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Gammainterferon (y-IFN), friher Immuninterferon ge-
nannt, ist ein Lymphokin mit wichtigen antiproliferativen
und immunmodulierenden Eigenschaften!". Nach aufwen-
digen und langwierigen Isolierungen aus Zellkulturen ge-
lang es 1982 zwei Arbeitsgruppen™? unabhingig vonein-
ander, die Priméarstruktur von y-IFN aus dessen Gense-
quenz abzuleiten und das Gen in Bakterien einzuschleusen
und zu exprimieren. Kennt man die Aminosiuresequenz
eines Proteins, so bietet die chemoenzymatische Gensyn-
these gegeniiber der DNA-Gewinnung aus biologischem
Material folgende Vorteile: 1) Man umgeht den oft sehr
schwierigen Schritt der Isolierung der mRNA oder der ge-
nomischen DNA. 2) Man erhidlt direkt exakt die ge-
wiinschte DNA-Sequenz ohne zusitzliches ,,Zurecht-
schneiden* oder Prozessieren der gewonnenen DNA.
3) Die Verwendung von Codons, die in den jeweiligen
Wirtsorganismen hochexprimierte Proteine codieren, ist
moglich. 4) Restriktionsenzymschnittstellen kdnnen so ein-
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geplant werden, daB3 eine spétere Modifizierung des Gens,
selbst wenn es sich um eine Verkiirzung oder eine Verlin-
gerung handelt, einfach durchzufiihren ist. Dadurch kén-
nen auch in relativ groBen Peptiden Struktur-Aktivitits-
Studien in Angriff genommen werden.

Anhand des genetischen Codes wurde aus der 146 Ami-
nosduren umfassenden Sequenz des Gammainterferons
eine DNA-Sequenz abgeleitet. Wir beriicksichtigten dabei
Codons von Proteinen, die in E. coli hochexprimiert wer-
den, fiilhrten Restriktionsenzymschnittstellen ein und ver-
mieden stdrende Symmetrien oder Redundanzen innerhalb
der DNA-Sequenz. Zusitzlich zu den 146 codierenden
Nucleotidtripletts wurden am 5’-Terminus ein Startcodon
sowie am 3’-Terminus zwei Translationsstopcodons ange-
fligt. Daran schlieBen sich die tiberhdngenden DNA-En-
den fiir die Erkennung durch die Restriktionsendonuclea-
sen EcoRl und Sall an. Das aus 452 Basenpaaren beste-
hende Gesamtgen wurde in drei Untereinheiten, IFN-I,
IFN-II und IFN-IIL, zerlegt (Abb. 1), die an ihren Enden
sonst im Gen nicht vorhandene Erkennungssequenzen fir
Restriktionsenzyme tragen, die die Insertion in Plasmide in
der gewiinschten Art und Orientierung ermdglichen. Der
Vorteil des Subklonierungsprinzips, in dem sich unsere
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Abb. 1. Aminosidure- und Nucleotidsequenz des synthetischen Human-Gammainterferons. Die synthetischen Oligonucleotide Ta-1I11 sind durch Klammern ge-
kennzeichnet. Die Numerierung der Aminosauren zeigt die native humane v-1IFN-Sequenz. Zur Synthese der Oligonucleotide Ia-IITl wurden je 1 pmotl des Giber
die 3-Hydroxygruppe an controlled-pore-Glas (cpg) gebundenen 5-OH-Nucteosides mit 10 pmol 5'-0-Dimethoxytrityl-nucleosid-3'-phosphoramidit und 50 ymot
Tetrazol in Acetonitril umgesetzt. Nach dem Capping unumgesetzter 5-OH-Komponente mit Acetanhydrid/4-Dimethylaminopyridin in Tetrahydrofuran (THF)
wurde der internucleotidische Phosphitester mit 1, in Collidin/Wasser/THF oxidiert. Zur weiteren Kettenverlingerung mufite dann die 5'-O-Dimethoxytrityl-
Gruppe mit 3proz. Trichloressigsdure in 1,2-Dichlorethan (w/v) abgespalten werden. Die Oligonucleotide wurden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (15%
Polyacrylamid, 7M™ Harnstoff) gereinigt und nach der Elution aus dem Gel ilber eine Sephadex-G-50-S4ule entsalzt.

Synthesestrategie von der friiherer Gensynthesen'* unter-
scheidet, sind einfach durchfiihrbare Eintopf-Ligations-
schritte. Danach erzielt man durch Klonierung in E. coli
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vnd Reisolierung eine Reinigung der Subfragmente, deren
Sequenz durch Analyse bestitigt wird. Bei friiheren Gen-
synthesen lieBen sich mutierte Gen-Zwischenprodukte nur
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schwer oder iiberhaupt nicht abtrennen, da physikalische
Reinigungsverfahren verwendet wurden. Durch die Sub-
klonierung reduziert man zum einen die Mutationshiufig-
keit im Gesamtgen, zum anderen kann man fiir nachfol-
gende Verinderungen des Gens auf ein nahezu uner-
schépfliches Reservoir des jeweiligen Subfragments zu-
riickgreifen.

Die Subfragmente wurden retrosynthetisch so in Oligo-
nucleotide (18 bis 33 Nucleotide) zerlegt, daf3 an den Ver-
kniipfungspunkten Uberlappungen von sechs Basenpaaren
vorliegen. Die benétigten 34 Oligonucleotide wurden mit
der Phosphoramidit-Methode an fester Phase nach Caru-
thers et al."! synthetisiert und die Rohprodukte durch Po-
lyacrylamid-Gelelektrophorese oder HPLC (C18-reversed
phase oder lonenaustauscher Partisil SAX) gereinigt. Die
Oligonucleotide Ia-IIIl entstanden als 5-Hydroxyverbin-
dungen. Daher wurden die an beiden Enden zu verkniip-
fenden Oligomere 1b-1i, 11b-11k und I11b-11Tk mit Adeno-
sintriphosphat und T4-Polynucleotid-Kinase am 5-Ende
phosphoryliert. Zur enzymatischen Verkniipfung wurden
je 1 nmol der Oligomere Ia-Ij in wiBriger Losung 5 min
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Abb. 2. Klonierungsvektoren pUC8 und pUCY mit den Genfragmenten
IFN-I-TFN-II1 und Expressionsvektoren pMX2 mit der tac-Regulationsein-
heit. Zur Konstruktion des Expressionsvektors pMX2 wurden zunichst die
Genfragmente IFN-I-IFN-III in pUC8 bzw. pUC9 wie folgt subkloniert.
1 pg des pUC-Plasmids (Firma BRL, Neu-lsenburg) wurden mit 2 bis 5 Ein-
heiten der Restriktionsendonucleasen bei 37°C 2 h in einem Puffer nach
MafBgabe des Herstellers verdaut. Danach wurde das Rumpfplasmid von den
herausgeschnittenen Oligonucleotiden durch Elektrophorese auf einem
0.7proz. niedrigschmelzenden Agarosegel abgetrennt. Nach Ausschneiden
der gewinschten Bande, Aufldsen des Gels bei 60°C, Phenol- und Etherex-
traktion der wilirigen Phase, wurde die Plasmid-DNA durch Fillung mit
Ethanol wiedergewonnen. 0.1 pg des gesffneten Plasmids wurden anschlic-
Bend mit 0.2 ug des jeweiligen synthetischen DNA-Fragments mit 10 Einhei-
ten T4-DNA-Ligase bei 4°C ca. 15 h ligiert und nach der CaCl,-Methode in
E. coli 7902 transformiert. Klone mit hybriden Plasmiden wurden nach einer
Schnellysat-Methode durch Alkalibehandlung [9] aufgearbeitet und anhand
des Restriktionsenzymschnittmusters auf 10proz. Agarosegelen analysiert.
Die Genfragmente IFN-I-IFN-IIT wurden mit den jeweiligen Restriktions-
endonucleasen aus den pUC-Vektoren herausgeschnitten, durch Elektroelu-
tion, Phenolextraktion und Fillung mit Ethanol reisoliert und die Korrekt-
heit beider DNA-Stringe durch Scquenzierung nach Maxam und Gilbert [7]
bestitigt. Dann wurde durch Ligation der drei Genfragmente IFN-I, IFN-II
und TFN-IIl das Gesamtgen fiur y-IFN erhalten, das wiederum in ein Ex-
pressionsplasmid stromabwiirts der tac-Kontrollregion (trp-lac-Fusionspro-
motor, lac-Operator) [8], wie fur die Subfragmente beschrieben, eingebaut
wurde.
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auf 90°C erhitzt und danach langsam (2-3 h) auf 16°C ab-
gekiihlt, um eine Hybridisierung zum DNA-Doppelstrang
zu erreichen. Nach Zugabe des Enzyms Polynucleotid-Li-
gase incubierte man 18 h bei 16°C und isolierte das ent-
standene Subfragment IFN-I durch Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese. Auf gleiche Weise wurden auch die Sub-
fragmente IFN-II und IFN-IH aus den Oligonucleotiden
11a-111 bzw. 111a-1111 hergestellt. Nach der Subklonierung
der Genfragmente in geeigneten Plasmiden steht eine un-
erschopfliche Quelle fiir diese Fragmente zur Verfiigung,
da sie nach Schneiden mit den Restriktionsenzymen EcoRI
und BamH]I aus IFN-I mit BamH1 und Hind111 aus IFN-II
und mit HindIll und Sall aus IFN-III reisoliert werden
kénnen. Die DNA-Sequenz wurde jeweils durch Sequen-
zierung bestitigt!”.

Mit Polynucleotid-Ligase wurden die Genfragmente
zum Gesamtgen (Abb. 2) verkniipft, das dann in ein mit
EcoRI und Sall geoffnetes Plasmid direkt hinter einer Ex-
pressionsregulationseinheit (tac-Promotor®™) inseriert wur-
de. Nach Transformation und Klonierung in E. coli konn-
ten wir die Korrektheit des gesamten Gens durch Restrik-
tionsenzym-Kartierung und Totalsequenzierung nach Ma-
xam und Gilbert™ bestitigen. Zur Expression des Human-
Gammainterferongens wurden transformierte Zellen von
E. coli 7902 in einer Schiittelkultur bis zu einer optischen
Dichte von 1 bei 578 nm kultiviert. Danach wurde die Syn-
these des Gammainterferons durch Zugabe von Isopropyl-
B-D-thiogalactosid (IPTG; 107*M) 2h induziert. Nach
Ernten der Zellen durch Zentrifugation und ZellaufschiuB3
durch Lysozym/EDTA-Behandlung wurden die in den
Zelliiberstdnden erreichten Gammainterferontiter sowohl
durch einen auf Human-Gammainterferon spezifischen
Radioimmunoassay (Firma CELLTECH, Slough, Grof3bri-
tannien) wie auch durch einen biologischen Test auf
Schutzwirkung des Gammainterferons bei Vero-Zellen ge-
gen eine virale Infektion (Vesicular-Stomatitis-Virus) be-
stimmt. Induzierte - Kulturen wiesen Interferontiter von
I mg pro Liter und OD (Optische-Dichte-Einheit bei
578 nm) auf, wihrend nicht induzierte Kulturen lediglich
0.01 mg Gammainterferon pro Liter und OD produzierten.
Die interferonhaltigen Uberstinde wurden anschlieBend
mit monoklonalen Antikérpern (Firma CELLTECH), die
an Affinitéitssdulen gebunden waren, gereinigt und die von
den Antikorpern spezifisch gebundene Fraktion auf SDS-
Polyacrylamidgelen analysiert. Die gefundene Protein-
bande entsprach einem Protein mit einem Molekularge-
wicht von etwa 16000 (Molekulargewicht von y-IFN).
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