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Verfahren zur Herstellung eines Expressionsplasmids

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung
eines Expressionsplasmids fiir die Expression eines
heterogenen Gens,

Charakteristik der bekannten technischen Ltsungen

Vit dem Aufkommen der DNA-Rekombinations~Technologie
ist die kontrollierte bakterielle Produktion einer
enormen Vielfalt niitzlicher Polypeptide mtglich ge=-
worden, llan hat bereits Bakterien in der Hand, die
durch diese Technologie verindert wurden, um die Pro=-
duktion derartiger Polypeptid=Produkte zu ermdglichen,
wie z. B. Somatostatin (XK. Itakura et al., Science
198, 1056 (1977), die jeweils einzelnen A=~ und B-Ket-~
ten des menschlichen Insuling (D. V. Goeddel, et al.,
Proc. Nat'l Acad. Sci., USA 76, 106 (1979)) und
menschliches Wachstumshormon (D. V, Goeddel, et al.,
Nature 281, 544 (1979)). Kirzlich wurde die DNA-Re=-
kombinations-Technik dazu verwendet, um die bakteriel-
le Herstellung von Thymosin X1 zu ermdglichen, einer
immunverstirkenden Substanz, die in der Thymusdriise
gebildet wird (US-Patentanmeldung von Roberto Crea
und Ronald Wetzel vom 28, Februar 1980, ibertragen
auf die Anmelderin der vorliegenden Ammeldung). Die
Moglichkeiten dieser Technologie sind derartig durch-
schlagend, daB so gut wie jedes niitzliche Polypeptid
bakteriell hergestellt werden kann und die kontrol-
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lierte Herstellung von Hormonen, Enzymen, AntikSrpern
und Impfstoffen gegen eine grofe Vielfalt von Krank-
heiten in Reichweite gebréoht wird. Die zitierten Ver-
offentlichungen, die im Detail die oben genannten re-
prisentativen Beispiele beschreiben, sowlie weitere, im
folgenden genannte Verdffentlichungen, welche den Hin-
tergrund der Erfindung bilden, sind durch Verweis in
die Offenbarung mit einbezogen.

Das Arbeitspferd der DNA=-Rekombinations-Technologie ist
das Plasmid, ein nichtchromogomaler Ring doppelstirin-
giger DNA, der in Bakterien'gefunden wird und oft in
vielfacher Kopie pro Bakterienzelle vorliegt, Die DNA
deg Plasmids enthdlt eine Information, die bendtigt
wird, um dag Plasmid in Tochterzellen zu reproduzieren
(d. h. ein "Replikon") und normalerweise ein oder mehr
Selektiong=Charakteristika, wie z. B. Resistenz gegen
Antibiotika, die es erlauben, diejenigen Clone der
Wirtszelle, die das interessierende Plasmid enthalten,
z11 erkennen und bevorzugt in selektivem Medium wachsen
zu lassen. Der Nubzen der bakteriellen Plasmide liegt
in der Tatsache, daB sie durch die eine oder andere Re-
striktionsendonuklease oder "Restriktionsenzym" spezi-
fisch geschnitten werden kdnnen, von denen Jjedes eine
andere Stelle auf der Plasmid-DNA erkennt, Danach kon-
nen heterocloge Gene oder Genfragmente in das Plasmid
eingefiigt werden, wobei entweder die Enden der Schnitt-
stellen oder unmittelbar an die Schnittstellen ange-
fligte Enden miteinander verbunden werden. Im folgenden
wird der Terminus "neterolog" fiir ein Gen verwendet,
das normalerweise nicht in E.coli gefunden wird oder
eine Polypeptidsequenz, die normalerweise nicht durch
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E. coli hergestellt wird. Der Terminus "homolog"fwird
fiir ein Gen oder Polypeptid verwendet, das in Wildtyp
E,coli hergestellt wird. Die DNA~Rekombination wird
auflerhalb der Bakterie durchgefiihrt. Das resultierende
"rekombinante" Plasmid kann durch ein Verfahren, das
als Transformation bekamnt ist, in Bakterien eingefiihrt
werden, und man erh&lt grofSe Mengen des rekombinanten
Plasmids, das das heterologe Gen enthilt, indem man die
Transformanten wachsen 148+%t., Wenn das Gen im Hinblick
auf Bereiche des Plasmids, die die Transkripition und
Translation der codierten DNA-Information regeln, rich-
tig eingefiigt ist, kann der resultierende Expressions-
vektor dazu verwendet werden, tatsichlich die Polypep-
tidsequenz zu produzieren, fiir die das inserierte Cen
codiert, ein ProzeB, der Expression genannt wird. ‘

Die Expression wird in einer Gegend initiiert, die als
Promoter bekannt ist, der von der RA-Polymerase er=-
kannt wird und an den diese bindet, In einigen Pgllen,
wie z. B, beim trp-Operon, das im nachfolgenden noch
ausfithrlich diskutiert werden wird, werden Promoter-
reglonen von "Operator"-Regionen iUberlappt, wodurch
ein kombinierter Promoter-Operator gebildet wird. Ope-
ratoren sind DNA-Sequenzen, die von sogenannten Représ-
sorproteinen erkannt werden, die dazu dienen, die HHu~
figkeit der Initiation der Transkription an einem spe-
zlellen Promoter zu regulieren. Die Polymerase arbeitet
sich an der DNA entlang, wobei sie die in dem codieren-
den Strang enthaltene Information vom 5'- zum 3!'=-Ende
in Messenger-RNA (mRNA) transkribiert, die ihrerseits
wieder in ein Polypeptid translatiert wird, das die
AminosHuresequenz aufweist, fiir die die DNA codiert,
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Jede Aminosdure wird durch ein einziges Nukleotidtri-
plet oder "Codon" codiert, das innerhalb eines "Struk-
turgens" liegt, wie man es fiir die vorliegenden Zwecke
nennen mag, d. h. in dem Teil, der fiir die AminosZure-
sequenz des exprimierten Produkts codiert. Nach dem
Binden an den Promoter ftranskribiert die RNA-Polymerase
vorerst Nukleotide, die fiir eine Ribosomen-Bindestelle
codieren, sodann ein Initiations- oder "Start"~Signal
(normalerweise ATG, dag in der resultierenden mRVA 2zu
AUG wird) und schlieBlich die Nukleotidcodons innerhalb
des Strukiturgens selbst. Sogenannte Stop-Codons werden
am Ende des Strukturgens transkribiert, wonach die
Polymerase eine zusdtzliche Sequenz von mRNA bllden
kann, die, aufgrund der Anwesenheilt des Stopsignals,
von den Ribosomen nicht mehr translatiert wird. Ribo-
gomen binden an die auf der mRNA zur Verfligung gestell-
ten Bindestelle, bei Bakterien normalerweise wenn die
mRNWA gebildet wird, und stellen selbst das codierte
Polypeptid her, wobel sie am Translationg~3tartsignal
beginnen und an dem oben erwihnten Stopsignal enden.
Das gewiinschte Produkt wird hergestellt, wenn die Se-
quenzen, die fiir die Ribosomen~Bindestelle codieren,

im Hinblick auf das AUG-Initiatorcodon richtig liegen
und wenn alle iibrigen Codons dem Initiatorcodon in
Phase folgen. Das resultierende Produkt kann erhalten
werden, indem man die Wirtszelle lysiert und das Pro-
dukt durch geeignete Reinigungsschritte von anderen
bakteriellen Proteinen trennt.,

Die durch die Anwendung der DNA-Rekombinations-Technik
exprimierten Polypeptide kbnnen vollkommen heteroloz

gein, wie im Falle der direkten Expression des mensch-
lichen Wachstumshormons, ktnnen aber auch andererseilts
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ein heterologes Polypeptid enthalten, das zumindest mit
einem Teil der AminosHuresequenz eines homologen Peptids
verbunden ist, wie im Fall der Herstellung von Zwischen-
produkten fiir Somatostatin und die Bestandteile des
menschlichen Insulins, Im letzteren Fall enthilt bei-
spielsweise das angefiigte homologe Polypeptid einen Teil
der Aminosfuresequenz fiir B-Galactosidase. In diesen
Fdllen ist das angestrebte bioaktive Produkt durch das
angefiigte homologe Polypeptid so lange bioinaktiv, bis
dieses durch exitrazellulire lMaBnahmen abgeschnitten wird.
Die ebengenannten "Pusionsproteine" kinnen so hergestellt
werden, dafl ein hochspezifischesg Schneiden des Vorliufer-
proteinsg von dem angestrebten Produk: ermdglicht ist,
beispielsweise durch die Einwirkung von Bromcyan auf
Methionin oder aber durch enzymatisches Schneiden, sieche
auch GB-PS Nr, 2 007 676 A.

Wenn die DNA-Rekombinations-Technologie ihr Versprechen
voll halten soll, miissen Systeme erdacht werden, die die
Expression der Geninsertionen optimieren, so daB das an-
gestrebte Polypeptid-Produkt in groBen Mengen erhalten
werden kann., Die B-Lactamase- und ILactose-~Promoter—
Operator-Systeme, die in der Vergangenheit iiblicher~
weise verwendet wurden, haben, obwohl sie gut zu ver-~
wenden sind, vom Standpunkt der Menge her die Kapazitdt
der Technologie nicht voll ausgenutzt. Es besteht ein
Bedlirfnis fiir einen bakteriellen Expreésionsvektor, der
féhig ist, das gewiinschte Polypeptid=~Produkt in grife-
rer lenge kontrolliert zu exprimieren.

Trytophan ist eine AminosZure, die von Bakterien als
Bestandteil eines homologen Polypeptids verwendet wird
und in einem Biosyntheseweg hergestellt wird, der fol-
gende Schritte enthili:
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Chorisminsiure — Anthranilsfure —= Phosphoribosyl-
‘anthranilsiure —= CDRP (Enol-1-(o-Carboxyphenylamino)-
1-desoxy-D-Ribulose~5-Phosphat) < Indol-3-
Glycerinphosphat und letztlich Tryptophan selbst. Die
enzymatischen Reaktionen dieses Synthesewegs werden
durch Produkte des Tryptophan- oder "trp"-Operons kata=
lysiert, einem polycistronischen DNA~Segment, das unter
der Kontrolle des trp-Promoter-Operator-Systems trans-
kribiert wird, Die resultierende polycistronische mRNA
codiert die sogenannte trp-Fihrer- (im folgenden
"TLeader"- genannte) Sequenz und dann, der Reihe nach,
die Polypeptide, genannt trpE, trpD, trpC, trpB und
trpA; Diese Polypeptide katalysieren und kontrollieren
auf verschiedene Weise einzelne Schritte des Synthese-
wegs, ausgehend von der Chorisminsdure bis zum Trypto-
phan.

Im Wildtyp E.coli ist das Tryptophan-Operon unter der
Kontrolle mindestens dreier, deutlich zu unterschelden-
der Arten, Im ersten Fall, einer Promofer-Operator-
Repression, handelt das Tryptophan als Corepressor und
bindet an seinen Aporepressor, um einen aktiven Re-
pressorkomplex zu bilden, der seinerseits an den Operator
bindet, wodurch das Tryptophan seinen eigenen Syntuese-
weg vollkommen verschlieBt., Zweitens bindet Tryptophan
in einem Prozef von Rickkopplungshemmung an einen Kom=
plex der trpE- und trpD-Polypeptide und verhindert da-
durch deren Beteiiigung an dem Syntheseweg., Letztlich
wird eine Kontrolle ausgeiibt durch einen Prozef, der

als "Attenuierung" bekannt ist. Dieser Vorgang liuflt
unter der Kontrolle einer "Attenuator-Region'" des Gens
ab, einer Region, die innerhaldb der trp-Leader-Sequenz
liegt. Die Attenuierung ist ein Vorgang,der phinotypisch
als eine Art Verdiinnung des Tryptophans in der Zelle. in
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Erscheinung tritt (siehe dazu allgemein G. F. Miozzari
et al., J. Bacteriology 133, 1457 (1978); The Operon
263-302, Cold Spring Harbor Laboratory (1978), Miller
und Reznikoff, eds.; F. Lee et al., Proc Nat'l Acad

Sei, USA 74, 4365 (1977) und K. Bertrand et al., J. Mol.
Biol. 103, 319 (1976)). Das AusmalB der Attenuierung
scheint durch die intrazellulire Konzentration des Tryp=~
tophans geregelt zu werden, und in Wildtyp E.coli be~
endet der Attenuator die Expression in ungefghr neun
von zehn Fillen, mdglicherweise durch die Bildung einer
Sekunddrstruktur, eines "Terminationsrings" in der mRI4,
welcher der RNA-Polymerase dazu veranlaBt,. sich verfriiht
von der DNA zu l&sen.

Andere Autoren haben das trp-Operon dazu verwendet, um
bis zu einem gewissen Grad heterologe Polypeptide zu
exprimieren. liit diesen Arbeiten ha® man sich versuchs-
weise mit Problemen der Repression und Attenuierung be-~
faBt, wobei Indolacrylsiure zugegeben wird, ein Tnduktor
und Analogon, das mit Tryptophan um das trp~Repressor-
Molekiil konkurriert, wobei durch kompetitive Hemmung auf
Derepression abgezielt wurde. Gleichzeitig verringert
der Induktor durch Hemmung der enzymatischen Unwandlung
von Indol zu Tryptophan die Attenuierung und bewirks
dadurch, das der Zelle Tryptophan entzogen wird., Als Er-
gebnis davon lesgen mehr Polymerasen erfolgreich iiber

den Aitenuator hinweg. Vom Standpunkt der vollsuandlg
durchgehenden Translation und der angestrebten grofen
Mengen erscheint dieser Versuch Jjedoch problematisch,

da die Tryptophan-enthaltenden Proteinsequenzen wihrend
der Synthese infolge des Mangels von nutzbarem Tryptophan
vorzeitig beendet werden. Tatsichlich ist bei diesem Ver=
such eine wirkungsvolle Unterstiitzung der A% tenuierung
vollsténdig von einer strengen irvpuonhan-Aushungerung
abhdngig.,
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines neuen
Verfahrens zur Herstellung eines Expressionsplasmids fiir
die Expression eines heterclogen Gens.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Systeme
aufzufinden, die die Expression der Geningertionen op-
timieren, so daB das gewlinschte Polypeptid-~Produkt in
grofen Mengen erhalten werden kann, und insbesondere
einen bakteriellen Expressionsvekior aufzufinden, der
fdhig ist, das gewilinschte Polypeptid-Produkt in griBerer
Menge kontrolliert zu exprimieren.

Es wird ein Polypeptid-Produkt durch die Expression in
Bakterien eines fiir dieses codierenden Gens in der Teise
hergestellt, das

a) eine bakterielle Kultur geschaffen wird, die mit
einem sich replizierenden, von einem Plasmid abgelei=-
teten Expregsionsvektor transformiert wurde, welcher
eine Sequenz doppelstringiger DWA enth#lt, die in Phase
von einem ersten 5'-Ende bis zu einem zweiten 3'-Ende
ihres codierenden Strangs die folgenden Elemente auf-
welgt:

(i) ein bakterielles trp~Promoter~Operator-System

(ii) ©Nukleotide, die fiir eine Ribosomen-Bindestelle
fiir die Translation des Elements (iv) codieren

(1iii) Nukleotide, die fiir ein Translations~Startsignal
fiir die Translation des Zlements (iv) codieren

(iv) ein Strukturgen, das fiir die Aminosiuresequenz
eines heterologen Polypeptids codiert
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wobel die genannte Sequenz weder irgendeine trp-
Attenuierungs-Fihigkeit noch Nukleotide aufweist,
die flir die trpE-Ribosomen-Bindestelle codieren

die transformierte Bakterienkultur in ein Fermenta-
tlonsgefd liberfilhrt und diese Kultur bis zu einer
vorgegebenen Dichte in einem geeigneten Nihrmedium
gezlichtet wird, welches zusdtzliches Tryptophan ente
h&lt, und zwar in ausreichender Menge, um das ge=-
nannte Promoter-Operator-System zu reprimieren

den genannten Bakterien das zusitzliche Tryptophan
entzogen wird, um das genannte System zu dereprimie-
ren und die Expression des Produkts, fiir welches das
genannte Strukturgen codiert, anlaufen zu lassen.

Das erfindungsgemiBe Verfahren kann dabei in der Weise
durchgefithrt werden, daB das durch das genannte Struk-
turgen exprimierte Polypeptid vollsténdig heterolog ist;
das exprimierte Polypeptid ein Pusionsprotein ist, das
ein heterologes Polypeptid und mindestens einen Teil der
Aminosguresequenz eines homologen Polypeptids aufweist;
der genannte Teil ein Teil der AminosHuresequenz eines
Enzyms ist, das am Biosyntheseweg von der Chorisminsiure
zum Tryptophan beteiligt ist; R
das.heterologe-Polypeptid ein bioaktives Polypeptid und
das angefligte homologe Polypeptid ein spezifisch spali-
bares bioinaktivierendes Polypeptid ist;

das homologe Polypeptid das trpE-Polypeptid ist und die
genannte Ribosomen-Bindestelle diejenige flir das trp-
Leader-Polypeptid ist oder daB

das homologe Polypeptid das trpD-Pdlypeptid igt,
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Es ist besonders vorteilhaft, wenn das Fugionsprotein ein

heterologes und ein homologes Polypeptid enth&lt, wobel
das homologe Polypeptid selbst eine Fusion darstellt, und
zwar aus etwa den ersten sechs Aminosduren des trp~-
Leader-Polypeptids und der Aminosduresequenz, die durch
mindestens etwa dem distalen Drittel des trpE~Polypeptid=-
gens codiert wird,

Der Tryphtophan-Bntzug wird dadurch bewirkt, daB die Zu-
gabe des zusHiizlichen Tryptophans beendet und das Fermen-
tationsmedium, in dem die Bakierienkultur zuerst gewachsen
ist, verdinnt wird.

In dem Verfahren wird als Wirtsbakterium E.coll ange-
wendet.

Begchrieben wird weiterhin ein von einem Plagmid abgelei-
teter Expressionsvekitor zum Herstellen eines heterologen
Polypeptid-Produkts in E,coli-Bakterien., Der Vektor ent=~
h&lt eine Sequenz doppelstringiger DNA, die in Phase von
einem ersten 5'=Ende bis zu einem zweilten 3'~Ende ihres
codierenden Strangs die folgenden Elemente aufweist:

a) ein bakterielles trp-Promoter-Operator-System

b) Nukleotide, die fiir eine Ribosomen-Bindesgtelle fiir
die Translation des Elements (iv) codieren

¢) Nukleotide, die fir ein Translations-staftsignal fir
die Translation des Elements (iv) codieren

d) ein Strukturgen, das fiir die Aminos8uresequenz eines
heterolegen Polypeptids codiert
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wobei die genannte Sequenz weder irgendeine trp-Attenuie-
rungs-Fghigkeit noch Nukleotide aufweist, die fiir die
trpE~-Ribosomen-Bindestelle codieren.

Dabel ist das durch das genamnte Strukiturgen exprimierte
Polypeptid vollsténdig heterolog oder das exprimierte
Polypeptid ist ein Fusionsprotein, das ein heterologes
Polypeptid und mindestens einen Teil der Aminos&uresequenz
eines homologen Polypeptids aufweist, wobei der genannte
Teil ein Teil der Aminosiuresequenz eines Bnzyms isgt, das
am Biosyntheseweg von der Chorisminsfiure zum Tryptophan
betelligt ist.

Weiterhin ist es mbglich, daB das heterologe Polypeptid
ein bioaktives Polypeptid und das angefiigte homologe Poly-
peptid ein spezifisch spaltbares bioinaktivierendes Poly-
peptid ist.

Insbesondere ist der Vektor derart zusammengesetzt, daB
das homologe Polypeptid des trpE~Polypeptid ist und die
genannte Ribosomen~Bindestelle diejenige fiir das trp-
Leader-Polypeptid ist;

das nomologe Polypeptid das trpD-Polypeptid ist;

das Fusionsprotein ein heterologes und ein homologes Poly-
peptid enth&lt, wobei das homologe Polypeptid selbst eine
Fusion darstellt, und zwar aus etwa den ersten sechs
Aminosduren des trp~Leader-Polypeptids und der Aminosiure-
sequenz, die durch mindestens etwa dem distalen Drittel
des trpE-Polypeptidgens codiert wird,

Wlelterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Schaf-
fung eines Expressionsvlasmids fiir die Expression eines
heterologen Gens, welches dadurch gekenﬁzeichnet ist, daB
in Phase die folgenden Elecmente gleichzeitig verknﬁpft
werden:
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ein erstes lineares doppelstréngiges DNA~Fragment, das
ein Replikon enth#lt und ein Gen, das eine selektier-
bare Eigenschaft exprimiert, wenn es unter die Steue-~
rung eines bakteriellen Promoters gestellt wird, wobei
das Pragment keinen derartigen Promoter aufweist -

ein zweites lineares doppelstringiges DNA~Fragment, das
das genannte heterologe Gen aufweist

ein drittes doppelstréngiges DNA-Fragment, das einen
bakteriellen Promoter aufweist

wobel die verkniipfbaren Enden der genanniten Fragmente so
gestaltet sind, da8 nach dem Werkniipfen zum Bilden eines
gich replizierenden Plasmids sowohl das Gen filr die selek=-
tierbare Eigenschaft als auch das heterologe Gen unter die
Steuerung des Promoters kommen, wodurch die Verwendung der
selektierbaren Eigenschaft bei der Selektion von %transfor-
mierten Bakterienkolonien mdglich ist, welche zur Expres-
gion der heterologen Gene fihig sind.

Die selektierbare Eigenschaft kann eine Antibiotikum-
resistenz sein,

Die selektierbare Eigenschaft kann eine Teiracyclin-
Registenz sein und der bakiterielle Promoter der trp-
Promoter.

Das Verfahren wird in vorteilhafter Weise so ausgefihrt,
dal die Verkniipfung ebenso ein Operon fiir die Expression
von Ampicillin~Resistenz wiederherstellt.

Begchrieben wird weiterhin ein Verfahren zum Schneiden
doppelstréngiger DNA, Es ist dadurch gekennzeichnet, daB
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zum Schneiden an jeder beliebigen Stelle
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a) die doppelstringige DNA in einem die zu schneidende
Stelle umgebenden Bereich in einzelstridngige DNA
umgewandelt wird

b) an die in Schritt a) gebildete Einzelstrangregion ein
komplementéres Primerstiick von einzelstrdngiger DNA
hybridisiert wird, wobei das 5'-Ende des Primers gegen~-
liber demjenigen Nukkotid liegt, das an die beabsichtig-
te Schnittstelle angrenzi

c¢) derjenige Teil des zweiten, in Schritt a) eliminierten
Strangs wiederhergestellt wird, der in 3'=Richtung des
Primers liegt,und zwar durch eine Reaktion mit DA~
Polymerase in Anwesenheit von Adenin-, Thymin-, Guanine
und Cytosin-enthaltenden Desoxynukleotidtriphosphaten

d) das verbleibende DNA-Einzelstrangstiick, das iiber die
beabsichtigte Schnittstelle vorgteht, verdaut wird,

Dabei werden die Schritte c¢) und 4) gleichzeitig durchge~
fihrt durch Reaktion mit einer DNA~-Polymerase, die in

5' —= 3'-Richtung polymerisiert, die Exonukleasewirkung
in 3' == 5'~Richtung aufweist, Jedoch keine Nuklease-
wirkung in 5' — 3'a~Richiung zeigt,

Vorteilhaft ist die Polymerase, die Klenow4Polymerése I
ist.

Das Verfahren ist besonders vorteilhaft, wenn dasg
heterologe Polypeptid ein wledergewinnbares Polypeptid
ist, des aus. einer Gruppe von Polypeptiden ausgewdhlt
wird, die menschliches Wachstumshormon, menschliches
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Proinsulin, Somatostatin, Thymosin X1, die A-Kette des
menschlichen Insulins sowle die B-Kette des mengchlichen
Insulins enth#lt. '

Ebensgo ist der Vektor besonders vorteilhaft, wenn er ein
heterogenes Polypeptid der oben beschriebenen Art enthdlt.

Mit der vorliegenden Erfindung werden fiir das Hergtellen
von heterologen Polypeptid-Produkten in Bekterien neue,
von Plasmiden abgeleitete Expressionsvektoren zur Verfi- -
gung gestéllt. Die Vektoren haben eine 3Sequenz von dop-
pelstringiger DNA, die in Phase von einem ersten 5'- zu
einem zweiten 3'-Ende des codierenden Stranges folgende
Bestandteile enth#lt: einen trp-Promoter-Operator, Nukleo-
tide, die fiir die trp-Leader-Ribosomen~Bindestelle codle-
ren und Nukleotide, die fiir die Translationsinitiation
zur Expression eines Strukturgens codleren, welches filr
die AminosZuresequenz eines heteroclogen Polypeptids co-
diert. Diese beschriebene DNA-Sequenz enthilt weder eine
trp-Attenuator-Region noch Hukleotide, die fiir die trpE~
Ribogomen~Bindestelle codieren. Stattdessen wird die trp=-
Leader~Ribosomen-Bindestelle wirkungsvoll dazu verwendet,
die Expression von Information zu bewirken, die durch
inserierte Gene codiert wird.

Mit einem einen trp~Promoter-Operator enthalienden er-
findungsgeméfen Plasmid, das keinen Attenuator aufweist,
werden Zellen transformiert und in Gegenwart von zugege-
benem Tryptophan kultiviert. Mit der Verwendung von Trypto=-
phan-reichem Hedium steht ausreichend Tryptophan zur Ver-
fligung, um im wesentlichen vollst&ndig den trp~Promoter-
Operator durch trp/Repressorinteraktionen zu reprimieren,
so daB das Zellwachstum, ungehemmt durch vorzeitige Ex-
pression groBer Mengen von heterologen Polypeptiden, fort-
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schreiten kann, wobei dieses Polypeptid durch eine Inser-
tion codiert wird, die ansonsten unter der Kontrolle des
trp~Promoter-Operator~Systems steht. Sobald einerseits

die Kultur der Rekombinanten zu einer Dichte angewachsen
ist, die fiir eine industrielle Herstellung des Polypeptids
geeignet ist und andererseits das von auBen zugefiihrte
Tryptophan entfernt wurde, 148t man die Zellen lediglich
mit dem Tryptophan wachsen, das sie selbst produzieren.
Das Ergebnis ist eine schwache Tryptophanlimitierung, wo-
durch folglich der Syntheseweg dereprimiert wird und eine
Uberaus wirksame Expression der heterologen Insertion auf-
tritt, unbehindert durch Attenuierung, da die Attenuator-
Region aus dem System entfernt wurde, Auf diese Weige wird
den Zellen niemals ernstlich Tryptophan entzogen, und alle
Proteine, ob sie Tryptophan enthalten oder nicht, konnen
in einem ausreichenden Umfang produziert werden.

Es werden Mittel zur Verfligung gestellt, um doppelstrin-
gige DNA an jeder beleibigen gewiinschten Stelle zu schnei-
den, auch wenn eine Erkennungsstelle fiir ein Restriktiong-
enzym fehlt, eine Technik, die unter anderem fiir das Her-
stellen eines trp-Operons brauchbar ist, welches Attenua-
tor-Deletionen aufweist, die sich von denjenigen unter-
scheiden, die man frither durch Selektion von Nutanten er-
halten hat,

SchlieBlich werden eine Vielzahl von brauchbaren Zwischen-
produkten und Endprodukten zur Ver;ugu.g gestellu, ein-
schlieBlich spezifisch spa’tbarer, heterolog~homologer
Fusionsproteine, die unter Expressionsbedingungen gegen
Abbau stabil sind.
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Ausfilhrungsbeigpiel

Die Erfindung wird nachstehend an einigen Beisplelen ndner
erliutert. In der beiliegenden Zelchnung zeigen

Fig. 1 das Schema einer bevorzugten Ausfilhrung der Bil-

und dung eines Plasmids, das féhig is%, heterologe

Fig. 2: Cene als Fusionen mit einem Teil des trpD=-Poly-
peptids zu exprimieren, von dem sie spdter abge~
spalten werden kinnen

Fig. 3: das Ergebnis einer Polyacrylamid~-Gel=-Trennung von
7ellprotein, das homolog(trpD!')~heterologe
(Somatostatin oder Thymosin X1) Fusionsproteine
enthdld

Fig., 4, aufeinanderfolgende Stufen in einem bevorzugten
Pig., 5 Scheme fiir die Herstellung eines Plasmids, das
und fahig ist, direkt unter der Kontrolle eines ftrp-
Fig. 6: Promoter-Operator-Systems ein heterologes Gen
(menschliches Wachstumshormon) zu exprimieren

Fig. 7: <das Ergebnis einer Polyacrylamid-Gel-Trennung
von Zellprotein, das menschliches Wachstumshormon
enthilt, welches direkt unter der Kontrolle des
trp-Promoter4Operator—Systems exprimiert wurde

Fig. 8, aufeinanderfolgende Stufen in einem bevorzugten

Pig, 9a, Schema fiir die Herstellung eines Plasmids, das

Fig, 9b fshig ist, heterologe Gene (in dem dargestellten

und Fall fir Somatostatin) fusioniert mit einem Teil

Fig. 10: des trpE~-Polypeptids zu exprimieren, wobel die
Fusion spiter gespalten werden kann

11: das Ergebnis einer Polyacrylamid-Gel-Trennung

&7
j3
0g
-

von Zellprotein, das homolog(trpE)-heterologe
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Fusionsproteine zum Herstellen von Somatogtatin
bzw., Thymosin{1, menschlichem Proinsulin ungd
der A- und B-Ketten des menschlichen Insulins
enthilt

Fig. 12 aufeinanderfolgende Stufen der Art und Weisge,

und auf welche das Plasmid, das durch die Schemata

Fig. 13: der FPig. 8 bis einschlieBlich 10 konstruiert
wurde, manipuliert wird,um ein System zu bilden,
in dem andere heterologe Gene als Fusion mit
trpE-Polypeptidsequenzen austauschbar expriniert
werden konnen,

In den TFiguren werden aus Griinden der Klarheit der Dare
stellung in den meisten Fillen nur der codierende Strang
des doppelstringigen FPlasmids und lineare DNA-Stringe ge-
zeicunet, Gene, die fiir die Resistengz gegen ein Anti-
biotikum codieren, werden als apR (Ampicillin-Resistenz)

. und et (Tetracyclin-Resistenz) bezeichnet. Die Bezeiche
nung tcS bedeutet ein Gen fiir Tetracyclin-Resistenz, das
nicht unter der Kontrolle eines Promoter~Operator-Systems
steht, so daB Plasmide, die dieses Gen enthalten, dennoch
Tetracyclin-sensitiv gind., Die Bezeichnung apS bezeichnet
eine Ampicillin-Sensitivitsdt, die durch die Deletion eines
Teils des Gens entstanden ist, dag fiir Ampicillin-Sensiti-
vitét codiert. Promotoren und Operatoren des Plasmids were
den mit p und o bezeichnet. Die Buchstaben Ay, Ty G bzw. C
bezeichnen die Nukleotide, die die Basen Adenin, Thymin,
Guanin und Cytosin enthalten. Weitere Legenden der Figuren
werden aus dem Text ersichtlich,

Zine im folgenden beschrisbene bevorzugte Ausfilhrungsform
der Erfindung schlieft die Verwendung einer Anzahl allge-
mein erh&ltlicher Restriktionsendonukleasen ein, die im
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folgenden bezeichnet und mit ihrer zugehrigen Erkennungs-
gequenz sowie dem Schneidemuster (angezeigt durch Pfeile)
beschrieben sind.

¥ ¢
Xbal: TCTAGA Taql: TCGA
- AGATCT AGCT
4 )
{ ¥
EcoRI: GAATTC HindIII: AAGCTT
CTTAA% TTCG%%
} ¥
BgIII: AGATCT " Hpal: GTTAAC
TCTAGA CAATTG
4 3
{ v )
Pvull: GAGCTG Patl: CTGCAG
GTCGAC GACGTC
! b
BamHI: GGATCC
CCTAG%

o die Schnittpunkte auf den entsprechenden Stringen von-
einander entfernt sind, werden die geschnittenen Enden
ngticky", d. h. iiberstehend, und insofern. in der Lage
gein, sich wieder neu zu verbinden, bzw. diese "sticky-
ends" ktnnen mit einer anderen, komplementéren "sticky-
end"-~DNA durch Watson~Crick-Basenpaarung (A mit T und G
mit C) korrekt miteinander verzapft werden. Einige Re-
striktionsenzyme, beispiclsweise die oben beschriebenen

- HpaIl und PvulIl, hinterlassen nach dem Schnitt stumpfe
Enden. Die oben gezeigten Nukleotidsequenzen sind gemdl
einer diesbeziiglichen Ubereinkunft in der folgenden Telse
dargestellt: Der obere Strang ist der Protein-codierende
Strang, und man bewegt sich fortschreitend von links nach
rechts vom 5'- zum 3'-Ende dieses Strangs, d. h. in Rich-
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tung der Transkription von einem proximalen zu einem
distalen Punkt,

SchlieBlich bezeichnet, im Hinblick auf die Ubereinkunft,
das Symbdl"A" eine Deletion. Daher bezeichnet eine Benen-
nung eines Plasmids, wie beispielsweise "AEcoRI-XbaI',
dasjenige Plasmid, aus welchem die Nukleotidsequenz zwi-
schen den EcoRI- und XbaIl-Erkennungsstellen der entspre-
chenden Restriktionsenzyme durch Verdauung durch diese
Enzyme entfernt wurde. Der Einfachheit halber wurden ver-—
schiedene Deletionen durch Zahlen bezeichnet. Die Bezeich-
nung "A1" bedeutet daher, beginnend vom ersten Basenpaar
(Bp) der EcoRI-Erkennungsstelle, die auf das Gen fiir Te-
tracyclin-Resistenz in dem Elternplasmid pBR322 folgt,
eine Deletion vom Bp 1-30 (d. h. AEcCoRI-HindIII) und daraus
folgend ein Ausschalten des Tetracyclin-Promoter-Operator=- -
Systems., Als "A2" wird eine Deletion der Bp 1-375 verstan-
den (d. h. A EcoRI-BamHI) und infolgedessen ein Entfernen
sowohl des Tetracyclin-Promoter=-Operators und der Struk-
turgene, die fiir Tetracyclin—Resiétenz codieren, Die Be=
zeichnung "A3" bedeutet eine Deletion der Bp3611-4359

(d. h. APstI-EcoRI) und die Eliminierung der Ampicillin-
Resistenz. "A4" wird verwendet, um das Entfernen der

Bp ~900~~1500 vom trp-Operon-Fragment 5 (Fig. 1) zu be-
zeichnen, in dem die Strukturgene Iiir dasvtrpD-Polypeptid
eliminiert gind,

Die trp~Leader-Sequenz ist aus den Basenpaaren (Bp) 1-162
aufgebaut, angefangen vom Startpunkt fiir die trp-mRNA, Ein
auf 14 Aminos8uren geschitztes trp-Leader-Polypeptid wird
durch die Bp 27-T71 codiert, die den ATG-Nukleotiden folgen,
die fiir das Translations-Startsignal codieren. Die trp-
Attenuator-Region enthdlt aufeinanderfolgend GC-reiche und
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AT-reiche Sequenzen, die zwischen den Bp 114 und 156 lie-
gen. Die Attenuierung wird offensichtlich durch mRNA-
Nukleotide bewirkt, die durch die Bp ~134-141 der Leader-
Sequenz codiert werden. Um heterologe Polypeptide unter
dem EinfluB der trp-Leader-Ribosomen-Bindestelle zu expri-
mieren und gleichzeitig die Attenuierung zu verhindern,
miissen die folgenden Kriterien beachtet werden:

1» Die Basenpaare 134-141 oder noch mehr iiber das Bp 141
" hinaus miissen deletiert werden,

2., das ATG=Codon des inserierten Gens muf, wie bekannt, in
der richtigen Lage zu einer Ribosomen-~Bindestelle aus-
gerichtet sein (siehe z. B. J. A. Steitz "Genetic
gignals and nucleotide sequences in messenger RNA" in
Biological Regulation and Control (ed. R. Goldberger)
Plenum Press, N.Y. (1978)),

3. wo ein homolog-heterologes Fugionsprotein produziert
werden soll, sollte das Tfanslations-\tartsignal einer
homologen Polypeptidsequenz verfiligbar bleiben, und die
Codons fiir den homologen Teil des Fusionsproteins miis-
sen in Phase ohne dazwischenliegende Translations-
Stopsignale inseriert werden,

Wenn beispielsweise alle Basenpaare innerhalb der Leader-
Sequenz distal vom Bp 70 deletiert werden, wird die
Attenuator-Region entfernt, die ATG-Sequenz, die fir das
Translations~Startsignal codiert, verbleibt und der da=-
Zwischenliegende Translations=-Stop, codiert durch TCA (Bp
69=T71), wird entfernt durch Eliminieren von A und die
darauffolgenden Nukleotide. Zine derartige Deletion hitte
als Ergebnis die Expression eines Fusionsproteins, das mit
dem Leader-Polypeptid beginnt und mit demjenigen Polypep~-
tid endet, das durch irgendeine heterologe Insertion
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codiert wird. Von diesen Polypeptiden wird eine distale
Region eines an die Leader-Sequenz anschliefenden trp-
Operon=Polypeptids eingeschlogsen, die durch das AusmaB
der Deletion in der 3'-Richtung bestimmt wird, Eine in
das Gen E hineinreichende Deletion wiirde daher zur Ex-
pression eines homologen Vorliufers fithren, der die I~
Sequenz und die distale Region des Gens E (jenseits des
Endpunkts der Deletion) enthdlt, verbunden mit der Se-
quenz, die durch irgendeine folgende Insertion codiert
wird, usw, '

Zwei besonders brauchbare Plasmide, aus denen die Attenua-
tor-Region entfernt wurde, sind die Plasmide pGM1 und pGlM3
(G. P, lMiozzari et al., J. Bacteriology 133, 1457 (1973)).
Diese Plasmide tragen die Deletionmen trp AIE 14713 und

trp AIE 1417 und exprimieren {unter der Kontrolle des
trp-Promoter-Operators) ein Polypeptid, das ungefihr die
ersten sechs Aminos#uren des trp-Leaders und distale
Regionen des E-Polypeptids enthdlt., In dem besonders be-.
vorzugten Fall des Plasmids pGM1 wird lediglich etwa das
letzte Drittel des E-Polypeptids exprimiert, wohingegen
pGlH3 nahezu die gesamte digtale HElfte des E~Polypeptid=-
Codons exprimiert. Der Stamm E.coli K-12 W3110 tna 2 trp~
A1Q02, der pGl1 enth#lt, ist bei der American Type Culture
Collection (ATCC) unter der Nummer 31622 hinterlegt. Das
Plasmid pGM1 kann auf herkdmmliche Weise aus dem genann- -
ten Stamm zur Verwendung in den unten beschriebenen Ver-
fahren entfernt werden,

Eine Noglichkeit, um mit den durch die Erfindung bereit-
gsestellten Mitteln Deletionen einzﬁfﬁhren, ist das spezi-
fische Schneiden von doppelstringiger DNA an jeder ge-

winschten Stelle. Ein Beispiel dieser Schneidetechnik ist
unten im Teil IV der Beschreibung der Experimente dargGJ
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legt. Dabei wird doppelstringige DNA in einem den beab-
sichtigten Schneidepunkt umgebenden Bereich durch Reak-
tion mit A -Exonuklease in einzelstréingige DNA umgewan-
delt., Daraufhin wird ein synthetischer oder anderer Ein~
zelstrang-DNA~Primer an das vorher gebildete Einzelstrang-
stiick durch Watson-Crick-Basenpaarung hybridisiert. Dabel
muf gichergestellt sein, daB das 5'-Ende der Primer-
Sequenz exak?t gegeniiber demjenigen Nukleotid auf dem
ersten Strang endet, das genau vor dem beabgichtigten
Schneidepunkt liegt. Als ndchstes wird der Primer durch
Reaktion mit DNA-Polymerase in 3'=Richtung verlingert,
wodurch derjenige Teil der urspringlich doppelstréngigen
DA, der vor dem beabsichtigten Schnittpunkt liegt, Wie=
der hergestellt wird, der im ersten Schritt verlorenge~
gangen war. Gleichzeitig oder danach wird derjenige Teil
des ersten Stranges, der jenselts des beabsichtigten
Schnittpunkts liegt, wegverdaut. Das nachfolgende 3chema
veranschaulicht diesen Vorgang noch einmal, wobei "v"

den beabsichtigten Schnittpunkt kennzeichnet:

4
. ® e e -\f
a) beabsichtigter Schnitt-
> ® 0P pum;_b ’1v!?
L v . . —
b) ’ ‘ Bilden eines Zinzelstran-
seesve ges im Bereich von "v"
LAE 2R BR AR J v
c) Primer-Hybridisierung
. v " .
a) et Verlingerung des Primers
L 2R IR BN B N 4 ——_—%M”_‘
* eI V
e) Einzelstrangverdauung
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In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform werden die
Schritte (d) und (e) gleichzeitig ausgefilhrt, wobei eine
Polymerase verwendet wird, die gleichzeitig die vorstehen-~
den Einzelstrangenden in der 3' —s 5'=-Richtung verdaut
und den Primer (in Anwesenheit von JATP, dGTP, 4TTP und
dCTP) in der 5'— 3'=Richtung verlingert., Besonders ge-
eignet flir diese Zwecke ist die Klenow-Polymerase I, d. h.
dasjenige Fragment, das durch proteolytisches Spalten der
DNA-Polymerase I erhalten wird und die 5'-—= 3'=Polymeri-
gierungsaktivitit sowie die 3! —= 5'-Exonukleaseaktivitis
des Elternenzyms aufweist, dagegen seine 5! ——= 3'!'=Exo=-
nukleaseaktivitdt verloren hat (A. Kornberg, DNA Synthesis,
98, W. H., Freeman und Co., SFO (1974)).

Bei Verwendung des eben besgchriebenen Verfahrens kdnnen
Attenuator-Deletionen in einem ein $rp-Operon enthalten-
den Plasmid auf jede nur gewlinschte Veige eingefiihrt wer-
den. Das Plasmid wurde vorher in die lineare Form i{iber-
fihrt, belspielsweise durch einen Schanitt an einer Regirik-~
tlonserkennungsstelle stromabwirts von dem beabsichtigten
. Schnittpunkt, an dem das Molekiil stumpfendig sein soll
(siehe Bereich "v" im oben gezeigten Schema). Nach dem
Deletieren der Attenuator-Region wird das Plasmid wieder
in die Ringform gebracht, Dies kann beispielsweise durch
Verbinden der stumpfen Enden oder auch durch andere Metho-
den geschehen, die dem Fachmann bekannt sind.

Obwohl die Erfindung die direkte Expression heterologer
Polypeptide unter der Kontrolle des trp-Promoter-Operators
unfaflt, 18t der bevorzugte Fall die Expression von fusio-
nierten Proteinen, die sowohl homologe als auch heterologe
Sequenzen enthalten, wobei letztere vorzugsweise durch
extrazellulédre llafnahmen spezifisch von den homologen
Proteinen abspaltbar sind. Ganz besonders bevorzugt sind
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Fusionen, in denen der homologe Tell eine oder mehrere
Aminosduren des trp-Leader-Polypeptids enthdlt und etwa
ein Drittel oder mehr der trpB-Aminosiuresequenz (dista-
les Ende). So erhaltene Fusionsproteine scheinen unter
Expressionsbedingungen bemerkenswert stabil gegen Abbau
zu sein,

Das Bakterium Z.coli K-12, Stamm W3110 tna 2 trp A102
(pGl1), ATCC Nummer 31622, kann dazu verwende® werden,

den Vorrat des Plasmids pGl1 zu vervielfachen, das be-
vorzugt fliir die Konstruktion des Attenuvator-freien tTrp=-
Promoter-Operator-Systems der Erfindung verwendet wird.
Dieger Stamm ist in Gegenwart von Anthranilat phénoty-
pisch trp+ und kann in Minimalmedium, beispielsweise 1B,

dag mit SO/ug/ml Anthranilsat supplementiert wurde, wachsen.

Alle Bakterienstimme, die im Zusammenhang mit der Erfin-
dung fiir die trp-Promoter~Operator dirigierte Expression
verwendet werden, sind trp Repressor+ (Trp R+) wie im PFall
des Wildtyp E.coli, so daB die Repression sichergestell?t
igt, bis die heterologe Expression angestrebt wird.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die DNA-Rekom=
bination in B.coli K-12, Stamm 294 (end A, thi , hsr ,
‘bem!), ATCC Nummer 31446, durchgefithrt, einem Bakterien-
stamm, dessen Membraneigenschaften die Transformation
erleichtern. Plasmide, die heterologe Polypeptide produ~-
zieren und im Stamm 294 gewachsen sind, werden auf die
ibliche Weise extrahiert und in Losung gehalten (bei-

spielsweise 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) beli Tempera=-
turen von etwa =20 ¢ pis 4 °C. Pir die Ixpression unter
industriellen Bedingungen wird andererseites jedoch bevor-
zugt ein widerstandsfihigerer Stamm verwendet, nimlich
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E.coli K~12 A"F RY 308 gtr®, gal 3087, ATCC Nummer 31608.
RV 308 ist ern@hrungsmifig Wildtyp und wichst gut in Mini-
malmedivm, in dem alle ndtigen Macromolekiile aus einer {ib-
lichen Mischung von Ammonium-, Phosphat- und Magnesium-
salzen, Spurenelementen und Glukose synthetisiert werden.
Nach der Transformation einer RV 308-Kultur mit dem aus
dem Stamm 294 agbgeleiteten Piasmid wird die Kultur auf
einem Medium plattiert, das fiir einen Marker selek:tiv igt
(beisplelsweise Resistenz gegen ein Antibiotikum), den das
Plasmid frégt. BEine Transformantenkolonie wird abgeimpf?t
und in einer Flaschenkultur gezlichtet. Aliquots dieger
Flaschenkultur werden in 10 % DMSO oder Glycerinldsung

(in sterilen Theaton-Flischchen) in einem Kthanol-Trocken-
eisbad schockgefroren und auf =80 °¢ tiefgefroren. Um das
codierte heterologe Polypeptid zu produzieren, werden Pro-
ben der Kultur in einem Medium gezlichtet, das Tryptophan
enthdlt, um den trp~Promoter-Operator zu reprimieren. An-
schlieBend wird dem System das zugegebene Tryptophan ent-
zogen, um die Expression zu ermoglichen.

Fir die erste Wachstumsstufe kann beispielsweige IB-Medium
verwéndet werden (J.H., Miller, Experiments in Molecular
Genetics, 433, Cold Spring Harbor Laboratory (1972)), das
pro Liter wiBriger Ldsung 10 g Bacto Trypton, 5 g Bacto
Hefeextrakt und 10 g NaCl enth#lt. Vorzugsweise 188t man
die beimpfte Kultur bis zu einer optischen Dichte (0.D.)
von 10 oder mehr (bei 550 nm), insbesondere zu einer o.D.
von 20 oder mehr, besonders bevorzugt jedoch zu einer o,D.
von 30 oder mehr wachsen, jedoch nicht bis zur stationiren
Phase.

Plir die Derepression und Expression wird die beimpfte Kul-
tur als n#chstes unter Bedingungen geziichtet, unter denen
der Zelle das zugegebene Tryptophan entzogen wird,
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Din geeignetes Medium fiir ein derartiges Waéhsﬁum ist M9
(J, B, Willer, Seite 431, a.a.0.), das wie folgt herge=-
stellt wird (pro Liter):

KHEPO4 38
Na,HEO, 6 g
NaCl 0,5 g
NaACI 18

Nach dem Autoklavieren wird dieser Mischung zugegeben:

10 ml 0,01 M CaCl,

2
1 ml 1 M MgSOZ‘r
10 ml 20 % Glukose
Vitamin B1 1/ug/ml

"Humko Hycase Amino"

oder DIFCO Kgsein-Aminosiuren 40/ug/ml.

Das Aminos#uresupplement ist ein Hydrolysat von Kaseiﬁ,
dem Tryptophan fehlt.

Un die Expression des heterologen Polypeptids zu gtarten,
kann man beispielsweise die in einem Trypfophan-reichen
Medium gewachsene Impfkultur in einem grtBeren Volumen
eines Mediums verdiinnen, das kein zusitzliches Tryptophan
enthdlt (beispielsweise in einer 2- bis 10fachen Verdiin-
nung). Man 138t die Kultur dann bis zu einer gewiinschten
Dichte wachsen (vorzugswelse bis kurz vor die stationire
Tachstumsphase) und erhdlt das angestrebte Produkt auf
iibliche Weise durch Lyse, Zentrifugieren und Reinigen.

In dem Wechstumsstadium des Tryptophanentzugs 1E8+ man
die Zellen vorzugsweise bis zu einer o0.D. von mehr als 10,
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insbesondere von mehr als 20 und besonders bevorzugt bis

zu oder Uber eine o0.D., von 30 (jeweils bei 550 nm) wachgen,
ehe das angestrebte Produkt isoliert wird.

Alle DNA~Rekombinations-Experimente, die in dem folgenden
experimentellen Teil beschrieben werden, wurden bei ‘
Genentech Inc. in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des
Hational Institutes of Health (HIH) beziiglich der For-
schung mit rekcmbinanter DNA durchgefiihrt. |

I, Expresgssion des D-Polypeptid-Fusionsproteins

Ii1$ Bezug auf die Fig., 1 bis 3 wird ein bevorzugtes
Verfahren zur Expression von Fusionsproteinen beschrie-
ben, die das gewlinschte Polypeptid enthalten und, daran
angebunden, einen Teil der AminosHuresequenz des trpD-
Polypeptids, das in vitro mittels einer Aminosiure
Hethionin, die spezifisch fiir ein CNBr-Spalien sensitiv
ist, abgetrennt werden kann.

A) Konstruktion von pBRHirD

Dag Plasmid pGM1 (1, Fig. 1) trigt das E,coli-
Tryptophan-Operon, das die Deletion ALE 1413 ent-
hdlt (G, F. Miozzari et al., (1978), J. Bacteriolo-
gy 1457-1466) und exprimiert somit ein Fusionspro-
tein, das die ersten sechs Aminosduren des trp-
Ieaders und annshernd das letzte Drittel des $rpE~
Polypeptids (im nachfolgenden als die Verbindung
IE' bezeichnet) ebenso wie das vollstindige trpD-
Polypeptid, enthdlt, alle unter der Kontrolle des
trp=Promoter-Operator-Systens. Zo/ug des Plasmids
werden mit dem Restriktionsenzym Pvull verdaut,

das das Plasmid an finf Stellen schneidet. Das Gen-
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fragment 2 (Fig. 1) wird als ndchstes mit einer
EcoRI-Verbindungsstelle, einem sogenannten Linker
(begtehend aus einem in sich selbst komplementéren
Oligonukleotid 3 (Fig. 1) der Sequenz pCATGAATTCATG)
xombiniert, wodurch eine EcoRI-Schnittstelle fiir ein
spiteres Clonen in ein Plasmid 20 (Fig. 6), das eine
EcoRI-Erkennungsstelle enthdlt, zur Verfligung ge=-
gtellt wird, Die durch das Plasmid pGM1 erhaltenen
20/ug des DNA-Fragments 2 (Fig. 1) werden mit 10
Einheiten T4—DNA-Ligase in Anwesenheit vorn 200 Pico=-
molen des 5'=-phosphorylierten, synthetischen Oligo-
nukleotids 3 (Fig. 1) mit der Sequenz pCATGAATTCATG
und in 20 /ul T 4-12NA&-Ligase-Puff er (20 mM Tris, pH
7,6; 0,5 mi ATP, 10 mi MgClz, 5 mil Dithiothreit) bei
4 °C iber Nacht behandelt. Die Losung wird daraufhin
10 Winuten lang bel einer Temperatur von 70 e, ST~
hitzt; um die Ligasebindung zu stoppen. Die Linker
werden durch EcoRI-Verdauung geschnitten, und die
Fragmente, die nun EcoRI-Enden enthalten, werden mit-
tels 5 %iger Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (im
folgenden PAGE genannt) voneinander getrennt. Die
drei grtB8ten Fragmente werden sodann aus dem Gel iso=-
liert, indem sie zuerst mit Athidiumbromid markiert,
danach die Pragmente mit Ultravioclett-Licht lokali-
giert und schlieBlich die interessierenden Teile aus
dem Gel herausgeschnitten werden. Jedes Gelfragment’
wird mit 300 Mikroliternm 0,1 x TBE in einen Dialyse-
schlauch iiberfiihrt und in einem 0,1 x TBE~Puffer bel
100 V eine Stunde lang einer EkEktrophorese unterwor-
fen (der TBE=-Puffer enthd#lt 10,8 g Tris, 5,5 g Bor-
ggure, 0,09 g NaZEDTA in11 HzO), Die wilrige Losung
wird aus dem Dialyseschlauch gesammelt, mit Phenol
extrahiert, mit Chloroform extrahiert, und 0,2 Na-
triumchlorid-molar gemacht und die DNA in Vasser
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tiberfithrt, nachdem sie mit Kthanol gefdllt wurde.
(Sgmtliche DNA~Fragment-Isolierungen, die im fol-
genden beschrieben werden, wurden unter Verwendung
von PAGE, gefolgt von der eben beschriebenen Methode
des Elektroeluierens, durchgefilhrt,) Das Gen 5 (Pig.
1), das den trp-Promoter-Operator enthilt sowie iiber-

-stehende EcoRI-Enden aufweist, wird in einem Verfah-

ren identifiziert, das als nichstes beschrieben wer=
den wird, welches das Einfiigen von Pragmenten in ein
Tetracyclin-sensitives Plasmid 6 (Fig, 1) zur Folge
hat, das, infolge der Promoter-Operator-Insertion,
Tetracyclin-regsistent wird.

Herstellen des Plasmids pBRHtrp, das unter der Kon-
trolle des trp-?romoter-Operators Tetracyclin-
Resistenz exprimiert sowie Identifizieren und Ver-
vielfdltigen des im obigen Abschnitt A) isolierten
DNA-Fragments 5 (Fig. 1), das den trp-Promoter-
Operator enthidlt.

Das Plasmid 6 (Fig. 1) mit der Bezeichnung pBRH1

(R. I. Rodriguez et al,, Nucleic Acids Research 6,
3267-3287 (1979)) exprimiert Ampicillin-Resistenz
und enthdlt das Gen fir Tetraéyclin—ResiStenz, wel=-
ches allerdings, da kein dazugehSriger Promoter vor-
handen is%t, diese Resistenz nicht exprimiert, Dem-
entsprecherd ist das Plasmid met*acvclln-se 81b1v,
Durch Einfiihren eines promotew-Operator—Svstems in
die EcoRI-Erkennungsstelle kann das Plasmid Tetra-
cyclin-resistent gemacht werden. Das Plasmid pBRH1
wird mit EcoRI verdaut, worauf das Enzym durch FPhenol-
Extraktion entfernt wird, gefolgt durch eine Chloro-
form=Extraktion und Tiederaufnahme in Tasser nach
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einer Athanolfdllung. Das entstandene DNA-Molekiil 7
(Fig. 1) wird, in getrennten Reaktionsmischungen, mi?t
jedem der drei DNA-Fragmente, die im oben geschilder-
ten Teil A) erhalten wurden, kombiniert und mit T4-
DNA-Ligase, wie vorstehend beschrieben, verbunden.

Die in der Reaktionsmischung vorhandene DNA wird durch
Standardtechniken (V, Hershfield et al., Proc Nat'l
Acad Sci USA 71, 3455=3459 (1974)) dazu verwendet,

um einen kompetenten E.coli K-12, Stamm 294 (K, Back-
man et al., Proc Nat'l Acad Sci USA 73, 4174-4198
(1976)) (ATCC Nummer 31448) zu transformieren, worauf
die Bakterien auf IB-Platten, die 20/ug/ml Ampicillin
und S/ug/ml Tetracyclin enthalten, plattiert werden.
Eg werden einige Tetracyclin-resistente Kolonien
gselektiert, die Plasmid-DNA isoliert und die Anwesgen-
heit des gewlinschien Fragments durch eine Restriktlons=~
enzym-Analyse sichergestellt. Das resultierende
Plasmid 8 (Fig. 1), mit der Bezeichnung pBRHtrp,
exprimiert B-Lactamase, verleiht Ampicillin-Resistenz,
und es enthdlt ein DNA-Fragment, das den trp-Promoter-
Operator einschlieBt und fir ein erstes Protein co=-
diert, das aus einer Fusion der ersten sechs Amino-
siuren des trp-leaders und annshernd des letzten
Drittels des trpE-Polypeptids (dieses Polypeptid wird
IE' genannt) besteht, sowie flir ein zweites Protein,
entsprechend der ungefdhr ersten Hilfte des trpD-
Polypeptids (dieses Polypeptid wird D' genannt) und
welterhin fiir ein drittes Protein, fiir das das Gen
fiir Tetracyclin~Resistenz codiert.

Chﬁnierende Gene fiir verschiedene Zndprodukt-Poly-
peptide und die Expression dieser Gene als Fusions-
proteine, die das Endprodukt und eilmen spezfisch
gpaltbaren trpD-Polypeptid-Vorliufer enthalten
(Fig, 2),
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Aus dem Plasmid pBRHUrp 8 erhZlt man ein den trp~-
Promoter=Operator und Codons fiir die IE'= und D'~
Polypeptide aufweisendes DNA-Fragment, das in Plas-
mide inseriert wird, die Strukturgene fiir verschie-
dene gewlnschte Polypeptide enthalten, im folgenden

beispielshaft dargestellt fiir den Fall des Somato-
gtatin (Pig. 2).

Das Plasmid pBRHirp 8 wird mit dem Restriktions-
enzym EcoRI verdaut und das so éntstandene Fragment 5
(Fig. 2) durch PAGE und Elektroeluierung isoliert.
Das EcoRI-verdaute Plasmid pSom11 (XK. Itakura et ai.,
Science 198, 1056 (1377)); GB~PS 2 007 676 A) wird
mit Fragment 5 (Fig. 2) vereint. Die lMischung wird,
wie oben beschrieben, mit T4-DNA-Ligase verbunden,
und mit der resultierenden DNA wird T,coli K=-12,
Stamm 294, wie bereits geschildert, transformiert.
Transformierte Bakterien werden auf Ampicillin ent-
haltenden Platten selektiert. So erhaltene Ampicillin-
resistene Kolonien werden durch Hybridisieren der
Kolonien gepriift (M. Gruenstein et al., Proc Nat'l
Acad Sci USA 72, 3951-3965 (1975)), wobei als Ver-
gleich das aus dem Plasmid pBRHtrp 8 isclierte, den
trp-Promoter-Operator enthaltende Fragment 5 (Fig., 2)
verwendet wird, das mit P32 radioaktiv markiert wurde.
Verschiedene Kolonien, die sich bei der Hybridisie-
rung der Kolonien als positiv herausgestellt_haben,
werden selektiert, die Plasmid-DNA wird isoliert

und die Orientierung des inserierten Fragments durch
Restriktionsanalyse bestimmt, wobei die Restriktions-
enzyme BglII und BamdI in einer Doppelverdauvung ver-
wendet werden., Der Stamm Z.coli 294, der das Plasmid
11 (Fig, 2) mit der Bezeichnung pSom7A2 enthilt,
welches das trp-Promoter-Operator-~Fragment in der
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gewiinschten Orientlerung aufweist, wird in IB-lMedium
geziichtet, das 10/ug/ml Anpicillin enth#lt, Man 1&83%
die Zellen bis zu einer optischen Dichte von 1
wachsen (bei 550 nm), sammelt sie durch Zentrifu-
gieren und resuspendiert sie in MS-Medium in zehn-
facher Verdiinnung. Man 188+ die Zellen daraufhin
zwei bisg drei Stunden lang wachsen, bis sie wieder
eine optische Dichte von 1 aufweisen, lysiert sie
und anglysiert das vollsténdige zelluldre Protein
mit SDS (Watriumdodecylsulfat), Harnstoff (15 %)

und Polyacrylamid-Gel=-Elektrophorese (J. V. Maizel
Jr. et al., Meth Viral 5, 180-246 (1971)).

In Fig. 3 ist eine Protein-Gel-Analyse dargestell?,
bei der simbtliches Protein von verschiedenen Kultu-
ren der GroBe nach getrennt wurde, Die Dichte der
einzelnen Banden gibt die llenge wieder, in der die
entsprechenden Proteine vorliegen. In der Abbildung
der Fig, 3 sind die Spalten 1 und 7 Kontrollen, die
eine Vielzahl von Proteinen enthalten, deren GrdBe
vorher bestimmt wurde und die als Referenz dienen.
In den Spalten 2 und 3 ist zellul&res Profein von
Kolonien des Stammes E,coli 294 gewandert, der mit
dem Plasmid pSom7A2 11 transformiert wurde und ent-
weder in IB-Medium (Spalte 2) oder in M9~Medium
(Spalte 3) geziichtet wurde, Die Spalten 4 und 5 ent-
halten zellul&res Protein, das aus dunlichen Zellen
erhalten wurde, die mit dem Plasmid pTh«7A2 trans-
formiert wurden. Hierbel handelt eg sich um ein
Thymosin~exprimierendes Plasmid, das durch ein im
wegentlichen mit dem bereits beschriebenen identi-
gchen Verfahren erhalten wird, wobei von dem Plasmid
pTho(1l ausgegangen wird (siehe die gemeinsam von
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Roberto Crea und Ronald B, Wetzel auf die Ammelderin
iibergegangene US-Patentanmeldung, eingereicht am

28, Februar 1980 bezliglich der Thymosin{O(1-Produktion;
durch dieses Zitat ist die Patentanmeldung in die
Offenbarung mit einbezogen). Die Spalte 4 enth#lt
zelluldres Protein von E.coli 294/pThA7A2, das in
IB-lledium gewachsen igt, wohingegen die Spalte 5
Zellprotein aus derselben Transformanten enth#lt,
die jedoch in M9-Medium gewachsen ist, Spalte 6,
eine weitere Kontrolle, ist das Proteinmuster von
E.coli 294/pBR322, gewachsen in IB-ledium,

Bin Vergleich mit den Kontrollen zeigt, daB die
oberste der beiden am stirksten hervortretenden
Banden in den Spalten 3 und 5 Proteine derjenigen
GroB8e enthalten, die im Fall der Ixpresgion eines
Fusionsproteins erwartet wird, das das D'=FPolypep~
tid und Somatostatin bzw., Thymosin enthdlt (die
andere ausgeprigte Bande enthilt das LE'~Polypeptid
als Ergebnis der Deletion des Attenuators). Fig. 3
bestédtigt, daf die Expression in Tryptophan-reichenm
Iledium reprimiert ist, jedoch unter Tryptophan-
llangelbedingungen dereprimiert ist.

Bromcyan-Spaltung und Radioimmunoassay des Hormon-
produkts

Sowohl im Fall des Thymosins als auch des Somato-
statins wird das vollsté&ndige zelluldre Protein

nit Bromcyan gespalten, das Spaltprodukt wiederge=-
wonnen und nach dem Trocknern in Puffer resuspendiert
‘und durch Radioimmunoassay analysiert, wodurch '
sichergestellt wird, dall das Expressionsgprodukt
immunologisch identisch ist mit Somatostatin bzw,
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Thymosin. Das Spalten mit Bromcyan ist beschrieben

bei D. V. Goeddel et al., Proc Nat'l Acad Sci USA 76,
106=110 (1979).

II. Konstruktion von Plasmiden filr die direkte Expression
heterologer Gene unter der Kontrolle des trp~Promoter=-
Operator=-Systens

Die Strategie fiir eine direkte Expression hat die Schaf-
fung eines Plasmids zur Folge, das distal von allen
Kontrollelementen des trp-Operons eine einzige Restrik-
tionserkennungsstelle aufweist, in welche heterologe
Gene anstelle der trp~Leader-Sequenz und in richtigem,
rdunlichem Verhdlitnis zu der trp-Leader~Ribosomen~
Bindestelle des Polypeptids geclont werden kinnen, Die
Durchfithrung der direkten Expression wird im folgenden
fiir den Fall der Expression des menschlichen Wachstums~
hormons beispielhaft beschrieben.

10,ug des Plasmids pSom7A2 11 werden mit EcoRI geschnit-
ten und das DNA-Fragment 5 (Fig. 4), das die geneti-
schen Begtandteile fiir Tryptophan enth&#lt, wird durch
PAGE und FlehtroeTuierun@ isoliext. Z/ug dieses Prag-
ments werden mit zwei Einheiten der Resﬁrlktlonsendo-
nuklease Tagl verdaut, und zwar 10 Minuten bei 37 C,
so daB im Durchschnitt nur eine der vermutlich finf

. TagI-Erkennungsstellen in jedem Molekil geschnitten
wird., Diese teilweise verdaute Fragmenitmischung wird
durch PAGE getrennt und ein amnihernd 300 Baseunpaare
langes DNA Fragment 12 (Fig. 4), das ein ZcoRI-Ende
und ein TaqI-Ende enthilt, wird durch Elektroeluierung
isoliert, Die korrespondierende TagI-Erkennungsstelle
igt zwischen den Startstellen fiir die Transkription
und die Translation angeordnet und lisgt 5 Nukleotide
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Stromaufwidrts vom ATG=Codon des trp-Leader-Peptids. Die
DNA~Sequenz dieses Bereichs ist in Fig. 4 gezeigt, enn
man wie beschrieben verfshrt, kann ein Fragment isoliert
werden, das alle Kontrollelemente des trp~Operons ent-
h&lt, 4. h. das Promoter-Operator-Systen, dag Transkrip-
tions-Initiationssignal und die trp-Leader-Ribosomen-
Bindestelle.

Als n&chstes wird der denm Translations=-Startsignal fir
die trp~Leader-Sequenz benachbarte TagI~Rest am 3'=Ende
des erhaltenen Fragments in eine Xbal-Erkennungssitelle
ungewandelt, wie Fig., 5 zeligt. Dies erfolgt durch An-
knlipfen des oben erhaltenen Fragments 12 an ein Plasmid,
das nur eine einzige EcoRI- und eine einzige XbalI-Br-
kenmungsstelle enthdlt, Fiir diese Zwecke kann men im
wesentlichen jedes Plasmid verwenden, das aufeinander—
folgend ein Replikon, einen selektierbaren Marker, bei=-
gpielsweise eine Antibiotikum-Resistenz, und EcoRI~-,
Xbal- und BamHI-Erkennungssitellen enthilt, Hierzu kann
beispilelsweise eine XbaI-Erkennungssielle zwischen die
EcoRI~ und BamHI-Erkennungsstelle auf dem Plasmid
PBR322 eingefiigt werden (F. Boliver et al., Gene 2,
95119 (1977)), und zwar beispielsweige in der Veise,
dall an der einzigen HindIII-ErkennungsstellefdeswPlas-
mids mit dem Restriktionsenzym HindIIT geschnitten wird,
gefolgt von einer Einzelstrang-spezifischen Nuklease~
verdauung der so entstandenen iiberstehenden Enden und
Verkniipfen der stumpen Enden eines sich selbst fest
verbindenden doppelstringigen, synthetischen Nukleotids,
das beispielsweise eine Brkennungsstelle CCTCTAGAGG
enthédlt, Andererseits konnen auf naiiirliche Teise er-
haltene DIA-Fragmente verwende’ werden, wie im vorlie=
genden Fall, die eine einzelne IbaI—ErkennungSstelle
zwischen DcoRI~ und BamBI-Schhueideresten enthalien,
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Wit tblichen Mitteln wurde somit ein EcoRI- und BamHI-
Verdauungsprodukt des Genoms des Hepatitis B-Virus her-
gestellt und zwischen die EcoRI=~ und BamHI-Erkennungs-
stellen des Plasmids pGH6 eingefiigt (D. V. Goeddel et al.,
Nature 281, 544 (1979)), wodurch das Plasmid pHS32 ge-
bildet wird., Dag Plasmid pHS32 wird mit Xbal geschnitien
und aufeinanderfolgend mit Phenol und Chloroform extra-
niert und mit Athanol gefdllt. Ee wird dann mit 1/u1
E.coli~Polymerase I, Klenow-Fragment in 30/u1 Polymerase-
Puffer (50 ml Calciumphosphat pH 7,4, 7 mil MgClg; 1 mi
B-lercaptodthancl), enthaltend 0,1 mil dTTP und 0,1 mil
dCTP, vorerst 30 Minuten lang bei O ¢ und dann 2 Stunden
bei 37 0y behandelt. Diese Behandlung hat zur Folge, dal
zwei der vier, zu der am 5'~Ende iberstehenden Xbal-
Schneidestelle komplementdren Nukleotiden aufgefiills wer-
den: '

5t CTAGA —— 5! CTAGA —

—_—
3! T 31 7CT

7wei Nukleotide, dC und dT, werden auf diese Yeise ein-
gebaut, wodurch ein Ende mit zwei 5'~iiberstehenden
Tukleotiden entsteht, Dieser lineare Rest des Plasmids
pHS3213 wird (nach Phenol- und Chloroformextraktion und
Wiederaufnahme in Wasser nach Athanolf#llung) mit EcoRI
geschnitten, Das grofe Plasmidfragment 13 (fig, 5) wird
von dem kleineren EcoRI-XbaI-Fragment durch PAGE ge-
trennt und nach Blektrosluierung isoliert. Dieses DHA-
Pragment 13 von pHS32 G~0,2/ug) wird, unter dhnlichen
Bedingungen wie oben beschrieben, an das BcoRI-TagI-
Fragment des Tryptophan~-Operons (0,01/ug) angekalipft,
wie in Fig. 5 dargestellt, Beil diesenm Verfanren wird
das iiberstehende TagqI-Ende mit dem verbleibenden iber-
stehenden XhaIl-Ende verkniipft, wobel sogar vermutet
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wird, daB nicht iiberall Watson-Crick-Bagenpaarung vor-
liegt:

—_—T CTAGA . —— TCTAGA ———

—_—

——— AGC TCT ~——AGOTCT e’

Ein Teil dieser Verkniipfungs~Reaktionsmischung wird
in B.coli 294~Zellen transformiert, wie oben in Ab-
schnitt I beschrieben, hitzebehandelt und auf IB-
Platten, die Ampicillin enthalten, plattiert.

24 Kolonien werden selektiert, in 3 ml IB-Medium ge-
zlichtet und das Plasmid isoliert. Sechs dieser Plag-
nide zeigten via E,coli katalysierter DNA-Reparatur _
und -éeplikation eine vOllig Wiederhergéstellte Lbal~
Erkennungsstelle:

—— TCTAGA ——

TCTAGA

>

— AGCTCT — AGATCT

Diese Plasmide wurden auch sowohl durch EcoRI als auch
Hpal geschnitten und ergaben die erwarteten Restrik-
tionsfragmente, Ein Plasmid 14 (Fig. 5), genamnt pTrp 14,
wurde fir die Expression heterologer Polypeptide ver-
wendet, wie im fblgehden diskutiert werden wird, .

Dag Plasmid pHGH107, mit dem Bezugszeichen 18 in Fig, 6
(D. V. Goeddel et al., Nature, 281, 544 (1979)) enthilt
ein Gen fir menschliches Jachstumshormon, bestehend aus
23 AminosHurecodons, hergestellt aus synthetischen DNA-
Pragmenten und weiteren 163 Aminos&urecodons, erhalien
aus komplementdrer DNA, die mittels reverser Transkrip-
tion der m-RWA des menschlichen Vachstumshormons erhal-
ten wurde, Dieses Gen 21 (Pig. 6) enthil®, obwohl ihm
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die "pre"-Sequenz des menschlichen Wachstumshormons
fehlt, ein ATG-—Translations‘-Initiationscodon% Das Gen
wird aus 10/ug pEGH107 nach Behandlung mit EcoRI und
nachfolgend mit E,coli~Polymerase-I-Klenow~Fragment
und 4TTP und dATP, wie beschrieben, isoliert., Hach
einer Phenol~ und Chloroformextraktion und Athanol-
fEllung wird das Plasmid mit BamHI behandelt, giehe
dazu Fig., 6. Das Fragment 21, welches das Gen fir
menschliches Wachstumshormon (HGH) enthilt, wird durch
PAGE, gefolgt durch Elektroeluierung, isoliert, Das
arhaltens DWA-~Fragment enthilt weiterhin die ersten
350 Nukleotide des Strukturgens fiir Tetracyclin-
Resigtenz, nicht dagegen das Tetracyclin~Fromoter=
Operator-System, so daB - wenn es angchliefend in einen
Expressiongplasmid geclont wird - Plasmide, die die
Insertion tragen, dadurch gefunden werden konnen, dalB
die Tetracyclin-Resistenz wieder hergestellt ist. Da
das EcoRI-Ende des Fragments 21 (Pig. 6) durch die Be-
handlung mit der Klenow-Polymerase-I aufgefiillt vwurde,
weist das Fragment ein stumpfes und ein {iberstehendes
Ende auf, wodurch beim spiieren Tinfiigen in ein Bx-
pressionsplasmid die korrekte Orientierung gicherge=-
stellt ist, siehe dazu Pig. 6.

Als nichstes wird das Expressionsplasmid pTrpl4id vor-
bereifet, um das vorgtehend hergestellte, das HGH=Gen 21
enthaltende Fragment aufgzunehmen. Dazu wird das Plasmid
pTrpl1414, Xbal-verdaut, und die erhaltenen liberstehenden
Enden werden mit dem Klenow=-Polymerase~I-Verfahren unter
Verwendung von dATP, dTTP, dGTP und dCTP aufgefiillt.

Wach Phenol- und Chloroformextrakt

tion und Athenolfdl-
6 (

lung wird die resultierende DNA 1 Pig, 6) mit BamiI
‘wehandelt und das so erhaltene groBe Plasmidfragment 17

(Pig., 6) durch PAGE und FElektrcelulerung igoliert. Das
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von pTrpl4 abgeleitete Fragment 17 (Fig. 6) hat ein

stumpfes und ein tberstehendes Ende, wodurch Rekombi~
nation mit dem das HGH-Gen 21 enthaltenden Fragment,

das oben beschrieben wurde, in korrekter Orientierung
sichergestellt ist.

Das HGH=-Genfragment 21 (Fig. 6) und das pTrpl4 Xba-
BamHI~Fragment 17 (Fig. 6) werden unter Zhnlichen Be~
dingungen wie oben beschrieben zusammengefiigt und mit-
einander verkniipft. Die aufgefiillten XbaIl- und ZcoRI-
Enden werden durch stumpfendige Verkniipfung miteinander
verbunden, wodurch sowohl die XbalI- als auch die ZcoRI-
Erkennungsstellen wieder hergestellt werden:

Tbal, EcoRI, "HGH-Gen~-
aufgefiillt aufgefiillt Initiation
—TCTAG AATTCTATG— —TCTAGRATTCTATG—

+ .
—— AGATC DTAAGATAC —— ——AC@!TM ATAC —

Xbal TeoRI

Diese Konstruktion stellt auch das Gen fiir Tetracyclin-
Resistenz wieder her., Da das Plasmid pHGH107 die Tetra-
cyclin-Resistenz von einem Promoter aus exprimiert, der
stromaufwirts vom HGH-Gen 21 liegt (dem lac-Promoter),
erlaubt diese Konstruktion 22 (Fig, 6), genannt pHGH207,
die IExpression des Gens flr Tetracyclin-Resistenz unter
der Kontrolle des Tryptophan-Promoter-Operators. Dazu
wird E.coli 294 mit der Verkniinfungsmischung $ransfor-
miert und die Kolonien auf I3-Platten, die S/ug/ml
Tetracyclin enthalten, selektiert.



e 243408 3

Un die direkte Expression des menschlichen Wachstumshormons
von Plasmid pHGH207,22, nachzuweisen, wird das gesamte
zellulire Protein aus der Kultur E.coli 294/pHGH207 ge-
wonnen, nachdem die Kultur bis zu einer optiéchen Dichte
von 1 in IB-Medium mit 10 mg/ml Ampicillin geziichtet, da-
nach in MO=-Medium 1:10 verdiinnt und wieder bis zu einer
optischen Dichte von 1 gezlichtet wurde. Das gesamfe zellu-~
lire Protein wird einer SDS~Gel-Elekirophorese, wie im
obigen Abschnitt I geschildert, unterworfen und mit Ehn-
lichen Elektrophoresedaten fiir menschliches Vachstumshor=

mon verglichen, die frither von anderen gefunden wurden
(D. V. Goeddel et al., Nature, 281, 544 (1979)). Fig. 7
ist eine Fotografie des so erhaltenen, gefdrbten Gels.
Die Spalfen 1 und 7 enthalten Vergleichsproteine verschie-
dener bekannter GroBen; die Spalte 2 ist eine Kontrolle
mit dem gesamten zellul#dren Protein des Stammes E.coli
294/pBR322; die Spalte 3 enthilt Protein von E,coli 294/
pHGH107, gewachsen in IB-Medium; die Spalte 4 enthdlt
Protein von BE.coli 294/pHGH107, gewachsen in M9-ledium;
die Spalte 5 enthdlt Protein von E.coli 294/pHGH207, ge-
wachsen in IB-lMedium; und Spalte 6 entn#lt Protein E.coll
294/pHGH207, gewachsen in M9-Medium. Die dichte Bande in
Spalte 6 ist menschliches achstumshormon, wie durch denm
Vergleich zu den #hnlichen Banden in den Spalten 2 bis 4
gezeigt ist. Wie durch die Erfindung vorausgesagt, pro-
duziert der Organismus E.coli 294/pHGE207, wenn er in
Tryptophan-reichem IB-Hedium wichst, weniger Vachstums-
hormon aufgrund der Trypbtophan-Repressor-Operator-Inter-
‘aktion, und, gezogen in M9-Medium, betriZchtlich mehr HGH
als B.coli 294/pHGH107, bedingt durch die Induktion des
im Gezensatz zum lac-Promoter-Operator-System 1in pHGH107
stirkeren Tryptophan-Promoter=Operator=-Systems.
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III. Herstellen eines allgemeinen Expressionsplasmids fiir
die direkte Expression heterologer Gene unier der
Kontrolle des Tryptophan-Promoter~-Operators

Das im vorstehenden Abschnitt hergestellte Plasmid
pHGH207,22, wird als nichstes dazu verwendet, um ein
DNA~Fragment zu erhalten,das die Kontrollelsmentie

des Tryptophan~-Operons enthilt (mit Ausnahme des
Attenuators) und einen Plasmid-Expressions-Vekior
herzustellen, der fiir die direkte Expression verschie-
dener, inserierter Strukturgene geeignet igt., Zur
Strategie des Herstellens des allgemeinen Expressions-
plasmids gehdrt das Entfernen der Tryptophan-Kontroll-
region von pHGH207 durch EcoRI~Verdauung und Inserie-
ren in das EcoRI-verdaute Plasmid PBRH1, das oben in
Abschnitt I verwendet wurde. pBRH1 1gt, wie bereits
erwihnt, ein Ampicillin-resistentes'Plasmid, das die
Gene fiir Tetracyclin-Resistenz enthdlt, jedoch Tetra-
cyclin-sensitiv ist, da ein geeignetes Promoter-Opera=
tor—Systemvfehlt. |

Das so erhaltene Plasmid, pHKY1,24, dessen Konstruktion
unten detailliert beschrieben wird und in Fig, 8 dar-

gestellt ist, ist sowohl Ampicillin- als auch Tetra-
cyclin-resistent, enthilt das Tryptophan-Promoter-
Operator~System, enthzlt nicht den Tryptophaﬁ-Aﬁtenuator
und enthdlt eine einzige Xbal-Erkennungsstelle, die
distal vom Trjptophan—?romoter-Operatdr liegt. Der
Iryptophan~Promoter-Operator und die einzige Xbal=-
Erkennungsstelle sind von ZcoRI-Erkennunggstellen ein-
gefalt, so daB das Fragment, das den Tryptophan~-Promo=-
ter=Operator und die Ibal-Erkennungsstelle enth#lt, zZum
Zwecke des Zinfligens in éndere Strukturgene enthaltende
Plasmide entfernt werden kamn.
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Andererseits kinnen heterologe Strukturgene entweder
in die ZXbaI-Erkennungsstelle oder (nach teilweiser
EcoRI-Verdauung) in die EcoRI-Erkennungsstelle distal
von der Tryptophan-Kontrollregion eingefligt werden,
in jedem Fall mit dem Ziel, die Strukiurgene der Kon=-
trolle des Tryptophan-Promoter~Operator-Systems zu
unterwerfen,

Dag Plasmid pHGH207,22, wird EcoRI-verdaut und das den
trp=Promoter enthaltende EcoRI-Fragment 23 (Fig. 8)
wird durch PAGE, gefolgt von Elektroeluierung, wieder-—
gewonnen.,

Das Plasmid pBRH1,6, wird EcoRI-verdaut und die ge-
schnittenen Enden mit bekterieller alkalischer Phospha-
tase (BAP) behandelt (1/ug, in 50 wi Tris pHS8 und 10 mif
MgCl,, 30 Minuten lang bei 65 °C), um die Phosphatgrup-
pen an den Uberstehenden EcoRI-Enden zu entfernen, Der
UberschuB an bakterieller alkalischer Phosvhatase wird
durch Phenolextrakiion, Chloroformextraktion und LAtha-
nolfdllung entfernt. Die resultierende lineare DNA Ta
(Fig. 8) wird, da an ihren Uberstehenden Enden Phos-
phate fehlen, bei einer Verkmiipfung nur Insertionen
annehmen, deren komplementére iiberstehende Enden phos=-
vhoryliert sind, und wird nicht in sich selbst rezirku-
larisieren, wodurch das Aussieben nach Plasmiden, die
die Insertion tragen, erleichtert wird., Das von Plasmid
pHGH207,22, abgeleitete EcoRI~Fragment und die von
Plasmid pBRH1,6, erhaltene lineare DNA wurden in An-
wegenheit von T,~Ligase, wie bereits beschrieben, ver-
nischt und verkﬁﬁpft. Mit einem Teil der so erhaltenen
Iigchung wird der Stamm E,colli 2384, wie bersits be-
schrieben, transformiert, auf IB-Medium, enthaltend
5/ug/ml Tetracyclin, plattiert, und es werden zwdlf
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Tetracyclin-resistente Kolonien selekiiert. Aus jeder
Kolonie wird das Plasmid isoliert und auf die Anwesen-
heit einer DNA-Insertion durch Restrikiionsendonuklease-
Analyse unter Verwendung von EcoRI und Xbal liberpriift,
Ein Plasmid 24, das die Insertion enthielt, wurde

PHKY1 genannt.

Herstellen eines Plasmids, das das Tryptophan-Operon

enthidlt, féhig zur Bxpression eines spezifisch spalt-

baren Fusionsproteins, das aus sechs AminosZuren des
trp~-Leader-Peptids, dem letzten Drittel des trpE~Poly~-
peptids (genannt IE') sowie einem heterologen Struk-
turgen-Produkt besteht

Die Strategie fiir das Herstellen eines Plasmids, das
ein LE'-Fusionsprotein exprimiert, beinhaliet folgende
Schritte:

a) Bereitstellen eines Genfragments, das aus Ccdons
fiir die distale Region des LE'-Polypeptids besieht
und iiberstehende Enden einer BglII-Erkennungsstelle
am 5'-Ende und einer EcoRI-Erkennungsstelle am 3'-
bade des codierenden Stirangs aufweist

b) Eliminieren der Codons von der distalen Regilon des
LE'~Genfragments und derjenigen fiir die trpD=-Gene
aus dem Plasmid Som7A2 und Inserieren des in Stufe 1
gebildeten Fragménﬁss,wodurchudie LEJ~Codoﬁsequenz
unnittelbar stromaufwirts von der fiir das heterologe
Gen fir Somatostatin ccdierenden Codonsequenz wie=-
derhergestellt wird,
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Pig. 9a zeigt die HindITI-Verdauung des Plasmids
pSom7A2,11, gefolgt von einer A-Exonuklease-Verdau-
ung (einer 5'—e 3'=Exonuklease) unter Bedingungen,
die so gewdZhlt werden, daB jenseits der BglII-Re~
struktionserkennungsstelle innerhalb der LE' codie-
renden Region verdaut wird. ZO/ug des HindIIT~-ver-
dauten pSom7A2 werden in Puffer geldst (20 mlM Glycin-
puffer pH 9,6, 1 mi Mglly, 1 mil B=Mercaptodthanol).
Das erhaltene Gemisch wird mit 5 Einheiten A~Exo-
nuklease 60 Winuten lang bei Raumbemperatur behandelt.
Die so erhaltene Reaktionsmischung wird dann Phenol-
“extrahiert, Chlorofrom~extrahiert und mit Lthanol ge-
f81lte.

Un letztlich einen EcoRI-Rest am distalen Ende des

I8 'Genfragments herzustellen, wird mittels der bewihr-
ten Phosphotriester-ilethode (R. Crea et al., Proc
Nat!l Acad Sei USA 75, 5765 (1978)) ein Primer
32pCCTGTGCATGAT synthetisiert und an ein Binzelstrang-
ende des IE'-Genfragments hybridisiert, das durch
A-Exonuklease-Verdauung erhalten wurde. Die Hybri-
digierung wird im folgenden beschrieben.

Eo/ug des N\-Exonuklease behandelten HindIII-Verdau~-
ungsprodukts des Plasmids pSomT742, 11, wird in EO/ul
H20 geldst und mit G/ul einer L¥sung vereint, die

etwa 80 Picomole der 5'-phosphorylierften Oligonukleo=-
tide, wie oben beschrieben, enthilt, Das synthetische
Fragment wird an das 3'-Ende der L&' codierenden 3e-
quenz hybridisiert, und der verbleibende Zinzelstrang-
teil des IE'-Tragments wird durch das Klenow-Tolymer-
ase=-I-Verfahren, wie oben begchrieben, aufgefiillt,
wobel dATP, dTTP, 4GTP und dCTP verwendet werden.
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Die Reaktiomsmischung wird auf 50 °C erhitzt und lang~
sam auf 10 °C abgekiihlt, wonach 4/u1 Klenow=Enzym zu=-
gegeben werden. Nach 15 miniitiger Inkubation bei Reim-
temperatur, gefolgt von 30 miniitiger Inkubation bei

37 °C, wird die Reaktion durch Zugabe von S/ul 0,25
nolarem EDTA gestoppt. Die Reaktionsmischung wird
Phenol=-extrahiert, Chloroform-extrahiert und mit Ltha-
nol gefdllt, AnschlieBend wird die DNA mit dem Restrilk-
tionsenzym BglII geschnitten. Die Fragmente werden durch
PAGE getrennt. Ein aus dem Gel erhaltenes Autoradio-
gramm zelgt ein 32P-markiertes Pragment der erwarteten
Lénge von annghernd 470 Bp, das durch Elektroeluierung
rickgewonnen wird., Vie bereits hervorgehoben, hat das
Fragment IE'(d) ein BglII- und ein stumpfes Ende, das
mit dem Anfang des Primers iibereinstimmt.

Das Plasmid pThX1, 30, das oben im Abschnitt I. (C)
beschrieben wurde, enthdlt ein Strukiurgen fiir Thymosin
1, das an seinem 5t=Ende des codierenden Strangs in
eine EcoRI~Erkennungsstelle und an seinem 3'~Ende in
eine BamHI-Erkennungsstelle geclont ist. Wie in Fig.9b
gezelgt, enthdlt das Gen fiir Thymosin eine zusitzliche
3glIiI-Erkennungsstelle, '

Dag Plasmid pThal enthilt weiterhin ein Gen fiir
Ampicillin-Resistenz. Um ein Plasmid herzustellen, das
in der Lage ist, das wie oben geschildert hergestellte
IZ'(d)-Fragment aufzunehmen, wird das Plasmid pThad , 30,
mit EcoRI verdaut, gefolgt von einer Klenow=-Polymerase-
I-Reaktion mit d77P und dATP, un die ZcoRI-Resie
stumpfendig zu machen. Durch BglII-Verdauung des so
erhaltenen Produkts wird ein lineares DilA-Fragment 33
(Fig. 9b) hergestellt, das die CGene fiir Ampicillin=
Resistenz und, jeweils an den entgegengesetzten Znden,
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einen iiberstehenden BglII-Rest und ein stumpfes Ende
enthdlt, Das so erhaltene Produkt kann durch Reaktion
mit dem IE'(d)~Fragment, das ein iiberstehendes BglII-
Ende und ein stumpfes Ende enthdlt, in der Gegenwart
von T4~Ligase rezirkularisiert werden, um das Plasmid
pTrp24, 34, (Fig. 9b) zu bilden., Wehrend dieses Vor-
gangs wird eine EcoRI-Erkennungsstelle an der Position
wiederhergestellt, wo die Verkniipfung der stumplen
IEnden erfolgte.

Im weiteren Verlauf wird, wie in Fig. 10 gezeigt,
nacheinander das Plasmid pTrp24, 34, mit BglII und
EcoRI verdaut, danach PAGE behandelt und elektroelu=-
iert, wodurch ein Fragment entsteht, das die Codons
filr das ILE'(d)-Polypeptid mit einem tberstehenden

. BglII-Ende und einem liberstehenden EcoRI-Ende, an-
grenzend an seinen 3'Terminus des codierenden Strangs
aufweist. Dag ILE'(d)-Fragment 38 (Pig. 10) kamm in
die BglII-Erkennungsstelle des Plasmids pSom742, 11,
geclont werden, um ein LE'-Polypeptid/Somatostatin-
Pusionsprotein zu bilden, das unter der Kontrolle des
Tryptophan-Promoter~-Operators exprimiert wird, wie
"in Pig. 10 gezeigt. Zin solches Verfahren erfordert
erstens eine partielle EcoRI-Verdauung des Plasmilds
pSom7a2, 11, um die EcoRI-Zrkennungsstelle distal vom
Tryptophan-Promoter=Operator zu schneiden, wie in
Pig. 10 gezeigt, und zweitens eine korrekte Wahl der
Primer-Sequenz (Fig. 9), um den korrekten Codon=-
Leseraster zu erhalten und eine EcoRI-Schneidestelle
wiederherzustellen.

Dazu werden 16/ug des Plasmids pSom742, 11, in QOO/ul

Puffer, begtehend aus 20 mil Tris, pH 7,5, 5 o MgClz,
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0,02 % NP40 Detergens, 100 mil NaCl verdiinnt und mit
0,5 Einheiten EcoRI behandelt. Nach 15 miniitiger Be-
handlungszeit bei 37 °C wird die Reaktionsmischung
Phenol-extrahiert, Chloroform~extrahiert und mit
Athanol gefdllt und anschlieBend mit BglII verdaut.
Das groBere, so erhaltene Fragment 36 (Fig. 10) wird
durch die PAGE-Behandlung isoliert, gefolgt von Elektro=
eluierung. Dieses Fragment 36 enthdlt die Codons
IE'(p) fiir das proximale Ende des LE'-~Polypeptids,

d. h. diejenigen Codons, die stromaufwiris von der
BglII-Erkennungsstelle liegen. Das Fragment 36 (Fig.10)
wird als nichstes an das Pragment 38 (Fig., 10) in An=-
wegenheit von T,-Ligase verkniipft, um das Plasmid
pSom7A244, 39, zu bilden, das, nach Transformation in
den Stamm E.coli 294, wie bereits beschrieben, wirksam
unter die Kontrolle des Tryptophan~-Promoter-Operators
ein Fusionsprotein produziert, das aus dem vollsténdig
rekonstituierten IE'=Polypeptid und Somatostatin be=
steht, Das Fusionsprotein, von dem das Somatgstatin
dank der Anwesenheit eines Methionins am 5'-Ende der
Somatostatinsequenz spezifisch gespalten werden kann,
wird durch SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese, wie
bereits beschrieben, segregiert., Das Fusionsprotein—
Produkt stellt die am deutlichsten sichtbare Bande in
der Spalte 6 der Fig, 11 dar, wie im Detaill im noch
folgenden Abschnitt VI beschrieben werden wird,

Herstellen eines Expressionssystems fiir trp—LE’—
Polypeptid-Fusionsprodukte, wobel die Tetracyclin-
Resistens unter der Kontrolle des Tryptophan-Promoter-
Operators stent.

Die Strategie fiir das Herstellen eines Expressions-

vektors, der in der Lage ist, eine groBe Anzahl ver-
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schiedener heterologer Gene fiir Polypeptide als trp~
LE'—Fusionsprotéine unter der Kontrolle des Tryptophan-
Operons zu exprimieren, erfordert die Konstruktion ei-
neé Plasmids, dag die folgenden Charakterigtika auf-
welst:

1. eine Tetracyclin-Resistenz, die im Falle des Heraus=-
schneidens des Promoter-Operator-Systems, das die
Gene fiir diese Resistenz kontrolliert, verloren-
gehen wirde

2., durch Viedereinfiigen des Promoter-Operator-Systens,
das die Tetracyclin-Resistenz kontrolliert, und
Rezirkularisieren durch dessen Verkniipfen mit einem
heterologen Gen sowie einem Tryptophan-Promoter=
Operator-System in richtiger Lesephase wird Tetra-
cyclin=Resistenz wieder hergestellt und entspre-
chend die Identifizierung von Plasmiden, die den
heterologen GeneinschlufB erhalten, ermbglicht.

In Kiirze gesagt und in Ubereinstimmmg mit der Natur
der beabsichtigten Insertionen, sgoll ein lineares Stlick
DNA hergestellt werden, das einen Pst-Rest an seinenm
3t-Ende und einen BglII-Rest an seinem 5'-~Ende auf-
weist, die an ein Cen angrenzen, das fEhig ist, Tetra-
cyclin-Resistenz zu spezifizieren, wenn es unter die
Kontrolle eines Promoter-Operator-Systems gebracht
wird.

Dazu wird, wie in Pig, 12 dargestellt, das Plasmid
pBR322, 43, mit HindIII verdaut und das iiberstehende
TindITI-Ende daraufhin mit S1-NHuklease verdaut, Die
S1=luklease=Verdauung besteht aus der Sehandlung von
10/ug eines FindIIT-geschnittenen Plasmids pBR322

in BO/ul S1=-Puffer (0,3 M NalCl), 11l ZnCl2, 25 mil
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Natriumacetat, pH 4,5) mit 300 Einheiten S1-Nuklease
30 Minuten lang bei 15 °c, Die Reaktion wird durch
Zugeben von 1/u1 von 30 X S1-Nukleage-Stopldsung

(0,8 M Tris, 50 ml EDTA) gestoppt, Die Mischung wird
Phenol-extrahiert, Chloroform-extrahiert und mit
Athanol gefdllt, dann EcoRI-verdaut, wie bereits be-
schrieben, und das groBe Fragment 46 (Fig. 12) durch
PAGE-Behandlung erhalten, worauf eine Zlektroeluierung
folgt. Das erhaltene Fragment hat ein erstes liber-
stehendes BcoRI-Ende und ein zweites stumpfes Ende,
dessen codierender Strang mit den Nukleotvid Thymidin
beginnt. Vie im folgenden gezeigt wird, kann der Si1=-
verdaute HindIII-Rest, der mit Thymidin beginnt, mit
einen Klenow=-Polymerase-I-behandelten BglII-Rest ver-
bunden werden, so daf nach der Verknlipfung die BglII~
Regtriktionserkennungsstelle wieder hergestellt ist.

Dag Plasmid pSom7a2, 11, das im obigen Abschnitt I
vorbereitet wurde, wird BglliI-verdaut und die so ent-
standenen iiberstehenden BglII-Enden mit dem Klenow-
Polymerase~-I-Verfahren dOppelstréngig gemacht, wobel
alle vier Desoxynukleotidtriphosphate verwendet wer-
den. Das EcoRI-Schneiden des resultierenden Produkis,
gefolgt durch PAGE und Elektroeluierung des kleinen
FPragments 42 (Fig. 13), stellt ein lineares Stiick DA
zur Verfligung, das den Tryptophan-Promoter~Operator
und Codons der proximalen Sequenz des Li'-Protelns
stromaufwirts der BglII-Erkennungsstelle (IE'(p)) ent-
hélt., Das DNA-Stiick hat ein EcoRI-Ende und ein stumpfes
Ende als Ergebnis deg Auffiillens der BgllI-Erkennungs-
stelle., Die BglII-Erkenrnungsstelle kann jedoch durch
Anknﬁpfén des stumpfen Zndes des Fragments 42 (Pig.13)
an das stumpfe EZnde des Pragments 46 (Fig, 13) wieder
hergestellt werden, Dazu werden die belden Fragmente

in Anwesenheit von T ,~D¥A~Ligase verknlipft, um das
“
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rezirkularisierte Plasmid pHKY10 47 (siehe Fig. 12) zu
bilden, das durch Transformation in kompetente Zellen
des Stammes E.coll 294 vermehrt wird. Tetracyclin-
registente Zellen, die das rekombinante Plasmid pHKY10
47 tragen, werden gezlichtet, die Plasmid-DNA extrahiert
und nacheinander mit BglII und Pst verdaut, daraufhin
durch das PAGE~Verfahren isoliert und das groBe Frag-
ment elektroeluiert, das als lineares Stiick DNA vor-
liegt und iiberstehende Pst- und BglII-Enden aufweist,
Dieses DNA~Fragment 49 (Fig., 13) enthilt den Origin
(die Anfangsstelle) der Replikation und hat sich in-
folgedessen als erster Bestandteil bei der Konstruk-
tion eines Plasmids als niitzlich erwiesen, bei denm
sowohl die Gene, die fir das trp~LE'Polypeptid-Fusions-
protein codieren, als auch die Tetracyclin-Resistenz=-
Gene durch den trp-Promoter-Operator kontrolliert wer-
den.

Das Plasmid pSom7A2A4, 39, das auf die in Abschnitt IV
beschriebene Weise hergestellt werden kann, kann so
manipuliert werden, dafB es als zwelte Komponente des
Systems dient, das in der Lage sein soll, -eine grofe
Anzahl verschiedener heterologer Strukturgene aufzu-
nehmen, Wie in Fig. 13 gezeigt, wird das Plasmid einer
Teil-EcoRI-Verdauung unterworfen (siehe Abschnitt IV),
gefolgt von einer Pst-Verdauung. Das so erhaltene
Fragment 51 (Fig. 12) enth#lt den trp-Promoter-Operator
und wird durch das PAGE~Verfahren isoliert, gefolgt‘
von Elektroeluierung. Die Teil-EcoRI-Verdauung ist
nétig, uwm ein Fragment zu erhalten, das ummittelbar
anschlieBend an das 5'=-2nde des Somatostatingens ge-
scanitten wird, jedoch nicht an der ZcoRI-Erkennungs-
stelle geschnitten wird, die zwischen dem Gen fir
Ampicillin-Registenz und dem trp-Promoter-Operator
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liegt. Die durch den PgtI-Schnitt im Gen fiir Ampicilline
Resistenz verlorengegangene Ampicillin-Resistenz kann
durch Verkniipfung mit Fragment 51 (Fig, 12) wieder
hergestells werden.

In einer ersten Ausfithrungsform kann der dritte Be-
standteil, ein Strukturgen fiir Thymosin 1 durch
EcoRI- und BamlI~Verdauung des Plasmids pTh&(1 erhal=-
ten werden. Das so hergestellte Fragment 52 (Fig. 12)
wird durch PAGE gereinigt und elektroeluiert,

Die drei Genfragmente 49, 51 und 52 kOnnen nun, wie

in Fig. 12 dargestellt, in richiiger Orientiesrung mit-
einander verkniipft werden, um das Plasmid pThe(74144,

53, zu bilden, das aufgrund der "iederhersiellung der

Ampicillin- und Tetracyclin~Resistenz selektiert wer-

den kamn, Tenn mit diesem Plasmid 53 der Stamm E.coli

N

94 transformiert wird und der Stamm unter Bedingun-
1 geziichtet wird, wie sie im Abschnitt I beschrie-

o
<

O" o0
[»

n wurden, wird ein trp~IlS'-~Polypepiid=Fusionspro-
tein exprimiert, von dem Thymosin®X 1 durch Bromcyan-
Behandlung spezifisch gespalien werden kann., Venn
andere heterologe Strukturgene, die EcoRI- und BambI-
EZnden aufweisen, auf shnliche ¥Yelge mit von pHKY10,
A7, und pSom74244, 3%, abgeleiteten Bestandteilen ver-
kniipft werden, kOnnen dhnlich wirksame trp-LiE'-
Polypeptid-Fusionsproteine erhalten werden, die je=-
weils diejenigen Polypeptide enthalten, fiir welche
die heterologen Gene codieren, IPig. 11 zeigt eine
SDS=Polyacrylamid=~Gel-Slektropnorese~Trennung des
totalen zelluliZren ZProteins von B.coli 294=-fransfor=-
manten, wobei die dunkelsten 3Banden in jedem Fall

das Fusionsprotein reprisentieren, das unter der Kon-
trolle des Trypiophan-Promoter~Operator-Systems
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produziert wurdé. Die Spalte 1 in Fig. 11 ist eine
Kontrolle, die das vollstédndige zellulZre Protein des
Stammes E.coli 294/pBR322 enth#lt, Die Spalte 2 enthdlt
das Somatostatin-Fusionsprodukt des Plasmids pSomT7A244,
dessen Herstellung in Abschnitt IV bescnrieben wurde.
Spalte 3 ist das Somatostatin-enthaltende Expressions-
produkt des Plasmids pSom74144. Spalte 4 enthdlt das
Expressionsprodukt des Plasmids pTHo TA144, wohingegen
Spalte 5 das Produkt enth#lt, das durch ein Plasmid
exprimiert wird, das erhalten wird, wenn die pHKY10-
abgeleiteten und pSom74 244-abgeleiteten Fragmente, wie
oben erdrtert, mit einem EcoRI/BamHI—terminieffeﬁ»
Strukturgen verkniipft werden, das fiir menschliches Pro-
insulin codiert, das teilweise bei der Ammelderin her-
gestellt wurde, Die Spalten 6 bzw., 7 enthalten, als
dunkelste Banden, ein trp~IE'-~Polypepliid-Fusionsprotein,
von dem in dem einen Fall die B~Kette und in dem anderen
Fall die A-Kette des menschlichen Insulins gespalten
werden kamm. Die B~ und A-Strukturgene des Insulins wer-
den durch EcoRI- und BamHI-Verdauung des Plasmids pI31
bzw. pIA11 erhalten, deren Herstellung bei D. V., Goeddel
et al., Proc Nat'l Acad Sci USA 76, 106 (1979), beschrie-
ben ist., Die Spalte 3 enthi#lt GroBenmarker, wie bereitls
beschrieben,

Bine besonders bevorzugie Ausfihrungsform der Zrfindung
igt unter Verwendung von Z.,coll beschrieben. Zs kUnnen je-
doch wahlweise andere Enterobacteriaceen als Yirtszellen
fiir die Expression und als Quelle fiir die trp-Operons
dienen, von denen beispielsweisge Salmonella typhimurium
und Serratia marcesans zu erwihnen sind, Somit ist die
Erfindung nicht auf die geschilderten Ausfiinrungsbel-
spiele beschrinkt,

Die nach den erfindungsgemiZfen Verfahren hersiellbaren
neu zu konstruierenden Plasmide sind neue, in ilhrer

Struktur eindeutig definierbare chemische Subgtanzen,
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Lrfindungsanspruch

1. Verfahren zur Herstellung eines Expressionsplasmids

2e

fir die Expression eines heterologen Gens, gekennzeich-
net dadurch, da8 in Phase die folgenden Elemente
gleichzeitig verkniipft werden:

a) ein erstes lineares doppelstringiges DlA~Pragment,
das ein Replikon enth#lt und ein Gen, das eine
selektierbare Zigenschaft exprimiert, wenn es unter
die Steuerung eines bakteriellen Promoters gestellt
wird, wobei das Fragment keinen derartigen Promoter
aufweist,

b) ein zweites lineares doppelstringiges DNA-Fragment,
das das genannte heterologe Gen aufweist,

c) ein drittes doppelsiringiges DilA-rragment, das einen
bakteriellen Promoter aufweist,.

wobel die verknlipfbaren EZnden der genannten Fragmente
go gestaltet sind, daB nach dem Verkniipfen zum Bilden
eines sich replizierenden Plasmids sowohl das Gen fiir
die selektierbare Eigenschaft als auch das heterologe
Gen unter die Steverung des Promoters kommen, wodurch
die Verwendung der selektierbaren Eigenschaft bei der

Selektion von transformierten Bakterienkolonien mbglich.

ig?t, welche zur Ixpression der heterologen Gene fHhig
gind.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB

“die selektierbare Eigenschaft eine Antibioiikum-
o

reglstenz ist,

3
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3. Verfahren nach Punkt 2, gekennzeichnet dadurch, daj
die selektierbare Eigenschaft Tetracyclin-Resistenz
igst und der bakterielle Promoter der trp~Promoter ist.

4, Verfahren nach Punkt 3, gekennzeichnet dadurch, daB
die Verkniipfung ebenso ein Operon fiir die Expression
von Ampicillin-Resistenz wiederherstellt.
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