New geneti c sequences, the interferon peptides of Type 1 encoded by them
and the m croorgani snms produci ng tRpsei7o@bgeher ons The present invention
relates to new Type | interferons as well as reconbi nant DNA net hods of
produci ng these peptides and products required in these nethods, for
exanpl'e, dqeserrpburequences, reconbi nant DNA nol ecul es, expression vehicles
and organisms. Interferon is a word coi ned to descrlbe a variety of
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etwa 50 Millionen Einhsiten, die nach den Ergebnissen der Phase | Priifungen fiir sicher galten, akute

25 Verwirrungszustdnde, bis zur Arbeitsunfihigkeit fihrende Gelenkschmerzen, sehr starke Ermiidung, Appetit-
losigkeit, Verlust der Orientisrungsméglichkeit, epileptische Anfélle und Lebertoxizitdt hervorriefen. 1982
verbot die franz8sische Regierung Priifungen mit IFN-a, nachdem Krebspatienten, die damit behandelt
worden waren, tdiiche Herzanfille erlitten. Uber mindestens zwsi cardiale Todesfille wurde auch bei
kilrzlich durchgsflihrien Prilfungen in Amerika berichtet. Es ist zunehmend deutlich geworden, daj zumin-

U 30 dest ein Tell der Nebenwirkungen, wie Fieber und UnpéBlichkeit, in unmittelbarem Zusammenhang mit dem
Interferonmolekill selbst steht und nicht auf Verunreinigungen zurlickzufihren sind.

Aufgrund der groBen Hoffnungen, die durch Interferon geweckt worden waren, und angeregt durch den
Wunsch, neue Interferon-ghnliche Molekille mit verminderten Nebenwirkungen zu finden, war es Aufgabe
der vorliegenden Erfindung solche neuen Substanzen aufzufinden und herzustellen.

35 Die vorliegende Erfindung betrifft daher bestimmte neue Interferone vom Typ |, welche ein Leader-
Peptid enthalten kdnnen, und ihve N-glykosylierten Derivate (hier als omega-interferon oder IFN-omega
bezeichnet), die 168 bis 174, vorzugsweise 172 Aminosduren enthaiten, und die eine Divergenz von 30 bis
50 %, vorzugsweise von 40-48 %, gegentiber den bisher bekannten Subtypen des a-Interferons und eine
Divergenz von ungefihr 70% gegentiber f-Interferon aufweisen und einersegits &hnliche Wirkungen wie o-

40 Interferone zeigen, andererseits viele therapeutische Nachteile dieser bekannten Substanzen nicht besitzen.

Gegenstand der Erfindung sind somit neus Interferone in vollstdndig reiner Form, ihre nicht glykosylier-
ten und glykosylierien Formen, die hierfiir codierenden Gensequenzen ebenso wie rekombinante Molekille,
die diese Sequenzen enthalten. Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Expressions-Vehikel wie Plasmi-
de, die besagte Gensequenzen enthalten, ebenso verschiedene Wirtsorganismen wie Mikroorganismen oder

45 Gewebskulturen, die die Herstellung des neuen Interferons durch Fermentation oder Gewebskulturenmetho-
de ermdglichen.

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind omega-Interferone ebenso wie die entsprechenden
Gensequenzen der nachstehenden Formel:



intrials of the anti-cancer properties of reconbinant a-interferon trials,
doses of around .50 mllion units, whigh gﬁg pggn believed to be safe on the
basis of Phase | trials have been associa % Wi th acute confusional states,
di sabling arthragia, profound fatigue and anorexia, disorientation,

sei zures and hepatic toxicity. In 1982, t'he French governnent stopped
trials wwth a-interferon after cancer patients receiving it suffered fatal
heart attacks. At |east two cardi ac deaths have al so been reported in
recent American trials. It has® beconme |ncrea3|n 130 cl ear that at |eadf some
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Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gln Leu His Thr Gly Leu His
GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT

95 . 100 105
Gln Gln Leu Gln His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gln Val Val Gly

CAG CARA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA
i 110 : 115 120
Glu Gly Glu Ser Ala Gly Ala Ile Ser Ser Pro Ala Leu Thr Leu
GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG

40 125 130 135
Arg Arg Tyr Phe Gln Gly Ile Arg Val Tyr Leu Lys Glu Lys Lys

AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA

140 145 150
% Tyr Ser Asp Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Met Glu Ile Met Lys

TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA

155 160 165
50 Ser Leu Phe Leu Ser Thr Asn Met Gln Glu Arg Leu Arg Ser Lys

TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT 2AAA

170
Asp Arg Asp Leu Gly Ser Ser

GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT

56



of producing the novel interferons by fermentation or tissue culture
nethods. In a preferred enmbodi nent gptde70 204eBt | on provi des
onega-interferons as well as the correspondi ng geneti c sequences, havtng
the foll ow ng fornul ae: -4 -5 10 15
Cys Asp Leu Pro Gln Asn Hs Gy Leu Leu .Ser Arg Asn. Thr Leu TGI GAT CTG CCT
CAG AAC calp P@g@nﬁhkmﬁlem%wﬁ@gdﬁmd fir8iy» 6urch GAG (codierend flir Giu) erspizt werden.
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135 Arg Arg Abpiidufthe O riofskryktior] des Bxgeseiahskibysy pREWI2LYS G u Lys Lys AGG AGG TAC
TTC CAG GGA #pBiu@GT GT @Gnind&uET GdAkiedldd@iforgi@en dwisclist(Typ I-Interferonen 145
150 Tyr 2Ber Abjidu@y8a: Al Auffstyng Glnguldyer| Nudegtidggsiorion des@Fthof|Gend\et Lys TAC AGC GAC
TGT GCC TGG Abhidurab: GT @uilighmg Amgyldmx Aubigeidpoptiongn des| I§H-omegal Gens 160

165 Ser Leu Aithlidupge: SeAufiigiung singuldver Nuldpeiidnsiongn Qei'EU'“ﬁ nSer Lys TCC TTG TTC
TTA TCA ACA 2heitcupgrds ca&egmatissegDarstetiungcger Bygtheagintorferen-ub PAPeg'f'ﬂ%ff I8 Gy Ser
Ser Abbildung 10: Nachweis Interferon-Subtyp spezifischer mRNA's
Abbildung 11: DNA-Sequenz des IFN-omegal Gens
Abbildung 12:  DNA-Sequenz des IFN-pseudo-omega2 Gens
Abbildung 13: - DNA-Sequenz des IFN-pseudo-omega3 Gens
Abblldung 14: DNA-Sequenz des IFN-pssudo-omega4 Gens
Abbildung 15:  Korrigierte Auflistung der IFN-omega Gen Sequenzen
W 30 Abbildung 16:  Homologien der Signalseguenzen
Abbildung 17: Homologien der "reifen” Proteinsequenzen
Abbildung 18: Homologien dey 4 DNA-Sequenzen zueinander
Erfindungsgemé&B erhdlt man die neuen omega-Interferone und die hierflir codierenden DNA-Sequenzen wie
folgt:
as Eine humane B-Lymphom-Zellinie, z.B. Namalwa-Zellen (sieshe G. Klein et al., Int. J. Cancer 10, 44 (1972)),
kann durch Behandlung mit einem Virus, z.B. Sendai Virus, zur gleichzeitigen Produktion von o~ und 8-
interferon angeregt werden. Wird hierbei die aus stimulierten Namalwa-Zellon gebildste mBNA isoliert, so
kann diese als Template zur cDNA-Synthese dienen. Um die Ausbeute an Interferon-spezifischen Sequen-
zen beim Kloniervorgang zu erhdhen, wird die mRNA-Priparation {iber einen Zuckerdichtegradienten
40 entsprechend der verschiedenen Linge der individuslien mRNA-Molekille aufgetrennt. Vorteilhafterweise
wird die mRNA in dem Bereich um 12S (ungeféhr 800 bis 1000 Basen Linge der mRNA) gesammeit. In
diesem Bereich sedimentiert die fiir o~ und g-Interferone spezifische mANA. Die mRNA aus diesem
Gradientenbereich wird durch Prézipitation und Aufisen in Wasser konzentriert.
Die Erstellung einer cDNA Bibliothek folgt im wesentlichen literaturbekannten Methoden (siehe z.B. E.
45 Dworkin-Rastl, M.B. Dworkin und P. Swetly, Journal of Interferon Research 2/4, 575-585 (1982)). Die mRNA
wird durch Zusatz von oligo-dT geprimt. AnschlieBend wird durch Zusatz der vier Desoxynukleosidtri-
phosphate (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) und dem Enzym Reverse Transkriptase in einer entsprechend
gepufferten LSsung die cDNA 1 Stunde bei 45° C synthetisiert. Durch Chloroformextraktion und Chromato-
graphie Uber eine Gelsdule, z.B. liber Sephadex® G50, wird das cDNA/mRNA-Hybrid gereinigt. Die RNA
60 wird durch Alkalibshandlung (0,3 Mol NaOH bei 50 C, 1 Stunde) hydrolysiert, und die cDNA nach
Neutralisieren mit saurer Natriumazetaﬂiisung mit Athanol prézipitiert. Nach Zusatz der vier Desoxynukleo-
sidtriphosphate und E.coli DNA-Polymerase | in entsprechender L&sung wird die Doppelstrangsynthese
ausgeflhrt, wobsei die cDNA zugleich als- Template und als Primer durch Haarnadelstrukturbildung an ihrem
3'-Ende fungiert (6 Stunden bei 15° C) (siehe A. Eftratiadis et al., Cell 7, 279 (1976)). Nach Phenolextraktion, -
56 Sephadex G50 Chromatographie und Athanolprizipitation wird die DNA in geeigneter L8sung einer
Behandiung mit der Einzelstrangspezifischen Endonuklease Sl unterzogen. Dabei werden die Haarnadel-
struktur, sowis nicht in Doppelstrang umgessetzte cDNA abgebaut. Nach Chloroformextraktion und Prézipita-
tion mit Athanol wird die Doppelstrang-DNA (dsDNA) auf einem Zuckerdichtegradienten der Gréfe nach



GAT AGA'GAC CTG GGC TCA TCT - - 5 In position 111, the sequence GGG
(coding for gly) can be replaced wt &A&é‘%ﬂoﬂ:ng for glku). The preferred
nol ecul es al so i'nclude derivatives t h are N-gl ycosyl ated at

am no acid position 78. The two onega-interferons nentioned above may, for
exanpte, CcoRlgrbnnt. IFar ki diRhadAeihitdeded ikichidRnd AkdThdvarzdde hurAisBNA- 88 d:886 dab ®p Bhed
Leu Leu Al améiravelvasddevalm Med wWhhrschSialichieit zuSetsigdni, Odaalur @loyie Steltehewerdany weiche die
DESCRI PTI1 ONkdokplettblEodicrdndiBagubnzgilirdie deuen IMesdronechihation.raaNA wh nehioake60l B Efifge wird
Figure 2: ResdsmiGradienten deph Piizipittionmat ABahdl uniFiagidsen i3 WassBN@n=etgerence of t he
cl one P9A2. Filyudie entstandéNeA dsiNfeidsiadileal vérinehrar, owlgsei-digdeFundbhst) nreihed ‘entsiifenhaibre
Sout her n Bl ¥tkichmed grechiiofend inglas BaktdtiA Ecolt dimgelbrhchn werBhAReraverwendsiscVeldoyistr vorzags-
Const r uct i omelgd dastilaseidBEd2Z GnBalivan ebalp RPR 9F-i(\§ifke Dipsss Plaainiddbestelit @m wpsgntiichen
nucl eot i de @yseinemcinplion MWEW'GW%@“W%P&W ¥ariginen desmglirt Regiglonz|gegan digr Antibiotika
si ngul ar nuémeigtin yad TryaeyelindfR. Tof)- Raslen filqdject-harta %ﬁqé’\ i!l?'éd'gﬁfkeﬂﬂl"yﬁsestfenz fr
si ngul ar 'ﬁuéP&?‘T"ﬂ%”%’éﬁ@“ﬂ‘Pﬁ?ﬁ? sthiPBRER2 ke Retldes gheghangenden3™-pden
si ngul ar nul‘!’f"@ﬂ‘t 1“[9 ('ng?yl"l @H@“"t‘ﬁ D“ISPP@“‘{"PRF"['E?‘}S a% Fq" %"age V%&%Prﬂl rspre-
die

repr esent at ?ﬂ‘%e‘! 9‘15"f °f?f' gﬁ‘ E?’
Fi gure 10: @W " ‘ﬁ’"(ﬁ’F m'd “"d o s';f_'
%ﬁ" eding gengt;gn?scht werden els%sré af

1Sje
i i, R R
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E. coli vom Stamm HB 101 (Genotyp F-, hsdS20 (r-B, m-B) recA13, ara-14, proA2, lacY1, galk2, rpsL20
(Smr), xyl-5, mtl-1, supE44, lambda-) wird zur Aufnahme der rekombinanten Vektor-dsDNA-Moleklile durch
Waschen mit einer CaCla-L&sung vorbereitet. Kompetente E.coli HB 101 werden mit der DNA gemischt,

20 und nach Inkubation bei 0° C wird die so erhaltene Plasmid-DNA durch Hitzeschock bei 42° G flir 2 Minuten
transformiert (M. Dagert et al., Gene 6, 23-28 (1979)). Anschliefend werden die transformierten Bakterien
auf Tetracyclin-haltigen Agarplatten (10 1g pro ml) plattiert. Auf diesem Agar kdnnen nur E.coli HB 101
wachsen, die ein Vektor- oder rekombinantes Vektormolekill aufgenommen haben (Tc’). Rekombinante
Vektor-dsDNA Molekiile vermittein dem Wirt den Genotyp ApSTc', da durch das Einbringen der dsDNA in

25 das g-Lactamasegen die Information flir die g-Lactamase zerstdrt worden ist. Die Klone werden auf
Agarplatien Ubertragen, die 50 ug/mi Ampicillin enthalten. Nur etwa 3 % wuchsen an, was bedeutet, da 97
% der Kione die Insertion eines dsDNA Molekills enthielten. Ausgehend von 0,5 1Lg dsDNA wurden mehr
als 30000 Kione erhalten. 28600 Klone davon wurden individusll in die MNZpfe von Mikrotiterplatten
{ibertragen, die Ndhrmedium, 10 ng/ml Tetracyclin und Glyzerin enthielten. Nachdem die Klone darin

L_/' 30 angewachsen waren, werden die Platien zur Aufbewahrung bei -70° C gehalten (CDNA-Bibliothek).

Zum Durchsuchen dei cDNA-Bibliothek auf neue Interferon-Gene enthaltende Klone werden die Kione
nach dem Auftauen auf Nitrozellulosefilter libertragen. Diese Filter liegen auf Tetracyclin-haitigem N&hragar.
Nach dem Anwachsen der Bakterienkolonien wird die DNA der Bakterien auf dem Filter fixiert,

Als Probe dient vorteilhafterweise das Insert des Klons pER33 (E. Rastl et al., Gene 21, 231-248 (1983)

35 - siehe auch EP-A-0.115.613), das das Gen fiir IFN-a2-Arg enthélt. Durch Nicktranslation wird dieses Stlick
DNA radioaktiv markiert, wobei DNA-Polymerase 1, dATP, dGTP, dTTP und o-32P-dGTP verwendet wird. Die
Nitrozellulosefilter werden unter gesigneten, nicht stringenten Hybridisierbedingungen ohne Zugabe der
radioaktiven Probe zungichst vorbehandelt und danach ca. 16 Stunden unter Zusatz der radioaktiven Probe
hybridisiert. Danach werden die Filter ebenfalls unter nicht stringenten Bedingungen gewaschen. Durch die

40 niedrige Stringenz der Hybridisierung und Waschung werden nicht nur Interferon-o2-Arg-haltige Klone-
erfat, sondern auch andere Interferon-haltige Klone, deren Sequenzen betréichtlich von der der bisher
bekannten Interferon-a abweichen k&nnen. Nach dem Trocknen werden die Filter auf sinen RGntgenfilm
exponiert. Eine Schwirzung, die deutlich Uber dem Niveau des Hintergrundes liegt, zeigt das Vorhanden-
sein eines Klons mit Interferon-spezifischen Sequenzen an.

45 Da die Radioaktivititssignale unterschiedlicher Giite sind, werden die positiven Klone bzw. die positiv-
verdéchlig reagierenden Kione im KleinmaBstab angeziichtet. Die Plasmid-DNA-Molekille werden isoliert,
mit der Restriktionsendonuklease Pstl verdaut und auf einem Agarosegel elekrophoretisch der GrdBe nach
aufgetrennt (Bimboim et al., Nucl. Acid. Res. 7, 1513 (1979)). Die DNA im Agarossgel wird nach der
Methode von Southern (E.M. Southern, J. Mol. Biol. 98, 503-517 (1975)) auf ein Nitrozellulosefilter

50 {bertragen. Die DNA dieses Filters wird mit der radioaktiven, IFN-Gen-haltigen, denaturierten Probe
hybridisiert. Als positive Kontrolle dient das Plasmid 1F7 {hinterlegt bei der DSM unter der DSM-Nummer
2362), das das Gen fiir Interferon-a2-Arg enthilt. Das Autoradiogramm macht deutlich, daB8 der Klon E76E9
und der Klon P3A2 eine Sequenz enthalten, welche unter nicht stringenten Bedingungen mit dem Gen des
Interferons-a2-Arg hybridisiert. Um_die dsDNA Inserts der Kione E76E9 und POA2 niher zu charaklerisieren,

55 werden die Plasmide dieser Klone in gr&Berem MaBstab hergesteilt. Die DNA wird mit verschisdenen
Restriktionsendonukieasen verdaut, so z.B. mit Alul, Sau3A, Bgill, Hinfl, Pstl und Haelll. Die entstehenden
Fragmente werden in einem Agarosegel aufgetrennt. Durch Vergleich mit entsprechenden GroBenmarkern,
so z.B. den Fragmenten, die durch Verdauung von pBR322 mit der Restriktionsendonuklease Hinfl bzw.

DHo



Figure 13: DNA sequence of the | FN pseudo- onega3 gene Figure 14: DNA
sequence of the |FN-pseudo- onegad geoarépgase 15 corregted |ist of the

| FN-onega gene sequences Figure 16: Honol ogi es of the signal sequences
Figure 17: Honol ogies of the "mature" protein sequences Figure 18:
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Swet | y., Jd&rgenfimpxporiert rAus dem ARtsasivgremlkia, sidi7@e THB-Seq @82 s rekdnebirantdth M1s
primed t#r Gliegen tohlesend Biiet Fegvenedn dr jleperisider vafsthigdendnarekomtbiparieid Pragert Werddnomittels
deoxynucl e@swnsier e aune ygymtpeitet fiSitaden, Nucl. Acld. Res. 10, 4731-4751 (1982)). Abbildung

1 und 2 zeigen die Strategie des Sequenzierens. Abbildung 3 zeigt die DNA-Sequenz des Inserts des Klons
POA2, Abbildung 4 die des Klons E76E®. Der nicht kodierende DNA-Strang ist in 5> 3' Richtung gezeigt,
zusammen mit der daraus abzuleitenden Aminosduresequenz.

25 Die |sollerte cDNA des Klons E76E9 flir omega(Glu)-Interferon ist 858 Basenpaare Iang und besitzt eine
3" nicht translatierte Region. Die Region, die fiir reifes omega(Glu)-Interferon kodiert, reicht von dem
Nukleotid 9 bis zum Nukleotid- 524. Die Isolierte ¢cDNA des Klons P9A2 fiir omega(Gly)-Interferon ist 877
Basenpaare lang, wobei die flir reifes omega-Interferon kodierende Sequenz von dem Nukleotid 8 bis zum
Nukdeotid 523 reicht. Die 3' nicht translatierte Region reicht im Fall des P9A2 bis zum poly-A-Abschnitt.

\/ 30 Die fiir reifes omega-Interferon kodierenden DNA-Sequenzen sind in den Klonen E76E9 und P9A2
komplett enthalten. Sie beginnen am N-terminalen Ende mit den Aminosiuren Cystsin-Asparaginsiure-
Leucin. Ubsrraschenderwsise sind die beiden reifen omega-Interferone 172 Aminos3uren lang, was deutlich
von der Lange von den bisher bekannten Interferonen, z.B. 166 (bzw. 165) Aminosduren bei a-Interferonen
abweicht. Uberraschenderweise besitzen die beiden omega-interferone eine potentielle N-Glykosylierungs-

35 stelle an der Aminos3aureposition 78 (Asparagin-Methionin-Threonin).

Ein Vergleich der DNA der Kione E76E9 und P9A2 zeigt einen Unterschied. Das fiir die Aminosiure
111 kodierende Triplett im Klon E76E9 ist GAG und kodiert fir Glutaminstiure, wihrend dieses Triplett im
Kion P8A2 GGG ist, und flr Glycin kodiert. Die beiden omega-interferon-Proteine unterscheiden sich daher
in einer Aminosdure und werden mit omega(Glu)-Interferon (E76E9) und omega(Gly)-interferon (P9A2)

40 bezeichnet.

Der Vergleich der beiden omega-Interferone mit den bisher bekannten menschlichen a-Interferon
Subtypen ergibt folgendes Bild:
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dCTP, dTTP) and the enzyme reverse transcriptase, in an appropriately
buffered solution, cDNA is synt hesiz,g_d?]q-}oi@réi for 1 hqur. Through"
rap

chl orof orm extracti on and chromat og

y via a gel colum, for exanple, via

Sephadex[err], the cDNA/ mRNA hybrid is purified. The RNA is hydrol ysed by
means -of alkgli treatnent (0.3 MNaOH at [err] for 1 hour). and the [err]
IS precipi tatted with ethanol after neutralisi Joiibgh acid sgdpHm acet at ¢

sol uti on.

DOl'b| e strand synthesis is perforned after addjtion of the four

. . 3

deoxynucl eosijOetrTi. phosphat €5 and E. cor T DNApetymeET ase 1T amn
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7 7 166

(6 hours at [;erH')
Fol | ow ng pherel—ext+acti-or—Sephadex—Eho—chi

PaB8=APEB A Eftratiadis ef al*!%cCell 9 (1976)).
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precipitation, A Ls sybjected, in a suitable solution, to a treatnent
£EEe e N LTk

wi th enddfucl.e
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structure as; wesylierunyssbhlldaanwas not cohverted intjo doubl e stranded

i

i sidegraded. Afpggiehbarof orm extraction and precipgtatijon with(ethanol,
t he doubl e-st[randed DNA (dsDNA) is separated |{n terns off size on a sugar
density ggadient. Tm the subSequent steps—of—Tchommy, Tt s pref

use only dsDNA of size 600 bp and nore in order to increase the probability
of obtaining only_clones which contain the conplete coding_sequence for the

new i nt er f er ghk.  Intergeropsihphayd oasikaht pubfledrAminesivoenpp is

concentrat ed -0l Dhtéh€egbAdaEpha tHISegh: Pt €61 peé tFdt vt e 1 Te Q‘Il‘@nﬁq{os@’m

di ssolutis@n in vva:[.ﬂ. Janso?ld { to ipcrease tlgg Mnbcﬁg ‘ﬁ) gsD{:\lAgD

that have been obtaFheg2s? %§ QP 173 pPRe ~ afP PP  opT T al® vect or,
and then introduddgdtuntéo290e dec2&r (181 ) coli. The vector used is
preferably the plasm d pBR322 (F. Bolivar et al., Gene 2, 95 (1977)). This

pl asm d essentially consists of a replicon and two sel ection markers. They
provi de t#e BnoditHB\IGImit dem Slasmid E78EFund . colht01amit fi4m Blasrgd PIA2 sind bei der Deutschen
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ecul es

Sammlung fiir Mikroorganismen (DSM Gdttigen) unter der Nummer DSM 3003 respektive DSM 3004 am 3.
Juli 1984 hinterlegt worden.

Zum Beleg, dafl die neu aufgefundenen Kione eine Interferon-dhnliche-Aktivitdt produzieren, wird
belspisisweise der Klon E76E9 kultiviert und das Lysat des Bakteriums nach dessen Wachstum in einem
Plaque-Reduktions-Test UIberpriift. Das Bakterium produzierte erwartungsgem@s Interferon-dhnliche Aktivitéit
(siehe Beispiel 3).

Ferner wurde zum Beleg, daB es sich bei den beiden neuaufgefundenen Interferonen um Mitglieder
einer neuen Interferonfamilie handelt, die gesamte DNA aus Namalwa-Zellen isoliert und mit verschiedenen
Restrictionsendonucleasen verdaut. Hierdurch kann die Anzahl der Gene, welche durch die cDNA's der
Klone PSA2 und E76EQ codiert werden, abgeschétzt werden. Hierzu werden die erhaltenen DNA-Fragments
an Agarosegel nach der Methode von Southern (E.M. Southern et al., J. Mol. Biol. 28, 503-517 (1975))
aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Filter gebracht und unter relativ strengen Bedingungen mit radioaktiv markier-

ter spezifischer DNA des Klons P9A2 hybridisiert.

Die nach der Hybridisierung mit DNA's aus dem Plasmid P9A2 und pER33 erhaltenen Ergebnisse
werden in Abbildung 5a dargestslit:

Hierbei sind die einzelnen Spuren mit Buchstaben gekennzeichnet, die die verschieden verdauten DNA-
Proben anzeigen (E =EcoRI, H=Hindlll, B=BamHl, S=Sphl, P=Pstl, C=Clal). Die linke Hilfte des Filters
wurde mit der Interferon-a-Gen-Probe ("A") und die rechte Hélfte mit dem cDNA-Insert des Klons P9A2
{"0") hybridisiert. Der Satz der Banden, die entweder mit der o-Interferon-Gen-Probe oder mit der neuen
Interferon-Gen-Probe hybridisieren, ist verschieden. Bei den zwei verschiedenen Proben konnte keine
Kreuzhybridisierung festgestellt werden, wenn man die entsprechenden Spuren beurteilt.

In Abbildung 5b ist die cDNA des Klons P9A2 und das fiir die Hybridisierung benltzte Fragment
abgebildet. Die Schnitistellen einiger Restrictions-Enzyme sind dargestellt (P =Pstl, S=Sau3A, A=Alul). Die
Probe umfaBt nur zwei der mdoglichen drei Psti-Fragmente. Das Hybridisierungsmuster zeigt nur ein
hybridisierendes Fragment mit ungeféhr 1300 Basenpaaren (bp), welches zu dem homologen Gen gehdrt.
Das kieiners 120 bp lange Fragment war vom Gel ausgelaufen. Die dem 5'-Teil des Gens zugehdrige
Bande kann nicht entdeckt werden, da die Probe diese Region nicht enth3lt. Mindestens 6 verschiedene
Banden kdnnen in dieser Pstl-Spur entdeckt werden. Dies bedeutet, daB einige andere Gene, die mit den
neuen Sequenzen verwandt sind, in dem menschlichen Genom vorhanden sein miissen. Soliten in diesen
Genen eine oder mehrere Pstl-Schaiitstellen vorhanden sein, so kann erwartet werden, daB noch minde-
stens 3 zusitzliche Gene isoliert werden kdnnen.

Diese Gene k&nnen vorzugsweise mittels Hybridisierung aus einer menschlichen Gen-Biblicthek, die in
einem Plasmid-Vektor, Phagen-Vektor oder Cosmid-Vekior enthalten sind, isoliert werden (siche Beispiel



ampicillin and tetracyclin ([err]).” The gene for [err]-lactamase ([err])
contains the recognition sequence EB0 t#0e20daxt ri cti on endonucl ease Pstl.
pBR322 can thus be cut with Pstl. The overlapping 3'-ends are extended with
t erm nal deoxynucl eotide transferase (TdT) along with a prem xed quantity
of dGTP in* n a pro rlately buffered solution. At the sane tinme, dsDNA is
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(Q)dleren, welche als Interferon-omega bezeichnet werden.

Desweiteren wird belegt, daB die omega-interferon-Gen-Expression analog der von sinem Interferon-
Typl-Gen erfolgt. Hierzu wird die Transkription der einzelnen Mitglieder der Multigenfamilien der «- und
omega-Interferone basierend auf der Si-Mapping-Methode (A.J. Berk et al., Gell 12, 721 (1877)) untersucht

W 30 (siehe Beispiel 7) und gezeigt, daB die Expression omega-1-mRNA virusinduzierbar ist. Da sich die
Transkripte einer solchen Genfamilie nur durch einige wenige Basen von ungefdhr 1000 unterscheiden, ist
die Hybridisierung allein kein genug empfindliches Unterscheidungsmerkmal, um die verschiedenen IFN
mRNA's zu unterscheiden.

Hierzu werden die mANA-Sequenzen von 9 o-Interferonen, von Interferon-omega-1 und von g-Interferon

35 dargestelit. Mit GroBbuchstaben sind hierbei diejenigen Basen gekennzeichnet, welche fiir die oberste
Sequenz spezifisch sind. Soiche spezifischen Stellen knnen leicht durch ein triviales Computer-Programm
gefunden werden. Eine Hybridisierungsprobe, welche von einer spezifischen. Stelle ausgeht, kann nur mit
der mRNA eines bestimmten Subtyps perfekt hybridisieren. Alle Ubrigen mRNA's kSnnen nicht an der
spezifischen Stelie des Subtyps hybridisieren. Wenn die Hybridisierungsprobe an ihrem spezifischen 5'-

40 Ende radioaktiv markiert ist, sind nur jene radioaktiven Markierungen gegen Verdauungen mit einer
Einzelstrang-spezifischen Nuclease (vorzugsweise Sl-Nuclease) geschiitzt, welche mit der Interferon-
Subtyp-mRNA, flir weliche die Probe konstruiert worden war, hybridisiert haben.

Dieses Prinzip ist nicht auf Interferon beschrinkt, dieses kann vielmshr auf jede Gruppe bekannter
Sequenzen, die die in Abbildung B beschriebenen spezifischen Stellen aufweisen, angewendet werden.

45 Die oben erwéhnten spezifischen Stellen der Subtypen sind in den meisten Féllen keine Restriction-
Stellen, so daB das Schneiden der cDNA's mit Restrictions-Endonucleasen nicht dazu geeignet ist, Subtyp-
spezifische Hybridisierungsproben herzustellen. Die in diesem Beispiel benutzten Proben sind daher durch
Erweiterung eines am 5'-Ende radioaktiv markierten Oligonucleotids, welches complementdr zu der mRNA
von Interferon-omegal oberhalb der spezifischen Stelle ist, hergestellt worden.

50 Aus Abbildung 10 geht hervor, daf8 erwartungsgem&f omega-1-mRNA in Namalwa- und NC37-Zellen
induzierbar ist.

Gegenstand der Erfindung sind daher nicht nur Gen-Sequenzen, die spezifisch filir die angegebenen
omega-interferone codieren, sondemn ebenfalls Modifikationen, die Isicht und routineméBig durch Mutation,
Abbau, Transposition oder Addition erhalten werden kdnnen. Jede Sequenz, die filr die beschriebenen

55 humanen omega-Interferone codiert (d.h. die das biologische Akitivititsspekirum aufweist, das hier beschrie-
ben ist) und im Vergleich mit den gezeigten degeneriert ist, ist ebenfalls eingeschiossen; Fachleute auf
diesem Gebiet sind in der Lage, DNA-Sequenzen der codierenden Regionen zu degenerieren. Ebenso ist
jede Sequenz, die flir ein Polypeptid mit dem Aktivitétsspektrum des IFN-omega codiert, und die mit den
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agar ose gel séha@ div@Pre0.093.683 igyegiBsennboi m et al ., Nucl. Acid. Res. 7, 1513
(1979)). The biNbesomietehsindatyckarysien @i |diel Bxptesdomsifesorzugt] Belspisisweise ist E. coli K 12, Stamm

25 294 (ATGC No. 31 448) geeignet. Andere Stdmme, die geeignet sind, beinhalten E. coll X1776 (ATCC Nr.
31.537). Ebenso wie die vorerwihnten stamme k&nnen auch E. coli W 3110 (F~, Lambda™, Prototroph,
ATCC Nr. 27325), Bazillen wie Bacillus subtilis, und andere Enterobacteriaceae, wie Salmonelia typhimuri-
um oder Serratia marcensens und verschiedene Pseudomonaden verwendet werden.

Im aligemeinen kSnnen Plasmid-Vektoren, die Replikon und Kontrolisequenzen, die aus Spezies

o 30 stammen, die kompatibsl mit den Wirtszellen sind, enthalten, in Verbindung mit diesen Wirten verwendet
N werden. Der Vektor tréigt Ublicherweise neben einer Replikationsstelle Erkennungssequenzen, die es
- ermdglichen, die transformierten Zellen phenotypisch zu selektieren. Zum Beispiel wird E. coli liblicherwei-

se mit pBR322 transformiert, ein Plasmid, das aus E. coli Spezies stammt (Bolivar, et al., Gene 2, 95

(1977)). pBR322 enthilt Gene fiir Ampicillin- und Tetracyclin-Resistenz und liefert damit einfache Mittel,

35 transformierte Zellen zu identifizieren. Das pBR322-Plasmid oder auch andere Plasmide miissen auferdem
von sich aus Promotoren enthalten oder miissen dahingehend so modifiziert sein, ‘da8 sie Promotoren
enthalten, die vom mikrobiellen Organismus zur Expression ihrer eigenen’ Proteine verwendet werden
k8nnen. Die Promotoren, die am hdufigsten bei der Herstellung rekombinanter DNA verwendet werden,
beinhalten die Beta-Lactamase (Penicillinase) und Lactose-Promotor-Systeme (Chang et al., Nature 275,

40 615 (1978); ltakura et al, Science 198, 1056 (1977); Goeddel et al., Nature 281, 544 (1979)) “und
Tryptophan{tsp) Promotor-Systeme {Goeddel et al., Nucleic Acids Res. B, 4057 (1980); EP-A-0.036.776).
Wihrend die erwihnten die gebrduchlichsten Promotoren sind, sind darliber hinaus auch andere mikrobiel-
le Promotoren entwickelt und benutzt worden. Die Gen-Sequenz fiir IFN-omega kann beispielsweise unter
der Kontrolle des Leftward-Promotors des Bakteriophagen Lambda (Py) eingesetzt werden. Dieser Promotor

45 ist einer der als besonders stark bekannten Promotoren, der steuerbar ist. Die Steuerung wird mdglich
durch den Lambda-Repressor, von dem benachbarte Restriktionsschnittstelien bekannt sind.

Ein temperaturempfindliches Allel dieses Repressor-Gens kann in einem Vektor, der eine volisténdige
IFN-omega-Sequenz enthilt, eingefiigt werden. Wird die Temperatur auf 42" C erhSht, wird der Repressor
inaktiviert und der Promotor bis zu seiner maximalen Konzentration exprimiert. Die Summe der mRNA, die

50 unter diesem Bedingungen produziert wird, sollte ausreichend sein, um eine Zelle zu erhalten, die unter
ihren neuen synthetischen Ribonukleinsduren ungefdhr 10 % enthalt, die von dem P.-Promotor stammt. Auf
diese Weise ist es mdglich, eine Clon-Bank zu etablieren, in der eine funktionelle IFN-omega-Sequenz in
Nachbarschaft zu einer Ribosom-Bindungsstelle plaziert wird in variierenden Abstéinden zu dem Lambda-P,-
Promotor. Diese Klone ktnnen dann Gberpriift und der mit der hichsten Ausbeute selektiert werden.

55 Die Expression und Translation einer IFN-omega-Sequenz kann auch unter Kontrolle anderer Regula-
tionssysteme, die als "homolog” zu dem Organismus in seiner untransformierten Form geiten kdnnen,
ablaufen. So enthilt z.B. chromosomale DNA von einem Lactose-abhdngigen E. coli ein Lactose oder Lac-
Operon, der durch Ausschlitung des Enzyms Beta-Galactosidase den Lactose-Abbau ermdglicht.

10
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t hat the i nsePdssVodndehseincdos T&B81 Eqtatiéhs als dChRAIAG istikonOdow @le-Witts Becne stelkdaansin

i nt er f er on Wyksames tfifsnitte] glar, umedie Tegsiormatioe mbehzoreisge riglemTéting Trypfopiiantiduitaer: @ifd.
omega- i nt erGaaz Fmlichvamiibes sichchpi dem Blagiig YE 3,(ag dat HeidrGerc TRUAR, idas Bir Ergidnauhy einer
sui t abl e?r dEP2mpinustiytaatn demaedeb uerdan, kafh enthilta Gasignets RyereotdriSganerasn ifixtHofet \felstoren
dsDNA f or mP 'Peg?'\ de,p'ifgnidierangelecion derrfiene des ARH Idfnmerer GALMethqs of Bnzyrvilagy 101 182

0 rate- e {Hize i he |3§'5 12BT3n(1950)) der org
5 oy e el el Fepob SR e T e oo
(1977)). °s£'i“’|€r oY %1(%\5\\?}& g’dgﬁn"?ﬂ( Ahgxyle ’qié%h°1’%°t°#'§%fﬁa@'wse'§xf"!°éﬁhar he
f someras uia grucose- somerase un ucokinase. B onzentration geeigneter Expres- sions
bi ndi ng O £' nner é ie mit diesen Genen assoziierten Termlnatlonssequenzen ebenfalls in den Expressions-

Vektor am 3'-Ende der zu exprimierenden Sequenz eingesetzt werden, um Polyadenylierung und Termina-
tion der mRNA vorzusehen.
Andere Promotoren, die zudem noch den Vorteil der durch Wachstumsbedingungen konirollierten
v 30 Transkription besitzen, sind die Promotor-Regionen der Gene flir Alkohol-Dehydrogenass-2, Isocytochrom
8, Saure-Phosphatase abbauende Enzyme, die mit dem Stickstofi-Metabolismus gekoppelt sind, die oben
erwiihnte Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und Enzyms, die fiir die Verarbeitung von Maltose und
Galaktose verantwortlich sind. Promotoren, die durch den Hefe Mating Typ Locus reguliert werden,
beispielsweise Promotoren der Gene BARI, MFal1, STE2, STE3, STE5 kiénnen bei temperaturregulierten

35 Systemen durch die Verwendung von temperaturabhingigen siv Mutationen eingesetzt werden. {Rhino
PH.D. in Thesis, University of Oregon, Eugene, Oregon (1979), Herskowitz and Oshima, The Molecular
Biology of the Yeast Saccharomyces, part I, 181-209 (1981), Cold Spring Harbor Laboratory). Diese
Mutationen beeinflussen die Expression der ruhenden Mating Typ Kassetten von Hefen und dadurch
indivekt die Mating Typ abh#ingigen Promotoren. Generell ist jedoch jeder Plasmid Vektor, der einen Hefe-

40 kompatiblen Promotor, origindre Replikations- und Terminationssequenzen enthilt, geeignet. Zus#izlich zu
Mikroorganismen sind Kulturen muitizelluldrer Organismen ebenfalls gesignete Wirtsorganismen. Im Prinzip
ist jede dieser Kulturen einsetzbar, ob von Wirbeltier- oder wirbellosen Tierkulturen. GrdBtes Interesse
besteht jedoch an Wirbeltier-Zellen, so daB die Vermehrung von Wirbeltierzellen in Kultur (Gewebe-Kultur)
in den letzten Jahren zu einer routinemaBigen Methode wurde (Tissue, Guliure, Academic Press, Kruse and

45 Patterson,- Editors (1973)). Bsispiele solcher nlitzlichen Wirtszellinien sind VERO- und Hela-Zellen,
Goldhamster-Eierstock (CHO)-Zellen und W138, BHK, COS-7 und MDCK-Zellinien. Expressionsvektoren fiir
diese Zellen enthalten Ublicherweise (wenn nétig) eine Replikationsstelle, einen Promotor, der vor dem zu
exprimierepden Gen lokalisiert ist, gemeinsam mit jeder notwendigen Ribosomenbindungsstelle, RNA-
Splicing-Stelle, Polyadenyiierungsstells und transkriptionelle Terminations-Sequenzen.

50 Bei der Verwendung in S#ugetierzellen werden die Kontrolifunktionen auf den Expressions-Vektoren
oftmals aus viralem Material vorgesehen. Beispielsweise stammen die liblicherweise verwendeten Promoto-
ren aus Polyoma Adenovirus 2, und besonders héufig aus Simian Virus 40 (SV 40). Die friihen und spiten -
Endpromotoren des SV 40 sind besonders niitzlich, da beide leicht aus dem Virus als Fragment zu erhalten
sind, das auch noch die virale Replikationsstelle des SV 40 enthiit. (Flers et al., Nature 273, 113 (1978)).

56 Auch kdnnen kleinere oder gréfiere Fragmente des SV 40 verwendet werden, vorausgesetzt, sie enthalten
die annZhernd 260 bp lange Sequenz, die von der Hindill Schnitistelle bis zur Bgl 1 Schnittstelle in der
viralen Replikationsstelle reicht. AuBerdem ist es ebenfalls méglich und oft empfehlenswert, Promotor- oder
Kontroll-Sequenzen zu verwenden, die normalerweise mit den gewiinschten Gensequenzen verknlipft sind,
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ol i gomet, second-strand syntheses are performed in four separate
preparations, using the large frag spolynerase | fromE coli

(Kl enow fragnent). For each of then?%or?{)oaﬂNABf reactions, one of the four
di dexoynucl eosi detri phosphat es (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) are added. This
| eads-t o st adrduSdesatar] digse GbritdoN-E&érR6h SitPloMpAiIba Y FerAirbBRgRentihaces where the
base that is EhePegikRdisSEYe Minh BntWRBPAEEh dnBpretBndedlekibrédnsifuktion vorgesehen werden, um
di deoxynuc! eines bxbgéne Sdlie Hrbatiagsn) BfisplsHeited al3eSV M0 bdee albidersp lvirdier Qlsien (z.B. Polyoma,
Radi oact i veRhgenogye iPBY AStR) ioder asro durete die  chfdv@sontaisn rAeplikbtionsmectianisien dorrWintezsiies
reacti onss vdingesgheockeces Wird: detéfekibineths dvidszbilvechaimogrine intsyriasin chicBiNAe fzuletelgemainte
ar e separ at ¥dBralomomeisteng av® si ze in a denaturing pol yacryl am de gel (F.
Sanger et al . DisFE®8 kbwiet ¢adechdprzugs@qiselin binem Exprdsgions-RliasidaER103T(RRag-Pworkdn etabn
exposed to ﬁenea%ﬂ 231248 (1°BY vnd BR-ADi SF 1 derleah kehder ®SM untender HlummphRSNDRIY3 am
sequence of 2¢-HRezemben iFBhamtimipt Yersiam gle. disppreValder allenRegylatisnselerments gatlt diegp oinpe
various récBsn FEpiessigneetieder klow Wgﬂ&eé%@éﬁn HFriingngseemdp wyide glad inclemafiasidaRBR322
progr ams (Rdasﬁﬂaéﬂﬁ'ﬂgenﬂlﬁﬁflzemﬁﬁq ambi-Eragrpent dirgindie RiAFequanggdonfomet; gyres 1 and
2 yeveal the strategy of sequencing. Figure 3 shows the DNA sequence of the
I nsert of E)N% g)h?ne P9A§ % gure 4 shows that of the clone E76E9. The
noncodln and |s§'ﬁ in the [err] direction, together with the

am no aC| smecqetwe?mmmm%e@qrmmGW@cﬁhe ¥6E9
for omega(d u)-interferon is 858 base pairs long and has a 3' nontransl ated
region. The region which codes_for_nmature omega(d u)-interferon extepds
from nucl eotide 9 to nucl eotyMRBHBEATE e | 5ol ated cDNA of the cl on¥®Poa2
for onega,G PFCARTEAACTARATACAGHAGTRGAE GRUANE CLHARAGCABRT TIAAGIRTAMAGUARG el Lthat
codes for mature onega-interferon extends from ngggeotl ‘? 1§ nucl eoti de
523. The 3' nontranslated region in the case of A2 extends to the poly-A
segnent . TheCMAA§Equences that code for nature onmega- interferon are

conpl etel y cacracagdci A-—+-herFe+ansam-Gen ——

i _ Sau3a

ersetzt.

_ Um das erfindungsgemaBe Ziel zu errsichen, wird gem#B Abbildung 6 beispielsweise wie folgt
U/ 30 verfahren:
1. Herstellung der hierflir erforderlichen sinzelnen DNA-Fragmente:

Fragment a

35 Zur Herstellung des Fragments a) wird ein Plasmid, das ein Gen fiir IFN-omega enth&lt, z.B. das
Plasmid P9A2, mit der Restrictionsendonuciease Avall verdaut. Nach Chromatographie und Reinigung des
erhaltenen cDNA-Inserts wird dieses mit den Restrictionsendonucleasen Ncol und Alul zweifach weiterver-
daut und anschlieBend mittels Chromatographie und Elektroslution isoliert. Dieses Fragment enthéit den
gropten Teil des entsprechenden omega-interferon-Gens. So weist beispielsweise das omega(Gly)-

40 Interferon-Gen des Klons P9A2 folgende Struktur auf:

45

56

12



E76E9 and P9A2. The start at the N-ternminal end with the am no acids
cysteine-aspartic acid-Ieucine. Qugpg fd9piigyi ngly, the two shown nature
onega- interferons are 172 amino acids long; this clearly deviates fromthe
hitherto known | ength of other known interferons, that is, 166 (or 165)
amno-acids for [err]-interferons. Quite surprl Si ngly, the t wo
onega-interferons have a pot%ntl al_N-glycosyl atifon site at amino i d

posi tion 78 (asparagi ne- net hi oni ng¥is I‘ﬁébﬁred’e)l‘e“AS@&'nﬂéﬁ ASR TR (3RH DNA of
the cl ones E76E9. and P9A2 vyi el dsg diéd g o hoe Bheehat ACc TTe 1B -

cl one EP6E9 whi ch codes for anino litCl 111 is GAG and codes for glutamc
acid. This triplet in clone P9A2 i and codes for glycine. The two

onega- interferon proteins éﬁlerefore differ frgm each other by onggm no
acid and atz%:!ff,f%r&,eq sNELE! e @ F10 dell Pt LG50y aaff
onega(d ‘}/ I nt erfer on ar| son of -interfterons
with th& hiGEe T EFGWRARU laT(FnQ Ibrﬁ%ﬂtcypéf&ﬂ‘g%i' eT%ICF'%t 0/
pi cture: onega al ph Lengt h of protein | n am no acids 1752
168*, Pot en f% 0

78 * Int er oﬁg§¥§h§¥ a +y£ﬁ§5m§e Sdrfg a lu*MeI 3 nG]éY | pha H

has a pg} elNAGIIGAN- QIGACAGHI GACO‘M‘GlAGG arrg axia m BBG( IATGGGE‘AdAAAechaIl],a
Nat ure 290, 20-26 (1981)) . coli HB 101 with the pl asm d E76E9 and E.

coli 101 with t pl as re de ted he .Ger man , Col ect nfor
M cr oor gani®&fs & qﬂs gﬂ'f’g@‘ﬁ %ﬁﬂe‘?"? ﬁg‘a]ln %ngﬁI%éﬁé' Hig 9

respecti velage mc3|'mt<;1 g AR84ccd acar ey taw Tolte erewiored carorAs emlr@llcarses
producezan activity resenbling interferon, the clone E76E9 is cultivated,
for exanple, and the |ysate6®f the bacteriumi §0grown and then testSed in a
pl aque redde Gin &3n IAs Bhpeclerdiey RhedbiceMgnfilu Arg Ser Ser Ala

CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208

2% 80 85 90
Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gln Leu His Thr Gly Leu His

GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253

U 20 95 100 105
Gln Gln Leu Gln His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gln Val Val Gly

CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TIG CTG CAG GTA GTG GGA 298

35
10
45
50

55
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produced interferon-like activity (see Exanple 3). - 14 - Moreover, to
prove that the two newly discovered igh@if@sgans are nenbers of a new’
interferon famly, all the DNA was isolated from Namal wa cells and-
digested with various restriction endonucleases. In this way it is possible
to access the nunber -of genegjghich are coded b .he cDNA' s of the gones

- P9A2 and E76E9y gy tdiiuS sy MﬁeGI&hﬁlp’\ﬁé rm&SPQBt ﬂlaeﬂe@rgémat ed

on agarose gel usi ng t he net hod -of ~ Sout hern (E. Sout hern et
Bi ol . 98, 503 GCRA G )’I'CTpFSE'eGGGnGﬁ#\tA%’%e‘}%MeCﬁWI G@BSC%&QS/M%Bééd
under relﬁlvely strlngent c%§§|t|ons with radi %g%tlvely | abel | ed %CIfIC

DNA of the cI rbigof% h¥' L £I aéi&)(r}%gg,

fromthe pl asm
traces are noAG@RGE t‘lﬁ%q él’llceﬁéGt GGAnHT@aQ@' tGﬂS \ﬂﬂl 6u'§ BAA GAGTARG B@Bgé§ﬂed
(E=EcoRI, H=Hi ndl I, B=BanH 2\35 Sphl P=Pst |, %‘I al). The left-hand half

? n
?T oot oo T R a ek B VLA Bt 4 A
("Q). The seraofadmreic m'mlmcuykrssdt;m @' IExC \NG2h ATGeGaA ATCTATS G UaEe

or with the new interferon probe, are different. No cross- hybridisation
could be dgtected with the t W&5di £ f er ent grobes assessing.the 165

cor r espondi ngSe¥ ke Phe Ji%k S5 Thr 8Fn Met Gl GIMNALgr LERAEY SRF BYR and

the fragnent weedrf@rriRy wixliTeal ROA. AADEATOICKS GAA AGRCCTGCAGRMAGE AR 78
restriction enzymes are shown (P=Pstl, S=Sau3A, A=Al ul). The probe includes

only two of the three possi bAg0Pst | fragrrent s. The hybridisation pattern
shows onl yo onds®\aKg sk FeY CAFnSeE ®PEh approxi mately 1300 base pairs

(bp), which bgA®ngsa tend erd @itie! agaUscHenear FieaEacherchreasentcccad 530
| ong, had run out of the gel. The band belonging to the 5 part

TAAC ACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAAAAGACTC TTATTTCGGCTTTAATCAC 589

AGAATTGAC TGAATTAGTTC TGCAAATAC TTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648

AAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707

TTATTCTTACATTTTATCATATTTATAC TATTTATATTC TTATATAAC AAATGTTTGCC 766

U % TTTACATTGTATTAAGATAACARAACATGTTICAGEE 802

AluX

25

35 Fragment b:

Zur Herstellung des Fragments b) wird das Plasmid P9A2 mit der Restrictionsendonuclease Avall
verdaut. Nach Chromatographie und Reinigung des erhaitenen cDNA-Inserts wird dieses mit der Restric-
tionsendonuclease Sau3A weiterverdaut und das gewiinschte 188bp lange Fragment mittels Chromatogra-

40 phie und Elektroelution isoliert. Dieses weist folgende Struktur auf:

45

60

56
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- 15 - of the gene cannot be "di scovered since the probe does not contain
this region. At least 6 different BRAdT6 M Ble di scovered in the Pstl

trace. This neans that sone other genes which are related to the new"
sequences nust be present in the human genone.  If one or nore Pstl points
of infersection are present kn these genes, on$ can expect to be eto
isolate at |east three nore_ additional genes ﬁese genes may preférably be

i sol ated by hyHSRIiLesk P5R E18A%0 iR FlFedey |I'E|“a§9rcéﬁﬂaﬁ%dmfn IeW| asni d

vector, phage @TGOCCPOSAGUANE AT dereeThx @ acdepccAlad Mer paant 4zt
shoul d Be nenti t hat the orregal:-].l erferons according to the invention
do not only enconpass the two matu nterferons which are specifically

described but "al so any nodification of these polypeptides which |eave the
| FN-omega activity unaffectgg. These nodificatigns conprise shortej(y ng of
the nmol ecul es at the N- or C-termni - thereqf, exchanging am no aci

resi dues fofabdiey Lews Higce1n; ¥ab Are f5g dde Sery PEPf Bbﬁlhﬁué}'}‘ﬁ ey or
chem cal | y ere [mclons catl gaat Avc mew Adxe avel ecel eert orotPes FEk e €37
whN.ch may be inert or otherw se. Anong the | atter can be nentioned hybrid
nol ecul es made from one or nore onega interferons and/or known a- or
B-interferons. In order to B2 able to conpare #Re differences betwWen the

?Ln no aci <(1 Cﬁ/ﬁi tszG Uﬁﬁ@eﬁrq)fPﬂel”'?rﬁewmﬂbiﬁf REENPal Py iqay arly of
e onega
nucl eoti de sequencegﬂe Ich #ave%lelgéeegdﬁ%be #EA | éﬁ%@ﬁ?oﬁ?ﬂi% q;rGrGe}aﬁs
and [err]-interferon (C. Wi ssmann et aI , Phil. Trans. R Soc. London 299,
7-28 (1982); A. Ulrich et 8., J. Ml ec. B|oI 156, 467-486 (198 ,
T. Tani guchi et al., Proc. Nat. Acad. Sci.. 2803 4006 (1980); K. Tokodoro
- 16 - Ser Gln Leu Gln Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu Met
ACG CAG TTG CAG AAG GGC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG ATG 177
25
Leu Gln Gln Ile
CTG CAG CAg atc 189
Sau3A
N\ %
Fragment_c_
35 Zur Herstellung des Fragments c) wird das Plasmid pER33 (sishe E. Rasti-Dworkin et al., Gene 21, 237-

248 (1983) und EP-A-0.115.613) mit den Restrictionsenzymen EcoRI und Pvull zweifach verdaut. Das nach

Agarosegel-Fraktionierung und Reinigung erhaltene 389bp lange Fragment, weiches den Trp-Promotor, die

ribosomale Bindungsstelle und das Startcodon enthdlt, wird anschliefend mit Sau3A verdaut. Das ge-

wilnschte 108bp lange Fragment erhilt man durch Agarosegel-Elektrophorese, Elektroelution und Elutip®-
40 Saulenreinigung. Dieses weist folgende Struktur auf:

EcoRI Sau3A

gaattcacgcJGATCGCTAAAACAITGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTCGCGA 59
] _ 1

JpRNA-Start Met

ACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGCTTAAAG ATG 116
s0 RBS HindXI1X

Cys Asp

TGT gat ¢ : ) 123

Sau3a

55

Ligierung der Fragmente p_ und c:
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et al., '"EMBO J. 3, 669-670 (1984)), the correspondi-ng sequences are
arranged in pairs and the- di fferenci_ﬁ: a% Iéh%:,#ll dual positions are counted.
The results shown in Figure 7 denonstr 44 t he DNA sequences of the
clones P9A2 and E76E9 are related to the sequences of the Type |

interferons (&igragmét [LRd clvekddh Shif 40538 Higidt uidPndth %Qrsﬁnﬂmeé BAdymE A Hinain
di f f er ences gdganditdR. DATbSWRicAS FAgMEHURIE RReRB ISHa@R atshe 1 ndivid
a- |nterferons and the new sequences are greater than 41.6% and | ess t han

47.0% The differences between the new sequences and those of the

I ndi viduad a-i,nterferons and {haj, of B-inter oIn are in the order of about
70% Taki ng MPS ddcount the PR¥{Rts of Exarrpﬂ? I n which the existence of
a whol e set GRAGCATARAS JTOFSTEATCCTECRTCAGAA], Q@_‘Eﬁ@% CITAGEAGRRO accdtfht
t he proposed nonehcl ature for interferons (J. Vilceck et al., J. Gen

Virol. 65, 669-670 (1984)) Is assuned that the cDNA i nserts of th

cl ones P9A2 mcsmwmwcac&M&?ﬁ%@%f%@’%ﬁé@%@@%@?&ﬁ%l ch 199

be referred to as interferon-onega. It is also shown that the

et e on oGue PARRARA FAREASRERT “ERESTRARG, HiSadhack, iaaoche P L20

families of the a- and onega-interferons based on the Sl mappi ng met hod
(AJ. BerR ele Norrdeild ahbocbehnblidharedon WORGARIRS Aeeaceiaen e 7208nd
it is found t expressi on onega- 'S virus-inducible. Since the
transcripts: of a gene famly of this ki nd dlffer by only a few bases out of
appr oxi nmat el mdmcm@b ' # &l one is not a sufficiently sensitive

di st i ngui ghi ng§ ture in orq@ turg i stingui sh between the various |IFN
MRNA' s. To do T3 t he nRNA 8 ftes of 9 a-interferons,

I nt erferon-onega-| and [err]-interferon are produced. Capital letters are

used to desirgfadi¢ kiAo RP 818 Herstollung des P}%}h@éﬁpmMOSMh&bé?DNﬁF&@ﬁen% 8eh durch
sequence. SlfelVehieRding bdh Sbils9Rtndliadh H8ASdtdién PRgchQUERStH SizE\gt WerSdniTP| € conput er
progranmmess Aabpifohdkicsidtdeprorpsiobe which starts
5'-AGCTTAAAGATGTGT-3'
bleibt an seinem 5'-Ende dephosphoryliert.
Das Oligonukleotid der Formel
. 5'-GATCACACATCTTTA-Y
o 30 wird mittels der Te¢-Polynukisotidkinase und ATP am 5'-Ende kinasiert.
Belm Hybridisieren beider Oligonukleotide erhadlt man folgendes kurzes DNA-Fragment:

5¢ ~-AGCTTAAAGATGTGT 3

* 3'-  ATTTCTACACACTAGD 51

Es entsteht dadurch an einem Ende der fiir Hindlll typische 5-Uberhang und am anderen Ende der fiir
Sau3A typische 5"-0berhang.

40 Das Fragment b) wird unter Verwendung von Kalbsdarmphosphatase dephosphoryliert. Fragment b)
und das oben beschriesbene Fragment werden zusammengebracht und mittels Ts-Ligase miteinander
verbunden.

Da die Ligase mindestens ein 5'-Phosphat-hiltiges Ende bendtigt, kdnnen nur das synthetische DNA-
Stlick mit Fragment b) oder aber 2 synthetische Fragmente an ihren Sau3A-Enden verknlipft werden. Da

45 sich die beiden resultierenden Fragmente in ihrer Linge unterscheiden, kOnnen sie durch selektive
Isopropanolfillung getrennt werden. Das so gereinigte Fragment wird mittels Ts-Polynukleotidkinase und
ATP phosphoryliert.

. Herstellung _dﬁl: Expressionsplasmide

50
a) Herstellung des Plasmids pRHW10:

Man linearisiert das Expressionsplasmid pER103 (E. Rastl-Dworkin st al., Gene 21, 237-284 (1983) und
EP-A-0.115.613 - hinterlegt bei der DSM unter der DSM-Nummer 2773) mit Hindill und behandelt

55 anschlieBend mit Kalbsdarmphosphatase. Nach Isolierung und Reinigung der so erhaltenen DNA wird diese
dephosphoryliert und anschliefend mit ligierten Fragmenten b und ¢ (nach deren Hindllil-Verdauung) ligiert.
Anschliefend wird E. coli HB 101 mit der erhaltenen Ligierungsmischung transformiert und auf LB-Agar plus

50 rg/ml Ampicillin kultiviert. Das die gewlinschte Struktur aufweisende Plasmid erhielt die Bezeichnung
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froma specific site can only hybridise perfectly with the nRNA of a
specific subtype. Al other nRNA's gpreetzoe@les to hybridise at the specific
site of the subtype. If the hybridisation probe is radioactively |abelled
at its specific end, only those radioactive |abels which are protected from
di gest’i on BEHVA 1&<%ﬁhﬂ@!°@'ds'lgrfﬁn‘@l®9%@qch iseinen (Replisative als Fvischenppiut 2y Hergteliuag sen)
are those M?@HPHW@W%F@rdl sed with the interferon subtype nRNA for which
t he probe signed. This principle is not restricted to interferon but
may be ap %ﬂn g’f’l RB&V novvn sequences whi ch have t he specific
sites descr| n F| i 0

m hn n w g NA-
subtypes aﬁ rJ\L?E re&ntdréhgl-ﬁ xg uclgosdtn? NoS, Eﬁi g ngc lon %g ﬁmlt
cutting of wﬁz‘h é} @%ﬁ%&n %&mﬁ m&ﬁ scﬁ.m
produci ng F.H ifl. Eﬁ% %{. sA bEE]

exanpl e, ong W i rje
e ?aggmgﬂﬁhéaﬁd.& asminsaﬂrgréﬁﬁ i Obwa"rsﬁ?ﬂ?é.&f

#

r adi oact | vg;f:ya g:%_g

i nt-er f er onsREE YR B %ﬁngt wee(sie é QbSIi: 6) - WatheE déd) gewtRYte! J?l%rga(Gﬁélnterferon
expect ed, epmgent. 1- "RNA can be I nduced in Namal wa and NC37 cel
i nvention t h@erhiaswiss @R £ €8er k0 terafdnin BiKGIGRIBE (optisSIRUDIEHRE 08 bEIBBG infn) € RI1bsY
codi ng f®r mtehaticnsie giahditer @Y iefetdas Nenti oned, but al so nodi fications obtai ned
readily and routinely by nmutation, deletion, transposition or addition. Any
sequence whitehsteiodeds Plesmidsprwionega- i nterferons as described (i.e. having
a spectrum of biological activities as shown herein) and which is
degener at e t @ut deos enitaBamil | degchaitienam Plgsmid PBHWHE Igipt] edin Bk ddesowKiagment| der DNA4 3
- in theo aPelynamserisudriie HoRpsexynysieopidiiisospbae rfes dieeh Ikukatinacriealienesiingdrisiontes mit
codi ng regfwien Enfanoversghape Flsgmisneiel gesigipnd gpschliefrd ypie Nedl geschiiisnnBest sfeﬂere
spect rum oFra%m%nf \Y’P'Pheés“‘ o l’°fP§P'é§"%‘F';?PB?'e%GF?\P‘HH%%‘$ “"SrFéIF“V\?rFE'Hg gPYaaras i rd
\fllmyt)?l E:hhg ats 8 @E diefrg‘ng) qulggzt%?) ch das GAG- odon ( )Qérlietzt ist, hglert Scl ieBend
ircrI die erha ne lglerungsmischung mit E. coli HB 101 transformiert und auf LB-Agar kultiviert. Das die
gewlnschte Struktur aufweisende Plasmid erhielt die Bezeichnung pRHW11 (siehe analog Abbildung 6),
welches das gewlinschte omega(Glu)-interferon exprimiert.

Transformation der Zellen mit den Vehikeln kann durch eine Vielzahi an Verfahren erreicht werden.
Beispielsweiso kann sie durch Kalzium erfolgen, wobel entweder die Zellen in Magnesium gewaschen und

\/ 30 die DNA den in Kaizium suspendierten Zellen zugegeben oder die Zellen einem Koprizipitat von DNA und
Kalziumphosphat ausgesetzt werden. Bei nachfolgender Genexpression werden die Zellen auf Medien
tibertragen, die flir transformierte Zellen selektieren. _

" Nach erfolgter Transformation des Wirtes, Expression des Gens und Fermentation oder Zellkultivierung
unter Bedingungen, bei denen IFN-omega exprimiert wird, kann das Produkt Ublicherweise durch bekannte
35 chromatographische Trennmethoden extrahiert werden, um so ein Material zu erhalten, das IFN-omega mit
oder ohne Leader und Tailing-Sequenzen enthélt. IFN-omega kann mit einer Leader-Sequenz am N-
Terminus exprimiert werden (Pre-IFN-omega), die von sinigen Wirtszellen entfernt werden kann. Wenn
nicht, so ist eine Abspaltung des Leader-Polypepiids (wenn. vorhanden) erforderiich, um reifes IFN-omega
zu erhalten. Alternativ kann der IFN-omega Klon so modifiziert werden, daB das reife Protein im Mikroorga-
40 nismus direkt statt des Pre-IFN-omega produziert wird. Flir diesen Fall kann die Precursor-Sequenz des
Hefe-Mating-Pheromons MF-alpha-1 verwendet werden, um eine korrekte "Relfung” des fusionierten
Proteins und die Ausscheidung der Produkte in das Wachstumsmedium oder den periplasmischen Raum zu
gewdhrleisten. Die DNA-Sequenz fiir funktionelles oder reifes IFN-omega kann mit MF-alpha-1 an der
vermutsten Kathepsin-ghnlichen Schnittstelle (nach Lys-Arg) an Position 256 vom Initiationscodon ATG aus

45  (Kurjan, Herskowitz, Cell 30, 933-943 (1982)) verbunden sein.

Basierend auf ihrem biologischen W'rkungsspektrum sind die neuen, erfindungsgemigBen Interferone
verwendbar flir jede Art der Behandlung fiir die auch die bekannten Interferone eingesetzt werden. Diese
beinhalten beispielsweise Herpes, Rhinovirus, opporiunistische AlDS-Infektionen, verschiedene Krebsarten
und dhnliches. Die neuen Interferone kdnnen alleine oder in Kombination mit anderen bekannten Interfero-

50 nen oder .biologisch aktiven Produkten eingesetzt werden, beispielsweise mit IFN-alpha, IL-2, anderen
Immun-Modulatoren und &hnlichen.

IFN-omega kann parenteral verabreicht werden in Fallen, in denen Antitumor oder antivirale Behandiung
erfordetlich ist und in Fillen, in denen sich immunosuppressive Eigenschaften zeigen. Dosierung und
Dosierungsrate kénnen Zhnlich denen sein, die zur Zeit bei klinischen Untersuchungen fiir IFN-a-Materialien

ss gelten z.B. ca. (1-10) x 10°Einheiten tiglich und bei Préparaten, die zu mehr als 1 % rein sind, bis zu
beispislsweise 5 x 107 Einheiten téglich.

Beispielsweise kinnen fir eine zweckmégige Dosisrungsform bei einem im wesentlichen homogenen,
bakteriell produzierten IFN-omega, bei parenteraler Verwendung 3 mg IFN-omega in 25 ml 5%igem
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am no aci ds tong; —of—theformuta—- 19 - Mt Ala Leu Leu Phe Pro Leu Leu
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| nt er f er on- oNMagRANA @iRe SendEWViriestintliohend Baled] wird R ABYangshBRAd N Hestellung eineH dONBNS
whi ch r esal tBitilisthdri igoh ViteedhuaiskanBen thMeHogenhaswahdan@. DeakioRsstiasteal \Wabumak o inferféron
anyone ski | |Reskaich Vioh®/4,2575-58%{1982))y Diof angefallensin 30.00@ Kienee werderi idividuetp it die Népfe von
EP- A- 0. 093. 6igotitarplatipm iiberticagéra Folgenrdeskidediunt wind awreWpeheting runeé Einfrieen derifolosisn wanwen-
For exanpl edsE. coli K12 strain 294 (ATCC No. 31446) is particularly

useful. O her '
25 1

10 g Trypton
5 g - Yeast Extract
5 g NaCl
N o 6,51 g Na-Citrat x 2 H,0
7.5 g KZHP04 x 2 H,0
1,8 g KH,PO,
35 0,09 g MgSO4 x 7 H20
0,9 g (NH4)250
44 g Glyzerin
0,01 g Tetracyclin x HC1l
° ad 1 1 Hzo

Die Mikrotiterplatten mit den individuellen Kionen werden liber Nacht bei 37" C inkubiert und danach bei
45 -70° C aufbewahrt.

b) Hybriéilslerungsprobe

Als Ausgangsmaterial flir die Hybridisierungsprobe dient das rekombinante Plasmid pER33 (E. Dworkin-

s0 Rast et al.,, Gene 21, 237-248 (1983)). Dieses Plasmid enthélt die kodierende Region filr das reife Interforon
IFN-a2arg plus 190 Basen der 3' nichttranslatierten Region. 20 1g pER33 werden mit 30 Einheiten Hindlll
Restriktionsendonuklease in 200 il Reaktionslésung (10 mM Tris-HCI pH-7,5, 10 mM MgClz, 1 mM
Dithiotreitol (DTT), 50 mM NaCl) 1 Stunde bei 37" G inkubiert. Die-Reaktion wird durch Zusatz von 1/25 vol

0,5 M Athylendinitrilotetraessigsdure (EDTA) und Erhitzen auf 70° C fir 10 Minuten beendet. Nach Zusatz

56 von 1/4 vol 5 x Puffer (80 % Gilyzerin, 40 mM Tris-Essigsiure pH=7,8, 50 mM EDTA, 0,05 %
Natriumdodecylsulfat (SDS), 0,1 % Bromphenolblau) werden die entstandenen Fragmente der Grfie nach
elektrophoretisch in einem 1 % Agarosegel getrennt [Gel- und Laufpuffer (TBE): 10,8 g/t Trishydroxymethy-
laminomethan (TrisBase), 55 g/l Borsdure, 0,93 g/l EDTAL Nach Inkubation des Gels in einer 0,5 pg/ml
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m crobi al strains which may be used include E. coli X1776 (ATCC No.
31.537). The aforenentioned strai nEP as704IB1as E. coli WB110 (F, | anbda,
prototrophic, ATCC No. 27325), bacilli such as Bacillus subtilis, and:other
enterobacterja such as Sal monel | a typhi murium or Serratia marcesens, and
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const ruct i gerehi Mieidiodkddemiraéri-FraRwaiRbsa® spa@ischeiAkdvititaseda. €1 a07| cpmiug Rer.
pronoterrssystens (Chang et al., Nature 275, 615 (1978); Itakura et al.,
Sci ence 198) ScicbBifip et GIpT quf Ecbd-bbitigetinsafts , Nat ure 281, 544 (1979)) and
tryptophan (trp) pronoter system (Goeddel et al., Nucleic Acids Res. 8,
4057 (1980); DRAnAetOMBREBterpiAEN singdfioresen Baiktodeniylioron erderaufgetadieiokin Htickdlitpzellyloher
m crobi al W‘WEP@SPW&WG%@HB%@SWW@G Sehith. BA B5.i0AB UM PesengdBelyidauf kByhgar
genetic %e (LB KN - 84 Yot Ef“&'ée‘ijg/hﬂ%rwﬂ‘l@a@% AEF A0 gl Tepreeyclin-
leftward p SW'w"e@rdeBM% %Egee@ﬁ%ﬁgﬂgﬁ%@?fﬁ ndie indiyidue ? it d?ssN' Iy
the stron ?ng qilltyr OBE 'E Ll e ’° «9{‘ lE
by the la g § ‘ 'e';ts,ﬂ ena‘ eae% s % ﬁgfﬁg g tef o 03
t enper at gr %@r %ut%rﬂ ?f tis p! lr;ﬁ?sg ZrQ%nu on 4 un '3 l‘%m ﬂEC l, g}élt
contains 7 4. Die Filter werden luftgetrocknet und dann 2 Stunden bei 80° C gehalten. D|e Vorbehand-
lung der Filter erfolgte 4 Stunden bei 65° G in der Hybridisierldsung, bestehend aus 6 x SSC (1 x SSC
entspricht 0,15 M NaCl; 0,015 M Trinatriumcitrat; pH =7,0), 5 x Denhardt's Losung (1x Denhardt's Ldsung
entspricht*0,02 % PVP {Polyvinylpyrrolidon); 0,02 % Ficoll (MG: 40.000 D); 0,02 % BSM (Bovine Serum
\_/ 30 Albumine) und 0,1 % SDS (Sodium dodecylsulfate). Ca 1 x 10° cpm pro Filter der in b) hergesteliten Probe
werden durch Kochen denaturiert und der Hybridisierldsung. zugesetzt. Hybridisierung erfolgt 16 Stunden

bei 85" C. Das Waschen der Filter erfolgt bei 85° C viermal 1 Stunde mit 3 x SSC/0,1 % SDS. Die Filter
werden luftgetrocknet, mit Saran Wrap® bedeckt und auf Kodak X-OmatS® Film exponiert.

35 DBeispiel 2

Southern Transfer zur Bestétigung von IFN-Gen-haltigen rekombinanten Plasmiden

Von den positiv oder positiv verdachtig reagierenden Kolonien werden 5 ml Kulturen in L-Broth (10 gA

40 Trypton, 5 g/l Yeast Extract, 5 g/l NaCl, 20 mgA Tetracyclin x HCI) Uber Nacht bei 37" G gezlichtet. Die
Plasmid-DNA wird modifiziert nach Bimboim und Doly (Nucl. Acid Res. 7, 1513, (1979)) isoliert. Die Zellen

von 1,5 ml Suspension werden abzentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge) und bei 6° C in 100 1l Lysozymis-
sung bestehend aus 50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl pH=8,0 und 4 mg/m! Lysozym
resuspendiert. Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur werden 2 Volumteile eiskalter 0,2 M NaOH,

45 1 % SDS Lésung zugegeben und weitere 5 Minuten inkubiert. Dann werden 150 1! eiskalte Kaliumacetatld-
sung pH= 4,8 zugesetzt und 5 Minuten inkubiert. Die ausgefallenen Zellbestandteile werden abzentrifugiert.

Die DNA-LGsung wird mit 1 Volumteil Phenol/CHCla (1:1) extrahiert und die DNA durch Zugabe von 2
Volumteilen Athanol ausgefilit. Nach dem Abzentrifuieren wird das Pellet einmal mit 70 % Ethanol
gewaschen und 5 Minuten im Vakuum getrocknet. Die DNA wird in 50 ui (TE)-Puffer geldst. 10 u) davon

s0 werden in 50 wl Reaktionsidsung (10 mM Tris-HCI pH=7,5, 10 mM MgClz, 50 mM NaCl, 1 mM DTT) mit
10 Einheiten Pstl-Restriktionsendonuklease 1 Stunde bel 37° C verdaut, Nach Zusatz von 1/25 Volumtsilen

0,5 M EDTA sowle 1/4 Volumteilen 5 x Puffer (sishe Beispiel 1b)) wird 10 Minuten bei 70° C erhitzt und die
DNA anschliefend in elnem 1 % Agarosegel (TBE-puffer) elekirophoretisch aufgetrennt. Die DNA im
Agarosegel wird nach der Methode von Southern (E.M. Southern, J. Mol. Biol. 98, 503-517 (1975)) auf ein

55 Nitrozellulosefilter (ibertragen. Die DNA im Gel wird durch einstlindige Inkubation des Gels mit einer 1,5 M
NaCl/0,5 M NaOH L&sung denaturiert. AnschlieBend wird 1 Stunde mit einer 1 M Tris x HCl pH=815 M
NaCL Ldsung neutralisiert. Die DNA wird mit 10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M Natriumcitrat, pH=7,0) auf das
Nitrozellulosefilter ibertragen. Nach vollendetem Transfer (ca. 16 Stunden) wird das Filter kurz in 6 x SSC
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onega conpl ete sequence. Wen the tenperature is raised to [err], .the
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eukaryotic m crobes, such as yeast cultures may al so be used. Saccharorryces
cerevi si de Bsisgiddé nost commonly used anong eukaryotic m croorgani sns,

al though a nu unber of other species are commonly avail able. For expression

i N Sacchar oSgeogischer [Seutisms Bloi zir ?meun"mﬂer éxeahhdee Gewt din clbve pevbn Seduengkn zugeordnet
25 slnd .

a) Isolierung der DNA aus Namalwa-Zsllen

400 -ml einer Namalwa-Zellkultur werden bei 1000 rpm in einer JA21-Zentrifuge zentrifugiert, um die

30 Zellen. zu pelletieren. Die erhaltenen Pellets werden vorsichtig gewaschen, in dem diese in NP40-Puffer

N resuspendiert (NP40-Puffer: 140 mM NaCl, 1,5 mM MgClz, 10 mM Tris/Cl pH=7,4) und emeut bei 1000

rpm pelletiert werden. Die erhaltenen Pellets werden emeut in 20 ml NP40@-Puiffer suspendiert und zur

Zerstorung der Zellwinde mit 1 ml einer 10%igen NP40®-Ldsung versetzt. Nach 5~-minlitigem Stehen in

einem Eisbad werden die intakten Zellkerne durch Zentrifugation bei 1000 rpm pelietiert und der Uberstand

a5 verworfen. Die Zellkerne werden in 10 ml einer Ldsung, bestehend aus 50 mM Tris/Cl pH=8.0, 10 mM

EDTA und 200 mM NaCl, resuspendiert und anschiiefend mit 1 ml 20%iger SDS versetzt, um die Proteine

zu entfernen. Die entstandene viskose Lésung wird zweimal mit der gleichen Menge Phenol (geséttigt mit

10 mM Tris/Cl pH=8.0) und zweimal mit Chloroform extrahiert. Die DNA wird durch Zugabe von Ethanol

ausgefillt, durch Zentrifugation abgetrennt, anschliefiend das erhaltene DNA-Pellet einmal mit 70%igem

40 Athanol gewaschen, 5 Minuten lang im Vakuum getrocknet und in 8 mi TE-Puffer (TE-Puffer: 10 mM Tris/Cl
pH=8.0, 1 mM EDTA) geldst. Die Konzentration der DNA betrdgt 0,8 mg/ml.

b) Restrikifons-Endonuclease-Verdauung gz DNA aus Namalwa-Zellen

45 Die Restriction-Endonuclease-Verdauungen werden jewsils gem&8 den nach den vom Hersteller (New
England Biolabs) angegebenen Bedingungen durchgefithrt. 1 pg DNA wird mit 2 Einheiten der geeigneten
Restriction-Endonuclease in einem Volumen von 10 wl bei 37" G 2 Stunden lang oder Kinger verdaut.
EcoRl, Hindlil, BamHl, Sphl, Pstl und Clal werden als Restriction-Endonucleasen verwendet. 20 g DNA
werden bei jeder Verdauung eingesetzt. Um die Volisténdigkeit der Verdauung zu kontrollieren werden

50 jeweils beim Start der Reaktion 10 wi (aliquote Teile) abgetrennt und mit 0,4 g Lambda Phagen-DNA
versetzt.. Nach 2-stlindiger Inkubation werden diese aliquoten Teile mittels Agarose-Gel-Elekirophorese
kontrolliert und die Vollstidndigkeit der Verdauung wird mit Hilfe eines Musters der gefiirbten Lambda
Phagen-DNA-Fragmente beurteilt.

Nach Durchfiihrung dieser Kontrolle werden die Reaktionen durch Zugabe von EDTA bis zu einer

56 Endkonzentration von 20 mM und 10-minlitiges Erhitzen der L&sung auf 70° C gestoppt. Die DNA wird
durch Zugabe von 0.3 M NaAc pH=5.6 und 2.5 Volumteilen Athanol gefillt, Nach 30-minitiger inkubation
bei -70° C wird die DNA in einer Eppendorf-Zentrifuge pelletiert, einmal mit 70%igem Athanol gewaschen
und getrocknet Die erhaltene DNA wird in 30 u) TE-Puffer auigenommen.
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Nature 282, 39 (1979); Kingsman et al., Gene 7, 141 (1979); Tschunper, et.
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Einheiten DNA-Polymerase | {Boehringer-Mannheim, Nick-Translation Qualitét) durchgefilhrt. Nach 2 Stun-
W 30 den bei 14° C wird die Reaktion durch Zugabe der gleichen Menge einer EDTA-LSsung (40 mMol) gestoppt
und das nicht umgesetzte radioaktive Material mittels Sephadex® G50-Sdulenchromatographie in TE-Puiffer
abgetrennt. Die verbleibende spezifische Radioaktivitit betrégt ungefdhr 100 x 10° cpm/ng DNA.

e) Hybridisierung und Autoradiography

35
Das Nitrocellulosefilter wird in zwei Hilften geschnitten. Jede Hilfte enthilt einen identischen Satz von
Spuren mit Namalwa-DNA, weiche mit den Restrictions-Enzymen, die in Beispiel 4a erwdhnt sind,
behandeit worden sind. Die Filter werden in einer L&sung enthaitend 6 x SSC, 5 x Denhardi's (1 x
Denhardt’s: 0,02 % Rinderserum Albumin (BSA), 0,02 % Polyvinylpyrrolidon (PVP), 0,02 % Ficoll 400), 0,5
40 % SDS, 0,1 mg/ml denaturierte Kalbsthymus-DNA und 10 mM EDTA 2 Stunden fang bei 65° C vorhybridis-
iert. Die Hybridisierung wird in siner L&sung enthaltend 6 x SSC, 5 x Denhardt's, 10 mM EDTA, 0,5 % SDS
und ungefdhr 10 x 105cpm nicktranslatierter DNA wihrend 16 Stunden bei 65° G durchgefiihrt. Die eine
Halite des Filters wird mit Interferon-a2-Arg-DNA und die andere Hélfte mit interferon-DNA, die aus dem
Plasmid P9A2 isoliert wurde, hybridisiert. Nach der Hybridisierung werden beide Filter bei Raumtemperatur
45 viermal mit einer Losung bestehend aus 2 x SSC und 0,1 % SDS und dann zweimal bei 65 C 45 Minuten
fang mit einer L&sung bestehend aus 0,2 x SSC und 0,01 % SDS gewaschen. Anschliefend werden die
Filter getrocknet und einem Kodak X-Omat® S Film exponiert.

Beispiel 5 "

50

Herstellung der Expressionsplasmide pRHW 12 ﬂg pRHW 11
Vorbemerkung:

85 Die Herstellung der Expressionsplasmide wird in Abbildung 8 dargestelit {nicht maBstabgerecht), ferner
werden alle Restrictionsenzymverdauungen nach den Angaben der Enzymhersteller durchgefihrt.

a) Herstellung des Plasmids pRHW 10
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Thesis, University of Oregon, Eugene, Oregon (1979), Herskowi tz and Gshimg,
The Ml ecul ar Biol ogy of the Yeast S¥celfysupges, part |, 181-209 (1981),
Col d Spring Harbor Laboratory). These nutations directly influence the
expressions of the silent mating type cassettes of yeast, and therefore
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front of fheLgense HhalifsRB HESRE . SN dMnkl QY olbkEERAHE LM GB Qe "Butip-Saule
bi ndi g Si t QBreinigiNBas B briidResd Erfnentd/AIGHMbRE in Badial BrdadGhd da@ BSihichie 108 8
termnat or SpgaIRBGRRE eritRimdAltidly AgaRRBETEd-ERRropRirdsS, EISKRGeIGIRR LicDElutp 8 S8l A SgLAg
t he expr essiibéiney aGbaRSvon uRgefht B0 np { © Fragmehtdyin\Abbilng et er i al . For exanpl e,
comonly used 2or eyradscfragnenes deverdsr dnif 20019 pal Kraginted\d am @ivibrh Wdluzien 8dhd40mMIStnter
frequent |z Seresdund/Aanus EiBelehbV40ihase Thenee Abduyg, aetdhd 50 reM ENSICITHGITIS, €7 ®MaMgCRY40
are particulnsv PYT vskt oiM HET eniisidt, t®ot 4 CargeStardoibm lang: thiceta Sadcilieand wirtl ldas Brzym Slul
a fragnent \titedn aif 56° € cristiitnendt die eBuitPe INAa it dindll i efien Gesamtvaiuinem vOrFise g
et al., Natgeeshgite®, 1123 (1978)). Smaller or larger SVA0 fragments may al so
be used, proviWety dop ExREossignspiaRmigRRER 108 4E. a\39 pit-ewarsiroat &l Gepe g, @[W 2181983 iwearisiert
ext endi nngf 5 it Hindill in einem Gesamtvoiumen von 100 ul. Nach 2 Stunden bei 37 C wird 1 Volumen 2 x
Phosphatase Puffer (20 mM Tris/Cl pH=9,2, 0,2 mM EDTA) zusammen mit einer Einheit Kalbsdarmphos-
phatase (CIP) hinzugegeben. Nach 30 Minuten bsi 45° C gibt man eine weitere Einheit CIP zu und inkubiert
nochmals 30 Minuten lang. Die so erhaltene DNA wird durch ‘zweimalige Phenolextraktion, einmalige
Chioroformextraktion und durch Fallung mittels Zugabe von 0,3 M Natriumacetat (pH=5,5) und 2,5 Vol
W 30 Athanol gereinigt. Anschliefend wird dephosphoryliert, um beim nichsten Ligierungsschritt die Religisrung
des Veldors zu verhindern. _

100 ng des linearisierten pER 103 und die ligierten Fragmente b und ¢ (nach der Hmdlll—Verdauung)
werden in eine Losung von 100 L, welche Ligase Puffer enthilt, eingestragen und bei 14" C 18 Stunden
lang mit T4-DNA-Ligase ligiert.

35 200 ul kompetente E. coli HB 101 (E. Dworkin et al., Dev. Biol. 76, 435-448 (1980)) werden mit 20 wl
der Ligierungs-Mischung vermischt und 45 Minuten lang auf Eis inkubiert. Danach wird die DNA-Aufnahme
durch einen Hitzeschock von 2 Minuten bei 42° C vollendet. Die Zellsuspension wird weitere 10 Minuten auf
Eis inkubiert und schiieflich auf LB-Agar (10 g/l Trypion, 5 g/t Hefeexirakt, 5 g/l NaCl, 1,5 % Agar), weicher
50 mgfl Ampicillin enthilt, aufgebracht. Die Plasmide, die in den erhaltenen 24 Kolonien enthalten sind,

40 werden nach der Methode von Bimboim und Doly (sishe Nucl. Acid. Res. 7, 1513-1523 (1979)) isoliert.
Nach der Verdauung mit verschiedenen Restrictionsenzymen weist ein Plasmid die gewlnschte Struktur
auf. Dieses erhielt die Bezeichnung pRHW 10 (siehe Abblldung 6).

b) Herstellung dis_ Plasmids pRHW E

Ca. 10 ug des Piasmids pRHW 10 werden mit BamH! geschnitten. Anschliefend wird das Klenow-
Fragment der DNA-Polymerase | und die 4 Deoxynucleosid-triphosphate zugegeben und 20 Minuten lang
bei Raumtemperatur inkubiert. Das erhaltene linearisierte und mit geraden Enden versehene Plasmid wird
durch Phenolextraktion und durch Féllung gereinigt und anschliefend mit der Restrictions-Endonuclease

s§0 Ncol in einem Volumen von 100 nl geschnitten. Das gréBere Fragment wird mittels Agarose-Gel-
Elektrophorese, Elekiroelution und Elutip-Reinigung gewonnen. Das Fragment a) (sishe Abbildung 6) erhélt
man durch Verdauung von 4 ug Avall-Fragment, welches das PRA2-cDNA-Insert enthiilt (siche oben) mit
Ncol und Alul, wobei man ungsefihr 2 g an Fragment a) erhilt.

Im letzten Ligierungsschritt wird das Fragment a) und das hinzugegebene mit BamHI/Ncol zweifach

65 verdaute pRHW 10 in einem Volumen von 10 ul ligiert, wobei je DNA jeweils 10 ng eingesetzt werden. Die
Ligierung einer aufgefiliiten BamHI-Schnitistelle an eine durch Alul geschnittene DNA ergibt wieder eine
BamHI-Schnittstells. '

Die erhaltene Ligierungsmischung wird mit kompetenten E.colf HB 101 wie oben beschrieben transfor-
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Hnd Il] site toward the Bgl | site location in the viral origin of
replication. Further, it is also pdEPseblae204Bid often desirable, to utilise
pronoter or control sequences normally associated with the desired gene
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pl asm d pBRB2g dsasvekepEteis et 0y ng hids [HENASRIBUBNEGsND Vollrasnudna 1020 Bhter gesign&iani3A
gaatt cacgcBEMbEEET AN VBATBHLAGSACARBGST TN, TGACTHRGAEAEHAON Ter sMdforBh DINA-

Met  ACCAGT MASTHABTEAGHGRAGET TRASXREBAASCETIiAMEEASEIF TGNk RIBnd<hd BRBBen
Hindl || Cywird\sip KPGRu@ATEhE welche dieFezeichpeng-iBWY 11 erhilia Hiaoh Z0ahtungdiss episprecheridom

at the obj Klerd isalieryinan die Plagmid-BNA.derent Sruktdrotind gwicin g 'P\nwe@ait ¥onjmeh(gian $pezifisghen
exanpl e, aBeyiclnrigdenyclesgiehaittgellen (A'ler'%ﬁr Hindilh NeQfPstiiheledtndi vi dual DNA
fragments required: Fragnent a In order to produce fragnent a a pI asmd

whi ch coht & %@eﬁﬁﬁﬁﬁntﬁ onpAkfyitil fureh E. goli 41B 10}, entiigitend dag Plasmid pRH

100 ml der Bakterienkultur werden bis zu einer optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm in M9 minimal
Medium, welches alle Aminosduren ausgenommen Trypthophan (20 ug/ml pro Aminosdure), 1 (g/mi
Thiamin, 0,2 % Glucose und 20 ug/ml Indol(3)-acrylsdure (IAA), den Induktor des Tryptophan-Operons
25 enthdlt, inkubiert. AnschiieBend werden die Bakterien durch Zentrifugieren (10 Minuten bei 7000 rpm)
pelletiert, einmal mit 50 mM Tris/Cl pH=8, 30 mM NaCl gewaschen und schiieslich in 1,5 ml desselben
Puffers suspendiert. Nach 30-miniitiger Inkubation mit 1 mg/ml Lysozym auf Eis werden die Bakterien 5 x
gefroren und aufgetaut. Die Zelltriimmer entfernt man durch 1-stlindige Zentrifugieren bei 40 000 rpm. Der
Oberstand wird steril filtriert und auf Interferon-Aktivitit im Plague-Reduction-Assay unter Verwendung von
o 30 -menschlichen A549 Zellen und Encophalo-myocarditisvirus geprft.
U Ergebnis: 1 1 der hergestellten Bakterienkultur enthéit
1 x 10° Internationale Einheiten an Interferon
(A. Billiau, Antiviral Res. 4, 75-98 (1984)).

35 Beispiel §

Zusammensteliung der Unterschiede der Aminoséure- und Nukleotid-Sequenzen von Typl-Interferonen

ay Vergleich der Aminos3uresequenzen

40
Der paarweise Vergleich der Aminosduresequenzen erhilt man durch Auflisten des ersten Cystein-
Restes des reifen a-Interferons mit dem ersten Cysteinrest der Aminosiduresequenzen, weiche durch die
cDNA-Inserte der Plasmide P9A2 und E76E9 codiert werden. Beide Sequenzen werden in Abbildung 7 als
IFN-omega dargestellt, da bei den ermittelteon Werten keine Unterschiede zwischen den spezifischen
45 Sequenzen der P9A2- oder E76E9-Klone festgestellt werden konnten. Die einzige durchgefiihrie Korrektur
war eine Einfligung einer Liicke bei Position 45 des Interferons-aA, welche als Fehistelle gezihit werde.
Wenn die Sequenz des omega-interferons ein Partner ist, wurde der Vergleich unter Berlicksichtigung der
Uiblichen 166 Aminosiuren durchgefiihrt. Dieser Wert wird in Abbildung 7 zusammen mit den zus3tzlichen 6
Aminosduren, die durch die Klone PSAZ2 und E76E9 codiert werden, dargestsiit. Die prozentualen Unter-
50 schiede werden durch Dividierung der ermittelten Unterschieds durch die Zahl 1.66 erhalten. Eine zusitzli-
che Aminosdure stellt somit die Prozentsatzzahl 0,6 dar. Das ergibt 3.6 % flir die 6 zusitzlichen
Aminos3uren des IFN-omega, welche bereits in der Prozentsatzzahl enthalten sind.
Die Vergleiche mit dem g-Interferon wird durch Autlisten der 3. Aminoséure des reifen g-Interferons mit
der ersten’ Aminos8ure des reifen a-Interferons oder der ersten Aminosédure, welche durch die Plasmides
55 PYA2 und E76ES codiert werden, durchgefilhrt. Die ldngste Vergleichsstruktur sines o-Interferons mit 8-
Interforon geht somit Uber 162 Aminos#uren, was 2 zusétzliche Aminosduren jewsils fiir das a-Interferon
und das g-Interferon ergibt. Diese werden als Fehistellen gezdhlt und werden getrennt in Abbildung 7
dargestellt, sind aber in der Prozentsatzzahl enthalten. Die Auflistung des g-Interferons mit den Aminoséure-
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P9A2, i's digested with the restriction endonucl ease Avall. After

chromat ography and purification of gphe tre®e4BIng cDNA insert, the latter is
twice redigested with the restriction endonucl eases Ncol - 25 - and Al ul
and then isol ated by chronmat ography and el ectroel ution. This fragnent

cont af ns t heayaapanrdex Kionst POAR eder d7eRSsyitdrinl Herepiondpies idrckgeflibnt. dliespegité aber linggesamtor
exanpl e, th@"@ %@quum‘erferon gene-of the clone P9A2 has the follow ng
structure: 15 Hs Ay Leu Leu Ser

Arg Asn Thrb)Léﬁ_MW"@’ﬁﬂq'{eﬂzE"Aec AGG AAC ACC TTG 28 Ncol 20

I# he Leu

3 VaI eu HIS
o v oo, S ugﬁﬁei%‘&%"’%?f

Lys ay M%%ﬁﬁ&%ﬂ '
G o ALY : @ﬁf;%@g%

70 DNA-Sequenze ﬁe f k}l
é{/Al a CTGdrfibh daI CDJ bbsoftdCz4nT Ger TFeki Qﬁz rpﬁ dérTratidid deCAbLAdlAg §O
an egeben und d&HR ifKidmnhérR dibShtspYEshentiBl Pﬂeéﬁdtah@lalenA\Sp An Leu Hi 5 Thr a y
Leu H s @GC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253 95
100 Beisplel 7 105 Gn G@n Leu Gn Hs Leu Gu Thr Cys Leu Leu G n
Val Val d y CAG TAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GIG GGA 298
110 Virusinduzierbare Exfession der omega-1-mANA undINB7@etenG y G u Ser Ala Ay Al a
Ile Ser Ser Pro Ala Leu Thr Leu GAA GGA GAA TCTI GCT GGG GCA ATT AGC AGC CCT
GCA CTG AECalsy@hes4 Bindrmega-Interferon spezifischen Hylir@@ierungsprobe 135 Arg Arg
Tyr Phe An Ay Ile Arg Val Tyr Leu Lys Qu Lys Lys AGG AGG TAC TTC CAG GGA
ATC CGT GTIC TA@pW@eMor@[@ﬂM@qu%}; GCTAA) werden mit 12 pMol gamma- 32P-ATP (spezifische
Aktivitdt: > 5000 Ci/mMol) und 10 Einheiten Polynucleotid-Kinase in einem Gesamtvolumen von 10 il (70
mM Tris/Cl pH = 7,6, 10 mM MgCl2, 50 mM DTT) vermischt und eins Stunde bel 37" C stehen gelassen.
26 Anschliefend wird die Umsetzung durch 10-mindtiges Erhitzen auf 70° C gestoppt. Das erhaltene radioaktiv
markierte Obligonucleotid wird mit 5 pMol M13pRHW 12 ssDNA (sishe Abbildung 9) in einem Gesamtvolu-
men von 35 il (100 mM NaCl) durch einstiindiges Stehen bei 50" C hybridisiert.
Nach Kiihlen auf Raumtemperatur wird Nick-Translation-Puffer, die 4 Deoxynucleosid-triphosphate und
10 Einheiten Klenow-Polymerase bis zu einem Gesamtvolumen von 50 il (50 mM Tris/Cl pH = 7,2, 10 mM
\_ a0 MgClz, 50 ng/mi BSA, 1 mM pro Nucleotid) zugegeben. Die Polymerisation wird durch einstiindiges Stehen
bel Raumtemperatur durchgefuhrt, anschliefend die Umsetzung durch finfminiitiges Erhitzen auf 70° C
gestoppt.
Bei der Umsetzung erhélt man eine ieilweise doppelstréingige zirculdre DNA. Diese wird anschlieBend
in einem Gesamtvolumen von 500 pl mit 25 Einheiten Avall geschnitten, wobei der vom Hersteller
85 beschricbene Puffer verwendet wird. Hierbei werden die doppsistriingigen Regionen zu einheltlichen
GrdBen geschnitten. AnschlisBend wird die Umsetzung durch. 5-mintitiges Erhitzen auf 70° C gestoppt.

b) Herstsllung der RNA aus durch Virus infizierten Zellen

40 100 x 105Zellen (0,5 x 105/ml) werden mit 100 Mol Dexamethason 48 bis 72 Stunden lang behandelt -
die Kontrolle enthailt kein Dexamsthason. Zur Interferon-induktion werden die Expression-Zellen in serum-
freiem Medium in einer Konzentration von 5 x 108/mi suspendiert und mit 2'°Einheiten/ml Sendai Virus
infiziert. Aliquote Teile der Zellkulturiiberstande werden im Plaque-Reduction-Assay (Beispiel 5b) auf IFN-
Aktivitét geprilft. Die Zellen werden 6 Stunden nach der Virus-Infizisrung mittels Zentrifugieren (1000 g, 10

45 Minuten) geerntet, in 50 mi NP40@-Puffer (Beispiel 4a) gewaschen, in 9,5 ml eiskaltem NP40®-Puffer
resuspendiert und durch Zugabe von 0,5 mi 10%iger NP40® 5 Minuten lang auf Eis lysiert. Nach Entfernen
der Kerne durch Zentrifugieren (1000 x g, 10 Minuten) wird der Uberstand mit 50 mM Tris/Cl, 0,5 %
Sarkosin® und 5 mM EDTA auf pH=8 cingestellt und bei -20° G aufbewahrt. Zur Isolierung der gesamten
RNA aus dem Uberstand wird einmal mit Phenol, einmal mit Phenol/Chioroform/iscamylatkohol und sinmal

s0 mit Chloroform/lsoamylalkohol extrahiert. Die wiflrige Phase wird auf einen 4 ml 5,7 molaren CsCl-Polster
aufgetragen und in einem SWA40-Rotor zentrifuiert (35 krpm, 20 Stunden), um den Exirakt von DNA und
verbleibenden Proteinen zu befreien. Das erhaltene RNA-Pellst wird in 2 mi TE pH =8,0 resuspendiert und
mit Athanol ausgefillt. Die ausgefiiite RNA wird anschlieBend mit einer Konzentration von 5 mg/mi in
Wasser geldst.

c) Nachweis der interferon-omega mRNA

0,2 ul der gemaf Beispiel 7b hergesteliten Hybridisierungsprobe werden zusammen mit 20-50 g der
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- 26 - 140 145 150 Tyr Ser Asp Cys Ala
Trp Gu Val Val Arg Met Gu |le MeEPIYEHORAEBAGC GAC TGT GCC TGG GAA GIT GIC

AGA ATG GAA ATC ATG AAA 433 155 160 + 165
Ser Leu Phe Leu Ser Thr Asn Met G.n Gu Arg Leu Ar TCC TTG TTC TTA
TCA ACA AAPM éi w'A A 1 4: e‘wj w : éﬂga% AtBanpl s igﬁ@g arg‘

Ser GAT éﬁ CHELS PER) t‘ﬁ"?“ﬁé&*f’f‘}iﬂ HEl3g el o
TAACACTT Pﬁ-l A 1S, A : -A:. A ‘Mﬁ- Athanol und im 25 uli
AGAATT .u u '&‘. .+ A &- O ol hlieBend werden
AAAAGA ﬂ u 0 bur , unmittelbar auf
TTATTCTTAC‘&‘F A LIARAC A \ (X

éAh g hikubie 3 bri run w:égen die
TTTACATTCIAdHenAW %Q%%ME‘HE ASaktiohsmischun (4 mM anAc)z. 30 mM NaAc, 25&9% g o,
Fragnment bgiydetin, 2098 ss iQIbh@RULaNAl §R0ERkenS-NubGsd | 853b6én Fi%aeh&mgaaﬁr&d

Wi th they I @hytuel 37t € Qikd BB URBSERME aseh ANAbILFaING g8stoppl]r OMAL Ogr aphy and _
purificationprf réube weeder|ih ienGI EbiNAmIdPER LgeldktIBnd & twlBentiiheh Ofld FRsbbE o DNA-

t he restri sdquatieangdieaiaban 2ef deuns A\ % Acryhiidgd aedidhes s M agm®sH ontiif,jptgewsnat (FS

I sol at ed bgangdrrebsinbrog) Hap Agad St 7¢15e63-346(199))on. |t has the fol |l ow ng

st NgCture:  5zur Autoradiographie wird das gb@ocknete Gel elnem DuPont Crondf® Rsqy Hilewunier Yer@bmiurs n
H s Gy 14 edpsiKedpk Serex Regylars intelfdivatorschel BRTC @F@s@BT CAG AAC CAT GGC CTA CTT AGC

AGG AAC ACC TTG 42 Sau3A Ncol 20 25
30 Val Leulagense@urbblidungvidt  Ar g Arg Ile Ser Pro Phe Leu Cys Leu GIG CTT CTG
CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGIr CTC 87 - 27 - 35
40 Die SP"’°“ A b'swtﬂ%d%?rtfm!eg d%rg Asp Phe Arg Phe Pro G n Gu Met
2
ol Ly Ty FFATAIGL TS, AGGTTC chgﬁé Ko Azgqg)m AAA GGG 132
val Met Ser 5’ c: Le f\‘)%‘f"; ':E&" ATG TCT GTC
CTC CAT GAG pu@ 17 lu%‘h aus wus in |Z|e en Namalwa Zelle"r%‘t ¢
189 Sau%é‘ Spur F: 50 g RANA aus m|t Dexamethason vorbehandelten und mit Virus infizierten Namalwa Zellen
Spur G: 20 1.g RNA aus unbehandeiten NG 37 Zellen.
Spur H:, 20 1g RNA aus mit Virus infizierten NC 37 Zellen
Spurl: - 20 ug RNA aus mit Dexamsthason vorbehandelten und mit Virus infizierten NC 37-Zellen
Spur M:-  GrdBenmarkierung (pBR 322 geschnitten mit Hinfl).
30 Spuren B und C zeigen, daB das erwartete Signal nur dann nachgewiesen werden kann, wenn sich eine
W omegal-spezifische RNA unter den RNA-Molekiilen befindet. Ferner wird gezeigt, daB selbst ein groBer

UberschuB der falschen RNA kein Hintergrundsignal hervorruft (sieshe Spur B). Ferner ergibt auch die als
Hybridisierungspartner verwendete tRNA kein Signal {siche Spur A).
Die Spuren G bis | zeigen die Induktion der omegal-spezifischen RNA in mit Virus infizierten NC 37-
35 Zellen. Die Vorbehandlung mit Dexamethason verstérkt hierbei diesen Effekt.
Die Spuren D bis F zeigen grundsitzlich das gle:che Ergebnis, das mit Namalwa-Zellen erhalten wird.
Die Induktion mit omegal-spezifischen RNA ist jedoch nicht so stark wie bel den NC 37-Zellen. Dieses
Resultat ist paraliel mit den Interferon-Titern, die im jeweiligen Zelliiberstand gemessen wurden.
Dieses Verhalten der Interferon-omegal-Gen Expression ist also so, wie es von einem Interferon-Typl-
40 Gen zu erwarten war.

Beispiel §

Isolierung des Gens kodierend filr IFN-omegal bzw. dazu verwandter Gene:
45

a) Cosmid Screening

Eine humane Cosmidbank {menschliche DNA (m#nnlich)) kloniert im Cosmidvektor pcos2 EMBL (A.
Ponstka, H.-R. Rockwitz, A-M. Frischauf, B. Hohn, H. Lehrach Proc. Natl. Acad. Scl. 81, 4129-4133 (1984))
50 mit einer Komplexitit von 2 x 105) wurde nach IFN-omega- bzw. dazu verwandten Genen durchsucht E.
coli DHI {rk~, mx+, rec.A; gyrA96, sup.E) wurde als Wirt verwendet. Es wurden zun&chst Mg * Zellen (=
"plating bacteria”) hergestelit. E.coli DHI wéchst Uber Nacht in L-Broth (10 g/l Trypton, 5 g/l Yeast-Extract, 5
g/l NaCl) supplementiert mit 0,2 % Maltose. Die Bakterien werden abzentrifugiert und in einer 10 mM
MgS0, Losung zu einer ODgoo = 2 aufgenommen. 5 mi dieser Zellsuspension werden mit 12,5 x 108
colony forming units verpackter Cosmide 20 Minuten bei 37" C inkubiert. AnschlieBend werden 10 vol LB
zugesetzt und die Suspension 1 Stunde zwecks Expression der durch das Cosmid vermittelten Kanamycin-
resistenz bei 37 G gehalten. Dann werden die Bakterien abzentrifugiert, in 5 ml LB resuspendisrt und in
200 ul Aligots auf Nitrozellulosefilter ausgestrichen (BA85, Schisicher und Schilll, 132 mm Durchmesser),

(4]
(3]
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Fragment ¢ In order to prepare fragment c) the plasnmid pER33 (see E.

Rast| -Dworkin et al., Gene 21, 237-2$ {ZA23)Brand EP- A-0. 115.613) is
digested twice with the restriction enzynes EcoRl and Pvull. The fragnent
389bp I ong which is obtained after agarose gel fractionation and

puri fcati ode awidBigardhS GohganinrisBrothlepldsr 39 g/ rgoanycin ebfegen. Brosieatvachien di. r19.000
site and t hbis £0.600t Kalngies @uoPie Kelgnientyerdenuawh whitered Niyeastiulagefifiprt mpliGzpigiert, Jiadel 4 C
desired fragthenehvesisn | ong i s obtained by agarose gel el ectrophoresis,

el ect roel ut i offnaFer der (RienipriPLME vk inj Bejspig 1°bPPs°‘T“Pb‘¥i&S°Z?sﬁ'é"fdd1 flig Fielfigyien werden
structuré® E@atmert, und 'di %{ang -DNAap gerglgtrozellulose ﬁxuert. Die Filter werden 4 Stunden bei 65 C in

v hen Anschliefend
e L
ca. 0 X1 cpm mc ransa|e er, denaturie erl indill-

H'”d”'q’SAsnp 12 oha Ab tund 65°C i ben L di Nh
123 lsaUBAr‘o derfo_lth F idjsie 6"8(];?8?; un tg 3B eﬁﬁ a. en ;‘f; Esu?n?téﬂga E#VZF 8 aC
are Iigartd LGS 5% SLUES BT e 11 SL@
813\33 A ﬁémﬁaséhé ) Ble 1 #i Yo ersté‘\‘rker-
folie bei | ot shaelveist
CTTAGCAGGA e .neL.Brap A T u @%@ CARR HoASF ek ;mmf LTS GO
100 CTCAACGAGHH W id/REdRoNddKolbACH NSRS Nntrozellulosefrﬂe'i%phka-

CCAGITGCAG Hiadke Cfebd @ltJrGéeT&iiGI&BEbeGCEEGEE(-}JlﬁAG:i#T@GEmmN-omegal—DNAZQJBndlslen Von

AGATCACACA H®wdilt Teiner Bybridiisicvandes\Kolonie wurde miittel3Cel konfBitnBeinal Dot kiNucl. AEidsSRISNA 1513

fragment ne¢ioe)eychiiebendnidsipio dasctosoid isfiert it dpsarubroid PREPEPamstion watds &. & DHI

produced by trarsfomgert wid disyindnisietmiaotah by LPiAgatLt 80lugnl mmaaincekbktidegt. DBl gansformanten

ol i gonuclzeotwirden @édef mit ifradidaltivAGTKERANABATGIGPNG auf pesitiyi reagiectagehitione lueprift. deveils

at its 5 enld. Kon ausgehend vom urspriinglichen isolat wird ausgewahlt und dessen Cosmid in gréSerem MaBstab
hergestellt (Clewsll, D.B. und Helinskl, D.R., Biochemistry 9, 4428 (1970)). Drei der isolierten Cosmide
tragen die Namen ¢o0s9, cos10 und cosB. -

25 b) Subklonieren hybridisierender Fragmente E PUC8

Jeweils 1 ug der Cosmide cos9, cos10 und cosB wurden mit Hindlll unter den vom Hersteller (New
England. Biolabs) empfohlenen Bedindungen geschnitten. Die Fragmente werden auf 1 % Agarosegelen in
TBE-Puffer slektropharetisch aufgetrennt und nach Southern auf Nitrozellulosefilter transferiert (Belspiel 4¢).

\U 30 Beide Filter werden wie in Beispiel 4d) beschrieben mit nickiranslatierter omegal-DNA hybridisiert, gewa-
schen und exponiert. Etwa 20 1.g von jedem Cosmid werden mit Hindllt geschnitien, und die entstehenden
Fragmente gelelekirophoretisch aufgetrennt. Die im Vorversuch mit omegal-DNA hybridisierenden Fragmen-
te werden elektroeluiert und Uber Elutip®-Sdulen (Schieicher + Schiill) geteinigt. Diese Fragmente werden
mit Hindifi-linearisiertem, dephosphoryliertem pUCS (Messing, J., Vieira, J., Gene 19, 269-276 (1982)) ligiert.

35 E. coli JM101 {supE, thi, (lac-proAB), [F', traD36, pro AB, lac q Z M15] (2.B. Fa. P.L. Biochemicals) wird mit
der Ligasereaktionsl&sung transformiert. Die Bakterien werden auf LB-Agar, enthaltend 50 (.g/ml Ampiciliin,
250 ug/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-g-D-galaktopyranosid (BCIG, Sigma) und 250 ig/ml Isopropyl-g-D-
thiogalakto-pyranosid (IPTG, Sigma), ausgestrichen. Eine Blaufdrbung der entstehenden Kolonien zeigt das
Fehlen eines inserts in pUC8 an. Von einigen weiBen Klonen wurden die Plasmid DNA's in kleinem MaBstab
40 isoliert, mit Hindlll geschnitten und auf 1 % Agarosegelen aufgetrennt. Die DNA Fragmente wurden auf
Nitrozellulosefilter Ubertragen und wie oben mit 32P-omegal-DNA hybridisiert. Ausgehend von cos@ und
cost0 wurde jewslils ein Subklon ausgewéhit und mit pRHW22 bzw. pRH57 bezsichnet. Von cosB wurden

zwei mit der omegal-Probe gut hybridisierende DNA Fragmente subkloniert und mit pRHS1 bzw. pRH52
bezeichnet.

¢) Sequenzanalyse .

Die in PUCB insertierte DNA wird durch Schnitte mit Hindlll und anschliefiende Gelelekirophorese vom
Vektorteil getrennt. Diese DNA, ca. 10 g, wird unter Verwendung von T; DNA Ligase in 50 pl

50 Reaktionsldsung ligiert, das Volumen auf 250 il mit Nickiranslationspuffer gebracht (Beispiel 4d) und
anschliefend unter Eiskiihlung mittels Ultraschall zerbrochen (MSE 100 Watt Ultrasonic Disintegrator, max.
Abgabe bei 20 kHz, fiinfmal 30 Sekunden). Hernach werden die Enden der Bruchstlicke durch Zugabe von
1/100 val je 0,5 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP sowie 10 units Klenowfragment der DNA-Polymerase |
zwei Stunden bei 14° C repariert. Die resultierenden, gerade Enden aufweisenden DNA-Fragmente werden

65 ihwer GroBe nach auf sinem 1 % Agarosegel aufgetrennt. Fragmente der GrdBen zwischen 500 und 1000 bp
wurden isoliert und in den mit Smal geschnittenen, dephosphorylierten Phagenvektor M13 mp8 subkloniert.

Die Einzelstrang DNA rekombinanter Phagen wird isoliert und nach der von Sanger entwickelten Methode
(Sanger, F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci 74, 5463-5467 (1976)) sequenziert, Das Zusammensetzen der
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“The ol i'gonucl eotide of fornmula 5' - GATCACACATCTTTA-3' is kinased by neans of
the T4 pol ynucl eoti de ki nase and end. - 29 - Wien the two
ol i gonucl eoti des are hybri di sed, tAFF"?B‘? %‘g‘\?\?ﬁg short DNA fragnent is:
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st,| - Dwo ekl Festtignen; | 729-1734 fyaw- 1198-1805). dppn estpdm KJon AREF rarvendd Wi, 613, filed at
t he DSM under DSM Nunber 2773% s linearised with Hndlll and then treated
with cal v&sBequpzdes lﬂ\kasequnppaa)sm ati on and puri f i cat ion of the

DNA t hu¥ obt al at ed an t hen g%t t hegl
I l- It
fragnents 'g un ﬁ'eg Pﬁ%‘e %'ﬁn '°B'eﬁi‘ sera" o Q%ﬂ

snch ein. o ner

9 13 ol i
Eg 381 i s gf,éggﬁ aus %ﬁéﬁfiﬁ% %4& el 'éeg':J Die Vs?ei‘%é

A i Y lgend
struct uge 1‘§’finom begﬁm@ B e K ierias
used as a')\nhr{%é?uwﬁneg \re%r?Protems bemerkenswert ist.

Auf- Aminosdureposition 66 folgt die Sequenz einer potentiellen N-Glykosyllerungsstelle (Asn-Phe-Ser).

Ab dieser Stelle wird die Aminosduresequenz von der eines Typ 1 Interferons verschieden. Es {88t sich

jedoch zeigen, daB durch geeignete Insertionen und daraus resultierendem Verschieben der Proteinleserah-

25 men Ahnlichkeit zum IFN-omegal herstellen I48t (siehe Beispiel 9). Es handelt sich bei dem isolierten Gen
daher vom Standpunkt der Typ | Interferone her gesehen um ein Pseudogen: IFN-pseudo-omega2.

f) Sequenz El_e_s_ Subklons pRH51 (IFN-pseudo-omega3)

v a0 Das eine, aus dem Cosmid B stammende, stwa 3.500 bp lange und mit der omegal-Probe hybridisie-
rende Hindlll Fragment wurde teilweise sequenziert (Abbildung 13). Es ergibt sich ein offener Leserahmen
von Nukleotidposition 92 bis 394. Die ersten 23 Aminos#uren zeigen die Merkmale eines Signalpeptids. Die
daran anschliefende Sequenz beginnt mit Tryptophan und zeigt Ahnlichkeit zu IFN-omegal bis Aminoséure
42. Danach wird die abgeleitete Sequenz unterschiedlich zu IFN-omegal und endet nach der Aminoséure

35. 78. Die Sequenz 188t sich durch Insertionen so verdndern, daB sie dann groBe Homologie zu IFN-omegal
aufweist (Beispiel 9). Das Gen wird mit IFN-pseudo-omega3 bezeichnet.

g) Sequenz d;es_ Inserts von pRH52 (IFN-pseudo-omega4)

40 Die 3659 lange, aus dem Cosmid B isolierten und mit omegal-DNA hybridisierenden Sequenz des
Hindill Fragments ist in Abbildung 14 dargestelit. Ein offener Leserahmen, dessen Translationsprodukt
teilweise Homologie zu IFN-omegal zeigt, befindet sich zwischen Nukleotidposition 2951 und 3250. Nach
einem 23 Aminosdure langen Signalpeptid beginnt die weitere Aminosguresequenz mit Phenylalanin. Die
Homologle zu 1IFN-1 wird bereits nach der 16. Aminos&ure unterbrochen, setzt sich bei der 22. Aminoséure

45 fort und endet mit der 41. Aminoséure. Eine eventuslle Translation wire bis zur, Aminosdure 77 mdéglich.
Analog zu Belspiel 8f) und 8g) 148t sich auch hier eine gute Homologie zu IFN-omegal durch Einflihren von
- Insertionen herstellen (Beispisl 9). Das hier isolierte Pseudogen wird als IFN-pseudo-omega4 bezeichnet.

Beispiel 9

Auswertung der Gene fir 4 Mitglieder der IFN-omega-Familie

In Abbildung 15 sind die Gene flir IFN-omegal bis IFN-pseudo-omegad untereinander zusammen mit

der Aminosiurellbersetzung aufgelistet. Zur besseren Ubereinstimmung werden Liicken in die einzelnen

s5 Gene eingefigt, die durch Punkte dargestelit sind. Es werden keine Basen weggelassen. Die Basennumme-
rierung schiieft die Llicken mit ein. Die Aminosdurelibersetzung von IFN-omegal wird beibehalten (z.B. auf
Position 352-355: "C.AC" kodiert flir His). Bei den Pseudogenen erfolgt Ubersetzung in sine Aminos3ure

nur dort, wo sie eindeutig mdglich ist. Auf Grund dieser Auflistung ist sofort erkennbar, daB die 4 isolierten
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- 30 - ‘“for preparing other plasm ds 5)17§5§Paﬁ]at|on of the plasmd pRHWM2:
The Kl enow fragnment of the DNA pol y d the 4 deoxynucl eoti de
tri phosphates are added to the plasmd pRHWMO cut with BamH . The
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101 and sulpséuderbraehad NukiBotRigéstionn UD7 Tid 489 tdd o IRASewiboneged (NikRothasgibihed 512
havi ng t he bistagobreciige\Siopeadioss. gnat ed pRHWL2 (see Figure 6) which expresses
the desired obeeyawahdschafisgrad fvdschan. delk Gen@xizewp Han, Andindsfretransiztiortetn it sichLdos texdn
bacteri al dubiduges pavcffenbn Angwdrdng bpredhoen. Aldeideigt 16 gild.dB BNA G00olegign awiscitenides 1
X 106 | nt erMitalisdern albr IENoMegaciamilie wisdére Pabel wargen ReigpraammpisamVerdlsichtiens fositianprinicht
PRHW | :  Phenitapz8hityan flanaw pipertdeniieidonRartiet gdee beidoeeine Eigkp aufnsisan. BeioYeyakich| asit pide

t ri phosphattemolagie venduecties % awisehep) BN pnepalitidgY den Seqyerasn Hernfgpudogare. IPN-pssudo-

| i neari sed 2egagiRiiiisten deryDRA's vop IEN-Beptda- ‘P‘i%ﬁ?a%'?’f”e}FNTPﬁ?!‘H?J‘QP?QBﬁZ‘f %‘W?)ﬁ?r?"f"P’éﬂ%and
t U cut WI Id {7 zeigt dip pisse, melc oF, rgp seailﬁn 0

gel el ect rQ‘Br w‘? @%’ ‘fe Pé‘l? "oé’f%' é@"tf’gﬂ it 712|“B é’ﬂow °s ‘1"? gg‘f’
}[Mhéh&aco %a!g mzel i Hggg e IF q;mgga ?fnlé welter v ngﬁz n:it eé

(Gu). Sub °‘ |

col i HBlOlS% ti?(%/ate oH} mehL egaﬁ'ﬁag‘m?ﬂas wcfﬁ %#gé?'%rrewﬁe 8e5| rged
structurg ViRgp ig,e,gl gnat ed pRH\/\VI (see anal ogousl y Figure 6) which expresses
t he desi red———Sl - onega(d@ u)-interferon. Transformation of cells with
vect ors carreh@ngfidnect ed by a nunber of procedures. For exanpl e,

Stammhaitung:
25
Eine Einzelkolonie des Stammes HB101/pRHW12 auf LB-Agar (mit 25 mg/ml Ampicillin) wird in
Trypton-Soya-Broth (OXDID CM129) mit 25 mg/ml Ampicillin {iberimpft und bei 250 Umdrehungen pro
Minute (U/min) und 37° C geschiftelt bis eine optische Dichte (546 nm) von ca. 5 erreicht ist
(logarithmische Wachstumsphase). Daraufhin werden 10 Gewichtsprozent steriles Glycerin zugesetzt, die
30 Kultur in 1,5 ml Portionen in sterile Ampulien abgefilit und bei -70 " C eingefroren.

Vorkultur:

Das Kulturmedium enthilt 15 g/t NaHPO4 x 12H20; 0,5 g/l NaCl; 1,0 gl NH.Cl; 3,0 g/l KH2POs; 0,25
35 g/l MgSO, x 7H20; 0,011 g/t GaClz; 5 g/l Caseinhydrolysat (Merck 2238); 6,8 g/l Glucose-Monohydrat; 0,1
g/ Ampicillin; 20 mgfl Cystein und 1 mg/ Thiamin-hydrochlorid. 4 x 200 mi dieses Mediums In je einem
1000 mi Ertenmeyerkolben werden mit je 1 mi einer Stammkultur von HB101/pRHW14 beimpft und 16 bis

18 Stunden bei 37" C und 250 Umndrehungen pro Minute geschiittelt.

40 Hauptkﬁltur:

Das Medium flir die Fermentation enthélt 10 g/l (NHs)2HPO4; 4,6 g/t KoHPO4 x 3H20; 0,5 g/l NaCl; 0,25
g/t MgSOs x 7H20; 0,011 g/t CaClz; 11 g/l Glucose-Monohydrat; 21 g/l Caseinhydrolysat (Merck 2238); 20
mg/l Cystein, 1 mg/l Thiamin-hydrochlorid und 20 mg/t 3-8-Indolacrylséure. 8 Liter steriles Medium In einem

46 Fermenter mit 14 Litern Totalvolumen (HGhe: Radius = 3:1) werden mit 800 mi der Vorkultur inoculiert.

Die Fermentation erfolgt bei 28° C, 1000 U/min. (Effigas-Turbine), einer Bsliiftungsrate von 1vvm
{Volume/Volume/Minute) und einem Start-pH von 6,9. Wahrend der Fermentation sinkt der pH-Wert ab und
wird dann bei 6,0 mit 3N NaOH konstant gehalten. Ist eine optische Dichte (546 nm) von 18 bis 20 erreicht
(gewdhnlich nach 8,5 bis 9,5 Stunden Fermentationszeit), wird unter sonst gleichen Bedingungen auf 20° C

50 abgekﬁhlt und anschlieBend mit 6N H250, (ohne Beliiitung) der pH-Wert auf 2,2 eingestellt und 1 Stunde
bei 20°C und 800 U/min. (ohne Beliiftung) gerlitet. Die auf diese Weise inaktivierte Biomasse wnrd
daraufhin in einer GEPA-Laboratoriumszentrifuge Typ GLE bei 30 000 Umin. abzentrifugiert und bei -20° G
eingefroren und aufbewahrt.

5¢ Beispisl 11

Reinigung des Interferon-omega-Gly
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it can be carried out by neans of calcium which either involves washing
cell's in magnesi um and addi ng DNA geg ¢£g bda gH/spended in cal ci um or exposing
cells to a coprecipitate of DNA and cal ci um phosphate. Fol |l owi ng gene
expression, the cells are plated on nedia which select for transfornmants.
After‘applabylﬁv@aee’iemigamforrration of the.host, expression of the gene
therein and fernmentation or cell culture under condi ti ons where | FN-onega
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productg into the growt h medi um or per| pl asm c space The DNA sequence
correspon@)wgite}é)ﬂé‘;mﬁélonal or mature | FN-onega can be connected to

MF-al pha-1 at—the presunmed cat hepsin-like cleavage site (after lys- arg) at
posi ti on 25@4dk dRRsiérkant Rinkénileid OPG-BIUE Wird ifid Rutet A (0 M Niderrosphat pHzs 62804 % (2, ’
933- 943 ( Pa&BPngiykd: 4 Veedibataing Ubdr einhtSuperibepOiirgatianaderin (Rhiammrasia) rhih@5 mdivin auf die
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These i nciverd@.5covf.t Py rirablguthundsdit dr bk Srakiionsm wyideny gesappplb pod, milttslsi @inea G5E-

i nf ect i onSeduklionstesiseut iatedespnaktiviiih gotestas. Oig akiven Frakionaryirdan@psaBySits can be used
by thensel ves or in conbination with other known interferons or other

bi ol ogi ¥al IZakadike/d product s,

Y a0 Volumen Blologlscher Test Protein total U/mg Aus-~
{ml) U/ml U total . (mg/ml}) (mg) - beutef
' %
roh 1150 15000 l7,3xld6 3,6 4140 4180 100
35
DL 2200 < 606 < 1,3x10% 0,74 1628 <600 < 5
«© |Bluat 124,3 170000  21,0x10° 16,8 2088 10000 121
nach 41 300000 12,3x106 12,6 516,6 23800 71
Dialyse
45

%0 * cpe-Reduktionstest: A549 Zellen, EMC-Virus
U: Einheiten bezogen auf Interferon-a2 (siehe Beispiel 2 der
EP-A-0.115.613: E. Coli HBI1Ol tranéformiert mit dem Ex-
55 pressionsklon pER 33) als Standard
DL: Durchlauf '
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sych as | FN-al pha, 1L-2, other inmmune nodul ators, and the |ike. |FN-onmega
may be parentérally adm ni stered toBPUbjZC208 Blequi ri ng antitunour or
antiviral treatnment, and to those exhibiting i munosuppressive conditions.
Dosage and dose rate may parallel those currently in use in clinical

i nvesti gat i B9i®b}2 | FN-a materials, e.g..about -(1-10) x 106 units daily, and
in the case of materials of purity greater than 1% up to e.g. 5 x 107
units daily@ E@eﬂﬁ‘ﬁ—""'\gﬂﬁrﬂ@ mtegsh appropri ate dosage formfor essentially
hom)genous ba erlal arenteral form 3 ng | FN-onmega may be
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subdi vi ded i neratn ﬁ(aw{g hugéﬁ? em ;? rf | FN- onega
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the cold ogéi%cgédté?akwﬁgeru he corrpounds of the present I nventi on can
be forml’ at ed ‘agc Ing to kno nmet hods to prepare pharmaceutically useful

conposi ti ong, asniiae ARWitdt A6 HiRYRRAt | de hereof is conbined in adm xture with
a_ phar maceutiTaftty acceptabte—Tarrier vehicle. Suitable vehicles and their
f el ation agdingescr i PRManeLuRRAkaRSHoMIY e finiE ASHo TROBLEGLORE) SCi ences by E. W
Martin, te wWwieh ref er apgeEicspHavRyRSSyviIFREICH FN- omega i s m xed toget her

- With a suit ablestspsaaiint Haimuy des lcftopakhisotiedl EFektsalid TRatonen WitadnVidESH idincRjetilirt)
accept abl e €iarpadel derdirigtesSPriifiatdd vén ROFN-aridgeiahit sifem Proteingahalt van(hW ing/Bil #atie B1sinkO
t he recei vegesfgpeten ¥ertiinnunfhia genanhien Tedisysted ditrieft. Ded Pripast zelytel ee dantvirgia Véhongrmait .
The fol | ow rigerepeiiipdhensAktivitit wh 8300dE/mgtbemgéreaut dan\Referenestdndard Ger83-9041587.1 he

i nventionrein greater detail. - 34 - Exanple 1
B. Antivirale Aktivitét auf Affenzellen

Zollinie: GL-V3 Affennierenzellen {Christofinis G.J., J. Med. Microbiol. 3, 251-258, 1970)
Virus: Vesicular Stomatitis Virus {VSV) -
25 Testsystem: Plague-Reduktions-Test (alle Titrationen vierfach)
Das in Beispiel 12A beschricbene Préiparat zeigte eine spezifische antivirale Aktivitdt von 580 E/mg im
genannten Testsystem.

9_. Antiproliferative Aktivitat _agf_ humanen Burkiit's Lymphom-Zellen (Zellinie Daudi)

30 :
U Die humae Burkiit's Lymphom-Zellinte Daud! wurde in. Gegenwart verschiedeiner Konzentrationen von
HulFN-omegal gezilchtet. Nach zwei, vier und sechs Tagen Inkubation bei 37 C wurde die Zelldichte
bestimmt; unbehandsite Kulturen dienten als Konirollen. Alle Kulturen wurden dreifach parallel angesefzt.
Aus der nachfolgenden Abbildung geht hervor, da IFN-omega eine ausgepréigte Hemmung der Zellprolife-
35 ration bei einer Konzentration von 100 antiviralen Einheiten (IE, siche Beispiel 12A) pro ml zeigt; bei einer
Konzentration von 10 IE/ml war eine partielle, transiente Hemmung zu becbachten” (Folgende Symbole

werden in der nachfolgenden Abbildung verwendet: O Kontolle, [1 1 IE/ml, o 10 IE/ml, ¥ 100 IE/mi):
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D. Antiproliferative Aktivitdt auf humanen Cervixcarcinom-Zellen {Zellinie Hela)

40
gen gezlichtet:
HulFN-omegal (siehe Beispisel 12A) 100 IE/m|
HulFN-gamma (siehe Beispiel 12A) 100 IE/mi

(sishe Pennica D. et al., Nature 312, 724-729; 1984) 100 ng/ml
Alle bindren Kombinationen der genannten Proteine Konzentrationen wie oben

Die humane Cetvixcarcinom-Zellinie HelLa wurde in Gegenwart folgender Proteine bzw. Proteinmischun-

Humaner Tumor-Nekrose-Faktor (HuTNF),298 % rein, hergestelit von Genentech Inc., San Franzisco, USA

Je 2 Kulturen wurden in 3 cm-Kunststoff-Gewebekulturschalen angesetzt (50 000 Zellen/Schale) und sechs
Tage bei 37" C inkubiert; anschliefend wurde die Zelldichte bestimmt. Behandlung der Zellen mit HulFN-
omegal oder HulNF-gamma hatte nur geringen Einfluf auf das Zellwachstum, wiihrend HulFN-gamma sinen

50
sche cytostatischefcytotoxische Wirkung.
Die nachfolgende Abbildung zeigt das Ergebnis des Versuchs:
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deutlichen cytostatischen Effekt zeigte. Kombinationen von IFN-gamma mit IFN-omegal zeigten synergisti-
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EDTA]: After tww JQ_a_Q__EV_pgélm._[eLELPJTu.ETbI_Qm_dL,
solution, the}DNA strlps de Wi difble in - i*fght** ahd? t*h del area,
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36
Folgende Symbole werden in der obigen Abbildung verwendet:
C unbehandelte Kontrolle, T HUTNF, O HulFN-omegal, G HulFN-gamma.
E. S&urestabilitét
w ——

Zur Untersuchung der SBurestabilitdt von HulFN-omegal wurde eine Verdiinnung des in Beispiel 12A
genannten Préparates in Zellkulturmedium (U/min.l 1640 mit 10 % fotalem Kalbsserum) mit Hilfe von HCI
auf pH 2 eingestsllt, 24 Stunden bel 4° G inkubiert und anschliefiend mit NaOH neutralisiert. Diese Probe
wurde im antiviralen Test titriert (siehe Beispiel 12A); sie zeigte 75 % der biologischen Aktivitit einer bei
45 neutralem pH inkubierten Kontrolle. IFN-omegal ist somit als sdursestabil zu bezeichnen.

F. Serologische Charakierisierung

Zur Bestimmung der serologischen Eigenschaften von HulFN-omegal im: Vergleich zu HulFN-o2 wurden
50 Proben (verdiinnt auf 100 IE/mi) mit gleichen Volumina von LOsungen monoklonaler AntikSrper oder
polyldonaler Antiseren 90 Minuten bsi 37" C vorinkubiert; anschlieBend wurde die antivirale Aldivitat der
Proben bestimmt. Die nachfolgende Tabelle zeigt, daB HulFN-omegal nur durch ein Antiserum gegen
Leukocyteninterferon in relativ hoher Konzentration neutralisiert werden kann, nicht aber durch AntikSrper,
die gegen HulFN-a2 oder HulFN-beta gerichtet sind. HulFN-omegal ist somit weder mit HulFN-a2 noch mit

55 HulFN-beta serologisch verwandt: )
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into the mcrotiter plates; were thawed éa . A piece of nitrocellul ose

filter of corresponding size (&ﬂﬂﬁﬂ@ﬂ@? ' Schul |, BA 85, 0.45 pm pore

size) was placed on LB-agar (LB-agar: 10 g/l Trypton 5 g/l yeast extract,

S g/l NaCl, 15 g/l Bacto Agar, 20 ng/l|_ Tetracycline-HO). By neans of a

pl unger adap‘t_e e mcrotit t he &3pVer e
SR e Pafiifing L1 WaHLYLEVELe UATSR

transferred t'o rocel | ul 0s€® erra grewoverni ght at
370C to for muendik e AnfikRrReRi arktd ARl of abouﬁ“SFﬂﬁi"zTo W”f‘d’fﬂeﬂﬁg

bacteria and—t e
after the other, placed on a stack of Whatman 3MM Filter which had been
soaked with the fohﬂomﬁng solutions: (1) 8 mnutes at 0.5 M NaCH, (2) 2
mnutes at 1 NEBE ik th? 4, (3) 2 minutes at 1 MHTris pH 7.4 and (4) 4
mnutes at 1.5 MNad, 0.5 MTris phﬁi 4. The filggrs were dried in air and
were thgn kept at 800C for 2 hours e filters were pretreated for 4 hours
at 650C in the hybridisation soluti¥® consisting*§f 6 x SSC (1~x SSC
corresponds to 0.15 M NaC; 0.015 Mdoisodiumcitrate;, pH = 7.0p, 5 X
Derthardt' s solé§ i?ix]_)( Denhardt's spl ution corgggponds to 0.02% PVP

( paVyvi nyl pyrr 0.02% ficoll (Ma 40,000D); 0.02% BSM (Bovi ne Serum
Al bum nff and O. 1%)SDS (sodiunldodecyl ul phate). ﬁbbut 1 x 10 cpmper filter
of the sanple nade in (b) were denaiaged by boil ipg and added te the
hybri di sati on sol uti on. FNbridisaI*&Wbmas perforggg at 650C foroa period of
16 hours. The filtgrs were washed Tour tines 7 - for | hour at 650C
with 3 x SSC/OLIBZESDS. The filters ¥¥e dried int&itr, were covePed with
Saran Wap-, and exposed on Kodak pé¥ats film siFxanple 2 Souphern
Transfer to Confj rn1|FN—gene cont ai ni ng Reconbi nant Plasm ds O the
positively r%ﬁﬁﬂ# sl Oﬂl?S or those colonies that were suspected of
reacting posLémkanxmeﬂ&mﬂN ul tur ed:»er@0%r oduced+itm L-broth (10-g/|

Trypton, 5 g/l Yeast Extract, 5 g{l dNagdg 20 nU/ L4y o
1: 500 St +
1: 50 - +++
Kaninchen-anti-
— 30 . .
. HulFN-a2 1: 1 000 +44 -
-/ _
Le 100 +++ _ o
. 1l: 10 - 0
35 Schaf-anti-
Bul FN-B“ 1l: 50 - fo)
40 1) .
= siehe EP-A~-0.119.476

-

-

A. Berthold et al, in Arznelmlttelforschung 35,
- 364-369 (1985)
Research Reference Reagent Catalog No. G -026-502-568
Research Reference Reagent Catalog No. G -028-501-568
Research Resources Branch, National Institute of ‘Allergy

s
4)

{1

50 and Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, USA.

5 Symbole: - nicht getestet, O keine Neutralisation, + partiel-
le Neutralisation, +++ vollsténdige Neutralisation
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Te'tracycl i ne x HCl) at 370C overnight. The plasm d- DNA was isolated in a
nodi fied nmanner according to Birnboiftando 2w B1 (Nucl .

(1979)). The cells in 1.5 m suspension were centrl fug glﬂmmi“u IIIIM“IS
Centri fuge) and resus h%Mnded at 00C in 100 pl |lysozyne soi utti om c®nss st4 ng

of 50-nM gl u@i?gté"s"ﬂf EDTA, 25 n1VI Tris-HO pH=8.0 and 4 ng/m of
ure, 2

I Af
UG o'F gl ﬁ@@a s g;; Mied wc»@m r
a3 (sn e %%e ef

for anot hgr 100§ (slohe

(F:)l(;':r’rgoge\rll\?: 32?%332 11:) %e ;“é‘ﬁ: e a%cge\%% fisnlz R %ﬁr%e% edm ungen,
I A
phenol | GHC13 (a ke anear mep'eoﬁ.%fe.% mtefég eyt e .%

et hanol . Aft er p&eabds! Jdéngb)rlﬁs Pla Gl EVET AR Sitint&eGthel ik bsMe?
and dri edyi N apsimgetd WybRisied. M nut es he DNA was di ssolved in 50 pl

(TE)-buffer. O that anount, 10 pl vvere digested in 50 ul reaction sol ution

(10 nM Tri s-2HCONAMEIZUD gord:d AiMrMGlaaduéﬂ gbf¥hidaiEAnet, dapndd SiHinbantoM Bddindidgsh ruk Sine
Pst - restri ctiadnogidaonmbiean o Fomaciweoniiasseh. 370C. After the addition of
1/25 vol 0.5 MEDTA as well as 1/4 vol 5 x buffer (see Exanple Ib)), it was
heat ed foms BO BiNAMbled! genttiftdare AbdNAIckeRrS! dnkd &) dgierpB yelemtisieinetc dap aiehmdietendacehyenz
- 38 - in a 1%abysarios degedt-1 (StidiBstele 4)ale§ Plaghids ETGE9 imE.tchig HA J ok, bivterigpk bei iarsDSM
transferred tountergpt Nereredr|QHMHINE3 pder thp dosaRiesonidsi R9H2 indE. ehieHB 1, bidteddot S dehRSMy
(E. - M Sout hwnta der Nummgr DSIB3¢0)4 vorh@nderbigiz odd1 ging 199?@)‘9“9 Vitjiptionpfigsey 'r‘ﬁetfh‘et gel
was denaturechblx%_rreans of 1 hour incubation of the g wth a 1.

NaCl /0.5 ¥ Ma Uplekd gpmalgen Anggelicheny) big e dadiyph ﬁ%‘e'i!'F%{?hP%ta‘!ﬁ" s f’?!vke'le'mB'a?m'd
with a1 MTrit ?p'ﬁﬂbab'FH—?E’)‘ﬁy‘Be"I\ﬂde'ﬁf“ké@P‘ﬁ’t ion. The DNA was transferred to
th t I L h SSC , 0.15 di itrate,
o7, 0) At or ONaPt pgs lrcﬁ@g?agg o SRR 30 o8 o B g p0ie
brleflyr nsed™d i r°°r%a§EmB" Mdried inair; it was finally
baked at OQ f Blia- alolgl%‘l’&e?naliﬂﬂﬁmfch l&ite%fhaltend die Sequenz

TGT GAT CTG CCT CAG AAC CAT GGC CTA CTT AGC AGG AAC ACC TTG 45
3@ GTG CTT CTG CAC CBA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTIC TTG TGT CTC 90
AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 135
AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG ATG 180
CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 225
GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTIT CAT 270
CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 315
GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 360
4% AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 405
TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA 450
TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 495
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT 516

35

45

7. DNA-Moilekill gemés Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das DNA-Moleklil gom&8 Anspruch 6
anstelle des Nukieotids G in Position 332 das Nukleotid A enthilit.
50
8. DNA-Molekill gem&s Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dag es a) das Plasmid E76E9 in E. coli HB
101 hinterlegt bei der DSM unter der Nummer DSM 3003 oder b) das Plasmid P9A2 in E. coli HB 101,
hinterlegt bei der DSM unter der Nummer DSM 3004 ist.

55 9. DNA-Molekill gemaB den Anspriichen 6 und 7, dadurch gekennzeichnet, daf dieses zuseitzhch die fiir
das Leader—Peptld codierende DNA-Sequenz der Formel

ATG GCC CTC CTG TTC CCT CTA CTG GCA GCC CTA GTG ATG ACC AGC TAT AGC CCT GTT
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was pretreated for 4 hours with a 6 x SSC/5 x Denhardt's solution / 0.1%
SDS (see Exanple Ic) at 651C. AboutER0A7d 2@ Bpm of the hybrich i
(see Exanple Ib) were denatured by nmeans of heating to a tenperature of
1000C and were then added to the hybridisation solution. Thémmﬂmn" m'
hybri di sati on®HECLBTRBEFs at 650C. Then.the filter was wasHE H r"s""
at 650C with aén% x SSC/ 0. 1% SDS sol ution. After air-drying, the' fi4té&r %as
covered with BN W apW and was exposed on Kodak X-OratsX film Exanple 3
Detectio 8{, hakerferon Acti itl¥ in the done E7T6E9 A 100-m culture of

cl one E76E9 was cuitured™e? Pt h (10 g/ Trypton, 5 g/l yeast extract, 5
g/l NaCdl, 5 g/l glucose, 20 ng per 1 tetracycline x HCl) at 370C up to an
optical density of A600=0.8. The bacteria were centrifuged for 10 m nutes

at 7,000 rpm they were washed once with a 50 MM Tris x HO pH=8.0, 30 nM
NaCl solgtion and then were resuspended in 1.5 ml washing solution. After

i ncubation with 1 ng/m of |ysozynme at OC for -39 - half an hour, the
bacterial suspension was frozen and thawed five tinmes. The cells were
pel\béti zed by neans of centrifugation at 40,000 rpmfor 1 hour. The
supernatant was sterile filtered and was tested for interferon activity.

The testisused was the Pl ague Reduction Test with V3 cells and Vesi cul ar
Stomatitis Virus (G R Adolf et al., Arch. Virol. 72, 169-178 (1982)).
Surprisingly, the clone produced up to 9,000 U of interferon per litre of
initial culture. Exanple 4 Genom c Southern Blot for determ ning the nunber
.of genes associated with the new sequences a) Isolating the DNA from
Nanal wa 2ells 400 Ml of a Namalwa cell culture are centrifuged at 1000 rpm
in a JA21 centrifuge in order to pelletise the cells. The resulting pellets
are carefully washed by resuspending themin NP40 buffer (NP40 buffer: 140
mMMNaCl, 1.5 mMMgd 2, 10 nM Tri s/ d

25

—/ 30

35
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pH=7.4) and pelletising themagain at 1000 rpm The_pellets obtained are
agai n suspended in 20 M of NP4 4 (EF@i70:20d Bl xed with 1 ml of a 10% NP40

U solution in order to destroy the cell walls. After nut es
in an ice bath the intact cell nuclei are pelleti sed |mﬂnjlmﬂmmmmﬂk‘
1000 rpm and the supernatant is discarded. The cell nucle& arenresuspended
ina 10 mM of a solution consisting of 50 nM Tri s/CI pH=8.0, 10 mM EDTA and
200 MM NaCl, and then 1 m of 20% SDS are added to elimnate the proteins.

The resul ti ng Vi scous solution is extracted tw ce WGATCTCGTAAMNTOETGHANt i1y oOf

henol 5t Th

PR S b estatatha é@?ﬂ&%&?ﬁ*&?ﬁéﬂ%ﬂ@*@g‘éﬁ?ﬂﬁﬁ%&% V&&Sfﬂﬁ%ﬂ BBk M I
Che rosul t i MPERISARTRAGCST T AR HEHTGR ERCTAGA CAS S BAMFRATT TRTTIE AT 5135

m nutes in m@ﬂaﬂmwﬂeﬂmm@cﬂxﬁaﬂﬂﬂtﬂmcxmmﬂammﬂc migsq -

40 - Tri 8 .
b) Res'[ Ir ;s'é:t I on enﬁ nlﬁ'(;:ﬁ easepg fﬁ&w%?%&&%kﬁe?GﬂT&gﬁﬁ%G@FgT T%g‘/i
restricti orﬁ%‘?ﬂi’iﬁ%‘iﬁ‘&“&%‘é%ﬂﬁ'&g W%@&FFTEHT%’FTWWWEMWt h3t3e
condi ti ons cPrrrdactatrTGhscreraAdeetAcPrTAcheeakagtantré ol -1 EpaATAGRY 971 DNA

Lo ofn tpERre AR R A GO RIC AR AR ER RMCE A AR ARALT Bag
Pstl and d 'EFFAWW@&G&MWGET‘F‘PWWWG@W@'&@@ETCWWWG@QATQr e488ed
for each dl@mtcpmccawrcqcd@éaémmwmdmmmmm@@@xwmc@mbet §48 10

1 | t ted o t t d
N th 04 ogrHRCnsRaCoA TR AR Tt TS (56T ST neR AT CH 920 OO qad)
portions Ar@&CATEOC @TAdGIrg ARQArsce ARt TARAGCONODr @EF CEMdAThETsotplet 4kss
of digesti opgs %ﬁs%ﬂ%séérv‘thé ARE @Md d&c %T%a@@i'ezx@é Ad® pﬁﬁi Qe @rGanpee

phase DNA fragnents. After these checks have been carried out the reactions
are stoppedty GRRIICTS ERFACAD ATG|AEE ARt FEE| 6FT FTQIFTAVTSTI CREat 734
the sol ut GWAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 779

AGC CAG TTG CAG ARG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG ATG 824
CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 869
GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 914
30 CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 959
—/ GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 1004
AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 1045
3 TAC ch GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA 1094
TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 1139
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGA AATGATTCTCATTGATTAATTTGCCAT 1190
ATAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAARAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCA 1249
40 CAGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTT 1308
ARAARAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTA 1367
TTTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGC 1426
CTTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCTTTCCATTTGGTTARATATTGTA 1485
TTTTGTTATTTATTAAATTATTTTCAAACAAAACTTCTTGAAGTTATTTATTCGAAAAC 1544
CAAAATCCAAACACTAGTTTTCTGAACCARATCAAGGAATGGACGGTAATATACACTTA 1603
CCTATTCATTCATTCCATTTACATAATATGTATAAAGTGAGTATCAAAGTGGCATATTT 1662
50 TGGAATTGATGTCAAGCAATGCAGGTGTACTCATTGCATGACTGTATCAARRATATCTCA 1721
TGTAACCAATAAATATATACACTTACTATGTATCCCACAAAAARTTAAAAAGTTATTTTA 1780
AAAAAGAAATACAGGTGAATAAACACAGTTTCTTTCCGTGTTGAAGAGCTTTCATTCTT 1839
55ACAGGAAAAGAAACAGTAAAGATGTACCAATTTCGCTTATATGAAAQACTACAAAGATA 1898
AGTAAAAGAAAATGATGTTCTCATACTAGAAGCTT 1933

H
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to 701C for 10 mnutes. The DNA is precipitated by the addition of 0.3 M
NaAc, pH:5 6 and 2.5 vol s of ethangp.o fl94 30 m -700C
the DNA is pelletised in an Eppendorf centrifuge, washed once with 70%
ethanol and dried. The resulting DNA is taken up IMH"IM"IHWIEM

Gel el ectrophoresis and Southern Transfer The dige are
fractionated according to their size in a 0.8% agar gel in TBE buffer (10.8
g/l Tris bHsé"‘erfS'°5‘pij’Pﬂ? -pRegpGencdetiforpelo3 g/ 1 EDTA). For this purpose, 15 pl

of the DNA sanple are mxed with 4 pl of charging buffer - 41 - (0.02%
SDS, 5 X TBE buf mgrsmmmcmmtnmmmmmm bl 8a) ,
heat ed br¢ﬁdmdeﬂcéeﬁﬁcéﬂ€czkéﬁda%ﬁ%‘* i d c%"r ’_t“r ¢ N jtle gel.

Lanbda- cut W t hi Eco n 'S uce | nto a
o e o R A R R Gt a s AR TP AR B RS AT GG AR P A S9h
el ect rOW@MEWACAGAAECCMAG‘GGCCEAGGGAITSC’BGA‘EI’MHTA![‘G\ZAAMTG’M t228 DNA

i s transfﬁfmmsmacé@m G%%%TM&E‘A S S bl?c cRé t rn
S eI&b (I X

(Schl ei cher and Schuel | usi n as t e tran
SS8./ 150 RIS ARG RPR TS ARG T ATTRASATTCTEPAGITIACTSH  HAbhas
been dri MMWANCCAEMWAMAGEGM%ANA@ME!TAGGM i4@50r der

to bi nd'StMMCEQGGII'TT@?‘C@éﬁd@%ﬁ?@Gﬂé@@@G@&dﬂ?@fcc&a cBr@eti d 42342 are
cut with ereb erat| r agnent roxi nat e 1100 bp | ong
Shi ch corfiRARGERECER R SRR I M G SE ARG A CENTIARCPUCTERRS, B3 it h
Sau3A andtCRGACTERE GLRAGATCRGCACTONCATTEGGATNCTCAAARGAGIASHAACCETATIGI GS& gel
elhect r? hﬁz@fdﬁc(a%ﬁ@e&%@ﬁhd@h@r@@&é@@?gﬂ%fﬁécg{h\%ecghﬁcéc@@f@ mul
20 po.of MREhTrEiEatERidAc At ar sl paria Fa oA cahagrdia T gt
pl asmi d f@cnmeﬁr_rmwgGeﬁecmmmmmcwwcmmwmmm (76983) )
i's cut tviOeaTAGABRAASECERNSHNAAGTBRRAREGTAPI T ETGCTCCATTAAAGCCATGC 818
26 ATAGATAGAATGTCTTCATAGAACCTAGGATCCAAGGTTCTATGAAGACCTCAGCTCAA 877
CCAGGCCAAAAGCATCCTGATTTCTCA ATG GCC CTC CTC TTIC CCT CTA CTG 928
GCA GCC CTA GAG GTG TGC AGC TGT GGC TCT TCT GGA TCT CTA GGA 973
; TAT AAC CTG CCT CAG AAC CAT GGC CTG CTA GGC AGG AAC ACC TTG 1018
e % GTG CTT TTG GGC CAA ATG AGG AGA ATC TCT CCC TIC TTG TGT CTA 1063
AAG GAC AGA AGT GAC TTC AGA TTC CCC CAG GAG AAG GTG GAA GIC 1108
AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAG GCT ATG TCT TTC CTC TAT GAT GTG 1153
as TTA CAG CAG GTC TTC AAC TTIC TCA CAC AAA GCG CTC CTC TGC TGC 1198
ATG GAA CAT GAC CTT CCT GGA CCA ACT CCA CAC TTT ACG TCA TCA 1243
GCA GCT GGA ACA CCT GGA GAC CTG CTT GGT GCA GGA GAT GGG AGA 1288
AGG AGA AGC TGG GGG CAG TGG GTG ATT GAG GGC TCT ACA CTG GCC 1333
“ TTG AGG AGG TAT TTC CAG GAA TCC ATC TCT ACC TGA AAGAGAAGAAA 1380
TAARAGATTGTGCCTGGGAAGTTGTCAGAGTGGAAATCATGAGATCCTTTTCATCCACAA 1439
GTTTGCAAGAAAGATTGAGAAGTAAGGATGAAGACCTGGGCTCATCATGAAATGATTCT 1498
+5 CATTGACTAATCTGCCATATCACACTTGTACATGTGACTTTGGATATTCAAAAAGCTCA 1557
TTTCTGTTTCATCAGAAATTATTGAATTAGTTTTAGCAAATACTTTATTAATAGCATAA 1619
AGCAAGTTTATGTCAAAAACATTCAGCTCCTGGGGCATCCGTAACTCAGAGATAACTGC 1675
CCTGATGCTGTTTATTTATCTTCCTTCTTTTTTTTCATGCCTTGTATTTATGATATTTA 1734
50 TATATTTTATATTTTCATCTTCACATCGTATTAAAATTTATAAAACATTCACTTTTICA 1793
TATTAAGTTTGCATTTTGTTTTATTAAATTCATATCAAAGAAAACTCTGTAARATGTTTC 1852
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the gene for interferon-a2-Arg and is isolated in the “E
case of the plasm d P9A2. Both DNA' SEROd702@KB1r ansl| at m\m m““ d
proposed by P.WJ. Rigby et al. (J. Mdl. Biol. 113, 23 ")) s The
nick translation is carried out with 0.2 ug of DNAln a solution of 50 pl

con5|st|ng 7
VSO, O%T%r%;r‘m%*sﬁhé%rwﬁ@@%g R

and dTTP 1§'§TG'E?AP£T®2TWC&W% AEAT WA%'HG@CWQ"@ P7HNA
polyneras EGGEﬁm&wwcnmwwabhnnhxmmnsmunmmahneusiﬁnucnmTquetcrgAGTcwﬂns*zﬂzhours

at 141C t alrde!
sol ution (48&§%Aﬁ%§g%@lxc@$agl oacfrve c?ﬂ'i‘?"g'{m?g sepG:dri)athd of f
by neans of & FATFREARECER puffer. The réMdfning
specific rad| oactivity is approxi mately 100 x 106 cpni pg DNA. e)
Hybri di safpi on and aut oradi ography The nitrocellulose filter is cut into two

hal ves. Eachghﬁ{éﬁers,pﬁyeadmeﬁﬁgqug.tpoﬁﬁ; set of traces with Namal wa DNA
whi ch have been treated with the restriction enzynmes nentioned in Exanple

4a.- The filters are pre- hybrldlsed in a solution containing 6 x SSC, 5 x
Deghardt's (1 x Denhardt's: 0.02% bovi ne serum al bum n (BSA), @%‘E‘% 5
pol yvi nyl » mamcchdeasTd¢diMBcACACRROCTemTICCARGETTOAPCGASABCCAAGCTOAGT 6af

d d ¢ <
[ gnggg:?edcg&tﬁm%cﬁ a so&yf‘? on g(])lﬁgal ni.n Q‘T‘l%&% é-&EOg-Eé ﬁrn%?dc’rk'yéfé Qasation

EDTA, 0.5% $3§ 8R8 SFereks mrryclw F S50 SFTnﬁ'E'R GGR, TS LG 266 lrs&r 16
hours at 650GG Gae 0aGfcaf GH@AN::I CeRY GGC lopar cHirsREC vAGd AACt ACCeTTHR-205

75,8 0 i i g g ek e B

fromthe plasm |sat|on rs _are wash
anmbi ent t emPACAFAGR AFA tqpf?e T\ﬁl bﬁGaT%%quFl GROCBACiAXG FFCoATS QCAE@(?
0. 1% SDS anTOMAGE 2GC6AEC AGE CLE CGAUCES TWETt BT TO¢ UG TS0 ASASTER OB 48X 0 2

x SSC and,0.-8d?ngeSacA Mot i@ T @ck B cca cag AGT GCT CCT CTG CTG 385
CCT GGA ACA TGA CCCTCCTGGACCAACTCCACACTGGACTTCATCTGCAGCTGGA 440
ATGCCTGGATGCTTGCTTAGGGCAGACABAAAGAGAGGAAGAATCTGTGGGGGTGATTG 499
GGGCCCTACACTGGCCTTGAGGACGTACTTTCAGGGAATGCATGGGAATCCAGGGAATC 558
o 3 TACCTGGAGGAGAAGAAATACAGTGACTGTGCTTGGGAGGTTGTCAGAGTGGAATCGTG 617
— AAATCCTTCTCTTCATCATCAACAAACTTGCAAGAAGGACTGAGAAGTAAGGATGAAGA 676
CCTGGGTTCATCCTGAAATTATTCTCATTGATTAATCTGCCATATCACACTTGCACATG 735

PGTCTTTGGTCATTTCAATAGGTTCTTATTTCTGCAG | 772

35

13. Interferon-pseudo-omega4-Gen der Formsl

40 AAGCTTTGGGCATGACCTAGTAGGTGACTCTT 32

AGTTGGAGTGGTCAGTTGTAAGGCTCTTGCTCAGTCACGTGGCTCCCCTGTATTTCCCC 91

ACGTTTGCAGCCGTGCTCCTTCTCAATGCTATGAAAGTGTGGGCTCCTCTCCCACTGGA 150
4 GTGCTGACTGTAGCTTGTATCTTGGCACTCCCAGGCTGTACATAACAGCTCTGAGGTGA 209
TCTCAGGGTTAATGTTTITCTCCCCGACTTGGAGGCCATTGAAGGAAGGGACCTTAGTAG 268
TAGTTGTAACTGAGGGTCTTTTGCTTGTCTCCTGGGGGCTCCACCCCAGAGATGCAGGT 327
GAGCAATCACTCAGTGCATTCAGCTTGGGATGGGGGTGTCTGTGCTGTGGGCCCAAGAC 386
AGGGGTTCCCTGCCTGGTGATGTGAGGGGTGGGTGGTTGACCAATGGCAGACAGACTGG 445
CCTCCICTCTTGGGTTGACAGCAGCTTGTTGGAGGTATGCATAAGGCACTTGGGGTCTT 504
GCTCCTTCATTAGTTCCAAGGTAGCTGGGGTAGTACCACTGCAGAGGCAGTGT?AGACA 563
ss GGCITTCTGTTACCCCTGGGGTCTCCACCTCCTAGAAATGTGAAGTCATGTTAATGGGA 622
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dried and exposed to a Kodak X-Omat S film - 43 - Ion
of the expression plasnids pRHW 12 EM@THRMVAL Prel i m naalmm I
preparation of the expression plasmds is illustrated in F gmreL

scale), and also all the restriction enzyne digestions are carried out in

accordénceaGMGE&TAGGCAGHBGA@&GGGescGdradeGenangmannmmmsGGHCEWGACEQFT 681

\Ij)\llr ?Earlggl am({[&% ﬁéé I‘eS'lf[é ctl on enao gAgAC'féﬁd%&&EhéG e dest)e;j
aps) .

A tor i ge RS TR R I AR T AR E A R EA S AT O PGy S

fr agrrent s msaemcmmwmmcsam@cmGQAG@MM@A@&GW@%‘F‘EE BoB f er

( TBE buf f elgeat?c8clbAcdricuaeseTePadeadceTefeceCrtcAanBTE AGECANCRA) 917

o1 ect r ool uRACARRAER el eei RO ERO Al a b odadple TaTY ' ©

Of the 2Q RECISCICARGPATAGGFAGACCFANTITEACEEARGAGREGHTCRACRECTERRGATA: 1835
endonucl eagciaddeaf@OrciEcIScheGTGEAIGTABTGArAGGOTI TYG I ICCTIOCCCRN 2094

i 2ot i o1 S BRaEaR e %ﬁ@@@gﬁg@%@ﬁ%&m&m 3184 1l ng

oo pur | 1| ARSI CREAEF T R T PR R AR TSR AT OGe TR TGP A RSy 4P o
l i nk thewlrucymbanmchmmmncmqshcacpmmnnmnacheccT¢mnnﬂmEhGAGGmﬁA@pmﬁACelaﬁu a

Z;g:;;g?oﬁ Bl RECEEERIARALRST PN dchegEPRE TdSeAcERhaTeecT¢PTTh 2330
(1983)). FoRoG ggﬁgap%@nésc%gcg%ﬁfz%@gg?rﬂ;@ﬂ coriERBadhacmntts’ Liso
restricti orﬂMMﬂMAWPBMWWCﬂ%CT%WRQW@Fﬁm@% a448
fracti ondt esb@eAEEhEScEReddATECRCESr T cRCACEIEAUUTITEAGRECTAGSHIT habder .
The DNA Tr agimnt <Ak E8cacreacCcAGATAGGEEATTAGGGACCCACATAACACACAGTCTGGC 1566
CACTTTTCCATAGGGCTGCTGAATATGCTGGGGGTCCAATCCAGACCATAGTCACCTCA 1625
25 CATTTTTCAGTACCTGAAGATATCAACAGTGAAGGCTATGAAACAGTGAAGATGGGGAC 1684
CTGCCCCTGCCTCTGGACCTCTGTTCCAGAGAGGTACAACCTGTTGCCTCCGACATACA 1743
TGCAGGAGGTGGCTGGAGACCCGGTGGATATCCCTCCCACTGAGGAGAAGCAGCATCAG 1802
GGAATCAGGTGAAGAAACAGTCTGGCCACTTTITGGTAGAGCAGCTGTGCTTGCTGGGG 1861
Y %  GTCTGCTACCACCCCCAGCAAAAAGAATGGCATTTGCAAGAATGGCTAAGGCTGCTAAA 1920
CAGCAACAATGGCAACCTACCATTCCCITTGGAGCGCCATCCCAGGGATATTCGARACT 1979
GCTGTCCACTAGAAAACAGTGGTGGAGGTGACTGGAGACCCCAGTGGAGAGTTTCACCT 2038
N GGTGAAAAGAAACAGGATTTGGGATCGACATGAATAACCAATCTGACTGCTTCCCCGTA 2097
. GAGCTGCTGGACTGTGCTGGGTGGCTGCTCCAGTCCCTAGCTGCCTTGGACTCCCGAGA 2156
ACCCAMAGGCTCCAATAGCTAAGATTGTGAAAGAGCAAAGATGGCAGCCCACCCCCTGE 2215
CACAGGGAGCTCCATGTCAGGGAGGTATGAGGCTGCTACCAGTGTCTGGCTGGATTCCC 2274
« AAGTCGAGTGGGTCTTACCCTGAGACAGGCCATGGAAGGTGGGCCTGTCATTGTCACTG 2333
CCCAGCGCCCTGGATGAAACCCCTTTCCTAGGGGTATGTATAGGGGTCTAGCGTCCTGE 2392
TTGGCTGGAGTTATAGCTTCTTTTGTGGGGAGGCCTGGGTATCTAAGGCTCCAGGGTAC 2451
CCATGCATGCCAGAGCGGCTGCTCTGCTGAACCCTACGTAGCCCTGCATGTCAGACTAA 2510
% ATGCCCTGGTAGAGTGGGTTCACTAGGAGATCTCCTGACCTGAGGATTGCABAGATCTG 2569
TGGGAGAAGCGTGGGTCCCCAGGGCTGCTCACTTACTCACCACTTCCCTGGGCAGGAGA 2628
GGCTCCCCTGGCTCTGTGTCATCCTGGGGGGGCAGTTGTCCTGCCTTACTITGCTTTAT 2687
TCTCCATGGGTCAAGTTGTTTTCTTGAGTCTCAATGTGTGCACCTGGTTTTTTCAGTTG 2746
AAGGTGCTGTATTTACTTGCCCCTTCCATTTCTCTCCATGAGAGTGGCACACACTAGCA 2805
GGTTCCAGTCGGCCATCTTGCAACCCCTGAAAACTATTTGTTTCCAGCTATAAGCCATT 2864
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- 44 -.is 389 bp long and contains the Trp pronotor, the ribosonmal binding
site and the starting codon, is el ecgp(be{ﬁtzgdgand pur| fmﬂulﬂwuu"mwum

El uti p~scol um. The fragnent thus obtained is then dig nd
the desired fragment 108 bp is obtained by agarose gel el ectrophor esi s,

el ect r 0el Ut iGACABRACETEEAGTCIIATIAABAGARTEALTOBGEETFCATCBOtACE CERECDRAG i ZBH3e] ¥

g of f+ agmeeRLrabehBeit et Risrbnt(RRRTS ot G 2ACERd 420
sol uti on coI& BCEGCEE @RE TCTR/MGC FRHA7TET GOCELMRATD GG RIUEDITC FeL 13%
ATP, at 140@uogatScheuasr GHte palez vaEe gact 8A E@rsiAay adchrabeatenore @oka0C

and, e ool 1O Softhaatlh HEACREL kot ol WEIROERSCudh 323 PO
237- 248 (19820 AGA AGAcGAE SERC AGGh TFHEnGCCI CT@ GAG ATH Tm ARE 6EA 16TC (A154
After 2 hquipgrairge’R€alage! et »ic 216 Qh@sé'b@t'?@@ Hd e hel wotTrie/g9

(G P are ° Sl i et 2R R a8, 0 0 ot BI6 PRPCOE e

and the i ncyiGa AGA ITEACONCTCIREGEACOAGETICOCRAAACTESCGATIRCANCAGCAGETCEAATAR BIND

pﬁ*—rf i efl ?y c@i‘e@i\%&b@@cg#%&ﬂd&ﬁ%@%%g%%&fcﬁﬁm@&mwd@ 33590|
reciplita n

R e B o et e s VISR LA LU TR SR

vect or dur| WWGAGMGAA@AM@@@TGWAGQAGGTTMGW@AEM03347eYnd

the | gat ed jchgemoinmbaesneadstiineicaotiibhbadhRosii RRirahgacededostc Bsas

sol ution of 100 cont al ns ase buffer and |

2t 1400 a0FGEIACIOTEC e BT cC e Tes T et R iR pllh e TS
76, 435-448 'J(Kmn!p)rTMQTWGWT&G'BTQ@TG‘IGGEETGAGGTGWGMTME&’A&TAM 3654

i ncubated f gig m nutes on ice. Then absorption of DNA - 45 - is 3659
conpl eted by a heat shock lasting 2 mnutes at 401C. The cell suspension is
i ncubat ed 2‘I'or

14. Transformierter Wirtsorganismus, der die genetische Information gem3s den Anspriichen 1 bis 10
enthilt.

16. Wirtsorganismus gema8 Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die genetische Sequenz in sinem
30 Vehikel enthalten ist, das in dem Wirtsorganismus replizierbar ist.

16. Wirtsorganismus gemis8 Anspruch 14, dadurch gekennzelchnet daB er eine Sdugetierzellinie oder E.
coli ist.

35 17. Wirtsorganismus gem3B Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB er E. coli mit der DSM Nr. 3003
oder E. coli mit der DSM Nr. 3004 ist.

18. Wirtsorganismus gemiB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafl das Vehikel zusitzlich die fiir die
Expression erforderlichen Replikon- und Kontrollsequenzen enthiht.
40 :
19. Wirtsorganismus gem#8 Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB das Vehikel die fir die Expression
erforderlichen Replikon- und Konfrolisequenzen des Plasmids pER103 mit der DSM Nr. 2773 (sishe
Abbildung 6) enthait.

45 20. Wirtsorganismus gem&B Anspruch 19, transformiert mit einem Expressionsplasmid gem&B Anspruch
21, 22 oder 23.

21. Expressionsplasmid flir Interferon omega, das ein Derivat des plasmids pBR322 ist, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Plasmid pBR322 anstelle des plasmidsigenen kiirzeren EcoRlV/BamHI-Fragmentes die
50 DNA Sequenz der Formel

65

40



a further 10 minutes on ice and finally applied. to
trypton, 5 g/l yeast extract, 5 g/| EMaQ7p 284 BY agar), containing 50 ng/l

anpicillin. The plasm ds contained in the 24 col oni e-.s mmmﬂ at ed
usi ng the method of Birnboimand Doly (see Nucl. Aci‘d. 'mm”l
(1979)). After digestion with various restriction enzyrres ‘onk p'asm has

t he desi redE%QRIJctureSaﬁBIAs |s desi gnated pRHW 10 (see Figure 6). b)

Preparati orggﬁ;ﬁ_d&ga Mt{pl,%?g RHW 10 are
cut with,BanH . Then t KI enow %é%grren B%g& :8% WTTQ%&GFMS%
deoxynucl eoside tri phosphat es are added and incubated for 20 m nutes at
anbi ent tenperature. The IlmRm-stktand straight-ended plasmd oﬁé?l ned is
purified bysdtheiahserhERErOR @R Q@%g%g fhen, cut it
restriction endonucl ease NcglgAl n a ﬁ%&g& THAEATIAHAEG 4?%91%t is
obt ai nedwby agarose gel el ectrophoresis, el ectRB2| uti dinddIdIel utip

purificati(ﬁxsm fragment a) (see Figure 6) is obtained by digestion of 4

pg of Aval lpgy t _whi r%the POA2- cDNA i nsert (see above) with
Nco\/and Al ul, grebyo |n|n%la oui 2 tg of fragnment a). In the final

l'i gation step, SF"P“ rrent a) and the pRHW 10 added thereto, which has tw ce
been di g&sted with BamH /Ncol, is ligated in a volume of 10 ul, using 10 ng
of each DNA. ¢rith§iti on of a filled BamH cutting site to a DNA cut by Al ul
again produces a BanH cutting site. The resulting ligation m xture is

t r ansf or med2wWPPPSHYERIREMIRRHWI2 gomiB A4Bprad 21 adsduieiegekenbestthadn ataf dasGitertolun-ofdga-
col oni es_obt affeth Di¥féequanzgler faseebd; this is designated pRHW 12. - 46 -
The plasitid is isolated and the EcoRI /BarHl insert is sequenced using the

method of ZEAQEAT (€TG SICTAGBAT CATPEOC . cPRlcTT e ASS] mf?é‘ 411‘51%’ 3 67
(1979)). This has the expected seg gggc c) Preparation o

11 This is cgr ri ed out anal ogously Exanpl e
GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGT CTC 73

ARG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 118
AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG ATG 163
CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208
; 30 GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253
~ CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 298
GAA GGA GAA TCT GCT GAG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 343
AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 388
TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA 433

25

35

© TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 478
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGAAATGATTCTCATTGATTAATTTGCCATA 530
TAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAARAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCAC 589
AGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648

4 AAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGITATTTATTTTTACTCATTTAT 707
TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766
TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCE 802

50 AluI

aufweist.

23. Expressionsplasmid pRHW11 gem#B Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB das Interferon-omega-
55 Gen die DNA-Sequenz der Formel
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5b. 1 pg of the plasmd pRHW 10 is digested with BanH __The sticky ends of
the resulting DNA are blunted using gﬁgﬂﬁ,wfragmium mu mmmm

pol ynmerase | and the 4 deoxynucl eosi de triphosphates ikt
linearised DNA is cut with Ncol. The larger fragnent is obtained by &garose

| el ect | | ectroel ut | d Lutip ol hr onat hy. Th
ool SArul (Tl s oEh) GRE MM claf i Gl TG ROCCARRORDESHGL LI Bhpl ¢

5b. Then 10 ng of the vector part Meotigated with 10 ng of the cDNA part in
a vol une of e Uk ab C I | LsUR Tdeh i e.
Af;/er t raﬁs?’%(?r%th on o??hghgeéﬁ?t%@ %mmd;?&regcléﬁ E*&cg{c? ﬁ%*l(gﬁéar?
sel ection JiBE R DGABGR: FAG TEF MFR@ TR A0S GRSt BAGCATS FTA AARRTiNYS N,
a clone is G G@AGEETOMIAGhARE Gesi gantert pTid\VIth. gfét erct 88T CeAe esIpngiang
clone.hashﬁﬁg | , e ] .S , 1.0 e I S C S
proved by,the pdr;\ el&stgr?\gghg 'é‘%@ezrx%: %%@?ﬁ%%ﬁ. lég{;oﬂccént‘g%ut#gaé(g{ gglati ng
sites (Al UISCENRS] AAG AZS| ACCNEBT  CTAGAC GMA ETFr 63€i AAT 0BGA HETT At 2580n
gc&/\e/i ftyI bycAG ol icTdBCARLCAONEPG NGA® Adte M&@dcﬁaﬂé%%ﬂgwﬁ L%ﬁAGleg%
asteria uhat.e 0 nsi 6 a nm
Taove moni o S SRR BEread Pl A A 3R L8R 6K e e i dde on
of trypt opHit (ES FCnTTEeCAGNEER ARE dJGT GTEY/TAC CTGt AMANGAE, AXG A% |3880se
| ?Pd ﬁ?opﬁg ni'AcofAddl@Abh(r&i*{ 8EEYTEE %Afh%ﬂa?t‘i')gr f‘ERSPEQSE gﬁ'%?fepa'hg?mk 433
cenbri gy i deratBha, 06 agn 4RG AT lad SBACASH! SRORCRIAGE A Brs,
30 MM NaCl Gif AGM SACy CEGsFENJECA | TCTL . TANATCATIRFCATTEAPPALAEITGEEATN 530
mnutes RN RTETERCRETATCARIRAIRARACTESTARETEAEL RET AU oiggzen
and thawed five tinmes. The cell remains are elimnate centrituging for
L hour at AFATIAGHCAM RS EETACARNIAG T IGICCETATATTAARE CAGRAITATER T A8
i nt er f er on ARAAGACQTTAGE TACAGAGEEATCABTE CCYAATATEY TS TRAT T PACTEH SRt I797and

encophal o %&%ﬁf&’ﬂA‘CﬁT‘fh-&-hl-’fcmA'r_T'rATAc'rATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGcc 766
TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCE 802
AluI

\_/ 30 aufweist.

24, Plasm!d PRHW10, das: ein Derivat des Plasmids pBR322 ist, dadurch gekennzeichnet, da8 In das
Plasmid pER103 mit der DSM Nr. 2773 (siehe Abbildung 6) in die Hindlll-Stelle das DNA-Fragment der

Formel

35

HindIIX - Sau3A Ncol

aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
40

ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100
o CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAMAGGGAG 150

CCAGTTGCAG AAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200

50 AGATCACACA TCTTTAagct t
Sau3A HindIIX

singefiigt ist.

55 .
25. E. coli HB 101 transformiert mit einem Plasmid gem35 Anspruch 21, 22, 23 oder 24,

26. Neue menschiiche Interferon-Proteine vom Typ |, dadurch gekennzeichnet, daB sie von sinem DNA-
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Result: .1 litre of the bacterial culture produced cont ai ns
international units of interferon (BPOB70RMEBT Anti vi r @M 4, 75-98

(1984)). Exanple 6 Surmary of the differences between ummt
nucl eoti de seg, ‘2{-\? ng Et erferons a) Conparisomw M Efgl d
sequences A ¢ 98 P?Bﬁ'"?ﬁ’ Uit o B’sé%Eﬂﬁ'l?Hc‘,"ég’ by pairs |s obt ai’hed by .

aligning thg g LSt (s: 'ghel ngferroges%du re | nLerfe h tfhelnfl rst
CySt el ne resi H 93“ E@on@?&% #gﬂg?g%g{%n'ﬁ%en C% en a-In ronel IS%’h ﬂb teme
inserts gf the A Ana*E stvvo 389 8?8%‘ &%¢hown in
Figure 7 a%a' Rbe n%ﬁ?&ﬁcheﬁﬁépf i’%ﬁ%ﬁg\ﬁ r&&R%qj ?ch geﬁgzte% E%L!}Neen the
specific sequengep rélfen ntreror ecHive b B4 85% gQ fa-mﬁsQeroane
only correcti onngRe oiergenzéh ingsisHr 0 % geBnuBer e onQ
interferon-aA phbghs mmweﬁ%nasrn@ran&aéram-gnbéosﬁme %wnce Of the
onega-ingerferon is a partner, the conparisonis carried out taking into
account t hesumiteEérodsogenaBiARDnRE B8] Stadufdhi dokehAdeithngt, dal Bied bine DiVdrddHF on MotbROBIREr
with the addi gagesitibr don aishsablichedi «Eiftortametlaubybisth @nd HerASgltdédied Dbrild§ E9.  The
percentage di fferences are obtained by dividing the differences by the
nunber 1. 6630. Mierieroi geimdf abn Ansprlchi®8 26 bisndondadarch @eltehnsictinet) k&8s diese irbll eader-Peptid
per cent atje of eighaBen. Thi s gives 3.6% for the 6 additional am no acids of
| FN- omrega which are already contained in the- percentage. The conparisons
W t h B-i nt é¥f Biegierongr geméA den Aoppdchen 12§ bisl 39g Addugh gbkenBeichnatridafbdiessi 132 dinokigren
mature 8-intePT¥n with the first am no acid of the mature a-interferon or
the first gmnpo acid which is coded by the plasm ds P9A2 and E76E9. The
| ongest TorpalPEyR" 9MA0 Apsprush 8k d%ﬂ"f“ﬁ—"?'?‘i‘f"@?‘?"é‘?b?@“\/ﬁsldﬁ AiNosRUERSPRPHn i s t hus
over 162 am no acids, which gives 2 additional am no acids each for the
a-interferon and 8-interferorp These are countedi@s errors and are shgwn
separ at el y ys Rlspiiew Btd Ghe)ast aiinadlidacbu nuébes@erxeqnt age. ThbeLeust i ng
of B-intgrferon with the amino acid
20 25 30
Val Leu Leu His Gln Met Axrg Arg Ile Ser Pro Phe Leu Cys Leu

35 40 45

30 Lys Asp Arg Arg Asp Phe Arg Phe Pro Gln Glu Met Val Lys Gly

-/ | 50 55 60
Ser GLn Leu Gln Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu Met

65 70 75

% Leu Gln Gln Ile Phe Ser Leu Phe His Thr Glu Arg Ser Ser Ala

P 80 85 90
Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gln Leu His Thr Gly Leu His
40 .

95 100 105
Gln Gln Leu Gln His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gln Val Val Gly

110 115 120
Glu Gly Glu Ser Ala Gly Ala Ile Ser Ser Pro Ala Léu Thr Leu

125 130 135
Arg Arg Tyr Phe Gln G_ly Ile Arg Val Tyr Leu Lys Glu Lys Lys

140 145 150

% Tyr Ser Asp Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Met Glu Ile Met Lys

55
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sequences of the clones P9A2 or E76E9 is carried out | he sane way.
However, this gives a total of 10 adep bi1gpaba B NO aci &"ﬂtﬂﬂﬂl"smp of
t he nucl eoti de sequences The sequences which are to b it ed
anal ogously to Exanple 6b. The first nucl eotide of the DNA of tPl_e frat'ur e
a-interferon is the first nugggotide of the tripjgy of mature a-i ntegggr'on
coding for oyt e PHECLEAT Sér MALCALh et ' 6Th | 6Fu D Of.chNRrf! paR HysPOA2
or E76E9 is also the first nucleotide of the codon for cysteiné-I. The
first nucleotide fromthe DNE7of 8-interferon is the first nucleotide of

t he thi rd5trA=f9 ALY TARp cleepaBlyoSersSende over a total of 498 nucl eoti des
If the individual DNA's of the a-interferons are conpared vm't][] tEe DNA of
8-interferon, ' Lf e eguences of the

i vi dual a i SRS octdo Ao BREbARS, 14 bV SRRIENCT with those of
the plas ”)od%s.P%ReréH‘Qer%?ﬁE%prﬁhﬁ, %mj%éb%ﬁengé Mok cﬁ{q a8 MBribron Jont %nAnlsgmt:thrE&i
l'ef t-band part p&iiod M dieAlnfotsirer 610 Uhdtend vai Byt ﬁl\é)i & o6 > giup osition 78 N
- percentages ay®iySbreaibrildi. br acket s. Exanpl e I'rus-1nduci bl'e expression
of \auega-| - mRNA and NC37 cells a) Synthesis of an onega-interferon specific
hybri di sati . preedrenelddmab/labn Aispitibioen @b IbECIIUERLEET fdkEnngdichide \(dPGieEs ads YakhderPelili €
mxed Wit 12 pdisormef gamma- P- ATP (specific activity: '7 5000 G /m\bl) ‘and
10 units of polynucleotide kinase in a total volune of 10 pl (70 MM Tris/C
pH = 7.6, 10 nMetMigQled LebPherfivd BLTLpu Al dial Ledi Val Mt THr SadTyk ér Fadeal 3R 8er Bdu G 1C.
The reaction is then stopped by heating to 700C for 10 minutes. The

resul ting radi eielenvel y | abel | ed ol i gonucl eotide is hybridised with 5 pMol
of ML3pRHW 12 ssDNA (see Figure 9) in a total volunme of 35 m (100 nM Nad)

by standi ng 3oVYerhen g kersipliung slgiinterigrensiroteipe bemi§ dew Apspiiichant 26thiside fasitngh gokenn-
ni ck zeichnet, daf

ein geeigneter Wirtsorganismus mit genetischen Informationen, codierend fiir die Interferon-Proteine
25 gem#B den Anspriichen 26 bis 34, transformiert wird,

diese Information exprimiert wird, um das entsprechende Interferon in dem Wirtsorganismus zu
produzieren und

W 30 das so erhaltens Interferon-Peptid aus diesem Wirtsorganismus isoliert wird.

36. Verfahren gemdB Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daf die Information in jedem rekombinanten
DNA-Molekiil gemaB den Ansprlichen 1 bis 10 enthalten ist.

35 37. Verfahren gemaR Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirtsorganismus, nach der Transfor-
mation, gem&B einem der Ansprliche 15 bis 20 definiert ist.

38. Verfahren gem3B Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dag das Interferon gemas den Ansprlichen 32
bis 34 definiert ist.
40
38. Verfahren gem&B Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB als Wirt E. coli HB 101 und als Plasmid
ein Plasmid gemip Anspruch 21, 22 oder 23 verwendet wird.

40. Omega-Interferon herstellbar durch das Verfahren gem#B Anspruch 35 oder 39.
45
41. Mischung geeignet fiir die antitumor- oder antivirale Behandiung, enthaltend neben einem oder
mehreren inerten Trégerstoffen und/oder Verdiinnungsmitieln eine wirksame Menge an Interferon-
Peptid gemiB einem der Anspriiche 26 bis 34.

50 42. Verwendung von Omega-interferon gemiB den Anspriichen 30 bis 34 zur Herstellung eines zur
antitumor- oder antiviraler Behandlung geeigneten Mischung.

43. Verfahren zur Herstellung des Plasmids pRHW10, dadurch gekennzeichnet, daB in das Plasmid

PER103 mit dor DSM Nr. 2773 (Abbildung 6) in die Hindill-Stelle mittels Ligasereaktion das DNA-
55 Fragment der Formel
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transl ation buffer, the 4 deoxynucl eoside triphosphates and 10 units of
Kl enow pol ynerase are added to gi veemotwod 204 B0l une of

pH = 7.2, 10 nM MyC12, 50 ug/nml BSA, 1 nmM per nucl eotliﬂllmmwmu“ﬂﬂ
is carri ed out by standing for one hour at anbient teénperature amdSthen
reaction imgigdopped by heatgaugat o 700C for Ngoi nutes. In the reaction,

partially do - St | | ' e ol en cut
total vol Mﬁs‘%ﬁ %%MMF%ME& ;?'gﬁgg@g&ﬂ descrl5

by the manufacturer. The doubl e stranded regions-are cut to uniform sizes.
The reactiga, df'ég\ﬁ@{' Gyerle (o GEQQ@TE@&&TT&@&&G&GTM 100
PreParation o romV|rus |n ected cells 100 x 106 cells (0.5 x 106/ m)
are treated with 100 pMol of dexamethasone for 48 to 72 hours - 50 - -
the contr adTCANGGACES CHACHKENUT ICASGTICCOC CAGGAGATCGE TRARAGGGRBEe explB8si on
cells arg suspended in serumfree mediumin a concentration of 5 x 106/ m
and infected with 210 units/m of Sendai virus. Aliquot parts of the cell
cul ture SUQEAGEIGCAG ARGEQCOATS] TONTGTENGAC COTCOATCAG AFGEFGEAGEduct | R0
assay (Exanple 5b). The cells are harvested 6 hours after the virus
infection by centrifuging (1000 g, 10 m nutes), washed in 50 m of
NP40abuf fser (Exanpl e 4a), resus | | col d NP404buffer nd
| ysed by the addition of 0.5 mﬁg'giﬁg?‘ﬁﬁgf) or %ﬁﬁ%c‘?es on ice. After the
nucl ei have been renmpved by cent BRR88i ng (1000 BARAIEDH ni nutes) the
supernatant is adjusted to pH=8 with 50 MM Tris/d, 0.5% Sarcosine(land 5
mM EDTA and then stored at -201C. In order to isol ate the total RNA from
t he supenat asitgefligt wilds extracted once with phenol, once with-

phenol / chl or ofrsirdas sesetatiyre Figsnidizel Realidtionirc® ol HB 1@iHapsiesiort wnd %iaiﬁ'ywi“hl cohol .
The aqueous phase is transferred to a 4 m 57 nolar CsC pad a

centri f uged4i MerslysroaoHerdeliung ¢ 9355’1Efeﬁ?'ﬁ %%wmndagyralé,gehe@mp@gt Opfin das
extract from B Basiictiopsepdonygiaassysrdauung mit qu;‘l-g @x@g[g fi? hnittstellen mit Hilfe des Klenow-

25 Fragmentes der DNA-Polymerase | und den 4 Deoxynucleosidtripfiosphaten sowie anschlisBendem
Schneiden mit Ncol erhaltene gréBere Fragment des Plasmids pRHW10, welches in der Hindlli-Stelle
des Plasmids pER103 mit der DSM Nr, 2773 (siehe Abbildung 6) das DNA-Fragment der Formel

HindIIX ' Sau3A Ncol
—/ 30 aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTICAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100
35 : . _
CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
CCAGTTGCAG AAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200

40

AGATCACACA TCTTTAagct t

Sau3a HindIII
45
enthilt,
das durch Verdauen des Avall-Fragmentes des Klones P9A2 (DSM-Nr. 3004) mit Ncol und Alul
erhaltene Fragment der Formel

50 ¢ CAT GGC CTA CTT AGC AGG AAC ACC TTG 28
' ~ Ncol

GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGT CIC 73

s AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 118

AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG ATG 163

CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208

45



RNA pellet is resuspended in 2 m of TE, pH=8.0, and prmmtat ed with

ethanol. The RNA precipitated is thepp@i«59wg89 i N wate m B"If i on
of 5 ng/m. c) Detection of interferon-onega nRNA 0.2 p mm

hybri di sati on probe prepared in Exanple 7b are preC| pitat ed togef‘hef wt t h

20-50 f a r e t t

et hanolog ¥ (%cg % Hg(%gﬁ ?rggtghp%sﬁé;ac?ﬁ ?}khe ?%EI%&%& A(rigr?g%er
RNA ('t RNA) %&G RMA TG iCAd Fﬁg ETeneAG ALS iTQC FFEf 6ﬂ'ﬁe§AGn GTA tGRG HGhs 298
PRHW 12 (B@xmlﬁcﬁ)cm Teddetr 366 &&5 Ul NG AGceteTasea esd ebd e uam

salt with® 09 ) 2 %

f or mam de (I}L% ﬁfﬁq éQTS:HEgE Ecﬁoé'i‘ﬁ?d\?c%a%’l% %3%%&% éﬁ‘ﬁé‘f\({ Ié&sgr%l es
are heat ed TAC IDGHDOITCT BCAUTEE GAR (TGO AGAn ATGr GAR h&TC \ANG AiAdatdiBdn
tsgrrplareat 3?1 T@éA ]gsftlrearﬂlﬂ%ct-ﬂﬂ&l ng‘fséﬁ& AR Aw@%ts %g.fu; ﬁbA2ésggom§ m=éT tNsS 478 .
of 8 realt 6a A Rt 18 FRC-AEACTST SHTRRRIACTBsRoRF AT adhtA 550 P
gl yceri ne, mwmmcmmmmmmmmmﬂmweawrwmé@s
After di gesiéalridachiaTidGTich8EAnAPEcTRRFide A T hREBEAG PN T REd W0 648

Cepar ot ed ARSI EReR R Grd ababdtantr O B o,

acryl am de TEATTAIMACATIITATCAIATEPATACT/ SN TIIATICTIATATRACBAATERTTGU AT 66SC .
- 74, 5463- SWTAWAT%GAM @%ﬁ@g@e dried gel is exposedgpe a

_ DuPont CronexN -ray filmusing the Kodak Lanéx Regul ar intensivator at
-700C. Legend relating to Figure 10 Trace®d®L o C represent the controls.
Trace A: 220 gg tRNA Trace B: 10 pg RNA from pER 33 (E. coli - expression
strain for int etelsigasessktjan ghgsligheisd, C. 1 ng RNA from pRHW 12 (E. coli
expressi on st r anddap gp evhajiers PPlasmishzup Rexdjisatian) in E. coli HB 101 transformiert und kultiviert wird.

45. Verfahwen zur Herstellung des Expressionsplasmids pHWR11, dadurch gekennzeichnet, da8 in das
25 durch Restrictionsendonucieaseverdauung mit BamHl, Auffiillen der Schnittstellen mit Hilfe des Klenow-
Fragmentes der DNA-Polymerase | und den 4 Deoxynucleosidiriphosphaten sowle anschlieBendem
Schneiden mit Ncol erhaltene gréBere Fragment des Plasmids pRHW10, welches in der Hindlil-Stelle

des Plasmids pER103 mit der DSM Nr. 2773 (siche Abbildung 8) das DNA-Fragment der Formel

Y 30 HindIIIX Sau3aA Ncol
aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
35 ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100
CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG | 150
40 CCAGTTGCAG AAGGCCCATG TCATGTCTGI CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200

AGATCACACA TCTTTAagct t
Sau3A HindIIIX

enthilt, das durch Verdauen eines Avall-Fragmentes des Klones E76E9 (DSM Nr. 3003) mit Ncol und
Alul erhaltene Fragment der Formel

60
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Trace D 50 pg RNA fromuntreated Namal wa cells Trace Ilr
virus-infected Namalwa cells Trace LJ;: ﬁNA from NaE”m“mem Ilﬁ“l
pretreated with dexamet hasone and infected wth virus Trace®* Gt 20 pg bf
RNA fromuntreated NC 37 cells. Trace H: 20 pg RNA fromvirus-infected NC
37 cells Trace I: 20 pg RNA frogm S e a

dexanet hasone and infected with v%jﬁ‘?gﬂé CE@S?EZ;S %rggkﬁ% Aéé%l’?m?%mztz?ut
with. Hnfl); Traces B and C showW&®¥at the expected signal can only be

det ect ed wbme carT @mgehespmu Are AR Agh amengCccheCRNATOQUTEG UGS CMeySal o)

show t hat X S d 29”{;1 ggound
Si g\r,1val (se)gﬁ/ raceAgA ﬂEﬁ &ﬁé ?r'gér" A&? W@%R%g 8gé ﬂ@ﬁyﬁ'ﬁy | sat 1 on part ner
does not PAGRINAS TS GAGI ARGt GEE CABSTG AT AT W’Qcﬁ'gc@% GAG NG

i nducti on ofG tdxs @RGyAlrc s:mecmccc-fd,\lﬁmmom AEA Ghecced N 3FcT ddTs zoihe

pretr eat et Widd) 8RR RASOBRCT ERAANCRAN B BRECRET. JERCER: at0 ga oW

f undanent e 'sane resu al ned Wt
t he i nduct¢h GAA ICTEEHAl CABETE | GAGRNCG §'G¢ofrT§sC§‘Ge§BGa§TIP rﬁ%é‘%@?

I1's.  Thisa residaal scpaselr! eActech art alger heroacti 6CasCTéi AdT e 343

d
.mﬁt cur o0 | Ad o0 uaEeaCliy SHRETR Wi ThH BnBelR Qe s ang ne
i nt er f e/ DriTAG G0 GA6n BGTERERPTEC sGA% TR GFE éﬁAt ABGoEMA AT AXE ARA 433
| FN- onegal r¢¢ @enasd erat ?datﬂcxm 206 CaMGAASAGREOTOUAdA MmO aTed

R | RockliT Ao o SBECRER 10F fRiieatibrearheREm Mbodkn 888 2
81, 4129; MBCACIIGOACARNGIRACTCT GGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCAC 589
AGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648
AAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATITAT 707
TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766
25 PTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCE 802

AluX

mittels Ligasereaktion eingeflgt wird,
\_ 30 und das so erhaltene Plasmid zur Replikation in E. coli HB 101 transformiert und kultiviert wird.

46. Synergistische Mischung gem#B Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, daB diese zustzlich -
Interferon enthéilt.

35 4r7. Synergistische Mischung gem&B Anspruch 41, dadurch gekennzeichnst, daf diese zusdtzlich humanen
Tumor-Nekrose-Faktor enthélt.

Claims

40 1. Recombinant DNA molecule containing a coding sequence for new human interfaron proteins of type |,
containing 168-174 amino acids, for interferon-pseudo-omega2 (see Figure 12), interferon-pseudo-
omegad (see Figure 13) or interferon-pseudo-omega4 (see Figure 14), characterised in that the coding
sequence is hybridised under stringent conditions which enable a homology greater than 85% to be
recognised, with the inserts in the Pst-1 cutting site a) of the plasmid E76E9 in E. coli HB 101, filed at

45 the DSM under the number DSM 3003 or b) of the plasmid P9A2 in E. coli HB 101, filed at the DSM
under the number DSM 3004.

2. DNA molecule as claimed in claim 1, characterised in that the stringent conditions only enable a
homology of more than 90% to be detected.
50
3. DNA molecule as claimed in claims 1 and 2, characterised in that the coding sequence is present as an
insert in the Pst-1 cutting site a) of the plasmid E76E9 in E. coli HB 101, filed at the DSM under the
number DSM 3003 or b) of the plasmid P9A2 in E. coli HB 101, filed at the DSM under the number
DSM 3004, or a degencrate variation of this insert.
55
4. DNA molecule as claimed in claims 1 to 3, characterised in that the vehicle is a plasmid which is
replicatable in procaryotes or eucaryotes.
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a conplexity of 2 x 106) was searched for | FN-onega or rel ated genes
coli DHL (rK-, mK+D rec.A; gyrA96, s 2056 ed as t II !iculln m
all, My cells ("plating bacteria)Lt\‘/\?e(rpé prepélafed H“ C'Iﬂ" ” |
grows overnight in L broth (10 g/l trypton, 5 g/l yeast extract "5 g/I

NaCl ) suppl eferiNaddmaletule BccBRingeth tolire . 4, TCharaddaisde ini atak & E@W&Qmp}%hlae which is
centrifugi ng aneplicatdblerin ngroorgargsnistor Mmdvindldh s uti on to give an optical
density600 = 2. 5 mM of this cell suspension are incubated with 12.5 x 106
col ony for mi frg QiiAimalecylp apeleiivediin clslons. dentdining Oseqienct es at 370C. Then 10 vol
of LB are %added and the suspension is kept at 370C for one hour for the

ur pose of ' of. 1h ' I St.a Lnmparted by the cosmd.
'FI)'hepbact eri g}% :é@hg#cr gﬁ%vgﬁéﬁggggﬁfléﬁe@% Qﬁg‘sbgge é%d“i“ﬁ ACq TTS Ifg
and spread ¢RG T CBGeCAGI 633 ATG t&GG |ACR FTQITCE CGROTTC (BPGSIGISKN®RI oker
ggd S;: 210” Ik AP B @Lcamm;srl EACYIRE REG %%%cl cheS¥natc! Ok ﬂ%@]ﬁd& CLLS

a ol oni es_grow on_eac ]

Thepgol oni e&%?&eﬁ% gkﬁl g%gdggé ?ﬁt Sg'ePF'gl 6LE FAT &A% AT &ﬁoar e
kep{_sat 40C.CTE £3C GAGt ABCCTTONGE | CT@IErC $A|§!r ACASSAG asCdree ridmddm 225
Exanpl e | ¢) qdg Ged hﬁcbﬁ‘i'beﬁté ere. @m%wm @i@ bhe ﬁbrﬂgéﬁ Séﬂar& ol i~

fixed to the nitrocellul ose, |ters are washed ours at
a 50 mM Tri SATCCAR, TS GAA 1°M|\%’E§ ‘-"'1’1‘3 REESEL TG’Glﬁ%"%D@A%o?’E&u‘ﬁ?F 9%315
filters are GAleGAANGABATEE GCT GG fGIA ATDBGEST MCacBTxGmnttm dthcs 860

Exampl e | 0) iade haeSEacOTdtd SRS &6k UL Agggfﬁgdﬁm DEAS ad, %0300

cpm of nick-transl at ed enatur onegal

t he cl one 2R3 2CCsERCFTET €CB) TE¢S CAY L PCHSHES| Wh%'r%aﬁﬂﬁ A P8N.

After hybri diccatimenTTcheTAi TCRrsCRIEACaTRE AR G AcK G nAchItzasr ainaadbbent
tenperature d SGn=0 O/ ' lution and then 3 x 45 m nutes

650C in a odz'ﬁ' %gécéAg gvf%%%%é éP%?%n The filters are dried and ex%gged
to Kodak X-Omat S filmusing an i nten5|f|er filmat -70C. Positively

reacti ng édl onies are
7. DNA molecule as claimed in claim 5, characterised in that the DNA molecule as claimed in claim 6
contains the nucleotide A instead of the nucleotide G in position 332.

8. DNA molecule as claimed in claim 5, characterised in that it is a) the plasmid E76ES in E. coli HB 101
I\, 30 filed at the DSM under the number DSM 3003 or b) the plasmid P9A2 In E. coli HB 101, filed at the
DSM under the number DSM 3004.

9. DNA molecule as claimed in claims 6 and 7, characterised in that it additionally contains the DNA
sequence of formula
35

ATG GCC CTG CTG TTC CCT CTA CTG GCA GCC CTA GTG ATG ACC AGC TAT AGC CCT GTT
GGA TCT CTG GGC
coding for the leader peptide.

40 10. Interferon-omegal gene of formula
45
50

55
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| ocal i sed on the replica filtérs scratched of f 54 - and resuspended in

L broth + kananycin (30 pg/m). O‘ bePBysi on, HI ut
on LB agar + 30 pg/m kananyci n. Théem‘r)zgﬁltl ng col oni esTmuIMmu"mg“HT E
on nitrocellulose filters. These filters are hybridised with 32P-farked

| FN- omegal - DNA as described above. From each hybridisin coI ony, the
cosmid is isolated using the method described by EFAFERS P’éAQNuc]r?

Aci ds Res. GtzaA&mqmmr)vmwmcmcm'mmtmmb&cmm@cmmﬁccoI i7@Hl
was transf ﬂé@@ﬂa@ﬂﬁ-ﬁA&%GE&ﬁﬂﬁiﬁf%&ﬁdﬁm&ﬂgﬂékﬁﬂAngﬁg_ fa

" kananycih. The transformants were aln teste
‘abel | ed | FRATARSAR WAFSP%@%W%ﬂwgaee?ﬁgm%wmqgcsm@ |h9‘(\;ach
case st art MIJAATATATAMFATATYTAET GTRRGIGEAGTGIGrercIGABT AR TACAedCcaTATt hes3

cosmd t hehG@iTA'FAdwc"l%l%@ﬂc@f‘mﬁ;ilﬁf(ﬂﬁf@%‘%&?m&@h@%&iﬂﬂ@%ﬂ%&%ﬁ' | {pKi

D. R, Biochem st 4428 ree o e Isolated cosmds carry the
nanes co9S T&%%@%CE@&BG %?AC&MWMQTGMﬁ?Q?W@QWWTM%ﬁBS 3R pucs
1 pg of Cos"m;ﬁmm@crcmwhﬂ;mm»:mmemutamﬂmﬂmﬂdﬂmmamt hea3o

condi tions W w.Enal.
fra\gﬁents gﬁ:@%&?\gﬂn o agar osemﬁs I'n TBE %% Pec.trrop oresis

and tra fﬁa?wwWﬁwgmwmmmqqrsp@aewmw%@%ﬁﬁ@ﬁﬁc( Bhpl e
4c). The t weahdddriGAGERPCOYEATEIERA WG cifCérct ¢PESPRt etoeegabTOdN 595

re cur wi ST TN St BRE 46 HE §¢§e§8§ aFE i%sa%g%fg go°Ne£pom @
el ect r ophoF@BiGAT BTE LEEGHRALAAGIAT GGS RFAVETR MERFAG BIRL ﬁﬁct TG 689
pgelh: i nﬁrem& QS5 CHGE CRECEAA OPFd! tRIE ARA RYE] 'i't@.?cd't apfd Wind (rGQ*ObﬁﬁEan »
éeshoi'pﬁo?é@@@%w&ééf #@%“W%éc éﬂé‘ §85, ) sl b’ 566" 79 €
G TTG CAG AAG GCC CAT GTC A T GTC CTC CAT GAG ATG 824
2 CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 869
~GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 914
CAG CAA CTG CAA CAC CTq GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 959
GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 1004
30 AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 1045
TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA 1094
TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 1139
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGA AATGATTCTCATTGATTAATTTGCCAT 1190
ATAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCA 1249
CAGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTT 1308
AAAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTA 1367
40 TTTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGC 1426
CTTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCTTTCCATTTGGTTAAATATTGTA 1485
TTTTGTTATTTATTAAATTATTTTCAARAACAAAACTTCTTGAAGTTATTTATTCGAAAAC 1544
CAAARATCCAAACACTAGTTTTCTGAACCAAATCAAGGAATGGACGGTAATATACACTTA 1603
CCTATTCATTCATTCCATTTACATAATATGTATAAAGTGAGTATCAAAGTGGCATATTT 1662
TGGAATTGATGTCAAGCAATGCAGGTGTACTCATTGCATGACTGTATCAAAATATCTCA 1721
TGTAACCAATAAATATATACACTTACTATGTATCCCACAAAAATTAAAAAGTTATTTTA 1780
50AAAAAGAAATACAGGTGAATAAACACAGTTTCTTTCCGTGTTGAAGAGCTTTCATTCTT 1839
ACAGGAAAAGAAACAGTAAAGATGTACCAATTTCGCTTATATGAAACACTACAAAGATA 1898
AGTAAAAGAAAATGATGTTCTCATACTAGAAGCTT 1933

Y
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11. Interferon-pseudo-omega2-gene of formula
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- 55 -'(1982)) and E. coli JMLO1 (supE, thi, (Iac-proﬁ?ﬂ F' . traD36, pro
AB, lac q Z ML5] (e.g. P.L. Biochem | ansf or “’ lm g
reaction solution. The bacteria are ésiﬁéz-}ol%é@né_ B agar “ﬁ' " ; Jml l,feﬂ
of ampicillin, 250 pg/m of 5-brono-4-chloro-3- s
I ndol yl - B- D- gal act opyranoside (BCIG Sigm) and 250 pg/m of
i sopropyl - B- D- t hi ogAAGETECAGFEAEAGREARCERTAACEAINICAABLTCARTG GDAIALDN 0F1 t he
Eﬁkpnles foro&mbeuhAu@CQﬁcéh@cx&xuﬂXb&FQ&T@ea¢fﬁﬁﬂﬁhﬁbﬂTﬁb&éﬁTéﬁﬂﬁrakéSPifbth
S were i C rQm sone | Qnes en cut_w
Hndi 11 and §§§§’$W&%A§5§§é§ﬁ@§§@ﬁ§%?ﬂ%ww@aéﬁﬁmcwam 169
transferred FOAMFIFANTECAGRBRAECEAT: CEAGCEYPRGREATFTACCRATGCARPATERRG al 22NA
as above. SteGTAKRAITGEAGGOPAGEATLTEEHCDAAAAGTFA T TORAACRE EIICAGARAG E 2ZEY

case and desj o2l i

bt dnse veh PORHEIATHE AR R it icARINE R AT A ORI Rl i
PRH52. )" SeANEARRGARGATZCATTGCAANINT CAAGACTETAGAGCTGATSALCTCCTRITAGEHCAr 0hf3 he
vector part eyrssiAdaAGcMrirtrtAtiddcageerfuEseEHEutrACREGECErddCTBeTAS| £64

Thi s DA ab ; ) . . f
DWI | gase, teﬁlgéA VO urreGF§Cé%8€(§%c? %@gggéﬁﬁaﬁ@%%ggaﬁ%q at'i gﬁbgg??felr
(Exanpl e 4d) T%'FEFQ@?@HGHEGWWTWWMWW%GMQTWW t$82 ce
(MSE 100 Vat +GARGTCTAGATCCOAACEH RANMTGITGTRB R TR AT CAGhA RE T dOdrCTEi Vo1

ti 30 : i ddi
11100 vol " of R anEC i AL rr e crp R Sxb ERAACaRK e | 100
fragment of SHEAHNEGTICFRERRSEIGATATAGAAGHGATCTANMISHEAAGRATARRTHGARKE DAY

f r agment szoh aNAKRATITAGAGRAAPGCIEC AU ADBTGA AN RCT RIIGTGCIGCADTARMSQCATGZ e 1B
1% agar ose g mﬁ‘ﬂﬁ%&ﬁ?{ﬁ@sﬁ&hﬂ%&ﬁﬁﬁwﬁiﬁﬁeQgggdti%m‘r@{sﬁgbﬁﬂgaé?’i’

and subcl oned i n osphorylate age cut
Wi th Smal . THEAGIGRAMAGERERET AT CA ABRLSHRATCH FAECTTE T ST §30an020

sequenced usGCy 4dCe cTat bad GRY @GP AMEC TGT GGC TCT TCT GGA TCT CTA GGA 973
% oTAT AMAC CTG CCT CAG AAC CAT GGC CTG CTA GGC AGG AAC ACC TTG 1018
GTG CTT TTG GGC CAA ATG AGG AGA ATC TCT CCC TTC TTG TGT CTA 1063
AAG GAC AGA AGT GAC TTC AGA TTC CCC CAG GAG AAG GTG GAA GTC 1108
AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAG GCT ATG TCT PTC CTC TAT GAT GTG 1153
TTA CAG CAG GTC TTC AAC TTC TCA CAC AAA GCG CTC CTC TGC TGC 1198
ATG GAA CAT GAC CTT CCT GGA CCA ACT CCA CAC TTT ACG TCA TCA 1243
GCA GCT GGA ACA CCT GGA GAC CTG CTT GGT GCA GGA GAT GGG AGA 1288
3% AGG AGA AGC TGG GGG CAG TGG GTG ATT GAG GGC TCT ACA CTG GCC 1333
TTG AGG AGG TAT TTC CAG GAA TCC ATC TCT ACC TGA AAGAGAAGAAA 1380
TAAAGATTGTGCCTGGGAAGTTGTCAGAGTGGAAATCATGAGATCCTTTTCATCCACAA 1439
GTTTGCAAGAAAGATTGAGAAGTAAGGATGAAGACCTGGGCTCATCATGAAATGATTCT 1498
CATTGACTAATCTGCCATATCACACTTGTACATGTGACTTTGGATATTCAAAAAGCTCA 1557
TTTCTGTTTCATCAGAAATTATTGAATTAGTTTTAGCAAATACTTTATTAATAGCATAA 1619
AGCAAGTTTATGTCAAAAACATTCAGCTCCTGGGGCATCCGTAACTCAGAGATAACTGC 1675

45 CCTGATGCTGTTTATTTATCTTCCTTCTTTTTTTTCATGCCTTGTATTTATGATATTTA 1734
TATATTTTATATTTTCATCTTCACATCGTATTAAAATTTATAAAACATTCACTTTTTCA 1793

K/- 30

40

50 PATTAAGTTTGCATTTTGTTTTATTAAATTCATATCAAAGAAAACTCTGTAAATGTTTC 1852
TATTCTAAAAACAATGTCTACTTTCTCTTTTTGTAAACCAAATTGAAAATATGGTAAAA 1911
TGTATTAACTCATTCATTTCATTCCTATTATATGTATAAATTGAGTAAATGGCAAACTG 1970
TGGGGTTTTCTTAAAGAAATACAGGTGAATAAAGCAAACACAGTTTCTCTCAGTCTAAG 2029
AGGGAAAGAGACGTAAAAACAGGACAAATATTTATATTATTTCAATTATGITAAATGCT 2088
ACAAAGAGAAGTHAAGAAAAGTGATGTTCTCACATCAGAAGCTT 2132

65
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by S‘anger' (Sanger, F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci 74;—5463-5467(1976)) .
The individual sequences are put togplgheip Jdogg ghor m the total sequence by

B
means of conputers (Staden, R, Nucl. Acids Res. 10, 47i|“[mﬂuunlﬂtﬂmuuﬁ
Sequence of the subclone pRH57 (1 FN-onmegal) The sequenc l
11. Thi's f riégfereromproude-dmeodiaREe dforinolag cont ai ns t he gené f&r Fnt%rferdn-

onegal . The region coding for protein conprises the nucleotldes 576 to
1163. The sequence is totally identical to that of the cDNA cloowrd®9AR The

| eotid
nucl eot | de CREAELRBGRAFodrthtaRAHeRTERACRCA NI dATRICARR CEACRIE AN elk°

| ong. Thé TATA box Is at acl.n
genes in f COABCEFAGRAGCCACLGECHTTEE Gﬁ ATE ETOGRG &TS &:TB' CEBZS"TA dérPe has

a nunber ofGTsi goal creE @Iy frec mbymdcnuct@tccznm iGGg frCRNeTE i A8A QB0

ATTAAA at 0 Ofan L7 1734
10, o3 bh: 0 1 R RRcOEat/ e dif el RAG AR RRG) AeCTPngl B8S 17
of the sub§¢bn§'1"5mchq A AFGIBGCOoNEY aRTC MGLAETL ITENERE THE QR 2Sice,
2132 bp | opgac ehctAea Hidrlicac frr@gnest ri¢ oted ere Gl dreop8c WG heday [z9isdi ses

bl oot | doCEBonEE Ret A s’ oRp ! A8 Ry (RITclc? SEECRNE fd 1, 340
t her ef r o@ PECSAGANAGH HRCT iMCAt GZ8 BATNDCACTCR CAG: ASTNGLEr CEB €T RXGH385he
signal pepttgec@h &Rek Wil @CC-"I_‘EQQG&AC@Aﬂé’f@éﬁhcfaﬁcfﬁbhmd@ﬁcﬁn4'1%

ds sh t | st
fyrosi ne | ATROEIBFARI G TARPREASACARBAAEATH B AR e Ra GG fgpith, 100 ©
protei n. FEEFCAFTRCACRIRSCITCAGEACETACTI BEAGGLANTSCATGGEABTCOAGECHITIC IH5i8al

gke gtgﬁg?! %k éAé&&W{iﬁgﬁe&&c&@@&H&ﬁW i ;r@ﬂ&ﬂéﬁéc;ﬁ'ﬁ:@rﬁt rsgvambg
de?mnst r at g §T¢ﬁﬁ%¢t‘6¢%ﬁ%¢?ﬁf Gﬁegﬁﬁﬁéﬁﬁgﬁﬁ?ﬂ%%w

suitabl e i csmcccmmammamcrcmmwmmmmcmecﬂccmmc 735
25 TGTCTTTGGTCATTTCAATAGGTTCTTATTTCTIGCAG 772

13. Interferon-pseudo-omega4 gene of formula

- ¥ AAGCTTTGGGCATGACCTAGTAGGTGACTCTT 32
AGTTGGAGTGGTCAGTTGTMGGCTC'._['TGCTCAGTCACGTGGCTCCCCTGTATTTCCCC 91
ACGTTTGCAGCCGTGCTCCTTCTCAATGCTATGAAAGTGTGGGCTCCTCTCCCACTGGA 150

35 GTGCTGACTGTAGCTTGTATCTTGGCACTCCCAGGCTGTACATAACAGCTCTGAGGTGA 209

'I‘CTCAGGGTTAATGTTTTCTCCCCGACTTGGAGGCCATTGAAGGMGGGACCTTAGTAG 268
TAGTTGTAACTGAGGGTCTTTTGCTTGTCTCCTGGGGGCTCCACCCCAGAGATGCAGGT = 327

40
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prot'ei n reading frane (see Exanple 9). Thus, fromthe s int of T I
interferons, the isolated gene is a pseues IFN—pselﬂﬂ ﬁ" iﬁ
Sequence of the subcl one pRHSI (IFN—pseudoQgﬁgaaS) The L

originating fromcosm d B and about 3500 bp | ong which hybridi ses W|th "t he

onegal r obe i 1 An open reading frane is
OB oo £y AR SR B Codetrc i QORI SRR AL (T

di spl ay t he AGGRGRISSCHECETECTFANICTSAGCLEECCATRETIGACEHNTEECARGAGACTCS t A dSs
\ghte Pe; ][ %/ gtﬁ 0pdf@tc&@c&&@mrmmdwawrb@réémdﬂMK@ﬂﬁécmﬁ@ca@r@ﬁ a od; 42.
after am no é&#%“*%ﬁgi"g%%@%g%hgé@éf .chcﬁeq%%ﬁggggczf hastsai t
is then gr e§¢§TWWQQQ%CTWQW@@&§§TCQW§TQMGWWH&T%GA 622
desi gnat ed | &MePEiedeaBRECRCrcERGTECCYERRScOicdTdTAnBRR e dedreT 681

R R L L T T s Rl L

shown i N Fi gEPRCAGFGTSRTERAM T RAAGTGACTERECECAREATCTRALETTERAMNCIAAEACHT m ch
s partial | yriigacaeewscrord it cOtpGACCcCAACERRICAdGBRTAREAGIGTTERGe 858

PS?L her g raoAGRcAER st adhaBhliip g R cARCRRMEREEACEE. 4TF
to | FN-1 i s $CAGRGGARATECECAGGCANIAGETRRECTACTGIRCTECACTEATGRONGRGESCAL
22nd am no afecrENEarRBaaTAEcE A GEEAr TRt ASCARIGAGGEGe RSt AT TCHohta DED 35

possi bl e up &@:ﬁ&&%w?ﬁ%ﬁr%gmﬁh%g%exé&dmf@@éﬁ&b&c@{--)%ﬁ&&%c?ﬂOﬂfb4
honol ogy can be establis one e |1 ntroduct
i nsertions (EXNRNGECOFCCTRECHRATEECHEREC GREFEATEGRIINTGRETEY 1153
| FN- pseudo- ommgﬂtccﬁmmpter@rmmmo'rctf:m'm;mg'eaemi\mmmombeus of21he
:Eﬁ pggﬁgg L ;ﬁl{‘ 72 EETOW’% GRSTE: herc%ﬂéﬁ}é&re%ﬁ%ﬂﬁﬁ&?&ca@samm 1271
CAGGAACTGCGTGGAGAACAGTGTAGC ACTCTTCTGTGAGGCAGTTGCTCTGTTT 1330
%  PGGGGATCTGGAGCAGCCGCTATTCCTTACAGATTCCCAGAGCCTGGAGACAGCAAGGG 1389
CAAGAGCTGTGAGAAAGCAAAGATAGCAACCCACCCTTCTCACTGGGAGCTCTGTTCCA 1448
GGGAGATGCAGAGCTGCCATTGCTCAATAGCCCCAGCTGGTAGCTGCAGACCCAGGCCT 1507
N 0 ' GGCAGACCCACCCAGTGAGCAGATAGGGGATTAGGGACCCACATAACACACAGTCTGGC 1566
- CACTTTTCCATAGGGCTGCTGAATATGCTGGGGGTCCAATCCAGACCATAGTCACCTCA 1625
CATTTTTCAGTACCTGAAGATATCAACAGTGAAGGCTATGAAACAGTGAAGATGGGGAC 1684
CTGCCCCTGCCTCTGGACCTCTGTTCCAGAGAGGTACAACCTGTTGCCTCCGACATACA 1743
35 TGCAGGAGGTGGCTGGAGACCCGGTGGATATCCCTCCCACTGAGGAGAAGCAGCATCAG 1802
GGAATCAGGTGAAGAAACAGTCTGGCCACTTTTTGGTAGAGCAGCTGTGCT‘I‘GCTGGGG 1861
GTCTGCTACCACCCCCAGCAAAAAGAATGGCATTTGCAAGAATGGCTAAGGCTGCTAAA 1920
CAGCAACAATGGCAACCTACCATTCCCTTTGGAGCGCCATCCCAGGGATATTCGAAACT 1979
GCTGTCCACTAGAAAACAGTGGTGGAGGTGACTGGAGACCCCAGTGGAGAGTTTCACCT 2038
GGTGAAAAGAAACAGGATTTGGGATCGACATGAATAACCAATCTGACTGCTTCCCCGTA 2097
GAGCTGCTGGACTGTGCTGGGTGGCTGCTCCAGTCCCTAGCTGCCTTGGACTCCCGAGA 2156
4 ACCCAAAGGCTCCAATAGCTAAGATTGTGAAAGAGCAAAGATGGCAGCCCACCCCCTGC 2215
CACAGGGAGCTCCATGTCAGGGAGGTATGAGGCTGCTACCAGTGTCTGGCTGGATTCCC 2274
AAGTCGAGTGGGTCTTACCCTGAGACAGGCCATGGAAGGTGGGCCTGTCATTGTCACTG 2333
CCCAGCGCCCTGGATGAAACCCCTTTCCTAGGGGTATGTATAGGGGTCTAGCGTCCTGC 2392
TTGGCTGGAGTTATAGCTTCTTTTGTGGGGAGGCCTGGGTATCTAAGGCTCCAGGGTAC 2451

’TI
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W|th the anino acid translation. To establish better concor dance, gaps are

inserted in the individual genes whieph seoirdi cat ed mu m’"m,ma f are
onitted. The nunbering of the bases includes the gap

transl ation of IFN-onegal is retained (e.g. at p03|t|ons ‘352-385:5' ¢ AC'

codes for Etﬁ'i'sczl'fbddh%n@é§§cﬁcidl%d&%§ﬂ@8c'gﬁs‘£@1ac&b%ﬁék@{#§{ﬁdﬁg 95{.@ m no

ear I med

shows [t S it et e e
l e, ;tRE
géggplg ObGGCﬁchﬁfccﬁﬂCTéTGf¢E¥CCﬁﬁG@Cb@CbXGTﬁﬁﬁﬁdTGEg?ghéhﬁwéé¥¥%§9;2??7 ot
wht o' epr BSN AR seatpa N B e R R o bR caSG P TR g 2746
term nates AAG%QQW@W@W'MGWQW’IEQA@HQCmmCmmﬁgggﬁAmetng;2; y, in
PR T

A o AP T REN N Wiy
positions éﬁg‘“ﬁl&‘cﬁr GAGTGGCA A’Fﬁé"“&@ﬁ?%%c TW&FFSF\ e
genes or t EBAGEECAS CASCACCETEEATRACSAS ATGNGTE T €iGaCen GT'Drﬁ'.tMé:Tﬁr 2ahgenent
shown in ch@cclfmfb@ur@ri%@@m@Tts@ecéé\'%d@@ﬁoacgsTé@tdﬁ%sthgoﬂ?nbers

Cne of t norRllcdie (Al obr ¢he (ke SHIPREESER B RGeS ngbRRE AR e TRed Nl T
counting. GO TLOREd SCC JAN GG AGATBIICOYCOACID AT 3360 TET vEXch AAG 3109
| FN- onregal c%@xqudaheaée%% D@: tb ﬁﬁ&%& e%cc'ﬂb ¢QcoREga2- DNA

- onegal. an
| BN oo oA A BBrcCat A pTes BT, Cih 1L 00, ARG SRSA HC arc, A19%, gnal
sequences AGd ACHIAT TEASGTOSTAThECCe SOht GAGTAGChECTORPEAr CTRRIGDCCTh3244

"mature” pgeh CAKs TGW%CE@&@%GAWMC%&H@%&@\%%% AeRaEaTAGNBS00

e T R A A G et

| FN- orrega CEATAGACHIGECRB R CAGRTACITERP B RGP ATRCATECCARRECAGRCINATALS 3618 t he
CTGAAAGAGAAGAAATACAGTGACTGTGCTTAGGAGGTTGTCAGAATGGAATCATGAAA 3477
TCCTTCTCTTCATCAACAGACTTGCAAGGACTGAGAAGTAAGGATGAAGACCTGGGGTC 3536
TGCTTTACTCTTTCTTATTTTCTTCCTCTTCCTTACTATGTGTTTATTTCTTCTTTTTC 3595
TAGTTCCTTAACTTGTAAGTAGTTCACTTGGTTTGAGGTCTTTCTTCTTTTTTAATATA 3654
AGCTT . 3659

'\/ 30

35
14. Transforme‘d host organism which contains the genetic information as claimed in claims 1 to 10.

15. Host organism as claimed in claim 14, characterised in that the genetic sequence is contained in a
vehicle which is replicatable in the host organism.
40

16. Host organism as claimed in claim 14, characterised in that it is a mammalian cell fine or E. coli.

17. Host organism as claimed in claim 14, characterised in that it is E. coli with the DSM number 3003 or
E. coli with the DSM number 3004. :
45
18. Host organism as claimed in claim 17, characterised in that the vehicle additionally contains the
replicon and control sequences required for expression.

19. Host organism as claimed in claim 18, characterised in that the vehicle contains the replicon and
50 control sequences of the plasmid pER103 with DSM no. 2773 (see Fig. 6) required for expression.

20. Host organism as claimed in claim 20, transformed with an expression plasmid as claimed in claims 21,
22 or 24,

56 21. Expression plasmid for interferon-omega which is a derivative of plasmid pBR 322, characterised in that
instead of the shorter EcoRVBamHI fragment inherent in the plasmid, the plasmid pBR322 contains the
DNA sequence of formula

;
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-

| FN- a fam |y can be explained by the fact that three m
| FN- onega- genes are pseudo genes andgpl@i4 Ragy nhot s he same
sel ection pressure as functional genes. Exanple 10 Fer ﬂﬂﬂm"w,u”mlthe
strain: A single colony of the strain HB101l/pRHW 2 on LB-

ng/m of anpicillin) is super-inoculatéd.-with 25 ng/m of anmpicillin in
trypt on- soyaEgeBIh (OXIJHDI{HVIlZQ) and shaken at 250 rpm at 370C until an

optical densighye s T%cc’ﬂ%cﬂ'r‘ré ' A Pagse) .
Then 10 wt. terl cerol are adde t he cu t&é?'g% ﬁ;ns erreg
into steri5le anpoules in 1.5 m batches andfrozen at -70*C. - 60 -

Primary cul ture: The cul turc%mmetr-anacbnt ains 15 g/| Na2HPO4 x 12Hpex 0.5
g/l NaQ; 1.RAceAbrhi¥¢EiacTh c&éahr‘fbﬁ&’@ﬂcméb&iﬁc‘m?{?%écﬂﬁ% QT@lélg/ !

CaCl2; 5 g/l caseine hydrolysate (Merck 2238) se- nonohydr at e;
~0.1 g/l anpicillin; 20 my/l cysteine and 1 mi/I RPﬁlamn'g n4gx ochl ori de. 4

x 200 m & ijissAspdl um each in a 1000 M Erlenneyer flask, are inocul ated

with 1 m of pgpsgRpke GULLunaef rEBIQImRIAYenand shaken for 16 to 18 hours
at 37eC and at m Min culture: The nmediumfor fernmentation contains
10 g/ | (NH4) 2HPOR®WMA 6 /| K2HPO4 x 3H20; 0.5 g/l Nad; 0.25 g/1 MgSO4 x -
7H20; 0.014 g/l CaCl2; 11 g/1 glucose- nonohydrate; 21 g/l
casei n-hydrol ysate (Merck 2238); 20 ng/l cysteine, 1 ng/l

t hi am ne- hy ds0 Rbedsiof! Blagid pRAWIBIAS ciamblr in"Hikih 2F rc%ré&erl?&l' iffl tha\8thé Infols ﬁr &ﬁega-gene
steril e medi UMcblaid theb e SqBdncdblidim@a t ot @l vol unme of litres
radius = 3:1) are inoculated with 800 ml of the pri mary culture
Fer ment at koOn is carried out at 280C, 1000 rpm (Effigas turbine), at an
aeration r amsTOGAT QTG CODIChE/ANS CAE/ GEAUCTH CITH AGC AGEt BAC |AQL (RGO 26. 9.
During fermentation the pH level f@kbg and is then maintained constant at
6.0 using 3%’1'@&%5"1' éngecgg CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGT CTC 73
25 AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 118
AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG ATG 163
CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208
GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253
CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 298
GAA GGA GAA TCT GCT GAG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 343
AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 388
% TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG ARA 433
TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GKE AGA CTG AGA AGT AAA 478
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGAAATGATTCTCATTGATTAATTTGCCATA 530
4 TAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCAC 589
AGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648
AAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707
TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766
% PPTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCE 802
Alul

50 23. Expression plasmid pRHW11 as claimed in claim 21, characterised in that the interferon-omega-gene
contains the DNA sequence of formula
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opti cal blensity (546 nm of 18 to 20 is reached (usuall r 8.5 t0 9.5
hours fernentation), the preparati ogpipi70@0484 tO 20acg “B “ H"I

i dentical conditions and then adjusted to a pHof 2.2 u :

(W thout aeration) and stirred for 1 hour at 200C and at 800 rpm (w t hout
aeration). P 193 cipt EXGH i oo - fosp A d 345 000
rpomin a Clgg'g‘elégggrat oFsﬁc%XngrﬁEu%}i?Egg gé %?1% *Er‘cgzen é\r?gf 'gtggr'ggéat
-200C. - 61 - Exanple 11 Purifi ion of interferon-onmega-dy a) Parti al
purificati @rcAdTT CTGSCROSCRA ATRNGE AGAUATS! Ted @ Cch 4frq ™o hGwness (B3
coli HB1O1 . fonaed, Wt hﬁrc?’ﬁ[?;(ce |0 I W e S din
1150 m of fa%z\(ac?f\(gﬁaé%'%ée-coo edi'ta'g gﬁ‘? % S |rredG§{})\r %&gu es.
The suspendiGh GAS ZTGUSAE ARG GIT TAT) GBS| AYGSTRF NGRTH G CAMTT BREATGr1 63
fw{her 2 heny %-A@Qf:]gaem&@]?rm*hmlc%e5 &T@?bﬂétﬁ%ht(%\d&@t&‘c@g_fTETS@@ﬁJZOE fl1e
m Xture j,S rr r.a fu er m_nut es_an en centri *

nour at 70 50 TBAS AT G (15, CHBEBkNERD CIIGG ARG, FonThEr o 753
super nat antCASOICAA CRGi SAN OTAC CRENIGAGA ACBOTAE TIRG(CTHICAE IGTE GDGGGA a2

col'wm (CPG 10-350, nesh size 120/200) at a rate of 50 nm/h, washed with
1000 M of 25 mMtris/IMNad, pH 7.5 and eluted with 25 mMtris/I M

KCNS/ 50% | = 0 i/ - ' i

the int e??gggn&ggﬁ;%?}cﬁ ;Eégglsﬁggtcgg A?fa%%e%&g %ﬁts(?‘\g.c%%a ﬁg%ols j;?e,

oH = 6.0 aRC 1865 pEA &VEF (A% G BFCAECB RS VEAG T A CARGARF ek 184 ¢

Szrz(r)red |t S wmouedemc CEST IGACU @GEY GAA* CrT 16O LKGA Jp@ncgmm gArr:c A28 xeataiF uge,
rot or SGE~ . r r r C l

concent r#t %%é Cﬁ% e”[aﬁéu?re'ljpl) s'r (%% II"E:?l eép‘\%i f\ﬂeb%‘;l# ec?){ék% rlberlc\ﬁdﬁg'? %ﬁggpﬁtgje" 7pq-l =

6. 25/ 25% 1GBT GhHPACKHHA RS FCA: TCENBCAMTGARICRCATREATT ASTTECCG e bp"

i nj ecti on epREAGPTECACAMITEACTOIGRrCAATOE£r Ml GAC e AT GG TTARTAAN ¥ 5/ 5

colum ( PhERREGucF AT CIBRRRAASH b Ahh A NG Rea ot B4 1 S

% AAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707

TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766
TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCL 802

\_/ 10 - Alul

24. Plasmid PRHW10 which is a derivative of plasmid pBR 322, characterised in that the DNA fragment of

formula -

35

HindIXIX Sau3A Ncol

aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
40

ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100

CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
45

CCAGTTGCAG AAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200

50 AGATCACACA TCTTTAagct t
Sau3A HindIXI

is inserted in the plasmid pER103, DSM no. 2773 (see Fig. 6), in the Hindill site.
55
25. E. coli HB 101 transformed with a plasmid as claimed in claim 21, 22, 23 or 24.

26. New human type 1 interferon proteins, characterised in that they are coded by a DNA molecule as
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carried out with 20 M of a linear gradient fromO to 1 MNaC in buffer A
again at a flowrate of - 62 - 0. L0, The throug

fractions were collected and tested ?%W#@@r?bron act i VMIWMMHMMW
CPE reduction test. The active fractions were collected. Tabfe 1 Vbl the*
Bi ol ogi cal Tegdimed iFbidtbBmsti@®. U ng Yield (m) um + U total
(my/mM) (ng) % cr ude 1150 15000 17,3x10 3,6

4140 4180 27.10&y hldman interfddddd as claimeB GO claim 28, thadactbdad if) thédthe mature ihleddBons ha0d)
< 5 El uate 124divbrgenckddB00 50% cdhpdrdd with huthén Binterferons. 2088 10000 121 after
41 308000 12, 3x106 12,6 516,6 - 23800 71 dialysis + CPE
reducti on t @8t Newdmd@n miskibregs dENVEL Vasralabmdd: in ¢lkimt28, charaxtisaglrin that er f er on- a2 (see
Exanpl e 2 of EP-aAthe milge iftbGerore haved diverdBn®@of 8¢ a8t compaedwith iuminea-ipteriarens andha
cl one pER 33) adivewgencd at appkimatply 76% ghrbane v drigterierod andChar act eri sati on of
Hul FN- omegal A. bhRey oe (168 to 4¢4 aning seidg jongy endhihe Alaivicesylgled devivatiyesithareohct i vity on
monkey ce®ls C. Antiproliferative activity on human Brukitt's |ynphoma

cel | s ( Daudi28-cigterferpns as)claimed_in glaim. 2§, chassptaripaddn itpkihax haye acdiverognopypt Bem HE M ff%
cervi cal car ci {f5Ww#red uith umapeinierigrans. and theh-ofrcosylpipd dedyaliyps thefegt £~ Ser ol ogi cal

g (Lo SR R TR A
encephal offy Qoo ks o bhiiSa hEMAD 201558 YRR i AP L2 LY bt 1 C

effect (all 'onS “were carried out parti a urified
preparation 39.f ln!é‘”érgrl\jésoml in claim 31, characterised in that it contains the amino acid sequence

20

: 5 10 ' 15
Cys Asp Leu Pro Gln Asn His Gly Leu Leu Ser Arg Asn Thr Leu

20 25 30
,s Val Leu Leu His Gln Met Arg Arg Ile Ser Pro Phe Leu Cys Leu

35 ~ 40 | 45
Lys Asp Arg Arg Asp Phe Arg Phe Pro Gln Glu Met Val Lys Gly

30

' 50 55 . 60
Ser Gln Leu Gln Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu Met

65 70 75
% Leu Gln Gln Ile Phe Ser Leu Phe His Thr Glu Arg Ser Ser Ala

; 80 85 90
Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gln Leu His Thr Gly Leu His

40 95 'L00 105
Gln Gln Leu Gln His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gln Val Val Gly

110 115 120
Glu Gly Glu Ser Ala Gly Ala Ile Ser Ser Pro Ala Leu Thr Leu

: 125 130 . 135
Arg Arg Tyr Phe Gln Gly Ile Arg Yal 'T__jyr Leu Lys Glu Lys Lys

140 145 150
50 Tyr Ser Asp Cys Ala Trp Glu val Val Arg Met Glu Ile Met Lys

45

155 160 165
Ser Leu Phe Leu Ser Thr Asn Met Gln Glu Arg Leu Arg Ser Lys

% 170 -
Asp Arg Asp Leu Gly Ser Ser
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with a protein content of 9.4 ng/nl was titrated in a sui
t he above-nentioned test system THE BAépad4Bl on showed ag tiviral

activity with a speC|f|c activity of 8300 IU ng based on H"n‘lhlmum
tandard Go-23- ti K

E aC/Sa;mnkey wd r? "Vc?évlef 5"’("@& ?‘%?%?edﬁ'?gm'@ 3°'dyp°3'p° 3 e?\//I gr obi oI

251-258, 1340y, Aér Ua%c in clain{ 33| hbthrised] VR thd Inforidfbel LScidinkead \chﬁ‘ StsGAn
Pl aque- Reduct.sogmo gﬁ Lo el bl By mggqeg"aaﬁeﬁ Febnk Sf% i

preparatjon dgs a speC| iC ant|V| r activit

of 580 Ung in the test system ment i oned. - 64 - C Antlprollferatlve
activity ORankigRgons tskdidirhedSin LTSI 36 chabactsliddh tathby borii thd addt paBiidle of
Burkitt's |ynphwme cell line Daudl was grown in the presence of various

concentrations of Hul FN-onegal . After two, four and six days incubation at
37C the el |l rans toy LsvbEhe e RiuMbu AIE Ala B V& MeEThr GbH TyHIS® ProNed Qly SBCIGu BF/.
controls. Al the cultures were carried out three tines in parallel. The

Fi gure whi ¢éb Prot¢esoinspregaomsthd htatierdridptider gaclaméd ibickims 26 megdkaeheracterisedin ttiabn  of
cell  proliferation at a concentration of 100 antiviral units (11U, see
Exanpl e 12A) pevitabi¢ hoshprgapispisdangformed with geheticOnforgatioh cadingafiot the Interferam piotsins as

i nhi bi ti®vn wadaiméssiecleimg 26 toH¥, f ol | owi ng synbols are used in the Figure which

follows: 0 control, O 1 1UmM, O 10 IUmM, v 100 1UmM): 2.9- ~~~*

o, *  thisiinformatiog is exgressed in order to prpdyce the_copesgonging) interferon in the host organism and
6 . And....~D . Y - T ) Lo | .2
1.1 : tbe Rtegferon peptide thus obtained is isolated from this host organism.

36. Process as claimed in claim 35, characterised in that the information is contained in each recombinant
DNA molecule as claimed in claims 1 to 10.

37. Process as claimed in clairms 38, characterised in that after fransformation the host organism is defined
25 according to one of the claims 15 to 20.

38. Process as claimed in claim 35, characterised in that the Interferon is defined according to claims 32 to
34.

o 30 39. Process as claimed in claim 35, characterised in that E. coli HB101 is used as the host and a plasmid
— as claimed in claim 21, 22 or 23 is used as the plasmid.

40. omega-interferon which can be prepared by the process as claimed in claim 35 or 39.

35 41. Mixture suitable for antitumour or antiviral treatment, containing in addition to one or more inert camiers
and/or diluents an effective quantity of interferon peptide as claimed in one of claims 26 to 34.

42. Use of omega-interferon as claimed in claims 30 to 34 for preparing a mixture suitable for antitumour or
antiviral treatment.
40
43. Process for preparing the plasmid pRHW10, characterised in that the DNA fragment of formuia

HindIXIX Sau3A Ncol
45 aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100
50
CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
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- 65 - D Antiproliferative activity on human cervi cal
(cell l'ine HeLa) The human cervi cal ell line Eﬂ'ﬂmm l!
t he presence of the follow:ng protei %@5?,7885%?@. n m xtur | It]

(see Exanple 12A) 100 1U mM Hul FN-gamma (see Exanple 12A) 100 IU/n1 Human

t unour- necr ogj 9 . h.lnc.,, San
Franci sco, Uggﬁ?ggééég%rél c-aw%)lﬂé gg/%gei‘ﬁgf%%i'%g '}7% G%4) 106°Hg/ m
Al'l the binary conbinations of the said proteins Concentrations as above 2
Cul tures wer BGARCACHCA rwdi'mmagbasu cs tissue culture dishes (50,000 cells
per di sh)5andsw§“bat ed for #ihd ?ixys at 37*C, then the cell density was
determ ned. Treatnent of the ceF S with Hul FN-onegal or HuTNH gamma had
only a slight effect on cell growh, whereas Hul FN gamma showed a

si gni ficant cylscb'lé*f’%ﬂdl'@o the plsgmid PEBTBI PRN no #E730iFigl HNat dreerhlindliliite Iy ligeish areigaand
showed syner gi ¥ rasulingplsemid s tansigrmed foxieplicetion ingi. colife10 @hd @kwalgi Figure gives

t he resul't"s 91f t he experi nent: - 66 - * | I - = -
. Procesgfor reparmg th{g«ptessmm plasmid pBHW12, character:sed in thaube| fragment of fpr@ula
rb~ -t - B S rI*- - . -t~ Y-, 1 -t --..--**--
* _* &*___ - | e e e e e e ]| 2 e 11
t *! - iar i . Xr- oo, %oy ©xCAL GGC.CTA CTT AGC AGC AGG| ApC_ACC '111‘6 2R

- =170 L::.8:.:~:,. -tHNeolX V. --r - -t
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ | i

MRS i £ 3 T ATG AC ack hca ATC T§E~ cce rrct e Tor cre, 73

T ARG, GACxAGA _AGA GAC M) AGGTTRC éce CAG GAG ATG GTA AAA GGG 118

".:1 _L_2ZAGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTC CAT GAG ATG 163
CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208
GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253
CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 298

GAA GGA GAA TCT GCT GGG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 343
AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 388
TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GIC AGA ATG GAA ATC ATG AAA 433
L 30 TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 478
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGAAATGATTCTCATTGATTAATTTGCCATA 530
TAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCAC 589
AGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648
%  AAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707
TPATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766
TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCE 802

40 : AlulX

25

obtained by digesting the Avall fragment of clone P9A2 (DSM no. 3004) with Ncol and Alul is inserted
by ligase reaction into the larger fragment of plasmid pRHW10, which contains in-the Hindlll site of the

plasmid pER103, DSM no. 2773, (Fig. 6), the DNA fragment of formula
46

50

" BB
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L+ 1U. < : 9 rl: -1rs
T L R I I EPO 170 284 B1 ~10 ”nwillwlm.&ﬂlluﬁm
100 4 CELLS /DI SH The fol | ow ng synbol s are used in
untr eat ed cgﬂtrgk T = HUTN = Hul FN-onegal, G = HU FN-ganma. E. Acid
stability I BAAEF ¢ o mvestqad&“e t he acid ?%Ith of Hul FN-onegal a

di | ution of 2PEETEAAMG ATGRAITANIR TGTCACAGAEXCOAIGECKAA ioTTasthGeal t ur e seedi um
(Unmn. | 1640 with 10%foetal calves' serum was adjusted to pH 2 using
HC1, incybated at 40C for 24 hours and then neutralised with NaOH This
sanpl e was PFRFGTEHCT CETRETAAAC) CAARTERSEA (GARTATCHE @TIQK}'GTG? shodd® 75%

of the biological activity of a control incubated at neutral | FN- -

Sza; ag{t??!satlon ? bﬁd o%%%dgrgr&ncgebeﬁ té%%c&&sga E\g%\ggéﬁﬁ;es of+30

Hul FN-omegal in conparison with Hul FN-a2, sanples (diluted to 100 |U/ nl)

Were pre- i NQURGHEGCAE {ARCINIRIATE HERRETOFGE WctidonEadl AFRPREERGEI antigyodi es
or polyclonal antisera for 90 m nutes at 370C;, the antiviral activity of

t hg_sanpl es was then determ ned. The followi ng Tabl e shows that

Hul FN- onegaﬂ%ﬁﬁwiy TEIMdgek ksed by an anti serum agai nst | eukocycte
interfertn i gaashati vely hiiglhagarcentrati ons but cannot be neutralised by
ant i bodi es directed agai nst HuI FN-a2 or Hul FN— bet a. Hul FN- omagal i's

E hggef O;ﬁt Pg;lgh%e[a%lelpg'agmenl Xf Slt ed e{'—'l ‘&% hav: FN- %é b&f,{g r]tl FNbet
antibodi es dgﬂkio with B %pgég lﬂTP ng ax now ragmen of l?/merasel
5 al deox oS hosphates an su quen cu mg with Ncol,

1 + 10 and the resulting plasmld is transformed and cultivated in E. coli HB 101 for replication.

45. Process for preparing the expression plasmid pHWR11, characterised in that the fragment of formula

% ¢ CAT GGC CTA CTT AGC AGG AAC ACC TTG 28
Ncol ' _

GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGT CTC 73

| s PAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 118
— AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GTC ATG TCT GTC CTIC CAT GAG ATG 163
CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208
GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253
CAG CAR CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GTG GGA 298
GAA GGA GAA TCT GCT GAG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 343

AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 388

4 TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA 433
TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 478
GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGAAATGATTCTCATTGATTAATTTGCCATA 530
TAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCAC 589

% AGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648

35

ARAAGAC 'I'TAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707

TTA’I'TCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766

TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGct 802
Alul

50

55
obtained by digesting the Avall fragment of clone E76E9 {DSM no. 3003) with Ncol and Alul is inserted

by ligase reaction into the larger fragment of plasmid pRHW10, which contains in the Hindill site of the
plasmid pER103 (DSM no. 2773, see Fig. 6) the DNA fragment of formula

59



100 L 1000

e SN[ |11 1] 2

| eukocyt e- 1 FN3) 1: 50, 000 - _ 1. 5,000 it
0 1: °~500 +++ + 1: 50 - Rabbit anti- Hul FN-a2
1: 1, 000 HindIIX - §audhqpp +++ Neol 0 1: 10 -

0 Sheep anti gaditidakatBANGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA-CTTAGCAGGA 0 = B@e
EP-A-0.119.4762) = A BertholTd et al. in Arzneimtel forschung 35, 364-369

(1985) = Research Reference Reagent Catal og No. G 026-502-568 = Research

Ref erence Reageiciedicl eerhercEn28aRRicAEEh RasaarcicResDICTRErd@ anch100
Nat i onal | nst itute of Allergy and Infectious D seases, Bethesda, Maryland,

USA. - 69 - Synbols: - not tested, 0 no neutrallsatlon %é{tlal 150
neutral i sat i OCTCANGGAONTGAGGAGACTT GAGEBTCERC CAGGAGATCCSTARMAG
M Patent &ains 1. Reconbi nant DNA nol ecul e contai ning a codi hg sequence

T e R ohabiacEhie SEahifbnde GHRAEARIHEENHECM N0 200

15 AGATCACACA TCT‘I’TAagct t
Sau3A HindXIX

this larger fragment of the plasmid pRHW10 having been obtained by restriction endonuclease

20 digestion with BamHl, filling the cutting sites with the aid of the Kienow fragment of DNA polymerase |
and the 4 deoxynucleoside triphosphates and subsequent cutting with Ncol, and the resulting plasmid
is transformed and cultivated in E. coli HB 101 for replication.

46. Synergistic mixture according to claim 41, characterised in that it additionally contains ~-interferon.
25

47. Synergistic mixture according to claim 41, characterised in that it additionally contains human tumour
necrosis factor.

Revendications

1. Molécules d"ADN recombing, contenant une séquence codante pour de nouvellss protéines d'interféron
humaines de type |, qui contiennent 168-174 acides aminés, pour interféron pseudc-oméga 2 (voir
figure 12), interféron pseudo oméga 3 (voir figure 13) ou pour interféron pseudo-oméga 4 (voir figure
14), caractérisées en ce que la séquence codante s'hybride dans des conditions sévéres, qui ne

35 permettent de reconnaitre qu'une homologie supérieure & 85%, avec l'insert du site de coupure Pst-1
a) du plasmide E76E9 dans E. coli HB 101, déposé auprés de la DSM sous le numéro DSM 3003 ou b)
du plasmide P9A2 dans E. coli HB 101, déposé auprds de la DSM sous le numéro DSM 3004.

2. Molécule d'ADN selon la revendication 1, caractérisée en ce que les conditions sévéres ne permettent
40 la mise en évidence que d'une homologie supérieure & 90%.

3. Molécule d'ADN selon les revendications 1 et 2, caractérisée en ce que la séquence codante est
présente sous forme d'insert dans le site de coupure Pst-1 a) du plasmide E76E9 dans E. coli HB 101,
déposé auprés de Ja DSM sous le numéro DSM 3003 ou b) du plasmide P9A2 dans E. coli HB 101,

45 déposé auprés de la DSM sous le numéro DSM 3004, ou est un variant dégénéré de cet insert.

4. Molécule d'ADN selon les revendications 1 & 3, caractérisée en ce que le vecteur est un plasmide qui
est réplicable chez les procaryotes ou les eucaryotes.

.60 5. Molécule d'ADN selon la revendication 4, caractérisée en ce qu'elle est un vecteur d'expression
réplicable dans les micro-organismes ou les cellules de mammiféres.

6. Molécule d'ADN selon Ia revendication 5, contenant la séquence
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'orre:gaz (see Figure 12), interferon-pseudo-onega3 (see Fiqure 13) or -
i nt erferon-pseudo-onegad4 (see Fi gurk® 4470 20k act eri se lﬂll!lKMtl lmllﬂmbng
Iy

N ? *

sequence i s hybridi sed under stringent conditions whic
greater than 85%to be recognised, with the inserts in the Pst-1 cutting

it f ) 7 i i 1 ! t d th
zlmge?) Dgl\%%%&ﬁor b GSE ?Eé %{%E%;’lﬁ%&&é?ﬁneéi‘ é%#?ﬁbl-% Afl()dz?sdfaisrl‘ggnaﬁgt hee
DSM under T GRTSEC BAM GAB4ATG AGG HGR ABCTEFeCet TGiThy T84T &f%i n7Q,
char act ef i szsl GAT AEAl AGACGALT TNQEAGG I CCCOOEGORAG ATGRETA AAR0GEEOYYS of

pore thah g 1 el EhBChRE ole caPWICTRIBCHES EPc L T IdACThd6MEag and

2, charact’eri se n s'x%%gence (S 8resent as an i nsert in the
Pst-1 cut t¢FF @G £AY) AL FRE PFasHTE E8C; ACk G2Q| FOHFCL FCT: £CLd22? t he
PS:Vl gnder dde TesThaic R@Mhﬁ@@%m bia adad kaaptasntac POZP oA ETTCCAT BHED 1]91,
iled atwt _ ugher (-T2 i 0
this insmer(%}ﬂ.?cg.aM %E%l gégl ng&;nggcég%Fnegng?é % toc’alt? d(‘:iﬁ’ralrcg%t g??sed
in that tHEAK&GAIGRN ICT GCASAFE GFA AT AGFePFFCSFRLFEA iTFHAGNY St 280 or
eucay yot esAGG.AGG BNG nmucecnbeces carcligey GICCracnTaG AArGRS NG @dA 405 hat
it is an [ i vehi.c Leh.j ica | ©mj i r i in
el an 7 R ghe’ TR GECILE NohR HIPEIEIRER, Rri AR RO MIY A ang_he
sequence TC@ TTG ETC TTA FCA AGh ARG ATG; CAATEAACAFA (GEF AP A3 %3« GGC
CTA CTT AGAAFSAAARCACEGTEGC #6A @€ CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATCSIEC CCT

TTC TTG TGI' CTC 90 AAG GAC AGA AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA
GGG 135 AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT GIC ATG TCT GIC CTC CAT GAG ATG 180 CTG

CAG CAG %\T _ &%c GC‘Zj, CSTTCIaCAC ACAOGAG CGC,rTCCeTCT GCT 'a225_ GCCd,TGGsAAC|ATG
scc Crc cTk (REhE B et iy e ot e o
CCT GCA CT 0] " T AT TA AAA _GAG
SHS e e R R
TCC TTG TTC T%OT%‘,&- eAa s VS . A GAC
CTG GEC TCA TCT 516

9. Molécule d'ADN selon les revendications 6 et 7, caractérisée en ce qu'elle contient en outrs la
séquence d'ADN de formule
. 30 ATG GCC CTC CTG TTC CCT CTA CTG GCA GCC CTA GTG ATG ACC AGC TAT AGC CCT GTT
—/ GGA TCT CTG GGC codant pour le peptide de téte.

10. Géne de linterféron oméga 1 de formule

35 ' GATCTGGTAAACCTGAA 17
GCAAATATAGAAACCTATAGGGCCTGACTTCCTACATAAAGTAAGGAGGGTAAAAATGG 76
AGGCTAGAATAAGGGTTAAAATTTTGCTTCTAGAACAGAGAAAATGATTTTTTTCATAT 135

4 ATATATGAATATATATTATATATACACATATATACATATATTCACTATAGTGTGTATAC 194

50

65

61



7. " DNA nolecule as clainmed in claim5, characterised in that the DNA

mol ecul e as clained in claim6 contagpg jAaqws eoti ' f e
nucl eotide Gin position 332. 8. DNA nol ecul e as Cﬂgl‘f“am!ﬁﬂwlﬂ]“r
characterised in that it is a) the plasmd E76E9 in Excali L ed at

t he DSM under the nunber DSM 3003 or b) the plasmd P9A2 in E. coli HB 101,
filed at th@MWHEAWWQMGETGTWTMTWmmTa| 23 in

clai s 6 andaGTATAVAGCEATSACrTTAGTARCChEAGSHE T AG T EA B P it ARer il

AGE TAT AdC W@ﬁ%@%ﬁ%@%ﬁrﬁgﬁﬁﬂgmgp e
| nt er fl' 2 _rl_ 2\ n- o%%%TGWCEFT?MGﬁﬂ%TW . AAAAQAGTAAAAGAAAC ::Z

N O AN L Eenions 50

ATAAATATAT AATMNACERAREPCFAECSTSAIBEEFEA TS GCEr ARETAEATTEATGCT CIA3CTG 599
- AGTATATACACTGRN GRET TTAGEACOCAGADET AGT TOAT BB\ TEAAGEATIONTT (A2 GGC 644

GTATTGACACAGEFEAMGT T
éFTGTCAT%'&%FE%CEFA%AG&%&T% TABRRME AR agkmre oo
TGAMAGTACKEA A ARINARRCARS B PR FRET AREAERE RS TRICTC 734
CATACAAGCAATERG TGACAGSAAAGE TRREGGTCCAG GEGARET QYA 23A8GGG 779

TAAACCCAGGARE] @AECATET EAE n A GceCea®Té1é Tad HerCotc (Wt (diz ¥ aFeA L

ChG AnC oaT OIE Bn cheaRE it hior e o ol a8 B o2 erthar bekn B
AGG AGA ATC §%% TSSr ARECATG ROGTETICTCTA7GHC AR GRC A&A ACR GGRC CETCCATG FIHC
CCC CAG GAG &5 dBRA CABACKS AT TIcACRGCACE e GAG ARG &K ¢3AT dPECGAR G JxaT

ToE TOT cor SR eaRtick el ity e AR (K GOk A R B
CAT 914 CATARGSTEAEARTE CAGTTSACATCALET T3S TAC CTC ANG Q&6 ABBGAREAL0459
GAA GGA GAA TXET AGCT GBCGrEL AT TeaGEAACEI G CCaBACAECACK TG MY AASGL¢aG

GG TG A T (IO A ATG M Rl G R ot A i i,
AAC ATG CAA @‘TAA%A G%CREA CHGFCANACT 18P AP CAEACEAATESAT TR TRERCRETL 148
AAJTBNFTCTgfﬂHIBKCBQETG¢ECEIGTGﬁachGGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCA 1249

ATAACACT TGCAS HEAT SR SE SRt XA LG CARRIN AT CEES RS T A ACT S Thd42 GTT 1308
AAAAAGACTTAGGTTCAGGGGCATCAGTCCCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTA 1367
TTTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGC 1426

3 CTTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCTTTCCATTTGGTTAAATATTGTA 1485
TTTTGITATTITATTAAATTATTTTCAAACAAAACTTCTTGAAGTTATTTATTCGAAAAC 1544
CAAAATCCAAACACTAGTTTTCTGAACCAAATCAAGGAATGGACGGTAATATACACTTA 1603
CCTATTCATTCATTCCATTTACATAATATGTATAAAGTGAGTATCAAAGTGGCATATTT 1662
TGGAATTGATGTCAAGCAATGCAGGTGTACTCATTGCATGACTGTATCAAAATATCTCA 1721
TGTAACCAATAAATATATACACTTACTATGTATCCCACAAAAATTAAAAAGTTATTTTA 1780
AAAAAGAAATACAGGTGAATAAACACAGTTTCTTTCCGTGTTGAAGAGCTTTCATICTIT 1839

45 ACAGGAAAAGAAACAGTAAAGATGTACCAATTTCGCTTATATGAAACACTACAAAGATA 1898
AGTAAAAGAAAATGATGTTCTCATACTAGAAGCTT 1933

40

500 11. Géne de l'interféron pseudo-oméga 2 de formule
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CAGAATTGACTGAATTAGT TCTGCAAATACT TTGTCGGTATATTAAGCCAGT AT T 1308
AAAAAGACT TAGGT TCAGGGGECAT CAGT CCCTAA@RT6-1 70°dok TeNT T TTTACT CAT, qg"" "',I " ,",

TTTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGT
CTTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGT TCAGCTTTCCATTTGGTTAAATATTGTA 148

TTTTGTTATTTATT AW TCIT TATTTATT C 1544
CAAAATCCAAACACTAG;H(FTF 6%@&%‘31% FARTRBRIT

CCTATTCAT RIAGCABCAAGFARRGTNCIVREBCARSALCH ARSETTTICHIG 110

T%%WWTWK&X@I@@TAX@W 169
ACRATKES e oo wetele 2 228
287

AGTAAﬁﬁ(yVN%&E@%EGEXE&EER%%EH%@%A@EE%CATTTGGATTGATATATCTTAAGTTTAcﬁ&ﬁﬁ 346~ 73

f ormul a &M&éﬁ@#‘%ﬁ%@&%ﬁ%ﬁﬁﬂgﬁ&en%&f

: > TTECECCIGETA
AATCAAATATﬁﬁAﬁﬁéééééGEKﬂXEEﬁ%%ﬂ6é6KK&éﬂﬂﬁﬂ&lﬂ&&Xﬂ%ﬁ%&E&&éXIE@tci@%bc 523

COTARAAGE ARG ALR R CBbrs 562

ATGWTTCTCﬁﬁ@ﬁ@ﬂ$¢éﬁﬁtﬁ@ﬁmﬂﬂﬂwﬁﬁﬁ CTEETGCENEIG 641

AATATTGAAGéﬁ@ﬁﬁ?féﬁéf@@%ﬂ&%&ﬁa@ﬁfEEf@E@ﬁ@ﬁﬂXﬂXXEﬁXEEEEE&@EEEﬁmcﬂ@EbG 700
TATAGAA AGE 759

TGAAGT &Ammem&m:mmm@mcﬁmﬁr WCTG&GGAOAA 877

AAAGCATT

N R O R A L CTAGEMAET BT Cond Wk 528
AAAAAT TTAGKBARKT CET /G GUCT BRAAREF AT T SRETEA FEANREACAFECCTR 1EFA 973
ATAGATAGAARET AT CATAGZCTCIAGAEATCCARGRIT TR GRGAUCT BAGCEEAAACS 7IITG 1018

CCACCCCANMIEATECFEATIAS6h ALG 56 KT A 7010 T 19EAZSEOref 20rih 6BCC
e anc CRROGERCORER AT GAe RIE AR TEE Jat A 638 antr S ré T T CATORY
A_GG AGA ﬁ?@qgsmm TG TG CAB CUOBRATAT TR TAGETSCTATAGAT TRTAGASTTC
DX e Thabhs Tho o (e MGOTACTER AT AAX SfteTecinE St Meei ]
G Too 1EE6; 268 THE Bl Gy Ao OO e AR P TEACEARCA A
TCA 1243 GGCA GCT GG\ M\MWGM@W@UFWWGW@AWWMG&8§288
AGG AGA sAgigeT en K (e Tdda Che AEd &86 A did A TeTCaeCe183Ecd 1@3ACG

TAAACATTGEECH RS XA SKEARA LT G T R FORTBCARRACHAGMA 1360
TAAAGATTGTGCCTGGGAAGTTGTCAGAGTGGAAATCATGAGATCCTTTTCATCCACAA 1439
40GTTTGCAAGAAAGATTGAGAAGTAAGGATGAAGACCTGGGCTCATCATGAAATGATTCT 1498
CATTGACTAATCTGCCATATCACACTTGTACATGTGACTTTGGATATTCAAAAAGCTCA 1557
TTTCTGTTTCATCAGAAATTATTGAATTAGTTTTAGCAAATACTTTATTAATAGCATAA 1619
AGCAAGTTTATGTCAAAAACATTCAGCTCCTGGGGCATCCGTAACTCAGAGATAACTGC 1675
45CCTGATGCTGTTTATTTA&CTTCCTTCTTTTTTTTCATGCCTTGTATTTATGATATTTA 1734
TATATTTTATATTTTCATCTTCACATCGTATTAAAATTTATAAAACATTCACTTTTTCA 1793
TATTAAGTTTGCATTTTGTTTTATTAAATTCATATCAAAGAAAACTCTGTAAATGTTTC 1852

50
TATTCTAAAAACAATGTCTACTTTCTCTTTTTGTAAACCAAATTGAAAATATGGTAAAA 1911

TGTATTAACTCATTCATTTCATICCTATTATATGTATAAATTGAGTAAATGGCAAACTG 1970
TGGGGTTTTCTTAAAGAAATACAGGTGAATAAAGCAAACACAGTTTCTCTCAGTCTAAG 2029
5 AGGGAAAGAGACGTAAAAACAGGACAAATATTITATATTATTTCAATTATGTTAAATGCT 2088
ACAAAGAGAAGTAAAGAAAAGTGATGTTCTCACATCAGAAGCTT 2132
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GITTGCAAGAAAGAT TGAGAAGT AAGGAT GAAGACCT GGGCTCATCATGAAATGATTCT 1498
CATTGACTAATCTGCCATATCACACTTGTACATGT %EXA%
TTTCTGIT TTCATCAGAAATTATTGAATTAGI TTTA TAATAGCAT
AGCAAGT TTATGT CAAAAACAT TCAGCT CCTGGGGECATCCGTAACT CAGA
CCTGATGCT GT T2\ e dd TTnkériéron Gdalilid-drtdnh GAIS @rkdid GTATTTATGATATTTA 1734
TATATTTTATATTTTCATCTTCACATCGTATTAAAATTTATAAAACATTCACTTTTTCA 179C?EA _— Z4 -
* C L M S *

TATTAAGT TTGOATAGCEETAAPGICVICREASAACCAGRY

e e ﬁ@ﬁ@mm 1o et 115
TGGGGTTTTCT FARAERRAFREAEES GART ARKCEARAERE RS GFeH AT e AGC 160
Ammmmmmmmnmcﬂmmmmmmm K88 TTG 205

ACAAAGAGAAGTAAA!
| nterferor? pseuggégéﬁgqga ene Mr nu%crgcc gcr TIC TT6 T6rETE 250

CATAGCAGGAATASCFREA BFTCACCATOSPENRET (IRS AFF GCA 295
CTA@BCCAGCAGME@GTCMGMGET@CGTCGGT@:@TEW@@ECCT@C@TE 1K BBC GAC CTG

COG CTT TCCAaCARET AR &L rdal Eghct el el @ad 4@

o O A B e e GR R T, e
TGG ATG GCA 285 CTHECGARGTT TR TRGE GAGGA CEAA . CXTGARGRACTRS TR GRXGAMATNG AT TGC

iég %CAJ ACC qiigtcEPAcAEfo 6k érTEAGchCRTRE A ridiadbahidehTbedabtcriddaniie G54 CGA

e e

GGGCCCTACACPAADCETERSA! 2, AGEAPIIASGGSEAAGA 676
TA%&‘GA Té@éﬁﬁ‘iﬁﬁ@&@@’&' ISTaaA GX%’%%%ACATG 735
oor ‘MTm%éiﬁ%Wiﬁﬁmmwme Sg - 172
TGICTTTGGECATTTCAATAGGTTCTTATTTCTGCAG 772 13.

I nt erferon-pseudo-onegad gene of formul a AAGCTTTGGGCATGACCTAGTAGGTGACTCTT
32 AGITGGAGT BsREnGRIINRSQEOTOITGBREAGF @NOBY GGCTCCCCTGTATTTCCCC 91
ACGTTTGCAGCCGTGCTCCTTCTCAATGCTATGAAAGT GTGGGCTCCTCTCCCACTGGA 150

ST CAGOGT AT GTT T T CCboA ‘CTCCWGC'%W%@%CTT 32
TE’FCAGGGTT‘AATGTTTTCTCCCCGACTTGGA
TAGTTGTAACTAREEEHAGIGGREALTRE P CELE TS EMGAL ERGRTCRGQISTATELECCC _ 9%
ok C L NheGTTTGCAGCCGTGCTCCTTCTCAATGCTATGAAAGTGTGGGCTCCTCTCCCACTGGA 150
GTGCTGACTGTAGCTTGCTATCTTGGCACTCCCAGGCTGTACATAACAGCTCTGAGGTGA 209
35TCTCAGGGTTAATGTTTTCTCCCCGACTTGGAGGCCATTGAAGGAAGGGACCTTAGTAG 268
TAGTTGTAACTGAGGGTCTTTTGCTTGTCTCCTGGGGGCTCCACCCCAGAGATGCAGGT 327
GAGCAATCACTCAGTGCATTCAGCTTGOGATGGGGGTGTCTGTGCTGTGGGCCCAAGAC 386
AGGGGTTCCCTGCCTGGTGATGTGAGGGGTGGGTGGTTGACCAATGGCAGACAGACTGG 445
CCTCCTCTCTTGGGTTGACAGCAGCTTGTTGGAGGTATGCATAAGGCACTTGGGGTCTT 504 -
GCTCCTTCATTAGTTCCAAGGTAGCTGGGGTAGTACCACTGCAGAGGCAGTGTTAGACA 563

GGCTTTCTGTTACCCCTGGGGTCTCCACCTCCTAGAAATGTGAAGTCATGTTAATGGGA 622
45

40

50
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GAGCAATCACTCAGIGCATTCAGCTTGCGCGATGEEGEEGETGICTGTCECT
o ammensver oo ) I )
CCTCCTTCATTAGT TCCAAGGTAGCTGCGGEGTAGTACCACTGCAGAGGCAGTIGITAGACA 563

GCCTTTCT CTa P A eReAEE A ST G LOPOART SO FENTROTRIANERSPACABR2er 681

GTGTTTA i
TWWWW ERRETS e 740
C-I-(I:AG-I- @Wﬁc y ” RAACLY A/ AR AL X 79 9
TTCAGA 855

CCAGTGGATA %@r‘éﬁ"‘rme‘ ARG RrCaigm 017
TOCTCCT GARETRGATATACECAIRNGSG o
TAGT G T RGARER S ST GEA BTl G EECEN CRCEACH 0N 1035

CTaTocon T BT RA I i MR Gt 200

COELY 1153
mgmmmmﬁ&ﬁﬁmmmﬁmmG 1212
. ATICCC SGAGAGAGEA

TGGGGATGE .
CAAGAGCTGTW@ 1271

GGGAGAT GCARKSAREAA ST FEET e HIOPACACE R RS SRR BERS 1330
COCACACOCATCR BT CCAGM TN TTACRHICKIDAES SCRCAEEEEE 1389

CACT TTTWA%%MMWMM%WE%&%A 1448
CATTTTTCAG] ACCTGAAGATAT CAACAGT GAAGGCT AT GAMCAGT GAAGATGGGGAC 1684

CTGCCCCT &?ﬁ%ﬁ%&é&é&é@?ﬁ&ﬁ&%ﬂé@@é@é@éﬁ%@ﬁ%ﬁ%ﬂ 1507
TGCAGGAGGRESZ[AGACGA COCA G GC R ACACT GRS 1566
%AATMGG@M%%GAGI@%%HHE@@FW%@E@%R@EIWCA 1625
GICTCGCT TGCCTAAGCCT@E

CAGCAA T REEGE A ‘ 1684
GCTGTI CCACTHRGLAART S 1743

GGT WM%M@&EE@MME%&W@@EW&G@MAG 1802

e G 110

CACAGGGAGSRSEATTACARCCACINGCRAAGRA '
AAGTCGAGT mmm&wmm&m@f&amT 1979

oo N M A S et oms
L MS 3 GETBAAAAGAAACAGGATTTGGGATCGACATGAATAACCAATCTGACTGCTTCCCCGTA 2097
C@T&ATW&H@'@E@%@@@%WW@X&@C@WA 2156
o AT Ao s
CACAGGGAGCTCCATGTCAGGGAGGTATGAGGCTGCTACCAGTGTCTGGCTGGATTCCC 2274
AAGTCGAGTGGGTCTTACCCTGAGACAGGCCATGGAAGGTGGGCCTGTCATTGTCACTG 2333
CCCAGCGCCCTGGATGAAACCCCTTTCCTAGGGGTATGTATAGGGGTCTAGCGTCCTGC 2392
TTGGCTGGAGTTATAGCTTCTTTTGTGGGCAGGCCTGGGTATCTAAGGCTCCAGGGTAC 2451
45 CCATGCATGCGAGAGCGGCTGCTCTGCTGAACCCTACGTAGCCCTGCATGTCAGACTAA 2510
ATGCCCTGGTAGAGTGGGTTCACTAGGAGATCTCCTGACCTGAGGATTGCAAAGATCTG 2569
TGGGAGAAGCGTGGGTCCCCAGGGCTGCTCACTTACTCACCACTTCCCTGGGCAGGAGA 2628

50
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GGCTCCCCTGGCTCTGTGTCATCCTGGGGCISGCAGTTGTCCTGCCTTACTTT

AAGGT GCTGTATTTACTTGCCCCT TCCATTTCTCT CCATGAGAGT GGCA
GGTTCCAGTCGGCCATCTTGCAACCCCTGAAAACTATTTGTTTCCAGCTATAAGCCATT 2864

GAGAGAACCT GERETEEE AT ARPON SRR T CAT FETRREA GG NCTEAACCECACE T ERTT DELLF TAT 2687
CTAGGCCAGCAW@@E’FWﬁ?@r@f@cﬁﬁc@ﬁm@fﬁm@ﬁcﬁfﬂsﬁﬂrﬁmmm

Cac anc oar Attt ifimitehelhio it el Ry daadtccacdoigiaceh 28
AGA ATC TCCSRTTCCAGTCGGESARSETGEAARBCE TAPACRATAGSIATRCERCTATIAGRGATET@864C
CTG GAG ATG GHEAGARCCEEAADIEGGUIRAAAATAA BT NHCGNET TCETCACEA QI ARCEBEGIZ -

TCC ATG AA ciidacbbacei@8adidrctipirteda Thte @fc teh T9e e0f &6 A cgeT264d
COCTCCT A RO CAE TR CPRCAFEABPACETEG6T AT, 693 GOA TCT €76 GaC 3019

CCTGGAGT CTTGITT ASCCCRGEUZACRGGABECCRR R CTIAT FEEY TTG 3064
CCCTACACT Clldehl e G6d TKAN P AER AT EFIN HeFA A MEE TIET TS AnG 3109

T TCTCTT CARARAGHERTE0 Ak S EATRA I T GHALE RS R o7c 3184

TGCTTTACT G PRIT BEET AEETACE TROCT BGFTATFATET TG ACFT CEECATG T//€h 8%, TIC 3139
TAGTTCCTTAAGIGCMAGTAE TR EAPET T eAE6GEEA TdXE ST GETTAET AdPs ket obBCIT44

3659 14. T ' n
2s ol ai med .3&5‘%?‘3—‘.5?%9?0{3#?@%ﬁr%@?eEAé‘gﬁ%rﬁqifﬁweeﬁ&M’P‘ﬁG"?ﬂb5’
char act er i s€FFTGENGTSTTERETRARFRAACECIAGAERR GWTQTHEHGFHGQGW%3%? ch

i s replicéf ainerioncTsechYstACTRTAETTCEACCESTCONTHBGAATCARGAGRATETAC A4LE ai M

14, charact E‘(f':f%d&%ﬁ@%&ieﬁ%ﬁcﬁ%m#&%@fTd'fd%%ARi‘GEAA’PéMGAAH 34 *r'i’ st

organi sm as claine eri se E.
t hg DSM nuntRGCERSFS TS CARCAAGAGACTTCRAAGEACERA GANMTAACEABGARGACCTRRAG TS ag#’ sm
~as cl ai meq |maﬂmmﬁmcmm:ummedcmccmcm'lmrmat'mam:t'rm B§95
contai ns t?‘erz[c,%.‘dcﬁ‘}héﬁ'gc HRrreRAHIRERPICRRAITadCRIETOIPIAGEIN. 3654
-77- 19. Host_organism as c al In clarm18, characterised in that %{%
vehi cl e cont®f (?E‘gt he replicon and control sequences of the plasmd p% 3
with DSM no. 2773 (see Fig. 6) required for expression. 20. Host organism
as claimedein claim20, transforned with an expression plasmd as cl ai ned
i —Cl ai M6 21 14. Afgddismé Adte transformé, qui contient I'information génétique selon les revendications 1 3 10.

W

15. Organisme hdte selon la revendication 14, caractérisé en ce que la séquence génétique est contenue
dans un vecteur qui est réplicable dans I'organisme hdte.
35
16. Organisme hdte selon la revendication 14, caractérisdé en ce qu'il s'agit d'une lignée cellulaire de
mammifére ou de E. coli.

17. Organisme hote selon la revendlcatcon 14, caractérisé en ce qu'il s ‘agit de E. coli portant le N°. DSM
40 3003 ou de E. coli portant le N* . DSM 3004.

18. Organisme hdte selon la revendication 17, caractérisé en ce que vecteur contient en ouire les
séquences de réplicon et de contrble nécessaires & I'expression.

45 19. Organisme hdte selon la revendication 18, caractérisé en ce que le vecteur contient les séquences de

réplicon et de contrble du plasmide pER103 portant le N° . DSM 2773 (voir figure 6) qui sont
nécessaires & I'expression.

20. Organisme hdte selon la revendication 19, transformé avec un plasmide d'expression selon la
50 revendication 21, 22 ou 23.

21. Plasmide d'expression pour l'interféron oméga, qui est un dérivé du plasmide pBR322, caractérisé en
co que le plasmide pBR322 contient la séquence d'ADN de formule
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21. ' Expression plasmid for interferon-omega which is a derivative of

plasm d pBR 322, characterised in gpaf{7pphead of the s m‘m WI
fragment inherent in the plasmd, the plasmd pBR322 co “““ .
sequence of fornula EcoRl Sau3A ' » oo L .
gaat t cacgct GATCGCTAAAACATTGT GCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTCGCGA 59 , nRNA- St ar t

Met ACCAGTTAACTAGFRCRCAAGT FRRAGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGCTTAAAG ATG 116 RBS
Hndl 11 Cys Asp TGRAGRICRLEATCACTAMMCATIGTASARRRAGHGECTEGASTPICEaWBCER 59

Expressi on plasm d pRHM2 as cl gigfiRdaidang! @i m 21, characterisgd.in that the -~

i nt er f eron- onega- gene._cont ai nskt he DNA sequence of fornula - 78 - *
C L M S T R TR AT ICA SO GEARTTFRAGRE I AR ALS ACC TTG

28 Ncol GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCGSCT TaEGdEI6 TGT CTC 73 AAG
GAC AGA AGA GAC T;bgs% TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 118 AGC CAG TTG CAG
AAG GCC CAT GIC A GTC. CTC CAT GAG ATG 163 CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC
TTC CAC"ACA GAG CEET fRE-Srrfensct Yugridren PREYSRACATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC
CAC ACT GGA CTT CAT 2&33£AG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA
GIG GGA 298 GAA GGA GAA TCT GCT GAG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 343

A \GG TAC T I&é‘qh eﬁtTQl Q%‘rt ﬁ/B gl I%ql% AAG AAA 388 TAC AGC GAC
TGI GCC,sI GG GA;a%\\p GIT gg@ A&SA G %A E@C %s%ég TCC TTG TTC TTA TCA ACA
AAC ATG CAaA, %M%l& HNP séda @&d%%né%a%:s@@c% IJ %e -ggﬁnterféron
TGAAATGAT T CT emdgalprebdnteNih B4 HADRIS formule

TAACACTTGCACATGT GACT CTGGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCAC 589
AGAATTGACTGAATTAGI TCTCCAAATACTTTGICGGTATATTAAGCCAGTATATGITA 648

AAAAGACHT AEETIRA S ELPCABRCASFARBATEFF AT T ATHT AGE RGT PACT Ay TIG 28
TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTRABAT TCTTATATAACAAATGTTTGCC 766

TTTA@TT@NT@WW ECAGR! aca aTc TEC CCT TTC TTG TGT A2 Akul
D A claim

23. Expressﬁl;oaatgl asm as clained 1n c 1, characterised_in that

t he i nt er PAE 0P e At SACOHTS ASGt RECREC sSeMEicFh@ AFC fGFmAAR 8P &AY CTG
CCT CAG®AREC Géflc 3s Chs GRG AGC ARG ARC ACE 701 @fc Nerd CAT GAG ATG 163

CTG CAG CAG ATC TTC AGC CTC TTIC CAC ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208
GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA CTC CAC ACT GGA CTT CAT 253
- a0 CAG CAA CTG CAA CAC CTG GAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA GIG GGA 298

GAA GGA GAA TCT GCT GAG GCA ATT AGC AGC CCT GCA CTG ACC TTG 343
3% AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGT GTC TAC CTG AAA GAG AAG AAA 388

TAC AGC GAC TGT GCC TGG GAA GTT GTC AGA ATG GAA ATC ATG AAA 433
TCC TTG TTC TTA TCA ACA AAC ATG CAA GAA AGA CTG AGA AGT AAA 478

GAT AGA GAC CTG GGC TCA TCT TGAAATGATTCTCATTGATTAATTTGCCATA 530

TAACACTTGCACATGTGACTCTGGTCAATTCAAAAGACTCTTATTTCGGCTTTAATCAC 589

AGAATTGACTGAATTAGTTCTGCAAATACTTTGTCGGTATATTAAGCCAGTATATGTTA 648

AAAAGAC‘;‘TAGGTTCAGGGGCATCAGTCcCTAAGATGTTATTTATTTTTACTCATTTAT 707

s TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTTGCC 766

TTTACATTGTATTAAGATAACAADMACATGTTCAGCE 802
Alul

40

50

23. Plasmide d'expression pRHW11 selon la revendication 21, caractérisé en ce que le géne de linterféron
oméga présente la séquence d'AN de formule
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GTG CTT CTG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGT CTC 73 AAG GAC

AGA GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG %%% 118 Aﬂl ﬂlmm"ﬂﬂﬂlm GCC
CAT GTC ATG TCT GIC CTC CAT GAG ATG T CAG A CAC
ACA GAG CGC TCC TCT GCT 208 GCC TGG AAC ATG ACC CTC CTA GAC CAA' CTC CAC ACT
5 PRt o
298 - 79 %W’? _ A‘F“\%}‘A‘Q%GE‘& %Mﬁ&%@
343 AGG AGG TAC TTC CAG GGA ATC CGTNEBE TAC CTG AAA GAG AAG AAA 388 TAC AGC
GAC TGT GCC 66 6 EFF E1E AR MECAGAABACARE AN A B & ECQrEETﬁ;-F Téd TA3TCA

ACA ARG ATG i G A8 (1 A 0T 88 16 LT 80 Sk S o oo

TAACACTTGCACABETEA CATTGCTTARTS (YT TGICALTCACAESGAG ATG 163
AGAATTGACTGABTEAERE CESEARNAT. %TRGE@E¢¥E¥W$EG§6C%§CT GCT 208
AAAAGACTTA

TTATTGTAC%%W%%%%%W&M%& : ]}6%” CAT 253
TTTACATTGTATEARGEAAACKA AN TIBCT CRG: CAG ACC TGC TTG CTG CAG GTA QD@ GGAII2924.

F’Ihiie\tsﬂm't ﬁ PRAVERAWBEANGAA Bcflaidly Al &l aARTaREEt hBREP &caC BEakEEC TFE B 43N
t ha e

aAGCTTAAAG, ?@%T@g&if?%% A n%@eﬁ@?ﬁ'&%ﬁk&:ﬁ%ﬁ“ GAG ARG A@I}CC%%FGGT
 GCTTCTGCA MTMG@AWGGTE@TGTGTGTC AGA 7005 GRGAATGARLG GREGAGACTT

CAGGTTOCCC CAESAGHICBre A GRM G aac 488 SAGTIOH MERERALG: 100 G76TCT
e s e ?‘S@G?ﬁctme S R SR AT R et B PETgcCaga 539

" the Hindl Il FARSACREGCECATGICATIBTGOTCRAATIRSABSAAGACTETTATITECASTTTASECAT Hded
in claim 21, AéﬂA’:’?@A@i‘GXﬁﬂQ@rr ‘fﬁ&r&%@’fcd;ci'ﬂﬁﬁ‘f E;%EA@&R'&*RT@PM 648

dDb f
char act er i sed el BkakRR-RLE, Coded By g DA ML Cell e S GLBLIEA LD 95 ©
char act eri segTAETCHAACARET TEXCHNTATIMATALCTFATHISATSIVEC ETATATAASAAATGTTTGCC 766

% TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCE 802
Alul
o 30 24. Plasmide pRHW10, qui est un dérivé du plasmide pBR322, caractérisé en ce que le fragment d'AN de
formule
HindIIX Sau3a Ncol
35 aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100
“  CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
CCAGTTGCAG AAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200
45

Ve
AGATCACACA TCTTTAagqckt t
Sau3a HindIIIl

50 est inséré dans le plasmide pER103 portant le N° . DSM 2773 (voir la figure 6) dans le site Hindlil.
25. E. coli HB 101 transformé avec un plasmide selon la revendication 21, 22, 23 ou 24.

26. Nouvelles protgines d'interféron humaines de type |, caraciérisées en ce qu'elies sont codées par une
65 molécule d'ADN selon I'une des revendications 1 & 10.

27. Nouveaux interférons humains selon la revendication 26, caractérisés en ce que les interférons matures
présentent une divergence de 30 & 50% par rapport aux interférons « humains.

68



di vergence of 30 to 50% conpared W th hunan a-interfer
interferons of type | as clained ch?éWT?%B char act ejjﬂﬂ“ | ‘M“Fhe
mature interferons have a di vergence of 30 to 50% conp unan

a-interferggsy &{sg.ﬁmg le ua@ %JM 80 85{8%5 g
&0%5 p n Ao % seﬁgy u mt rferons ‘28

B-interferon angdQ)

S n N e

N-gl ycosyl at ed ﬂﬁﬁihé’éf%&’tﬁ@ /o par't rp?t ig
characterised ipgpordth@d 1odgd &I{d %é%f% é:&(é%ragﬁﬁg%tlg rs érﬂé@ &leés8% conpar ed
with human a-interferons, and the N-glycosylated d erlva¥|ves t hereof . 30.
I Nt er f er ON29.attefidréts Woi6h faovndRiaith 28 Coafabiéds ot QA6 pREdTRELINb @wsrbe%e b5y 48%
contain a | eaghefappeiink Mrférdib.o humbihe bf QIO BHIvaN-gyabyRd in claims 26 to 29,
characterised in that they contain 172 am no acids. 32. Interferon as
cl ai med i n 36! lateriér@é selohlas @eeandicatiorsd6 iare9t dasttéiiss €rockt quiile SoritiérBerd 0h paptideCdetste.
sequencete5 10 15 Cys Asp Leu Pro @ n Asn
Hs Qy Le @1-Lintgri&Rens s@lprpfesiyeyvenditatiorse2f 429, caractérisés en co qu'ils conti@ipent 172 acides aminés.
30 Val Leu Leu Hs Gn Met Arg-Arg Ile Ser. Pro Phe Leu Cys Leu 35
40\, 32. Interféron selop i3 revpadicatign 3Ar qerapiFtps A8 ge MKibconliegt Biséqumice d@bides@minétet  Val
Lys Ay *. C L MS * -81-50 55
60 Ser @&°n Leu A n Lys Ala His Mal Mt Ser Val Leujpis Gu Met 65 15
70 Cys Asp?iebeBrG 610 Asd 11 sPiedySeeulByuPhér Hisg Ren @Ght Aeg Ser
Ser Ala 80 90 Al a Trp Asn Met Thr Leu
Leu Asp G n Lel& s Thr é LEUZ(P'II s 95
105 Gn @n Le 3 hepy Lepolii® %11Trﬁe’fqi‘§9Lé69Lé&eGSﬁrvﬁr°\;%*Fe &sp Fi5 Ly
115 120GUG§/GuSer AIaGyAIgIIeSer Ser Proc§
Leu Thr Leu 12
An dy lle Arg' ;?aIAs‘Fyf‘rEeﬁrE % u eLysrgLPhe P6° Gln &% & VP L}ég
150 Tyr Ser Asp Cys Ala Trp d u50/al Val Arg Met A gslle Met Lys

2% Ser Gln Leu Gln Lys Ala His Val Met Ser Val Leu His Glu Met

65 70 75
Leu Gln Gln Ile Phe Ser Leu Phe His Thr Glu Arg Ser Ser Ala

80 ' 85 _ 90
(\/ 0 Ala Trp Asn Met Thr Leu Leu Asp Gln Leu His Thr Gly Leu His

95 100 105
Gln Gln Leu Gln His Leu Glu Thr Cys Leu Leu Gln Val Val Gly

35 110 115 120
Glu Gly Glu Ser Ala Gly Ala Ile Ser Ser Pro Ala Leu Thr Leu

125 130 135
Arg Arg Tyr Phe Gln Gly Ile Arg Val Tyr Leu Lys Glu Lys Lys

40
140 145 150

Tyr Ser Asp Cys Ala Trp Glu Val Vval Arg Met Glu Ile Met Lys

155 160 165
Ser Leu Phe Leu Ser Thr Asn Met Gln Glu Arg Leu Arg Ser Lys

170
Asp Arg Asp Leu Gly Ser Ser
50 et ses dérivés N-glycosylés en position d'acide aminé 78.

33. Interféron selon la revendication 31, caraciérisé en ce que I'interféron selon la revendication 32 contient
en position 111 {'acide aminé Glu a la place de l'acide aminé Gly, et ses dérivés N-glycosylés en
position d'acide aminé 78.

34. Interférons selon les revendications 30 & 33, caractérisés en ce qu'ils contiennent le psptide de t&te de

formule
Met Ala Leu Leu Phe Pro Leu Leu Ala Ala Sein val Met Thr Ser Tyr Ser Pro val Gly Ser Leu Gly.
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155 : 160 165 Ser Leu Ph I I
Mt Gdn Qu Arg Leu Arg Ser Lys 170 Leu d yﬁ F”I Lt
derivatives thereof N-glycolysed in %D?l?;(g%@ngosi tion .C M on

as clainmed in claim 31, characterised in that the interferon as clained in

claim 32 conggl ﬂ&ebé’d@@%&dﬁ%d&s%&kb@ AR AL legré\’ler{dﬂ:%oﬁ@ %&4 Xctérgggn ce
the derivati veSouluh &rRmbmdNn8ik YeppropBelt krbnsfhhd) Gved ofl iliddRbto dant pour les
| nterferons as mééuasarinteriradl sRiolTos Ivehdicaliohs 26 g4 cdiR &R Btoh rbstt b@a N produwe
contain the | edthgarféps pbriesnddit dans Paiganisive hotdlctle beptidé- intellren AfisDobtddl ebt ®dI6Al Fartir
Al a Leu Va$ Metdekarorgaaismd idte.Ser Pro Val Gy Ser Leu Ay. 35. Process for
preparing the interferon peptides as clainmed in clains 26 to 34,

char act eri se@6.i Rocstiaselen Rubtentitatio 85t casrigdudi @nee Guet ddrmktioh rEeconichus @aﬂeﬁdqﬁe
i nf ormati on codnekgule dADNhesoinhin@sdlcarietevondidations g 1. - 82 -

C L M S * clained in clains 26 to 34, this information i s expressed
in order t'® BF-JURREES teie latsvandisation af. waractérisé e ex e Mprgarisme hatesapras iajieansigmetiongest
the interferon ‘l%’bﬁ?"ﬂ'é“t‘%% reyBdicetineg 1§ 829.sol ated from this host organi sm
36. Process as claiped in claim35, characterised in that the information

i s\cont ai ned %" %Sﬁ'*’éd%ﬁmnﬁ'aﬁfe" Bhusaraciiried o eo que Mnfesiframest péfinkselon fog reyondigatipgs

37. Process as 3@ rred in cl al m36 characterl sed in that after

d f t f the
L3 S8 A S S T e T
acco

|e selon reven
interferon is e 0 cral i o3 9. Process as cl ai ned

in claim35, 4 hﬁt&%%‘ﬂe @ajl bdlt éttb?zre p%lolL brot@égéorl ﬁré&%n%%alf%ﬁ Sg g.? 3&1 ost and a

pl asm d asgpclainmed Iin c alm 21 'S use d. " 40.

Orega- i nt er f a{.onsiangé dmvénamt ab @aﬁﬁﬁﬁ%ﬁ%@% ofs Bkiviedi, QRS Bt Lr@'oq%gxsnblﬂs Glo8hA%bs
35 or 39. 41. Nhetosl formant! véhithle ubOln 8k blubibliid bifuafté R §daMtid Sficace de peptide d'interféron
_ selon I'une des revendications 26 & 34.

25 42. Utilisation de I'interféron oméga selon les revendications 30 & 34 pour la préparation d'un mélange
convenant au traitement antitumoral ou antiviral.

43. Procédé de préparation du plasmide pRHW10, caractérisé en ce que le fragment d'ADN de formule

30

N\ HindIIX Sau3Aa Ncol
3AGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
35 ACACCTTGGT GCITCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTGT 100
CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
0 '
CCAGTTGCAG AAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200
AGATCACACA TCTTTAagct t

Sau3A HindIIX

45 :
est.inséré dans le plasmide pER103 portant le N . DSM 2773 (figure 6) dans le site Hindlll par réaction
avec une ligase, et le plasmide ainsi obtenu est transformé dans E. coli HB 101 et cultivé en vue de sa
réplication.

60 44. Procédé de préparation du plasmide d'expression pRHW12, caractérisé en ce que le fragment de
formule

55
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treatment, containing in addition to one or nore iner
diluents an effective quantity of | BP@frerzoaBiepti de “’ﬂmuﬂm"fmﬁ% of
claims 26 to 34. 42. Use of onmega-interferon as clained 1n ctaimss

for preparing a mxture suitable for antitunour or antiviral treatnent.
Process for preparing the plasmod QaRHAES, CThacPrt 26C 8k IAAG Raic tire DN\
fragment of fornula H ndlll Sau3A Ncol aAGCTTAAAG
ATGTGTGATC_TGCCTCAGAA CCATGGCCT 50 ACACCTTGGT GCTTCTGCAC
CAAATGAG&AG"CT.EA‘%'&?% %&@N‘Gﬁ@ﬁ AGG AG&OM%T@@\@UF@A‘G&G&@?TC@GG?%CCC
CAGGAGAT AGA GACLAC AGG TEC cct cad/ GA® ATG “GTA 3dA GGEALXE GCAG

e A ORGSR R A GRS 2 TS Ao oL 05775
(Fig. 6), SEGtFAGHEMBIATC SFIG AGF 1GTGa3aC CAEt AGh, CARETAGGL IS FFF APAsm d

I S transf dogar p [ a

Process ngE;EE &gr%ﬁg ‘{‘*fga’ééég%@léﬁ% Eﬁgas%ﬂg %Acd#arbgét [e:’r?clgsg % i#°3 hat

t he fragmefPSofAdoFRal GhL WCM@M@HTMMWAGWC@T?T@TQSG%OWU G
CTT_ETG CAC CAA ATG AGG AGA ATC TCC CCT TTC TTG TGI CTC 73 AAG GAC AGA AGA
GAC TTC AGG TTC CCC CAG GAG ATG GTA AAA GGG 118 AGC CAG TTG CAG AAG GCC CAT
GIC ATG TCT GIC CTC CAT GAG ATG 163 CTG CAG.CAG ATC TTC AGC CTC TTC CAC ACA
GAG CGC TCEMFCTERCTAD BCERETT GECAREAAFET AREC CHEC CFAT 2 &6 @RS ERE Ad? cA
CTT CAT 253GGARGGAPACTIECARCAGACAECCAGTAGICTEAC TTE: (XA GG GG GRA 384 298
GAA G @Cﬁ% Ager Ghéa ASEa Tl TAC
TTC CAG G GA'N&%Ic'aC- é;CEEAGT C TAC Cé:l&égﬁ@@ %CAAA %gcTAC A-CES% gﬂ% % % TGG
GAA GTT BTECRCRIATENEARIATREMPCANAACIATCTREATHEN THER 1976 S AST Ad@ ATE caa
GAA AGA CTGRARGGA@AA CTE MEGCATAAGSTORAGARACCABCCTCATTEATTAATTTGCCATA 530

T TGATT .

TAACACT TECR T A BAC s Rparr caan R R TIGRogTippTcac 589
AGAATTGACTABAX PR TRGTIREEPEARATATAT RFT CACELEAT RAGESHGTAAWErGTTA 648
AAAAGACT AMWWT@EW@AT@TTKMMﬂWMTTAT 707

A A AL RO 70

TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGTTCAGCE 802
30 _ Alul

U
obtenu par digestion du fragment Avall du clone P8A2 (N° . DSM 3004) avec Ncol et Alul est inséré par
réaction avec une ligase dans le plus grand fragment du plasmide pRHW10 obtenu par digestion par
endonucléase de restriction avec BamHl, remplissage des sites de coupure & Paide du fragment de

35 Klenow de I'ADN polymérase | et des 4 désoxynucléosidetriphosphates puis coupure avec Ncol, qui
contient le fragment d"'ADN de formule

HindIIX Sau3a Ncol
« 2AGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50
ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TITCTTGTGT 100
~ % CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
CCAGTTG.CAG AAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200

50
AGATCACACA TCTTTAagct t
Sau3a HindIIX

55 dans le site Hindlll du plasmide pER103 portant le N°. DSM 2773 {voir figure 6), et en ce que le
plasmide ainsi obtenu est transformé dans E. coli HB 101 et cultivé en vue de sa réplication.

45. Procédé de préparation du plasmide d'expression pHWR11, caractérisé en ce que le fragment de
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Al ul obtained by digesting the Avall fragnment of cl A2 (DSM no. 3004)
with Ncol and Alul is inserted by lig gﬁgPl,on into the larger fragment

of plasm d pRHWLO, which contains in thgl Eﬂ nd Si teummm
pER103, DSM no. 2773, (Fig. 6), the DNA fragment of ' f l""

S *: 84 - foualll “Sau3A Ncol &ACGCTTAAA

TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50 ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA
GAATCTCCCC TTTCTTGIGT 100 CT, PR Glde GRS RECRE cCASEAGAI GG
TAAAAGGGAG 150 CCAGITGCAG AA TG TCATGICTGI CCTCCATGAG ATGCTGCAGC
200 AGATCACACA TCTTTAagct t Sau3A co Hndlll this |arger fragnent of

the plasm d GFHERT €3G G§ChEanh DG AGEAGYATEsTCE CECD TR I AGTaEEC 73

]gii gesti ?n ym ReveHiacal hGhi aﬂctigp? ﬁmdélimg@ gt ecadi A tAWG airh afaat ek gow
ragnent o an e €0X osl de

subsequent J%AC%@ gﬁﬁn%ﬁgowcaﬁﬁctWr §uf"¥$uﬁé"g %%ﬁ\%éé s&%ﬁgéﬁﬁeg%nd

cul tivat elf icre. CRQ)|QAG|-|BT¢0'IT€OE.G¢ PG 0AC GAC ACA FRGCERS T TOTeF&FI 228 t he

expressi on pi&sigs ARG &f¢ efrS fAC Bak hetc tdge fA@g i i carnsa c

N O e A R T N R et B i 1

ATG GTA AAA GIEG GEPS GABCTCECETT GEAG TG THCAGCATC GRS A CIIGSRCACTECCA3 GAG
?(TB(GB igg gg %@A‘é@ﬂ@ﬂ‘@%&@c@éﬁ %%EFA Q&A@ré\%@%&@%ﬂ @Ead GRCRrAA208s %
CAC CTG GAG E%A%CG%GT&?GG%GT%%AG%%@&T%C M%&Wgé

ATT AGC AGC T TXGA TTTGTABCITA GAGH A MATECCAR AGAR TAGE AT GAGAPCTOBRAGH TS TAC
CTG AAA GAG &6 A a8 ctbCeAECr &\ GrdfoTr dadlerd Sr &Fén i da tH A TS o hea Ghgo ATC

GT ACA Gac TSRS RARMEReA AT GHHCA RN R S B o utich e 410

TAACACTTCGCA TTCrAPNGIAITTATIGCHSATTANICMG TSEATGTTA 648
AGAATTC¥(2;3XHﬂK%iEEEHa@%%6I6@EEEKEEXE5&&6%KX@AEE¥¥£¥¥QK@¥E¥¥%é&&hTTTAT 707

TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGTTITGCC 766

TITACATTGTATTAAGATAACAARAACATGTTCAGeE 802
Alul
o/ . obtenu par digestion d'un fragment Avall du clone E76E9 (N°. DSM 3003) avec Ncol et Alul est inséré

par réaction avec.une ligase dans le plus grand fragment du plasmide pRHW10, obtenu par digestion
par endonucléase de restriction avec BamHl, remplissage des sites de coupure & I'aide du fragment de
Klenow de I'ADN polymérase | et des 4 désoxynucléosidephosphates puis coupure avec Ncol, qui

35 contient dans le site Hindlll du plasmide pER103 portant le N*. DSM 2773 {voir figure 6) le fragment
d'ADN de formule

HindIIX Sau3a | Ncol
%  aAGCTTAAAG ATGTGTGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA CTTAGCAGGA 50

ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TITCTTGTGT 100
45 '

CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGTTCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
% CCAGTTGCAG BAGGCCCATG TCATGTCTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200

AGATCACACA TCTTTAagct t

55 Sau3a HindITIX

et en ce que le plasmide ainsi obtenu est transformé dans E. coli et cultivé sn vue de sa réplication.
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"

- 85- * cL MS *
AAAAGACT TAGGT TCAGGGEGCATCAGT CCCTAAGAdRh hAG 2dA BT TTTACT CATTMI@QE“ “I" ||I|I “ I“'
TTATTCTTACATTTTATCATATTTATACTATTTATATTCTTATATAACAAATGITT L M5 %

TTTACATTGTATTAAGATAACAAAACATGI TCACet 802 Al ul

obt ai ned by6dMgamb syngroldie sefonad levéndieajion At, catctésderecolahB edhti¢rdENbure IinBAEE) v.Wi t h
Ncol and Alul is inserted by ligase reaction into the |arger fragnent of

pl asni d pRAN Yelanghisytergiayatselpmia revendi¢aion 1 dérpdtéried erecepdu'it ¢ontiept ersouirel lepfEsRaud 3o
(DSM no. 2773néceosedetpgeur gymailie DNA fragment of formula Hindl ||

Sau3A % Ncol aAGCTTAAAG ATGIGIGATC TGCCTCAGAA CCATGGCCTA
CTTAGCAGCGA 50 ACACCTTGGT GCTTCTGCAC CAAATGAGGA GAATCTCCCC TTTCTTGTIGT
100 CTCAAGGACA GAAGAGACTT CAGGITCCCC CAGGAGATGG TAAAAGGGAG 150
CCAGITGCAG AAGGCCCATG TCATGICTGT CCTCCATGAG ATGCTGCAGC 200
AGATCACACA TCTTTAagct t Sau3A Hndlll this |arger fragnent of the
pl asm d BRH\MO havi ng been obtained by restriction endonucl ease di gestion
with BanHl, filling the cutting sites with the aid of the Kl enow fragnent
of \DNA pol ynerase | and the 4 deoxynucl eosi de tri phosphates and subsequent
cutting with Ncol, and the resulting plasmd is transforned and cultivated
in E. coji HB 101 for replication. 46. Synergistic mxture according to
claim41, characterised in that it additionally contains y- interferon. 47.
Synergistic m xture according to claim4l, characterised in that it
additionally contains human tunmour necrosis factor.
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