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- {57) Aus einem Ptasmld aus oblegat methylotrophen Baktenen, 2.B. Methylomonas, emerseats
und sinem Plasmid mit Selektionsmarkern andererseits wird ein Hybridplasmid mit dem dem.
methylotrophen Bakterium eigenen Replicon erhalten. Dieses Hybridplasmid wird — ‘
gegebenenfalls nach vorherigem Embrmgen von weiterer genetischer Information — durch
Transformation in einen Wirtsorganismus wie E. coli eingefiihrt. Nach Amplifikation und
entsprechender Selektion werden die Klone miteinem gesigneten konjugativen Plasmid behandelt
~ und der Mobilisierbarkreisdefekt durch Einfihrung eines weiteren geeigneten Plasmids behoben.
Die so erhaltenen Klone werden mit vorzugsweise plasmidfreien obligat methylotrophen Bakterien
als Rezipient konjugiert, wobei — nach Selektion — Klone erhalten werden, die entsprechend der
eingebrachten genetischen information Proteine ‘exprimieren. Man kann auch aus dem als
" Rezipient dienenden Bakterium Sphéroplastan herstellen und in dlese dne Hvbndplasmnde durch’

: Transformatmn embrmgen o o v _
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Verfahren zur Herstellung von obligat methylotrophen
Bakterien

Anwendungsgebiet der Brfindung

€

Die Erfindung betrifft die genetische Manipulation wvon
methylotrophen Mikroorganismen, insbesondere Verfahren
zur Herstellung von obligat methylotrophen Bekterien, die

enthaltene Fremd-DNA exprimieren, Plasmide zur Einfihrung -
der Fremd~-DNA und Wirtsorgsnismen. ‘

Charskteristik der bekannten technischen Lisungen

BEs sind keine Angaben iliber Verfshren zur Herstellung'
von obligat methylotrophen Bakterien, die enthaltense
Fremd-DNA exprimieren, bekannt,

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines Ver-
fahrens zur Herstellung von obligat methylotrophen
Fremd-DNA exprimierenden Bakterlen und dafiir geeigneter
Plasmide und Wirtsorganismen,

~Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, von einem
Replicon eines Flasmids aus einem obligat methylotrophen
~ Bakterium mit sehr engem ll:.rts - berelch Gebramh zZa
machen.,
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Das erfindungsgemaﬁe Verfahren ist dadurch gekennzeichnet.
- 'daB man '

o a) ein aus einem oblisat methylotrophen Bakterium stammen- A

des Plasmid isoliert, . :
5 b) hieraus und aus einem Pla:mid mit Selektionamarkern ,
ein Hybridplasmid mit einem dem obligat methslotrophen -
Bakterium eigenen Replicon herstellt, . '
'c) dieses Hybridplasmid durch Transformation in einen
S w1rtsorganismus einbringt und dort amplifiziert, .
.'d) nach Selektion die Klone mit einem geeigneten konau-
' gativen Plasmid behandelt und den Mobilisierbarkeits- :
defekt des Hybridplasmids behebt,
~e) die so erhaltenen Klone mit obligat methylotrophen
Bakterien' als Rezipient konjugiert und
.f) d1e gewunschten Klone selektloniert.

'Das im- Verfahrensschribt a) einsesetzte Plaemid wird vor-
‘zugawelse aus einem Bakterium der Gattung Methylomonas,
insbesondere der Art Methylomonas clara isoliert. ‘Beson~

- ders bevorzugt ist das Plasmid pPBE 3 aus dem.Methylomonas

clara-Stamm, der bei der Deutschen Sammlung von Mikroor-
ganismen unter der Nummer DSM 2397 hinterlegt ist, sowie
entsprechende Plasmide mit demselben Replicon. »

n'Das im Verfahrensschritt b) aingesetzte‘?lasmid'nit'Se-
‘lektionsmarkern kann das Plasmid PER 322 sein, das in o
Gene 2 (1977) 95 - 113 beschrieben iste Die so erhal- -
tenen Hybridplasmide werden 1m folgenden als pRM be-_ '

‘ zelchnet. ’
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~Als Plesmid mit Selektionsmarkern, das im Verfashrensschritt
b) eingesetzt werden kann, eignet sich auch ein Hybridplas-

', ‘mid, das die genetische Information fir die Expression von

Insulin enth&lt, wie es in der europédischen Patentanmeldung

0 032 675 beschrieben ist.

Des nach Verfahrensschritt b) erhaltene Hybridplasmid wird
dann durch Iransformation in einen geeigneten Wirtsorganis-
mus, vorteilhaft Escherichia coli, eingebracht und dort
ampllfiziert. ;

.Im'Verfahrenssohritt d) wird in diesen Wirtsorganismus, aer_ ,
das Hybridplasmid enthélt, ein geeignetes konjugatives Plas-
mid, vorteilhaft RP 4, eingebracht" Zusﬁtzllch'wird durch
- Einfihren geeigneter Plasmide wie Col K und Col V der MO
bllisierbarkeitsdefekt komplementierb.

~ Der so vorbereitete WirtSorganismus xann dann im Verfah-
| rensschritt e) das im Verfahrensschritt c) eingebrachte
Hybridplasmid durch Konjugation auf ein vorzugsweise plas-
_mldfreies obligat methylotrophes Bakterium als Rezipient
ibertragen., Als Rezipient bevorzugt sind Bakterien der
Gattung Methylomonas, insbesondere von der Art Methylomonas
~ clara, vor allem vom Stamm ATCC 31 226. Dieser Stamm igt
belgpielsweise in der DEéPb 26 33 451 und in der US-PS
4 166 004 beschrieben.

AbschlieBend werden im Verfahren sschritt £) die gewimschten
Klone durch Anzucht in einem Wedium, das Mebthanol als Koh-
-lenstoffquelle enthalt, sowie auf Grund der ubertragenen
Resistenz bzw. Empfindlichkeit gegenuber Antlbiotika se- . -
lektioniert. Die so erhaltenen obligat methylotrophen :
Bakterien sind in der Lage, dle snthaltene Fremd-DNA zu

exprimleren, ‘also beispielsweise Insulin zZu produzieren.

Elnzelheiten dieser Verfahrensschrmtte werden im Rahmen der
Beispiele naher ausgefﬁhrt.
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Die Erfindung betrifft weiterhin eine Variante des vor-
stehend genannten Verfahrens, bei dem die Verfahrensschrit-
te d) und e) wie folgt vereinfacht werden:

Im Schritt d) wibd nach Selektion das Hybridplasmid isoliert
und im Schritt e) das isolierte Plasmid durch Transformation

~im Sphiroplasten des obllgat methylotrophen Bakteriums

eingebracht.

Die Erfindung betrifft somit auch Spharoplasten aus methylo-
trophen Bakterien, vor allem aus obllgat methylotrophen
Bakterlen, insbesondere aus Bakterien der Gattung Methylo-
monas, vorzugsweise der Art Methylomonas clara.lBeSOnders

bevorzugt ist der Stamm Methylomonas clara ATCC 31226. o

Die erfindungsgemidflen Sphédroplasten kann man dadurch her-
stellen, daB man die Bakterien in einem glyclnrelchen
Medium, das einen osmotischen Stabilisator enthilt, zdchtet
Vorzugsweise ist dieses Medium schwach hypotonisch. Weitere
bevorzugte Ausgestaltungen dieses HerstellungsverfahrenS'
werden im folgenden niher erldutert. '

Die Errindung betrifft wéitérhin'die Verwehdungfdev neuen
SphﬁroplaSten zum Einbringen von externer DNA in diese
Bakterien. Dlese externe DNA wird in erster Llnle in Form :

eines Plasmlds eingebracht. Als Plasmide kommen die oben-
"genannten Hybrldplasmide in Betracht

Zur Bildung der Sphéroplasten.werden die methylotrophen  ..‘

Bakterien in einem geeigneten Medium, vorteilhaft in einem

v Minimalmedium, bis zu einer geeignéten Zelldichté angeziichtet.
Geeignete Zelldichten_liegep in einem Bereich der 0D 600 -

von vorzugsweise 0,5 bis>1;8, insbesondere 0,9 bis 1,4.

Ein definiertes Volumen dieser Kulturen wird dann in die
etwa S-faéhe Menge des genannten Mediums eingebracht, dés“
auBerdem reich an Glycin ist und einen osmotischen'Stabil-;'
sator enthalt Der Gehalt an Glyc1n kann bis zur S&tti-
gungskonzentratlon gehen bevorzugt ist ein Gehalt von

2 bis U Gew.—%
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Als osmotische Stabilisatoren kommen Zucker wie Saccharose,
Zuckerélkohole wie Sorbit und Polyglykole wie Polyethylen-
glykol 6000 in Betracht. Das Medium ist vorzugsweise schwach
hypotonisch, was durch geeignete Konzentrationen an osmoti-

schem Stabilisator eingestellt wird. Geeignet ist beispiels-

weise eine Saccharosekonzentration von 10 Gew.-% oder ein-

| -molares Sorbit.

: 10.

In diesem Medium werden die Bakterien solange geschiittelt,
bis unter dem Phasen-Kontrastmikroskop im wesentlichen

 keine st#bchenférmigen methylotrophen Bakterien erkennbar

15

20

25

30

35

sind. Im allgemeinen kénnen nach etwa einer Stunde Schiitteln

.(100 bis 180 Upm) bei etwa:37°C die Bildung der Sphidro-

plasten als unbewegliche, kugelige Strukturen beobach-
tet werden. Dieser Prozedl ist im allgemeinen nach etwa 4

~ Stunden abgeschlossen.

D1e gebildeten Spharoplasten werden vor31chtlg abzentrifu-
glert beispielsweise bei 4°C 10 Minuten bei 2600 g,

und in geeigneten Medien resuspendiert. Zur Stabilisierung
der Sphdroplasten enthdlt dieses Resuspendierungsmedium
ebenfalls einen osmotischen Stabilisator in geeigneter

- Konzentration, beispielsweise 15 Gew.~-% Polyethylenglykol

vom Molgewicht 6000.

Diese Suspension wird iﬁ einem ungef&hren Voiumenverhélt-
nis von 5 : 1 mit einer Mischung versetzt, die zu gleichen
Teilen aus dem zur Resuépension der Sphéroplastén benutzten -
Medium und dem Trdger der einzubringénden DNA in'einém o
geeigneten Puffer besteht Als. DNA-Triger. kommt - wie

vorstehend ausgefuhrt - in erster Linie ein Hybrldplasmld

in Betracht. Eln geelgneter Puffer hierfiir besteht aus

‘.einer widBrigen Ldsung, die pro Liter 10 mmol TRIS (TrlsQ
j(hydroxymethyl)—amlnomethan) und 1 ‘mmol Natrlum-Ethylendl—
:amlntetraacetat (TE-Puffer) enthalt Zu dieser Mischung

wird ein osmotischer Stabilisator gegeben (belsplelswelsé‘
das dreifache Volumen der Sphédroplasten-Suspension an

4 Gew.-%iger Polyethylenglykol 6000-L&sung) und vorsichtig



..‘.5,-

durchmischt. Nach kurzem Stehen bei Raumtemperatur wird etw

b'-das 10 fache Volumen der Spharoplasten-Suspen31on an Resus- 
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) pen31onsmed1um zugegeben und die Mischung vors1éht1g zentri-
fugiert (3600 g). '

Der Niederschlag wirq dann in dem doppelten Volumen der _
Sphiroplasten-Suspension an Resuspensionsmedium aufgenommen
und zur Uberpriifung, ob die Transformation stattgefunden hat,
auf Agarplatten ausgestrichen. Diese Agarplatten entspre-
chen in ihrer Zusammensetzung dem Resuspensionsmedium und
enthalten neben 1,5 Gew.-% Bacto-Agar noch ein zur Selek-
tion geelgnetes Antibiotikum, belspielsweise 50 ug/ml
Ampicillin oder 10 /ug/ml Tetracyclin, falls d1e einge~
setzten Hybridplasmide die entsprechenden Re31stenzgene
enthielten. Die Platten werden dann bei 37 C fir 1 bis 3
Tage bebriitet und resistente Kolonlen nach Anzucht in dem
génannten Flissigmedium, das ein geeignetes Antibiotikum

- enthdlt, auf das Vorhandensein von Plasmid-DNA untersucht

(Humphreys et al., BA 383 (1975) 457-463). Hierbei kdnnen
die zur Transformatlon elngesetzten Plasmide aus den methylo-
trophen Bakterien isoliert werden.

vGegenS£and der Erfindung sind weiterhin Plasmide aus dem

Methylomonas‘clara-Stamm DSM 2397 sowie die HYbridplasmide
mit einem einem obligat methylotrophen Bakterium eigenen
Replicon, also Plasmide, die in den Bakterien der Gattung

. Methylomonas, vorzugsweise der Art Méthylomonas clara, ins-
‘besondebe dem Stamm ATCC 31226 repliziert werden, in denen
"prokaryotlsche oder eukaryotische DNA 1ntegriert ist, ins-
'besondere dlegenlge fur die Expres51on von Insulln.-

Gegenstand der Erflndung sind weiterhin die W1rtsorganlsmen,
die die genannten Plasmide enthalten, sowie die Wirtsor-

 ‘gan1smen, die zusdtzlich das konjugative Plasmld und wei-

35

terhin solche, die zusitzlich Plasmide zur Aufhebung des

:‘Moblllslerungsdef‘ekte enthalten. Bevorzugte W1rtsorgan1smen

enthalten als konjugatives Plasmid RP 4 und als Plasmide

~zur Aufhebung des Mobilisierungsdefekts.Col K oder Col V.
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Der Vorteil der Zrfindung liegt darin, da8 von einem Repli-
con eines Plasmids aus einem obligat methylotrophen Bakte-
rium, also mit sehr engem Wirtsbereich, Gebrauch gemacht
wird. Das erfindungsgemdBe Verfahren zeichnet sich somit
durch hohe Sicherheit aus, so daB es auf rekombinante DNA,
die risikoreiche Informationen enthilt, anwendbar ist.

Ausfihrungsb eispiel
In den folgenden Beispielen wird die Erfindung néher er-
lautert, Prozentangaben beziehen sich hierbei auf das Ge-

wlcht. sofern nichts anderes angegeben ist,

‘In den Beispielen wurden die folgenden Abkurzungen verwendet-"

ATP = Adenosintriphosphat o o
- EDTA = Ethylendiamin-tetraessigsdure bzw. -acetat (Na)
ODgy;, = Optische Dichte (optical density) bei 600 mm

 IE-Puffer = wiirige Losung, enthaltend pro Liter 10 m Mol
| Trig-HCl, auf pH 8 eingestellt, und 1 m Mol
S EDTA, ebenfalls auf pH 8,0 eingestellt

Trls (-HCl) Tris-hydroxymethyluaminomethan (-Hydrochlorid) |

f.Beisgiele , : . : :

| 'I. Plasmid-lsolie:u.ng sus M. clara DsM 2292 .

Die Plasmid-Isolierung erfoigte im wesentlichen nach der

- Methode von Humphreys et al. (BBA 383 (1975) 457 - 463),

~ Hierzu wurden die Bakterien aus 1 1 Kulturmedium bei einer
OD600 von etwa 1,0 abzentrlfugiert und der Bakteriennie-

- derschlag in 5 ml Sueroseldsupg (25 % Sucrose in 50 mMol/1

 Tris-HCl Losung vom pH 8,0) resuspendiert. Unter Eiskiihlung
~wurden 1 ml Lysozymliosung (5 mg/ml Lysozym in 250 mMol/l1 v'
~ Tris-HCl Lésung, pH 8,0) sowle 2 ml 0,2 molare EDTA-Losung
vom pH 8,0 zugegeben. Unter gelegentlichem Umschwenken wurde .
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die Mischung 5 Minuten 1angbauf Eis inkubiert._Dann wurde
die Lysis durch Zugabe von 8 mlleiner'Misehung, bestehend -

aus 50 mMol/l Trls-HCl 75,5 mMol/1 EDTA und 0,2 % eines
nlchtlonlschen Ten31ds ((R)Trlton X~ -100) vom PH. 8 0, her-
belgefuhrt D1e hochvmskose Mlschung wurde 30 Mlnuten bei

48 000 g zentrlfuglert wobei als Uberstand ein klares Lysat
-erhalten wurde. Pro 10 ml Uberstand wurden 1,1 ml 5~molare

Kochsalzlosung sowie 1,1 g Polyethylenglyeol vom mlttleren :"

-_Molgew1cht 6 000 zugegeben. D1e Mlschung wurde bei 4°C Uber

Nacht inkubiert. Der flocklge Nlederschlag wurde durch v
S5-miniitige Zentrlfugatlon bei 1 500 g. gesammelt und in 3,5 ml
Pufrerlosung (50 mMol/1 Tris- HCl 5 mMol/1 EDTA, 50 mMol/1
NaCl, pH 8,0) gelost und das Volumen der Ldsung gemessen
Nach Zugabe von 1 g CsCl pro ml L&sung sowie von 1/15 ml

‘einer 1 %igen wdfrigen Ethidiumbromid-L3sung wurde 10 Minu-

ten bei 16 000 g zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentri- -
fugation wurde ins Gleichgewicht zentrifugiert (20 Stunden
bei 47 000 Umdrehungen pro Minute,‘18°C,’im Vertikalrotor)
und wies auch ohne Bestrahlﬁngvmit UV-Licht zwei deutlich
sichtbare, etwa einen Zentimehter auseinanderliegende

Banden auf. Durch Einstrahlen von UV-Licht der Wellenlinge
366 nm wurden die fludreszierenden Banden hervorgehoben und

‘die untere Plasmid- Bande durch seitliches Anstechen des

Gradienten mit einer Nadel und anschlieBendes: Aufziehen der
Bande in einer Sprltze geerntet. Das Ethidiumbromid wurde
durch wiederholtes Ausschiitteln mit an CsCl geséttigtem

: Isopropanol entfernt Nach 3mallger Dlalyse gegen 21

TE-Puffer fir Jewells mindestens 2 Stunden wurde d1e Plas~'
mid-DNA in einer Reinhelt erhalten, d1e den Einsatz in' den
folgenden Verfahrensschrltten erlaubte,..

Zeigten sich in der DNA-Lﬁsuhg nOCh Veruhreiﬁigungen, S0
wurde diese zweimal mit gléichen Volumina an mit 0,1 .
molarer Trismﬂci Losung vom pH 8,0 gésittigtem Phenol und
dann 3mal mit absolutem Ether extrahiert. Der ﬁberschu351ge
Ether wurde abgeblasen, ‘die L¥sung m¢t 179 des Volumens an
dreimolarer Natriumacetatlosung versetzt und die DNA durch



10

15

20

25

30

35

-8 -

Zugabe des gleichen Volumens an Isopropanol gefdllt. Nach
Stehen iiber Nacht wurde die Mischung 30 Minuten lang bei
12 000 g zentrifugiert und der DNA-Niederschlag mit 90 %igem

~Ethanol gewaschen. Danach wurde die DNA lyophlllslert und

mit TE-Puffer aufgenommen.

2. DNA-Isolierung aus Agarose

Imbfolgenden Verfahren fand die von Langridgevét'al (Ana-
lytical Biochemistry 103 (1980) 264 - 271) beschriebene

,Methode Anwendung.

Die DNA wurde auf ein horizontales 0,5 %iges Agarose-Gel -
aufgetragen (niedrig schmelzende Agarose, Typ VII, No.
A-4018, Sigma). Nach der Elektrophorese wurden die Banden -
durch Ethidiumbromid-Anfirbung sichtbar gemacht und aus dem
Gel ausgeschnitten. Das die DNA enthaltende Agarosesehelb-
chen wurde bei 70 C in einem Glasrdhrchen geschmolzen, das |
Volumen gemessen und auf 37 C abgekiihit. Hierzu wurden '
gleiche Volumenmengen der nachstehend beschriebenen Butanol-

und Wasserphasen zugegeben.

150 ml n-Butanol wurden mit 150 ml Wasser im Scheldetrlchter
geschiittelt und nach Trennung der Phasen in 100 ml der |
wassergesattlgten Butanolphase 1 g Hexadecyl-trimethyl-
ammoniumbromid geldst. Diese L&sung wurde mit 100 ml der
Wasserphase ausgeschiittelt, wobei ein Entschiumer zugegeben
werden kann (50 /ul Antifoam A, Sigma). Nach Trennung der
Phasen liber Nacht wurden diese getrennt aufgefangen,v

Die nach Zugabe dieser Butanol- und Wasserphasen'erhaltene
Mischung wurde durch vorsichtiges Drehen des R6hrchens '

'grundllch durchmischt und die Trennung der Phasen bei 37°C

abgewartet Die obere, die DNA enthaltende Butanolphase
wurde abgetrennt und die verblelbende wéBrige Phase noch .
zweimal in der beschriebenen Weise mit Butanol extrahiert.

‘Die vereinigten Butanolphasen wurden mit 1/4 des Volumens
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an 0,2 molarer NaCl Losung versetzt und wieder grdndlich -

’ durchgemlscht Nach Abtrennung der wéhrigen Phase erfolgte

’_ eine erneute Salzextraktion und die vereinigten wdflrigen

10

Phasen wurden tropfenweise mit dem gleichen Volumen an

- Chloroform versetzt (das iiber eine Aluminlumox1dsaule _
~ gereinigt worden war). Nach halbstundlgem Stehen auf Eis

wurde die untere Chloroformphase verworfen und verbliebenes
Chloroform mit Luft ausgeblasen Die DNA wurde mit Isopro-
panol gefallt und nach Abtrennung in TE Puffer resuspend1ert.7

"3 Elektrophorese an Polyacrylamld Gel

. /_,

;Zur Slchtbarmachung und Charakter131erung von DNA- Fragmenten~-’f

. unter 0,3 MD fanden 8 - 15 %1ge Polyacrylamld (PAA) Gele

15

:Anwendung Dle Gele waren 1 mm dick, 30 em- lang und 14 cm -

._'brelt Als Puffer diente eine’ Mlschung, d1e pro’ Liter 89

20

mMol- Borsaure, 89 mMol Tris- HC1 und 2, 5 mMol EDTA enthie’t

’und den pH 8,2 aufw1es._

Zur Herstellung eines 8 %1gen PAA Gels wurden 33 ml einer'
24 %1gen PAA Stooklosung (23, 22 g Acrylamld und 0 , 78 g

'_ N N'~Methylenblsacrylam1d in 100'g waﬁrlger Losung), 10 ml

25

30

35

des genannten Elektrophoresepuffers, der jedoch alle Kom-v _
ponenten in 10-facher Konzentratlon enthielt, 6,25 ml einer
6,4 figen 3-Ethylamino-propionitril- -Lésung und 50,75 ml
Wasser zusammengegeben. Die Mlschung wurde an der Wasser-
strahlpumpe entgast und die Pdlymérisation mit festem '

: Ammonlumperoxodlsulfat gesbartet Sofort anschlleﬁend wurde

das Gel gegossen und bis zum Beglnn der Elektrophorese mln-n
destens 2 Stunden gewartet Vor dem Auftragen der Proben |

- wurde an das Gel zur Entfernung von restllchem Ammonium-
.peroxodlsulfat etwa elne Stunde lang elne Spannung von
100V angelegt ‘ '

'Dle Elektrophoreben wurden bei 100 V und elnem Stromfluﬁ von
12 mA durchgefuhrt ’ ' '
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LY Charakterlslerung des Plasmlds pBE 3 aus dem Methylomonas
clara- Stamm DSM 2397 '

Das Plasmid pBE 3 wurde mit den in der Tabelle 1_gehannteh»
Restriktionsendonukleasen verdaut und die entstandenen"
Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt. Durch Doppel-

verdauungen und durch Charakterlslerung elnzelner, in pBR

322 klonierter Fragmente - wie nachstehend beschrleben -
wurden die in Tabelle 2 und Flgur 1 nledergelegten Er-
gebnisse erhalten. ‘

Das Plasmid pBE 3 ist eine Deletionsmutante aus einem

- groReren Plasmid. Daneben existieren noch kleinere Plasmide.

Alle diese Plasmide sind im Sinne dieser Erfindung dquiva-
lent, sofern sie das methylomonas-eigene Replicon enthalten.
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-.Tabellé 1:

Ubersicht der.zur Charakterisierung von pBE 3 verwendeten
Enzyme: ' o

- Enzym Zahl der Fragmentef;

Acc I

Xor II

Eco RI
Hine II ,
Ava I 12
" Bal I mind. 19

KC, IV, R

Keine Spaltung mit
‘Bam HI |
. Bgl II

Bst
- Eco
~ Hind
~ Hpa
~Kpn
Nru
Pst
Pvu
Sal
Sma
Sph
Sst
Sst

EII .
RV
III

I

[ ]

II

Stu I
Xba I
Xho I
Xmn I -
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Tabeile 2:

EcoR I{

F1 : 4,14
F2 : 3,09
F3 : 1,27
F4 : 0,91
F5 : 0,63

EcoR I +

Ava I

D1 : 1,35
D2 : 1,22
D3a: 1,03
D3 : 1,03
D4 : 0,85
D5 : 0,70
D6 : 0,63
D7 : 0,55
0,5
D9 : 0,53

D10: 0,50

D11: 0,40
D12: 0,14
D13: 0,12
D14: <0,1
D15: <0,1

- D16: 0,1

E1
E2 :

Hinec
H1

H2 :
: 0,87
: 0,31
0,28

H3
HY
H5 :

EcoR

E3
EY :
ES :
E6 :
E7 :
E8 :
E9 :
E10:

.o

12 -

II:
6,8
1,42

I+
II:

Hinc II:
2,29

1,83

1,42

1,27
0,91
0,63
0,46

0,40

0,31
0,28

mit Restriktionsnucleasen erhalten wurden:

Al
A2 :
A3 ¢
Ala:

A4

A5 :

A6 ¢

A? :

~ A8 :

A9 :
A10:

A1

~ GrdéBe der Fragmente (in MD), die durch Spaltdng von pBE13

Ava I1:
2,0

1,72

1,26
1,03

1,03

0,85

0,66
0,55
0,50
0,13
0,08
0,07
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5. Restriktionsverdauungén"

Einzelverdauungen wurden in elnem Gesamtvolumen von 50 bls L

100 /ul mit den von den Herstellern empfohlenen Puffern :

~durchgefihrt. Um eine vollstandlge Verdauung der DNA zu
gewdhrleisten, wurden die Proben Uber Nacht inkubiert.

Bei Doppel- und Mehrfachverdauungen'wUrden die ehtspredhen-
den Enzyme meist gleichzeitig zur DNA zugesetzt Der Puffer
bestand in diesen Fdllen aus einer Losung, d1e pro Liter

50 mMol Kochsalz, 5 mMol Tris-HCl (auf pH 7,5 elngestellt),
6 mMol Magnesiumchlorid, 6 mMol 2-Mercaptoethanol und 100 mg
Rinderserumalbumin enthielt. Kontrollversuche zeigten, daB
die Enzyme in diesem Puffer d1e gleichen Ergebnisse llefern
wie in den von den Herstellern empfohlenen. Ausnahmen
bildeten Enzyme, die einen uberdurchschnittllch hohen
Salzbedarf haben. In diesen Fillen wurde zunachst bei
geringer Salzkonzentratlon mit dem einen Enzym verdaut und.
erst nach Erhohung der Salzkonzentratlon das zwelte Enzym _'

.zugegeben. y

6;fPartiélle Verdauungen’mitiEéo-R I

2 /ug Plasmid- DNA wurden mit 1 U des Restrlktlonsenzyms 1n
einem Gesamtvolumen von 50 /ul bei 37°C 1nkub1ert Gleiche iTA
~ Ans#tze wurden unterschledllch lang 1nkublert und dle Reak-

tion zu den verschledenen Zeiten durch zehnmlnutlges Er- .

,hitzen des Ansatzes auf 70°C abgestoppt. Elne gelelektro-,a_v'“
“phoretische Analyse des Jewelllgen Bandenmusters zelgte,A

wie weit die Verdauung nach den deflnlerten Zelten fort-"T

. Waehstumsbedingungen>

Alle verwendteten Eseherlchla coli- Stamme wurden in L= Broth

(10 g Bactro Trypton, 5 g Hefe—Extrakt und 5 g Kochsalz pro




1 Liter Wasser)

_ tet:

10

15

20

25

30

M 36:‘

vV 135 L:

. wurden in einem

1,5 %
0,1 %
0,083

+ 0,018

0,036
0,004
0,015
0,005

T

geziichtet. Die Methylomonas clara-Stédmme
der beiden folgenden Minimal-Medien geziich-

Methanol

HiPO,

PRS0,

% Na,S0, x 10 H,0

% MgSOy x 7 HO

% CaCO3 ’

g4 Citronensiure »

% (NH,),Fe(S0,), x 6 H,0

80 /ulll Spurenelementeldsung

1,5 %

Methanol

0,16 ¢ K,S0,
0,06 % M’gsou x 7 Hy0

0,025
0,014

0,01 % Fe,(S0,)
0,2 %
0,28 % NHg (25 %)

0,3 %
0,3 %

; NgZSOu

% CaCO3

3
H3P0u

KNO3

‘NaHCO3

1 ml/1 SpurenelementelSsUng‘

Spurenelmenteiééﬁng:v 0,05'3/1 H3BO,

0,01 g/1KJ .~
0,04 g/1 MnSO, x 4 H,0

0,04 g/1 ZnSO, x 7 H,0

0,02 g/1 (NH,)gMo 0,
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8. Konstruktion der Hybridvektoren

Das Plasmid pBE 3 wurde mit'dem Restbiktionsenzym E¢o RI.
- partiell verdaut, so daR der_Hauptteil{des Plasmids nur
5 einmal geschnitten wurde und in der linearisierten Form
vorlag. pBR 322-DNA wurde mit Eco R I total verdaut und
~.anschliefend einer Behandlung mit alkalischer Phosphatase: |
unterzogen. Die so vorbereiteten DNAs wurden zusammengegeben»
und mit T4-DNA- ngase bei 14°¢ uber Nacht 1nkubiert 50
10 dleser ligierten Mlschung dienten sodann zur Transforma-
tion 1n den durch CaCl -Behandlung kompetent gemachten
E. 0011«Stamm HB 101.

/8

: Die Bakterien wurden auf L-Broth-Platten mit 20 /ug/ml Tetra—n
15 cyclin ausgestrichen und iiber Nacht bebriitet, Resistente
' Kolonien wurden auf frische Platten ﬁberimpft und gut
| ausgewachsene Klone durch "single colony lysis" auf das
- Vorhandensein von Plasmid-DNA mit héherem Molekulargewicht
. als‘pBR 322 untersucht. Klone, die eine solche Plasmid-DNA
20 enthielten, wurden schlieflich in 100 ml L-Broth mit oder
ohne Tetracyclin angeziichtet und nach Chloramphenlcol-
Stimullerung der Bakterlen die Plasmid-DNA gewonnen.

Restriktionsverdauungen mit den Enzymen Eco R I und Ava~I_
25 zeigten, daf das in der Figur 2 gezeigte Hybridplasmld .

PRM 21 und das in der Figur 3 gezeigte Hybridplasmld

pRM 54 erhalten worden waren

B Daneben kénnen Hybridplasmide ident1fiz1ert werden, die
.30 fFrakt1onen von pBE 3 enthalten o

']'9.'Ligasé~Reaktion "'41 Vo  . " f; _f:vf RS

'ngase Reaktlonen wurden in 50 /ul Volumen bel elner Gesamt-'~  ’f!»:

35 DNA-Konzentratlon von 20 ,ug/ml ausgefhhrt ‘Der. Puffer. ent-"

‘hielt pro ther 30 mMol TPlS HCl (auf pH 7,5 elngestellt),_ f; :_
-y mMol Magne31umchlor1d ‘10 mMol Dlthloerythrlt und 0,2 mMol"

ATP. Zu diesen Ansitzen wurde 1 /ul Tu-ngase entsprechend _—
400 U zugegeben (10U entsprleht hler der Menge Enzym, die L



10

15

20

25

30

35

- 16 -

nétig ist, um 50 %'einer Hind‘IiI-vehdautén'IambdaQDNAvin
30 Minuten bei -=16°C in einem Volumen von 20 /Ul‘zu 1i;v

gieren. Die Konzentration der DNA 1n diesem Ansatz betragt
dabei etwa 330 /ug/ml) ‘Das fiir ein bestlmmtes ngase-Experi- 
ment optimale Verhaltnls der belden DNAs zueinander wurde
nach den Verfahren von Dugaiczyk et al., JMB 96 (1975) 171
errechnet. Inkubiert wurde bei 14°C fir mindestens

16 Stunden.

10. Konjugation

Rezipient und Donor wurden iiber Nacht bis zu -einer ODg o
von 1,0 - 1,2 (Rezipient) bzw. 1,4 = 1,6 (Donor) angeziichtet
und gleiche Volumina von Rezipient und Donor so zusammen

" gegeben, daB der Mischung eine grofe Oberfliche zur Verfii-
gung stand. Die Mischung wurde 2 Stunden lang ohne zu '

Schiitteln bei 37°C inkubiert und anschlieBend 200 /ul davon
auf Agafplatten ausgestrichen, deren Zusammensetzung eine
Seiektion‘gegen den Donor und fir den mit einer neuen, durch
das zu lUbertragende Plasmid vermittelten, Eigenschaft aus-
gestatteten Rezeptor erlaubte. Bei der Kdnjugatidn zwischen
E. coli HB 101 und M. clara DSM 2397 waren dies Methanbl-
Minimalmedium-Platten mlt Zusatz elnes (durch die Art des zu

{ibertragenden Plasmlds bestlmmten) Antlblotlkums

- In_anderen Experimenten wurden Rezipient und Donor wie]oben

beschrieben inkubiert und 200 /ul dieser Mischung auf Metha-

'ynol-Minimalmedium-Platten ohne Antibiotikum ausgestrichen{Ar

Diese Platten wurden~ﬁber‘Nacht‘beif37°C bébrﬁtet und der
entstandene Bakterienrasen mit 2 ml Methanol-Minimalmedium

‘abgeschwemmt. 200 /ulbdiesethuSpehsibn kamen dann wieder

zum Ausstrichvauf MethanblaMinimalmediUm Platten mit dem o

entsprechenden Antlblotlkum Klone zelgten 81ch nach 48 -

723tundlgem Bebruten der Platten bei 37 C.

11. Expression eukaryotischer DNA in M. clara

a) Das Plasmid pBE 3 wurde nach den beschriebenen Verfahren
in Derivaten von pBR 322 kloniert bzw. umkloniert, die als
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c-DNA-Sequenz eines eukaryotischen Gens die des Affen—:
Insulins enthlelten.

'Affeninsulinmc-DNA ist in die Pst I-Schnittstelle von pBR
322 derart eingebaut worden, daBAdiese'fremde Infqrmation f‘
unter der Kontrolle des R-Lactamase-Promotors in E. coli |

exprimiert wurde. Dabei entstand ein Fusionsprotein{ das -

. mit Antiinsulin-Antikdrpern nachgewiesen werden konnte

15

20
25
30

_35

(Europalsche Patentanmeldung 0 032 675).

Die Affeninsulin-c-DNA enthilt zwei interne Pst I-Schnitt-

stellen. Die kodierende Information kann daher durch

Pst I-Verdauung nicht in intakter Form aus dem Plasmid

entfernt werden. Um eine Replikation dieses Plasmids in
M. clara zu ermdglichen, wurde daher so vorgegangen daB
DNA-- Sequenzen aus dem M. clara-Plasmid pBE 3 in dieses

ualnsullnlnformatlon exprimierende pBR 322-~Derivat eingebaut

'%urde Die experimentelle Durchfiihrung erfolgte wie vor-

stehend beschrieben. Hierbei konnte eine Reihe von

- hybriden Plasmiden erhalten werden, die sich in ihrer

)

Struktur nur durch die in den PBR 322-Anteil eingebauté
Affeninsulin-c-DNA von den zuvor beschriebenen Hybridvek-
toren unterscheiden. Die Anordnung des Insulingens im pBR

-322-Anteil dieser Vektoren bleibt dabei unverandert in

Phase, so daf auch diese Klone Insulin-antigene Detehmi-'
nanten in E. coli exprimieren. Einer dieser Klone der
die gesamte pBE 3-Sequenz enthdlt, erhlelt d1e Bezelch-

“nung pInMc 68.

-Der'festgesteli£e MobilisierbarkeitSGéfekt von pBR 322 kann
vdurch'Plasmide/wie‘Col K und Col V komplementiert Werden '

(Young und Poulis, Gene 4 (1978) 175 - 179). Daher wurde

in die oben beqchrlebenen, durch Calciumchlorid- Behandlung
kompetent gemachten Donorstimme mit dem konJugativen Plas-
mid RP 4 und den Hybridvektoren der pRM-Reihe noch zusitz-
llch das Plasmid Col X durch Transformation elngefuhrt A1s
Indikatorstamm zum Nachweis des Plasmids Col K wurde der
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Colicin-empfindliches Stamm AB 1157 verwendet (Wérren et
al., MGG 170 (1979) 103 - 107). Um in Konjugationsexperi-
menten zwischen den E. coli-Donorstimmen HB 101 (RP 4,

Col K, pRM 54) bzw. HB 101 (RP 4, Col K, pRM 21) und dem

Rezipienten M. clara ATCC 31226 auf Klone zu selektio-

nieren, die den Hybhidvektor enthielten, wurdé in'Géged—"

wart hoher Dosen Tetracyclin (50 /ug/ml) auf Methanol-
Mlnimalmedlum (M 36) 'selektioniert.

Eine Analyse zahlrelcher M. clara Klone ergab da® in ca.-'
10 % der Fidlle Klone erhalten worden waren, d1e ‘nur den
Hybrldvektor enthielten. In einem Kongugatlonsexperlment
zwischen dem E. coli-Donorstamm HB 101 (RP 4, Col K,

plnMe 68) und dem M. clara-Rezipienten ATCC 31226>konnten 

in gleicher Weise M. clara-Klone erhalten werden die nur
das Flasmid pInMc 68 enthlelten.

Die erhaltenen M. clara-Klone mit dem Plasmid pInMc 68

" wurden in der Folge geziichtet und Uber einen Radioimmun-

- assay bzw. einen Fettzellassay auf ihren Insullngehalt

2.

30

‘ubeerUft Entspechend dem in der Europalschen Patentan-

meldung 0 032 675 mit E. coli gemachten Beobachtungen

konnten auch im Falle von M. clara ATCC 31226 Insulin-
werte zwischen 1 und 5 IE pro Liter gemessen werden.: .

Somit wird also die im pBR 322-Anteil des Hybridvektors
pInMc 68 enthaltene Insullnlnformatlon auch in M. clara

: korrekt und effizient exprlmlert

Der Stamm Methylomonas clara ATCC 31226 WIPd in dem M1n1-_ ﬁlf
‘mal-Medium M 36 bis zu einer ODSOO von 0 9 bis 1,4
angeziichtet. 20 ml dleser Kulturen werden in 100 ml M

36-Medium elngebracht das auBerdem 4 % Glycln und 10 %

 ,Saccharose enthdlt. In dlesem Medlum werden d1e Bakterlen-
‘4 Stunden bei. 37°C und 100 bis 180 Upn geschdttelt '

35

Unter dem Phasenkontrastmlkroskop 31nd dann kelne lang- |
llchen, bewegllchen Bakterlen mehr zu" erkennen., |
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Die gebildeten Sphi#roplasten werden bei 4°¢C 10. Minuten
bei 2600 g abzentrifugiert und in 1 ml M 36-Medium resus-
péndiert das'zusétzlich'JO %'Saecharose enthélt

D1e genannten Medlen kfnnen anstelle der 10 % Saccharose’
auch 1 Mol pro Liter Sorbit oder 15 % Polyethylenglykol

. vom mittleren Molgewicht 6000 enthalten.'

o

25

,.30

35

4o

Die Abtrennung der Spharoplasten kann auch durch 10-minu-

_ tlges Zentrifugieren bei H C und 3600 g evfolgen.

0,5 ml der nach Beispiel 12 erhaltenen SuspensiQn werden

‘mit 0,1 ml einer Mischung versetzt, die zu gleichen'Teiien

aus Resuspensionsmedium und TE-Puffer besteht, in dem das

Plasmid pRM 21 enthalten ist. Zu dieser Mischung gibt man

1,5 ml 4 %ige Polyethylenglykol-6000-L8sung und durch-

‘mischt vorsichtig. Diese Mischung 148t man 2 Minuten. be1

Raumtemperatur stehen, gibt 5 ml Resuspen31onsmed1um zu
und zentrifugiert bei 3600 g.

Der'Niederschlag wird in 1 ml Resuspensionsmediumvaufse-
nommen und auf Agarplatten ausgestbidhen, die in ihrer
Zusammensetzung dem Resuspensionsmedium entsprechen und
zus#tzlich 1,5 % Bakto-Agar und 50 /ug/ml Ampicillin
enthalten. Die Platten werden bei 37°C 3 Tage bebriitet
und die Kolonien in M 36- -Medium, das 50 /ug/ml Ampicil-

~lin enthilt, gezuchtet Aus den s0 erhaltenen‘Bakterien

konnte das zur Transformation eingesetzte Plasmid pRM 21

- isoliert werden.

14,

Anstelle von - Amplclllln kann be1 diesem Verfahren auch
jeweils Tetracyclin in elner Konzentratlon von 10 /ug/ml

"eingesetzt werden.

Das gleiche Ergebnis erh#lt man auch, wenn man anstélle
des genannten Plasmids das Plasmid pRM 54 einsetzt.

‘Arbeitet man nach Belsplel 13, setzt jedoch als Plasmid

pINMc 68 ein, und selektioniert mit 50 /ug/ml Tetracyclin,
s0 erhdlt man Methylomonas clara-Klone mit dlesem Plasmld,
die Insulin produzleren.
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Erfindungsanspruch

1e

2.

3.

Verfahren zur Herstellung von obligat methylotrophen_
Bakterien, die enthaltene Fremd-DNA exprimieren,
gekennzeichnet dadurch, da8 man :

a) aus eilnem obligat methylotrophen Bakterium ein Plas- |
nid isoliert,

b) hieraus und aus einem Plasmid mit Selektionsmarkern
ein Hybridplasmid mit einem dem obligat methylotrophen
Bakterium eigenen Replicon herstellt, !

¢) dieses Hybridplasmid durch Transformation in einen
Wirtsorganismus einbringt und dort amplifiziert,

d) nach Selektion die Klone mit elnem geeigneten konju-
gativen Plasmid behandelt und den Mobillslerbarkeits-
defekt behebt,

e) die so erhaltenen Klone mit vorzugsweise plasmidfreien

‘ obligat methylotrophen Bakterien als Rezlplient konju-
giert und

£) die gewiihschten Klone selektioniert.

Verfahren zur Herstellung des in Punkt 1 genannten

 Hybridplasmids, gekennzeichnet dadurch, da8 man aus
_einem obligat methylotrophen Bakterium ein Plasmid isoliert

und hieraus und sus einem Plasmid mit Selektionsmarkern :

‘ein Hybridplesmid mit einem dem obligat methylotrophen

Bakterium eigenen Replicon herstellt.

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daB das obligat methylotrophe Bakterium eilnes der Gattung

Methylomonas, vorzugswelse von der Art Methylomonas
- clara, insbesondere von Stamm ATCC 31 226 ist.
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6.

7e

8.
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Verfehren nach einem oder mehreren der Punkte 1 bis 3,
gekennzeichnet dadurch, daB das Bakterium, aus dem das

Plasmid isoliert wird; vom Stamm DSM 2397 ist.,

Verfahren nach einem oder mehreren der Punkte 1, 3

‘oder 4, gekennzeichnet dadurch, das das Plasmid mit
‘Selektionsmarkern pBR 322 ist und/oder die genetische

Information fiir die Expression von Insulin enthélt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Punkte 1 oder 3
bis 5, gekennzeichnet dadurch, daB der Wirtsorganismus
Bscherichia coli ist, das konjugative Plasmid RP & ist
und der Mobilisierbarkeitsdefekt durch Einfihrung des
Plasmids Col K oder Col V behoben wird.

Verfahren nach einem oder mehreren der Punkte 1 oder 3
bis 6, gekennzeichnet dadurch, daB man anstelle der

' Verfahrensschritte d) und e) das als Rezipient dienende

obligat methylotrophe Bakterium in die Sphéroplasten

~ iiberfiihrt und das Hybridplasmid durch Transformation
o einbringt.

Verfahren zur Herstellung der in Punkt 7 genannten
Sphéroplasten aus methylotrophen Bakterien, gekenn-'“
zeichnet dadurch, daB man dle Bakterien in einem glycin-

reichen Medium, das einen osmotischen Stabilisator enthélt,

ziichtet, wobei das Medium vorzugsweise schwach hypo-
tonisch ist und 2 bis 4 Gew.-% Glycin enthilt,

Hierzu_2_Seften Zeichnungen |
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