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(54} VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINER LEBENSFAEHIGEN KULTUR

(57) Die Erfindung betrifft die mikrobielle Expression von quasie-synthetischen Genen ber die
Herstellung eines sich replizierenden kionierenden Vektors. Die Erfindung stellt ein genetisches -
Verfahren zur Herstellung von medizinisch einsetzbarem, menschlichem Wachstumshormon dar.
Erfindungsaufgabe ist die Bereitstellung sines Verfahrens zur Herstellung eines Polypeptids. Es
werden Verfanren und Mittel fir die Konstruktion und mikrobielle Expression quasi-synthetischer
Gene beschrieben, die aus der Kombination von organischer Synthese und enzymatischer,
reverser Transkription von Boten-RNA-Sequenzen hervorgehen, die vom Standpunkt des
gewiinschten Proteinprodukts unvolistandig sind. Bevorzugten Produkten der Expression fehlen
bioinaktivierende Fiihrersequenzen, die in eukaryotischen Expressionsprodukien iblich sind,
jadoch problematisch in bezug auf das mikrobielle Schneiden, das erst das biocaktive Material
liefert. Eine bevorzugte Ausfuhrungsform ist naher erlautert, bei der ein Gen, das fiir menschliches
Wachstumshormon codiert [welches beispielsweise fir die Behandlung von nypophysarem
Zwergenwuchs bendtigt w1rd), konstruiert und exprimiert ward
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Verfahren zur Hersfellung einer lebensfshigen Kultur

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrlf v die mikrobielle Expression von
quasi-synthetischen Genen Uber die Herstellung eines sich
replizierenden klonierenden Vektors. Es gelingt dadurch
die Bereitstellung eines menschlichen Wachstumshormons,
dag in der Medizin beil der 3Behandlung von nypopaysa:em
Zwergenwuchs eingesetzt werden kann,

Bekannte ftschnische Ldsuncen:

Die DNA oder INS (Desoxyribonucleinsiure) aus der Gens be-
gstenen, enthdlt sowohl Protein codierende oder "Strukturi-
Gene als auch Kontrollregionen, welchs ,die_jxprdssion inrer
Information dadurch ve*mltueln, daB gie Bereiche (SLtes)
fir die RNS-Polymerase-Bindung, Information fiir r*bosomale
Bindestellen usw, bereitstellsn, Codiertes Pro%ein wird von
der kor“espcndlereqden DNS innerhalb eines O"oanﬂsmus dur
einen vielstufigen Prozs8 exprimier:, wobei:

1o das dnzym RN3-Polymerase in der Kontrollregion (im fol-
genden "Promotor" gerannt) akiiviert wird und sich an
den Strukiur-Genen entlang arbeite$, wobei deren codierts
Information in Boten~-{Messenger)-Ribonuclsinsiure (mRNS)
trahgkribliert wird, bis die Transkription bei einem oder
mehreren "Sjop"-Codons beendet wird; - -
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translatiert wird, flr dessen Aminosduresequenz
das Gen codiert, beginnend bei einem “Start“-Signal
fir die Translation, Ubsrwiegend einem ATG (das in

"f-Methionin” translatiert wird),

in Ubereinstimmung mit dem genstischen Code spezifizisrt

de DNA jede.Amincsfure durch ein Triplet oder "Codon”

von drei benachbarten Nucleotiden, die einzeln ausgewahlt
werden aus Adenosin,; Thymidin, Cytidin und Gdanin, die

im folgenden A, T, C oder G genandt werden, Diese treten

in dem codierendsn Strang oder der codisrenden Sequenz einer
Doppelstrang~{ "Duplex” )=DNA auf, dessen blsibender oder
"komplementirer" Strang aus Nucleotiden ("Basen™) gebildet
wird, die mit-den»ihnén-komplementérén Basen im codierenden
Strang Wasserstoffbrickenbindungen eingshen, A ist kom= .
plementdr zu T, und C ist komplement&dr zu G, Die bisher
peschriebenen und weitere Erkenntnisse, die sich auf den
Hintergrund der Erfindung beziehen, sind ausfihrlich disku-
dart in Benjamin Lewin, Gene Expression, 1, 2 (1974).und

3 (1977) John Wiley und Sons, N. Y, Ciese und andere Ver=-
Offentlichungen, die hier angesprochen sind, sind durch
Verweis in die Offenbarung mit einbezogen. |

Schneiden und Verbinden von DNA

Es steht eine Anzahl von Techniken fir DNA=-Rekombination

zur Verfligung, nach denen aneinandergfenzenda Enden separa-
ter DNA-Fragmente auf die eine oder andere \Vleise geschnitten
werden, um das Verbinden zu erleichtern, Das Verbinden ge=
schieht durch Bildung von Phosphodiestsrbindungen zwischen
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aneinandergrenzenden Nucleotiden, meistens durch die Wirkung
eines Enzyms, einer T4-DNA-Ligase, Auf disse Vleise kdnnen
stumpfe Enden direkt miteinander verbunden werden, Alter-
nativ dazu sind Fragmente mit komplementiren Einzelstréngen
an inren aneinandergrenzenden Enden vorteilhaft, da durch
die Wasserstoffbrickenbindungen die jeweiligen Enden in dis
Position fir die anschlieBende Verbindung gebracht werden.
Solche Einzelstrange, als kohdsive Enden bezeichnet, kdnnen
dadurch gebil&et werden, dal man an stumpfe Enden unter
Verwendung einer terminalen Transferase Nucleotide anhéngt,
und manchmal einfach dadurch, daB ein Strang eines stumpfen
Endes mit einem Enzym wis A -Exonuclease abgeknabbert wird,
Meistens jedoch verwendst man Restriktionsendonucleasen (im
folgenden "Restriktionsenzyme"), die Phosphodiesterbindungen
in und im Bereich von spezifischen Nucleotidsequenzsn, die
eine Lange von etwa 4 bis 6 Basenpaaren haben (“Restrik-
tionserkennungsstelle"”), schreiden. Es sind sehr viele
Restriktionsenzyme und ihre Erkennungsstellen bekannt.

Siehe z, B, R. J. Roberts, CRC Critical Reviews in Bio~
chemiétry, 123 (Nov., 1976), Viele davon machen versstzte
Schnitte, wodurch kurze komplementire Einzelstrangsaquenzen
an den Enden eines an sich doppelstrangigen Fragments
entstenen. Als komplementadre Sequenzen kénnen die Uber=
stehenden cder "kohdsiven" Enden durch Basenpaarung re-
kombinieren, Wenn zwei unterschiedliche Molekiile mit diesen
Enzymen geschnitten werden, entstenht durch kreuzweise
Paarung der komplementdren Einzelstringe ein neues DNA-Mole-
kdl, Durch die Verwendung von Ligase, die die an den Ver=
schmelzungspunkten bleibenden Einzelstrangbriche heilt; er=
nalten die neusen DNA-Molekiile eine feste kovalsante Binduhg.
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Restrlxtionsenzyme, die an geschnittener dopoelstranglger
DNA "stumpfe" Enden hinterlassen, erlauben eine Rekombi-
nation mit anderen stump;endlwen Sequenzen durch beispiels-
weige T4-Ligase,

Xlonierende Vektoren und rekombinaate DNA

Fir den vorliegenden Zweck wird folgendes "klonierender
Vektor" genannt: ein nishichromosomales SHiick einer doppel=~
gtrdngigen DNA, das e2in intskies Replikon'entaalt, go daB
der Vekitor repliziert werden kann, wenn er in einen einzel-
ligen Organismus ("Mikrobe") durch Transformation gebrachd
wird, Ein auf diese Weise transformisr$er Organismus wird
"T“a“5¢ormante" ge“arq o Derzeilt sind die xlonl§renden
Veﬂforen, dis {iblicherweise verwendet werden, von Viren

und Bakterien abgeleitst und sind tiberwiegend Ringe von
bakterieller IN4A, genannt "Plasmide",

Die Fortschrlzte in der Biochemie haben in den ls$zien
Jahren zur Konstrukiion veon "rekombinanten" klonierenden
Vektoren gefilhrt, die beispiélsweise aus einem Plasmid, das
exogene DNA enth#lt, bestehen. In besonderen Beispielen kann
die Rekombinanite "neterologe™ DNA einschlieBen, wobel

damit eine DNA gemeint ist, die fir Polypeptide codiert, die
normalerweise nicht durch den Organismus hergestells werden,
welcher empfindlich ist flir die Transfomation durch den
rexombinanten Vektor, Es werden somit Plasmide mit
Restrikiionsenzymen geschnitten, um lineare DNA, die ver=-
bindbare Enden nat, zum Verfligung zu stellsn, Diese werden
an ein exogenes Gen gebunden, das ebenfazlls verbindbare
Enden aufweist, um ein biologisch furdionierendes Teil zur
Verfﬁgung zu stellen, das ein intaktes Replikon und eine
phdnotypische Eigenschaft aufweist, diz benuszt werden kaan,
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um Transformanten zu selektisren, Das rekombinante Teil wird

durch Transformation in einem Mikroorganismus Uberfihrt,
und die Transformante wird isolisrt und geclont, Das Ziel
ist, groBe Populationen zu erhalten, die Kopieh des exogenen
Gens enthalten, und in besondersn Fillen ist das Ziel die
Expression des Proteins, fir welches das Gen codiert., Uber
die hiermit verbundene Technologie und deren mégliche An-
wendung ist in extenso berichtet in Miles International
Symposium Series 10; Recomhinant Molecules: Impact on
Science and Society, Beers und Bosseff, eds., Raven Press,
N. Y. (2977). ’

Expression von rekombinanter DNA

Meben der Verwendung von clonierendsn Vektorén, um den
Vorrat von Genen durch Replikation zu vergrésérh, hat es
Versuche gegeben, esinige davon erfolgreich, tatsichlich
eine Expression der Proteine zu erhalten, fir die die Gene
codieren. In einem ersten derartigen Versuch wurde ein Gen
fir das Hirnhormon Somatostatin unter dem Einfluf des
lac-Promoters in einem E. coli Bakterium exprimiert

(Ke Itakura et al,, Science, 158, 10356 (1977)). Kirzlich
gelarg auf dese gle¢che Weise die Expression der A~ und
B-Kette des menschlichen Inqullns, die zusannengefugt das
Hormon bilden (D, V, Goeddel et al,, Proc, Nat'l, Acad,
Sci,, USA, 76, 106 (1978)). In jedem Fall wurden die Gene

vollstandig durch Synthese konstruiert, In jedem Fall wirden

offensicntlich proteolytische Enzyme innerhalb der Zelle
das gewiinschte Produkt abbauen, wodurch dessen Herstellung

in konjugierter Form ndtig ist, d, h, als Tandem mit einem
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anderen Protein, das das gewlinschte Produkt durch Komparti=-
mentierung schitzt und das auBerhalb der Zslle abgeschnitten
werden kahn, um das angestrebte Produkt zu erhalten, Diess
Arbeit ist in den folgenden verdffentlichten englischen
Patentsthriften des Anmelders der vorliegenden Anmeldung
beschrisben: GB-PS 2 007 675 A, 2 007 570 A, 2 007 675 A

und 2 008 123 A, '

Wahrend sich der Weg Uber synthstische Gene in den bisher
diskutierten, verschiedenen F&llen als zweckmiRig erwiesen
hat, zeigten sich wirkliche Schwierigkeiten fir den Fall
von sehr viel gréleren Protsinprodukten, z, B, Wachstums-
hormonen, Interferon usw,, deren Gene in korrespondierender
YWleise kompleker und weniger geeignet flr eine leichte
Synthese waren, Gleichzeitig wire es winschenswert, der-
artge Produkte ohne die Begleitung durch konjugierendss
Protein zu exprimieren, da die Notwendigkeit von deren .
Expression die Verwertung von Material .erfordert, das
innerhalb des Organismus. besser fir die Konstruktion des
angestrebten Produkts verwendet werden kdnnte, '

In anderen Arbeiten ist dis Expression von Genen versucht

-worden, die nicht durch organische Synthess erhalten wurden,

sondern durch reverse Transkription von korrespondisrender
Messenger-RNA, dis aus Gewebe gereinigt wurde, Disser Ver=-
such ist mit zwei Problemen behaftet, Erstens kann die rever-
se@ Transkriptase die Transkription von der mRNA kurz vor

der Fertigstellung der cDNA fiur die komplatte gewiinschte
Aminosaurssequenz beenden, -So haben beispislsweise Villa-
Komaroff et al, eine cDNA fir Ratten=Proinsulin erhalten,
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der die ersten drei Aminosiduren des Insulinveorléaufers
fehlten (Proc, Nat'l Acad. Sci., USA, 75, 3727 (1978)).
Weiterhin hat die reverse Transkription von mRNA fir Polyw
peptide, die in Vorliduferform exprimiert werden, eine cDNA
fur den Vorldufer ergeben, statt des bioaktiven Proteins,
das man erhalt, wenn in einer eukaryotischen Zelle Fihrer-
sequenzen (im folgenden Leader-Sequenzen) enzymatisch ab-
getrennt werden, Bisher ist keine Bakterisnzells aufge-
zeigt worden, die diese Fahigkeit hitte, so daB das mRNA-
Transkript eher die Expression von Produkten ergeben hat,
die die Lepder-Sequenz der Vorliuferform enthalten als

das bioaktive Protein selbst (Villa-Komaroff, a., a. O.
(Ratten-Proinsulin); P. H, Seeburg et., al,, Nature, 275,
795 (1978) (Rattenwachstumshormon)). .

SchlieBlich haben vergangens Versuche durch andere zur
bakteriellen Expression menschlicher Hormone (oder deren
Vorldufern) von mRNA-Transkripten gelegentlich nur zur
Produktion des kohjugierten Proteins geflihrt, das offen=-
sichtlich nicht dem extrazelluldren Schneiden zuganglich
ist, z, 8, Villa-Komaroff, a, a2, 0, (Penicillinase-~Pro-
insulin); Seeburg, a. a. O, (B-Lactamase-Wachstumshormon),

Menschliches Wachstumshormon .

Menschliches Wachstumshormon ("HGH") wird abgesondert in

der menschlichen Hypophyse, Ss besteht aus 191 Aminosauren
und ist mit einem Molekulargewicht von etwa 21,500 mehr als
dreimal so grof wie Insulin, Bis zur vorliegendsn Erfindung

konnte menschliches ¥achstumshormon nur arbeitsaufwendig
aus einem senr limitierten Angebot gswonnen werden - der
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- Hypophyse aus menschlichen Leichen, Die darasus folgende
Enappheit dieser Substanz hat iare Anwéndung bei der Behand-
lung von durch Funktionssidrung der Hypophyse verursachten
hypophysérem Zwergenwuchs begrenzt, und sogar hier wird auf-
grund zuverlissiger Schitzungen vermutet, daB vom Menschen
abgeleitetes HGH nur in einer solchen Menge erhalten werden
kann, daB nicht mehr gls 50 % der Betroffenen damit be-
handelt werden kOnnen, '

Ziel der Erfindung

Zusammengefalt besteht dahsr eine Notwendigkeit fiir neus
Methoden, um HGH und andere Polypeptidprodukies in grofen
Mengen herzustellen. Diese Notwendigkeit ist bescnders skus
in dem Fall, wenn Polypeptide zu groB sind, um organische
Synthese zuzulassen oder, aus diesem Grund, mikrobiologische
Expressien von vollstindigen synthetischen Geneny Die
Expression von Sdugetierhormonen von mRNAETranskripten

hat die Aussicht ertffnet, dis Schwierigkeit, diefem
synthetischen Versach anhaften, zu umgehen, andererseits je-
doch bils heute lediglich die mikrobislle Produkiion von
bicinaktiven Konjugaten erlaubt, von denen die gewiinscnten
Hormons nicht brauchbar getrennt werdsn kSnnen.

Wesen der Erfindung

Der Erfindung liegt die aafgabe zugrunde, ein Verfahren zur
Herstellung einer lebensfihigen Kultur zu entwickeln, die

in einem mikrobiellen Organismus zur Expression eines
spezlellen Polypeptids mit bekannter iminosZuresequenz fihig
igt, bei dem ein flr dazs Polypeptid codierendes Gen in einen
klonierenden Vekior eingefﬁgt und unter Kontroclle eines
Expressionspromotors gebrachi .wird, '
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Erfindungsgemi3 bereitgestellt wird somit ein Verfahren zum
Herstellen einer lebensfdnigen Kultur eilnes mikrobiellen
Organismus, der einen gich replizierenden klonierenden
Vektor triZgt und der fzhig ist, menschliches Wachstumshormon
zu exprimieren, wobei ein fir menschliches Wachstumshormon
codierendes Gen in einen klonierenden Vektor inseriert und
unter die Konitrolle eines Expressionspromotors gestellt ist,
Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB

- ein ersies Genfragment Iir ein Expressionsproduk® er-
halten wwrd, wobel das besagte “agment einen Teil der
codierenden Sequenz flir das genannte menschliche Wachsfumse-
hormon enthzlt und das genannte erste Fragment fir weniger
als alle Aminessuren der AminosEiuresequenz des genannien
Wachstumshormons codiert,

- ein zweltes Genfragment zur Verfiigung gestellt wird, das
fiir den Rest der iminosHuresequenz des menschlichen
Wachstumshormons codiert, wobei das genannte zweite Gen-
fragment fir mindestens den Amino-Ende-~Besiandteil des
menschlichen Wachstumshormons codiert,

- die genannten Genfragmente in einem sich.replizierenden
klonierenden Vekitor in richtiger Lesephase rela’iv zuein-
andsr und unter die Xonirolle einss Zxpressionspromotors
angeordnet werden, wodurch ein gich replizierender klo-
nierender Vekior gebilde$ wird, der zur Expression der
Aminogséuressquenz des genannten menschlichen Vachstumg=-

hormons ohne anhingendes Fremdprosein féhig ist,
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- der Mikroorganismus mi% dem klonierenden Vektor ftrans-
formiert wird, und

- der transformierte Mikroorganismus in einer XKultur mis
NeEhrgtoffen gezlichtet wird. ’

Die Tragmente werden so ausgewsghly, daB sie als wesent=
lichen Begtandteil c¢DNA oder eine Replikation davon ent-
halten.

Als klonierenden Vekior wird ein Plasmid selektiert, und das
Plasmiq wird gegenilber mindestens einem Antibiotikum resi-
stent gemacht.,

Es wird ein solches Plasmid gebildet, dem der tet=Pro-
motor fehlt und das dennoch gegentiber Tetracyclin

. resistent ist,

Das Verfahren ist weiterhin dsdurch gekennzeichnet, daB

das fir das menschliche Wachstumshormon codierende Gen untfer
die Kontrolle eines lac-Promotors in Tandem=-Sirukiur ge-
stellt wird, wobel erfindungsgemild der sich replizierende
klonierende Vektor das Plasmid pHGH 107 ist,

Der sich replizierende klonierende Vektor kann such das
Plasmid pHGH 107=1 sein.,
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Das erfindungsgemifle Verfahren zur Hersftellung einer
lebensfdhigen Kulfur eines mikrobiellen Organismus, der einen
sich replizierenden klonierenden Vektor trigt, ist ferner
dadurch gekennzeichnet, da8 dieser Funktionsgene fiir
Ampicillin- und Tetracyclinresistenz enthilt, sowie elnen
lagc-Promotor in Tandem-S%ruktur, der zwischen den genannten
Genen lieg$, und so orientiert ist, daB er die Expression
in Richtung des Gens flr Tetracyclinresistenz in Gang setzt,
und daB ferner eine Mehrzahl von Restrikiionserkennungs-
stellen enthalten sind, die stromabwirts vom genaunten
Protorsystem liegen, wobei die genannten Restriktionsér-
kennunggstellen jeweils cohHsive und stumpfe 3Znden nach

dem Schneiden liefern, wodurch richtiges Einfiigen von
heterologer INA zwischen den genenniten Erkennungsstellen
ermdglicht wird, so da8 dieses unter die Kontrolle des ge-
nannten Promotor-Systems gg%gﬂgen; und dal der klonierends
Vektor transformisrt wird, um einen Mikroorganismus mit dem
klonierenden Vekior zu'erhalten,buﬁd dal der sransformierte
Mikroorganismus in einer Ndhrmedium enthaltenden Kuliur
gezlichtet wird,
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Der oben genannte, sich replizierende klonierende Vektor
ist das Plasmid pGH b6,

Die vorliegends Erfindung stellt Methoden und Mittel zur
Expression quasi-synthefischer Gene zur Verfiigungz, wobei
durch reverse Transkription ein wesentlicher Bestandteil,
vorzugsweise dile Mehrheit der sodierenden Sequenz, zur Ver-
fligung gestellt wird, ohne den arbeitszaufwendigen Umweg der
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vollsténdigen synthetischen Konstruktion, wahrend die
Synthese des Restes der codierenden Sequenz ein komplettes
Gen liefert, das fahig ist zur Expression des gewiinschten
Polypeptids, ohne die Begleitung von bioinaktivierenden
Leader-Sequenzen oder anderem Fremdprotein, Alternativ

dazu kann ‘der synthetische Rest ein gegen Proteolyse
resistentes Konjugat ergeben, so gebaut, daB das Schneiden
des Fremdproteins auBerhalb der Zelle erméglicht ist,
wodurch die bioaktive Form erhalten wird, Die Erfindung
stellt folglich Methoden und Mittel fir die mikrobielle
Produktion von zahlreichen Materialien zur Verfligung, die
bisher lediglich in sehr begrenzter Menge durch kosten=-
aufwendige Extraktion aus Gewebe hergestellt werden konnten,
und weitere, die friher zur industriellen Herstellung un-
geeignet waren. In ihrer am meisten bevorzugten Form stellt
die Erfindung die erste Mdglichkeit dar, mit der ein
medizinisch signifikantes Polypeptidhormon (menschliches
Wachstumshormon) bakteriell experimiert wird, wobei sowohl
die intrazellulédre Proteolyse als auch die Notwendigkeit
der Kompartimentierung der bioaktiven Form mit Fremdprbéein
bis zum extrazellul&Zren Schneiden vermisden werden. Der
mikrobielle Ursprung fir menschliches Wéchstumshormon,
erméglicht durch die Erfindung, bietet vorerst einen ‘
reichen Vorrat des Hormons fir de Behandlung von Zwergen-
wuchs, zusammen mit anderen Anwendungsmdglichkeiten, die
bisher jenseits der Kapazitit des Hormons lagen, die aus
Geweben zu erhalten waren, einschlie8lich diffusem Magen-
bluten, Pseudoarthrose, der ?herapie von Brandwunden,
Wlundheilung Dystrophie und der Heilung von Knochenbriichen.

Der generelle Weg der Erfindung ist ds Kombination mehrerer
Genfragmente in einem einzigen clonierenden Vektor, wobei
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diese Genfragmente in Kombination flir dis Expression des
gewinschten Produkts codieren., Von den Genfragmenten ist
mindestens eines ein cDNA-~Fragment, das durch reverse
Transkription von mRNA abgesleitet ist, welches aus Gewebe
isoliert wurde, wis durch die Methode nach A, Ullrich et al,,
Science, 196, 1313 (1977)s Die cDNA stzllt einen wesent=-
lichen Bestandteil, vorzugsweise mindestens eine Mehrheit

der Codons, flUr das gewlnschte Produkt zur Verfigung,

wahrend restliche Teile des Gens synthetisch erhalten werden.
Die synthetischen und die mRNA=Transkriptfragmente werden
getrennt geclont, um ausreichende Mengen fir den Einsatz

in dem spateren Kombinationsschritt zur Verfligung zu stellen,

Eine Vielzzhl von OUberlegungen besinfluBt die Verteilung
der Codons fir das Endpredukt, z, B, zwischen synthetischer
und cDNA, ganz besonders die DNA-Seque;z der komplementiren
DNA, wie es beschrieben ist in dem Verfahren nach Maxam
und Gilbert, Proc. Nat'l, Acad, Sci,, USA, 74, 580 (1577).
VKomplementére'DNA, die durch reverse Transkription srhalten
wwird', wird auf unverinderliche Weise Codons fiir mindestens
eins Carboxylendgrupne des gewiinschten Produkts enthalten,
ebenso wie andere, stromabwdrts von einem oder mehreren
Translations-Stopsignalen, benachbart zum Carboxylende
liegende Codons fiir nichttranslaterte mRNA, Die Anwesenheit
von DNA fir nichttranslatierte RNA ist weitgehend unerhsb=-
lich, obwohl (berm#Rig verlingerte Sequenzen dieser Art
z, B, durch Schneiden mit Restriktionsénzymen entfernt

“—+h
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werden kdnnen, um zellulidres Material zu efhalten, das
die Replikation und Expression der DNA fir das angestrebdte
Produkt bendtigt wird, In besonderen Fillen werden die
cDNA-Codons fir die vollstédndige gewﬂnschtevAminoséurase-
quenz enthalten, ebenso wie fremde Codons stromaufwarts
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vom Aminoende des angestrebten Produkts. Zum Beispiel

werden viele, wenn nicht alle, Polypeptidhormone in einer
Vorlauferform exprimiert mit Leader~ oder Sighalsequenzen

fir ein Protein, das béispielsweise beim Transport zur
Zellwand beteiligt ist, V&hrend der Expression von eukaryotis-
schen Zellen werden diese Sequenzen enzymatisch beseitigt,

so daB das Hormon in seiner freien bioaktiven Form in den
periplasmatischen Raum eindringt. Man kann sich jedoch nicht
darauf verlassen, daB mikrobielle Zellen dese Funktion
ausfihren, und es ist ‘folglich winschenswert, Sequenzen,

- die fir solche Signale oder Leader-Sequenzen codieren, vonm

mRNA=~Transkript zu entfernen., Im Verlauf diesas'éntfernungs-
vorgangs geht auch das Translations-Startsignal verldren,
und nahezu immer werden ebenso einige Codons fir das ange-
strebte Produkt emtfernt, Dis synthetische Komponente des
quasi-synthetischen Genprodukts der Erfindung ersetzt

diese letztgenannten Codons, ebenso stellt sie ein neues
Translations-Startsignal zur Verfigung, wobei der Vektor,

in dem sich daéEHybridgen'letztlich entWickeln wird, selbst
keinen giinstig gslegenen Start aufweist,

Das Eliminieren der Leader~Sequenz aus Wachstumshormon-cDNA
viird bteglinstigt durch das Zurverfligungstellen einer Re-
striktionserkennungsstelle innesrhalb des das Wachstums-
hormon codierenden Teils des Gens, Die Erfindung kann
nichtsdestotrotz auch ohne das Zurverfiigungstellen einer
solchen Erkennungsstelle durchgefihrt werden, oder in jedenm
Fall ohne Ricksicht auf die Erhaltlichkeit einer Restrik-
tionserkenhungsstelle, die ausreichend nahe am Aminoende

-des gewlnschten Polypeptids liegt, um dies Notwendigkeit

fir eine umfangreichs Synthese der Genkomponente zu vermei=-
den, dis nicht von mRNA abgeleitet ist, In jeder cDNA, .dis
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fir das gewlinschis Polypeptid und eine Leader- éder andexrs
bioinaktivierende Sequenz codiert, wird sich daher die
Grenze zwischen den Codons der lstzieren und denen des
reifen Polypeptids an der Aminosiuresequenz des reifen
Polypeptlds zelgen, Man kann sinfach in die Gene verdsuen,
die fir das Pepiid der Wanl codieren, und so dile unge-
winschten Leader- oder andere Sequenzen snifernen, Wenn
daner beispielsweise eine cDN 4 folgender Struxtur gegeben

is%: 3
5! '%—af%%‘bf%

TTAAGCCCTGATCGT .00
AATTCGGGACTAGC!

3! %;o-ak~d-—% ' ) , ’

wobei der Endpunkt der Verdauung durch einen Pfeil bezeich-
net ist, kann eine Reak{ionsbedingung fiir eine BExonuclease-
Verdauung gewshlt werden, um die oberen Sequenzen "a" und
"b" zu entfernen, wonach eine S1-Nucleazse-Verdauung automa-
tisch dis unteren Sequsnzen "¢" und "4" eliminisrt, Alter-
nativ dazu und prégziser kann man DNA-Polymerase-Verdauung
in Gegeawari von Desoxynucleotidiri phosphaten
("d(4,T7,C0,G)TP") einsetzen, Im oben genannien Beigpiel wird
daher DNA-Polymerase in Gegenwart von dGTP die Sequenz "ol
entfernen (und bei "G" anhalien), daraufhin wizd Si-
Nuclease "a" verdauen; DNA~Polymerase in Cegenﬁarﬁ von
dTTP wird "d" entfernen (und bei "T" annaliten), und Si=
Nuclease wird dann "d" hérausschnsiden usw. Siehs allgemsin
A. Kornberg, DN&-Synthesis, S, 87 bis 88, W, H, Fresman uad

Cos, San Francisco (1974
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Vorzugsvelse kann man ganz einfach eine Restriktionser-
kennungsstelle an einen passenden Punkt innerhalb des Be-
reichs der cDNA, die fir das gewlinschte Produkt codiert,
konstruieren, durch Anwendung der “unpassenden” (mismatch)
Reparatursynthesetechnik von A, Razin et al., Proc. Nat'l,
Acad. Sci., USA, 75, 4288 (1978), Bei dieser Technik kénnen

eine oder mshrere Basen in eine bestehends DNA-Sequenz

substituiert werden, wobei Primer verwendet werden, dis

den unpassenden Substituenten enthalten, Mindestens sieben
palindromartige 4~Basenpaarsequenzen werden selektiv durch
bekannte Restriktionsenzyme erkannt, das sind AGCT (Alul),
CCGG (Hpall), CGCG (Thal), GATC (Sau3A), GCGC (Hha), GGCC
(HaeIII) und TCGA (Taql)., Wenn die cDNA-Szgquenz eins
Sequenz enth&lt, die sich von einer derartigen Erkennungs-
stelle in hu% einer sinzigen Base unfefscheidet, Has
statistisch sehr wahrscheinlich ist, ist mit der Reparatur-
synthese eine replizierte cDNA zu erhalten, die dis gesig-
nete substituierte Base enthilt und damit die gewinschte
Restriktionserkennungsstelle, Ourch sinen Schnitt wird die
DNA vom unerwiinschten Lesader entfernt, wonach durch Synthese
die Codons wieder angeflgt werden, dis flr dis Expression

des kompletten Polypeptids bendtigt werden,
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Codon fiir

k&-Leader gewlnachites Prodiku-—-“—ég

L&——- : : cDNA

3 CAGG ‘ I
i
"mismatch"Reparatursynthese
l CCaa ( !
_ Hpall
Synthese "a" GG - -
- 7“--\~“,//"’#r : quasi-
1 ' - ’; syntheti=-
! Codons fiir gewlinschtes sche DNA
Produkt

e — 2
Be ist natilrlich offensichilich, daB lingere Restriktions-
erkennungsstellen auf dhnliche Weise eingesetzt werden konnen,
wo das erwilnscht ist, oder daB durch sukzzssive Reparatur
4-Basenpaare-Restrikiionserkennungsstellen gebildet werden
kBanen, wo lediglich zwel Basen gemeinsam mit der Erkennungs-
stelle am gewlinschten Punkt erscheinen usw,

Es werden sich Arwendungsmdglichkeiten zeigen, bei denen
es winscaenswert 1s%, nich? nur die Aminosiuresequenz des
angestrebten Produkts, sondern auch eine bestimmte Menge

fremdes, aber speziell hergestelltes Protein zu exprimieren,
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Vier derartige Anwendungen werden durch Beispiele erwdhnt
werden, Erstens kann das quasi-synthetische Gen ein Hapten
oder eine andere immunologische Determinante représentierzn,
auf welche Immunogenitdt durch Konjugation zu einem zusatze
lichen Protein (bertragen wird, so daB eine Vaccine produ-
ziert wird (siehe allgemein GB-PS 2 008 123 A), Es kann
jedoch wieder aus Sicherheitsgrinden wiinschenswert sein,
das angestrebte Precdukt als eine Konjugate eines anderen
bioinaktiven Proteins zu exprimieren, die so gebaut ist,
daB extrazelluldres Schneiden ermdglicht ist, um die aktive
Form zu erhalten. Drittens werden Anwendungen vorgestellt,
bei denen Polypeptide mit Transportsignalen dem gewunschten
Produkt vorausgehen, um die Herstellung des Produkts durch
Ausschleusen durch die Zellmembran zu erméglichen, solange
das Signal-Peptid danach geschnitten werden kann, SchlisB-
lich kann eine Fremdverbindung verwendet werden, die so
gebaut ist, daB ein spezifischer extrazellulirer Schnitt
méglich ist, um das angestrebte Produkt abzuschlrmen, das
sonst empflndllch ware fir den Abbau durch endogene
Proteasen des mikrobisllen Wirts, Zumindest in den letzten
drei Anwendungsbereichen kann der synthetische molekulars
Adapter, der verwendet wird, um die codizrende Sequenz des
mRMA-Transkripts zu vervollstandigen, zus&dtzlich Codons
eingebaut haben fir Aminosduresequenzen, die spezifisch
geschnitten werden, beispislsweise durch enzymatische Wir-
kung. Beispielsweise schneidet Trypsin oder Chymotrysin

bei Arg-Arg oder Lys-Lys usw, (siehe GB-PS 2 008 123 A),

Aus dem bisher Geschilderten ist ersichtlich, daR die Er=
findung in ihrem breitesten Bereich die mannigfaltigsten
Anwendungen erlaubt, von denen alle die folgenden Eigen-
schaften gemeinsam aufweisen:

[ ]
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- Es wird ein mRNA=Transkript verwendet, das fir einen

wesentlichen Bestandteil der angestrsbten Aminosdure-
sequenz des Polypsptids codiert, das jedoch, falls es
allein exprimiert wird, ein vom angestrebten Produkt

verschiedenes Polypeptid produzisren wiirde, entweder

kleiner oder grdRer als das angestrebte Produkt;

Protein codisrendes Codons fiir anders als solche Amino=-
séuren, die im angestrebten Produkt enthalten sind,
werden, falls vorhanden, entfernt; o

organische Synthese liefert ein Fragment oder Fragmente,
die fUr den Rest der gewiinschten Sequenz codieren; und

das mRﬁA-Transﬁript und das (die) synthetische(n)
Ffagment(e) werden zusammengefigt und in sinen einen
Promoter enthaltenden clonierenden Vektor eingefigt,
damit entweder das angestrebte Produkt ohne fremdes.
konjugiertes Protein, oder das angestrebte Produkt kon=
jugiert mit, aber spezifisch abtrennbar von Fremdprotein
repliziert und exprimiert wirdt

Das Produkt der Expression wird natiirlich in jedem Fall

mit der Aminos&ure beginnen, fiir dis das Translations=-

Startsignal codiert {fir den Fall von ATG, f-Methionin),

Man kann erwarten, da® diese Aminosiure intrazelluldr ent-

fernt wird oder jedenfalls dis Bioaktivitdt des resultisrender

Produkts im wesentlichen unbeeinfluBt 133¢t.

Obwohl die Erfindung ein Verfahren allgemeiner Anwendbar-

keit bei der Produktion von niitzlichen Proteinen, ein-

schlieBlich Antikérpern, Enzymen und shnlichem zur Verflgung
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stellt; ist die Erfindung im besonderen auf die Expression
von Polypeptidhormonen von Séugetieren und anderen Sub-
stanzen mit medizinischer Anwendung gerichtet, z. B,
Glucagon, gastrointsstinale Inhibitorpolypeptide, Poly-
peptide der Bauchspeicheldriise, Adrenokortikotropin,
R-Endorphine, Interferon, Urokinase, 8lutgsrinnungsfaktoren,

menschliches Albumin usw.

Ausfihrungsbeispisl
Die Erfindung wird nachstehend durch Beispiele néhsr er-
ldutert, In der dazugeh&rigen Zeichnung, die sich auf

bevorzugte Beispiele bezisht, zeigen:

Fig., 1: das Synthéseschema fir die Konstruktion eines Gen-
fragments, das fir die ersten 24 Aminocsduren des
menschlichen Wachstumshormons Podiert; zusammen
mit dem Startsignal ATG und Bindegliedern, die beim
Clonen.verwendet werden, Die Pfeile im codierenden
oder oberen Strang ("U") und in dem komplementéren
oder unteren Strang ("L") bezeichnen dis Oligo-
nucleotide, die miteinander verbunden wurden, um
das gezeigte Fragment zu bilden;

Fig. 2: die Verbindungen der "U"=- und "L"-Oligonucleotide
fir -die Bildung des Genfragments aus Fig., 1 und
dessen Insertion in ein Plasmid als clonierendem
Vektor;

Fig. 3: die DNA-Sequenz (nur der codierende Strang) eines
HaeIlI-Restriktionsenzymfragments eines Hypophysen-
mRMA-~Transkripts mit den numerierten Aminosauren
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des menschlichen Wachstumshormons, fir das sie
codieren; Schlﬁsseirestriktionserkennungsstellen
sind bézeichnet, ebenso DNA (auf “Stbp" folgende)
flr nichttranslatierts mRNA;

Fig. 4: die Konstruktion eines clonisrenden Vektors fur
ein Genfragment, das fir die Aminosaduren des
menschlchen Wachstumshormons codiert, welches
nicht synthetisch erhalten wurde, und die Kon-
struktion dieses Genfragments als komplementére
DNA durch reverse Transkription von mRNA, die aus
der Hypophyse menschlichen Ursprungs isoliert
wurde; ‘

Fig. 5: die Konstruktion eines Plasmids, das in Bakterien
" zur Expression des menschlichen Wachstumshormons
fahig ist, beginnend mit den Plasmiden der Fig, 2
und 3,
In folgenden wird eine bevorzugte Ausfihrungsform, dis dis
Erfindung erléutert, beschrieben, bei der ein quasi-syn-
thetisches Gen, das fiir menschliches Wachstumshormon co-
dert, konstruiert, geclont und mikrobiell exprimiert wird,

Konstruktion und Expression eines cloniesrenden Vektors

fir menschliches Wachstumshormon

©

1. Clonieren des HaellI-Fragments des mRNA~Transkripts
(Fig, 3 und 4)

Polyadenylierte mRNA fir menschliches. Wachstumshormon
(HGH) wurde aus hypophysédres Viachstumshormon produzieren-
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den. Tumoren gewonnen nach dem Verfahren von A. Ullrich
et al., Science, 196, 1313 (1977). 155 ,ug von Doppel-
gtrang-("ds")-cINA werden priparieri aus S/ug dieser
RNA, im wesentlichen wie beschrieben bei Wickens et al,, .
Js Biols Chem., 253, 2483 (1978), mit der Ausnahme, daB
die RNA-Polymerase "Klenow-Fragment', (H, Klenow, Proc,

Na$'l, Acad. Sei., US4, 65, 168 (1970)) fiir die DNA=Poly-

mergse I in der Zweit~stran°syntﬁese eingesetst wurde, Das
Restriktionsmuster von HGH is% derartig, daB HaelII-
Restriktionserkennungsstellen in der 3! nichtcodisrenden
Region und in der Sequenz, die fiir die Aminosduren 23 und.
24 des HGH ccdieren, vorhanden sind, wie gezeigt in Fig.IB,
Eine Behandlung dexr ds-HGH-cDNA mit HaeIII gibf =2in DNa-
Fragment von 551 Basenpaaren ("bp"), die fir dis %minoséuren

24 bis 91 des HGH codiersn, 90 ng der cDNA werden)mit Heelll

behandel?, in einem 8%igen Polyacrylamid-Gel einer Elektro-
phorese unterworfen und die Region bei 590 bp eluiert, Men
erhilt annshernd 1 ng cDNA. )

PBR322, hergestellt nach F, Bolivar et al,, Gene 2 (1977)
95 bis 113, wird als kloniersnder Vektor fiir die oDNA asug-
gewsnl{, pBR322 ist voAlstandlv charakterislers (d. s
Sutsliffe, Cold Spring Harbor Sym9051um, 43, 70, 1978) )
und ist ein mit zahlreichen Kopien (multicopy) mepslizie=
rendes Plasmid, das Sowohl Ampicillin- als such Tetracycline
Resilstenz aufweist, die an? den EinschluB der kKorrespone
dierenden Gene ("Apﬁ“ baw. "ToBM in Fig, 4) zuriickzi-
fihren sind, wobei das Plasmid BErkennungsstellen filr dis
Restriktionsenzyme PstI, EcoRI und HindIIT entngls, wie

in der Figur gezeigst, '
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Die Schneideprodukte von HaeIII und PstI haben stumpfe

jEnden. Es kann folglich das GC~Anhdngeverfahren nach Chang

A, C, Y, et al,, Nature, 275, 617 {1978) angewendet wer-
den, um die stumpfendigen Produkte der PstI-Schnitte

von DpBR32Z mit der Haglli-~Verdauung des mRNA=Transkripts

zu verbinden, so daB das cDNA-Fragment in die PstI-Er-"" ~~ ~

kennungsstelle von pBR322 eingeflgt wird, und zwar in der

 VWeise, daB die HaeIII-Restriktionserkennungsstellen

(GG4CC) auf der cDNA und die PstI-Restriktionserkennungs=-

. stellen (CTGCA#G) an jedem Ende des eingeschobenen Teils

wieder hergestellt werden,

Es wird alsc terminale Desoxynuclecotid-Transferase (TdT)
verwendet, um annidhernd 20 dC~Reste an das 3'-Ende an-
zufligen, wie bereits friher beschrisben, Chang A, C, Y.,
@, 8, 0, Auf dhnliche Weise werden an das 3'=Ende von

60 ng PstI-hehandeltem pBR322 etwa 10 dG-Reste angehingt,
Das Verschmelzen der dC-ergdnzten ds~cDNA mit der dG-er-
génzfen Vektor=ONA wird in 130 ul von 10 @M Tris~HCl

(pH = 7,5), 100 mM NaCl und 0,25 mM EDTA durchgefihrt,
Die Mischung wird auf 70 9C erhitzt, langsam (12 Stunden)
auf 37 % abgekiihlt und schlieBlich auf 20 °c {6 stunden)

‘abgek{ihlt, ehe sie zum Transformieren von E, coli x 1776

verwendet wird, Eine DNA-Sequenzanalyse des Plasmids
pHGH31 nach der Methode von Maxam und Gilbert, Proc,
Nat'l, Acad, Sci., USA, 74, 560 (1977), nach dem Clonen
des Plasmids in x 1776, stimmte in den Codons fir dis ‘
Aminosauren 24 bis 191 des HGH Gberein, wie in Fig. 3
gezeigt,

Der Stamm E, coli K-12 x 1776 hat den Genotyp F_tonAS53,

d2p08, minAl, supE42, A440(gal-uvr8), &, min82, rfb=2,
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nalA25, oms-2, thyAS?x, metC65, oms-1, 4&729§bioH—asd2,
cycB2, cycdl, hedR2, x1776 wurde vom National Institutes of
Health als ein EK2-Wirf{s-Vektor-System bescheinigt,

x1776 hat ein obligates Bedlirfnis filr Diaminopimelinsiure
(DAP) und kann nicht die Mukopolysaccharidcolan-(colanic)-
sdure synthetisieren, Die Zelle unterliegt daher dem DAP=-
Mangeltod in all den Kulfurmedien, in denen DAP begrenzi ist,
jedoch geniligend Ndhrsubstrat vorhanden ist, um den zellul&ren
Stoffwechsel und das zelluldre Wachstum aufrechtzuerhalten,
Der Stemm ist Thymin- oder Thymidin-bedirftig und unterlisgt
dem Thymin-Mangeltod mi% Abbau der DNA, wenn Thymin und
Thymidin in der Umgebung fehlen,.jedoch genﬁgend_Néhrsubstrate
vorhanden sind, um die Stoffwechselak’ivitit aufrechizuer-
halten, x1776 ist hochgredig empfindlich gegen CGalls und ist
daher unféhig zu ilberleben, d. h, unfshig, eine Passage
durch den Intestinaltrakt von Ratten zu iiberleben. x1776 ist
hochgradig empfindlich gegen Detergenzien, Antibiotika,
Argneimittel und Cnemikelien, z1776 kann weder die Dunkel~-
reparatur nocn die Photo-Reakiivierung von UV-induzierten
Schéden durchfthren und ist daher um mehrere GridBenordnungen
empfindlicher gegen Sonnenlicht als der Wildtypstamm von Z,
coli. x1776 ist resistent gegen viele transduzierende Phagen
und 1&B8%t bei der Kénjugation nur mangelhaft die genetische
ﬁbe:tragung von vielen verschiedenen Typen von bei der
Konjugation beteiligten Plasmiden zu, was auf die Anwesgen-
heit von verschiedenen Mutationen zuriickzufiinren ist,

x1776 is% resistent gegen Nalidixinsiure, Cycloserin und
Irimethoprim, Diese Substanzen kdnnen daner dem Medium zu-
gegeben werden, um das Uberpriifen des Stamms zu ermdg-
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lichen und eine Transformation von Kontaminanten wahrend

der Transformation auszuschlieBen.

x1776 wachst mit einer Generationszeit von etwa 50 Min,
sowohl in L-Ndhrmedium {l-bDroth) als auch Penassay=-
Medium (Penassay broth), wenn disse mit 100 ug DAP/ml und
4 pg Thymidin/ml supplementiert werden, und erreicht

eine Enddichte von 8 bis 10 x 108

Zellen/ml in der sta=-
tiondren Phase, Vorsichtiges kreisfdrmiges Hin~- und Her-
schiitteln fir eine Zeitspanne von 1 bis 2 Minuten
suspendiert die Zellen vollsténdig bei Erhalt der Lebens-
fahigkeit von 100 %, Zus&tzliche Details beziiglich x17786
sind zu finden bei R. Curtis et al,, Molecular Cloning

of Recombinant DNA, 99 bis 177, Scott und Werner, eds,,
Academic Prsss (N, Y, 1977). x1776 wurde ohne Einschrin-
kungen bei der Hinterlegungsstelle American Type Culture
Collection am 3, Juli 1979 unter der Nummer ATCC 31537

hinterlegt.

RKonstruktion und Clonieren des
synthetischen Genfragments {Fg, 1 und 2)

Es ist Teil der Stratefie fir die Konstruktion des HGH-
quasi-synthetischen Gens, daR ein synthetisches Fragment
konstruiert wird, das stumpfendige Restriktionsschneide-
stellen aufweist, die an den Punktan sitzen, an denen

an das Fragméﬁt das mRNA~Transkript angeknipft werden soll,
Das synthetische Gen flir die ersten 24 Aminosduren des

HGH erhalt daher, wie in Fig, 1 gezeigt, eine auf die
Aminosdure 23 folgende HaelII-Schneideerkennungsstelle,

Das distale Ende des synthetischen Fragments wird mit

einem Verbindungselement (im folgenden "Linker") ver=
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sehen, das die Verschmelzung mit einem Einzelstrangende
erlaubt, das durch Restriktionsschnitte in dem Plasmid
erhalten wird, in das das mRNA-Transkript und das syn-
thetische Fragment letztlich eingebaut werden sollen,

Wie in Fig, 1 gezeigt, haben die 5'-Enden des doppel-
strédngigen Fragments einzelstrdngige koh&dsive Enden
fir de EcoRI- und HindIII-Restriktionsendonucleasen,
um die Plasmid-Konstruktion zu erleichtern. Das Codon
fur Methionin am linken Ende stellt eine Erkennungs-
stelle fir die Initiation der Translation zur Verfiigung.
Es werden zwOlf verschiedene Oligonucleotide, d& in
ihrer GrdRe von undekamer bis hexadekamer variieren,
synthetisiert, und zwar nach dem bewéhrten'Phosphotri~
ester-Verfahren nach Cres, R, Proc, Nat'l, Acad, Sci.,
USA, 75, 5765 (1978). Diese Oligonucleotide, U, bis U

. 1 &
und L1 bis L6’ sind durch Pfeile bezeichnet.

10 pg Substanz von U, einschlieBlich U6 und‘L2 ein=

schlieBlich L6 werden unter Verwendung der T ,-Poly-

4
nucleotidkinase und (fbsz-P)ATP phosphoryliert, und zwar
nach dem verdffentlichten Verfahren von Goeddel, D, V.

et al., Proc. Nat'l., Acad, Sci,, USA, 76, 106 (1979).

Es werden dresi getrennte T4-Ligase~katalysierte Reak-

ticnen durchgefihrt: 10 pg des 5'-OH-Fragments Ul werden

mit phosphorylierten U2, L5 und L6 vereint;phosphorylier-
tes US' U4, L3 und L4 werden vereint; weiterhin werden

10 pg des 5'-CH-Fragments L, mit phosphoryliertem L

1 2’
U5 und U6 vereint, Diese Verknlpfungen werden bei 4 °C
flir sechs Stunden durchgeflhrt in einem Medium, das

300 pl von 20 mM Tris-HCl (pH = 7,5}, 10 mM MgClE,
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10 mM Dithiothreitol und 0,5 mM ATP enthilt, wobei 100 Ein-
heiten T4-Ligase verwendet wsrden, Dis drei Verkniipfungs-
mischungen werden dann vereint, 100 Einheiten T4-Ligase
zugegeben, worauf man die Reaktion 12 Stunden lang bei

20 °C ablanfen 1#B%, Die Mischung wird dann mit Ashanel ausge-
f8ll? und auf einem 10%igen Polyacrylamid-Gel einer
Elektrophorese unterworfen, Die Bande, die bis zur
84-Basenpaar-Stelle gewandert ist, wird aus dem Gel her-
ausgeschnitten und eluisrt, pBR322 (1/ug) wird mit EcoRI

und HindIII behaﬁdelt, das grofe Fragment wird durch
Gel-Elektrophorese isoliert und mit der synthetischen DNA
verknlipft, Diese Mischung wird verwendet, um den Stemm 3 3,
coli K-12-294 (end A, thi~, hsr™, hem *‘) zu %transformieren,
Der Stamm 294 wurde am 30, Okfober 1978 bel der Hinter-
legungsstelle Amerlcan Type Culture Collection unter der
Nummer ATCC 31446 okne Einschrédnkungen hinterlegit, Bine
Sequenzanalyse nach der Maxam- und Gilbert-Technik, ao 2. QO,,
bei der EecoRI - HindIII-Insertion von einem Plasmid pHGH3
einer Transformante bestitigte das in Pig, 1 Dargsstellte.

3o Konstruktion eines Plasmids fiir die bakterielle
Expression veon HGH (Fig, 5)

Mi%¥ dem synthetischen Fragment in pHGH3 und dem mRN A
Transkrip$ in pHGH31 wird ein zur RBeplikation fihiges
Plasmid konstruiert, das beide Fregmente enthdlt, wobel
das_Expressionsplasmid PGH6 verwendet wird, wie in

Pig, 5 gezeigt, Des Expressionsplasmid, das einen lac=-
Promotor als Tendem enthilt, wurde zuersi: folﬂendermaﬁan
konstruiert, Bin 285~Basenpaare-langes EcoRI-Fragmen 2%,
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das zwei 95-Basenpaare~lange UVS-lac-Promoter¥Fragmenta
enthélt, welche durch ein 95-Basenpaare-~langes,
heterologes DNA-Fragment abgetrennt wurden, wird aus

dem Plasmid pKB268 isoliert, siehe K, Backman st al,,
Cell. Vol, 13, 85 bis 71 (1978), Das 285-bp=~Fragment
wird in die EcoRI-Erkennungsstelle von pBR322 singesetzt
und ein Clon pGH1 isocliert, in dem die Promoter auf das
Gen fir Tetracyclin-Resistenz hin und in richtiger Lese-
phase mit diesem orientiert sind, Die distal zu dem
letztgenannten Gen gelegene EcoRI-Erkennungsstelle wird
durch teilweise EcoRI-Verdauung zerstdrt, die resultie-
renden einzelstrangigen EcoRI~Enden werden mit DNA-Poly=
merase I repariert, und das Plasmid vird durch stumpfé
endige Verbindung wieder in Ringform gebracht, Das re-
sultierende Plasmid (pGH&) enthilt sine éinzigé EcoRI~
Erkennungsstelle, die passend liegt im Hinblick auf das
Promoter-System, in das das komplette Gen fir HGH einge-
baut werden kann, J

Um das éynthetische Fragment flr die Vereinigung mit dem
RNA-Transkript fertigzustellen, werden 10 ug von pHGH3

mit EcoRI- und HaelIll-Restriktionsendonucleasen ge-
schnitten, und das 77-Basenpaare-Fragment, das die
codierenden Sequenzen fiir die HGH=Aminosduren 1 bis 23
enth&lt, wird aus einem 8%igen Polyacrylamid-Gel isoliert,

Als nachstes wird das Plasmid pHGH31 (5 ug) mit HasIII
geschnitten, Die 551~bp-HGH-Sequenz und ein mitgewan=-
dertes 540~bp-HaelIl-Fragment von pBR322 werden durch
Gel-Elektrophorese gereinigt, Eine anschlieRende Bshand-
lung mit Xmal schneidet nur die HGH-Sequenz, wobei 39
Basenpaare von der 3'-nichtcodierenden Region entfernt
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werdens Das resulilerende 512-bp-Fragment wird von dem
540-bp-pBR322-HaelIlI-Stiick durch Elektrophdress in einem
6%igen Polyacrylamid-Gel getrennt, O, 3/ug des 77-bp-
EcoRI-HaeIII-Pragments werden mit T4-Ligase in einer .
16 jul-Reaktion 14 Stunden lang bei 4 OCmpoTymerisieru? Die
Mischung wird dann fir 5 Minnten auf 70 °C er rhitz3%, um

die Ligase zu 1naktlv1eren, snschliefend mit EcoRI Dbe-
handelt (um Fragmente zui schneiden, die aufgrund ihrer
EcoRI-ﬁrkennungsstellen dimerisiert haben), weiterhin

mit Smal behandelt (um XmaI-Dimere zu schneiden), wodurch
ein 5391-bp-Fragment mit einem EcoRI-Ende, das kohisiv

ist, und einem Smal-Ende, das stump? ist, erhalten wird,
Nach der Reinigung auf einem 6%igen Polyazerylamid-Gel
erh#lt men anndhernd 30 ng dieses Fragments, Essollie be-
merkt werden, da8 das Expressionsplasmid pGHS keine Xmal-
Brkennungsstelle enthilt, Smal erkennt jedoch die gleiche
Brkennungsstelle wie Xmal, aber schneidet ganau durch die
Mitte, so daB stumpfe Bnden erhalten werden, Das Smal-
geschnittene Ende des Fragments, das von pHGH31 abgeleiset
1s%, kann folglich stumpfendig an pGHE gebunden werden,

Des Expressionsplasmid pGHES, das den lac-UV5-Promeior in
Tandemform enthdlt, wird sukzessive mit HindIIT, Nuclease
S1 und BecoRI behandelt und durch Gel-Elektrophorese
gereinigt, 50 ng des resultierenden Vektors, der ein
kohZsives EcoRI-Ende und ein stumpfes Ende aufweist, wird

- mi% 10 ng der 591-bp-HGH-DNA verbunden, Diese Verbindungs-

mlschung wird verwendet, um B, colli x1776 zu transformieren,
Die Kolonien werden durch Nacnstum auf Tetracyclin (12, B/ug/ml)
gselektiert, Es ist bemerkenswe“t daB die Insertion des
hybriden HGH-Gens in
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pGHS den Promoter ¥ir die Tetracyclin-Resistenz zerstdrt,
daB jedoch der Tandem-lac-Promoter das Durchlesen der
Strukturgene fir Tetracyclin-Resistenz erlaubt und auf
diese Weise die Selektionscharakteristik erhalten bleibt,
Es wurden annzhernd 400 Transformanten erhalten. Mit der
Grunstein-Hogness~Methode, Proc, Nat'l, Acad, Sci,, USA,
72, 39861 (1975), wurden durch Filterhybridisieruné

12 Kolonien identifiziert, die die HGH-Sequenz enthalten,
Die aus drei dieser Kolonien isolierten Plasmide ergaben
das erwartete Restriktionsmuster, wenn sie mit Haelll,
PvuII und PstI geschnitten wurden. Von einem Clon
(pHGH107) wurde die DNA-Sequenz bestimmt,

Menschliches Wachstumshormon, das von Transformanten pro-
duziert wird, kann ohne weiterss durch direkten Radio=~
immunoassay nachgewiesen werden, welcher aus Verdinnungs-
reihen des Uberstands iysierter Zellen durchgefihrt wird,
unter Verwendung von Phadebas HGH PRIST kit (Farmacia),

Um aufzuzeigen, dad die HCH—Expresgion unter der Kontrolls
des lac-Promoters steht, wird pHGHlO? in einen E, coli-
Stamm D1210 (lac+(iQO+z+y+)), einem Stamm, der den lac~

Expressor gberproduziert, transformert, Bis zur Zugabe des

Induktors IPTG (Isopropylthiogalactoéidolipoid) kann keine

nennenswerte Menge von HGH-Expression nachgewiesen werdsn.

Ein Entfernen der EcoRI-Erkennunsstelle in pHGH107 hatte
zur Folge, daB das ATG4Startsignal von den Codons der An~
satzstelle fir dis Ribosomen des lac-Promoters den gleichen
Abstand hétte, den disse Codons natirlicherweise vom Start-
signal fir B-Galactosidass haben., Um festzustellsn, ob dis -
Expression durch Nachahmung dieses natirlichen Abstands
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zu steigern ist, wurde pHGH107 in pHGH107-1 Gberfihrt,
indem das erstere Plasmid mit EcoRI gedffnet wurde, die
entstehenden Einzelstrangenden mit Si-Endonuclease ver-
daut wurden und das Plasmid durch Verbinden der stumpfen
Enden mit T4-Ligase wieder in Ringform Oberfihrt wurde,
Obwohl sich zeigte, daR das erhaltene Plasmid in ahnlicher
Welse zur Expression von HGH fdhig war, produzierte ss
jéacch HGH Gberraschenderweise in geringerem Umfang als
pHEH107, wie durch direkten Radioimmunoassay gezeigt
werden konnte,

"Flr den Fachmann ist offensichtlich, daB die vorliegends -

Erfindung nicht auf die bisher'geschilderte, bevorzugte
AusTihrungsform beschrinkt ist, sondern ausschlieBlich
auf den Schutzberech der Patentanspriiche, Andere Abinderun-
gen als die hisr beschriebensen sind méglich, sei es die
Wahl des Prcmbter—Systems, des Elternplasmids, des ange=
strebten Polypeptidprodukts oder sonstigem, Andere, fir
die vorliegende Erfindung anwendbare Promoter-Systeme
bestehen beispielsweise aus dem Lambda-Promoter, dem
Arabinose~Operon (phi80 dara) oder dem Colicin~E1-,
Galactose=-, alkalische Phosphatase-~ oder Tryptophan-Pro-
moter, Wirtsorganismen flr die bakterielle Expression
kdnnen ausgewzhlt werden beispielsweise aus der Familis
der Entercbacteriaceae, z, B, die Stdmme Escherichia coli
und Salmonella; aus der Familie der Bacillaceas, z. B.i
Bacillus subtilis; weiterhin Pneumococcus; Streptococcus
und Haemopnilus Influenzae. Natlrlich wird die Wahl des
Organismus das Niveau der physikalischen Beherrschung des
Clonens und der Expression beeinflussen, welche nur unter
Einhaltung der Richtlinien fir rekombinante DNA des
National Institutes of Health, 43 Fed, Reg. 560 080 (1978)
durchgefihrt werden sollesn,
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FlUr die Arbeit der vorliegenden Erfindung im LabormaRstab
eignet sch der Stamm E, coli x1776 besonders gut, es kénnte
sich jedoch zeigen, daB fir die industrislle Herstellung
im groRen MaBstab der Stamm weniger geeignet ist, und zwar
aufgrund der ihm eigenen Schwéchen, die absichtlich aus
biologischen Sicherheitsgrinden eingebracht wurdan. Mit
einer angemesseneh Héhe an physikalischer Beherrschung,
eher als biologischer, kénnen fir die Arbeit im groBen
Mafstab auch solche Organismen wie & coli K-12 Stamm 294,
‘a, a. O,, und E, coli Stamm RRL1, Genotyp: Pro‘Leu“Thi“RB-
recA"str’ Lac y~ verwendet werden, £, coli RR1 wurde .
durch Paarung aus dem Stamm EZ, coli HB101 (H, i/, Boyer et al,
J. Mol, Bio, 41, 4535 bis 472 (1969)) mit dem Stamm E, coli
K=12, Stamm KL15 als Hfr-Donor erhalten, Siehe auch

J. H, Miller, Experiments in Molscular Genetics (Cold

" Spring Harbor, New York,‘1972). Eine Kultur von E. coli
RRL wurde am 30, Oktober 1978 bei der American Type Culture
Collection ohne Einschrénkung bezlglich der Zuganglichkeit
unter der Nummer ATCC 31343 hinterlegt, Auf shnliche Heise
wurde eine Kultur von x1776 am 3, Juli 1979 bei der
American Type Culture Collection unter der Nummer ATCO
31537 hinterlegt., Am 3, Juli 1979 wurden bei der American
Type Culture Collection weiterhin hinterlegt: Plasmid
PHGH107 (ATCC 40011); Plasmid pGHE (ATCC 40012); der Stamm
x1776, der mit pHGHLO7 transformiert wurde (ATCC 31538),
und E, coli K-12 Stamm 294, transformiert mit pGHE (ATCC
31539),

Nach der Erfindung hergestellte Organismen kdnnen fir die
in dindustriellem MaBstab durchgefihrte fermentative Pro-
duktion von menschlichem wWachstumshormon eingesetzt werden,
wodurch ein Produkt in solchen Mengen und fur Anwendungs~
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gebiete erhalten wird, wie es bisher unerreichbar war.
Beispielsweise kdénnen transformierts E£. coli-Kulturen ge-
ziichtet werden in waRrigem Medium in einem Stahl=- oder

einem anderen FermentationsgefaR, auf Gbliche Weise beliiftet
und geschiittelt, in waBrigem Medium bei beispielsweise

37 °C und nahezu neutralem pH (beispielsweise pH = 7 + 0,3),
ergdnzt mit geéigneten Néhrsubstraten (beispislsweise Kohlen-
hydrat oder Glycerin), Stickstoffqusllen (i. B, Ammonium-
sulfat), Kaliumguellen (z, B, Kaliumphosphat), Spuren=-
elementen, Magnesiumsulfat und Ahnlichem, Transformante
Organismen weisen vorzugsweise eine oder mehrers Selektions-
charakteristika auf, beispislsweiss Antibiotika-Resistenzzn,
so daR ein Selektionsdruck ausgelbt werden kann, um kon-
kurrierendes Wachstum von Wildtyp E, coli zu behindsrn,

Fir den Fall eines gegén Ampicillin oder Tetracyclin
resistenten Organismus kann beispislsweise das Antibiotikum
zum Fermentationsmedium gegeben werden, so daR Wildtyp=-
Organismen ausselektisrt werden, die nicht gegen disss
Antibiotika resistent sind, Nachdem vollstandig fermentisrt
wurde, wird die bakterielle Suspension zentrifugiert oder
die Zellmasse zuf andere Weise aus der Kulturbrihe gesammelt,
daraufhin wird mit physikalischen oder chemischen Mitteln
lysiert, Die Zelltrimmer werden vom Uberstand getrennt,

und das 1d8sliche wWachstumshormon wird isoliert und gerei-
nigt. '

Menschliches Wachstumshormon kann aus Bakterienextrakt ge-

reinigt werden, indem man eine der folgenden Methoden oder

eine Kombination dieser anwendet:

1) Polyethylimin=Fraktionierung;

2) Gel-Filtrierungs-Chromatographie auf Sephacryl S$-200;

3) Ionenaustausch=Chromatographie auf Biorex~-70 Harz oder
CM Sephadex;
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4) Ammoniumsulfat und/oder ph-~Fraktionierung; und

5) Affinitdts~Chromatographie, wobei Antikdrper-Harze ver=
wendet werden, die aus anti-HGH IgG hergestellt werden,
welches aus immunosensitivierten Tieren oder Hybridge-
weben (hybridomas) isoliert wurde;
das Hormon wird unter sauren oder mild denaturisrenden

Bedingungen herausgeldst,
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Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Herstellung einer lebensfdhigen Kultur ei-
neg mikrobiellen Organismus, dsr einen sich replizieren-
den klonierenden Vekitor trigt und der féhig ist, mensch-
liches Wachstumshormon zu exprimieren, wobel ein filr
mengchliches Wachstumshormon codierendes Gen in einen
klonierenden Vektor inseriert und unter die Kontrolle
eines Expressionspromotors gestelly 1st, gekennzeichnet
dadurch, da

- eln estes Genfragment fiir ein Bxpressionsprodukt er-
halten wird, wobel das besagte Pragmeni einen Teil
der codierten Sequenz fiir das génannte menschliche
Wachstumshormon enthilt und das genannte erste Fragment
fir weniger als alle Aminosiuren der iminosduressquenz
des genannten Wachstumshormods codiert,

- ein zweites Genfragment zur Verfiigung gestells wird, das
fir den Rest der iminosHuresequenz des menschlichen
Wachstumshormons codiert, wobei das gengnnte zwelte
Genfragment fiir mindestens den Amino-Ende-Bestanteil'
des menschlichen Wachsiytumshormons codiers,

- die genannten Genfragmente in einem sich repliziersnden
klonierenden Vektor in richtiger Lesephase relativ
zueinander und unter die Kontrolls eines Bxpressions-
promotors angsordnet werden, wodurch ein sich replizie-
render klonierender Vektor gebildet wird, der zur
Expression der Aminosiuresequenz des genannten mensch-
lichen Wachstumshormons ohne anhingendss Fremdprotein
fshig ist,
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- der Mikroorganismus mit dem klonierenden Vektor
transformiert wird, und ‘

- der trensformierte Mikroorganismus in einer Xuliur
mit Nahrstoffen geziichtet wird, ’

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB die
Fragmente so ausgewshlt werden, daB sie als wesentlichen
Bestandteil ¢DNA oder eine Repliketion davon enthalten,

Verfahren nach mindestens einem der Punkte 1 oder 2, ge-
kennzeichnet dadurch, daB als klonierender Vektor ein
Plasmid selsktiert wird und das Plasmid gegeniiber
mindestens elnem Antibilotikum resistent gemacht wird,

Verfahren nach Punkt 3, gekennzeichnet dadurch, da8
ein Plasmid gebildet wird, dem der tet=-Promeotor fehly
und das dennoch gegeniiber Tetracyclin »esistent ist,

Verfahren nach mindestens einem der Punkte 1 oder 2,
gekennzeichnet dadurch, def das fiir das menschliche
Wachstumshormon codierende Gen unter die Kontrolls
eines lac-Promotors in Tandem-Struksur gestellt wird,

Verfahren nach Punkt 5, gekennzeichnet dadurch, daB der
sich replizierende klonierende Vektor das Plasmid pHGH 107
ist.

Verfahren nach Punk$ 5, gekennzeichnet dadurch, da8 der
sich replizierende klornierende Vektor dss Plasmid.
PHGH 107-1 ist,
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Verfahren nach Punkt 1 zur Herstellung einer lebens-
féhigen Kultur eines mikrebiellsn Organismus, der einen
sich replizierenden klonierenden Vekior trigh, gekenn-
zeichnet dadurch, daB dieser Funktionsgene fiir Ampicillin-
und Tefracyclinresisteénz enthilt, sowie einen lac-
Promotor in Tandem-Struktur, dsr zwischen den genannten
Genen liegt, und so orisntiert ist, daB er die Expression
in Riehtung'des Gens fiir Tetracyclinresistenz in Gang
setz3, und daB ferner sine Mehrzahl von Restriktions-
erkennungsstellen enthalien sind, die stromabwiris
vom genannten Protorsystem lisgen, wobei die genannten
Restriktionéerxennungssz llen jeweils kohdsive und
stumpfe Enden nach dem Scihneiden liefern, wodurceh richti-
ges Einfiigen von heterologer DNA zwischen den genannten
Erkeﬁnungsstellen ermogliocht wird, so daB disse unter

die Xontrolle des genannten Promotor-Systems gelangen

und daB der klonierende Vektor transformiert wird, om
einen Mikroorganismus mit dem klonisrenden Vekior zu
erhalfen, und daB der $ransformierte Mikroorganismns

in einer Nihrmedimm enthaltenden Kultur geziichiet wird,

Verfahren nach Punkt 8, gekennzeichnes dadurch, daB
der sich replizierende klonierende Vektor das Plasmig
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