
Gewinnung von Peptidhormonen durch DNA-Rekombination** 

Von Friedrich Wengenmayer* 

Die Rekombination (Neukombination) von genetischem Material ermaglicht die gezielte 
Bildung neuer Bakterienstiimme, die Proteine in groBem MaBe synthetisieren. Mit solchen 
Bakterien gelingt auch die Produktion bisher nicht zuglnglicher Proteine. Diese kSnnen zum 
Ausgangsmaterial fur die Gewinnung von Arzneimitteln werden, welche neue Therapie- 
miiglichkeiten eroffnen. Mehrere bakteriell eneugte Proteine werden bereits klinisch ge- 
priift, und die groBtechnische Produktion hat fiir einige begonnen. Der Ubergang vom For- 
schungslaboratorium zur industriellen Anwendung erfolgte schneller als vielfach erwartet 
worden war. An den Beispielen Insulin, Somatostatin und Wachstumshormon werden die 
Methoden, Probleme und Aussichten bei der Gewinnung von Peptidhormonen aus Bakte- 
rien nach DNA-Rekombination dargelegt. Dabei sollen vorwiegend die molekularbiologi- 
schen Aspekte diskutiert werden. 

1. Einleitung 

Seit mehreren Jahren stehen biochemische Methoden 
zur Verfiigung, die eine ijbertragung von Erbmaterial zwi- 
schen verschiedenen Organismen ermdglichen. Die 
Grundlagen hierzu wurden durch Experimente mit Bakte- 
rien erarbeitet. Nach den ersten erfolgreichen Versuchen 
zur ijbertragung vori Resistenz-Genen gegen Antibiotics"] 
hat sich die Molekularbiologie iiberaus stiirmisch entwik- 
kelt, nicht zuletzt wegen der zahlreichen AnwendungsmCjg- 
lichkeiten, die durch DNA-Rekombination und DNA- 
Transfer er6ffnet werden. 

Durch stabilen Einbau geeigneter menschlicher Gene in 
Bakterien erhoffte man, Bakterienstlmme zu erhalten, aus 
denen medizinisch verwertbare Proteine isoliert werden 
k6nnen. Die Vorteile liegen auf der Hand: Das einfach 
henustellenhe Kulturmedium und die geringe Genera- 
tionszeit der Bakterien lassen die Produktion von Prote- 
inen zu, die sonst nur sehr schwer zugiinglich sind. 

Die Gewinnung von Peptidhormonen stand von Anfang 
an im Mittelpunkt des Interesses. Dies hatte mehrere 
Griinde : 

- Viele Peptidhormone weisen eine ausgepriigte Spezies- 
Spezifitiit auf. Das bedeutet, daI3 die aus tierischen Or- 
ganen isolierten Peptide nicht bei der Therapie des Men- 
schen verwendet werden kannen, da sie eine unter- 
schiedliche Struktur haben; hlufig sprechen die Rezep- 
toren oder Zielzellen des Menschen auch bei nur gerin- 
gen Unterschieden in der Sequenz des Peptids nicht auf 
tierische Hormone an. Die DNA-Rekombination bietet 
nun die Moglichkeit, das menschliche Hormon nach 
entsprechender Genubertragung aus Bakterien zu erhal- 
ten. 

- Man war noch tief beeindruckt von den gewaltigen An- 
strengungen der Arbeitsgruppen um Schally und Guille- 
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min zur Isolierung von Peptidhormonen aus dem Hypo- 
thalamus. Es sei daran erinnert, daB aus den Hypotha- 
lami von 80000 Schafen"' oder 200 000 Schweinen['] 
jeweils weniger als ein Milligramm des TRHs 
(THR = Thyrotropin-Releasing Hormone) isoliert wer- 
den konnte. Heute ist abzusehen, daB die Isolierung an- 
derer, therapeutisch ZLuBerst interessanter Peptide und 
Proteine kaum weniger schwierig sein wird, wenn es 
nicht gelingt, diese Substanzen nach DNA-Rekombina- 
tion durch Bakterien zu erzeugen. 

- SchlieBlich lagen jahrzehntelange gute Erfahrungen bei 
der Substitutionstherapie mit Insulin vor. Man konnte 
daher hoffen, bei entsprechenden Erkrankungen auch 
auf andere Peptidhormone mit Erfolg zuriickgreifen zu 
konnen. 

Als Ergebnis vielfiiltiger Bemuhungen konnten bereits 
die ersten durch DNA-Rekombination zugiinglich ge- 
machten Peptidhormone erhalten werden. Bakteriell er- 
zeugtes Humaninsulin wird schon kommeniell angeboten. 
Menschliches Wachstumshormon, Somatostatin und Thy- 
mosin a1 befinden sich in der klinischen Priifung. Andere 
Peptidhormone wie Relaxin, Glucagon und GRF (Growth 
Hormone Releasing Factor) stehen k u n  davor. 

2. Gewinnung von Peptidhormonen 

Bevor Einzelheiten der Hormongewinnung durch DNA- 
Rekombination erortert werden, sei darauf hingewiesen, 
welche Wege der Gewinnung von Peptidhormonen zur 
Zeit beschritten werden konnen. 

Die klassische Isolierung aus tierischen Organen ist die 
Methode der Wahl im Falle langer Polypeptidketten. Die 
Organe werden im allgemeinen bei der Schlachtung von 
Nutztieren erhalten. Beispielsweise wird das zur Behand- 
lung von Diabetikern benstigte Insulin aus den Bauchspei- 
cheldriisen von Schweinen und Rindern gewonnen, da 
diese Insuline dem Humaninsulin sehr iihnlich sind (vgl. 
Abschnitt 6.3). 

Der jiihrliche Bedarf an Insulin betriigt in der Bundesre- 
publik Deutschland ca. 250 kg; hierfiir miissen die Bauch- 
speicheldriisen von 2.5 Millionen Tieren gesammelt und 
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aufgearbeitet werden. Weltweit werden ca. 2000 kg Insulin 
aus rund 20 Millionen Bauchspeicheldriisen tierischer 
Herkunft isoliert. Der Aufwand fur Sammlung und Trans- 
port dieser Organe ist hoch, da  die Organe mbglichst 
schnell eingefroren werden mussen, um Abbau und Verln- 
derungen des gewiinschten Polypeptidhormons zu verhin- 
dern. 

Zur Isolierung medizinisch verwertbarer Peptide und 
Proteine werden nicht nur tierische Organe, sondern in 
speziellen Fallen auch menschliche Organe herangezogen. 
Ein Beispiel ist die Therapie wachstumsgestiirter Kinder; 
hier kann das Defizit an Wachstumshormon nicht durch 
tierische Hormone ausgeglichen werden, da diese eine an- 
dere Struktur haben. In England werden zur Behandlung 
von etwa 800 Kindern mehrere zehntausend menschliche 
Hypophysen gesammelt, aus denen sich das erforderliche 
Hormon isolieren liiDti4'. 

Die Gewinnung von Polypeptidhormonen durch Isolie- 
rung aus Organen stol3t auf natiirliche Grenzen bei sehr 
geringen Konzentrationen des gewiinschten Hormons oder 
bei Problemen der Spezies-Spezifitat, da  menschliche Or- 
gane selbstverstlndlich nur mit Einschrlnkungen zur Ver- 
fiigung stehen. 

Die chemische Synthese der Polypeptidhormone ist vor 
allem bei kleineren Molekulen eine Alternative zur Isolie- 
rung aus Organen. Polypeptide mit einer Lange bis zu etwa 
20 Aminosauren kbnnen heute in ausreichenden Mengen 
vollsynthetisch gewonnen werden. Beispiele far solche 
Peptide, die in der Medizin Anwendung finden, sind das 
Nonapeptid Oxytocin und das Decapeptid LHRH (Lutein- 
izing Hormone Releasing Hormone). 

In besonderen Flllen, wenn der jlhrliche Bedarf an Pep- 
tidhormon in der GraDenordnung von 1 kg liegt, kann die 
industrielle Synthese bis zu einer KettenlBnge von etwa 30 
Aminosiiuren durchgefiihrt werden. Als Beispiel sei das 
gastrointestinale Hormon Sekretin rnit 27 Aminosauren ge- 
nannt. Auch groRere Proteine sind vollsynthetisch erhalt- 
lich - es sei nur an die Synthese des In~ulins['~ erinnert -, 
bei einer industriellen Herstellung wird allerdings der Auf- 
wand fur Synthese und Reinigung so hoch, daI3 dieses Ver- 
fahren mit der Isolierung aus Organen nicht konkumeren 
kann. 

Bei der bakteriellen Produktion eines Peptidhormons 
nach DNA-Rekombination wird die zu produzierende 
Menge im Idealfall lediglich durch die Gr6Re des verwen- 
deten Fermenters begrenzt, die E n g e  des geanschten 
Proteins sollte keine grundsltzlichen Probleme aufwerfen. 
Eventuelle Einschrlnkungen werden in den folgenden Ab- 
schnitten dieses Aufsatzes diskutiert. 

Einer der grbl3ten Vorteile der Peptidgewinnung durch 
DNA-Rekombination ist die Moglichkeit, auch bei llnge- 
ren Proteinen die Aminosauresequenzen zu erhalten, die 
im menschlichen Organismus auftreten. Durch Anwen- 
dung der DNA-Rekombination werden daher erstmalig 
medizinisch interessante Humanproteine in ausreichenden 
Mengen zuglnglich. Beispiele hierfur sind Wachstumshor- 
mon, Insulin, Interferone und Lymphokine. 

Die Produktion eines menschlichen Proteins durch Bak- 
terien setzt zunachst die Entwicklung eines Bakterienstam- 
mes voraus, der den entsprechenden Genabschnitt stabil 
integriert hat. Haufig sind auch noch weitere Veranderun- 

gen des Erbmaterials notwendig, um eine befriedigende 
Ausbeute des gewiinschten Proteins zu gewahrleisten. 

3. Wege zur DNA 

In menschlichen und tierischen Zellen befindet sich das 
Erbmaterial, die Desoxyribonucleinslure (DNA), im Zell- 
kern. Hier ist die Information fiir die Aminosauresequenz 
aller im Organismus synthetisierten Proteine gespeichert. 
Auch enthalt die DNA zahlreiche Abschnitte, die fur kom- 
plexe Regel- und Kontrollvorgange innerhalb der Zelle be- 
stimmend sind. 

Die DNA besteht aus zwei gegenllufigen 2-Desoxyribo- 
sephosphat-Ketten, die an jedem Ribose-Rest in 1 '-Posi- 
tion rnit einer der vier Basen Adenin (A), Thymin (T), Cy- 
tosin (C) oder Guanin (G) verkniipft sind (Fig. 1). Durch 
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen A und T sowie 
zwischen C und G werden die beiden Ketten zusammenge- 
halten. Da sich durchgehend A und T sowie G und C ge- 
geniiberstehen, sind beide Ketten gegenlaufig komplemen- 
tar. Weitere Einzelheiten der Struktur und Reaktivitat der 
DNA sollen hier nicht erwlhnt werden. 

b) 

r.Js'-o -s=o 
I 

0 

5'pApCpGpT 3' 

5'pA pCpGpTp 3' gJPGPCPAP 5 '  

Fig. 1. Schematische Darstellung dcr Desoxyribonucleinsaure (DNA): a) ein- 
zelstrangige DNA, b) doppelstrfingige D N A  Die beiden gegcnlPuAgen, kom- 
plementaren Strange werden durch die angedcutcten Wechselwirkungen mi- 
schen den Basen msammengehalten. 

Auf einem DNA-Abschnitt, der die Information fiir die 
Sequenz eines Proteins tragt, wird durch drei aufeinander- 
folgende Basen jeweils eine Aminoslure festgelegt. Bei 
vier mbglichen Basen ergeben sich also 64 verschiedene 
Tripletts (Tabelle 1). Drei dieser Tripletts, namlich TAA, 
TAG und TGA, bedeuten ,,Ende der Proteinkette", die iib- 
rigen codieren far Aminosluren, wobei bis zu sechs ver- 
schiedene Tripletts die gleiche Aminoslure ergeben kbn- 
nen (Leucin, Serin und Arginin). 
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Tabelle 1. Codicrung der Aminosauren durch Basentripletts der mRNA. Der 
Buchstabe der ersten Base des Tnplctts steht in der linken Spalte, der 
Buchstabc dcr zwciten Base in der obersten Zeile, und die letzte Base wird 
durch den Buchstaben in der Spalte ganz rechts symbolisiert. Oblicherweise 
wird der genetischc Code ds RNA-Code dargcstellt. Da die mRNA kornplc- 
menm zu einem dcr beiden DNA-Strange gebildct wird, L ~ M  aufgrund der 
GesetnnaDigkeiten bei der Basenpaarung auf die Squenz dcr DNA-Strange 
geschlossen werden. Bei den im Text angegebenen Beispielen handelt es sich 
stcts urn den DNA-Strang mit der gleichcn Basenscquenz wie die m R N k  

Ausschlaggebend fur die schnelle Entwicklung und An- 
wendung der DNA-Rekombinationstechnik war die Ent- 
deckung der Restriktionsenzyme161 und die Miiglichkeit, 
einzelne DNA-Fragmente durch das Enzym DNA-Ligase 
wieder kovalent zu verbindedv. 

Restriktionsenzyme erkennen charakteristische Basese- 
quenzen der DNA. Die DNA wird durch diese Enzyme 
entweder innerhalb der Erkennungssequenzen oder in de- 
ren Nachbarschaft gespalten (Tabelle 2). Heute sind ca. 80 
Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme aus sehr 
verschiedenen Bakterienstammen bekannt"]. Um eine 
Spaltung der eigenen DNA durch Restriktionsenzyme zu 
vermeiden, werden die Erkennungssequenzen der DNA in 
den jeweiligen Organismen durch spezifische Methylasen 
verandert (Modifikation). Restriktionsenzyme bieten daher 
Schutz vor fremder, in den Organismus eingedrungener 
DNA, die vor einer miiglichen Modifikation gespalten 
wird. Ob dies die einzige Funktion der Restriktionsenzyme 
in Bakterien ist, kann noch nicht endgiiltig beantwortet 
werden. 

Durch die Wirkung der Restriktionsenzyme entstehen 
DNA-Abschnitte mit ,,stumpfen" oder ,,fiberlappenden" 

Tabelle 2. Erkennungssequenzen einiger Restriktionsenzyme. Die Schnittstel- 
len an den beiden DNA-Strangen sind durch Pfeile angedeutet. Stumpfe En- 
den entstehen durch die Enzyme Hae 111 und Xmn I; 3'-uberlappende En- 
den werden durch Hha I gcbildet, wihrcnd die Enzyme Eco RI und Eco RII 
DNA-Fragmente mit 5'-iiberlappenden Enden licfem. N symbolisiert T, C, 
G oder A und N' die dazu komplcmentare Base. 

Erkcnnungsxqucnz Restriktionscnzym 
4 

-5'G GIC C'- 
--,C CiGGS- 

t 

- G1A-C - 
- C T  TAAIG- 

1 

1 - NIC C(:)G G N - 
- N'G G[:)C dN- 

-GCGJC- 
- C r C  G- 

t 
1 

t 

Hae U(aus Hacmophilus 
acgyptius) 

EcoRl ( a u s  E.coli 1 

EcoRU(aus E.coli) 

Hhal(aus Hacmophilus 
hacmolyt icus) 

Xmn I laus  X a n t h m a s  
manihotis) 

Enden, die durch das Enzym DNA-Ligase mit anderen, 
iihnlich gewonnenen DNA-Abschnitten verbunden werden 
kiinnen. Voraussetzung fur die Reaktion ist, daD die zu 
verbindenden 5'-Enden der DNA-Fragmente phosphory- 
liert sind. Es kiinnen allerdings nur entweder beliebige 
,,stumpfe" Enden untereinander verbunden werden oder 
,,iiberlappende" Enden, wenn diese sich so zusammenfii- 
gen lassen, daD Basenpaarung zwischen den Ketten m6g- 
lich ist (Fig. 2). Angemerkt sei, daO ,,iiberlappende" Enden 
enzymatisch in ,,stumpfe" Enden umgewandelt werden 
kiinnen (Fig. 2). Dies gelingt entweder durch ,,Auffiillen" 
des kiineren Endes mit Polymerase I oder durch Abbau 
des einzelstrangigen Bereichs mit spezifischen Nucleasen 
(Sl-Nuclease, Mung-Bean-Nuclease). Die kovalente Ver- 
kniipfung von DNA-Fragmenten wird als ,,in-vitro-Re- 
kombination von NucleinsBuren" bezeichnet und wurde 
ktirzlich in einem fjbersichtsartikel diskutiert[']. 

--"G A A T T C3'- - C T  T AAG5,- ( 1 1  

1111 - G" + ' A A T T C -  - C T TAA,, 

- G A A T  T - C T T A A G -  
- C T  T A A  ( 1 )  

(111) 

C- 
G- 
( I V )  

D N A - L i m  
rnoglichc Verknupfungen: (11) + 111) - (1 )  

(111) + (1VI - ( I )  

1111) + 111) += 
I I V )  + 111) 4 

+ - G  + GTAAT- - C T T A A  A- 

Fig. 2. Einige enzymatische Reaktionen, die in vitro an DNA durchgemhrt 
werden kdnnen. Durch Spaltung mit Eco RI entstehen Fragmentc mit 5'- 
Uberlappenden Enden, die sich durch S1-Nucleasc oder Polymerase I in 
stumpfe Enden umwandeln lassen. Durch DNA-Ligase k6nnen ,,stumpfe" 
Enden verbunden werden. ,,uberlappende" Enden kdnnen nur verkniipft 
werden, wenn komplementare Nucleotidsequcnzcn vorliegen. 

Eine DNA, die ein menschliches Protein codiert, kann 
auf folgenden Wegen erhalten werden: Durch chemische 
Synthese, durch Isolierung des Genabschnittes oder durch 
enzymatische Synthese aus der mRNA. 

3.1. Chemische Synthese der DNA 

Voraussetzung fur die Synthese einer DNA, die ein 
menschliches Protein codiert, ist, daD man die Aminosiiu- 
resequenz kennt. Aus der Reihenfolge der Aminosauren 
kann die Sequenz der DNA-Bausteine abgeleitet werden. 
Da in den meisten Fallen mehrere Tripletts fur eine be- 
stimmte Aminosaure codieren, ergeben sich hieraus zusiitz- 
liche Freiheitsgrade fiir den Synthetiker. Oft werden bei 
der Syntheseplanung die Tripletts so gewghlt, daB be- 
stimmte, gewiinschte Restriktionsstellen entstehen. 
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Beispielsweise mu13 fur die Peptidsequenz -Glu-Phe- ei- 
nes der Tripletts fur Glutaminsaure (GAA, GAG) mit ei- 
nem Codon fur Phenylalanin (TIT, lTC)  kombiniert wer- 
den. Bei richtiger Auswahl entsteht die Restriktionsstelle 
fur das Enzym Eco RI: -GAA-TTC-. Eine solche Restrik- 
tionsstelle aus sechs Basenpaaren tritt statistisch alle 
46 = 4096 Basenpaare auf. Durch gezielte Einbeziehung 
solcher seltener Restriktionsstellen in die Syntheseplanung 
wird das Kombinieren oder Auswechseln ganzer DNA- 
Blocke wesentlich erleichtert. Einzelne, gr6Bere DNA-Ab- 
schnitte k6nnen so getrennt fertiggestellt werden und las- 
sen sich uber die eingeplanten Restriktionsstellen problem- 
10s in Plasmide einbauen und in Bakterien vermehren. 
In verschiedenen Organismen werden die Codons fur 

Aminosiiuren mit sehr unterschiedlicher Hiufigkeit ver- 
wendet[l4]. Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, daB in Escherichiu 
coli das Triplett CTG fur Leucin htiufig verwendet wird, 
wiihrend es in Hefe bei den untersuchten Proteinen iiber- 
haupt keine Verwendung findet (hier ist eindeutig l'TG das 
bevorzugte Triplett fur Leucin). Ahnlich sind die Verhllt- 
nisse im Falle der anderen Aminosauren. 

Tabellc 3. Unterschiedliche Venvendung der Triplctts (Codons) fOr die Ami- 
nosPuren Leucin, Rolin und Glutaminsaure in Hefe und in E .  coli. Die Ver- 
hiiltnissc bci den nicht aufgcfiihncn Aminoshmn sind 8hnlich. Angegeben 
sind die Tripletts der Boten-RNA (mRNA; Base U anstelle von Base T). Die 
Tabelle wurde einer Arbeit von Ikemura [lo] entnommen. 

. Hef*[XI E C o l i [ x I  
Leu UUA 6 5 

UUG 89 8 
cuu 2 8 
CUC 0 8 
CUP, 3 2 
CUG 0 6 9  

Pro CCU 13 10 
ccc 0 6 
CCA 81 15 
CCG 0 69 

Glu  CAA 98 22 
CAG 2 7a 

Es erscheint plausibel, daB eine DNA mit zahlreichen in 
E. coli kaum verwendeten Codons zu keiner hohen Prote- 
inausbeute in diesem Bakterium fuhren kann, da die ge- 
samte Proteinsynthesemaschinerie auf die in E. coli vorlie- 
genden Verhaltnisse abgestimmt ist. Bei der Synthese der 
DNA sollten deshalb die Tripletts so gewihlt werden, daD 
sie dem Organismus, in dem letztlich die Proteinsynthese 
erfolgen soll, angepallt sind. 

Die Methoden zur DNA-Synthese haben in der letzten 
Zeit eine stiirmische Entwicklung erfahren. Mit den aktu- 
ellen Methoden["] gelingt es heute, mehrere Oligonucle- 
otide mit 20-30 Basenpaaren innerhalb von wenigen Wo- 
chen zu synthetisieren und zu reinigen. Schon werden Au- 
tomaten von mehreren Herstellern angeboten, mit denen 
eine vorgegebene Sequenz im Dauerbetrieb synthetisiert 
werden kann. Beachtliche Syntheseerfolge sind Gene fur 
menschliche Interferone mit einer Lange von iiber 500 Ba- 
senpaaren['21 sowie die DNA-Abschnitte fur die beiden 
Ketten des I n ~ u l i n s ~ ' ~ ~ .  

Die aullerordentliche Bedeutung der chemischen DNA- 
Synthese fur die Gewinnung biologisch aktiver Substanzen 

aus Mikroorganismen kann nicht genug betont werden. 
Insbesondere die Synthese kiirzerer Oligonucleotide, die 
eine Restriktionsstelle aufweisen, wird stets unerliiBlich 
sein. Durch Addition solcher ,,Linker" k6nnen gewiinschte 
Restriktionsstellen an die Enden einer DNA angefiigt wer- 
den. Dadurch wird die Insertion dieser DNA in die ent- 
sprechende Restriktionsstelle eines Plasmids ermoglicht. 

3.2. Isolierung des Genabschnittes 

Grundsiitzlich ware es auch mdglich, eine gewiinschte 
DNA aus dem entsprechenden Genabschnitt zu erhalten. 
In menschlichen Zellen kommen ca. 150000 verschiedene 
Gene und rund 5.109 Basenpaare V O ~ [ ~ ' ] .  DaB die Isolie- 
rung eines bestimmten Gens trotz dieser Zahlen ein durch- 
aus realistisches Unterfangen ist['61, gibt einen Eindruck 
von der Leistungsftihigkeit molekularbiologischer Metho- 
den. 

Die Nucleotidsequenz zahlreicher Gene wurde bereits 
vollstindig aufgekliirt["]. In den Genen hiiherer Zellen 
(d. h. Zellen mit einem Zellkern, eukaryontische Zellen) ist 
die Sequenzinformation fiir ein Protein haufig durch Ab- 
schnitte unterbrochen, die keine Bedeutung fiir die Amino- 
sluresequenz des Proteins haben. Die Funktion dieser Ab- 
schnitte (Introns) ist noch unklar. Sie werden wiihrend der 
Expression des Gens herausgeschnitten, und die codieren- 
den Abschnitte (Exons) werden anschliellend wieder ver- 
kniipft (Fig. 3). Dieser Vorgang wird als SpleiBen (Splic- 
ing) bezeichnet['*l. 

I----------- _ _ _ _ _ _ _ _ _  G E N _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  1 

i i I 
I 
I * I  

. a  
! 

Vorkiufer-mRNA 

mRNA 
Protei nsyn t h s e  

U 
Prot c in 

Eron.codiorender 
Abschniltdn DNA 

c) 1 nlrmnicht-codicrmder 
Abwhnitt d u  DNA 

Fig. 3. Expression eines Gens mit m c i  Intmns. In den Genen htiherer Zellen 
ist die Sequenzinformation fiir ein Protein hhtig durch nicht-codierende 
Abschnitte unterbrochen. Bci der Expression des Gens erfolgt zunachst die 
Bildung einer ,,Vorllufer-mRNA, die schncll durch SpleiDen (Splicing) in 
die endgijltige mRNA umgewandelt wird. Diese dient als Vorlage fur die 
Pmteinsynthcse. 

Bakterielle Gene sind einfacher aufgebaut, bisher sind 
nur in einem Archibakterium Introns nachgewiesen wor- 

In Bakterien k6nnen die Gene hoherer Organis- 
men deshalb nicht korrekt ,,prozessiert" werden"']. Die In- 
trons werden nicht erkannt und konnen aus der Vorliiufer- 
mRNA nicht entfernt werden. Bei der Proteinsynthese fin- 
det je nach Nucleotidsequenz des Introns entweder ein 
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friihzeitiger Kettenabbruch statt oder die Bildung eines 
llngeren ,,Nonsens-Proteins". Da die Gene der meisten 
menschlichen Peptidhormone Introns aufweisen, sind sie 
nicht fur die Produktion des Proteins nach Integration in 
Bakterien geeignet - andere Methoden zur Gewinnung der 
DNA miissen gewlhlt werden. Dies schlieBt aber nicht 
aus, daB in besonderen Fallen griilSere Intron-freie Ab- 
schnitte dieser Gene Verwendung finden und durch syn- 
thetische DNA ergiinzt werden. 

Eine erwtihnenswerte Ausnahme sind die Gene fiir die 
Interferone aus menschlichen Leukocyten und Fibrobla- 
sten. Interferone werden in haheren Zellen als Reaktion 
gegen eine Virusinfektion gebildet. Dariiber hinaus sollen 
Interferone einen stimulierenden Effekt auf das Immunsy- 
stem haben, was fur die Behandlung einiger Krebserkran- 
kungen von Bedeutung sein kiinnte[201. Da Interferone bis 
vor kunem nur in hae r s t  geringen Mengen aus menschli- 
chen Zellkulturen isoliert werden konnten, und weil viel- 
versprechende Anwendungsmoglichkeiten dieser Proteine 
lockten, wurde ihre Produktion durch Bakterien nach 
DNA-Rekombination intensiv vorangetrieben. Mehreren 
Arbeitsgruppen gelang es, die Sequenz von verschiedenen 
Interferon-Genen aufzukllren[2'1. Dabei wurde festgestellt, 
daD die den Leukocyten-Interferonen zugehorigen Gene 
keine Introns enthalten und somit zur Produktion des In- 
terferons in Bakterien verwendet werden k6nnen. Dies er- 
moglichte die rasche Gewinnung von durch Bakterien pro- 
duzierten Interferonen, von denen einige bereits klinisch 
gepriift werdenl2']. Weiterhin konnten so Hybrid-Interfe- 
rone mit interessanten Eigenschaften erhalten werden, die 
aus Teilen verschiedener Gene tiber gemeinsame Restrik- 
tionsstellen zusammengesetzt wurden[221. 

3.3. Eozymatische Syntbese der DNA pus mRNA 

Wie in Figur 3 skizziert, wird die Proteinbiosynthese mit 
der Bildung der mRNA (gegebenenfalls Vorllufer-mRNA) 
eingeleitet. Dabei dient einer der DNA-StrBnge als Vorlage 
far das Enzym RNA-Polymerase, das komplementiir zu 
diesem Strang die mRNA synthetisiert. Die mRNA besitzt 
folglich die gleiche Basesequenz wie der nicht abgelesene 
DNA-Strang, allerdings wird in der RNA die Base Thymi- 
din (T) durch Uridin (U) ersetzt. 

Durch die Nucleotidsequenz sind auf der mRNA die Er- 
kennungssignale fur Bindung und Bildung des funktions- 
ftihigen Ribosoms sowie fur ,,Start" und ,,Stop" der Prote- 
insynthese festgelegt. 

Die Transkription der DNA in mRNA ist kein einmali- 
ger Vorgang. In einer auf die Produktion eines bestimmten 
Hormons spezialisierten Zelle wird der entsprechende 
DNA-Abschnitt sehr oft in die zugehorige mRNA ,,umge- 
schrieben". Als Folge davon kann die Konzentration der 
mRNA ein Vieltausendfaches der Konzentration des Gens 
betragen. 

Aus einer isolierten mRNA-Prilparation kann mit Hilfe 
von Enzymen in vitro wieder die DNA erhalten werden 
(Fig. 4)[23-261. Die Arbeiten zur Ubertragung der DNA ei- 
nes bestimmten Peptidhormons auf Bakterien beginnen 
daher hlufig mit der Isolierung der mRNA aus den in 
Frage kommenden endokrinen Zellen. Bei der Isolierung 
wird die Tatsache ausgenutzt, daB eukaryontische mRNA 

am 3'-Ende eine Poly-A-Sequenz aufweist. Dies ermoglicht 
ihre Abtrennung aus einer prtiparativ gewonnenen RNA- 
Fraktion durch Aftinittitschromatographie an Oligo-dT- 
Cellul0se[~'1. 

LIMMMMNYI. m R N A  

Reverse Transcriptuse 

P m R N A  
c DNA 

I 

Polymerase I 
S1-Nucleose I 

1- dsDNA 

CGAATTCG CGAATT CG -cccc 
GCT TAAGC-GCTTAAGC cccc - 

Eco R 1  

CG 
GCTTAA 

I 
AATTCG 

GC 

Fig. 4. in-vitro-Umwandlung von mRNA in DNA. Das Enzym Reverse 
Transcriptase schreibt mRNA in einzelstrhngigc DNA um, t8 cntstcht die 
cDNA (Copy oder Complementary DNA). AnschlieDend wird die mRNA 
durch alkalische Hydrolyse zerstdrt. Mit dem Enzym Polymerase I wird der 
komplementgre DNA-Strang synthetisiert, durch S1-Nuclease wcrdcn 
stumpfe Enden gebildct. Zur Insertion in cin Hasmid werden sodann entwe- 
der unter Vcrwendung synthetischer Oligonucleotide Restriktionsstellen an- 
gefagt, oder es wcrden enzymatisch Homopolymerc addicrt. 

Bei der enzymatischen Synthese der DNA aus mRNA ist 
die Bildung der komplementiiren DNA (cDNA) von ent- 
scheidender Bedeutung (Fig. 4). Um die Synthese der 
cDNA beginnen zu kiinnen, benatigt das Enzym Reverse 
Transcriptase ein kunes Oligonucleotid, das komplemen- 
tiir zu einer Sequenz des 3'-Endes der mRNA ist. An die- 
sem Oligonucleotid beginnt die wachsende cDNA-Kette; 
es wird als ,,Primer" bezeichnet und bildet das 5'-Ende der 
cDNA. Wegen der Poly-A-Sequenz am 3'-Ende der euka- 
ryontischen mRNA kann im einfachsten Fall O l i g ~ - d T , ~ - ~ ~  
als Primer verwendet werden, alle in der Priiparation vor- 
handenen mRNA-Molektile werden dann in cDNA umge- 
schrieben (Fig. 5).  Unter selektiven Bedingungen kann aus 
einem komplizierten Gemisch zahlreicher mRNA-Mole- 
kale eine spezifische cDNA erhalten werden. Hienu wird 
ein synthetischer Primer mit einer Mindestltinge von etwa 
12 Nucleotiden beniitigt, der komplementlr zu der ent- 
sprechenden mRNA-Sequenz sein mu13 (Fig. 5)128]. 

Die fur die Synthese des Primers erforderliche Informa- 
tion iiber die Nucleotidsequenz der mRNA kann aus der 
Aminostiuresequenz am C-terminalen Ende des Proteins 
abgeleitet werden. Im Idealfall tritt hier eine Sequenz von 
Aminosiiuren auf, fur die es nur eine Codierungsmiiglich- 
keit gibt (Tryptophan und Methionin), so daB die Sequenz 
der Nucleotide der mRNA eindeutig vorauszusagen ist. In 
der Praxis werden Sequenzen von etwa 5 Aminosiiuren ge- 
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a)Oligo-dT,,-,, als "Primer" 
5' EnIym 

mRNA 'A-A-A-A-A 
cDNA 5,T - T -1 -1 -1 

Alle mRNA-Molekule werden 
in cDNA umgeschrkben 

dATP 

Enzvm 
b) Verwendung eines spezif ischen "Primers" 

5' 
mRNA 3'A-A-A-A-A G-A-U-C-A-A-C 
c DNA s C - l - A G - l  -1-G 

Rimer komplementlirm Sequenz 
werden in cDNA umgeschrieben 

Fig. 5. Synthese von cDNA aus mRNA mit Reverser Transcriptase: a) Venvendung von Oligo-dT12.18 als Primer; 
b) Venvendung eines synthetischen Oligonucleotids als Rimer. Die Unge des Rimers wurde abgekiirzt, sie sollte 
mindestens zwBlf Nucleotide betragen. 

wiihlt, in denen die Multiplizitiit des genetischen Codes 
m6glichst gering ist. 

Bei der oberlegung, welche der in Abschnitt 3 diskutier- 
ten Methoden zur Gewinnung von DNA im konkreten Fall 
die geeignetste ist, wird sicherlich die LBnge der DNA von 
erheblicher Bedeutung sein. Bisher wurde bei einer DNA 
rnit uber 150 Nucleotiden meistens die Bildung von cDNA 
gewiihlt, in Anbetracht der raschen Entwicklung der Me- 
thoden der Nucleotidsynthese mag sich dies in Kiirze an- 
dern. 

4. Plasmide 

Die auf einem der drei ertjrterten Wege (Abschnitt 3) er- 
haltene DNA wird rnit Hilfe von Plasmiden in Bakterien 
eingebaut. Plasmide sind ringftjrmige DNA-Molekiile, die 
in Bakterien vorkommen ktjnnen und die wesentlich klei- 
ner als das Chromosom der Bakterien sind (Fig. 6). Plas- 
mide tragen hiiufig Resistenz-Gene gegen Antibiotica und 
sind in vielen Fallen fiir die rasche Verbreitung von Anti- 
biotica-Resistenzen verantwortlich. Die am hiiufigsten ver- 
wendeten Plasmide vermehren sich unabhiingig vom iibri- 
gen Erbmaterial des Bakteriums, es k6nnen unter giinsti- 
gen Bedingungen - z.B. bei Anwesenheit von Chloram- 
phenicol im Medium - fiber 500 Kopien des Plasmids pro 
Bakterienzelle auftreten. Plasmide lassen sich experimen- 
tell einfach von der chromosomalen DNA des Bakteriums 
abtrennent291. Die Reingewinnung gelingt durch Zentrifu- 
gation in einem CsCI-Gradienten bei Anwesenheit eines 
intercalierenden Farbstoffs wie Ethidiumbromid; chromo- 
somale DNA und Plasmid-DNA binden aufgrund ihrer 
Struktur unterschiedliche Mengen des Farbstoffs und wei- 
sen somit verschiedene Dichten auf126*391. 

Ausschlaggebend fur die Verwendung der Plasmide als 
Vehikel zum Transport fremder DNA in Bakterien ist die 
Mdglichkeit, isolierte und auch veriinderte Plasmide unter 
experimentell einfachen Bedingungen wieder in Bakterien 
einzuschleusen. Dieser Vorgang wird als Transformation 
bezeichnet. In Anwesenheit von Calciumchlorid (ca. 
50 mM) werden Zellwand und Zellmembran vieler Bakte- 
rien so veriindert, daD fremde DNA eindringen kann. 

Fig. 6. Elektronenmikroskopische Aufnahme [30] eines E.-coli-Baktenums. 
desscn Zellwand durchlissig gemacht worden war, so daO die DNA austre- 
ten konnte. Am oberen Rand des Bildes ist vom Pfeil ein Plasmid angedeutet, 
das sich urspriinglich im Bakterium befand. Das Obrige ,,Fadenkntiuel" stellt 
das wesentlich gr6Oere Chromosom des Bakteriums dar. 

Unter gunstigen Bedingungen werden mit 1 pg Plasmid 
ca. lo6 Transformanten erhalten, die leicht durch die vom 
Plasmid verliehene Antibiotica-Resistenz erkannt und se- 
lektioniert werden k6nnen. Dabei haben etwa 0.1% der 
Bakterien ein Plasmid aufgenommen, die hohe Zahl der 
Transformanten wird durch die groDe Anzahl der einge- 
setzten Bakterien (ca. 109 erreicht. Demnach l2Dt eine 
Transformation rnit 100 pg eines Plasmids rnit 5000 Basen- 
paaren (ca. 3 .  lo-'' mol!) immerhin 100 Transformanten 
erwarten. 

Die Vermehrung der DNA wird als Klonierung bezeich- 
net, friiher verstand man darunter die Vermehrung von 
Zellen unter Bildung identischer Tochterzellen. Aus der in 
Fig. 7 schematisch dargestellten Klonierung der DNA er- 
geben sich praktische Konsequenzen: 

1. Ein nahezu beliebiges DNA-Fragment kann rnit Hilfe 
von Plasmiden vermehrt und dann untersucht werden. Da- 
mit werden alle Vorgiinge, die von einer Veriinderung des 
Erbmaterials herriihren, erstmalig auf molekularer Ebene 
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erfaBbar. Auf medizinischem Gebiet sind dies bei- 
spielsweise Krebserkrankungen, Virusinfektionen, vermut- 
lich rnit dem ,,Altern" zusammenhiingende Erscheinungen 
und selbstversthdlich vererbbare Erkrankungen. Erste Er- 
kenntnisse iiber die Entstehung von Tumorerkrankungen 
wurden bereits ~er6ffentlicht~"~. Ob sich die aus der Unter- 
suchung der DNA gewonnenen Ergebnisse schnell in neue 
Therapiemaglichkeiten ummiinzen lassen, kann heute 
noch nicht beantwortet werden. 

2. Durch Insertion eines fur ein Protein codierenden 
DNA-Abschnittes in Bakterien kann eine giinstige Produk- 
tionsquelle geschaffen werden. 

4 Ligasa 1- ' / 

Chrornosom \ 

r 4  
E.coli, Tet* 1Tronstorrnatian 

Zallteilung, 
Replikation 

A A 
Fig. 7. Klonierung (Vermehrung) von DNA durch Insertion in ein Plasmid 
und anschlieDcndc Transformation in Bakterien. Das ringfdrmige Plasmid 
wird mit einem Restriktionsenzym, for das es auf dcm Plasmid nur cine Er- 
kennungsstelle gibt, lincarisiert. - a) Fremde DNA mit passenden Enden 
wird enzymatisch eingeseat und das vergraBerte Plasmid in Bakterien trans- 
formiert. - b) Alternativ kann die DNA auch durch Basenpaarungen zwi- 
schen komplemcntaren Homopolymeren an den Enden der DNA und des 
Plasmids in dieses insericrt werden [a]. Das im Beispiel venvendete Plasmid 
tragt ein Rcsistenz-Gen far Tetracyclin (Tet), so daD die das Plasmid enthal- 
tenden Bakterien, die vorher Tetracyclin-sensitiv pet') waren, durch Zusatz 
des Antibioticurn zum Medium selektioniert werden konnen. 

Ausgehend von naturlich vorkommenden Plasmiden 
wurden zahlreiche spezielle Plasmide konstruiert (z. B. 
pUC[3zl und pUR 250[331). In Figur 8 ist das gegenwartig 
wohl am haufigsten verwendete Plasmid pBR 322[341 darge- 
stellt. Die Plasmide enthalten einen rnit ,,Origin" (Or) be- 
zeichneten Bereich, hier beginnt die Replikation des Plas- 

mids, die in der Regel rnit den bakteriellen Enzymen er- 
folgt. Weiterhin sind noch mehrere singuliire Restriktions- 
stellen sowie Resistenz-Gene gegen Antibiotica won- 
schenswert, weil hierdurch die Insertion fremder DNA 
und die Selektion der Bakterien rnit den vergr6Berten Plas- 
miden wesentlich erleichtert wird. 

Nach in-vitro-Rekombination mit anschlieDender Ver- 
mehrung der DNA sind analytische Methoden zur Charak- 
terisierung der klonierten DNA-Abschnitte notwendig. 
Eine grobe Charakterisierung gelingt durch Umsetzung 
rnit verschiedenen Restriktionsenzymen und Trennung der 
dabei erhaltenen Fragmente durch Elektr~phorese[~'~. Sol- 
che Restriktionsmuster sind hilfreich fur die nachfolgende 
Sequenzanalyse, die endgiiltige GewiSheit uber die Zu- 
sammensetzung der DNA gibt. Die verfugbaren Methoden 
zur Sequenzanalyse, entweder nach Maxam und Gilbert[3s1 
oder nach S ~ n g e r ' ~ ~ ] ,  sind rnit etwas ttlbung zuverlassig und 
schnell durchzufuhren. Bei der SequenzauMiirung eines 
Proteins ist es sogar haufig giinstiger, das entsprechende 
Strukturgen zu isolieren und die Sequenz der AminosBuren 
aus der Nucleotidsequenz der DNA abzuleiten. Insbeson- 
dere bei liingeren Proteinen fuhrte erst die Ergiinzung der 
Aminosiiuresequenzdaten durch die Analyse der DNA zur 
korrekten Sequenz des 

5. Genexpression in Escherichia coli 

Unter ,,Expression" eines Strukturgens versteht man die 
Synthese der entsprechenden mRNA (Transkription) und 
die Bildung des Proteins (Translation). Zur Expression ei- 
ner DNA in E. coli geniigt es nicht, diese DNA mittels 
Plasmid stabil in das Bakterium einzubauen, zusiitzliche 
Signalsequenzen miissen auf der DNA vorhanden 
sein14z.431 (Fig. 9). 

Der Abschnitt der DNA, der in Wechselwirkung rnit der 
RNA-Polymerase tritt und dieses Enzym zur Synthese der 
mRNA bindet, wird als Promotor bezeichnet. Mit Bezug 
auf die Menge der gebildeten mRNA spricht man von star- 
ken und schwachen Promotoren. Durch Vergleich zahlrei- 
cher Promotor-Sequenzen konnten weitgehende Uberein- 
stimmungen in den Bereichen um die Nucleotide 10 und 
35 vor dem Beginn der Transkription festgestellt wer- 
den144v451. Es handelt sich hier offenbar urn Signal-Sequen- 
zen fiir den Start der Transkription. Die aus den Verglei- 
chen abgeleiteten Konsensus-Sequenzen sind in Fig. 9 wie- 
dergegeben, sie wurden anhand der in den einzelnen Posi- 
tionen am haufigsten auftretenden Nucleotide ermit- 
telt[454'l. hderungen  in der Transkriptionshiiufigkeit wer- 
den nach Veranderung einzelner Nucleotide des Promo- 
tors beobachtet, insbesondere nach Veranderungen in den 
,,konstanten" Bereichen. Neben der hier erorterten Promo- 
torstruktur sind noch andere, kompliziertere Strukturen 
bekannt geworden, bei denen die Expression eines Gens 
durch mehrere Promotoren reguliert ~ i r d ~ ~ * I .  

Um eine hohe Proteinausbeute zu erhalten, wird nicht 
nur ein starker Promotor, sondern auch eine wirkungsvolle 
Maschinerie zur Synthese des Proteins ben6tigt. Die Prote- 
insynthese erfolgt an den Ribosomen, die mRNA dient da- 
bei als V~r lage '~~ ' .  Es mussen daher Abschnitte auf der 
mRNA vorhanden sein, die eine Bindung der Ribosomen 
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pBR 322 
4362 Basempare 

2 . 7 ~ 1 0 ~  Dalton 
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+ 
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Fig. 8. Insertion einer DNA in die Restriktionsstelle von Pst I des Plasmids pBR 322. Angegeben sind die Koor- 
dinatcn verschiedencr singulfirer Restriktionsstellen. Das Plasmid enthfilt die Resistenz-Gene FOr Ampicillin 
(Amp) und Tetracyclin (Tet), Or symbolisiert den Beginn dcr Replikation. Durch Insertion einer DNA in die 
Pst I-Stelle wid das Resistenz-Gen far Ampicillin zerst6rt. Amp’-Tet‘-Bakterien k6nnen durch Replika-Plattie- 
rung der gleichen Kolonien auf verschicdcncn Agar-Platten mit Ampicillin und Tetracyclin erkannt werdcn. 

bewirken. Von Shine und D a l g a r n ~ [ ~ ~ ~  wurden solche Be- 
reiche nach Sequenzanalysen des Ribosoms postuliert, die 
spiiter bestatigt w ~ r d e n ~ ” * ’ ~ ~ .  Die Shine-Dalgarno-Sequenz 
(SD-Sequenz) ist etwa 3-9 Nucleotide lang und befindet 
sich 3-11 Nucleotide vor dem Startsignal (AUG) fur die 

Start Star L stop s to  
mRNA Protein Prole i n m RRA 

I I 1 I -P- 

I b A  t t  
d o  

Konsensus- Sequenzen : 
-35 : -1GTTGACA-TT- 
-10 : -TGTTATAATG- 

Terminator des E.coli-Trp- Operons 

DNA: -CCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTACTT - 

mRNA:  

u c c  
U-G 
G-C 
A-U 
C-G 
C-G 
G-C 
C-G 
C-G 
G-C 

- A  AUUUU 

Fig. 9. Signalsequenzcn fnr die Gcnexpression in Rokatyonten. Die Berciche 
um 35 bzw. 10 Nucleotide vor dcm Beginn der Transkription werden mit 
- 35 bm. - 10 bereichnet. P symbolisiert den Promotor, SD die Shine-Dal- 
garnodequenz und T den Terminator. Die angegebenen Scquenzen entspre- 
chcn dem DNA-Strang mit dcr gleichen Sequenz wie die dcr mRNA. Die Se- 
qucnz des angegebenen Terminators (431 ist exemplarisch far andere, die 
ebcnfalls komplementgre Bereiche aufwcisen. 

Proteinsynthese; sie ist komplementgr zu dem 3‘-Ende der 
16s-RNA des Ribosoms: 

3 ,H(rAUUCCUCCACUA- 

Als weitere Signal-Sequenzen sind die Tripletts fur Start 
und Stop der Proteinsynthese zu nennen. Als Startsignal 
wird das Triplett AUG verwendet, das zugleich fur die 
AminosBure Methionin codiert. Bei den meisten Proteinen 
wird das dadurch eingebaute Methionin durch spezifische 
Enzyme entfernt. Eines oder mehrere der Tripletts UAA, 
UAG und UGA beenden die Proteinsynthese. 

Die SD-Sequenz und die Signale fur die Proteinsynthese 
erfullen ihre Funktion erst auf der mRNA. Da die mRNA 
die Kopie eines der DNA-StrBnge ist, sind diese Sequen- 
zen auch auf der DNA codiert (hier ist allerdings die Base 
Uridin durch Thymidin ersetzt). 

Die Synthese der mRNA schlieDlich wird durch Termi- 
nationsstrukturen der DNA beendet, die kurz vor dem letz- 
ten Nucleotid der mRNA a~ftreten”~’. Der Vergleich meh- 
rerer dieser Sequenzen laBt keine Konsensus-Bereiche er- 
ke~~nen‘~’’. Als Gemeinsamkeit konnte festgestellt werden, 
daD hier komplementilre Sequenzen auftreten, die sich zu 
Haarnadelstrukturen falten ksnnen (Fig. 9). Die terminie- 
rende Wirkung wird wahrscheinlich durch die Struktur der 
mRNA selbst verursacht, weniger durch die Struktur der 
DNAt4’]. 

Bei der Genexpression eines eukaryontischen Proteins 
in Bakterien wird eine hohe Synthesegeschwindigkeit an- 
gestrebt, die msglichst auch noch regulierbar sein soll. 
ZweckmaBigerweise verwendet man deshalb Kontroll-Se- 
quenzen, die auch in E. coli vorkommen und dort die hohen 
Konzentrationen bestimmter bakterieller Proteine verursa- 
chen. 
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Ein fur die Regulation zustbdiger Abschnitt der DNA 
wird mit den zugehorigen Strukturgenen gemeinsam als 
Operon bezeichnet. Folgende DNA-Abschnitte werden bei 
der Expression eukaryontischer DNA in E. coli hBufig ver- 
wendet : das Lactose-Operon, das Tryptophan-Operon und 
Promotoren des Bakteriophagen A. 

5.1. Das Lactose-Operon 

Die Enzyme p-Galactosidase, Permease und Transacety- 
lase sind in E. coli am Abbau von Lactose beteiligt. Die 
Strukturgene dieser Enzyme werden gemeinsam mit den 
an der Regulation der Expression beteiligten DNA-Ab- 
schnitten als LaoOperon bezeichnet. 

Die Enzyme des Lac-Operons werden vom Bakterium 
nur in griioeren Mengen synthetisiert, wenn Lactose (oder 
ein anderer Induktor) im NBhrmedium vorhanden ist. Die 
Untersuchungen der zugrundeliegenden Regulation gehen 
auf Arbeiten von Jacob und M ~ n o d ’ ~ ~  zuriick. In Figur 10 
sind die Struktur und der Mechanismus der Regulation 
des Lac-Operons dargestellt. 

a) 

(Induzierbarkeit), und die hohe Konzentration dieses En- 
zyms in E. coli, lassen die Verwendung der Kontrolleinhei- 
ten des Lac-Operons zur Produktion anderer Proteine als 
sehr verlockend erscheinen. Insbesondere kann auf Mu- 
tanten zuriickgegriffen werden, die durch Basenveriinde- 
rungen des Promotors giinstige Eigenschaften fiir eine Ex- 
pression haben[’’l. Der Regulationsabschnitt des Lac-Ope- 
rons (Promotor, Operator und der DNA-Abschnitt, der die 
ersten sieben Aminosiiuren der p-Galactosidase codiert) 
kann nach Abbau mit dem Restriktionsenzym Hae I11 auf 
einem Fragment mit 203 Basenpaaren isoliert werdenis6]. 
Mit synthetischen Linkern k6nnen geeignetere Restrik- 
tionsstellen an die Enden des Fragments addiert werden. 
Man erhalt so ein DNA-Stuck, das nach Insertion in ein 
Plasmid die Expression eines nachfolgenden Strukturgens 
be~irkt[’~-’l. 

Auch die Eco RI-Restriktionsstelle bei Nucleotid 3016 
des Strukturgens der p-Galacto~idase[~~I bietet sich zur In- 
sertion fremder DNA an. In diesem Fall entsteht allerdings 
ein Fusionsprotein mit 1005 Aminosiiuren der p-Galactosi- 
dase vor dem gewiinschten P r ~ t e i n [ ’ ~ * ~ ~ ~ ~  (Fig. 11). In bei- 

Hae 111 Hae 111 EcoRl  
1055( 203 Bp 122 13016 

I ,  

1 I P I  1 R -Gal. .. - nu A 
Y , U  ulrn 1111 3070 

#‘\ 
a O * ’  RNA-Polymerase 

Repressor - - - -  I 
y , a  DNA 1 R-Gal.  

3070 
P I  
50 1111 

b) 

? I-* RNA-Polymerase 
# I 

mRNA 

I 
Prote in  

I ndu k tor- 
Komplex 

Fig. 10. Struktur und Regulation des LaoOperons in E. coli. - a) Durch das Strukturgen I und den dazugeherigen 
Promotor PI wird die Bildung eines Repressor-Proteins hervorgerufen, das zwischen dem Strukturgen for P-Galao 
tosidase und dem Promotor P an die DNA des LaoOperons gebunden wird. Die Bindungsstelle des Repressors 
wird mit Operator (0) bezeichnet. Die RNA-Polymerase ist durch den DNA-Repressor-Komplex blockiert, es wird 
keine mRNA und damit auch keines der Proteine des Lac-Operons gebildet. y und a symbolisieren die beiden wei- 
teren Strukturgene des Lac-Operons. - b) In Anwesenheit dcs Induktors Lactose erfolgt eine Komplex-Bildung mi- 
schen lnduktor und Repressor. Dieser Komplex kann nicht an den Operator gehunden werden, und die RNA-Poly- 
merase synthetisiert nun die mRNA; es erfola die Biosynthese der p-Galactosidase und der anderen im Lac-Ope- 
ron codierten Proteine. Die Zahlen in den einzelnen DNA-Abschnitten geben deren Gr6Be in Basenpaaren an. 

Der Massenanteil der p-Galactosidase, eines Proteins 
mit einem Molekulargewicht um 500000 und vier Unter- 
einheiten, kann unter optimalen Induktionsbedingungen 
und in geeigneten BakterienstBmmen bis zu 30% des in E. 
coli vorhandenen Proteins betragen. Die Maglichkeit, die 
Proteinsynthese der B-Galactosidase durch Zusiitze zum 
NBhrmedium zu einem beliebigen Zeitpunkt einzuschalten 

den hier geschilderten Fallen miissen Reste der p-Galacto- 
sidase von dem gewiinschten Protein entfernt werden, wo- 
fur enzymatische und chemische Methoden zur Verfiigung 
stehen. Bei der Wahl der Spaltungsmethode ist die Amino- 
siiurezusammensetzung des gewilnschten Proteins und die 
Art der Spaltstelle von entscheidender Bedeutung. Bei- 
spielsweise kann mit Trypsin C-terminal an den Amino- 
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Fig. 11. Vier Plasmide zur Expression eukaryontischer Strukturgenc. Die In- 
sertionsstellcn dcr DNA sind durch Pfeile angedeutet. - p B-gal 13 C [60]: 
Nach Insertion von DNA in die E w  RI-Restriktionsstelle wird untcr der 
Kontrolle des Lac-Operons ein Fusionsprotein mit 1005 Aminosaurcn der p 
Galactosidasc gebildet. - p tac 12 [as]: Die Expression eines in die Pvu II- 
Stelle inscrierten Strukturgens erfolgt untcr der Kontrolle eines gemischten 
Promotors mit der (- 35)-Region aus dem Trp-Promotor und der (- 10)-Re- 
gion aus dem Lac-Promotor. - p trp ED 5-1 [66l: Unter der Kontrolle des 
Trp-Promotors erfolgt die Bildung des E-Proteins der Tryptophan-Biosyn- 
these und die eines Fusionsproteins, welches aus 92 Aminosauren dcs D-Pro- 
teins und dem zu exprimiennden Protein zusammengeseta ist. - p CQV 2 
[67]: Unter der Kontrolle des P,-Promotors erfolgt die Transkription einer in 
die Bam HI-Stellc inscrierten DNA. PR wird durch eincn thermolabilcn Re- 
pressor CI reguliert. 

siiuren Lysin und Arginin gespalten werden, mit Chymo- 
trypsin an aromatischen Aminosiiuren und Leucin. Von 
den chemischen Methoden ist die Spaltung mit BrCNIW1 
(Fig. 12) an Methionin zur Zeit die wichtigste. 

Bei der Addition eines Strukturgens an einen bakteriel- 
len Promotor oder bei der Bildung eines Fusionsproteins 

tooe 
e C-O-P03H 

CH2 PEP 
+ 

CHO 

H - C - O H  

H - C - O H  

I 

~ H ~ O P O ~ H  8 

E-4-@ 

5 - CHj 
Methionin - Rest 

CH3 -SCN 
Homoserinhcton 

Fig. 12. Abspaltung eines Peptids aus einem Fusionsprotein mit BrCN. 

ist auf die Einhaltung des Triplett-Rasters der Nucleotide 
zu achten, da eine Verschiebung zur Bildung von ,,Non- 
sens-Proteinen" oder zum voneitigen Abbruch der Prote- 
inkette fiihrt. 

5.2. Das Tryptophan-Operon 

In Bakterien zweigt der Biosyntheseweg des Trypto- 
phans bei der Chorisminsiiure vom Biosyntheseweg der 
aromatischen Aminosiiuren ab (Fig. 13). Die folgenden 
Schritte bis zum Tryptophan werden durch Enzyme kataly- 
siert, deren Strukturgene sequentiell auf der DNA codiert 
sind und die gemeinsam reguliert werded6'] (Fig. 14). 

Der auf einem entfemten DNA-Abschnitt codierte Re- 
pressor (Rep) wird nur nach Komplexbildung mit ~-Tryp- 
tophan (Trp) an den Operator gebur~den'~~]. In Abwesen- 
heit von Tryptophan im Niihrmedium kann die RNA-PoIy- 
merase daher in Wechselwirkung mit dem Promotor treten, 
die Transkription der fiinf Strukturgene findet statt. t]lber- 
lagert wird diese Regulation noch durch einen rnit Attenu- 
ierung (Attenuation) bezeichneten Effekt : Die RNA-Poly- 
merase beginnt zuniichst mit der Transkription eines Ab- 
schnittes, der fiir ein Leader-Peptid von 14 Aminosauren 
codiert. Dieses Peptid enthiilt zwei Tryptophan-Reste. 
Durch die Geschwindigkeit der Proteinsynthese, die auch 
von der Tryptophan-Konzentration im Medium abhiingt, 
wird die Sekundiirstruktur der mRNA bestimmt. Bei 
schneller Wanderung der Ribosomen (Tryptophan im Me- 
dium) bildet die mRNA im Bereich des Attenuators Termi- 

C M U  

OH 

J ri*' 
/ \ 

Phenylalanin Tyrosin 

0 - 
\\r\ 

I !H 

coon I 
PRP 

Fig. 13. Biosyntheseweg dcs Tryptophans. Die Buchstaben auf den Reaktionspfeilen symbolisieren folgende Enzy- 
me: @, @ Anthranilat-Synthetae, Untercinheiten I und 11; @ Phosphonbosylanthranilat-Isomerase/Indolylglyce- 
rinphosphat-Synthaasc; @, @ Tryptophan-Synthetase, Untercinheiten a und fl. PEP= Phosphoenolpyruvat; 
E - W -  EryIhrosc4-phosphat. PRP- Phosphoribosylphosphat. 
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TMI Bal I SstUl HindUI 5.3. Die Promotoren des Bakteriophagen 1 

V Trp,Rep 

c 
E2D2 

Fig. 14. Struktur des Trp-Operons in E. coli. Die Strukturgene E bis A wer- 
den gemeinsam reguliert (vgl. Text). Die Zahlen geben, ausgehend von der 
Startstelk der Transkription, die Amah1 der Basenpaare wieder. In Trp L, E 
und D sind einige seltene Restriktionsstellen angegeben. P= Promotor; 
0-Operator: L- Lcader-Peptid; a=Attenuator; SD =Shine-Dalgarno-Se- 
quenz; f t'-Terminationssequenzen. 

nationsstrukturen - die Transkription wird beendet. Bei 
geringen Konzentrationen von Tryptophan im Medium 
kommt es durch die langsame Wanderung der Ribosomen 
zur Bildung alternativer Strukturen der mRNA - die RNA- 
Polymerase setzt die Transkription der fiinf nachfolgenden 
Strukturgene f0rt170.7'1. Am Ende des Trp-Operons wird die 
Transkription durch zwei Terminationssequenzen been- 
det. 

Das Trp-Operon ist daher durch Abwesenheit von Tryp- 
tophan induzierbar, es werden hohe Konzentrationen der 
Proteine E und D erreicht. 

Mehrere Restriktionsstellen des Trp-Operons, die nach 
Insertion in ein Plasmid zur Ankopplung fremder DNA 
verwendet werden kiinnen, sind in Figur 14 angegeben. 
Eine Taq I-Stelle befindet sich zwischen der SD-Sequenz 
und dem Start-Codon des Leader-Peptids. Somit gelingt 
es, die Regulationseinheiten des Trp-Operons zu isolieren 
und von dem Effekt der Attenuierung zu separieren, der ja 
erst nach der Synthese des Leader-Peptids wirksam wird. 
Dariiber hinaus kann bei geeigneter Konstruktion auf die 
Bildung eines Fusionsproteins verzichtet werden, da sich 
das Start-Triplett des zu exprimierenden Proteins verwen- 
den liiDtt7''. 

Fur die Bildung von Fusionsproteinen kommen vor al- 
lem die Proteine E und D in Betracht, da sie die ersten 
Proteine in der Synthesekette sind. So wurde bei- 
spielsweise das gesamte Trp-Operon bis zur Hind III- 
Stelle des D-Proteins in ein Plasmid eingebrachtIM' (Fig. 
11). Die konservierte Hind 111-Stelle wurde zur Insertion 
der DNA des menschlichen Wachstumshormons verwen- 
det, das dann unter der Kontrolle des Trp-Operons expri- 
miert ~ u r d e l ~ ~ ] .  Auch das E-Protein wurde zur Bildung von 
Fusionsproteinen herange~ogen~~'~. Der Regulationsab- 
schnitt des Trp-Operons mit dem DNA-Abschnitt fiir die 
ersten sieben Aminosiiuren des E-Proteins wurde in die 
Hind 111-Stelle von pBR 322 eingesetzt. Es wurde ein Satz 
von Plasmiden konstruiert, der die Insertion fremder DNA 
in allen drei miiglichen Rastern ge~tattetl~~l. Damit gelang 
die Expression von Influenza-Antigenen unter der Kon- 
trolle des T r p - P r o m ~ t o d ~ ~ ~ .  

Auch die Versuche zur Bildung gemischter Promotoren 
mit Teilen des Lac- und des Trp-Promotors waren erfolg- 
reicht65*771 (Fig. 11). Die damit erzielten Ausbeuten iiber- 
treffen zurn Teil die mit den reinen Promotoren erhaltenen 
Ausbeuten. 

Die Infektion von E. coli durch den Bakteriophagen h. 
kann entweder zur Vermehrung des Phagen und zur Lyse 
der Bakterien oder zur Integration der DNA des Phagen in 
das Chromosom des Bakteriums fiihren. Diese beiden 
Miiglichkeiten fiihren zum lytischen oder zum lysogenen 
Zustand (Fig. 15). 

-qOL ,PM OR PR- & 
t,L $4 t,R I 

c 111 N cl cro Cll 
I 1 I I I 1  I I I  ,:.' )<, I 

I 
I I I I I !/ I \\,I I 

I 
/' 4 

B a A H  B&I dl Hindm Awl egtl d o R I  

Fig. 15. Veninfachte Darstellung der GenLarte des Bakteriophagen )i im Be- 
reich zwischen 35000 und 40000 Basenpaaren [78]. Im lytischen Zustand be- 
ginnt die Transkription an PR und PL, es werden die Pmteinc N und cro ge- 
bildct. Die Transkription endet an tL und nur tcilweise an tR,. h r c h  die Wir- 
kung von'N kann die Transkription Uber die Terminationsstrukturen Ia, und 
tL hinaus fortgesetzt werden. cro ist an der Regulation von PR und PL betei- 
ligt. Im lysogenen Zustand wird lediglich c, unter der Kontrolle von PM ex- 
primiert. Dabei wild ein Repressor for die mchrfach vorhandenen Bindungs- 
stellem in den Operatoren OR und OL gebildet, wodurch der lytische Zustand 
verhindert wird. 

Die friihen Promotoren der Bakteriophagen haben die 
Aufgabe, die in den Bakterien vorhandene RNA-Polyme- 
rase zur Expression der eigenen Gene zu verwenden und 
die bakterielle Protein-Synthese dadurch abzuschwachen. 
Sie sind wahrscheinlich besonders geeignet, die Synthese 
bestimmter Genprodukte in groDen Mengen zu bewirken. 

Die OL,PL-Regeleinheit wurde bereits mehrfach in Plas- 
mide eingebaut und zur erhehten Produktion bestimmter 
Proteine verwendetP9]. Eine Induktion des Promotors ge- 
lingt in Bakterienstiimmen, bei denen die Bildung eines 
thermolabilen cl-Repressors chromosomal codiert isttsol. 
Bei Temperaturen um 30°C ist der Repressor aktiv, die 
Bakterien vermehren sich ohne Bildung des durch PL regu- 
lierten Genproduktes. Durch Temperatnrcrhiihung auf 
43 "C wird der cl-Repressor inaktiviert und damit der Pro- 
motor PL freigegeben, es erfolgt die Synthese des nachfol- 
genden Strukturgens. 

Auch der P,-Promotor wurde zur Konstruktion eines 
Expressionsplasmids ~erwendet[~~] ,  hier wurde zusiitzlich 
noch das Strukturgen fur den thermolabilen Repressor in 
das gleiche Plasmid eingebaut (Fig. 11). 

6. Beispiele fur durch DNA-Rekombination 
erhaltene Peptidhonnone 

6.1. Somatostatin 

Das erste nach DNA-Rekombination in Bakterienex- 
trakten nachgewiesene Peptidhormon war Somatostatintss'. 
Es ist ein aus 14 Aminosiiuren zusammengesetztes Poly- 
peptid (Fig. 16), das in verschiedenen Organen wie Pankre- 
as, Hypothalamus und Magen vorkommt. 

Somatostatin hemmt die Sekretion anderer Hormone, 
z. B. von Wachstumshormon, Insulin, Glucagon und 
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NHZ - Alo - Gly - C i s  - Lys - Asn - Phe - Phe 
\ 

S Trp 

S LY 5 
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HOOC- Cys - Ser - Thr - Phe - Thr 

Fig. 16. Aminoseuresequenz des menschlichen Peptidhormons Somatostatin. 

Gastrin. Es wurde als Mode11 fiir die Peptidgewinnung 
durch DNA-Rekombination ausgewiihlt, da  die Amino- 
sluresequenz bekannt war, empfindliche radioimmunolo- 
gische Bestimmungsmethoden vorlagen und es eine geeig- 
nete GrODe fur die Synthese der DNA hat. 
Von der bekannten Aminosluresequenz ausgehend 

wurde die entsprechende DNA syntheti~iert[~~~. Dabei wur- 
den nur die Nucleotidtripletts verwendet, die auch in E. 
coli fur die einzelnen Aminosiiuren am haufigsten benutzt 
werden. 

' Zur Gewinnung des Somatostatins wurden zwei Expres- 
sionsplasmide konstruiert (Fig. 17, A und B). Das erste 
Plasmid enthBlt die Promotor-Sequenz, den Operator und 
die ersten 27 Nucleotide (9 Aminosiiuren) des Lac-Ope- 
rons, gefolgt von einem ATG-Triplett und der DNA-Se- 
quenz von Somatostatin. Die Anwesenheit des Promotors 
und des Operators bedeuten, daD die Proteinsynthese des 
Somatostatins regulierbar ist und nur in Anwesenheit eines 
induktors (z.B. Lactose) erfolgt. Im AnschluB an die So- 
matostatin-DNA wurden zwei Stop-Tripletts (symbolisiert 
durch STP) fur die Proteinsynthese eingebaut. Unter In- 
duktionsbedingungen sollte ein Peptid gebildet werden, 
das folgende Struktur aufweist: 

Met-(9 AS der p-Ga1actosidase)-Met-Somatostatin 

Das Methionin vor dem Somatostatin wurde eingefiihrt, 
um durch BrCN-Spaltung das freie Somatostatin zu erhal- 
ten. 

Das zweite Expressionsplasmid ist Lhnlich aufgebaut, 
hier befinden sich allerdings 3015 Basenpaare (1005 Ami- 
nosauren) der p-Galactosidase vor der DNA des Somato- 
statins. Auch hier wurde das Triplett ATG, das fiir Methio- 
nin codiert, vor der DNA-Sequenz von Somatostatin ein- 
gebaut, um die Abspaltung des freien Somatostatins aus 
dem Hybrid-Rotein zu ermOglichen. 

Im Falle des ersten Plasmids konnte kein Somatostatin 
im Bakterienextrakt nachgewiesen werden, im zweiten 
Falle gelang der Nachweis des Somatostatins nach Spal- 
tung des grol3en Hybridproteins mit BrCN. In beiden FBI- 
len wurden die gleichen Regulationseinheiten verwendet. 
Es ist anzunehmen, daD Transkription und Translation mit 
gleicher Hiiufigkeit stattfanden. Der Grund fiir die sehr 
unterschiedlichen Ergebnisse ist wahrscheinlich in der 
raschen proteolytischen Zersetzung des kunen Peptids zu 
suchen. 

Proteine aus anderen Organismen werden hiiufig von 
den bakteriellen Systemen als ,,fremd" erkannt und sehr 
schnell zerst6rt, obwohl sie nach Geniibertragung in Bak- 
terien synthetisiert wurden. Die Verhinderung des Abbaus 
eines in Bakterien gebildeten Peptidhormons ist eines der 
groBen, noch nicht gelOsten Probleme bei der Gewinnung 
kurzer Peptidhormone nach DNA-Rekombination. 

Bei dem zweiten erwahnten Expressionsplasmid schutzt 
der groI3e p-Galactosidase-Rest das gebildete Somatostatin 
vor einem proteolytischen Abbau. Der hier beschriebene 
Weg, das Somatostatin aus dem Hybridprotein mit BrCN 
abzuspalten, kann natiirlich nur bei Peptidhormonen be- 
nutzt werden, die kein Methionin enthalten, da sonst wei- 
tere Spaltungen erfolgen. 

Inzwischen konnten erste klinische Priifungen mit So- 
matostatin aus E. coli durchgefiihrt werden. Man erhoffte 
sich eine AnwendungsmOglichkeit des nun in grbl3eren 
Mengen zugiinglichen Somatostatins bei bestimmten dia- 
betischen Erkrankungen. Diese Hoffnungen haben sich 
nach bisher bekannt gewordenen Daten allerdings nicht 
erfiillt. 

L O C  - Operon- 
A 

-)-Gal.- 
DNA fur 

ATG ATGSomatostatinSW-STP 
9 AS 

-[CH)-SAS-Met-Somdoltotin 

pBR 322 1 BrCN 

Somatostatin 

L o c  - O p c r o n  
6 
- I - G a l o c t o r i d a r a  

3015 NuC CuATG 1005 AS ATGs,.bo r,* 
% 94 ( h t )  -100515- Met -Somatastat in 

$ s 1 BrCN pBR 322 > 
d I S 4  ls' 

3015 NuC 
TuATG 1005 AS 

'0 - 
% 94 ( h t )  -100515- Met -Somatastat in 

$ s 1 BrCN pBR 322 > 
d I S 4  ls' 

Somatostatin 

Fig. 17. Expressionsplasmidc fQr die baktericlle Synthese von Somatostatin (581. In beiden Plasmiden wird das LaC-oPC- 
ron zuf Expression vemendet, die Plasmide unterscheiden sich bemiglich der Insertionsstelle ffir den Einbau der DNA 
flir Somatostatin in die DNA des LaoOperons. Weitere Einzelheiten siehc Text. 
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Neuere molekularbiologische Untersuchungen der Bio- 
synthese von Somatostatin haben ergeben, daD dieses zu- 
niichst als ein graberes, inaktives Protein aus 116 Amino- 
siiuren gebildet ~ i r d [ ” * ~ ~ !  Die Sequenz des aktiven Soma- 
tostatins befindet sich am C-terminalen Ende dieses PrB- 
Somatostatins[*]; Uber den Mechanismus der Abspaltung 
des aktiven Teils ist noch nichts bekannt. 

6.2. Menschliches Wachstumshormon 

Wachstumshormon (Growth Hormone, GH) wird im 
Hypophysenvorderlappen synthetisiert, es besteht aus 191 
Aminosiiuren. Die Hormone der Hypophyse spielen eine 
wesentliche Rolle beim Wachstum und der Entwicklung 
des Kindes. Der Mangel an einem oder mehrerer dieser 
Hormone kann durch eine Substitutionstherapie iiberwun- 
den werden. Wachstumshormon-defniente Kinder werden 
in der Regel wBhrend einer Zeitspanne von 10 Jahren mit 
dem aus menschlichen Hypophysen extrahierten Hormon 
behandelt[81.821. Von TunndS3] wird der Anteil der Kinder, 
die wegen ihres Zwergwuchses fur eine Therapie mit GH 
in Frage kommen, auf 1 :7000 geschiitzt. Bei etwa 40% der 
Kinder mit unterdurchschnittlichem Wachstum werden 
normale Konzentrationen an GH gemessen (immunolo- 
gisch), dieses hat aber nicht die volle biologische Aktivi- 
tiit184*851. Wahrscheinlich handelt es sich um ein Hormon 
mit nur geringfiigigen Veriinderungen in der Proteinkette, 
die jedoch die biologische Aktivitat entscheidend beein- 
flussen. 

Neben der Behandlung des hypophysaren Zwergwuch- 
ses wird die Anwendung von Wachstumshormon bei fol- 
genden Indikationen diskutiert : Verbrennungen, Ge- 
schwiire des Magens und des Darmes, Frakturen und Osteo- 
porose (Mangel an Kn~chengewebe)[~~~. 

Tierische Wachstumshormone weisen eine unterschied- 
liche Aminosiiuresequenz auf, menschliche Hypophysen 
(aus Leichen) sind bisher die einzige Quelle des Hormons, 
die naturgemiil3 den Bedarf nicht decken kann. Es lag da- 
her nahe, die Gewinnung des menschlichen Hormons aus 
genetisch veriinderten Bakterien zu versuchen. 

Die Verwendung molekularbiologischer Methoden 
fiihrte zur Entdeckung einer ganzen Genfamilie des 
menschlichen Wachstumshormons sowie zu zahlreichen 
Erkenntnissen iiber Struktur, Expression und Evolution 
dieser Gene1=]. 

Das Gen enthiilt vier Introns, wobei sich die Grenzen 
des Introns B an zwei alternativen Stellen be!inded8’1. Das 
unterschiedliche ,,Processing“ der Vorliiufer-mRNA fuhrt 
zu zwei Proteinen mit 191 und 176 Aminosiiuren. Tatsiich- 
lich werden etwa 15% der biologischen Aktivitat des 
Wachstumshormons einem Protein zugeordnet, das die 
Aminosiiuresequenz des alternativ gebildeten Proteins auf- 
weist[8s1. 

Die mRNA des Wachstumshormons codiert fiir ein Prii- 
Hormon, das 26 zusltzliche Aminosluren am N-termina- 
len Ende aufweist. Solche Prii- oder Signal-Sequenzen sind 

[*I Unter einem M-Hormon sol1 hier ein inaktives VorlBufermolckUl 
verstanden werden, das durch Abspaltung eines N-terminalen Polypep- 
tids in das aktive Honnon umgewandelt wird. Ein Prohormon sol1 dage- 
gen in Analogie zum Roinsulin ein VorlBufermolekUl sein, das durch Ab- 
spaltung eines internen Polypeptids in das aktive Hormon nberfohrt wird. 
NaturgemtiD sind hier mindestens zwei Spaltstellen notwendig. 

charakteristisch fur Proteine, die aus der Zelle ausge- 
schleust werden, sie werden wahrscheinlich wiihrend die- 
ses Vorganges a b g e ~ p a l t e n ~ ~ ~ ~ .  Durch Kombination eines 
aus der mRNA gewonnenen DNA-Abschnittes (550 Ba- 
senpaare) mit einer synthetischen DNA fnr die 24 N-termi- 
nalen Aminosiiuren wurde ein Strukturgen fur menschli- 
ches GH erhalten. Die Expression dieses Strukturgens ge- 
lang in E. coli, das verwendete Expressionsplasmid ent- 
hielt zwei hintereinandergeschaltete L a c - P r o m ~ t o r e n ~ ~ ~ ~ .  
Die zuniIchst angegebene Ausbeute von 2.4 mg/L diirfte in 
der Zwischenzeit erheblich gesteigert worden sein. Bei der 
Konstruktion des Expressionsplasmids wurde das Struk- 
turgen fiir das Wachstumshormon direkt an die SD-Se- 
quenz des Lac-Operons gekoppelt. Es wird kein Fusions- 
protein gebildet. Urn die Proteinsynthese zu beginnen, 
wird das durch den synthetischen DNA-Abschnitt einge- 
brachte Triplett ATG benatigt. Zusatzlich zu den 191 Ami- 
nosiiuren des naturlichen Wachstumshormons enthiilt da- 
her das aus Bakterien isolierte Protein ein N-terminales 
Methionin. 

Eine BrCN-Spaltung zur Abtrennung des Methionins ist 
hier nicht miSglich, da  Wachstumshormon noch zwei wei- 
tere Methionin-Reste enthalt, die zur Fragmentierung des 
Proteins fiihren wiirden. Bisher konnte kein praktikables 
Verfahren fur die Abspaltung des N-terminalen Methio- 
nins entwickelt werden. Erste Vergleiche der Wirkung bei 
Ratten zwischen natiirlichem und bakteriellem Wachs- 
tumshormon ergaben trotz des zusatzlichen Methionins 
keine Unterschiede‘”]. Die erste fiir Humanversuche her- 
gestellte Charge rief aber bei den Probanden unange- 
nehme Nebenwirkungen hervor, die hachstwahrscheinlich 
durch bakterielle Toxine verursacht wu~den[~]. Durch zu- 
satzliche Reinigungsschritte kann dieses Problem iiber- 
wunden werden. 

Die Ergebnisse weiterer klinischer Versuche mussen ab- 
gewartet werden, um die Anwendungsmbglichkeiten des 
bakteriell hergestellten Wachstumshormons beurteilen zu 
kiSnnen. 

6.3. Insulin 

Insulin wird in den fJ-Zellen der Bauchspeicheldrilse ge- 
bildet, es ist wesentlich an der Regulation des Glucose- 
Spiegels im Blut beteiligt. Ein groBer Teil der Diabetiker, 
dies sind etwa 1.5% der BeviSlkerung, ist auf tiigliche Insu- 
linspritzen angewiesen. Aus naheliegenden Grllnden k6n- 
nen menschliche Organe nicht in ausreichenden Mengen 
zur Extraktion des Hormons verwendet werden. Man 
weicht daher auf tierische Bauchspeicheldrilsen aus, die 
Insulin mit sehr ahnlichen Aminosiiuresequenzen enthal- 
ten. Das Rinderinsulin unterscheidet sich in zwei Amino- 
sluren der A-Kette und einer h i n o s l u r e  der B-Kette von 
Humaninsulin, beim Schweineinsulin ist lediglich die 
letzte Amhostlure der B-Kette ausgetauscht (Thr gegen 
Ala). 

Unter bestimmten Inkubationsbedingungen kann in Ge- 
genwart des Enzyms Trypsin das C-terminale Alanin der 
B-Kette gegen Threonin ausgetauscht und somit Schwei- 
neinsulin in menschliches Insulin umgewandelt werdenIg2]. 
Dieser Weg wird im technischen MaBstab von mehreren 
Herstellern seit kunem beschritten, fur das so gewonnene 
Peptidhormon hat sich die Bezeichnung ,,Semisyntheti- 
sches Humaninsulin“ eingebiirgert. 
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Fig. 19. Struktur des menschlichen Insulin-Gens [ lQ Aus der Vorlaufer-mRNA werden zwei Introns her- 
ausgeschnittcn (das erste lie% vor der codierenden Region der Re-Kette, das zweite innerhalb der 
Region dcr C-Kcttc). Die mRNA kann mit Hilfe von Reverser Transcriptase und anderer Enzyme (vgl. 
Abschnitt 3.3) in vitro wicdcr in DNA umgewandelt werdcn; in diesem Fall wird ein Strukturgen ohnc 
Introns erhalten, da durch das ,,Processing“ der Vorlaufer-mRNA diese bereits in vivo entfernt wur- 
den. 

Insulin in der 
Zelle zuniichst als ein liingeres Pra-Hormon synthetisiert 
(Fig. 18)””. Das Priiproinsulin enthiilt ein zusiitzliches 
Peptid rnit 24 Aminosiiuren am N-terminalen Ende, wel- 
ches wiihrend des Transports zum endoplasmatischen Re- 
ticulum abgespalten wird. Wahrscheinlich weist dieses 
Peptid eine Signal-Sequenz fiir den Transportmechanis- 
mus aufIa9]. Die Umwandlung des somit gebildeten Proin- 
sulins in Insulin beginnt im Golgi-Apparat und wird wiih- 
rend der Bildung der Insulin-Granula in den 8-Zellen fort- 
gesetzt. 

,:H A;*I:H~~~~ 1 
SH SH 

Priiproinsulin C 1 3 1 A S )  

s-s 

Proinsulin C 
1 

I I COOH 
S S 

HZN 

I I s A  s 
HzN -- COOH 

Insul in s-s 

Fig. 18. Biosynthese von Insulin aus Raproinsulin. Die Kettenabschnittc 
Re, B, C und A sind mit der jcweiligen Anzahl der AminosWrcn angegeben. 
Das C-Peptid bcsteht aus 31 Aminosauren. Bei dcr Abspaltung aus dem Ro- 
insulin werdcn noch zwei Dipeptidc freigesetzt, so daD die A- und die B- 
Kcne dcs menschlichen Roinsulins durch ein Peptid rnit 35 Aminosauren 
verbundcn sind. M6glichcmeise werdcn die DisulfidbrUcken bereits bcim 
Prsproinsulin gcbildet. 

Die Prognosen fiir einen zunehmenden Bedarf an Insu- 
lin (die Anzahl der erkannten Diabetiker steigt weltweit 
um etwa 3% jahrlich) und die Moglichkeit, Humaninsulin 
zu gewinnen, fiihrten nahezu zwangsliiufig zu dem 
Versuch, Insulin nach DNA-Rekombination aus Bakterien 
zu erhalten. Nicht zuletzt angeregt durch die wirtschaftli- 
che Bedeutung des Insulins, beschaftigen sich zahlreiche 
Arbeitsgruppen rnit der Gewinnung der DNA des Hor- 
mons und der Strukturaufkliirung des Gensfw1 (Fig. 19). 

Ausgehend von der mRNA wurde zuniichst die cDNA 
des Ratteninsulin~~~~’ und wenig spiiter die des Humanin- 
sulins k l ~ n i e r t I ~ ~ * ~ ~ ] .  

Aktives Insulin besteht aus zwei Polypeptidketten (A 
und B), die nur iiber Disulfidbriicken verkniipft sind. Bei 
der Biosynthese ermiiglicht die rhmliche Struktur des 
Proinsulins die Bildung der korrekten Disulfidbrlicken. 
Die an der Umwandlung zum Insulin beteiligten Enzyme 
konnten bisher nicht isoliert ~ e r d e n [ ~ ~ l .  Da es nicht mag- 
lich ist, die Bildung von Disulfidbriicken zwischen ver- 
schiedenen Polypeptidketten auf der DNA zu codieren, 
sind bei der Produktion des Insulins durch Bakterien zu- 
siitzliche Schritte erforderlich. 

Die bakterielle Gewinnung des Insulins gelingt auf zwei 
alternativen Wegen (Fig. 20 und 21). Bei dem in Figur 20 
skizzierten Verfahren wird zuniichst Proinsulin erhalten, 
das anschlieDend in Insulin umgewandelt werden muD. 
Bei der zweiten MBglichkeit der Insulingewinnung werden 
die A- und die B-Polypeptidkette getrennt erhalten und an- 
schlieBend zum aktiven Insulin oxidiert. Da sich bei dieser 
Oxidation nicht nur die korrekten Disulfidbriicken bilden, 
sondern auch alle miiglichen inter- und intra-molekularen 
Kombinationen auftreten kOnnen, ist bei diesem Schritt 
mit erheblichen Verlusten zu rechnen. 

Die Bildung von Proinsulin durch Bakterien wurde be- 
reits mehrfach beschriebenl’O’l, auch die Oxidation der ge- 
trennten Ketten wurde erfolgreich durchgefiihrt1’021. 

Bei der Therapie rnit hochgereinigten Insulinen werden 
sehr selten immunologische Reaktionen gegen diese Prii- 
parate beobachtet. Fiir die Anwendung von Humaninsulin 
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1-j Prhpminsulin- DNA 

'C A 
-1 Proinsulin-DNA 

+ 

- Proinrlin 

I n s u l i n  
"in v i l ro"  

Fig. 20. Gewinnung von Humaninsulin aus Bakterien durch Umwandlung 
von Roinsulin. Durch Umschreibung der mRNA wird die DNA des Rapro- 
insulins erhalten. Nach Abtrennung des Re-Abschnittes wird die DNA in 
ein Expressionsplasmid cingebaut. Das durch Bakterien produziene Roinsu- 
lin kann enzymatisch [IOO] in aktives Insulin umgewandelt werden. 

W 
Met-(A-Kettel-COOH + BrCN O-GakFragmente* 

A -Gal.  
HZ N 

H2N- IA-Kelle]-COOH 

Met--1-COOH + BrCN 0 -Gal:Fragmen te+ 
O-Gal. 

H2N 
H ~ N -  WJ -CCOH 

B-Kctic 

I I COOH 
SH SH H2N,- COOH 

HZN 

? i S 
in vi l ro 

WSHSH SH H2N.- COOH 
H2N- COOH s-s 

A - K c i l c  

Fig. 21. Gewinnung von Humaninsulin aus Bakterien durch Oxidation der 
getrennten Ketten. Die durch chemische Synthese erhaltenen DNA-Ab- 
schnitte far die A- und B-Kette des Insulins 1131 werdcn in cin Expressions- 
plasmid eingebaut; die beiden Ketten werden getrennt isoliert [60]. Die Bil- 
dung der Disulfidbrilcken zwischen den beiden Ketten erfolgt in einem N- 
satzlichen Schritt. 

wurde erwartet, daB diese Reaktionen viillig ausbleiben. 
Diese Hoffnungen haben sich nicht ganz erfiillt. Bisher er- 
gaben sich nur geringste Unterschiede in der Immunogeni- 
tiit hochgereinigter Human- und Schweine-Insulinpriipara- 
teI'oJl. 

6.4. Andere Polypeptidhormone 

Die Struktur des Relaxins ist der des Insulins sehr iihn- 
lich, auch hier sind zwei Polypeptidketten iiber Disulfid- 
briicken verkniipft. Bei der Biosynthese wird gleichfalls zu- 
niichst ein Priiprorelaxin gebildet, das erst nach Abspal- 
tung des he-Abschnittes und Herausschneiden einer C- 
Kette in die aktive Form umgewandelt wird. Sowohl in der 
Liinge der Ketten als auch in der Anordnung der Disulfid- 
briicken sind weitere erstaunliche Ahnlichkeiten mit In- 
sulin festzustellen. 

Relaxin wird wiihrend der Schwangerschaft in Placenta 
und Uterus gebildet und kurz vor der Geburt in den Blut- 
strom freigesetzt. Es erleichtert den Geburtsvorgang durch 

Auflockerung des Bindegewebes. Auch in diesem Fall 
wurde die Nucleotidsequenz des Gens aufgekliirt und 
durch die biologische Aktivitat des nach der Gen-Sequenz 
synthetisierten Proteins bestiitigtI'041. Ahnlich wie beim In- 
sulin beschrieben (Abschnitt 6.3), wurden von einer ande- 
ren Arbeitsgruppe die DNA-Abschnitte fiir die A- und B- 
Kette des Relaxins synthetisiert und als Fusionsproteine in 
E. coli e~primiert"~". 

Neben den erwahnten Beispielen wurde auch die DNA 
zahlreicher anderer Peptidhormone aus den verschieden- 
sten Organismen kloniert und die Sequenz aufgekliirt; in 
vielen Fallen wurden auch die entsprechenden Gene cha- 
rakterisiert. Eine Auswahl aus den zahlreichen Ver6ffentli- 
chungen der letzten Zeit: Thyrotropin[Io6], HPL (Human 
Placental Lact~gen)['~'l, Epidermis-Wachstumsfaktor"08', 
die gemeinsame a-Untereinheit der Hormone HCG, LH, 
FSH und TSH (Human Chorionic Gonadotropin, Luteinis- 
ing Hormone, Follicle-Stimulating Hormone bzw. Thyro- 
id-Stimulating Hormone)['@'], Parathormon["ol, Gluca- 
gon""l und 

Die Expression von Thymosin al (in der Desacetyl- 
Form) gelang als Fusionsprotein nach chemischer Syn- 
these des Gens["31. 

Die Anwendung der geschilderten Klonierungsmetho- 
den ermiiglicht nicht nur die Struktur- und Sequenzaufkla- 
rung einzelner Gene, auch neue Regulationsprinzipien 
wurden entdeckt und untersucht. Pro-Opiomelanocortin 
(POMC) ist ein Protein (Molekulargewicht ca. 29 000), aus 
dem je nach Spaltung verschiedene Peptidhormone freige- 
setzt werden kiinnen (Fig. 22). Es wird in unterschiedli- 
chen Geweben gebildet : Hypophyse, Hypothalamus, Pla- 
centa und Lunge. Interessant ist die Beobachtung, daD 
POMC in verschiedenen Zellen unterschiedlich gespalten 
wird. Im Vorderlappen der Hypophyse erfolgt vorwiegend 
die Bildung von ACTH und fl-Lipotropin, im Zwischenbe- 
reich der Hypophyse (bei Miiusen) werden diese Molekiile 
sehr schnell zu MSH, CLIP, B-Endorphin und y-Lipotro- 
pin umgewandelt. In diesem Fall gelang ebenfalls die Se- 
quenzaufkllrung des Gens, die molekularen Grundlagen 
fur die unterschiedliche Spaltung werden ~tudiertll'~]. 

I - 2LQA5 I 
N-ierminalrs Fragment A C T H  8 -Lipottopin 

F .r 8f i 

+ -' \ n  

ar-mSH CLIP y-lipotropin 0 -Endorphin 
8-MSH 

II*H 

ACTH = Adrenocorticotropes Hormon 

MSH = Melanophoren-stimulierendes Hormon 

CLI  P = Corticotropin - l i ke  Intermediate Lobe Peptide 

Fig. 22. Struktur des Ro-Opiomelanowrtin-Vorllufe~roteins. 

Ein weiteres Beispiel fiir die Bildung verschiedener Gen- 
produkte aus dem gleichen Gen in Abhiingigkeit von der 
Zellart bietet das Calcitonin-Gen. Das an der Regulation 
des Calcium-Spiegels wesentlich beteiligte Hormon weist 
im Gen mehrere Introns auf. Vom gleichen Gen werden in 
der Schilddriise und im Hypothalamus unterschiedliche 
mRNA-Molekiile gebildetl"sl. Die codierenden Abschnitte 
werden in der Schilddriise und im Hypothalamus infolge 
unterschiedlichen ,,hocessings" der Vorliiufer-mRNA un- 
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terschiedlich 
nin gebildet, 
vorhergesagt 
istI1”1* 

7. Ausblick 

kombiniert. In der Schilddriise wird Calcito- 
wiihrend fiir den Hypothalamus ein Peptid 
wird, dessen Funktion noch unbekannt 

Die Vorteile der bakteriellen Hormongewinnung im Ver- 
gleich rnit der klassischen Herstellung aus Organen wur- 
den bereits mehrfach enviihnt : 

- Miiglichkeit zur Herstellung des Peptidhormons rnit der 

- Unabhiingigkeit van tierischen oder menschlichen Orga- 

- nahezu keine Mengenbegrenzung bei der Herstellung; 
- leichte Variationsmbglichkeiten durch gezielte Verande- 

rungen der DNA und damit ErschlieBung neuer Eigen- 
schaften der Peptidhormone. 

im Menschen gefundenen Sequenz; 

nen; 

Wie verhalt es sich mit der Ausbeute eines bakteriell er- 
zeugten Hormons, ist sie mit der Isolierung aus Organen 
vergleichbar ? 

Der Anteil des gewiinschten Proteins in einem gentech- 
nologisch veriinderten Bakterienstamm kann auf etwa 10% 
des gesamten Proteins geschiitzt werden, so daD als obere 
Grenze etwa 500 mg Peptidhormon pro Liter Bakterienkul- 
tur anzunehmen sind. Dieser Wert laBt sich meines Wis- 
sens nicht kontinuierlich beibehalten, als sehr gut gelten 
heute Ausbeuten um 100 mg/L. Pankreas enthiilt bei- 
spielsweise etwa 100 mg Insulin pro 1 kg Gewebe. Bei ei- 
nem Vergleich dieser Insulinquellen muB aber noch be- 
riicksichtigt werden, daD aus den vorher dargelegten Griin- 
den bei dem bakteriellen Protein zustltzliche Reaktionen 
notwendig sind, um aktives Insulin zu erhalten. Da ande- 
rerseits 1 L Bakterienextrakt kostengiinstiger gewonnen 
werden kann als 1 kg Pankreas, sollten vom wirtschaftli- 
chen Standpunkt aus die Herstellungsverfahren filr Insulin 
etwa ebenbiirtig sein. Bei diesem oberfliichlichen Vergleich 
bleibt jedoch der unterschiedliche Aufwand fiir die Reini- 
gung des Insulins aus Pankreas und aus Bakterienextrakt 
unberiicksichtigt. Bei den meisten anderen Peptidhormo- 
nen wird der Vergleich zugunsten der DNA-Rekombina- 
tion ausfallen, da diese Hormone in weitaus geringeren 
Konzentrationen in den jeweiligen Organen vorkommen. 

Neben den in Figur 23 aufgefiihrten Faktoren wird die 
Ausbeute des aus Bakterien zu gewinnenden Peptidhor- 
mons noch wesentlich durch die intrazelluliire Lokalisie- 
rung des Hormons beeinflul3t. Durch Signal-Sequenzen 
kann erreicht werden, daB die gebildeten Proteine in den 
periplasmatischen Raum ausgeschleust werden, wo sie we- 
sentlich stabiler als im Plasma des Bakteriums sind1’l6]. 
Durch Aggregation im Bakterium k6nnen Proteine wahr- 
scheinlich ebenfalls vor proteolytischer Zersetzung ge- 
schiitzt werden” l’]. 

fjber die an dem Abbau der Proteine beteiligten Enzyme 
ist bisher wenig bekannt. Kiirzlich wurden acht (lbsliche) 
proteolytische Enzymaktivitiiten in E. coli beschrieben11181, 
ob alle oder nur einige davon den Abbau einleiten und 
durchfiihren, ist unbekannt. Die erwiihnten Faktoren ma- 
chen eine Voraussage Uber die fiir ein bestimmtes Peptid- 
hormon zu enielende Ausbeute unm6glich. 

t DNA I P 
---------Ch4TG STP 

P mRNA 

a Protein 

Fig. 23. Schematische Zusammenstellung verschiedener Faktoren. durch die 
cine wescntlichc Beeinflussung dcr Ausbeute cines bakteriell erzeugtcn Pep- 
tidhormons mdglich ist. a: DNA-StabilitPt des Plasmids, Anzahl dcr Plas- 
mide im Bakterium; b: StLrke und Struktur des Terminators; c: Art der ver- 
wendeten Tripletts (Codons) fur die einzelnen AminosPuren; d: Abstand des 
Start-Signals fur die Roteinsynthese von der Shine-Dalgarno-Sequenz; e: 
Art der Shine-Dalgamo-Sequen; f Art und Starkc des Promotors und der 
Sequenzen in der Nachbarschaft, Induzierbarkeit; g: Stabilitllt der mRNA; 
h: StabilitPt des eventuell gebildeten Pro-Hormons oder Hormons in Bakte- 
rien. 

Die Molekularbiologie eraffnet die Mbglichkeit, bisher 
kaum zugangliche Peptidhormone in grbBeren Mengen 
henustellen. Anhand der Beispiele Somatostatin, Wachs- 
tumshormon und Insulin wurde in diesem Fortschrittsbe- 
richt versucht, einige der damit verbundenen Probleme zu 
verdeutlichen. Die meisten der Schwierigkeiten werden si- 
cherlich in Kiine iiberwunden werden, mehrere erfolgver- 
sprechende Liisungen sind dafiir denkbar: die Verwen- 
dung Protease-freier Bakterienstiimme zur Produktion des 
Peptidhormons; Isolierung eines Enzyms, das selektiv N- 
terminales Methionin abspaltet ; Konstruktion von Fu- 
sionspeptiden, die hohe Ausbeute gewahrleisten. Bis zum 
Ende dieses Jahnehnts kbnnte der Anteil der gentechnolo- 
gisch eneugten Hormone mindestens 50% der gesamten 
gewonnenen Menge betragen. 

Neben E. coli werden bald weitere Organismen zur Pro- 
duktion von Proteinen benutzt werden, insbesondere sind 
hier Bacillus subtilis und Hefe zu erwahnen. 

B.  subtilis ermbglicht die gezielte Ausschleusung von 
Proteinen in das Kulturmedium. Bisher waren die meisten 
der in B. subtilis verwendeten Plasmide nicht stabil, es fan- 
den Rekombinationen rnit der chromosomalen DNA sowie 
Deletionen im Plasmid statt. In der letzten Zeit sind hier 
allerdings wichtige Erfolge zu veneichnen: Proteine wie a- 
Amylase[1191, Hepatitis-B-Antigen“201 und sogar Proinsu- 

Hefen lassen wegen ihres eukaryontischen Charakters 
erwarten, daB posttranslationale Modifikationen ebenso 
verlaufen wie in hbheren Zellen. Dies ist fur die Gewin- 
nung von Proteinen von Bedeutung, die nach ihrer Syn- 
these modifiziert werden miissen (z. B. Glycosylierung, Ab- 
spaltung eines Signal-Peptids), um biologisch aktiv zu 
sein. 

Aufgrund der ermittelten DNA-Sequenzen wurde die 
Existenz zahlreicher Peptide und Proteine vorhergesagt, 
deren physiologische Bedeutung noch v6llig unbekannt 

Entdeckung neuer Proteine und die Aufiliirung ihrer 
Funktion - kann bereits in Kiine eine ebenso groSe Be- 
deutung fiir die Medizin erlangen wie die Produktion be- 
kannter Substanzen. 

konnten aus B. subtilis gewonnen werden. 

ist[l 14.11 5.1221 . D ieser Aspekt der DNA-Rekombination - die 
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l-Methoxy-3-phenyl-2-phosphaazulen - 
die erste Synthese von 2-Phosphaazulenen 
Von Gotrfried Markl*, Ernst Seidl und Irene Trotsch 
Vor kunem beschrieben wir die Synthese von 1, des er- 

sten 1-Phosphaazulens, deren erste Stufe eine McCor- 
mack-Cycloaddition von Benzyldichlorphosphan an Vinyl- 
cycloheptatrien ist'lbl. 

[*I Prof. Dr. G. MarkI, E. Seidl, I. Tr6tsch 
Institut fnr Organische Chemie der Universitat 
UniversitatsstraBe 31, D-8400 Regensburg 

Vom l-Chlor-2-phenyl-2-trimethylsilyl-phosphaethen 
2[lar oder dem hieraus durch Eliminierung von Chlortrime- 
thylsilan entstehenden 2-Phenyl-1-phosphaethin 3 - des- 
sen Dienophilreaktivitat wir kunlich durch [4 + 21-Cyclo- 
addition mit a-Pyronen und Cyclopentadienonen zu h3- 
Phosphorinen demonstrierten[21 - nimmt die hier mitge- 
teilte Synthese des ersten 2-Phosphaazulens ihren Aus- 
gang. 

Nach Daub et al.[31 reagiert das elektronenreiche 8-Meth- 
oxy-heptafulven 4 mit reaktiven Alkenen und Alkinen, 
z. B. 1,l-Dicyanethenen, Nitroethenen oder Acetylendicar- 
bonsaurediethylester, regioselektiv zu 3,8a-Dihydroazule- 
nen, die bei geeigneter Substitution mit 2,3-Dichlor-5,6-di- 
cyan-1,Cbenzochinon (DDQ) unter Dehydrierung oder 
mit sauren Katalysatoren unter Eliminierung von Metha- 
nol in Azulene umgewandelt werden kirnnen. 

Wir fanden nun, daD sich 2 (oder 3, siehe Lit."]) mit 4 
in siedendem Xylol in Gegenwart von KF/[18]Krone-6 in 
2 h in einer regioselektiven [8 + 21-Cycloaddition zum 1- 

H f I H  

H h  I 
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