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Hybride menselijke leukocyt-interferons.

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op .de microbiélé be-
reiding, via recombinant DNA-technologie, van hybride leukocyt-in-
terferons voor toepassing bij de behandellng van virale en neoplas-
tische ziekten en op de middelexr en eindprodukten van een dergelijke

5 bereiding.
Achtergrond van de uitvinding.

Relatief homogene leukocyt-interferons zijn afgeleid van leu-
kocyfen van normale of leukemische donors. Deze interferons zijn een

groep van proteinen, die gekenmerkt worden door. een krachtig vermo-

10 gen een tegen virus bestand zijnde toestand nhimdoelcellen te ver-
lenen. Bovendien kan interferon fungeren om celproliferatie te rem—r
men en immuun reactie te regelen. Deze eigenschappen hebben het kli-
nische gebruik van interferon als een therapeutisch middel voor de ‘
behandeling van virusinfekties en kwaadaardige ziekten ingegeven.

15 Meer recent is de recombinant DNA-technologie toegepast om de
microbi&le produktie van een aantal verschillende leukocyt-interfe-
rons, waarvan de aﬁinozuurvolgorden de ordegrootte van 70% homologie
laten zien, de één betrekking hebbend op de ander, alle zoals be-
schreven door David V. Goeddel c.s. [Nature 290, (1981), 20-26] te

90 veroorzaken. Genen, die de aminozuurvolgorden coderen van verschil-
lende leukocyt-interferons onder andere aangeduid als respectievelijk
LeIF A, B, C, D, F, G en H, worden verkregen uit de celreeks XG-1
beschreven door Koeffler, H.P. en Golde, D.W. [Science 200, (1978),
1153—1154] volgens David V. Goeddel en Sidney Pestka. De celreeks

25 KG-1 is gedeponeerd bij de "American type culture collectiod!, ATCC
toelatingsnummer CRL 8031. Dergelijke genen, op geschikte wijze ont-
plooid in plasmideachtige dragers voor bacteridle expressie, kunnen
worden toegepast om gastheerbacterién te transformeren, bij voorkeur
E. coli K~12 stam 294, American type culture collection toelatihgs-

30 nummer 31446, gedeponeerd 28 oktober 1978.

Het werkpaard van de recombinant DNA-technologie is het plasmi-
de, een non-chromosomale lus van dubbelstrengig DNA aangetroffen in
bacteridn en andere microben, vaak in veelvoudige kopieén per cel. Op-
genomen in de in het plasmide'DNA gecodeerde informatie is die ver-

35 eist om het plasmide in dochtercellen (dat wil zeggen een "replicon")
en gewoonlijk, één of meer selectle-elgens%ha%gpro %%%%én}n het ge-
val van bacterisn, resistentie tegen antibiotica, ~die het mogelijk

maken klonen van de gastheercel, die het plasmide van interesse bevat-
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ten en bij voorkeur térlateh hefkennen in sélectieve media;te L

" groeien. " De gebrﬁiksmdgelijkheden van plasmiden liggén in»het
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feit, dat 213 specifiek gesplltst worden door een of ander restric-
tie~endonuclease of "restrictie-enzym", die elk een verschillende
plaats op het plasmide—achtige DNA herkennen. Daarna kunnen hetero-
loge genen of genfragmenten oﬁgenomen worden in het plasmide door
eindstandige vereniging bij de splitsingsplaats of Bij geherstruktu-
reerde einden, die grenzen aan de splitsingsplaats. DNA~recombinatie
wordt.buiéen de cel uitgevoerd, maar het verkregen "recombinant"-
plasmide kan erin worden ingevoerd volgens een werkwijze, bekend als
transformatie en grote hoeveelheden van het verkregen heterologe gen
bevattende recomblnant-plégﬁgﬁeodggﬁdgg %gggggormant te doen groeien:
Bovendien kan, wanneer het gen op geschikte wijze is opgenomen onder
verwijzing naar gedeelten van het plasmide, die de transciiptie en
omzetting van de gecodeerde DNA-boodschap sturen, de verkregen ex-
pressiedrager gebruikt worden om feitelijk de polypeptidevolgorde
voort te brengen, waarvoor het opgenomen gen codeert, een werkwijze,
die wordt aangeduid als expressie. |
Expressie wordt geInitieerd in een gebied bekend als de ‘promo-
tor, die herkend wordt door en gebonden wordt door RNA—leymerase.
In sommige gevallen worden, zcals in de tryptofaan of "trp" promotor,
die bij de uitvoering van de onderhavige uitvinding de voorkeur ver-
dient, promotorgebieden overlapt door "operator'-gebieden onder voT-—
ming van een gecombineerde promotor-operator. Operators zijn DNA-
volgorden, die herkend worden door zogenaamde repressorprqteinen,
die dienen om de frequentie van transcriptie-initi®ring bij een bij-
gondere promotor te regelen. Het polymerase plant zich voort 1anés
het DNA, ndér overschrijving van de informatie, aanwezig in de code-
ringsstreng van het 5'-einde érvan tot het 3'-einde ervan'in bood-

schapper RNA, die op zijn beurt vertaald wordt in een polypeptide

met de aminozuurvolgorde, waarvoor het DNA codeert. Elk aminozuur

wordt gecodeerd door een nucleotide triplet of "codon", waarbinnen
voor de onderhavige doeleinden kan worden verwezen naar ﬂet "gtruk-
turele gen'", dat wil zeggen dat gedeelte, dat de aminozuurvolgorde 7
van het geéxprimeerde produkt codeert. Na het binden aan de promdtor
schrijft het RNA—polymerése eerst nucleofiden ovef, die een ribosoon
bindingsplaafs coderen, vervolgens een vertalingsiniti&ring of
"start"-signaal (gewoonlijk AT@, dat in de resulterende boodschapper
RNA AUG wordt), daarna de nucleotide codons binnen het Strukturele

gen zelf. Zogenaamde stopcodons worden getranscribeerd bij het einde
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van het strukturele gen, waarna de polymerase een additionele volg-
orde van boodschapper RNA kan vormen, die, vanwege de aanwezigheid
van het stopsignaal, door de ribosomen niet vertaald_zal blijven. Ri-
bosomen binden aan de bindingsplaats, die verschaft wordt op de
boodschapper RNA, in bacterién gewoonlijk naarmate het mRNA wordt
gevormd, en brengen zelf het gécodeerde polypeptide voort, beginnen-
de bij het vertalingsstartsignaal en eindigende bij het hiervoor
vermelde stopsignaal. Het gewenste prodﬁktrwordt voortgebracht, wan-
neer de volgorden, die de'ribosoom—bindingsplaats coderen, op ge-
schikte wijze geplaatst zijn met betrekking tot het AUG initiatorco-
don en wanneer alle overblijvende codons het initiatorcodon in fase
volgen. Hbt_resulteiende produkt kan verkregen worden door de gast-
heercel en het produkt door geschikte zuivering van ander bacterieel

proteine te winnen.

Korte samenvatting van de uitvinding.

Nucleotide volgorde-onderzoekingen van genen, die de verschil-
lende leukocyt-interferons coderen, openbaren een gemeenschapsplaats
onder verschillende ervan met betrekking tot de aanwezigheid en lo-
katie van splitsinésplaatsen, die herkend worden door bijzondere res-
trictie—endonucleasen. Volgens de onderhavige uitvinding kan van. de-
ze gemeenschappelijkheid voordeel worden getrokken voor het vormen,

door DNA-recombinatie, van nieuwe hybride genen, die geschikt zijn

" bij de microbigle bereidingrvan hybride leukocyt-interferons, waar-
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van verwacht kan worden, dat deze in meerdere of mindere mate de an-
tivirus en andere eigenschappen van interferons, gecodeerd door de
-oudergenen, bezitten. Bij voorkeurs-uitvoeringsvormen van de uit-
vinding kunnen dergelijke hybride leukocyt-interferons een verbeter-
de activiteit vertonen met betrekking tot die, die door de ouderge-
nen zijn gecodeerd.

De ouder-leukocyt-interferongenen, die-de hierin beoogde fami-
lie van leukocyt-interferonproteinen coderen, vertonen van individu
tot individu natuurlijke allelische variaties. Deze variaties kunnen
gedemonstreerd worden bij een aminozuurverschil of aminozuurverschil-
len in de totale proteinevolgorde of door doorhalingen, substituties,
invoegingen, inversies of toevoegingen van een aminozuur of aminozu-
ren in deze volgorde. Voor elk ouderleukocyt—interferon,ervan, ge-
merkt LeIF A, LeIF B ... LeIF J, enz., zijn dergelijke allelische
variaties opgenomen binnen het kader van het merkteken of de uitdruk-

king, die dit en derhalve de onderhavige uitvinding defini&ren.

40 -
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De ngze waarop deze en andere oogmerken en voordelen ¥an de
nitvinding worden verkregen, zal verder duidelijk worden ult de ge-

detailleerde beschr13v1ng die volgt en uit de blagevoeg&e flguren,,'

- waarin:

10

fig. 1 nucleotide voigorden,van de coderingsgebieder van 8 1eu-.
kocyt-interferon ("LeIF") complementaire DNA ("cDNA") klonen be-
schrijft. Hiervan is één, overeenkomstig aangeduid als LelIF E, een
schijnbaar "pseudogen", ‘dat geen actief leﬁkocyt-intefferon codeert,
terwijl een ander, aangeduid als LeIF G minder dan de volledige

volgorde voor de overeenkomstige interferonsoorten bevat. Het ATG

~ vertaalbaar initisringscodon en het eindstandige triplet voor elke

~ LeIF is onderstreept.
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Fig. 2 stelt restrictie-endonucleasekaarten voor van acht typen
LeIF gekloonde cDNA's (A tot en met H). Plasmiden, die de klonen be-
Vatten, werden geconstrueerd door de dC:4G staaftmethode‘[Goeddel,
D.V. c.s. Nature 287, (1980), 411 - 416]. Daarom kunnen de cDNA-in-
lassen weggenomen worden onder toepassing van Pst I, dat wilVﬁeggen
elk einde van elke inlés is een Pst I restrictie-endonucleasesplit-
singsplaats. De lijnen aan het einde van elke cDNA-inlas stellen de
flankerende homopolymere dC:dG-staaiten voor. De plaatsen van Pvu ;I,
Eco RI en Bgl II restrictieplaatsenwzijn aangegeven. Beschaduwde ge-

bieden van de figuur stellen de coderingsvolgorden voor van volwas-

‘gen LelF's; de kruislings gearceerde gebieden geven signaalpeptide-

coderingsvolgorden aan en de open gebieden laten 3' en 5' noncode-

rende volgorden zien.

Fig. 3 is een vergelijking van de acht LeIF proteinevolgorden

voorspeld uit de nucleotide volgorden. De éénletterige afkortingen

aanbevolen door de IUPAC-IUB commissie over biologische nomenclatuur
zijn gebruikt: A, alanine; C, cysteine; D, asparaginezuur; E, gluta-
minezuur; F, fenylalanine; G, glycine; H, histidine; I, isoleucine;

K, lysine; L, leucine; M, methionine; N, asparagine; P, prqline; Q,

'glutamine; R, arginine; S, serine; T, threonine; V, Valine; W, tryp-

tofaan en Y, tyrosine. De getallen vérwijzen naar de aminozuurposi-
tie (S verwijst naar signaalpeptide),lﬁet streepje in de 165 amino-
zuur LeIF A-volgorde bijrpositie 44 is ingevoerd oﬁ de LeIF A-volg-
orde in lijn te brengen met de 166 aminozuurvolgorden van de andere
LeIF's. De LelIF E-volgorde werd bepaald doox negering van het extra
nucleotide (positie 187 van fig. 1) in het coderingsgebied ervan. De
sterretjes wijien op,in—fase eindstandige codons. Aminozuren, die ge-

meenschappelijk zijn voor alle LelIF's (met uitsluiting van het‘pseu—
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dogen LeIF E) zijn eveneens aangegeven. De onderstreepte residuen
zijn aminozuren, die eveneens aanwezig zijn in menselijk fibroblast-
interferon. ] . )

Onder verwijzing naar fig. 1 corresponderen nucleotiden +1 tot
69 met St - S23 aminozuren van fig. 3. Codon TGT (nucleotlden 70 -
72) van fig. 1 komen overeen met cysteine (C, aminozuur 1) van fig.
3, In fig. 3 komt de Pvu IT restrictie'endonuclease splitsingsplaats
voor tussen de codons voor éminozu:en 92 en 93 in LeIF A, B, D, F
en-G, dat wil zeggén tussen nucleotiden 346 en 347 van fig. 1.

~ In fig. 4 worden de aminozuurvolgorden van volwassen leukocyt-
interferons A en D vergeleken, een doofhaling van aminoguur 44 in
LeIF A is daarbij aangegeven door streepjes. Alieen die LeIF D ami-
nozuren, die verschillen van overeenkomstige aminozuren van LelF A
zijn voorgesteld: de aminozuurvolgorde van LeIF D is overigens iden-
tiek met LeIF A. Fig. 4 geeft eveneens de relatieve positie aan op
het overeenkomstige gen van Bgl II en Pvu II restrictie endonuclease
splitsingspléatsen, die worden toegepasf bij de vorming vaﬁ hybride
leukocyt-genen van de uitvin&ing, die de voorkeur verdienen.

De fig. 5 en 6 lichten de resultaten toe van de vergelijkende
beproev1ng van een hybrlde 1eukocyt—1nterferon van de uitvinding
("LeIF-A/D")p activiteit tegen encefalomyocarditis—virus ("EMC) en
blaasachtige stomatitisvirus ("vSV"), respectievelijk in muiscellen.

De fig. 7 en 8 stellen de resultaten voor Vénivergelijkende
proeven, met inbegrip van LeIF-A/D en andere interferons tegen EMC-
virusinfekties bij respectievelijk muizen en hamsters. De gegevens in
fig. T resulteren uit intraperitoneale behandelingen 3 uren voor de

infektie. Doses van LeIF-4/D en LeIF-A worden getitreerd bij WISH-

cellen.

Fig. 9 verschaft de DNA—volgorden van v13f LeIF-proteInen hler-.

van, met inbegrip van de typen,I en J.
Beschrijving van de voorkeurs-uitvoeringsvormen.

Toegepaste microdrganismen.

Het beschreven werk hield het gebruik in van twee microdrganis-
men: E. coli %1776, zoals beschreven in het Amerikaanse octrooi-
schrift 4.190.495 en E. coli K-12 stam 294 (einde A, thi~, hsr ,
hsmk), zoals beschreven in het Britse octrooischrift 2.055. 382. Elk
is gedeponeerd bij de Amerlcan Type Culture Collection, ATCC onthef-

L]

fing nummers 31537 en 31446, gedeponeerd 3 juli 1979 respectievelijk

28 oktober 1978. Alle recombinant DNA-werk werd uitgevoerd overeen-

komstig de toepasselijke riéhtlijnen van de National Institutes of
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De uitVoering wordt in.de_uitvoeringsvofmen, die het méést'de
voorkeur verdienén; beschreven onder vérwijzing naar EB. chi,'met
inbegrip van niet alleen de stammen E. coli x 1776 en E. coli K-12
stam 294, zoals hiervoor-gedefinieerd, maar ook andere bekende E. co-
li-stémmen zoals E. coli B, of andere microbiéle stammen, waarvan
vele gedeponeerd en (eventueel) verkrijgbaar zijn bij erkende microf ;

organisme" deponeringsinstellingen, zoals the Américan Type Culture

Collection, ATCC (zie de ATCG;kataloguslijst en eveneens'het'Duitsér

Offenlegungsschrift 2.644.432). Tot deze andere micro6rganismén be-

horen bijvoorbeeld Bacilli, zoals Bacillus subtilis en andere entero-

bacteriaceae, waaronder als voorbelden vermeld kunnen worden Sdmonel-

la typhimurium en Serratia marcesans, onder toepassing van plasmiden,
die heterologe genvolgorden daarin kunnen repliceren en exprimeren.

Gist, zoals Saccharomyces cervisiae, kan ook met voordeel worden toe-

gepast als gastheerorganisme bij de bereiding van de interferon-
proteinen hiervan door exprimeren van genencodering daaﬁvoor onder
de controle van een gistpromotor.

De LelP-hybriden worden volgeﬁs de onderhavige uit#inding be-
reid door voordeel te trekken van resfrictie éndonuclease sﬁlitsings—
plaatsen, die gewoonlijk gelokaliseerd zijn binnen de individuele
oudergenen en elk einde daarfgn geconjugeerd met dezelfderblaatsen
in dragerexpressieplasmiden (vectoren). Bijvoorbeeld kan het grote
(73900 bp) fragment van een Xba I tot Pst I ontsluiting van het
pLelF A trp 25 expressieplasﬁide afgebonden worden met Xba I tot
Pvu II en Pvu II tot Pst I:ontsiﬁitingsfragmenten van de verschillen-
de LeIF-oudergenen voor het verschaffen van expressieplasmiden,'die '
exploiteerbaar zijn voor het ﬁerkrijgen van het overeenkomstige hy-
bride LeIF. . ' '

Elk LelIP-expressieplasmide werd onafhankelijk gecdnstrueerd met
ontsluitingsfragménten, geigoleerd uit verschillende LeIF-plasmiden,
bijvoorbeeid pLeIF A trp 25, pLeIF B trp 7, pLeIF C frp 35, pLelIF D
frp 11, pLeIF F trp 1, pLeIF G,‘pLeIF H en pLelF I, ensz., waarvan de
constructie beschreven is in Néture«é@jjiﬁ?ﬁﬁ(1980) of uit pBR322,

2, 95 (1977). In be-

waarvan de constructie beschreven.is,ihrGene
paalde van deze blasmiden betekent "trp" een tryptofan-promotor -
éperatorsysteem, dat het meest de voorkeur verdient voor bacterigle
expressie, zoals beschreven in de Europese octrooiaanvrage 36776.

Direkte expressie van een eerste volledig ontwikkeld leukocyt-inter-
H

feron.
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De gevolgde methode om Le-IF A direkt uit te drukken als een
volledig ontwikkeld interferon-polypeptide hield de combinatie in
van synthetische (N-eindstandig) en complementaire DNA's.

Een Sau 3a restricfie endonucleaseplaats is doelmatig gelokali-
seerd tussen codons 1 en 2 van Le-IF A. Twee synthefische deoxyoligo-
nucleotiden werden ontworpen, die een ATG vertaalbaar initiéringsco-
don opnemen, het codon voor aminozuur 1,(gysteine) herstellen en een
Beo RT klevend einde voortbrengen. Deze oligomeren werden afgebonden
tot een 34 b.p. Sau 3a - Ava II fragment van pL31. Het resulterende
45 b.p. produkt werd afgebonden tot twee additionele DNA-fragmenten
voor het construeren van een 865 basispaar synthetlsch—natuurllak
hybride gen, dat codeert voor Te-IF A en dat gebonden is door Eco
RI en Pst I restrictieplaatsen. Dit gen werd opgenomen in pBRBZZ tus-
gen de Eco RI en Pst I-plaatsen voor het geven van het plasmide

15 -pLe-IF Al.
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Plasmlde pGM1 draagt het E. coli tryptofan operon, dat de door-~
haling _&LE1413 [G.F. Miozzari c.s., J. Bacteriology 133, (1978),
1457 - 1466] bevat en dientehgevolge een fusieprotelne uitdrukt, dat
de eerste 6 aminozuren van de trp-leider en ongeveer'het laatste der-
de van het trp E polypeptide (hierna aangeduid in conjunctie als
LE'), alsmede het txrp D poiypeptide in zijn geheel bevat, alle onder
de controle van het trp promotor—operatoréysteem. Het plasmide,

20 /ug, werd ontsloten met het :estrictie—enzym Pvu II, dat het plas-
mide splitst op vijf plaatsen. De genfragmenten werden vervolgens ge-
combineerd met EcoRI—verbindingémiddelen (bestaande uit een zelf-
complementair oligonucleotide van de volgorde: pCATGAATTCATG), waar-
bij een EcoRI—splitsingsPIaats verschaft wordt voor een latere kloon-
vorming tot een plasmide, dat een EcoRI-plaats bevat. De 20 /ug van
DNA-fragmenten verkregen uit pGM1, werden behandeld met 10.eenheden
T4 DNA-ligase bij aanwezigheid van 200 pico mol van heét 5'-gefosfo-
ryleerde synthetische oligonucleotide PCATGAATTCATG en in 20 /ul T4
DNA ligasebuffer (20 mmol tris, pH 7,6, 0,5 mmol ATP, 10 mmol MgClz,
5 mmol dithiothreitol)bij 4°C gedurende de nacht. De oplossing werd:
vervolgens 10 minuten tot 70°C verwarmd om de afbinding te stoppen.
De verbindingsmiddelen werden gesplitst door EcoRI-ontsluiting en de
fragmenten, nu met EcoRI-einden werden gescheiden onder toepassing
van 5% polyacrylamidegel-elektroforese (hierna "PAGE") en de drie
grootste fragmentén werden uit de gel geisoleerd door eerst te kleu~
ren met ethidiumbromide, de fragmenten te lokaliseren met ultravio-

let licht en uit de gel de van belang zijnde gedeelten te snijden.
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Elk gelfragment, met 300 microliter 0,1xTBE, werd in een dialysezak

geplaatst en onderworpen aan elekfroforese bij 100 V gedurende één

- wur in .0, 1xTBE buffer (TBE—buffer bevat- 10, 8 g trlsbase, 5,5 g boor-
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‘den met T

zuur, 0,09 g Na EDTA in 1 liter H O) De water bevattende oploss1ng
werd uit de dlalysezak vergameld, met fenol gedxtraheerd, met chlo-
roform geéxtfaheerd en 0;2 M natriumchloride gemaakt en het DNA werd
in water teruggewonnen na precipitatie met ethanol. Het trp promotor—
bpérator bevattende gen met HecoRI klevende einden werd geidentifi—
ceerd bij de hierna beschreven procedure, die de opname omvat van
fragmenten in een voor tetracycllne gevoellg plasmide, dat na pro-
motor-operatoropname, tegen tetracycline bestand wordt.

Plasmide pBRH1 (R.I.'Rodriguez CeS.,y Nucleic Acids Research 6,
(19791, 3267 - 3287) exprimeert ampicillineresistentie en bevat het
gen voor tetracyclineresistentie maar exprimeert die resistentie
niet omdat er geen samenhangende promotor is. Het plaémide is dien-
tengevolge gevoelig voor tetraéycline. Door invoering van een promo-
tor—operatorsystéem in de EcoRI-plaats, kan het plasmide tegen tetra-
cycline bestand worden gemaszkt.

pBRH1 werd ontsloten met EcoRI en het enzym werd verwijderd
door extraktie met fenol gevolgd door extraktie met chloroform en
werd in water gewonnen na precipitatie met ethanol. Het verkregen
DNA-molecuul werd, in gescheiden reactiemengsels, gecombineerd met
elk van de drie DNA-fragmenten zpals hiervoor verkregen en afgebon~
4 DNA ligase zoals hiervoor beschreven. Het in het reactie-
mengsel aanwezige DNA werd gebruikt om competente E. coli EK-12 stam
294 (K. Backman c.s., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73, [1976], 4174 - (
4198 volgens standaardtechnieken te transformeren (V. Hershfield

c.s., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71, [1974], 3455 - 3459) en de bac-

‘teridn als laag aan te brengen op LB-platen, dié,20 /ug/ml ampicil-

line en 5 /ug/ml tetracycline bevatten. Verschillende tegen tetra-
cycline bestand zijnde kolonies werden geselecteerd, plasmide DNA
werd gelsoleerd en de aanwezigheid van het gewenste fragment werd
bevestigd door restrictie-enzymanalyse. Het verkregen plasmide wordt -
aangeduid als pBRHtrp.

Een EcoRI en BamHI ontsluitingspiodukt van het virale genom
van hepatitis B werd verkregen volgens gebruikelijke methoden en tot
kloonvorming gebracht in de EcoRI en BamHI plaatsen van plasmide
pGHG (D.V. Goeddel c.s., Nature 281, [1979] 544) voor de vorming
van het plasmide pHS32. Plasmide pHS32 werd gesplitst met Xbal, met

fenol ge&xtraheerd, met chloroform geéxtraheerd en met ethanol ge-
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precipiteerd. Het werd vervolgens behandeld met 1 /ul E. coli poly-
merase I, Klenow fragment (Boehringer-Mannheim) in 30 /ul polymerase-
buffer (50 mmol kaliumfosfaat pH 7,4, 7 mmol MgClz, 1 mmol B-mercap—
todthanol), die 0,1 mmol 4TTP en 0,1 mmol 4CTP bevat gedurende 30

minuten bij 0°C en daarna 2 uren bij 3700. Deze behandeling veroor-

zaakte dat twee van de vier nucleotiden complementair met het 5' uilt
stekende einde van de Xbal splitsingsplaats werden ingevuld: \\\¥<;$>
, N
5! CTAGA— 51 CTAGA— -
—
3! . T 3! " PCT—

Twee nucleotiden, dC en dT; werden opgenomen'en gaven een einde
met twee 5! uvitstekende nucleotiden. Dit lineaire residu van plas-
mide pHS32 (na extraktie met fenol en chloroform en winning in water
na precipitatie met ethanol) werd gesplitst met EcoRI. Het grote
plasmidefragment werd geschelden van het kleinere EcoRI-Xbal frag-
ment door PAGE en weri na elektro—elutie geisoleerd. Dit DNA-frag-
ment van pES32 (0,2 /ug), werd onder soortgelijke omstandigheden als
die hiervoor beschreven gebonden aan het EcoRI-Tag I fragment van
het tryptofan operon (0,01 /ug), afkomstig van pBREtTpD. 7

Bij de werkwijze van het verbinden van het fragment van pHS32
aan het EcoRI-Taq I fragment, zoals.hiervoor beschreven, wordt het
Taq I uitstekende einde verbonden met het Xbal overblijvende uitste-

kende einde, zelfs hoewel het niet volledig Watson~Crick basis ge-
paard is: '

—T CTAGA— —TCTAGA—
b———— + —_—

—AGC - ICT— ——AGCTCT—
Ten deel van dit verbindingsreactiemengsel werd getransfarmeerdin’
E. coli 294 cellen, met warmbte behandeld en als laag aangebracht op
IB-platen, die ampicilline bevatten. 24 Kolonies werden geselec-

teérd, werden in 3 ml IB media gekweekt en het plasmide werd afge-

scheiden. Bij zes ervan bleek de Xbal-plaats ontwikkeld te zijn via
met E. coli gekatalyseerd DNA herstel en kopievorming:

—TCTAGA— ’ ——TPCTAGA——

—AGCTCT— ——AGATCT—

Deze plasmiden bleken eveneens te splitsen met zowel EcoRI als
Hpal en de verwachte restrictiefragmenten te geven. Eén plasmide,
aangeduid met pTrp 14 werd gebruikt'voofkéxpressie-van heterologe

polypeptiden, zoals hierna besproken.
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Het plasmidferpHGH 107 (D.V. Goeddel c.s., Nature, 281, [19791,
544) bevat een gen voor menselijk grceihdrmooh samengesteld uit 23 7
éminozuurcodchs vOortgebfacht ﬁit synthétische;DNA—fragmenten en 7
163% aminozuurcodons verkregen uit complementair DNA voértgebracht
via omgekeerde transcriptie van menselijke groéihormoonboodschapper
RNA. Dit gen bevat, hoewel de codons van de "pre" volgorde van men—
selijk groeihormoon ontbreken, een ATG vertalingsinitigringscodon.
Het gen werd geisoleerd uit 10 /ug pHGH 107 na behandeling met EcoRI
gevolgd door E. coli polymerase I Klenow fragment en 4TTP en JQATP

‘'zoals hiervoor beSohréin.'Na extraktie met fenol en chloroform en

precipitatie met ethanol werd het plasmide behandeld met BamHI.

Het menselijk groeihormoon ("HGH") gen bevattende fragment werd
geisoleerd door PAGE gevolgd door elektro-elutie. Het resulterende -
DNA—fragmenfrbevat’ook de eerste 350 nucleotiden van het tegen tetra-
cycline bestand zijnde strukturele gen, maar mist het tétracycline-

promotbr—operatorsysteem, zodat, wanneer vervolgens gekloond wordt

~ tot een expressieplasmide, plasmiden, die de inlas bevatten, gelo-

20

25

30

35

kaliseerd kunnen worden ddor het herstel van de bestandheid tegen
tetracycline. Doordat het EcoRI-einde van het fragment isvingevuld
volgens de Klenow polymerase I methode, heeft het fragment één stomp
en één klevend einde, dat een geschikte orisntatie waarborgt bij la-
tere opname in een expressieplasmide. ‘

.~ Het expressieplasmide pTrp14 werd vervolgens gereed gemaakt om
het HGH—gen bevattende fragmént, zoals hiervoor bereid, te ontvangen.
Derhalve werd'pTrp14 met Xba; ontsloten en de verkregen klevende
einden werden ingevuld met de Klenow polymerase I methode onder toe-
passing van dATP, 4TTP, 4GTP en 4CTP. Na extraktie met fenol en chlo-
roform en precipitatie met ethanol werd het verkfegen DNA behahdela '
met BamHI en het verkregen grote plasmidefragment werd geisoléerd'
door PAGE en elektro-elutie. Het vanipTrp14 afgeleide fragment had.
één stomp en één klevend einde, wat de recombinatie in geschikte
origntatie mogélijk mazkt met het HGH-gen,'dat het hiervoor beschre-
ven fragment bevat.

Het HGH~-genfragment en het pTrp14 AXba-BamHI-fragment werden
gecombineerd en tezamen verbonden onder omstandigheden, die soortge-
lijk zijn aan‘die hiervoor beschreven. De ingevulde Xbal en EcoRI-
einden werden met elkaar verbonden door stomp eindeverbinding voor

het herscheﬁpen van gowel de Xbal als de EcoRIplaats:
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Ingevuld Xbal Ingevuld EcoRI - HGH gehﬁnitiéringr
—TCTAG , AATTCTATG— ~—TCTAGAATTCTATG—
+ ) —_>
——AGATC TPAAGATAC—— ——AGATCTTAAGATAC—
Xbal  EcoRI

Deze constructie herschept'eveneens het gen met bestandheid te- ..
gen tetracycline. Aangezien het plasmide pHGH 107 bestandheid tegen
tetracycline exprimeert uit een promotor, die stroomopwaarts ligt
van het HGH-gen (de lac-promotor), maakt deze constructie, aangeduid
met pHGH 207, exprimering mogelijk van het gen voor bestandheid te-
gen tetracycline onder de controle van de tryptofan-promotor-opera-
tor. Derhalve werd het afbindingsmengsel getransformeerd in E. coli
294 en werden kolonies geselecteerd op IB-platen, die 5 /ug/ml tetra-
cycline bevatten.

Plasmide pHGH207 werd met EcoRI ontsloten en de trp-promotor,
die eén 300 b.p. EcoRI-fragment bevatte, werd gewonnen door PAGE ge-
volgd door elektro-elutie. Het 300 b.p. EcoRI-fragment bevat de
E. coli trp-promotor, operator en trp leider ribosoom-bindingsplaats,
maar misf een ATG-volgorde voor de vertalingsinitigéring. Di# DNA-
fragment werd gekloond in de EcoRI-plaats van pLe-IF A.

Het zo juist aangehaalde trp-fragment is een analoog van het
E. coli tryptofan-operon, waaruit de zogenaamde trp-verdunner is
doorgehaald om de expressieniveau's op regelbare wijze te verhogen.
Expressieplasmiden, die het gemodificeerde trp-regulon bevatten,
kunnen gekweekt worden tot vooraf bepaalde niveau's in voedingsmedia,
die extra tryptofan bevatten in voldoende hoeveelheden om het promo-
tor-operatorsysteem te onderdrukken, daarna worden beroofd van tryp-
tofan, om de onderdrukking van het systeem op te heffen en de ex~
pressie van het beoogde produkt te doen plaats hebben.

Meer in het bijzonder werden 250 /ug plasmide pL31 ontsloten
met Pst I en de 1000 b.p. inlas werd geisoleerd door gelelektrofore—~
se op een 6 polyacrylamidegel. Ongeveer 40 /ug inlas werden geélek-
troslueerd uit de gel en verdeeld tot 3 evenmatige hoeveelheden voor
verdere ontsluiting: a) een monster van 16 /ug van dit fragment wexrd
ten dele ontsloten met 40 eenheden Bgl II gedurende 45 minuten bij
3700 en het reactiemengsel werd gezuiverd op een 6 polyacrylamidegel.
Ongeveer 2 sug van het gewenste 670 b.p. fragment werden gewonnen.

b) Een ander monster (8-/ug) van de 1000 b.p. Pst I inlas werden be-
perkt met Ava II en Bgl IT. Eén /ug van het aangegeven 150 b.p. frag-

ment werd gewonnen na gelelektroforese. c) 16 /ug van het 1000 b.p.
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~b.p. fragment gewonnen. De twee aangegeven deoxyollgonucleotlden,

6'~AAATTCATGTGT (fragment 1) en 5'~d GATCACACATG (fragment 2) werden
bereid volgens de fosfotrisstermethode (Maxam en Gilbert, Methods

Enzymol. 65, [1980], 499 - 560). Fragment 2 werd als volgt gefosfo-

ryleerd. 200 /ul (~40 pmol) (yBQP) ATP (Amersham, 5000 Ci/mmol)
werden gedroogd en opnieuw gesuspendeerd in 30 /ul 60 mmol Tris-HC1
(pE 8), 10 mmol MQClé, 15 mmol B-mercapto&thanol, die 100 pmol DNA-

“fragment en 2 eenheden T4 polynucleotide kinase bevatten. Na 15 mi~
:nuten bij 3700 werd 17/ul 10 mmol ATP toegevoegd en werd de reactie

nog eens 15 minuten voortgezet. Het mengsel werd vervolgens 15 minu-
ten tot 70°C verwarmd, gecombineerd met 100 pmol 5'—GH fragmenf 1 en
10 pmol van het 34 b.p. Sau 3a - Ava II fragment. Verbinding werd
gedurende 5 uren uitgevoerd bij 4°C in 50 /ul 20 mmol Tris-HC1l (pH
7,5) 10 mmol Mg012,710 mmol dithiotreitol, 0,5 mmol ATP én 10 eenhe-
den T4 DNA ligase. Het mengsel werd aan elektroforese onderworpen op
een 6 polyacrylamidegel en het 45 b.p. produkt werd door eléktro—
elutie gewonnen. 860.000 Cerenkov cpm werden gewonnen (n)SOrng,'

1 pmol), werden gecombineerd met 0,5 /o8 (5‘pmol) 150 b.p. Ava II -
Bgl II fragment en 1 /o8 (2 pmol) 670 b.p. Bgl II - Pst I fragment.
De verbinding werd bij 20°¢ gedurende 16 uren uitgevoerd onder toe-
passing van 20 eenheden T4 DNA ligase. De ligase werd geinactiveerd
door 10 minuten te verwarmen to£"65°C. Het mengsel werd vérvolgens
ontsloten met Eco RI en Pst I om polyméren van het gen te elimine-

ren. Het mengsel werd gezuiverd door 6% polyacrylamidegel-elektrofo-

rese. 360.000 cpm (~n 0,04 pmol, 20 ng) 865 b.p. produkt werden ge-

isoleerd. De helft hiervan (10 ng) werd gebonden in pBR322 (0,3 /ug)
tussen de EcoRI en Pst I plaatsen. Transformatie van E. colli 294 gaf
70 tegen tetracycline bestand zijnde, voor ampicilline gevoelige
transformanten. Plasmide DNA geisoleerd uit 18 van deze transforman-
ten werd ontsloten met EcoRI en Pst I. 16 Van de 18 plasmiden had-
den een EcoRI -Pst I fragment 865 b p in 1engte. Eén'/ug van één
daarvan, pLe-IF A1, werd ontslotenhEcoRI en verbonden aan 300 b.p.

EcoRI fragment (0,1 /ug), dat de E. coli trp-promotor en trp -leider

ribosoom blndlngsplaats bevatte, bereid zoals hiervoor beschreven.
Transformanten, die de trp-promotor bevatten, werden geldentlflceerd

32

onder toepassing van een - P-trp-monster in samenhang met de
Grunstein-Hogness kolonie zeefprocedure--Grunstein c.s. [Proc. Natl.

Acad. Sei. (USA) 72, (1975), 3961]. Ben asymmetrisch gelokaliseerde
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Xba I plaats in het trp~-fragment maakte de bepaling van recombinan-
ten mogelijk, waarin de trp-promotor georiénteerd was in de rich-
tlng van het Le-IF A gen. 7

Extrakten voor IF-bepaling werden als volgt bereid. Kultures
van 1 ml werden gekweekt in L vloeistof die 5 /ug/ml tetracycline
bevatte, tot een A550 van ongeveer 1,0 en werden vervolgens verdund
in 25 ml M9 media, die 5 /ug/ml tetracycline bevatten. Monsters van
10 ml werden verzame}d door centrifugeren wanneer A550 1,0 bereikte
en celkorrels werden gesuspendeerd in 1 ml 15% sucrose, 50 mmol
Pris-HC1 (pH 8,0), 50 mmol EDTA. Eén mg lysozyme werd toegevoegd en
na 5 minuten bij 0°c werden cellen gebroken door geluidsgolven. De
monsters werden 10 minuten bij 15.000 omwentelingen pér minuut ge-
centrifugeerd in eeﬁ Sorvall SM-24 rotor. De interferon-activiteit
in de bovenstaande vloeistoffen werd bepaald door vergelijking met
Le-IF normen door de remmingsproef voor het cytopatische effekt
(CPE). Voor het bepalen van het aantal IF-moleculen per cel werd
een Le-IF specificke activiteit van 4x108 eenheden/mg gebruikt
[Rubinstein c.s., Proc. Natl. Acad. Sei. (usa) 16, (1979), 640].

Kloon pLe-IF A trp 25, waarin de trp-promotor was opgenomen in
de gewenste ‘oriéntatie, geeft hoge activiteitsniveau's (zoals 2,5x
10 eenheden per liter). Het IF, geproduceerd door E. coli K-12 stam
294/pLe-IF A trp 25 gedraagt zich als authentiek menselijk Le-IF;
het is stabiel ten opzichte van een behandeling bij een pH van 2 en
wor&t'geneutraliseerd door konijnen anti-menselijk leukocyt antili-
chamen. Het interferon heeft een schijnbaar molecunlgewicht van onge-
veer 20.000.
Isolatie van cDNA's voor additionele leukocyt-interferons.

DNA van het volledig gekenmerkte Le-IF A cDNA bevattende plas—

mide werd weggenomen met Pst I, werd elektroforetisch gelisoleerd en
werd volgens een gepubliceerde methode [Taylor ¢.s8., Biochem.
Biophys. Acta. 442, (1976), 324 met 32P gemerkt. Het verkregen ra-
dio-actief gemerkte DNA werd gebruikt als een monster om additionele
E. coli 294 transformanten te zeven volgens een in situ kolonie-
zeefmethode, Grunstein c.s., zie hiervoor. Kolonies werden geiso-
leerd, die hybridiseerden in verschillende hoeveelheden ten opzichte
van het monster. Plasmide DNA uit deze kolonies en de tien hiervoor
gehyﬁridiseerde kolonies werden geisoleerd door Pst-snijding en wer-
den gekenmerkt door drie verschillende methoden. Eerst werden deze
Pst-fragmenten gekenmerkt door‘hun restrictie endonuclease-ontslui-

tingspatronen met de enzymen Bgl II, Pvu II en EcoRI. Deze analyse
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‘en Le-IF H), die de lokatie van verschlllende restrlctle-afsnlgdln—'

gen benaderen in verband met de nu bekende voorvolgorde en code-
rlngsvolgorde van Le~IF A. Eén daarvan, Le-IF D, wordt verondersteld
identiek te zijn met die vermeld door Nagata c.s., Nature 284,
(1980), 316.

In de tweede plaats werden bepaalde van de DNA's beﬁroéfd vol-
gens een gepubliceerde hybrldlserlngsselectleproef, ‘Cleveland CuBay
Cell 20, (1980), 95, op het vermogen selectief Le~IF mRNA uit poly-A
bevattend KG-1 cel RNA te verwijderen. Le-IF A, B, C en F waren bij
deze bepaling positief. In de derde plaats werden de laatste Pst-
fragmenten opgenomen in een expressieplasmide. E. coli 294 werd ge-
transformeerd met het plasmidé en de fragmenten ﬁerden geéxprimeerd.
De expressieprodukten, waarvan verondersteld wordt dat zij pre-inter-
ferons waren, waren alle positief volgens de CPE-bepaling op inter-

feronactiviteit, zij het marginaal actief in het geval van het Le-IF-

F-fragment. Naast het voorgaande waren alle beschreven Le-IF-typen

in sekwentie gebracht. ' ,
Tweede volledig ontwikkeld leukocyt-interferon.

De volgorde van het geisoleerde fragment, dat het gen Qoor vol-
ledig ontwikkeld Le-IF-B bevat, laat zien, dat de eerste veertien

nucleotiden van de typen A en B identiek zijn. Wij stelden dienover-

éenkomstig voor een fragment te isoleren uit pLe-IF A25, dat de trp-
promotor-operator, ribosoom bindingsplaats en het begin van het

Le-IF (A=B) gen draagt, en dit te combineren met het resterende deel
van de B-volgorde in een expressieplasmide.

Voor het verkrijgen van het benaderde 9507b.p. Sau 3a aan Pst I
fragment uit de volgorde, zoals aangegeven in fig. Ta, waren ver-
schillende trappen noodzakelijkAvanwége de aanwezigheid van één of
meer intervenisrende Sau 3a restrictieplaatsen, dat wil zeggen:

1. De volgende fragmenten werden geisoleerd:

a) 110b b.p. uit Sau 3a aan EcoRI;
b) 132 b.p. uit EcoRI aan Xba;
¢) >700 b.p. wit Xba aan Pst.

2. Fragmenten (1a) en (1b) werden verbonden en gesneden met Xba
en Bgl II om zelf-polymerisatie uit te sluiten door Sau 3a en Xba -
eindstandige groepen (de relevante Sau 3a-plaats was binnen een Bgl
II-plaats; Bgl II snijdt en laat een Sau 3a klevend einde achter).

Ben 242 b.p.-fragment werd geIsoleerd.
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3. Het produkt van (2) en (1c) werd verbonden en gesneden met
Pst I en Bgl II, opnieuw om zelf-polymerisatie te voorkomen. Een be-~
naderd 950 b.p.-fragment, Sau 3a aan Pst I van fig. T7a werd geiso-
leerd. Dit fragment bevatte dat gedéelte van het Le-IF B-Qen, dat
niet gemeenschappelijk was met Le-IF A.

4. Een benaderd 300 b.p.-fragment (Eind TII aan Sau 3a), dat
de trp promotor-opergtdr, de ribosoom bindingsplaats, het ATG-start-
gsignaal en het cysteInecodon van Le-IF A bevatte, werd geIsoleerd
uit pLe-IF A25. -

5. Een benaderd 3600 b.p.-fragment Pst I aan Hind III werd ge-
isoleerd uit pBr 322. Dit bevatte het replicon en gecodeerd tetra-
cycllne, maar geen bestandheid tegen ampicilline.

6. De fragmenten verkregen bij de trappen 3, 4 en 5 werden
drievoudig verbonden en het verkregen plasmide werd getransformeerd
in E. coli K-12 stam 294.

" MPransformanten werden aan een minizeefbehandeling onderworpen,
Birnboim c.s., Nucleic Acid Research 7, (1979), 1513 en plasmide-
monsters werden ontsloten met EcoRI. Ontsluitingen gaven drie frag-
menten kenmerkend voor:

1) Het Eco RI-Eco RI ‘$rp-promotorfragment; 2) het inwendige
EcoRI aan EcoRI—fragment van pL4 en %) proteine verlatend startsig-
naal aan EcoRI—fragment van pL4

Bij de CPE-bepaling leveren bacterléle extraktéﬁ>uléwﬁigﬁéﬂ; )
bereid op de voorafgaande wijze, gewoonlijk 10 x 106 eenheden inter-

feron activeert per liter op bij A550=1. Eén op deze wijze bereide

Xkloon is 294/pLIF B trp 7. e

Andere volledig ontw1kkelde leukocvt— nterferons.

Addltonele genfragmenten van volle *éngte, die andere Le-IF-
typen bevatten, kunnen pasklaar gemaakt worden en geplaatst worden
in expressiedragers voor expressie zoals in het geval van Le-IF- Al
Volledige volgordevorming volgens gebruikelijke methoden zal onthul-
len of een restrictieplaats voldoende dicht bij het eerste aminozuﬁr—
codon van het volledig'ontwikkelde_interferontypé ligt om een doel-
matige toevloed mogelijk te maken voor de toegang onder toepassing
van de eliminatie van de voorvolgorde door restrictiesnijding en ver-
vanging van codons voor de N-eindstandige aminogroepen, die verloren
gaan bij de voorvolgorde-eliminering door verbinding van een synthe-
tisch DNA-fragment, zoals hiervoor beschreven. Ontbreekt dat, dan
kan de methode beschreven in Kleid c.s., zie hiervoor, worden toege-

past. In het kort omvat 4it splitsing van het voorvolgorde bevatten-.
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de fragment Julst voor het punt, waarle het codon voor het eerste

amlnozuur van het volledlg ontwikkelde polypeptide beglnt door:

1. omzettlng van het dubbelstrenglge DNA tot een enkelstrenglg
DNA in een gebied, dat dat punt omgeeft; -

2. hybridisering aan het enkelstrengige gebied gevormd le trap'
(2) van een complementaire inleiderlengte van een enkelstrengig DNA,
waarvan hetf5'-einae van de inleider tegenover het nucleotide ligt, ‘
dat grenst aan de beoogde splitsingsplaats; , '

3. herstel van dat deel van de tweede streng, geélimineerd bij

trap 1, die in de 3trichting ligt van de inleider door reactie met

‘DNA-polymerase bij aanwezigheid van adenine, thymine, guanine en cy-

tosine bevattende deoxynucleotide-trifosfaten;'en 7

4. ontsluiting van de resterende enkelstrengige lengte van DNA,
die uitsteekt buiten het beoogde splitsingspunt

Een korte lengte van synthetisch DNA, dat elndlgt bij het 3'-
einde van de coderlngsstreng, met het vertallngsstartSLgnaal ATG,
kan vervolgens verbonden worden door, levoorbeeld stompeindige ver-
binding aan het verkregen pasklaar gemaakte gen voor de volledig
ontwikkelde interferons en het gen kan opgenomen worden in een ex-
pressieplasmide en onder de controle worden gebracht vaﬁ een ?romo—
tor en de daarmee samenhangende rlbosoom bindingsplaats.

Op een soortgellake wijze als hiervoor toegepast werden gen-
fragmenten, die Le-IF-C en Le-IF-D coderen, op geschikte wijze ge-
configureerd voor direkte bacteriéle expressie; De expressiestrate-
gie voor deze additionele leukocyt-interferons omvat, in elk geval,
het begeven naar het benaderde %300 b.p.-fragment (Hind III aan .Sau
%a), dat de trp promotor-operator, riboscom bindingsplaats, ATG- 7
startsignaal en cysteInecodon van Le-IF A uit pLe-IF A25 bevat. Hier-
aan'werden-genfragmenten gecombineerd uit de additionele interferon-
genen, die hun respectievelijke aminozuurvolgorden buiten het ini-
tis8le cysteine, dat voof alle gemeenschappelijk is, coderen. Elk re-
sulterend plasmide werd gebruikt om E. coli K-12 stam 294 te trans-
formeren. Verbindingen onm de respectlevellee genen te vormen waren
als volgt~

Le IF-C
Isoleer de volgende fragmenten uit pLe IF-C:
(2) 35 b.p. uit Sau 3a aan Sau 96.
(b) >900 b.p. Sau 96 aan Pst I. -
(c) Isoleer een benaderd 300 b.p.-fragment- (Hind III - Sau 3a) uit
pLe IF A-25 zoals in deel N (4) hiervoor. .
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(d) Isoleer het benaderde 3600 b.p.-fragment uit deel N (5) hiervoor.

Constructie:

(1) Verbindt (a) en (c). Splits met Bgl II, Hind TIT en isoleer
het benaderde 335 b.p.-produkt. '

(2) Verbindt drievoudig (1) + (b) + (d) en transformeer E. coli
met het resulterende plasmide. |

Een representatieve kloon, die op deze wijze is gemaakt, is
E. coli K-12 stam 294/pLe IF C trp 35.

Le-IF D

Isoleer uit pLe IF-D:
a) 35 b.p. uit Sau 3a aan Ava II.
b) 150 b.p. uit Ava II aan Bgl II.
¢) Benaderd 700 b.p. uit Bgl IT aan Pst I.
Isoleer uit pLe IF A2S:
d) 300 b.p. wit Hind ITT aan Sau 3a.
Isoleer uit PBr 322:
e) benaderd 3600 b.p. uit Hind IIT aan Pst I.

Constructie.

(1) Verbindt (a) + (b), snij met Bgl II en zuiver een 185 b.p.-
produkt (1).

(2) Verbindt (1) + (d), snij met Hind III, Bgl II en zulver het
benaderde 500 b.p.-produkt (2).

(3) Verbindt (2) + (c) + (e) en transformeer E. coli met het
resulterende plasmide.

Een representatieve kloon, die op deze wijze is bereid, is
E.  coli E-12 stam 294/pLeIF D trp 11.

Le-IF F

Het Le~IF F bevattende fragment kan pasklaar.worden gemaakt_
voor direkte expressie door herverzameling geschikt gemaakt door de
volledige homologie van aminozuren 1-13 van Le-IF B en-Le-IF F. Een
trp promotor bevattend fragment (a) met geschikt géconfigureerde
einden wordt verkregen uit hiervoor beschreven pHGH 207 via Pst I en
Xba I ontsluiting gevolgd door isolering van het benaderde 1050 b.p.-
fragment. Een tweede fragment (b) wordt verkregen als de grotere van
de fragmenten resulterend uit Pst I en Bgl II ontsluiting van het
plasmide pHKY 10, een derivaat van pBR322, dat een Bgl II-plaats be-
vat tussen de tetracycline resistentiepromotor en het strukturele
gen. Fragment (a) bevat ongeveer de helft van de gen coderende am~—
picillineresistentie; fragment (b) bevat de rest van dat gen en het

totale gen voor tetracycline-resistentie behalve de geassocieerde
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promotor. Fragmenten (a) en (b) worden gecombineerd via T4 ligase en
het produkt wordt behandeld met Xba I en Bgl II om dimerisatie te
elimineren, onder vorming van een'fragmentu(c), dat de trp prpmotof*
operator en genen #oor'tetracycline en ampicilliné resistentie be-
vat. .

Een fragment (d) van ongeveer 580 b.p. wordt verkregen door
Ava IT en Bgl II ontsluiting van pLe IFP-F. Dit bevat codons voor
aminozuren 14-166 van Le-IF F.

Een fragment (e) (49 b.p.) wordt verkregen door Sba I en Ava
IT ontsluiting_van pLe~1IF B. Fragment (e) codeert'aminozuren 1-13

" van Le-IF F.
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Fragmenten (c), (d) en (e) zijn drievoudig verbonden bij de
sanwezigheid van T4 ligase. De cohesieve einden van de respectieve-
lijke fragmenten zijn zodanig, dat-de plasmidesamenstelling juist
circﬁleert, waarbij het tetracycline resistentie%en onder de contro-
le wordt gebracht van de trp promotor-operator tezamen met het gen
voor volledig ontwikkeld ILie-IF F, zodanig dat bacterién, die getrans-
formeerd zijn met het géﬁénste plasmide, geselecteerd kunnen worden
op tetracycline bevattende platen. Een representatieve kloon, die op
deze wijze is bereid,"is B. coli K-12 stam 294/pLeIF F trp 1.

_ ) Le-IF H, S : | )

Het volledige Le-IF H-gen kan geconfigureerd wordeh voor ex-—
pressie als een volledig ontwikkeld leukocyt-interferon als volgt:

1. Plasmide pLe-IF E wordt aan Hae II en Rsa I ontsluiting on-
derworpen met isolatie van het 816 basispaarfragment, dat zich uit-
strekt van het signaalpeptide-aminozuur 10 tot het 3' niet coderende
gebied. .

2. Het fragment'wordt gedénatureerd en onderworpen aan herstel-
synthese met Klenow-fragment, Klenow c.s., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
65, (1970), 168, onder toepassing van de synthetische deoxyribobligo-
nucleotide~inleider 5'-dATG TGT AAT CTG TCT. Deze algemene methode

wordt eveneens beschreven door Goeddel o.s., U.S. Serial nr. 190799,

-

ingediend 25 september 1980.
3. Het verkregen produkt wordt gesplitst met Sau 3a en een 452
basispaar ("bp") fragment, dat geIsoleerde aminozuren 1 - 150 voor-
stelt. o ' ,
4. Sau 35 en Pst I ontsluiting van pLeIF H en isolering van het

verkregen 500 b.p.-fragment geeft een gen ,I*dg%mri"aminozuren 150

"tot het einde van de coderingsvolgorde.cddeert.

5. Pragmenten geisoleerd bij de trappen (3) en (4) worden ver-
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tonden onder vorming van een fragment:

1 166
met cys 7 asp stop.
ATG TGT .. ——f—— ... GAT TGA .... Pst I
Sau 3a '

dat de 166 aminozuren van Le-IF H codeert.

6. pLeIF A trp 25 wordt ontsloten met Xba I storpeindig . gmadchmet
DNA-polymerase I en het produkt wordt ontsloten met Pst I. Het gro-
te resulterende fragment kan - geisoleerd en verbonden worden met.het
produkt van trap (5) onder vorming van een expressieplasmide, dat
na transformatle van E. coli K-12 stam 294 of andere gastheerbacte-
rigén, in staat is volledig ontwikkeld Le-IF H te exprimeren.

, LeIF-T

De fage A Charon 44 recombinant bibliotheek van het menselijk
genom geconstrueerd door Lawn c.S., Cell 15, (1978), 1157, werd ge-
zeefd op 1eukooyt—1nterferongenen volgens methoden .beschreven door
Lawn c.s., zie hiervoor en Maniatis c.s., Cell 13, (1978), 687. Ben
radioactief LeIF-monster afkomstig van de c¢DNA-kloon LeIF A (Goeddel
c.s., Nature 287, 61980),7werd gebruikt om ongeveer 500.000 plaatjes -
te zeven. Zes LeIF genomklonen werden bij deze uitzeving verkregen.
Na herzeving en plaatjeszuivering werd één van deze klonen, AHLeIF2,
uitgekozen voor verdere analyse. )

Onder toepassing van de hiervoor beschreven methode kunnen an-~
dere monsters met voordeel gebruikt worden om additionele LeIF-klo-
nen uit het menselijk genom te isoleren. Deze kunnen op hun beurt
worden toegepast voor het voortbrengen van additionele leukocyt—.
interferonproteinen volgens de onderhavige uitvinding.

1. Het 2000 basispaar EcoRI-fragment van de genomische kloon
()HLeIFZ) werd aanm een subkloonbehandeling onderworpen in pBR325 bij
de EcoRI-plaats. Het resulterende plasmide LeIF I werd gesplitst met
EcoRI en het 2000 basispaarfragment werd geiIsoleerd. Het deoxyoligo-
nucleotide AAATTCTGCAG (een EcoRI > Pst I convertor) werd gebonden
aan het 2000 basispaar EéoRI—fragment en het verkregen prbdukt wezrd
gesplitst met Pst I, waarbij een 2000 basispaarfragment verkregen
werd, dat Pst I einden bevat. Dit werd gesplitst met Sau 96 en een
1100 basispaarfragment werd geIsoleerd, dat één Pst I einde en één
Sau 96 einde heeft. o :

2. Het plasmide pLeIF C trp 35 werd ontsloten met Pst I en Xba I.

Het grote fragment werd gelsoleerd.
3. Het kleine Xba I - Pst I fragment uit pLeIF C trp 35 werd
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ontsloten met Xba I en Sau 96 Een 40 baszspaar Xba I - Sau 96 frag-

" ment werd gelsoleerd

10

15

20

4. De fragmenten gelsoleerd bij de trappen 1), 2) en 3) werden

verbonden onder vormlng van het expres31eplasmlde pLeIF T trp 1.
: LeIF-J

1. Het plasmide ﬁieIF J bevat een 5,8 kilobasis Hind III-frag-
ment van menselijk genomisch DNA, dat de LelIF J genvolgorde bevat.v
Een 760 basispaar Dde I - Rsa I f@ggment werd uit dit plasmide ge—'
isoleerd. 7 . | ' '
2. Het piasmide pLeIF B trp T werd gesplitst met Hind III én
Dde I en een 340 b.p. Hind ITI - Dde I fragment weid gelsocleerd.

'3, Het plasmide pBR322 werd gesplitst met Pst I, staupeindig gemaskt
door inkubatie met DNA éol I (Klenaw—fragment) en vervolgens ontslo-
ten met Hind III. Het érote (3600 bp) fragment werd gelsoleerd.

4. Fragmenten-geisoleerd bij trappen 1), 2) en 3) werden ver-
bonden onder vorming van het expressieplasmide pLeIF J trp 1.

De methoden en produkten toegepast in de volgende constructles
waren zoals in de voorafgaande beschrijving. De volgende tabel A
geeft de details voor bijzondere constructies van hybride LeIF plas-

miden hiervan.
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Onder verdere’verWijzing naarrtébel'A'zijn_de vier eeist‘be—

schreven hybride LelF's bereid uit twee LeIF expressieplaémiden. Een

Bgl-II plaats gemeenschappelijk met LeIF A en D cDNA's is gebruikt

10

om een expressieplasmide pLeIF trpiAB'(Bgl II) te construeren, dat
codeert voor de 63 aminozuren mét eindstandige aminqgroeben van
LeIF A eﬁ de 102 aminozuren met eindstandige carboxylgroepen van
LeIF D. Dezelfde plaats werd gebruikt bij de constructie van een ex-
pressieplasmide pLeIF trp DA (Bgl II), dat codeert voor 64 aminozu-
ren met eindstandigé aminogroeépen van LelIF D en 102 aminozuren met.
eindstandige carboxylgroepen van LeIF A. De Pvu II plaats is ge-

‘bruikt bij de constructie van twee andere hybride interferon expres-

- sieplasmiden: 91 aminozuren met eindstandige aminogroepen van A met
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T4 aminozuren met eindstandige carboxylgroepéh van D (pLeIF trp AD
(Pvu II)) en 92 aminozuren metb eindstandige. aminogroepen van LelIF D
met 74 aminozuren met eindstandige carboxylgroepen van LeIF A~ '
(pLeIF trp DA (Pvu II)). Samenvattend, voor:

pLeIF AD trp (Pvu IT): het grote (n3900 bp) fragment van een
Xba I en Pst I ontsluiting van pLeIF A trp 25 werd verbonden met een
285 bp Xba I-Pvu II fragment van pLeIF A trp 25 en een ongeveer 550
bp Pvu IT-Pst I fragment van “pLeIF D trp 11;

pLeIF DA trp (Pvu II): het grote (w3900 bp) fragment van een
Xba I en Pst I ontsluiting van pLeIF A trp 25 werd verbonden met een
288 bp Xba I-Pvu II fragment van pLéIF D trp 11 en een ongeveer 550
bp Pvu II-Pst I fragment van pLeIF A trp 25;

.pLeIF AD trp (Bgl II): het grote fragment uit een BEl II, Pst I
ontsluiting van pLeIF A trp 25 werd verbonden met een n600 bp Bgl
II-Pst I fragment uit pLeIF D trp 11; en '

pLeIF DA trp (Begl II): het grote fragment uit een Bgl II en
Pst T ontsluiting van pLelIF D trp, 11 werd verbonden aan een ongeveer
700 bp fragment verkregen door Pst I spllts1ng van pLeIF A trp 25

i

gevolgd door partigéle Bgl 1T ontslultlng

In het vijfde voorgestelde hybride:

pLeIF AB trp (Pvu If): het grote (3900 bp) fragment van een
Xba I en Pst I ontsluiting van pLeIF A trp 25 werd verbonden met een
285 bp Xba I - Pvu II fragment van pLeIF A trp 25 en een ongeveer
750 bp Pvu II (partieel) - Pst I fragment van pLeIF B trp 7.

i Op soortgelijke wijze worden de andere constructies voorgesteld

in tabel A aldus gedefinieerd. Als een verder voorbeeld kan men bij
de constructie van een LeIF C en/of LeIF H deel bevattend hybride,

voordeel trekken van gemeenschappelijke Bbv I plaatsen, die voorko-
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volgorden.
OP dezelfde manier kunnen plasmiden die geschikt zijn voor de

microbitle expressie van andere nieuwe hybride leukocyt-interferons
gevormd worden door geschikte manipulatie van dubbelstrengig DNA,
onder het coderen van alle of cen deel van de aminozuurvolgorden van
in de natuur voorkomende 1eﬁkocytinterferons. Derhalve wordt een
eerste dubbelstrengig DNA—fragment geselecteerd, dat het eindstan—~
dige aminodeel van een eerste, in de natuur vqorkomende‘leukocyt—
interferon aminozuurvolgorde codeert en eruit voortkomende in de 3'-
richting een aanzienlijk deel van de aminozuurvolgorde ervan. Het
fragment bevat een restrictie endonuclease splitsingsplaats voor ge-
plaatste aangrenzende coddns voor aminozuur "n" van het eerste leu--
kocyt-interferon, n-aminozuren, die een azanzienlijk deel van de
aminozuurvolgorde van het eerste interferon vormen. Splitsing met
het restrictie endonuclease geeft een fragment, dat het eindstandige
amino van het eerste interferon en codons voor ongeveer n aminozuren
bevat. Een tweede fragment, dat alle of een deel van de codons voor:
de aminozuurvolgorde van een tweede, verschillend leukocyt-interfe-
ron bevat, wordt geselecteerd, ﬁaarbij het fragment een splitsings-
plaats bevat voor een identiek restrictie endonuclease geplaatst
aangrenzende codons voor dat aminozuur van het tweede interferon,
waarvan het amlnozuurgetal (voortkomend uit het eindstandige amino
van het tweede interferon) ongeveer 166-n is. Splitsing van het twee-
de fragment met dat restrictie endonuclease geeft een produkt, dat
complementair is voor het "n" eindstandige deel van het ontsluitings-
produkt van het eerste fragment, godanig dat het ontsluitingsprodukt
van het tweede verbonden kan worden met dat van het eerste, onder
het opnieuw vormen van de restrictie endonuclease herkenningsplaats
en het opnieuw!samenstellen van het codon voor aminozuur en van het
eerste interferoﬁ, w;ar verloren gegaan bij de initi&le ontsluiting.
Het produkt van de restrictie endonuclease ontsluiting van het twee-
de fragment komt bij voorkeur voort uit het einde, dat resulteert
uit splitsing in de 3'-richting door nucleotiden, die de elndstandl—
ge carboxylgroepen van het tweede leukocyt—lnterferon coderen.

Ook kunnen hybriden, die aanzienlijke hoeveelheden van de ami-
nozuurvolgorden van meer dan twee in de natuur voorkomende ieukocyt—
interferons bevatten, gevormd worden, in welk geval bijvoorbeeld het
hiervoor vermelde tweede fragment additioneel gekozen wordt om een

tweede restrictie endonucleaseplaats stroomafwaarts van de eerste te
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bevaften, waarbij’de’tweéde plaats identiek is aan een SOOrﬁgelijk»J>

opgestelde pléats binnen een fpagment, dat hetreindsﬁandige carboxy-

'/—deel van een derde leukocyt-interferon codeert, enz. In-het aange-
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haalde voorbeeld kunnen de produkfen‘van opeenvolgende restrictie
endonuclease-bewerkingen drievoudig verbonden worden ondexr #orming. .
van een hybride-~gen, dat het eindstandige aminodeel van een eerste
interferon, de middentrajekt-aminozuurvolgorde van het tweede en het
e¢indstandige carboxydeel van het derde (of volgens een andere varia-
tie van het eeréte, wannéer de eerste en derde interferons dezelfde
zijn) codeert. _ '

Bij voorkeur is het hiervoor’vermeide eerste fragment afkomstig
van een eXpressiepiasmide,,dat wil'zeggen één waarin codons voor het
eindstandige aminodeel van het eerste leukocﬁt—intqrferon;zijn voor-
af gegaan door een ATG of een ander vertalingsinitiéringscodoﬁ en
een promotor of;prbmotor—operatorsysteem. Als resultaat zal het_
hiervoor beschreven eindprodukt van de'manipulefende bewerkingén
een plasmide zijn, dat in staat ié het poiypéptide uit te drukken,
dat geﬁodeerd is door het hybridegen in bacterign of andere micro-
biéle organismen, die met het plasmide zijn getransformeerd. Andere
middelen voor het configureren van het hybridegen voor microbiéle '
expressie zullen voor de deskundige duidelijk zijn. »

Bij voorkeurs-uitvoeringsvormen van de uitvinding codexen de
hybridegenen een nieuwe leukocyt-interferon aminozuurvolgorde van
ongeveer 165 ~ 166 aminozuren, die een conjugaat vormen van in hoofd-
zaak aminozuurﬁolgorden gzoals voorgesteld in fig. 3. Het meest bij
voorkeur bevatten de nieuwe leukocyt-interferons, gecodeerd door de
hybridegenen, de aminozuren, gespecificeerd en geplaatst zoals aan-
gegeven in de volgorde M"All" van.fig. 3. De expressieprodukten van
plasmiden gevormd volgens de uitvinding kunnen onderzocht worden op
antivirusactiviteit op gebruikelijke wijze, zoals bij de biologische
activiteitsbepalingen hierna beschreven. '

Aantonen van antivirusactiviteit. A

B. coli K—12istam 294 werd op.gebruikelijke wijze getransfor-
meer met onafhankelijk, de plasmidenwiLeIF trp A 25, pLeIF trp D,
pLeIF trp A/D (Bgl II) en pLeIF trp D/A (Bgl II). De transformanten

werden gescheiden gekweekt in kultures van 5 ml in L-vloeiétof, die

5 mg/ml tetracycline bevatte tot een A550 van ongeveer 1,0 en wer-
den vervolgens verdund in één liter van M9 media, die 5 /ug/ml te-
tracycline bevatten. Cellen werden verzameld wanneer A550 de waarde

1,0 had bereikt-en celkorrels werden gesuspendeerd in 10 ml 15% su-
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crose, 50 mmol tris-HCl (pE 8,0), 50 mmol EDTA. 10 mg lysozyme wer-
den toegevoegd en na 5 minuten bij 0°C werden cellen door geluids-
golven gebroken. De monsters werden 10 minuten le 15.000 omwente-
lingen per minuut gecentrifugeerd in een Sorvall SM-24 rotor. De in-
terferonactiviteit in de bovenstaande vloeistoffen werd onderworpen
aan een proef op de antivirusactiviteit.

De opbrengsten per liter kultuurvioeistof van deze interferons,
getitreerd op een menselijke celreeks (WISH) worden in tabel B aan-
gegeven, waaruit blijkt, dat LeIF-A/D activiteit in een grotere hoe-
veelheid wordt voortgebracht dan de andere interferons. Dit verschil
kan een gevolg zijn van de grotere intrinsieke activiteit van het
LeIF-A/D of aan een grotere opbrengst uitgedrukt in mg proteine van
dit interferon. Omdat de genetische verbinding identiek was voor al
deze interferons, lijkt het het meest waarschijnlijk, dat LeIF-4A/D
essentieel een grotere activiteit heeft dan de andere inteffenoné;

' . Tabel B.

Opbrengst van leukocyt-interferons uit schud-
kolfkultures van E. coli.-

Type interferon Activitelt opbrengst/llter (eenheden op
£
WISH)
A 82107
D 5x106
oD (Bgl II) , - 2x10°
DA (Bgl II) - 1::106
x Bepaald door remming van het cytopathische effekt op WISH-cellen

met VSV als opwekmiddel.

De potentie van de verschillende interferons in een reeks zoog-
diercelrecksen werd bepaald (mens, WISH; Afrikaanse groene azp, VERO;
hamster-fibroblast, BHK; konijneniercellen, RK-13; muis L-929 en
rundernier, MDBEK-cellen). Teneinde de relatieve activiteit van de
interferons te vergelijken werd hun activiteit op verschlllende cel-
len berekend in verband met hun activiteit op WISH—cellen, die als
100 worden genomen. De resultaten in tabel C laten zien, dat LelF-
A/D een zeer grote activiteit in VERO en L-929 cellen heeft, terwijl
LeIF—D/A een geringe -activiteit heeft in deze celreeksen. Deze resul-
taten wijzen erop, dat de combinatie van het N-eindstandige deel van
LeIF-A en het C-eindstandige deel van LeIF-D binnen één molecuul
(LeIF-A/D) van het hybrideproteine een bijzondere potentie verleent,
die manifest is in verschillende ioogdierSOOrten{ Bovendien zijn de~

ze eigenschappen niet eenvoudig de som van de eigénschappen van de
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ouderinterferbns. Dit blijkt duidelijkrin het geval vaﬁ de acﬁvi;
teit op I~929 cellen (tabel C), in welk geval noch een mengsel vanr
TeIPF-A en LeIF-D noch het andere hybrlde, LeIF-D/A, duldellake acti-
viteit heeft.

Tabel C.
 Titratie van verschillende leukocyt-interferons in
celreeksen van verschlllende zoogdiersoorten.

7 Leukocyt—lnterferonsE )

Celreeks A D A/D D/A A+D Buffy-coat

visw 100 100 100 100 . 100 100

VERO 250 75 1670 20 200 200

BHK 400 200 833 2000 400 - 20

RE-13 12 500 - 6 n.b. n.b. 120

-929 150 5 3300 . 2 10 - 0,1

x Interferons onderzocht tegeh V8V-infektie van de Veischilléndé

celreeksen. Activiteiten,uitgédrukt als percentage activiteit

waargenomen in WISH-cellen.’

De activiteit van LeIF-A/D tegen andere virhssen werd eveneens
onderzocht. De gegevens in.fig, 5 laten antiviruseffekten zien tegen
EMC—viruéinféktie van L-cellen en de gegevens in fig. 6 laten 'de ef-
fekten zien tegen VSV~infektie van I-cellen., Het is uit deze gege-
vens duidelijk, dat de grotere activiteit van LeIF-A/D niet'Béﬁérkt
is tot één virus (VSV) en de grotere activiteit ervan is'waa;schijn—
1lijk een algemene eigensdhap tegen vele virussen. Natﬁurlijké men-
selijkerleder-koldér interferonpreparaten hebben geen effekt tegen

" puiscellen (zie tabel B). De activiteit van LeIF-A/D tegen EMC-virus-

30

35

infektie van CD-1 muizen - _ . werd daarom onderzocht. De’ re-
sultaten in fig. 7 laten zién, dat LeIF-A/D uiterst potent is tégen

lethale EMC-virusinfektie en dat LeIF-A eveneens antivirusactiviteit

heeft, zoals verwacht kan worden uit de activiteit in de celreeksen

(tabel B). De gegevens in fig. 7 resulteren uit intraperioneale be-
handelingen 3 uren voor de infektie. Doses van LeIF-A/D en LeIF-A
worden als zodanig getitreer& op WISH.

Lethale EMC-virusinfektie van hamsters doet zich eveneens voor
door LeIF-A/D en LeIF-A (fig. 8), waarbij de eerstgenoemde Het meest
effektief is en leren kolderinterferon laat slechts een klein en sta~

tistisch onbetekenend effekt zien. In het geval van fig. 8 werden al-

* le interferons. intraperitoneagl toegediend 3 uren voor de infektie

met een dosering van 5x105,/ug/kg,'getitreerd op WISH-cellen.
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Deze resultaten geven:aan, dat de uitgesproken antiviruseffek-
ten van LeIF-A/D in een reeks van zoogdlersoorten nlet beperkt wordt
tot celkultures, maar ook wordt waargenomen bij lethale virusinfek-
ties.

EMC-virus kan als een modelsysteem worden beschouwd, een demon-
stratie van antiviruseffekt tegen wat voorspellend kan zijn van anti-
viruseffekt tegen de voorgestelde groep virussen, dat wil zeggen de
picornavirusgroep waarvan mond- en klauwzeer en polio leden zijn.
VSV;virué kan worden opgevat als een modelsysteem, een demonstratie
van antiviruseffekt tegen wat voorspelbaar kan zijn van antivirus-
effekt tegen de voorgestelde groep virussen, dat wil zeggen de rhab-
dovirusgroep, waarvan rabies een belangrijk 1lid is.

Tgbel D somt de activiteiten in tabelvorm op van verschillende

van de LeIF-hybriden ervan op WISH en MDBK-cellen en de activiteits-

verhoudingen daaxrvan:

Tabel D.
LeIF-hybride (PvuII) Eenheden/liter Eenheden/liter Verhouding ac-
kultuur kKultuur tiviteiten
WISH-cellen MDBK-cellen WISH/MDB
AB 2,4 % 10° 4 x 107 6
AD 1,2 x 108 2 x 107 6
AF 6x10!  1x10 6
AG 4 x 107 1,5 x 107 2,7
AT 3,2 x 107 1,2 x 107 2,7
BA 1,5 = 107 1x 107 15
BD 6x107 T 1,5x 107 4
BF 1 £ 10° 3.5 x 10° 0,3
BG 2x10!  6x10 0,3
DA 3 x 10° 1,2 x 10° 0,025
DB 2 x 10° 5 % 107 0,04
DF 2 x 107 4 % 10° 0,05 "
¢ 2 x 10° 1,5 x 107 0,014
FA 2 x 107 6 x 107 0,003
B > x 10° 8 x 107 0,025
D 1x107 2 x 107 0,5
el 1 x 10° 4 x 107 0,025
IA 2,4 x 10° 6 x 107 0,04
2% 8 x 107 1,2 % 10 0,7
3% 8 x 107 4 x 108 0,2
c* 2 x 107 1,5 = 107 1,3
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Tabel D (vervolg)

LeIF-hybride (PvuII) Eenhe&en/llter Eenheden/liter Verhouding ac-

kultuur kultuur - tiviteiten
WISH-cellen =~ MDBK-cellen  WISH/MDB
r 5 % 10° 2,5 x 107 0,2
2 x 107 2 x 10 0,1
* 1,6 x 107 1,2 % 107 1,3

x Voor vergelijkingsdoeleinden.

Parenterale toediening.

De hybrlde 1eukocyt-1nterferons hiervan kunnen parenteraal wor-
den toegediend aan 1nd1v1duen, die een antltumor of antivirusbehan-

deling nodig hebben en aan die individuen, die immunosuppressieve

"~ toestanden vertonen. Dosering en doéeringssnelheid kunnen parallel
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zijn aan.,wat thans in gebruik is bij klinische onderzoekingen van
van de mens afkomstlge materialen, levoorbeeld ongeveer (1- 10) b4
106 eenheden per dag en in het geval van produkten met een grotere
iulverheld dan 1%, blgvoorbeeld tot 5 x 107 eenheden per dag. Voorlo-r
pige indikaties bij het hiervoor beschreven onderzoek bij apen sug-
gereren dat doseringen van bactefigel verkregen Le-IF aanzienlijk
kunnen worden verhoogd voor een groter effekt, toe te schrijven aan
de essentiéle afwezigheid van menselijke proteinen anders dan Le-IF,
welke proteinen in van leukocyt afgeleide produkten kunnen fungeren
als pyrogenen, die ongunstige effekten laten zien, bijveorbeeld ﬁa—
laise, teﬁpeiatuur&erhoging, enz.

Als één voorbeeld van een geschikte doseringsvorm voor in hoofd-
zaak homogeen bacterieel Le-IF in parentefale vorm, hier mutatis mu-
tandis toepasbaar, kunnen 3 mg Le~IF van specifieke activiteit van
bijvoorbeeld 2 x 108 eenheden/mg worden opgelost in 25 ml 5 N serum-
albumine (menselijk) - USP, kan de oplossing worden geleid door een
bacteriologisch filter en kan de gefiltreerde'oplossing aseptisch
worden onderverdeeld in 100 fleges, die elk 6 x 106 eenheden gzuiver
interferon bevatten, dat geschikt is voor parenterale toediening.

De flesjes worden bij voorkeur in de koude (—2000) véér gebruik op-
geslagen. i ' ,

De verbindingen van déronderhavige uitvinding kunnen geformu-
leerd worden volgens bekende methoden voor de bereiding van farma-
ceutisch geschikte preparaten; waarbij het polypeptide in mengsel ge-
combineerd wordt met'een farmaceutisch aanvaardbare drager. Geschikte
dragers en hun formulering zijn beschreven in Remington's Pﬁérmaceu—

tical Sciences door E.W. Martin. Dergelijke preparaten zullen een
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werkzame hoeveelheid bevatten van het interferon~-proteine tezamen
" met een geschikte hoeveelheid drager teneinde farmaceutisch aan-
vaardbare samenstellingen te bereiden, die voor een effektieve toe-

diening aan de gastheer geschikt zijn.
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CONCLUSIES
1. Antiviraal polypeptlde van ongeveer 165 - 166 amlnozuren,

waarvan de amlnozuurvolgorde van het polypeptide in volgorde afzon—

' derlijke sub—volgorden bevat, die overeenkomes in . amlnozuurldentltelt
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en aantal met sub-volgorden van verschlllende, in de natuur voorko-
mende leukocyt-interferons, waarbij de aminozuurvoigorde %an het po-
lypeptide in totale samenstelling verschilt van de aminozuurvolgorde
van in de natuur voorkomende leukocyt-interferons.

2. Polypeptide volgens conclusie 1, waarvan het N-eindstandige
deel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 1 - 92 van LeIF—D en het
eindstandige carboxyldeel in hoofdzaak bestaat ult amlnozuren 92 -
165 van LeIP-A. .

3. Polypeptide volgens conclusie‘1, waarvan het N—eindstandige
deel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 1 - 91 van LeIF-A en het
eindstandige carboxyldeelrin hoofdzaak bestaat uit aminozuren 93 -
166 van LeIF-D. - | -

4. Polypeptide volgens conclusie 1, waarvan het N—éihdstan@igé
deel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 1 - 63 van LQIF-D'en het
eindstandige carboxyldeel in hoofdzask bestaat uit aminozuren 63 -
165 van LeIF-A.

5. Polypéptide volgens conclusie 1, waarvan het N-eindstandige
deel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 1 - 62 van LeIF-A en het .
eindstandige carboxyldeel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 64 - _
166 van LeIF-D. B

6. Polypeptide volgens conclusie 1, waarvan:hef‘N-eindstandige
deel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 1 - 91 van LeIF-A en het
eindstandige carboxyldeél in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 93 - ,
166 van LeIF-B.

7. Polypeptide volgens conclusie 1, waarvan het N—éindstandige
deel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 1 - 91 van LeIF-A, het eind-
sténdige carboxyldeel in hoofdzaak bestaat uit aminozuren 93 - 166
van LeIF-F. '

8. Dubbelstrenglg DNA, dat een streng bevat, dle een polypep-
tide volgens elk van de conclusies 1 - 5 codeert.

9. DubbelstrengingNA; dat een streng bevét, die een polypep-
tide volgens conclusies 6 en 7‘codeert. - '

10. Repllceerbare, plasmldeachtlge expressiedrager, die in
staat is in een transformant mlcroorganlsme een polypé;tldervolgens
elk van de conclusies 1 - 5 uit te drukken.

11. Repliceerbare, piasmideachtigé expressiedrager, die in
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gtaat is in een transformant microdrganisme een polypeptide vqlgens
conclusie 6 en 7 uit te drukken. -

12. Transformant microdrganisme, dat de expressiedrager van
conclusie 10 bevat. '

13, Transformant microdrganisme, dat de expressiedrager van
conclusie 11 bevat. ' |

14. Plasmide gekozen uit de groep bestaande uit pLeIF AD trp
(Bgl II), pLeIF AD trp (Pvu II), pLeIF DA trp (Bgl II) en pLeIF DA

trp (Pvu II).
15. Plasmide gekozen uit de groep bestaande uit pLeIF AB

(Pvu II) en pLeIF AF (Pvu II).

16. Wérkw1aze voor het vormen van een dubbelstrenglg DNA vol-
gens conclusies 8 of 3, m e t het kenmerk, dat men
3. een eerste, dubbelstrenglg DNA-fragment selecteert dat codons
bevat, die de totale of een deel van de aminozuurvolgorde coderen
van een eerste, in de natuur voorkomend leukocyt-interferon, welk
fragment codons omvat voor het eindstandige aminodeel van het inter-
feron en op een afstand in dé 3'-richting daarvan een eerste res-
trictie endonuclease splitsingsplaats{
b. het fragment met de restrictie endonuclease SPIitst;
c. cen tweede dubbelstrengig DNA-fragment selecteert, dat de gehe-
le of een deel van de aminozuurvolgorde van een tweede, verschillend,
in de natuur voorkomend leukocyt-interferon codeert, welk tweede
fragment een identieke restrictie endonuclease splitsingsplaats be-
vat, die in hoofdzaak identiek geplaatst is vanuit het oogpunt van
de aminozuurnummering van de twee interferons en bovendien voorbij
deze plaats codons bevat voor het eindstandige carboxyldeel van het
tweede interferon;
d. het tweede fragment met de restrlctle endonuclease splltst en

e. restrlctle endonuclease ontsluitingsprodukten van de trappen b

" en d verbindt voor het herstel van de restrictie endonucleaseplaats
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en een hybridefragmenf vormt, dat in volgorde codons bevat voor het

eindstandige aminodeel van het eerste interferon en het eindstandige

carboxyldeel van het tweede interferon.
17. Werkwijze voor de vorming van een antiviraal " polypep-

tide volgens eik van de conclusies 1 -7, met het ken-

merk, dat men
a. het hybride DNA-fragment afkomstig van de werkwijze volgens
conclusie 16 laat ontplooien binnen een repliceerbare plasmideach-

tige expressiedrager, een microdrganisme daarmee transformeert, het
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 m1croorgan1sme kweekt en de expressie van het polypeptlde, gecodeerd

door het hybrlde DNA—fragment laat plaats hebben en
b. het verkregen mlcroorganlsme laat lyseren en daarult het poly~
peptlde wint. - o ' ‘ '

18. Farmaceutisch preparaat, dat een therapeutisch werkzame hoe-
veelheid van een polypeptide volgens één of meer van de conclusies
1 - 7 en een farmaceutisch aanvaardbare drager bevat.

19. Toepassing van het polypepfide volgens één of meer van de
conclusies 1 = 7 bij de behandeling van viralé of neoplasti-
sche ziekten of voor de bereiding van farmaceutische preparaten, die
voor een dérgelijke behandeling geschikt zijn. '

20. Produkten. en werkwijzen voor hun bereiding zoals hiervoor

beschreven.
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GCRTTRACE TITAETITACTGRTA
TTCAST T PA FTTAA TEGT
CTTCOTIIAG L TATLS
COTUCCLETTIR ETTALTOATLL

60 L -40 . oy .

TCACCCTAAACCTTAGGCETIACLCATTICAACCACTETAGLARCA TR TCrAACAT I TATAR
TA TAGCTRAGK CLOCAACATCTALAN

CAAGETPATUCATCTCAAGTAGCC TG TATTTCUAACA T,
CAAGUTTEACAUTEALCLA TV MU AAGCUCACAAG TA (I TCCAA TATS TALL

TOT N
(LM {r

ACATSCEAATHCCLCTCTRETTITUTTTAGTGA TUCHLCTEO TUGTCS
CCAAGU T T AGTGT TACCATCATC AR L AGC UG AR ACCA TR TTCOCCA TTEL AR TECCATTUGCCTITGRTTTA EGATGOCCRTEOTRGTEN
60 R 89 . RRULI , 120 , 160

TCAGETCLAAGTEAAGS TG LT TR TER S [ TRAT L TECCTCA MM CACARICTCRC TAGLAGCAGCACCTTCATOU TCCTOGCATAGA (ARG AAAAT
TCAUCTACAAM A LTCAGE TETE TCUCCTOTUATE TCCTTLAGAL TCALAGCCTSUE LAACAGBAGELE CTTCA TAL T ! A
TCAGE PACAASTELA LTI (C SEUCC T TOA L TE LU T AGACLEACAGE L T TAA TAGCACCE L CTTCAT AL T LT GG At AAATCL ARG ART
TLAGCTCCAAUTEAAGCTOLTUTCTCOGC FUTUA T PCULETUATALLRALA TERALAACACCAGRALLTTCAPCRTCCTOGCACAAA TLAGLALAAT

' CICCCTETUCLCTUTCATCTGLLTCALGLRCACAGLE FCUGTAACALUAGUGLL ITOA PAL  CE T OACACAAATCACLACAAT
TCAGETACAAATCCATLTCITCTLTECOCTOTUA IETULULTUASACULACAGULTGUCTAA FAGUALGCLCCTTCATACTCRTGULACAAATCUCAALAAT

TCACCTGCAASTCAAGCTCLTLTCTCGCT! m:\ATL'SGTCTCAAA(fCCACAGCCt‘GAATMCAGCACCAL‘t‘ﬁ'CATC(:TCA TCCCACAAATGAGGACAAT
160 180 200 220 240
. . v E . . . v . .

CTCTCTTTTETCCTUCTTCAACGACAGACATCACTTTCRALTICCE CAGCACCACTIT  GCCAACCACTTCOAAAACCCTCAMALCATCHCTCTRCT
CTETCCTTTCTCCTCLLTCAAGGACAUACA [CACT I TSAATTECSC CAGCAGCAGTTICATCA LAAACAGTTUCAGAAGGLTLANGECATCTCTCTCCT
GTCTCCTTTITCCTCCUTOAAUGALAGACATCA LTTCCLAATLACL CAGGALGAG TTTCATULCAALCAG T ICCAGAACCETCAALCCATSTOTCTCCT
CTCTSCTTLCTCLTCTCTOATCCACAGATATCACTTTCGATTTICC CAGCAGGAGTTTCATGUCAACCAGTTCRAGAAUGLTCCAGLCATCTETGTECT
CTCTCCTTITTICTTACCTGAATACAGACATGAC I TTCATT ITCCATCATCAUG TG TTTCATECCARCCACTTCLAGAAGE TTCAAGLUTATCTTCLTTIT
CTICTCCTITCTCCTCUCTCAAGGACAGACATCAGTTTGGATTCLCE CAAGAGGAGTTTCATGCCAACCAGTTCCAGAACCLTCAAGLLATATCTETCCT

CATGACTTTIGCATTICET CAGUALGAGTTTCATCOCAACCACTTCCAGAAGUCTCAAGCCATCTNTCTLLT
CTCTCCTTTCTCCTCLCTCAAGCACAGACATCACTTTCAATITECE CAGUAGGAATTTCATGUCAACCAGCTTECACAAAGETCAAGCLATETSTETECT

260 280 300 320 . 340
. N L3 Ly . . . . . » .

CCATCAGATCATCCACCAGATCTTCAATCTCTTCACCACAAAGCACTCATCTCCTCCTTCRCATCAGACCCTECTACACAAATTZTACACTCAACTCTAC
CCATCAGATCATRLAGLAGACCTTCAALCTS TICAGCACARAGCACTZATCTCLTCLTT ICOATCACACCATTCTAGATCAATTCTAGATCCAAC TTCAS
CCATGACATGATCCAGLAGALCT TLAATCTCTICAGCACACAGGASTCATC TCITGC TTEGCAACAGACLUCTCCTACAAAAA TTTTCCACTSAACTTTAC
CCATGAGLTCATCCAGCAGATCTTCAACCTCTTTAGLACAAAAGATICA [CTCCTCCTTGCCATCAGEACLTEC TAGACAAATTCTGCACCCAASTCTAC
LCATGAGATCATCCAGLAGACCTTCAACCTCITCAGCACRAAGSACTCATCTGATACTTUCCATCAGACCCTTTTAGACASATCC TACASTGARL £TTAC
CCATGAGATCATECAGCACACT ITCAATUTTTTZAGCACAAAGGACTTATCTSC TACTTUGTAACAGACCCTECTAGAAAAATTTTCCACTOAACTTAAG
CLATGAUATUATCLAGCAGALSTTCAATCTCTTCAGCACAAALCALTCATL TCCTAC TTCOCATCAGACAC TTC FAGACAAATIC TACACTGAALTTTAG
CCATGAGATGATGLAGCAGACLTTCAATCTE T TCAULACAAAGAACTLATCTECTCCTTCCGATGAGACCL TECTAGAAAAATTCTACATIUAASTTTIC

360 380 400 420 &0
. ’ » . . . ’ . D

CAGCAGCTCAATCACCTCGAAGCSTGTCTGATACAGGCCGTECGSGTCAZAGAGACTECCCTEATCAAGGAGGACTCCATTSTCGCTCTCAGCAAATACT
CAGCAGCTSAATCACCTGEAAGTCCTOTCTSATCAGGAAGTUCGCGTSATAGAGTS TLCCCTOATCTACCAGGACTLCA TCCTGGCTOTCACGAAATALT.
CAGCAACTGAATCACCTEGAAGCATS TS TCATACAGGACGTTSCGETECAAGAGACTCCCETEATCAATCACCACTUCATCE TCLCTCICACGARATACT
CAGCAGCTOAATGACTTCCAACCCTE TG TCATGCAGCAGCAGAGCETELCACAAALTACELTCATCAATCTCCACTCCATCTTCOLICTCAAGAAATACT
CAGCAGCTGAATGACCTOCAAGLCTUTCTOATGTAGAAGG T TUGAS TECAAGACAC TELLETCAGEAATC TUCACTCCATCCTEE S TS TOAGAAAATACT
CAGCAGEICAATCACATCCAAGCCTLCCTGATACAGGAGETIGRGUTCGAAGAGACTCCCCTGATGAATCTCCACTCCATETICGCTCTSAAGAAATACT
CACCACCTSAATCACCTOCAAGL S TOTATCATCCAGCAGG TIUCACTGGAAGACASTCCTCTCATGAATG TECAS TETATCCTCACTOTCAGAARATACT
CACCAAATCARTGALCCTGCAAGEL TG TCTCATACAGGAGG TTCLGETCCAAGAGACTCLCE TCATCAATGAGLACTCCATCUTCOC TCTCAAGAAATACT

460 - . 480 . - 300 - 520 . 340
* . L] * . . . E] s .

TCCAARAGAATCACTCTETATCTGAAAGAGAAGAAATACAGCCC TIGTGCE TCGOAGE TIGTCAGAGSACAAATCATGAGATCTTTTICT TISTCAACAAA
TCCAARGAATCACTCTATATC TGACAGAGAAGAAATACAGCTCTILTGCUTGOEAGE TTGTCACAGCAGAAATCATCAGAT S CTTCTCTITATCAATCAR
TCCAAAGAATCACTCTITATCTAATAGCAGAGGAAATACAGCCCT TG TGCE TGLUGAGG TTCTCAGAGEAGAAATEATCAGATCCCTCTCETTTTCAACAAA
TCCCAAGAATCACTCTCTATCTCACAGAGAAGAAATACAGCCLTTCTCLCTGCEAGETTGTCAGAGCAGAAATCATEAGATCCCTETCTTTATEAACAAA
TTCAAAGAATCACTCTTTATCIGACAAAGAAGAAGTATAGCCLTTC T TLLTCGCACG L TCTCAGAGCACAAATCATCAGATCS TTCTETITATGAACG
TCCAAAGAATCACTCTTTATCTGACAGACAAGAAATACAGCC L TGO TRC TTCGCACE T I TEAGAGCACAAATLATCACATCCTTCTATTTATCAAAAAT
TTCAAAGAATCACCCTCTATCTCACAGAGAAGAAATACAGCCLTTCTCCATECCAGGTTLTLAGAGCACAAATATCAGATCC ITCTCTTTATCAGCAAA
T AAACAATCACTC T T TATC TR ATOCAGAAGAAATACACL LI TOTCCCTCECAGE T I TCAGAGCACAAATCATGAGATCCTTCTETTTITCAACAAA

s 560 , s80 . 890 , - 620 .. 540
CTTCCAAGAAAGTTTAAGAAGTAAG CAATGAAAACTGCOTTCAACATCCAAATGATTTTCATTCATTCGTATGCCAGETCACCTTTITATCATCTGCCATT
CTTCCAAAAAAGATTCAAGAGTAAGCAATUAGACCTCGTACAACACCCAAATCATTCTCATACASTAATACAGCACTC TACACTITGACAAGTTGTCCTS
CTTGCAAAAAAGAT TAACGACGAAGGAT TERAAAC TEGTTCAACA TG CAATC A TCCTEATTCACTAATACAT TATC TCACACTTTCATGACTTCTTC A
CTTCCAACAAAGATTAAGGAGGAAGGAA TAATATCTGG TE CAACATCAAAACAA TTCTTATTGAC TS ATACACCAGE TEACGE T TTCATOAATT A TG TEA
CTTGCAGGAAAGATTAAGGAGCAAGCAA TCAAAACTCGTTCAACATGGAAATCAGARACATTTCCATCATTAATACATCATCTCACACATTCATCAATTC
TTTTCAAGA:\AGA”A;‘;GGACGMGCM_&MCCCTFT CAACATGCAAATGATC TG TATTCACTAATACACCACTACACACTTCTATCACTTCTOCUAT
CTTCCAAGAAAGATTAAGGAGGAAGCAATCAAAACTCOTTCAACATCCAAATGAT TE TCATTCAG TACTACACCATTTCACACTTCTTIGAGT TS TCLLGT

AAGATTAAGGAGCAAGCAT TCAAAACTGGTTCATCATECAAATCATTCICATTCAGTAATACA TCATCTCACACTTTCATGTTC TTCCATT

650 630 100 - 720 140
. v v . » . . [ .

TCAAAGACTCATCTTTCTCE TATCACCATCACACCATTTAAATCTT TTCAAATCTTITT TAGCACTATTAATCAACATTC TATTCAGCTCTTAAGGCACTA
TTTCAAAGACCCTIGTTTCTOCCAAAACCATCCTATGAATTGAATCAAATG TS TCAAGTC TT T ICACCAGTCTTAAGCAACATCC TCTTCAGC TG TATGS
TTTCAAAGACTCACTTOTATAACCACCACCCCTTCAATCAAAATTTTCAAATCTTTTCACCAGTC TAAAGAAGTE TCOTOTATACCTO TCCAGCCAGTAG
TTTCAAAGASTCTCACCCCTGCTATAACTATGACCATCCTCA TAAACTGATTTATC TATTTAAATATT TATTTAAGTATTCATAAGATTTAAATTATTTT
TCCCATTICTCATTTTTGCTATATCCATCACATCAGTTCAATCAAAATTTTAAAA TG TTTTCACCAATGTTAAGCAGCATCATG TTCAGCTCTACACGCA
TTCAAAGACTCATTTCTCCTATAACCACCUCATCAGTTCAATCANAAT T TTCAGATS TTTTCAGCAGTETAACUAAACATCATGTTTACC TG TCCAGGCA
TTCAAATATTAATTTCTCCTATATCCATGACTTGAGTTGAATE 3AAA FTTTCASACG TTTCACACG TCTTAAGCAACACTTCTTVAGC TCCACAGCGACA
TRAAAGACTCACTICTATAACCACCACAAG TTGAATCAAAATTTCCAAATGTTITCAGCAG TG TTAAGAALCATSG TS TTTACC TG TCCAGUCACTAGTC

760 720 800 820 840
, * . * i ] " *. L3 . 1 ]

CTCCLTTACAGAGGACCATGCTCACTCATCCATTATC TATTTAAATATT TTTAAAATATTATTTATT TAACTATT TATAAAACAACTTATITITCTTCAT
CLACTAGTCCCTTACAGATGACCATSCTGATCUATCTA I TCATCTATTTATTTAAALCTT TATTTAGTTAMI TACTATAGGCACTTAAATTACTTTTGTT
TCCTTTACAGATGACCATTETGATG TL T IO T T CATCT T T T T TTAAATAT T TAT T TAATTATT T T TAAAATTTATCTAATATCATCAGTLUS ITTACAT
TGTTCATATAACCTCATGTCCACC T TACACTCTCC TTAGTCTAATAAAACATGTTCCTTATATTTACTC - paly(A) -

CTAGT T CT TALCGATCATCATCCTGATCGATCTGTTTA fCTATTTGTCTAAATAATTATTTAACTATTTATAATATTTAAAA {CTTCTTTTCATET ATC
CTAGTCCTITACAGATCACCATGCTCATAGATCTAATTATCTATCTATTCAAATATITATTTATTTATTACATT TAAA L TATTTITCTCCA TCTAATATT
AAATCT T TACAGATRATCATGCCAAT CTAT L TAT T TA T TA T TATE TATL T T STCTCT TCTATCTAATCTATTTAAA TA LT TATTTATT TATAAGAT
I TACAGATCACCA I TCTGATC I CTCCTTTCATCTAT T TAT T TAAATA T TTA LT TATTTAACTAT T TUTATTAL TTAAATTATITTTTATG TAA FATCA

: g0 . 80 900 - 920 . 940
' i v ] . H - ' B . » .

ATTACGTCATGTCRACCTTTGCACACTCCTTAATCTAATAAAATATCTTCTTTCTATTTCE T-pa Ly (A)

CATATTATAITATCTCAACTTTTACAL TG TEAATIG TG TAACAAAAACATCTTCTTATATT TATTATTTTECCATST TTATTAAATTTTTACTATCAAAA
TETCGTTAATGTAACAATATATGTTCTTCATATTTACCCAATATATTAAT [TCI TIITTCATTAAATTTTTACTA TAC-paly(A) -

ATCTAT IV ITACTITG TG T TAATA LAACAALACA TU T TN FTTATAT I TAGTCAA{ATAT TACT I IGCTTITTTCA FIAAATTTTTACTATCU - 001y (A)
ATCTSTACFTTTACATTSTGTTA TALCAAAATATC T TAA T TAA TATT TAGTCAA LA LA T TA L TY T T TITTA L TAA TT P I TACTAT TARAAG TTUT TAT
TTAAATTATT TTAAACTTATGT [ TOT [EACGTAATATTALA DU AL TTAGTT IS TGUC TAATA FAATAAAATA LG T ICTTTA ICTTTISTC < poaly (A)
TCAGTACCTTTACATIGTUCTTAATCTAACAAATATGTIC ITCATATTTAGCCAATATATTAATTTCUT I TTTCATTAAA T TTTASTAT poiy(A)

940 . ‘990 -, 1000

AATTCTTTATITATTATITAAAATTOA AC‘&:C:;ACCCA TCAATTCTCCAAACTCATTAAAGAATULATCGT - paly {A)
ATTATTTCSTTATTCTTTAATAAAUAAAR f [LCAAGCCS -palv{A) : .

8105078




fig.2
0 200 400 600 800 - 1000
x P I P 1
PwIl 8¢/t P 8¢/
A ’ .--{' L\\\\I:-:-:~:-:~:-:-:-:~:-:-:~:-:-:-:-:-:-:’:-:-:-;:-:-:-:a-:-:-:-:1-:~:-:‘:-:-:-:-:~:-:-:-:-:~:~:-:-:~:~:~:~i:-;-:.:-[
EcoRI LcoRI Pvvl PrwI
B L I S N N I B B R 2 ¥ R | Y
C }—s
. PwI Bg/L P £coRI
D ] ~—i NN N R S ¥ ROy - R R SRR | [ON
PuT EoRI P
E [ N R R (@] A _—
PwI Ba/ T B9/
F L T N N N R e, e D & e
PruL

8105078



'+

Ty

T MM M -

momMmmMm MM

e K e T R R K Al
-

VW VWV IVVDDIYUD e [I=]
- e ———— =
= ===m=z=x 0 1o
o EmIEs=Z<s 1=

m<<¢<mm@ >

P OOCoOoooC
jor Ly - .
i e ek Gm S S Gy ed Pt

- e

1

DA D - -5
= <<<<<<<< -8 -

W RDRIITD =
R ORRRRNXIRX tm
fok € aC g o€ ke
- TmMmmTmTmTmTm

LoD OOD o
I ™IS -
Jom ot o e ey s e e o
L e R ] I
~ e rerre e =
I~ =<=<<<<t=—< -0 ~
= e © fm

. 2 o o o] e 0 R
: m mmmXmmmm -t

RAXRXRRXRIRR

x PMRRRARRX

fod = e€ G ot~ =G = 107
v LUKy tn
VWV TV VAT b

L) CICIOMICI I, —
> 2>2>n>2E>> >
= ==
m mmMmmmmmm
-3 LA XL % A 3

< ettt a’ -

I ZomIIIPDD r~

> D22 I2>I>>

jm mmmmmmmm

Jome Lt X T -n

S Iz —

[ D200V DIOD -n

(7} mwmmmmmm—° m
e B By Fanll oty B r-

(%] wmunursununununn
b Nl ol ad i ¥ ol ol o

©“ VLK PV o
) 33 R o o) ome B
ERmEZZZ2= J=
e e r e . (=}

o ooooooos |
xmmmmxxm-g m

TRV DIWV
= r~receecceere
VoRooWR
VDDV IDDNN
x RAEXREBRRXRXARI R o
ommmmomem -

991

8105078

Lol sl sl sl auk sl oud
D MDD DD DD
| ey e i e ot S
R R R e e R B
TOMMOoOOcmD>

MMM
oYL= oQOT
oo aoo
TEm==xs
Sooz=ooon
MmN
SO0 ODDL0
RNRNARARRIRXR=
DD D
oo Voom
P> ID
o i e e et i e
L7 XV R XV YV TV R -]
E =N ol )
(ol e s Yl ol ol o
T XTI =
mmmmmmmrmmm
SEII ===
= o I o et e e

S0 0

sooso0s0

e ol e St e o e
MMM TR
Zzmaxzza=
[l od af o o il o
Mo ™m

M- nnn

e b b b e e

RXAXRRMXN =
Zooooooo
(LYY YV YV RV ¥ TV V)
ML n
BI™®DODODD>D
P i >
ETExXxEZmxx o
SOoOMoOOMoO
Mmmommomm
-t U = D -y
[l kel ol ol ol o
ol ol ol ok ol ol o
mMoMoOo Mmoo
IR MR
b R R FY R e R
- - G N
e e s B R T
mmmmmmmm
[l ad ad ol ol ad o
Y -l R el D S
OO0 L0DL0
LOLO00000
=rrereerr
ZzEz2E2a2X
OO TTO
(ol = md ol all o
mmmmmmmm
>PEPIPP DD
OO OrO
-2 R k]
e T e TR e et
QO PO L0
mmm>xmmmo

-

L]
001

ly

TSHIL 39 S A T A

L

je

Ho
HYOXT1ISIdSTUYHOVYVHTIHILYYNNTISHLIDSINDIOTISISSAISTAAIVHNIS JdTVH
1
v
1
i
1
1

Sl

H 41
g 3131
311}
3 1191
a iR

ISHASTIATIAVYUTIISAS TV
A
v
v
v
.
01s

cCucTeQoUoOo
“MammmmMT.m
moooaIMmMe
MMM MM
VVTVVOTD

coozones -5



LelF
LelF

. LelF

LelF:

LelF

LelF

LelF
LelF

LelF
LelF

>

A

=}

>

1

. CYS

ASP

SER
THR

GLY

6LY

SER

THR LYS ASP SER SER ALA ALA TRP ASP GLU THR rmc LEU ASP LYS PHE TYR THR GLU LEU TYR GLN GLN

ﬁm.

0 . 20 30
ASP LEU PRO GLN THR HIS SER LEU GLY SER ARG ARG THR LEU MET LEU LEU ALA GLN MET ARG LYS ILE SER LEU PHE SER CYS LEU LYS ASP ARG HIS

GLU : ASP ASN ~ SER ARG PRO SER " MET

. . . ~w~hmw
40 : 50 _ 60
PHE GLY PHE PRO GLN GLU GLU'PHE --- BLY ASN GLN PHE GLN LYS ALA GLU THR ILE PRO VAL LEU HIS GLU MET ILE GLN GLN| ILE PHE ASN LEU PHE
ASP s , PRO ALA SER LEU
—
_ | , Pl
70 , 80 © 90 100
LEY ASN ASP LEU GLU ALA CYS VAL ILE GLN
ASP cYs - MET

ne | 120 | 130
VAL GLY VAL THR GLU THR PRO.LEU MET LYS GLU ASP'SER ILE LEU ALA VAL ARG LYS TYR PHE GLN ARG ILE THR LEU TYR LEU. LYS'GLU LYS LYS TYR

GLU ARG GLY . ASN <>_. )

LYS ARG _ | THR

140 | 150 C 160 166
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LEU , ARG ARG
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GTATGTTCCETA
" GTATGTTCCCTA
GTATGTTCLTTA
GTATGTTCACTA
GTATGTTCACTA

TTTAAGGC-TAGGCACAAAGCAAGGTCTTCAGAGAACCTGGAGCCTAAGGT TTAGGCTCACCCATT - TCAACCAGTCTAGCAGCATC TGCAACATETACA
TTTAAGGC-TAGGCACAAAGCAAGGTCT TCAGAGAACCTGGAGCCTAAGGT TTAGGCTCACCCATT-TCAACCAGTCTAGCAGCATCTGCAACATCTACA
TTTAAGACCTATGCACAGAGCAAGGT CTTCAGAAAACC TACAACCCAAGGTTCAGTGT TACCCUTCATCAACCAGCCCAGCAGCATCTTCAGGRT TECCA
TTTAAGGCCTATGCACAGAGCAAAGTCTTCAGAAAACC TAGAGGCCARAGTTCAAGGT TACCCATC -TCAAGTAGCCTAGCAACAT TTGCAACATCCCA-
TTTAAGACCTATGCACAGASCAAAGTC TCCAGAAAACCTAGAGGCCACGGT TCAA-GTTACCCACC ~TCAGGTAGCCTAGTGATATTTGCAAAATCGCA-

+l - 100
ATCSCCTTGACCTYTRCTTTACTGATGGCCETCCTRGTRCTCAGCTCCAAGT CAAGC TGC TCTGTGGGCTGTGATE TGCL TCAAACCCACAGCLTGGETA
ATGGCATTGCCCTTTECTT TAATGATGGCCCTGGTGGTGCTCAGCTGCAAGTCAAGCTGCTCTCTGGGCTGTAATC TG TCTCARACCCACAGCCTGAATA
ATGGCCCTGTCCTTTTCTTTACTGATGGCCGTGCTGATGCTCAGCTACANATCLATCTGTTCTCTAGGC TGTRATCTGCCTCAGACECACAGCCTAGGTA
* ATCGCLCGGTCCTTTTCTTTACTGATGGTCGTGCTGGTACTCAGCTACAAATCCATCTGCTCTCTGGGCTGTGATCTGCC TCAGACCCACAGCCTGCGTA
m&'CCCTGTCCTTTTCTTTACTTAT-GGCCGTGCTGGTGCTCAGCTACMM'CCATCTGA\'CTCTGGGCTGTGATCTGCCTCAGACCCACACCCTGCGT:\

e e 3

) - : . . S ‘- 200
GCAGGAGGACCTTGATGCTCCTRGCACAGATEAGGAGAATCYCTCTTTTCTCCTGCTTGAAGGACAGACATGACTTTGGATTTCCCCAGGAGGAGTT T~
ACAGGAGGACTTTGATGC TCATGGCACAAATGAGGAGAATCTCTCCTTTCTCCTGCC TGAAGGACAGACATGAC TTTGAATTTCCCCAGGAGGAATTTGA:
ATAGGAGGGCCTTGATACTCCTGGCACAAATGGGAAGAATCTCTCCTTICTCCTGCCTGAAGGACAGACCTGACTTTGGACTTCCCCAGGAGGAGT TTGA
ATAGGAGGGCCTTGATACTCETGGCACAAATGGGAAGAATCTCTCCTTTCTCCTGCTTBAAGGACAGACATGAATTCAGATTCCCAGAGGAGGAGT TTGA
ATAGGAGGGCCTTGATACTCCTGRGACAAATGGGAAGAA TLTCTCCTT TCTCLTGCCTGAAGGACAGACATGATTTCCGAATCCCCCAGGAGGAGTTTGA

[ XIS -3

s 300
=GGCAACCAGTTCCAAAAGGCTGAAACCATCCLTGTCCTCCATGAGATGATCCAGCAGATCTTCAATCTCT TCAGCACAAAGGACTCATCTGCTGCTTGE
TGGCAACCAGTTCCAGAAAGCTCAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGATGATGCAGCAGACCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGAACTCATCTGCTRLTTGS
TGGCAACCAGTTCCAGAAGACTCAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGATGATCCAGCAGACCT TCAATC TCTTCAGCACAGAGGACTCATCTALTGCTTSG
TGGLCACCAGTTCCAGAAGACTCAAGCCATCTCTGTCCTCCATGAGATGATCCAGCAGACCTTCAATCTCTTCAGCACAGAGRACTCATCTGETGCTTEG
TGGCAACCAGTTCCAGAAGRCTCAAGCCATC TCTRTCLTCCATGAGATGATCCAGCAGACCT TLAATC TCT TCAGCACAGAGRACTCATC TGCTGLITGG

CICa bre 3 Dn

’ - ) 400
GATGAGACCCTCCTAGACAAATTCTACACTGAACTCTACCAGCAGCTGAATGACCTGGAAGCCTGTGTGATACAGGGGRTGEGEGTEACAGAGACTLLLE
GATGAGACCCTCCTAGAAAAATTCTACATTGAACTT TTCCAGCAAATGAATGACCTGGAAGCCTGTGTGATACAGGAGGTTRGRGTGRAAGAGACTCECE.
GAACAGAGCCTCCTAGAAAMATTTTCCACTGAACTTTACCAGCAACTGAATAACCTGGAAGCATGTGTGATACAGGAGGTTGGBATGRAAGAGACTCECE
GAACAGAGCCTCCTAGAAAAAT TTTCCACTRAAC TTTACCAGCAACTGAATGACC TGGAAGLATGTGTGATACAGGAGGT TRGGGTGGAAGAGACTCCCC
GAACAGAGCCTCCTAGAAAAATTTTCCACTGAAAT TTACCAGCAACTGAATGACCTGGAAGCATGTGTEATACAGGAGRTTGGAGTAGAAGAGACTCECT

€3 € e I O

. . . 500
TGATGAAGGAGGACTCCATTCTGGLTGTGAGGAAATACT TCCAAAGAATCACTC TCTATCTGAAAGAGAAGAAATACAGCLC TTGTGCC TRGGAGRTTGT
TGATGAATGAGGACTCCATCCTGGCTRTGAAGAAATACT TCCAAAGAATCACTC T TTATCTGATGGAGAAGAAATACAGCCL TTGTGCCTEAGAGETTAT
TGATGAATGAGGACTCCATCCTGGLTGTGAGGAAATACTTCCAAAGAATCACTCTTTATC TAACAGAGAAGAAATACAGCCC TTCAGCCTGGRAGGTTGT
TGATGAATGAGGACTTCATCCTGRCTGTGAGGAAATACTTCCAAAGATCACTCTTTATCTAATGGAGAAGAAATACAGCCCTTGTGCCTGGRAGSTTAT
TGATGAATGAGGACTCCATCLTGGCTGTGAGGAAATACTTCCAAAGAATCACTC TTTATCTAATAGAGAGGAAATACAGCCCTTGTGCCTGGRAGATTGT

CIEs e 2C 3n

. - 600
CAGAGCAGAAATCATGAGATCTTTTTCTTTGTCAACAAACTTGCAAGAAAGT TTAAGAAGT AAGGAATGAAAACTGGTTCAACATGGAAATGATTTTCAT
CAGAGCAGAAATCATGAGATCCCTCTCTTTTTCAACAAACTTGCAAAAAAGAT TAAGGAGEAAGGAT TERAAAGTGGTTCATCATGGAAATGATTCTCAT

GLAGAAATCATGAGATCTCTCTCTTTT TCAACAAACTTGLAAAAAATATTAAGGAGGAAGGATTGRAAACTGGT TCAACATAGCAATGATCCTGAT
AGCAGAAATCATGAGATCCTTCTCTTTTTCAACAAACTTGAAARAAGGAT TAAGGAGGAAGGATTGAAAACTGETTCATCATGGAAATGATTCTCAT
CAGAGCAGAAATCATGAGATCCCTCTCRTTT TCAACAAACTTGCAAAAAAGAT TAAGGAGGAAGGAT TEAAAACTGGT TCAACATGGCAATGATCCTGAT

€3 fot o I 30
.

- : ) : 700
TGATTCGTATGCCAGCTCACCTTTTTATGATCTGCLAT TTCARAGACTCATGTTTCTGCTATGACCATGACACGATTTAAA TCTTTTCARATGTTTTTAG
TGACTAATACATCATCTCACACTTTCATGAGTTCTTCCATTTCARAGACTCACTTCTCCTATAACCACCACAAGT TGAATCAAAATTTTCAAATETTTTC
TGACTAATACATTATCTCACACTTTCATGAGT TCCTCCATTTCAAAGACTCACTTCTATAACCACCACGAGTTGAATCAAAAT TTTCAAATGTTTTCAGE
TGACTAATGCATCATCTCACACTTTCATGAGT TCTTCCATTTCAAAGACTCACTTCTATAACCACCACAAGTTGAATCAAAATTTCCAMTGTTTTCAGG
TGACTAATACATTATCTCACACTTTCATGAGT TCTTCCATT TCAAAGACTCACTTCTATAACCACGACGTRTTGAATCAARATTTTCAAATGTTTTCAGT

CICa s 20 D

- . : 800
GAGTATTAATCAACATTGTATTCAGCTCTTAAGGCACTAGTCLCTTACAGAGEACCATGCTGACTGATCCATTATCTATTTARATATT TTTAAAATATTA
AGGAGTGTAAAGAAGCATCATGTATACCTGTGCAGGCACTAGTCCTTTACAGATGACCATGCTGATGTCTCCTTTCATCTATTTATTTAAATATTTATTT
AGTGTAAAGAAGCGTCGTGTATACCTGTGCAGGCACTAGTACTTTACAGATGACCATGCTGATGTCTCTGTTCATCTATTTATTTAAATATT TATTTAAT
AGTGTTAAGAAGCATCGTGTTTACCTGTGCAGGCACTAGT CCTTTACAGATGACCAT TCTGATGT CTCCTTTCATCTATTTATITAAATATT TATTTATT
AGTGTAAAGAAGTGTCGTGTATACCTGTGCAGGCACTAGTCCTTTACAGATGACCATTCTGATGTCTCTGTTCATCTTTTGTT TAAATATTTATT TAATT

[ XY 8- 3

900
TTTATTTAACTATTTATAAAACAACTTAT TTTTGT TCATATTATGTCATGTGCACCTTTGCACAGTGGTTAATGTAATAARATGTGTTCTTTGTATTTGE
ATTTAACTATT T TTATTATT TAAATTAT TT T TTATGTTAATATCATGT GTACC TT TACATTGTGGTTAATATAACARATATGT TCTTCATATTTAGCCAA
TATTTTTAAGATT T AAAT AT T TTTTTATGTAATATCATGTGTACCT TTACATTGTGGTGAATGTAACAATATATGTTCTTCATATTTAGCCAATATATT
TAACTATTT T TATTAT T TAAAT TATT TTTTATGTAATATCATATGTACC TTTACATTGTGGT TAATGTAACAAATATGTTCTTCATATTTAGCCAATATA
ATTTT AN AT TTATGT AATATCATGAGTCGCTTTACATTGT GG T TAATG TAACAATATATG TTCTTCATATTTAGCCAATATAT TAATTTCCTTTTTCA

(x-S

1,000
TAAATTTATTTTGTGTTGT TCATTGAAC TTTTGCTATGGAACTT TTGTACTTGTTTATTCTTTAAAATGARAT TCLAAGCC TAATTGTGCAACT TGATTA
TATATTAATTTCCTTTTTCATTAAATTTTTACTATACAAAAT TTCTGTGTTTGATATTT
AATTTCCT T T TCATTARAT TTTTACTATACAAAATTTCTTGAGT TTGT TTATTCTTAAGAATAAAATGTCGAGGCTGACTTTACAACCTGACT TAAAAA
T AT TTCCTTTTT CATTAAATTTTTACTATACAARATTTCTTGTGTTTGTTTAT TTTTTAAGAT TAAATGCCAAGEL TGACTGTATAACCTGACTTAA
T AT T T TACTAT A CARAA T TTC T TG TG TT TG TTTAT TC TTTAAGATAAAATGCCAAGGL TGACT TTACAACCTGACTTAAMAATAGATGATTTAATT

e T O
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