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Verfahren zur Herstellung von Human-Fibroblasten~Interferon

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der rekombi-
nanten DNS-Technologie, d. h, Verfahren, die auf diesem Ge-
biet verwendet werden und Produkte, die mit diesen Ver=~
fahren erhalten werden,

Genauer gesagt, betrifft die vorliegende Erfindung Herstel-
lungsverfahren von Polypeptiden, insbesondere von reifenm
Human~-Fibroblasten-Interferon, die in pharmazeutischen Pri-
peraten verarbeitet werden Kkdnnen., Die vorliegende Erfindung
petrifft ebenfalls die Herstellung der Expressions-Velitoren
(im folgenden kurz Vektoren genannt ), dis in diesem Verfahran

verwendet werden und die neuen Mikroorganismen, die dies

{

Vektoren enthalten,
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Hintergrund der Erfindung

Human-Fibroblasten-Interferon (FIF) ist ein Protein,
das antivirale sowie ein weites Spektrum anderer bidlo—
gischer Aktivitdten aufweist (Uebersicht siehe W.E. Stewart
I1I, The Interferon System, Springer-Verlag, New York-Wien,
1979). Angeblich ist es bis zur Homogenitdt gereinigt wor-
den. Es handelt sich um ein einzelnes Polypeptid mit einem
Molekulafgewicht von 19000-20000, mit einer spezifischen
Aktivitdt von 2-10 x 1O8 Einheiten/mg (E. Knight, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 73, 520-523 [1976]; W. Berthold et
al., J. Biol. Chem. 253, 5206-5212 [1978]). Die Sequenz der
;3 NHZ—terminalgn AminqséurenrdéstIF wurde al; Met—Ser—
Tyr-Asn-Leu~-Leu-Gly-Phe-Leu-Gln-Arg-Ser-Ser bestimmt (E.
Knight et al., Science 207, 525-526 [1980]). Houghton et al.
(Nucleic Acids Res. 8, 1913-1931 [1980]) haben synthetische
Deoxyoligonucleotide (vorauégesagt aus der vorstehend
angegebenen Aminosduresequenz) verwendet, um die Sequenz
der 276 5'-terminalen Nucleotide von FIF-mRNS zu bestimmen.
Taniguchi et al. (Nature 285, 547-549 [1980]; Gene 10,
11-15 [1980]) und Derynck et al. (Nature 285, 542-547
[1980]) waren kiirzlich in der Lage, die Nuclectidsequenz
klonierter cDNS-Kopien von FIF-mRNS‘in E. coli zu be-
stimmen und haben daraus die vollstdndige Aminosiurese-
quenz von Human-FIF einschliesslich einer 21 Aminosiure
umfassenden Signalsequenz abgeleitet. Das reife Peptid
umfasst 166 Aminosduren. Schliesslich haben Taniguchi
et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 5230-5233 [1980])
ein Plasmid konstruiert, welches die Expression des Human-
FIF-Gens in E. coli veranlasst, so dass reifes FIF

erhalten wird.

Durch rekombinante DNS-Technologie ist es inzwischen
gelungen, eine grosse Anzahl wertvoller Polypeptide kon-
trolliert mikrobiell herzustellen. So existieren inzwischen
bereits Bakterien, die durch diese Technologie.so modifi-
ziert wurden, dass sie die Herstellung von Polypeptiden

wie Somatostatin, die A und B Ketten des Human-Insulins
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und Human-Wachstumshormon gestatten (Itakura et al.,

Science 198, 1056-1063 [1977]; Goeddel et al., Nature

281, 544-548 [19791]). Kirzlich gelang durch die Anwendung

der rekombinanten DNS-Technik die bakterielle Herstellung

von Proinsulin, Thymosin oy und Leukozyten-Interferon.

Das Zugpferd der rekombinanten DNS-Technologie 1ist das

Plasmid, eine nicht-chromosomale Schleife doppelstriangiger

DNS, die in Bakterien und anderen Mikroben oft in vielen
Kopien pro Zelle vorliegt. Die in der Plasmid-DNS ent-
haltene Information umfasst diejenige zur Reproduktion des
Plasmids in Tochterzellen (d.h. ein "Replicon") und gewohn-
lich eln oder mehrere SelektLons-Charakterlstlken wie, 1im
Tall von Bakterien, die Resistenz gegenuber Antibiotika,
die es erlauben, Klone der Wirts-Zelle, die das interes-
sierende Plasmid enthalten, zu erkennen und in einem
ausgewshlten Medium selektiv zu zlichten. Die Niitzlichkeit
der Plasmide liegt in der Tatsachs, dass sie spezifisch
durch die eine oder éndere Restriktions-Endonuclease {auch
Restriktionsenzym genannt) gespalten werden kOnnen, wobel
jede Endonuclease eine andere Stelle der Plasmid-DNS er-
kennt. Heterologe Gene oder Genfragmente konnen in das
Plasmid an den Spaltstellen oder aﬁanschliessend an die
Spaltstellen rekonstruierte Enden eingefligt werden. Die
DNS-Rekombination wird ausserhalb der Zelle durchgefihrt
aber das erhaltene rekombinante Plasmid wird durch einen
Vorgang, der als Transformation bekannt ist, in die Zelle
eingefﬁhri)und grosse Mengen an heterologe Gene enthalten-
den, rekombinierten Plasmiden konnen durch Kultivierung

der transformie:ten Zellen erhalten werden. Ist das hetero-
loge Gen in richtiger Weise {d.h. operabel) bezliglich der-
jenigen Teile des Plasmids eingefligt, dle fliir die Transcrip-
tion und Translation der kodierten DNS- Nachrlcht verant-
wortlich sind, dann kann das erhaltene rekombinierte

Plasmid (Expressionsvektor, Vektor) zur Herstellung des

_Polypeptids verwendet werden, dass durch das heterologe

Gen kodiert wird. Dieser Prozess wird als Expression be-

zeichnet.
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Die Expression wird ausgeldst in der Promoter-Region,
die durch RNS-Polymerase erkannt und gebunden wird. In
einigen Fdllen, wie z.B. beim Tryptophan- oder "Trp*-Pro-
moter, der in Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung
bevorzugt ist, werden Promotor-Regionen von sogenannten
Operator-Regionen uberlappt und bilden dann einen kombi-

nierten Promotor-Operator. Operatoreh sind DNS-Sequenzen,
die von sogenannten Repressor-Proteinen erkannt werden,

die wiederum die Prequenz des Transkriptionébeginns an

einem speziellen Promotor regulieren. Die Polymerase wan-
dert an der DNS entlang und liberschreibt die Information,
die der kodierende Strang enthilt, vom 5'- zum 3'-Ende in
mRNS, die dann wiederum in das'PoLypeptid mit der durch .die
DNS kodierten Aminosduresequenz Ubersetzt wird. Jede Amino-
sdure eines Polypeptids wird innerhalb des sogenannten
Strukturgens durch ein Nukleotid-Triplett oder Codon kodiert.
Nach der Bindung an den Promotor ﬁranskribiert die RNS-
Polymerase zundchst Nukleotide, die eine Ribosomen—Bindﬁngs-
stelle kodieren, dann ein Translations—Startsignal {ge-
wlhnlich ATG, das in der mRNS zu AUG wird) und schliesslich
die Nukleotid—Sequenzen des Strukturgens selbst. Am Ende

des Strukturgens werden sogenannte Stopcodons transkribiert,
nach denen die Polymerase noch weitere mRNS-Sequenzen bilden
kann, die aber wegen des vorhandenen Stopsignals von den
Ribosomen nicht mehr iibersetzt werden. Die Ribosomen lagern
sich an die vorgesehene Bindungsstelle der mRNS an, in
Bakterien gewShnlich wdhrend diese entsteht, und stellen
dann ihrerseits das kodierte Polypeptid her, beginnend

am Translations-Startsignal und endend mit dem bereits er—
wdhnten Stopsignal. Das gewlinschte Produkt wird hergestellt,
wenn die Sequenzen, die die Ribosomen-Bindungsstelle
kodieren richtig liegeh in Bezug auf das AUG-Startsignal

und wenn alle i{ibrigen Xodons mit dem Startsignal in Phase -
sind. Das gewlinschte Polypeptid kann erhalten werden durch

Lyse der Wirts-Zelle, Abtrennung von anderen Bakterien-

. proteinen und Reinigung in {iblicher Weise.
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Wahrend das aus Spender-Fibroblasten isolierte homogene
Fibroblasten-Interferon ausreichte zur partiellen Charak-
terisierung und fUr limitierte klinische Studien, reicht
diese Quelle bei weitem nicht aus fir die Gewinnung derjeni-
gen Mengen an Interferon, die fiir breite klinische Priafungen
und die anschlieBende prophylaktische und/oder therapeuti-~
sche Verwendung notwendig sein werden, Tatsachlich bediente
man sich bei den bisherigen klinischen Untersuchungen zur
Evaluation des Human=Fibroblasten-Interferons in Antitumor-
und antiviralen Testen hauptsidchlich rohen Materials
(Reinheit £ 1 %), und die langen Zeiten, die nétig sind, um
geniigende Mengen reinen Materials zu erhalten, haben zu einer
starken Verzoégerung von Untersuchungen in groderem MaBstab

gefihrt,

Es ist Ziel der Erfindung, den Herstellungsweg zu verein-

fachen und wesentlich gréRere Mengen bereitzustellen,

Darlequng des Wesens der Erfindung

 Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die

rekombinante DNS=Technologie (d. h. die Einfigung eines.
Interferongens in mikrobielle Vektoren und deren Expression
unter der Kontrolle mikrobieller genregulatorischer Elemente)
zur Gewinnung groRer Mengen reinsten Fibroblasten~Interferons
einzusetzen, Obwohl das Interferon nicht glykosiliert ist, wie
vielleicht das nattrliche, kdénnte es zur klinischen Behand-
lung vieler viraler und neoplastischer Erkrankungen verwen-

det werden,

44 D0 4022x NN TR



8.4,1982 _
AP C 12 N/233 598/0
- 5a - 59 858/12

2335980

Ein Fibroblasten-Interferon-Gen wurde erfindungsgemiB durch
die folgenden MaBnahmen erhalten:

1) Aminoséurepartialsequenzen von homogenem Human-Fibro-
blasten-Interferon wurden verwendet, um synthetische DNS-
Sonden zu konstruieren, deren Codons insgesamt alle mdg-
lichen Nucleotidkombinationen représentierten, durch die
die AminoséurepartialseQuenzen kodiert werden,

Es wurden Banke von Bakterienkolonien hergestellt, die
komplementdre DNS (cDNS) aus induzierter mRNS enthielten,
Die gemaB (1) erhaltenen Sonden wurden als Starter

.

4LADD 4000 NN oW
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flir die Synthese radiomarkierter einstrdngiger c¢DNS ver-
wendet, die wiederum als Hybridisierungssonden benutzt |
wurden. Die svathetischen Sonden hybridisierten mit indu- ‘
zierter mRNS als Matrize und wurden ferner mittels reverser
Transkription dazu verwendet, induzierte, radiomarkierte
cDNS zu bilden. In dieser Weise erhaltene Klone der Kolonie-
bank, die mit radiomarkierter cDNS hybridisierten, wurden
weiterhin unfersucht auf das Vorliegen eines' Interferon
vollstandig kodierenden Gens. Jedes so erhaltene, mdglicher-
weise eine Teilsequenz des Interferons kodierende CGenfrag-

ment wurde als Sonde fir ein vollstindiges Gen verwendet.

3) Das so erhaltene ungekiirzte Gen wurde massgeschneidert
unter Verwendung synthetischer DNS, um jegliche Leader-
Sequenz, die die mikrobielle Expression des reifen Poly-
peptids verhindern kdnnte, auszuschliessen und um es in
einem Vektor in die richtige Position bringen zu kdnnen
bezliglich der Startsignale und der Ribosomenbindungsstélle
eines mikrobiellen Promoters. Das exprimierte Interfercn
wurde so weit'gereinigt, dass es charakterisiert und seine

Aktivitdt bestimmt werden konnte.

Unter Anwendung der vorstehend kurz beschriebenen
Methoden der rekombinanten DNS-Technologie konnte eine
Reihe replizierbarer Plasmid-Vektoren hergestellt werden,
die die Synthese eines reifen Polypeptids mit den Eigen-
schaften von authentischem Human-Fibroblasten-Interferon
in einem transformierten Mikroorganismus mit hohen Aus-
beuten veranlassen. Das erhaltene Polypeptid weist die
Aminosduresequenz des FIF auf und ist in in-vitro-Testen aktiv
ungeachtet fehlender Glykosylierung wie sie flir Material,
das aus natlirlichen menschlichen Zellen gewonnen wurde,
charakteristisch ist. Der Ausdruck "Expression von reifem
Fibroblasten-Interferon" bezeichnet die mikrobielle (z.B.
bakterielle) Herstellung eines Interferonmolekiils, das
weder'Glykosylgruppén noch eine Pridsequenz enthdlt, die
unmittelbar die mRNS-Translation des Human-Fibroblasten-

Interferon-Genoms veranlassen. Reifes Fibroblasten-Interferon
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wird erfindungsgemdss unmittelbar von einem Translations-
Startsignal (ATG) exprimiert, das gleichzeitig die erste
Aminosaure des natlirlichen Produkts kodiert. Die An- oder
Abwesenheit von Methionin als erster Aminosdure im mikrobiell

5 hergestellten Produkt ist kinetisch bedingt und héngt ab
von den Fermentationsbedingungen und/cder der HOhe der
Expression in dem transformierten Mikroorganismus. Reifes
Fibroblasten-Interferon kann zusammen mit einem konju-~
gierten Protein, das nicht ein iiblicher Leader ist, expri-

10miert werden, wobei das Konjugat spezifisch intra- oder
extrazelluldr gespalten werden kann (vergleiche britische
Patentanmeldung Nr. 2007676A). Schliesslich kann das reife

v"/ L‘
'

Interferon zusammen mit einem mikrobiellen "Signal-Peptid"
hergestellt werden, das das Konjugat an die Zellwand trans-
ygportiert, wo die Signalsequenz abgespalten und das reife

Polypeptid sezerniert wird.

Die zum Inhalt dieser Beschreibung gehoOrenden Fi-
guren 1-5 werden an den geeigneten Textstellen genauer
ogbeschrieben. Figur 6 stellt schematisch die Herstellung
der Plasmide dar, die die direkte Ekpression von reifem
Fibroblasten-Interferon kodieren. Die Restriktionsstellen
und -fragmente sind angegeben ("Pst I", usw.). "ApR" und
= “TcR" bezeichnen diejenigen Orte des Plasmids, die fir die
J o5 Expression der Ampicillin- bzw. Tetracyclin-Resistenz
verantwortlich sind. Die Abkiirzung '"p o" steht fir "Pro-

moter-Operator".

BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUEHRUNGSFORMEN

30
A. Die verwendeten Mikroorganismen

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Mikroorga-
nismus ist E. coli K-12 Stamm 294 (end A, thi~, hsr_, hsm;),
g5 wie in der britischen Patentpublikation Nr. 255382 A
beschrieben. Dieser Stamm wurde bei der American Type
Culture Collection (ATCC Nr. 31446) hinterlegt. Die gesamte

Arbeit wurde unter Beachtung der Richtlinien des National
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Institutes of Health durchgefiihrt.

Die vorliegende Erfindung, obgleich in ihrer bevor-
zugtesten Ausfiihrungsform an E. coli K-12 Stamm 294 be-
schrieben, umfasst auch die Verwendung anderer E. coli-
Stidmme wie E. coli B, E. coli x 1776 und E. coli W 3110,
sowie andere Mikroorganismen, von denen viele bei einem
offiziellen Depositorium (z.B. der American Type Culture
Collection, ATCC) hinterlegt wurden und von dort (mdg-
licherweise) erhdltlich sind (vergleiche auch deutsche
Offenlegungsscﬁrift Nr. 2644432). Weitere Mikroorganismen,
die erfindungsgemdss verwendet werden kodnnen, sind z.B.
Bacilli, wie Bacillus subtilis und andere Enterobacteria-
ceae, unter denen vor allem Salmonella typhimurium und
Serratia marcescens zu .nennen waren, die mit Hilfe wvon sich
vermehrenden Plasmiden heterologe Gene zur ExXpression
bringen kdnnen. Auch in Hefen, beispielsweise in Saccha-
romyces cerevisiaé, kdnnen Interferongene zur ExXpression

gebracht werden unter der Kontrolle eines Hefe-Promotors.

B. Allgemeine Methoden

Die Restriktionsenzyme wurden bei New England Bio-

~labs gekauft und vorschriftsmdssig verwendet. Die Plasmid-

DNS wurde nach einem Standard-Verfahren (D.B. Clewell,
J. Bacteriol. 110,-667-676 [1972]) hergestellt und durch
Sdulenchromatographie an Biogel A-50 M gereinigt. Die
DNS-Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Maxam
und Gilbert (Methods Enzymol. 65, 499-560 [1989]). Die

durch Restriktion erhaltenen DNS-Fragmente wurden durch

_Elektroelution'aus Polyacrylamidgelen erhalten. Die

Radiomarkierung der DNS-Fragmente zwecks Verwendung als
Hybridisierungssonden erfolgte nach der Methode von

Taylor et al. (Biochim. Biophys. Acta 442, 324-330 [1976]1).
Die in-situ-Koloniehybridisierung wurde nach der Methode
von Grunstein und Hogness durchgeflihrt (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 72, 3961-3965 [19751).



10

20

25

30

35

2335980

C. Synthese der Deoxvyoligonucleotide

Die Deoxyoligonucleotide wurden synthetisiert nach der
modifizierten Phosphotriester-Methode in Ldsung (Crea et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 5765-576% [1978]) unter Ver-
wendung von Trideoxynudleotiden als Bausteinen (Hirose
et al., Tetrahédron Letters 28, 2449-2452 [1978]). Die
Materialien und allgemeinen Verfahren Zhnelten den von
Cfea et al. beschriebenen (Nucleic Acids Res. 8, 2331-

2348 [1980]).Die 6 Starter-Pools (Figur 1), die jeweils 4
Dodecanucleotide enthielten, wurden durch separate

Kopplung von 2 Hexamer-Pools (mit jeweils 2 unterschiedlichen
5'-terminalen Sequenzen) mit 3 verschiedenen Hexamer-Pools
(mit jeweils 2 unterschiedlichen 3'-terminalen Sequenzen)

erhalten.

D. Induktion der Fibroblasten

~ Human-Fibroblasten (Zellinie GM-25043) wurden ge-
ziichtet wie bereits von Pestka et al. beschrieben {Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 72, 3898-3901 [1975]). Das Ndhrmedium
(Eagle's Minimalmedium mit einem Gehalt von 10% f&8talem
Kdlberserum) wurde aus den Rollflaschen (850 cm3) entfernt

und ersetzt durch 50 ml N&hrmedium, enthaltend 50 ug/ml

Poly(I) : Poly(C) und 10 pg/ml Cycloheximid. Dieses In-

duktionsmedium wurde nach 4 Stunden bei 37°C entfernt und

die Zell-Monoschichten wurden mit Phosphat-gepufferter
Salzldsung gewaschen (PBS; 0,14M NaCl, 3mM KCl, 1,5 mM

KHZPO4, 8mM NaZHPO4). Jede Flasche wurde bei 37°C mit 10 ml
einer Trypsin-EDTA-LSsung (Gibco 610-5305) inkubiert bis

die Zellen sich abldsten. Dann wurde fdtales Kilberserum

bis zu einer Konzentration von 10% zugesetzt. Das Zellmaterial
wurde 15 Minuten bei 500 x g zentrifugiert, der Riickstand
nochmals in PBS suspendiert und sedimentiert. Die Zellen
wurden in fllissigem Stickstoff gefroren. Pro Rollflasche

wurden etwa 0,17 g Zellmaterial erhalten.
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E. Herstellung und Assay von Interferon-mRNS

Poly(A)-enthaltende mRNS wurde nach der von Green
et al. (Arch. Biochem. Biophys. 172, 74-89 [1975]) be-
schriebenen Methode aus Humanfibroblasten durch Phenol-
extraktion und 0l1igo{dT)-Zellulose-Chromatographie
erhalten. Die Poly(A)-enthaltende RNS wurde bezliglich
Interferon-mRNS durch Zentrifugieren in einem linearen
Saccharose-Gradienten (5-20%, w/v) angereichert. Die RNS-
Proben wurden wihrend 2 Minuten auf 80°C erhitzt, schnell
abgekiihlt, iber den Gradienten gegeben und 20 Stunden bei
30000 U/min. bei 4°C in einem Beckman SW-40 Rotor zentri-
fugiert. Die Fraktionen wurden gesammelt, mit ZEthanol

gefallt und in Wasser geldst.

Ein-MiXrogramm-Proben von mRNS wurden, wie von Cavalieri

et al. beschrieben (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 3287-
3291 [1977]1), Xenopus laevis-Oocyten injiziert. Dis Cocyten
wurden 24 Stunden bei 21°C inkubiert, homogenisiert

und 5 Minuten mit 10000 x g Qentrifugiert. Im Ueberstand
wurde das Interferon nach dem CPE-Hemmtest (Stewart,

The Interferon System, Springer-Verlag, New-York-Wien,
1979) bestimmt unter Verwendung von Sindbis-Virus und
humanen diploiden Zellen (WISH). Flir die 12 S~Fraktion

der mRNS wurden Interferontiter von 1000 bis 6000 Ein-
heiten/mg injizierter RNS festgestellt (NIH Referenz-

standard).

F. Synthese und Clonierung von cDNS

Einstringige cDNS wurde hergestellt in 100 ml Reak-
tionen, aus 5 ug der 12S mRNS—Fraktioﬂ, 20 mM Tris-HC1
(pH 8,3), 20 mM KCl, 8mM MgClZ, 30 mM B-Mercaptoethanol,
100 uCi (a>2P)ACTP und 1 mM AATP, ACTP, dGTP und ATTP. Der
Starter war das synthetische HindIII-Decamer dCCAAGCTTGG
(Scheller et al., Science 196, 177-180 [1977]), das auf
der 3'-terminalen Seite um etwa 20-30 Deoxythymidinreste

unter Verwendung der terminalen Deoxynucleotidyl-Trans-
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ferase (Chang et al., Nature 275, 617-624 [1978]) ver-
lingert worden war. 100 Einheiten reverser Transkriptase
wurden zugesetzt und das Reaktlonsgemisch wurde 30 Minuten
lang bei 42°C inkubiert. Die Synthese des zweiten Stranges
der DNS wurde wie von Goeddel et al. bereits beschrieben
(Nature 281, 544-548 [1979]) ausgeflihrt. Die doppel-
striangige cDNS wurde mit 1200 Einheiten Sl1-Nuklease
wihrend 2 Stunden bei 37°C in 25 mM Natriumacetat (pH
4,5), 1 mM ZnCl2 und 0,3 M NaCl behandelt. Nach Phenol-
extraktion wurde das Gemisch elektrophoretisch an einem
8%igen Polyakrylamidgel aufgetrennt. Durch Elektroelution
wurden etwa 0,5 ug c¢DNS von 550-1500 Basenpaaren (bp)
erhalten. Ein aliquoter Teil (20 ng) wurde mit Deoxy(C)-
Resten verlangert unter Verwendung terminaler Deoxy-
nucleotidyl-Transferase (Chang et al., supra) und mit 100
ng des Plasmids pBR322, welches mit Deoxyguanosinresten
an der PstI-Spaltstelle (Chang et al., supra) verldngert
worden war, verbunden. Das Gemisch wurde zur Transfor-
mation von E. coli X-12 Stamm 294 nach einem publizierten
Ver fahren (Hershfisld et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
71, 3455-3459 [1974]) verwendet.

G. Herstellung von induzierten und nicht induzierten

32P—cDNS-—Sonden

-5 ug 12S-mRNS wurden mit entweder 2 ug Oligo(dT)lZ_18

oder je 5ug der synthetischen Starter-Pools (Figur 1) in

60 pl 10 mM Tris-HCl (pH 8) und 1 mM EDTH kombiniert.

Die Gemische wurden 3 Minuten gekocht, auf Eis gegeben und

mit 60 ul 40 mM Tris-HCl (pH 8,3), 40 mM KCl, 16 mM

Mgclz, 30 mM B;gercaptoethanol, 1 mM dATE, dGTP, 4dTTP und
P)dCTP (2000-3000 Ci/mM) bei 0°C wversetzt.

Nach Zusatz von 100 Einheiten reverser Transkriptase wurde

30 Minuten lang bei 42°C inkubiert und durch Passage lber

eine 10 ml-Sephadex G-50-Sdule gereinigt. Die Produkte

wurden mit 0,3 N NaOH wdhrend 30 Minuten bei 70°C behandelt,

neutralisiert und mit Ethanol gefallt.
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Die 32P—cDNSs wurden mit 100 ug Poly(A)-mRNS aus nicht-

induzierten Fibroblasten in 50 ul 0,4M Natriumphosphat

(pH 6,8) und 0,1% Nafriumdodecylsulfat (SDS) versetzt.

Die Gemische wurden 5 Minuten auf 98°C erhitzt und 15
Stunden bei 45°C getempert. Dufch Chromatographie an
Hydroxyapatit, wie von Galau et al. beschrieben (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74, 1020-1023 [1977]), wurden die DNS-RNS-
Hybride (enthaltend nichtinduzierte cDNS-Sequenzen) von
einstrdngiger DNS ({induzierten c¢cDNS-Sequenzen) getrennt.

Die DNS-RNS-Hybride wurden mit Alkali zwecks Entfernung von

‘RNS behandelt.

32

H. Screening rekombinanter Plasmide mit P-cDNS-

Sonden

Plasmid-DNS-Proben von etwa 1 ug wurden aus indivi;
duellen Transformanten nach einem bekannten Verfahren
(Birnboim et al., Nucleic Acids Res. 7, 15:3-1523 [19791)
hergestellt. Die DNS-Proben wurden durch Behandlung mit
EcoRI linearisiert, in Alkali denaturiert und jeweils
auf 3 Nitrocellulosefilter nach der Tilipfelshvbridisations-
methode (Kafatos et al., Nucleic Acids Res. 7, 1541-1552
{1979]) gebracht. Die Filter wurden mit den 32P—cDNS—Sonden
widhrend 16 Stunden bei 42°C in 50% Formamid, 10 x Denhardt's
Losung (Biochem. Biophys. Res. Comm. 23, 641-646 [1966]),
6xSSC, 40 mM Tris-HCl (pH 7,5),. 2 mM EDTA und -40 ug/ml
Hefe-RNS hybridisiert. (SSC enthdlt 0,15 M NacCl und 0,015 M
Natriumcitrat, pH 7,0). Die Filter wurden gewaschen mit
0,1 x 8SC sowie 2 x 30 Minuten lang bei 42°C mit 0,1% SDS,

getrocknet und der Autoradiographie unterworfen.

I. Konstruktion von Plasmiden fiir direkte Expression

von FIF

Die synthetischen Starter I (dATGAGCTACAAC) und II

(dCATGAGCTACAAC) wurden nach der von Goeddel et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 76, 106-110 [1979], beschriebenen Methode

phosphoryliert unter VerwendungAvon T4-Polynucleotidkinase
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und (y-"“P)ATP bis zu einer spezifischen Aktivitit von

700 Ci/mM. Die Starterreparatur wurde folgendermassen
durchgefiihrt: 250 pM der 3ZP—Starter wurden vereinigt mit
8 ug (10 pM) eines 1200 Basenpaare langen HhaI-Restrik-
5 tionsfragments, das die FIF-cDNS-Sequenz enthielt. Das
Gemisch wurde mit Ethancl prédzipitiert, in 50 nl Wasser
resuspendiert, 3 Minuten gekocht, in Trockeneis-
Ethanol gegeben und mit 50 ul einer LOsung von 20 mM
Tris-HC1l (pH 7,5), 14 mM Mgclz, 120 mM Nacl, 0,5 mM
10 dATP, dCTP, 4GTP, dTTP bei 0°C vermischt. Nach Zusatz von
ey 10 Einheiten DNS-Polymerase I Klenowfrggment wurde 4 1/2'
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Extraktion mit Phenol/
CHCl3 und Restriktion mit PstI wurde das gewlinschte Produkt
an einer 6%igen Polyacrylamidgelsdule gereinigt. Die an-
15 schliessenden Verknlipfungen erfolgten bei Raumtemperatur
(kohdsive Enden) oder vei 4°C (stumpfe Enden) unter den

b
von Goeddel et al., supra, angegebenen Bedingungen.

J. Assay flr Interferonexpression in E. ccli
20

Bakterienextrakte fiir den Interferon-Assay wurden

folgendermassen hergestellt: 1 ml Kulturen wurden Uber

Nacht in LB (Luria-Bertani) Medium, enthaltend 5 ng/ml

£ Tetracyclin, gezlichtet und auf 25 ml mit M9-Medium, das

25 dqurch 0,2% Glukose, 0,5% Casaminosiduren und 5 ug/ml Tetra-
cyclin erqénzt war, verdinnt. 10 ml-Proben wurden zentrifu-
giert wenn die Absorption bei 550 nm (ASSO).den Wert 1,0
erreichte. Die Zellkuchen wurden schnell in Trockeneis-
Ethanol gefroren und geklidrte Lysate wurden, wie von Clewell

30 (supra) beschrieben, hergestellt. Die Interferonaktivitdt
.in den Ueberstdnden wurde durch Vergleich mit NIH-FIF-Stand-
ard nach dem CPE-Hemmtest bestimmt. Es wurden 2 verschie-
dene Tests verwendet: (a) WISH-Zellen (humane Amnionzellen)
wurden auf Mikrotiterplatten verteilt. Nach 16-20 Stunden

35 wurden die Proben zugesetzt und seriell zweifach verdlinnt.
Nach einer Inkubationszeit von mindestens 3 Stunden wurde
Sidbis~Virus zugesetzt. Die Platten wurden nach 20-24

Stunden mit Kristallviolett angefdrbt. (b) MDBK-Zellen
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(aus Rindernieren) wurden ausgesdt unter gleichzeitiger
zweifacher Verdlinnung der Proben. Nach einer Inkubationszeit
von 2-3 Stunden wurden vesikuldre Stomatitisviren zugesetzt
und nach weiteren 16-18 Stunden wurden die Platten mit '
Kristallviolett angefarbt. Um die Stabilitdt bei pH 2 zu
testen, wurden die Bakterienextrakte und Standarde in
Minimalmedium auf eine Konzentration von 1000 Einheiten/ml
verdinnt. Aliquote Teile von 1 ml wurden mit 1IN HCl auf pH.
2 gebracht, 16 Stunden bei 4°C inkubiert und durch Zusatz
von NaOH neutralisiert. Die Interferonaktivitdt wurde .nach
dem CPE-Hemmtest unter Verwendung menschlicher Amnionzellen
bestimmt. Um antigenische Identitdt herzustellen, wurden
aliquote Teile (25 ul) der 1000 Einheiten/ml enthaltenden
Interferon-proben (unbehandeit) 60 Minuten lang bei 37°C
mit 25 ul Kaninchen-Anti-Human-Leukozyten-Interferon inku-
biert, 5 Minuten mit 12000 x g zentrifugiert und der
Ueberstand getestet. FIF- und LIF-Standarde wurden vom NIH
erhalten. Kaninchen-Anti-Human-Leukozyten-Interferon wurde

vom National Institut of Allergy and Infectious Diseases

erhalten.
K. Synthese von Starterpools, die komplementdr sind zu

FIF-mRNS

Von der bekannten aminoterminalen Amihosduresequenz
des Human-Fibroblasten-Interferons wurden die 24 mdglichen
mRNS-Sequenzen, die fiir die Kodierung der ersteﬁ 4 Amino-
sduren in.Frage kommen, abgeleitet. Die theoretisch mdgli-
chen 24 komplement&ren Deoxyoligonucleotide wurden in 6
Pools zu je 4 Dodecameren synthetisiert (Figur 1). Die
Synthese erfolgte nach der modifizierten Phosphotriester-
Methode- in Ldsung und an Festphasen (Crea et al., supra).
Die grundlegende Strategie beruhte auf der Umnsetzung zweler
3'-geschlitzter Trimerer mit einem Ueberschuss eines einzelnen
5'-geschiitzten Trimeren zu einem Pool von 2 Hexameren, die
beide gleich stark vertreten waren. Die Kupplung von 2 Pools,
die jeweils 2 Hexamere enthielten, lieferte dann einen

Pool mit 4 Dodecameren.
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L. Identifizierung von FIF-cDNS-Klonen

Unter Verwendung von 12S-mRNS aus induzierten Huhan—-
Fibroblasten (1000 Einheiten Interferbn—Aktivitét/ug im
Qocytentest) wurde doppelstrangige cDNS hergestellt und
in das Plasmid pBR322 an der PstI-Restriktionsstelle nach
der Standard dG:dC-Tailing-Methode, wie von Chang et al.

(supra) beschrieben, eingefligt. Eine FIF-cDNS-Bibliothek

aus 30000 Ampicillin-empfindlichen, Tetracyclin-resistenten
Transformanten von E. coli K-12 Stamm 294 wurde aus 20 ng
cDNS, enthaltend 550-1300 Basenpaare, angelegt. Aus 600 der
Transformanten wurde Plasmid-DNS hergestellt und auf 3
Sitze von Nitrocellulosefiltern, wie oben beschrieben,.;e—

bracht.

Die Methode zur Identifizierung>hybrider Plasmide,
die FIF-cDNS-Sequenzen enthielten, &dhnelte der, die
angewandt wurde zur Identifizierung entsprechender
hybrider Plasmide mit LIF-cDNS Sequenzen (Goeddel et zl.,
Nature 287, 411-416 [1980]). Radiomarkierte cDNS-Hybri-
disierungssonden wurden hergestellt unter Verwendung von
entweder den 24 synthetischen Dodecameren oder von 0ligo
(dT)12—18 als Starter und 12S-RNS aus induzierten Fibro-
blasten (5000 Einheiten/ug im Oocytentest) als Matrize.
Die erhaltenen 32P—cDNSs (spezifische Aktivitdt Q> 5 x 108
cbm/ug) wurden mit einem grossen Ueberschuss an mRNS,
aus nicht induzierten Human-Fibroblasten isoliert, hybridi-
siert und die mRNS—cDNS—Hybridé wurden von nicht umge-
setzter cDNS mittels Chromatographie an Hydroxyapatit
{Galau et al., supra) abgetrennt. Die einstrangigen cDNS-
Fraktionen sollten angereichert sein mit Sequenzen, die
in induzierten Fibroblasten vorhanden, in nicht-induzierten
Zellen aber abwesend sind, und die mRNS-cDNS Hybride sollten
Sequenzen darstellen, die sowohl in induzierten wie nicht-.

induzierten Zellen vorkommen. Etwa 4 x 106 cpm einstrangige

CDNS (Hybridisierungssonde A) und 8 x 106 cpm CDNS-mRNS-

Hybride wurden unter Verwendung der mit Oligo (dT)12-18 ge-

starteten cDNS erhalten, wdhrend von der mit den synthe-
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tischen Dodecamerpools 1-6 gestarteten cDNS 1,5 x 106 cpm
einstrédngige cDNS (Hybridisierungséonde B) und 1,5 x 106 cpm
Hybride erhalten wurden. Die dDNS—mRNS—Hybride aus beiden
Fraktionierungen wurden vereinigt, die RNS durch Behandlung
mit Alkali hydrolysiert und die 32P-cDNS wurde als Hybridi-
sierungssonde C verwendet. Viele der 600 Plasmidproben
hybridisierten sowohl mit der Sonde A wie mit der Sonde C,
was darauf hinwies, dass die Hybridisierungsreaktionen
32P—cDNS {vor der
Hydroxyapatitfraktionierung) nicht vollsténdig verlaufen

zwischen nicht induzierter mRNS und

waren. Nur 1 der 600 Plasmide (pF526) hybridisierte stark
mit der speziell gestarteten, induzierten cDNS-Sonde B

(Figur 2). Plasmid pF526 hybridisierte auch mit der Oligo
(dT)15.18
keine nachweisbare Hybridisierung mit der kombinierten

gestarteten, induzierten cDNS-Sonde A und lieferte
nicht-induzierten Sonde C.

PstI-Behandlung mit PF526 zeigte, dass der klonierte
CDNS-Abschnitt etwa 550 Basenpaare lang war, wahrscheinlich
zu kurz, um den gesamten kodiefendén Bereich fir Fibro-
blasten-Interferon zu enthalten. Daher wurde eine 3ZP—
markierte DNS Sonde aus diesem PstI-Fragment hergestellt
mittels DNS-Starter aus Ké&lberthymus (Taylor et al., supra).
Diese Sonde wurde gebraucht, um 2000 einzelne Kolonien
einer neu hergestellten Fibroblasten-cDNS-Bibliothek zu
screenen. Die neue cDNS-Bibliothek wurde unter Verwendung
von 12S-mRNS aus induzierten Fibroblasten mit einem Titer
von 6000 Einheiten/mi im Oocytentest hergestellt. 16 Klone
hybridisierten mit der Sonde. Die aus der Mehrzahl dieser
Klone gewonnenen Plasmide lieferten bei Spaltung mit PstI
2 Fragmente, d.h. sie besassen eine interne PstI-Spalt-
stelle. Klon pFIF3 enthielt den ldngsten cDNS-Abschnitt
von etwa 800 Basenpaaren. Die DNS-Sequenz diéses Abschnitts
wurde nach der Maxam-Gilbert Methode (supra) bestimmt und
ist in Figur 3 gezeigt. Die Aminosduresequenz des Human-
Fibroblasten-Interferons, die aus der Nucleotidsequenz vor-
hergesagt wurde, ist mit der kiirzlich von Taniguchi et al.

(Gene 10, 11-15 [1980]) sowie von Derynck et al. (supra)
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beschriebenen identisch. Es wird zundchst eine Pridsequenz
oder ein Signalpeptia von 21 Aminosduren kodiert, dann

eine Aminosiduresequenz von 166 Aminosduren, die das reife
Tnterferon darstellen. Schliesslich folgen 196 nicht liber-
setzte Nucleotide und ein Poly(A)-Schwanz. Die 20 amino-
terminalen Aminosduren des reifen FIF sind direkt bestimmt
worden durch Sequenzierung und stimmen Uberein mit der aus

der DNS-Sequenz vorhergesagten Sequenz.

M. Direkte Expression von Fibroblasten-Interferon

Um eine mdglichst hohe Expression von reifem Fibro-
blasten-Interferon in E. coli zu erhalten, sollte der Start
der Protsinsynthese am ATG-Codon des reifen Polypeptids
(Aminpséure 1) und nicht am ATG-Codon des Signalpeptids

(Aminosdure S1) stattfinden (Figur 3).

Wie die das Signalpeptid kodierende Region aus dem
Plasmid pFIF3 entfernt wurde ist in Figur 4 dargestellt.
Ein DNSJFfagment aus 1200 Basenpaaren, das den gesamten,
FIF kodierenden cDNS Abschnitt enthielt, wurde nach Be-
handlung von pFIF3 mit Hhal an einem Polyacryiamidgel
isoliert. Zwel synthetische Deoxyoligonucleotidstarter,
dATGAGCTACAAC(I) und ACATGAGCTACAAC(II) wurden hergestellt.
Beide Starter enthalten die die ersten 4-Aminosdure des
reifen Fibroblasten-Interferons kodierenden Sequenien und
Starter II besitzt zusdtzlich ein C am 5'-Ende. Starter-~
reparatur und anschliessende Verkniipfungen wurden fir jeden
der beiden Starter I und II getrennt durchgefilihrt und lieferten
nahezu identische Resultate. Es werden daher hier nur die
Reaktionen mit dem Starter I im Detail beschrieben. Die
Starter wurden 5'-radiomarkiert unter Verwendung von (Y—32P)
ATP und T4 Polynucleotidkinase und mit dem 1200 Basenpaare

enthaltenden HhaI-DNS-Fragment kombiniert. Das Gemisch

wurde durch Erhitzen denaturiert. Nach Hybridisierung des

Starters an das denaturierte HhaI-DNS-Fragment, wurde die
Reparatur des oberen (+)-Stranges mit E. coli-DNS-Polymerase
I Klenowfragment (Klenow et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
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| 65, 168-175 [1969]1) katalysiert (Figur 4). Gleichzeitig

wird durch die 3!

» 5'-~Exonucleaseaktivitdt des Klenow-
fragments das in'3'—Richtung‘vorragende Ende des unteren

i (-)-Stranges entfernt unter Schaffung eines glatten

'; 5 Endes. Die Analyse des Reaktionsgemischs durch Polyacryl-
amidgelelektrophorese zeigte, dass die Reparatur nicht
vollstidndig war sondern an verschiedenen bestimmten Stellen

aufgehort hatte. Daher wurde das gesamte Reaktionsgemisch

mit PstI behandelt und das gewlinschte 141 Basenpaare-ent-
10 haltendes Fragment (180000 Cerenkow cpm; ca. 0,3 pM)
o~ wurde durch Polyacrylamidgelelektrophorese gereinigt (Figur
E ~- 5). Die Bindung dieses Fragments an 1 ng (ca. 4 pM) des
f 363 Basenpaare-enthaltenden PstI-BglII-Fragments, .das aus
i PFIF3 isoliert wurde, mit anschliessender BglII-Behandlung,
: | 15 lieferte etwa 30 ng (ca. 0,1 pM, 50,000 Cerenkow cpm)
des 504 Basenpaare-enthaltenden DNS-Fragments, das die
gesamte reifes Fibroblasten-Interferon kodierende Sequenz
enthielt. Dieselben Reaktionen mit dem Starter II lieferten
etwa 50 ng (ca. 0,15 pM, 83,000 Cerenkow cpm) des 505

20 Basenpaare-esnthaltenden Produkts.

Die Konstruktion von Plasmiden, die die Synthese
von Human-Fibroblasten-Interferonen lenken, ist in Figur 6
() - dargestellt. Es wurden verschiedene Plasmide konstruiert,
g 25 die die FIF-Synthese unter die Kontrolle von E. coli Lac-
oder Trp-Promotor-Operatorsystemen brachte. Diese beiden
Systeme haben sich bereits als geeignet fiir die direkte
Expression von Eukaryoten-Genen in E. coli erwiesen:
humanes Wachsfumshormon wurde unter Verwendung des Lac-
30 systems (Goeddel et al., Nature 281, 544-548 [1979]) syn-

thetisiert, wéhrend.Human—Leukozyten—Interferon in hohen

Ausbeuten unter Verwendung des Trp-Systems erhalten wurde
(Goeddel et al., Nature 287, 411 [19801]).

35 PBRH-trp wurde mit EcoRI behandelt und das erhaltene

- © Fragment wurde durch PAGE und Elektroelution isoliert.

EcoRI-behandeltes Plasmid pSomll (Itakura et al., Science
o 198, 1056-1063 [1977]); brit. Patentpublikation Nr. 2007676 A)
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wurde mit dem obigen Fragment kombiniert. Das Gemisch

wurde mit T4 DNS-Ligase behandelt und die erhaltene DNS zur
Transformation von E. coli K-12 Stamm 294 in der bereits
beschriebenen Weise verwendet. Die transformierten Bakterien
wurden auf Grund ihrer Ampicillinresistenz selektioniert

und nach der Koloniehybridisationsmethode von’ Grunstein

et al. (supra) getestet, wobei das obige, aus pBRHtrp

isolierte Fragment, das den Trp-Promotor-Operator enthielt
32

‘und mit P radiocaktiv markiert war, als Sonde verwendet

wurde. Die Plasmid-DNS verschiedener im'Koloniehybridisa—
tionstest positiver Kolonien wurde isoliert undvdie‘Orien—
tierung der eingefiigten Fragmente wurde durch Restriktions-
analyse mit den Enzymen BglIT und BamHI bestimmt. E. coli
294 mit dem Plasmid pSOM742, das das Trp-Promotor-Operator-
Fragment in der gewlinschten Orientierung enthielt, wurde in
LB-Medium, enthaltend 10 pg/ml Ampicillin, gezlichtet. Man
liess die Zellen bis zu einer optischen Dichte von 1

(bei 550 nm) wachsen, zentrifugierte und suspendierte in
M9-¥Medium beili 10-facher Verdinnung. Die Zellen wurden noch-
mals 2-3 Stunden zu einer optischen Dichte 1 wachsen ge-
lassen, dann lysiert und das gesamte Zellprotein wurde
durch SDS-Harnstoff (15%) PAGE (Maizel et al., Methods
Virol. 5, 180-246 [19711) analysiert.

Das Plasmid pBR322 wurde mit HindIII behandelt und
die vorstehenden HindIII-Enden wurden mit Sl-Nuclease
entfernt. Fir letzterg Reaktion wurden 10 ug HindIII-
gespaltenés pBR322 in 30 ul Sl-Puffer (0,3 M NacCl, 1 mM
chlz, 25 mM Nat;iumacetatl pH 4,5) mit 300 Einheiten
S1-Nuclease 30 Minuten lang bei 15°C behandelt. Die Reaktion
wurde beendet durch Zusatz von 1 ul 30 x Sl-Nuclease-Stop-
lésung (0,8 M Trisbase, 50 mM EDTA). Das Gemisch wurde
mit Phenol und anschliessend mit Chloroform extrahiert,
mit Ethanol gefdllt und schliesslich mit EcoRI, wie be-
reits beschrieben, behandelt. Nach PAGE und Elektroelution
wurde das grosse Fragment (l)‘erhalten, das ein EcoRI

kohdsives Ende und ein stumpfes Ende, dessen kodierender

Strang mit Thymidin beginnt, besitzt.
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Das Plasmid pSom7A42 wurde mit BQLII behandelt und die
resul tierenden kchdsiven Enden wurden mittels Klenow-Poly-

merase I unter Verwendung aller 4 Deoxynucleotidtriphos-

phate doppelstrangig gemacht. Spaltung mit EcoRI sowie

* PAGE und Elektroelution lieferten ein kurzes lineares

DNS—Ffagment (2), das den Tryptophan-Promotor-Operator
enthielt sowie Codons der LE' "proximalen" Sequenz strom-
aufwdrts von der BglII-Spaltstelle ("LE' (p)"). Dieses
Fragment besass ein kohésives EcoRI-Ende und ein stumpfes
Ende, das von der Aufflillung der BglII-Spaltstelle her-
rithrte. Aus den beiden Fragmenten (1) und (2) wurde

mit Hilfe von T4—DNS—Ligase das Plasmid pHKY 10 gebildet,
mit dem kompetente E. coli Stamm 29%4-Zellen transformiert

wurden.

Das Plasmid pGMI tragt das E. coli-Tryptophan-Operon
mit der Deletion ALE1413 (Miozzari et al., J. Baterio-

logy 133, 1457-1466 [1978]) und exprimiert daher ein Fu-

sionsprotein mit den ersten & Aminosauren des Trp-Leaders
und etwa dem letztesn Drittel des Trp Z-Poclypeptids (im fol-
genden LE'.genannt), sowie dem vollstdndigen Trp D-Polypeptid,
und zwar unter der Kontrolle des Trp-Promotor-Cperator-
Systems. Das Plasmid (20 ug) wurde mit dem Restriktions-
enzym PvuIl an 5 Stellen gespalten. Die Genfragmente
wurden dann mit EcoRI—Verbinaungssequenzen (bestehend aus
einer selbstkomplementiren Polynukleotidsequenz
PCATGAATTCATG) kombiniert, um eine EcoRI-Spaltstelle fiir das
spatere Klonieren in ein Plasmid mit einer solchen EcoRI-
Spaltstelle zu schaffen. Die 20 ug der aus pGM1 erhaltenen

DNS~-Fragmente wurden mit 10 Einheiten T, DNS-Ligase in

Gegenwart von 200 pMol des 5'—phosphory§ierten synthetischen
Oligonucleotids pCATGAATTCATG in 20 ul T, '
(20 mMol Tris, pH 7,6, 0,5 mMol ATP, 10 mMol MgClz, 5 mMol
Dithiothreit) bei 4°C iliber Nacht behandelt. Die Ld&sung

DNS-Ligase~Puffer

wurde dann 10 Minuten auf 70°C erwdrmt. Die Verbindungsse-
quenzen wurden mit EcoRI gespalten und die Fragmente, die

nun EccRI-Enden enthielten, wurden mittels 5% Polyacrylamid-
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gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt. Dié drei grdssten
Fragmente wurden aus dem Gel isoliert. Dazu wurde zundchst
mit Ethidiumbromid angefdrbt, die lckalisierten Fragmente
wurden unter UV-Licht ausgemacht und die betreffenden
Regionen aus dem Gel herausgeschnitten..Jedes Gelfragment
wurde mit 300 Microliter 0,1 x TBE in eine Dialysetasche
gebracht und wahrend 1 Stunde in 0,1 x TBE~Puffer der
Elektrophorese bei 100 Volt ausgesetzt (TBE-Puffer enthdlt:

10,8 g Tris-Base, 5,5 g Borsdure, 0,09 g Na,EDTA in 1

Liter Hzo). Die wassrige LOsung wurde gesamielt, mit _
Phenol extrahiert, mit Chloroform extrahiert und 0,2M an
Natriumchlorid gemacht. Die DNS wurde nach Ethanolfdllung
in wissriger LOsung erhalten. Das den trp-Promoter-Operator
enthaltende Gen mit EcoRI kohdsiven Enden wurde nach der

im folgenden beschriebenen Methode identifiziert, die

darin besteht, dass man Fragmente in ein Tetrécyclin-empfind—

liches Plasmid einbaut, die durch Einkau eines Promotor-

Operators Tetracyclin-resistent werden.

Das Plasmid pBREIL (Rodriguez et al., Nucleic Acids
Res. 6, 3267-3287 [1979]) exprimiert Ampicillinresistenz
und enthdlt das Gen fiir Tetracyclinresistenz, aber, weil
kein zugehdriger Promoter existiert, exprimiert diese
Resistenz nicht. Das Plasmid ist daher Tetracyclin-
empfindlich. Durch Einfigung eines Promotgr-Operator-

Systems an der EcoRI-Spaltstelle kann das Plasmid Tetra-

cyclin-resistent gemacht werden.
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PBRH1 wurde mit EcoRI behandelt und das Enzym durch
Phenolextraktion und Chloroformextraktion enfernt. Das
nach Ethanolprézipitation in Wasser erhaltene DNS-=Molekil
wurde in getrennten Reaktionsgemischen kombiniert mit jedem
der drei DNS-Fragmente, die oben erhalten wurden und mit TM

DNS-Ligase,wie bereits beschrieben,verbunden. Die DNS des

'Reaktionsgemischs wwds zur Transformation kompetenter E. coli

K-12 Stamm 294-Organismen nach Standardmethoden (Hershfield
et al., Proc. Natl. Acad. Seci. U.S.A. 71, 3455-3459 [1974])
verwendet. Die Bakterien wurden auf LB (Luria-Bertani) -

Platten gebracht,die 20 pg/ml Ampicillin und 5 ug/ml Tetra-

cyclin enthielten. Es wurden verschiedene Tretacyclin-resti-

- stente Kolonien ausgewdhlt, die Plasmid-DNS isoliert und das

Vorhandensein des gewlinschten Fragmentes durch Restriktions-
enzymanalysen bestdtigt. Das entstandene Plasmid wurde
pBRHtrp genannt.

Ein EcoRI und BamHI Digestionsprodukt des Genoms des

gl

is B-Virus wurde nach bekannten Methoden erhalten

o

j o

a i

in die EcoRI und BamZI Spaltstellen des Plasmids pGH6 einge-
figt (Goeddel et al., Nature 281, 544 [1979]), wodurch das
Plasmid pHS32 entstand. Das Plasmid pHS32 wurde mit Xbal ge-
spalten, mit Phénol extrahiert, mit Chloroform extrahiert und
der Ethanolpridzipitation unterworfen. Es wurde dann mit 1 ul

E. coli DNS-Polymerase I, Klenow Fragment (Boehringer-Mannheim)
in 30 ul Polymerase-Puffer (50 mM Kaliumphosphat, pH 7.4, 7 mM
Mg012, 1 mM B—Mercaptoethanol),enthaltend 0,1 mM dTTP und 0,1
mM dCTP, wdhrend 30 Minuten bei 0°C und 2 Stunden bei 37°C bve-
handelt. Durch diese Behandlung wurde die Xbal Spaltstelle
folgendermassen verdndert :

57 CTAGA —. 5t CTAGA —~—
—_—
3 T— 3 TCT —
Dieser linears Rest des Plasmids pHS32 (nach Phenol- und
Chloroform-Extraktion und Ethanolprdzipitation in Wasser) wur@e

mit EcoRI gespalten. Das grosse Plasmidfragment wurde vom
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kleinen EcoRI-XbaI-Fragment abgetrennt durch PAGE und nach
Elektroelution isoliert. Dieses DNS-Fragment von pHS32 (0,2
tg) wurde unter Zhnlichen Redingungen wie den Sbenbeschrie-
benen an das EcoRI-TagqI-Fragment des Tryptophanoperons (etwa
0,01 ug) aus pBRHtrp gebunden. Dabei geschieht folgendes:

-~ T CTAGA--- --TCTAGA--

-~ acc TCT--- = __AGCTCT--

mit der ungewdhnlichen Basenpaarung T-C. Ein Teil des Reak—
tionsgemisches wurde in E. coli 294-Zellen transformiert,
hitzebehandelt und auf LB-Platten, die Ampicillin enthielten,
gebracht. Es wurden 24 Kolonien ausgewdhlt, in 3 ml LB-Medium
aufgezogen und das Plasmid isoliert. Es wurde festgestellt,
dass sechs davon die %bal-Spaltstellen im E. coli durch kata-
lysierte DNS-Ausbesserung und Replikation rvgeniert hatten in

folgender Weise:

-~ TCTAGA - —TCTAGA -
=
— AGCTCT - : - AGATCT -

Diese Plasmide konnten auch mit EcoRI und Hpal gespalten wer-
den und lieferten die erwarteten Restriktionsfragmente. Ein
Plasmid, pTrpll bezeichnet, wurde fiir die Expression heterolo-

ger‘Peptide, wie im folgenden beschrieben, verwendet.

_ Das Plasmid pHGH 107 (Goeddel et al., Nature 281, Sl
[1979]) enthdlt ein Gen fir das menschliche Wachétumshormon)
bestehend aus 23 synthetisch hergestellten Aminosdurecodons
und 153 Aminosdurecodons,die von cDNS lber reverse. Transcrip-
tion der mRNS erhalten wurde. Dieses Gen, obgleich es den
Codon der Pridsequenz des menschlichen Wachstumshormens nicht
enthdlt, besitzt ein ATG-Translations-Startcodon. Das Gen
wurde aus. 10 ug pHGH 107 isoliert nach Behandlung mit EcoRI

-und E. coli DNA Polymerase I Klenow-Fragment K sowie dTTP und

dATP,wie oben beschrieben. Nach Phenol- und Chloroform-
extraktion sowie Ethanclpridzipitation wurde das Plasmid mit
BamHI behandelt.
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Das das HGH-Gen enthaltende Fragment wurde durch
PAGE und Elektroelution isoliert. Das erhaltene DNS—Ffag-
ment enthdlt auch die ersten 350 Nukleotide des Tetra-
cyclineresistenz-verleihenden Strukturgens,aber es fehlt ihm
das Tetracyclin Promoter-Operator-System, so dass, wenn es
anschliessend in ein Expressionsplasmid ‘kloniert wird, die-
jenigen Plasmide, die diesen Abschnitt enthalten, durch die

wiedergewonnene Tetracyclinresistenz identifiziert werden

kénnen. Weil das EcoRI-Ende des Fragments aufgefiillt wurde

nach dem Klenow-Polymerase I -Verfahren, hat das Fragment

ein stumpfes Ende und ein  kohdsives Ende, wodurch die rich-
tige Orientierung gesichert ist, wenn es spdter in ein Expres-
sionsplasmid eingefiigt wird.

Als n&chstes wurde das Plasmid pTrpli fiir den Empfang
des das HGH-Gen enthaltende Fragment, das oben hergestellt
wurde, vorbereitet. pTrpll wurde mit Xbal behandelt und dis
entstehenden kohdsiven. Enden wurden naéh dem Klenow-Poly~-

se I-Verfahren unter Verwendung von dATP, dTTP, dGTP und

wle Ethanolprdzipitation wurde die erhaltene DNS mit BamHI
behandelt und das entstandene gross Plasmidfragmenﬁ wurde
durch PAGE und Elektroelution eluiert. Dieses Fragment besass
ein stumpfes und ein kohdsives Ende und erlaubte die Rekombi-~
nation in der richtigen Richtung mit dem das HGH-Gen enthal-
tenden Fragment, dessen Herstellung oben beschrieben wurde.

Das das HGH-Gen enthaltende Fragment und das pTrplk
A¥ba-BamHI-Fragment wurden kombiniert und miteinander verbun-
den unter Zhnlichen Bedingungen wie diejenigen}die‘vohstehend
beschrieben sind. Durch die Verbindung der aufgeflillten Xbal-
und EcoRI-Enden wurden die Xbal- und EcoRI-Restriktionsstellen
wieder hergestellt:

Zbal aufgeflllt EcoRI aufgefillt HGH-Gen-Anfang

] H
~-TCTAG AATTCTATG- -ﬁCTAGAATTCTATG—
' + —_— '

 -AGATC TTAAGATAC- . -AGATCFTAAGATAC-

Xbal EcoRI
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Durch diese Konstruktion wurde auch das Tetracyclinresistenz-
Gen wiederhergestellt. Weil das Plasmid pHGH 107 Tetracyclin-
‘resistenz von einem Promoter, der stromaufwirts vom HGH-Gen
(Lac-Promotor) liegt, exprimiert, erlaubt das vorstehend
konstruierte Plasmid, bezeichnet pHGH 207, die Expression

des Gens fir Tetracyclinresistenz unter der Kontrolle des
Tryptophan-Promotor-Operators. Das erhaltene Gemisch wurde

in E. coli 294 transformiert und die Kolonien wurden auf LB-

Platten, die 5 pg/ml Tetracyclin enthielten, selektioniert.

Das Plasmid pHGH 207 wurde mit EcoRI behandelt und
das den Trp-Promotor enthaltende Fragment wurcde mittels
PAGE und Elektroelution isoliert. Das Plasmid pBRH1 wurde
mit EcoRI behandelt und die Spaltsﬁellen mit bakterieller
alkalischer Phosphatase (BAP, 1 ug, in 50 mM Tris, pH 8,

und 10 mM MgCl,) 30 Minuten laﬁg bei 65°C behéndelt,

2
um die Phosphatgruppen an den vorstehenden EcoRI-Enden

zu entfernen. Ueberschlissige bakterielle alkalische Phos-
phatase wurde durch Phenolextraktion, Chloroformextraktion

-

und Ethanol-Fillung entfernt. Infolge der an den iiber-
stehenden Enden fehlenden Phosphatgruppen kann das erhal-
tene lineare DNS-Fragment sich nicht selbst zu einem
Kreis schliessen sondern nur mit solchen anderen DNS-
Fragmenten reagieren, deren kohdsive Enden phosphoryliert

sind.

Das EcoRI-Fragment aus pHGH 207 wurde mit dem aus
pBRH1 erhaltenen linearen.DNS—Fragment in Gegenwart von
T4—Ligase wie vorstehend beschrieben verbunden. Ein Teil
des erhaltenen Gemischs wurde zur Transformation von E. coli
Stamm 294 in der Qorstehend beschriebenen Weise verwendet.
12 Tetracyclin-resistente Kolonien wurden selektioniert
(LB-Medium mit einem Gehalt von 5 ug/ml Tetracyclin).
Aus jeder Kolonie wurde Plasmid-DNS isoliert und durch
Behandlung - mit EcoRI und Xbal auf das Vorhandensein des
gewﬁnschten DNS-Abschnitts untersucht. Ein Plasmid, das

den gewﬁnschten'Abschnitt enthielt, wurde pHKYlibezeichnet.
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Das Plasmid pHKY10 ist ein Derivat von pBR322, das
eine BglII-Spaltstelle zwischen dem Tetracyclinresistenz
(TCR)—Promotor und dem Strukturgen enthidlt. Das grosse
DNS~-Fragment, das nach Behandlung von pHKY10 mit PstI.und'
BglII isoliert wurde, enthdlt daher einen Teil des Ampicillin-
resistenz (ApR)-Gens und das gesamte TCR—Strukturgen aber
nicht den TcRePromotor (Figur 6). Das Plasmid pGH6 (Goeddel
et al., Nature 281, 544-548 [1979]) wurde mit EcoRI be-
handelt, die einstridngigen Enden wurden mit DNS-Polymerase
I aufgefiillt und das Plasmid wurde mit PstI gespalten.

Das kleine Fragment, enthaltend einen Teil des ApR-Gens,
einen doppelten Lac-Preomotor und die Lac-Ribosomenbindungs-
stelle, nicht aber den ATG-Startcodon, wurde isoliert. Ein
ihnliches Trp-Promotor-Fragment, das die Trp-Leader-Ribo-
somenbindungsstelle enthdlt, nicht aber eine ATG-Sequenz
(Goeddel et al., Nature 287, 411-416 [19801), kann aus

pHKY1 isoliert wexrden.

Das soeben erwdhnte Trp-Fragment ist ein analoges
des E. coli-Tryptophan-Operons, aus dem der sogenannte
Trp-Attenuator entfernt wurde (Miozzari et al., J. Bact.
133, 1457-1466 [19781), um die Expression kontrolliert zu
erhohen. Expressionsplasmide, die das modifizierte Trp-
Regulon enthalten, kdnnen kis zu vorgegebenen Konzentra-
tionen in einem Ndhrmedium, daé geniigend zusétiliches
Tryptophan enthdlt um das Promotor-Operator-System zu
unterdriicken, gezilichtet werden. Entzug des Trypto-
phans,‘wodurch der Promotor-Operator in Aktion tritt,

bewirkt die Expression des gewlinschten Produktes.

- Die Expressionsplasmide kOnnen zusammengesetzt wer-
den iiber 3-stufige Verbindungsschritte, wie in Figur 6
gezeigt. 15 ng (0,05 pM) des FIF-Gens (504 bzw. 505 Basen-
paare), 0,5 ug (0,2 pM) des grossen PstI-BglII-Fragments
von pHKY10 und 0,2 ug (0,3 pM) des Qeeigneten Promotor- |
fragments wurden miteinander verbunden und das Gemisch
wurde verwendet zur Transformation von E. coli 294 (Goeddel

et al., Nature 287, 411-416 [1980]). Aus den einzelnen
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Transformanten wurde Plasmid-DNS isoliert und mittels‘
Restriktionsenzymen analysiert. Bei korrekter Verbindung

des FIF-Gens mit dem Promotorfragment wird die EcCoRTI

(Lac)- oder die Xbal {Trg)-Erkennungssequenz wieder herge-
stellt. Die Uberwiegende Zahl der Plasmide lieferten das
erwartete'Restriktionsmuster.'Einzelne Klone wurden hoch-
gezﬁchtet (12 mit dem Trp-Promotor und 12 mit dem Lac-
Promotor). Flir den Interferon-Assay wurden aus ihnen Extrakte,

wie bereits beschrieben, hergestellt.

Im CPE-Hemmtest auf menschlichen Amnionzellen (WISH)
waren 5 Trp-Transformanten positiv (alle etwa gleich
stark) und 11 der Lac-Transformanten zeigten Zquivalente
Interferonaktivitaten. Daher wurde aus jeder.Serie ein
Transformant flir die weiteren Untersuchungen ausgesucht
(pFIFac9 und pFIFtrp69, Tabelle 1). Die DNS-Sequenzanalyse
bestdtigte, dass in beiden Fallen die gewlinschte Ver-
knipfung des Promotors an das FIF-Strukturgen stattge-

funden hatte.

Tabelle 1. Interferon-Aktivitdt in Extrakten von
E. coli
E. coli K-12 | IF-Aktivitadt
Stamm 294 Zelldichte | (E/1 FIF Moleklile
transformiert (Zellen/ml) Kultur) pro Zelle
mit ’
DBR322 5 x 10° - -
pFIFlac) 3,5 x 10° 9,0 x 10° 2,250
PFIFLrp69 3,5 x 10° 1,8 x 10/ 4,500
pFIFtrp369 ,5 X lO8 8,1 x 107 20,200

Die Zﬁchtﬁng der Zellen und die Herstellung der Ex-~
trakte erfolgte in der oben angegebenen Weise. Die mensch-
liche Amnionzellinie (WISH) wurde flir den CPE-Hemmtest ver-

wendet. Die angegebenen Aktivitdten sind Mittelwerte aus 3
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unabhangigen Versuchen. Um die Anzahl der Interferonmolekiile
pro Zelle zu bestimmen, wurde eine spezifische FIF-Aktivitat

von 4 x 10 Einheiten/mg verwesndet (Knight, supra).

5 Die mit pFIFlac® und pFIFtrp69 erhaltenen FIF-<Mengen
sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Der Trp-Promotor lieferte
eine hohere Expression als der Lac-Promotor. Um die FIF-
Expression weiter zu erhdhen, wurde pFIFtrp6S mit EcoRI
gespalten und zwei 300 Basenpaar-lange EcoRI-Fragmente,

10 die den Trp-Promotor enthielten (Goeddel et al., Nature
287, 411-416 [1980]), wurden eingefiligt. Das erhaltene
Plasmid, pFIFtrp369, enthdlt drei aufeinanderfolgende
Trp-Promotoren, die in Richtung des FIF-Gens orientiert sind.
Die von E. coli K-12 Stamm 294/pFIF trp369 produzierte

15 FIF-Menge ist vier- bis flinfmal so grosé wie die von E. coli
K-12 Stamm 294/pFIFtrp69 produzierte (Tabelle 1). Das
von E. coli K-12 Stamm 294/pFIFtrp69 hergestellte FIF
verhdlt sich wie authentisches. Human-FIF. Wie zus Tabelle
2 ersichtlich ist, ist seine antivirale aktivitdt etwa._ 30mal

20 grdsser bei menschlichen Zellen als bei Rinderzellen.
Zusdtzlich ist das bakteriell hergestellte FIF bei pH 2
iiber Nacht stabil und wird nicht durch Kaninchen-Anti-
Human-Leukozyten-Interferon-Antikdrper neutraiisiert
(Tabelle 3).

25
Tabelle 2. Interferon-Aktivit&ten verschiedener
Zelltypen

30 Interferon-Aktivitit (E/ml)

zellen LelIF ) FIF ‘ E. coli K-12 Stamm
294/pFIFtrp69-Extrakt

Amnion (human) 20,000 10,000 1280

a5 Niere (Rind) 13,000 400 40
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 Tabelle 3. Vergleich der Interferon-Aaktivitdten aus
Extrakten von E. coli K-12 Stamm 294/pFIFtrp69
mit Human-LeIF- und -FIF-Standard

Interferon-Aktivitdt (E/ml)
LelF FIF E. coli K-12 Stamm
294/pFIFtrp69

unbehandelt 1000 1000 1000
bH 2 1000 1000 1000
Kaninchen-anti- V
Human-LeIF-Anti-
kOrper 16 1000 1000

LeIF und FIF sind NIH-Standardl&sungen mit 20,000

bzw. 10,000 Einheiten/ml.

N. . Reinigung

Bakteriell hergestelltes Fibroblasten-Interferon wird

folgendermassen gereinigt:

1. Die gefrorenen Zellen werden in der 12-fachen Menge
(v/w) eines Saccharosepuffers (100 mM Tris-HCl, 10%
Saccharose, 0,2 M NaCl, 50 mM EDTA, 0,2 mM PMSF
[Phenylmethylsulfonylchlorid], pH 7,9), enthaltend 1 mg/ml
Lysozym, suspendiert. Die Zellsuspension wird 1 Stunde

bei 4°C geriihrt und zentrifugiert. Die Fibroblasten-

Interferonaktivitidt findet sich im Ueberstand.

2. Der mit Ultraschall behandelte Ueberstand wird mit
5%igem Polyethylenimin (v/v) bis zu einer Endkoﬁzentration
von 0,5% (v/v) versetzt. Die L8sung wird 1 Stunde bei

4°C geriihrt und dann zentrifugiert. Die Interferonaktivitdt

verbleibt im Ueberstand.

3. Der Ueberstand wird mit festem Ammoniumsulfat bis zu

einer Endkonzentration von 50% versetzt, 30 Minuten bei
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4°C geriihrt und zentrifugiert. Die Interferonaktivitidt be-

findet sich im Niederschlag.

4, Der Ammoniumsulfatniederschlag wird in PBS (20 mM
Natriumphosphat, 0,15 M NaCl, pH 7,4) suspendiert und

zwar in einem Volumen, das halb so gross ist wie das der
50%igen Ammoniumsulfat-Suspension. Es wird Polyethylén—
glykol 6000 (50%, w/v, in PBS) zugesetzt bis zu einer
Endkonzentration von 12,5% (v/v), 2 Stunden bei 4°C ge-
rihrt und zentrifugiert. Die Interferonaktivitat befindet
sich im Niederschlag, der in einer minimalen Menge des

unter (1) definierten Saccharosepuffersvsuspendiert und durch

zentrifugieren gekldrt wird.

Durch dieses Extraktionsverfahren wird eine Anreicherung
des Fibroblasten-Interferons von 0,001% Gesamtprotein auf
0,05% Gesamtprotein erreicht. Das Material kann weiter
bis zur Homogenitdt durch folgende sdulenchromatogra-
phischen Verfahren gereinigt werden:

5. Affinitdtschromatographie an Amicon-Blau B in dem

unter (1) definierten Saccharosepuffer.

6. Anionenaustauschchromatographie an QAE Sephadex in
dem unter (1) definierten Saccharosepuffer bei Abwesenheit
von 0,2 M NacCl.

7.’ Gr6ssenausschlusschromatog:aphie an Sephadex G-75 in

dem unter (1) definierten Saccharosepuffer.
8. HPLC an Umkehrphasen;

0. Parenterale Applikatioﬁ

FIF kann parenteral verabreicht werden an IndiViduen,
die eine antitumor- oder antivirale Behandlung bendtigen
und an solche, die immundepressive-Zusténde aufweisen.

Die Dosierung kann sich an die des zur Zeit in klinischer
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Prifung befindlichen Materials, das aus menschlichen Zellen
gewonnen wurde, anlehnen und kann z.B. etwa 1-10 x 106 Ein-
heiten/Tag, im Fall von Material mit einer Reinheit, die
grésser ist als 1%, bis zu etwa 15 x 107 Einhéiten/Tag
betragen. Die Dosierungen von bakteriell hergestelltem

FIF kdnnen zur Erzielung eines besseren Effekts markant
erhdht werden, wegen der hdheren Reinheit und der weitge-

henden Abwesenheit anderer Human-Proteine, die als Pyrogene

wirken kdnnen und fiir unerwlnschte Nebenwirkungen verant- r .7

wortlich sein kdnnen, beispielsweise erhdhte Temperatur,

Uebelkeit usw.

Ein flir die parenterale Applikation geeignetes Pra-

parat kann beispielsweise dadurch hergestellt werden, -dass

man 3 mg bakteriell hergestelltes FIF mit einer spezifischen
Aktivitdt von etwa 2 x 108 Einheiten/mg in 25 ml 5%igem

humanen Serumalbumin 18st, die LOsung durch ein bakteriolo-

gisches Filter gibt und die filtrierte L3sung aseptisch

. e , L Ab .
in 100 Ampullen abfillt, von denen jede & x 10 Einheiten
reines Interferon enthdlt. Die Ampullen werden vorzugsweise

in der K&lte (-20°C) aufbewahrt.

Die Herstellung pharmazeutischer Prdparate, die er-
findungsgemdsse Verbindungen enthalten, kann nach den all-
gemein bekannten Methoden der Galenik unter Verwendung der
Ublichen Hilfs- und Tragermaterialien, wie sie in der ein-

schldgigen Literatur beschrieben sind, erfolgen.
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AP C 12 N/233 598/0
- 32 - 59 858/12

Erfindungsanspruch

1, Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids mit der
Aminosé@uresequenz eines reifen Human-Fibroblasten-Inter=-
ferons ohne Présequenz oder Teil einer solchen, gekenn-
‘zeichnet dadurch, daR man eine Kultur eines Mikroorganismus,
der mit einem zur Expression eines solchen Polypeptids
befahigten replikgﬁlen Vektor transformiert ist, zur

Pty Expression anregt und das Polypeptid isoliert.

2, Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB das
Polypeptid keine Glykosylgruppen enthilt,

3. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR denm
Polypeptid der normalerweise aminoendstéandige Methionin-
rest fenlt,

4., Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dad das

Polypeptid aminoendstindig um ein abspaltbares Konjugat
oder mikrobielles Signalprotein verlangert ist,

Hierzu . &_Seiten Zeichnungen
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Protein

. mRNS

: |
komplementire DNS-Starter .

A re. 1

33

1 2 3 4
Met-Ser-Tyr-Asn-
R U
AUG-uc-ual_aa
e

AUG-A6J-UAY-aaC
c7Cu

Al T,
ATT—GTA-CuA~CAT

Ao, A -
ATT—GTA—GGA—CAl

Ay A
ATT- TA-CT-CAT

A T.,
GTT-GIA-CGA—CAT

AL, A -
GTT—GTA—GGA—CAI

A, A
6773 TA-oCT-CAT

(16 Rombinationen)

( 8 Kombinationen)

Pool 1
Pool 2
Pool 3
Pool 4
Poal 5
Pool 5
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S1 S10 §20 s21
¢ asn lys cys leu leu gln ile ala leu leu leu cys phe ser thr thr ala leu sar MET SER TYR ASHN .
T

the c p
ATG ACC AAC AAG TGT CTC CTC CAA ATT GCT CTC CTG T7G TGC TTC TCC QQT ACA GCT CTT TCC ATG AGC TAC AAC
. 0

10 : 20
-2y GLY PHE LEU GLN ARG SER SER ASN PHE GLN CYS GLN LYS LEU LEU TRP GLN LEU ASN GLY ARG LEU GLU
t l

GGA TTC CTA CAA AGA AGC AGC AAT TTT CAG TGT CAG AAG CTC CTG TGG CAA TTG AAT GGG AGG CTT GAA
' 100 : 150

30 40 ) 50
TYR CY¥S LEU LYS ASP ARG MET ASN PHE ASP ILE PRO GLU GLU ILE LYS GLN LEU GLY GLN PHE GLN LYS GLU ASP

TAT TGC CTC AAG GAC AGG ATG AAC TTT GAC ATC CCT GAG GAG ATT AAng%G CTG CAG CAG TTC CAG AAG GAG GAC

60 70
ALA ALA LEU THR ILE TYR GLU MET LEU GLN ASN ILE PHE ALA ILE PHE ARG GLN ASP SER SER SEX THR GLY T
GCC SCA TTG ACC ATC TAT GAG ATG CTC CAG AAC ATC TTT GCT ATT TTC AGA CAA GAT TCA TCT AGC ACT G&C TGG
250 300

30 ' 90 - 100

ASH GLU THR ILE VAL GLU ASN LEU LEU ALA ASN VAL TYR HIS CLN ILE ASH §IS LEU LYS THR VAL LEU GLU GLU

AAT 3AG ACT ATT GTT GAG AAC CTC CTG GCT AAT GTC TAT CAT CAG ATA AAC CAT CTG AAG ACA GTC CTG GAA GAA
: 350

110 120
LYS LEU GLU LYS GLU ASP PHE THR ARG GLY LYS LEU MET SER SER LEU HIS LEU LYS ARG TYR TYR GLY ARG IL

AAA CTG GAG AMA GAA GAT TTT ACCbﬁgﬁ GGA AAA CTC ATG AGC AGT CTG CAC CTG AAA AGA TAT TAT GGG AGG ATi
450

130 140 150
Le /IS TYR LEU LYS ALA LYS GLU TYR SER HIS CYS ALA TRP THR ILE VAL ARG VAL GLU ILE LEU ARG ASN PHE
CTG CAT TAC CTG AAG GCC AAG GAG TAC AGT CAC TGT GCC TGG ACC ATA GIC AGA GTG GAA ATC CTA AGG AAC TTT

500
160 166

TYR PHE ILE ASN ARG LEU THR GLY TYR LEU ARG ASN EN
TAC TTC ATT AAC AGA CTT ACA GG! TAC CTC CGA AAC TGA AGATClCCTAGCCTGTCCCTCTGGGACTGUACAATTCCTTCAAFCA

TTCTTCAACCAGCAGATGCTGTTTAAGTGACTGATGGCTAATGTACTGCAAATGAAAGGACACTAGAAGATTTTGAAATTTTTATTAAATIATGAGT
: 700

ATTlTTATTTATTTAAATTTTATTTTGGAAAATAAATTATTTTTGGTGCAAAA
3.

A= T B
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i Hral Pstl PstT Bgl T Psr I Hha I
Vo ! } 65 | | |
ser me? a0 stop
(AT} e AAC|T GA b
nggg—zéﬁg TTGACT
220 bp 363 bp 320 hp
Denaturierung
qusatz | von S=-ATGAGCTACAAC oder
’ 5~CATGAGCTACAAC
, ( (C)ATG AGC TAC AAC
: F—\_.CCC—AGG TAC TCGATG TTG Pst1, 80/ T

DNS—Polymerase'

‘Klenow Fragment'

Isolier,363 bp-Fragme

Pst 1
(C)ATG AGC TAC AAC
(G} TAC TCGATG TTG :
- Pst I
Isolier.,l141 bp-Fragment g
P 2 3 4 46 47 48 49 50 166
met ser Pyr asn gin Jeu gin gin phe asn  stcp
{C)ATG AGC TAC AAC —————CAG CTG CA GCAGTTC AAC TGA A
. (G TAC TCGATGTTG ——GTC G AC GTC GTC AAG TTG ACT TCTAG
: L 141 bp 363 bp
f T4 DNS-Ligase
i
% B9/ L
P2 168
met sar asn- stop
. . Pst I Bg/ I
- (C)ATG AGC e et et —B8AC TGA A
o (G)TAC TCG s TTG ACT TCTAG
504 bp

!
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Pst 1,89/ L

pHKY [0 >

Isol.grosses Fragment

EcoRI,DNS Pol I, At 1
pGHE ’ -

Iscl.kleines Fragment

N XbgT,DNS Pol T, Pst I
Az >
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