,85 g/l. KH,PO,; pH 7,0 £0,1) din criomateriale. La mediu s-a
addugat 50 pg/ml de kanamicina. Culturile au fost incubate la 37 °C, 250 rpm timp de o
noapte. 15 ml de culturi de expresie au fost initiate cu ajutorul alicotelor de 3 ml de culturi
nocturne pentru a atinge densitatea optica de pornire DOggp 0,1 in 15 ml de mediu complex
[veg.] fard antibiotice intr-un flacon vibrator cu despartituri la 37°C, 250 rpm. Dupd atingerea
fazei cresterii logaritmice medii cu densitatea opticd ODgpo 0,5 — 0,8, s-a addugat IPTG
(concentratia finald de 1 mm) si culturile au fost cultivate inca 3 ore. 1 ml de probe de culturi
au fost preluate imediat inainte de (ty) si 3 ore dupa (t;) inductia IPTG.

Probe de culturi de 1 pl au fost centrifugate (1 min/16 100 x g/0°C). Reziduurile celulare au
fost resuspendate in 4 ml de tampon Tris-EDTA (pH 7,4), transferate intr-un tub de sticld
(diametrul interior de 22 mm) si plasate intr-o baie cu gheatd. Fractionarca celulelor s-a
efectuat cu ajutorul dispozitivului cu ultrasunete UP 400S (Hielscher Ultrasonic GmbH;
caracteristicile: 400W, 24 kHz) echipat cu sonda H3. Setérile tehnice: adancimea scufundarii:
aprox. 15 mm; capacitatea: 75%; ciclu: 30 s, distrugere cu ultrasunet — 30 s intrerupere;
perioada totald de prelucrare: 10 min. Dupd aceasta, proba a fost transferatd intr-un tub de 15
ml de tip Falcon si centrifugatd (30 min/4080 x g/4°C). Fractiunea proteinei insolubile a format
un reziduu. Supernatantul ce continea proteine solubile a fost transferat Intr-un tub de 15 ml de
tip Falcon, la care s-au adaugat 600 pul de acid tricloracetic de 100% (concentratia finald: 15%)
si s-a incubat timp de o ord la 4°C Tnainte de centrifugare (30 min/4 080 x g/4°C). Reziduul din
ctapa datd reprezinta fractiunea proteinei solubile. Ambele reziduuri au fost solubilizate si
ajustate pana la o densitate optica de DOgo = 10 prin addugarea tamponului IB (8 moli uree, 50
mmoli DTT, 100 mmoli Tris-HCI; pH 8,0). O etapa de standardizare pand la densitatea opticad
de DOggo = 10 a facut posibild compararea directd a cantitétilor relative de proteine in diferite
benzi de curgere a gelului. Pentru estimarea indicilor de producere a proteinelor era necesar de
luat in considerare DQOgyo masurata eficient a culturii analizate.

Proteina totald celulara (TCP) si fractiunile proteinelor solubile si insolubile au fost supuse
SDS-PAGE cu colorarea cumasi. Pentru toate curgerile de gel SDS-PAGE au fost utilizate
geluri pre-turnate NuPAGE® Novex® 12% Bis-Tris (Invitrogen, Karlsruhe, Germania) in
combinatie cu sistemul corespunzitor XCell SureLock Mini-Cells (Invitrogen). Conform
marimii [FNa2a recombinant (19 kDa), a fost aplicat un sistem de tampon MES (Invitrogen)
pentru a atinge cea mai buna dizolvare a gelului. Toate probele au fost dizolvate in 0,25 vol. de
tampon LDS (Invitrogen), substituit cu 0,1 vol. de agent reducdtor Sample Reducing Agent
(Invitrogen), si au fost incalzite timp de 10 min pand la 95 °C inainte de a fi incércate pe gel.
Pentru colorarea cumasi s-a folosit sistemul Bio-Safe Coomassie Stain (Bio-Rad, Munich,
Germania) conform recomandarilor furnizorului. Probele pentru analizad cu ajutorul statiei de
electroforeza (Experion, Bio-Rad Laboratories, Hercules, SUA) au fost prelucrate conform
instructiunii producétorului pentru conditiile reducatoare (Instructiuni de utilizare la setul de
analiza Experion Pro260) si incircate pe un chip Experion Pro260 (Bio-Rad). Inregistrarea si
analiza ulterioard a datelor a fost efectuatd cu ajutorul instrumentului de lucru cu sistemul
Softul Experion si analiza datelor (Bio-Rad, Versiunea 3.0.226.0).

Rezultatele: 3 ore dupd inductie atdt RHB-T7/pET26b(+).JFNc2a, cat si RHB-
T7Agor/pET2 6b(+).JFNa2a au demonstrat benzi proeminente de proteine aprox. de 19 kDa in
analiza SDS-PAGE (masa moleculard asteptatd a IFNo2a uman este aprox. de 18,8 kDa).
Banda de proteine a fost detectatd exclusiv in culturile induse cu IPTG, ceea ce denotd cd
expresia in ambele clone este intens controlatd (a se vedea fig. 1). Analiza imunoblotului cu
ajutorul unui anticorp fatd de IFNw2a a confirmat cd banda de proteind supravegheatd in SDS-
PAGE era IFNo.2a (datele nu sunt ardtate). O comparatie a intensitdtilor benzilor de proteine in
SDS-PAGE RHB-T7/pET26b (+).JFNa2a si RHB-T7Agor/pET2 6b(+).JFNa2a a ardtat cd
ambele clone exprima proteina de interferon in cantitédti similare (a se vedea fig. 1).

In timpul analizei fractiunilor proteinelor solubile si insolubile ale clonelor, s-a constatat ci
in RHB-T7/pET26b (+).IFNa2a, IFNa2a recombinant este aproape complet prezent in
corpusculii de incluziune. In mod contrar, in RHB-T7Agor/pET26b(+).IFNa2a, IFNa2a
produs era aproape complet solubil (a se vedea fig. 2).
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Exemplul 5: Analiza expresiei IFN-f si [FN-y

Conform metodelor descrise in Exemplele 3-4, IFN-§ uman i IFN-y uman au fost clonati
mtr-un  vector de expresie pET26b(+). Plasmidele rezultate pET26b(+).IFN-f si
pET26b(+).IFN-y au fost transformate in tulpinile RHB-T7Agor si RHB-T7.

Rezultatele: Similar rezultatelor observate mai sus in cazul IFNa2a, se poate ardta cd in
RHB-T7 atat IFN-f uman, cat si IFN-y uman au fost produsi, in principal, in formd de
corpusculi de incluziune, pe cand in RHB-T7Agor, cel putin circa 90% de proteind
recombinanta a fost exprimata in forma solubild (datele nu sunt ardtate).

Exemplul 6: Analiza expresiei comparative a [IFNo2a

Tulpina RHB-T7Agor preparatd conform Exemplului 2 a fost apoi utilizatd pentru a crea o
tulpind dubld inactivatd trxB/gor’. Mutatia inactivatoare in gena trxB a fost obtinutd esential
dupd cum s-a discutat mai sus in Exemplul 2 in legétura cu gena gor. Urmdtorii primeri au fost
utilizati pentru inactivarea genei {7xB:

5" hatrx:

5
CACCAAGTTTGAAACTGAGATCATTTTTGATCATATCAACAAGGTGGATCAATTAA
CCCTCACTAAAGGGCGG-3' (SEQ ID NO:14);

3" hatrx:

5'-
GCAAGTGTATTCGCCGTTATCGCCATTCAGACGGAACGGACGGTTTTGCATAATAC
GA CTCACTATAGGGCTCG-3' (SEQ ID NO:15);

Tulpina rezultatd a fost desemnatd RHB-T7Agor/trx. Dupd cum s-a explicat mai sus,
tulpinile dublu inactivate trxB/gor pot creste doar dacd ele prezintd o mutatie in ahpC*. De
aceea, in RHB-T7Agor/trx descris In prezenta inventie, mutatia supresoare aipC* a fost atinsd
prin recombinarea omologd. O asemenea mutatie nu a fost necesard in tulpina RHB-T7Agor.

Atat RHB-T7Agor, cat si RHB-T7Agor/trx au fost transformate cu ajutorul a 100 ng ADN
pET26b(+)IFNa2a, ceca ce a dus la obtinerea tulpinilor RHB-T7Agor/pET26b(+).IFN«2a si,
respectiv, RHB-T7Agor/trx-pET26b(+).JFNo2a.

In mod similar, celulele competente Origami(DE3) (Novagen) au fost transformate cu
ajutorul a 100 ng ADN pET26b(+)IFNo2a si incubate timp de o noapte la 37 °C pe placi
selective de geloza LB, fie cu 50 pg/ml sau 150 pg/ml kanamicind. Pe placa cu 150 pg/ml au
fost gésite 20 de colonii, In timp ce pe placa cu 50 pg/ml au crescut =500 colonii. Prepararea
ADN-ului plasmidei (setul Qiagen miniprep) si dezintegrarea ulterioara de restrictionare a trei
clone independente luate de pe placa cu 150 pg/ml a ardtat cé toate trei clone purtau vectorul
de expresie pET26(+).IFNa2a. O clona a fost selectatd pentru urmatoarele experimente de
expresie (Origami (DE3)/pET26b(+)IFN«2a.

Analiza de expresie §i etapele ulterioare de fractionare, SDS-PAGE a proteinei
recombinante IFNa2a si de detectare imunoblot au fost efectuate conform metodelor descrise
in exemplele 3-4.

Rezultatele: S-a observat c¢d in toate tulpinile testate cea mai mare parte a proteinei
exprimate recombinant IFNa2a a fost produsd in fractiunea solubild. Doar cantitdti mici de
proteind au fost detectate in corpusculii de incluziune. in mod interesant, cantitatile de proteind
solubila IFN-oa2a erau semnificativ mai mari in RHB-T7Agor-pET26b(+).IFNa2a in
comparatiec cu RHB-T7Agor/trx-pET26b (+) . IFNoa2a sau Origami (DE3)/pET26b
(+).JFNo2a. Cantitatile detectate iIn RHB-T7Agor/trx-pET26b (+) . IFNa2a erau mai mari
decat in Origami (DE3) /pET26b (+).IFNo2a (a se vedea fig. 3).

LISTA SUCCESIUNII

<110> Richter-Helm BioTech GmbH & Co. KG

<120> EXPRESIA RECOMBINANTA A INTERFERONULUI SOLUBIL

<130> P 87785

<160> 15

<170> Patent In version 3.3

<210> 1

<211> 166

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 1
Met Cys Asp Leu Pro GIn Thr His Ser Leu Gly Ser Arg Arg Thr Leu
1 5 10 15
Met Leu Leu Ala GIn Met Arg Lys Ile Ser Leu Phe Ser Cys Leu Lys
20 25 30
Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro GIn Glu Glu Phe Gly Asn Gln Phe
35 40 45
GIn Lys Ala Glu Thr Ile Pro Val Leu His Glu Met Ile GIn GIn Ile
50 55 60
Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr
65 70 75 80
Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr Gln Gln Leu Asn Asp Leu
85 90 95
Glu Ala Cys Val Ile GIn Gly Val Gly Val Thr Glu Thr Pro Leu Met
100 105 110
Lys Glu Asp Ser Ile Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gln Arg Ile Thr
115 120 125
Leu Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val
130 135 140
Arg Ala Glu Ile Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Thr Asn Leu Gln Glu
145 150 155 160
Ser Leu Arg Ser Lys Glu
165
<210> 2
<211> 187
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Thr Asn Lys Cys Leu Leu GIn Ile Ala Leu Leu Leu Cys Phe Ser
1 5 10 15
Thr Thr Ala Leu Ser Met Ser Tyr Asn Leu Leu Gly Phe Leu GIn Arg
20 25 30
Ser Ser Asn Phe GIn Cys GlIn Lys Leu Leu Trp Gln Leu Asn Gly Arg
35 40 45
Leu Glu Tyr Cys Leu Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp Ile Pro Glu Glu
50 55 60
Ile Lys GIn Leu GIn GIn Phe GIn Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr Ile
65 70 75 80
Tyr Glu Met Leu GIn Asn Ile Phe Ala Ile Phe Arg Gln Asp Ser Ser
85 90 95
Ser Thr Gly Trp Asn Glu Thr Ile Val Glu Asn Leu Leu Ala Asn Val
100 105 110
Tyr His GIn Ile Asn His Leu Lys Thr Val Leu Glu Glu Lys Leu Glu
115 120 125
Lys Glu Asp Phe Thr Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Leu Lys
130 135 140
Arg Tyr Tyr Gly Arg Ile Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser

145 150 155 160
His Cys Ala Trp Thr Ile Val Arg Val Glu Ile Leu Arg Asn Phe Tyr
165 170 175
Phe Ile Asn Arg Leu Thr Gly Tyr Leu Arg Asn
180 185
<210> 3
<211> 166
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Met Lys Tyr Thr Ser Tyr Ile Leu Ala Phe Gln Leu Cys Ile Val Leu
1 5 10 15

Gly Ser Leu Gly Cys Tyr Cys GIn Asp Pro Tyr Val Lys Glu Ala Glu
20 25 30
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Asn Leu Lys Lys Tyr Phe Asn Ala Gly His Ser Asp Val Ala Asp Asn
35 40 45
Gly Thr Leu Phe Leu Gly Ile Leu Lys Asn Trp Lys Glu Glu Ser Asp
50 55 60

Arg Lys Ile Met GIn Ser GIn Ile Val Ser Phe Tyr Phe Lys Leu Phe
65 70 75 80
Lys Asn Phe Lys Asp Asp GIn Ser Ile GIn Lys Ser Val Glu Thr Ile

85 90 95
Lys Glu Asp Met Asn Val Lys Phe Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lys Arg

100 105 110
Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr Asn Tyr Ser Val Thr Asp Leu Asn Val
115 120 125
Gln Arg Lys Ala Ile His Glu Leu Ile Gln Val Met Ala Glu Leu Ser
130 135 140

Pro Ala Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gln Met Leu Phe Arg
145 150 155 160
Gly Arg Arg Ala Ser Gln

165
<210> 4
<211> 504
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 4
atgtgcgatc tgcegeagac ccatagectg ggecagecgte gtaccetgat getgetggee 60
cagatgcgta aaattagcct gtttagetge ctgaaagatc gtcatgattt tggctttecg 120
caggaagaat ttggcaacca gtttcagaaa gcggaaacca ttecggtgcet geatgaaatg 180
attcagcaga tcttcaacct gtttagcacc aaagatagca gegeggegtg ggatgaaacc 240
ctgctggata aattctatac cgaactgtat cagcagcetga acgatctgga agegtgegtg 300
attcagggcg tgggcgtgac cgaaaccceg ctgatgaaag aagatagcat tctggeegtg 360
cgtaaatatt ttcagcgcat caccctgtat ctgaaagaaa aaaaatatag cccgtgegeg 420
tgggaagtgg tgcgtgcgga aattatgegt agetttagee tgagcaccaa cctgecaggaa 480
agcctgegta gcaaagaata ataa 504
<210> 5
<211> 1353
<212> DNA
<213> Escherichia coli
<400> 5
atgactaaac actatgatta catcgccatc ggeggcggcea geggeggtat cgectccatc 60
aaccgegegg ctatgtacgg ccagaaatgt gegetgattg aagecaaaga getgggegge 120
acctgcgtaa atgttggctg tgtgccgaaa aaagtgatgt ggcacgeggce geaaatcegt 180
gaagcgatcc atatgtacgg cccggattat ggttttgata ccactatcaa taaattcaac 240
tgggaaacgt tgatcgccag ccgtaccgec tatatcgace gtattcatac ttectatgaa 300
aacgtgctcg gtaaaaataa cgttgatgta atcaaaggct ttgeecgett cgttgatgee 360
aaaacgctgg aggtaaacgg cgaaaccatc acggecgatc atattctgat cgeccacagge 420
ggtcgteecga gecacecgga tattccggge gtggaatacg gtattgatte tgatggette 480
ttcgecectte ctgetttgee agagegegtg geggttgttg gegegggtta catcgecgtt 540
gagctggegg gegtgattaa cggectegge gegaaaacgce atetgtttgt gegtaaacat 600
gcgeegetge geagettega cecgatgatt tccgaaacge tggtcgaagt gatgaacgee 660
gaaggcecgce agetgeacac caacgecate ccgaaagegg tagtgaaaaa taccgatggt 720
agcctgacge tggagetgga agatggtcge agtgaaacgg tggattgect gatttgggcg 780
attggtcgeg agectgecaa tgacaacate aacctggaag ccgetggegt taaaactaac 840
gaaaaaggct atatcgtcgt cgataaatat caaaacacca atattgaagg tatttacgeg 900
gtgggcgata acacgggtgce agtggagetg acaccggtgg cagttgeage gggtegeegt 960
ctctetgaac gectgtttaa taacaageeg gatgagcate tggattacag caacatteccg 1020
accgtggtct tcagccatce geegattggt actgttggtt taacggaace geaggegege 1080
gagcagtatg gcgacgatca ggtgaaagtg tataaatcct ctttcacege gatgtatace 1140
gccgtcacca ctcaccgeca geegtgeege atgaagetgg tgtgegttgg atcggaagag 1200
aagattgtcg gtattcacgg cattggcttt ggtatggacg aaatgttgca gggcttcgeg 1260
gtggcgctga agatgggggc aaccaaaaaa gacttcgaca ataccgtege cattcaccca 1320
acggcggcag aagagttcgt gacaatgegt taa 1353
<210> 6
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<211> 46

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 6

glcegactta tgeccgagaa gatgttgage aaacttatcg cttatc 46
<210> 7

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 7

tgcaaagaga ttcttggcgg agaaaccata attgcatcta cteg 44
<210> 8

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 8

ggaagcggec ctgcagegga caccatcgaa tggege 36
<210> 9

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 9

£2geeeggeg glegacggag (eglattgat ttggeg 36
<210> 10

<211> 70

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 10

tcgctatcat ctacagagaa atccggegtt gagttcgggt tgctcageag ctagatgeat 60
gctcgagegg 70

<210> 11

<211> 70

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 11

gtaaaggctc catcatgege ctgggtgaag accgttccat ggatgtggaa ctetgetgaa 60
gecagttace 70

<210> 12

<211> 73

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 12

aacgtgctcg gtaaaaataa cgttgatgta atcaaaggct ttgeccgett aattaaccct 60
cactaaaggg cgg 73

<210> 13

<211> 74

<212> DNA
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Artificial

primer
13

gatcggcegt gatggtttcg ccgtttacct ccagegtttt ggcatcaacg taatacgact 60
cactataggg ctcg 74

<210>
211>
212>
<213>
<220>
<223>
<400>

14

73

DNA
Artificial

primer
14

caccaagttt gaaactgaga tcatttttga tcatatcaac aaggtggatc aattaaccct 60
cactaaaggg cgg

<210>
211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

15

74

DNA
Artificial

primer
15

gcaagtgtat tcgcegttat cgecattcag acggaacgga cggttttgea taatacgact 60
cactataggg ctcg 74

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Barbara Maertens, Anne Spriestersbach, Uritza von Groll, Udo Roth, Jan
Kubicek, Michael Gerrits, Marcus Graf, Michael Liss, Daniela Daubert, Ralf
Wagner and Frank Schafer. Gene optimization mechanisms: A multi-gene study
reveals a high success rate of full-length human proteins expressed in Escherichia
coli. Protein Sci., 2010, p. 1312-1326
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(57) Revendicari:

1.  Celula gazdd pentru expresia recombinanta a unei proteine de interferon provenite
de la mamifere, unde celula mentionatd cuprinde o gend endogend functionald trxB, o gend
endogend inactivatd gor si o secventa de polinucleotide care codifica o proteind exogend de
interferon.

2. Celula gazda conform revendicarii 1, caracterizati prin aceea ci sccventa de
polinucleotide mentionata este inclusd intr-un vector de expresie.

3. Celuld gazda conform revendicarii 1 sau 2, caracterizati prin aceea ci
interferonul mentionat este selectat din grupul ce constd din interferonul alfa, interferonul
beta si interferonul gamma sau dintr-un fragment activ al acestora.

4. Celulad gazdd conform revendicarii 3, caracterizati prin aceea cd proteina de
interferon mentionatd este o proteind a interferonului uman sau un fragment biologic activ
al acesteia.

5. Celuld gazda conform revendicdrii 4, caracterizatd prin aceea ci proteina de
interferon mentionatd este interferonul uman a.2a sau un fragment biologic activ al acestuia.

6. Celulda gazda conform revendicdrilor 1-5, caracterizati prin aceea ci celula
gazda mentionatd reprezinta o celuld bacteriana.

7. Celula gazdd conform revendicdrii 6, caracterizata prin aceea ci celula
bacteriand mentionatd reprezinta o celuld de Escherichia coli.

8. Celuld gazdda conform revendicarii 7, caracterizatid prin aceea cd celula
bacteriand mentionata de Escherichia coli a fost obtinuta din tulpina BL21Escherichia coli.

9. Celula gazda conform revendicdrilor 1-8, caracterizati prin aceea ci celula
bacteriand mentionata cuprinde gena polimerazei T7 ARN.

10. Celula gazdd conform revendicarii 9, caracterizati prin aceea cd gena
polimerazei T7 ARN este inserata in genomul celulei gazda.

11.  Procedeu de expresie recombinantd a unui interferon solubil intr-o celuld gazda ce
cuprinde:

(a) oferirea unei celule gazda conform oricdrei dintre revendicarile 1-10;

(b) cultivarea celulei gazda in conditii ce permit expresia proteinei de interferon;

(c) obtinerea proteinei solubile de interferon din celula gazda.

12.  Procedeu conform revendicarii 11, caracterizat prin aceea cé ctapa (c) cuprinde
dezagregarea celulelor gazda.

13.  Procedeu conform revendicarii 12, caracterizat prin aceea ca ctapa (c) cuprinde
suplimentar purificarea proteinei prin cromatografie.

14. Utilizarea unei celule gazdd conform oricarei dintre revendicdrile 1-10 pentru
expresia recombinantd a unui interferon solubil.

Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: LUPASCU Lucian
Redactor: LOZOVANU Maria

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova
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Hatahet Feras. Disruption of reducing pathways is not
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Bessette P.H. Efficient folding of proteins with multiple
disulfide bonds in the Escherichia coli cytoplasm.
Proceedings of the National Academy of Sciences,
National Academy of Sciences, vol. 96, nr.24, p. 13703-
13708
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CN 101225398 A 2008.07.23

CN 102978276 A 2013.03.20
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CN 101921330 A 2010.12.22

US 5510472 A 1996.04.23

US 5554514 A 1996.09.10

rdEdidididid s

\>
@)

Barbara Maertens, Anne Spriestersbach, Uritza von Groll,
Udo Roth, Jan Kubicek, Michael Gerrits, Marcus Graf,
Michael Liss, Daniela Daubert, Ralf Wagner and Frank
Schafer. Gene optimization mechanisms: A multi-gene
study reveals a high success rate of full-length human
proteins expressed in Escherichia coli. Protein Sci., 2010,
p. 1312-1326.

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior

general

bazeaza inventia

T — document publicat dupa data depozitului sau
a prioritatii invocate, care nu apartine stadiului
pertinent al tehnicii, dar care este citat pentru a
pune 1n evidenta principiul sau teoria pe care se

X — document de relevantd deosebitd: inventia
revendicata nu poate fu consideratd noud sau
implicand activitate inventivd cand
documentul este luat in consideratie de unul

singur

E — document anterior dar publicat la data depozit
national reglementar sau dupa aceasta data

Y — document de relevantd deosebitd: inventia

revendicatd nu poate fu considerata ca brevet

implicand activitate inventivd cand

D — document mentionat 1n descrierea cererii de




documentul este asociat cu unul sau mai
multe documente de aceiasi categorie

O - document referitor la o divulgare orala,
un act de folosire, la o expozitie sau la orice
alte mijloace de divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiata
solutie

& — document, care face parte din aceeasi familie de
brevete

P - document publicat inainte de data de
depozit, dar dupa data prioritatii invocate

L — document citat cu alte scopuri
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