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(67) Verfahren zur Stabilisierung und Selektierung von Wirtszellen, die rekombinisrende DNA
enthalten, welche ein funktionelles Polypeptid ausdriickt, das darin besteht, daR man a) die
Wirtszeilen mit einem rekombinierenden DNA-Klonierungsvektor transformiert, der sowohi ein
Repressorgen als auch ein Gen enthilt, welches ein funktionelles Polypeptid ausdrickt, und b) die
transformierten Wirtszellen mit einem lysogenen Crganismus lysogenisiert, der einen Préger
enthalt, welcher in den Wirtszellen letal oder konditionell letal ist, der aber in den transformierten
Wirtszellen durch das in dem rekombinierenden DNA-Klonierungsvekior enthaltene Repressorgen
repressiert wird, mit der MaRgabe, daR der rekombinierende DNA-Kionierungsvektor sin Replikon
und einen Promotor enthalt, welche fiir den Repressor nicht sensitiv sind, und mit der weiteren
MaRgabe, daR bei Lysogenisierung der transformierten Wirtszellen mit dern lysogenen
Organismus, der ein Gen enthilt, welches konditionell letal ist, die erhaltenen Wirtszelien unter
restriktiven Bedingungen kultiviert werden. ' ”
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Titel der Erfindung: Verfahren zur Stabilisierung und
' ' Selektierung von Wirtszellen, die
"~ rekombinierende pNa enthalten.

’Anwenduhgsgebiet der ErfindunQ

Die'Erfindung betrifft ein Vé:fahren»zur-Stabilisiexuhg
uhd Sélektieruhg‘von.Wirtszéllen;1die;rekombiniefendelDNA?
enthalten, welche ein funktiqhelles POlypeptid ausdriickt.
Ferner iSt_die’Erfihdung auch auf neue OrganiSﬁen;unH‘klon-
bildende Vektoren'geriéhtet;_die bei diesem Verfahren ver-
wendet werden. Die Erfindung 148t sich So anpassen, dasg éie»
eine einfache} beqﬁeme undﬁthlfeile Methode zur'LySe von
‘Wiftszellen schafft, ﬁm hiérdurch'intrazellularefprodukte
zu_reihigen;'f | W,

. Im einzelnen‘betrifft die‘ErfindungAein Verfahreh_zur Sta-
bilisierung und Selektierung voanirtszgllen,vdié rekombi-

nierende DNA enthalten, welche ein funktionelles Pblypep-
tid ausdriickt, das dadurch'gekennzeichnet ist, daB8 man
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a) d1e ertszellen mit. einem 1@komb1n1erenden DNA~K10n1e—
rungsvektor transformlert, der sowohl ein Repressorgen
.als auch ein Gen enthalt, welches exn funktlonelles Po~

. vlypeptld ausdruckt, und R _

b) die transformlerten ertszellen mit einem lysogenen Or-
ganismus lysogenlslert, der einen Prédger enthdlt, wel~-
cher in den ertszellen\letal oder konditionell letal

. ist, der aber in den transformlerten ertszellen durch
das 1n dem rekomblnlerenden DNA—Klonlerungsvektor ent-
haltene Repressorqen repre531ert wlrd

mit der. Maﬂgabe, dafider rekomblnlerende DNA-Klonierungs-~

- vektor ein Repllkon und einen- Promotor enthalt, welche fiir

den. Repressor nicht sensitiv- sind, und mit der weiteren

MaBgabe, daf bel Lysogenlslerung der transformlerten Wirts-

zellen mit einem lysogenen Organlsmus, der ein Gen enthilt, |

welches konditionell. letal ist, ‘die-erhaltenen ertszellen
unter restrlktlven Bedlngungen ku1t1v1ert ‘werden.

Weiter ist die Erflndung auch auf eine transformlerte Wirts-
zelle gerlchtet, dle dadurch gekennzeichnet ist, das sie
besteht aus - ;
. .a) einem rekomblnlerenden DNA-Klonlerungsvektor, der so-
- wohl ein Repressorgen als auch ein Gen enthilt, welches
e1n funktionelles Polypeptid ausdriickt, und ,
b) einem chromosomalen Prager, der letal oder konditionell
- letal ist, Jedoch durch das Repressorgen, das im rekom-
,blnlerenden DNA-Klonlerungsvektor enthalten ist, repres-
siert wird, - : ,
mit der MaSgabe, das;der. rekomblnlerende DNA-Klonlerungs—
“svektor ein Replikon und einen Promotor enthidlt, dle flir den
Repressor nicht sensitiv. 51nd

Schlieslich betrifft die Erfindung auch noch ein Verfahren
zur Lyse von Wirtszellen,. das dadurch gekennzeichnet ist,
da8 man einen letalen oder kond1t10ne11 letalen Prédger, der
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2u einer Wirtszéllenlyée fﬁhrt,xégtwede£ éinfﬁhrt iﬁ‘  
a) Wirtszeilen,.die.miﬁ‘einem ;ekéﬁginierendén_DNA*klanie-
-rungsvektor transformiert sind, Qér ein’Reptessoxgéh‘
wenthélt,>We1¢hes einen'Prager‘repressiert, der eine 
“Wirtszellenlyse hervorruft und der bei oder oberhalb
,hiher,memperaturTinnerhalbneipesvhestimmtén’TemperaturF
 bereiches inaktiviert. ist, und die transformierten
WirtSzellen;mit'einem;lyscgenen brgaﬁiSmus lysogeni-
,siert,-der,einen‘Pragerﬁenthélt, weIChgr in den Wirts-
- zellen letal oder:konditionell letal ‘ist, der jedoch in
, den~transf0rmiertethirtsze1lgn durch das Repressorgen,
‘welches in.dem rekombinierenden DNA-Klonierungsvektor
enthalten ist, reptéssiert'wird, ode:reinfﬁhrf in
b) Wirtszellen, indem man die Wirtszellen mit einem lyso-
genen,OrganiSmus, dér'einen-konditionell ietalen Prd-
ger enthdlt, lysogenisiert oder indem man die Wirtszel-
wlen"mit‘einem rakombinierenden DNA-KIonierungSvektor,
-der;einenwkonditiohehlfletaLéanrégérﬁéﬁthalt;‘trans-
formiert o . ”;;3;1{. ‘:' T
und -die hierdurch=jeweilsaErhaltenen~wirtszéllen bei einer
- Temperatur, die den Repressor inaktiviert;‘oder, im-Fall
eines konditionell.1eta&enﬁPr§gers,vbei eiher Temperatux,
~die nicht innerhalbvdequemperaturbereichs liegt, der eine
1Zﬁchtung,der Wirtszellen erlaubt, zﬁchtef;"ﬁ

>

‘Durch die Erfindungfwinduéin selektives Systém zﬁr‘Verfﬁ-

- gung gestellt, durch welches sich rékombinierende DNA-Wirts- .
zelleh Stabilisieren oder selektieren“iassen, indem man hier-
zu einen 1eta1en7chromosomalen Prdger verwendet, der durch
ein Gen repressiert wird, das.an einemVrekombinierenden DNA-
Klonierﬂngsvektor getragen wird. Dies ist besonders wichtig,
weil rekombinierende'DNA-Klqniefungsvektoren,kwie‘PIasmidef
hdufig rasch aus Bakterienpopulationen verlofen gehenvund
bei groﬁtechnischen.Fermentationen mehr als 1016 Zellgene-
rationen erforderlich sein k6nnen; Sobald daher dié’rekom—
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a) die ertszellen mit. elnem rekomblnlerenden DNA-KIonle-
rungsvektor transformlert, der sowohl eln Repressorgen

) 'lypeptld ausdruckt. und ; _

b) die transformlerten ertszellen m1t elnem lysogenen Or-
ganismus lysogenlslert, der einen. Prdger enthélt, wel-'
cher in den ertszellen letal .oder konditionell letal

. ist, der aber in den transformlerten wlrtszellen durch
das in dem- rekomblnlerenden DNA-Klonlerungsvektor ent-
haltene Repressorgen repressiert. wird,

-mlt der ‘MaBgabe, da8 der rekomblnlerende DNA-Klonlerungs-

- vektor ein Repllkon und einen Promotor enthdlt, welche fiir

den Repressor. nicht sensitiv- sind, und mit der weiteren

MaBgabe, dag be1 Lysogen1s1erung der. transformlerten Wirts-

zellen mit einem ‘lysogenen Organlsmus, der ein Gen enthdlt, .

welches konditionell. letal ist, die- erhaltenen Wirtszellen

unter restrlktlven Bedlngungen ku1t1v1ert werden. '

Weiter ist d1e Erflndung auch auf elne transformlerte Wirts-
-a.zelle gerlchtet, dle dadurch gekennzeichnet ist, daB sie
. besteht aus - : T ,
',.a) einem rekomblnlerenden DNA~Klon1erungsvektor, der so-
. wohl ein Repressorgen als auch e1n Gern enthalt,- welches
ein funktlonelles Polypeptld ausdriickt, und
b) einem chromosomalen Prager, der letal oder konditionell
letal ist,. ‘jedoch durch das Repressorgen, das im rekom-
' - binierenden DNA—Klonlerungsvektor enthalten ist, repres-
siert wird, S : . .
mit der MagBgabe, da8, der rekomblnlerende DNA-Klonlerungs-
.vektor ein Replxkon -und einen Promotor enthalt, d1e fiir den.
Repressor nicht sens1t1v 51nd

SchlieBlich betrifft die Erfindung auch noch ein Verfahren
zur Lyse von ertszellen, das dadurch gekennzelchnet ist,
~ daBs ‘man elnen letalen oder kond1t10ne11 letalen Prdger, der
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2u einer Wirtszéllenlyse fﬁhrt?&;g}Wédetleinfﬁhtt ip::{‘
a) Wirtszellen, die mit einem :ekohg;nierendén DNA-Klonie-
~ .rungsvektor transformiert»Siﬁd,'dér_gineRepfessorgeh
“enthdlt, welches einen*Prﬁger\repressiert,‘dér eine
‘Wirtszellenlyse hervorruft und der bei oder oberhalb
;‘einer,rempgratu;'innerhg}b~eipes-beStimmten‘Temperatur-
 bereiches.inaktiviertvist.-und die ftéﬁéfoﬁmierten“
Wirtszellen mit einem lysogenen Organismus lysogeni-
 siert,uder-einen.Pragerrenthélt, weléhgr‘in-den Wirts-

® “1zelléndletal-bderikcn&itionell‘letalnist; der jedoch in
‘ , den‘transformierteh;Wirtszellgh durch das‘Repressorgen,
e . _welches in dem rekombinierenden DNA-Klonierungsvektor

enthalten ist, repressiert wird, oder einfiihrt in B
b) Wirtszellen, indem man die Wirtszellen'mit einem lyso-
genen Organismus, der einén-kOnditioneli_ietalen Pré- _
ger enthdlt, lysogenisiert Oder‘indem.man die Wirtszel-
~len mit einem rekombinierenden DNA-Klohierun95vektpr,
~der;einenwkonditiphehlﬂietakénfprégérﬁénthalt;-tranSf
formiert - | e  ;;-4 ,'vi'”" ‘
und die hierdurchajéweilsaenhaltehen‘Wirtszéilen‘bei einer -
Temperatur, die.den‘ReprGSSOr inaktiviert,‘oder,_im“Fall
eines konditionellpletaden#Prﬁgérs,‘bei einer Temperatur,
d’ ~die nicht innerhalbvdequemperaturbereichs‘1iegt, der eine
Ziichtung der Wirtszellen erlaubt, zlichtet . - s
‘Durch die Erfindung.wirdaéin Selektives SyStém zur Verfﬁ-‘
 gung gestellt, durch welches sich rekombinierende DNA-Wirts-
zellen Stabilisie:en oder selektieren lassen, indem man hier-
zu einen letalen chromosomalen Pféger verwendet, der durch
ein Gen repressiert_wird,»da33an eihemfrekombinierenden DNA-
Klonierﬁngsvektor getragen wird. Dies ist besonders wiéhtig,_
weil rekombinierende»DNA-Klqnietungsvektoren, wie Plasmide,
hdufig rasch'auS Bakterienpopulationeh verloten gehen und
bei groStechnischen Fermentationen mehr als 1016 Zellgene-
rationen erforderlich sein kﬁnnen} Sobald daher die rekom-



binlerende DNA Codlerung fiir daq gewunschte Produkt exnmal
in ein Plasmld elngesetzt ist, dann ist es winschenswert
;oder sogar esse’tlell, das dle &as Plasmld enthaltende M1-7

5_?kroorganlsmenku1tur 'S0 stablllslert ist, das alle Zellen

e[aer Kultur, das gewunschte Plasmld @nthaltem. ‘Dies 1st
"schwlerzg und kr;tisch, well rekomblnlérende Plasmlde mlt
. fremder DNA notorlsch instabil sind und oft mehr als 90 &
- -der Zellen in elner-Populatlon.das rekombinierende Plasmid
‘nicht enthalten kannen} nachdém'eine Kultur iiber Nacht ge-
wachsen ‘ist. Es kommt  daherzu einer . ‘ganz dramatlschen Ver-
: rlngerung der: Produktlonskapa21tat, weil eine Expre551on
der gewiinschten Gene ‘nur in denjenigen Zellen mbglich 1st,
die das Plasmld belbehalten. ’

’ ’Charakteristik}der~bekannteh.tééhnischen Lésungen:

' Es gibt bisher nur sehr wenlge w1rksame Methoden zur Stabi-
' llslerung rekomb1n1erender Plasmlde, und dlese haben alle
ernsthafte Nachtelle. ;

Eine dleser Methoden besteht 4in elner Einflihrung antlblotlsch
resistenter Gene in rekamblnlerende .Plasmide und einem an-
schlleBenden ‘Zusatz des Jewelllgen Antlblotlkums zum Kultur-
medium. Zellen, die das Plasmid mit dem antibiotisch resi-
stenten Gen enthalten, werden dabei als geeignet selektlert,
widhrend Zellen, die das Plasmld verlieren, als ungeeignet
selektiert und daher ellmlnlert werden. Der wesentllche
Nachteil dieser Methode besteht darin, daf man hierbei

ein grofitechnisches Wachstum an antibiotisch resistenten

- Bakterien benétigt, im Fermehtatlonsmedlum ein teures Anti-
'blotlkum braucht und schlieB8lich das Antlblotlkum vom ge-—

wunschten Produkt durch elne nachfolgende Relnlgung entfer-
.-nen muB '

Die andere bekannte Methode zur Stabiiisierung rekombinie-~ |
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. render Plasmlde besteht 1n elner Komplementxerung ezner
‘. auxotropen Mntatzcn auf’ em‘Chromosam. _Bei. dxeser Methode
3sxnd der zusammensetzung dés Fermentatlonsmedlums starke
 vGrenzen gesetzt, woheidlerermentatlon zudem 1n elnem Me-
. dium durchgefuhrt werden mu8, das -den. von den W1rtsbakte~
-_‘rlen benétlgten Néhrstoff nzcht enthalt. Durch Syntrophle
~ kann es ferner dazu kommen, daa dle Zellen nach. Verlust

des Plasmlds noch weiter wachsen kbnnen. Beide Arten an

- Selektion 51nd daher abhanglg von einer spezzellen Mani-
‘pulation. der Medlen. Solche Beschrankungen flihren zu einer
_:Erhohung der xosten der Fermentation und begrenzen die fiir
-eine Verbesserung der Produktlvztat verfugbapen Moéglich-

keiten. .

Aufgabebder'E;findung_.;'

Die bekannten'Methodéﬁ zﬁr.Stablllsierung rekomblnleren—

... Qer Plasmide haben somlt ,Le_verschledensten Nachtelle,
.:und Aufgabe der Erflndung 1st‘daher dle Bereltstellung an-
derer Selektlonsmethoden, dxe von der Zusammensetzung der

Medien unabhanglg sind und be1 denen der rekomblnlerende ‘
,,DNA—KIon1erqn§svektor unter: hllen Fermentatlonsbed;ngungen
: aufrechterhalten blelbt._w . o

_Darlegungﬂdes“Wesens der Erfinqug.‘ §

.Dlese Aufgabe laBt $ich nun durch elnen Zellsulcld lbsen,
. da sich su1c1de Zellen * Xkonstruieren lassen, die einen
letalen Préger. auf elnem Chromosom und einen Repressor

oder ein. komplemehtlerendes Gen auf eingm rekomb1n1eren~
den DNA-Klonlerungsvektor enthalten. Dlesen Merkmalen ent-

- sprechend aufgebaute Zellen sterben ab, wenn sie den Vek- -

tor verlleren. Die Erflndung baut auf dlesem Pranlp auf

‘und sorgt hlerdurch dafiir, daB alle lebenden Zeilen in ei-
" ner Kultur den gewlinschten rekomb;nlerenden DqArxlonle-
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‘rungsvektor enthalten. Dies ist besonders wichtig, weil
hierdurch das Peruktionsyermﬁgen 591chér Kulturen ver-
besseft wird, . ohne daB dies mit den bereits oben erwidhn-~
ten Nachteilen,verbunden ist. Durch die Erfindung wird so-
mit ein Verfahreh,zur~Se1ektierung und Aufrechterhaltung
einer plasmidhgl;igenyBakterienpopu1ation bereitgestellt,
indem hierzu GeBrauch.gemacht wird von einem letalen
cﬁromosomélen«Prager);der-durch ein von einem Plasmid ge-
tragenes Gen repressiert wird. ' |

it i
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Erfindungsgemis wird unter einem rekombinierenden DNA-Klo-
nierungsvektorﬁjedes-Mittel-unterA Einschlus rekombinie-
,render'Plasmide;‘Bakteriophage und Viren verstanden, das

aus einem *DNA-Moiek_ﬁl besteht; an welches ein oder mehr zusitz-
liche DNA-Segmente gebunden sein kdnnen.

,Unter'éinem Repfessox Qird'ein Gen verstanden, das an ei-

' nem'rekombihierenden;DNA4Klénierungsvektor angeordnet ist

- und das eine»Expression;eines“letale@'oder konditionell le-
talen Gens inméinemlchromosomaeiner*wirtszelle repressiert
oder. verhindert. ' R "

ORI A e A

A b S

Ein funktionelles Polypeptid ist ein gewinnbares bioakti-
ves vollstﬁndig;heteroloqes Polypeptid oder ein entspre-
chender Vorliufer, ein-gewinnbéres bioaktives Polypeptid
aus einem heterologen Polypeptid und einem ganzen homolo-
gen Polypeptid oder einem Teil hieryon’ode: ein gewinnbares °
bioinaktives Fusionspolypeptid aus einém*heterologen Poly~-

- peptid und einem bioinaktivierenden hOmdlogen Polypeptid,

3 R RS T S,

RSB ARSI,

dasfspeziell gespalten werden kann.

o e i

Ein verschmolzenes Genprodukt ist ein gewinnbares hetero-
loges Polypeptid, das mit einem ganzen homologen_Polypep-
tid oder einem Teil hiervon verschmolzen ist. ’

A s
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Ein Prdger ist ein Gen oder eine Kcmblnation von Genen be-
kannter Funktion und Stellung an einem Chromosom oder el- ’

- nem rekomblnlerenden DNA-KIonierungSvektor.‘

Die Erfindung7kann7ahgeWandtTwefdenlzum‘wadhsenlassén‘von :

’ Kulturen, ‘durch welches Produkte geblldet werden, die von

rekomblnlerender DNA codlert s1nd. Ohne e1n W1rksames Be-
lektionssystem verlieren v1e1e Zellen 1n solchen Kulturen
das gewlinschte Plasmid, so daB d1e Bildung des gewunschten»

'Produkts stark verrlngert 1st. Durch die Erflndung wird
'51chergeste11t, das alle lebenden Zellen in’ einer Kultur
'den rekomblnlerenden DNA-Klonlerungsvektqr tragen, so dag

die mSgliche: Produkt1v1tat eaner solchen Kultur erfindungs-
gemaB verbessert w1rd '

Die Erf1ndung 1st besonders v1else1tlg, da sie auf die
"Blldung 1rgende1ner Substanz angewandt werden kann, -deren
ijnthese von einem rekombinlerenden DNA-Klonlerungsvektor

bestimmt wird. Ein bevorzugter rekomblnlerender DNA-Klo-
nlerungsvektor 1st das Plasmld, wobe1 erflndungsgeman

_statt dessen selbstverstandllch auch bakterlophage oder

andere'Vektoren Verwendet werden konnen. Erflndungsgemas

~kannh ferner auch Gebrauch gemacht werden von 1rgendelnem‘
'letalen Prdger, der in ein ertszellchromosom eingebaut

1st, falls -die Letalitdt: von elnem Prager kompen51ert oder
komplementlert wird, der 51ch auf einem geeigneten rekom-
binierenden DNA—Klonlerungsvektor befindét. Die Brauchbar-
keit der Erfindung ist unabhanglg von anderen Pragern,
die auf dem Klonlerungsvektor geklont sind, so daﬁ er-
flndungsgeman rekomblnlerende Stdmme verwendet werden

‘kkonnen, die eln oder mehr Gene enthalten, die aus der

technlschen Produktlon ~oder - der Forschung stammen.

- Die Anwendbarkeit eines Zellsuicids_iur Auftechterhaltung _

und Stabilisierung rekombinierender DNA-Wirtszellen wird
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anhand der Wechse1w1rkung von Bakterlophag x mit Escherlchla
coli K12 gezeigt. Das Bakteriophag A ist ein temperlertes
Bakterlophag, das be1 der Inflzlerung von Escherichia coli
K12 einem von zwei gegenseitig exklusiven Zyklen folgt. In
der lytischen Phase repliziert sich das Bakteriophag DNA
autonon, - lenkt die Syntheae und Anordnung der Bakteriophag-
. komponénten. und totet die Zellen glelchlaufend mit der Frei- .
setzung von reifem Bakteriophag. In der lysogenen Phase ist 5
das Bakteriophag in das W1rtschromosom als ein Prophag in- | y
. tegriert, repllziert sich als Pr&ger auf dem Chromosom und %
blockiert = die Synthese der Bakteriophagkomponenten. Ein '
Bakteriophaggen, némlich- eI, codlert flir einen Repressor,
der den lysogenen Zustand aufrechterhalt und eine Expres- O E
- 'sion von Genen fiir Bakterlophagkomponenten und eine Rei-
fung blockiert. Ist der Repressor inaktiviert oder von der
Zelle entfernt, dann- enthckelt sich das Prophag aus dem
"’Chromosom, trltt in dem lytlschen Kreis ein und tétet die
fZelle. Ein Bakterlophag mit elnem unvollkommenen AcI-Gen
kann den lysogenen Zustand fiicht beibehalten und ist fiir
die Zelle 1letal,’ es. se1 denn, daB ‘'von einer anderen Quelle
- flr einen funktionellen Repressor" gesorgt w1rd -Bei einer
'belsplelsmaﬁlgen Ausfuhrungsform der Erflndung wird 10190
als ein repressorabhanglges Prophag verwendet und ein cI- . ‘
 Gen' als funktloneller Repressor verwendet, das in einen : #
rekomblnlerenden DNA-KIonlerungsvektor geklont 1st.

£
o]

Das selektlve System und die’ Brauchbarkelt der Erflndung
lassen 51ch zexgen, 1ndem man das R01857 Repressorgen vom
"Bakteriophag A auf das Insullnplasmld pPIA2 klont. Das Plas-
" mid pIA2 erhalt man aus pIAl durch Insertlon eines tetra-
-cycllnre51stenten Pragers (Proc. Nat. Acad Sci. 76, 106

| b1s 110 (1979)) ¢D1e Insertmon von tetracyclln—tnuianderen
: antlblotlkare51stenten Pragern auf’ bekannte ‘Plasmide 1st
eine dem Fachmannigelaufxge MaBnahme und laBt s1ch in be-
gkannter Welse errelchen- AR RN




o | :2:3 3 i; A Eg ES =9
Die Restriktionsstelle und dex FunktibnsplanvVOntPiasmid ‘
PIA2 gehen aus Fig. 1 der ggichnpng7hggv9{,‘Dig_K;onung

des RepreSSorQéns'A¢1857,van Eakferioéhagk auf Plasmid pIA2
fihrt zu einem neuen Plasmid, das als P1a§midvaR2 bezeich~
'net‘wird; wélchesadie4lytische'Entwicklﬁhngon Bakteriophag"
A,blockiert.qggidig‘ﬁildung@ginesvggﬁehmq;;gnen-eegpro~ i

. dukts von Humaninsulin—AéKetté_chiert,v‘

" Die Restriktionsstéllewunduder Eunktionéplan_fﬁf.d§s=Plasf
® . . mid pAR2 gehen aus Fig. 2. der Zeichnung hervor.,
: e ' o R Lol

‘Das neue-Rékombinationsplasmidfpﬁgz.kahpFéh;sgeheri¢hia coli
K12 RV308 (J.Mol:. Biol. 139}4147fb&s%iﬁl“(IQBO))’transfor-
miert werden, undgdérghigrdurchkerhalﬁeﬁe:Stamm-1§Btwsich

. dann mit: Bakteriophag A¢190 Iysogenisieren;'pas'Bakteridf._

| phag XcIQO bildet keinen funktionellen:glfnépressot;.sb
Jdaﬁvder;konstruierte-StammnﬁschérichiaiéOii“KlzRV3D$XCIQO/

.. 'pAR2 ‘eine Retéﬁtion.deBQPl&sﬁids;pAR?{erfdfdert, wihrend

_ der-konstruiérteﬂStamm;Escherichia cbli‘K12E§V308/pAR2'ohne
das Plasmid gleich gutﬂﬁbe:lebt;,Einfvéféleich der Plasmid-
retentionzinfden»beidén_sfﬁmMen’zeigt3§§uﬁlich, da8 prak- -
-tisChxalLﬁﬁleben&en-zellenaimxerfigdhngsgémasen Stamm das

d’ gewlinschte Plasmid haben.iFe;ner‘beh§I£ dér‘Stamquscheri-
. - chia coli K12 RV308XcIQO/pAR2-nichtlnur'das Plasmid paAR2,
sondern bildet darﬁber-hinauS«auchfnoch;das'gewﬁnschte‘ver—
schmolzene Genprodukt, wie sich*duréh Eléktréphorese3mit;
~tels Polyacrylamidgel zeigen l&t. - e e

¢

RN

_-Das: Plasmid pARZzléﬂt siéh§£ern¢: audh ihﬂﬂscherichiardoli

K12 C600R,-M, - (Proc. Nat. Acadi Sci. 71, 1030 bis 1034
(1974)) transformierenf]ghd:den‘hierdurqh e;haLtenen Stamm
kann man dann mit.dem‘BakteriQphag AcI90 lysogenisieren.
Der hierdurch;konsﬁruiefte st§ﬁm“Escheri¢hiacoIiIK12 

' céooak-mkexcxso/pARz;braucﬁt;gumiﬁber1e5¢nidas Plasmid paR2

~ und dies stellt daher‘ebeqfails‘ein_Beiépiel‘fﬁr_die‘Erfin—_ ‘

P IR NPV



. und der so ‘erzeugte Stamm 188t s;ch dann mit Bakterxophag»

. auch unter Verwendung von Escherlchla coli K12 C600R

£33848 5 -w0-
duhg'dar.

Dle Erflndung IaBt 51ch auch noch anhand anderer Plasmlde_ .

erldutern. So kann man ‘beispielsweise. das cro-Gen von Bak-

~ teriophag \ auf PlasmidpBR322 (Life Sci.25, 807 bis 818

. (1979)) klonen, indem man das Fragment BamHI-ECORI vom o
Bakterlophag Ac1857 lnserlert. Das hzerdurch erhaltene ' ;.

" .neue Plasmzd, welches als Plasmid pARl bezelchnet wird,

kann in Escherichla coli K12 RV308 transform1ert werden,

AcI90 . lysogenlsleren. Eine. ahnlzche Operation 138t sich -
3 T
oder ‘Escherichia coli K12 CGOO als ert und von Bakterxo— i
.phag AcI857 als: -lysogenem Organlsmus durchfuhren. Das Gen
E Acro bildet .einen . Repressor, . der die Funktlon des Re-
'-pressors cI ersetzt, und dies ‘macht deutllch, dag die kon-__

' struierten Stémme Escherlchza coli K12 RV308AcI90/pAR1,

‘Escherichia coli K12 €600 Rk -kcI&S?/pARl und Escherlchla
coli K12 C600Xc1857/pAR1 zum- Uberleben ein Plasmld brau-
chen, welches Acro enthdlt. Der Repressor'kc1857 wird bei
38 bis ‘44 c oder daruber (restrlktlve Bedlngungen) 1nak- ‘
.tLV1ert und bei- ‘niedrigeren Temperaturen (zu15551ge Be~-
dingungen) akt1v1ert, so da8 das \cro enthaltende Plas-
"mld nur zum {berleben im letztgenannten Stamm unter re-
- striktiven Kulturbedlngungen erforderlich ist. Ein Ver-
gleich der Plasmidretention. in Escherichia coli K12 C600Rk-
-kcISS?/pARl unter zulassxgen Bedlngungen und somit ohne
die Erflndung, sowie unter restrlktlven Bedingungen und
somit mit der Erflndung, zeigt deutlich, daB praktisch al-
le lebenden Zellen in der Kultur bei- der Erflndung das ge-
wunschte Plasmld haben. Ahnliche Ergebnlsse zeigt ‘auch ein st
Verglelch der Plasmldretentlon in erfindungsgemis konstru—~
ierten Stdmmen Escherichia coli K12 RV308)c190/pAR1 sowie
in nicht erfindungsgemis konstrulerten Stammen Escher1ch1
- coli K12 RV308/pARl. Die Anwendung von Plasmld pARl 1st -
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besonders vorteilhaft, weil dieses Plasmld einen Promotor

- enthélt, der ehne weiteres adipaibar ist. fur die Insertlon

- irgendeines der verschiedensten Geneg welche die Blldung
;brauchbarer Produkte codieren. '

¥.};zur weiteren belsp1®1sm&slgen Belegung und Demonstratlon
der . bre1ten Anwendbarkeit der Erflndung werden auch die
7P1asm1de pPRl und pPR3 hergestellt -Zur Konstruktlon des

e Plasmlds PPRL inseriert man das Fragment 2,5 Kb BglII des

;Bakterlopmmm lc1857 in die einmalige Restrlktlonsstelle f

'IBamHI des Plasmlds pIA7A4A1 Die Restrxktlonsstelle und
"7 der Funktlonsplan von pIA7A4A1 gehen aus der Flg. 3 der.

'J‘Zelchnung hervor. Das Plasmid. pIA7A 4A1 enthalt demnach den -

":Escherlchia coll-Tryptophanpromotor, die. Prager fiir eine

'antlblotlsche Resmtenz und ein Gen, das ein verschmolzenes,\
‘gGenprodukt auspreBt, welchés elnen Tell des Protelns trp E
” 1entha1t, das m1t der Polypeptldkette A von Humanlnsulln

'fijerschmolzen 1st LT ’

\'Nach<kﬂn1n Belsplel 13A -I naher beschrlebenen Verfahren v
'wxrd ausgehend von Plasmld pBR322 auch das Plasmid pIA7A4A1
konstrulert Nach der hierfiir tiblichen Schreibweise beinhal-
tet das Symbol "A" eine Ausl®schung. Demnach beschrelbt béi~
splelswelse eine Bezugnahme auf ein . Plasmid unter nachfol- -
gender Angabe “AECORI-XbaI" das Plasmld, von welchem die

) Nucleotldsequenz zwischen. den Restrlktlonsenzymstellen EcoRI-
_‘durch Verdauung durch. dlese Enzyme entfernt worden ist.
:-;Bestlmmte Ausloschungen werden der Einfachheit halber ein-
. fach dﬁrch eine Zahl bezeichnet. Beginnend vom ersten Ba-
51spaar ("bp") der Erkennungslage EcoRI, welche dem Gen -
fiir die Tetracyclinresistenz im Stammplasmid pBR322 voran-
geht, bezeichnet das Symbol "A1" daher eine Ausldschung von .
“bp 1-30 (ndmlich EcoRI- HindIII), und somlt ‘ein AuBerifunk-
tionsetzen des Tetracyclln Promotor/Operator -Systems. Das ‘
Symbol "A2" beinhaltet elne Ausloschung von bp 1-375 (nim-

L ocT 4024 x 875630



lich AEcoRI—BamHI), und somit eine Entfernung von sowohl

dem Tetracycl1n-Promotor/Operator ais auch einem Teil des‘ o

Strukturgens, welches den Code fiir eine Tetracyclxnresx-
“'stenz trdgt. Das Symbol "A4" beinhaltet ‘eine Auslbschung.»‘ -
von bp ~900 blS‘VISOO des Operator-Fragments trp, welches
 das Strukturgen fiir das Polypeptld.trp D‘elimlniert.,,

Die Klonung des ﬁepféss&rgens:lc1857‘des Bakteriophags A auf
das Plasmid pIA7A4A1 fiihrt zu ‘einem neuen Plasmid, ‘welches
als Plasmid pPR1 bezeichnet vird, das d1e lytische Entwick-
lung des Bakterxophags A blockiert und glelchzeltzg die
Bildung des oben erwahnten verschmolzenen Genprodukts co-'.
diert. Die Restrlktxonsstelle und der Funktlonsplan fiir

‘das . Plasmld 'PPR1 .gehen aus Flg. 4 der Zelchnung hervor.

In dleser Figur sind die Verblndungsstellen BglII-BamHI

durch das Symbol "[B/B7" bezelchnet.q_ o

Das neue Rekomblnatlonsplasmld pPRl lést sxch entsprechend

transformleren, belsplelswelse zu Escher1ch1a coli K12 Rv308,

Escherlchla coli K12 €600 (Bacter101 Rev. 36, 526 bis 557,

(1972) und Escherichia coli K12 CSOORR-Mk- (Proc. Nat..Acad.

Sci. 71, 1030 bis 1034 (1974)) und die hlerdurch erhaltenen L
. Sté&mme . kann man mit Bakterlophag kcI90 1ysogen1s1eren. Das
‘Bakterlophag AcI90 b;ldet kelnen funktlonellen Repressor :

- ¢I,; so daB die konstrulerten Stamme Escherichia coli K12

RV308AcI90/pPR1, Escherichia c011 K12

- C600AcI90/pPR1 und Escherlchxa coli K12 C600Rk -RcIQO/

- pPR1l eine Retentlon des Plasmlds PPR1 erfordern,»wahrend
die konstrulerten Stémme Escherlchla coli K12 RV308/pPR1,
Escherichia coli K12 Csoo/pPRI und Escherichia coli Kl2

' C600R -Mk-/pPRl genau so gut ohne das Plasmid {iberleben.
Ein Vergleich der Plasmldretentlon in den Stimmen macht
deutlich, da8 praktisch alle lebenden Zellen in den erfin-
dungsgemanen Stdmmen das. gewunschte Plasmld haben. Daruber
hinaus behalten auch alle Stimme Escherichia c011 K12
RV308Xc190/pPR1 Escherichia. coli K12 C600kc190/pPR1 und

CRRET4024x 9895835
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: Escherichia coli K12 CGOOkaMkmthQO/pPRI-das PiasmidvppR1

und bilden das ggwﬁpschte@yerschmqlzenev§enprodukti,Wie
sich durch Elektrophorese_mittels Poiyadxylamidgel:fegt-
stellen 1d8t. e Cn S

Das Plasmid_93R3.wird_kon$tru$€rt dyrch Insertion des Frag-

- ments 2,5 Kb BglII des Bakteriophagen AcIB57 in die einma- .

lige Restriktionsstelle_BamHI deS‘PlasmidS‘pIBlA4A1. Die :
ReStriktipnsstelle,und;der'Funktionsplan'des Plasmids

PIB7A4Al gehen aus Fig. :5 der Zeichnuyng hervor;'Das P1as-

- mid PIB7 4v1<en;h§1t_démnach;ein Gen, welches ein ver~

schmolzenes Génprodukt‘ausdrﬁckt, das aus einem Teil des

Proteins trp;E bestéht,.we1ches mit der'Polypeptidkette_B

von Humaninsulin verschmolzen ist. .

- In analoger Weise wie das Plasmid pIAZA4A1 wird auch‘das
 Plasmia PIB7A4Al ausgehend von dem Plasmid pBR322 gebildet.
- Der spezielle Aufbau dieSesfPlasmidsfgeh; éﬁslﬁeispiel 21
“hervor. ' L e | |

Die Klonung des Repressorgens \c1857 deS‘Bakteriophagen‘x

: auf.dasuplasmid pIBZA4AL<fﬁhrt_zu’dem'neuen‘Plasmid*pPR3.
. Dieses Plasmid blockiert die lytische EntWiCklung des. .

Bakteriophagen )\ und codiqrtlgleichzeitig dielBildungidgs“
oben erwéhnten,verschmolzenen.Genprddukts. Die,Rgstriktions-

- stelle und der Funktionsplan des Plésmids PPR3 géhen‘aus
'Fig._G‘der'Zeiqhnung hervor. In dieser Figur sind‘dieFVer—

bindungsstellen BglII-BamHI durch dasfSymbol “[B/Q}?‘bek
zeichnet, _ - T o T _

Das neue Rekombinationsplasmid pPR3 188t sich éntSprechend

transformieren, beispielsweise zu Eséherichia coIi'KIZ RV308,
Escherichia coli K12 C600 und Escherichia coli K12 CGOORk- ~
und die hierdurch erhaltenen St&mme kann man dann mit Bak-
teriophag AcI9gp lysogenisieren. Wie bereits oben fir die



.Stsmme'béschrieben; welche lysogenlslertes pPRl enthalten:
exfordern die konstru;erten Stémme Escherzchla -coli K12 .
RV308RcI9o/pPR3. Escherichia coli K12 CSOOch90/pPR3 und
Escherischia. coli K12 C600R -Mk-RcIBO/pPRB eine Retentlon' 
[des Plasmlds pPR3, wihrend die- konstrulerten Stémme Esche~;j
&ichia coli. = K12 RV308/pPRi Escherichxa c011 K12 C600/
pPR3 und: Escherlchla coli x1z C600R *Mk~/pPR3 kelne solche
Retention erfordern und- ohne ‘das Plasmid genau so gut tiber-
leben. Ein Vergleich der. PlaSmldretentlon in den St&mmen
macht deutligh, das praktlsch alle lebenden Zellen in den
: erf;ndungsgemaﬂen Stémmen das gewiinschte Plasmid haben. o
Die Stémme Escherzschla €614 K12 RV3081c190/pPR3, Escherx--'
l chia coli K12 CGOOAcISO/pPR3 und Escherlchla coli K12
C600R - -AcIQO/pPR3 behalten ferner auch ihre Plasmlde ’
- und bllden das gewﬁnschte verschmolzene Genprodukt, wie

.. sich durch. Elektrophcrese mlttels Pol'"
.laBt. . ' '

ylamidgel zeigen

Das erflndungsgemaﬂ verwendete Repressorgen ch857 1st

» temperaturempfindl1ch und w1rd bei Temperaturen von 38

. bis 44°C oder daruber rnakt1v1ert. Eine Temperaturver-
f.schlebung auf 38 bis 44 C fuhrt daher zu einer’ Lyse der'
Zellen durch Einleltung des lytlschen Krelslaufs des l R
Prophagen, welches erflndungsgemaa in den: Wirtszellenstamm S
eingefiihrt worden ist. Bei. Verwendung eines temperaturemp- ﬁﬁ
.. findlichen Repressors, der einen. letalen oder moglicherwei-"
se letalen Priger ausdruckt, welcher ezne ertszellenlySe

- hervorruft, und bei zlichtung der Wirtszellen bei einer o
,Temperatur, die den Repressor 1naktiv1ert, und, im Falle ‘%
eines mogllcherwelse letalen Pragers, bei einer Tempera- o ;
tur, die nicht innerhalb des Temperaturberelchs fdr eine
zu1a551ge ‘Kultur der Wirtszellen liegt, ermogllcht die Er-
findung selbstverstiéndlich auch eine elnfache, bequeme und

wohlfeile Methode zur Lyse von: Zellen fir elne Relnlgung D
: 1ntraze11u1arer Produkte.

_,_
3

B R
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E:Lne weitere belsplelsmaslge ’wsfuhrungsform der oben er-

wihnten Methode zur Lyse rekombinierender DNA, die erts—-f'

zellen enthalt, besteht in elnar Lysogenlsxerung der Wirts-

-zellen mit einem lysogenen OIganlsmus, der exnen konditlo-.

nell letalen Prdger enthdlt, welcher eine ertszellenlyse
verursacht, . und in einer Zuchtung der wlrtszellen unter

. restriktiven Bedlngungeno Wiederum ein anderes Beispiel
flir 'diese Methode zur Lyse von Wirtszellen besteht in einer

Transformlerung der ertszellen m1t einem rekomblnlerenden
DNA-Klonlerungsvektor, der - e1nen kondltlonell letalen Pra-7
ger enthdlt, welcher eine Lyse von Wirtszellen verursacht,

~und 'in einer Ziichtung der transformlerten Wirtszellen un-

ter restriktiven Bedingungen. Die ziichtung der Wirtszellen

unter restriktiven Bedingungen 148t sich wihrend des Ziich-

tungsverfahrens ohne. weiteres zu irgendeiner Zeit durchfiih-
ren, zu der man eine. Lyse von ertszellen haben mochte.

'.Elne bevorzugte Ausfuhruhgsform der Erflndung macht Gebrauch

von ‘.einem von einem Plasmld getragenen Gen, zur Repre551on

’elnes letalen chromosomalen Pragers Die Selektion der Zellen
st ‘unabhdngig vom Replikon und ferner auch den anderen Ge~-
nen:am Plasmid. Bei der- Vorllegenden beschrlebenen Ausfiih-

rungsform wird zwar vom bakterlophagen Gen AcI857 Gebrauch
gemacht, es kann statt dessen jédoch auch irgendein anderes
Gen AcI verwendet werden, das einen funktionellen Repressor
bildet. Ferner kann man auch sonstige Repressorgene, bei-
spielsweise das Gen Acro einsetzen, da dieses Gen obigen
Ausfilihrungen zufolge einen Repressor b11det, der die Funk-

‘tion des ‘Repressors c¢I {ibernehmen kann. Das zur Erlaute-
'rung ‘der Erfindung verwendete Prophag tragt eine Mutatlon

AcI90 und bildet daher keine funktlonellen Repressor AclI.
Es koénnen auch andere Mutanten des Bakterlophagen A ver-
wendet werden, falls sie ebenfalls kein funktlonelles Gen
cIl oder keinen Repressor enthalten. Selbstverstandllch

_braucht man. bei Verwendung solcher Mutanten dann eine an-
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dere Repressorquelle, um den 1ysogenen Zustand heizubehal-
ten.~] EREI . Rt |

»Das erflndungsgemane selektlve 8ystem kann auf Wirtszellen
"angewandt werden, die Plasmide mit Genen enthalten, welche
' fur 61ne Expre531on der verschledensten brauchbaren Produk-
te sorgen. Das von elnem Plasmld getragene Gen kann bei—A'
Spielsweise ein natiirlich vorkommendes Gen, ein nichtna-
-tilirlich vorkommendes -Gen oder ein Gen sein, das texlweise
natiirlich und teilweise synthetlsch«oder nichtnatﬁrlich

vorkommt. Von der Erf;ndung kann 1nsbesondere Gebrauch ge--

- macht werden zur Auswahl und Haltung von Zellen, die ein
von elnem Plasmld getragenes Gen enthalten, welches den
Code bildet: fiir Humanprapro;nsulln, Hunanproinsulin, Human-
v1nsu11n-A-Kette, Human1nsu11n~B~Kette, Humanwachstumshor~
mon,. N1chthumanwachstumshormon, Nlchthumanlnsulxn, Human-
.interferon, Nzchthuman;nterferon, V1ra1ant1gen, Urokinase,
--irgendein Peptldhormon, 1rgende1n Enzym, irgendeln Poly-
peptid oder praktlsch Jedes sonstlge Gen, das in‘der For-
-schung und Technlk von Bedeutung 1st.;\;]‘ o X

- Bei den hierin beschrlebenen spezlellen Ausfuhrungsformen
der Erflndung ist die Plasmzdrepllkatlon oder die Expres-
sion des ‘Genprodukts bestimmt vom Replxkon aus’ pMBl (Life
Sci. 25, 807 bis 818 (1979)) und ‘entweder vom lac-Promotor
oder vom trp-Promotor. Andere Replzkone und Promotoren
- kénnen -ebenfalls verwendet werden, sofern sie-in- Escheri-
chia coli K12 funkt10ne11 und gegenuber dem Jewexls ver—
'wendeten Repressor’ nicht empf1ndl1ch sind. Die Auswahl
der ‘Replikone und Bromotoren, dle in Escherlchla coll K12
funktionell und gegenuber elnem bestlmmten Repressor nzcht

; empfindlich s;nd, ist ohne weiteres mogllch und liegt: 1m e

“Rahmen ges- fachménnlschen Konnens. Zu Belspxelen fdr an-
dere ‘Replikone gehdren dle Rep11kone von ColEl, NRI, RK2,
fRKG, pSC101, RP1, RP4, F und derglelchen unter Elnschlun

S L
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von Bakteriophag, das in Escherichia coli K12 repliziert. N

Zu Beispielen fir andere Promotoren geh®ren der Bakterio-
phage‘APL'-Promotor, Lipbproteinpromotory Ribosomalprotein
oder RNA-Promotoren und praktisch auch alle sonstigen Pro-
motoren.vSelbstverstandllch lassen sich auch noch andere
Repllkone und Promotoren konstruleren, was fﬁr den Fach-
mann keinerlei Probleme bereltet

D1e obigen Ausfuhrungen zelgen, daB durch Verwendung eines
letalen chromosomalen Pragers, den man durch Repression

- von einem plasmidgetragenen- Gen erhdlt, ein Verfahren zur

Selektlerung und Aufrechterhaltung einer plasm1dha1tlgen
Bakterienpopulation bereltgestellt wird. Es sind die ver-
schiedensten Ausfuhrungsformen dieses Verfahrens moglich.
Anstelle des Bakterlophagen A kann man belsplelswelse auch
verschledene andere Bakterlophagen verwenden, und es kon-

" nen auch andere Klasseh an letalen Mutationen angewandt

werden, sofern 51ch hlerdurch eine Repre551on durch ein .

’plasmldgetragenes Gen erglbt. 2u Belsplelen fir letale Mu-

tatlonen, die erflndungsgemaﬁ brauchbar -sind, gehoren bel-'

i,splelswelse folgende- Chromosomale DNA-Repllkatlon, Zell-
_wandsynthese, Rlbosomfunktlon, RNA Polymerase, tRNA-Syn—
. these und -Modifikation, Amlnoacyl tRNA—synthetase, DNA-

Restriktion und -Modifikation-sowie Zelltellungsmutatlonen.i_

'-Andere letale Mutatlonen bleten s1ch dem Fachmann von

selbst an.

Manche Klassen an letalen Mutatlonen, die als kondltlonel-'

“le letale Mutationen bezelchnet werden, erhdlt man ledlg-
_llch durch Express1on unter restriktiven Bedingungen, bel-

splelswelse bei erhohter Temperatur Solche Mutationen
lassen sich 1s011eren und sind bei Expre551on gegeniiber
Zellen letal, wahrend sie unter bestimmten zula531gen Zlch-
tungsbedlngungen keine Expression oder Letalitit ergeben.
Der erfindungsgemifie Zellsuicid 148t sich unter,restrlktl-
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‘ven Bedingungen auf jede konditioneile4léta1evMutation anf ‘
wendeﬁa.solangﬁeinlplasmidaodér eih;spnstiget fekdmhi“ie‘jf
render DNAQKIQnierungsvektor,einen geeigneten Repressor o
trigt, der‘unter.reStrik;ivgn-.Bedingungen funktionell"iSt; ff;H;
Eine solche Mutation wird nicht wiederum konditionell letal,
sofern das Plasmid oder der somstige rekombinierende PNA-
-Kloqierungsvektor nicht veriorengeht;  | EE '

S SR N

. Widersinnige Mutationen oder Re’préﬁoreh ”s'tellen‘ eine-spe‘zi’ellei :
Klasse.ﬁon Genen dan.ldiegzur{Erlﬁutérung'der effindungSﬁj _
gemésn eréielbareantabilisietung'und Selektiérung he;éngeéj
Zogen werden kann. Unter einer widersinhigeﬁ'Mugation'wird’
eine Grundsubstitutiqﬁfoderﬂeine.Réhmenverschiébungsmuta- o
tion verstanden, die zu einer Umwandlung eineé'eine Amino-
saurerspezifizierendenvCQdons in»éin kettehendstaﬁdiges

- Codon. fiihrt. Widersinnige.Mutationenvhaben_demzufolgé_ei*:_;f‘
nénfvb;zeitigen'Abschlpﬁ'éinéxurdiypeptidkétge anfginerv

,Stelle}ZurvFolge;uaniderjdas widersinpige-Codon in der als
~ Bote diénenden_Ribdhn¢1éiﬁ$3@£e:(mRNA) §uftritt.VEin wi- v
@3aersinniger”népfesspr};stféiﬁ,Gen;faaétdie Insertion einer

f::Aminbséure in dié-Waéhéendé Polypeﬁtidketté in Antwort [
~ auf'ein:widersinniges*cddohpgrmsgiiéhf. In Abwesenheit ei-

_nes solchen WiderSinhigen.RepreSSors kommt es durchkéine
widersinnige Mutation zﬁ einem_AbschluB'désvPolypeptids.' _
Zur Weiterenvﬁriﬁuterung der,Erfindung‘kann man éinéfleta4__
le widersinnige Mutation in éih"Chromosom”einer tranSfor4 ._

V‘mierten Wirtszglle_éinfﬁhren;'wénn éih_§§eignetef'widér- -
sinniger,Repressdrvauf den rekombiniérehdén DNA—Klohie- o o
rungsvektor innerhalb‘der_Wi?ts?ellé_géklontQwixq,¢AQ§ﬁQj};5g{?}"

diese weise‘wird'ein'gehetiséhes Gleiéhgewicht éuffé¢hg£7”f‘"

'erhaiten, sofern der rekombinierende DNA-Klonie:ungsyek- o
tor nicht ve;lorengeht,'dagdie‘WittSZelle dann abstirbtb"

und sich selbst zerstdrt. |

Die Fiille an.genetischer und biochemischet‘Ihformatibhf )

. . l‘”n’l"l Y. ZAin, A P SN e
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ber Escherichia coli K12 macht diesen Organlsmus erfin-
dungsgemaﬁ als Wirtszelle besonders geelgnet. Die Erfin-
dung ist jedoch nicht auf irgendeinen Genus, eine Spezles
oder einen Stamm beschrankt, sondern sie 148t sich auf al-
le Organismen anwenden, wo letale Mutationen und Repres-
soren verfligbar sind oder isollert oder konstrulert werden
kénnen. Die’ Erfindung 148t sich daher belsplelswelse anwen-
den auf Prokaryotes, einer. Ziichtung zugédngliche freilebende
Eukaryotes und 1nsbesondere Bakterlen, wie belsplelswelse
Bacillus, Bacillus SHbtlllS, Staphylococcus, Streptococcus,
Actlnomycetes, Streptomyces 'y Serratla, Agrobacterlum oder.

- Pseudomonas, Pilze, wie beispielsweise Neurospora, Cepha-

losporium, Aspergillus oder Penicillium, Hefen und Zellen,

‘die einer Zziichtung zugidnglich sind, welche abgeleitet sind

von Gewebe multizellularer Organismen unter Einschlu8 von
Chordata, Mammalia, Aves,. Amphlbla oder Reptllla, oder

von Pflanzen.

Alle Ausfuhrungsformen der Erflndung haben das gemeinsame
Merkmal, da8 sie. gegenuber der Zusammensetzung der Medien
unempflndllch sind. Die Erflndung ermogllcht zur Verbes-

serung der Produkt1v1tat daher elnen brelten Bereich an
Fermentat10nsman1pu1atlon. '

Ausfiihrungsbeispiele

Die Erfindung wird anhand folgender Beispiele, welche be-
vorzugte Ausfiihrungsformen zeigen, weiter erliutert. Gege-
benenfalls wird darin sowohl eine Erklédrung als auch eine

tatsdchliche Beschreibung der angewandten MaBnahmen angege—
ben. ‘ ’

Food

I nrT AADA 0'7(%’"? 3
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B e'ifsep iel 1

_Aufbeu,ven'RekombinafiohepiESmid pARiﬂle o

Die verschledenen Restrlktlonsstellen BglII im Bakterxopha—

~ gen Ac1857 und die elnzzge Restrikt1onsste11e BamHI. im

Plasmld pIAZ erlauben dle Klonierung von Bakterxophagfrag- :
menten zmnKlonlerungsvektor pIA2. Das Bakter;ophag kc1857
enthalt sechs suﬂlen,die gegenﬁber BglII empfindlich sind.
Eines der Fragmente BglII enthalt 2,5 Kb unter Einschlug =
des Gens XcI und ferner auch des Gens Arex (Gene, ‘217 bis
280 (1979) und Genetlc Maps. Band 1 (1980) NIH) Die Frag-? '
‘mente BglIIX enthalten Extensionen 5' mit der Sequenz GATC,
‘die identisch und komplementar sind zu den Extensxonen 59 _
an den Fragmenten BamHI Das’ Humanlnsullnplasmld pIAZ ent-
hélt 11,0 Kb unter Elnschlua einer elnzzgen Stelle, die

‘ durch BamHI gespalten wird.: Elne Klonlerung an der Stelle .
BamHI 1nakt1v1ert das Re51stenzgen Tc, das am pIA2 getra- o

- gen wird. Durch ngatlon der. Fragmente BglII und der Frag-
~ mente BamHI entstehen Rekomb1nanten mlt den Sequenzen

" AGATCC GGATCT T
TCTAGG oder CCTAGA an den Verb1ndungsste11en. Dlese Sequen

zen werden durch BglII oder BamHI nicht gespalten. Eine Re- e
“striktion mit be1den Enzymen fiihrt daher zu einer Eliminie-
rung aller ngatzonsprodukte mit Ausnahme derjen1gen, die .
an der Stelle BamHI von pIAZ ein Fragment XBglII legiert
enthalten. ' 'e R PR LR T
Bei ‘den verwendeten Restritkionsen2ymen handelt es sich um
im ‘Handel erhdltliche Materialien, die nach den Beschrezbun-
gen der jeweiligen Hersteller angewandt werden. Dlese
<?Restr1kt10nsenzyme und die hlerzu erforderllchen Beschrel- ,
bungen sind tiber folgende Quellen zugénglich- ' '

Bethesda Research Laboratorles Inc.,Box 6010, Rockv111e,
Maryland 20850 . R e : :

O HERRI LI
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Boehrlnger Mannhelm ‘Biochenmicals, 7941 Castleway Drlve,

P. 0. Box 50816, Indlanapollsp Indiana 46250 '

l'Research Products, Mlles Laboratories Inc.,Elkhart, In- :
dlana 46515.v ' ‘ ‘ ' ‘ e

'RekombinIerendewDNA-MoThkule werden mit- ngase T4 DNA in
0,10 ml eines Reaktionsgemisches geblldet, das 3,0 x 10 -13
Mol an restrlktlertem Vektor und 6,0 X 10. 13 ‘Mol an Re-
'strlktlonsfragmenten von Bakterlophag A enthalt Weitere
‘und vollsténdlgere REaktlonsbedlngungen gehen aus J. Bac- .
’ terlol. 121 354 blS 362 (1975) hervor.}f} a?.; ’

Bei s p-‘i.e_l 2

‘Transformatlon von’ Rekomblnatlonsplasmld pAR2 zu Escherl-
chla c011 K12 CGOOR —MK—» :

_Frlsche, iiber Nacht gewachsene Kulturen von EScherlchla co-
11 K12 CGOORK-MK~ (Proc. Nat. ‘Acad. ‘Sci. 71, 1030 bis 1034 (1974) unter-
te11t man in SubPulturen in einem Verh#ltnis von 1:10 in frischer L-

‘Brithe (Miller, Experiments in Molecular Genetlcs, Cold Spring Harbor
Tabs, Cold Spring Harbor, New York (1972) und 148t das Ganze dann 1,0 Std.
» bei 37°C wachsen. Es werden 1nsgesamt 660. Klett-Elnhel-
~ten an Zellen geerntet, die man mit 2,5 ml 100 mmolarer
.Natrlumchlorldlosung wascht, in 150 mmolarer Calciumchlo-
'rldlosung mit 10,0 g Glycerln suspendiert und 20 Minuten
bei Raumtemperatur bebriitet. Die Zellen werden durch Zentrl—
fugleren geerntet, wieder in 0,5 ml Ca101umchlorld~g1y-
cerin suspendiert, 3 blS 5 Minuten auf Eis abgekiihit und
'elngefroren. Die Zellsuspensionen werden bis zum Gebrauch
in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Durch diese Konservie-
rung und Aufbewahrung kommt es zu keiner Beelntrachtlgung
der Lebensfihigkeit oder der Hiufigkeit der Transformation
" durch die kovalent geschlossene 21rkulare DNA. Die Zellen
_werden in einem Eisbad aufgetaut und in einem Verhaltnls

“LIEL1981+975635
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von 0,1 ml Zellen auf 0,05 ml DNA (herqestellt gemﬁﬂ Bel-"
spiel 1) m1t einer Konzentratxcn von 2, 0 ug/ml vermischt. N
Die auf dlese Weise geblldeten Proben werden 10,0 Mlnuten ‘
-~ auf Eis gekiihlt, worauf man sie mit 0,85 ml L-Briihe ver- .
~dinnt, 2,0 Stunden bei 32°C bebrﬁtet, auf L-Agar (Miller,

- Experiments in Molecular Genetics, Cold Sprzng Harbor Labs, -
Cold Spring Harbor, New York (1972)) mit 5 x 10 mol Ab2

. ausbreitet und bei 32°C bebrutet. Die Transformanten wer-
“den bezugllch ihrer Immunltat gegenuber dem Bakterxophagen
Ab2 bei 32°C selektlert. Die: Rekomblnanten werden zum Nach-
weis ihrer Ap , Tc® und‘kbz-lmmunltat bei 32°C .und ihrer

. Ab2~- -Sensitivitdt bei 42° c untersucht Ein Transformant w;rd,

ausgewdhlt und als" Escherlchxa coli K12 CGOOR -MK-/pARZ be-
‘zeichnet. Diese. uberlebende Kolonie wird bezuglich der er-
warteten Phenotypen untersucht und zur' Isollerung und Am- -
pllflzlerung des- aufgebauten xekomblnanten‘Plasmids pAR2 .
verwendet. P e L L R

Beisp ie1l 3

,'Amplifizierung und Isolierﬁni'VOh Rekombinations'lasmid_vAkz .

‘Das Plasmld DNA von Escherlchla c011 K12 C600R -Mk-/pARZ
wird mit Chloramphenlcol ampllflzlert und 1s011ert durch
das geklérte Lysatverfahren (J. Mol. 8101 36, 185 bis .
194 (1968)). Die erhaltene kovalent geschlossene zlrkula-f'
re DNA wird durch Aqull1br1erungsu1trazentrlfuglerung in _
CsCl und Propldlumdxlodld ‘gereinigt. Das Propldxumdllod1d
‘wird mit 2~Propanol extrahlert und die DNA- 1n CsCl be1
-20°Cc aufbewahrt.vEntsprechende Arheltslosungen von DNA
werden in SSC/10-Puffer (0, 015 molar an. NaCl, o, 0015 molar
an Natr1umc1trat, pH-Wert 7,0) durch chromatographle ﬁber
Sephadex-Saulen (PDlo*) ausgetauscht.}

* Pharmac1a, 800 Centenn1a1 Ave, Plscataway, New Jérséy
08851 ' IR
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‘Beispiel 4

- Transformation von RekoﬁbinatiénsplasmidvéAﬁZJzu~Es¢héii-_
| chia‘coli K12_RV308" D L

‘Dle Transformatlon von Rekomblnatlonsplasmld PAR2 zu Esche- 
'rlchla coll K12 RV308 w1rd nach dem in. Belsplel 2 be—~'
fschrlebenen Verfahren durchgefuhrt, mit der Ausnahme, dag

man 300 mmolares Ca1c1umchlor1d verwendet Entsprechende

‘Proben werden mlt 0, 85 ml- L—Bruhe verdunnt, 2,0 Stunden
 Fbe1 32° C bebriitet, .auf L-Agar mlt 5 x 10 Mol Ab2 aus- -
"gebreltet und bei~32° °C bebrutet Die uberlebenen Kolonlen

werden- bezliglich der erwarteten Phenotypen untersucht und

:  bestehen in den: gewunschten Transformanten von Escherlchla
’»f;coll K12 RV308/pAR2. S |

:Aufbau von Escherlchla coll K12 RV308Kc190/pAR2 durch Lyso—
,‘genlslerung mlt kcI90 ’ 8

~ Man laﬂt Escherlchla coll K12 RV308/pAR2 (hergestellt nach
'Belsplel 4) so lange be1 32°C wachsen, bis 35 Klett~E1nhe1—
ten produ21ert sind, worauf man das Ganze 60 0 Minuten bei

45°C welterbehandelt Man infiziert die Zellen mit AcI90

in elnem Moe von 20 und bebrutet das Ganze dann 40 Minuten
be1 '45°C. Sodann 156t man Kolonlen bei 32° C auf L-Agar ‘wach-
sen, der 10 pg/ml Amp101111n enthalt Die erhaltenen Kolo-
nlen von Escherichia coli K12 RV308KcI90/pAR2 werden ent-

~ sprechend untersucht, um das Wachstum;bel 32°C und die
 Empfindlichkeit bei 42°C zu ermitteln. - =

C_LMETH9R4 975635
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Beispiel 6

Aufbau von RekombinaﬁionspiaSmid pARlz'V

- Die Restrlktlonsstellen EcoRI und BamHI im Bakterzophagen
101357 und *im Plasmia psnazi ermégtichen die Klonlerung

von Bakteriophagfragmenten auf den Klonierungsvektor pBR322.
Man kauft -entsprechende Restrlktlonsenzyme und setzt sie

- den Anwelsungen des Herstellers entsprechend ein, Man ent-f
zieht daher Bakteriophag ACIB57 und Plasmld 'pBR322 Je-t
weils einer Doppelbehandlung mit Restrzktlcnsenzymen EcoRl.
"und BamHI. Etwa 528 ug der auf diese Welse erzeugten und )

. restrlktlerten AcI857 DNA in 10 mM-: Trls-HCI m1t e;nem pH-'
Wert von 8 1nkub1ert man- mit 10000 Elnheiten pro ml bak-’
fterleller alkallscher Phosphatase 30 Mlnuten bei 65°C. Dle
bakterielle alkalische Phosphatase fuhrt zu einer Entfer- B
- nung der endstandlgen Phdsphatgruppen von den Restrlktlons-’
fragmenten des Bakterlophagen A und verhindert hlerdurch

- ihre gegenseltlge Anelnanderblndung. D1e Enzymbehandlung

;‘verhlndert Jedoch kelne ngatlon an nlchtbehandelte DNA,-.F
-wie belspielswelse an restrlktlertes Plasmld pBR322.-'

 Die mit Bakterlophag kc1857 behandelte und restr;ktxerte
DNA wird durch G1e1chgew1chtsu1trazentr1fugietung in CsCl
und Propldlumdllodld gereinigt. Das Propzdlumdllodld w1rd
mit 2-Propanol extrahiert, und die DNA in CsCl bei .
minus 20°C aufbewahrt Entsprechende Arbe1tslosungen von
DNA werden in Ssc/lo-Puffer (0,015 M NaCl, 0, 0015 M Natrium-
':cltrat, PH . 7) durch Chromatographle uber Sephadex-sﬁulen ‘
"(PD 10) ausgetauscht., : : o

Es werden entsprechende rekamblnlerende DNA-Molekule m1t
T4- DNA—ngase in 0, 10 ml eines Reaktlonsgemlsches geb11-
det, das 2,2 Mg restrlktlertem pBR322-Vektor und 3,8 pg

Restrlktlonsfragmente von: Bakterlophag A enthalt Wextere



und vollstandlgere Reaktlonubedlngungen gehen aus J. Bac-
tergol. 121. 354 -362. (1975) hervar,,iéf‘& s

I T

Be ivs piel 7

. Transfarmatlan ‘von Rekomblnatlonsplasm;d pARl zu Escherl-

chia coli K12 C600R --Mk
-—-—-—-—_\_._____.______k

_ .. Die Transformatlon von Plasmld pARl zu Escherlchia coli
' = K12 CGOORk K~ ‘wird nach dem in Belsplel 2 beschr:.ebenen
 Verfahren durchgefuhrt Der Repressor Acro ist nicht
' temperaturempf1nd11ch, so das die Transformanten bezugllch‘
~ihrer’ Immunltat gegenuber BakterlquQ,AbZ sowohl bei 32° C
‘als auch bei 42° c selektlert werden. Die Rekombinanten
werden zum Nachweis von Ap und Tc® weiter untersucht, wo-
bei einer der Transformanten: -ausgewdhlt und als Escherlchla
~ coli K12 C600R. —Mk—/pARl bezelchnet W1rd Dlese iiberleben-
 de Kolonie wird bezugllch der erwarteten Phenotypen unter-
sucht und zur Isollerung und- Amp11f121erung des Rekombina-
tlonsplasmlds PAR1 verwendet ‘Die Stufen der Isollerung
~und Amplifizierung werden nach dem 1n Belsplel 3 beschrle—
benen Verfahren durchgefhhrt. e

- Beispiel >‘§

Aufbau von Escherichia coli Klz RV3088cI90/pAR1 durch Lyso-
genlslerung mit AcI9o

“Man 1348t Escherichia c011 K12 RV308/pAR1 (die Transforma-
tion des Plasmids pARl zu Escherichia coli K12 RV308
-wird nach dem‘ln“Belsplel 4 beschriebenen Verfahren durch—
gefiihrt) so lange bei 32° c wachsen, blS 35 Klett-Elnhel-

- ten geblldet sind, worauf man das Ganze 30,0 Minuten ‘oder
60,0 Minuten bei 45°C ubertragt Sodann werden dle Zellen
m1t AcIQD unter einem Moe-Wert von 20 1nf1z1ert und hler- o



auf 40 Mlnuten bEL 45 c bebrutet. Man 1ant entsprechende
:aKoloa1en be1 32 C auf. L-Agar wachsen, der 10 ug/ml Amplc11~
lin enthalt. Die erhaltenen Kolom.en von. Eschenchla coli
K12 RV308AcI90/pAR1 untersucht man dann bezﬁgllch des er-'
' warteten Phenotyps. wodurch der Genotyp des aufgebauten o
.-Stamms bestatlgt w1rd o T Co

'B'e'i's P i-éwl.a*§, 

}Aufbau von Escherlchla c011 K12 CGOORk-Mk—Ac1857/pAR1 durch
Transformation mit pARl

" Man macht Escherlchla coli K12 csoonk-uk—).crsm (aufgebaut -
Vnach der eingangs berelts beschrlebenen Arbeit von. Mlllétt
'1972) lelstungsfahmg und transformlert das Ganze dann

nach dem aus Belsplel 2 hervorgehenden Verfahren, mit der
;Ausnahme, ‘daB man dle Zellen statt be1 37°C bei 32°c wach-

- sen 138t. Man 188t entsprechende Kolonzen auf L—Agar wach- 
Msen, der'IOpg/ml Amp1c1111n enthalt, und untersucht die
hierdurch erhaltenen Kolonlen VOn Escherlchia ‘coli K12
 C600Rk- k-A91857/pAR1 dann beziiglich des erwarteten Pheno- '
'typs, wodurch sich eine Bestatlgung des Genotyps des ge- =
wdnschten Stamms erglbt

Beispiel 10

| ‘Aufban:von~ﬁschérichia coli'K12fC600XcI90/bAR2

Der gewunschte Stamm w1rd praktlsch nach den Angaben der
Belsplele 1, 2 und 5 aufgebaut, mit der Ausnahme, daB man
statt’ Escherlchla c011 K12 RvV308 als W1rtsstamm Escherz-
chia coli K12 CGOO verwendet.‘

.- -‘.  nomepe hnﬂ_'



Beispiel 11

~ Aufbau von Escheriéhia coli K12 CGOOACIBS7/pAR1

Der gewunschte Stamm wird praktisch nach den Angaben der
Beispiele 6, ‘7 und 9 anfgebaut, mit der Ausnahme,da8 man

anstelle von Escherlchla coli K12 C600Rk-Mk- als erts-

stamm Escherlchla c011 K12 0600 verwendet.
B:e ispiel. 12

Verfahren Zur Bestimmung der Stabllltaten von wlrtszellen,‘
die- Rekomblnatlonsplasmlde enthalten, und zwar mit oder

.ohne Selektion

Zur Ermlttlung der. Hauflgkelt von Zellen, die d1e Plasmide
enthalten, verwendet man das Gen Ap ‘auf den Rekomblnatlons-

- plasmiden. Relhenverdunnungen der Jewelllgen Kultur vertellt

man auf L-Agar und 148t sie : darauf be1 32°C mit oder ohne

- 10 ug/ml Ampicillin wachsen. Die Hauflgkelt der Zellen von
‘ Plasmld wird als Verh#ltnis aus den amplcllllnre51stenten

Kolonien und der Gesamtanzahl an Kolonlen, die auf L-Agar

. ohne Amp1c1111n wachsen, bestlmmt. Wahlwelse trégt man die

Kolonien auf dem L-Agar auch: doppelt auf L-Agar mit 10 ug/
ml Amp1c1111n auf und 148t das Ganze bel 32° C wachsen. Die
Hauf1gke1t der Zellen von Plasmig* ‘wird in diesen Fall als

~das Verhdltnis aus den amp1c1111nre51stenten Kolonien zu

der Gesamtanzahl an Kolonlen, d1e auf L—Agar ohne Amp1c11—v
lin wachsen,angesehen. | ' - |

Beispiel 13

Aufbau von Plasmid pIA7A4A1

A. Aufbau von Plasmid pBRHtrp

Dasaplasmid PGM1 trdgt den Escheriéhia;COii Tryptdphan4

e nPT AR e



233848 5 ...

'operon, der die Ausloschung ALE1413 (J. Bacteriology
1457 bis 1466 (1978)) enthélt und somlt e;ne Expression
eines Fu51onsprote1ns erglbt, das die ersten ‘sechs Am1no-,
sauren der trp-Leltstruktur und etwa das letzte Dr1tte1
des Polypeptids trpE (welches in Verb:.ndung als LE' be-'
‘zeichnet wird) ‘sowie ferner auch das Polypept1d trp D in
seiner Gesamthelt enthélt, und zZwar alles unter der Kon-
trolle des trp-Promotor~0perator-Systems. Escherichxa co-
1i K12 w3110tn32trpA102/pGM1 ist bei der American Type
Culture Collectmon {(ATCC Nr. 31622) hlnterlegt worden,
und pGM1 laﬁt sich in herkémmlicher Weise von dem Stamm

',entfernen und dann be1 den 1m folgenden beschrlebenen Ver-'

fahren verwenden.

“Es werden etwa 20 pg des Plasmlds von dem Restrlktlonsen-
‘zym Pvull verbraucht, das das Plasmld ah fﬁnf Stellen: spal—

tet. Sodann komblnlert man die Genfragmente mit EcoRI-Ver-

knﬁpfern (die aus elnem selbstkomplementaren Oligonucleo-

tid der Sequenz pCATGAATTCATG bestehen), wodurch sich eine

EcoRI- Spaltstelle_fhr eine spétere‘Klonle:ung zu einem

Plasmid ergibt, das eine Stelle ECORIienthélt.iDie aus

_ pGMl-erhaItenen 20 ug‘DNA-Fragmente'behandelt"man mit 10
Elnhelten T4-DNA-ngase 1n Gegenwart von 200 Picomol des

'v>:ln Stellung 5 phosphoryllerten synthet;schen OILgonucleo- s

-tids pCATGAATTCATG und 1n 20 pl T4-DNA-L19asepuffer (20
M Tris, pH 17, 6,‘0 5. mM ATP, 10 mM MgClz, 5 mM Dithio-
threltol) uber Nacht bei 4 C.. SOdann erhltzt man die Lo-
:sung zum Anhalten der- ngatlon 10 Mlnuten auf’ 70°C Die
'..Verknupfer werden durch Verbrauch von EcoRI gespalten und

":dle Fragmente, welche Jetzt Enden von EcoRI aufweisen,»;457,

_ rwerden durch Elektrophorese mlttels 5 %-1gem Polyacryl- 13‘
v'amldgel (di‘ﬂfm folgenden e1nfach als PAGE bezeichnet
Wird),aufgetfénnt;

ie dre1 groBten Fragmente werden vom- -
Gel- 1sollert, 1ndem man dleses zuerst mlt Ethldlumbromld-7'j e
 ‘anfarbt und die: stellung der Fragmente mlt Ultravlolett-;fﬁL*’f‘f

e NRORREALME , ve . L
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llcht sichtbar macht und die interessanten Telle vom Gel
ausschneldet Jedes Gelfragment wird dann zusammen mit
300 p1 0,1 x TBE in einen Dialyseschlauch gegeben ' und ei-
ner Elektrophorese bei 100 vV {iber eine Zeitdauer von 1
Stunde in 0,1 x TBE-Puffer. unterzogen (der TBE-Puffer ent-
hidlt 10 8 g Trisbase, 5,5 g Borsaure, 0,09 g NazEDTA in 1 L1~4
ter: H 0) Die wéBSrige Ldsung wird aus dem D1a1yseschlauch '
,‘entnommen, mit :Phenol extrahlert, mit Chloroform extra-
hiert und auf eine Natrlumchlorldmolarltat von 0,2 elnge-

- stellt. Nach Ausfallung in: Ethanol wird die DNA in Wasser -
"gewonnen. Das trp-Promotor/Operator enthaltende Gen mit
EcoRI-Enden wird nach folgendem Verfahren 1dent1f1z1ert,
das die Insertion von rragmenten in ein tetracycllnempflnd—
'lxches Plasmid beinhaltet, welches nach Promotor/Operator-»
'.Insertlon tetracyclinresistent wird. Alle 1m folgenden be-
schriebenen DNA-Eragmentlsollerungen werden unter Verwen-
~dung von PAGE nach der oben beschrlebenen Elektroelule-
rungsmethode durchgefuhrt. : TR
"B.' Aufbau von Plasmld pBRH trp Expre551onstetracyc11n-
resistenz unter der Kontrolle des trp—Promotors/Operators
- und Identlflzlerung sowie Ampllflzlerung des trp-Promotor/.
IOPerator enthaltenden DNA~Fragments, welches nach obiger
Stufe A. 1s011ert worden st

Plasmid pBRHl (Nuclelc Acids Research 6, 3267 b1s 13287
(1979)) erglbt eine Expression von Amp1c1111nre51stenz

und enthilt das Gen fiir Tetracycllnre31stenz, fihrt je-
doch zu keiner Expression dieser Resistenz, weil mit ihm

: kein Promotor verbunden. ist, Das Plasmid ist ~demnach te-
tracyclxnsensztlv..Durch ELnfuhrung eines Promotor/Opera-
tor-Systems in die Stelle EcoRI kann dleses Plasmld te-‘
htracycllnre51stent gemacht werden. ‘ ’ i

Plasmld PBRH]1 wird von EcoRI verdaut. Das Enzym w1rd
durch Phenolextraktlon und anschlleaende Chloroformextrak-
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tion entférnt,fworauf man die DNA in Wasse:(hach‘Ethanolf*:'

f&llung gewinnt. Das erhaltene 'DNA-Molekill wird in ge- .

_ trennten Reaktionsgeﬁischén‘mit_jeweils'dénfdrei DNA-Frag-

. menten vereinigt,wdieimAn héchfobigem Beispiel 13 A. er--
.hait, ung‘in'dgr!beschriepehen Weise mit‘T4-pNA~Ligase
verkniipft. Die im Reaktionsgemisch vorhandene DNA wird
2ur_Umwandluhg;v¢n leistungsf&higem Escherichia coli K123 .

- Stamm 294 (Proc. Nat. Acad. SCi. USA 73, 4147 bis 4198 (1976),
“Ach;Nr..3144&)3ghﬁe:f&nweﬁdung?ﬁblichet Techniken (Proc. :
_Nat. Acad. Sci. USA 71, 3455.bis 3459 (1974) verwendet, und

die Bakterien”werden dann auf LB-Platten“(Miller, 1972) auf-

gezogen, die_ZDJug/mlxampicillin'und‘s Hg/ml Tetracyclin

' ehthalteh.”~ | BRIRIERC ORI ?

N

- Bs werden mehreré'tetraqyciinreSistente7Kolonien selektiert,
und das PlasmidﬁDNA-ﬁirdfisﬁiiert und als Plasmid pBRHtrp
bestimmt}-Dié]Anwésgnhéitld¢sHQQWﬁnschten‘Ffagments wird'-
 durch RestriktionSéhéyménéi&sé bestﬁtigt. Das‘Plasmid:
,pBRHtrp'érgibt'eine Expréssion<vbn ééLaqtamase,,vérleiht _
Ampicillin ResiStehz.ﬁnd.enthit ein}bﬁA-Fragmént,-welches_*
den trp—Promdtot/Operétqrjeqthalt._Das'DNA-Fragment’codiert
ferner ein~efstes.Prqfein‘(weléhes alShLE"bezeichnet wird),
das aus einer Verschmeizung der ersten sechs Aminosduren
des trp-Leiters ﬁndﬁetwa‘dem'letZten Drittel dés Polypep-
tids trp E besteht, und es ergibt auch eine Codierung fiir
~ein zweites Protein (welches als D' bezeichnet wird), das
~etwa der ersten Halfte.des-Polypeptids‘trp D entspricht,
'séwie eine deierung-eineszd;itten Proteins, das durch’das;
Atetra¢YclinresiSte0te Gen codiert ist. - o '

_c. Aufbau von Plasmid psoM742 .
‘Das Plasmid pBRHtip wird durch das'Restriktionsenzym EcoRi

Verdaut;‘und das hie;durch-erhaltene1Fragment_vqreinigt‘man
nach Isolierung durch PAGE und Elektroelution mit EcoRI-ver-
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"dautem Plasmid pSOMll (Sc1. 198, 1056 (1977), GB—OS

2 007 676A). Das’ Gemisch wird mit T,~DNA- Lxgase verknupft,

und die erhaltene DNA in der oben beschriebenen Weise zu

. Escherxchla -coli- K12 Stamm 294 transﬁormlert° BAuf ampic11-
»llnhaltlgen Platten werden Transformatlonsbakterlen selek-
- tiert, und die: erhaltenen amplcllllnre51stanten Kolonien

' 'werden durch Kolonlehybrldxslerung einem Screening unter-

zogen (Proc. ‘Nat,. Acad.‘Sc1. UsA 172, 3951 bis 3965 (1975).
 Das trp-Promotor/Operator enthaltende Fragment wird nach
r;Isollerung aus’ pBRH trp und anschlleﬁender radloaktlver
':Marklerung mittels p32 |
f;wendet In_der Kolonlehybr1d151erung erwelsen 31ch mehrere e
z;bKolonlen ais po 1t1v, und" dlese werden daher ausgewahlt.
. Das Plasmi DNA :1rdflsollert, und die’ Oraentlerung der i

"1nser1erten;Fragmente bestimmt man ‘durch Restrxktlonsana-;ifﬁ
flyse unter- Verwendung der : “yme Bgliz und BamHI bei der

' r”sogenannten Doppelve”dauung tKoionlen, die das gewunschte
fPlasmld mlt“ ;- ;oberator—Fragment in der ge—

5 :elgnetenyo ‘ 1aBt man’ in. LB-Medlum

Vlf(Mlller,JISZ ) ‘vaJug/ml Amp1c1111n ent-‘
vlfhalt. Das gewunschte Plasmid erd als pSOM7A2 bezeichnet

| 'ffund fur den 1m folgenden beschrlebenen Aufbau verwendet. -

D{"Aufbau von qusmid pTr§24';

'1 Aufbau eines Genfragments, welches Codone fir die
Dlstalberelche des LE'-Polypeptlds mit Restriktions-
| stellen BglII oder EcoRI an den Enden 5°' oder 3' des
. Codlerungsstrangs enthalten o T

‘Das Plasmld pSOMZAZ w1rd unter solchen[Bedlngungen zuerst
durch HindIII und dann durch’ A-Exonuclease (eine 5'- bis
3'—Exonuc1ease) unter solchen Bed1ngungen verdaut, daB sich
elne Verdauung erglbt, welche bis hlnter die Restrlktlons-
-stelle BglII innerhalb der LE'-Codlerungsreglon reicht. Man

als Probe bei oblgem Verfahren ver-"~'
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lost etwa 20 Hg. HlndIII—verdautes pSOM7A2 in einem Puf- N
fer (20 mM Glycxnpuffer, PH 9,6, 1 mM - MgClz, 1 mM 3-Mer~- )
- captoethanol). Das erhaltene Gemisch- wird 60 Minuten bei .=

Raumtemperatur mlt fﬁnf Elnhelten K-Exonuclease behandelt. o

Sodann extrahlert man das Gemisch mit Phenol sowie mxt
3'Chloroform und féllt das Ganze dann mlttels Ethanol

- Zur Blldung e1nes Rests. EcoRI am dlstalen Ende des LE'-Gen-
fragments synthetzslert ‘man einen Prxmer pCCTGTGCATGAT
~nach der verbesserten Phosphotrlestermethode (Proc. Nat.
- Acad. sci. USA 75, 5765 (1978)) ‘und hybridisiert das Gan-
| Ze dann zum elnstrangxgen Ende des LE'-Genfragments, das

| man durch X-Exonucleaseverdauung erhﬁlt. D1e Hybridisie-
rung wird duichgefiihrt,. indem man 20 pg des mit \-Exo-
- nuclease: behandelten Verdauungsprodukts HlndIII von Plas-
 mid pSOM7A2 in 20 1 Hzo lost und die Losung mit 6 ul einer
: Losung verelnlqt, die etwa 80 P1comol ‘des oben beschr;ebe-
nen und in Stellung 5'" phosphoryllerten 011gonuc1eot1ds :
enthdlt. Das synthetlsche Fragment w1rd zum 3'-Ende der

: LE'-Codlerungssequenz hybr;dlslert, und der zuruckblelben-
- de elnstranglge Antell des LE'-Fragments w1rd durch Klenow-
u Po1ymerase I unter Verwendung -von dATP, dTTP, dGTP und dCTP
'elngefullt Bei. der Kllnow-Polymerase I handelt es sich um’
das Fragment, das man durch- proteolytlsche Spaltung von
DNA-Polymerase I erhdlt. Es enthalt die Polymer;slerungs-
.akt1v1tat 5' — 39, die exonucleolytlsche Akt1v1tat 3' - 5'
Jedoch nicht die exonucleolytische ‘Aktivitdt 5° —# 3" des
fStammenzyms (Kornbexg, 1974 W H.AFreeman and Co., SFo, 98).

Man erwdrmt das Reaktlonsgemlsch auf 50° C. 148t es dannv
langsam auf 10 c abkuhlen und glbt anschllenend 4 pl des
Klenow-Enzyms Zu. Nach 15 Minuten langer Inkubation bei
' Raumtemperatur und 30 Minuten . langer Inkubatlon be1 37°c
wird die Reaktion durch Zugabe von 5 pl 0,25 molarer EDTA
unterbrochen. Das Reaktlonsgemlsch w1rd mit Phenol extra-
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h;ert, mlt Chloroform extrahiert und mit¢ Ethanol gefallt.

‘ten, worauf man. die Fragmente mittels PAGE abtrennt Eln
unter Verwendung des Gels erhaltenes Autoradlogramm erglht
ein mit P32 markiertes Fragment der erwarteten Linge von
etwa 470. bPp, welches man durch Elektroelutlon ‘gewinnt. Die-
. ses Fragment LE' (4) hat ein. Endstiick BglII sowie ein blan-
kes Bnde, das mit- dem Beginn- des Primers zusammenfallt

2. Aufbau von Plasmld pThal

Der Aufbau von.Plasmid.prhalierfolgt durch Insertzon elnes
synthetisierten Gens fiir Thymosinal in Plasmid pBR322. Die Synthese_ :
" des DNA-codierenden Thymosing 1 besteht in einer Synthese und an-
- schlieBenden ngatlon der ‘16 OIigonucleotlde (T bis Tls)'

-~ die durch die doppelkopfxgen Pfeile in Fig. 7 der Zeichnung
- angegeben sind. Am N—termlnalen Ende w1rd ein. Met-Codon ATG
‘ xnserlert, und die Enden 57 SLHG m1t elnstranglgen koha51-

. ven Endstucken versehen, um- auf diese Welse eine Blndung ,
_an Plasmlde zZu erlelchtern, d1e mit EcoRl und BamHl gesPal-
- ten werden. Die Stelle BglII im’ Zentrum des Gens tragt zur

'Analyse der RekomblnatlonsplaSmlde bel.-'

D1e 011godesoxyr1bonucleotlde Tl blS T16 werden unter Ver-:
.wendung der modlflzlerten Phosphotrlestermethode unter Ein- -
satz vollstandlg geschiitzter Aufbaublocke fiir Trldesoxy- |
‘r;bonucleotlde synthetlslert (Science 198, 1056 (1977), Die
verschiedenen 011gode30xyr1bonuc1eotlde geheh'ausfder'fol-

vgenden Tabelle I hervor. | . o



 Synthetische Oligonucleotide fir Thymosine 1-Gene

~ Verbindung|  Sequenz - (Linge Verweilzeit in
S R L | |der HPLC-Analy- -
|se (min) *

-C-A-T-G-C-c - |10 | 17,4
~G-C-P-G-C-T-G-T-T-G-A| 15 24,3
“T-C~T-T0C-T-G-A - | 12 20,3
-A-C~T-A-C-T-A-a-& | 13 22,0
-C-A~T-C-A-G-A-C-A-T-G| 15 | 24,8
-T-A-T-C-A-A-C-A - 12 | 20,1
-A-T-C-T-C-A-G-A-A - | 13 22,6
-T-C-T-T-T-A-G-T~ | 12 | 20,2
-T-T-A-A-G-G-A-G . | 12 | = 20,4
-A-G-G-A-A~G-T-T . |12 | 21,1
-A-A-G-A-G-G-C-T | 12 | 20,5
A-C-T-A-A-T-A-G | 12 | 20,4
~T-C-T-C-C-T-T = | 12 19,9
-C-A-a-C-t-T-C |12 | " 20,5
T-C-A-G-C-C-T-C |12 | 20,2
C-T-A-T-T-A - |10 | 17,2
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|  Eih Béispiel fiir die obige Synthesé ist das folgende Ver-
 fahren zur Herstellung des Fragments T15' welches in Fig.
8 der Zelchnung zusammengefaBt ist. Verschledene Nucleo-
,tldfragmente, d1e zZur: Synthese des Fragments T15 vefwen

- ~det-werden, sind in d1eser Flg. 8 numerisch bezelchnet

' Dle darln enthaltenen Abkurzungen haben folgende Bedeutung
TPSTe = 2y 4,G—Trllsopropylbenzolsulfonyltetrazol '

BSA . Benzolsulfonsauré : U , ﬂ} .i
_ iLC = Dunnsch1chtchromatographle 1 |
~ HPLC _—Hochlelstungsf1uss1qke1tschromatograph1e
. DMT =4, 4'-D1methoxytr1ty1
"vCE o= 2—Cyanoethy1 o ] Vo
“R°  '= p-Chlorphenyl o S A
| B%‘ '.=.Benzoy1 B | o ' A '
'An - = Anisoyl *
iBu = Isobutyl
Py = Pyridin .
ACOH = Essigsdure und

Bt = Triéthylamih.’

D1e vollstandlg geschutzten Trldesoxyrlbonucleotlde 4 (85 mg,
'0 05 mMol) und 2 (180 mg, 0,1 mMol) werden an ihren. Hydroxy-
gruppen in Stellung 5' von- den Schutzgruppen befrelt, .indem
man sie 10 Minuten bei 0°C mit 2 % BSA in 7:3 (V/V) Chloro-
form/Methanol (10 und 20 ml) behandelt. Die Reaktlonen wer-
‘den’ durch Zugabe von gesattlgtem wadfrigem Ammonlumblcarbonat .
(2 ml) unterbrochen, worauf man das Ganze mit Chloroform
(25 ml) extrahiert und mit Wasser (2 x 10 ml) wascht. Die
organischen Schlchten werden ~getrocknet (Magne31umsu1fat),
“auf gerlnge Volumina (etwa 5 ml) eingeengt und durch Zuga-
- be. von Petrolether (Sledeberelch 35 bis 60° C) gefallt. Die
kfarblosen Nlederschlage werden. abzentrlfuglert und unter
" Vakuum- 1n elnem Ex51ccator getrocknet, ‘wodurch man zu den
"Produkten 6 oder 8 gelangt, und zwar in Form homogener
Substanzen nach dunnschlchtchromatograph1scher Aufarbei~-



2338485_#_

,tung mlttels 8111cage1 (Merck 60 F254 Chloroform/Methanol;  :
9: 1) '

Die Trlmeren 1 und 3 (270 mg, 0, 15 mMol oder 145 mg, O, 075
mMol) werden in die entsprechenden Phosphodlester {5 und 7)
uberfuhrt, 1ndem ‘man sie 25 Minuten bei Umgebungstempera--
tur mit Tr1ethy1amln/Pyrldln/Wasser (1:3; 1, V/v, 10 ml) be-
handelt. Die Reagenzlen werden auf- einem Rotatlonsverdamp—
- fer entfernt und . die Rucksténde durch w1ederholte Verdamp-
kfung mit wasserfrelem Pyrldln (3 x 10 ml) getrocknet. Man o
vereinigt das Trimere 8 (0,05 mMol) und das Trimere 7 mit

- TPSTe (50" mg, 0,15 mMol) in wasserfreiem Pyridin (3 ml) und R

148t das Reaktlonsgem1sch unter Vakuum 2 Stunden bei Umge-
bungstemperatur stehen. Eine entsprechende duhnschlchtchro-'
matographlsche Analyse zelgt, dag 95 $ des Trlmeren 8 zum.
hexameren Produkt umgewandelt worden sind (was durch Detek-
~tion ‘der DMT-Gruppe durch Bespruhen mit 10 %-1ger waBrlger .
- Schwefelsiure und Erwdrmen auf 60 C 51chtbar gemacht wird).
'D1e Reaktion wird durch Zugabe von Wasser (1,0 ml) unter-
.brochen und das" Losungsm1tte1 unter verrlngertem Druck ent-g
fernt Nach Entfernung des Pyrldlns durch glelchzeltlge B
Verdampfung mit Toluol spaltet man die- Schuﬁzgruppe des -
- Hexamers in Stellung 5 mit 2 % BSA (8 ml) 1n der oben fiir

“die Trlmeren 4 und 2 beschrlebenen Welse ab. Das h1erdurch -

erhaltene Produkt (10) w1rd auf elner mit 5111cage1 ge-'

. flillten Saule (Merck 60 H, 3,5 x 5 cm) durch stufenweise

:Gradlentenelutlon mit Chloroform/Methanol (98 2 bis 95: 5.»‘
V/V) gerelnlgt D1e das Produkt 10 enthaltenden Fraktlonen'
' werden zur Trockne elngedampft

In ahn11cher Weise kuppelt man auch das Trlmere 5 zum Tri-
meren 6 und relnlgt das vollstandlg geschutzte Produkt dl-
”rekt iber Slllcagel Diese Verblndung ‘wird dann in der
oben beschrlebenen Weise in Stellung 3' durch Behandeln
m1t Tr1ethy1amln/Pyrldln/Wasser von der Schutzgruppe be-
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'freit;,WOdurch man zum Fragment”Q.gelangtL

_SchiieBiich’kuppelt man dié Hexameren 9‘und 10‘ih wasser- - |

" freiem Pyridin (2. ml) mit TPSTe (75 mg, 0, 225 mMol) als

Kondensationsmittel. ‘Nach Beendlgung (4 Stunden bei Umge-
bungstemperatur) w1rd das Gemisch auf einem Rotatlonsver~n
dampfer verdampft und der Riickstand iber silicagel chro-
matographiert. Das durch Fdllung mit Petrolether erhalte-
ne Produkt 11 (160 mg) erscheint im Dﬁpnschichtchromato- S
gramm hdmogen.“Ein Teil der Verbindung 11 (20 mg) in Py- .
ridin (0,5 ml) wird durch Behandlung mit konzentrlertem
Ammonlumhydroxld (7 ml, 8 Stunden, 60 C) und nachfolgen-

- de Behandlung in 80 %$-iger: Essxgsaure (15 Minuten, Umge-
bungstemperatur) vollstandlg von den Schutzgruppen be-.
fre1t Der nach Verdampfen der E551gsaure erhaltene fe-
ste Riickstand wird in 4 %igem wiBRrigem Ammon1umhydrox1d
(V/V, 4 ml) geldst und die Lésung mit Ethylether (3 x
2 ml) extrahiert. Die waBrlge SCthht wird auf 1 bis 2 ml
eingeengt, und einen Teil dieses Konzentrats unterz1eht
man dann zur Relnlgung der erhaltenen Verbindung 12 einer
‘Hochlelstungsf1usSLgkeltschromatographle Die dem uber-
w1egenden Maximum entsprechenden Fraktlonen werden zusam-
mengefaft (etwa 2,0 Einheiten mit einem Auﬁendurchmesser
~-von 254) und auf etwa 5 ml eingeengt. Das erhaltene End-

'ﬂprodukt 12 wird unter Verwendung von Biogel P2 (1,5 x

100 cm) unter Eluﬁion mit 20 $-igem wiBrigem Ethanol von

- Salz befreit, worauf man das Eluat zur Trockne elndampft
und den Riickstand wieder in Wasser (200 pl) eluiert, wo-
durch man zu einer Losung von Ay, = 10 gelangt Die Se-
quenz der Verbindung 12 w1rd durch zweldlmen51ona1e Sequenz-
analyse bestatlgt.

N ] »

_Das vollstédndige Gen Thymosxncxl w1rd von den 16 synthetl—
schen Oligonucleotiden ‘unter Anwendung der Methoden ge-
sammelt, wie sie vorher im einzelnen fiir Somatostatln

LarT.4004 o QY295
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(Sc1. 198, 1056 (1977)), Insulin -
(Proc. Nat. Acad. Sci. 76, 106 bis 110 (1979)) und Wachs- |
tumshormon (Nature, 281 544 (1379)) im einzelnen beschrie-‘
ben worden sind. Jeweils 10 pg der Oligonucleotide T,, bis :
| 5 phosphoryllert man quantitatlv mit [Y-32 ]-ATP (New
England Nuclear) in Gegenwart von T4-Polynucleoﬂiﬁk1nase
(Proc. Nat. Acad. Sci. 76, 106 bis 110 (1979)), wodurch
man zu spezifischen Akt1v1taten von etwa 1 Ci/mMol gelangt-‘
'Radloaktlv marklerte Fragmente werden durch Elektrophorese o
mittels eines Gels aus 20 $ Polyacrylamld und 7 Mol Harn-
stoff gereinigt, und dle Sequenzen der elulerten Fragmen- '
te bestimmt man durch zweidimensionale Elektrophorese und
Homochromatographle (Nucleic Acids Res. 1, 331 (1974)) von
Part1a1schneckenvenomverdauungsprodukten. D1e Fragmente T
und T16‘werden unphosphoryliert ‘belassen, um eine uner-
wiinschte Polymerlsatlon wahrend nachfolgender Ligations-
-reaktionen m1n1ma1 2u halten. Diese Oligonucleotide (je-
weils 2 ug) werden in vier Gruppen aus vier Fragmenten
(siehe Flg. 9 der Zeichnung) durch T —DNA -Ligase unter
~ Anwendung bekannter Methoden ‘(Proc. Nat ‘Acad. Sci. 76, 106
‘bis 110 (1979)) zusammengefaBt. Die Reaktlonsprodukte wer-
den durch Gelelektrophorese auf einem 15 %$-igen Polyacry1-~
amidgel,’ das 7 Mol Harnstoff enthilt ( Proc. Nat. Acad.
~ Sci. USA 71, 3455 (1977)),gere1n1gt Die vier 1sollerten
Produkte werden mltelnander verbunden, und das Reaktlons-
gemisch wird durch Elektrophorese mittels 10 - 1gem Poly—
acrylamldgel aufgetrennt. Die DNA im GrdBSenbereich des

Gens Thymosin-a 1 (90 bis 105 Grundpaare) w1rd elektroelu— |
iert. ‘ '

1 '

Das Plasmid pPBR322 (0,5 ‘Hg) wird mit den Restriktionsendo-
nucleasen BamHI und EcoRI behandelt, und die Fragmente
werden durch Elektrophorese mittels Polyacrylamldgel auf--
getrennt. Das groBe Fragment wird vom Gel durch Elektro-
elution gewonnen und dann an die synthetische DNA (Nature
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| 281 544 (1979)) gebunden. Diese Gemisch verwendet man dann '
~ zur Transformierung von. Escherichia coli K12 Stamm 294, ATCC.
. Nr, 31446. 5 % des Transformatlonsgemlsches trdgt man auf
"LB -Platten auf, die 20 pg /ml Ampicillin enthalten. Die
vier erhaltenen und amp1c1111nre51stenten Kolonien sind
vgegenuber Tetracyclin empfindlich, was auf eine Insertion  ’
in das tetracyclinresistente Gen hinweist. Eine Analyse

der Plasmide aus diesen vier Kolonien zeigt, daB jeweils
“das Plasmid, welches als pThtl bezelchnet wird, einmal

(a) eine Stelle BglII enthalt, dle im PBR322 selbst nicht
zu finden ist, was auf das Vorhandenseln des Gens Thymosin-
@l gemdB Fig. 7 hindeutet, 'und (b) zum anderer Mal ein Frag-
ment mit etwa 105 Grundpaaren enthalt, : - welches durch
Spaltung BamHI/EcoRI geblldet wurde. Der Aufbauweg fiir das
Plasmid pThal (welches nicht schematisch gezeigt ist) geht

. aus Flg. 9 der Zelchnung hervor, in der die starken Punkte
L fur dle Phosphatgruppen in Stellung 5' stehen.~

 .t  3; <3Reaktion-vonabehandeltemipThgl_und,LE’(d)fFiagment

Das Plasmid pThol enthilt eine Gen spezifizierende Ampicil-

- linresistenz und ein Strukturgen spezlflzlerendes Thym051n-
al, welches am Codierungsstrangende 5' in eine Stelle 5 und.
am Ende 3' in eine Stelle BamHI geklont ist. Das Thym051n-’
gen enthilt auch eine Stelle BglII Zur Bildung eines Plas-
'mids, das zur Aufnahme des in obiger Weise hergéstellten
LE'(d)-Fragments befdhigt ist, wird das pTh«l durch EcoRI
verdaut ‘und dann durch Reaktion mit Klenow-Polymerase I

mlt dTTP und AATP umgesetzt, um hierdurch die Reste EcoRI
stumpf zu machen. Durch BglII-Verdauung des erhaltenen
Produkts erglbt sich ein lineares DNA-Fragment, welches

das Gen fiir eine Amp1c1111nres1stenz enthdlt und an sel-"

nen entgegengesetzten Enden einen klebrlgen Rest BglIIl
und ein stumpfes Ende aufweist. Das erhaltene Produkt l&dst
- 51ch durch Umsetzung mit dem LE (d)-Fragment, welches ein

AL DNET AR sy
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klebrlges Ende BglIIl und ein stumpfes. Ende aufwelst, in Ge-

genwart wvon T4-L1gase rezirkulieren, wodurch man. zu Plasmid:
pTrp24 gelangt ‘Durch diese Masnahme wird w1ederum eine

| Stelle EcoRI an der. Stellung gebxldet, an der es zu einer

Ligation des stumpfen Endes kommt . ' -

E. = Aufbau von Plasmid deM7A2A4Vi,

Durch aufelnanderfolgende Verdauung von pTrp24 mit BglII
und ECoRI und anschliefende PAGE sowie Elektroelutlon ge--
langt man zu einem Fragment, welches Codone fliir das LE' (d)-
Polypeptid aufweist und iiber ein klebrlges Ende BglII sowie
ein klebriges Ende EcoRI anschliefiend an das Codlerungs—

~ende in Stellung 3! verfﬁgt Das LE (d)-Fragment kann in
die Stelle BglII des Plasmids pSom7A2 geklont werden, wo-
durch sich ein LE'—Polypept1d/Somatostatln—Fu51onsprote1n
ergibt, das unter der Kontrolle des Tryptophan-Promotors/
Operators ausgedriickt wird. Hierzu braucht man (1) eine,
teilweise EcoRI—Verdauung von pSom7A2 zur Abspaltung der
ECoRI~ Stelle, die distal zum Tryptophan-Promotor/Operator
angeordnet ist, und (2) eine geeignete Auswahl der Prlmer-
sequenz fiir eine saubere Belbehaltung des- Codonleserahmens
und zur Wiederbildung einer Spaltstelle}EcoRI,

Zu diesem Zweck verdilinnt man 16 pg Plasmid pSomZAZ in 200 pl
‘ eines Puffers aus 20 mMol Tris,pH 7,5, 5 mMol MgClz, 0 02 NP40O
Detergens und 100 mMol NaCl und behandelt das Ganze mlt 0 5
Einheiten EcoRI Nach 15 Minuten langer Umsetzung bei 37°C
wird das Reaktlonsgemlsch mit Phenol extrahlert, m;t Chlo-
roform extrahiert, mit Ethanol gef&dllt und dann mit. BglIl
verdaut. Das erhaltene grégere Fragment wird durch das PAGE-
Verfahren und durch anschliefende Elektroelutlon 1sollert
Dieses Fragment enthdlt die Codone "LE' {p)" flr das prox1ma—
‘le Ende des LE’-PolypeDtlds,_namllch flir die Baustelne, die
nach der Stelle BgtHZfokxm.Das Fragment w1rd dann an das
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obige LE'(d)-Fragment in Gegenwart von TQ—DNA—Ligase ge-
bunden, wodurch man das Plasmid pSom7A 2A4 erhalt, dessen
Transformation zu Escheriéhia coli Stamm 294 eine wirksame
~Bildung eines Fu51onsprote1ns aus dem volllg rekonstituier-
“ten LE-Polypeptid und Somatostatln unter der Kontrolle des

'Tryptophan—Promotqrs/Operators ergibt.

F. Aufbau von linearer DNA mit einem Rest PstI am Ende
3' und einem Rest BglII am Ende 5' und einer Gen

spezifizierenden Tetracyclinresistenz

Das Plaémid PBR322 wird mit HindIII verdaut, und die her-
’_ausragenden Enden HindIII»werden'mit Sl-Nuclease verdaut.
Die Verdauung mit’Sl—Nuciease besteht in einer Behandlung
von 10 pg mit HindIII gespaltenem PBR322 in 30 ul S1- Puffer'
(0,3 M NaCl 1 mMol ZnClz, 25 mMol Natriumacetat, pH 4,5)
mittels 300 Einheiten‘SI—Nuclease liber eine Zeitdauer von
30 Minuten bei 15°C. Die Reaktion w1rd durch Zugabe von

1 pl 30 x Sl-Nuclease- -Stopplésung (0, 8 M Trisbase, 50 mMol_
"EDTA) unterbrochen. Das  Reaktionsgemisch wird mit Phenol

- extrahiert, mit Chloroform éxtrahiert, mit Ethanol gef&llt: |
und dann in der oben beschriebenen Weise mit EcoRI ver- '
daut. Das erhaltene Fragment, 2u dem man nach dem oben be-
schriebenen PAGE-Verfahren unter anschliefender Elektro-
elution gelangt, enthilt ein klebriges Ende EcoRI und

ein stumpfes Ende, dessen Codierungsstrang mit dem Nucleo-
tid Thymldln beglnnt Der durch S1 verdaute Rest HindIII,
welcher mit Thymidin beginnt, kann an einen mlt Klenow-
Polymerase I behandelten Rest BglII gebunden werden, um

' hierdurch‘nach'erfolgter Ligation die Restriktionsstelle
BglII wieder zu bilden.

Das nach Beispiel 13 C. hergestellte Plasmid PSOMTA 2 wird
daher mit BglII verdaut, und die erhaltenen klebrigen En- .
’denngIII>Wgrden durch Behandlung'mit,Klenow—Polymerase I
unter Verwendung aller vier Desoxynucleotidtriphosphate
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doppelstranglng gemacht Die Spaltung des erhaltenen Pro-:
dukts mittels EcoRI unter anschllenender PAGE und . Elektro-
elution des klelnen.Fragments ergibt ein lineares Stiick
von DNA, das denﬁTryptophan-PfomOtor/Operator enthdlt und
die LE‘—Proximalsequenz aufwirts von der Stelle BgllI
("LE'(p)") codiert. Das Produkt hat ein Ende EcoRI und
ein stumpfes Ende, das von einer Fullung an. der Stelle
BglIiI herrithrt. Die Stelle. BglII wird jedoch durch nga-'
tion des stumpfen Endes an das stumpfe Ende des obigen
~und mit S1 verdauten Fragments HindIII wieder hergestellt.
Auf diese Weise werden die beiden Fragmente in Gegenwart
“von T4—DNA-ngase unter Blldung des re21rku1arlslerten
Plasmids pHKY10 aneinander gebunden, das durch Transforma-
tion zu Zellstammen 294 -von Escherlchla coli propagiert
wird. Die tetracycllnre51stenten Zellen, die das Rekombi-
natlonsplasmld pHKYlO aufwelsen, werden selektlert, und

- das Plasmid DNA wird extrahlert Durch Verdauung mit BgllI
und PstI und anschliefende . Isollerung nach dem PAGE-Ver-

4 :fahren sowie Elektroelution des groBen Fragments gelangt
man zum gewlinschten linearen Stiick der DNA, welches klebri-
ge Enden PstI und BglII aufwelst. Das auf diese Weise aus
PHKY10 geblldete DNA—Fragment enthdlt den Ursprung an Re-
plikation und elgnet sich daher als Komponente beim:Auf-
:bau von Plasmid*pIAZA4A1,bei_welchemAsothl die fiir das
trp LE'-Polypeptidfusionsprotein codiefehdén Gene als
auch die Tetracycllnre51stenz vom trp—Promotor/Operator
gesteuert ‘werden.

¢

G. Aufbau von linearer DNA mit démAtrp-Promqtor/Operator

Das nach Beispiel 13E. hergestellte-Plasmid PSOM7A 2A4 un-
terzieht man einer teilweisen Verdauung durch EcoRI und
‘einer anschlieBenden Verdauung durch PstI. Das entstehen-
de Fragment enthalt den trp—Promotor/Operator und wird
durch das PAGE-Verfahren unter anschlieBender Elektroelu-
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‘tion 1sollert Elne tellwelse Veluauung durch EcoRI 1st

zur. Blldung eines Fragments er:oraerllch, das am Ende in
Stellung 5' des Somatostatingens gespalten w1rd, jedoch

- nicht gespalten wird an der Stelle EcoRI zwischen dem
amp1c1111nre51$tenten Gen und dem trp- Promotor/Operator.

Die durch das Pstl, welches in das ampiéillinresistehte
4Gen'aﬁfgeséhnitten'Worden ist, ver1orengegangene Ampicillin;
' resistenz 148t sich wieder herstellen, indem man mit dem
fertigen pHKY10 lineares DNA-Derivat, welches nach cbigem
Belsplel 13 F.gebildet worden ist, bindet.

H. Isolierﬁng.des Strukturgens fir die Insﬁlin-A—Kette

bas Strukturgen fiir die Insulin-A-Kette erhdlt man durch

~die EcoRI und BamHI-Verdauung von Plasmid pIAI, dessen Auf-

bau in Proc. Nat. Acad. Sci. USA 76, 106 (1979) beschrieben
ist. Das gewiinschte Fragment wird durch das PAGE-Verfahren
sowie durch Elektroelution gerelnlgt und verfugt iiber die

",Enden ECOoRI und BamHI.

-I.  Ligation des Strukturgens fiir die Insulin-A-Kette
durch den trp-Promotor/Operator und des PHKY10 1li-
nearen DNA-Fragments mit den Enden PstI und BglII.

Das Strukturgen filir die Insulin-A-Kette, ndmlich das li-
neare DNA-Fragmeht, welches'den trp-Promotor/Operator
enthdlt (hergestellt gemdB Beispiel 13G.) und das pHKY10 _
lineare DNA-Fragment (hergestellt nach Beispiel 13F.) bin-
det man in geeigneter Orientierung, wie dies aus Fig. 3
hervorgeht, aneinander, wodurch sich das gewﬁnséhte Plas-
mid pIA7A4A1 ergibt. Das Plasmid pIA7A4A1 kann infolge
~der Wlederherstellung der Ampicillinresistenz und der Te-
tracyclinresistenz ohne weiteres selektiert werden.
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‘Beispiel 14

‘Aufbau von Rekombinationsplasmid PPR1

Das"Plésmid pIA7A4A1:en£h§1t:eine einzige ReStriktionsstel-‘“
le BamHI, die die Insertion des das KcI und Arex enthalten-
den 2,5 Kb BglII- Fragments des Bakterlophagen A enthdlt.
Dies 148t sich praktlsch nach dem in Beispiel 1 beschrie-
benen Verfahren errelchen.vpas-gewunschte Plasmid pPR1

wird daher durch Ligation ‘des Fragments ABglII in die Stel-
le BamHI von pIA7A4A1 gebildet.

Beispiel 15

Transformatlon von Rekomblnatlonsplasmld pPRl zu Escherlchla

~coli K12 C600R Mk

' Die gewlinschte Transformation wird praktisch wie in Beispiel
2 beschrieben durchgefﬁhrt,»mit der'Aushahme, daB man die
Zellen von Escherichia coli mit der nach Beispiel 14 herge-
stellen DNA- transformlert, und nicht mit der nach Belsplel

1 erhaltenen DNA. D1e Transformanten werden als ‘Escherichia
coli K12 C600Rk T /pPRl bezeichnet, entsprechend selektiert
und gezlichtet. Die erhaltenen Kolonien werden bezugllch der
erwarteten- Phenotypen untersucht und.zur Isolierung und
Ampllflzlerung des Plasmids pPR1 verwendet,»Durch Restrik-

. tionsenzymanalyse des Plasmids PPR] .ergibt sich,daf nicht
das Gen AcI, sondern das Gen Arex am néchsten liegt zum

Gen der trp E-Insulin-A-Kette. Plasmide mit der'umgekehr-
ten Orientierung lassen sich bei den oben produzierten
Trahsformanten nicht finden. ‘



Beispiel 16

Amplifizierung, isolierung und nachfolgende Transformierung
von Plasmid pPR1 zu Escherichia coli K12 Rv308

Die Amplifizierung und Isolierung des Plasmids DNA von
Escherichia coli K12 C600 Rk—Mk-/pPRl wird im wesentlichen
nach dem in Beispiel 3 beschriebenen Verfahren durchge-
flihrt. Die nachfolgende Transformlerung ‘des Plasmlds pPPR1
zu Escherichia coli K12 RV308 w1rd 1m wesentllchen nach

dem in Beispiel 4 beschriebenen Verfahren durchgefiihrt,
wodurch man zu dem gewilinschten Transformanten ESCherlChla
coll K12 RV308/pPR1 gelangt.

Beispiel 17

| Aufbau von Escherichia c011 K12 RV308XcI90/pPR1 durch Lyso-'
genisierung mit ch90 ‘

Der gewﬁnschtevAufbad wird im wesentlichen nach dem in Bei--
spiel 5 beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Durch entspre—_
chende Untersuchung der erhaltenen Kolonien von Escherichia
coli K12 RV308KcI90/pPR1 kann man das Wachstum bei 32° C und
die Sensitivitdt bei 42°C veranschaullchen.

Beispiel 18

Transformierung von Rékombinationsplasmid PPR1 zu Escherichia
coli K12 C600

Der gewilinschte Aufbau wird im wesentllchen nach dem in Bel-
spiel 4 beschriebenen Verfahren durchgefuhrt Die iliberle-
benden Kolonien lassen sich hinsichtlich der erwarteten
Phenotypen untersuchen und bilden die gewlinschten Transfor—
manten von Escherichia coli K12 C600/pPR1.
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"Beispie 1_ 19

Aufbau von Escherlchla c011 K12 CGOOch90/pPR1 durch Lyso-
genlslerung mlt kc190 . .

——

Der gewunSChte Aufbau w1rd im wesentllchen nach dem in Bei- o
spiel 5 beschriebenen Verfahren durchgefuhrt D1e erhalte- _,?% >
nen Kolonien von Escherlchla coli K12 C600kcI90/pPRl las- )
sen sich untersuchen, um auf dlese Weise das Wachstum bei
32 C und die Sen51t1v1tat bei 42°C zZu. verfolgen.

Beis pvi el _‘20V3 ' o o I . iﬁﬁ

Aufbau von Escherlchla coli K12 CGOORk- k—kc190/pPRl
durch Lysogenlslerung m1t kcISO

Der gewunschte Aufbau wird durch Herstellung von Escherl—.
' chia coli K12 C600Rk M, - /PPR1 nach dem in Beispiel 14 be-
schrlebenen Verfahren durchgefuhrt, wobei man die erhalte-
‘nen Transformanten dann mit Bakterlophag AcI90 praktlsch
nach. dem in Beispiel 5§ beschrlebenen Verfahren lysogenl—
‘siert. Die uberlebenden Kolonien werden beziiglich der er-

‘warteten Phenotypen untersucht und bllden den gewunschten
' Stamm. P ' - - : /

Beispiel 21

.Aufbau'von'PlaSmid pIB7A4A1

' Das gewiinschte Plasmid wird nach dem in Beispiel 13A.-I.
beschrlebenen Verfahren aufgebaut, mit der Ausnahme, das
~ bei der abschlleBenden Ligation das Strukturgen verwendet
wird, welches die Insulin-B-Kette kennzelchnet, und nicht
das Strukturgen fiir die Insulin-A-Kette. Das Strukturgen
- fiir dle Insulln—B -Kette erhalt man durch ECORI- undBamHI—
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Verdauung von Plasmid pIBl, dessen Aufbau in Proc. Nat.
Acad. Sci. 76, 106 bis 110 (1979) beschrieben wird. Das
 die Insulin¥B—Kette>codierende DNA-Fragment wird nach dem
VPAGE-Verfahren sowie durch Elektroelution gereinigt und

- verfiigt {iber die Enden EcoRI und BamHI. ‘

Das Plasmid pIB7A4Al ist in Fig. 5 dargestellt und 1H8t
sich 1nfolge der Wiederherstellung der Ampicillinresistenz

und der Tetracycllnre51stenz ohne welteres selektieren.

Beispiel 22

Aufbau von Rekombinationsplasmid pPR3

Die einmalige-BamHI-Restriktidnsstelle im Plasmid pIB7A4Al
erlaubt die Klonung des AcI- und Arex-Gens, welches das
2,5 Kb BglII-Fragment des Bakterlophagen A\ enthdlt, an das
pIB7A4A1. Dies 1E8t 51ch im wesentlichen nach dem in Bei-
'spiel'l beschriebenen Verfahren erreichen. Durch Ligation
des ABglII-Fragments in die BamHI-Stelle von pIA7A44A1 ge-
langt man hierdurch zum gewﬁnséhten Plasmid pPR3.

Beispiel 23

Transformieruﬁg von Rekombinationsplasmid pPR3 zu Escheri-

chia coli K12 C600Rk:ﬂk‘

Die‘Trénsformiérung wird im wesentlichen nach dem in Bei-
spiel 2 beschriebenen Verfahren durchgefiihrt, mit der Aus-
nahme, daf die Zellen von Escherichia coli mit der nach
Belsplel 22 hergestellten DNA transformlert werden, und
nicht mit der gemds Be;splel,l erzeugten DNA.

Die Transformanten werden als Escherlchla coll K12 C600R -
-/pPR3 bezeichnet und entsprechend selektiert sowie ge—
‘zuchtet. Die erhaltenen Kolonien werden beziiglich der er-
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warteten Phenotypen untersucht und zur Isollerung sowie Am-~
plifizierung des Plasmids PPR3 verwendet. Durch Restrik-
tionsenzymanalyse von Plasmld pPR3 erglbt 51ch, das nicht
das Gen AcI, sondern das Gen krex zum Gen trp E der In-
~sulin-B-Kette am ‘ndchsten llegt. Plasmide mit umgekehrter

Orientierung werden unter den oben gebxldeten Transforman— o

‘ten nicht gefunden..f

¥

‘Be i svp iel 24 o

"Ampllflzlerung, Isollerung und anschlleBende Transformie-
rung von Rekomblnatlonsplasmld pPR3 zu Escherlchla c011

’ Kl2 RV308

Das Plasmid’ DNA von Escherlchla coll K12 C600R - -/pPR3
'w1rd im wesentllchen nach dem in Belsplel 3 beschrlebenen
Verfahren ampllflzlert und isoliert. Dle.nachfolgende
Transformierung von Plasmid pPR3 zu Escherichia coli K12
RV308 unter Bildung von Escherichia coli K12 RV308/pPR3

wird praktisch nach dem ‘in Belsp1e1 4 beschrlebenen Ver-
| fahren durchgefiihrt. ‘

 B e i-s piel 25

Transformatlon des Rekomblnatlonsplasmlds pPR3 zu Esche-
richia coli K12 C600, '

Die'Transformation von pPR3 zu Escherichia coli K12 C600
-unter Bildung von Escherichia coli K12 C600/pPR3 wird
praktlsch nach dem in Beispiel 4 beschriebenen Verfahren
durchgefuhrt Die iiberlebenden Kolonien lassen sich be-
zliglich der erwarteten Phenotypen untersuchen und bilden
die ‘gewilinschten Transformanten von Escherlchla coli K12
C600/pPR3.

o on £y % B oy €D



233848 5 - 49 - |

Beispiel 26

,Aufbau von Escherichia coli K12 RV3088c190/pPR3 durch Ly-
sogenlslerung mit AcI90

Der gewilinschte Aufbau wird durch Lysogenisierung von Esche-
‘richia coli K12 RV308/pPR3 mit Bakteriophag AcI90 nach
pfaktisch dem in.Beispiel'S beschriebenen Verfahren durch-
gefiihrt. Die erhaltenen Kolonien von Escherichia coli K12 .
‘RV308th90/pPR3 konnen entsprechend untersucht werden, um
hierdurch das Wachstum bei 32°C und die Sensitjvitdt bei
42°C zu_verfolgen.‘ |

‘Beispiel 27

vAufbau von Escherichia coli K12 C600KcI90/pPR3 durch Ly-
sogenlslerung mlt kcIQO

" Der gewiinschte Aufbau‘wird.durch Lysogenisierung von'Eschefv
richia coli K12 C600/pPR3 mit Bakteriophag KcI90‘na¢h prak-
tisch dem in Beispiel 5 beschriebenen Verfahren durchge-
.fﬁhrt. Die'erhaltenen Kolonien von Escherichia coli K12
C600AcI90/pPR3 lassen sich entsprechend untersuchen, um
'hlerdurch das Wachstum bei 32°C und die Sen31t1v1tat bei

.,,42 'C zu verfolgen.

Beispiel 28

Aufbau von Escherichia coli K12 C600Rk-Mk-kcI90/pPR3
durch Lysogenisierung mit AcI90 :

-Dér‘géwﬁnschte Aufbau wird durch Herstellung von Escherif
- chia coli K12 CGOORk—Mk-/pPRB'nachvdem in Beispiel 21 be-
schriebenen Verfahren und durch anschliegende Lysogenisie-
~ rung der Transformanten mit Bakteriophag AcI90 praktisch

1

= rer
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nach dem in Belsplel 5. beschrlebenen Verfahren durchgefuhrt.
- Die erhaltenen Kolonlen von Escherichia coli K12 C600Rk Mk
AcI90/pPR3 werden entsprechend untersucht, um hierdurch das
Wachstum bei 32°C und die Sen51t1v1tat bei 42 C zu verfol-

‘gen.
Beispiel 29
Verfahren zur‘Bestimmung der Stabilitdten von Wirtszellen,

die das Rekomblnatlonsplasmld pPR3 enthalten, und zwar mit
oder ohne Selektlon '

Dié bezﬁglich der Plasmidretention zu untersuchenden Stimme
h&lt man in logarithmischem Wachstum in nlchtselektlven Me~ .
dien (L-Briihe) durch periodische Subziichtung in frischén
Medien. Das AusmaB der Plasmldretentlon wird nach dem in
»Belsplel 12 beschrlebenen Verfahren ermittelt.

Zu Belsplelen fiir andere Stédmme, die sich nach den oben _
beschrlebenen Verfahren aufbauen lassen, gehoren folgende-

‘Beispiel-Nr.  H " Name
30  Escherichia coli K12 RV308AcI857/pAR]
31 Escherichia coli K12 C600ACI90/pARL
32 ' Escherichia coli K12 C600R, -M, -\ cI90/pARL
33 Escheriéhia'coll K12 C600/pAR1 ’
34 Escherichia coli Kl2 C600/pAR2

Die Stabilititen der Rekombinationsplasmideiwerden»nach

den oben beschriebehen Beispielen‘lZ und 29 gemessen. Die

~ hierbei erhaltenen Ergebnisse gehen in Prozentwerten fiir
die Stdmme Escherlchla coli K12 RV308lc190/pAR2 und Esche-
richia coli K12 RV308/pIA2 aus der folgenden Tabelle II und
fiir dle Stémme Escherichia coli K12 C600Rk Mk-kcIQO/pPR3 und
.Escherlchla coli K12 C600Rk— k—/pPR3 aus der s1ch daran an-
schlleBenden Tabelle I,Ihervor. ‘
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Die in den Tabellen II und III éngegebenen Ergebnisse zei;
gen deutllch d1e Uberlegenhemt des selektiven Systems, _
durch welches sich Rekombinationsplasmide in Bakterienpo--
pulationen halten lassen. Etwa 78 % der Zellen in der Kul-:
‘tur von Escherichia coli K12 RV308/pIA2 sind plasmidminus
nach 23 Kulturdoppelungen, w&hrend etwa 100 % der Zellen
in der Kulbur von Escherichia c011 ‘K12 C600Rk—Mk-/pPR3
-plasmldmlnus sind nach 34 Kulturdoppelungen. Dariiber hin-
‘aus ist nach 23 Kulturdoppelungen oder nach 34 Kulturdop-
~pelungen keine der Zellen in deh Kulturen von Escherichia
coli K12 RV308AcI90/pAR2 und. Escherlchla coli K12 C600
Rk Mk—kcI90/pPR3 deren selektives System sich an Ort und
Stelle befand, plasmldmlnus Nach welterem extensivem
' Wachstum 138t sich e1ne geringe Plasmldsegregatlon sehen.
Diese Ergebnlsse reflektieren méglicherweise jedoch eine
Rekombination zwischen dem Prophagen_und dem Plasmid.

Die Plasmidstabilitit im aufgebauten Stamm Escherichia
c011 K12 C600Rk-—Mk chSS?/pARl wird bestimmt, indem: man
den Stamm iiber Nacht in: L-Briihe getrennt bei 42°C (re-

- striktive Bedlngungen) und bei 32 C (zuldssige Bedingun-
gen) . zuchtet Die H&ufigkeit der Frequenz der Zellen von
-Plasmld ergibt sich aus dem Verhaltnls der Kolonien bei
,42 C und der Gesamtanzahl an Kolonien, die bei 32°C wach-
_sen. D;eses Verhaltnls w1rd in Form eines Prozentwerts
ausgedriickt. Die Ergebnisse zeigen, daf etwa 46 % der in
der Kultur unter zuldssigen Bedingungen geéwachsenen Zellen,
und somit unter nicht erfindungsgeméfen Bedingungen, plas-
midminus 31nd, widhrend keine der in der Kultur unter re-
striktiven und somit erfindungsgemdBen Bédingungen gewach-
~senen Zellen in diesem Zilichtungsstadium plasmidminus sind.
Dies zeigt klar, daB das erfindungsgemiBe Verfahren éine
brauchbare und wirksame M&glichkeit bietet, um Rekombina-
tionsplasmide in Bakterienpqpulationen zu halten.
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»Erfindungsaﬁsprﬁche

1. Verfahren zur Stablllslerung und Selektlerung von
ertszellen, die rekombinierende DNA enthalten, welche ein
funktlon 1les Polypeptid ausdruckt, dadurch ge -
kennzeich net, das man

a) die Wirtszellen mit einem rekombinierenden DNA-KIon1e~'
rungsvektor transformiert, der sowohl ein Repressorgen
als auch ein Gen enthilt, welches ein funktionelles Po-

’ plypeptld ausdruckt, und .

b) die transformierten wlrtszellen mit einem lysogenen Or-
ganlsmus lysogenisiert, der einen Prdger enthilt, wel-
cher in den Wirtszellen letal oder konditionell letal
ist, der aber in den transformierten Wirtszellen durch
‘das in dem rekombinierenden DNA- Klonlerungsvektor ent~

~haltene Repressorgen repressiert wird, . -

mit der MaBgabe, daB der rekomblnlerende DNA Klonierungs-~

vektor ein Replikon und einen Promotor enthalt, welche fiir

den . Repressor nicht sensitiv sind, und mit der welteren

-Mafigabe, da8 bei Lysogenlslerung der transformlerten Wirts-

zellen mit einem lysogenen Organismus, der ein Gen enthédlt,

3welches konditionell letal ist, die erhaltenen Wirtszellen
unter restrlktlven Bedlngungen kulthlert werden.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekenn -
zeichnet, daB8 man ais Gen, das ein funktionelles
Polypeptid auspreft, ein natiirlich vorkommendes Gen, ein
nicht natilirlich vorkommendes Gen oder ein Gen verwendet,

‘welches teilweise natirlich und tellwelse synthetisch oder
nichtnatiirlich vorkommt. ’ '

- 3. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, dadurch ge -
kennze i'é‘h net, das man als Gen, wélqhes ein
funktionelles Polypeptid ausdriickt, ein Gen verwendet, das
codiert fiir Humaninsuiin, HumanpréprdinSulin,'Humanproin—

. F ;) ‘.v
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sulln—A-Kette, HumanlnsullnnB ~Kette, Nlchthumanlnsulln,
‘Humanwachstumshormon, Nlchthumanwachstumshormon, Humanin—- -
terferon, Nlchthumanlnterferon, Vlralantlgen, Urokinase,
1rgende1n Polypeptld oder 1rgende1n Peptldhormon oder En-
zym. ‘ ‘

4. Verfahren nach Punkt 1, 2 oder 3, dadurch
" geken nzeichn e t , das man als’Repressorgen
einen chromosomalen DNA-Repl1katlonsmutat10nsrepressor,
Zellwandsynthesemutatlonsrepressor, Ribosommutationsre-
pressor, RNA-Polymerasemutatlonsrepressor, tRNA-Mutations-
.repressor, Amlnoacyl-tRNA-Synthetasemutatlonsrepressor,
'Zelltellungsmutatlonsrepressor oder elnen w1der31nnlgen
Mutatlonsrepressor verwendet. ’

SQ : Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 4, da -
B durc h gekennzeichnet » daf man als Re- -
pressorgen ¢I das Gen c1857 verwendet.

6. " Verfahren nach einem der Punkte l bis 5, d a -
durch gekennzeichn e t , daB man ein tem-
peraturempfindliches Repressorgen verwendet},welches bei
oder oberhalb einer Temperatur innerhalb eines bestimmten
Temperaturbereichs inaktiviert wird.

7. Verfahren nach Punkt 6, dadurc h ge -

kennzeichnet, daB der Temperaturbereich zwi-
schen 38 und 44°C liegt.

8. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 4, da -
durch gekenn zeichnet, daB man als Re-

pressorgen ein Repressorgen cl von Bakteriophag l verwen-
det.

9. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 4, 4 a -

'
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durch gekenn z’e i é,h net, dal man als Re-
- Pressorgen das Gen Acro von Bakteriophag \ verwendet.

10.  Verfahren nach einenm der Punkte 1 bis 9, d a -
durch gekennzeichnet, dag man als re- o
kombinierenden DNA-Klonierungsvektor ein Plasmid verwendet. .

1. Verfahren nach Punkt 10, d.a d urch ge -
kennz e ichne t . daB man als Plasmld pARZ ver-
wendet.

12. verfahren nach Punkt 10,- dadurch gqge-
k ennze ichn e t ' daB man als Plasmld pARl ver-
wendet. o ‘ ‘

 13.'_ Verfahren nach Punkt 10 d adurch g e -
" ken hzeigc h n e t ., daﬁ man als" rekomblnlerenden DNA-
b'Klonlerungsvektor Plasmld PPR1 - verwendet.v

14. .'Verfahren nach“Punkt 10, d a d urch ge-
kennzeichnet » daB man als rekombinierenden DNA=
'Klonlerungsvektor ‘Plasmid pPR3 verwendet.

'15. = Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 14, da -
durch gekennzeichnet, daf man einen

lysogenen Organlsmus verwendet, der ein bakterlophages
Gen AcI enthidlt. '

16. Verfahren nach Punkt 15, dadurch ge-
k ennzeichnet » daf man als lysogenen Organis-
" mus das Bakterlophag AcI90 verwendet.

17, Verfahren nach einem der Punkte 1l bis 14, 4 a -
durch gekennzeichnet . da8 man als ly-
sogenen Organismus das Bakterlophag Aci857 verwendet.

: L0 Bt
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18. verfahren nach einem der Punkte 1 bis 17, d a -
durch gekennzeichnet, das man Wirts-
zellen von Prokaryotes verwendet. ’

19.  Verfahren nach Puntk 18, dadurch ge-
~kennze jchnet , das man Wirtszellen von Bakte-
rien verwendet. ' '

20. Verfahren nach Punkt 19, ‘4 a d urc h 'g e -
bk ennzeichnet,b das man als Bakterlen Escheri-
chia coli, Escherlchla coli K12, Escherlchla coli K12
Rv308, Escherichia coli K12 C600, Escherichia coli K12
‘CGOORk-Mk ’ Bac111us,Bac111us subtilis, Staphylococcus,
Streptococcus, Actlnomycetes, Streptomyces, Serratia,

: Pseudomonas oder Agrobacterium verwendet. ’

‘”21; : Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 17, d a-
durch gekennze i c h n e t , daf man als
Wirtszellen freilebende Eukaryotes verwendet, dle einer
:chhtung zugénglich sind. -

22. Verfahren‘naCB Punkt I, dadurch ge-
~kennze ichnet, dan man als ertszellen Pilze
- verwendet.

23. Verfahren nach Punkt 22, dadurch ge-
kennzeichnet, das man als Pilze Neurospora,

o Cephalosporium,-Aspergillus,fPenicillium oder Hefe verwen-
. det. '

24, Verfahren nach punkt 21, dadurch ge-
"kennzeichnet ,b daB man Wirtszellen verwendet,

die vom Gewebe eines multizellularen Organismus stammen
 und einer Ziichtung zugdnglich sind.

. . }',. ‘ o } -
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25. Verfahren nach Punkt 1, dadurch ge- ,
kennzeichn e t , das man als rekombinierenden DNA-

Klonierungsvektor ein Bakteriophag verwendet.

Hierzu;j,Seiten Zei_dmungen | |
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FIG. |
RESTRIKTIONSSTELLE UND FUNKTIONSPLAN VON PLASMID pIA2

(11,0 kb) Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung

SRDEL1924#97563D
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RESTRIKTIONSSTELLE UND FUNKTIONSPLAN VON PLASMID pAR2

(13,4 kb) Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung

"pAR2
(18,4 kb)
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RESTRIKTIONSSTELLE UND FUNKTIONSPLAN VON PLASMID pIA7A4A1

‘(5270'bp)-Die'gfe;1e 2eigen qie'Tganskriétionsrichtung

plA7A4A1 - a8
- (5270bp) = G| Bam 1
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RESTRIKTIONSSTELLE UND FUNKTIéNSPLAN VON PLASMID pPR1 .
(7710 bp) Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung

- G

-~ pPR1
(7710 bp)
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* RESTRIKTIONSSTELLE UND FUNKTIONSPLAN VON PLASMID pIB7AIA4

(5295 bp) Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung

- (5295bp)
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RESTRIKTIONSSTELLE UND FUNKTIONS}?LAN VON PLASMID pPR3
(7740 bp) Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtung
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