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(84) - VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINES STREPTOMYCESPLASH

. "(57) Die Erfindung betrifft einZVer_fahre;nv zurGewmnung elnesPIasmldsaus Streptomyces '
- chrysomallus 2 (Stamm ZIMET43686) mit dem Ziel, biochemische Hilfsmittel fiir die Gentechnik
- und die molekularbiologische Forschung sowie damit nachgelagert fir die mikrobiologische

- Industrie zur Verfiigung zu stellen. Die Aufgabe wird in der Weise geldst, da nach Kultivierung
~ des Stammes ZIMET 43686 das Mycel lysiert und die DNS des Plasmids pMG 200 isoliert wird. -
Das Plasmid pMG 200 stellt in bezug auf das geringe Molekulargewicht, in bezug auf die |
~Restriktase-Spaltorte, insbesondere in bezug auf das Vorhandensein eines unikalen Bglll-
Spaltortes, sowie atich in bezug auf Besitz einer invertierten Duplikation eine neue Qualitat unter

den Streptomyces-Plasmiden dar. -
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| Ditel der Erfindung

»Verfaﬁren zur Gewinnung eines SbﬁeptdmyQQSgPlaSmidas '

 Anwendungsgebiet,der Erfindung f : f.; ST

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung eines
StreptomycesmPlasmides mit neuartigen Restriktase~$palt-
orten, die vorteilhaft fiir die Konstruktion von Vekbor-
plasmiden fiir dieses Wirtssystem sind. Die Erfindung bietet
'Anwendungsmogllchkelten in der Gentechnologie sowie auf
anderen Gebieten der DNS—Forschung und nachgelagert damit
in der Veterimir- und Humanmedizin, in der Pflanzen- und
 T1erprodukb1on, in der Nahrungsmlttelerzeugung und in der
-pharmazeutischen Industrio. :

’Gharakterlstlk der bekannten technlschen Losungen

Es 1st bekannt, daf durch geeignete Verfahren aus einigen
,Stammen der Gattung Streptomyces Plasnide 1soliert werden
.konnen.

S0 wird in der Patenbschrift EP 0006692 (Brfinder: M.
BIBB, D, HOPWOOD) ein Verfahren zur Gewinnung mehrerer
Plasnide aus Streptomyces coellcolor beschrieben (PlaSa
mide der pIJ=Serie).

In den Offenlegungsschriften DE 3008647, DE 3008645, DE
3005225, DE 3005226, DE 3011995, DE 3008646 sowie DE
3008648 werden Verfahren dargelegt, die zur Isolierung von

Plasmiden aus btreptoggces fradise upd»Streptogxce
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- espinosus fiihren (Plasmide der pUC~Serie), und die Patente '
schrift EP 0038156 enthilt ein Verfahren fiir die mikro~

 ¥  b1olog1sche Préparation eines Plasmlds aus Stregtogzce

: erythreus (Plasmid pUC 10)e

“Diese Verfahren sind generell durch folgenden Grundaufbau
'7charakterlslert' - : : '

Der jeweils herangezogene potentlell Plasmld—haltlge Streptow
» myceSWStamm wird in einem geeigneten Medium bis ZU auSe

_ reichendem Mycelwachstum kultiviert. AnschlieBend wird das
Mycel fragmentiert, und das fragmentierte Mycel wird in
einem geeigneten Kulturmedium inkubiert, Diese Kultur wird
nach geeigneter Zeit geerntet, das geerntete Myoei‘wird
lysiert, und aus dem Lysat werden schlieBlzoh die aewelllgen
StreptomyceséPlasmlde abgetrennt, '

. Nachteil dieser Verfahren ist, daB sie blsher zZu keinen
Plasmiden mit Molekulargewichten unter 6,5 MD gefiihrt. haben,
die gleichzeitig ilber eine gunst1ge Kombination geeigneter

' Restriktase~8paltorte und ilibexr invertierte Duplikatlonen
5:verfugen.

Ziel der Erfindung o

Die Brfindung dient der Gewinnung eines neuen Plasmids mit
neuartigen Spaltorten fiir restriktive Endonukleasen, um den
aufgéfﬁhrten Mangel der bisherigen Verfahren'zu vermeiden,
"um die Palette der fiir die Gentechnik niitzlichen Plasmide
un diesen Vertreter zu erweltern, insbesondere um Vektoren
fir die 1n-vitro-Manipulat10n von Streptomyceten her~
stellen zu konnen,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein biochemisches
Verfahren anzugeben, mit dem ein neues Plasmld fir Strepto~ '
myceten ‘gewonnen werden kann. o -
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ErfindungsgemdB wird die Aufgabe dadurch geldst, dall nach
'Kult1v1erung in glycinhaltigem Medium und durch Einwirkung

. von Lysozym aus dem Wirtsorganismus: Streptogzpes Shryso=

" mallus 2 die DNS isoliert wird und durch 0391umohlor1d«
- Dichtegradientenzentrifugation die im wesentlichen reine
. Plasmid-DNS von der chrohOsomalen:DNS abget:ennt wird; '

- Der Stamm Str.chrysomallus 2 ist in der Hinterlegungsstelle
des ZIMET der AW der DDR, DDR=69 Jena, - Beutenbergstr, 11
unter der Nr, ZIMET 43686 hlnterlegt. Er wurde im Rahmen
vertraglicher Vereinbarungen vom Institut fiir Mikrobiologie
der AQW der UdSSR, Moskau, aus der Stammsammlung der
Moskauer Staatlichen Universitét iibernommene Durch Ne Jo
Solowjews und Mitarbeiter wurde dieser Stamm untersucht; da-
bei wurde in ibm ein defekber Prophage nachgewiesen (siehe
‘No Jo Solowjewe et, ale, Mlkrobiologiaa; loskwa, Vbrlag
Navka; im Druck).

'Im eingelnen ist das Verfahren dadurch . gekennzelchnet, daB -

"« Sporen von Strechrysomallus 2 (Stamm ZIMET 43686 ) in fiir
" Streptomyceten an sich bekannter Weise bei 20 % bis
40 °¢, vorzugsweise 28 °C, im Bereich von pH 6 bis pH 8,
'uvorzugsweise bei pH 7, unter Zusatz von 10kiger Glycin-
15sung nach Auskeimung der Sporen bis zu einer End-
 konzentration von 0,5 % bis 2,0 %, vorzugsweise 1,0 % fir
~ die Dauer von 12 h bis 120 h, vorzugswelse 72 h, kultiviert
"werden' :

- die Kultur durch Zentrlfugatlon geerntet wird und das
Mycel nach Waschung mit NaGléLosung durch erkung von
Lysozym lysiert wird;

- mit Detergenzlosung hieraus ein Klarlysat hergestellt
- wird, aus dem mit Polyathylenglykoldbosung die Gesamtn '
DNS ausgefallt wird und '

- durch anschlleﬁende GsCl-D1chtegradientenzentrifugat1on
aus dieser DNS-Losung die im wesentlichen reine DNS des
neven Plasmids pMG 200 isolier® w1rd.

‘Plasmid pliG 200 weist ein Molekulargewicht von 4,42 MD sowie
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* einen unlkalen Spaltort fir die restrlktive Endo-~
nuklease Bgl II, !

. °fae zwei Spaltorte fir die restrlktivan Endonukleasen _
BamH I, Kpn I, Pst I und Pvu II,

eine invertierte Dupllkation f ,
an aewells deflnlerter P081tion der physmschen Karte auf
(siehe Abblldung)‘ = :

Ausfuhrungsbelsplel

,Sporen von tr.cggzsomallus g (Stamm ZIMET 43686) werden durch
Schiibteln mit Glaskugeln (@ 3mm) von der Substratoberflache
gelost und in Medium M 79 L '

1 % Dextrose
4% Pepton
0,2 % Hefe-Extrak |
0,6 % NaCl |
1,1 % Kaselnnﬂydrolysat

_ resuspendlert. 407 Sporen je ml Medium in Proben a 70 nl in :
250 mlwstellbrustflaschen werden 72 h bei 28 °C auf einem

~ Schiitteltisch ku1t1V1ert. Nach Cae 6 h Kultivierungsdauer
‘werden 7 ml einer 10%igen Glycin-Losung je Probe zugesetzt.
Das durch Zentrifugation geerntete Mycel wird zweimal in
0,9 % NaCl-Losung gewaschen und nach dem letzten Waschgang

~ im doppelten Volumen (2 x V) des Mycelpellets 1n Saocharose-
Losung '

25 g Saccharbse o
5 ml 1 M Pris-H0Y, pH 840
add 100 ml H20 '

- resuspendierte A
Danach wird 1/4 x V Lysozym-Lisung -

125 mg Lysozym
6612 ml 1 M Tris-HCl, pH 8,0

add 25 ml H20 .

zugegeben und f£ir 30 min bei 28 %0 bis 37 °C inkubierk, Nach
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Abiciihlung auf 4 °C wird 3/10 x V 0425 M Naj EDT4, DH 7.5 bis
860, zugegeben und vermlscht. AnschlieBend wird 1 x V Deter~,
: ~genzlosung o - ‘ '
 1gBrij
" 0.4 g Desoxycholat .
6244 ml 0,1 M Nay EDTA
5 ml 1 M Tris-HC1, pH 8.0
~add 100 ml H20

vorsichtig untergerihrt und fir 5 min'im’Eisbad inkubiert;
 Dieses Lysat wird fiir 60 min bei 20000 Upm zentrifugiert und
der Uberstand nach Zugebe von 1/10 V 5 M NaGl und 1/3 x V
_ PolyathyienglykolmLosung

100 g PEG
20 ml 5 M NaCl | |
10 ml 1 M Tris-HC1l, pH 8,0

add 200 ml H,0

16 b bei & °C inkubiert. Diese Mischung wird 30 Minuten bei
5000 Upnm zentrlfuglert, der Uberstand dekantlert und das
- Pellet in Puffer

50 mM TrlsmHCl, pH 840
5 mil Nay EDTA
50 mM NaOl

'»'resuspendiertg

In 4,7 ml DNS@Losung werden 58 0901 gelost und 003 ml
-EthldlumuBromld-Losung zugegeben. Nach Dichtegradienten-
zentrifugation von 40 h bei 37000 Upm bei 15 °C wird die
untere der beiden bei Bestrahlung mit UVéLicht auf-
leuchtenden Banden isoliert und mit wassergesdttigtem Isow
- amylalkohol ausgeschutte1t¢ Die Dialyse erfolgt gegen den
Losungspuffer,

Aus 100 ml Kulbturvolumen kdnnen dabe1 Ca. 30 /us im wesent~
lichen relne PMG 200-DNS 1sollert werden.
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| 1Erfindungsanspruch

1o

Verfahren zur Gewinnung e1nss StreptomyceSnPlasmides, gow
‘kennzeichnet dadurch, daB man

- Sporen von StIEEtOQEGGS chgxsomallus 2 (Stamm ZIMET 43686

auf einem Kulturmedium, wie es Zfiir die Streptomyceten~
Zucht an sich bekannt ist, bei einer Temperatur von

20 °0 bis 40 °C unter Zusats von Glycin. in der End-
‘konzentration von 0,5 % bis 2,0 % im Bereich von pH 6
bis pH 8 fiir die Dauer von 12 h bis 120 h wachsen laBt,

~ anschlieBend die Kultur erntet, das Mycel durch Ein-
wirkung von Lysozym lysiexrt und o

- aus dem Lysat durch Gasiumchlorldibichtegradienten-

2

zentrifugation im wesentlichen reines Plasmid pMG 200
-isoliert, welches durch ein Mblekulargewzcht von
4,42 UMD sowie durch den Besitz

a) eines unikalen Spaltortes fiip die restriktive
Endonuklease Bgl II,

b) je zweier Spaltorte fiir die restriktlven Endow=
nukleasen BamH I, Kpn I, Pst I und Pvu II,

¢) einer 1nvert1erten Duplikatlon

in definierter Posibion seiner physischen Karbe charak-
terisiert ist, - '

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da8 man

. Sporen von Streptomyces chrysomsllus 2 (Stamm ZIMET

43686) in glycinhaltigem (Endkonzentration 1 %) Medium
M 79 bei pH 7 fiiv die Dauer von 72 h bei elner
Temperatur von 28 °0 kultiviert,

Hierzu 41 Seite: Zeichhhng.p
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"Bgl_n .

kilobases 1.9

: A‘bba 4s Karte der Spaltorte fiir die restriktiven’Eﬁdo-
‘nukleasen Bgl II, Kpn, BamH I, Pvu II und Pst I

auf Plasmld pMG 200.
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