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Verfahren zur Hergtellung eines replikablen Vektors

Anwendungsgebiet der brfindung

Die brfindung betrifft das Gebiet der rekombinanten DNS-
Technologie, d. h, Verfahren, die auf diesem Gebiet einge=-
getzt werden.

Insbesgondere betrifft die vorliegende Erfindung ein Here
stellungsverfahren eines replikablen Vektors, der in einem
Mikroorganismus die Lxpression eines Polypeptids mit dexr
Aminossduresequenz eines reifen Human-Fibroblgsten-Inter-
ferons bewirkt,

Hintergrund der zsrfindung

Human-Fibroblasten-Interferon (FIF) ist ein Protein, das
antivirale sowieein weites Spektrum anderer biologischer
Aktivitdten aufweist (Ubersicht siehe W. &, Stewart II,

The Interferon System, Springer-Verlag, New York-Wien, 1979).
Angeblich ist es bis zur Homogenitdt gereinigt worden., Es
handelt sich um ein einzelnes Polypeptid mit einem Molekulgr-
gewicht von 139000 bis 20000, mit einer spezifischen Aktivie
t&% von 2 bis 10 x 10° Einheiten/mg (£, Knight, Proc. Natl.
Acads Sci. USA 73, 520 - 523 /19767; W. Berthold et al.,

Jo Biol. Chem, 253, 5206 = 5212 /79787). Die Sequenz der

13 NH2-terminalen‘Aminoséuren des FIF wurde als Met=Sere
 Iyr-Asn-Leu~Leu-Gly-Phe~Leu=Gln-Arg~Ser-Ser bestimmt (i,
Knight et al., Science 207,525 = 526 /79807). Houghton et al.
(Wucleic Acids Res. 8, 1913 = 1931 /79807) haben synthetische
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Deoxyoligonucleotide (vorausgesagt aus der vorstehend ane
gegebenen Aminosduresequenz) verwendet, um die Sequenz der
276 5'~terminalen Nucleotide von FIF-mRNS zu bestimmen,
Taniguchi et al., (Nature 285, 547 - 549 /39807; Gene 10,

11 = 15 /1980/) und Derynck et al. (Nature 285, 542-547
£719807) waren kiirzlich in der Lage, die Nucleotidsequenz
klonierter cDiNS-Kopien von FIF-mANS in B, coli zu bestimmen
und haben daraus die vollstindige Aminosduresequenz von
Human-FIF einschlieBlich einer 21 Aminosiure umfassende
Olgnalsequenz abgeleitet, Das reife Peptid umfaBt 166 Amino-
sduren, SchlieBlich haben Taniguchi et al. (Proc. Natl.
Acad, Sci, USA 17, 5230 = 5233 /19807) ein Plasmid konstru-
lert, welches die uxpression des Human-FIF-Gens in n. coli
veranlalt, so daB reifes FIF erhalten wird,

Durch rekombinante DNS-Technologie lat es inzwischen gelungen,
eine grofe 4Anzahl wertvoller Polypeptide kontrolliert
mikrobiell herzustellen, So existieren inzwischen bereits
Bakterien, die durch diese Technologie so midifiziert wurden,
dal sie die Herstellung von Polypeptiden wie Somatostatin,
' die A- und B-Ketten des Human~-Insulins und Human-Wachstuma-
hormon gestatten (Itakura et al., Science 198 1056 ~ 1063
[T9717); Goeddel et al., Nature 281,544 - 548 /19797).
Kiirzlich gelang durch die Anwendung der rekombinanten DNSe
Technik die bakterielle Herstellung von Proxnsulln, Thymosin
0(1 und Leukozyten-Interferon,

Das Zugpferd der rekombinanten DiS-Technologie ist das Plas-
mid, eine nicht-chromosomale Schleife doppelstringiger DNS,
die in Bekterien und anderen Mikroben oft in vielen Kopien
pro Zelle vorliegt, Die in der Plasmid-DNS enthaltene Ine
formation umfaBt diejenige zur Reproduktion des Plasmids in
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Tochterzellen (d. h. ein "Replicon") und gewdhnlich ein

oder mehrere Selektions-Charakteristika wie = im Fall von
Bakterien = die Resistenz gegeniiber Antibiotika, die es
erlauben, Klone der Wirts~Zelle, die das interessierende
Plasmid enthalten, zu erkennen und in einem gusgewihlten
Medium selektiv zu zilichten, Die Niitzlichkeit der Plasmide
liegt in der Tatsache, daB sie spezifisch durch die eine

oder andere Restriktions-Endonuclease (auch Restriktions-
enzym genannt) gespalten werden kdnnen, wobei jede indo-
nuclease eine andere Stelle der Plasmid-DNS erkennt. Hetero~
loge Gene oder Genfragmente konnen in das Plasmid an den
Spaltstellen oder anschlieBend an die Spaltstellen rekonstru-
ierte conden eingefiigt werden., Die DiNS-Rekombination wird
susBerhalt der Zelle durchgefilhrt, aber das erhaltene re-
kombinante Plesmid wird durch einen Vorgang, der als Trang-
formation bekannt ist, in die Zelle eingefiilhrt, und groBe
Mengen an heterologe Gene enthaltenden, rekombinierten
Plasmiden ktnnen durch Kultivierung der transformierten
Zellen erhalten werden, Ist das heterologe Gen in richtiger
Weise (d. h. operabel) beziiglich derjenigen Teile des Plasmids
eingefiigt, die flir die Transcription und Translation der
kodierten DNS~Nachricht verantwortlich sind, dann kann das er-
haltene rekombinierte Plasmid (Expressionsvektor, Vektor)

zur Herstellung des Polypeptidé verwendet werden, das durch
das heterologe Gen kodiert wird, Dieser ProzeB wird als
Expregsion bezeichnet,

Die Expression wird ausgeldst in der Promotor-Region, die
durch RAS~-Polymerase erkannt und gebunden wird. In einigen
Fdllen, wie 2z, B, beim Tryptophan- oder “Trp"-Promotor, der
in Zusammenheng mit der vorliegenden srfindung bevorzugt ist,
.werden Promotor-Regionen von sogenannten Operator-~Regionen
Uberlappt und bilden dann einen kombinierten Promotor-Opera-
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tor, Operatoren sind DNS-Sequenzen, die von sogenannten
RepressormProteineh erkannt werden, die wiederum die Fre-
quenz des Transkriptionsbeginns an einem speziellen Promotor
‘regulieren, Die Polymerase wandert an der DNS entlang und

~ tiberschreibt die Information, die der kodierende Strang ente
hélt, vom 5'= zum 3'=~inde in mRNS, die dann wiederum in das
Polypeptid mit der durch die DNS-kodierten Aminosiuresequenz
libersetzt wird, Jede Aminosiure eines Polypeptids wird inner-
‘halb des sogenannten Strukturgens durch ein Nukleotid=Triw
plett oder Codon kodiert, Nach der Bindung an den Promotx .
transkribiert die RilS-Polymerase zunichst Nukleotide, die

eine Ribosomeh-Bindungsstelle kodieren, dann ein Translations=
Startsignal (gewohnlich ATG, das in der mRNS zu AUG wird)

und schlieBlich die Nukleotid-Sequenzen des Strukturgens
selbst, 4m bnde des Strukturgens werden sogenannte Stopcodons
transkribiert, nach denen die Polymerase noch weitere mRNSe
Sequenzen bilden kann, die aber wegen des vorhandenen Stop-
signals von den Ribosomen nicht mehr iibersetzt werden, Die
Ribosomen lagern sich an die vorgesehene Bindungsstelle der
mRNS an, in Bakterien gewthnlich wihrend diese entsteht, und
stellen dann ihrerseits das kodierte Polypeptid her, beginnend
am Translations-Startsignal und endend mit dem bereits er-
widhnten Stopsignal., Das gewlinschte Produkt wird hergestellt,
wenn die Sequenzen, die die Ribosomen-Bindungsstelle kodieren,
ridhtig in bezug auf das AUG-Startsignal und wenn alle Ubrie
gen Kodons mit dem Startsignal in Phase sind, Das gewilnschte
Polypeptid kann erhalten werden durch Lyse der Wirts-Zelle,

Abtrennung von anderen Bakterienproteinen und Reinigung in
iblicher Weise, | '

Wdhrend daé aus Spender-Fibroblasten isolierte homogene
Fibroblasten-Interferon ausreichte zur partiellen Charakte=-
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rigsierung und fiir limitierte klinische Studien, reicht diese
~ Quelle bei weitem nicht aus fiir die Gewinnung derjenigen
Mengen an Interferon, die fur bereits klinische Priifungen
und die anschlieBende prophylaktische und/oder therapeu~
tische Verwehdung notwendig sein werden, Tatsidchlich be=-
diente man sich bel den bisherigen klinischen Untersuchungen |
zur kvaluation des Human-Fibroblasten-Interferons in
Antitumor- und asntiviralen Testen hauptsidchlich rohen
Materials (seinheit ¢{ 1 %), und die langen Zeiten, die ndtig
gind, um genligende ilengen reinen lMaterials zu erhalten,
haben zu einer starken Verztgerung von Untersuchungen in
groberem MaBstab gefiihrt,

- Ziel der Lrfindung

ig ist Ziel der fLrfindung, den Herstellungsweg zu verein-
fachen und wesentlich groBere lMengen bereitzustellen,

Darlegunz desg Wegens der rfindung

Der wsrfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfashren zur
Herstellung eines replikablen Vektors zu entwickeln, der in
einem Mikroorganismus die Lxpresgion eines Polypeptids mit
der Aminosduresequenz eines reifen Human-Fibroblasten-Inter-
ferons bewirkt, o

Reinstes Fibroblasten-Interferon kénnte trotz der Tatsache,
daB es nicht glykosyliert ist, wie vielleicht das natiirliche,
zur klinischen Behandlung vieler viraler und neoplastischer
Erkrankungen verwendet werden.

Bin Fibroblasten-Interferon-Gen wurde durch die folgenden
MaBnahmen erhalten:
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Mminosiurepartialsequenzen von homogenem Human-Fibro-
blasten-Interferon wurden verwendet, um synthetische
DiS=Sonden zu konstruieren, deren Codons insgesamt alle
moglichen Nucleotidkombinationen reprédsentierten, durch
die die Aminosdurepartialsequenzen kodiert werden,

mg wurden Bidnke von Bakterienkolonien hergestellt, die
komplement&re DNS (c¢DNS) aus induzierter mRNS enthielten,
Die gem#B (1) erhaltenen Sonden wurden sls Starter

fiir die Synthese radiomarkierter einstringiger cDNS ver=-
wendet, die wiederum als Hybridisierungssonden benutzt
warden., Die synthetischen Sonden hybridisierten mit indu-
zlerter mRNS gls katrize und wurden ferner mittels
reverser Transkription dazu verwendet, induzierte, radio-
markierfe ¢DNS zu bilden, In dieser Weise erhaltene Klone
der Koloniebank, die mit radiomarkierter cDNS hybridi-
sierten, wurden weiterhin untersucht auf das Vorliegen
eines Interferon vollstiéndig kodierenden Gens. Jedes

g0 erhaltene, moglicherweise eine Teilsequenz des Inter=
ferons kodierende Genfragment wurde als Sonde fiir ein
vollstdndiges Gen verwendet,

Das so erhaltene ungekiirzte Gen wurde maBgeschneidert
unter Verwendung synthetischer DNS, um jegliche Leader=-
Sequenz, die die mikrobielle iZxpression des reifen Poly-
peptids verhindern konnte, auszuschliefen und um es in
einem Vektor in die richtige Position bringen zu ktnnen
bezliglich der Startsignale und der Ribosomenbindungsstelle
eines mikrobiellen Promotors., Das exprimierte Interferon
wurde so welt gereinigt, daB es charakterisiert und seine
Aktivitdt bestimmt werden konnte,
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Unter Anwendung der vorstehend kurz beschriebenen Methoden
der rekombinanten DNS-Technologie konnte eine Relhe re-
plizierbarer Plasmid-Vektoren hergestellt werden, die die
Synthese eines reifen Polypeptids mit den usigenschaften von
authentischem Human-Fibroblasten~Interferon in einem
transformierten Mikroorganismus mit hohen Ausbeuten veran-
lessen, Das erhaltene Polypeptid weist die Aminosiduresequenz
des FIF auf und ist in in-vitro-Testen aktiv ungeachtet
fehlender Glykosylierung, wie sie fiir llaterial, das aus
natiirlichen menschlichen Zellen gewonnen wurde, charakte-
ristisch ist. Der Ausdruck "Expression von reifem Fibro-
blasten-Interferon" bezeichnet die mikrobielle (z. B, bakteri=
elle) Herstellung eines Interferonmolekiils, das weder Glyko=-
sylgruppen noch eine Prisequenz enthdlt, die unmittelbar

die mRNS~-Translation des Human-Fibroblasten-Interferon-
Genoms veranlassen, Reifes Fibroblasten-Interferon wird er-
findungsgemdB unmittelbar von einem Translations-Start-
signal (ATG) exprimiert, das gleichzeitig die erste Amino-
siure des natiirlichen Produkts kodiert., Die An- ader Abwe-
genheit von liethionin als erster Aminosgure im mikrobiell
hergestellten Produkt ist kinetisch bedingt und héngt ab

von den Fermentationsbedingungen und/oder der Hohe der
sxpression in dem transformierten Mikroorganismus, Reifes
Fibroblasten~-Interferon kann zussmmen mit einem konju~
gierten Protein, dashicht ein iliblicher leader ist, exprimiert
werden, wobel das Konjugat spezifisch intra- oder extra-
zelluldr gespalten werden kann (vergleiche britische Patent-
anmeldung Nr., 20076764). SchlieBlich kann das reife Interw-
feron zusammen mit einem mikrobiellen "Signal-Peptid" her-
gestellt werden, das das Konjugat an die Zellwand transportiert ,
wo die Signalsequenz abgespalten und das reife Polypeptid
sezerniert wird.
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Die zum Inhalt dieser Beschreibung gehdrenden Figuren‘1 bis

5 werden an den geeignetén Textstellen genauer beschrieben.,
Pig. 6 stellt schematisch die Herstellung der Plasmide dar,
die die direkte Lxpression von reifem Fibroblesten-Interferon
kodieren, Die Regtriktiongstellen und -fragmente sind ange-
geben ("Pat I", usw.). “ApR“ und "TcR“ bezeichnen diejenigen
Orte des Plasmids, die fiir die Lxpression der Ampicillin-
bzw, Tetracyclin-Registenz verantwortlich sind. Die Abkurzung
“p o " ‘gteht fir "Promotor-Operator", '

Begchreibung der bevorazugten Ausfilhrungsformen

Ao Die verwendeten Mikroorganismen

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Mikroorgenismus

ist s, coli K-12 Stemm 294 (end 4, thi~, her”, hem), 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 Institutes of

Health durchgefiihrt,

Die vorliegende srfindung, obgleich in ihrer am meisten be=-
vorzugten Ausfiihrungsform an E, coli K-=12 Stamm 294 be-
schrieben, umfalt auch die Verwendung anderer E. coli-Stémme
wie B, coll B, &, coli x 1776 und E, coli W 3110 sowie an-
dere Mikroorganismen, von denen viele bel einem offiziellen
Depogitorium (z, B, der American Type Culture Collection,
ATCC) hinterlégt wurden und von dort (mbglicherweise) er-
hdltlich sind (vergleiche auch deutsche Offenlegungsschrift
 Nr, 2644432)., Weitere likroorganismen, die erfindungsgemifB
verwendet werden kOnnen, sind 2z, B, Bacilli, wie Bacillus sub-
tilis und andere znterobacteriaceae, unter denen vor allem
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~Salmonella typhimurium und Serratia marcescens zu nennen
wéren, die mit Hilfe von sich vermehrenden Plasmiden hetero-
loge Gene zur rxpression bringen konnen, Auch in Hefen, bei-
spielsweise in Saccharomyces cerevisiae, konnen Interferon-
gene zur lxpression gebracht werden unter der Kontrolle
eines Hefe-Promotors.

B, Allgemeine Methoden

Die Restriktionsenzyme wurden bei New England Biolabs ge=~
kauft und vorschriftsmiBig verwendet., Die Plasmid-DNS

wurde nach einem Standard-Verfahren (D, B, Clewell, J.

- -Bacteriol. 110, 667 - 676 /19727) hergestellt und durch
Sdulenchromatographie an Biogel 4-50 M gereinigt. Die
DNS=-Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Maxam und
Gilbert (Methods znzymol. 65, 499 - 560 £19807). Die durch
Restriktion erhaltenen DNS~-Fragmente wurden durch klektro-
‘elution aus Polyacrylamidgelen erhalten, Die Radiomarkierung
der DNS-Fragmente zwecks Verwendung als Hybridisierungsson-
den erfolgte nach der Methode von Taylor et al., (Biochim,

- Blophys. Acta 442, 324 - 330 /19767). Die in-situ-Kolonie=-
hybridisierung wurde nach nach der Methode von Grunstein und
Hogness durchgefilhrt (Proc. Natl, Acad, Sci. USA 72,

3961 - 3965 [19757).

C. Synthese der Deoxyolizonucleotide

Die Peoxyoligonucleotide wurden synthetisiert nach der
modifizierten Phosphotriester-Methode in Losung (Crea et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 5765 = 5769 /79787) unter
Verwendung von ITrideoxynucleotiden als Bausteinen (Hirose

et al., Tetrahedron Letters 28, 2449 - 2452 /19787). Die
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Materialien und allgemeinen Verfahren ghnelten den von
Crea et al. beschriebenen (Nucleic Acids Res. 8, 2331 -
2348 [/19807). Die 6 Starter-Pools (Fig. 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-25044) wurden gesziichtet,

wie bereits von Pestka et al, beschrieben (Proc, Natl.

Acade Scl. USA 72, 3898 - 3901 /79757). Das Nehrmedium
(Eagle's Minimalmedium mit einem Gehalt von 10 % fotalem
Kélberserum) wurde aus den Rollflaschen (850 cm’) entfernt
und ersetzt durch 50 ml Ndhrmedium, enthaltend 50/ug/ml
~Poly(I) 3 Poly(C) und 10/ug/ml Cycloheximid, Dieses In=
© duktionsmedium wurde nach 4 Stunden bei 37 °C entfernt

und die Zell-lionoschichten wurden mit Phospasht-gepufferter
Salzlésung gewaschen (PBS; 0,14M NaCl, 3mi KC1l, 1,5 ml
KH,PO,, Bl Na,liP0,). Jede Plasche wurde bei 37 °C mit 10 ml
einer Trypsin-usDPi-Losung (Gibco 610 = 5305) inkubiert, bis
‘die Zellen sich ablésten, Dann wurde fotales Kilberserum

bis zu einer Konzentration von 10 % zugesetzt., Das Zellw
‘material wurde 15 Minuten bei 500 x g zentrifugiert, der
Riickstand nochmals in PBS suspendiert und sedimentiert. Die
Zellen wurden in fligsigem Stickstoff gefroren, Pro Rollfla-
sche wurden etwa 0,17 g Zellmaterial erhalten,

E, Herstellung und Assay.von Interferon-mRNS

Poly(a)-enthaltende mRNS wurde nach der von Green et 'al.
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(Arch. Biochem. Biophys. 172, 74 - 89 /1975/) beschriebenen
Methode aus Humanfibroblasten durch Phenolextraktion und
Oligo(dT)-Zellulose-Chromatographie erhalten, Die Poly(4)=-
enthaltende RNS wurde beziiglich Interferon-mRNS durch
Zentrifugieren in einem linearen Saccharose-Gradienten

(5 - 20 %, w/v) angereichert, Die RIS-Proben wurden wihrend
2 Minuten auf 80 °C erhitzt, schnell abgekihlt, iiber die
Gradienten gegeben und 20 Stunden bei 30000 U/min, bei 4 °C
in einem Beckman 3W-40 Hotor zentrifugiert. Die Fraktionen
wurden gesammelt, mit zthanol gefdllt und in Wasser geldst,

kin-Mikrogramm-Proben von mRNS wurden, wie von Cavalieri

et al, beschrieben (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 3287 =-
3291 [19777), Xenopis laevis-Oocyten injiziert, Die Oocyten
wurden 24 Stunden bei 21 °¢ inkubiert, homogenisiert und

5 linuten mit 10000 x g zentrifugiert, Im Uberstand wurde
das Interferon nach dem CPE-Hemmtest (Stewart, The Inter-
feron System, Springer-Verlag, New-York-ilien, 1979) bestimmt
unter Verwendung von Sindbis-Virus und humanen diploiden
Zellen (WISH), Fiir die 12 S~Fraktion der mRNS wurden Inter—
feronititer von 1000bis 6000 Zinheiten/mg injizierter RNS
festgestellt (NWIH Referenzstandard), '

F. Synthese und Clonierung von cDNS

cinstréngige cDNS wurde hergestellt in 100~ml-Reaktionen,
aus 5,ug der 12 S mRNS-Fraktion, 20 mM Tris-HCL (pH 8,3),

20 mM KCl, 8 mM MgCle, 30 mif B—Mercaptoethanolg 100/uCi

(X 2P)4CTP und 1 il JATP, 4CTP, 4GP und ATTP, Der Starter
war das synthetische HindIII-Decamer dCCAAGCTTGG (Scheller
et al., Science 196, 177 - 180 [19777), das auf der 3'-
terminalen Seite um etwa 20 bis 30 Deoxythymidinreste unter
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Verwendung der terminalen Deoxynucleotidyl-Transferase
. (Chang et al., Nature 275, 617 = 624 /19787) verlsngert
worden war, 100 finheiten reverser Transkriptase wurden zuge- -
setzt, und das Reaktionsgemisch wurde 30 Minuten lang bel
42 °C inkubiert, Die Synthese des zweiten Stranges der DNS
~wurde wie von Goeddel et al, bereits beschrieben (Nature 281,
544 - 548 /19797) aufgefithrt. Die doppelstringige ¢DNS wurde
mit 1200 Einheiten $1-Nuklease wihrend 2 Stunden bei 37 °C
in 25 uM Natriumacetat (pH 4,5), 1 ml ZnCl, und 0,3 m NaCl
behandelt, Nach Phenolextraktion wurde das Gemisch elektro~
phoretisch an einem 8%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Durch
Llektroelution wurden etwa O,S/ug cDNS von 550 - 1500 Bagene
pazren (bp) erhalten. zin aliquoter Teil (20 ng) wurde mit
Deoxy(C)-Resten verlingert unter Verwendung terminaler
Deoxynucleotidyl-Transferase (Chang et al., supra) und mit
100 ng des Plasmids pBR 322, welche mit Deoxyguanosin-
resten an der PgtI-Spaltstelle (Chang et al., supra) verlédn-
gert worden war, verbunden, Das Gemisch wurde zur Transfor-
mation von ¥, coli K~=12 Stamm 294 nach einem publizierten
Verfahren (Hershfield et al,, Proc, Natl. Acad. Sci. USA
11, 3455 =73459 [19747) verwendet

Gs Herstellung von induzierten und nicht induzierten 32P-
¢DiS=Sonden

5,ug 12 S-mRNS wurden mit entweder 2 ug 0ligo(dT),, ;g

oder .je S/ug der synthetischen Starter-Pools (Figs 1) in
60/ul 10 mM Tris-HCl (pH 8) und 1 mM w&DTH kombiniert, Die
Gemische wurden 3 Minuten gekocht, auf tis gegeben und mit
60/ul 40 mM Trie-HC1l (pH 8,3), 40 mM KCl, 16 mM MgCl,,

50 mM B-liercaptoethanol, 1 mM dATP, dGTP, 4ITP und 5 x 10"7 M
(e4-72P)dCTP (2000 - 3000 Ci/mu) bei O °C versetzt. Nach
Zusatz von 100 iinheiten reverser Transkriptase wurde 30
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Minuten lang bei 42 °C inkubiert und durch Passage ilber

eine 10-ml-Sephadex=-G-50-Sdule gereinigt. Die Produkte
wurden mit 0,3 N NaOH wihrend 30 Minuten bei 70 °C behandelt,
neutralisiert und mit sthanol gefillt,

Die J2P-cDNSs wurden mit 100 jug Poly(A)-mRNS aus nicht-
induzierten Fibroblasten in 50/ul 0,4 ¥ Natriumphosphat

(pH 6,8) und 0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) versetazt.

Die Gemische wurden 5 Minuten auf 98 °C érhitzt und 15 Stun-
den bei 45 °¢ getempert, Durch Chromatographie an Hydroxy-
apatit, wie von Galau et al. beschrieben (Proc, Natl., iAcad.
Sci. USA 74, 1020 - 1023 /19777), wurden die DNS-RNS-
Hybride (enthaltend nichtinduzierte cDNS-Sequenzen) von ein-
gtrdangiger DNS (induzierten cDNS-Sequenzen) getrennt. Die
DNS-RN3-Hybride wurden mit Alkali zwecks Bntfernung von RNS
behandelt,

H, Screening rekombinanter Plasmide mit 32P-cDNS—Sonden

Plasmid~DiS-Proben von etwa 1/ug wurden aus individuellen
Transformenten nach einem bekannten Verfahren (Birnboim et
al., Nucleic Acids Res. 7, 1513 - 1523 /19797) hergestellt,
Die DNS-Proben wurden durch Behandlung mit EcoRI lineari-
siert, in Alkali denaturiert und jeweils auf 3 Nitrocellulose-
filter nach der Tlipfelshybridisationsmethode (Kafatos et al.,
Nucleic Acids Res. J, 1541 - 1552 /79797) gebracht. Die

Pilter wurden mit den >2P-cDNS-Sonden wihrend 16 Stunden bei
42 ?C in 50 % Yormamid, 10 x Denhardt's Losung (Biochem.
Biophys, Res. Comm. 23, 641 - 646 /79667), 6 x SSC, 40 mM
Tris-HCL (pH 7,5), 2 mM EDTA und 40, ug/ml Hefe~RNS hybridiert.
(SSC enth&lt 0,15 M NaCl und 0,015 M Natriumcitrat, pH 7,0.)
Die Filter wurden gewaschen mit 0,1 x SSC sowie 2 x 30 Minuten
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lang bei 42 °C mit 0,1 % SDS, getrocknet und der Autoradio-
-graphie unterworfen,

i. Konstrukiion von Plasmiden fiir direkte sxpregsion von FIF

Die synthetischen Starter I (dATGAGCTACAAC) und II
(ACATGAGCTACAAC) wurden nach ‘der von Goeddel et ‘al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76, 106 - 110 /19797, beschriebenen
liethode phosphoryliert unter Verwendung von T4-Polynucleotid-
kinage und ( -32p)ATP bis zu einer spezifischen Aktivitdt
von 700 Ci/ml, Vie Starerreparatur wurde folgendermaBen
durchgefilhrts: 250 pM der 32P Starter wurden vereinigt mit

8 ug (10 pM) eines 1200 Basenpaare langen HhaIl-Restrike
tionsfragments, das die PIF-cDNS-Sequenz enthielt, Das
Gemisch wurde mit wsthanol prazipitiert, in 50/ul Wasser re=~
suspendiert, 3 Minuten gekocht, in Trockeneis-usthanol ge-
geben und mit 50,ul einer Lisung von 20 mll Tris-HC1l (pH 7,5),
14 mM MgCla, 120 mi{ NaCl, 0,5 mM dATP, 4CTP, 4GTP, ATTP bei

0 °C vermischt., Nach Zusatz von 10 Einheiten DNS-Polymerase I
Klenowfragment wurde 4 1/2 Stunden bei 37 °C inkubiert., Nach
vxtraktion mit Phenol/CHCl3 und Restriktion mit PstI wurde
das gewiinschte Produkt an einer 6%igen Polyacrylamidgelséqle
gereinigt, Die anschlieBenden Verkniifungen erfolgten bei
Raumtemperatur (kohdasive Enden) oder bei 4 °C (stumpfe Enden)
unter den von Goeddel et al., supra, angegebenen Bedingungen.

Je Assay fiir Interferonexpression in L. coli

Bakterienextrekte fiir den Interferon-Assay wurden folgender-
maén hergestellt: 1 ml Kulturen wurden iiber Nacht in LB
(Luria-Bertani) Medium, enthaltend S/ug/ml Tetracyclin, ge=
zlichtet und auf 25 ml mlt h9—Med1um, das durch 0,2 % Glukose;
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0,5 % Casaminosizuren und 5/ug/ml Tetracyclin erginzt war,
verdiinnt, 10=-ml=Proben wurden zentrifugiert, wenn die _
absorption bei 550 nm (A550) den vert 1,0 srreichte, Die
Zellkuchen wurden schnell in Trockeneig=iithanol gefyoren,
und gekldrte Lysate wurden, wie von Clewell (supra) be=
schrieben, hergestellt. Die Interferonaktivitdt in den
Uberstdnden wurde durch Vergleich mit NIH-FIF-Standard nach
dem CPL-Hemmtest bestimmt, £s wurden 2 verschiedene Tests
verwendet: (a) WISH-Zellen (humane Amnionzellen) wurden auf
Mikrotiterplatten verteilt, Nach 16 bis 20 Stunden wurden
die Proben zugesetzt und seriell zweifach verdiinnt, Nach
einer Inkubationszeit von mindestens 3 Stunden wurde Sidbige
Virus zugzesetzt, Die Platten wurden nach 20 bis 24 Stunden
mit Kristallviolett angeférbt, (b) MDBK-Zellen (aus Rinder-
nieren) warden ausgesat unter gleichzeitiger zwéifacher
Verdlinnung der Proben., Nach einer Inkubationszeit von 2 bis
3 Stunden wurden vesikul&re Stomatitisviren zugesetzt, und
nach weiteren 16 bis 18 Stunden wurden die Platten mit
Kristallviolett angefdrbt, Um die Stabilitst bei pH 2 zu
tesen, wurden die Bakterienextrakte und Standarde in Minimal-
medium auf eine Konzentration von 1000 winheiten/ml vere
dinnt, Aliquote Teile von 1ml wurden mit 1 N HCLl auf pH
2 gebracht, 16 Stunden bei 4 °C inkubiert und durch Zusatz
von NeOH neutralisiert, Die Interferonaktivitit wurde nach
dem CPE-Hemmtest unter Veérwendung menschlicher Amnionzellen
bestimnt, Um antigenische Identitdt herzustellen, wurden
aliguote Teile (25/ul) der 1000 Einheiten/ml enthaltenden
Interferon-Proben (unbehandelt) 60 Minuten lang bei 37 °C
mit 25 ul Kaninched-Anti-Human-Leukozyten-Interferon inku-
biert, 5 Minuten mit 12000 x g zentrifugiert, und der Uber=
stand wurde getestet, FIF- und LIF-Standarde wurden vom NIH
eérhalten, Kaninchen-inti-Human-Leukozyten-Interferon wurde vom
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~ National Institut of Allergy and Infectious Diseases erhalten.

K. Synthese von Starterpools, die komplementdr sind zu FIF-
mRNS .

Von der bekannten aminoterminalen Aminosiuresequenz des
Human-Fibroblasten-Interferons wurden die 24 mbglichen
miiS-Sequenzen, die fiir die Kodierung der ersten 4 Amino-
sduren in'Frage kommen, abgeleitét. Die theoretisch moglichen
24 komplementidren Deoxyoligonucleotide wurden in 6 Pools zu
je 4 Dodecameren synthetisiert (Fig. 1). Die Synthese er-
folgte nach der modifizierten Phosphotriester~Methode in
Losung und an Festphasen (Crea et al., supra). Die grundle-
gende Strategie beruhte auf der Umsetzung zweier 3'-
geschlitzter Trimerer mit einem UberschuB 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,

L, Identifizierung von FIF-cDiS-Klonen

Unter Verwendung von 12S-mRNS aus induzierten Human-Fibro-
blasten (1000 Linheiten InterferonpAktLVLtat/ug im Oocyten-
test) wurde doppelstridngige cDiS hergestellt und in das
Plasmid pBR 322 an der PstI-Restriktionsstelle nach der
Standard dG : dC-Tailing-Methode, wie von Chang et al,
(supra) beschrieben, eingefiigt. sine FIF-cDNS-Bibliothek

aus 30000 Ampicillin-empfindlichen, Tetracyclin-resistenten
' Transformanten von &, coli K-12 Stamm 294 wurde aus 20 ng
¢DNS, enthaltend 550~-1300 Basenpaare, angelegt, Aus 600 der
Iransformanten wurde Plasmid-DNS hergestellt und auf 3 Sitze
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von Nitrocellulosefiltern, wie oben beschrieben, gebracht,

Die Methode zur Identifizierung hybrider Plasmide, die FIF-
cDNS-Sequenzen enthielten, shnelte der, die angewandt wurde
zur Identifizierung entsprechender hybrider Plasmide mit
LIF-cDNS Sequenzen (Goeddel et al., Nature 287, 411 - 416
[79807). Radiomarkierte cDNS-Hybridisierungssonden wurden
hergestellt unter Verwendung von entweder den 24 synthe-
tischen Dodecameren oder von Oligo (dT)12_18 alSFStarter
and 125-RNS aus induzierten Fibroblasten (5000 Einheiten/ug
im Oocytentest) als Matrize, Die erhaltenen 32P--cDNSs
(spezifische Aktivitat )'5 X 108 cpm%ug) warden mit einem
grofen Uberschu8 an mRNS, aus nicht induzierten Humane
Fibroblasten isoliert, hybridisiert, und die mRiS-cDNS-
Hybride wurden von nicht umgesetzter cDNS mittels Chromatow
graphie an Hydroxyapatit (Galau et al., supta) abge~
trennt, Die einstrédngigen cDNS-Fraktionen sollten angerei-
chert sein mit Sequenzen, die in induzierten Fibroblasten vor- '
handen, in nicht-induzierten Zellen aber abwesend sind, und
die mRNS~-cDNS Hybride sollten Sequenzen darstellen, die so=-
wohl in induzierten wie nicht-induzierten Zellen vorkommen,
stwa 4 x 106 cpm einstrédngige cDNS (Hybridisierungssonde 4).
und 8 x 10”7 cpm cDNS-mMRNS-Hybride wirden unter Verwendung der
mit Oligo (dT)12_18 gestarteten cDNS erhalten, wihrend von
der mit den synthetischen Dodecamerpools 1-6 gestarteten

cINS 1,5 x 106 cpm einstrdngige cDNS (Hybridisierungssonde B)
und 1,5 x 106 cpm Hybride erhalten wurden, Die cDNS-mRES-
Hybride aus beiden Fraktionierungen Wurden‘vereinigt, die RNS
durch Behandlung mit Alkali hydrolysiert, und die -2P-cDHS
wurde als Hybridisierungssonde C verwendet. Viele der

600 Plasmidproben hybridisierten sowohl mit der Sonde 4 wie
mit der Sonde C, was darauf hinwies, daB die Hybridisierungs=-
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‘reaktionen zwischen nicht induzierter mRNS und S2P-cDNS (vor
der Hydroxyapetitfraktionierung) nicht vollstdndig verlaufen
waren, Nur 1 der 600 Plasmide (pF526) hybridisierte stark
mit der speziell gestarteten, induzierten cDNS~-Sonde B
(Fig. 2). Plasmid pF526 hybridisierte auoh mif der Oligo
(d0),,_,g Bestarteten, induzierten cDiS-Sonde 4 und lieferte
keine nachweisbare Hybridisierung mit der kombinierten
nicht-induzierten Sonde C,

PstI-Behandlung nmit pF526 zeigte, daB der klonierte cDNS=
Abschnitt etwa 550 Basenpaare lang war, wahrscheinlich zu
kurz, um den gesamten kodierenden Bereich fiir Fibroblasten-
Interferon zu enthalten, Daher wurde eine 32P-markierte

DS Sonde aus diesem PstI-Fragment hergestellt mittels DiS-
Starter aus Kdlberthymus (Taylor et al,, supra). Diese Sonde
wurde gebraucht, um 2000 einzelne Kolonien einer neu her-
gestellten Fibroblasten-cDiiS-Bibliothek zu screenen, Die
neue cDNS-Bibliothek wurde unter Verwendung von 12S-mRNS

aus induzierten Fibroblasten mit einem Titer von 6000 Lin-
heiten/ml im Oocytentest hergestellt. 16 Klone hybridiesier-
ten mit der Sonde, Die aus der lMehrzahl dieser Klone ge=
wonnenen Plasmide lieferten bei Spaltung mit PstI 2 Fragmente,
do he, sie besaBen eine interne PstI-Spaltstelle, Klon pFIF3
enthielt den liéngsten cDNS-Abschnitt von etwa 800 Basenpaaren,
Die DNS-Sequenz dieses Abschnitts wurde nach der Maxam=-
Gilbert-Methode (supra) bestimmt und ist in Fig. 3 gezeigt,
Die Aminosduresequenz des Human-Fibroblasten-Interferons,
die aus der Nucleotidsequenz vorhergesagt wurde, ist mit der
kiirzlich von Taniguchi et al. (Genme 10, 11 - 15 /79807)
sowlie von Derynck et al, (supra) beschriebenen identisch,

ds wird zunidchst eine Prisequenz oder ein Signalpeptid von
21 Aminosduren kodiert, dann eine Aminosiuresequenz von
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166 Aminosiuren, die das reife Interferon darstellen, SchlieB-
lich folgen 196 nicht iibersetzte Nucleotide und ein Poly(4)=-
Schwanz. Die 20 aminoterminalen Aminosiuren des reifen FIF
sind direkt bestimmt worden durch Sequenzierung und stimmen
Uberein mit der aus der DNS-Sequenz vorhergesagten Sequenz.

i, Direkte sxpression von Fibroblasten-~Interferon

Un eine mbglichst hohe Lxpression von reifem Fibroblasten-
Interferon in &, coli zu erhalten, sollte der Start der
Proteinsynthese am ALG-Codon des reifen Polypeptids (Amino=
sgure 1) und nicht am ATG-Codon des Signalpeptids (Amino-
sdure 31) stattfinden (Fig. 3).

Wie die das Siéhaipeptid kodierende Region aus dem Plasmid
p¥IF3 entfernt wurde, ist in Fig. 4 dargestellt, Ein DiNSw
Fragment aus 1200 Basenpaaren, das den gesamten, FIF kodie-
renden cDNS Abschnitt enthielt, wurde nach Behandlung
von pFIF3 mit Hhal an einem Polyacrylamidgel isoliert, Zwei
synthetische Deoxyoligonucleotidstarter, dATGAGCTACAAC(I)
und dCATGAGCTACAAC(II) wurden hergestellt. Beide Starter
enthalten die die ersten 4-Aminosture des reifen Fibroblasten-
Interferons kodierenden Sequenzen, und Starter II besitzi
zusdtzlich ein C am 5'-znde, Starterreparatur und anschlie-

~ Bende Verkniipfungen wurden fiir jeden der beiden Starter I und
II getrennt durchgefiihrt und lieferten nshezu identische
Resultate. ds werden daher hier nur die Reaktionen mit dem
Starter I im Datail beschrieben, Die Starter wurden 5'~
radiomarkiert unter Verwendung von ( g'~32P) ATP und T4 Poly-
nucleotidkinase und mit dem 1200 Basenpsare enthaltenden
Hhal-DNS-Fragment kombiniert., Das Gemisch wurde durch sre
hitzen denaturiert, Nach Hybridisierung des Starters an das
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denaturierte Hhal-DNS-Fragment, wurde die Reparatur des
oberen (+)=-Stranges mit s, coli-DNS-Polymerase I Klenow=
fragment (Klenow et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 65,

168 = 175 /19697) katalysiert (Fig., 4). Gleichzeitig wird
durch die 3'em 5'=sxonucleaseaktivitdt des Klenow=-
fragments das in 3'-Richtung vorragende wcnde des unteren
(=)=Stranges entfernt unter Schaffung eines glatten undes,
Die Analyse des Reaktionsgemischs durch Polyacrylamidgel-
elektrophorese zeigte, daB die Reparatur nicht vollstidndig
war, sondern an verschiedenen bestimmten Stellen aufgehort
hatte, Daher wurde das gesamte Reaktionsgemisch mit PstI
behandelt, und das gewiinschte 141 Basenpaare-enthaltendes
Fragment (180000 Cerenko cpm; ca. 0,3 pli) wurde durch
Polyacrylamidgelelektrophorese gereinigt (Fig. 5), Die Bin-
dung dieses Fragments an 1,ug (ca. 4 pll) des 363 Basen~
paare-enthaltenden PstI-BglIl-Fragments, das auch pFIP3 iso=-
liert wurde, mit anschlieBender BgllI-Behandlung, 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 etws 50 ng
(ca. 0,15 pl, 83,000 Cerenkow cpm) des 505 Basenpaare-ente
haltenden Produkts,

Die Konstruktlon von Plasmiden, die die Synthese von Humane-
-Fibroblasten-Interferonen lenken, ist in Fig, 6 dargestellt.,
ks wurden verschiedene Plasmide konstruiert, die die FIF=-
Synthese unter die Kontrolle von &, coli Lac- oder Trp-
Promotor-Operatorsystemen bfachte. Diese beiden Systeme haben
sich bereits als geeignet fiir die direkte wxpression von
Sukaryoten-Genen in B, coli erwiesen: humanes Wachstumshormon
wurde unter Verwendung des Lac-Systems (Goeddel et al.,
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Nature 281, 544 - 548 /1979/) synthetisiert, wihrend Human-
Leukozyten-Interferon in hohen Ausbeuten unter Verwendung des
Trp-Systems erhalten wurde (Goeddel et al., Nature 287, 411
£19807). ‘

pBRH-trp wurde mit LcoRI behandelt, und das erhaltene Frazg-
ment wurde durch PAGE und Elektroelution isoliert, LcoRI-
behandeltes Plasmid pSomll (Itakura et al., Science 198,

1056 - 1063 /19777); brit. Patentpublikation Nr. 2007676 4)
wurde mit dem obigen Fragment kombiniert, Das Gemisch

wurde mit T4 DiS-Ligase behandelt und die erhaltene DNS zur
Transformation von E, coli K-12 Stamm 294 in der bereits
beschriebenen VWeise 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 und mit

p3° radioaktiv markiert war, als Sonde verwendet wurde, Die
Plasmid=-DNS verschiedener, im Koloniehybridisationstest
positiver Kolonien wurde isoliert, und die Orientierung der
eingefligten Fragmente wurde durch Restriktionsanalyse mit

den knzymen BglII und BamHI bestimmt., E. coli 294 mit Gem
Plasmid pSOM7A2, das das Trp-Promotor-Operator-Fragment in
der gewlinschten Orientierung enthielt, wurde in LB-Medium,
enthaltend 10/ug/ml Ampicillin, geszlichtet, Man lieB die
Zellen bis zu einer optischen Dichte von 1 (bei 550 nm)
wachsen, zentrifugierte und suspendierte in M9-Medium bei
10facher Verdiinnung, Die Zellen wurden nochmagls 2 bis 3 Stun-
den zu einer optischen Dichte 1 wachsen gelassen, dann lysiert
und das gesamte Zellprotein wurde durch SDS-Harnstoff (15 %) .

PAGE (Maizel et al., Methods Virol., 5, 180 - 246 /79717)
analysiert,

\
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Das Plasmid pBR 322 wurde mit HindIII behandelt, und die
vorstehenden HindlII-Enden wurden mit S1-Nuclease entfernt,
Fir letztere Reaktion wurden 10/ug HindIII-gespaltene pBR322
in 30/u1 Si=Puffer (Q,B I NaCl, 1 mM ZnCle, 25 mfl Natrium-
acetat, pH 4,5) mit 300 Linheiten S1~Nuclease 30 Minuten lang
bei 15 °C behandelt, Die Reaktion vorde beendet durch Zusatz
von 1/ul 30'x S1-Nuclease-Stoplosung (0,8 U YIrisbase,

50 mli &DLfA). Das Gemisch wurde mit Phenol und anschlieBend
mit Chloroform extrshiert, mit ikthanol geféllt und schlieB-
lich mit HcoRI, wie bereits beschrieben, behandelt., Nach
PAGE und rslektroelution wurde das groBe Fragment (1) ere
haltén, das ein uscoRI koh#sives snde und ein stumpfes knde,
dessen kodierender Strang mit Thymidin beginnt, besitzt,

Das Plasmid pSom7A2 wurde mit BglII behandelt, und die
resultierenden koh#siven inden wurden mittels Klenow=-Poly-
meragse I unter Verwendung aller 4 Deoxynucleotidtriphosphate
doppelstréngig gemacht. Spaltung mit LcoRI sowie PAGE ung
slektroelution lieferten ein kurzes lineares DNS=Fragment
(2), das den Tryptophan-Promotor-Operator enthielt sowie
Codons der Lg' “"proximslen" Sequenz stromaufwirts von der
BgllI-Spaltdgeile ("Le' (p)"). Dieses Fragment besaB ein
kohdsives EcoRI-znde und ein stumpfesvﬁnde, das von der
Auffiillung dernglII-Spaltstelle herrihrt, 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
294-Zellen transformiert wurden,

Das Plesmid pGMI trigt das E. coli-Tryptophan-Operon mit der
Deletion ALi1413 (Miozzari et al., J. Bateriology 133,
1457 - 1466 /79787) und exprimiert dsher ein Fusionsprotein
nmit den ersten 6 Aminosduren des Trp-Leaders und etws dem
letzten Drittel des rp E-Polypeptids (im folgenden Li' ge=-
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nannt) sowie dem vollsténdigen Trp D-Polypeptid, und zwar
unter der Kontrolle des Trp-Promotor-Operator-Systems. Das
Plasmid (20/ug) wurde mit dem Restriktionsenzym PvuIl an

5 Stellen gespalten, Die Genfragmente wurden dann mit
#ooRI-Verbindungssequenzen (bestehend aus einer selbst-
komplementéren Polynukleotidsequenz pCATGAATTCATG) kombi-
niert, um eine EcoRI-Spaltstelle fiir das spitere Klonieren
in ein Plaesmid mit einer solchen EcoRI-Spaltstelle zu schaf-
fen, Die 20 ug der aus pGM1 erhaltenen DNS-Fragmente wurden
mit 10 Einheiten T4 DNS-Ligase in Gegenwart von 200 pMol des
S5Lphosphorylierten synthetischen Oligonucleotids
pCATGAATTCATG in 20 ,ul T, DNS-Ligase-Puffer (20 nilol Tris,
pH 7,6, 0,5 mMol ATP, 10 mMol MgCl,, 5 mMol Dithiothreit)

bei 4 °C iber Nacht behandelt, Die Losung wurde dann 10 Mi-
nuten auf 70 °C erwdrmt., Die Verbindungssequenzen wurden mit
EcoRI gespalten, und die Fragmeﬁte, die nun EcoRI-Enden
enthielten, wurden mittels 5 % Polyacrylamidgelelektro-
phorese (PAGE) aufgetrennt, Die drei groSten Fragmente wurden
aus dem Gel isoliert. Dazu wurde zunichst mit Ethidium=
bromid angefiérbt, die lokalisierten Fragmente wurden iiber

+ UV-Licht ausgemacht und die betreffenden Regionen aus dem

Gel herausgeschnitten, Jedes Gelfragment wurde mit 300 Micro-
liter 0,1 x TBE in eine Dialysetasche gebracht und wihrend

1 Stunde in 0,1 x TBE-Puffer der sflektrophorese bei 100 Volt
ausgesetzt (IBE-Puffer enthilt: 10,8 g Iris-Base, 5,5 g
Borsgure, 0,09 g Na,zDTA in 1 Liter HZO)‘ Die wiBrige L8sung
wurde gesammelt, mit Phenol extrahiert, mit Chloroform ex-
trahiert und 0,2 M an Natriumchlorid gemacht., Die DNS wurde
nach Ethanolfillung in wéBriger Losung erhalten. Das den
trp-Promotor-Operator enthaltende Gen mit LcoRI kohdsiven
snden wurde nach der im folgenden beschriebenen Methode iden-
tifiziert, die darin bestent, daB man Fragmente in ein
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letracyclin-empfindliches Plasmid einbaut, die durch kin-
bau eines Promotor-Operators Petracyclin-resistent werden.

Das Plasmid pSRHL (Rodriguez et al., Nucleic Acids Res, 6,
3267 - 3287 £19797) exprimiert Ampicillinresistenz und ent-
h&lt das Gen fir Tetracyclinresistenz, aber, weil kein zu-
gehoriger Promotor existiert, exprimiert diese Resgistenz
nicht. Das Plasmid ist daher Tetracyclinempfindlich. Durch
Einfigung eines Promotor-Operator-Systems an der LcoRI-

‘Spaltstelle kann das Plasmid Tetracyclin-resistent gemacht
werden, '

PBRHL wurde mit ic¢oRI behandelt und das Enzym durch Phenol-
~extraktion und Chloroformextrektion entfernt. Das nach
Ethanolprizipitation in Wasser erhaltene DNS-Molekiil wurde

in getrennten‘Reaktionsgemiachen kombiniert mit jedem der

drei DNS~-Fragmente, die oben erhalten wurden und mit T4
DNS=-Ligase, wie bereits beschrieben, verbunden, Die DNS des
Reaktionsgemischs wurde zur Transformation kompetenter

Ee coli K~-12 Stamm 294-Organismen nach Standardmethoden
(Hershfield et al,, Proc. Natl., Acad. Sci. U.S.A, 1,

3455 - 3459 [19747) verwendet. Die Bakterien wurden auf LB
(Luria=-Bertani) - Platten gebracht, die 20/ug/ml Ampicillin und
5,ug/ml ‘etracyclin enthielten, Es wurden verschiedene
Tetracyclin-res,istenze Kolonien ausgewdhlt, die Plasmid=DNS
lsoliert und das Vorhandensein des gewlinschten Fragmentes durch

~ Restriktionsenzymanalysen bestdtigt. Das entstandene Plasmid
wurde pBRHtrp genannt,
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Ein EcoRI- und BamHI-Digestionsprodukt des Genoms des
Hepatitis-B=-Virus wurde nach bekannten liethoden erhalten
und in die icoRI und BamHI Spaltstellen des Plasmids

pGH6 eingefiigt (Goeddel et al., Nature 281, 544 /19797),
wodurch das Plasmid pHS32 entstand. Das Plasmid pHS32 wurde
nit Xbal gespalten, mit Phenol extrahiert, mit Chloroform
extrahiert und der wthanolprizipitation unterworfen. ks
warde dann mit 1/ul E. coli DNS-Polymerase I, Klenow
Fragment (Boehringer-lannheim), in 30/ul Polymerase-Puffer
(50 mif Kaliumphosphat, pH 7,4, 7 mM MgCl,s 1 mi B-Mercapto-
ethanol), enthaltend 0,1 mil 4TTP und 0,1 mM dCIP, wihrend
30 Minuten bei 0 °C und 2 Stunden bei 37 °C behandelt, Durch
diege Behandlung wurde die Xbal Spaltstelle folgendermaBen
verdndert:

5! CTAGA mme 5¢ CTAGA e

3! Teee 3 5 TCT e

Dieser liheare Rest des Plasmids pHS32 (nach Phenol~ und
Chloroform~ixtraktion und sthanolpriézipitation in Wasser)
wurde mit ucoKI gespalten, Das groBe Plasmidfragment wurde
vom kleinen kcoRI-Cbal-Fragment abgetrennt durch PAGE und
nach Elektroelution isoliert, Dieses DNS-Fragment von pHS32
(O,Z/ug) wurde durch dhnliche Bedingungen wie den oben be-
schriebenen an das scoRI-Tagl-Fragment des Tryptophanoperons

(etwa 0,01/ug) aus pBRHtrp gebunden, Dabei geschieht fol-
gendes: ‘ ‘

- CLAGA===~

==TCTAGAmm
-= AGC + ICT-== ) ~=AGCTCT=>
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Diese Plasmide konnten auch mit EcoRI und Hpal gespalten wer=-
den und lieferten die erwarteten Restriktionsfragmente, Ein
Plasmid, pTrp14 bezeichnet, wurde fiir die Lxpression hetero=
loger Peptide, wie im folgenden beschrieben, verwendet,

Das Plasmid pHGH 107 (Goeddel et al., Nature 281, 544,
[19797) enthdlt ein Gen fiir das menschliche Wachstumshormon,
bestehend aus 23 synthetisch hergestellten Aminosiurecodons
und 153 Aminosdurecodons, die von cDiS iiber reverse Transe
cription der mRNS erhalten wurde. Dieses Gen, obgleich es den
Codon der Prédsequenz des menschlichen Wachstumshormons nicht
enthdlt, besitzt ein ATG-Translations-Startcodon. Das Gen
wurde aus 10/ug pHGH 107 isoliert nach Behandlung mit £coRIL
‘und E, coli DNA Polymerage. I.Klenow-Fragment sowie 4TTP und
ddATP, wie oben beschrieben, Nach Phenol- und Chloroform=-
extraktion sowie Ethanolprizipitation wurde das Plasmid mit
BamHI behandelt,

Des das HGH-Gen enthaltende Fragment wurde durch PAGE und
Elektroelution isoliert. Das erhaltene DNS-Fragment enthilt
auch die ersten 350 Nikleotide des Tetracyclinerestitenz-
verleihenden Strukiurgens, aber es fehlt ihm das Tetracyclin
Promotor-Operator-System, so daB, wenn es anschlieBend in
ein LExpressionsplasmid kloniert wird, diejenigen Plasmide,
die diesen Abschnitt enthalten, durch die wiedergewonnene
Petracyclinresistenz identifiziert werden konnen, Weil das
BcoRI-s«nde des Fragments aufgefiillt wurde nach dem Klenow-
Polymerase-I-Verfahren, hat das Fragment ein stumpfes knde
und ein kohdsives Ende, wodurch die richtige Orientierung
gesichert ist, wenn es spiter in ein Expressionsplasmid
eingefiigt wird,
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Als ndchstes wurde das Plasmid pTrp14 fiir den kmpfang des
das HGH-Gen enthaltende Fragment, das oben hergestellt wurde,
vorbereitet, plep14 wurde mit Xbal behandelt und die ent-
stehenden kohésiven fnden wurden nach dem KlenaowwPolymerasge-
I-Verfahren unter Verwendung von dATP, dTPP, 4GTP pnd 4CTP
aufgeflillt, Wach Phenol- und Chloroform-ixtraktion saowile
Ethanolprézipitation wurde die erhaltene DNS mit BamHI bee
handelt, und das entstandene groBe Plasmidfragment wurde
durch PAGE und klektroelution eluiert, Dieses Fragment be-
sal ein stumpfes und ein koh#sives Ende und erlaubte die
Rekombination in der richtigen Richtung mit dem das HGH-Gen
enthaltenden Fragment, degsen Herstellung oben beschrieben
wurde, '

Das das HGH-Gen enthaltende Fragment'ﬁnd das pTrp14 Z&Xba—
BemHI-Fragment wurden kombiniert und miteinander verbunden
unter #Zhnlichen Bédingungen wie diejenigen, die vorstehend be-
schrieben sind. Durch die Verbindung der aufgefiillten Xbal-
und EcoRI-Enden wurden die Xbal- ung scoRI~-Restriktions-
stellen wieder hergestellt,

Xbael aufgefiillt LicoRI aufgefiillt ~ HGH~-Gen-Anfang
~-TCTAG + AATTCTATG~ ) ~i{DTAG‘qATTCTA’DG-
~AGATC TTAAGATAC- -AGAT(}MAAFATAC-

Xbal  EcoRI

Durch diese Konstruktion wurde auch das Tetracyclinresistenze
Gen wiederhergestellt, Weil das Plasmid pHGH 107 Tetracycline
registenz von einem Promotor, der stromaufwirts vom HGH=Gen
(Lac-Promotor) liegt, exprimiert, erlaubt das vorstehend
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onstruierte Plasmid, bezeichnet pHGH 207, die Ixpression
des Gens fiir Tetracyclinresistenz unter der Kontrolle des
Tpyptophan-Promotor-Operator. Das erhaltene Gemisch wurde
in B, coli 294 transformiert, und die Kolonien wurden auf
LB-Platten,'die 5/ug/ml Tetracyclin enthielten, gelektioniert,

Das Plasmid pHGH 207 wurde mit EcoRI behandelt, und das

den Trp-Promotor enthaltende Fragment wurde mittels PAGH
und &lektroelution isoliert. Das Plasmid pBRH1 wurde

mit scoRI behandelt, und die Spaltstellen wurden mit bakteri-
eller alkglischer Phosphatase (BAP, 1,8, in 50 ml Tris,

pH 8, und 10 mi 1gCl,) 30 Minuten lang bei 65 °C behandelt,
unm die Phospahtgruppen an den vorstehenden EcoRI-£nden zu
entfernen, Uberschiissige bakterielle alkalische Phosphatase
wurde durch Phenolextraktion, Chloroformextraktion und
ithanol-Fillung entfernt, Infolge der an den iiberstehenden
Enden fehlenden Phosphatgruppen kann das erhaltene linegre
DNS-Fragment sich nicht selbst zu einem Kreis schliefen,
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 T,-Ligase
wie vorstenend beschrieben verbunden. Ein Teil des erhal-
tenen Gemischs wurde zur Transformation von E. coli Stamm 294
in der vorstehend beschriebenen Weise verwendet. 12 Tetra-
cyclin-resistente Kolonien wurden selektioniert (LB-liedium
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 gewiinschten
DNS-Abschnitts untersucht, Ein Plasmid, das den gewlinschten
Abschnitt enthielt, wurde pHKY1 bezeichnet.
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Das Plasmid pHKY10 ist ein Derivat von PBR 322, das eine
Bglll-Spaltstelle zwischen dem letracyclinresistenz
(TcR)-Promotor und dem Strukturgen enthilt, Das grole
DNS=-Fragment, das nach Behandlung von pHKY10 mit PstI und
BglII isoliert wurde, enthdlt dsher einen Teil des Ampicilline
registensz (ApR)~Gene und das gesamte TcR-Strukturgen aber
nicht den ToRnPromotor (Fige 6)¢ Das Plasmig pGH6 (Goeddel)
¢t al., Nature 281, 544 - 548 /79797) wurde mit &coRI be
handelt, die einstringigen smnden wurden mit DNS-Polymerase I
aufgefiillt und das Plasmid wurde mit Patl gespalten., Das
kleine Fragment, enthaltend einen Teil des'ApR-Gens,

elnen doppelten Lac-Promotor und die Lac~-Ribosomenbindungs-
stelle, nicht aber.den ATG-Startcodon, wurde isoliert, Kin
dhnliches Irp-Promotor-Fragment, das die Irp-Leader~Ribo=
somenbindungsstelle enthilt, nicht aber eine ATG-Sequenz
(Goeddel et al,, Nature 287, 411 - 416 /19807), kann aus
PHKY1 isoliert werden, ,

PDas soeben erwsdhnte Trp-Fragment ist ein analoges des I, coli-
Tryptophan—Operons, aus dem der sogenannte Trp-Attqnuator
entfernt wurde (Miozzari et al,, J. Bact, 133, 1457 - 1466
[19787), um die sxpression kontrolliert zu erhdhen, Expressimg-
blasmide, die das modifizierte Trp-Regulon enthalten, kinnen
bis zW vorgegebenen Konzentrationen in einem Ndhrmedium, das
genligend gusidtzliches Tryptophan enthdlt, um das Promotor
Operator-System zu unterdriicken, geziichtet werden, Entzug

des Tryptophans, wodurch der Promotor-Operator in Aktion

tritt, bewirkt die Expression deg gewﬁngchten Produktes,

Die Lxpressionsplasmide kbnnen zusammengesgetzt werden {iber
3stufige Verbindungsschritte, wie in Fig. 6 gezeigt, 15 ng
(0,05 pli) des FIF-Geng (504 bzw, 505 Basenpaare) 0,5/ug
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- (0,2 pii) des groBen PstI-BgllI-fragments von pHKY10 und

O,E/ug (0,3 pli) des geeigneten Promotorfragments wurden
miteinander verbunden, und das Gemisch wurde verwendet zur
Transformation von k., coli 294 (Goeddel et al., Nature 287,
411 - 416 [19807). Aus den einzélnen Transformanten wurde
Plasmid-DNS isoliert und mittels Restriktionsenzymen analy=
giert. Bei korrekter Verbindung des FIF-Gens mit dem Promotor-
fragment wird die uooRI (Lac)- oder die Xbal (Trp)-Erkennungs-
sequenz wieder hergestellt, Die iiberwiegende Zahl der Plas-
mide lieferten das erwartete Restriktionsmuster, sLinzelne
Klone wurden hochgeziichtet (12 mit dem Trp-Promotor und

12 mit dem Lac=-Promotor). lir den Interferon-Assay wurden

aus ihnen Extrakte, wie bereits beschrieben, hergestellt,

In CPE-Hemmtest auf menschlichen Amnionzellen (WISH)

waren 5 Lrp-lransformanten positiv (alle etwa gleich stark),
und 11 der Lac-Transformanten zeigtenxuivalente Irnerferon-
aktivitdten, Daher wurde aus jeder Serie ein Transformant

flr die weiteren Untersuchungen ausgesucht (pFIFac9 und
pFIFtrp69, Tabelle 1), Die DiS-Sequenzanalyse bestdtigte,

daB in beiden Fdllen die gewiinschte Verkniipfung des Pro-
motors an das FIF-Strukturgen stattgefunden hatte,

‘Pabelle 1

Interferon-Aktivitit in Extrakten von E. coli
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L, coli K-=12 IP-Aktivitat

Stamm 294 Zelldichte (E/1 FIF Molekiile
transformiert (Zellen/ml) Kultur) pro Zelle
mit '

pBR 322 3,5 x 108 - -
pFIFlac 3,5 x 10°  9,00x 10® 2,250
pFIFtrp69 3,5 x 108 1,8 x 107 4,500
pFIFtrp369 3,5x 1%  8,1x 107 20,200

Die Ziichtung der Zellen und die Herstellung von Extrakte
erfolgte in der oben angegebenen VWeise, Die menschliche
Amnionzellinie (WISH) wurde fiir den CPi~Hemmtest verwen-
det, Die angegebenen Aktivitdten sind Mittelwerte aus 3
unabhéngigen Versuchen, Um die Anzahl der Interferonmole-
kille pro Zelle zu bestimmen, wurde eine spezifische FIF-
Aktivitat von 4 x 108 Kinheiten/mg verwendet (Knight, supra).

Die mit pFIFlac9 und pFIFtrp69 erhaltenen FIP-liengen sing
 in Tabelle 1 Wiedergegeben. Der Irp-Promotor lieferte eine
hohere Expressionhls der Lac-Promotor, Um die FIF-sxpression
welter zu erhbhen, wurde pFIFtrp69 mit zooRI gespalten, und
zwei 300 Basenpaar-lange LcoRI-Fragmente, die den Trp-
Promotor enthielten (Goeddel et al., Nature 28 y 411 = 416
L19807), wurden eingefiigt. Das erhaltene Plasmid, pFIFtrpl69,
enthdlt drei aufeinanderfolgende Trp-Promotoren, die in
Richtung des FIP-Gens orientiert sind., Die von E, coli
K-12 Stamm 294/pFIF%69 produzierte FIF-Menge ist vier- bis
finfmal so gro3 wie die von E., coli K=12 Stamm 294/pFIPtrp69
produzierte (Labelle 1), Das von E., coli K-12 Stamm 294/
PFIFtrp69 hergestellte FIF verhilt sich wie authentisches
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Human-FIF, Wie aus Tabelle 2 ersichtlich ist, ist seine
antivirale Aktivitat etwa 30mal grioBer bei menschlichen
‘Zellen als bei Rinderzellen, Zusdtzlich ist das bakteriell
hergestellte FIF bel pH 2 iiber Nacht stabil und wird nicht
durch Kaninchen-4nti-Human-leukozyten-Interferon-inti-
korper neutralisiert (Tabelle 3),

Tabelle 2

Interferon-Aktivitdten verschiedener Zelltypen

Zellen Interferon-Aktivitiat (E/ml)
LelP PIF i, co0li K=12 Stamm
- 294/pFIFtrp69-ixtrakt
mnion (human) 20,000 10,000 1280
Niere (Rind) 13,000 400 40

Iabelle 3:

Vergleich der Interferon-Aktivitdten aus Extrakten von Ik, coli
K=12 Stamm 294/pFIlFtrp69 mit Human-LeIF- und -FIF-Standard

Interferon-Aktivitat (8/ml)

LeIF FID B, coli K-12 Stamm
" 294/pFIFtrp69
unbehandelt . 1000 1000 1000
pH2 1000 1000 1000
Kaninchen-anti= - ’
Human~-LeIF=-Anti-

kodrper 16, 1000 1000
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LeIF und PFIF sind NIH-Standardlésungen mit 20,000 bzw.
10, 000 Linheiten/ml,

Ne Reinigung

Bakteriell hergestelltes Fibroblasten-Interferon wird
folgendermaBen gereinigt:

1+ Die gefrorenen Zellen werden in der 12fachen llenge
(v/w) eines Saccharosepuffers (100 mi Tris-HCl, 10 %
Saccharose, 0,2 m NaCl, 50 mi &DTA, 0,2 mM PUSF
[Paenylmethylsulfonylchlorid/, pH 7,9), enthaltehd 1 mg/ml
Lysozym, suspendiert, Die Zellsuspension wird 1 Stunde
bei 4 °C geriihrt und zentrifugiert, Die Fibroblasten-
Interferonaktivitit findet sich im Uberstand.

2. Der mit Ultraschall behandelte Uberstand wird mit 5%iges
Polyethylenimin (v/v) bis zu einer Endkonzentration von
0,5 % (v/v) versetzt., Die Losung wird 1 Stunde bei 4 °C
gerihrt und dann zentrifugiert, Die Interferonakt1v1tat
verbleibt im Uberstand.

- 3. Der Uberstand wird mit festem Ammoniumsulfat big zZu einer
endkonzentration von 50 % versetzt, 30 Minuten bei

4 °c geriihrt und zentrifugiert. Die Interferonaktivitat
befindet sich im Niederschlag,

4 Der Ammoniumsulfatniederschlag wird in PBS (20 mii Nebriume
phosphat, 0,15 m NaCl, pH 7,4) suspendiert und zwar in
einem Volumen, das halb so groB ist wie das der 50%igen

-Ammonlumsulfat-buspenSLOn. Eg wird Polyetnylenglykol
6000 (50 %, w/v, in PBS) zugesetzt bis zu einer wndkon-
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zentration von 12,5 % (v/v), 2 Stunden bei 4 O geriihrt und
zentrifugiert, Die Interferonaktivitét befindet sich im
Niederschlag, der in einer minimalen Menge des unter (1)

definierten Saccharosepuffers suspendiert und durch
Zentrifugieren geklért 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 siulenchromato-
graphischen Verfahren gereinigt werden:

5. Affinitdtschromatographie an Amicon-Blau B in dem unter
(1) definierten Saccharosepuffer,

6. Anionensustauschchromatographie an QAE Sephadex in dem
unter (1) definierten Saccharosepuffer bei Abwesenheit

von 0,2 M NaCl,

T. GroBenausschluBchromatographie an Sephadex G-75 in dem
unter (1) definierten Saccharosepuffer,

8, HPLC an Umkehrphasen,

0. Parenterale Applikation

FIF kann parenteral verabreicht werden an Individuen, die
eine antitumor- oder antivirale Behandlung benstigen und

in solche, die immundepressive Zusitze aufweisen, Die Do-
sierung kann sich an die des zur Zeit in klinischer Priifung
befindlichen Materials, das aus menschlichen Zellen ge-
wonnen wurde, anlehnen und kann z. B, etwa 1 - 10 x 10
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finheiten/Tag, im Fall von Material mit einer Reinheit, die
groBer ist als 1 %, bis zu etwa 15 x 107 Zinheiten/Tag be-
tragen, Die Dosierungen von bakteriell hergestelltem FIF
kGnnen zur csrzielung eines besseren Effekts markant erhsht
werden, wegen der hoheren Reinheit und der witgehenden Ab=-
wesenheit anderer Human-Proteine, die als Pyrogene

wirken konnen und fiir unerwiinschite Nebenwirkungen verant-
wortlich sein kann, beisplelswelse erhvhte Temperatur,
Ubelkeit usw,

~in fir die parenterale dpplikation geeignetes Préparat

kann beispielsweise dadurch hergestellt werden, da8 man 3 mg
bekteriell hergestelltes FIF mit einer spezifischen Aktivi-
tdt von etwa 2 x 10° Einheiten/mg in 25 ml 5%igem humanem
Serumalbumin 1lost, die Losung durch ein bakteriologisches
Filter gibt und die filtrierte Losung eseptisch in 100
Ampullen abfiillt, von denen jede 6 x 106 Binheiten reines
Interferon enthilt, Die Ampullen werden vorzugswelse in der
Kdlte (-20 °C) aufbewahrt.

Die Herstellung pharmazeutischer Prédparate, die erfindungs-
gemdl Verbindungen enthalten, kann nach den allgemein be-
kannten Methoden der Galenik unter Verwendung der iiblichen
Hilfg~ ung Trdgermaterialien, wie sie in der einschligigen
Literatur beschrieben sind, erfolgen,
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1. Verfahren zur Herstellung eines replikdblen,'in einem
Mikroorganismus die Bxpression eines Polypeptids mit
der Aminosguresequenz eines reifen Human-Fibroblasten=
Interferons ohne Prdsequenz oder [Teil einer solchen be-
wirkenden Vektors, gekennzeichnet dadurch, daB man eine
dieses Polypeptid codierende erste DiS=Sequenz operabel
mit einer zweiten'DNs-Sequenz, die die fiir die Ixpression
notwendigen Codons enthdlt, verbindet,

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB die
zweilte DNS-Sequenz einen mehrfachen Trp=-Promotor-Operator
enthdlt, ' '

iter_6 Seiten Zeichnungen



594614 9
Protein
mRNS

komplementire DNS-Starter

A~ L

(5') AUG-UC

37

1 2 3 4
Met-Ser-Tyr-Asn-
R UL
| U ,aU 4aC
(5) AUG—AGC-UAC-AAU
AL, T
ATT-GTA-CGA—CAT

Al A -
ATT—GTA-GGA—CAI

AL, A
ATT~GTA-GCT—CAT

AL T
GTT—GTA-CGA-CAT

A, A
GTT-GTA-GGA—CAT

Al AL
GTT—GTA~GLT~CAT

(16 XKombinationen)

( 8 Kembinationen)

Pool 1
Pool 2
Pool 3
'Pool 4
Pool §
Pool 6
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81 $10 $20 s21

“.met eht asn lys cys leu leu zln ile ala leu leu leu cys phe ser thr thr ala leu ser MET SER [YR ASN
3 ]ATG ACC AAC AAG TGT CTC CTC CAA ATT GCT CTC CTG TTG TGC TTC TCC ?QT ACA GCT CTT TCC ATG AGC TAC AAC
: ' §

10 ' 20
U LEU GLY PHE LEU GLN ARG SER SER ASN PHE GLN CYS GLN LYS LEU LEU TRP GLJ LEU ASN GLY ARG LEU GLU
lTG CFT GGA TTC CTA CAA AGA AGEO%GC AAT TTT CAG TGT CAG AAG CTC CTG TGG CAA TTG AAT GGG AGG .CTT Eéﬁ

30 40 50
TYR CYS LEU LYS ASP ARG MET ASN PHE ASP ILE PRO GLU GLU ILE LYS GLN LEU GLN GLN PHE GLN LYS GLU asp’
TAT TGC CTC AAG GAC AGG ATG AAC TTT GAC ATC CCT GAG GAG ATT AAG CAG CTG CAG CAG TTC CAG AAG GAG GAC

200
60 0

ALA ALA LEU THR ILZ TYR GLU MET LEU GLN ASN ILE PHE ALA [LE PHE ARG GLN ASP SER SER SER THR GLY IRP

GCC GCA TTG ACC ATC TAT GAG ATES%TC CAG AAC ATC TTT GCT ATT TTC AGA CAA GAT TCA TCT AGC ACT GGC Zg%

80 90 100

ASN GLU THR ILE VAL GLU ASN LEU LEU ALA ASN VAL TYR HIS GLN ILE ASN HIS LEU LYS THR VAL LEY GLU GLU
AAT GAG ACT ATT GTT GAG AAC CTC CTG GCT AAT GTC TAT CAT CAG ATAJ?%C CAT CTG AAG ACA GTC CTG GAA GAA

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 ILE

ABA CTG GAG AAA GAA GAT TTT ACCAQ%G GGA AAA CTC ATG AGC AGT CTG CAC CTG AAA AGA TAT TAT GGG AGG ﬁll
0

130 140 150

LEU HIS TYR LEU LYS ALA LYS GLU TYR SER HIS CYS ALA TRP THR ILE VAL ARG VAL GLU ILE LEU ARC ASN PHE

CTG CAT TAC CTG AAG GCC AAG GAG TAC AGT CAC TGT GCC TGG ACC ATAsggc AGA GTG GAA ATC CTA AGG AAC TTT

) 160 166
TYR PHE ILE ASN ARG LEU THR GLY TYR LEU ARG ASN

END
TAC TTC ATT AAC AGA CTT ACA GGI TAC CIC CGA AAC TGA AGATCTCCTAGCCTGTCCLCTCTGGGACTGGACAATIGCTTCAAGCA
600

(%)

TTCTTCAACCAGCAGATGCTGTTTAAGTGACTGATGG%E%ATGTACTGCAAATGAAAGGACACTAGAAGATTTTGAAATTTTTATTAAATIATGAGTT
700

' AmTrArTrArTrAAArTTrArrTTssAAAATAAArTA;IITTGGTGCAAAA
0
3!

vy J-1
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Pst I Bg/ I Pst I Hho T
J ‘ 113 l ‘ ‘
sor ,L’L o m i ,
ATG — AACTGAL P
_;gg& . + =L 5 ccec
220 bp= 363 op 3200
Denaturierung
Zusatz | von 5-aATGAGCTACAAC oder
5~CATGAGCTACAAC
(C)ATG AGC TAC AAC
3 ~—eCCCC~——=AGG TAC TCGATG TTG Pst1,Bg/ T
’
DNS~-Polymerase

‘Klenow Fragment'

‘ Pst I
{CIATG AGC TAC AAC
- (G TAC TCGATG TTG t

Pst 1
Isolier.l141 bp-Fragment

Isolier,363 bp—Frégment

| 2 3 4 46 47 48 4 80 168
mot ser lyr osr gin  lev gin ol phe " asn step
{C)ATG AGC TAC AAC CAG CTG €A G CAG TTC AAC TGA A
(QTAC TCGATGTTG GTCG AC GTC GTC AAG TTG ACT TCTAG
141 bp 363 bp
T4 DNS-Ligase
B9t I
o2 166
met sor o stop
Pst 1 Bg/ I
(C)ATG AGC . ALC TGA A
(GITAC TCG y TTG ACT TCTAG
%04 vp

LT, L
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v Pst 1,80/ Pst 1 ' 89/ I

pHKY 0 > D —— (a)

Isol.grxosses Fragment Amp Te!

; Pst 1 wepo 1epo EcoRI
. Eco RI,DNS Pol I, Ast 1 2

pGH6 , > &= i (aufgefillt) (b)

Isol.kleines Fragment . Amp

Pst T oo Xbal
Xbg1,DNS Pol I, APsr1 e

DHKY2 o [ oo s '] C)

Isol.grosses Fragment Amp (aufgefillt) 4

mat met
C AT F}F Gep Bgi I ATG FIF Gen 53{_ I
GTAC TAC -
505 bp | 504 bp
+(a), (b) +(a), (c)
T4 DNS~Ligase T4 DNS-Ligase
"£co RI
Pst 1
g/ L
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