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Verfahren zur Gewinnung eines in einem Wirtsorganismus
erzeugten Produktes '

Anwendungsgebiet der Irfindung:

Die Erfindung betrifft Verfahren fiir die Erzeugung von Pro-
teinen, Polypeptiden oder anderen Produkten in Wirtsorganis-
men, Genauer gesagt betrifft sie ein Verfahren fiir die Ge-
winnung eines bestlmmten Proteins, Polypeptids oder anderen
Produktes von elnem dieses Produkt erzeugenden Wirtsorganis-
mus. Das erfindungsgemédfe Verfahren ist durch den Schritt
gekennzeichnet, daB der Wirtsorganismus mit mindestens einer
Zusammensetzung zusammengebracht wird, die Lysis oder zu-
mindest Permeabilisierung des Wirtes erzeugt und das ver-
langte Produkt in das Kulturmedium in gewinnbarer Form ab-
gibt. Wie aus der folgenden Beschreibung hervorgeht, ist

das erfindungsgemédBe Verfahren allgémein fiir die Ergzeugung
verschiedener Proteine, Polypeptide und anderer Produkte in
verschiedenen Wirtsorganismen geeignet., |

Charakteristik der bekannten ftechnischen Lisungen:

Eines der Probleme bei der Massenproduktioh von Proteinen,
Polypeptiden und anderen Produkten 1in potentiell gefdhr-
lichen Wirtsorganismen besteht darin, wie die Wirtsorganis-
men der Kultur inaktiviert oder getdtet werden kﬁnnen, wah-
rend gleichzeitig das verlangte Produkt gewonnen werden kann.

Dieses Problem hat infolge der Entwicklung der Rekombinant-
DNA-Technologie immer mehr an Bedeutung gewonnen. Eine der-
artige Technologie ermbglicht die Erzeugung von Fremdpro-
dukten 3Ji>WirtsOrganismen, die mit Fremd-DNA-Sequenzen, die
fir diese Produkte kodieren, transformiert wurden. Beispiele
fiir solche Prozesse umfagsen die Erzeugung Von Humaninsulin,'
Humaninterferonen, Hepatitis-B~Virusantigenen, Maul- und
Klauenseuche-Virusantigenen und Humanwachstumshormon in
Bakterien und anderen Wirtsorganismen.
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Bisher wurden zwei allgemeine IL&sungen fir dieses Problem
versucht. Bei der ersten werden die Wirtsorganismen der
Vermehrungskultur unter entsprechenden Bedingﬁngen physi~
¥alischer RindZmmung durch Hitzme, Siure oder andere In-
aktivierungsbehandlung vor dem Ernten inaktiviert. Danach’
werden die inaktivierten Wirtsorganismen geerntet und die
vorgesehenen Proteine oder Polypeptide gewonnen. Bei dem
zwelten dieser bisherigen Versuche werden die Wirtsorga—
nismen geerntet und unter Bedingungen physikalischer Ein-
démmung extrahiert, wie es durch staatliche Richtlinien
und Bestimmungen gefordert wird. Dann werden alle zuriick-
bleibenden lebenden Zellen wie zuvor inaktiviert oder ge-
tétet und die verlangten Proteine oder Polypeptide gewonnen.'

Doch keiner dieser Versuche hat sich fiir die Gewinnung der
verlangten Produkte aus Massenfermentationen von Wirtsorga-~
nismen, die diejenigen Produkte erzeugen, als zufrieden-
stellend erwiesen., Zum Beispiel wurde im Felle der mikro-
Biéliéﬁr'awl"Erzeugung_von Humanleukozyten-Interferon
(IFN~«) von mit einer DNA-Sequenz, die fiir IFN-o kodiert,
transformiertén E. coli (derartige Mikroorganismen werden
beispielsweise in der EPU-Patentanmeldung 81.300050.2,
eingereicht am 7, Januar 1981, beschrieben und diese An-
meldung ist durch Bezugnahme hier einbezogen worden) bel
dem ersten allgemeinen Versuch ~- Inaktivierung der trans-
formierten Wirtsorganismen entweder durch Hitze, Sdure oder
andere inaktivierende Behandlung und anschlieBendes Ernten
~- eine Ausbeute von nur etwa 10 % Interferon oder inter-
feronartigen Produkten, die durch die Mikroorganismen er-
zeugt wurden, erzielt. Abweichend von der Theorie wird an-~
genommen, dafB die anderen Produkte desIWirtsorganismus mit
dem verlangten Interferonprodukt einen Kompléx bilden oder
okkludieren und seine Gewinnung aus der inaktivierten und
geernteten Kultur verhindern.



-3 -

Der zweite allgemeine Versuch, der durchaus im LabormafB-
stab anwendbar sein konnte, ist technisch im gréBeren
AusmaBl schwierig durchzufihren. Zum Beispiel sind die
Kompliziertheit und die Ausgaben fiir Fermentations- und
Bearbeitungseinrichtungen zur Erzielung der verlangten
Eindémmung wdhrend der BErnte und Bxtraktion von Méssen-
kulturen lebender Zellen sehr hoch, AuBerdem sind die an-
zuwendenden Verfahren aufwendig und werden von den Ein-
richtungen her und vom Personal nicht bevorzugt.

\

Ziel der Erfindung:

Durch die Erfindung werden die genannten Probleme dadurch
geldst, daB ein Verfahren fiir die Gewinnung eines verlang—
ten Proteins, Polypeptids oder anderen Produktes von einem
Wirtsorganismus, der das Produkt erzeugt, zur Verfiigung
gestellt wird, |

Mit Hilfe der Erfindung ist es m&glich, in das Kulturmedium
in gewinnbarer Form im wesentlichen das gesamte von dem
Wirtsorganismus erzeugte Protein, Polypeptid ocder andere
Prcdukt abzugeben, wihrend gleichzeitig der Wirtsorganismus
inaktiviert wird.

Das verbesserte erfindungsgemidfe Verfahren unterscheidet
sich somit von den oben beschriebenen, dem bisherigenistand
der Technik entsprechenden Verfahren dadurch, daB8 durch das
erfindungsgemdBe Verfahren im wegentlichen die vollsténdige
Gewinnung -der verlangten Produkte aus einer Kultur von
Wirtsorganismen mdglich ist und gleichzeitig die Nachteile
der dem bisherigen Stand der Technik entsprechenden Verfah-
ren ausgeschaltet werden. | '

Darlegung des Wesens der Erfindung:

Zum besseren Verstindnis der hier beschriebenen Erfindung
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wird folgende ausfiihrliche Beschreibung vorgenommen. In
"dieser Beschreibung wird der Ausdruck "Wirtsorganismus"
umfassend angewandt. Zum Beispiel umfaBt er sowohl gram-—
negative als auch grampositive Bakterienwirte, wie StHame
von E. coli, z, B, E. coli HB101, E. coli X1776, E. coli
%2882, E. coli DS410, B, coli MRCI und Stémme von Pseudo-
monas, Bacillus subtilis, Bacillus steareothermophilus und
anderen Bazillen, Hefearten und anderen Fungi, tierischen
oder pflanzlichen Wirten wie Tier- (einschlieBlich Humans
oder Pflanzenzellen in Kultur oder anderen Wirten. Die Wahl
eines bestimmten Wirtes ist kein Teil der Erfindung. Die
Erfindung ist vielmehr allgemein fiir die Gewinnung von Pro-
dukten von allen Wirten anwendbar, die nach der Einwirkung
der erfindungsgemidfen Zusammensetzungen lysierbar oder
zumindest permeabilisierbar sind.

AuBerdem ist das erfindungégeméﬁe Verfahren fiir eine grofle
ielzahl von Proteinen, Polypeptiden und anderen Produkten
anwendbar, Zum Beispiel bildet die Gewinnung von Produkten
wie Wirkstoffen von Vakzinen oder anderen pharmazeutisch
oder innerlich niitzlichen Zusammensetzungen, Enzymen, Alka-
'loiden, Aminosduren, Industriechemikalien, Antibiotika,
Lebensmitteln und dergleichen Teil der Erfindung. Nochmals,
die Wahl eines bestimmten Produktes ist nicht Teil der Er-
findung. Sondern die Erfindung ist allgémein Tir die Ge=
winnung aller dieser winschenswerten Produkte anwendbar.

SchliefBlich sind die zahlreichen Techniken und Verfahren
fiir die Zichtung oder Fermentierung von Kulturen von Wirts-
organismen oder die Reinigung von Produkiten derselben kein
Teil der vorliegenden Erfindung. Vielmehr bildet die Er-
findung eine niitzliche Erginzung flir diese Techniken und
ermoglicht die bessere Gewinnung des verlangten Produktes
daraus.



-5 -

Natiirlich muB man beachten, daB nicht jeder Wirt oder jede
Zichtungs- oder Reinigungstechnik erfolgreich zur Erzeu-
gung eines spezifischen Produktes in einem bestimmten
Wirtsorganismus unter Anwendung der erfindungsgemifBen
Verfahren verwendet werden kann, Die Fachleute sollten
stattdessen verschiedene im Fachgebiet bekannte Faktoren
bei der Wahl eines bevorzugten Wirtes und bevorzugter Be~
dingungen fiir die Erzeugung und Reinigung eines erwlinsch-
ten Produktes berilicksichtigen. "

Zum Beigpiel sind die verschiedensten Wirt-~Cloningvehikel-
Kombinationen in der Rekombinant-~DNA-Technologie zur Her-
stellung transformierter Wirtsorganismen, die ein verlang-
tes Fremdprodukt erzeugen, angewandt worden. Nitzliche
Cloningvehikel konnen beispielsweise aus Segmenten chro-
mosomer, nicht~-chromosomer und synthetischer DNA-Sequenzen
bestehen, wie verschiedenen bekannten Bakterienplasmiden,

z. B. Plasmiden von E. coli, wie col El, pCR1, pBR3%22 und
deren Derivate; breiteren Wirtsbereichsplasmiden, z. B. RP4;
Phagen~DNA, z., B. den zahlreichen Derivaten von Phage A,

z. B. NM989; und von Kombinationen von Plasmiden'und Phagen~
DNAe abgeleiteten Vektoren wie Plasmiden, die zur Verwen-

' dung von Phagen-INA oder andereﬁ Expressions-Kontroll-
Sequenzen modifiziert wurden, oder Hefeplasmiden, wie 2/1
Plasmide oder Derivate davon., Verschiedene DNA-Sequenzen
 kdmmen an allgemein Wekannten Stellen in diese Cloning-
vehikel eingebaut werden, um Hybrid-DNA-Molekiile zu erzeugen.
Diese Molekiile sind entweder im erzeugten Zustand oder nach
entsprechender Modifikation niitzlich, um ihre Expressions—
charakteristika zu verbessern oder das tatséchlich von ihnen
verwirklichte Produkt zu modifizieren, zur Transformation
von Wirtsorganismen nach obiger Beschrelbung und zur Erzeu-
gung der durch die eingefiigten DNA-Sequenzen kodierten Pro-
dukte oder wimschenswerter Fragmente davon, o

Beispiele fiir die durch solche transformierten Wirtsorga-



nismen ergeugten Fremdprodukte sind Hepatitis~-B-Virus—
antigene, Maul- und Klauwenseuchen~Virusantigene, Leuko-
zyteninterferon, Fibroblastinterferon und die A- und B-
Ketten von Humaninsulin, Rattenwachstumshormon, Miuse-—
Dihydrofolatreduktase, Somatostatin, Humanwachstumshormon
und dergleichen,

Im Rahmen der obigen allgemeinen Technologie ist die Er-
findung durch den Schritt gekennzeichnet, daB ein Wirts-
organismus mit mindestens einer Zusammensetzung zusammen-
gebracht wird, auf die der Wirtsorganismus durch Lysis rea=-
giert oder zumindest dadurch, daf er permeabel wird, so daB
er das durch ihn ergeugte Produkt in das Kulturmedium ab-
gibt, Diese Zusammensetzungen werden in zwel allgemeine
Xlassen unterteilt. Die erste Klasse 1l6st die ILipide der
Zellmembran und zerstdrt die Undurchlissigkeit des Wirts-
organismus., Beispiele filr diese Klasse sind Detergenzien
wie Triton_und Natriumdodecylsulfat ("SDS") und Enzyme wie
Glusulase ¥ (ein f-Glucuronidasesulfatase~Priparat). Die
zwelte Klasse zerreiBt die Zellhiille des Wirtsorganismus
oder blockiert von dem Zellwandsystem gebrauchte Enzyme.
Beispiele fiir diese Klasse sind Penicillin, Cycloserin,
Bacitracin, Zancomycin, Ristocetin, Polymyxin und deren
Derivate, synthetische, halb-synthetische oder natiirliche.

Es ist natirlich klar, daB bestimmte Wirtsorganismen auf
eine Klasse oder ein Glied einer Klasse von Zusammensetzun-
gen empfindlicher reagieren als auf andere. Zum Beispiel
sind Humanzellen leicht fiir nichtionische und ionische
Detergenzien empfinglich, Andererseits reagieren E, coli-
Zellen empfindlicher auf die Einwirkung von Penicillin oder
seiner Derivate oder auf die Einwirkung von SDS nach einer
Lysozym/EDTA-Behandlung. Und Hefezellen reagieren empfind-
licher auf Glusulase Y, ' '

Die verschiedenen Zusammensetzungen, die oben als Beispiele

ax
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flir im erfindungsgemiBfen Verfahren niitzliche Zusammensetzun-—
gen beschrieben wurden, besitzen ein allgemein bekanntes
Spektrum von Aktivititen gegenilber verschiedenen Wirtsorga-
nigmen, Daher muB die Wahl einer erfindungggemdBen Znsam-
mensetzung flir einen bestimmten Anwendungsfall durch eine
Reihe von Fektoren bestimmt werden., Zu denen gehoren die

-7 =

Suszeptibilit8t des Wirtsorganismus gegeniiber der Zusammen-—
setzung, dle Suszeptibilitdt des Wirtsorganismus nach derx
Transformation, wenn die erfolgte, mit einem Hybridplasmid
auf die Zusammensebtzung, die Aktivit&dt und Stabilité&t derxr
Zusammensetzung in dem Kulturmedium, die Stabilit&t des
verlangten Produktes in dem Kulturmedium und bei anschlie-
Benden Bearbeitungsschritten und jede Wechselwirkung zwi-
schen der Zusammensetzung und dem verlangten Produkt. Unter
Anwendung dieser Prinzipien kann ein Fachmann eine bestimmte
Zusammensetzung im Rahmen der Erfindung wihlen und das er-
findungsgemidBe Verfahren mit Erfolg flir die Gewinnung eines
verlangten Produktes anwenden.

Das "Schema", nach dem der Wirtsorganismus mit der gew&hl-
ten Zusammensetzung in dem erfindungsgemdBen Verfahren zusam-
- mengebracht wird, wird gleichfalls bis zu einem gewissen
Grade durch den betreffenden Wirtsorganismus, die verwendete
Zusammensetzung und die verlangten Produkte bestimmt. Zum
Beispiel verlangen einige Behandlungen wie Lysozym/EDTA und
anschlieBende Einwirkung von SDS, daB die‘Vermehrung der
Kultur von Wirtsorganismen im wesentlichen vor dem Beginn
der Freisetzung des Produktes abgeschlossen ist. Anderer-
seits ermdglicht die Anwendung von Penicillin oder dessen
Derivaten wie Ampicillin oder anderer gleich wirkender
Zusammensetzungen, daf nach den verschiedensten Schemata
gearbeitet wird. Zum Beispiel konnen die Menge der zugesetz-
ten Zusammensetzung, der Zeitpunkt der Zugabe im Wachstums-
zyklus des Wirtsorganismus, die Anzahl der Zusatzstoffe, die
Anzahl der Zugaben oder die Zeitspanne der Vermehrung des
Wirtsorganismus nach der Zugabe und vor der Produktgewinnung
insgesamt vom Fachmann modifiziert werden, ohne daB vom
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Geltungsbereich der Erfindung abgewichen wird.

Zum Beispiel wurde bel einem Ausfithrungsbeispiel der
Erfindung eine einzige groBe‘Dosis Penicillin zu einex

sich vermehrenden Mikroorganismenkultur am Ende ilhrer
Vermehrungéperiode gegeben, Alle nach der flir die Ein=-
wirkung gewdhlten Zeitspanme verbliebenen Wirtsorganismen
wurden dann inaktiviert und das gewlmschte Produkt gewon-
nen, In einem zweiten Beispiel wurde die Konzentration des
Penicillins in der Kultur auf einem niedrigen, mehr oder
weniger konstanten Niveau gehalten, damit sich die Mikré—
organismen weiter vermehren und das verlangte Produkt mit
etwa der gleichen Geschwindigkeit erzeugen konnten, mit

der die Mikroorganismen durch das Penicillin lysiert oder
zumindest permeabilisiert wurden, um das verlangte Produkt
freizusetzen, Daher kann die richtige Wahl von Zugabeplinen
die Erzielung eines anndhernd eingeschwungenen Zustandes in
der Kultur ermdglichen. Derartige Verfahren sind sehr niitz-
lich bei halb-kontinuierlichen und kontinuierlichen Fermen-
tations-~ und Gewinnungsverfahren.,

Abweichend von der Theorie wird angenommen, daB das erfin-
dungsgenmife Verfahren Lysis oder zumindest Permeabilisie-
rung eines Teiles oder’aller Wirtsorganismen der Vermehrungs-
kultur und die Abgabe der verlangten, von jenen Wirtsorga-
nismen ergeugten Produkte! in das Kulturmedium herbeifihrt,
Der nicht-lysierte Teil der Kultur, wenn vorhanden, kann

sich natiirlich weiter vermehren und das verlangte Produk?®
erzeugen, bis er durch das erfindungsgemifie Verfahren ly-
siert oder permeabilisiert oder anderweitig inaktiviert wird.

Bei einem nicht-kontinuierlichen Verfahren wird die Fermen-
tation irgéndwann beendet, vorzugsweise durch die Zugabe
einer ausreichenden Menge der erfindungsgemdfen Zusammen-
setzung. Dann werden alle im nicht-lysierten Zustand ver-.
bliebenen Wirtsorganismen durch SZure oder Warmebehandlung,
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je nachdem, was glinstiger fiir die Stabilitit des verlangten
Produktes ist, abgetdtet. Das Produkt wird anschlieBend
isoliert und in entsprechender Weise gereinigt. Zum Bei-
spiel werden sdurebesténdige, sduce-priaziplitierbare Fro-
dukte (z. B. IFN-x, IFN-B) durch Ausfillung mit Siure ge-
reinigt und durch Extraktion gewonnen. Andere Produkte
werden durch Absorption auf Ionenaustauscherharzen oder
Affinitédtsharzen oder durch Ausfdllung mit einem der zahl-
reichen allgemein bekannten Zusatzstoffe wie Salzen,
Metallionen und dergleichen gewonnen. '

" In einemn chargehweisen Verfahren kanm ein Teil der Kultur
in Absténden entfernt und wie oben behandelt werden, um

das verlangte Produkt zu gewinnen, wihrend die restliche
Kultur sich weiter vermehrt und das verlangte Produkt er-
zeugt. Bel einem kontinuierlichen Verfahren kann das ver-
langte Produkt wie oben aus dem Mediumstrom gewonnen werden,
nachdem dieser durch die immobilisierte oder anderweitig
lokalisierte Kultur von Wirtsorganismen geleitet worden ist.

Zum besseren Verstdndnis der Erfindung werden die folgeﬁden
Beispiele aufgefiihrt, Diése Belgpiele dienen nur zur Er-
l8uterung, und die Erfindung soll nicht durch irgendwelche
darin gebrauchten Ausfihrungen eingeschrinkt werden.

Augfiithrungsbeigpiele:

Beigpiel I

E., coli DS410 (p-Lac-AUG(c 2)), ein E. coli D3410 (Ara Azid
Ton A lac ¥y Tsx min a min b gal A xyl Schritt R) Stamm wurde
wie in der oben angefiihrten EPU-Patentanmeldung beschrieben
mit Plasmid $-lac-AUG (o 2) transformiert. Er ist unter ATCC
Nr. 31769 im American Type Culture Collector hinterlegt. Der
transformierte Wirt enth#lt das fiber ein ATUG Initiator-Codon
mit der Pemicillinase-(f-lac) Expressions-Kontroll-Sequenz
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von pBR322 verbundene IFN-a2-Gen. Der Wirt ist re51stent
gegeniiber Tetracyclin und Streptomycin.

Er wurde bis zu einer Zelldichte von 5 x 107 (OD65“ = 6)

© in einer 13%0-1-Kultur bei 30 °C geziichtet, und eine Probe
wurde zur Bestimmung, wieviel IFW durch die Wirtsorganismen
erzeugt worden war, analysiert. Das Kulturmedium bestand
aus Casaminosiuren (enzymatisches Caseinhydrolysat C-0626,
Sigma) (30 g/1), Gylcerin (98 % PHHVI, rein, Siegfried)

(20 g/1), Hefeextrakt (BBL) (2 g/1), KH, 0, (rein, p.A.
Fluka) (5 g/1), WaoH (p.A. Merck, Wr. 6498) (1,2 g/1),
Silicon DX51DB (Dow Chemical) (0,1 ml/1), MgS0,.TH,0 (Merck,
z. Analyse, Nr. 5886) (1 g/1) und NaOH ( wie oben) (ca.

2 g/1). ’

Dag Medium wurde durch Autoklavenbehandlung der Casamino-
sduren, Glycerin, Hefeextrakt, KHZPO4 und Silicon iiber
einen Zeitraum von 20 Minuten bei 120 °c hergestellt. Nach
dem Kiihlen wurde das MgSO4 7H20 in "™ ml" HZO dag getrennt
wie oben im Autoklaven behandelt worden war, zugesetzt, und
der pH-Wert wurde mit NaOH in H,0 auf 7 elngestellt,. Es
wurden Beliiftung und Rithren vorgenommen, um nicht weniger
als 80 % geldsten Sauerstoff (in bezug auf Luft bei atmo- v
sphirischem Druck) zu garantieren. Der pH-Wert wurde durch
die Zugabe von 10 M NaOH auf 7 gehalten.

75 mg/1l Ampicillin (ein Penicillin-Derivat) wurden mit ODgg,

= 6 zugesetzt und die Beliiftung und das Rihren wie zuvor
fortgesetzt. Nachdem die ODgg4y = 6 auf 4 gesunken war (30
bis 60 Minuten), wurde die Kultur auf 10 °C abgekiihlt,und
H2504 (ca. 41 W) wurde langsam zur Binstellung des pH-Wertes
auf 1,9 zugegeben., In einigen Fédllen wurde Trichloressig-
siure zur Einstellung des pH~Wertes auf 1,3 verwendet, um
dadurch die vollsténdige Ausfillung des verlangten IFN-
Produktes zu fordern.’
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Das Prizipitat wurde mit Hilfe eines Westphalia-Separators
gesammelt, und die konzentrierten Feststoffe wurden zu
einer Paste in einer Sharples zentrifugiert. Die Paste
(etwa 133 g/1, feucht) wurde in einer das fiinffache ihres
Gewichts betragenden Menge entionisierten Wassers suspen-
diert, mit einem Silverson-Homogenisator homogenisgiert,

und der pH-Wert wurde mit 2 M NaOH (etwa 3 1 NaOH werden
normalerweise gebraucht) auf 7,2 eingestellt. Eine Analyse
ergab, dafl im wesentlichen die gesamte von den Wirtsorga- ‘
nismen erzeugte‘IFN gewonnen worden war.,

Diese geerntete und extrahierte IFN-o kann anschliefend
zu ihrer Reinigung in der unterschiedlichsten Weige behan~-
delt werden, Wie oben bereits gesagt wurde, bilden diese
anschlieBenden Techniken keinen Teil der Erfindung.

Beispiel IT

E. coli DS410 (B-lac AUG(x2)) nach obiger Beschreibung
wurden bis zu einer Zelldichte von 109/m1 unter den glei-
chen Bedingungen und unter Verwendung des gleichen Kultur-~
mediums wie oben geszlichtet. Es wurde wieder eine Probe zur
Bestimmung der Menge der IFN-Erzeugung énalysiert. 5 pg
Ampicillin je ml Kultur wurden danach zugesetzt und die
Inkubation unter voller Beliiftung und Bewegung fortgesetzt.
Es wurde keine Zunahme von lebenden Zellen festgestellt,
so daB vermutlich die Fraktion der Zellen,'die durch das
Ampicillin lysiert oder zumindest permeabilisiert wurden
und IFN-«2 in das Medium abgegeben haben, durch die ver- .
bliebenen, die Teilung fortsetzenden Zellen ersetzt worden
- waren, zumindest sowelt es die Grenze des benutzien Nach-
weises erlaubte. Diese Zellen erzeugen natiirlich weiterhin
zusdtzliches IFN-2.

Nach etwa 1 Stunde ergab eine Analyse einen Titer in der
Héhe von 200 x 106 Einheiten von IFN/1l. Die Kultur wurde
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anschlieBend wie in Beispiel I beschrieben behandelt, und
im wesentlicher wurde die gesamte IFN-Aktivit&t von der
Kultur in dem SZurepridzipitat gewonnen.

. Beispiel III

Eine 1-1-Kultur von E. coli DS410 (f-lac AUG(2)) nach
obiger Beschreibung wurde bei 37 O¢ in dem oben beschrie-~
benen Kulturmedium bils zu einer Zelldichte von etwa 1010
geziichtet, Die Kultur wurde danach mit 20 mM EDTA, 100 ug/ml
Iysozym 30 Minuten lang bei 37 °C inkubiert und danach mit
0,4 % SDS lysiert. Nach dem Abkithlen auf 10 °C wurde das
Iysat mit Schwefelsiure auf einen pH-Wert von 2 eingestellt
und 60 Minuten lang stehen gelassen, um alle restlichen
Zellen abgutdten. Das Prézipitaf wurde durch Zentrifugieren
gesammelt und mit Wasser (1/20. urspriinglicher Kulturmedien)
homogenisiert, wobei der pH-Wert mit NaOH auf 7,3 einge-
stellt wurde. Durch Bntfernung der unldslichen Substanz
ergab sich eine klare Ldsung mit 50 bis 100 % der urspring-
lichen IFN-o~Aktivitit, K

In diesem Falle war die weitere Reinigung von IFN-o schwie-
rig, was vermutlich auf eine Komplexbildung von IFN mit den
gleichfalls durch SDS extrahierten hydrophoben Membran-
proteinen zurilickzufihren war. Natirlich sollte eine der~
artige Komplexbildung kein Nachteil bei der Gewinnung ande-
rer Nicht-Interferon-Produkte sein. - '

Nachdem eine Angahl Ausfiilhrungsbeispiele der Erfindung
vorgestellt worden_sihd, dilrfte es klar sein, daf8 die
grundlegende Konstruktion zur Schaffung anderer Ausfih-
rungsformen verdndert werden kann, bei denen die erfin=-
dungsgeméifen Verfahren und Zusammensetzungen verwendet
werden., Daher soll der Geltungsbereich der Erfindung nur
durch die angefiigten Anspriiche und nicht durch die spezi-
fischen Ausfiihrungsformen, die oben als Beispiele erlautert
warden, festgelegt werden.




Frfindungsanspruch:

1.

Verfahren zur Gewinnung eines Produktes von einem die-
ses Produkt erzeugenden Wirtsorganismus, gekennzeichnet
dadurch, dag der Wirtsofganismus mit mindestens einer
Zusammensetzung zusammengebracht wird, die ILysis oder
wenigstens Permeabilisierung des Wirtsorganismus und
Freisetzung des verlangten Produktes erzeugt.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf der
Wirfsorganismus aus der Stédmme von E, coli, Pseudomonas,
Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, andere
Bazillen, Hefearten, andere Fungi, Tier- oder Pflanzen-
zellen und andere Wirtsorganismen umfassenden Gruppe
ausgewdhlt wird.

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gékennzeichnet dadurch,

daB es sich bei dem Wirtsorganismus um einen Stamm von

4.

S

E. coli handelt,

Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 3, gekennzeichnet
dadurch, daB es sich bel dem Wirtsorganismus um einen
Wirtsorganismus handelt, der mit einem Vektor, der eine
fir das Produkt kodierende INA-~Sequenz aufweist, trans—
formiert wurde,

Verfahren nach Punkt 4, gekennzeichnet dadurch, daf die
DNA-Sequenz aug der Gruppe ausgewdhlt wurde, die fir
Proteine kodierende DiNA-Sequenzen, fiir Polypeptide ko-
dierende DNA-Sequenzen, fiir einzelne oder mehrere Amino-
sduren kodierende DNA-Sequenzen, fir Enzyme kodierende
DNA-Sequenzen, flr Industriechemikalien kodlerende DNA-
Sequenzgen und fiir Lebensmittel kodierende DNA-Sequenzen
umfafBt.,

Verfahrén'nach Punkt 4 oder 5, gekennzeichnet dadurch,
daB die DNA-Sequenz ausgewihlt ist aus der Gruppe, die
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DNA-Sequenzen, die flir eine immunologische oder bio-
logische Aktivitédt von Leukozyteninterferon aufweisende

. Polypeptide kodieren, DNA-Sequenzen, die fiir eine

Te

8.

10.

immunologische oder biologische Aktivit&t von Fibro-
blast-Interferon aufweisende Polypeptide kodieren,
DlA-Sequenzen, die fir die Antigenwirkung von FMDV-
Virusantigenen aufweisende Polypéptide kodieren, DNAQ
Sequenzen, die filir die Antigenwirkung von Hepatitis-B-
Virusantigenen aufweisende Polypeptide kodieren, und
DiA-Sequenzen, die fiir andere eine immunologische oder
biologische Aktivitdt von Tier- oder Humanprodukten auf-
weisende Polypeptide kodieren, vmfaBt,

Verfahren nach einem der Punkte 4 bis 6, gekennzeichnet
dadurch, daB die DWA-Sequenz fiir eine immunoclogische
oder biologische tivitdt von Leukozyten-Interferon
aufweisendes Polypeptid kodiert, '

Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 7, gekennzeichnet
dadurch, daB die Zusammensetzung aus der Detergenzien,
Enzyme, Penicillin, Cycloserin,” Bacitracin, Zancomycin,
Ristocetin, Polymyxin und deren Derivate umfassenden
Gruppe ausgewdhlt ist.

Verfahren nach Punkt 8, gekennzeichnet dadurch, da8 die
Zusammensetzung aus der Penicillin und dessen Derivate
umfassenden Gruppe ausgewdhlt ist.

Verfahren nach Punkt 9, gekennzeichnet dadurch; daBl das
Ampicillin der Kultur von etwa 109 Zellen/ml in einer
zwischen etwa 15 jug/l und etwa 75 pg/l liegenden Menge -
zugesetzt wird. ‘
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