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(57) Die Erfindung betrifft ein chimarisches Plasmid mit einer Genkodierung flir eine thermostabile
Alpha-Amylase fir das Kionen des Gens in Escherichia coli oder Bacillus subtilis fir die
Verwendung der daraus resultierenden Mikroorganismen bei der Produktion eines

B hitzebestandigen Alpha-Amylase-Enzyms, beispielsweise flr die Herstellung von glukoschattigen
Sirupen aus Maisstarke. ErfindungsgemaR wird das chimérische Plasmid mit einer Genkodierung
fir eine thermostabile Alpha-Amylase, weiche durch Abschneiden von DNS von einem Donator
und Kombinieren der resultierenden DNS-Fragmente mit einem in dhnlicher Weise zerschnittenen
Vektor hergestellt wird, in der Weise hergestelit, da der Donator ein natlirlich vorkommendes
Plasmid ist, das eine Genkodierung flr eine thermostabile Alpha-Amylase enthait.
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Chimdrisches Plasmid

Anwendungsgebilet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf chimdrische
Plasmide, die ein ein hitzbestindiges dlpha-Amylase-Enzym
codierendes Gen eathalten sowie auf ein Verfahren zu deren
Herstellung. Desgleicinen beschrieben werden das Klonen des
Gens in Zscherichizs coli oder Baclillus subtilis sowie die

Verwendung der darats resultierenden Mikroorganismen bei der
Produktion eines hitzebestiZndigen Alpha-iAmylase-Enzyms,

Charatteristik der bexannten technlischen Ldsungen

Grofe Mengen glukosehaliiger Sirupe werden durch dis enzyma=-

1,

: Y
tische Hydrolyse von Maisstdrke erzeugt. ils erster Schariit
dieses Verfanrens erfolgt gewdhnlich die Behandlung einer
Stirke-Vagser-iiiscoung @it einem Alpha-Amylase-Lnzym bel
einer Temperatur nahe dem Siedepunkt von Wesser, Eine hitze-
bestindige Alphe-imylase ist bei diesen Temperaturen am
wirksamsten, Aus diesem Grunde bestent sin starker Anreisz,
eine kostenglingstige Quelle flr ein derartiges altzebe-.
stdndiges Enzym 241 gewinnen,

Die industriell genutzten Alpha-imylasen werden durch ver-
schiedene Mikroorgznismen ergeugt, Zs 1st bexannt, daB dieses
likroorganismen genetisches Miaterial enthalten, welches die
Engymproduktion durch den Organismus codiert, Dieses gene=-
che Haterial liegh iansrralb der Zelle in Form von
Desoxyribonukleinsiure - im folgenden zls DNS bezeicanet -
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Der groBdte Teil des genetischen ldaterials in einem Bakterium
besteht aus DNS-Riesenmolekiilen, welche als das Chromosom der
Zelle vorliegen, Eine begtimmte lienge des genetischen
Materials kann jedoch auch in Gestalt kleirerer, geschloséen
kreisformiger DNS-Molekiile - sogensnnter Plasmide - vorhanden
sein,

Hittels der als genetic engineering bezeichneten Techniken
ist es mdglich, einen Teil der DNS von einem Organismus zu
elnem anderen zu Ubertragen, Verschisdene Forscher haben ver-
sucht, diese Techniken zur Entwicklung von Mikroorganismen
anzuwenden, die als Uberragende Alpha-imylase~Erzeuger gelfen
kinnen.

Bine dieser bereits in Anwendung gebrachien Techniken besteht
darin, von elnem als umjlaseorzeu er bekannten Mikroorganis-
mus die gesamte DNS - 4, k., chromosomale plus Plasmid-DNS -
zu entfernen, Fragmente dieser DES werden sodann mit der DES
eines Bakteriophagen verkniipft, Der diese kombinierte DNS
enthalfende Bakteriophage wird nun dazu verweandet, elnen
anderen Mikroorganismus zu infizieren, wobel er dieses
genetische Materisl auf die chromosomale DS des Mikro-
organismus Ubertrégt. Jene Zellen des infizierten Organismus,
die DNS mit einem Amylasegen in einer asktiven Form erhalten,
werden zu amylaseerzaubern, Diese Zellen kBnnen selektiert
und fir den weitersn Einsatz kultiviert werden,

Dariber Ainaus beinhaltet das hinsichtlich nluzebeSuanalge
Alpna—“mylasen_angewendetgﬂg_netic enginesring

eine Tecnnilk, dis aus dem
Extranieren der gesamiten DES aus eilnem als Erzeugsr solcher
Amylasen bekannten Hikroorganismus besisht, Binige Fragmente

der DNS werden in einen neuen Wirts-Mikroorganismus trans—
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formiert, wobeli sie in das Chromosom dieses Wirtsorganismus
eingeflgt werden., Einige jener Zellen, in welche DNS mit
aktivem amylsasecodierendem genetischem Material eingefligt
worden 1st, werden dann selektiert und angebaut,

Nunmenr hat es sich gezeigt, daB DNS, welche eine hitzebe-
sténdige Alpha-iAmylase codiert, in einem natiirlich vorkommen-
den Plasmid existieren kann, Darlber hinaus hat sich gezeigt,
da3 derartiges natlrlich vorkommendes genetisches Material,
welches ein Gen enthdlt, das hitzebestdndige Alpha-iAmylase
codiery, direkt mit einem als Plasmidvektor bekannten anderen.
Plasmid kombiniert werden kann, um auf diese Weise ein
gynthetiscnes Plasmid zu ergeben, das im folgenden als
chimirisches Plasmid bezeichne: wird. Dieses chimirische
Plasmid kann in einen neuen Wirts-ilixroorganismus eingelagert
und dort- verv1cl¢:c werden, Dies nun gestattet die Ent-
wicklung von in Uberragendem MaSe Alpba—Amylase erzeugenden
Mikroorganismen, welche ohne weifterss zuf industrieller Gruand-
lage angebaut werden kdnnen, Die vorlievende’Erfindung richtet
sica esuf den Einsatz der neuentdecxien, natirlich vorkommenden,
‘lona-.mylace-Gene eatnalvenden Plasmide, zuf die 3ildung von
chimédrischen Plasmiden, die dersn geneitisches Material ent-

o

nalten, sowie auf die Zntwicklung neuer Mikroorganismen,

die diese chimdrischen Plasmide enthalien,

Ziel der Erfindung

3

Ziel der Erfindung 1st die Bereitstellung eines wlfroor-
g

ganismus, der ein Uberragender Zrzeuger elnes thermostabllen
Alpha-imylase-Enzyms 1st und

werden Xann,

kommerziell einfach gezlicatet
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Darlezung deg Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugruade, einen Stamm eines
einfach gezlichteten Mixroorganismus zu dndern, so daf er
eine groBe Meﬁge eines thermostabilen Alpha - Amylase =
Enzyms herstellen kann, ‘ :

Erfindungsgemid wird dieses Problem durch "genetic engineering
(kilnstliche genetische Modifikation) geldst, um genetisches
Material in den Bacillug subtilis einzuflbren, wodurch der

Bacillus subtilis grode Mengen des ‘thermostebilen Alpha-
imylase-Enzyms srzeugea kann,

Insbesondere wird erfindungsgem&f ein Verfanren zur Her=-
stellung eines chimirischen Plasmids vermittelt, wobei dieses
Plasmid ein Gen enth&lt, das sine hitzebestindige Alpha-
Amylase codiert, Das Verfahren besteht zunHchst aus dem Zer-
schneiden jener nasirlich vorisommenden Plasmid-DHS, die ein
die hitzebestdndize Alpha-imylase codierendes»@en enthdlt, um
auf diese Weise eine lineare DiS~Sequenz zu gewinnen, welche
das die Alpha-imylase codierende Gen enthilt. Desgleichen
wird ein Vektor zerschnitten, um eine zwelite lineare DIS-
}Sequenz zu srlangen, SchlieBlich werden die beiden linearen
DiS~-Sequenzen unter Bildung des chimdrischen Plasmids mit-
einander verknipft. |

L]
chimirische Plasmid wird durch Zerschneiden der Donator-DHS -
und Kombinieren der so srhnaliensa DE3-Fragmente mif einsm in
c nerg

Ehnlicher Weise gzerschnittenen
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SchlieBlich wird in Ubereinstimmung mi%s der vorliegenden Er=-
findung ein Verfahren zur Herstellung von einer hitzebe-
sténdigen Alpha-Amylase in hohen Ausbeufen vermittelt,
lindestens ein das Alpha-Amylase~Gen enthaltendes chimiri-
sches Plasmid wird in einen Wirts-Mikroorganismus eingefiihrt,
Der das chimirische Plasmid entbaltende Mikroorganismus wird
in einem geeigneten Hedium kultiviert, Daran anschlieBend
wird die vom kultivierten likroorganismus produzierte ilpha-

Amylase isoliert,

Die vorliegende Erfindung vermittelt ein Verfahrea, welches

es ermdglicht, in einer einzelnen Zelle zahlreiche XKopien

des die hiftzebestdndige Alpha-Amylase codierenden Gens zu
srzeugen, Sle vermittelt desweiteren einen Weg zur Uberfiihrung
des Amylase-Gens in Wikroorganismen, welche in einfacherer
Welse als der Donator-Mikroorganismus angebaut werden kgnaen,
Somit werden ohne Schwisrigkelisn gestel ger:e anymausbﬁuten
erzielt,

In Rahmen der vorliiegenden Beschreibung gelten die folgenden
Begriffsbest immungsn

1e Jauarllca vorkommendss Plasmid

Der :eor1¢-“nvtartlcn vorkommendes Plasmid", wie er in der
vorliegenden Bescareidbung verwendet wird, bezient sich auf
jegliche Plasmid-DiIS, die in einem in der Natur vorkommenden
Mikroorganismus vorananden ist,

Der Begriff "chimZrisches Plesmid" bezisnt sich entsprechend
dem in der Fachwelt allzemein UbXichen Gebrazucih anf ein Plas
mid aus rekombinanter DNS, welches durch sine bestimmie
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Technik der kiinstlichen genetischen Modifikation aus einem
Donator-Mikroorganismus und einem geeigneten Vekiorplasmid
gebildet wurde,

3, Hitzebestdndige Alpha-imylase

Der Begriff "hitzebesténdigs Aléha-&mylase" wie er in der
vorliegenden Beschreibuag verweadet wird, bezieht sich auf
jedwede Alpha-imylase-Zubereitung, die in der Lage ist,

45 min leng bei 90 °C, einem pH-Wert von 6,0 und unter An-
wesenhelt von Calciumionen zumindest 60 % ihrer anfinglichen
Aktivitdt beizubenalten, "

4, Alvhna-imylase=Gen

-

Ein DNS-Segment, welches die ilnnerhalb der Zells erfolgende
Alpha=-Amylaseprod uktion codiert und.die flr die Synthese einer
katalytlsch aktiven Alpha-imlyase notwendige regulatorische |
Information beinhaltet,

Die chlmar1DCﬂen Plasm‘de der vorliegs=nden er_ndung werden
unter Ve ﬂenduna der von einem natiirlich vorkommenden Donator-
organismus stammendea DNS hergsstellt, wobel dieser Donaftor-
Miikroorganismns ein Gen enthdlt, welches ein nitzebestidndiges
Alpha-Amylase-Bnzym codiert, Geelgnete Donatororganismen wer-
den bei jenen widrmeliebenden Bakfterien gefunden, die als
Bacillus stearothermophilus (abgekiirzt B.stearothermophilus)
rt sind.

und Thermus flavug (abgekiirzt T. flavus) klassifiz

z2le
=
S
=

iuea Stimme von Bacillus licheniformis (abgexiirzt

licheniformis) sind gesignete Donator-Mikroorganismen, 4ls

Donator-Di3-Quelle b eeignete StEmme von 3.

es g
stearotherﬁﬁbﬁilus sind jene Stim
rupyoe
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Mutanten wie auch dsr Submutanten jener Mutanten angehdren,

Zg ist nersusgefunden worden, dafB in eilner Reibe dieser Mikro-
rganismen Plasmide vorhanden sind, die ein Gen besitzen, wel-

5 .

ches ein hitzebestiZndiges Alpha-Amylase-Enzym codiert,

Plasmid-DNS ist in besonderem MafBe als Quelle fir die Donator-
DNS geelgnet, weil sie mit Hilfe einer Ultrazentrifuge leicnt
gereinigt werden kann. Damit wird eine DNS-Quelle fir dzs Ver-
fahren gewcnnen, bei dem die Amylase-Gene nochkonzentriert und
frei von vielfdltigem fremden und unerwiinscalten genetischen
Haterial sind,

Un die chimirischen Plasmide der vorliegenden Erfindung zu
bilden, ist ss mdglich, jedweden mit dem Wirts-iMikroorganis-
nus” vertri glicbeﬂ Vektor zu verwenden, Dlese lesmldn sind-
vorteilhafter nachzuwelsen, wenn der Vektor einen larker be-
inhaltes, Insbesondesre brzuchkbar sind jene Vektoren, die einen
antibiotikaresistenten liarksr eathalten, Plasmide wvon

Zscherichia coli, im folgenden als B. coli angekiirzfy die

solcne antibiotikaresistenten Marker eantaalten, sind leicht
zugdnglich. Als gseignet gelten dis mit pBR 322, pBR 325
und p¥L 625 bezsichneien Plasmide, Plasmide von Bacillus
gubtilis, im fo ls § subtilis abgexiirzt, wie etwa

das Flasmid pC ein Chlorempheanikolresistenz

b -

ibertragendes G , sind ebenfalls geeignet.

3

f2lls in vielfachen Xoplea vorhanden, Diles
e

igerten alpha-amylase-Produkilon
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pro Zelle, Werden E.-coli-Stémme als Wirtsorganismus ver-
wendet, dann ist eine”weitere Geanverstérikung moglich, Dies
erfolgt unter Anwendung der Chloramphenikol-Genverstirkungs-
technik nach D.,B., Clewell, J, Bacteriology, 110, 667...676
(1972).

Die chimsrischen Plasmide der vorliegenden Erfindung werden
zunichst dadurch aufgebaut, daB jene natlirlich vorkommende
DS, die ein das hitzebesténdige Alpha-Amylase~Enzym
codlierendes Gen enuhalt unter Verwendung einer geslgneten
Qeccrlﬁu1ons—hndoauﬁlea;e zerschnitten wird. Bei der durch
die Endonuxlease zerschnittenen Donator-DHS handelt es sich
vorzugsweisé~um Plasmid-DNS, Dieseg Plesmid kann entweder
vor oder nach selner Abireannung von der caromosomalen DIHS
des Donators zerschnitten werden, Die Endbnuklease mud von
der Art sein, dagf sie die Donator-DNS zerscineidef, ohne da-
bei das Gen zu beschZdigen, welches das ;lpna—hmylase-E‘zym
codiert. Als flir diesen Zweck geeignete Endonuklease hat
sich hier das Enzym Hind III erwiesen.

Der Vekior kann jedoch auch mif jeder anderen Zndonuklease
zerschnitten werden, welche lineare DIIS mit solchen Enden

sroringt, die ia der Lage sind, sich mit den Enden der Frag-

by

mente der Donasor-DUS zu verbinden,

Das - Zerscnnelaen kann auf einem Gemiscih von Donator-DHS uad
Vekior erfolgen, die Donator-DS und der Vaktor k@naen ader

W
o
)
IS
w
®

parat zerschnitten werden, In jedem Fell wird ein Ge-
misch aus linearen DNS-Sequenzen gewonnen, 3ilnige de
Donetor-Mikroorganismus stammenden linearsa Sequenzen ent-

nalten das dle alpha-: amylasze codiersnde Gen.

Dis durch Zerscansiden von Domator-DIS und Tekior gewonanensn
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linearen DiS~Sequenzen werden vermischt und verbinden sich
miteinander unter Bildung eines neuen Plasmids, des
chimédrigchen Plasmids, Das Verbinden der linearen DNS-
Seqguenzen erfolgt mittels einer Ligase unter inwendung

der im Fachgebiet weltnin bekannten Techniken, Eine fir die-
gen Zweck braucabare Ligase ist die im PFPachhandel erhiZltliche
T, DS-Ligase. |

Die chim&rischen Plzsmide der vorliegenden Erfindung werden

biologisch sktiv gemacht, indem sie in Firtszellen eines’

OQ

geelgneten Hikroorganismus Uberfihrt werden, Zu den geeigne-
ten Wirten gehdren die amylasenegativen E.-coli~Stémme RRL
und €600, die amylasennsgativen B,-subtilis-Stdmme ATCC

Sr. 31 785 und Bacillus Genetic Stock Center Nr., 1A289. Dis
Uberfliihrung erfolgt unter Anwendung weitinin bekannter
Methoden, Disse ilethoden beinhalien die Absorpiilon von
Plasmiden durca zusténdige Zéllen, die Protoplastfusion

~Za

sowle die Absorption durch Z.,-coli-Zellen, welche mit CaCl

2

benandelt wordea sizd,

Die Zellen, welche die gewlinschten Plasmide enthalten, werden
durch Screening der Zellen mit der Amylaseaxkiivitédt des
Donators ausgelesen, ZnthiElt der Velttor einen antibioti-
4
7]

xaresisten

)

ge

en Marker, dann erfolgt vortsilhafterweise ein
vorangehendes Screening durcin Plattieren der Zellen auf aAgar-
platten, dis das Antibiotikum im Hedium enthnalten., Nur jene
Zellen, welche die gewlinschie Resistea

codann angebaul, Die imylaseakitivitdd wird ermittelt, indem
den Platten 18slicae Stédrke zugesetzt wird, Nach dem <Jachstum

werden die Platten @it siner verdlinnten IcdlSsung odehandelt
c
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zelgen, auf densn die S{&rke abgebaut worden 1is
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dessen xeine Firbung mit dem Iod mdglich ist,

Wenn die die rekombinaten Plasmide enthaltenden Zellen die
Alphe-Amylase intrazellulir produzieren, dann ist es er-
forderlich, die Zellen.zu lysieren, bevor es mdglich 1is%,

das Enzym nachzuweisen, B,-coli-Zellen werden geelgneter-
weige mit dem'Bakteriophégeﬁ'T4 oder mit D-Zykloserin lysiext.,
Es hat sich gezeigt, daB bel Verwendung von Besubiilis-
Stdmmen als Firt flr die chimirischen Plasmiden die von den
7ellen erzeugte Alpha-imylase-Enzym von den Zellen in das
Yedium exportiert wird, Dieser Befund ist fiir die indu-
strielle Herstellung des Enzyms von Wichtigkeit, da hler-

bei der aufwendige Scaritt der Zell-Lysleruag vermieden wird,
Des B. subtilis ist dardber hinaus ein besondsrs winschens-
werter Wirt insofern, als es eine an indusirielle Vergdrungen
gut angepaBte Art darstellt,

Chimirische Plasmide, die von den Wirtszellen erzeugt worden
sind, lassen sich unter Anwendung bekannter Verfahren oane
meiteres isolieren., Eines dieser Verfabren ist das Stancdard-
Reinlysat-Verfsiren nach Clewell und Helinski, Biochemistry,
9, 4428 ... 4440 (1970). Die Relnigung der Plasmide kann ver-

sittels der CeCl-Dichitegradient-Ultrazentrifugation erfolgen.

Die das Alpha-imylase-Gen enthaltenden chimdrischen Plasmide

xsnnen als ein Donator fir diese Cene verwsndet werden. Die

Plasmide werden mit siner alerfir geeigneten Restrixilons-

fndonuklease zerscanitten, um lineare DES zu srgebea, welohe

des Alphé-émylase-Gen enthil%, Die lineare DNS kann miitels

Saccharase-Gradient-Ultrazentrifugation gereinigt Ferden, -
1 71

Dieses genetische ia
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tor kombiniert, um ein differentes chimZrisches Plasmid zu
ergeben,

Die Alpha-imylase, die von den das chimdrische Plasmid ent-
naltenden Wirtszellen erzeugt wird, beh&lt ihre hitzebe-
sténdigeﬁ Eigenschaften bei, Dies trifft selbst dann zu, wenn
es sich bel dem Wirts-lMikroorganismus uwn einen Mesophilen
handelt, also dieser selbst kein Thermophiler is%, Deg-
weiteren scheinen die Produkte, die durch die Wirkung der
von dem geklonten kMixroorganismus stemmenden Amylase auf
Stérke erzeugt werden, mii Jenen Prcdukten ldentisch zu sein,
die durch die Amylase des Donator-iikrioorganismus erzeugt
wurden. .
Das erfindurgsgemife Verfanren kann dazu verwendet werden,
zwel oder mehrere unterscialedliche chimirische Plasmide, wel-
che hitzebestindige Alpha-Amylase codierende Gene enthalten,
in den gleicnen Wirts;Mikroorganismus zu Uberflibren, So wurde
beispielsweise B, coli RR1 durch die Einlagerung jener
chimdrischen Plasmide modifiziert, die durch Xombinieren
eines hitzebestdndigen Alpha-Amylase-Geans mit den Vekioren
pBR 325 und p#L 625 gewonnen wurden, Beilde Plasmide wurden
inkorporisrt, verdoppelt und durch die Wirtszellen darge-
Tellt,

Augfiihrunssbeigoisl

[l 20

ie folgenden Ausfiihrungsbeispiele illustrieren bestimmte Ver-

1

ksrperungen der vorliegenden Brfindung, Sofern nicht anders
angegeben, beruhen sémtliche VerhZltnis- und Prozentangaben
auf der Messebasis.

Alle ATCC-Nummern itragenden StEmme sind bel der iLmerican
Type Culture Collection, Rockville, iaryland, erhdltlich,
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Augfihrungsbeispiel 1

Herstellung von Plasmiden, die ilpha-Amylase-Gene und einen
Antibiotika-Resistenzmarker enthalien,

Unter Anwendung der allgemeinen Methode von Berns und Thomas,
J. Molec, Biol., 11, 476...490 (1965), wurde aus Zellen eines
Stammes von B. stiearothermophilus, ATCC-N . 31 783, die ge-
samte Alpha-imylase-Gene enthaltende DNS isoliert, Im vor-

liegenden Verfahren indes nicht in Standard-Salzzitrat,
sondern in einer Mischung aus 5C mil tris(Hydroxymethyl)amino-
methanhydrochlorid (im folgenden als Tris-uCl beszchrieben‘1
bei pH 8, 0,6 mll Ethylendiamintetraessigsfure (im folgenden
als EDTA bezeichnet) und 25 % Sacharose suspendiert., Die Zel~
len wurden dariiber hinaus eine Stunds lang vor der Lysis bei
0 °C mit Lysozym (2 mg/ml) behandelt, Die Plasmid-pBR-322-
DNS, das Restriktionsenzym Hind III und die TA-DNS—Ligase

murden von dea Bethesda Research Laboratories, Bethesda,
Maryland, bezogeid.

in Gemisch aus 7,508 Gesamt-Dub von B. stearotbermohilus,

“\]tj

Elﬂhclten (%) Restriktionsenzym Hind IIT und 10 mg bovinem
erumalbumin in einer 100—/u1-Laoua5 aus 50 mil HaCl, 6 mil
ris-HCl (pE 7,5) und 6 mil lgll, wurds bei 37 °¢ 30 pin lang

inﬁublert. 2,2/ug Plasmid-p3R322-DHS und 7 Z Hind IIT wurden

L e " . .. . - s o
in 20 pl einer &hnlichen Lisung elne Stuads lang bel 37 7C

}3 UJ

verdaut, Die DNS-inalyse auf igarose-Gel zeigle, daB die Ver-
dautung vollstindig war,

Fun wurden 6,75 g der verdauten 3.-stearothernopnilus-DNS
1,8 pg der vardauten Dau392-DﬂS in 0,3 ml eizer Lisung aus
66 mii Tris-HC1 (pH 7,6), 5,6 millg o
und 0,067 mil Adenssintriphosvhet (im folgenden ATP genannt)
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vermischt und unter Verwendung von 0,28 Einheiten T4-DHS—
Ligase miteinander verknlipft, Eine Analyse der DNS nach der
Ligation auf Agarose-Gelen zeigte, daBl es zu einer voll-
stdndigen Ligatlion ohne nachweisbare Reste von linearer pBR
322-DUS gekommen war,.

Ausfihrungsbeispiel 2

Transformation von Plasmiden, die Alpha-imylase-Gene und einen
antibilotika-Resistenzmarker eathalten, in E, coli

Zine Lultur von E. coll RRLl, als Stamm PRC 399 beim Plesmid
Reference Center, Stanford Universify iledical Center, Stan-
ford, California, erh&ltiich, wurde auf dem nacagstehenden

iledium angebvaut:

g/Liter
Trypton 10,0
Hefeextrakt 5,0
- Hatriumcplorid 5,0
Glukose 1,0

ie Xultur wurde bei 37 °C dber Nacht in einem Reagenzglas an-
gebaut, Sie wurde dann mif 9 Teilen des gleichen Hediums ver=
dinnt und bei 37 °C fir weitere 135 min unter krifiigem Ver-
riihren inkubiert, Die Zsllen wurden durch Zentrifugation ge-
erntet uad mit xalter 0,1 ¥ NaCl-Losung gewaschen, Die ge-
ernteten Z.-coli-Zellen wurden flr die Transformation mit
dilfe der Calciumchloridmetinode naca Conen et al,, Proc. Hat.

Acad. Sci., U.S.de, 59, 2110...2114 (1972) pripariert,

>,

Bine HE1lfte der in iusTinorungsbeispiel 1

a e
xniipften DNS wurde 1a die Zellen von Z.coll RR1 transformiert,
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Die Zellen wurden auf Platten kultiviert, die das gleiche
Medium enthielten, anf dem auch die E.-coli~Zellen angebaut
worden waren, mii Ausnahme dessen, daB hier das Medium Ampi-
zillin in einer Konzentration von 50 ug/ml enthielt, Auf diese
Veise wurden nur solche Zellen von E, coli gewonnen, die das
Plasmid pBR322 (mlt ampizillinresisten Genen) enthielten,

Alg Hilfsmittel zur Bestlmmung der Anzahl von Zellen, die
rekombinante DNS enthielten, wurden die ampizillinresistenten
Zellen hinsichtlich ihrer Widerstandsfdhigkeit gegeniliber Tetra-
zyklin kontrolliert, Da die Insertion eines DiS-Stiickes in die
durch Hind IITI zerschnittene Stelle von pBR322 das flr Tetra-
zyklin-Resistenz zustindige Plagmid-Gen gewohnlich inakii-
viért,Aercibt sich die”Anzahi der in der Zellpopulation vor-
nandenen rekombinanten DNS-haliigen Zellen aus der Hiufige-
Keit dert;etrazyﬁlln-wenqlulVluat D Tran 3¢3rmaulon erbraco~-
te 3,6 x 104 amp121llvn~”e51steaue Zellen pro Hilliliter sowie
3,0 x 104 tetrazyklin-resistente Zellen pro Milliliter. Folg-
lich waren etwa 16 % der Zellen gegenliber Tetrazyklin sensi-
tiv, woraus hervorgeht, da8 die Plasmide aufweisen, welche
rekxombinante DNS eathalten,

Ausf&hruﬂgsbeisniel 3

ISOluulCﬂ von Alnha-Amy’ase produzierenden Z.-coli-Kolonlen.
Zubereitet wurde ein Hedium der ~lelc“cn Zusammensetzung wie
jenes, das fir den Anbau von B, coli verwendet wordea war,
wobei allerdings noch 15 g/Liter Agar plus Ampizillin
hoiuv/ml) zugesstzt wurden, Dieses Medium wurde in 130
Petrischnalen =7k~ebraoat und mit verdinnten ftraznsformierten.
coli inokulisrt, dis in der in Ausfihrungsbeispiel 2 dar-

estellten Weige prédpariert wordsn waren, Diese Schalen er-

ow |tf

brachten sine Ausbeute von durciaschnittlich 113 Xolonien pro
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Schale. Die Kolonien durften bis zu einer Grdfe von etwa
1eee2 mm Durchmesser wachsen, bevor sie auf ein Starke-
pedium der folgenden. Zusammensetzung gebracht wurden:

NaEHPO4 6
K32P04 3
NaCl 0,5
EH401 1
Hefeextrakt 1
Pepton 10
Agar , 15
Lintner's Stirke 10

Hach dreistiindigem Wacastum wird der Bakteriophage T4 - als
APCC-ir, 11303-B4 erhdltlich - den Schalen in siner Starﬁﬁ“‘
haltigen Uberschichtung zugesetzt, Um die wachsenden E E. coll
zu lysieren, werden etwa 1 X 107 LA pro Scghale verwendet; auf
diese Wsise werden etwaige intrazellulire Znzyme freigeseizt.
Hach #achstum und Lysis idber Nacht wurde eine 2,5 %ige
Lssung von Lugol's Iodlgsung auf die Schalen geschiittet, um
irgendwelche durch Amylaseaktivitdt srzeugfe helle Zonen

)

nacnz isen

Von den ungefdhr 15 000 vorhandenen f£olonien erzeugten

18 Kolonien helle Zonen, dergestalt asuf die Anweseaneif von
Amylase hinweisend, Die imylaseaktiviftdty enthaltenden
Xolonien wurden abdruckplatiisrt und erwiesen sich erneut

als amylaseaktivititnaltiz. Dﬂe Amylaseaktivitit zeigte slca
alLerdans lediglich n¢cn dem Zuzetzen von 14 zur Zell-Lysis,
woraus hervorgeht, daf. dis imylase intrazellulir erzsugt wur-
de. Im weiteren Versuchsverlzuf zeigie sich, da fir das

rr

Lysieren der Zellen D-Zykloserin die gleiche Wirksamkelt wie
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T, besitzt, wean die Droge dem Uberschichtmedium in einer
Konzentration von 600 ug/ml zugesetzt wurde,

Ein 3.-coli-RR1~Stamm, der den Plasmidvektor pBR322 mit einem
Amylasegen enthdlt, ist als APCC-Nr, 31 78S erhdltlica,

Augfihrungsbeigpiel 4

Trensformation von Plasmiden, die Alpha-imylase-Gene und einen
Antibiotikaresistenz-ilarker enthalten, in einen gweiten Stamm
von Ee o7i.

Eine Kultur E. coli C600 der aTCC-Nr, 23 724 wurde angebaut,
die Zellen wirden geerntet und entsprechend der Vergehens-
weise von Ausfibhrungspeispiel 2 fir die Transformestion vor-
bereitet,

Fiinf in Ausflihrungsbeispiel 3 gewonnene uaterschiedlliche
Amylaseklone wurden angebaut, und die rekombinanten Plasmide
wurden unter Anwendung der Standard-Reinlysat-Methode nach
Clewell und Helinski, Biochemistry, 9, 4428...4440 (1970)
extrahiert, Die teilwelse gereinigte Plesmid-DNS wurde
vor der Eransformutlon in die uaulz-onhwnueTUen S,-coli-
7ellen in einer Mischung aus 10mM Tris-HCl und 1,0 mid EDTA
pei pH 7,5 suspendiert, Diese DNS wurde analysiert und er-
wies sich als steril, so daB also keine amylaseproduzierenden

o

Kolonien vorliegen diirften, deren Existenz auf die Derstellung

AT

von Zellen, die mit der DNS eingeflhrt wurdea, zuriickzufihren
wire, Die transformiertea Zellen wurden auf ampizillinhalti-
cem Medium angebaut, um das Wachstum lediglich jener Zellen
zu gestatten, die Plasmide enthalten. Bel

Kolonien hirsicatlich Amylaseaktivitidt zel
100%ige Korrelation zwisciaen dem Vorhandensein von ?lasmiden

uad Amylaseaktivitdt, Somit erweist sich Plasal id-DES el



236740 8 . i

AP C 12 W/236 T40/8
60 256/18

deutig in der Lage, belde E. coli Stdme zu transformieren,
un Amylaseerzeuger zu ergeben; damit zeigt sich, deB das
Phdnomen nicht stammabhéngig ist, dal es jedoch hierzu des
rekombinanten Plasmids bedarf,

Bin Stamm von E. coli C600, der den Plasmldvektor pBR322
mit einem Amylasegen enthdlt, ist unter der ATCC-lir, 31 788

erhdltliche.

Ausfihrungsbelspiel 5

Hiszebestindigkeit der ilpha-imylase.

Uater Verwendung des Xulturmediuoms aus Ausflhrungsbeispiel 2
wurden vier in Asusfihrungsbeispiel 3 gewonnene Amylaseklone
und eine m.-coll-RRl-donurollKul ur in 15-ml-dulturen ange-

baut.,

Die Zellen wurden durch Zusetzen von D=Zykloserin lysiert,
daran anschlieBend wurden die Zellbruchsticke durch
Zentrifugation sntfernt, Den liberstehenden Flissigkeiten
wurde Hatriumezetat und Calciumchlorid zugesetzt, um eine
Konzen ion von 50 oM bzw, 2,5 wil zu ergeben, der pH-iert
wurde auf 6 0 eingestellt. Die Znzymldsungen wurden in mit

Schraubverschliul verseine end mit Teflonband ausgekleidete

(1]

a
Reagenzrdarcnen singebracat, Die Ldsungsn wurdea vor und
™
u

it
nach einem 45 minitigen Erhitzen aul 90 °¢ ainsichtlich
inrer imylaseaktivitdt untersucht. Die Amylaseaktivitas
wurde durch die Cescawindigkeit der StZrkehydrolyse bestimmt,
sich ihrerseits in cder Geschwindigkeit der Abnshme der
2

dessung erfolgte
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aktivit&t. Gereinigte Amylasen von B.stearothermophilus,
ATCC=Nr, 31 783, B. gubtilig (erhdltlich von der Fa,

Sigma Chemical Co,, St. Louls, Missouri unter der Bezeilchnung
Sigma A63801)) und Termamyl (eine hitzebestindige Alpha-
smylase (erhdltlich bei cer ¥a. Novo Laboratories, Inc.,
Wilton, Conn,) wurden dem Kontroll-3, -coli-Lysat zugesetzt,
un als Standards fir die Hitzebestindigkeit zu dieneny

Die Ergebnisse der analysen sind in Tabelle I dargestellt,

1)

He: h der Xatal der Fa. Sigma Chemical Company dieses
#enn asuch der Katalog der Fe. Sigma Chemical Company dles
snzym als eine Alpha-imylase von B, subtilis fihrd, so haben
doch H. Chung und F. Freiberg, Bilochem. J., 185, 387+..395
(19380) den Hachweis srbracht, daB es sich hierbei um ein
Bnzym von Bacillus amyloliguefaciens handelt,
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Tabelle 1

wWerte der Hitzebestandigkelt'

anfangs-  Aktivitdt % Ver-

aktivit&dt, ZRach 45 blei=-
min,, tende

Quelle des Zell-Lysats - On % Aktivi-

B/ml 90 “C E/ml e
E. coli BR1 (Xontrolle) 0 0 -
KLontrolle +
3. stearothermopnilus
Llpha-amylase (von &1CC 31783) 0,21 0,15 71,4
Kontrolle + Termamyl 0,39 0,34 87,2
Lontrolle + B.subtilis -
Alpha-Amylase (szgma 46380) 0,21 0,01 4,8
Tontrolle + Klon 1 0,45 0,38 84,4
Lontrolle + Klon 2 ' 0,22 0,18 81,3
Koatrolle + Klon 3 0,36 0,29 81,0
Kontrolle + Xlon 4 0,42 0,35 83,3

Die durch die Xlone erzeugte Amylase erweist sich als minde-
stens genalso hitzebesiindig als das durch den Donator B.
stearothermonhilus produzierte Enzym, Sie ist ainsichilica

der Hitzebestindigkeit der nandelserhdltlichen hitzebestén-
digen Alpha-amylase, Termamyl, vergleichbar, wnd sie dber-
$pifft die Alpha-imylase von einem kommerziellen B, subfilis

in bezug auf die EitzebeSucﬂQ77£°lt in eindeutiger Weise.

Um die erzeugien Zucker, welche nisdrige relative Molekllmas-
sen aufwiesen, vermitiels der Dinnschichi chromatografie 1lden-
tifizieren zu <innea, wordea Hydrolysate gewoanen, indsm

ader der Amylasen verdaut wurce. Die relativen

Stdrke mit J N,
en der durch die Amylasen von S.-coli-Zlonen geblldeten
i iver Molekilmassea shnelten dea kengen

h dis 2ls sontrollvarianten beautzten
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bekannten Alpha-Amylasen gebildet worden waren.

Diese Ergebnisse zeigen, daf das von einem extrem thermophilen
Bakterium gewonnene Gen fiir ein hitzebestindiges Enzym in zu-
verlissiger Weise in einem mesophilen bakteriellen Wirt aus-
gedriickt worden ist, um ein Ritzebestdndiges Enzymprodukt zu
erbringen, Auf diese Weise hat sich herausgestellt, daf unfer
Anwendung rexombinanter DNS-Methoden ein Gen aus einem in
hohem MaBe thermophilen Bakterium in einem mesophilen ‘
Baktérium ausgedrﬁckt werden kann, Darliber hinaus kommt die
Synthésé des aktiven hitzebestandigen Enzyms bei normalen
mesophilsn Temperaturen (ungefZhr 20,,.40 °¢) zustande,

Ausflihrunssbeispiel 6

Isolation von natlirlich vorkommenden Plasmiden, die alpha-
Amylage-Gene enthalfen,

Unter Anwendung der in Ausfihrungsbeispiel 1 beschriebenen
Vorgehensweise wurde die gesamte DNS von den Zellen von 3.
stearo-thermoohilug’ der ATCC-Nr., 31 783 isoliert. Die Plasmid-

DS wurde von der,Gesamt-Dﬂb vermitielt CsCl-Bthidiumbromid=
Ultrazentrifugation nech der Methode von R. RadlofZ, W, Bauer
and J. Vinograd, Proc. Hatl. Acad., Scis, U.S.i.y 37, 1574...
1521 (1967) separiert, Durch die nachstebende Vorgehenswelse
wurde gezelgh, daB diese Plasmid-DHS ein Alpna-imylase~Gen

e
enthidlst,

¥ie in Ausflihrungsbeispiel 1 wurde dis ?lasmid~DUS unter Zin-
satz des Restriktionsenzyms Hind III zerscanitien, Durck Zin-
fahren dieser DHS in Z. coli (ents
beispielen 1...3) wurden Xlone geb
tetrazyklinresistenten PhZnctyps zelgte, da3 3,3 % der Zel-

len tetrazy&lzn—sensitiv waren und demzufolge geklonte DUS
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enthielten, Das Screening nach Zellen mit Alpha-Amylase-
akktivitdt zeigte, daB 0,42 % oder etwa 1 von jeweils 8 ge-
klonte DNS enthaltenden Zellen dag imylase-Gen aufwies, Dag
Zerscnneiden der 3.-giearothermophilus~Plasmide mit Hind III

erbringt lineare DNS-Stlcke, die sich bel Elektrophorese auf
Agarose-Gel in 8 leicht nachweisbare Banden aufteilen, Die
Hiufigkeit des Klonens des Amylasestiickes (1/8) entspricat
etwa dem Erwartungswert, da eine der 8 vorherrschenden
Banden das Amylase-Gen sufwies, Dariiber hinaus zeigt die
nalyse dieser Plasmid-Banden, daB eine der Banden eiwa 3,6
Hd ist; die ﬁleiche Grofe wles jenes geklonte DES-Stiick < auf,
das bei der Analyse der Plasmide aus Ausflihrungsbeispiel 1 ge-

wonnen wurde,

Diesses Experiment weist eindsutig darauf hin, daf mindestens
ein Alpha-amylase-Gen zuf elnem natirlich vorkcmmenden
Plesmid in dem verwendeten Stamm von 3B.Stearothermoohilus

lokalisiert ist,.

usfihruncsbeispiel © 7

‘]:a

Priparation und Isgclation von Z.-coli-3tEmmen, dle uater-
schiedliche chimirische Plasmide enthzlten,
A. Bine Kultur ihrunzsbeispisl 3 isolierten amylase-

d U
produzierenden Z.coli - ATCC-Nr., 31 7d9 - wurde Uber Hacht in

<

dem in Ausfilhrungsbeispiel 2 verwsadetzsn Medium angebaut, Die
els

Plasmid-DHS wurde vermits r ilethode na Clewell, D.3.,

N
[

J. Bacteriology, 110, 66T7...076 (1372) verstérkt, wobel
5 .

<

170/1‘,5 Chloremphenikol
o

]

f

stdrkung wurds das nas
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g/Liter

Ta,HPO, 6,0
KH2P04 . 3,0
NaCl 0,5
NH461 1,0
Kasein-Aminosduren 5,0
Glukose 2,0
CaCly + 2 Ey0 0,015
MgSO4 o 7 Hgo 0,246
Vitamin B1 Q0,001

Die Plasmid-DNS wurde sodzan unter Anwenduﬁg der Standard-
Re;nlysat-deﬁhode nach Clewell und Helinski, Bio
9, 4428,,,4440 (1970) isoliert. Die isolierten Pla
den vermittels der CsCl-Ethidiumbromid-iletnode aus Aus-

smide wur-

-

flinrungsbeispiel 6 und daran anschlieBend durch Bxtraktion
m

mit Isopropanol und ausgedennts Dialyse in TOmm Tris plus
1 mif EDTA bei pH 7,5 gereinigt,

[gv]

Bine Kultur von B.coli RR1, PRC 399, welches das 3,9 Ud
Plasmid pBR325 eathilt, wurde angebaut, und die Plasmid-DHS
wurde vermittels der in den vorangegang nen Abschnifsen be-
schriebenen Vorgehensweisen verstirkt, isoliert und gereinigt.

Plasnid-DiS der beiden Quellen wurde mit Restriktionsenzym
Hind III zerschnitten, Loaungen der gerscanitienen Plasmide
na—— o

wurden vermischt und durch dis allgemeine iletaode nach dus-
Slihruagsbeispiel 1 bei 0 °C ilber 18 h hinweg miteinander

verkniipft,
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Die verkniipfte DNS wurde vermititels der in Ausflihrungsbei-
spiel 2 beschriebenen Methode in E. coli RRL transformiert,
Die Zellen wurden verdinnt und auf Agarplatten plattisrt, |
welche Cnloramphenixol in einer fonzeantration von 2S‘pg/ml
enthielten, Auf diese Weise wurden nur solche Zellen von
B, coli gewonnen, die das Plasmid pBR325 (mit chlorempheni-
kolresistenten Genen) enthielten. Kolonien auftauchender Zel-
len wurden einem Screening hinsichtlich inrer Amylaseaktiviiis
unterzogen, hierzu wurde die in Ausfihrungsbeispiel 3 be=
schriebene ilethode unter Zinsetz von D-Zyxloserin zum
Lysieren der Zellen angewendeat,

Die rekombinante Plasmid-DHS von drel Xolonlen, welche Amyla-
seaktivitidt zeigten und chloramphenikolresistent waren, wurde
vernitfels des Reln-Lysat-Verfanrens aus iusfihrungsbeispiel
4 extraniert, Die Separation der rekombinanten Plasmide auf
Agaose—Gelen zeighte, dal diese die ricatige Grége fiir eine
 Kombinztion von Plasmid pBR325 plus eln das Amylase-Gen ent-
haltendes 3,6-kid-Fragment hatten., Die Verdauung des Plasmids
mit Eind III Bngym ergeb ein 3,6-id-Fragment und die lineare

Porm von pBR325. Dieses Beilspiel zeigt, daB das Amylase-Gen

-

auf einem unterschiedlicher Vektor BR325 - ciner Reklonung

i
o]

unterzogen werden Lann, ohne dabel seine amylasesrzeugende

o]

Aktivitds zu verlieren. Der resultiersnde Z.~coli-Stamm ist

.

als ATCC-Nr, 31 792 erhililich,

11lge cbloramphen x0l- und ampizillin-

(=]
gehenswelse von Teill A4 mit dem 10-kd-Vexforolasmid 3:11025
xombiniert, Das Plasmid pWL625 wurde von W.Goebel et al.,
Molec, Gen. Genset., 157, 115...129 (1377) beschriehen, Es
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kann vermititels der in Teil A dieses Ausf@hrungsbelsoleles
angewendeten Plasmid-Isolatiocnsmethode aus einer Kultur
eines Stammes von B, coli der ATCC-Ir, 31 737 isoliert
werden, Dieser Vektor Ubertrigt die Resistenz gegeailber den
dnfibiotika Ampizillin und Kanamyzin, Die Insertion von DES
in pWLé25 an der Hind-III-Stelle zersidrt die Kanamyzin-
Reglstensz, ’

Zellen von E. coli RR1, welche mift der rekombinanten DNS
transformiert worden waren, wurdsa auf ampizillinhaltigen
Agarplatuen angebaut., Fir die Analyse wurden jene Kolonlen
ausgelesen, dile gegeniiber Ampizillin resistenz warea, in=-
folge von pBR325 nicht resistent gegeniiber Chloremphenikol
waren und Amylaseaxtivitidt zeigten. Von den Koloniea wurde
Plasmid-DHS isoliert. Die.Analyse’aui Agarose-Gelen vor und
nach der Verdauung mit Hind-III-Eazym zelgie, dald jenes DHS~-
Fragment, welches das imylase-Genentndli, uwater Hervorbring-
ung eines neuen Plasmids auf dem DWLG S5-Plasmid geklont wur-
de., Der dieses chimirische Plasmid e en

ist als ATCC-Tr. 31 791 erhdltlich.

de E.-coli-Stamm

susfihruagsbeisnisl 8

_Transformation zweier differenter chimdrischer Plasmide

in exneq Stamm von E, coli.

Der in ausfilhrungsbeispisl 73 hergestellte amylaseerzeugende

Be-coli-Stamm wurde angebaut und zem&l Vorgehenswelse nach
r

mgtion vorbersitet, Das In

in diese % i 7l - e
Zellen auf ¢ TOramoaen;xolhal:'g n Agarplatten angebautb,
so zeigten sdmtliche Kolonien amylaseaktivitit., Voa esiner
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Gelen analysiert, Es zeigfie sich, daf sowohl das in Aus-
fiihrungsbeispiel T4 als auch das in Ausflibrungsbeispiel

78 beschriebene chim&rische 2lazsmid vorhandern war, Dieses
Experiment zeigt, daB B. colil gleichzeliig zwel unterscnled-
liche Alpha-imylase-Gens enthaltende chim&rische Plasmide
zum Yachstum bringen und erhalten kann, Die Langzeitstabili-
td4t dieser Xombination von Plasmiden ist nicht ermittelt
worden. Der diese zwel chimfrischen Plasmide enthaltende
o=coli-Stamm ist als ATCC-Hr. 31 790 erhaltlich.

1]

Transformation von Plasmiden, die Alpha-amylase-Gene und

i t sistenzmerker enthalten, in einen Stamm
von B, sub ’
4, Donator-DiS-Herstellungi als Uonator des das ilpha-imylase-
Gen enthaltenden DHS-Pragmentes wurde das in dusfihrungs-
beigpiel 7B erzeugte cnilm8rische Plasmld verwendet., Ls wur-
de nach dem Rein-Lyset-Verfanren nach Clewell und Helinski,
Biochemistry, 9, 4428...4440 (1970) extrahisri. Diese
Plasmid-Ufis wurde mit dem Restriktionsenzym Hind ILI ger—
schnitten, bas Verdauungsvrodukt wurde mit einer kleinen
Henge Bthidiumbromid vermiscat und uater anwendung der
Saccharose-Cradisntmethode nach El-Gewely und Helling, dnal.
Bicchem., 102, 423...428 (1980) separiert. Des das Alpha-
Amylase-Gen énthaliende 3,6-id-Fregment wurde zweimal mif

t

n-Butylalkohol extrahiert, mit einem gleichen Volumen Iso-

propylalkonol ausgefElls, bei pH 7,5 in 10 mi Tris plus 1 mi
B e
"]

—=m g ia ana hi ~ Tapwsndine bed Or ~ahal
2074 susvendiert und bis zur Verweadung bel =~20 “C genalfen.
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B, Vektor-Priparation: Ein vom Bacillus Genetic Stock Cen-
ter, Dept, of Microbiology, Ohio State Uaniversity, Columbus,
Ohio bezogener und mit der Stamm-Nr. 1817 verseherner B.-
subtilig-Stamm, welcher das 2,0-Md-Plasmid pC194 enth&ls,

welches seinerseits ein die Chloramphenikol-Resistenz liber-
tragendes Gen enthilt, wurde streifenweise auf einer Platte
angelegt, die tryptischen Soja-Ager (erhdltlich von der Ta,
Difco Laboratories, Detroit, Michigan - in folgenden als
Difco abgekiirzt) und 50 pg/ml Chloramphenikol enthielt,
Sodann wurden die Zellen in 150 ml Penas gay-3ouillon (Difco)
in einem 1-Life er-Kolben inokuliert uad iber Nacnt bei 37 °C
anter Schiitteln angebaut, Die Zellen wurden pelletiert und
in 10 ml Protoplast~Puffer (25 % Saccharosge, 0,1 i HaCl-
0,05 # Tris, HCl bei pH 7,5 und 0,05 M EDT4A bei Dd 8,13)
resuépendleru. Uber 30 min hinweg wurdea bel 37 °¢ 5 ng
Eiweig-Lysozym (Sigma Chemical Compa ny) zugesetzt, Sodznn

7 M aC]_
sowie danach 2,4 ml 5i NaCl vorsichtig beigemiscnt, Die

wurden 13 ml 2 %iges Jatriumdedezylsulfat in O

~

¥ischung wurde in Biswasser aaéesahlu und bei 12 100 x g
20 min lang zentrifugisrt.

}_:.
a3

Die DNS wurde mit einsm gleichen Volumen Isooropylalkohol

ausgefillt. Der Feststoff wurde 60 ang in Ziswasser

A

h 1l

éufbevahrt, bevor er mittels Zentrifugation ge

in einer Lgsung aus 0,01 ¥ Tris-Hydroc

EDTA bei pH 7,5 suspendiert wurde., Die absch

Plasmid-DNS erfolste unter inwendung der CsCl-Bthidium-

bromid-Ultrazentrifugation nach der kethode von Radloff

al., Proc. Natl, dcad. Sci., U.S.4., 57, 1514...1521 (1967).
+

3
Das 2-ld-Plasmid wurde durch Extraxtion mit Isopropylalkonol

S T

and ausgedebnte Dialyse in 10 mil Tris plus 1mi EDTA bel pH

7,5 benandels,
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Ce Herstellung des chimirischen Plasmids: Der 2-lid-Vekfor aus

Teil B wurde mit dem Hind=-III-Resstriktionsenzym zerschnitten

und mit dem 3,6-Md-Fragment aus Teil i vermischt, Die Xonzen-
trationea der Vekior- bzw, Donator-DNS's betrugen 6 bzw, 17
/ug/ml. Die Ligation erfolgte unter Anwendung des allgemeinen
Verfanrens aus Ausflihrungsbeispiel 1, Dag Fenlen jeglichen
linearen 3,6-lid-Fragmentes nach der Ligation, das sich mittels
Agarose-Gel-Elekirophorese zeigte, weist darauf nin, daB die
Ligation vollstédndig erfolgt war,

. Transformstion des chimirischen Plasmids in B, subtilis:

ine kein Amylase-Gen enthaltende B.-subtilis-Zultur (ATCC-

[ 23 I ]

3

r. 31 785) wurde lber Hacht auf einer Platte angebaut, welche
Tryptose Blut Agar-Base (Difco) und 1 % losliche Sté&rke ent-
nielt, Der Platite wurden 2 ml des nachstenenden Nihrmediums

zugegetzt:

Prozent
(EIH4)ZSO4 0,2
K HPO, 1,4
K32P04 0,6
Jatriumzitrat,.2 HZO 0,1
MgS0,.7 HZO 0,12
..T
Gluxose 0,5
Xageinaminosiurea(Difco) 0,02
' 0,005

L-Tryptophan

Etwa 0,1 ml der so gewonnessn Zellsuspensicn wurden zu 10 ml
des gleichen Hediums in einem 250-zl-Zolben hinzugegeben und

4 a lang bel 37 °C inter kriftigen Umribren inkubiert., Sodann
surde 1 ol der Zultur vei 37 °C zu 9 ml vorgewdrmten Trans-

Z
. 2 L . o . .
formationsmedium ainzugegeben, worauf die Inxubation uater
ort

b
Schlitseln fir 90 ain for +z% wuarde., Das Transformatichs-
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medium hatte die gleiche Zusammensetzuag wie das Wachstums-
medium, auBer daB es 0,01 % KasaminisZuren und 0,0005 %
L-Tryptophan enthielt, Zu 0,25 ml Zellsuspension mit einem
Gehalt von etwa 1 X 108 Zellen/ml wurden 5 ml der Losung
des chimirischen Plasmids aus Teil C hinzugegeben, welche
0,12 pig des Plasuids enthielt. Das Gemisch wurde 30 min
lang’bei 37 °C vorsichtig geschilttelt, Sodann wurde die
Mischung mit einem gleichen Volumen Penassay-Bouillon (Difco)
verdiinnt, und das Schitteln wurde bel 37 O¢ iiber weitere

90 min hinweg fortgesetzt, Zellen, 0,1 ml Aliguote, wurdea
uf Platten verteil%, welche Tryptose—Blut-Agarbase (Difco),
% ldsliche Stirke und ZO/ug/ml Chloramphenikol enthielten.

SR

T

ur Xontrolle wurden suf dem gleichen Medium B.-gubtilis-

:

Zellen ohne zugesetzies Plasmid sowie

it dem Vektorplasmid pC194 platii

[

Jib
B.-subtilis-Zellen

t
8
§
L

=]

Auf den ?latten, auf denen die Zellen kein zugesetztes

mid enthielten, waren keine Xolonlen za sehed. aul den Plat=-

ten, auf denen die Zellen das Plasmid pC194 enthielfen, waren

irei Kolonien zu skhen, keine dieser Xolonien indes zelgte

imylaseaktivitést.

Zine Kolonien war auf jenen Platten zu beobackten, die mit

7ellen versehen waren, welche die DHS des chimdrisc

Plasmids aus Teil € enthielten, Disse fLolonie ergab bel Iod-

dempf-Exposition eine helle Zone, worau 5

durch diese Zellen extrazellulires Amylaseenzyum erzéugt WOr=

den war. Die Zellen scheinen zur Stabil

von Chloremphenikol zu bedirfen, Diess fulbur ist unter der
]

ATCC=ir, 31 786 erhsltlich.
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Eine Probe der DIS von der amylasehaltigen Xolonie wurde
vermittels Agarosegel-Elektrophorese separiert. Dabel wurde
ein Plasmid-Band von etwa 5,5 Hd beobachtet, Dies entsprichi
der Grofe des chimdrischen Plasmids von Teil C,

Des gereinigte chimirische Plasmid wurde mit{ Hind=-ITI-Rest trik-
tionsenzym zerscanititen und einer iLgarosegel-Elektrophorese
unterzogen, Dabei wurden zwel Fragmente von etwa 2,0 ld und
3,6 1ld gewonnen, Diese eantsprechen dea GrofSen der Donator-DNS-
von Teil 4 und der Vektor-DHS wvon Teil B. |

B, Trensformetion des chimirischen Plasmids in einen zwelten
Stamm von 3.subtilis

e > 1

imdrische Plasmid wurde aus

%)
|5y

Das das Amylase-Gen enthaltende ¢

den Zellen der amylasenrodgzierenden Xolonie von Teil D mif
Hilfe jeaner Vorgenenswelse isoliert, die zur Isolation des
pC194~Plasmids in Teill B benutzt worden war. Dag izolierte
chimérische Plasmid wurde in esinen enderen amylasensgaiiven
Stamm von B. subtilis transformiert, der als Stemm Nr, 14289
vom Bacillis Genetic Stock Center, Dept. of Microbiology,

Ohio State University, Columbus, Ohlo, erh&ltlich is%, Die
Transformation erfolgte unter Anwendung der Protoplast=-
Fusionsmethode nach S. Chang und S. H. Cohen, liclec. Gen,
Genet., 118, 111...115 (1979). Wurden die Zellean wie in Teil
D auf Platten an g ebaut, denn ware f den nicht chloramphenl-
8 Lol onien/ml zu sehen, iuf

3

¥olhaltigen Platien etwa 1 x 10
den nnloramonenlﬁolaalu igen Pletten waren etwa 1 x 10
e disser Zolonien zeigien
im Starke-Icd-Test das Vorhandensein von amylase, Diessr

emylasensltize E. Subbilis ist uater der ATCO=Hr, 31 784

erndltlich.
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Ausfiihrunggsbeisgpiel 10

Hitzebestdndigge it wucr Alpha-Amylase, die durch das das chimé-
rigche Plasmid enthaltende B. subtilis erzeugt wurde.

Das B, subtilis, welches das chim&rische Plasmid aus aus-
fihrangsbeispiel 9E - ATCC-Nr, 31 784 = enthilt, wurde in
einem Liter Medium in einem 2,8-l-Fernbachkolben angebaud,
wobel das nachstehende Medium eingesetzt wurde:

Prozent
Maisstérke 5,0
Maiseinweicnfliissigkel?t 6,0
Hefe-iutosylat * 0,35
(Jq )2“* A 1,0
33230 0,1
CaCl,.2 HyO 0,06
MnCl2.4 HEO 0,05
ilaisol 1,0
Termamyl (0,05 E/ml)

hY
X)

Prymex 154, erhZltlich bel imber Laboratories,
Juneau, Wisconsin,

. . C s oama On R
Das Iedium wurde 30 min lang bei 121 ~C im iuboklaven de=-

nandelt - dies zerstsrt die Termamylaekiiviidt - und daran

.

anschliedesnd auf Zimmertemperatur abgekinlt, Sodann wurden

12y

dewm lediun vor der Inokulation mit den Zellen 0,01 mg Chlor-
amphenikol pro ml zugesetzt. Die Bouillon wurde zentrifu~-

giert, der Hitzebestindigkeltstest wurde a2n siner verdinntan
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Probe der lberstehenden Fllssigkelt vorgenommen, wobei die
allgemeine Vorgehenswelse von Ausflhrungsbeispilel 5 ange=-
weandet wurde, Zun Vergleicn wurde die Hitzebestindigkeit von

Amylasen von B, stearothermoohilus und 3, subtilis wie auch
vod kommerziellem Termamyl in einem 50 ni Natriumazetat und
2,5 mi CaCl, enthaltenden iedium ebenfalls gemessen, (Dies
waren dle gleichen Vergleichsamylasen, wie sie auch in Aus-
flihrungsbeispiel 5 verwendet wurden), Die Prifergebnisse sind
in Tabelle II aufgefihrt.

Tabelle II
Werte der Hitzebestindigkels

Anfangs- Aktivitds %
aktivitidt,nach 45 min, verbleibende
, ’ 3 3 - ve
90 ©¢, AktivitEs
Znzymorobe E/ml B/l
B. stearothermophilus 1,81 1,16 54
B. suptiiis 1,34 0 9
Termamyl 1,26 0,79 63
Enzym von ATCC-iir, 31 734 1,58 1,07 58
In diesem Test erweist sica die durch den B.-subfilis-Llcn
der ATCC-Ir. 31 784 erzeugties Amylase als zumindest ebenso

hitzebestindig wie das vom Donator B.gstearothermoonailus er-

zeugte Znzym., =8 1st hinsichtlich selner Hitzebestindigkelt
‘der techanischen hitzebesifandigen Alpha-imylase - Termamyl -

wm
o’
[}
k3
ot
£
'_l
]

vergleichbar, und e eindeutig die Hitzebestindig-
o

keit der Alpha-imylase von B, subfilis.
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Somit wird offenbar, daB erfindungsgemis ein Verfahren ge-
schaffen worden ist, mit dessen Hilfe es m&glich 1st, chi-
miérische Plasmide herzustellen, die ein ein hitzsbestZndige
Alpha-Amylase-Enzynm codierendes Gen enthalt en, wobel dilese
Plasmide dazu verwendet werden kOnnen, sine hitzebesténdige
Alpha-émylase zu erzeugen, die den oben genannten Kerkmalen,
Zielstellungen und Vorteilen in voll befriedigencer Wei

H)
‘—h

entspricht, Da die Brfindung im Zusammenhang mli spezil
Verksdrperungen inrer selbst beschrieben worden 1st, er

A

g

sich daraus, daf dem Fachmann angesichts der vorangegangsnen
Beschreibung eine Vielzahl von Alternat iven, HodifiXkatio!

und Variationen mdglich sein werden., alle diese alfernativen
Losungen, Modifikxationen und Variationen kdnnen einbezogen
werden, ohne daB dabel von dem in den naciafolgenden Anspri~
chen erhobenen D"nu‘czum ang und Grundgedan}:en der Ei‘findung

abgewlchen wird,



i
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Erfindungsanspruch

1, Verfahren zum Aufbau eines chiméiren Plasmids mit einer

2e

Genkodierung fiir eine thermostabile Alpha-Amylase, wobel

a)eina Donator DNS zerschnitten wird, um eine lineare
DNS-Sequenz zu erhalten, die ein eine Alpha-imylase
kodierendes Gen enthilt;

b) ein geeigne +er Vekfor z “schnitten wird, um eine
zwelte 71neare DHS~Sequenz zu Oew:.nr'en und

¢c) die linearen DNS-Sequenzen der Schritte (a) und (b)

o

verbunden werden;

gekennzeichnet dadurch, daf die Donetor-DN3 1. ein natilr-
lich vorkommendes Plasmid ist, das eine Genkodierung fir

-

elna tnﬂﬂwoctublle Alpha-Amylase enti rlt oder 2, ein anderes

chimirisches Plasmid ist, das ein DHS-Fr agment mit einer
Genkodierung flir eine thermostabile Alpha-Amylase enthilt,
wobei das DNS-Fragment aus dem natiirlica vorkommencen
Plasmid gewonnen wird,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurc

oy
u
D
]
.
(0]
R

Vektor ein Plasmid ist, das aus der Gruppe aus
wird, die auns B, coli-Plasmiden, pBR322, pBR325 und

B

pWL625 und B. subtilis-Plasmid pC194 besteht,

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB das
natiirlich vorkommende Plasmid von einem B.stearothermo=-

pnilus~Stamm abgeleitet wird.
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4, Verfahren nach Punkt 3, gekennzeichnet dadurch, daB der

s,

-
De

B.stearothermophilus~-Stamm aus der Gruppe ausgewdhlt wird,

die aug B.stesrothermophilus, ATCC-Nummern 31, 1953 31,
1963 31, 197; 31, 198; 31, 199 und 31, 783 sowie aus
deren Varianten und Mutenten und Submutanten der Mutanten

zusammensetzt.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dafl das
Zerschneiden mittels der Resiriktionsendonuklease, Hind
III, erfolgt und das Verbinden durch T4DNS-Ligase reali-
siert wird,

Jerfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB das
aufgebaute chimirische Plasmid in einen geeigneten likro-
organismus eingefiihrt wird, der MHikroorganismus in einem
geeigneten Medium” gezlichtet wird und die vom Mikroorganis-
mus erzeugte Alpha-imylase igoliert wird. '
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