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Sammendrag:

DNA fragmenter indeholdende en g®r sur phosphatase promotor
og sidesekvenser, og mutanter deraf, som bibeholder promotor-
funktionen, fremstilles ved, at et sur phosphatasegen frem-
stilles ved komplementering af garstammer, som mangler sur
phsophatase, ved transformering af plasmid DNA fra en gar-
gensamling indeholdende vildtypekopien af genet, genet iso-
leres, subkloner af det dannede gen fremstilles, beliggen-
heden af promotoromrédet for ovennavnte underkloner identi-
ficeres, og DNA fragmenter indeholdende sur phosphatase-
promotoren isoleres.

Gar- eller ikke-—garpolypeptider eller naturligt forekommende
derivater deraf fremstilles ved dyrkning af gar transforme-
ret med en hybridvektor indeholdende en gar sur phosphatase-
promotor og et gar- eller ikke-garpolypeptidkodningsomrade,
som er kontrolleret af promotoren, hvorefter det dannede
polypeptid isoleres oOg renses.

Polypeptiderne kan vere enzymer, hormoner, polypeptider med
immunomodulerende egenskaber, med antivirale egenskaber,
med anticancer egenskaber, antistoffer, virus antigener,
vaccine eller koaguleringsfaktor, og de kan eksempelvis
anvendes som lazgemidler.
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Den foreliggende opfindelse ang&r DNA-fragmenter indeholdende
promotorerne for generne for Saccharomyces cerevisiae sur
phosphatase, garhybridvektorer indeholdende disse promotorer,
som kan transformere Saccharomyces cerevisiae, samt Saccha-
romyces cerevisiae transformeret med disse garhybridvektorer.
Opfindelsen angadr tillige fremgangsmader til fremstilling

af DNA-fragmenterne, garhybridvektorerne samt Saccharomyces
cerevisiae under anvendelse af rekombinant DNA teknologi.
Desuden angdr opfindelsen en fremgangsmide til fremstilling
af polypeptider, som er kodet ved hjalp af indsatte gendele

i garhybridvektorerne, og som er nyttige ved behandling af
sygdomme hos mennesker og dyr.

Med udviklingen af rekombinant DNA teknologi er det blevet mu-
ligt at foretage kontrolleret mikrobiologisk produktion af
nyttige polypeptider, isar farmakologisk interessante poly-
peptider. Stgrsteparten af den hidtil gennemfgrte forskning
indenfor rekombinant DNA teknologien har varet gennemfgrt med
prokaryote organismer. Som f¢lge af udviklede fremgangsmader
er det nu velkendt at indfgre DNA, som koder for eukaryote
proteiner, i disse organismer. Adskillige bakteriearter, isar
Escherichia coli stammer, som er blevet modificeret ved hjalp
af denne nye teknologi, er nu tilgzhgelige og muligggr kommer-
ciel fremstilling af polypeptider af meget stor betydning, sa-
som insulin, humant leukocyt- og fibroblast-~interferon og hu-
mant vaksthormon.

Til mange formdl vil det i fremtiden imidlertid vare g¢gnskeligt
eller ngdvendigt at anvende eukaryote systemer ved den kommer-
cielle fremstilling af proteiner, isar farmakologisk vigtige
proteiner. Da gar hg¢rer til eukaryoterne, har de mange biolo-
giske processer tilfzlles med andre eukaryoter, isar med patte-
dyrceller. Da mange farmakologisk vigtige proteiner syntetise-
res af pattedyrceller, kan slagtskabet mellem de to systemer
vare fordelégtigt. Eksempelvis ligner sekretionsprocessen i

gar sekretionsprocessen i celler hos hgjerestiende dyr, og det er
kendt, at garceller er i stand til at spalte signalsekvenser
(uladet N-terminal del af et protein, som sazdvanligvis fraspal-
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tes under den sekretoriske transport) (47). Glycosylerings-
systemet er forbundet med sekretionsprocessen. De grundlag-
gende trin, som fgrer til glycosylerede proteiner, ligner
hinanden i alle eukaryoter, og det antages, at garceller

i modsztning til prokaryote celler kan danne proteiner, som
er glycosyleret ngjagtigt (selv om nogle sluttrin i proces-
sen m& modificeres).

Endvidere indeholder garceller ikke endotoksiner. I protein-
przparater fra Escherichia coli findes ofte kontaminerende
endotoksiner, som skal fjernes ved dyre rensningstrin.

Da gzr er en mikroorganisme, er garceller lette at dyrke. Den
cellemasse, som kan opnds pr. rumfang dyrkningsvaske, er va-
sentligt st¢rre for gar end for Escherichia coli. Endvidere
har man et godt kendskab til gars opfgrsel i fermenterings-
fasen, og der kendes allerede fremgangsmader til fermente-
ring i stor mélestok.

I de seneste ar har bagergar, Saccharomyces cerevisiae, vakt
stigende interesse blandt molekylarbicloger, som beskazftiger
sig med grundforskning og-'udvikling. Denne udvikling skyldes
i stor udstrazkning dannelsen :af et transformationssystem
(Hinnen et al. (1), Beggs (2)), som muligggr anvendelsen af
denne mikroorganisme til gensplejsningsprocesser, sasom ind-
fgring og kloning af heterologt DNA. Ligesom ved de prokaryo-
tiske systemer er plasmider de foretrukne vektorer til anven-
delse ved transformering af garceller, dvs. til indfgring af
rekombinant DNA i garceller.

Vektorer, som er egnede til transformering af garceller, gar-
celler transformeret med disse plasmider, polypeptider dan-
net ved hjalp af de transformerede gzrceller og fremgangsma-
der til deres fremstilling er kendt fra forskellige patent-
ansggninger og andre publikationerx:

Den generelle gartransformeringsmetode er beskrevet af Hin-

B
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Kopiering af et humant interferongen bundet til DNA-fragmenter
i St-gsidesekvenserne i Saccharomyces cerevisiae alkohol
dehydrogenase 1 (ADH1) genet i et plasmid og transformeret

til gzrceller er beskrevet af Hitzeman et al. (5).

Transformeringen af Saccharomyces cerevisiae med et plasmid
indeholdende det kromosomale kanin B~globin-gen er beskre-
vet af Beggs et al. (6). Som anfgrt i denne publikation er

genet ikke transkriberet korrekt, og der kunne ikke pavises
nogen splejsning af de primzre P-globin transkriptionsdele.

Eukaryote celler, sasom gar og isar pattedyrceller, som er
kotransformeret med fremmed DNA, der koder for et polypep-
tid, og som er bundet med en inducerbar promotor, og med
ubundet DNA, som tillader identificeringen af de transformere-
de celler, samt en fremgangsmdde til fremstilling deraf ex
beskrevet i PCT patentansggning nr. 81/02425 (7).

En DNA sekvens, som koder for.et eukaryotisk replikations-
sted, eukaryote vektorer, som bevirker mitotisk stabilitet
ved lavt kopiantal, og som indeholder et eukaryotisk replika-
tionssted, samt garceller transformeret med disse.vektorer er
beskrevet i europzisk patentansggning nr. 48081 (8).

Hybrid DNA'er indeholdende bl.a. et eukaryotisk vartsegment,
som kopierer autonomt, en fremgangsmade til fremstilling derxr-
af samt en fremgangsmdde til hgjfrekvenstransformering af
gukaryote celler, f.eks. gar, med disse hybrid DNA'er, er be-
skrevet i europzisk patentansggning nr. 45573 (9).

pPlasmider indeholdende ovalbumin-genet kontrolleret ved hjalp
af promotoren fra Escherichia coli p-lac Z-genet, og som kan
transformeres til gazrceller, er beskrevet i DE offentligggrel-
sesskrift nr. 2.923.297 (10) og fransk patentansggning nr.
2.458.585 (1ll).
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Endelig er hybridplasmider indeholdende DNA fra et bakterie
plasmid, hele eller dele af DNA'et fra gar 2p plasmidet og
gar URA3-genet samt gar transformeret med disse hybridplasmi-
der beskrevet i europaisk patentansggning nr. 11562 (12).

1 igbet af de senere 3r er der blevet gjort store fremskridt
indenfor gensplejsningsomridet, og de fgrste systemer, som
anvender genetisk manipulerede mikroorganismer, isar stammer
af enterobakterien Escherichia coli, er nu i drift. Der er
imidlertid et behov for andre og bedre systemer, isar eukary-
ote systemer, sisom gar, som er egnede til industriel produk-
tion af proteiner i gkonomisk og stor m@lestok. Forskellige
garvektorer er for tiden tilgzngelige til genkloning. Til
effektiv kopiering af fremmede gener i gar skal struktur-
kodningssekvenser kombineres med kraftige gzrpromotorer, som
fordelagtigt bgr udvise regulatoriske trazk, som muliggegr
eksogen kontrol af genkopiering (gene expression). Det er
tillige formalet med opfindelsen at tilvejebringe garpromo-
torer, som opfylder disse betingelser. Det er desuden for-
malet med opfindelsen at tilvejebringe hybridvektorer inde-
holdende disse promotorer og fremmede strukturgener kontrol-
leret af disse promotorer.

1. DNA-fragmenter indeholdende sur phosphatase garpromotorer

og deres fremstilling

Ved den foreliggende opfindelse tilvejebringes garpromotorer,
som er blevet isoleret for nylig, og som har gode kopierings-
egenskaber, samt en fremgangsmade til fremstilling deraf.

Garpromotorerne er afledt af genom DNA'et fra gar, isezr fra
Saccharomyces cerevisiae. Mindst to strukturgener (PHO3 og
PHO5) og adskillige regulatoriske gener (PHO2, PHO4, PHOS80,
PHOB1, PHO85) indgar i kopieringen af sur phosphatase i gar
(Jfr. f.eks. reference (13)). PHO5 og PHO3 koder for hen-
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holdsvis en repressiv (reguleret) og en strukturel sur phos-
phatase i ger. PHOS-genet er undertrykt ved heje koncentra-
tioner af uorganisk phosphat og ikke undertrykt ved lav
forekomst (starvation) af uorganisk phosphat (sadvanligvis

i stor udstrekning under passende fysiologiske betingelser),
hvorimod PHO3-genet kopieres strukturmzssigt ved lave koncen-
trationer. Undertrykkelsesenzymet er glycosyleret og har en
molekylvegt pd ca. 490 kilodalton (14).

Promotorerne, som kontrollerer sur phosphatase generne, har
ikke vazret isoleret eller anvendt ved den kendte rekombinant
DNA teknologi, og derfor har deres nukleotidsekvenser ikke
vearet klarlagt. I modsztning til andre garpromotorer anvendt
i nyere rekombinant DNA teknologi (f.eks. ADH1), kodexr DNA
sekvenserne, som fglger direkte efter sur phosphatase gerpromo-
torerne, for signalpeptider, som antages at indgd i sekre-
tionsprocessen. Det ville vazre fordelagtigt at binde et
omrade, som koder for et'fremmed protein, til en gazr-signal-
sekvens, som sikrer in vivo transport af proteinet gennem
garcellemembranen. Det ville resultere i en formindskelse

af produktnedbrydning og kontaminering af produktet med ma-
teriale fra vartcellen og ville lette produktudvindingen.

Det er en ulempe ved de hidtil anvendte promotorer i rekom-
binant DNA teknologi, at de pagazldende gener transskriberes
strukturmessigt. Det kopierede polypeptid kan enten vare
toksisk overfor g=zrcellen (fungicidwvirkning) eller kan i
det mindste hamme celleformering (fungistatisk virkning),
eller polypeptidet kan nedbrydes enzymatisk i cellen, isar
hvis det udsattes for garéroteaser i lang tid. I alle de navn-
te tilfalde vil udbyttet af det ¢gnskede polypeptid vare lavt.
Disse ulemper kan undgas ved anvendelse af PHOS5-promotoren
og vektorer indeholdende denne promotor. PHOS-promotoren kan
vare undertryk eller ikke-undertrykt, idet man blot for¢ger
eller formindsker koncentrationen af uorganisk phosphat i
mediet. Promotoren kan saledes vare undertrykt under gzrens
vakstfase og kan vare ikke-undertrykt udelukkende under den
tidlige stationazre fase ved maksimal celletzthed, hvilket
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tillader kopiering af genet kontrolleret ved hjzlp af PHOS-
promotoren. Denne egenskab kombineret med et hejt transskrip-
tionsniveau ger, at PHOS-promotoren er den promotor der
anvendes 1 den foreliggende opfindelse.

Den foreliggende opfindelse angdr et DNA-fragment, som inde-
holder en undertrykkende Saccharomyces cerevisiae sur phos-
phatase promotor (PHO5) omfattende sekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA

" GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTITGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA

CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTIGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTIGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCA
ATGTTTAAATCTGTIGTTITATICAATITTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATT
CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG

eller underfragmenter deraf, som bibeholder promotorfunktio-

nen.

Eventuelt efterfelges sur Saccharomyces cerevisiae phospha-
tase promotoren af hele eller en del af signalsekvensen af
kodningsomradet for den sure gazr-phosphatase, som er natur-
ligt bundet til promotoren. Endvidere kan DNA-fragmentet

indeholde sekvenser, som er nedvendige for effektiv transla-
tion af mRNA.
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Foretrukne DNA-restriktionsfragmenter har sekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTICTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTICATAGCGCTITTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTT GGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCA
ATGTTTAAATCTGTTGTTTATTICAATTITAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATT
CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG

og underfragmenter deraf, som bibeholder promotorfunktionen,

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTICTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTITCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTT GGCAAGGCATATACCCA'ITI’GGGATAAG'GGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTACTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATYCGGG

©g
G

ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGfCAACGTAﬂTGGAAGTCATCTT.
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
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CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG
CTTCATCT CTCATGAGAATAAGAACAACAACAAA;FAGAGCAAGCAAA'ITCGAGATTAGG

Ifplge den foreliggende opfindelse kan et DNA-fragment frem-
stilles ved, at man

(A) fremstiller det sure phosphatase PHOS5-gen ved komplemen-
tering af Saccharomyces cerevisiae-stammer, som mangler sur
phosphatase PHOS, ved transformering med plasmid DNA fra et
Saccharomyces cerevisiae-bibliotek indeholdende vildtypeko-
pien af genet og isolerer genet,

{(B) fremstiller subkloner af det dannede gen og

(C) identificerer beliggenheden af promotoromradet for oven-
nezvnte underkloner og isolerer DNA fragmenter indeholdende
sur phosphatase PHOS5-promotoren ved restriktionsnedbrydning
og til fremstilling af underfragmenter afkorter de dannede
DNA restriktionsfragmenter ved nedbrydning med en restrik-

tionsendonuklease eller med en passende exonuklease.

I det felgende beskrives de enkelte trin, som indgar i frem-
stillingen af DNA-fragmentet, mere detaljeret:

(1) Et Saccharomyces cerevisiae bibliotek dannes under
anvendelse af vild-type gar DNA klonet i et hybrid
bakterie-gar-plasmid (iszr Escherichia coli), som inde-
holder egnede markerer, som kan kopiere i bade bakterie-
celler og garceller (angaende egnede markerer henvises
til det felgende).

(2) Kloner indeholdende et sur phosphatase Saccharomyces
cerevisiae-PHOS5-gen, udvelges ved transformation af en
garstamme, som er mangelfuld med hensyn til sur phospha-
tase PHO5, under anvendelse af plasmidblandinger fra
ovenstaende bibliotek.
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(3) Plasmider indeholdende et sur phosphatase gen isoleres

10

15

20

25

30

35

fra den transformerede gar og forsterkes ved tilbage-
transformering til Escherichia coli, idet der selekte-
res for den phenotypiske egenskab hos bakteriemarkg¢ren
(f.eks. ampicillinresistens).

(2') Med en alternativ metode opdeles genbiblioteket i under-
dele, som anvendes til at transformere Saccharomyces cere-
vigiae stammer, som er mangelfulde med hensyn til sur phos-
phatase PHOS5, og (3') positive dele opdeles igen og trans-
formeres som ovenfor, indtil en enkelt klon er identificeret.

(4) Plasmid DNA'et fra den identificerede klon isoleres,
nedbrydes med egnede restriktionsendonukleaser, og frag-
menterne reklones ind i en passende garvektor.

(5) DNA-fragmenter indeholdende et sur phosphatase Saccha-
romyces cerevisiae-PHOS-gen kan identificeres ved at
transformere Saccharomyces cerevisiae stammer, som er
mangelfulde med hensyn til sur phosphatase-PHOS fra
ger, med vektorerne. P& denne made kan granserne for
sur phosphatase PHOS-generne bestemmes med en nejagtig-
hed pa ca. 300 basepar.

(6) DNA-sekvensering af de identificerede fragmenter tjener
til lokalisering af PHOS5-pramotoromraderne, sur phosphatase PHOS
proteinkodningsomrdderne og endvidere restriktionsstedet
eller -stederne, som kan vare nyttige ved fortsat behand-
ling, f.eks. til afskaring af DNA-sekvenser, som ikke
er ngdvendige for promotorfunktionen, med restriktions-
endonukleaser.

Afhengigt af valget af restriktionsendonukleaserne kan DNA~-
fragmenterne indeholdende sur phosphatase promotoren ogsi

ved 3'- og 5'-enderne indeholde oprindelige side-DNA-
sekvenser, som ikke padvirker promotorfunktionen, og som kan
anvendes som forbindelsessekvenser i de efterfglgende klonings-
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processer. Om ¢gnsket kan disse ekstra sekvenser forkortes
ved nedbrydning med en restriktionsendonuklease (om muligt)
eller med en egnet eksonuklease, f.eks. Bal3l. Endvidere
kan fragmenterne bindes til kemisk syntetiserede DNA-binde-
led, som fortrinsvis indeholder genkendelsessekvensen fra
en passende restriktionsendonuklease. Dette muligggr en -
hensigtsm®ssig binding af sur phosphatase promotoren med
fremmed polypeptid kodningsomrdder. Det er ogsd muligt at
isolere og/eller danne et DNA-fragment, som indeholder sur

phosphatase Saccharomyces cerevisiae-promotoren og hele
eller en del af den tilstedende signalsekvens fra sur phos-
phatase protein-kodningsomradet. Nar det dannede hybrid DNA
er bundet til et hensigtsmessigt afskaret fremmed polypeptid-
kodningsomrade, vil det dannede hybrid DNA kopieres i Saccha-
romyces cerevisiae til dannelse af polypeptider med sur
phosphatase signalsekvenser eller sammensmeltede (fused)
signalsekvenser.

De omhandlede sur phosphatase Saccharomyces cerevisiae pro-
motorer kan anvendes til at kontrollere kopieringen af et
ger-polypeptidkodningsomréde eller et ikke-gar-polypeptidkod-
ningsomrade i en gazrhybridvektor.

2. Gerhybridvektorer indeholdende sur phosphatase gazrpromo-
torer og deres fremstilling

Den foreliggende opfindelse angar ogsd gzrhybridvektorer,

der hovedsagelig bestar af en Saccharomyces cerevisiae sur
phosphatase (PHOS) promotor og et gar-polypeptidkodningsom-
rade eller et ikke-gar-polypeptidkodningsomréde, som kontrol-
leres af promotoren, med den begransning, at det navnte
gerpolypeptidkodningsomrade ikke er PHOS-genet.

De her anvendte udtryk "vektor”, 'gerhybridvektor”, "DNA-
sekvenser" osv. refererer isar til dobbeltstrengede DNA'er.
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Enkeltstrenget DNA er imidlertid ogsd omfattet af disse
udtryk. Vektorer og gerhybridvektorer kan vare linezre eller
har fortrinsvis cirkulzr form.

Garpolypeptidkodningsomridet (gen) eller ikke-gar-polypep-
kodningsomradet kontrolleret af en af de ovenfor anfgrte
promotorer kan vare afledt af genom DNA eller af cDNA frem~
stillet over mRNA eller kan vare fremstillet kemisk. Ikke-
ger-polypeptidkodningsomrdderne (gener) stammer fra vira,
prokaryote celler eller eukaryote celler, herunder fra hgjere
eukaryote celler, is=ar fra menneskeceller. Niér disse gener
kopieres i vart-garcellen, kan de bevirke fremstilling af
mange forskellige polypeptider, herunder glycosylerede poly-
peptider, sdsom enzymer , der f.eks. kan anvendes til
fremstilling af levnedsmidler eller til gennemfgrelse af en-
zymatiske reaktioner i kemienm, eller ikke-enzymatiske poly-
peptider, f.eks. hormoner, polypeptider med immunomoduleren-
de, antivirale og anticancer egenskaber, antistoffer, virus
antigener, vacciner, koagulationsfaktorer, fgdevarer og lig-
nende. Sadanne gener koder f.eks. for amylaser, proteaser,
lysozym, viral thymidin kinase, rennin, B-lactamase, glucose
isomerase, secretin, thymosin, relaxin, calcitonin, somato~
statin, humant vaksthormon eller vaksthormon fra kveg, in-
sulin, luteiniseringshormonet, det parathyroide hormon,
adrenocorticotropin, B;endorphin, det melanocyt-stimulerende
hormon, B-lipotropin, urogastron, interferon, sisom humant
interferon, f.eks. et humant interferon-a- eller -B-polypep-
tid afledt af humane leukocytceller, lymfoblastoide celler
eller fibroblast celler, eller humant interferon-y, lymfo-
kiner, tumor necrose faktor, anti-rennin-antistof, hepatitis a
virus antigen, hepatitis B virus (HBV) overflade eller kerne
antigener, hepatitis non-A non-B virus antigen, humane histo-

kompatibile antigener, mund- og klovsyge virus antigen,
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influenza haemagglutinin, fjerkrazpest haemagglutinin, serum
albumin, ovalbumin, thaumatin, egliner eller plasminogen-
aktivatorer.

Et valgt polypeptidkodningsomriade kan eventuelt indbefatte
en signalsekvens eller en del deraf. Som anfgrt ovenfor kan
dette bevirke et kondenseret protein indeholdende PHOS sig-
nalsekvensen eller en hybrid signalsekvens indeholdende dele
af PHOS signalsekvensen og dele af signalsekvensen for det
fremmede polypeptid sammen med det fremmede voksne polypep-
tid. I begge tilfazlde favoriseres de kombinationer, som fg-
rer til spaltningen af signalsekvensen efter modning af det
fremmede polypeptid.

Bortset fra en sur phosphatase promotor og et gar eller et
ikke~gar polypeptidkodningsomrade kan de omhandlede poly-
peptidvektorer indehcolde yderligere DNA-sekvens eller sekven-
ser, som er betydningslgse eller mindre vigtige for promoto-
rens funktion, dvs. for kopieringen af polypeptidkodnings-
omrddet, men som kan udgve vigtige funktioner, f.eks. pro-
pageringen af garcellerne transformeret med disse hybrid
vektorer. Den eller de ekstra DNA-sekvenser kan fremstilles
fra prokaryote og/eller eukaryote celler og kan omfatte kromo-
somale og/eller extra-kromosomale DNA-sekvenser. Ekstra DNA-
sekvenserne kan f.eks. stamme fra (eller bestd af) plasmid
DNA, sésom bakteriel eller eukaryotisk plasmid DNA, virus

DNA og/eller kromosomal DNA, sidsom bakteriel kromosomal DNA
fra gazr eller hgjere eukaryoter. Foretrukne hybrid vektorer
indeholder yderligere DNA-sekvenser afledt af bakterieplasmi-
der, isar Escherichia coli plasmid pBR322 eller beslagtede
plasmider, bakteriofag A, gar 2u plasmid og/eller gzr kromo-
somal DNA.

Fortrinsvis barer de yderligere DNA-sekvenser et ger-kopie-
ringsorigin og en selektiv genetisk marke¢r for gar. Hybrid-
vektorer indeholdende et gar-kopieringsorigin, f.eks. det el-
ler de kromosomale selvstandigt kopierende segmenter, holdes
ekstrakromosomalt i garcellen efter transformering og kopieres
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selvstendigt ved mitose. Hybridvektorer indeholdende sekvens
homologe til gar 2y plasmid DNA kan ogsd anvendes. Disse hy-
bridvektorer vil blive integreret ved rekombination i 2y plas-
mider, som allerede findes i cellen, eller de vil kopiere
autonomt. 2u sekvenser er szrligt egnede til hgjfrekvens-
transformationsplasmider og kan fremkalde hg¢je kopiantal.

Endvidere kan hybridvektorerne ifglge opfindelsen indeholde
en DNA-sekvens fra et gen, som findes i vartsgarkromosomet
(f.eks. PHO5), hvis promotor kan vare bundet til gzr- eller
non~gar-polypeptidkodningsomradet. Som fglge af den homologe
sekvens kan helé vektoren indfgres stabilt i vartskromosomet
ved rekombination. Under propagering vil de dannede celler
tilbageholde det indf¢rte genmateriale selv uden selektivt
tryk.

Med hensyn til den selektive genmarkg¢r for gzr kan der an-
vendes et vilkarligt markgrgen, som letter udvalgelsen af
transformanter som fglge af den fenotypiske ekspression af
markgren. Egnede markgrer for gar er isar sidanne, som ud-
trykker antibiotisk resistens eller, i tilf=zlde af auksotrofe
garmutanter, gener, som komplementerer vertslasioner. Til-
svarende gener giver f.eks. resistens til det antibiotiske
cycloheximid eller tilvejebringer prototrofi i en auksotrof
garmutant, f.eks. URA3, LEUZ2, HIS3 eller TRPl genet. Det er
endvidere muligt som markgrer at anvende strukturgener, som
er forbundet med en selvst®ndigt kopieringssegment, forudsat
at varten, som skal transformeres, er auksotrof for det pro-
dukt, som udtrykkes af markgren.

Det er en fordel, at de yderligere DNA-sek&enser, som findes

i1 hybridvektorerne ifg¢glge opfindelsen, ogsd indeholder et
kopieringsorigin og en selektiv genetisk markgr for en bak-
terievart, isar Escherichia coli. Der er nyttige trzk for-
bundet med tilstedevarelsen af et Escherichia coli kopierings-
origin og en Escherichia coli mark¢r i en garhybridvektor.

For det f¢rste kan der fas store mzngder hybridvektor DNA
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ved vakst og udvidelse i Escherichia coli, og for det andet
kan opbygningen af hybridvektorer hensigtsmazssigt foretages

i Escherichia coli under anvendelse af alle mulighederne in-
denfor klonteknologien baseret pd Escherichia coli, Escheri-
chia coli plasmider, sdsom pBR322 og lignende, som indehol-
der savel Escherichia coli kopieringsorigin som Escherichia
coli genetiske markgrer, som medfgrer resistens overfor anti-
biotika, f.eks. tetracyclin og ampicillin, og som fordelag-
tigt anvendes som del af garhybridvektorerne.

De yderligere DNA-sekvenser, som f.eks. kopieringsorigin og
genetiske markgrer for gzr og en bakterievert (se ovenfor),
betegnes i det fglgende som "vektor DNA", som sammen med

sur phosphatase promotoren og gazr- eller ikke-gar-polypep-
tidkodningsomradet danner en hybridvektor ifglge opfindel-

sén.

Gerhybridvektorerne kan fremstilles under anvendelse af
kendte fremgangsmider, f.eks. ved at indfere et DNA fragment,
der hovedsagelig bestar af Saccharomyces cerevisiae sur phos-
phatase (PHOS) promotor, ©g et gar- eller ikke-gar-polypep-

tidkodningsomréde, som kontrolleres af promotoren, i et
vektor DNA.

Der kan anvendes hensigtsmassigt planlagt (mappedf linear
eller fortrinsvis cirkular vektor DNA, f.eks. bakterie
plasmid DNA eller lignende (se ovenfor), som har mindst &t
restriktionssted, fortrinsvis to eller flere restriktions-
steder. Det er en fordel, at vektor DNA'et allerede indehol-
der kopieringsomrider og genmarkgrer for ger og/eller en
bakterievart. Vektor DNA'et spaltes ved anvendelse af en
passende restriktionsendonuklease. Det spaltede DNA bindes
til det DNA-fragment, som indeholder sur phosphatase promo-
toren, og til DNA-segmentet, som koder for et gar- eller
ikke~g@r-polypeptid. Inden eller efter bindingen til promo-
toren og polypeptidkodningsomradet (eller samtidigt dermed),
er det ogsd muligt at indf@re kopierihgsomrider og/eller
markgrer for gar eller en bakterievart. I alle tilfzlde skal
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restriktions- og anelleringsbetingelserne velges siledes,

at der ikke sker nogen forstyrrelse af de vasentlige funk-
tioner i vektor DNA'et og promotoren. Gerhybridvektoren kan
opbygges sekvensvis eller ved sammenbinding af to DNA-segmen-
ter, som indeholder alle de sekvenser, som har interesse.

Der kan anvendes forskellige former for teknik til sammen-
binding af DNA-segmenter in vitro. Korte ender (helt base-
parrede DNA duplekser) dannet ved hjazlp af visse restrik-
tions endonukleaser kan bindes direkte med T .4 DNA-ligase.
Det er mere almindeligt, at DNA-segmenter bindes gennem de-
res enkeltstrengede kohasive ender og lukkes kovalent ved
hjalp af en DNA-ligase, f.eks. T 4 DNA-ligase. Sadanne enkelt-
strengede kohasive ender ("cohesive termini") kan dannes ved
spaltning af DNA med en anden type endonukleaser, som danner
forskudte elller enkeltstrengede ender (de to strenge i DNA
duplekset spaltes forskellige steder i en afstand af nogle

fa nukleotider). Enkeltstrenge kan ogs& dannes ved addition
af nukleotider til korte ender eller forskudte eller enkelt-
strengede ender under anvendelse af terminal transferase
("homopolymeric tailing”) eller ved simpelthen at fjerne én
streng fra et DNA~segment med kort ende med en egnet ekso-
nuklease, sdsom A~eksonuklease. En anden metode til fremstil-
ling af forskudte eller enkeltstrengede ender bestdr i, at der
til DNA-segmentet med korte ender bindes et kemisk fremstil-
let bindings DNA (linker DNA), som indeholder et genkendelses-
sted for en endonuklease, som danner forskudte eller enkelt-
strengede ender, hvorefter det dannede DNA nedbrydes med den
pidgaldende endonuklease.

Med henblik pd opnaelse af effektiv kopiering skal genet,

som koder for et gar—- eller ikke-gar-protein, vare rigtigt
anbragt med hensyn til sekvenserne, som indeholder de trans-
skriptionelle (sur phosphatase promotor) og translationelle
funktioner (ribosom bindingssteder). For det f¢rste skal bin-
dingen af DNA-segmentet indeholdende promotoren med polypep-
tidkodningsomradet opnds i den rigtige orientering. Hvis to
orienteringer er mulige, kan den korrekte bestemmes ved kon-
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ventionel restriktionsanalyse. Gerhybridvektorer indeholdende
et ukorrekt orienteret indsat gen kan genorienteres ved
fjernelse af det indsatte gne med en egnet restriktionsendo-
nuklease, hvorefter genet atter bindes med garhybrid-vektor-
fragmentet. I alle tilfalde kan ukorrekt orientering undgéis
ved binding af to DNA-segmenter, som hver har forskellige
restriktionssteder ved enderne. Endvidere bg¢gr konstruktionen
af hybridvektoreﬁ gennemfgres pad en sadan mdde, at der kan
opnas korrekt transskriptionsinitiering og terminering.

Med hensyn til det sidste punkt skal transskriptet fortrins-
vis ende i en DNA-sekvens afledt af garkromosom DNA eller 2u
plasmid. Fordelagtigt slutter transskriptet i en DNA-sekvens
indeholdende transskriptionstermineringssignaler fra et gar-
gen, f.eks. fra PHOS eller PHO3. For det andet skal der dan-
nes et korrekt aflasningssystem. Sadvanligvis er nukleotid-~
sekvensen for bdde promotoromrddet og polypeptidkodnings-
omradet kendt inden bindingen eller kan let bestemmes (f.eks.
(15)), saledes at der ikke er problemer med tilvejebringel-
se af det korrekt aflasningssystem. Endvidere kan der vare
behov for specifikke sekundzre DNA-strukturer til endnu mere
effektiv kopiering af genet. -

Et foretrukket omrade til binding af sur phosphatase promo-
toren til en fremmed kodningssekvens er mellem major sur
phosphatase mRNA starten og ATG'en i sur phosphatése kodnings-
omradet f.eks. ved anvendelse af PHO5 promotoren indenfor

et strak pad ca. 40 bp mellem major PHO5 mRNA starten og
ATG'en i PHOS sur phosphatase kodningsomradet. Til en for-
bindelse i dette omrade skal den fremmede kodningssekvens have
sin egen ATG til translationsinitiering, da den ellers skal
forsynes med et yderligere syntetisk oligonukleotid. .

Da mange polypeptider fra hgjere organismer primzrt kopieres
som pra-polypeptider bestadende af signalpeptider knyttet til
N-termini i fuldt udviklede (mature) polypeptider, kan det
vere nyttigt at indbefatte en signalsekvens i det indsatte
gen. Egnede signalsekvenser er sadanne, der er bundet natur-
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ligt til polypeptidgenet, som skal kopieres, eller til sur
phosphatase promotoren. Eventuelt kan sammensmeltede signal-
sekvenser fremstilles ved at sammenbinde (ligere) en del

af sur phosphatase signalsekvensen med en del af polypeptid-
signalsekvensen. Hvis der ¢nskes en direkte kopiering af et
fuldt udviklet (mature) polypeptid, er det npdvendigt at fjer-
ne signalsekvenser eller dele deraf, som eventuelt fglger
efter promotoromrddet eller eventuelt er anbragt forud for
kodningsomradet for det fuldt udviklede polypeptid, f.eks.
ved nedbrydning med en eksonuklease, f.eks. med Bal3l.

Intermedizre produkter, sisom vektorer, der stadig mangler

en eller flere vigtige funktioner, samt de endelige gerhybrid-
vektorer ifglge opfindelsen kan transformeres til en bakterie-
vert, isar Escherichia coli, af de ovenfor anfgrte a&rsager
(f.eks. produktion af store mengder af henholdsvis intermedi-
2re produkter og hybridplasmider). Bakterievektorer, sé&som
Escherichia coli plasmidet pBR322 og de fragmenter deraf, som
indeholder et bakteriereplikationsomrdde og en genmarke¢r el-
ler -markg¢rer, er de mest foretrukne vektorer af denne grund.
Ved anvendelse af en sidan bakterievektor omfatter éluttrinene
ved fremstillingen af garhybridvektorer fortrinsvis ogsd ind-
fgrelsen af en genetisk markgr og et kopietingsomride for gar.

DNA-segmenter, som kan indszttes i bakterievektoren til frem-
stilling af gerhybridvektorerne ifglge opfindelsen, s&som et
selvsteandigt kopieringssegment (ars, jfr. (4)), sekvenser af
ger 2yp plasmid (2) eller garmark¢r DNA (jf. 16), kan isoleres
fra henholdsvis garkromosomal DNA og gar 2u plasmid DNA pi
konventionel made. Genet, som koder for et gar- eller et
ikke-gar-polypeptid, kan isoleres fra kromosomal eller ekstra-
kromosomal DNA afledt af cDNA fremstillet via mRNA-vejen (se
ovenfor) under anvendelse af konventionel teknik (f.eks. 17,

18) eller kan syntetiseres kemisk.

Ved en foretrukken udfgrelsesform omfatter fremgangsmaden

til fremstilling af gerhybridvektorerne fglgende trin:
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(1) dannelse af et Saccharomyces cerevisiae bibliotek under
anvendelse af vildtype gzr DNA,

(2) isolering af sur phosphatase genet, is®r PHOS-genet, og
kloning deraf i et bakterieplasmid, sdsom pBR322, eller
et biologisk funktionelt, isar et intakt kopieringsomra-
de og selektionsmarkgrholdigt fragment deraf,

(3) insatning i plasmidet af en genetisk markgr for gar,
sdsom TRPl~-genet, og et gar kodningsomndde, sdsom et kro-
mosomalt selvstendigt kopierende segment eller alternativt
ger 2 plasmidsekvenser i et passende restriktionssted,

(4) ins=®tning af et DNA-segment, som koder for et gazrpolypep-
tid eller et ikke-gar-polypeptid, sasom humaninterferon
eller HBV overfladeantigen, pd en sadan méde, at sur
phosphatase promotoren kontrollerer polypeptidkodnings-
segmentet, og

(5) eventuel indsatning af en DNA-sekvens indeholdende trans-
skriptionstermineringssignaler fra et gar-gen, f.eks.
fra PHO5, efter (downstream) polypeptidkodningsomriddet.

Det er ligeledes muligt at =ndre rzkkefglgen af trinene,
f.eks. trin 3 til 5, f.eks. ved fgrst at indfgre polypeptid-
kodningssegmentet og derefter at indsztte den genetiske mar-

k¢r og kopieringsomridet for gar i rekombinant-plasmidet
dannet i trin 2.

Inden indsztning af en genmarkgr for ger, et garkopierings-
omrdde og et polypeptidkodningssegment kan man eventuelt
fjerne uvasentlige funktioner, s&som sur phosphatase struk-
turgenet, fra rekombinant-plasmidet dannet i trin 2.

Specielt bindes DNA-segmentet, som koder for et garpolypep-
tid eller et ikke~gar-polypeptid, til sur phosphatasepromo-
toren (trin 4) i omrddet mellem major sur phosphatase

mRNA starten og ATG'en i sur phosphatase kodningsomridet. Even-
tuelt indfgres et syntetisk bindeled indeholdende et passen-
de restriktionssted for at tillade forbindelsen mellem DNA-
segmentet og sur phosphatase promotoren.
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Intermedizre gerhybridvektorer indeholdende Saccharomyces
cerevisiae sur phosphatase promotoren, og som stadig mangler
ger- eller ikke-ger-polypeptidkodningssekvensen, kan frem-
stilles ved hjzlp af de ovenfor beskrevne trin (1), (2),

{3) og eventuelt (5), hvor sur phosphatase promotoren for-
trinsvis er termineret i omrédet mellem major sur phosphatase
mRNA starten og ATG'en i sur phosphatase genet og/eller, om
egnsket, indferes et syntetisk bindeled indeholdende et pas-
sende restriktionssted for at tillade indszttelsen af et
DNA-~segment, som koder for et gerpolypeptid eller et ikke-
gar-polypeptid.

3. Transformation af Saccharomyces cerevisiae med gazrhybrid-
vektorer indeholdende gzxr sur phosphatase promotorer.

Opfindelsen omfatter tillige en fremgangsmide til fremstil-
ling af transformerede garceller, som er i stand til at dan-
ne gar-polypeptider eller ikke~gar-polypeptider, ved hvilken
Saccharomyces cerevisiae transformeres med en vilkarlig af
de ovenfor i kapitel 2 beskrevne gerhybridvektorer.

Transformeringen af gar med gzrhybridvektorerne kan gennemfgres
under anvendelse af kendte fremgangsmdder beskrevet i littera-
turen, f.eks. i overensstemmelse med fremgangsmaden beskre-

vet af Hinnen et al. (l1). Denne fremgangsmade kan opdeles i

tre trin:

(1) Fjernelse af garcellevaggen.

(2) Behandling af de s&kaldte "nggne" gerceller (spheroplaster)
med det transformerende DNA i nervarelse af PEG (poly-
ethylenglycol) og Ca2+-ioner.

(3) Regenerering af celleveggen og udvalgelse af de transfor-
merede celler i et fast agarlag.
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Foretrukne fremgangsmader er fglgende:

ad (l1): Garcellevaggen fjernes enzymatisk under anvendelse af
forskellige glucosidaseprazparater, si&som snegletarmsaft (f.eks.
Glusulase® eller Helicase®) eller enzymblandinger fremstillet
ud fra mikroorganismer (f.eks. Zymolyase®) i osmotisk stabili-
serede oplgsninger (f.eks. 1 M sorbitol).

ad (2): Garspheroplasterne sammenklumper i narvarelse af PEG,
og der induceres lokale fusioner af cytoplasmamembranerne.
Dannelsen af sandsynlige sammensmeltningsbetingelser ("fusion-
like") er af afggrende betydning, og mange transformerede gar-
celler vil blive diploide eller endog triploide under trans-
formationsprocessen. Fremgangsmidder, som tillader selektion

af sammensmeltede spheroplaster kan anvendes til koncentrering
af transformanter, f.eks. kan transformerede celler let iso-
leres blandt forudvalgte fusionsprodukter.

ad (3): Da garceller uden cellevag ikke deler sig, er det ngd-
vendigt, at cellevaggen regenereres. Denne regenerering gen-
nemfgres hensigtsmessigt ved indlejring af spheroplasterne i
agar. Eksempelvis blandes smeltet agar (ca. 50°C) med sphero-
plasterne. Ved afkg¢ling af oplgsningen til gardyrkningstempe-
raturer (ca. 30°C) dannes der et fast lag. Dette agarlag skal
forhindre hurtig diffusion og tab af vigtige makromolekyler
fra spheroplasterne og derved lette regenereringen af celle-
veggen. Imidlertid kan regenerering af cellevaggene ogs& op-~
nas (skgnt med lavere virkningsgrad) ved at placere sphéro-
plasterne pa overfladen af prazformede agarlag.

Det foretrzkkes at fremstille regenereringsagaren p& en s&dan
midde, der tillader regenerering og udvalgelse af transforme-
rede celler pad samme tid. Da g=zr-gener, som koder for enzy-
mer ved biosyntetisk aminosyresyntese, sadvanligvis anvendes
som selektive markgrer (jf. kapitel 2), gennemfgres regene-
reringen fortrinsvis i germinimalmediumagar. Hvis der imid-
lertid kraves en meget h¢j grad af regenerering kan der for-
delagtigt anvendes en to-trins-metode: (1) regenerering af
cellevaggen i et rigt komplekst medium og (2) udvalgelse af

de transformerede celler ved kopiplettering af cellelaget pa
selektive agarplader.
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Hvis gerhybridvektoren ikke indeholder nogen marke¢rgener, kan
de transformerede celler ogsa identificeres ved hjalp af

andre fremgangsmader. S&danne fremgangsmdder indbefatter
f.eks. in situ hybridisering med et merket DNA-fragment,

som er homologt med hensyn til sekvenser 1 garhybridkvektoren
(f.eks. ifglge Hinnen et al. (1)), in situ immuhoanalyse,
forudsat at antistoffet for produktet fra det introducerede
gen er tilgazngeligt, eller andre screeningsmetoder, som be-
stemmer genprodukter, som er indkodet ved hj=lp af det el-
ler de transformerende plasmider.

Eventuelt kan gazren kotransformeres med en garhybridvektor ifgl-
ge opfindelsen og en anden vektor indeholdende en genetisk mar-
kg¢r for gzr. Hvis de to forskellige vektorer har DNA-sekven-
ser tilfalles (disse kan vare bakteriesekvenser, som fore-
kommer i vektorerne), kan der foregd rekombinering, som fgrer
til et sammensmeltet hybridmolekyle, som kan udvalges.

Opfindelsen angar endvidere Saccharomyces cerevisiae-varter,
som er transformeret med garhybridvektorer, der indeholder
en Saccharomyces cerevisiae sur phosphatase (PHO5) promotor
og et gar- eller ikke-gzr-polypeptidkodningsomrade.

4, Dyrkning af transformerede gzrceller og inducering af poly-
peptidsyntese -

Garceller transformeret med selvstandigt kopierende plasmider,
f.eks. plasmider indeholdende gar 2y plasmid DNA, har i vari-
erende udstrazkning tendens til at miste det indfgrte hybrid-
plasmid (jf£. (16)). Af denne arsag er det ne¢dvendigt at dyr-
ke sadanne gazrceller under selektive betingelser, dvs. betin-
gelser, som kraver kopieringen af et plasmidindkodet gen for
vakst. De fleste selektive mark¢grer, som anvendes for tiden,
er gener, som koder for enzymer for aminosyrebiosyntese eller
purinbiosyntese. Dette ggr det ngdvendigt at anvende synte-
tiske minimalmedier, som mangler den tilsvarende aminosyre
eller purinbase. Nogle gener, som bibringer antibiotisk resi-

stens, kan imidlertid lige si godt anvendes (f.eks. gener,
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der bibringer resistens mod cycloheximider eller mod amino-
glycosidet G 418 (21)). Garceller transformeret med vektorer
indeholdende antibiotisk resistens gemer dyrkes i komplekse
medier indeholdende det tilsvarende antibiotikum, hvorved

der kan opnads stgrre dyrkningshastigheder og hgjere celle-
tetheder.

Gzrceller transformeret med DNA integreret i kromosomerne
kraver ikke selektive vakstbetingelser. Disse transformere-
de celler er tilstrazkkeligt stabile, til a£ der kan foregad
vakst uden selektivt tryk. P43 grund af ovenstiende forhold
dyrkes disse celler fordelagtigt i komplekse medier.

Da den regulerede sur phosphatase pramotor PHOS er undertrykkende,
er det ngdvendigt at tilpasse dyrkningsmediets sammensztning
for at opnd maksimale koncentrationer af mRNA transskripter,
dvs. vakstmediet skal indeholde uorganisk phosphat i lav

koncentration for at oph&ve undertrykkelsen (derepression)
af PHOS5 promotoren.

5. Isolering og rensning af det kopierede polypeptid

 Opfindelsen angar tillige en fremgangsmide til fremstilling

af et ger-polypeptid eller et ikke-gar-polypeptid sasom

humant interferon eller HBV overfladeantigen, og fremgangsma-

den ifelge opfindelsen omfatter felgende trin:

(1} dyrkning af en Saccharomyces cerevisiae stamme trans-
formeret med en garhybridvektor indeholdende en gar
sur phosphatase (PHOS5) promotor og et gar- eller
ikke-ger-polypeptidpodningsomrade under passende
nezringsbetingelser og

(2} isolering og rensning af polypeptidet.

De transformerede Saccharomyces cerevisiae ifelge den fore-
liggende opfindelse dyrkes i et veskemedium indeholdende
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4

assimilerbare carbon- og nitrogenkilder og uorganiske salte.

Der kan anvendes forskellige carbonkilder. Som eksempler pa
foretrukne carbonkilder kan navnes assimilerbare carbon-
hydrater, s&som glucose, maltose, mannitol eller lactose,
eller et acetat, som kan anvendes alene eller i egnede blan-
dinger. Egnede nitrogenkilder indbefatter f.eks. aminosyrer,
f.eks. casaminosyrer, peptider og proteiner og deres ned-
brydningsprodukter, sdsom trypton, pepton eller kg¢dekstrakt,
endvidere gazrekstrakt, maltekstrakt, majsstpbevand samt am-
moniumsalte, sdsom ammoniumchlorid, ammoniumsulfat eller
ammoniumnitrat, som kan anvendes alene eller i passende blan-
dinger. Uorganiske salte kan endvidere eksempelvis indbefatte
sulfater, chlorider, phosphater og carbonater af natrium, ka-

lium, magnesium og calcium.

Dyrkningsmediet kan endvidere ogsd indeholde vakstfremmende
stoffer og/eller stoffer, som udgver et selektionstryk med
henblik pa at forhindre tab af hybridplasmidet. Stoffer, som
har vakstfremmende virkning, er f.eks. sporstoffer, sdsom

jern, zink, mangan og lignende, eller enkelte aminosyrer.

Hvis hybridplasmidet indeholder et gen, som bevirker resistens
mod et antibiotisk stof, vil celler indeholdende et s&dant
hybridplasmid overleve i et medium, der er tilsat det anti-
biotiske stof, hvorimod celler, som har mistet hybridplasmi-
det, samt kontaminerende mikroorganismer, som er fglsomme
overfor antibiotika, ikke vil overleve. Hvis hybridplasmidet
indeholder et gen, som tilvejebringer prototrofi i en auxo-
trop germutant, f.eks. LEU2 genet eller HIS3 genet, kan der
udgves et selektionstryk ved at udeiade genproduktet, sasom
leucin eller histidin, i dyrkningsmediet.

Da den dyrkede Saccharomyces cerevisiae er blevet transforme-
ret med et hybridplasmid indeholdende den regulerede sur
phosphatase promotor PHOS5, m& indholdet af uorganisk phosphat
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i dyrkningsmediet formindskes efter fordyrkningsfasen for
at sikre maksimale koncentrationer af mRNA transskriptor og
felgelig maksimale udbytter af polypeptider.

Dyrkningen gennemfgres under anvendelse af konventionel tek-
nik. Dyrkningsbetingelserne, siasom temperatur, pH-vardi i
mediet og fermenteringstiden, valges p& en sidan mide, at
der opnds maksimale koncentrationer af polypeptider. En
Saccharomyces cerevisiae dyrkes fortrinsvis under aerobe
betingelser i submers kultur med rystning eller omrering
ved en temperatur fra ca. 25 til ca. 35°C, fortrinsvis ved
ca. 30°C, ved en pH-vardi pa 4-8, f.eks. i en pH-verdi pa
ca. 7, og i ca. 4 til ca. 20 timer, fortrinsvis indtil der

er opnaet maksimale polypeptidudbytter.

Nar de transformerede Saccharomyces cerevisiae er dyrket

til en tilfredsstillende cellet®thed, bestdr det forste

trin til udvinding af det kopierede polypeptid i frigerelse
af polypeptidet fra cellens indre. Ved de fleste metoder
fjernes celleveggen ferst ved enzymatisk nedbrydning med
glucosidaser (jf. afsnit 3). Derpa behandles de dannede
spheroplaster med detergenter, sasom "Triton"®. Eventuelt
kan der til oplukning af cellerne anvendes mekaniske krazfter,
sasom forskydningskrzfter (f.eks. X-presse, fransk presse)
eller rystning med glasperler. Den dannede polypeptidblanding
kan koncentreres med hensyn til det enskede polypeptid pa
konventionel mé&de, f.eks. ved fzldning med ammoniumsulfat
eller trichloreddikesyre, gelelektroforese, dialyse, kromato-
grafi, f.eks. ionbytterkromatografi, sterrelsesudelukkelses-
kromatografi, HPLC eller HPLC med omvendt fase og lignende.
Den endelige rensning af det forrensede produkt kan f.eks.
opnds ved antistofaffinitet-kromatografi. Principielt kan
rensningstrinnene (bortset fra lyseringen af cellerne) gen-
nemferes i overensstemmelse med fremgangsmdden ifelge Stae-
helin et al. (22) udviklet til human leukocyt interferon.
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Eksempelvis kan isoleringen og rensningen af det enskede
polypeptid gennemfores under anvendelse af felgende trin:

(1) lysering af gzrcellerne med glucosidase,

(2) behandling med et detergent,

(3) f£jernelse af stgrsteparten af ikke-proteinmaterialet ved
behandling med polyethylenimin,

(4) f=zldning af polypeptiderne ved mztning af oplgsningen med
ammoniumsulfat,

(5) dialyse i en passende pufferblanding,

(6) sgjlekromatografi pA DEAE-cellulose,

(7) affinitetskromatografi pi en monoklonal antistofsgjle
°g

(8) adskillelse efter molekylstgrrelse pd en passende
"Sephadex"®-sgjle.

For at opnd et tilstrakkelig rent produkt kan detvise sig at
vere ngdvendigt at anvende yderligere rensningstrin, f.eks.
kationbytterkromatografi eller anionbytterkromatografi, ad-
sorption pa hydroxylapatit, HPLC med omvendt fase osv. P&
den anden side kan et eller flere af de omtalte trin even-
tuelt udelades, eller razkkefglgen af trinene kan =andres.

Nar det enskede polypeptid udskilles af Saccharomyces cerevi-
siae 1 det periplasmatiske rum, kan der anvendes en simplifi-
ceret fremgangsmade: Polypeptidet kan udvindes uden lyse-
ring af cellerne ved enzymatisk fjernelse af cellevaggen
eller ved behandling med kemiske midler, f.eks. thiolreagen-
ser eller EDTA, som fremkalder beskadigelse af celleveggen,
hvilket muligger frigerelse af polypeptidet. I det tilfzlde,
hvor polypeptidet udskillesg til dyrkningsvasken, kan det

udvindes direkte derfra.

Polypeptiderne, som kan fremstilles ifglge den foreliggende
opfindelse, er nyttige og vardifulde til behandling eller
forebyggelse af sygdomme hos mennesker og dyr, (f.eks. inter-
feron, HBV overfladeantigen, osv.), eller de kan anvendes
som levnedsmidler, foder, foderadditiver eller i enzymatiske
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reaktioner (jf. 2 ovenfor). Det er klart, at fremstillingen af
naturligt forekommende derivater af polypeptiderne, sisom

proteolytisk spaltede polypeptider og/eller glycosylerede
polypeptider, ogsd er omfattet af den foreliggende opfin-
delse.

Opfindelsen angar isar DNA-fragmenterne, gzrhybridvektorerne,
den transformerede Saccharomyces cerevisiae og fremgangsma-
derne til fremstilling af polypeptiderne som beskrevet i
eksemplerne.

Opfindelsen forklares narmere i det fglgende under henvis-

ning til tegningen:

Fig. 1 viser en partiel restriktions-endonuklease-plan for
plasmiderne pJDB207/PHO5, PHO3 og pBR322/PHO5Bam-Sal
anvendt som kilder for henholdsvis PHO5 genet og
DNA sekvensering. '

Fig. 2 viser lokaliseringen af PHO5 og PHO3 sur phosphatase
generne 1 et 5,1 Kb BamHI fragment isoleret fra en
ger—gen-samling.

Fig.3 viser DNA sekvensen i promotoromradet for PHOS.

Fig. 4 er et skematisk diagram, som viser konstruktionen af
plasmiderne pBOIFNz(B ) og pBOIFNZ'(B ).

Fig. 5 viser bindingen af PHOS promotor DNA med IFN'B
ved dannelsen af plasmid p3OIFNl(8l).

Fig. 6 viser skematisk konstruktionen af plasmid pJDpB207/
IFNZ'(Bi).

Fig. 7 viser skematisk konstruktionen af rekombinant DNA mole-
kyler indeholdende Namalwa cDNA.

]
1 cDNA

Fig. 8 illustrerer skematisk den anvendte teknik til fremstil-
lingen af den IFN mRNA specifikke 13mer DNA primer.
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Fig. 9 viser skematisk identificeringen af kloner indeholdende
human lymfoblastoid IFN cDNaA.

Fig.l0 ~14 viser DNA-sekvenserne og tilsvarende aminosyre-
sekvenser i de indsatte cDNA'er i plasmiderne
CG-pBR322/HLycIFN-1'b, -Bl, —41, —Bi og -51.

Fig.l5 viser dannelsen af plasmidet CG-pBR(AP)/LyIFN-a~1l, og

fig.l16 viser DNA- og aminosyresekvenserne i det indsatte CDNA.

Fig.l7 illustrerer dannelsen af plasmid CG-pBR(AP)/LyIFN-a-3

og fig. 18 viser DNA- og aminosyresekvenserne i det indsatte
CDNA.

Fig.19 viser DNA- og aminosyresekvenserne i det indsatte cDNA
i plasmid CG-pBR(AP)/LyIFN-a-2.

Fig.20 illustrerer dannelsen af plasmid p3l1 indeholdende et
PHOS termineringsfragment.

Fig.21 viser nukleotidsekvensen for Sau3A-PstI PHO5 trans-
skriptionstermineringsfragmentet.

Fig.22 viser skematisk dannelsen af plasmiderne pBl/IFl(Sl),
p3l/IF2(Sl), p31/IF3(Sl) og p3l/IF2(1°'b).

Fig.23 illustrerer skematisk dannelsen af plasmid p31/IP(8i).

Fig.24 viser skematisk dannelsen af en korrekt PHO5-HBVs-
samling i plasmid pBR322/PHO5/HBVsAl4,

Fig.25 viser DNA-sekvensen omkring PHOS5 promotor- og HBVs-
kodningsomr&defusionspunktet i plasmid pBR322/PHO5/HBVs.

Fig.26 viser skematisk dannelsen af garkopieringsplasmiderne
pdDB207/PHO5/HEBVsAl4 og jPDB207/PHOS5/HBVsAl4t.

Fig.27 viser skematisk dannelsen af garkopieringsplasmiderne
pJDB207/IF2(1'b)A og pJDBZO?/IFZ(Sl)A72.

Fig.28 viser nukleotidsekvenserne for plasmiderne pJDB207/IF2 'Z
(Sl)A72 og pJDBZO?/IFZ(Sl)ABZ omkring XhoI-samlingen
mellem det 3'-ikke-translaterede omréde i IFN-Sl og
PHOS5 transskriptionsterminerings-omriddet.

Fig.29 viser dannelsen af plasmid CG-pBR322/HLycIFN (a-3)-252.

Pig.30 viser strukturerne af plasmiderne CG-pBR322/HLycIFN
(a—-2)-261 og CG-pBR322/HLycIFN(a~-1)-258.

Fig.3l viser skematisk fremgangsmaden til udslettelse af
PHOS signalsekvensen i kopieringsplasmid p3l og speci-
elt dannelsen af plasmid p31/R.
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Fig.32 viser skematisk samlingen af kloner dannet ved den
i fig.31 illustrerede fremgangsmide.

Fig.33 og 34 viser nukleotidsekvenserne i BamHI~EcoORI-
restriktionsfragmenterne indeholdende PHOS5/R og
PHO5/Y promotoromraderne.

Fig.35~37 viser skematisk fremgangsmiden til inds=zttelse af
IFN-a-3, -a-2 og -a-1 DNA i plasmid p31/R.

Fig.38 viser skematisk dannelsen af plasmid pJDB207R/IF (a-3).

Opfindelsen illustreres nazrmere i de efterfgplgende eksempler.

I eksemplerne anvendes fglgende forkortelser:

EtBr: ethidiumbromiad

BSA: okseserumalbumin

DTT: 1,4-dithiothreitol (1,4-dimercapto-2,3-butandiol)
EDTA: ethylendiamintetraeddikesyre

SDS: natriumdodecylsulfat

TNE: oplgsning indeholdende 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1

(pH 7,5), og 1 mM EDTA
Tris-HCl: tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, pH-vardi indstil-
let med BHC1

PMSF: phenylmethansulfonylfluorid
TE: oplgsning indeholdende 10 mM Tris-HCl (pH 7,5) og
1 mM EDTA. -
Eksempel 1.

Dannelse af et Saccharomyces cerevisiae bibliotek

30 ug gar DNA med total h¢j molekylvagt (23) fra vildtype
Saccharomyces cerevisiae stamme 5288C inkuberes i 30 minut-
ter ved 37°C med 2 enheder EcoRI methylase (New England Bio-
labs) i 250 pl EcoRI methyleringspuffer som anbefalet af leve-
randgren. DNA fzldes med ethanol, resuspenderet i 500 pl 25 mM
Tris-.HC1 pH 8,5, 2 mM MgCl2 (EcoRI* puffer) (24) og nedbrydes
med EcoRI (Boehringer), indtil storrelsesfordelingen for DNA-
fragmenterne har et maksimum i omradet 30-50 kb (en XhoI ned-
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brydning af ADNA giver omtrentlig 33 kb og 17 kb markgrer).
Gzr DNA'et nedbrudt under EcoRI¥ betingelser fraktioneres
med hensyn til stg¢rrelse pd en saccharose-gradient (5-20%
saccharose i 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA) i 6 timer
5 ved 38.000 omdrejninger pr. minut i en SW 40 rotor. 30 Frak-

tioner, hver pa 0,4 ml,udtages fra toppen af gradienten.
Fraktion 16 indeholder DNA-fragmenter med en stgrrelse pa
30-40 kb. DNA'et i denne fraktion (3 ug) faldes med ethanol
og bindes i 16 timer ved 15°c i samlet rumfang pd 15 pl til

10 1 ug kosmid vektor pYcl (25), lineariseret med EcoRI. Bin-
dingen gennemfgres med 300 enheder T4 DNA ligase (New England
Biolabs) under anvendelse af puffersystemet beskrevet af
leverandgren. DNA'et indfgres in vitro i bakteriofag A (26),
og de samlede fager anvendes til at transducere Escherichia

15 coli stamme HB10l (z_, mi, leu”, pro , recA”). Effektivite-
ten ved transduceringen er ca. 5000 ampicillinreistente kolo-
nier pr. ug p¥cl vektor. 3000 ampR kolonier udtages og dyr-
kes hver for sig i hullerne i mikrotiterplader i LB medium
(10 g Bacto-Trypton (Difco), 5 g Bacto garekstrakt (Difco),

20 10 g NaCl) indeholdende 100 ug/ml ampicillin.

Eksempel 2.

Isolering af det regulerede sur phosphatase gen PHOS

Kopier af gen-samlingen dyrkes pa LB agarplader (LB medium
plus 15 g/1 agar) indeholdende 100 ug/ml ampicillin. Celle-

25 materialet fra 500 kolonier vaskes af pladerne og samles.
Derefter isoleres DNA fra de enkelte vaskesamlinger pa fgl-
gende made:

Cellerne isoleres ved centrifugering (Sorvall, GSA rotor,

10 minutter ved 600 omdr./min., 4°C), resuspenderes i 100 ml
30 TE (10 mM Tris.HC1l, 1 mM EDTA, pH 8,0} og centrifugeres at-

ter under de ovenfor anfgrte betingelser. Cellematerialet

resuspenderes i 3 ml Tsuc (50 mM Tris.HCl, pH 7,5, 25%

(vagt/rumfang) saccharose) og overfgres til SS-~34 polypropy-

len Sorvall-rgr. Alle de efterfglgende trin gennemfgres pd is:
35 0,3 ml lysozymoplgsning (10 mg/ml, indkgbt fra Worthington,
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11.000 enheder/mg) tilsattes. Efter 5 minutter tilszttes

1,2 ml EDTA (500 mM, pH 8,0), og efter yderligere 5 minut-
ter tilsattes 4,8 ml detergent (0,1% "Triton X-100"% (Merck),
50 mM EDTA, 50 mM Tris.HCl, pH 8,0). Efter S minutters for-
1¢b centrifugeres lysatet i en forafkglet S§S-34 rotor i

40 minutter ved 4°¢c. Supernatanten fjernes omhyggeligt, og
der tilsettes fast CsCl (8,3 g CsCl til 8,7 ml supernatant).
Efter tilsatning af ethidiumbromid (Sigma) (slutkoncentration
1 mg/ml supernatant) overfgres oplgsningen til 13,5 ml quick
Seal polyallomer-rgr (Beckman) og centrifugeres i en Beckman
Ti50 rotor i 40 timer ved 40.000 omdr./min. To fluoresceren-
de band kan ggres synlige med langbplget ultraviolet lys

(366 nm) .Det nederste band indeholder overspiralformet (s$uper-
coiled) plasmid DNA, som opsamles ved at perforere rgret fra
siden med en 2 ml injektionssprg¢jte (18G nial). Ethidiumbromi-
det fjernes ved ekstraktion 5 gange med lige store rumfang
isopropanol (mazttet med CsCl), og produktet overfgres til

30 ml Corex-rgx. 2,5 rumfang TE tilsazttes, og DNA'et fzlles
med ethanol. Opl¢sningen henstdr derfor i 12-15 timer ved
-20%c. Pet udfzldede DNA opsamles ved centrifugering i en
Sorvall HB-4 rotor i 30 minutter ved 12.000 omdr./min. ved
0°c og genoplgses i 200 ul TE. 50-100 pg hybridplasmid DNA
udvindes fra en 100 ml kultur.

Plasmid DNA fra disse samlinger anvendes til at transformere
S.cerevisiae stamme AH216 (a, his3, leu3, pho3, pho5) under
anvendelse af fremgangsmdden beskrevet af Hinnen et al. (1).
Gertransformanter kopieringsplatteres pd lav Pi—minimal medi-
um [som "Difco yeast minimal medium without amino acids”
tilsat 20 g/1 glucose, men fremstillet ud fra bestanddelene
i overensstemmelse med Difco's recept (Difco Manual, Difco
Laboratories, Detroit, USA), idet der dog er anvendt 0,03 g/l
KH2PO4 plus 1 g/1 KCl i stedet for 1 g/l KH2P04] og farves
for sur phosphatase aktivitet ved overlejring med farvnings-
agar {1% Difco agar i 100 mM acetatpuffer pH 4,0, 2 mg/ml
Fast Blue B Salt (Serva) og 0,2 mg/ml a-naphthylphosphat
(Serva)]. Kolonier med et funktionelt PHO5 gen farver r¢dt
ved ikke-undertrykning af genet pd lav Pi—medium. ved gen-
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tagen opsamling (17) af gen-samlingen 3 f&s selvstandige
kloner, som udviser sur phosphatase aktivitet, der kan
slukkes eller undertrykkes.

En af disse kloner (pG7) underkastes yderligere analyse.
Hybridplasmidet har en stgrrelse pid 42 kb. EcoRI og BamHI
fragmenter af pG7 underklones i henholdsvis pBR322/HIS3 (16)
og pdDB207 (28). Restriktionsnedbrydningerne gennemfgres

som anbefalet af leverandgren (New England Biolabs), og
bindinger (ligations) udfgres i 20 pl med 150 enheder T4 IMA ligase
(New England Biolabs) og 20 uyg/ml af de enkelte nedbrudte
plasmider {betingelser som foresl&et af New England Biolabs).
Et 5,1 kb BamHI fragment, som er en del af et 8 kb EcoRi
fragment, underklones i garvektor pJDB207, og efter trans-
formering af gzrstamme AH216 udlgser dette hybridplasmid
(pJDB207/PHO5,PHO3, se fig. 1) hg¢j phosphatase aktivitet
under ikke-slukkede eller ikke-undertrykte (lav Pi—)betin-
gelser (PHO5 gen) og lave aktivitetsniveauer i normal gar
minimal medium (kopiering af pHO3 genet).

Eksempel 3.

Lokalisering af PHOS genet og DNA sekvensanalyse

Til lokalisering af PHO3 og PHO5 i BamHI fragmentet udnyttes
mgnsteret for Sau3A restriktionsteder og et enkelt PstI sted.
Nedbrydning af BamHI fragmentet med restriktionsendonuklease
Sau3A (New England Biolabs) danner 6 fragmenter (aA-F, fig. 2).
Underkloning af et partielt Sau3A nedbrydningsprodukt til
BamHI stedet i den selvkopierende garvektor pJDB207 fgrer til
plasmider med forskellige kombinationer af Sau3A fragmenter.
Disse plasmider anvendes derefter til pho3,pho5 mutant gar
S.cerevisiae AH216. Transformanterne kontrolleres for sur
phosphatase aktivitet efter dyrkning pa enten lav Pi- eller
normale minimal medium plader. Kloner indeholdende mindst
Sau3a fragmenter A og B (fig. 2, nr. 1-4) kopierer sur phos-
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phatase i samme mengde (kvalitative bedgmmelser efter over-
lejring med sur phosphatase farvnings agar, som beskrevet i
eksempel 2) som hele 5,1 kb BamHI fragmentet. Kopieringen
requleres sadvanligvis ved hjzlp af koncentrationen af uor-
ganisk phosphat i mediet. Kloner, som kun har Saul3a-frag-
ment A (fig. 2, nr. 5, 6), kopierer lave koncentrationer af
sur phosphatase, som ikke pavirkes af koncentrationen af
uorganisk phosphat i mediet. Dette indicerer, at informa-
tion, som bares af Sau3A-fragment A, er tilstrakkelig til
strukturel sur phosphatase (PHO3) kopiering.Sau3A~fragment
B (fig. 2, nr. 7) alene fgrer ikke til nogen kopiering (expres-
sion) af sur phosphatase hverken under udslukkede eller
ikke-udslukkede betingelser. En underklon med den fuldstan-
dige sekvens mellem BamHI- og PstI-stederne (fig.2, nr. 10)
udviser reguleret, men ikke strukturel (constitutive) synte-

se af sur phosphatase. Denne underklon m& derfor indeholde
gar PHOS genet (16).

Den ngjagtige lokalisering af PHOS genet bestemmes ved hjalp
af DNA sekvensering under anvendelse af fremgangsmdden ifglge
Maxam og Gilbert (15). Et 623bp BamHI-SalI restriktionsfrag-
ment klones i plasmid pBR322 (se fig. 1), under ombytning af
BamHI-Sall fragmentet, som strskker sig fra stilling 375 til
650 (pBR322 nomenklatur), under anvendelse af nedbrydnings-
og bindingsbetingelser som beskrevet ovenfor (alle enzymer
er fra New England Biolabs). DNA~fragmenter fra det indsatte
BamHI-Sall DNA markes asymmetrisk ved 5'-enderne pd fglgende
steder: BamHI (-541), Sau3A(-200) og SalI(+82), (angiende
nummerering se fig. 3a). Nukleotidsekvensen for det indsatte
623bp BamHI-Sall DNA er vist i fig. 3a. Dette viser, at den
indsatte del indeholder PHO5 promotor-omriadet og dele af
PHO5 phosphatase protein-kodningsomradet.
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Eksempel 4.

bannelse af plasmid p30 (se fig. 4)

a) Eliminering af Ball restriktionsstedet i{.plasmid pBR322

Skemaet vist i fig. 4 kraver eliminering af det entydige
BalI restriktionssted i plasmid pBR322. 3 ug pBR322 ned-
brydes fuldstandigt med restriktionsendonukleaserne Ball
(BRL) og PvuII'(Biolabs) i overensstemmelse med forskrifter-
ne fra leverandgren. BalIl/Pvull-dobbeltnedbrydningen af
PBR322 resulterer i to restriktionsfragmenter med en stgrrel-
se pd 3738 bp og 622 bp. De to fragmenter adskilles p& en
lavtsmeltende agarose gel (sigma) i TBE (90 mM Tris.HCL

pH 8,3, 2,5 mM EDTA, 90 mM borsyre)puffer. DNA bandene far-
ves med ethidiumbromid og ggres synlige ved belysning med
langbglget ultraviolet lys ved 366 nm. Det stykke agarose,
som indeholder 3738 bp fragmentet, udskazres fra gelen, brin-
ges p& vaskeform ved 65°C, indstilles pa 500 mM NaCl og in-
kuberes ved 65°C i 20 minutter. Der tilszttes 1 rumfang phenol
(bragt i ligevegt med 10 mM Tris.HCl pE 7,5, 1 mM EDTA,

500 mM NaCl) . Den vandige fase genektraheres to gange med
phenol og én gang med chloroform. DNA'et fazldes med 2,5 rum-
fang koldt absolut ethanol og opsamles ved centrifugering.
DNA-massen vaskes med koldt 80%'s ethanol og tgrres derpd i
vakuum. DNA'et resuspenderes i TE i en koncentration pa

0,15 mg/nl.

Det isolerede 3738 bp DNA-fragment har to sdkaldte korte el-
ler dobbeltstrengede ender som fglge af dobbeltnedbrydninger-~
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ne med Ball og PvuII. DNA'et cycliseres ved sammenbinding
af de dobbeltstrengede ender. 0,6 ug DNA inkuberes natten
over ved stuetemperatur i 30 ul 60 mM Tris.BCl pH 7,5, 10 mM
MgClz, 10 mM DTT, 4mM ATP og 900 enheder T4 DNA!ligase (Bio-
labs) . 5 pl alikvoter af bindingsblandingen blandes med 50 ul
calciumbehandlet, transformationskompetente Escherichia coli
HB10l celler, fremstillet under anvendelse af fremgangsmiden
ifplge Mandel et al. (29). Blandingen holdes p& is i 5 minut-
ter, hvorefter den inkuberes i 2 minutter ved 37°C og hen-
stdr i 10 minutter Qed stuetemperatur inden den anbringes
LB agarplader indeholdende 100 pg/ml ampicillin. 6 amp: ko-
lonier udtages og dyrkes hver for sig i 100 ml LB-medium
{som ovenfor, men uden agar) indeholdende 100 ug/ml ampicillin.
Plasmid DNA fremstilles ud fra cellerne under anvendelse af
den i eksempel 2 beskrevne fremgangsmidde. Restriktionsnedbryd-
ninger med HaeIIIl (fra Biolabs, nedbrydningsbetingelser som
anbefalet af leverandgren), Pvull og Ball af plasmiderne
analyseres pa en 1,5%'s agarose-gel i TBE puffer. Restrik-
tionsmgnsteret og den beregnede stgrrelse af det nyligt dan-
nede samlingsfragment indicerer, at plasmiderne er identiske
0g indeholder alle pBR322 sekvenserne bortset fra BalI-Pvull
fragmentet. Disse plasmider mangler Ball restriktionsstedet
og betegnes derfor som pBR322ABall.
b} Kloning af et gar 5,1 kb BamHI restriktionsfragment inde-
holdende PEOS og PHO3 i pBR322 Ball

pJDB207/PHOS5,PHO3 (se fig. 1) indeholder en gzr 5,1 BamHI

inds@tningsdel med generne for reguleret og strukturmassig
ger sur phosphatase (PHO5 og PHO3). pJDB207/PHO5,PHO3 samt
plasmid pBR322ABalIl nedbrydes med restrik;ionsendonuklease

- BamHI. Efter fuldstendig nedbrydning inaktiveres enzymet i .

2 minutter ved 65°cC. Begge DNA'er faldes med ethanol og re-
suspenderes i 10 mM Tris.HCl pH 8,0 ved en koncentration pi
0,2 mg/ml. 0,5 pg af de to BamHI-nedbrudte DNA'er kombineres
og bindes i 20 yl bindingspuffer (som anbefalet af New Eng-
land Biolabs) indeholdende 300 enheder T4 DNA ligase i 20 ti-
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mer ved 15°C. 5 pl alikvoter af bindingsblandingen sazttes
til 50 pl calciumbehandlet E.coli HB1l0l celler, og trans-
formeringen gennemf@gres pd samme made som beskrevet i eksem-
pel 4a. De transformerede Escherichia coli celler testes for
resistens mod ampicillin og tetracyclin. 8 ampR, tetS kolo-
niex isoleres og dyrkes i 100 ml LB medium indeholder

100 pg/ml ampicillin. Plasmid DNA isoleres fra cellerne

(se eksempel 2). Restriktionsnedbrydninger med BamHI viser,
at 4 plasmider indeholder en 5,1 kb indsat del foruden

3,7 kb vektorfragmentet (pBR322ABall). Restriktionsnedbryd-
ninger med Sall (New England Biolabs) fastlagger orienterin-
gen af det indsatte 5,1 kb fragment: 2 plasmider har den
indsatte del orienteret som vist i fig. 4. Et af disse be-~
tegnes som p30. Transskriptionsretningen i PHOS5, PHO3 gener-
ne i 5,1 kb indsztningsdelen er mod uret som vist i fig. 4.

Eksempel 5.

Indsz#ning af fremmed DNA i p30 (se fig. 4)

a) Isolering af et 3,9 kb EcoRI-Ball fragment af p30 (fragment A)

10 ug p30 DNA nedbrydes med restriktionsendonuklease Ball.
Efter ekstraktion med phenol/chloroform faldes DNA'et med
ethanol. DNA'et resuspenderes i 100 ul TE puffer. Restrik-
tionsfragmenterne adskilles pa en praparativ 0,8% lavt smel-~
tende agarose-gel (Sigma). Et 5,1 kb fragment indeholdende
vektordelen af p30 elueres fra gelen pad samme mé&de som be-
skrevet i eksempel 4a. DNA'’et renses ved adsorption af DNA'et
pPad en DES2 (Whatman) ionbytters¢jle i en puffer med lavt
saltindhold (150 mM NaCl, 19 mM Tris.HCl pH 8,0, 1 mM EDTA)
og efterfglgende eluering med en pufferopl¢gsning med stort
saltindhold (1,5 M NaCl, 10 mM Tris.HC1l pH 8,0 og 1 mM EDTA).
DNA'et faldes med ethanol, hvorefter det yderligere nedbry-
des med EcoRI (Boehringer). 3,9 kb EcoRI-Ball restriktions~
fragmentet adskilles igen pd en preparativ 0,8% lavt smel-
tende agarose-gel, genvindes som beskrevet i eksempel 4a og
fzldes med ethanol. Dette DNA-fragment kaldes fragment A.
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eksempel 4a)). Blanderne anbringes pd LB agarplader tilsat

100 ug/ml ampicillin. Pladerne inkuberes ved 37°C i 16 timer.
Der fremstilles ca. 300 ampicillinresistente kolonier af
Escherichia coli HB10l. Plasmid DNA fra 8 ampicillinresisten-
te kolonier isoleres, analyseres, og deres struktur bestemmes
ved sammeligning af bevageligheden af restriktionsfragmenter-
ne fremkommet efter spaltning med EcoRI og HaelIIl med stan-~
dard DNA [bakteriofag A DNA nedbrudt med HindIII (New England
Biolabs), p30 plasmid DNA nedbrudt med HaeIIl og EcoRI). Efter
verificering af strukturen af samlingerne fis 5 plasmider,

som har den korrekte struktur. Et af disse plasmider, som
indeholder PHOS promotoren bundet til 8i—interferon-polypeptid—
kodningsomrddet (se fig. S5) kaldes pBOIFNl(Bi).

Eksempel 6.

Addition af kopieringsomrdde og selektiv marke¢r for gar (se

fig. 4)

a) Isolering af et 1,5 kb EcoRIl fragment fra plasmid Yrp7 og

binding deraf til plasmid p3OIFNl(8il

For at lette bindingsreaktionen renses 1,5 kb EcoRIl restrik-
tionsfragmentet. Plasmid Yrp7 (4) spaltes med EcoRI, de to
fremkomne fragmenter adskilles p3d en 0,8% agarose-gel, og

1,5 kb fragmentet, som indeholder et autonomt kopierende gar-
segment, og ga&r TRPl-genet renses og isoleres under anvendel-
se af den i eksempel 4a) beskrevne fremgangsm&de. Der foreta-
ges binding (som anbefalet af New England Biolabs) med 20 ug/ml
EcoRI "cut" pBOIFNl(Bi) og 10 pg/ml af 1,5 kb EcoRI restrik-
tionsfragmentet fra ¥rp7, idet der anvendes 100 enheder T4
ligase.

b) Transformering af Escherichia coli JA 194 med de bundne frag-
menter

Plasmider indeholder TRP1l gar-genet kan direkte selekteres
ved transformation af Escherichia coli trpC mutantstamme JA 194
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(trpC, leuB,Bl). Escherichia coli trpC genet koder for Esche-
richia coli N-(5'-phosphoribosyl)=-athranilat-isomerase. Esche-
richia coli trpC mutanter kan komplementeres med gar, TRP1 ge~
net (4). Transformeringen af Escherichia coli stamme JA 194
gennemfgres pd samme made som beskrevet for Escherichia coli
HB10l (se eksempel 4a)) med fglgende @ndring: inden anbringel-
se af blandingerne pd agarplader henstilles cellerne i 1 ml
LB medium ved 37°C i 60 minutter, cellerne vaskes &n gang med
Escherichia coli M9 minimal medium (30) og anbringes pa

M9 minimal mediumplader tilsat-wvitamin Bl (1 ug/ml) og L-leu-
cin (20 mg/ml). Pladerne inkuberes i 2 dage ved 37°C. Dexr ud-
vindes ca. 1000 tryptophan prototrofe Escherichia coli koloni-
er.

c) Isolering og karakterisering af hybrid plasmider

Trp+ kolonier renses pa LB plader tilsat 100 ug/ml ampicillin.
De enkelte kolonier udtages, og plasmiderne isoleres under
anvendelse af den i eksempel 2 beskrevne fremgangsmade. Ren-
sede plasmider analyseres ved bestemmelsen af stgrrelsen af
restriktionsfragmenterne dannet efter spaltning med EcoRI,
HindIII, Pstl og BglII (Biolabs). Der fas to forskellige typer
plasmider, som indeholder 1,5 kb EcoRI restriktionsfragmentet
i de to mulige orienteringer (se fig. 4). De kaldes
p3OIFN2(8i) og p3OIFN2'(8i) som angivet i fig. 4.

Eksempel 7.

Transformering af Saccharomyces cerevisiae RH971 og inducering
af interferon-produktionen

Plasmider p3OIFN2(8i) og p3OIFN2'(8i) indfgres hver for sig i
Saccharomyces cerevisiae stamme RH971 (a, trpl, leu2, his4)

pd samme made som beskrevet af Hinnen et al. (1). 1 ug plasmid
DNA szttes til 100 ul af en sfaroplastsispension, og blandin-
gen behandles med polyethylenglycol som beskrevet (1).
Sfzroplaster blandes med 10 ml regenereringsagar og anbringes

pé plader med ger-minimal-medium uden leucin. Efter inkubering
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i 3 dage ved 30°¢ fis ca. 1000 transformerede celler.

En enkelt gar-koloni fra gar-transformationspladerne [beteg-
net henholdsvis Saccharomyces cerevisiae RH971/p3OIFN2(8i) og
/pBOIFNZ'(Bi)] udtages og anbringes i 10 ml gar-minimal-medium
i en 100 ml Erlenmeyer~kolbe og dyrkes ved 30°¢ og 200 omdr./min.
i 24 timer til en tathed pid ca. 2-3 x 107 celler/ml. Cellerne
vaskes en gang med 20 ml lav-Pi minimal-medium. 3 ml af de re-
suspenderede celler anvendes til inokulering af henholdsvis
309 ml lav-Pi minimal-medium og 300 ml normal minimal-medium

i 1000 ml Erlenmeyer-kolber. Inkuberingen gennemfgres ved

30°% og 160 omdr./min. Induceringen af PHOS promotoren fglges
ved at male forekomsten af sur phosphatase aktivitet i hele
celler som beskrevet af Toh-e et al. (31). Cellerne dyrkes

til ca. 1-2 x 107 celler/ml (26-30 timers inkubering).

Eksempel 8.

Fremstilling af garcelleekstrakter og bestemmelse af interferon
indholdet.

Celler fra 300 ml dyrkningsmediet (se eksempel 7) med en tat-
hed p& 1-2 x 107/m1 isoleres ved centrifugering i en Sorvall
GSA rotor i 5 minutter ved 8000 omdr./min. ved 4°G. Cellerne
vaskes é&n gang med 100 ml vand, resuspenderes i 6 ml iskold
lyseringsblanding [0,1 M kaliumphosphatpuffer pH 7,4, 1% (rum-
fang/rumfang) Triton X~100,0,0001M PMSF (Merck)] og overfgres
til et 30 ml corex rgr. Suspensionen centrifugeres atter i

5> minutter i en Sorvall SS-34 rotor ved 8000 omdrejninger ved
4°C, hvorefter der foretages resuspendering i 3 ml lyserings-
blanding ved 0°C. 4 g glasperler (0,4 mm i diameter) sattes
til cellerne, og suspensionen rystes pi et hvirvelblandeappa-
tur (Scientific Instruments Inc., USA) med fuld hastighed i '
30 sekunder, hvorefter der afkgles i 1 minut i et isbad. Denne
rystningsprocedure gentages 5-10 gange, indtil mere end 90%

af cellerne er lukket op (kontrol under lysmikroskop) . Celle-
rester og glasperler fjernes fra oplgsningen ved centrifuge-
ring i 10 minutter ved 8000 omdr./min. ved 4°C i en Sorvall

~
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HB-4 rotor. Supernatanten overfgres til Eppendorf-r¢r, fryses
i flydende nitrogen og opbevares ved -60°C. Interferonaktivi-
teten bestemmes under anvendelse af fremgangsmaden ifglge

Armstrong (32) og under anvendelse af CCL-23 celler og vesi-

cular stomatitis virus (VSV) som challenger virus. Resulta-
terne er anfgrt i nedenstaende tabel 1.
Tabel 1
Interferonaktivitet i Saccharomyces cerevisiae stamme RH971
efter transformation med rekombinant plasmiderne henholdsvis
P30IFN2(8}) og p30IFN2'(8]) og tillige med plasmid pIDB207
/IFNZ'(Bi) (se eksempel 9).

Interferonaktivitet udtryk i

enh./ml garcelleekstrakt

Plasmid p301FN2(8i) pBOIFNZ'(Bi) pJDBZO7/IFN2'(8j
slukkede betingelser 0 30 100
(normalt phosphatind-
hold)
ikke-slukkede betingel-
ser (lavt phosphatind- 700 7000 50000
- hold)
Eksempel 9.

Indszttelse af interferon-genet i hgjkopierings-gzr 2u vektoren
pJDB 207 (se fig. 6)

Plasmid p301FN2'(8i) nedbrydes med restriktionsendonukleaserne
HindIII og BamHI under anvendelse af leverandgrens specifika-
tioner (Biolabs). Der dannes to fragmenter med stgrrelsen

4,0 kb og 2,0 kb. 2,0 kb restriktionsfragmentet isoleres og
renses ved elektroforese pad lavt smeltende agarose-gel som
beskrevet under trin 4aj.
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Plasmid pJDB207 (28) nedbrydes med restriktionsendonukleaser-—
ne HindIII og BamHI. Der dannes tre fragmenter. 6,5 kb re-
striktionsfragmentet adskilles pd samme mdde som beskrevet
ovenfor.

0,3 giaf 2,0 kb fragmentet (indeholdende PHO5 promotoren bun-
det til interferon-protein-kodningsomrédet) bindes i 15 timer
til 6,5 kg vektorfragmentet i et samlet rumfang p& 20 ul under
anvendelse af 300 enheder T4 DNA ligase under de af leverandg-
ren (Biolabs) foreskrevne betingelser. Escherichia coli

HB10l celler transformeres, og ampicillinresistente kolonier
udvalges. Plasmid DNA'et isoleres, og den korrekte struktur

af det isolerede plasmid DNA verificeres ved restriktionsned-
brydninger under anvendelse af HindIII og BamHI med
pBOIFNZ'(Bi) og pJDB207 nedbrudt med de samme enzymer som mole-
kylvagtstandarder. Det dannede nye plasmid betegnes
pJDB207/IFN2'(8i).

Plasmid pJDB207/IFN2'(8i) transformeres til Saccharomyces cere-
visiae stamme RH971 pa samme mide som beskrevet (1) under ud-
velgelse af leucinprototrofe kolonier. En enkelt leucinproto-:i
trof garkoleoni ([betegnes Saccharomyces cerevisiae RH971/

’ pJDBZO?/IFNZ'(Bi)] udtages og dyrkes pad samme m&de som beskre-

vet i eksempel 7. Interferonindholdet bestemmes pa samme méade
som beskrevet i eksempel 8. Resultaterne er anfgrt i tabel 1.

Eksempel 10.

Fremstilling af Escherichia coli stammer transformeret med re-

kombinant plasmider indeholdende kodningsomraderne for humane
lymfoblastoide interferoner

A. Isolering af poly(A) RNA beriget med HuIFN mRNA (fig. 7)

a) Inducering af Namalwaceller

Namalwaceller dyrkes i dyrkningsmediet RPMI 1640 indeholdende
10%'s fgtal kalveserum ved 37°. Nir der er niet en celletat-
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hed p& 3 x 106 celler/ml, centrifugeres suspensionen ved

800 G i 10 minutter ved stuetemperatur. De isolerede celler
resuspenderes i 200 ml dyrkningsmedium indeholdende glutamin
(0.027 rumfangsprocent), penicillin (200 enheder/ml) ©g strep-
tomycin (50 g/ml). Cellerne inkuberes i 90 minutter ved 37°C
med Newcastle disease virus (NDV 110) ved et forhold pa

190 I-IAU/lO6 celler (HAU: hamagglutinationsenheder). Ved til-
saztning af frisk dyrkningsmedium indstilles cellet=theden

pa 1,3 x 106 celler/ml, og cellesuspensionen rystes ved 34°¢
med 100 omdr./min. Efter 12 timers forlgb isoleres 6 x 10° cel-
ler, som resuspenderes i 50 ml phosphatpufret saltoplgsning
("PBS", 1 liter PBS indeholder 80 g NaCl, 2 g KC1, 14,4 g
NazHPO4 og 2 g KH2PO4). Inden cellerne isoleres, udtages en
pr¢ve, og interferonaktiviteten bestemmes i overensstemmelse
ned fremgangsmaden ifglge Armstrong (32) under anvendelse af
humane CCL-23 celler og vesicular stomatitis virus (VSV) som
challenger virus. Interferonaktiviteten bestemmes til 4300

IFN enhedexr/ml.

b) Sprangning af cellerne og deproteinisering

Cellesuspensionen (6 x 109 celler i 50 ml PBS) sattes ved stue-
temperatur til 800 ml lyseringspuffer bestaende af 0,05 M
Tris.HCl (pH 7,5), 0,1 M NaCl, 5 mM EDTA og 2% SDS (krystal-
linsk research kvalitet, Serva). Lysatet nedbrydes med 0,2 mg/ml
prainkuberet (2 timer ved 37%¢) protease (Protease P, type VI,
Sigma) ved stuetemperatur i 1 timer under omrg¢ring af oplgs-
ningen. Oplgsningen deproteiniseret ved ekstraktion med 3 gange
500 ml phenol mattet med THE og med 5 ganga 500 ml chloroform.
Der fa&s 500 ml nukleinsyrer bestemt ved absorbansen ved 260 nm.

c) Fjernelse af kontaminerende DNA og RNA

Den let viskose vandige oplgsning fremstillet som beskrevet
ovenfor (trin Ab) indstilles pa 0,3 M NaCl, og der tilsattes
1 g oligo(A4T)-cellulose (type 7, P-L Biochemicals). Efter om-.
rgring i 30 minutter ved stuetemperatur centrifugeres suspen-
sionen i 1 liter Sorvall flasker i en Sorvall RC-3 centrifuge

ved 4000 omdr./min. i 10 minutter ved stuetemperatur, og
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oligo (dT) celluloseopslamning vaskes to gange med 40 ml

2 gange TNE indeholdende 0,5% SDS. Det bundne poly (A) RNA
elueres derpi ved vaskning med 5 gange 2,5 ml H,O0. Udbyttet
er 720 pyg poly(A) RNA, hvilket bestemmes ved miling af den
optiske tathed. Supernatant RNA-oplgsningen fra den fgrste
adsorption adsorberes endnu en gang pd 1 g oligo (dT) cellu-
lose, og der elueres som beskrevet ovenfor, hvorved der f&s
320 ug poly(A) RNA. Eluvaterne haldes sammen, indstilles

til TNE, og poly{A) RNA'et faldes med 67%'s ethanol ved ~20°C
i 10 timer. RNA'et isoleres ved centrifugering med 10.000
omdr./min. i en Sorwall RC-5B centrifuge i 10 minutter ved
0°c. Bundfaldet (1 mg) genoplgses i 1 ml 1 mM EDTA.

RNA'et analyseres for HulFN mRNA aktivitet ved injektion i
cocyter fra Xenopus laevis pid fglgende made:

50 nl af RNA-oplgsningen injiceres til hver enkelt af en grup-
Pe pa 20 oocyter. OQocyterne inkuberes‘i Barth-medium (2 mM
Tris, 88 mM NaCl, 1 mM KCl, 0,33 mM Ca(NO3)2.HZO, 0,41 mM
CaC12.2H20, 0,82 mM MgSO4.7H20, 2,4 mM NaHCO3, 0,01 mg/ml
penicillin, 0,01 mg/ml streptomycin, idet oplgsningen er
indstillet pad pH-vardien 7,6 med HCl) i overensstemmelse med
Gurdon (33), Barth (34) og Colman et al. (35). De injicerede
oocyter inkuberes i 42-48 timer, og inkubationsmediet udta-
ges, centrifugeres i S minutter i en Eppendorf-centrifuge, -
0g supernatanten anbringes ved -20% eller -80°C, indtil den
skal anvendes til analysen. IFN-aktiviteten bestemmes i alt
vesentligt ived '@ fremgangsmiden ifglge Armstrong (32), idet
der dog anvendes VSV som challenger virus pa Hep-2-celler
(Flow Laboratories). Oocytekstrakten har en specifik aktivi-
tet pd 600 IE interferon pr. ug RNA injiceret.

d) Berigelse af poly(A) RNA'et med HuIFN mRNA

Poly (A) RNA'et ledes gennem en Chelex-100-sgjle (200~400 mesh,
Bio-Rad) med et lejerumfang p3 0,5 ml. Sgjlen skylles med
iIml1lmM EDTA.
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Eluatet (1 mg poly(aA) RNA i 2 ml EDTA) opvarmes i 2 minutter
til 100°¢ ©g underkastes céntrifugering gennem en saccharose~
densitets gradient (6 portioner 14 ml saccharoseoplgsning

med en saccharosekoncentration, der stiger fra 5 til 23% (m/v)
og indeholder 50 mM Tris.HCl (pH-verdi 7,5), 0,2 M NaCl og

1 mM EDTA). Centrifugeringen gennemfgres i en TST 4l-rotor
(Kontron AG) med 35.000 omdr./min. i 16 timer ved SOC. Der
opsamles 0,3 ml fraktioner med en ISCO gradient-opsamler.

Til hver fraktion sazttes 2 rumfang ethanol, og oplgsningen
henstdr i 10 timer ved -20°C. Det udfzldede mRNA fracentrifu-
geres (Sorvall, HB-4 rotor ved 0°C, 10.000 omdr./min. i 10 mi-
nutter). Bundfaldet fra hver fraktion genoplgses i 25 1

1 mM EDTA, og hver fraktion testes for human IFN mRNA~akti-
tet som beskrevet ovenfor (trin Ac), idet der kun injiceres
10 oocyter pr. RNA-prgve i stedet for 20. Resultaterne er
anfort i den efterfglgende tabel 2.



10

15

20

25

30

DK 174905 B1
45

Tabel 2

HuIFN mRNA aktivitet for fraktioner af saccharose-densitets
gradient.

Fraktion nr. IFN aktivitet (enh./ml)

1-18 -
13 162
20 162
21 162
22 162
23 ikke testet
24 7289
25 ikke testet
26 405 :
27 ikke testet
28 486
29 ikke testet
30 162
31 ikke testef
32 162
33 ikke testet
34 54

35~40 » ikke testet ’

Fraktionerne 23-29 hazldes samme, og poly{A} RNA'et renses yder-
ligere pa fglgende mdde:

Poly (A) RNA oplgsningen indstilles til 2 x TNE i 0,5%'s SDS
og sattes til .en 200 ul oligo(dT) cellelulosesgjle. Sgjlen
vaskes med 2 ml 2 x TNE i 0,5%'s SDS, og poly(A) RNA'et elue-
res ved vaskning med 5 gange 0,5 ml H,0. Eluatet indstilles
til TNE, og oplgsningen ekstraheres 2 gange med et lige si
stort rumfang phenol (mzttet med TNE) og 2 gange med et lige
sd stort rumfang chloroform. Poly(A) RNA'et faldes med 2 rum-
fang ethanol ved -20° i 10 timer og idoieres ved centrifu-
gering i en HB-4-rotor som beskrevet ovenfor.
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Poly (A) RNA'et oplgses i 100 pl 0,5 mM EDTA. Udbyttet ex
40 pg bestemt ved mdling af den optiske tathed.

En prgve af poly(A) RNA'et analyses for human IFN-aktivitet
som beskrevet ovenfor under anvendelse af 20 oocyter pr. ana-
lyse. Poly(A) RNA praparatet har en specifik aktivitet pa
8100 IE interferon pr. ug RNA.

B. Fremstilling af dobbeltkadet cDNA (fig. 7)

Poly (A) RNA beriget med HuIFN mRNA (jfr. trin Ad) anvendes
som skabelon til fremstilling af dobbeltkadet cDNA i alt
vasentligt som beskrevet af Efstratiadis et al. (36), Mania-

tis et al. (37) og Hoeijmakers et al. (38).

a) Syntese af fgrste kade

250 pl reaktionsblanding indeholdende 40 mM Tris.HCl

(eH 7,5), 30 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,5 mM DTT (Calgéochem.)‘.
1 mM 4AGTP, 4CTP, dTTP (P-L Biochemicals) og 1 mM P~3aTp
(Amersham, specifik aktivitet 50.000 cpm/nmol), 20 ug/ml
oligo(d‘l‘)lz_18 (P-L Biochemicals), 40 ug/mlipoly(A) RNA

og 100 enheder aviart myeloblastosis virus (AMV) revers-

transgkriptase (Life Sciences, Inc., St. Petersburg, Florida)
inkuberes i 80 minutter ved 37°C. Reaktionen afbrydes ved
at indstille oplgsningen p& 10 mM EDTA og 0,1% SDS. Blan-
dingen ekstraheres en gang med 1 rumfang phenol. Den vandi-
ge fase reekstraheres med 1 rumfang chloroform og sattes
til en kolonne med 3 ml Sephadex G-50 (Pharmacia, fine).
Der udtages fraktioner pd 0,1 ml. Radioaktiviteten af hver
fraktion bestemmes ved mi3ling af Cerenkov-strélingen. Radio-
aktive fraktioner haldes sammen, og nukleinsyrerne fazldes
med 2 rumfang ethanol ved ~20°C i 10 timer. Preven centri~
fugeres i en HB-4-rotor i 20 minutter ved 10.000 omdr./min.
ved 0°C. Bundfaldet oplgses 1 95 ul HZO' 5 ul 10 N NaOH
tils®ttes, og blandingen inkuberes ved 25°C i 40 minutter.
Efter neutralisering med 5 M eddikesyre tilsattes 50 ul
vand og 2 rumfang ethanol, og pr¢ven henstidr ved -20° i

10 timer. Bundfaldet isoleres ved centrifugering som be-
skrevet ovenfor og genopl¢ses i 200 ul 0,1 mM EDTA. Udbyt-
tet af enkeltkazdet cDNA er 3,7 ug. Stegrrelsen af cDNA'et
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er 700-1.500 nukleotider i langden, bestemt ud fra dets
elektroforetiske mobilitet i en 6%'s polyacrylamidgel i
Tris~borat~EDTA (108 g Tris, 9,3 g dinatrium EDTA og 55 g
borsyre pr. liter opl#¢sning med pH-vardi 8,3) indeholdende
7 M urinstof, i forhold til marke¢r DNA'er af kendt langde
(39).

b} Syntese af anden kade og Sl~endonuk1easenedbrydning

Den dannede cDNA-opl@¢sning opvarmes til 100°C i 90 sekun-
dexr, lynafkgles og inkuberes i en 400 ul reaktionsblan-
ding indeholdende 0,1 M kaliumphosphatpuffer (pH-vardi 6,9),
10 mM Mgclz, 10 mM DTT (Calbiochem), 1 mM 4ATP, 1 mM 4CTP,
1 mM dTTP (P-L, Biochemicals), 1 mM “H~dGTP (Amersham,
specifik aktivitet 94.000 cpm/nmol) og 165 enheder/ml
E.coli DNA polymerase I (Biolabs, New England) i 8 timer
ved 15°C. Reaktionen afsluttes ved tilsztning af EDTA og
SDS til slutkoncentrationer pa henholdsvis 10 mM og 0,1%.
Blandingen ekstraheres med phenol og chloroform, kromato-
graferes over Sephadex G-50 (Pharmacia, fine, 2 ml leje-
rumfang) og fazldes med ethanol som beskrevet ovenfor (trin
Ba).

Det dannede DNA behandles i en 50 ul inkuberingsblanding
indeholdende 0,25 M NaCl, 50 mM natriumacetat (pH-verdi 4,5)
og 1 mM ZnSO4 med 6 enheder Sl—endonuklease {P-L Biochemi-
cals) ved 37°C i 30 minutter. Reaktionen afbrydes med

0,1% SDS og 10 mM EDTA. Reaktionsblandingen deproteinise-
res med 1 rumfang phenol (mazttet i 50 mM natriumacetat,
pH~vardi 4,5) og chloroform. Den vandige fase kromatogra-
feres pa en sgjle med 2 ml Sephadex G-50 (Pharmacia, fine)
i TNE, Der opsamles fraktioner pd 100 ul, og Cerenkov-stré-
lingen bestemmes for hver enkelt fraktion. De udelukkede
fraktioner hazldes sammen, og DNA'et faldes med 2 rumfang
ethanol ved -20°C i 10 timer som beskrevet ovenfor. Bund-
faldet centrifugeres i en HB-4-rotor (se ovenfor), og det
isoclerede bundfald opldses i 100 ul oplgsning indeholdende
10 mM Tris.HCl (pH-vardi 7,5) og 0,5 mM EDTA. Der £is 4 ug
DNA.
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DNA'et fraktioneres gennem en saccharose-densitetsgradient
(5-23%) i 50 mM Tris.HC1 (pH-vardi 7,5) og 1 mM EDTA i en
TST-60~rotor (Kontron AG). Centrifugeringen gennemfgres ved
55.000 omdr./min. i 5 timer ved 15°C. Den DNA-fraktion,

som aflejres hurtigere end et 800 basepar mark@r DNA,

som k¢rer i en parallelgradient, hzldes sammen, indstilles
til TNE og fazldes med 67%'s ethanol ved -20°C i 10 timer.
Der fds 0,4 ug dobbeltkadet cDNA.

C. Fremstilling af pBR 322-bundet cDNA (fig. 7)
a) Fremstilling af dCMP-forlanget GDNA
3'-enderne i 0,1 pg af det fremstillede ds cDNA forsynes

med poly(dC)-haler i et reaktionsmedium pd 10 pl indehol-
dende 100 mM natriumcacodylat (pH~-vardi 7,2), 2,5 mM CoCl, .
50 ug BSA (Calbiochem.) pr. ml, 1 mM ACTP og 10 enheder
terminal-deoxynukleotidyltransferase (P-L Biochemicals)

Pr. .ug ds cDNA. Efter inkubering (20 minutter ved 27°%), til-
sattes EDTA til 10 mM, og pre@ven henstir ved -20°C til
senere anvendelse.

b) Fremstilling af Pst I-spaltet, dGMP-forlanget pBR 322
10 vg pBR 322 plasmid-DNA spaltes med 10 enheder Pst I
endonuklease (Biolabs) i en 100 ul oplgsning indeholdende
50 mM NaCl, 6 mM Tris.HC1 (pH 7,5), 6 mM MgCl,, 6 mM 2-
mercaptoethanol og 100 ug/ml gelatine i 1 time ved 37%.

Oplgsningen ekstraheres med 1 rumfang phenol og chloroform.
Opl¢sningen indstilles til TNE, og det lineariserede DNA
fzldes med 2 rumfang ethanol ved -20°C i 5 timer.

Det lineariserede plasmid-DNA forlaznges med 4GMP i en 200 ul
reaktionsblanding indeholdende 100 mM natriumcacodylat

{pH 7,2), 5 mM MgCl,, 20 mM NaH,PO,, 50 uyg BSA pr. mi, 1 mM
dGTP og 100 enheder terminal-deoxynukleotidyltranferase

(P-L Biochemicals). Efter inkubering i 20 minutter ved

37°C tilsattes EDTA til 10 mM, og reaktionsblandingen fryses
ved ~20°C til senere anvendelse.
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c) Annelering af AGMP-forlanget pBR 322 til dCMP-forlan-
get ds cDNA

En blanding af dCMP-forlanget dobbeltkadet cDNA (0,1 ug) og

lineariseret pBR 322 med dGMP-haler (0,5 upg) i 500 wul

TNE-puffer inkuberes ved 65°C i 1 time, ved 46°C i 1 time,

ved 37°C i 1 time og ved 20°C i 1 time. Oplgsningen inde-

holdende pBR 322-bundet cDNA szttes pd is og anvendes

straks til transformeringen.

D. Transformering af Escherichia coli HB 101 med det anne-
_lerede hybridplasmid

Calciumbehandlet Escherichia coli HB 101 forberedes til trans-

formeringen ved anvendelse af fremgangsmiden ifglge Mandel

et al. (29).

10 ul reaktionsblanding indeholdende de annelerede pBR 322
hybridplasmid DNA'er fremstillet som beskrevet ovenfor
(trin Cc) sattes til en blanding indeholdende 150 ul calcium-
behandlet Escherichiacoli HB 101 i 10 mM MgClz, 10 mM
CaCl, og 10 mM Tris.HC1 (pH-vardi 7,5) i et samlet rumfang
pa 200 ul. ;

Blandingen afkgles i is i 20 minutter, opvarmes til 42°c

i 1 minut og inkuberes ved 209 i 10 minutter. Der. tilsat-
tes 1 ml tryptonmedium (tryptonmediet indeholder 10 g
Bacto-Trypton (Difco), 1 g gzrekstrakt (Difco), 1 g glucose,
8 g NaCl og 294 mg CaClz.Z"HZO i 1 liter destilleret vand),
og blandingen inkuberes i 30 minutter ved 37°C ved rystning
med 300 omdr./min. Blandingen udhzldes pa to agarplader
(McConkey agar, Difco, 0,6 ml/plade) tilsat 10 ug/ml
tetracyclin (Sigma). Pladerne inkuberes ved 37°% i 12-17
timer. Der f&s ca. 5.600 tetracyclinresistente kolonier

af transformeret Escherichia coliHB 10l.

E. Identificering af kloner indeholdende HulFN cDNA

a) Syntese af en l3-mer oligodeoxynukleotidprimer (fig. 8)
Et oligodeoxynukleotid, som er komplementzrt til et strak
(stretch) pd 13 nukleotider, som er fzlles for bade HuIFN-
a;= og HulFN-B-mRNA, fremstilles kemisk ved anvendelse af
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phosphotriestermetoden (jfr. Itakura et al. (40), de Rooij
et al. (41)). De enkelte trin i syntesemetoden er vist i
fig. 8. Udgangsmaterialerne angivet i linie 1 i fig. 8
(mono~ og dideoxynukleotider med beskyttelsesgrupper) er
kendt fra litteraturen. Beskyttelsesgrupperne fraspaltes
ved anvendelse af fremgangsmiaderne beskrevet af Itakura et
al.: Deblokeringen af 5'~monomethoxytrityl (M) eller -dime-
thoxytrityl (D)-substituerede hydroxylgrupper gennemfgres
med eddikesyre (80%'s) veistuetempefatur, og B-cyano-
ethylphosphatgrupperne spaltes med 0,1 N natriumhydroxid

i en blanding af dioxan og vand (4:1) ved stuetemperatur.
Kondensationen af byggestenene gennemfgres ved anvendelse
af triisopropylbenzensulfonylchlorid som aktiveringsmiddel
til dannelse af oligodeoxynukleotider op til den helt
beskyttede l3-mere primer anfgrt i linie 7 i fig. 8. Det
sidste trin (fuldstzndig fjernelse af alle beskyttelses~
grupper) gennemfgres pd fglgende mide:

En oplgsning indeholdende 64,6 mg af det helt beskyttede
13-mere oligodeoxynukleotid i3 ml dioxan og.l ml acetoni-
tril behandles med 200 my syn-p-nitrobenzaldoxim og 124 mg
Nl,Nl,N3,N3-tetramethylguanidinroé blandingen henstar i

27 timer. Der tilsattes 10 ml ammoniak (25%'s), og oplgsnin-
gen henstdr i 24 timer ved 50°C. Efter fordampning- af oplgs-
ningsmidlet i vakuum oplgses remanensen i vand, indstilles
pa pH-vardien 4 med eddikesyre, og oplgsningen ekstra-

heres 20 gange med chloréform. Den vandige oplgsning ind-
dampes i vakuum, og remanensen oplgses i 1 ml eddikesyre
{80%'s). Oplgsningen henstdr i 1 time, fortyndes med 6 ml
vand, ekstraheres 3 gange med chloroform og lyofiliseres.
Den tredje del af det dannede rdprodukt renses ved kroma-
tografi pid DEAE-Sephadex A 25 (sgjlestgrrelse: 10x1,3 cm)
gennem en 200 ml 0,2~1,2 M triethylammoniumhydrogencarbonat-
gradient. Eluering af hovedfraktionen forlgber ved en gra-
dientkoncentration pa4 0,87 M. Hovedfraktionen, der bestar

af det rene produkt, hvilket konstateres ved en HPLC-ana-
lyse, fordampes tre gange med vand, filtreres gennem 10 ml
Dowex 50 W (NH,-salt) og lyofiliseres. HPLC (permafase AAX,
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spjlestorrelse 90x0,3 cm, 60°c, 2 ml/min., gradient:
208 A ——> 100% B oa 30 min.): tp 11,8 min.

32

b) Fremstilling af en P-market human IFN-a- og IFN-B-

specifik cDNA-sporingsdel (fig. 9)

40 pmol af den syntetiske 13-mere oligodeoxynukleotidprimer
(jfr. trin Ea) og 40 pmol [¥—32P]—ATP (5.700 Ci.mmol_l,
Amersham) kombineres i 100 pl 50 mM Tris.HCl (pH 9,5),

10 mM Mgcl2 og 5 mM DTT. Der tilsattes 50 enheder T4~poly-
nukleotidkinase (P-L Biochemicals), og efter 30 minutters
forlgb ved 37°C tils=zttes yderligere 20 enheder af enzyﬁet,
hvorefter inkuberingen fortsattes i yderligere 15 minutter
ved 37°C. Den vandige oplgsning indeholdende den >°P

de primer renses ved ekstraktion med phenol. Yderligere

~merke~

rensning oonds ved kromatografi pd en 4 ml Sephadex G-30
(Pharmacia, fine)-sojle i 1 mM Tris.HCl (pH 8,0). Der
opsamles fraktioner pd 0,1 ml. Radioaktiviteten for hver
fraktion bestemmes ved maling af Cerenkov-stralingen. Der

opnds en specifik aktivitet pa 4.10°

32P

Cerenkov crm Pr. pmol
oligodeoxynukleotid. Den -mazrkede primer (40 pmol) lyo-
filiseres, resuspenderes i 91 ul Hzo indeholdende 14 ug
poly(A) RNA (fra inducerede Namalwaceller, fremstillet som
beskrevet i trin A) og opvarmes i 60 sekunder til 100°¢C. .
Der tilszttes 9 pl 4 M XCl, og blandingen inkuberes ved

25°C i 60 minutter. Der tilsattes 450 pl reverstransskripta-
seblanding, saledes at reaktionsrumfanget indeholder 40 mM
Tris.HCl (pH 8), 4 mM MgCl,, 1 mM DTT (Calbiochem, Inc.),

74 M KCl, 1 mM af 4ATP, 4dGTP, dCTP og ATTP (P-L Bioche-
micals) og 90 enheder aviart myeloblastosisvirus (AMV)-~
reverstransskriptase Inkubationen fortsazttes i 1 time

ved 37°¢C. Onlgsningen ekstraheres med 1 rumfang phenol
(mzttet med hensyn til TNE), og nukleinsyrerne fzldes med

2 rumfang ethanol ved -20°C i 10 timer. Bundfaldet isole-
res ved centrifugering (HB~4-rotor, 20 min., 10.000 omdr./
min., 0°C), hvorpa det genoplgses i 20 ul farveblanding
indeholdende 90% (rumfang/rumfang) formamid (Merck, pro
analysis), 1 mM EDTA, 0,05% bromphenolblat og 0,05%
xylencyanolblidt. Proven opvarmes til 90°C i 2 minutter og
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sattes til en 5%'s polyacrylamidgel i Tris-borat~EDTA
(jfr. Peacock et al. (39)). I autodiagrammet ses et enkelt
bédnd, som migrerer mellem 267 bp- og 435 bp-32P—markede
markér DNA-fragmenter dannet ved Hae III-nedbrydningen af
plasmidet pBR 322. Det 32P—merkede cDNA-fragment ekstra-
heres fra gelen og renses som beskrevet af Muellef et al.
(42) . Der fas 20.000 Cerenkov cem af den 32

humane IFN-a~ og IFN-8-specifikke cDNA-sporingsdel.

P-markede

c) Testning for kolonier indeholdende HulFN cDNA (fig. 9)
1650 af de transformante kolonier fremstillet som beskrevet
ovenfor (trin D) overfg¢res til nitrocellulosefiltre BA 85

(Schleicher & Schuell, diameter 8 cm). Cellerne lyseres,

Og DNA'et denatureres og fikseres til filtrene in situ
under anvendelse af fremgangsmiden ifglge Grunstein og Hog-
ness (20). Filtrene med kolonierne przhybridiseres i 4 x
SET (en oplgsning indeholdende 0,15 M NaCl, 30 mM Tris.HCl
(pH 8,0), 1 mM EDTA), 0,1% (vegt/rumfang) Ficoll 400
(Pharmacia), 0,1% (vagt/rumfang) polyvinylpyrrolidon (PVP-
360, Sigma), 0,1% (rumfang/rumfang) BSA, 0,5% SDS, 50 pg/ml
denatureret kalvethymus DNA (fremstillet som fglger: 5 mg
kalve-thymus DNA (type I, Sigma) koges i 10 minutter i

0,5 M NaOH til forskydning af DNA'et, neutralisefés med 5 M
eddikesyre og fazldes med 2 rumfang ethanol ved -20°c. Bund-
faldet isoleres ved centrifugering i en HB-4-rotor i 10
minutter ved 0°C ©g genopldses i 500 ul 0,5 mM EDTA) ved
65°C i 4 timer under anvendelse af 20 ml blandinger pr.
filter og hybridiseres megd 103 Cerenkov cpm af den 32?-
merkede sporingsdel pr. nitrocellulosefilter i 5 x SET,
0,02% (vegt/rumfang) Ficoll, 0,0l% polyvinylpyrrolidon,
0,02% (rumfang/rumfang) BSA, 0,2% SDS og 50 pg/ml dena-
tureret kalve-thymus DNA. Hybridiseringen gennemfgres
ved 65°C i 36 timer.

Filtrene skylles en gang i chloroform, to gange i SET,
0,5% SDS ved stuetemperatur og to gange i SET, 0,5% SDS

i 1 time ved 60°C ©0g en gang med 3 mM Trizma-base ved
Stuetemperatur i 1 time. Filtrene torres ved aftrykning
pd 3 MM-papir (Whatman), og en rentgenfilm eksponeres med
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filtrene under anvendelse af en skarm (Ilford intensifying
screen) ved -80°C i 72 timer.

Ni positive kolonier identificeres p& autoradiogrammet,
og de anvendes til fortsat undersggelse.

Da de primazre kloner af transformerede celler lejligheds-
vis indeholder mere end én art rekombinant DNA-molekyler,
isoleres hybridplasmid DNAerne fra de ni positivt
hybridiserede kloner og anvendes til retransformering af
Escherichia’coli HB-101 som beskrevet ovenfor.

Hybridplasmid DNA'et isoleres pad fglgende made: 1 koloni
anvendes til inokulering af 10 ml tryptonmedium tilsat

10 pug/ml tetracyclin som ovenfor i en 25 ml Erlenmeyer-
kolbe. Kulturen rystes i 15-18 timer ved 37°C med 300
omdr./min. Cellerne isoleres ved centrifugering (Sorvall,
HS-4-rotor, 10 min. med 4000 omdr./min., 4°C). Der fis

ca. 0,1 g celler, som resuspenderes i 1 ml 50 mM Tris.HCl
(pH 8,0). 0,25 ml lysozymopl¢sning (10 mg/ml i 50 mM
Tris.HCl (pH 8,0), lysozym fas fra Sigma) tils=zttes, og
efter inkubering ved 0°c i 10 min. tilsazttes 0,15 ml 0,5 M
EDTA (pH 7,5). Efter yderligere 10 minutter ved 0°C. til-
s@ttes 60 pl 2% Triton X-100 (Merck). Efter 30 minutters
forlgb ved 0°C centrifugeres prgven i 30 minutter ved
15.000 omdr./min. og 4°C i en Sorvall SA-600-rotor.

Den ovenstiende vaske deproteiniseres med 1 rumfangsdel..
phenol (mzttet med TNE). Faserne adskilles ved centrifu-
gering (Sorvall HB—4-rotor)‘i 10 minutter ved 5.000 omdr./
min. ved 4°C. Den gvre fase ekstraheres to gange med

1 rumfangsdel chloroform. RNAse A fra Pancreas (Sigma,

10 mg/ml i TNE, forvarmet i 10 minutter ved 85°C) tilsat-
tes til en slutkoncentration i 25 ug/ml, og blan-

dingen inkuberes i 40 minutter ved 37%. Opl¢sningen ind-
stilles derefter pd 1 M NaCl og 10% polyethylenglycol 6000
(Fluka, autoklaveret i 20 minutter ved 120°C) og inkube-~
res ved ~10°C i 2 timer. Bundfaldet isoleres i en Sorvall
HB-4-rotor (20 minutter ved 10.000 omdr./min., 0°¢) og
genoplgses i 100 pl TNE. DNA-oplgsningen ekstraheres med
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1 rumfang phenol, og DNA'et fzldes med 2 rumfang ethanol
ved -80°C i 10 minutter.

Bundfaldet fracentrifugeresi en Eppendorf centrifuge,

og DNA'et genoplgses i 20 pl 10 mM Tris.HCl (pH 7,5)

og 0,5 mM EDTA. Fra 10 ml kultur f£is 8~10 pg hybrid-plas-
mid DNA.

Escherichia coli HB-10l transformeres med hvert enkelt af
de ni isolerede hybrid DNA'er, og de transformerede celler
overfores til égarplader indeholdende tetracyclin, som
beskrevet ovenfor (trin 4). Fra hver transformering udta-
ges tre tetracyclinresistente kloner, 10 ml kulturer frem-
stilles, og hybrid DNA'erne isoleres fra kulturerne som
beskrevet ovenfor.

Alle DNA-prgverne analyseres fg¢r og efter retransformeringen
ved spaltning med Pst I endonuklease og elektroforese gennem
en 1% agarosegel i 50 mM Tris-acetat (pH 7,8) og 1 mM EDTA.
Alle pregverne udviser identiske spaltningsmgnstre fgr og ef-
ter retransformationen.

Et af de reklonede rekombinant DNA-molekyler giver 2 biand,
et med mobiliteten af Pst I-spaltet pBR 322, det andet
med en mobilitet svarende til ca. 1000 bp. Det betegnes
CG-pBR 322/HLycIFN~-1'b.

Et andet rekombinant DNA giver 3 bé&nd, et med mobiliteten for
Pst I-spaltet pBR 322, et med en mobilitet pd ca. 600 bp

og et med en mobilitet pad ca. 150 bp. Rekombinant DNA-mo-
lekylet i denne klon betegnes CG-pBR 322/HLycIFN-Bl.

d. Karakterisering af klonerne CG-pBR 322/HLycIFN-1'b og
CG-pBR 322/HLycIFN—Bl

Rekombinantplasmid DNA'erne fra klonerne CG~pBR 322/HLyc-
IFN~-1'b og CG-pBR 322/HLycIFN4Bl isoleres fra kulturerne
som beskrevet ovenfor (trin Ec) og karakteriseres ved
bestemmelse af nukleotidsekvensen af den indsatte cDNA-
del under anvendelse af fremgangsmdden som beskrevet af
Maxam ©g Gilbert (15). I nrincippet anvendes fglgende
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metode:

Det isolerede rekombinantplasmid DNA nedbrydes med for-
skellige restriktionsendonukleaser. Enzymerne anvendes i
alt vesentligt som beskrevet af leverandgren (New England
Biolabs), idet dog BSA erstattes med gelatine i enzym-
pufferne. Oplgsningen indeholdende det spaltede DNA de-
proteiniseres med phenol (mzttet med TNE). DNA'et fzldes
med ethanol, genoplgses i 50 mM Tris.HCl1l (pH 8,0)ved en
DNA-koncentration pa 50 ug/ml og inkuberes med 0,1 enhe-
der alkalisk kalvetarmphosphatase (calf intestinal alka-
line phosphatase) (Boehringer) pr. pmol DNA 5'-ender i
30 minutter ved 37°C. Enzynmet inaktiveres ved opvarmning
af opl¢sningen i 60 minutter til 65°C. DNA'et renses ved
DEAE-cellulosekromatografi som beskrevet af Mueller et
al. (42) og fzldes med ethanol. DNA'et markes derpd 5'-
terminalt med [Y-BZP]—ATP (>5000 Ci/mmol, Amersham) og
T4~polynukleotidkinase (P-L Biochemicals) i alt vasent-
ligt som beskrevet af Maxam og Gilbert (15), idet dog
DNA'et ikke denatureres inden kinasereaktionen. Sazdvan-
ligvis er de specifikke aktiviteter 1-3.106.cpm/pmol
5'~-ender.

De markede DNA-fragmenter spaltes med en anden restrik-
tionsendonuklease, og produkterne adskilles ved elektro-
forese gennem en 6%, 8% eller 10% polyacrylamidgel i Tris-
borat-EDTA-puffer. DNA-fragmenterne ekstraheres fra gelen
og renses som beskrevet af Mueller et al. (42). Til be-
stemmelsen af nukleotidsekvenserne nedbrydes DNA-fragmen-
terne kemisk, og produkterne adskilles ved polyacrylamid-
gelelektroforese som beskrevet af Maxam og Gilbert (I5).

Specielt behandles de isolerede plasmid DNA'er fra klonen
CG~pBR 322/HLycIFN~1'b pd fglgende made. 5 ug af plas~
midet DNA nedbrydes med Bgl II, markes 5'-terminalt og
spaltes med Pvu II. Pvu II-Bgl II*- og Bgl II-Pvu II*-DNA~
fragmenterne isoleres pa en 6% polyacrylamidgel. (* angiver
mazrkningsstedet). Separat nedbrydes 5 ug af plasmidet med
Alu I, markeres S5'~terminalt og spaltes med Pst I. Pst I-
Alu I*-DNA-fragmentet isoleres pa en 8% polyacrylamidgel.
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De enkelte fragmenter nedbrydes og sekvenseres derpd i
overensstemmelse med fremgangsmé&den ifpglge Maxam og Gil-
bert. Den fremkomne nukleotidsekvens er angivet i fig.10.
Et strak pa ca. 25-35 deoxyguanosinrester er i 5'-enden
foran den indsatte cDNA-~del. Den viste nukleotidsekvens
ligner en del sekvensen af IFN~a (type F) cDNA beskrevet

- af Goeddel et al. [(43), jfr. ogsd Weissmann (44)}, men

den udviser ikke desto mindre en hel del tydelige afvigel-
ser (punktmutationer), hvoraf nogle pivirker de resulte-
rende aminosyrer (jfr. £ig.10).

Det isolerede plasmid DNA fra klonen CG-pBR 322/HLYcIFN-Bl
behandles pd tilsvarende midde. 5 ug af plasmidet nedbrydes
med Pvu II og mzrkes S5'~terminalt. Halvdelen af blandingen
spaltes med Pst I, og resten spaltes med Bgl II. Pst I-
Pvu II*~ og Bgl II-Pvu II*-fragmenterne isoleres ved elek-
troforese pi2 en 6% polyacrylamidgel og nedbrydes som be-
skrevet ovenfor. Nukleotidsekvensen (N-terminalsekvens)

er anfgrt i fig. 5 og viser, at den indsatte cDNA-del be-
gynder ved nukleotid nr. 102 i IFN-Bl cDNA‘'et som beskre-
vet af Taniguchi et al. (45). Den indsatte cDNA-3del er
derfor i stand til at kode for human IFN-Bl, som mangler

11 aminosyrer ved N-afslutningen. Den indsatte cDNA-del

er flankeret ved 5'-enden af et strak pi ca. 20-25 deoxy-
guanosinrester 0g udviser en punktmutation ved stilling
153, hvori en C-rest omdannes til en T-rest uden pavirkning
af den resulterende aminosyre.

e. Identificering af kloner indeholdende rekombinant DNA-
molekyler, som kryds~hybridiserer til indsatte dele
af CG-pBR 322/HLycIFN-1'b og CG-pRR 322/HLycIFN-8,

Rekombinanﬁplasmid DNA'erne fra klonerne CG-pBR 322/HLyc-
IFN-1'b og CG-pBR 322/HLycIE‘N—Bl isoleres fra kulturerne
som beskrevet ovenfor (trin Ec). CG-pBR 322/HLycIFN-1'b
plasmid-DNA'et (5 ug) nedbrydes med Bgl II, merkes 5'-ter-—
minalt og spaltes med Pvu II. Separat nedbrydes det iso-
lerede CG-pBR 322/HLycIFN-8; plasmid~DNA (5 ug) med Pvu
II, merkes 5'-terminalt og spaltes med Bgl II. Pvu II~
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Bgl II* (351 bp) DNA-fragmentet (pr¢ve A) og Pvu II*-Bgl
II (368 bp) DNA-fragmentet (pr¢ve B) isoleres fra en 8%
polyacrylamidgel som beskrevet ovenfor (trin Ed) og an-
vendes til in situ kolonihybridisering (se nedenfor).
Spaltningen af plasmid DNA'erne, markningen og rensningen
af DNA-fragmenterne gennemfgres pi samme made som beskre-
vet ovenfor (trin Ed).

4000 af de transformante kolonier fremstillet som beskre-
vet ovenfor (trin D) overfgres til nitrocellulosefiltre
BA 85 (Schleicher & Schuell, diameter 8 cm). Cellerne
lyseres, og deres DNA denatﬁreres og fikseres til fil~-
trene in situ ved fremgangsmiden ifglge Grunstein og Hog-
ness (20). Hybridiseringer til pr¢verne A og B (begge
pr¢veren:b1andede) foretages som beskrevet ovenfor (trin
Ec). Ved autoradiografi identificeres 6 positive kolonier,
hvoraf 3 betegnes

E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—4l
E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLYcCIFN-5,.09
E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-8,

og anvendes til yderligere undersggelser. Plasmid DNA'erne
fra disse kloner isoleres, retransformeres og reisoleres
som beskrevet ovenfor (trin Ec, Ed).

For at bestemme naturen af de indsatte dele i rekombinant-
DNA'erne foretages bestemmelse af nukleotidsekvenserne i
de indsatte cDNA-dele (delvis eller fuldstandigt) ved
anvendelse af den ovenfor beskrevne almindelige fremgangs-
made (trin EJ).

Nzrmere betegnet nedbrydes 5 ug af hver af de isolerede
plasmid~DNA'er CG-pBR 322/HLycIPN-4l og CG-pBR 322/HLycIFN-
8i med Pvu I, markes 5'-terminalt og spaltes med Pst I.
DNa-fragmenterne fraktioneres pd en 8% polyacrylamidgel,

og Pst I-Pvu II* (~120 bp) fra Bi-DNA og Pst I~-Pvu II*

(82 bp) fra 41—DNA isoleres som sadvanligt.
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Det isolerede plasmid-DNA CG-pBR 322/HLycIFN-5l behand-
les pd fglgende mide. 5 pg af plasmid-DNA'et nedbrydes
med Hae III, markes 5'-terminalt og spaltes med Pst I.
Pst I-Hae III* (57 bp) DNA-fragmentet isoleres pd en 10%'s
polyacrylamidgel. Separat nedbrydes 5 pg af plasmidet
med EcoR I, markes 5'-terminalt og spaltes med Pst I.
Pst I-EcoR I* (235 bp) og EcoR I*-Pst I (~700 bp) DNA-
fragmenterne isoleres pi en 8%'s polyacrylamidgel. De
forskellige DNA-fragmenter underkastes sekvensanalyse
under anvendelse af fremgangsmdden ifglge Maxam og
Gilbert (15).

Nukleotidsekvenserne i de indsatte cDNA-dele er vist i
fig.12~14.1 fig. 12 er nukleotidsekvensen i den indsatte
cDNA-del af CG-pBR 322/HLycIFN—4l vist. Den indsatte del
stgder ved S5'-enden op til et strzk pd 23 deoxyguanosin-
rester og omfatter en del af IFN-q, (Le) cDNA'et beskre-
vet af Streuli et al. (46). I det 3'-extracistroniske om-
rdde er der nogle mindre afvigelser (punktmutationer)

og et strak pd yderligere 318 nukleotider. Nukleotidse-
kvensen for den indsatte cDNA-del af CG-pBR'322/HLycIFN—
Bi er vist i f£fig.13 . Den indsatte del stgder ved 5'-enden
op til et strak pad 20-23 deoxyguanosinrester og ligner,
men er ikke identisk med det IFN-a (type D) CcDNA, som er
beskrevet af Goeddel et al. [(43), jfr. ogsd Mantei et
al. (27)]. Bortset fra forskelle i cDNA-omriderne fg¢r og
efter IFN-kodningssekvensen indeholder IFN-genet i stil-
lingerne 28-30 en GCC-triplet og i stillingerne 409-411
en GCG~triplet, som koder for alanin i stedet for henholds-
vis GTC og GTG, der koder for valin. Nukleotidsekvensen
for den indsatte cDNA-del af CG~pBR 322/HLycIFN—5l (se
fig.14) viser et strak pid 17 deoxyguanosinrester ved
5'-enden. Nukleotidsekvensen er beslagtet med nukleotid-—
sekvensen i IFN-a (type B) cDNA beskrevet af Goeddel et
al. (43). Der er imidlertid yderligere nukleotider ved
5'-enden i den indsatte cDNA-del i HLycIFN-Sl. og der
findes ligeledes punktmutationer, udskaeringer og indsat-
ninger i det extracistroniske omride og i IFN-kodningse-

kvensen, isar i stillingerne 22 og 361-372.



5

10

15

20

25

30

DK 174905 B1
59

F. Syntese af humane interferoner ved hjalp af Escherichia
coli indeholdende humane IFN-specifikke rekombinant-
DNA-molekyler

De 5 kloner, som indeholder humane IFN-specifikke rekom-

binant DNA-molekyler, nemlig

E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1'b
E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-4,

E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-‘Sl

E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—8i og
E. coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN—Bl

afprgves for IFN-aktivitet, hvilket i hvert enkelt til-
fzlde gennemfgres pd fglgende mide:

Kulturer af den tilsvarende Escherichia coli-klon (30 ml
suspensioner) dyrkes i tryptonmedium til en optisk tathed
(OD¢cy) Pa ca. 1. Cellerne isoleres og resuspenderes i
0,5 ml af en vandig oplgsning indeholdende 30 mM NaCl og
S0 mM Tris.HCl (pH 8,0). Lysozym (Sigma) tilsazttes til

1 mg/ml. Efter 30 minutter ved o°c fryses suspensionerne
(flydende nitrogen) og optges (ved 37°C) 5 gange o9 cen-—
trifugeres i 20 minutter ved 20.000 omdr./min. i en SS
Sorvall-rotor ved 4°C. De ovenstdende vaesker afprgves

for IFN-aktivitet under anvendelse af den cytopatiske
biocanalyse ifglge Armstrong (29) som beskrevet i trin lec.
Der findes fglgende aktiviteter:

Ekstraktkilde IFN-aktivitet
E. coli HB 101 indeholdende

rekombinant-DNA (IE ml)
CG-pBR 322/HLycIFN-1'b 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-4l 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN—51 10.000;10.000
CG-pBR 322/HLycIFN~8i 100;100
CG-pBR 322/HLycIFN-Bl 0;0

Muligvis indeholder kloner, som ikke udviser mélelige IFN-

aktiviteter, rekombinant-DNA'er, hvori den indsatte
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HuLyIFN-cDNA-del har en forkert orientering med hensyn
til transskriptionsretningen. Rekombinant~DNA'et fra
en sddan klon (CG-pBR 322/HLycIFN-1'b) indeholdende en
indsat cDNA-del i fuld langde reorienteres derfor pa
fglgende mide:

Plasmid-DNA'et fra klonen Escherichia coli (HB 101 CG-
PBR 322/HLycIFN-1'b isoleres som beskrevet ovenfor (trin
Ec) og spaltes med Pst I. 0,5 ug af det spaltede DNA i

20 ul af en pufferblanding indeholdende 20 mM Tris.HCl

(pH 7,8), 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 25 mM NaCl og 50 pg/ml
gelatine behandles med 0,2 enheder T4 DNA ligase (Biolabs)
og 0,5 mM ATP i 2 timer ved 15°C. Escherichia coli HB 101
transformeres med cDNA-blandingen som beskrevet ovenfor
(trin D). Transformerede kolonier udvalges pid McConkey-
agarplader tilsat tetracyclin, hvorefter de genanbringes
P3a nitrocellulosefiltre. 4 bakteriekolonier, som hybridi-
serer til det 3ZP-markede Pvu II~Bgl II*-fragment (351 bp)
fra rekombinant-DNA'et CG-pBR 322/HLycIFN-1'b (jfr. trin
Ee) betegnes Escherichia coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-
l'bl til l'b4. Ekstrakter af de fire kloner fremstilles
og afprgves for IFN-aktivitet som beskrevet ovenfor. Der
opnés fglgende aktiviteter:

Ekstraktkilde : IFN-aktivitet

E. coli HB 101 indeholdende
rekombinant~DNA (IE ml)

CG-pBR 322/HLYcIFN-1'b, 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN—l'b2 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-l'b3 0;0
CG-pBR 322/HLycIFN-l'b4 30;30

Plasmidet CG-pBR 322/HLycIFN-l'b4 indeholder derfor en
indsat cDNA-del, som er i stand til at styre syntesen af
et polypeptid med IFN-aktivtet.
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G. Dannelse af rekombinantplasmider, som kan producere
polypeptider med IFN-aktivitet i hej koncentration,
og transformering af Escherichia coli HB 101 med
disse plasmider

I. pannelse af CG-pBR (AP)/LyIFN-a-1 rekombinantplasmid

For at forgge udbyttet af det IFN-specifikke protein fra

klonen Escherichia coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1'b

gennemfgres nedenstdende synteserzkke som vist skematisk

i fig.15.

a. Fremstilling af cDNA-inds=ztningsdelen
Rekombinantplasmid-DNA'et (150 ug) fra klonen Escherichia
coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1'b spaltes med Pst I
(Biolabs) under anvendelse af standardfremgangsmider
(3fr. trin Ed). Efter ekstraktion med phenol og fzld-
ning med ethanol isoleres den afsk&rne indsztningsdel

ved hjalp af saccharosegradientcentrifugering (5-23%) i
50 mM Tris.HBCl (pH 8,0) og 1 mM EDTA. Centrifugeringen
gennemfgres ved 35.000 omdr./min. i en TST-41l-rotor (Kon-
tron AG) ved 15°C i 16 timer. Der opsamles .fraktioner

pd 0,3 ml med en ISCO-gradientkollektor med 1 ml/min.
Fraktionerne indeholdende det lille fragment (dvs. ind~
sztningsdelen) haldes sammen. DNA'et f=zldes med ethanol
som sadvanlig, og bundfaldet isoleres ved centrifugering
i en HB~4-rotor (Sorvall) ved 10.000 omdr./min. ved 0%c

i 10 minutter. Bundfaldet genoplgses i 60 pyl 10 mM Tris.HC1
(pB 7,5) og 0,05 mM EDTA. Der udvindes 30 pg DNA bestemt
ved mdling af den optiske tzthed.

DNA-indsatningsdelen (10 ug) nedbrydes med Hae III
(Biolabs), og fragmenterne fraktioneres pd en 2% agarose-
gel i en oplgsning indeholdende 50 mM Tris, 50 mM borsyre,
1l mM EDTA og 0,5 pg/ml ethidiumbromid. De stgrste DNA-frag-
menter, Hae III-Pst I (869 bp) og Hae III-Hae III (82 bp,
jfr. £ig. 15, henholdsvis fragmenterne 3 og 4), udskares
hver for éig fra gelen, overfgres ved hjalp af en injek-
tionssprgjte til 5 ml 0,15 M NaCl, 50 mM Tris.HC1l (pH 8,0),
1 mM EDTA og elueres natten over ved rystning. Eluatet
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ledes gennem en 100 ul DE-52 (Whatman) pasteur—pipette-
s¢jle til absorption af DNA'et. Sgjlen vaskes med 2 ml
af den samme puffer, og DNA'et elueres med 400 ul af en
oplgsning indeholdende 1,5 M NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0)
0g 1 mM EDTA. DNA'et fazldes med 2 rumfang ethanol ved
-20°C natten over. Bundfaldet fracentrifugeres i en
Eppendorf-centrifuge.

Hae III-Hae III-DNA-fragmentet (82 bp) genoplgses og
nedbrydes med Sau 3A (Biolabs). Enzymet inaktiveres ved
opvarmning til 65°C i 30 minutter. Der tilszttes 1 ug

af Hae III-Pst I DNA-fragmentet (869 bp), opl¢sningen
indstilles til 10 mM MgClz, 10 mM DTT og 0,5 mM ATP, og
der tilsattes T4 DNA-ligase (Biolabs) til 30 enheder/ul
reaktionsrumfang. Oplgsningen inkuberes i 10 timer ved
;SOC. Efter ekstraktion med phenol og chloroform fraktio-
neres blandingen pad en 2% agarosegel i Tris-borat-EDTA

i narverelse af ethidiumbromid. Sau 3A~-Pst I DNA-fragmen-
tet (jfr. fig. 15, fragment S5) ekstraheres som beskrevet
ovenfor, fzldes med ethanol og genoplgses i 10 ul af en
oplgsning indeholdende 10 mM Tris.HCLl (pH 7}5) og 0,05 mM
EDTA.

b. Fremstilling af DNA-fragmentet indeholdende det B-
lactamaseregulerende omride (ApPr) af pBR 322
Plasmidet pBER 322 spaltes med Pst I (jfr. trin Cb) og
behandles med 4 enheder/ml af exonukleasen Bal 31 (Bethes-
da Research Lab.) ved 30°C i 4-10 minutter til fjernelse

af segmentet, som koder for B-lactamasen.

En kemisk DNA-binder med formlen
5'-ATGTGTGATCACACAT-3"

syntetiseres under anvendelse af den ovenfor beskrevne
fremgangsméde (trin Ea). Binderen.adderes til det Bal 31-
behandlede pBR 322 DNA p& konventionel médé.Det dannede hybrid-
molekyle spaltes med restriktionsendonukleaser Becl I {Biolabs)
©g EcOR I. Nedbrydningsprodukterne fraktioneres pid en 8%



10

15

20

25

30

DK 174905 B1
63

polyacrylamidgel i Tris-borat-EDTA som beskrevet ovenfor
(trin Ba). DNA-fragmenter (ApPr DNA-fragmenter), som mi-
grerer mellem 184 bp- og 234 bp-markerings DNA'er iso-
leres som beskrevet ovenfor (trin Ia) og fzldes med etha-
nol pi sadvanlig mdde. Bundfaldet genoplgses i en opl@s-—
ning indeholdende 10 mM Tris.HCl (pH 7,5) og 0,05 mM EDTA.

c. Ligering af ApPr DNA-fragmentet til cDNA~indsat-
ningsdelen

Opl¢sningerne indeholdende ApPr DNA-~fragmenterne og cDNA-
indsatningsdelen haldes sammen. Blandingen indstilles

til 10 mM MgCl,, 10 mM DTT og 0,5 mM ATP og inkuberes
med 30 enhedex/ul T4 DNA-ligase (Biolabs) ved 15°C i

12 timer. Efter ekstraktion med phenol og chloroform
fraktioneres blandingen pid en 1% lavtsmeltende saccha-
rosegel (Biorad). Det dannede ApPr-cDNA-fragment bindes
til det store fragment fra pBR 322 spaltet med b&de Pst I
(Biolabs) og EcoR I (Biolabs) pd félgende made. Gelstykket
indeholdende ApPr cDNA-fragmentet (ca. 20 ul) blandes med
Pst I-EcoR I-fragmentet fra pBR 322, smeltes ved 65°C

i 2 minutter, afkgles til 37°C, indstilles til 0,5 mM
ATP, 10 mM DTT og 10 mM MgCl, og inkuberes med 30 enhe-
der/ul T4 DNA-ligase (Biolabs) i 12 timer ved 15°C.

En tiendedel af rumfanget af en opl¢gsning indeholdende
100 mM Tris.HCl (pH 7,5), 100 mM CaCl, og 100 mM MgCl,
sattes til oplgsningen indeholdende plasmidet CG-pBR(AP)/
LyIFN-a-1. De kombinerede opl¢sninger opvarmes i 10 mi-
nutter til 65°C til inaktivering af ligasen, hvorefter de
afkgles til 37°c. Ople#sningen anvendes derpd til trans-
formeringen af Ca2+—behand1et Escherichia coli HB 101 som
beskrevet ovenfor (trin D), og der fremstilles plader pa
McConkey-agar tilsat 10 ug/ml tetracyclin. De transforme-
rede kolonier testes for IFN-aktivitet (jfr. trinF).
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Klonen, som danner den stgrste IFN-aktivitet, udvalges

og betegnes Escherichia coli HB 101 CG-pBR(AP)/LyIFN-a-1.
Der findes en aktivitet pa 40.000 (IE/ml), som reprasen-—
terer en 1300 gange stimulering sammenlignet med den
oprindelige klon Escherichia coli HB 101 CG-pBR 322/HLyc-
IFN-1'b.

Rekombinantplasmid DNA‘et fra klonen CG-pBR(AP)/LyIFN-a-1
isoleres fra kulturen som beskrevet ovenfor (trin Cc) og
karakteriseres ved bestemmelse af nukleotidsekvensen af
cDNA-indsatningsdelen (IFN-gen) og det B-lactamaseregule-
rende omrade. Resultaterne fremgdr af fig. 16.
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I1. Fremstilling af Xekombinantplasmidet CG-pBR(AP)/LyIFN-

a-3

Udbytterne af det IFN-specifikke protein fra klonen Esche-
richia coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-8i forbedres pa
fglgende midde (jf. fig. 17).

a. Fremstilling af DNA-fragmentet indeholdende det B-
lactamaserequlerende omrade fra CG-pBR(AP)/LyIFN-a-l

CG-pBR(AP) /LyIFN-a-1 DNA (100 ug) spaltes med Hind III (Bio-
labs) og Bgl IX (Biolabs). Efter ekstrahering med phenol
og fzldning med ethanol isoleres det fraspaltede DNA-frag-
ment ved anvendelse af saccharosedensitetsgradientcentri-
fugering (5-23%) i 50 mM Tris-HCl (pH-vardi 8,0) og 1 mM
EDTA. Centrifugeringen gennemfgres ved 58000 rpm i en

TST 60 rotor (Kontron AG) ved 15°C i 4 timer. Der opsam-
les fraktioner pd 0,2 ml som beskrevet ovenfor. Fraktio-
nerne indeholdende det lille fragment (Hind III-Bgl II)
hzldes sammen, og DNA'et udfzldes med ethanol som szdvan-
ligt. Bundfaldet genoplgses i 80 pl 10 mM Tris-HCl (pH-
vardi 7,5) og 0,05 mM EDTA. Der udvindes 16 ug DNA be-
stemt ved maling af den optiske tathed.

" DNA-fragmentet (Hind III-Bgl IX) (4 ug) spaltes med .Sau

3A (Biolabs), og nedbrydningsprodukterne fraktioneres pa
en €%'s polyacrylamidgel i tris-borat-EDTA som beskrevet
ovenfor. DNA-fragmenterne farves i EtBr (0,5 ug/ml),
Hind III-Szu 32 DNa-fragmentet (239 bp) ekstraheres og
isoleres pd den ovenfor beskrevne made. DNA'et udfzldes
med ethanol p& sazdvanlig md3de. Bundfaldet genoplgses i
20 ul 10 mM Tris-HCl (pH-vardi 7,5) og O,05 mM EDTA.

b. Feldning af den indsatte cDNA-del

Den indsatte cDNA-del spaltes fra rekombinantplasmidet
CG-pBR 322/HLycIFN-8i med Pst I p3A samme mdde som beskre-
vet ovenfor (afsnit Ia).
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cDNA~-indsatningsdelen (2 ug) spaltes med 2,5 enheder Sau
3A (Biolabs) i 10 pyg/ml EtBr og inkuberes ved 37°% i 60
minutter. Spaltningsprodukterne ekstraheres med phenol,
og DNA'et fazldes i ethanol pd den ovenfor beskrevne mi-
de. DNA-fragmenterne fraktioneres pid en 1,2%'s agarosegel
i en oplgsning indeholdende 50 mM Tris, 50 mM borsyre,

1 mM EDTA og 0,5 ug/ml ethidiumbromid.

Det naststgrste DNA (Sau 3A-Pst I: 693 bp) ekstraheres
fra gelen og renses under anvendelse af den i afsnit Ia)
beskrevne fremgangsmdde. DNA'et genoplgses i 20 ul 10 mM
Tris-HCl (pH-verdi 7,5) og 0,05 mM EDTA.

c. Ligering af Hind III-Sau 3A DNA-fragmentet til
cDNA-indsztningsdelen (Sau 3A-Pst I)

Lige store mazngder af de to DNA-fragmenter (- 50 ng) in-
kuberes i en oplgsning indeholdende 10 mM MgClz, 10 mM
DTT, 0,5 mM ATP og 30 enheder/ul T4 DNA-ligase (Biolabs)
ved 15°C i 3 timer. Blandingen inkuberes i 15 minutter
ved 80°C 0g indstilles pa 50 mM NaCl. DNA-blandingen
spaltes med O,5 enheder Pst I (Biolabs) og en enhed Hind
III (Biolabs) i 20 minutter ved 37°C. DNA'et ekstraheres
med phenol, der faldes med ethanol, og produktet genop-
lgses 1 20 pl 10 mM Tris-HCl (pH-verdi 7,5) og 0,05 mM
EDTA.

Halvdelen af den fremkomne blanding ligeres til det

store Hind III~Pst I DNA-fragment fra plasmidet pBR 322

{~ 100 ng) i 10 mM MgCl,, 10 mM DTT og O,5 mM ATP inde-

holdende 30 enheder/ul T4 DNA-ligase (Biolabs) i 2 timer
e

ved 15°C.

En tiendedel af rumfanget af den ovenfor fremstillede op-



10

15

20

25

30

DK 174905 B1

67

l¢sning anvendes til transformering af Escherichia coli
HB 101 som beskrevet ovenfor under trin D. De transfor-
merede kolonier anvendes til afprgvning for IFN-aktivi-
tet som beskrevet ovenfor (jf. trinF).

Klonen, som syntetiserer IFN-aktivitet i hpjeste koncen-
tration, udvelges og betegnes Escherichia coli HB 101
CG-pBR(AP) /LyIFN-a-3.

IFN-aktiviteten bestemmes som beskrevet ovenfor (trin F).
Der konstateres en aktivitet pd 70.000 (IE/ml), hvilket
reprasenterer en 700 gange stimulering sammenlignet med
den oprindelige klon Escherichia coli HB 10l CG-pBR 322/
HLycIFN-Si.

Rekombinantplasmidet DNA'et fra klonen CG-pBR(AP)/LyIFN-
a-3 isoleres fra kulturen som beskrevet ovenfor (trin Cc)
og karakteriseres ved bestemmelse af nukleotidsekvensen

i cDNA-indsztningsdelen (IFN-gen) og i det B-lactamase-
regulerende omrdde. Resultaterne er vist i.fig. 18.

Fremstillingsfremgangsmiden for plasmidet CG-pBR(AP)/LyIFN-

a-3 kan generelt anvendes til alle a-IFN cDNA~-gener eller
hensigtsmessigt spaltede kromosomale a-IFN-gener. -

Eksempelvis fremstilles plasmidet CG-pBR(AP)/LyIFN-a-2

ud fra plasmidet CG—pBR.BZZ/HLycIFN-Sl pd samme made som
beskrevet for plasmidet CG-pBR(AP)/LyIFN-a-3. Dette nye
plasmid indeholder DNA-indsaztningsdelen fra CG-pBR 322/
HLycIFN—S1 og det B-lactamaseregulerende omrade fra
CG-pBR(AP) /LyIFN-a-1. En klon med betegnelsen Escherichia

" coli HB 101 CG-pBR(AP)/LyIFN-a-2 udvalges som beskrevet
ovenfor. Der konstateres en IFN-aktivitet pd 50.000 (IE/ml),

hvilket reprasenterer en femdobbelt stimulering sammenlig-
net med den oprindelige Escherichia coli HB 101 CG-pBR
322/HLycIFN—51. Nukleotidsekvensen i cDNA-indsaztnings-
delen og det B-lactamaseregulerende omridde i plasmidet
CG-pBR(AP) /LyIFN-a-2 bestemmes som beskrevet ovenfor og er
angivet i fig. 19.
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IXI. Deponering af fremstillede mikroorganismer

Mikroorganismer og rekombinant DNA molekyler fremstillet som
beskrevet i eksempel 10 er eksemplificeret ved kulturer de-
poneret i kultursamlingen i Agricultural Research Culture
Collection (NRRL) den l4.september 1981 og er tildelt fgl-
gende deponeringsnumre:

Escherichia coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-Bl: NRRL B-12528
Escherichia coli 101 CG-pBR 322/HLycIFN-4l: NRRL B-12529
Escherichia coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-1l'b: NRRL B-12530
Escherichia coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN-Sl: NRRL B-12531

Escherichia coli HB 101 CG-pBR 322/HLycIFN~8i: NRRL B-12532

5

Eksempel 11.

De lymfoblastoide IFN-1'b og IFN-Sl kodningssekvenser af
Escherichia coli plasmiderne CG-pb322/HLycIFN~1'b og =34

(3£. eksempel 10) kan underklones i plasmid p30 (jf. eksem-
pel 4) pé samme mide som beskrevet for IFN-Bi i eksempel 5

©g 6. En partiel nedbrydning med restriktionsendonuklease
Haelll er ngdvendig. Garhybridplasmiderne fremstillet p& den-
ne made er p30IFN2(l'b), p30IFN2'(l'b), p3OIFN2(Sl) og
P30IFN2'(5,). -

Disse fremstillede hybridplasmider kan anvendes til at trans-
formere Saccharomyces cerevisiae RE971 som beskrevet i eksem-
pel 7. Der kan udvalges fglgende kolonier indeholdende et
hybridplasmid med en indsat lymfoblastoid IFN cDNA-del:

Saccharomyces cerevisiae RH971/p30IFN2(1'b)
Saccharomyces cerevisiae RH971/p30IFN2°'{1'b)
Saccharomyces cerevisiae RH971/p30IFN2(51)
Saccharomyces cerevisiae RH97l/pBOIFN2‘(Sl)

Eksempel 12.

Analogt med den i eksempel 9 beskrevne fremgangsmiade kan der
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ud fra plasmiderne p30IFN2(l'b), —(51), -(Bi) og p30IFN2'(1'b),
-(Sl) fremstilles nedenstdende garhybridplasmider:

pJiDB207/IFN2(1'b), pJDB207/IFN2'(1'b), pJDBZO7/IFN2(51),
pJDBZO?/IFN2'(51) og pJDBZO?/IFN2(8i).

Disse hybridplasmider kan transformeres til Saccharomyces
cerevisiae stamme RH971 under udvalgelse af leucin prototrofe
kolonier. Der kan dannes fglgende kolonier indeholdende et
hybridplasmid med en indsat lyfoblastoid IFN cDNA-del:

Saccharomyces cerevisiae RH971/pJDB207/IFN2(1l'b)
Saccharomyces cerevisiae RH971/pJDB207/IFN2'{1'b)}
Saccharomyces cerevisiae RH971/pJDB207/IFN2(51)
Saccharomyces cerevisiae RH971/pJDBZO7/IFN2'(Sl)

-Saccharomyces cerevisiae RH971/pJDB207/IFN2(8i)

Eksempel 13.

Fremstilling af et kopieringsplasmid indeholdende PHOS promoto-

ren 0og PHOS transskriptionstermineringssignaler (se fig. 20)

a) Eliminering af EcoRI restriktionsstedet i plasmid p30:

Fremgangsmé&den illustreret i fig. 20-22 krzver eliminering

af det entydige EcoRI restriktionssted i plasmid p30. 5 ug
p30 DNA (jf. eksempel 4) nedbrydes fuldstendigt med restrik-
tionsendonuklease EcoRI (Boehringer). Til anbringelse pa de
dannede klazbrige ender inkuberes 1 ug EcoRI nedbrudt p30 i

50 pul 50 mM NaCl, 10 mM Tris.HCl pH 7,5, 10 mM Mgclz, 1 mM DTT,
0,25 mM AATP og 0,25 mM 4TTP i 30 minutter ved 37°C med 1 en-
hed DNA polymerase (XKlenow stort fragment, BRL). DNA'et som
udvindes ved ethanolfaldning, bindes p& s®&dvanlig mdde og an-
vendes til transformering af kompetente Escherichia coli
HB10l celler som beskrevet i eksempel 4. Kloner som er resi-

stente overfor EcoRI nedbrydning betegnes som p30/EcoRIR.
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b) Isolering af et 0,37 kb Sau3A-PstI PHO5 transskriptions-
termineringsfragment

PHOS transskriptet er blevet kortlagt ved hjzlp af S1 nuklease
kortlagning (mapping) (48). SignalerneAfor transskriptions-
terminering er lokaliseret i et 0,37 kb Sau3A-PstI fragment af
PHOS genet. Nukleotidsekvensen af Sau3A-PstI fragmentet er
anfert i fig. 21.

5 ug pJDB207/PHO5,PHO3 DNA (jf. eksempel 2) nedbrydes fuld-
stendigt med restriktionsendonukleaser Sau3A og PstI. Restrik-
tionsfragmenterne adskilles pd en lodret 1,5% lavt smeltende
agarosegel i TB puffer. 0,37 kb Sau3a-PstI fragmentet lokali-
seres ved farvning med ethidiumbromid, og der udskares en
mindst mulig gelblok indeholdende dette DNA fragment.

c) Kloning af Sau3A-PstI PHO5 fragmentet i M13mp9

M13mp9 fag DNA er en nyttig kloningsvektor med en gruppe en-
tydige restriktionssteder (49). 5 pg M13mp9 DNA nedbrydes fuld-
stendigt med restriktionsendonukleaserne BamHI og PstI. Det
stgrre 7,2 kb DNA-fragment adskilles fra et meget lille frag-
ment (8 bp) pd en 0.8% lavt smeltende agarosegel. Gelblokken
indeholdende det store DNA-fragment skazres ud af gelen. Gel-
blokke med 0,37 kb Sau3A-PstI fragmentet af pJDB207/PHOS,PHO3
(j£. eksempel 13b)) og 7,2 kb BamHI-PstI fragmentet af M13mp9
smeltes ved GSOC, blandes i omtrent =zkvimolare mzngder og
fortyndes med vand til en agarosekoncentration pa 0,3%. Der
gennemfgres binding i en 200 ul oplgsning indeholdende 60 mM
Tris.HC1l pH 7,5, 1% mM MgClz. 10 mM DTT, 1 mM ATP og 600 en-
heder T4 DNA ligase (Biolabs). Der foretages transduktion af
kompetente celler af stammen Escherichia coli JM101 (Ca++) i
overensstemmelse med handbogen "M13 cloning and DNA sequencing
system” udgivet af New England Biolabs. Fager fra et antal
hvide plaques dyrkes og analyses med hensyn til stgrrelsen

af de indsatte DNA-dele ved spaltning med restriktionsendo-
nukleaser EcoRI og PstI.
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En M13mp9 afledt klon indeholdende Sau3a-Pstl PHOS trans-
skriptionstermineringsfragmentet isoleres og betegnes
M13mp9/PHOS (Sau3A-Pstl).

d) Kloning af PHO5 transskriptionstermineringsfragmentet i

EBO(EcoRlR

Det oprindelige PHOS5 transskriptionstermineringsiragment

klonet i fag M13mp9 (M13mp/PHOS (Sau3A-Pstl)) genklones som

et HaeIXlI-BindIII fragment i plasmid p30/EcoRIR spaltes med
BalIl og HindIII: M13mp/PHOS5 {Sau3A-PstI) DNA spaltes fuld-
standigt med restriktionsendonukleaserne HaeIlIl og HindIIIX.
De dannede to DNA-fragmenter adskilles pid en 1,5%'s lodret
lavtsmeltende agarosegel i TBE puffer. 0,39 kb fragmentet
isoleres i en gelblok udskaret af gelen. pBO/EcoRIR DNA
nedbrydes med Ball og HindIII. Det store 3,98 kb fragment
adskilles pd en 0,8% lavtsmeltende agarosegel i TBE puffer
oy isoleres ved udskaring af en gelblok indeholdende DNA-
fragmentet.

Gelblokke indeholdende 0,39 kb HaelII-BindIII PHO5 trans-
skriptionstermineringsfragmentet og 3,98 kb BalI-HindIII frag-
mentet af p3O/EcoRIR smeltes ved 65°C og blandes i omtrentlig
zkvimolare mangder. Ligering og transformation af-kompeten-
te Escherichia coli HB10l celler gennemfgres som beskrevet

i eksempel 4. DNA fra transformerede celler analyseres ved
spaltning med ball og HaeIII. En klon indeholdende PHOS trans-
skriptionstermineringsfragmentet analyseres yderligere og
betegnes som p3l (se fig. 20).

Kopieringsplasmid p3l indeholder PHOS5 promotoromriddet med

en del af signalsekvensen af PHOS og i nabostilling dertil

et DNA~fragment med PHOS5 transskriptionstermineringssignaler-
ne. Fremmede kodningssekvenser, som skal kopieres eller ud-
trykkes i denne vektor, kan hensigtsmassigt indsattes mellem

promotor- og transskriptionstermineringssekvenser.
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Eksempel 14.

Insetning af lymfoblasteoid interferon—S1 DNA i plasmid p3l
{se £fig. 22)

a) Isolering af Haelll-Hpal fragmenter af plasmid CG-
pBR322/HLYycIFN=-5

1

Escherichia coli stamme HB1l0) CG—pBR322/HLycIFN--Sl
pel 10E) dyrkes i 100 ml LB medium tilsat 10 ug/ml tetracyc-
lin, og plasmid DNA'et isoleres under anvendelse af den i
eksempel 2 beskrevne fremgangsmide. 10 ug CG—pBRBZZ/HLycIFN—Sl
DNA nedbrydes fuldstandigt med restriktionsendonukleaser Pstl
og Hpal. Restriktionsfragmenterne adskilles pa en prazparativ

(se eksem-

0,8% lavt smeltende agarosegel. PstI-Hpal fragmentet pa ca.
860 bp indeholdende IFN—Sl kodningssekvensen udskares fra
gelen og elueres fra agarosegelen under anvendelse af den i
eksempel 4a) beskrevne fremgangsmdde, hvorefter der foretages
rensning ved hjalp af DE52 ionbytningskromatografi under an-
vendelse af den i eksempel 5a beskrevne fremgangsmide.

PstI-Hpal fragmentet indeholder 3 HaeIII steder: i stilling
41, 65 og 146 (fra ATG'et) i IPN-—Sl kodningssekvensen. Par-
tielt HaeIII nedbrydning fgrer til 3 HaeIII-Hpal fragmenter
pd henholdsvis 699 bp, 789 bp og 804 bp . HaeIII nedbrydning
reguleres omhyggeligt til opndelse af omtrentlig lige store
mengder af alle tre fragmenter. Blandingen af fragmenterne
ekstraheres med phenol, fazldes med ethanol og resuspenderes
i 10 mM Tris pHB8 ved en koncentration pd 0,1 mg/ml.

b) Fremstilling af Ball spaltet, dephosphoryleret plasmid p3l

6 ug p3l DNA (se eksempel 13d)) nedbrydes fuldstandigt med
restrikticnsendonuklease Ball (BRL). Efter phenolekstraktion
og feldning med ethanol genoplgses DNA'et i 100 ul 50 mM Tris
pH 8,0, og oplgsningen ledes gennem et 50 ul lag af akvili~
breret Chelex 100 (BioRAD) i en siliconebehandlet Pasteur pi-
pette. Den gennemstrgmmende vaske og 450 ul af den efterfgl-
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gende vaskevaske hazldes sammen. Der tilsattes 0,4 enheder
kalvetarm alkalisk phosphatase (Boehringer). Efter inkube-
ring i 1 time ved 37°C inaktiveres enzymet ved 65%c i 1,5 ti-
mer. NaCl-koncentrationen i inkubationsblandingen indstilles
til 150 mM. Det lineariserede dephosphorylerede p3l DNA ren-
ses ved DES5S2 ionbytningskromatografi (se eksempel 5a)).

Efter faldning med ethanol resuspenderes DNA'et i 10 mM Tris
pH 8 ved en koncentration pa 0,3 mg/ml.

¢) Binding af lineariseret, dephosphoryleret p31 DNA til
HaelII-Hpal fragmenterne af_IFN-Sl DNA

0,6 pg dephosphoryleret p31l vektor DNA spaltet med Ball bin~
des til 0,5 pg partielle HaelIXI-Hpal fragmenter af IFN--S1 DNA
(se eksempel l4a)). Bindingen gennemfgres i 10 ul 60 mM Tris
pH 7,5, 1% mM Mgclz, 10 mM DTT, 4 mM ATP og 300 enheder T4 DNA
ligase (Biolabs) natten over ved stuetemperatur. En 1 ul af
bindingsblandingen sattes til 50 pl calciumbehandlede trans-
formeringskompetente Escherichi coli HB10l celler. Transfor-
meringsmetoden er beskrevet i eksempel 4a.

Transformerede ampR kolonier dyrkes hver for sig i LB medium
indeholdende 100 pg/ml ampicillin. Der fremstilles plasmid DNA
under anvendelse af fremgangsmiden ifglge Holmes et al., (50),
og de analyseres ved nedbrydning med restriktionsendonuklease
BstEIXI (et entydigt sted i PHOS promotoren).

20 Kloner indeholdende den indsatte IFN-Sl del analyseres yder-
ligere ved BstEII-EcoRI dobbeltnedbrydninger til bestemmelse

af orienteringen og stg¢grrelsen af den indsatte del. Blandt

8 kloner med den indsatte del i den rigtige orientering fin-
des alle tre forventede st¢rrelser. Stgrrelsen svarer til de
tre HaeIIIl_B—HpaI fragmenter dannet ved partiel HaeIlIl ned-
brydning af IFN-Sl-genet (j£xr. eksempel 14a)). Klonerne beteg-
nes som p3l/IFI(Sl), p3l)IF2(51) og p31/IF3(51) med indsatte
IFN-—Sl dele med henholdsvis 804 bp (HaellIIl,-Hpal), 780 bp
(HaeIII,-Hpal) og 699 bp (HaeIIIl,-Hpal).

1
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Eksempel 15.

Indfgring af lymphoblastoid interferon-1'b DNA i plasmid
p3l (se fig. 22)

a) Isolering af HaelIII-Rsal fragmenter af plasmid
CG-pBR322/HLycIFN-1'b:

10 ug CG~-pBR322/HLYcIFN-1'b (se eksempel 1lOE) nedbrydes
med restriktionsnukleaser PstI og Rsal. Restriktionsfrag-
menterne separeres pd en 0,8% lavtsmeltende agarosegel.

Et PstI-Rsal fragment pd 870 bp isoleres fra gelen og ren-
ses under anvendelse af den ovenfor beskrevne fremgangsmi-
de (eksempel 14a).

PstI-Rsal-fragmentet indeholder tre HaelIII-steder: ved po-
sition 13, 37 og 118 fra ATG'et i IFN~1'b kodningssekvensen.
Ved partiel HaeIII-nedbrydning f&s tre HaellI-Rsal fragmen-
ter pa henholdsvis 735 bp, 816 bp og 840 bp. Blandingen af
fragmenter phenolekstraheres, hvorefter der foretages
ethanolfaldning og resuspendering i 10 mM Tris pH 8,0 ved
en koncentration pa 0,1 mg/ml.

b) Binding af lineariseret, dephosphoryleret p31 DNA til
HaeIlI-Rsal fragmenter af IFN-1'b DNA

0,6 ug dephosphoryleret p3l vektor DNA spaltet med Ball
(se eksempel 14b) bindes til 0,5 ug partielle HaeITI-
Rsal -fragmenter af IFN~1'b DNA. Bindingsproceduren, trans-
formationen af kompetente Escherichia coli HB 1l0l-celler
med bindingsblandingen og udvalgelsen af de transformerede
ampR—kolonier gennemfgres pd samme midde som beskrevet i
eksempel l4c. Plasmid DNA fremstilles under anvendelse af
fremgangsmidden ifglge Holmes et al. (50) og analyseres ved
nedbrydning med restriktionsendonuklease BstEII.

7 kloner indeholdende den indsatte IFN-1'b-del analyseres
ved hjzlp af BstEII-PvuIll-dobbeltnedbrydninger. To kloner
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viser sig at indeholde HaeIIIz—RsaI fragmentet (816 bp) i
den rigtige orientering. Denne konstruktion betegnes som

p31/IF2(1l'b).

Eksempel 16.

Indfgring af lymphoblastoidt interferon-Si DNA i plasmid
p31l (se fig. 23)

a) Isolering af et 1,46 kb Sall-EcoRI fragment af plasmid
R3OIEN1(81)

5 ug pBOIFNl(Bi) DNA (se eksempel 5d4) nedbrydes med restrik-
tionsendonukleaser Sall og EcoRI. Et 1,46 kb Sali-EcoRI
fragment indeholdende PHOS5 promotoren bundet til protein-
kodningsomradet af IFN-Si separeres pa en 0,8% lavtsmel-
tende agarosegel. DNA-bandet lokaliseres ved farvning med

ethidiumbromid og udskzres af gelen.

b) Isolering af et 3,5 kb SalI-ECORI fragment af plasmid p3l

5 ug p31 DNA (se eksempel 13d) nedbrydes fuldstendigt med
restriktionsendonukleaser Sall og EcoRI. 3,5 kb vektorfrag-
ment indeholdende PHOS5 transkriptionstermineringssekvensen
separeres pa en 0,8% lavtsmeltende agarosegel, og DNA-ban-
det udskares.

¢) Binding af et 1,46 kb SalI-EcoRI fragment af pBOIFNl(BiL
til et 3,5 kb Sall-EcoRI fragment af p3l

Gelblokke med 0,67 yg af 3,5 kb Sall-EcoRI fragmentet af

p3l og 0,5 yg af 1,46 kb SalI-EcoRI fragmentet af
p3OIFNl(8i) bindes i 240 pl under anvendelse af den i eksem-
pel 4a beskrevne fremgangsmidde ved 15°C natten over. 10 pl
af bindingsblandingen anvendes til at transformere kompeten-
te Escherichia coli HBl10l-celler.

R

Transformerede amp -kolonier dyrkes hver for sig i LB-medium
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indeholdende 100 ug/ml ampicillin. Plasmid DNA fremstilles
under anvendelse af fremgangsmaden ifglge Holmes et al.

(50) og analyseres ved nedbrydning med restriktionsendonuklea-

se BsStEII (et entydigt sted i PHOS promotoren). Et antal
kloner indeholdende de indsatte IFN-Bi'dele analyseres &ed
BstEII-Pvull-dobbeltnedbrydninger. De indeholder alle 1,46
kb SalI-EcoRI fragmentet. De identiske kloner betegnes som
p31/IF(8i).

Eksempel 17.

Underkloning af gen-konstruktioner i garvektoren pJDB207
med hgjt kopital

Konstruktionerne beskrevet i eksempel 14-16 indeholder PHOS5
promotoren, forskellige interferonkodningsomridder og PHOS5
transkriptionstermineringssignalerne i et tandemarrangement
alle indsat i en pBR322 afledt vektor. Til kopiering i g=r
underklones hele 'indsaztningsdelen s&som i ger~vektor pJDB207
(28), hvilket tillader udvalgelse af leucinprototrofe kolo-
nier (jf. eksempel 9 og fig. 6).

2 pyg af henholdsvis p31/IF(8i) DNA, p3l/IFl(§1) DNa,
p31/IF2(5,) DNA, p31/IF3(5;) DNA og p31/IF2(1'b) DNA ned-
brydes med restriktionsendonuklease Sall og HindIII. Re-
striktionsfragmenterne adskilles pd& en przparativ 0,8%
lavtsmeltende agarosegel. Det lille fragment (med en stgr-
relse pa ca. 2 kb) for hver nedbrydning udskares af gelen.

10 ug pJDB207 DNA nedbrydes med restriktionsendonukleaser
Sall og HindIII. Det store 6,2 kb fragment isoleres fra en
prazparativ O0,8% lavtsmeltende agarosegel. Gelblokke inde-
holdende DNA-fragmetnerne smeltes ved 65°C og fortyndes
med vand til formindskelse af agarosekoncentrationen til
ca. 0,3%.

Hvert af 2 kb SalIl-HindIII fragmenterne af plasmiderne
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p3b/IF(8i), p31/IFl(51), p31/IF2(Sl), p31/IF3(51) og
p31/IF2(1'b) blandes med en zkvimolar mzngde af 6,2 kb
HindIII-sall fragment af pJDB207. Der gennemfgres bindin-
ger i 100 pl i 4 timer ved 15°c. 10 pl af hver enkelt bin-
dingsblanding anvendes til at transformere kompetente
Escherichia coli HBlOl-celler under anvendelse af den i
eksempel 4a beskrevne fremgangsmidde. Adskillige ampR-kOIO*
nier fra hvert forsgg dyrkes enkeltvis i LB-medium indehol-
dende 100 ug/ml ampicillin. Plasmid DNA'et analyseres med
hensyn til stg¢rrelsen af indsatningsdelen ved spaltning med
restriktionsendonukleaser HindII og SalI. De dannede kloner
med de korrekte indsaztningsdele betegnes pJDB207/IF(8;),
pJDBZO?/IFl(Sl), pJDB207/IF2(51) (3£. fig. 27),
pJDB207/IF3(5,) og pJDB207/IF2(1'b) (jf. fig. 27).

Eksempel 18.

Transformering af Saccharomyces cerevisjae AH220 og induce-
ring af interferon-produktion

Plasmider pJﬂBZO?/IF(Bi), pJDB207/IFL (5}, pJDBZO7/IF2(51),
pJDBZO?/IFB(Sl) og pJIDB207/1F2(1'b) indfgres hver for sig
i Saccharomyces cerevisiae stamme AH220 (a, trpl, leu2-3,
leu2-112, his3, pho5, pho3) under anvendelse af transforme-
ringsfremgangsmadden beskrevet af Hinnen et al. (l). Trans-~
formerede gazrceller udvalges pa plader med minimalt gazrme-~
dium, som mangler leucin. Enkelte transformerede garkolo-
nier udtages og dyrkes under anvendelse af den i eksempel

7 beskrevne fremgangsmdde. De enkelte garkolonier beteg-
nes pa fglgende made:

Saccharomyces cerevisiae AHZZO/pJDBZO?/IF(Bi),
Saccharomyces cerevisiae AHZZO/pJDBZO?/IFl(Sl),
Saccharomyces cerevisiae AHZZO/pJDBZO7/IF2(Sl),
Saccharomyces cerevisiae AH220/pJDBzo7/IF3(Sl) og
Saccharomyces cerevisiae AH220/pJDB207/IF2(l'b).
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Eksempel 19.

Fremstilling af garcelleekstrakter og bestemmelse af inter-
feron-indholdet

Celleekstrakter fremstilles,og interferonaktiviteten bestem-
mes pa samme mide som beskrevet i eksempel 8. Resultaterne
er anfgrt i nedenstiende tabel 3.

Tabel 3.
Interferonaktivitet i Saccharomyces cerevisiae stamme AH220

‘efter transformering med fglgende rekombinantplasmider:

Plasmider - ~JInterferonaktivitet
Enh./ml gzrcelleekstrakt

pIDB207/1F (81) 1 - 107

pJDB207/IFL(5)) 5 - 10°

pJDB207/IF2(5,) ’ . 5 . 10s

PIDB207/IF3(5,) 3 - 103

pIDB207/IF2(1'b) 4 - 103

Eksempel 20.

Kopiering af he?atitis B virus overflade (HBVs) antigen under
kontrol af gzr PHOS promotoren

a) Konstruktion : af en fusion mellem PHOS promotoren og
HBVs protein-kodningsomridet

5 pyg DNA fra plasmid pHBV130 (51) nedbrydes med restrik-
tionsendonuklease Aval som anbefalet af leverandgren (New
England Biolabs). Der f&s et fragment pid 1336 basepar, som
indeholder hele proteinkodningsomrddet for HBVs, herunder

27 basepar af en potentiel prz~HBVs sekvens (se fig. 2 i ref.
51: Aval fragmentet spander over DNA segmentet fra Xho-ste-
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det til et Aval-sted 62 basepar efter BamHI-stedet anbragt
mellem overfladekodningsomrddet og kernekodningsomradet).
Fragmentet pi 1336 basepar renses ved elektroforese pa blegd
agarose (0,8% agarose-gel) under anvendelse af den i
eksempel 4a beskrevne fremgangsmiade.

5 ug plasmid pBR322/PHOS Bam-Sal (se fig. 1) afskares med
restriktionsnukleaser Sall og Aval (position 1424 i pBR322),
og det dannede 3,9 kb vektorfragment indeholdende pBR322
sekvenser sammen med PHO5 Bam-Sal segmentet renses ved elek-
troforese pa blgd agarose som beskrevet ovenfor.

1l pg af fragmentet p& 1336 basepar bindes til 3 ug af 3,9 kb
vektorfragmentet i 50 pl 60 mM Tris-HCl pB 7,5, 10 mM MgCl
10 mM DTT, 1 mM ATP og 600 enheder T4 DNA ligase (Biolabs)
ved 15°C i 4 timer. Transformering af Escherichia coli HB1lOl

2'

til anmpicillinresistens og plasmidisolering gennemfgres pa
samme made som beskrevet i eksempel 4a.

Plasmidets korrekte struktur bekrazftes ved restriktionsana-
lyse. Det sidledes fremstillede nye plasmid betegnes
pPBR322/PHOS/HBVs (se fig. 24).

b) Justering af PHOS5 promotoren til det eksakte HBVs protein-
kodningsomrade

Ved den beskrevne fusion dannes et DNA sekvensarrangement
som vist i fig. 25. Sekvensdata tages fra fig. 3 (PHOS5) og
fra Pasek et al. (52, HBVS). nRNA initieringsstedet bestem-
mes ved konventionel S1 kortlagning (mapping) (48) under
anvendelse af BamHI-Sal fragmentet af pBR322/PHOS5 Bam-Sal
{(fig. 1). Til eliminering af PHO5 proteinkodningsomradet

i pBR322/PHO5/HBVs nedbrydes 5 ug af plasmidet med restrik-
tionsendonuklease KpnI (betingelserne anfgrt af leverandg-

ren, New England Biolabs), hvorved der £f&4s et lineariseret
plasmid.

4 pg lineariseret plasmid nedbrydes med 1 enhed exonuklease
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Bal3l (Bethesda Research Laboratory) ved 30° i 45 sekun-

der i 12 mM Caclz, 12 mM Mgclz, 300 mM NaCl, 20 mM Tris,

1 mM EDTA pH 8,1 i et samlet rumfang pd& 100 pl. Reaktionen

afbrydes ved ekstraktion med phenol som beskrevet ovenfor.
5 Efter faldning med ethanol resuspenderes DNA'et i 50 ul

TE.

1 ug DNA bibringes atter cirkelform ved binding med T4 DNA
ligase i et rumfang pd 20 ul (angidende betingelser se eksem-
pel 4a). Efter transformering af Escherichia coli HB1Ol +il

10 ampicillinresistens (se eksempel 4a) isoleres plasmid DNA
som beskrevet, og de enkelte plasmidpraparater analyseres
ved restriktionsanalyse med fglgende enzymer: HaeIII, PstI,
BstEII og Hhal. Denne analyse tillader bestemmelse af til-
stedevarelsen af Hhal-stedet (6 basepar fgr starten af

15 HBVs proteinkodningsomridet) og giver et mi3l for stgrrel-
sen af sletningen. DNA sekvensen i samlingsomridet bestem-
mes under anvendelse af fremgangsmidden ifglge Maxam og
Gilbert (15) (radiocaktiv merkning af BstEII-stedet i posi-
tion ~374, se fig. 3). Slutpunkterne for sletningen dannet

20 i et'af plasmiderne er vist i fig. 24. Dette plasmid beteg-
nes pBR322/PHOS/HRVsAl4.

c) 0vérf¢ring af PHOS-HBVs fusionen til gazrplasmidet pJDB207
(se fig. 286)

5 pg DNA af plasmid pBR322/PHOS/HBVsAl4 nedbrydes med restrik-
25 tionsendonuklease BamHI (New England Biolabs, betingelser-
ne er beskrevet af leverandgren). Et 1,8 kb BamHI fragment
fremstilles ved elektroforese med blgd agarosegel (0,8%
agarose) under anvendelse af den i eksempel 4a beskrevne
fremgangsmide. 2 ug af garvektoren pJDB207 nedbrydes med
30 det samme enzym. 1 pg nedbrudt pJDB207 og 1 ug af 1,8 kb
BamHI restriktionsfragmentet bindes i et samlet rumfang pa
20 ul under anvendelse af de i eksempel 20a beskrevne betin-
gelser. Transformering af Escherichia coli HB1Ol til ampicil-
linresistens og isolering af plasmid DNA gennemfgres under

35 anvendelse af den i eksempel 4a beskrevne fremgangsmide. De
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enkelte plasmider analyseres ved BamHI restriktionsanaly-
se, og orienteringen af det indsatte BamHI fragment bestem-
mes ved dobbeltnedbrydning med HindIII/BstEIXI. Konstruktio-
nen er vist i fig., 26. Det dannede plasmid exr vist i fig. 26
og betegnes pJDB207/PHOS/HBVsAl4.

Plasmidet transformeres til garstamme AH220 som beskrevet
i eksempel 7. Transformerede garceller udvalges, inkuberes
i vaeskemedium og dyrkes under ikke-undertrykningsbetingel-
ser under anvendelse af den i eksempel 7 beskrevne fremgangs-
mide. En enkelt transformeret garkoloni betegnes Saccharomyces
cerevisiae AH220/pJDB207/HBVsAl4.

Fremstilling af celleekstxrakt gennemfgres under anvendelse
af den i eksempel 8 beskrewvne fremgangsmédé, og mzngden af
dannet HBVs protein bestemmes under anvendelse af Abbott
radioimmunanalyse (51). Under forudsztning af, at HBVs-anti-
genet dannet af ger reagerer pd samme mdde som antigenet i
humanserum, findes ca. Z;x;hBVs-antigen pr. ml garekstrakt
under ikke-udslukningsbetingelser. Under slukningsbetingel-~
ser er indholdet mindre end 0,00l '‘ug/ml.

d) Overfgring af PHOS5-HBVs fusionen til et garplasmid inde-
holdende en HPOS5 transkriptionstermineringssekvens

5 yg DNA fra plasmid pJDBZO?/IF(si) (eksempel 17) nedbrydes
med BamHI som beskrevet ovenfor, og 6,9 kb vektordelen iso-
leres ved elektroforese pa blgd agarose (0,8% agarose) un-
der anvendelse af den i eksempel 4 beskrevne fremgangsmade,
S5 ug pBR322/PHOS5/HBVsAl4 nedbrydes med BamHI som beskrevet
ovenfor, og 1,8 kb BamHI fragmentet isoleres ved elektro-
forese pd blgd agarosegel. 1 pg af 6,9 kb vektorfragmentet
bindes med 1 ug af 1,8 kb BamHI fragmentet i et samlet rum-
fang pa 20 ul under anvendelse af de i eksempel 20a beskrev-
ne betingelser. Transformeringen af Escherichia coli HB1Ol
til ampicillinresistens og plasmidioslering gennemfgres
under anvendelse af den i eksempel 4a beskrevne fremgangs-

mide. Plasmidanalyse gennemfgres ved hjalp af restriktions-—
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endonukleasenedbrydninger. Det dannede plasmid er vist i

fig. 26 og betegnes pJDB207/PHOS5/HBVsAl4. Transformation

af garstamme AH220 og udvalgelse af de transformerede cel-
ler gennemfgres under anvendelse af den i eksempel 7 beskrev-
ne fremgangsmidde. En enkelt transformeret gzrkoloni beteg-
nes Saccharomyces cerevisiae AH220/pJDB207/HEBVsAl4t.

Eksempel 21.

Hepatitis B virus (HBV) DNA sekvenser afskiret fra plasmider
PBR322-PstI d4G:HBV-KpnI 4&C,

PBR322-PstI dG:HBV-BamHI dC,

pBR322~PstI dG:HBV-BGLlII dC,

PBR322-PstI dG:HBV-EcoRI 4C,

pBR322-BamHI: HBV-BamHT,

PBR322-EcoRI: HBV-EcoRI,

pBR322-PstI dG:HBV-KpnI d4C,

PBR322-PstI' dG:pHBV114-PstI dC,

({pBR322-EcoRI HindIII: Lac promotorsekvens)~HindIII:HBV114-
Hhal HindIII bindere)-BamHI,

PUR2-EcoRI: HBV11l4-HhaI EcoRI bindere,

PUR2-EcoRI: HBV1l4-Hhal EcoRI bindere

PBR322-PstI dG:pHBV1l1l4-Aval &C, og

pPBR322-PstI dG:pHBV1l4-Tag 4C, ' i

som beskrevet i beskrivelsen til europzisk patentansggning
13828 kan indsattes (fortrinsvis efter passende tilpasning
af enderne) i plasmider p30 eller p3l i overensstemmelse
med fremgangsmiden eksempel 5, 14 eller 15 og derefter i
plasmid pJDB207 i overensstemmelse med fremgangsmiden ifgl-
ge eksempel 17. Transformering af Saccharomyces cerevisiae
gennemfgres under anvendelse af den i eksempel 18 beskrev-
ne fremgangsmade. Kopiering af polypeptider, som udviser
HBV antigenisitet, bestemmes under anvendelse af fremgangs-~
maden ifglge eksempel 20c.
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Eksempel 22.

Sletning af 3' ikke-translaterede DNA sekvenser i plasmider

EJDBZOZ/IFZ(SI) og pJDB207/IF2(1'b) (se f£ig. 27 og 28)

Fremstillingen af plasmiderne pJDBZO?/IF2(51) og
pJDB207/IF2(1'b) (jf£: eksempel 17) resulterer i dannelsen

af et relativt langt 3' ikke-translateret omride pd hen-
holdsvis ca. 440 bp og 480 bp. For at forkorte dette om-
rade i de fremstillede produkter nedbrydes DNA'et med exo-
nuklease Bal3l fra et entydigt SmI-sted i midten af dette
omrdde. Xho bindere indfgres, og DNA'et bringes p& cirkular
form ved binding (ligation).

a) Bal3l nedbrydning af Smal spaltede plasmider pJDB207/
IFZ(Sl) og pJDB207/IF2{(1l'b)

20 pyg af de enkelte plasmid DNA'er nedbrydes med restrik-
tionsendonuklease SmaI. Efter ekstraktion med phenol/chloro-
form fzldes DNA'et med ethanol. DNA'et resuspenderes i 10
mM Tris pH 8,0 ved en koncentration pad 0,5 mg/ml. 10 ug

af de Smal spaltede DNA'er nedbrydes hver for sig med to
enheder endonuklease Bal3l (BRL) i 100 ul 20 mM Tris pH
8,00, 100 mM NaCl, 12 mM MgCl,, 12 mM CaCl, og 1 mM EDTA.
Alikvoter pa 3 pg DNA udtages efter henholdsvis 938, 120

og 150 sekunders inkuberingstid ved 30°%¢ og blandes straks
med 50 ul phenol og GO;LQINE.Efter ekstraktion med phenocl/
chloroform og fz2ldning med ethanol resuspenderes DNA'et i

10 mM Tris pH 8,0 ved en koncentration pa 100 ug/ml. Til
analyse af den exonukleolytiske nedbrydning af Bal3l nedbry-
des alikvoter af 0,7 ug DNA fra hvert tidspunkt med
HindIII/EcoRI for pJDBZO?/IFZ(Sl)—afledte prgver eller med
PvulI/BindIII for pJDB207/IF2(l'b)-afledte prgver. Til
yderligere forsgg anvendes DNA'erne fra 90 sekunders tids-
punktet.

TN T T — " oror ————
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b) Addition af XhoI bindere til de Bal3l behandlede DNA'er

2,2 yg af hver af plasmid DNA pJDB2O7/IF2(51) og pdDB207/
IF2(1'b) inkuberes efter 90 nedbrydning i 90 sekunder med
Bal3l (se eksempel 22a) i 1 time ved 37°C med 2,8 enheder
Klenow DNA polymerase (stort fragment af polymerase I, BRL)
i 35yl 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl2 og 0,1 mM ANTP's.

3 ug XhoI bindere 5'-CCTCGAGG-3', Collaborative Research)
behandles mgd kinase i 50 pg 6émM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz,
4 mM DTT, O,5 mM ATP og 35 enheder T4 polynukleotidkinase
(Boehringer) i 30 minutter ved 37°C.

0,67 ug kinasebehandlede Xhol bindere og 0,4 yg Bal3l be-
handlet DNA med korte ender af plasmid pJDBZO?/IFZ(Sl) el-
ler pdDB207/IF2(1'b) bindes natten over ved stuetemperatur

i 25 ul 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM Mgclz, 5 mM DTT, 3,5 mM
ATP og 450 enheder T4 DNA ligase. Det bunde DNA adskilles
fra overskud af bindere ved fzldning med isopropanol i
nervarelse af 10 mM EDTA, 0,3 M natriumacetat pH 6,0 og

0,54 rumfang isopropanol. Efter inkubering i 35 minutter
ved stuetemperatur afszttes DNA'et ved centrifugering.

Det fracentrifugerede materiale lufttgrres og resu§penderes
117 pl 6 mM Tris pH 7,9, 150 mM.NéCl, 6 mM MgCl, og 6 mM
mercaptoethanol. XhoI enderne bundet til DNA'et spaltes

med Xhol, DNA'et fzldes med isopropanol som beskrevet oven-
for og bringes pd cirkular form ved binding (ligation).
Efter en bindingstid pd& 6 timer ved 150°C i 50 pl 60 mM Tris
pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM ATP og 600 enheder T4
DNA ligase szttes 10 pl ligeringsblanding til 100 pl calcium-
behandlede, transformeringskompetente Escherichia coli
HB1Ol-celler (se eksempel 4a).

72 transformerede ampR—kolonier indeholdende plasmider med
en IFN-Sl indsat del dyrkes hver for sig i LB-medium in-

deholdene 100 mg/l ampicillin. Plasmid DNA analyseres ved
nedbrydning med HaelII. Restriktionsmgnsteret muligg¢r be-
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dgmmelse af den omtrentlige st¢rrelse af sletningen fore-
taget med Bal3l. To kloner analyseres yderligere og afpr¢-
ves for interferonaktivitet. De betegnes pJDBZO7/IF2(Sl)A72
og pJDBZO?/IFZ(Sl)ASZ.

Nukleotidsekvensen pd begge sider af den nye binding (XhoI
binder) mellem det 3' ikke-translaterede omréde i IFN--Sl ge~-
net og PHOS5 transskriptionstermineringsomradet er anfe¢rt i
fig. 28.

P4 tilsvarende made dyrkes 60 ampR kolonier indeholdende
plasmider med en IFN-1'b indsat del hver.for sig i LB medium
indeholdende 100 mg/l ampicillin. Plasmid DNA analyseres som
beskrevet ovenfor. En klon udvalges og afprgves for IFN-
aktivitet. Den betegnes pJDB207/IF2(1l'b)A.

Eksempel 23.

Fremstilling af rekombinant plasmider indeholdende flytbare
IFN~-5,, -8! og -1'b cDNA indsztningsdele, som kan anvendes
til &;rekt; kopiering af fuldtudviklet lymfoblastoid IFN
(se fig. 29 og 30).

a) Fremstilling af cDNA indsztningsdelene .

cDNA indsztningsdelene afskares fra rekombinant plasmiderne
CG-pBR322/HLycIFN-8i, CG-pBR322/HLycIFN-1'b, CG-pBR322/
HLycIFN-Sl ved nedbrydning af 150 pg plasmid DNA med Pstl
(Biolabs) under anvendelse af denaf leverandgren anbefalede
fremgangsmade. Efter ekstraktion med phenol og f=zldning med
ethanol isoleres de afskarne indsatningsdele ved hjzlp af
saccharose-densitets-gradient—centrifugering (5-23%) i

50 mM Tris-HCl (pH 8,0) og 1 mM EDTA. Centrifugeringen gen-
nemfgres ved 35.000 omdr./min. i en TST 41 rotor (Kontron AG)
ved 15°C i 16 timer. Der opsamles 0,3 ml fraktioner med en
ISCO gradient kollektor ved 1 ml/min. Fraktionerne indehol-
dende det lille fragment (dvs. insztningsdelen) hazldes sam-
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men. DNA'et fzldes med ethanol pd sadvanlig made, og bund-~
faldet isoleres ved centrifugering i en HB-4 rotor (Sorvall)
ved 10.000 omdr./min. ved 0°C i 10 minutter. Bundfaldet gen-
oplgses i 60 ul 19 mM Tris-HCl (pH 7,5) og 0,05 mM EDTA.

Der udvindes ca. 30 pug DNA bestemt ved madling af den optiske
tzthed.

2 ug af hver af cDNA indsztningsdelene nedbrydes med 2,5 en~
heder Sau3a (Biolabs) i 10 ug/ml EtBr og inkuberes ved 37°%
i 60 minutter. Nedbrydningsblandingerne ekstraheres med
phenol, og DNA'et faldes i ethanol som beskrevet ovenfor.
DNA-ffagmenterne fraktioneres pa en 1,2% agarosegel i en
oplgsning indeholdende 50 mM Tris, 50 mM borsyre, 1 mM EDTA
og 0,5 ug/ml ethidiumbromid.

Det naststgrste DNA-fragment (Sau 3A-PstI) fra hver af de

tre nedbrydninger udskares fra gelen, sprgjtes gennem en tynd
ndl ved hjzlp af en sprgjte over i 5 ml 0,15 M NaCl, 50 mM
Tris<HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA og elueres natten over ved
rystning. Eluatet ledes gennem en 100 pl DE-52 (Whatman)
Pasteur-pipettesgjle til adsorbering af DNA'et. Sgjlen vaskes
med 2 ml af den samme puffer, og DNA'et elueres med 400 pl

af en oplgsning indeholdende 1,5 M NaCl, 50 mM Tris (pH 8,0)
og 1 mM EDTA. DNA'et fazldes med 2 rumfang ethanol -ved -20°C
natten over. Bundfaldene isoleres ved centrifugering i en
Eppendoxf-centrifuge og genoplgses i 10 pl 10 mM Tris.HCl

(pH 7,8), 0,05 mM EDTA.

b) Fremstilling af acceptor plasmid DNA-fragmentet

1. Nedbrydning af plasmid pBR322 med ECoRI og Sl

10 pug plasmid DNA pBR322 nedbrydes med 15 enheder EcoRI (Bio-
labs) i 60 minutter ved 37°C under de betingelser, som leve-
randgren anbefaler. Efter ekstraktion med phenol og f=zldning
med ethanol genoplgses DNA'et i 25 ul Hzo og de forskudte
eller enkeltstrengede ender fjernes ved behandling af DNA'et
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med 20 enheder endonuklease Sl (P-L Biochemicals) i 350 ul
af en oplgsning indeholdende 250 mM NaCl, 30 mM natrium-
acetat (pH 4,5), 1 mM 2nSO, ved 30°C i 30 minutter. Reak-
tionen afbrydes ved tilsztning af EDTA (pH 7,5) ved 10 mM.
DNA*et ekstraheres med phenol, koncentreres ved fazldning

med ethanol og genoplgses i 50 ¢l 10 mM Tris.HCl (pH 7,8),
0,05 mM EDTA.

2. Binding af en kemisk syntetiseret DNA binder til pBR322
nedbrudt med EcoRI og Sl

Der fremstilles to oligodeoxynukleotider med formlen

51 -AATTCTATGTGT-3' og
5! ~GATCACACATAGAATT-3"

under anvendelse af den i eksempel 10 Ea beskrevne frem-
gangsméde.

De syntetiske oligodeoxynukleotider phosphoryleres ved deres
5'-ender ved inkubering af 80 pmol af hver af oligodeoxy-
nukleotiderne med 20 uCi [Y->°P]-ATP (6700 Ci.mmol™l, Amersham)
i en 80 ul reaktionsblanding indeholdende 0,1 mM rATP (Sigma),
50 mM Tris-HCl1 (pH 9,5), 10 mM MgClz, S mM DTT og 20 enheder
T4 polynukleotid kinase (P-L Biochemicals) i 30 minutter ved
37°%. Reaktionen afbrydes ved frysning af blandingen ved -80°c.

Den dannede radioaktivt phosphorylerede binder med formlen

[32P1~AATTCTATGTGT
TTAAGATACACACTAG-[32P]

inkuberes derpd med 6 ug pBR322 spaltet med EcoRI og Sq (se
ovenfor] i et reaktionsrumfang p& 200 pl indeholdende 9,5 mM
rATP {Sigma), 0,1 mM DTT (Calbiochem), 20 mM Tris.HCl1 (pH 7,8),
10 mM MgCl2 og 4 x 103 enheder T, DNA ligase (Biolabs) under

4
inkubering af blandingen i 2 timer ved 15°¢c.
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Oplgsningen deproteiniseres ved ekstraktion med phenol, og
DNA'et koncentreres ved fzldning med ethanol. DNA'et gen-
oplgses i 100 pyl 19 mM Tris.HCl (pH 7,5), 0,05 mM EDTA og
centrifugeres gennem en saccharosegradient (5-23%) i 50 mM
Tris.HC1 (pH 8,0), 1 mM EDTA. Centrifugeringen gennemfgres
ved 60.000 omdr./min. i en TST 60 rotor (Xontron AG) ved
15% i 2,5 timer. Der udtages 0,2 ml fraktioner med en ISCO
gradient opsamler med 1 ml/min. Fraktionerne indeholdende
det [°?P)-merkede plasmid DNA (fraktioner 11-14 ud af 22
fraktioner) hazldes sammen, DNA'et fazldes med ethanol og ned-
brydes med 12 enheder Bcll (Biolabs) som anbefalet af leve-
randgren. Efter ekstraktion med phenol og faldning med ethanol
behandles det nedbrudt DNA med 10 enheder PstI (Biolabs) un-
der anvendelse af den af leverandgren anbefalede fremgangs-
madde. Den phenolekstraherede nedbrydningsblanding centrifu-
geres derpd gennem en (5-23%) saccharose densitet gradient

i 15 timer ved 35.000 omdr./min. ved 15°C i en TST 41 rotor
(Kontron AG). Der udtages 0,3 ml fraktionmer (se ovenfor), og
fraktionerne indeholdende det store [32P]-markede BelI-PstI
DNA-fragment (fraktioner 27-31 ud af 42 fraktioner) h=zldes
sammen og koncentreres ved fzldning med ethanol. DNA'et gen-
oplgses i 20 pl Tris.HC1l pH 7,8, 0,05 mM EDTA.

c) Binding af acceptor plasmid fragmentet til cDNA indsaztnings-
delene

2 ul af acceptor plasmid DNA-fragmentet (ca. 10 ng) (se
ovenfor) inkuberes med 5 ul af hver af cDNA indsztningsdelene
(ca. 20 ng) (se ovenfor) i et reaktionsrumfang indeholdende
20 mM Tris.HCl (pH 7,8), 10 mM Mgclz, 0,1 mM rATP, 0,1 mM DTT
og 400 enheder T, DNA ligase i 10 ul i 3 timer ved 15°.

5 pl af reaktionsblandingerne sazttes derpi tj].en blanding in-
deholdende 150 ul calcium-behandlet Escherichia coli HB 191

i 10 mM MgClz, 10 mM CaCl2 og 10 mM Tris.HCL (pH 7,5) i et
samlet rumfang pd 200 pl.
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Blandingen afkgles i is i 20 minutter, opvarmes til 42%

i 1 minut og inkuberes ved 20°C i 10 minutter. 1 ml tryp-
tonmedium (tryptonmedium indeholder 10 g Bacto-Trypton (Difco),
1l g garekstrakt (Difco), 1 g glucose, 8 g NaCl og 294 mg
CaCl.2 Hzo i 1 liter destilleret vand) tilszttes, og blan-
dingen inkuberes i 30 minutter ved 37°C under omrystning

ved 300 omdr./min. Blandingen overfgres til to agarplader
{(McConkey agar, Difco, 0,6 ml pr. plade) tilsat 10 ug/ml
tetracyclin (Sigma). Pladerne inkuberes ved 37°%C 1 12-17 ti-
mer. Der f£&s ca. 1000 kolonier pr. transformeringsblanding.
Fire kolonier udtages fra hver transformeringsblanding til

- yderligere analyse.

d) Restriktionsanalyse af hybridplasmiderne

Med henblik pd yderligere analyse af de potentielle hybrid
plasmider isoleres plasmid DNA'et fra 12 kolonier (4 fra
hver af de 3 bindingsblandinger, se ovenfor).

Hybrid plasmid DNA'et isoleres pad fglgende made: 1 koloni
anvendes til inokulering af 10 ml tryptonmedium tilsat

10 ug/ml tetracyclin som ovenfor i en 25 ml Erlenmeyerkolbe.
Kulturen rystes i 15-18 timer ved 37°% ved 300 omdr ./min.
Cellerne isoleres ved filtrering (Sorvall, HS-4 rotor, 10 mi-
nutter ved 4000 omdr./min., 4°c) . per f£as ca. 0,1 g celler,
som resuspenderes i 1 ml 50 mM Tris.HCl (pH 8.0). Der til-
szttes 0,25 ml lysozymoplgsning (10 mg/ml i 50 mM Tris.HCl
{pH 8,0}, lysozymet er fra Sigma), og efter inkubering ved
0°C i 10 minutter tilsattes 0,15 ml 0,5 M EDTA (pH 7,5).
Efter yderligere 10 minutters forlgb ved 0°C tilsasttes 60 pl
2% Triton X-100 (Merck). Efter 30 minutters forlgb ved 0°C
centrifugeres pr¢gven i 30 minutter ved 15.000 omdr./min. og
en temperatur pd 4°C i en Sorval SA-600 rotor. Supernatanten
deproteiniseres med 1 rumfang phenol (mzttet med TNE). Faser-
ne adskilles ved centrifugering (Sorval HB-4 rotor) i 10 mi-~
nutter ved 5000 omdr./min. ved 4°c. pen ¢gvre fase ekstraheres
to gange med 1 rumfang chloroform. Der tilsazttes RNAse A
udvundet fra pancreas (Sigma, 10 mg/ml med hensyn til TNE),
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forvarmet i 10 minutter ved 85°C) til en slutkoncentration
P& 25 pg/ml, og blandingen inkuberes i 40 minutter ved 37°C.
Derpd indstilles oplgsningen til 1 M NaCl og 10%'s poly-
ethylenglycol 6000 (Fluka, autoklaveret i 20 minutter ved
120°c), og der inkuberes ved -10°C i 2 timer. Bundfaldet
isoleres i en Sorvall HB-4 rotor (20 minutter ved 10.000 om-
drejninger pr. minut, 0°C) og genoplgses i 100 ul TNE. DNA-
oplgsningen ekstraheres med 1 rumfang phenol, og DNA'et
fezldes med 2 rumfang ethanol ved -80°C i 10 minutter.

Bundfaldet isoleres ﬁed'centrifugering i en Eppendorf-centri-
fuge, og DNA'et gen0p1¢se§ i 20 yl 10 mM Tris.HCl tpH 7.5)

©og 0,5 mM EDTA. Fra 10 ml kultur udvindes 8-10 ug hybrid
plasmid DNA. '

Alle plasmid DNA'erne analyseres ved hjzlp af fglgende dob-
beltnedbrydninger: 0,5 ug DNA nedbrydes med BindIII (Biolabs)
og Pvull (Biolabs), HindIII og PstI (Biolabs), HindIII og
BamHl (Biclabs), EcoRI (Biolabs) og PstIl under anvendelse

af standardfremgangsmdder, og der foretages fraktionering
med hensyn til stgrrelse pd en 1,5% agarosegel i 40 mM Tris.
acetat (pH 7,8), 1 mM EDTA indeholdende 0,5 pg/ml EtBr.

Hybrid plasmiderne med de ¢nskede restriktionsenzymmgnstre
udvalges. Resultaterne er vist i fig. 29 og 30. Plasmid DNA
indeholdende den indsatte del afledt af pBR322/HLycIFN~8i
eller pBR322/HLycIFN-5l eller pBR322/HLycIFN-1'b betegnes
henholdsvis CG-pBR322/HLycIFN (¢-3)-252 og CG-pBR322/HLyc

IFN (a-2)-261 og OG-pBR322/HLycTFN(a~1)-258.

For yderligere at bekrzfte strukturen af samlingspunktet
mellem binderen og begyndelsen af kodningssekvensen i IFN
CcDNA'erne, bestemmes nukleotidsekvensen i dette omride.

2 pg af den isolerede plasmid DNA CG-pBR322/HLycIFN (a-1)-258
nedbrydes med EcoRI, markes i 5'-endestillingen og spaltes
med Pstl. DNA-fragmenterne fraktionere; pad en 6%'s polyacryl-
amid-gel, og EcoRI¥-PstI (9,4 bp) DNA-fragmentet ekstraheres
som beskrevet ovenfor. DNA-fragmentet underkastes sekvens-
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analyse under anvendelse af fremgangsmaden ifglge Maxam
og Gilbexrg (15).

Strukturen ved samlingspunktet mellem binderen og starten
af kodningssekvensen i IFN cDNA'erne i plasmider
CG-pBR322/HLycIFN(a-2)-261 og CG-pBR322/HLycIFN (a~3)-252
bekraftes pad tilsvarende mide.

I plasmiderne CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-258, (a-2)-261 og
(&-3)-252 findes der foran IFN kodningssekvenserne f¢glgen-
de nukleotidsegment indeholdende et EcoRI restriktionssted:

EcoRI Sau3a

-NGAATTCTATGTGTGATC......
~-NCTTAAGATACACACTAG... ...

—_>
IFN gen

Eksempel 24.

Sletning af PHO5 signalsekvensen i kopieringsplasmidet p3l
(se fig. 31) . i

Kopieringplasmidet p3l indeholder PHOS5 promeotor sekvensen,
som indbefatter mRNA startstederne, translationsstartcocon
ATG'et i sur phosphatase og yderligere 40 nukleotider, som
kodexr for en del af sur phosphatase signalsekvensen. I denne
konstruktion f£jernes nukleotiderne for signalsekvensen og
ATG'et ved nedbrydning med Bal3l. EcoRI bindere indfgres

for at opnd binding af PHO5 promotoren til passende fuld-
standige kodningssekvenser (f.eks. interferongener).

a) Bal3l nedbrydning af Ball spaltet plasmid p30

20 yg p30 DNA (se eksempel 4b)) nedbrydes med restriktions-
endonuklease Ball, hvorved der £3s to fragmenter p& henholds-
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vis 3,7 og 5,1 kb. Efter ekstraktion med phenocl/chloroform
fzldes DNA'et med ethanol. DNA'et resuspenderes i 10 mM Tris
PH 8,0 ved en koncentration p& 0,5 ug/ml. 9 ug Ball spaltet
p30 DNA nedbrydes med 2 enheder exonuclease Bal3l (BRL) i
100 w1l 20 mM Tris pH 8,0, 100 mM NaCl, 12 mM MgClz, 12 mM
CaCl2 og 1 mM EDTA. Alikvoter pd 2 ug DNA udtages efter
inkubering i henholdsvis 15 sekunder, 30 sekunder, 45 sekun-
der og 60 sekunder ved 30°C ©g9 blandes straks med 50 pl
phenol og 60 ul TNE. Efter ekstraktion med phenol/chloroform
og fzldning med ethanol resuspenderes DNA'et i 10 mM Tris

pH 8,0 ved en koncentration pid 100 ug/ml. Til analyse af
udstrakningen af exonucleolytisk spaltning ved Bal3l nedbry-
des 0,5 yg DNA fra de enkelte tidspunkter ved endonuklease
BamHI og analyseres pad en 1,5% agarosegel i Tris-borat-puffer
pH 8,3. I gennemsnit er 70 bp fjernet fra hver ende af frag-
mentet efter nedbrydning i 45 sekunder med Bal3l. Til yder-
ligere forsgg anvendes DNA, som har varet behandlet i 45 se-~
kunder.
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b) Addition af EcoRI bindere til det Bal3l-behandlede DNA
To Aep enheder af EcoRI bindere (5'-GGAATTCC-3', BRL) re-
suspenderes i 250 uyl 10 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA. 2 ug EcoRI
bindere kinasebehandles i 75 pul 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM
MgCl,, 15 mM DDT, 10 um ATP og 33 enheder T4 polynukleotid
kinase (Boehringer) Efter 1 times forlgb ved 37°C hen-
stilles blandingen til afkgling ved stuetemperatur, hvor-
efter den opbevares ved -20°C.

De anellerede, dobbeltstrengede EcoRI bindere ligeres
eller bindes med deres korte ender til det Bal3l-behandle-
de DNA fragmenter. Et halv mikrogram Bal3l-behandlede DNA"
(se eksempel 24a) inkuberes i 16 timer ved stuefemperatur
med den 50-dobbelte m®ngde kinasebehandlede EcoRI bindere

i 20 pyl 60 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT., 4 mM ATP
og 600 enheder T4 DNA ligase (Biolabs). Efter ingktivering
af T4 DNA ligasen (10 minutter ved 65°C) spaltes overskud-
det af EcoRI bindere med 50 enheder EcoRI (Boehringer) i

et rumfang p& 50 ul. DNA'et ekstraheres med phenol/chloro-

form, fazldes med ethanol og resuspenderes i 10 mM Tris,
1 mM EDTA.

Restriktionsendonuklease EcoRI spalter ikke blot terminalt
adderede EcoRI bindere i begge Ball fragmenter (3,7 kb og
5,1 kb), men ogsd ved et indre EcoRI sted i 5,1 kb.fragmen~
tet, hvorved der dannes et 3,9 kb fragment og et 1,2 kb
fragment. 3,7 kb og 3,9 kb fragmenterne adskilles fra 1,2 kb
fragmentet pa en 0,8%'s lavtsmeltende agarosegel (Sigma) i
90 mM Tris-HCl pH 8,3, 90 mM borsyre og 2,5 mM EDTA. DNA-
bidndene farves med ethidiumbromid og ggres synlige ved be-
lysning med langbglget ultraviolet lys ved 366.nm. De to
DNA fragmenter pa 3,7 kb og 3,9 kb er ikke adskilt. De
udskzres af gelen i en enkelt gelblok og ekstraheres under
anvendelse af den i eksempel 4a beskrevne fremgangsmade.

De lineazre fragmenter, der afsluttes i EcoRI klzbrige ender,
bringes pa cirkular form ved binding. Ca. 0,25 ug fragmen-
ter bindes i 100 ul 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl,, 10 M
DTT, 1 mM ATP og 600 enheder T4 DNA ligase i 4 timer ved
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10 pl alikvoter af bindingsblandingen sattes til 100 ul
calciumbehandlede, transformationskompetente Escherichia
coli HB10l celler (se eksempel 4a). 35 transformerede, ampR
kolonier dyrkes hver for sig i LB medium indeholdende 100 ug/
ml ampicillin. Plasmid DNA fremstilles under anvendelse

af fremgangsmaden ifglge Holmes et. al., (50) og analyseres

ved dobbeltnedbrydning med EcoRI/BamHI.

c} Nukleotidsekvensanalyse til bestemmelse af stillingen
af EcoRI binderadditionen

Stgrsteparten af de 35 kloner vil afvige indbyrdes med hen-
syn til stillingen af EcoRI binderaddition i i pHO5 promo-
toromradet afhazngigt af graden af Bal3l nedbrydning i de
enkelte DNA molekyler. Med henblik pad nukleotidsekvensana-
lyse nedbrydes plasmid DNA med EcoRI. Efter ekstraktion med
phenol/chloroform fzldes det spaltede DNA med ethanol. Der
foretages dephosphorylering og 5'-terminalmarkering af DNA'et
under anvendelse af den i eksempel 10Ed beskrevne fremgangs-
made. De merkede DNA fragmenter spaltes med en anden re-
striktionsendonuklease, BamHI. Produkterne adskilles pid en
0,8%' lavtsmeltende agarosegel. Det 0,5-0,6 kb 5'-mzrkede
EcoRI-BamHI fragment isoleres fra lavtsmeltende agarose
under anvendelse af den i eksempel 4a beskrevne ffemgangs—
madde. Til bestemmelse af nukleotidsékvensen i'nabostilling
til EcoRI binderen nedbrydes de forskellige DNA fragmenter
kemisk, og produkterne adskilles ved polyacrylgelelektro-
forese som beskrevet af Maxam og Gilbert (15).

De forskellige kloner og positionen for det tilsvarende sid-
ste nukleotid i PHOS5 sekvensen (derefter efterfulgt af en
EcoRI binder) er anfgrt i nedenstdende tabel 4 (se ogsé
fig. 32).
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Tabel 4
Klon position af sidste nukleotid i PHOS sekvensen

pE +25
PG +16
pe +15
pd +12
PY - - 4
PR -10
PP -16
PV -18
pL =21
pN -22
pC -24
pH -27
pS -28
pk -29
pl -38
pM -50
pO -53
PF -59
pm ' -67
pK -73
pi -81
ph -137

d) Isclering af et 0,53 kb BamHI-EcoRI fragment indeholden-
de PHO5/R promotoren:
Plasmid pR indeholder PHOS/R promotoren pa et 534 bp BamHI-
EcoRI fragment. I overensstemmelse med den i fig. 3 anfgrte
nummerering dakker fragmentet PHOS promotorsekvenserne fra
nukleotid -541 (BamHI sted) til nukleotid -10. En EcoRI
binder, bundet til nukleotid -~10 (se eksempel 24b) bidrager
til 2 G-rester efter EcoRI spaltning.

Plasmid pR nedbrydes med restriktionsendonukleaser BamHI og
EcoRI. 0,53 kb BamHI-EcoRI fragmentet separeres pi en 0,8%
lavtsmeltende agarosegel og isoleres under anvendelse af

den i eksempel 4a beskrevne fremgangsmdde. Nukleotidsekven-
sen er anfg¢rt i fig. 33.

- r T ———————
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P4 analog mide nedbrydes plasmid pY, og der isoleres et
0,53 xb BamHI-EcoRI fragment indeholdende PHOS5/Y promotoren.
Nukleotidsekvensen er anfe¢rt fig. 34.

e) Ombytning af SalI-EcoRI fragmentet plasmid p3l med
et SalI-EcoRl fragment af dg hidtil ukendte konstruk-
tioner

5 ug plasmid p3l (jfr. eksempel 13d) nedbrydes med restrik-
tionsendonuklease Sall. Det spaltede DNA fzldes med ethanol
og resuspenderes i 50 ul 100 mM Tris pH 7,5, 50 mM NaCl,

5 mM MgClz. DNA'et nedbrydes fuldstazndigt med EcoRI. Re-
striktionsfragmenterne adskilles pd en 0,8% lavtsmeltende
agarosegel i Tris-borat-EDTA~-puffer pH 8,3. Et 3,5 kb

DNA fragment isoleres i en lille gelblok indeholdende

DNA béandet.

5 g af hver af klonerne pR og pY (jfr. tabel 4 og fig. 32)
nedbrydes med Sall og EcoRI pi samme mide som beskrevet
ovenfor. 0,8 kb DNA fragmenterne isoleres i smi blokke

af lavtsmeltende agarosegel.

0,67 yg af 3,5 kb SalI~EcoRI fragmentet af vektor p3l bin-
des til 0,34 ug af 0,8 kb SalI-EcoRI fragmentet af henholds-
vis plasmid pR eller pY. Passende gelblokke indeholdende

DNA fragmenterne blandes og smeltes ved 65°C. Den flydende
gel fortyndes tre gange. Der foretages binding i et samlet
rumfang af 240 pl 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgC12, 10 mM

DTT, 1 mM ATP med 750 enheder T4 DNA ligase (Biolabs)

natten over ved 15°C. 2 yl alikvoter af hver af blandin-
gerne sa&ttes til 100 ul calciumbehandlede, transformations-
kompetente Eschericia coli HB10l celler (se eksempel 4a).

8 transformerede ampR kolonier dyrkes hver for sig i LB-
medium indeholdende 100 ug/ml ampicillin. Plasmid DNA ana-
lyseres ved restriktionsanalyse. Klonerne i hver gruppe
er identiske. En klon for hver gruppe anvendes i det efter-

fglgende og betegnes som henholdsvis p3l/R eller p31/Y
(fig. 31).
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Eksempel 25
Indfgring af lymphoblastoidt interferon-a-3- DNA i plasmid
p31/R eller p31/Y (jfr. fig. 35

Denne konstruktion forbinder PHO5 promotoromradet til ge-
net, som koder for ferdig udviklet interferon-a-3. Hverken
signalsekvenserne i PHO5 eller interferon er til stede,
men der findes en EcoRI binder, som er indfgrt pd sam-—
lingsstedet.

Plasmid p31/R (se eksempel 24e) indeholder PHOS promotor-
sekvensen, som afsluttes 9 nukleotider fgr ATG'et i sur
phosphatase genet med en EcoRI binder 5'-GGAATTCC-3'. Det
lymphoblastoide interferon-a-3 gen i plasmid CG-pBR322/HLyc
IFN(a-3)-252 (se eksempel 23) er specifikt tilpasset til
samlingen til EcoRI binderen i PHOS5 promotoren. De yder-
ligere nukleotider ved 5'-enden i kodningssekvensen i

fuldt udviklede interferon-a-3 giver et EcoRI restriktions-
sted og et ATG, som er ngdvendigt for transplationen af
interferongenet (jfr. fig. 29). Stort set samme kontruk-
tion gennemfgres ogsd ved plasmid p3l/Y (se eksempel 24e).

a) Fremstilling af EcoRI-spaltet, dephosphoryleret plasmid
p3l/R

5 yg plasmid p3l/R nedbrydes fuldstzndigt med restriktions-

endonuklease EcoRI (Boehringer). Efter ekstrkation med

phenol/chioroform fazldes DNA'et med ethanol og resuspen-

deres i 100 pul 50 mM Tris pH 8,0. DNA'et ledes gennem

Chelex 100 (BioRAD), dephosphoryleres med kalvetarm alka-

lisk phosphatase (Boehringer), og det dephosphorylerede

DNA renses ved DE52 ionbytterkromatografi som beskrevet

i eksempel 14b. DNA'et resuspenderes i 10 mM Tris.HCl

pH 7,5, 1 mM EDTA ved en koncentration pa 0,2 mg/ml.

b) 1Isolering af et 0,6 kb EcoRI fragment af plasmid
CG-pBR322/HLycIFN(a-3)-252 indeholdende IFN-a-3 kod-
ningssekvensen

10 yg plasmid G-pBR322/HLycIFN(a~3)-252 nedbrydes med re-

striktionsendonuklease EcoRI. Nedbrydningen resulterer i
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to fragmenter pd 3,8 kb og 0,6 kb. 0,6 kb fragmentet inde-
holder omrddet, som koder for interferon-a-3. Fragmentet
isoleres pa en 0,6% lavtsmeltende agarosegel i Tris-borat-
EDTA-puffer. Gelstykket indeholdende 0,6 kb DNA fragmen-
tet udskares af gelen og anvendes til binding.

¢} Binding af lineariseret dephosphoryleret p31/R DNA og
0,6 kb EcoRI fragmentet af IFN-a-3 DNA
1,5 ug dephosphoryleret p3l/R vektor DNA spaltet med EcoRI
bindes til 0,19 pg af 0,6 kb EcoRI fragmentet af IFN-a-3.
Sidstnavnte fragment er indeholdt i en lille blok lavt-
smeltende agarosegel, som smeltes ved 65°C. Den smeltede
gel fortyndes to gange. Der foretages binding i et samlet
rumfang af 220 pl 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM
DTT, 1 mM ATP med 800 enheder T4 DNA ligase (Biolabs)
natten over ved 15°C. En 10 pl alikvot af bindingsblandin-
gen sazttes til 100 pl calciumbehandlede transformations-
kompetente Eschericia coli HB10l celler (se eksempel 4a).

6 transformerede ampR kolonier dyrkes hver for sig i

LB medium indeholdende 100 pg/ml ampicillin. Plasmid DNA
fremstilles under anvendelse af fremgangsmiden ifglge
Holmes et. al., (50), og analyseres ved dobbeltnedbrydninger
med BglII/BstEII til bestemmelse af orienteringen og stegr-
relsen af den indsatte del. En af disse kloner betegnes
p31R/IF(a=-3).

Den samme Xonstruktion gennemfgres med p3l/Y (se eksempel
24e) . Plasmider fra 6 transformerede ampR kolonier analy-
seres. 2 kloner har den rigtige orientering af den indsat-
te del. En af disse betegnes p3lY/IF(a-3).

Eksempel 26
Indfgring af lymphoblastoid interferon-a-2 DNA i plas-
mid p3l/R (se fig. 36)

Denne konstruktion forbinder PHO5 promotoren til det fuldt
udviklede interferon-a-2 kodningsomréade.
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a) Isolering af et 3,9 kb HindIII-EcoRI fragment af vektor
p31/R

10 ug af vektor p31/R nedbrydes fuldstzndingt med HindIII.

Pufferen indstilles med 0,1 rumfang 1 M Tris pH 7,5. Det

HindIII-spaltede p31/R DNA nedbrydes derpa med EcoRI. 3.9 kb

HindIIXI-EcoRI fragmentet isoleres fra en 0,8% lavtsmelten-

de agarosegel i en gelblok udskéret af gelen.

b) TIsolering af et 0,9 kb XbaI-HindIII fragment af pJDB207/
IF2(5,)

5 ug plasmid pJDBZO?/IFZ(Sl) (jfr. eksempel 17) nedbrydes
fuldstendigt med HindIII. Pufferen indstilles med 0,1 rum-
fang 1 M Tris pH 7,9. Det HindIII-spaltede plasmid nedbry-
des derpid med Xbal. 0,9 kb XbaI-HindIII fragmentet inde-
holder en del af interferon-a=2—kodningssekvensen og ned-~
strgms PHO5 transskriptionstermineringssignalerne. 0,3 kb
fragmentet separeres pd en 0,8% lavtsmeltende agarosegel
og udskares af gelen.

¢) Isolering af et 252 bp EcoRI-Xbal fragment af plasmid
CG-pBR322/HLycIFN(a~2)~-261 indeholdende en del af IFN-
a-2-kodningssekvensen
10 pg plasmid CG-pBR322/HLycIFN(a-2)-261 (se eksempel 23)
nedbrydes med XbaI i 100 ul 6 mM Tris pH 7,9, 150 mM NacCl,
6 mM MgCl2 og 6 mM mercaptoethanol. Efter fuldstaﬁaig ned-
brydning med Xbal nedbrydes det lineariserede plasmid DNA
delvis med 3 enheder EcoRl (Boehringer). Efter 20 minutter
ved 37% afbrydes nedbrydningen ved nedfrysning til -70°¢.
DNA fragmenterne analyseres pa em 1,5% agarosegel i Tris-
borat-EDTA-puffer pH 8,3. 252 bp EcoRI-Xbal fragmentet
indeholder 5'-delen af den fuldstzndige interferon-a-2-
kodningssekvens (op til Xbal stedet) med den specifikke
binder for samlingen med PHO5 promotoren. 252 bp fragmen-

tet isoleres i en lille gelblok fra en 0,8% lavtsmeltende
agarosegel.

d) Binding af DNA fragmenter
3 DNA fragmenter beskrevet i eksempel 26a~c med passende




10

15

20

25

30

DK 174905 B1
100

klazbrige ender bindes i &n reaktion:

0,67 ug af 3,9 kb HindIII-EcoRI fragmentet af vektor p31l/R,
0,16 ug af 0,9 kb XbaI-KindIII fragmentet af PIDB207/IF2(5,)
og ca. 70 ng 250 bp EcoRI-XbaI fragmentet af CG-pBR322/
HLycIFN(a-2)-261 bindes. Alle tre DNA fragmenter er inde-
holdt i smid gelblokke af lavtsmeltende agarose. De tre
stykker agarosegel anbringes sammen, smeltes ved 65°C og
fortyndes tre gange. Bindingen gennemfgres i samlet rum-
fang af 450 yl 60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTT,

1 mM ATP med 1200 enheder T4 ligase ved 15°C i 16 timer.
En 10 pl alikvot af bindingsblandingen sattes til 100 ul
calciumbehandlede transformationskompetente Escherichia
coli HB1l0l celler (se eksempel 4a).

12 transformerede ampR kolonier dyrkes hver for sig i LB
medium indeholdende 100 pg/ml ampicillin. Plasmid DNA frem-
stilles i overensstemmelse med fremgangsmiden ifglge
Holmes et.al. (50), og analyseres ved dobbeltnedbrydning
med BamHI/HindIII. Alle kloner udviser et identisk nedbryd-
ningsmgnster. En af dem betegnes p31lR/IF(a-~2).

I stedet for 0,9 kb XbaI-HindIII fragmentet af pJDB207/
IF2(51) kan der anvendes et 0,5 kb XbaI-HindIII fragment af
plasmid pJDB207/IF2(5,)A72 eller pJnazov/IFzgsl)Asi (se
eksempel 22) til bindingen. Endvidere kan der i stedet for
3,9 kb HindIII-EcoRI fragmentet af vektor p31/R til bin-
ding en anvendes 3,9 kb HindIII-EcoRI fragmentet af vektor
p3l/¥.

Betingelser for binding af DNA fragmenterne og transforma-
tionen af Escherichia coli HB10l er de samme som beskrevet
ovenfor.

12 transformerede ampR kolonier fra hver binding dyrkes

hver for sig i LB medium indeholdende 100 Hg/ml ampicillin.
Plasmid DNA analyseres ved dobbeltnedbrydning med BamHI/

HindIII. De dannede kloner betegnes p31R/IF(a-2)A72,

p31R/IF (a-2)482, p31Y/IF(a-2), p31Y/IF(a-2)A72 og p3l/IF (a-2)A82.
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Eksempel 27
Indf¢ring af lymphoblastoidt interferon-a-l i plasmid
p31/R (se fig. 37)

a) Isolering af 3,9 kb HindYII-EcoRI fragment af vektor
p3l/R:

10 ug af vektor p31l/R nedbrydes med HindIII og EcoORI som

beskrevet i eksempel 26a. De dannede 0,4 kb og 3,9 kb frag-

menter adskilles p3 en praparativ 0,8% lavitsmeltende aga-~

rosegel. 3,9 kb HindIII-EcoRI fragmentet elueres fra gelen

under anvendelse af den i eksempel 4a beskrevne fremgangs-
mide. DNA'et renses ved DE52 (Whatman) ionbytningskroma-
tografi (se eksempel 5a), faldes med ethanol og resuspen-
deres i 10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA i en koncentration

pd 0,1 mg/ml. ’

b) 1Isolering af 0,9 kb PvulI-HindIII fragment af pJDB207/
IF2(1'b):

S ug plasmid pJDB207/IF2(1'b) (jfr. eksempel 17) nedbrydes

med PvuIl og HindIII. De dannede fragmenter pd 0,9 kb og

7,3 kb adskilles pa en praparativ 0,8% lavtsmeltende

agarosegel. 0,9 kb fragmentet elueres fra gelen og renses

under anvendelse af den i eksempel 27a beskrevne fremgangs-

mide. DNA'et resuspenderes i 10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA

i en koncentration pd 0,05 mg/ml. ‘ .

¢) 1Isolering af et 286 bp.EcoRI-Pvull fragment af plasmid
CG~pBR322/HLycIFN(a-1) -258 indeholdende en del af
IFN-o~1 kodningssekvensen

10 ug plasmid CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-258 (se eksempel 23)

nedbrydes med PvulI og EcoRI. Et 286 bp restriktionsfragment

adskilles fra et 4,2 kb fragment pd en prsparativ 0,8% lavt-
smeltende agarosegel. 286 bp EcoRI-Pvull fragmentet elueres

fra gelen og renses under anvendelse af den i eksempel 27a

beskrevne fremgangsmdde. DNA'et resuspenderes i 10 mM Tris

pH 8,0, 1 mM EDTA i en koncentration pid 0,03 mg/mi.
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d) Binding af DNA-fragmenter

0,5 ug af 3,9 kb HindIII-EcoRI fragmentet af vektor p31/R,
0,25 ug af 0,8 kb PvulI-HindIII fragmentet af pJDB207/IF2(1l'b)
og 0,1 ug af 286 bp EcoRI-Pvull fragmentet af plasmid
CG-pBR322HLYcIFN (a~1) -258 bindes i 16 timer ved 15°C i 20 ul
60 mM Tris pH 7,5, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, S mM ATP og 600
enheder DNA ligase. En 3 ul alikvot af bindingsblandingen
szttes til 100 ul calciumbehandlede, transformationskompeten-
te Escherichia coli HB1l0l1l celler (se eksempel 4a)).

12 transformerede, ampR kxolonier dyrkes hver for sig i LB
medium med 100 pg/ml ampicillin. Plasmid DNA analyseres ved
dobbeltnedbrydning med BamHI/HindIII. En klon, som fremkal-
der et 1,4 kb BamHI fragment og et 390 bp BamHI~HindIII frag-
ment, analyseres yderligere og betegnes p31R/IF (a-1).

3,9 kb HindIII-EcoRI fragmentet af vektor p3l/R kan ombyttes
med HindIII-EcoRI fragmentet af vektor p3l/Y. I stedet for
0,9 kb PvulI-HindIIIl fragmentet af pJDB207/IF2(1'b) kan der
anvendes et 0,45 kb PvuII-HindIII fragment af
PJDB207/IF2(1'b) A til bindingen. De dannede kloner analyseres
pd samme mi3de som beskrevet ovenfor. Klonerne betegnes
P31R/IF (a-1)A , p3lY/IF{a-1l) og p3lY/IF(a-1)A. -

Eksempel 28.

Underkloning af genkonstruktioner i garvektoren pJDB207 i
hgjt kopiantal (se fig. 38).

Konstruktionerne beskrevet i eksempel 25-27 indeholder PHO5
promotoren, forskellige interferon kodningsomrider og PHOS5
transskriptionsterminalsignalerne i et tandemarrangement,
alle indsat i en pBR322-afledt vektor. SalI-HindIII fragmen~
ter indeholdende hele arrangementet bindes til 6,2 kb SalI-
HindIII fragmentet af pJDB207 under anvendelse af den eksem-
pel 17 beskrevne fremgangsmide.
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2 ug plasmid p31R/IF(a~-3) nedbrydes med restriktionsendonukle-
aser Sall og HindIII. Restriktionsfragmenterne adskilles pa

en praparativ 0,8% lavt smeltende agarosegel. Det lille frag-
ment (stgrrelse pd 1,8 kb) udskares af gelen.

Plasmid pJDB207 nedbrydes med restriktionsendonukleaser SalI
og HindIII, og den stgrste fragment pid 6,2 kb isoleres under
anvendelse af den i eksempel 17 beskrevne fremgangsmade.

Binding af DNA-fragmenterne og transformation af kompetente
Escherichia coli HB10l celler gennemfgres ved anvendelse af
den i eksempel 17 beskrevne fremgangsmade. 8 ampR kolonier
dyrkes hver for sig i LB medium indeholdende 100 ug/ml am-
picillin. Plasmid DNA‘'et analyseres med hensyn til stgrrel-
sen af den indsatte del ved spaltning med restriktionsendo-
nukleaser HindIITI og Salll. En klon med den korrekte indsatte
del udvalges og betegnes pJDB207R/IF (a-3).

Pa tilsvarende made, idet man starter ud fra plasmiderne
p31¥/IF (a-3), p31R/IF(a-2), p31lR/IF(a-2)A72, p31R/IF(a-2)A82,
P31Y/IF (a-2), p31Y/IF(a-2)A72, p3lY/IF(a-2)A82, p31R/IF-1),
P31R/IF(a-1)A, p3lY/IF(a-1) og p3lY/IF(a-1)A, fremstilles
nedenstdende kloner med korrekte indsatte dele:

pJDB207Y/1IF (a~-3),

pIDB207R/IF (a=2) ,

pJDB207R/IF {a-2) 472,

pJDB207R/IF (a~-2) AB2,

pJDB207Y/IF (a~2),

pIDB207Y/IF (a~2)A72,

pJIDB207Y/IF (a-2) A82,

pJDB207R/IF (a-1),

pJDB207R/IF (a~1) A,

pIJDB207Y/IF (a~1) og

pIDB207Y/IF (a~1) A.
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Eksempel 29.

Transformation af Saccharomyces cerevisiae 2H220 og induktion
af interferonproduktion

Plasmider pJDBZO?/IFZ(Sl)A72, pJDBZO?/IFz(Sl)ABZ,
pJDB207/1F2(1'b}4, pIDB207R/IF (a-3), pIJDB207Y/IF (a-3),
PJDB207R/IF (a~2) , pJDB207R/IF (a—-2) A72,

pPJIDB207R/IF (a-2) 482, pJIDB207Y/IF (a-2), pIDB207Y/IF(a-2)A72,
pJDB207Y/IF (a-2) A82, pIDB207R/IF {a-1), pJDB207R/IF(a-1)A,
pJDB207Y/IF {(a~-1) og pJDB207Y/IF(a-1)A (se henholdsvis eksem-
pel 22 og 28) indfgres hver for sig i Saccharomyces cerevi-
siae stamme AH220 (a, trpl, leu2-3, leu2-112, his3, pho5,
pho3) under anvendelse af transformationsmetoden beskrevet

af Hinnen et al. (1). Transformerede garceller udvalges p&
germinimalmediumplader, som mangler leucin. Enkelte transfor-
merede garkolonier udtages og dyrkes under anvendelse af den
i eksempel 7 beskrevne frémgangsméde. De forskellige gazrkolo-

nier betegnes
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces

pé fglgende mide:

cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae

cerevisiae

AH220/ijB207/IF2(Sl)A72,
AHZZO/pJDBZO?/IFZ(51)A82,
AH220/pJDB207/IF2(1'b) A,
AH220/pJdDB207R/IF (a~3),
AH220/pJDB207Y/IF(a~3),
AH220/pJDB207R/IF (a~2),
AH220/pJDB207R/IF (a-2) A72,
AH220/pJDB207R/IF (a~-2) A82,
AH220/pIDB207Y/IF (a~2),
AH220/pJDB207Y/IF (a-2) A72,
AH220/pJDB207Y/IF (a~-2) A82,
AH220/pJDB207R/1F (a~1),
AH220/pJDB207R/IF {a~-1) A,
AH220/pJDB207Y/IF (a~1)
AH220/pJDB207Y/IF (a~1) A

°g
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Eksempel 30.

Transformation af Saccharomyces cerevisjiae stamme GRF18

og induktion af interferonproduktion

Analogt med fremgangsm@den beskrevet i eksempel 29 transfor-.
meres Saccharomyces cerevisiae stamme GRF1l8 (a, his3-11,
his3-15, leu2-3, leu2-112, canR) med plasmiderne anfgrt

i eksempel 29. De forskellige garkolonier betegnes pd fgl-

gende made:

Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharonyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces

cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae

cerevisiae

GRF18/pJDB207/IF2(51)A72,
GRFl8/pJDB207/IF2(51)ABZ,
GRF18/pJDB207/1IF2(1'b) A,
GRF18/pJDB207R/IF (a~3).,
GRF18/pJDB207Y/1IF (a-3),
GRF18/pJDB207R/IF (a~2),
GRF18/pJDB207R/IF (a-2) A72,
GRF18/pJDB207R/IF (a-2)A82,
GRF18/pJDB207Y/IF (a-2),
GRF18/pJDB207Y/IF (a-2) A72,
GRF18/pJDB207Y/IF (a-2) AB2,
GRF18/pJDB207R/IF (o ~1),
GRF18/pJDB207R/IF (a-1) A4,
GRF18/pJdDB207Y/IF (a-1) og
GRF18/pJDB207Y/IF (a-1)A.

Eksempel 31.

Fremstilling af garcelleekstrakter og bestemmelse af inter-

feronkoncentrationen

Celler fra 50 ml dyrkningsmedium med en celletzthed pa

1-2 x 107/ml samles ved centrifugering i en Sorval GSA rotor

i 10 minutter ved 3000 omdrejninger pr. minut. Celler resuspen-

deres i 2ml 0,

1M KH2P04

pH 7,4, og centrifugeres ved stue-

temperatur i 5 minutter ved 3000 omdr./min. Det udfazldede
celler resuspenderes i 1,2 ml iskold lyseringsblanding
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[0,1 M kaliumphosphatpuffer pH 7,4, 1% (rumfang/rumfang)
Triton ¥X-100, 0,1 mM PMSF (Merck)] og overfgres til et

30 ml Corex-r¢r. 1,6 g glasperler (0,4 mm i diameter) sazt-
tes til cellerne, og suspensionen rystes pd et hvirvelblan-
deapparatur (Scientific Instruments Inc., USA) med fuld
hastighed i 30 sekunder, hvorefter der afkgles i 1 minut i
et isbad. Denne omrystningsmetode gentages 5~10 gange, ind-
til mere end 90% af cellerne er blevet nedbrudt (kontrol
under lysmikroskop) .

Cellerester og glasperler fjernes fra oplgsningen ved centri-
fugering i 10 minutter ved 8000 omdr./min. ved 4°c i en sor-
vall HB-4 rotor. Supernatanten overfg¢res til Eppendorf-re¢r,
som fryses i flydende nitrogen og opbevares ved -60°C. In-
terferonaktiviteten bestemmes under anvendelse af metoden
ifglge Armstrong (32) samt under anvendelse af humane CCL-23
celler og vesikular stomatitis virus (VSV) som challenger
viruset. Resultaterne er anfgrt i tabel 5.

Interferonaktiviteten i Saccharomyces cerevisiae stamme AH220
09 GRF18 efter transformeringen med et rekombinant plasmid

er stort set identisk. Tabel 6 viser en sammenligning af
interferonaktiviteterne hos begge stammer efter transforme-
ring med de som eksempler anfgrte plasmider. -



5

10

15

20

25

Tabel S

107

DK 174905 B1

Interferonaktivitet i Saccharomyces cerevisiae stamme AH220

efter transformering med fglgende rekombinant plasmider:

Interferonaktivitet udtrykt i

Plasmider Eksem- | enh./ml garcel-~{enh./l garcelle-
pel leekstrakt kultur

pJDB207/TF(8}) 17 1-107 2.10°
pJDB207R/IF (a—3) - 28 1-108 2-109
pJIDB207L/1F (a—3) 28 1.10% 2.10°
pIDB207/TFL(S,) 17 7.10° 1.4+107
pIDB207/TF2(5.) 17 5.10° 1.0-10
pJ'DBZO7/IF3(51) 17 3-103 «5.3-104

7
p.mxzovnz(sl)mz 22 5.10° 1e10

7
pIDB207/1F2(5,)A82 22 5.10° 1+10
pJDB207R/1F (—2) 28 1-107 2-108
pJDB207R/1F(~2)A72 28 1-10’ 2.10°
pIDB207R/TF (a-2) 82 28 1-107 2010
pIDB20TL/IF (a=2) 28 1.107 2-10°
pJDB207Y/1F (a-2)A72 28 1-10’ 2.10%
pJDB207Y/IF(a~2)A82 28 1.10’ 2010°
pJDB207/IF2(1'b) 17 4410 13-104
pJDB207/IF2(1'b)A 22 1.10° 2.10"
pJDB207R/IF (a-1) 28 se10* 1-10°
pJDB207R/IF(&1)A 28 4e10* 8.10°
pJIDB207Y/IF(a~1) 28 5+10% 1-106
pJDB207Y/1F(~1)A 28 a~1o" 8-105
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Sammenligning af interferonaktivitet i Saccharomyces cere-
visiae stammer AH220 og GRF18 efter transformering med fgl-
gende rekombinantplasmider:

Interferonaktivitet (enh./l garcelle-
Plasmider kultur)
AH220 GRF18
pIDB207/1F (8) 2 x 10° 2 x 108
pIDB207R/IF (a-3) 2 % 10° 2 x 10°
pIDB207/1F2 (5,) 1 x 10’ 9 x 10°
pIDB207R/IF (a-2) 2 x 108 2 x 10%
pIDB207R/IF (a-2)A82] 2 x 10° 2 x 108

Eksempel 32.

Fremstilling af interferon-a-2 ved hjzlp af en rekombinant-
stamme af gzren Saccharomyces cerevisiae i 300 liteéx skala

Saccharomyces cerevisiae stamme GRF18/pJDB207R/IF (a-2)A82
berer et plasmid, som indeholder en leucinmarkgr, der til-

-lader selektiv opretholdelse af plasmidet i vartsorganismen,

et strukturgen for humant interferon-u-2 og sur phosphatase
PHOS promotoren, som tillader kopiering af IFN-a-2-genet i
medier indeholdende begraznsende mzngder uorganisk phosphat.

Stammen holdes pa& agarskrirgr fremstillet ud fra et define~
ret medium, som mangler aminosyren leucin, for at sikre
tilbageholdelse af plasmidet. Frisk inokulerede skrirgr in-
kuberes i 24 timer ved 30°C. Overfladekulturen af &t skrirgr
resuspenderes i 3 ml fordyrkningsmedium, som derefter over-
f¢res til en fgrste rystekolbeforkultur. 500 ml-kolben har en
enkelt prelplade og indeholder 100 ml fordyrket medium med
fplgende sammens®tning (vaerdier i g/l): Garekstrakt (Difco)
10,0, L-asparagin 6,6, KH2P04 1,0, MgSO4.7H20 1,0, L-histi-
din 0,02 og D-glucose (monohydrat) 33,0.
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Mediet, som er fremstillet under anvendelse af deioniseret
vand, har en pH-vardi p& ca. 6,0. Glucosen steriliseres sar-
skilt. Denne fe¢rste prakultur inkuberes i 24 timer ved 30°%
P& et orbitalrystebord med 5 cm's vandring ved en hastighed
pa 250 perioder pr. minut.

Den fgrste forkulturkolbe indeholder mediet for de andre
forkulturkolber. Disse kolber tilfgres en inokulummangde

pad 1% rumfang/rumfang. Mediet og inkubationsbetingelserne
er identiske med dem, der anvendes ved den fgrste forkultur.
Dyrkningsvaskerne fra 36 sidanne kolber kombineres til til-
vejebringelse af 1% rumfang/rumfang inokulum til hoved-
produktionsfermenteringsapparatet.

Produktionsfermenteringsapparatet har et samlet rumfaﬁg pa
ca. 500 liter, indeholder 4 prelplader og en enkelt 6-bladet
pladeturbineomrgrer med en diameter pa 230 mm. Omrgrings-
hastigheden er 450 omdr./min., overtrykket er 0,3 bar og
beluftningshastigheden er 1 vol/vol/min.

Fermenteringsbeholderen indeholder 300 liter medium, som har
fglgende sammensatning (vardier angives i g/1): L-asparagin
2,0, L-histidin 0,02, KHZPO4 0,03, MgSO4.7H20 0,5,NaCl 0,1,
CaClz.ZHZO 0,1, KCl 1,0, D-glucose (monohydrat} 28,0, vita-
minoplgsning, 5 ml/1l og sporelementopl¢sning 5 ml/l.

Mediet indstilles pa pH-vardien 7,2 under anvendelse af

NaOH inden sterilisering. Glucosen, vitaminerne og sporstof-
ferne steriliseres separat og sazttes til mediet. Stamopl¢snin-
gerne for vitaminer og sporelementer har fglgende sammensat-
ninger (i g/l): Vitaminer - biotin 0,0002, calcium-~D-panto-
thenat 0,04, folinsyre 0,0002, nicotinsyre 0,04, p-amino-
benzoesyre 0,02, pyridoxin-hydrochlorid 0,04, riboflavin 0,02,
thiamin-hydrochlorid 0,04 og inositol 0,2 i 1 liter deionise-
ret vand, sporstoffer - borsyre 0,05, Cuso4.5H20 0,004,

KI 0,01, FeC13.6H20 6,02, MnSO4.4H20 0,04, Na2M004.2H20 0,02
og ZnSO4.7H20 0,04 i ) liter deioniseret vand. Fermenterings-
temperaturen er 30°Cc. pH-Vardien falder til en vardi pa ca.
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4,0-4,2, men kan om ¢nsket requleres til en mellemliggende
vardi under anvendelse af natriumhydroxid. Efter dyrkning

i ca. 18 timer né&s det maksimale udbytte af interferon
[bestemt ifglge Armstrong (32)] Den optiske tzthed, som ud-
g¢xr ca. 2,0 enheder, og sur phosphatase aktiviteten er nyt-
tige indikationer for fermenteringens fremskridt. Dyrknings-
vasken kan om ngdvendigt afkgles til 10°C inden indhgstnin-
gen af gzrcellerne.

Eksempel 33.

Isolering og rensning af HLyIFN-a-2

a) Fremstilling af polypeptidopl¢sningen til den monoklonale

antistofsgjle

Et samlet rumfang pa 600 liter dyrkningsvaske med en pH-vardi
pad 4,1 afkgles til til 10°C. Cellerne isoleres ved hjalp af
en slamfjernelsescentrifuge {Alfa-Laval BRPX-207). Den klare
supernatant indeholder ingen IFN-aktivitet. Resterende super-
natantvaske indeholdt: i cellerne fortrznges ved vaskning

med 20 lyseringspuffer A [100 mM KH,PO,, 500 mM NaCl, 0,1%
rumfang/rumfang Triton-X-100® og 0,1 mM PMSF indstillet med
KOH til pH 7,5]}. Indholdet af centrifugeskilen (7-liter) ud-
tgmmes under fuldstandig fjernelse, og élamfjernelsescentri—
fugen vaskes &n gang med 5 liter lyseringspuffer A. Den frem-
komne cellemasse fortyndes med puffer A til 60 liter og har
en pH-verdi pad 7,3. Suspensionen afkgles til 5-10°¢ og ledes
gennem en DYNO®-mplle (type KD5) med en tilfgrselshastighed
pd 100 l/time. Mgllen er forsynet med polyurethan-omrgrings-—
plader og 4200 ml glasperler med en diameter pi 0,5-0,75 mm
diameter, og den drives med en omrgringshastighed pa 1625
omdx./min. Suspensionen af de oplukkede celler (pH ca. 7,3)
centrifugeres som beskrevet ovenfor. Supernatanten (75 liter)
koncentreres til 3 liter ved ultrafiltrering. 300 ml af den-
ne polypeptidoplgsning ledes gennem en H1P100 hulfilterpatron
ved hjzlp af et Amicon DC-2 hulfibersystem. Til filteret sat-
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tes yderligere 2 liter puffersystem B [30 mM Tris.HC1,

500 mM NaCl, indstillet p& pH 8,5). De sammenblandede
filtrater og vaskevasker (2 liter) koncentreres til 100 ml
ved hjzlp af en H1P10 hulfilterpatron. Koncentratet adsor-
beres pa en s¢gjle af DEAE-Trisacryl® M DEAE (LKB Ltd.).
S¢jlen vaskes, hvorefter den elueres med puffer C (200 mM
NaCl, 25 mM Tris.HCl ved pH 8,5). Eluatet har en inter-
feronaktivitet pa 1,4 x 106 IE/ng polypeptid ved analyse
ifplge Armstrong (32). Eluatet opbevares ved —20°C inden
yderligere rensning pd den monocklonale antistofsgjle.

b) Rensning af humant LyIFN-a-2 pd en monoklonal antistofsgjle

Den monoklonale antistofsgjle NK2 (fra firma CELLTECH U.K.)
(lejerumfang 20 ml) &kvilibreres med 20 mM Na-phosphat,

154 mM NaCl, pH 7,4, og portioner af den ovenfor fremstillede
polypeptidopleésning sattes til s¢gjlen ved stuetemperatur med
en strgmningshastighed p& 50 ml/time. De fgrste fraktioner
indeholdende de ikke-adsorberede polypeptider og 100 ml PBS
vaskevaske kasseres. Andre uspecifikke bundne polypeptider
elueres med 110‘m1 PBS indeholdende yderligere 0,5 NaCl og
0,2% Triton X 100?®. Sgjlen vaskes med 200 ml 20 mM Na-phos-
phat, 0,3 M NaCl, pHE 7,4, hvorefter de specifikt adsorberede
polypeptider elueres med 50 ml puffer D (0,1 M citronsyre,
0,3 M NaCl, pH 2). Denne oplgsning indstilles pd pH 6,3 med

2 N natriumhydroxidoplgsning og koncentreres ved 4%c ved
hjelp af en nedsankelig CXTM molekylseparator (Millipore®).
Koncentratet s®ttes til en sgjle med Sephadex G-25® (fine)
(2,6 x 34 cm, lejerumfang 200 ml) zkvilibreret med 0,025 M
histidin.HCl ved pH 6,3. S¢gjlen elueres med den samme histi-
din.HCl-buffer ved 4°C og en strgmningshastighed pa 42 ml/time.
20 Fraktioner pa 10,5 ml udtages. Polypeptidholdige fraktioner
pavises ved hjzlp af deres optiske absorption ved 280 nm.
Fraktioner 7 og 8 indeholder polypeptidet med IFN-aktivitet,
som lokaliseret ved analyse ifglge Armstrong (32). De aktive
fraktioner indeholdende LyIFN-a-2 opbevares ved -20°C indtil
yderligere anvendelse. IFN-aktiviteten i fraktionerne er

1,8 x 108 IE/mg polypeptid (32).
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ved lyofilisering af de ovenfor fremstillede fraktioner
fra 1 ml oplgsninger fds 20-40 ug polypeptid.

SDS-polyacrylamidgelelektroforese (jf£. (53)) giver en mole-
kylvagt for det fremstillede LyIFN~a-2 pd ca. 18 kDalton.

Eksempel 34.

Interferonudskillelse fra transformerede garceller til dyrk-
ningsmediet

For at féstlegge virkningen af en N-terminal proteinsignal-~
sekvens pa proteinsekretion dyrkes garstamme Saccharomyces
cerevisiae GRFlS/pJDB207/IF(8i) (indeholdende en hybridsig-
nalsekvens, jf. eksempel 17) og garstamme Saccharomyces cere-~
visiae GRF18/pJDB207R/IF(a-3) (uden signalsekvens) som be-
skrevet i eksempel 28. Mangden af det producerede interferon
i dyrkningsmediet samt mengden af interferon i celleekstrak-
terne (fremstillet som beskrevet i eksempel 31) bestemmes,

og resultaterne er anf¢rt i tabel 7.

Tabel 7

Sammenligning af interferonudskillelse fra transformeret

Saccharomyces cerevisiae GRF18 stammer til dyrkningsmediet:

Interferonaktivitet (enh./l1 gar-
Saccharomyces cerevisiae cellekultur)

st © celleekstrakt dyrkningsmedium

RF18/pIDB207R/IF (a-3) 1,5 x 10° <3 x 10%

GRF18/pIDB207/IF (8)) 2 x 108 2 x 107
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Patentkrzrauv:

1. DNA restriktionsfragment, k ende t egnet
ved, at det hovedsagelig bestar af den undertrykkende Saccha-
romyces cerevisiae sur phosphatase (PHOS) promotor omfattende

sekvensen
G

ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTITGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTITGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAG C/-\AATTCGAGATTACCA
ATGTTTAAATCT GTTGTTI:AWCAAﬂ'ITAGCCGCﬁ CTTTGGCCAATGCAGGTACCATT

CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG

eller underfragmenter deraf, som beholder promotorfunktionen.

2. - DNA fragment ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
det har sekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCA
ATGTTTAAATCTGTTGTTTATTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATT
CCCTTAGGCAAACTAGCCGATG
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og underfragmenter deraf, som bibeholder promotorfunktionen.

3. DNA fragment ifplge krav 1, kendetegnet ved, at
det har sekvensen

G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTG GAAGTCATCTT

ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTT CTéATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTT CAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCG CTTT;FFCTTTGTCTG CACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAG TAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCT. AAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTG TTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTG GCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT

GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTITTGCT. AAGTCGAGGTTACTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGGG

4. DNA fragment ifplge krav 1, kendetegnet ved, at
det har sekvensen

‘G
ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATITGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTICTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTITCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTIT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAG AACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTAGG

5. Fremgangsmade til fremstilling af et DNA-fragment
ifelge krav 1-4, kende tegnet ved, at man
(A) fremstiller det sure phosphatase PHOS-gen ved komplemen-

tering af Saccharomyces cerevisiae-stammer, som mangler sur
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phosphatase PHOS, ved transformering med plasmid DNA fra et
Saccharomyces cerevisiae-bibliotek indeholdende vildtypeko-
pien af genet og isolerer genet,

(B) fremstiller subkloner af det dannede gen og

(C) identificerer beliggenheden af promotoromradet for oven-
nevnte underkloner og isolerer DNA fragmenter indeholdende
sur phosphatase PHOS5-promotoren ved restriktionsnedbrydning
og til fremstilling af underfragmenter afkorter de dannede
DNA restriktionsfragmenter ved nedbrydning med en restrik-
tionsendonuklease eller med en passende exonuklease.

6. Gzrhybridvektor, k ende t egnet wved, at den
indeholder en Saccharomyces cerevisiae sur phosphatase pro-
motorsekvens ifelge krav 1-4 og et ger- eller ikke-garpoly-
peptidkodningsomrade, som er kontrolleret af promotoren,
med den begransning, at det navnte garpolypeptidkodningsom-
rade ikke er PHOS5-genet.

7. Garhybridvektor ifelge krav 6, kende t egnet
ved, at gar- eller ikke-garpolypeptidkodningsomradet koder

for et humant interferon.

8. Gaerhybridvektor ifelge krav 7, k ende t egne t
ved, at gar- eller ikke-garpolypeptidkodningsomridet koder
for et humant lymfoblastoid-interferon. '

9. Gerhybridvektor ifelge krav 6-8, kendeteg -
net ved, at den indeholder yderligere DNA sekvenser afledt
af gruppen bestdende af et bakterieplasmid, bakteriofag N
ger 2 p plasmid og/eller gazr kromosomal DNA.

10. Gerhybridvektor ifelge krav 9, k endet egne t
ved, at den indeholder gzr kromosomal DNA omfattende et

autonomt kopieringssegment og et markergen.

11. Gerhybridvektor ifelge krav 6, k ende t egnet
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ved, at den omfatter transskriptionstermineringssignaler

for et gazrgen.

12. Garhybridvektor ifelge krav 11, ken det e g -
net ved, at den indeholder transskriptionstermineringssig-
naler for PHOS genet.

13. Garhybridvektor ifelge krav 6, k ende tegnet
ved, at der inden gar- eller ikke-gazrpolypeptidkodnngsomradet
findes en signalsekvens.

14. Gerhybridvektor ifelge krav 6, k ende tegnet
ved, at ger- eller ikke-garpolypeptidkodningsomradet er
forbundet med sur phosphatase PHOS promotoren mellem den
major sur phosphatase PHOS mRNA start og ATG for sur phospha-
tase PHOS kodningsomradet.

15. Gazrhybridvektor ifelge krav 14, k ende t e g -
n et ved, at de yderligere DNA sekvenser omfatter et kopie-
ringsudgangspunkt for Escherichia coli og en selektiv gene-

tisk marker for Escherichia coli.

16. Garhybridvektor ifelge krav 14, kende t egnet
ved, at de yderligere DNA sekvenser omfatter et gzr kopie-

ringsudgangspunkt og en selektiv genetisk marker for gar.

17. Garhybridvektor ifelge krav 15, kende t e g -
net ved, at den yderligere omfatter et gzr kopieringsud-

gangspunkt og en selektiv genetisk marker for gar.

18. Fremgangsmade til fremstilling af en garhybridvektor
ifelge krav 6-17, k ende tegnet ved, at man i en
vektor DNA indferer et DNA fragment, der hovedsagelig bestéar
af Saccharomyces cerevisiae sur phosphatase (PHOS5) promotor
ifelge krav 1-4 og et gar- eller ikke-garpolypeptidkodnings-
omrade, som er kontroleret af promotoren.
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19. Saccharomyces cerevisiae, k ende t e gnet ved,
at den er transformeret med en garhybridvektor ifelge krav
€-17.

20. Fremgangsmade til fremstilling af en transformeret
Saccharomyces cerevisiae ifelge krav 19, Kk ende t e g -
n et ved, at man transformerer Saccharomyces cerevisiae

med en gerhybridvektor ifelge krav 6-15.

21. Fremgangsmade til fremstilling af et gar- eller ikke-
gerpolypeptid, k ende t egnet ved, at man (1) dyrker
transformeret Saccharomyces cerevisiae ifelge krav 119 og (2)

isolerer og renser polypeptidet.

22. Fremgangsmade ifglge krav 21 til fremstilling af et
ger- eller ikke-gzrpolypeptid, k ende t egnet ved,
at den transformerede Saccharomyces cerevisiae dyrkes i et
dyrkningsmedium indeholdende assimilerbare carbonkilder og
nitrogenkilder og uorganiske salte.

23. Fremgangsmade ifplge krav 21 til fremstilling af et
ger- eller“ikke-gzrpolypeptid, k end e t e g n et ved
at dyrkningsmediet indeholder uorganisk phosphat i lav kon-

centration.

24. Fremgangsmade ifelge krav 21, kende tegnet
ved, at polypeptidet er et humant interferon.

25. Fremgangsmade ifelge krav 21, kende tegnet
ved, at det humane interferon er et humant lymphoblastoidt
interferon.

26. Fremgangsmade ifelge krav 21, ke n d evt egnet

ved, at det humane lymphoblastoide interferon er IFN-g-1.

27. Fremgangsmade ifelge krav 21, k ende t egnet
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ved, at det humane lymphoblastoide interferon er IFN-o-2.

28. Fremgangsmade ifelge krav 21, k ende t egnet
ved, at det humane lymphoblastoide interferon er IFN-¢-3.
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NUKLEOTIDSEKVENS "FOR BamHI-Sall RESTRIKTIONSFRAGMENTET

I PHOS5 INDEHOLDENDE PHOS5 PROMOTORCMRADET

~540
ATCCGARAGTTGTATTCARCAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT

-480
ATGTGCGCTGCTTTAATGTT TTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCARACGAA

-420
GGTAARAGGTT CATAGCOCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA

-360
CGTTTTCGCATAGAACGLAACTGCACAATGLCAAAAAAAGT AMAAGTGATTARAAGAGT T

~300
AATTGAATAGGCAATCTCTARATGAATCGATACAACCTYGGCACTCACACGTGGGACTAG

=240
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT

-180
CAAATTGGT CACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT

-120
GAATTGTCGAAATGARACGTATATAAGCGLTOATGTTTTGCTAAGT CGAGGTTAGTATGG

-60
CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCA

+1

ATG TTT AAA TCT GTT GTT TAT TCA ATT TTA 6CC GCT TCT TT6 6CC 4

MET PHE LYS SER VAL VAL TYR SER ILE LEW ALA AUA SER LEU ALA

AT GCA GGT ACC ATT CCC TTA GGC AAA CTA GCC GAT 6*82
ASN ALA GLY THR ILE PRO LEU GLY LYS LEU ALA ASP
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DANNELSESSKEMA FOR HYBRIDPLASMIDERNE p301FN2(81) 0G
P30IFN2’ (81)
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Fig.5
BINDING AF PHOS5 PROMOTOR DNA MED INDSAT cDNA I CG-PBR322/HLYCIFN-Si

a. DNA SEGMENT INDEHOLDENDE PHOS5 PROMOTOR OG NABOPROTEIN-

KODNINGSOMRADE
BamH]
! .
........ PHOS promotor——7—- —

ATG TTT AAA TCT GIT GTT

+43
TAT TCA ATT TTA GCC GCT TCT TTG GCC AAT GCA GGT ACC .....

4
Bal 1 {Hae II[)

. DNA SEGMENT INDEHOLDENDE INTERFERON PROMOTOR OG NABO-
PROTEINKODNINGSOMRADE I CG-pBR322/HLycIFN-8

13

1l
s f‘ioelll
........ . INTERFERON PROMO- ATG GCC TCG CCC TTT GCT
TER
+28
TTA CTG ATG GCC CTG GTG GTG CTC AGC TGC AAG TCA AGC ...

Haelll EcoR]

c. DNA SEGMENT I FUSIONSPRODUKTET AF a. OG b. I p30IFN1(8,)

OG N-TERMINAL SEKVENS I DET DANNEDE INTERFERON POLYPEPTID
BamH]

+1
PHOS PROMOTOR————— ATG TTT AAA TCT GIT GTT

Met Phe Lys Ser Val Val

--------------

Hae [l EcoRI

TAT TCA ATT TTA GCC GCT TCT TTG GCC CTG GT6 GG CTC
Tyr Ser lle Leuv Ala Ala Ser teu Ala Leu Vol Val Ley

--------

PHO5 SEKVENSER

wwaaamnaaaaan,  INTERFERON SEKVENSER
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DANNELSE AF PLASMID pJDB207/1FN2" (37)
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i
MET ALA LEU SER PHE SER LEU LEU MET ALA VAL LEU VAL LEU SER TYR LYS SER ILE CYS SER LEU GLY
ACATCCCA ATG GCC CTG TCC TTT TCT TTA CTG ATG 6CC GTG CTG GTG CTC AGC TAC AAA TCC ATC TGT TCT CTG 6GC

59

CYS ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY ASN ARG ARG |ALA|LEU ILE LEU LEU{ALA|GLN MET GLY ARG ILE SER
TGT GAT CTG CCT CAG ACC CAC AGC CTG GGT AAT AGG AGG |[GCC|TTG ATA CTC CTG |GCA|CAA ATG GGA AGA ATC CCCILL
PRO|PHE SER CYS LEU LYS ASP ARG HIS ASP PHE GLY PHE PRO|GLN|GLU GLU PHE ASP GLY |ASN]GLN PHE GLN LYS
CCTTTC TCC TGC CTG AAG GAC AGA CAT GAC TTT GGA TTT CCC [CAG]GAG GAG TTT GAT GGC {AACICAG TTC CAG AAG

29

ALA|GLN ALA [LE SER VAL LEU HIS GLU MET ILE GLN GLN THR PHE ASN LEU PHE SER THR|LYS fASP SER SER ALA

GCT|CAA GCC ATC TCT GTC CTC CAT GAG ATG ATC CAG CAG ACC TTC AAT CTC TTC AGC ACA {AAG [GAC TCA TCT GCT29L

THR|TRP GLU GLN SER LEU LEU GLU LYS PHE SER THR GLU LEU |ASN|GLN GLN LEU ASN ASPLEU GLU ALA CYS VAL
ACTITGG GAA CAG AGC CTC CTA GAA AAA TTT TCC ACT GAA CTT [AAC[CAG CAG CTG AAT GAC CT6GAA GCC TGL GTG35

9

ILE GLN GLU VAL GLY VAL GLU GLU THR PRO LEU MET ASN VAL ASP SER ILE LEU ALA VAL |LYS|LYS TYR PHE GLN
ATA CAG GAG GTT GGG GTG GAA GAG ACT CCC CTG ATG AAT GTG GAC TCC ATC CTG GCT GTG JAAG JAAA TAC TTC CAA

LLb

ARG ILE THR LEU TYR LEU THR GLU LYS LYS TYR SER PRO CYS ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET ARG

AGA ATC ACT CTT TAT CTG ACA GAG AAG AAA TAC AGC CCT TGT GCC TGG GAG GTT GTC AGA GCA GAA ATC ATG AGAsw

SER|PHE|SER|LEU|SER|LYS|ILE|PHE|GLN {GLU{ARG LEU ARG ARG LYS GLU
TCC|TTC|TCTTTA|TCA|AAA]ATT|TTT CAA QAA AGA TTA AGG AGG AAG GAA TGA AACCTGITTCAACATGGAAATGATQI@IAITEU

GACTAATACACCAGTCCACACTTQIATGAETTCI@CCATTTCAAAGACTCAITTCI?EIATAACCACC@CQIQAGTTGAATCAAAATTTTCAQATQTTT700
TCAGGAGTGTAAGGAAACATCATGTTTACCTGTGCAGGCACTAGTCCTTTACAGATGACEATGCTGAT@QETCT@QTIATCTATgTATT?eAATATTTA7gg

TTTATTTATTAGATTTARATTATTTTTGTCCATGTAATATTATGTGTACTTTTACATTGTGTTATATCAAAATATGTTATTTATATTTAGTCAATATAT
TATTTTCITTTTATTAATTTTTACTATTAMACTTCTTATATTATTTGTTTATTG
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NUKLEOTIDSEKVENS 1 DET INDSATTE C-DNA I REKOMBINANTPLASMID DNA CG-pBR322/HLYCIFN-B,

SER SER ASN PHE GLN CYS GLN LYS LEU LEU TRP GLN LEU ASN
AGC AGC AAT TTT CAG TGT CAG AAG CTC CTG TGG CAA TTG AAT138
GLY ARG LEU GLU TYR CYS LEU LYS ASP ARG MET ASN PHE ASP ILE PRO GLU GLU ILE LYS GLN LEU GLN GLN PHE
GGG AGG CTT GAA TAC TGC CTC AAG GAC AGG ATG AAC TTT GAC ATC CCT GAG GAG ATT AAG CAG CTG CAG CAG TTCZE
GLN LYS GLU ASP ALA ALA LEU THR ILE TYR GLU MET LEU GLN ASN ILE PHE ALA [LE PHE ARG GLN ASP SER SER
CAG AAG GAG GAC GCC GCA TTG ACC ATC TAT GAG ATG CTC CAG AAC ATC TTT GCT ATT TTC AGA CAA GAT TCA TCTZBB
SER THR GLY TRP ASN GLU THR ILE VAL GLU ASN LEU LEU ALA ASN VAL TYR HIS GLN ILE ASN HIS LEU LYS THR
AGC ACT GGC TGG AAT GAG ACT ATT GTT GAG AAC CTC CTG GCT AAT GTC TAT CAT CAG ATA AAC CAT CTG AAG ACA363
VAL LEU GLU GLU LYS LEU GLU LYS GLU ASP PHE THR ARG GLY LYS LEU MET SER SER LEU HIS LEU LYS ARG TYR
GTC CTG GAA GAA AAA CTG GAG AAA GAA GAT TTC ACC AGG GGA AAA CTC ATG AGC AGT CTG CAC CTG AAA AGA TATL38

TYR GLY ARG ILE LEU HIS TYR LEU LYS ALA LYS GLU TYR SER HIS CYS ALA TRP THR ILE VAL ARG VAL GLU ILE
TAT GGG AGG ATT CTG CAT TAC CTG AAG GCC AAG GAG TAC AGT CAC TGT GCC TGG ACC ATA GTC AGA GTG GAA ATC 513
LEU ARG ASN PHE TYR PHE ILE ASN ARG LEU THR GLY TYR LEU ARG ASN

CTA AGG AAC TTT TAC TTC ATT AAC AGA CTT ACA G6T TAC CTC CGA AAC TGAAGATCTCCTAGCCTGTGCCTCTGGGACTGGACSgﬁ

AATTGCTTCAAGCATTCTTCAACCAGCAGATGCTGTTTAAGTGACTGATGGCTAATGTACTGCATATGAAAGGACACTAGAAGATTTTGAAATTTTTAT695

TAAATTATGAGTTATTTTTATTTATTTAAATTTTATTTTGGAAAATAAATTATTTTTGGTGCAAAAGTC
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_khig. 1Z

NUKLEOTIDSEKVENS 1 DET INDSATTE I REKOMBINANT PLASMID DNA ce-pBR322/HLYCIFN-4¢

SER SER ALA

T

CA TCT GCTZM
ALA TRP ASP GLU THR LEU LEU ASP LYS PHE TYR THR GLU LEU TYR GLN GLN LEU ASN ASP LEU GLU ALA CYS VAL
GCT TGG GAT GAG ACC CTC CTA GAC AAA TTC TAC ACT GAA CTC TAC CAG CAG CTG AAT GAC CTG GAA GCC TGT GTG369

ILE GLN GLY VAL GLY VAL THR GLU THR PRO LEU MET LYS GLU ASP SER ILE LEU ALA VAL ARG LYS TYR PHE GLN
ATA CAG GGG GTG GGG GTG ACA GAG ACT CCC CTG ATG AAG GAG GAC TCC ATT CTG GCT GTG AGG AAA TAC TTC CAALLL

ARG ILE THR LEU TYR LEU LYS GLU LYS LYS TYR SER PRO CYS ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET ARG

AGA ATC ACT CTC TAT CTG AAA GAG AAG AAA TAC AGC CCT TGT GCC TGG GAG GTT GTC AGA GCA GAA ATC ATG AGA51g

SER PHE SER LEU SER THR ASN LEU GLN GLU SER LEU ARG SER LYS GLU
TCT TTT TCT TTG TCA ACA AAC TTG CAA GAA AGT TTA AGA AGT AAG GAA TGA AAACTGGTTCAACATGGAAATGATTTTCATTﬁm

GATTCGTATGCCAGCTCACCTTTTTATGATCTGCCATTTCAAAGACTCATGTTTCTGCTATGACCATGACACGATTTAAATCTTTTCAAATGTTTTTAG7m

GAGTATTAATCAACATTGTATTCAGCTCTTAAGGCACTAGTCCCTTACAGAGGACCATGCTGAETGATCCATTATCTATTTAAATATTTTTAAAATATT799

ATTTATTTAACTATTTATAAAACAACTTATTTTTGTTCATATTATGTCATGTGCACCTTTGCACAGTGGTTAATGTAATAAAATQTGTTCTTTGTATTTBgﬂ
GGﬂATATTTATTTTGTGTTGTTCATTGAACTTTTGCTATGGAACTTTTGTACTTGTTTATTCTTTAAAATGAAATTCCAAGCCTAATTGTGCAACCTGA997

TTACAGAATAACTGGTACACTTCATTTATCCATCAATATTATATTCAAGATATAAGTAAARATAAACTTTCTGTAAACCAGTTG
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_dhig. 13

NUKLEOTIDSEKVENS I DET INDSATTE C-DNA 1 REKOMBINANT PLASMID DNA G-PBR322/HLYCIFN-8"¢

CCCAAGGTTCAGAGTCACCCATCTCAGCAAGCCCAGAAGCATCTGCAAT
1

MET A}A SER PRO PHE ALA LEU LEU MET A}A LEU VAL VAL LEU SER CYS LYS SER SER CYS SER LEU GLY
ATCTAIG ATG GCC TCG CCC TTT GCT TTA CTG ATQHQEE CTG GTG GTG CTC AGC TGC AAG TCA AGC TGC TCT CTG 6GCgg

cYs
TGT

PRO
cCcT

ALA
GCT

ALA
GCT

MET
ATG

ARG
AGA

SER
TCC

Hae Il

ASP LEU
GAT CTC

SER SER
TCC TCC

PRO ALA
CCA GCC

TRP ASP
TGG GAT

GLN 6LU
CAG GAG

ILE THR
ATC ACT

LEU SER
C1C 7CT

PRG GLU THR HIS SER
CCT GAG ACC CAC AGC

CYS LEU MET ASP ARG
TGT CTG ATG GAC AGA

ILE SER VAL LEU HIS
ATC TCT GTC CTC CAT

GLU ASP LEU LEU ASP
GAG GAC CTC CTA GAC

GLU ARG VAL GLY GLU
GAG AGG GTG GGA GAA

LEU TYR LEU THR GLU
CTC TAT CTG ACA GAG

LEU SER THR ASN LEU

LEU
CT6

HIS
CAT

GLU
GAG

LYS
ARA

THR
ACT

LYS
AAG

GLN

Hae [l
ASP ASN ARG ARG THR
GAT AAC AGG AGG ACC

ASP PHE GLY PHE PRO
GAC TTT GGA TTT CCC

LEU ILE GLN GLN ILE
CTG ATC CAG CAG ATC

PHE CYS THR GLYU LEU
TTC TGC ACC GAA CTC

PRO LEU MET ASN|ALA
CCC CTG ATG AAT GQG

LYS TYR SER PRO CYS
AAA TAC AGC CCT TGT

GLU ARG LEU ARG ARG

LEY MET
TTG ATG

GLN GLU
CAG GAG

PHE ASN
TTC AAC

TYR GLN
TAC CAG

ASP SER
GAC TCC

ALA TRP
GCC TGG

LYS 6LU

LEU
C1C

GLU
GAG

LEU
c1c

GLN
CAG

ILE
ATC

GLU
GAG

LEU ALA GLN MET SER
CTG GCA CAA ATG AGC

PHE ASP GLY ASN GLN
TTT GAT GGC AAC CAG

PHE THR THR LYS ASP
TTT ACC ACA AAA GAT

LEU ASN ASP' LEU GLU
CTG AAT GAC TTG GAA

LEU ALA VAL LYS LYS
TTG GCT GTG AAG AAA

VAL VAL ARG ALA GLU
GTT GTC AGA GCA GAA

ARG ILE SER
AGA ATC TCTyy

PHE GLN LYS
TTC CAG ARG g

SER SER ALA
TCA TCT 6CTyg

ALA CYS VAL
6CC T6T 6763

TYR PHE ARG
TAC TTC CeAy Ly

ILE MET ARG
ATC ATG AGAgyq

TTA TCA ACA AAC TTG CAA GAA AGA TTA AGG AGG AAG GAA TAA QAQCTGGTCCAACATGAA&fAATTCTTATTGGUI

ACTCATATACCAGGTCACGCTTTCAT@E&I{ETGQCATTTCAAAGACTCTCACIICTGCTATAACTATGACCATGCTGATAAACTGATTTATCTATTTA700

EcoR |

AATATTTATTTAGCTATTCATAAGATTTAAATTATTTTTGTTCQTATAACAICATGTGCATCTTTACACTGTGGTTAGTGTAATAAAACATGTTCCTTA799

TATTTACTCAAATTCATTATITTA
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_bkhig. 14

NUKELOTIDSEKVENS I DET INDSATTE C-DNA I REKOMBINANT PLASMID DNA ce-pBR322/HLYCIFN-5¢

1
MET
ATCTACA ATG

CYS ASP LEU
TGT GAT CTG

PRO
ccr

PHE SER
TTC TCC

ALA
6CT

GLN ALA
CAA GCC

ALA
GCT

LEU ASP
TTG GAT

MET
ATG

GLN GLU
CAG GAA

t
ARG ILE THR

AGA ATC ACT

SER
TCC

PHE SER
TIC TCT

GACTAATACAGCAGQI?ACACTTEGACAAGTTGTGCTCTTTCAAAGACCCTTGTTTCTGCCAAAACCATGCTATGIITTGAATCAAATGTGTCAAGTGT7

ALA LEU THR
GCC TTG ACT

PRO GLN THR
CCT CAG ACT

CYS LEU LYS
T6C CTG AAG

ILE SER VAL
ATC TCT 6TC

GLU THR LEU
GAG ACC CTT

VAL GLY VAL
GTG GGG GTG

LEU TYR LEU
CTA TAT CTG

LEY SER ILE
TTA TCA ATC

PHE TYR
TT7 TAT

HIS SER
CAC AGC

ASP ARG
GAC AGA

LEU HIS
CTC CAT

LEU ASP
CTA GAT

ILE GLU
ATA GAG

THR GLU
ACA GAG

ASN LEU
AAC TTG6

LEU
TTA

LEU|VAL
CT6|676

LEU GLY ASN
CTG 6GT AAC

PHE
TTT

HIS ASP
CAT GAC

GLU MET ILE
GAG ATG ATC

GLU PHE TYR
GAA TTC TAC

SER PRO
TCT CCC

LEU
CT16

LYS LYS TYR
AAG AAA TAC

GLN LYS ARG
CAA AAA AGA

ALA LEU
GCC CTA

ARG ARG
AGG AGG

GLU PHE
GAA TTC

GLN GLN
CAG CAG

ILE GLU
ATC GAA

MET TYR
ATG TAC

SER SER
AGC TCT

LEU LYS
TTG AAG

VAL VAL LEU
GTG 676 CTC

ALA LEU ILE
GCC TTG ATA

PRO GLN GLU
CCC CAG GAG

THR PHE ASN
ACC TTC AAC

LEU ASP GLN
CTT GAC CAG

GLU ASP SER
GAG GAC TCC

CYS ALA TRP
TGT GCC TGG

SER LYS GLU
AGT AAG GAA

SER TYR LYS
AGC TAC AAG

LEU LEU ALA
CTC CT6 GCA

GLU PHE ASP
GAG TTT GAT

LEU PHE SER
CTC TTC AGC

GLN LEU ASN
CAG CTG AAT

ILE
ATC

LEU ALA
CT6 6CT

VAL VAL
GIT GTC

GLU
GAG

TGA

SER PHE
TCA TTC

GLN MET
CAA ATG

ASP LYS
GAT AAA

THR LYS
ACA AAG

ASP LEU
GAC CT6

VAL ARG
GTG AGG

ARG ALA
AGA GCA

SER SER LEU
AGC TCT CT6

ARG ARG ILE
CGA AGA ATC

GLN PHE GLN
CAG TTC CAG

ASP SER SER
GAC TCA TCT

GLY

GGC59

SER
TCTILL

LYS

AAsz

ALA
GCTZSL

GLU|SER}CYS
GA% LN

[ X1}

VAL

61169

LYS TYR PHE
AAA TAC TTC

GLU ILE MET
GAA ATC ATG

GLN
A
CA Uk

ARG

AGA 519

GACCTGGTACAACACGGAAATGATTCTIATAsm

TTTCAGGAGTGTTAAGCAACATCCTGTTCAGCTGTATGGGCACTAGTCCCTTACAGATGACCATGCTGATGGATCTATTCATCTATTTATTTAAATCTT799

TATTTAGTTAACIATCTATAGGGCTTAAATTAGTTTTGTTCATATTATATTATGTGAACTTTTACATTGTGAATTGTGTAACAAAAACATGTTCTTIATaga

ATTTATTATTTTGCCITGTTTATTAAATTTTTACTATQ?

t

00
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DK 174905 B1
D -pBR -Q- OMBINANT DNA

APPR: B-LACTAMASE KOPIERINGSKONTROLOMRADE

Pstl
Fig- 15
Hoell * C6-pBR322/HLyc IFN-1'b
Pstl
Pstl st
p
ApPr - teokl Pstl  Haelll 1 Psti
r\
Pscl )
_Pstl Hoell 1""""
%“”‘ hlJ/G(I:i\Llllllllll‘
Exonukle
/EcoRI " ! 2 @ 10~ @ ®
Haelll Snu3A Haelll ler o
num _
acu ® lSuu3A ®
lSuu3Albmder Sou3A " Haelll Haelll Psti
Liasel, (WETRILHTEATACH -+ ———
mummsrsrm /@
AoPr _—EcoRl BC“
A {Sau3Al iLigase
Sau3A ¥ Haelll Pstl
/ \ ® Psti
1 Beli _
L o
EcoRi
Amsr .
'”mIACACACIAG 4’1 Ligase

EcoRl ApPr ~ Pstl

/Ecohl ATGTGTIGAICTS
TACACACTAGIAC

r .
) Tet . ’l
Pstl

ApPr _AcoRl

PBR322 nedbrudt

med PstI og EcoRI ot

Pstl
C6-pBR [APY/Ly IFN- -1



_hig: 15

CYS ASP
TGT GAT

PRO PHE
CCT TTC

ALA GLN
GCT CAA

THR TRP
ACT T6G

ILE GLN
ATA CAG

ARG ILE
AGA ATC

SER PHE
TCC TTC

GACTAATACACCAGTCCACACTTCTATGACTTCTGCCATTTCAAAGACTCATTTCTCCTATAACCACCGCATGAGTTGAATCAAAATTTTCAGATCTTT

TCAGGAGTGTAAGGAAACATCATGTTTACCTGTGCAGGCACTAGTCCTTTACAGATGACCATGCTGATAGATCTAATTATCTATCTATTGAAATATTTA

LEU
CT6

SER
TCC

ALA
GCC

GLU
GAA

GLU
GAG

THR
ACT

SER
TCT

PRC GLN
CCT CAG

CYS LEU
T6C CT6

ILE SER
ATC TCT

GLN SER
CAG AGC

VAL GLY
GTT GGG

LEU TYR
CTT TAT

LEU SER
TTA TCA

THR HIS
ACC CAC

LYS ASP
AAG GAC

VAL LEU
GTC CTC

LEU LEU
CTC CTA

VAL GLU
GTG GAA

LEU THR
CTG ACA

LYS ILE
AAA ATT

CG-pBR(AP)/LyIFN-g-1

PROMOTOR (3-LACTAMASE MET

<« +GAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTAATG

SER LEU GLY ASN ARG ARG ALA LEU ILE LEU LEU ALA GLN MET GLY ARG ILE SER

AGC

ARG
AGA

HIS
CAT

GLU
GAA

GLU
GAG

GLY
GAG

PHE
TTT

€16 GOT

HIS ASP
CAT GAC

GLU MET
GAG ATG

LYS PHE
AAA TTT

THR PRO
ACT ccC

LYS LYS
AAG AAA

GLN GLU
CAA GAA

AAT AGG AGG GCC TTG ATA CTC CTG GCA CAA ATG GGA AGA ATC CCC1L‘

PHE GLY PHE PRO GLN GLU GLU PHE ASP GLY ASN GLN PHE GLN LYS
TTT GGA TTT CCC CAG GAG GAG TTT GAT GGC AAC CAG TTC CAG AAG21g
ILE GLN GLN THR PHE ASN LEU PHE SER THR LYS ASP SER SER ALA

ATC CAG CAG ACC TTC AAT CTC TTC AGC ACA AAG GAC TCA TCT GCT29L

SER THR GLU LEYU ASN GLN GLN LEU ASN ASP LEU GLU ALA CYS VAL
TCC ACT GAA CTT AAC CAG CAG CTG AAT GAC CTG GAA GCC TGC GTG359

LEU MET ASN VAL ASP SER ILE LEU ALA VAL LYS LYS TYR PHE GLN
CTG ATG AAT GTG GAC TCC ATC CTG GCT GTG AAG AAA TAC TTC CAALM
TYR SER PRO CYS ALA TRP GLU VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET ARG
TAC AGC CCT TGT GCC TGG GAG GTT GTC AGA GCA GAA ATC ATG AGA519
ARG LEU ARG ARG LYS 6LU

AGA TTA AGG AGG AAG GAA TGA AACCTGTTTCAACATGGAAATGATCTGTATTSm

700

799

TTTATTTATTAGATTTAAATTATTTTTGTCCATGTAATATTATGTGTACTTTTACATTGTGTTATATCAAAATATGTTATTTATATTTAGTCAATATATaga

TATTTTCTTTTTATTAATTTTTACTATTAAAACTTCTTATATTATTTGTTTATTG. .,
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DK 174905 B1

_hhig 17 DRNELSE AF REKOHBINANT DNA PLASHID CG-7BRAP)/

-
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_kig-148

CYS ASP LEU PRO
TGT GAT CTC CCT

PRO SER SER CYS
CCT TCC TCC TGT

ALA PRO ALA ILE
GCT CCA GCC ATC

ALA TRP ASP GLU
GCT TGG GAT GAG

MET GLN GLU GLU
ATG CAG GAG GAG

ARG ILE THR LEU
AGA ATC ACT CTC

SER LEU SER LEU
TCC CTC TCT TTA

GLU THR HIS
GAG ACC CAC

LEU MET ASP
CTG ATG GAC

SER VAL LEU
TCT GTC CTC

ASP LEU LEU
GAC CTC CTA

ARG VAL GLY
AGG GTG GGA

TYR LEU THR
TAT CTG ACA

SER THR ASN
TCA ACA AAC

SER LEU
AGC CT6

ARG HIS
AGA CAT

HIS GLY
CAT GAG

ASP LYS
GAC AAA

GLU THR
GAA ACT

GLU LYS
GAG AAG

LEU GLN
T76 CAA

ASP
GAT

ASP
GAC

LEU
CT16

PHE
TTC

PRO
€cc

LYS
AAA

6L
GAA

CG-pBR(AP)/LyIFN-a~3

PROMOTOR B-LACTAMASE

MET

... GAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTAATG

ASN ARG ARG THR
AAC AGG AGG ACC

PHE GLY PHE PRO
TIT GGA TTT CCC

ILE GLN GLN ILE
ATC CAG CAG ATC

CYS THR GLU LEU
TGC ACC GAA CTC

LEU MET ASN ALA
CTG ATG AAT GCG

TYR SER PRO CYS
TAC AGC CCT 76T

ARG LEU ARG ARG
AGA TTA AGG AGG

LEU MET LEU LEU ALA GLN MET SER ARG ILE SER

TT6 ATG CTC

GLN GLU GLU
CAG GAG GAG

PHE ASN LEU
TTC AAC CTC

TYR GLN GLN
TAC CAG CAG

ASP SER ILE
GAC TCC ATC

ALA TRP GLU
GCC TGG GAG

LYS GLU

CTG GCA CAA ATG AGC AGA ATC

PHE ASP GLY ASN GLN PHE GLN
TTT GAT GGC AAC CAG TTC CAG

PHE THR THR LYS ASP SER SER
TTT ACC ACA AAA GAT TCA TCT

LEU ASN ASP LEU GLU ALA CYS
CTG AAT GAC TTG GAA GCC TGT

LEU ALA VAL LYS LYS TYR PHE
TTG 6CT GTG AAG AAA TAC TTC

VAL VAL ARG ALA GLU ILE MET
GTT GTC AGA GCA GAA ATC ATG

T,
LYs
ARG g
ALA
60T,
VAL
616 1
ARG
cea,,,
ARG

AGA
519

AAG GAA TAA CACCTGGTCCAACATGAAACAATTCTTATTGﬁm

ACTCATATACCAGGTCACGCTTTCATGAATTCTGCCATTTCAAAGACTCTCACTTCTGCTATAACTATGACCATGCTGATAAACTGATTTATCTATTTA700

AATATTTATTTAGCTATTCATAAGATTTAAATTATTTTTGTTCATATAACATCATGTGCATCTTTACACTGTGGTTAGTGTAATAAAACATGTTCCTTA

TATTTACTCAAATTCATTATTTT. .,

799
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Fig.- 149

CYs
T6T

PRO
ccT

ALA
GCT

ALA
GCT

MET
ATG

ARG
AGA

SER

ASP
GAT

PHE
TTC

GLN
CAA

LEU
T76

GLN
CAG

ILE
ATC

PHE

LEU PRO
16 cCT

SER CYS
TCC T6C

ALA ILE
GCC ATC

ASP GLU
GAT GAG

GLU VAL
GAA GTG

THR LEU
ACT CTA

SER LEUY

GLN
CAG

LEU
€76

SER
TCT

THR
ACC

GLY
GGG

TYR
TAT

SER

THR HIS
ACT CAC

LYS ASP
AAG GAC

VAL LEU
GTC CTC

LEU LEU
CTT CTA

VAL ILE
GTG ATA

LEU THR
CTG ACA

ILE ASN

TCC TTC TCT TTA TCA ATC AAC

GACTAATACAGCAGCTCACACTTCGACAAGTTGTGCTCTTTCAAAGACCCTTGTTTCTGCCAAAACCATGCTATGTTTTGAATCAAATGTGTCAAGTGT7

SER LEU
AGC CT6

ARG HIS
AGA CAT

HIS 6LU
CAT GAG

ASP GLU
GAT GAA

GLU SER
GAG TCT

GLU LYS
GAG AAG

LEU GLN

GLY
GGT

ASP
GAC

MET
ATG

PHE
TTC

PRO
ccc

LYS
AAA

LYS

CG-pBR(AP)/LyIFN-a-2

PROMOTOR (3-LACTAMASE MET

«« GAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTAATG

ASN ARG
AAC AGG

PHE GLU
TTT GAA

ILE GLN
ATC CAG

TYR ILE
TAC ATC

LEU MET
CTG ATG

TYR SER
TAC AGC

ARG LEV

TTG CAA AAA AGA TTG

ARG ALA
AGG 6CC

PHE PRO
TTC cCC

GLN THR
CAG ACC

GLU LEU
GAA CTT

TYR GLU
TAC GAG

SER CYS
TCT TG6T

LYS SER

LEU
176

GLN
CAG

PHE
T1C

ASP
GAC

ASP
GAC

ALA
GCC

LYS

ILE
ATA

GLU
GAG

ASN
AAC

GLN
CAG

SER
TCC

TRP
TGG

GLU

LEU
C1c

GLY
GAG

LEU
cTc

GLN
CAG

ILE
ATC

GLU
GAG

LEY ALA
CTG 6CA

PHE ASP
TTT GAT

PHE SER
TTC AGC

LEU ASN
CTG AAT

LEY ALA
CT6 6CT

VAL VAL

GIT GTC AGA €CA GAA ATC ATG AGA 51

GLN MET ARG ARG ILE SER
CAA ATG CGA AGA ATC TCTIL

ASP LYS GLN PHE GLN LYS
GAT AAA CAG TTC CAG AAG

A

g

THR LYS ASP SER SER ALA
ACA AAG GAC TCA TCT GCT

29

ASP LEU GLU SER CYS VAL
GAC CTG GAG TCC TGT GT6G

369

VAL ARG LYS TYR PHE GLN
GTG AGG AAA TAC TTC CAALL

ARG ALA GLU ILE MET ARG

b

9

AAG AGT AAG GAA TGA GACCTGGTACAACACGGAAATGATTCTTATABm

00

TTTCAGGAGTGTTAAGCAACATCCTGTTCAGCTGTATGGGCACTAGTCCCTTACAGATGACCATGCTGATGGATCTATTCATCTATTTATTTAAATCTT799

TATTTAGTTAACTATCTATAGGGCTTAAATTAGTTTTGTTCATATTATATTATGTGAACTTTTACATTOTGAATTGTGTAACAAAAACATGTTCTTTAT

ATTTATTATTTTGCCTTGTTTATTAAATTTTTACTATAG. ..

898
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DK 174905 B1

o T

NUKLECTIDSEKVENS FOR Sau3A-Pst] PHOS5 TRANSSKRIPTIONS-
TERMINERINGSFRAGMENTET

GATCCTGGTACGTTCCTCAAGGTGCTCGTGTCTACACCGAAAAATTCCAATGTTCTAACG
ACACCTACGTCAGATACGTCATTAACGATGCTGTTGTTCCAATTGAAACCTGTTCCACTG
GTCCAGGGTTCTCTTGTGAAATCAATGACTTCTACGACTATGCTGAAAAGAGAGTAGCCG
GTACTGACfTCCTAAAGGTCTGTAACGTCAGCAGCGTCAGTAACTCTACTGAATTGACCT
TCTACTGGGACTGGAACACTACTCATTACAACGCCAGTCTATTGAGACAATAGTTTTGTA
TAACTAAATAATATTGGAAACTAAATACGAATACCCAAATTTTTTATCTARATTTTGCCG

AAAGATTARAATCTGCA



DK 174905 B1

MBI 22 INFRING AF TAV5,- 06 T-1'o-KODNINGSSEKVENSER 1 PLASHID 31

Pstl Rsol Pt
IFNS,
IFN-1'b
Hpal
Psti Pst!
C6-pBR322/HLycIFN-5, CG-pBR3I22/HLycIFN-Vb
lPstl nedbrydning Pst | nedbrydning
Pst| Hpa Pstl Psti Rsol Pstl
alul nedbrydning leul nedbrydning
Pstl” Hoelll  Hpal Pst! Hoell  Rsal

1partiel Healll nedbrydning
Hoe lli

Hpal
1 e 804 bp

2. exmmmammm 780 bp
3 emmsms 699 bp

binding tase
Hind Il

Pstl

amp BamHi
EcoR!
Hpal

p- =]

Sal | Ball/Hge lihy.4
BamH |
p31/IF1(5,) (5.2kb]
p31/IF2{5¢} (5.2kb)
p3V/IF3154) (5.1kb)

lpartiel HaeIIl nedbrydning
Haelll

Rsal
| cmnnm 840 bp

2 smm 16 bp
3 cummmm 735 bp

BalI/Hge lllz

BomHKl
p31/IF211'b)
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Fbig. 23

* DANNELSE AF KOPIERINGSPLASMID P31/1F(87)

R Hind il " EcoRl

amp

oy Sall
promotor
1. Sal[+EcoR| nedbrydninger 1. Sall+EcoRl nedbrydninger
2.isolering af 3,5kb 1. isolering af 1,46kb
fragment fragment
JILEERLNERERIN | L
Sall  Hindlll”” Pstl BamHT™ EcoRl Sall BamHl  EcoRl
binding
A Hind lll
amp Pstl
< PHOS tert. fragment .

Y BamH!

Sall BamHl
pI1/1F(8)



DK 174905 B1

_Tig:2+ | 05-HBY

EcoR|

Psti
Aval /Xho!
HBvs g PHBY 130
Pstl
Bamhl™ 0| pBR322/PHOS/Bam-Sal
1. Aval nedbrydning 1. Aval+Sat | nedbrydaninger
2. isolering af 1336bp 2 isclering af 3,9%b
fragment fragment

:L ) LEooRI Aval

Aval/Xhol  BamH| “Aval Sal |7 Xpnl BamHl
binding
EcoRl
Bami|
amp Kpnl

Sall-Xho| samling
pBR322/ PHOS / HBVs

Aval BamH!

2. Bal3) nedbrydning

1. Kpnl nedbrydning
3. binding

EcoRl

pBR 322/ PHOS/ HBVs AlL
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_bhig. 25

Sekvensarrangement efter PHO5 promotor- og HBVs protein-
kodningsomrddefusion (plasmid pBR322/PHO5/HBVs)

.. . TAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCARATTCGAGATTACCAATGTTTAAATCTGTTGTTTA

BamHl —* PHOS mRNA (%:‘ —= PHOS
A
Kpnl

{
TTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCAATGCAGGTACCATTCCCTTAGGCAAACTAGCCGAIbTCGAGI
Hhal
-=HBVs
GATTGGGG%CCTGCGCTGAACATGGAGAAC .......

| | fusionssted (hybridrestriktionssted SalIl/XhoI)

——— PHO5 start PHOS5 proteinkodningsomrade

—— HBVs start HBVs proteinkodningsomréade

,——-» hoved mRNA initeringssted i PHOS

r ‘_; udslettelsesendepunkter i pBR322/PHO5/HBVsAl4
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DANNELSE AF PLASHMIDER pJDB 207/PH0S5/HBVsal4 0G pJDB 207/PHOS/HBVsAl4t

_khig:2h
EcoRI
amp Hind Il
BamH| ‘
g2y SOV \BomHl neabryaning Hind i

1. BamH| nedbrydning
7 isolering af

1.8kb fragment
pJ0B207/ PHOS/HBVs ATh

Aval Hind |

1. BamHl neabrydning geoR|
? isolering af

EcoRl
1. BamBl nedbrydning

2 isolering af QMf
6.9kb £ ent
ragn Sall BamHl

BamHt pJDB207/PHOS/HBVs ALt

Hind Il

EcoR|

amp

Sall  BamH!
plDB207/IF (3’1)
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DANNELSE AF PLASMIDER pJDB207/IF2(1'b)A OG pJDB207/IF2(5,)472

Smal
EcoR|

Pvull
Bamb! BulI/HuelII2 BamH| Bail/Haelll,

plUBZUHIFZ(S ) pJ[]BZU?/IFZH'b)

1.Sma ] nedbrydning
2 Bat31 nedbrydning

EcoRl ’ i EcoR Hind Il
|
EcoR| EcoRl Bul31
" aum
! Ecogll PvuII
o
BamHl o\ e I, BomHl BalI/Haelll

1. Klenow DNA polymerase + ANTP-
2. + kinaset Xhol binder
3. binding

EcoRl , EcoRl
Hind Il

Hind HI
Xhol

EcoRI Yhol EcoRl

Xhol

EcoRl
EcoRl

BamAl ggl 1/ Hae Il BamH|

Xhol
Pwull
BnU/HueHb

1. Xho! nedbrydning
2 binding

BamHI
pJ08207,’IF2(511A72 pl0B207/1F2(1'blA



Fig. 28

Nukleotidsekvens i kloner pJDBZO?/IFZ(Sl)A72 og pJDB207/IF2(51)A82 omkring den nye samling
(Xho binder) mellem det 3'-ikketranslaterede omrdde i IFN-Sl og PHOS5 transskriptionstermine-
ringsomrddet

a) pJDB207/IF2(51)A 72:

TLEASNLEUGLNLYSARGLEULYSSERLYSGLU

..... ATCAACTTGCAAAAAAGATTGAAGAGTAAGGAATGAGACCTGGTACAACACGGAAATGATTCTTATAGACTACCTCGAGEGTCAGCAGCG TCAGTAACTCTACTGAATTGACCTTCTACTGG
IFN-‘S, sekvens ’15’30 q T -
inder

GACTGGAACACTACTCATTACAACGCCAGTCTATTGAGACAATAGTTTTGTATAACTAAATAATATTGGAAACTAAATACGAATACCCAAATTTTTTATCTAAATTTTGCCGAAAGATTAAAATCTGCA ...

fragment

b) pJDB207/1F2(5,)A82:

ILEASNLEUGLNLYSARGLEULYSSERLYSGLU
...... ATCAACTTGCAAAAAAGAT TGAAGAGTAAGGAATGAGACCTGGTAQCCTCGAGHGAACACTACTCATTACAACGCCAGTCTATTGAGACAATAGTTTT GTATAACTAAATAATATTGGA

IfN-5, sekvens —————* Xho - PHOS .transskriptionsterminerings-
binder fragment

AACTAAATACGAATACCCAAATTTTTTATCTAAF\TTTTGCCGAAAGATTAAAATCTGCAf -
MRNA " pstl

PHO5 transskriptionsterminerings-~ mANA PStI

19 s06v.LL MA
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DANNELSE AF HYBRIDPLIASMID CG-pBR322/HLycIFN (a-3)-252 INDEHOLDENDE
ET FLYTBART HUMANT LYMPHOBLASTOID INDSAT IFN-a-3 CDNA

Pstl EcoRl
EcoR! _khig:2q Hind Il

ompPR
Pst|

R
tet IFN-8/

pBR322 Pstl

6
C
Psti

'

Pstl

C6-pBR 322/HLyc IFN-8/

1. EcoR | nedbrydning
2.51 nedbrydning Pst | nedbrydning

X
6\ etk Pst | @ Pst

Sau3A
' Sou 3A
1. 7
[""P)~AATTCTATGTGT )
_ TTAAGATACACACTAG-(""P)
2.Bcll+Pst| nedbrydninger
=GATCTG. ...
Pstl AC....
Sau3A
tcoR |
tetR ‘ binding
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STRUKTUREN AF HYBRIDPLASMIDERNE CG—PBR322/HLYCIFN(a-2)-261
0G_CG-pBR322/HLycIFN(a-1)-258

Fig.30

EcoRl ingin
Pvll L/ BamH |
Sall
IFN-a-1
Pstl Pyull

CG-pBR322/HLyc IFN {a-2)-26) C6-pBR322/HLycIFN (o -1]-258
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EIE- 31 UDSLETTELSE AF PHOS5 SIGNALSEKVENSEN I KOPIERINGS-
PLASMID p31

EcoR! EcoR!

BamH|
BamH|
umpR \Bal31
Ball| ——————
1.Bal | nedbrydning
2.Bal 31 nedbl}’drgarﬁ
BamH|i ‘6;{31

Bal!

1 binding med EcoRI binder
PGGARTTCC

OH
2. EcoRl nedbrydning

EcoR!
umpR
Hind Il Sal |
BamH!  EcoRl

binding |

1 Sal l+EcoR| nedorydninger
2. isolering af 3.5kb fragment

R

binding 1 Sall+EcoR] nedbryd-

* . isolering ninger Sal | Bam|
af 0,8kb fragment

Hind (It

Pstl

amp



_khig: 32

SAMLING AF Bal3l UDSLETTELSER I PHOS5 OMRADET MED EcoRI BINDERE VED PILENE

-141 -42
GGGATAAGGGTAAACATCTTTGAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGGCTTCATCTCTCATGAGAAT
h ! K m F 0 M
-y1 = PHOS mRNA — PH0Y + 59

AAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGAGATTACCAATGT TTAAATCTGTTGTTTATTCAATTTTAGCCGCTTCTTTGGCCARTGCAGGTACCAT

1 S P i Ball

{ kSH C 8L v P R ¥ d e6 E

pHo5  Startsted for PHOS proteinkodningsomréde
PHO

slutpunkt for Bal3l udslettelse (fra Bal I restriktionssted) og stilling

——
|-——_5 mRNA  hoved PHOS mRNA initieringssted

for EcoRI binderaddition

19 G06v.LL Md
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Fhig. 33

Nukleotidsekvens i BamHI-EcoRIrestriktionsfragment indeholdende
PHO5/R promotoromriddet

ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCGTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGCA
CGTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAARAGTGATTAAAAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAAATTAT
CARATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATGTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCGGG
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_bhig: 34

Nukleotidsekvens i BamHI-EcoRIrestriktionsfragmentet indeholdende
PHOS5/Y promotoromradet

ATCCGAAAGTTGTATTCAACAAGAATGCGCAAATATGTCAACGTATTTGGAAGTCATCTT
ATGTGCGCTGCTTTAATGTTTTCTCATGTAAGCGGACGTCOTCTATAAACTTCAAACGAA
GGTAAAAGGTTCATAGCGCTTTTTCTTTGTCTGCACAAAGAAATATATATTAAATTAGFA
COTTTTCGCATAGAACGCAACTGCACAATGCCAAAAAAAGTAAAAGTGATTAARAGAGTT
AATTGAATAGGCAATCTCTAAATGAATCGATACAACCTTGGCACTCACACGTGGGACTAG
CACAGACTAAATTTATGATTCTGGTCCCTGTTTTCGAAGAGATCGCACATGCCAARATTAT
CAAATTGGTCACCTTACTTGGCAAGGCATATACCCATTTGOGGATAAGGGTAAACATCTTT
GAATTGTCGAAATGAAACGTATATAAGCGCTGATQTTTTGCTAAGTCGAGGTTAGTATGG

CTTCATCTCTCATGAGAATAAGAACAACAACAAATAGAGCAAGCAAATTCOAGATTAGG
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INDSETTELSE AF LYMPHOPLASTOID IFN-a-3 DNA I PLASMID p31/R

Fbig. 35

EcoRl ]
Bgt !l tet Hindll
BamHl
- amp
IFN-c-3 Sall
EcoR| Sall
pst| CO-PBR3ZZ/HLycIFN{ec- 3252
1. EcoRl nedbrydning
? jsolering af 0,6kb fragment 1 EcoR| nedoryaning
7 dephosphorylering
l IFN-o-3 l
EcoRl

Hindlll Pst|

BamH| BstE il
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bhig. 36

INDSETTELSE AF LYMPHOBASTOID IFN-a-2 DNA I PLASMID p3l/R

EcoRi

R :
EcoR! tet Hind Il)
Xbal BamH| ;
Ecoh! Sall Bamil
[FN-51 EcoRl
Xbal
Pst | Sal |
a
CG-pBR322/HLyc IF N2 - 261 Bamt) Bl !/ Hoe il
pJ08 207/1F2 { 51 )
1 Xba!l nedbrydning 1.Hind li « Xbg | nedbrydninger
2. partiel EcoRI nedbrydning 2. isolering af 0,%b frag-
3. isolering af 252bp fragmet ment
Y '
EcoRl  Xbal Xba! Eco! B“"‘”’ Hing I

Hind lil
Hind Il
amp Pst

1. Hind i + EcoRl bJ.ndmg

nedbrydninger
BamHl 2. isolering af
Sal | J Sal |
BamHl  EcoRl 3.9kb fragment BamHl  EcoRl
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_khig: 37

INDSETTELSE AF LYMPHOBASTOID IFN-o-1 DNA I PIASMID p3l/R

Pwull EcoRl ,
teiR
BamHI
IFN-1b Sall
Pst! Pvull
CG-pBR 322/ HLycIFNiae-1)-258 | BamH| Bal/Haelll,
pJDB207/1F2 (1'b}
1. Pvu ll + EcoRl nedbrydninger 1. Pvuil+ Hind Il nedbrydninger
1.isolering af 286bp fragment 2. isolering af 0,9%b frag-
ment
v
‘ LILHET
EcoRl  Pvull Pvull \ Hind Il
EcoRI BamH|

VA

1. Hind Ill + EcoR! bJ.nd:mg
nedbrydninger Sall

2 isolering af 3.9kb
fragment
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_khig:34

DANNELSE AF KOPIERINGSPLASMID pJDB207R/IF (a-3)

Hind lil

EcoR!
Hing i

BamH|

Sal | BamHl  EcoRl
1. Hindll+ Sal | nedbrydninger 1. Hindill « Sal| nedbrydninger
2.isolering af 6,2kb fragment 2. isolering af 1.86kb
fragment

‘1///////A—-f—-¥// ‘ ‘ ummf? IO
Hindlli EcoRl EcoRl Sall Sall BamHi EcoRl \ Pstl Hindlll

EcoR| Bamii|

binding

pJOB 207R /IF {w-3)

Sall” gamHi EcoRl



DK 174905 B1

TILLEG

SYMBOLER ANVENDT I FIG. 10-14 HAR F@LGENDE BETYDNINGER:

aminosyreombytning

e OF o nukleotidombytning

_____ sekvens ikke til stede i kendt teknik
\j polyadenYleringssteder i kendt teknik
‘ fjernelse af et nukleotid
f indfgring af et nukleotid

I de pagaldende figurer refererer de angivne symboler
til den narmestliggende kendte teknik som anfgrt i
eksempel 10.

I de ¢vrige figurer har de anvendte symboler fglgende betyd=-

ninger:
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axzres HBYs gen
——— pBR322 sekvenser
oy 9&r..kromosomal DNA afledt fra PHO3, PHOS omrade
772700277004 gax: 2y plasmid DNA

ger kromosomal DNA afledt fra LEU 2 omréade
:X: fjernelse af et restriktionssted

esmmmmmm Numant lymphoblastoidt interferongen

I ger kromosomal DNA afledt fra TRP I omrdde

___t fjernelse i pBR 322

__L_ restriktionssted

_.___=..."— transskriptionsretning

::[} binder DNA strak

qmpR ampicillinresistent gen

tet R tetracyclinresistent gen
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