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Synonyma und beziehen sich nachfol lgend im weitesten
tdr

o

Sinne auf jene zur Katalyse der S kehydrolyse fghi-
gen Enzyme wie etwa Alpha-imylase, Beta-imylase, Iso-
imylage (einschlieilich der ilpha-1,6-glukosidasen wie

etwa Pullulanase), Glukosmylase usw..

Bekannte technische Ldsungen

Selbstversiindlich ist 1n den letzten Jahren bereits

1
sehr viel Uber genstisches Ingenieurwesen geschrisben

worden (zwei der vielen susgezeichneten Arbeiten sind

"DHS-Klonung und die Analyse der Plasmidstruktur und
-funktion" von K. Y. Timmis, S. ¥. Cohen und S. C.

Cabello, Frog. Molec. subcell Biol. 5, 1978, Seiten
1...58 vnd "Lamboid-Phagen, dies die Rickgewinaung ven
in-vitro-Rekombinanten vereinfachen von Noreen

™ c<r T Rper m otnd X I P
5. Murrsry, 7. J. Brzmmer und XK. Hurrey, lolec. zen.

v

N

Genet. 150, 1977, Seiten 53...56), sinschlieflich vie-

[

er Berichie iber neue, genetisch modifizierte ¥ikro-
organismen mit wertvollen Zigenscharten. Die Ji-PS
SHO 52-76480 offsnbart die Hersiellung von Mixroor-
ganismenstZmmen hoher Amylaseproduktion mit Hilfe wvon
in-vivo-Techniken der kutagenese, Transduktion uad
Pransformation zur Akkumulation verschiedener geneti-
scher Merkmele zwecks amylaseproduktion in einem Ba-
cillus-Mikroorgenismus. Diese Techniken, dis mit der
Gentechnik im hier definierten Sinne nichts gemein
haben, sind suf einen einzelnen likroorganismus oder
einige wenige (genetisch gesprochen) eng verwandte
Mikroorganismen begrenzt. iuch sind diese StEmme fUr
die in der vorliegenden Erfindung fiir die gesteigerte
Enzymprodukiion genutzte Gen-Verstirkung (z. B. durch
Phage oder Plasmid) nicht zuginglich. In einem jiings?t
von Yuko Yoneda, Scott Grzham und Frank Z. Toung ver-
5ffentlichiten Artikel "Klonierung eines Alphe-imylase
codierenden Fremdgens in Bacillus subtilis"™, Biochemi-
cal end Biophysicel Research Communications S1, Nr. 4,
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Seiten 1556...,1564 (28. Dezember 1979) beschreiben die
Autoren das Klonieren eines Alpha-Amylase codierenden
Gens in einen Bacillus subtilis durch Verbinden gespal-
tener DNS von Bazillus amylolicuefaciens H mit der DHS
des gemiiigten Phagen phi 3T und enschlielendes Transfor-
mieren von Amylase-schwachen Bacillus-subtilis-Zellen,
Die Autoren geben keinen Hinweis zur Versiirkung des Gens
und eine demit verbundene verstirkbe Produktion des imy-
seenzyms, worin der Haupt zvec& der hier vorliegenden

-
La
-
&

rfindung besteht.

ist das Ziel der Erfindung, imylase-Enzym in grolem
Umfang herzustellen.

Der Eriindung liegt die Aufge

D'l
o
[V

ZU
zu entwickeln, das mit Hilfe geneti
kroorgenismen arbeitet, um da U
v1erunvsoed1ﬂgungen erheblic
tischen Znzymen als der Donor-Mikroorganismus produzieren zu
konnen. _

In einer bevorzugten husfihrungsform verfiigen dis so er=-
zeugten Amylasen iiber eines oder mehrere Merkmal
gie insbesondere fir industrieclle enzymatische SiE
Hydrolysen (z. B. die enzymatische Verfliissigung und/cder
Verzuckerung von StiErke zur Zrzeugung von m

Leimen, MalboanuriQen, Stérkesirupe unterschiedlichsr Zu-
sammensetzungen, Maltose, Dextrose usw.) geeignet machen,
wie belsplelswelse W1der5uanuszabi gkeit gegen hohe Tempe-

ratur, Widerstandsfénigkeit gegen giftiges Schwermetall usw,

Erfinddpg sgemidl wird zusrst DNS zus eln m bakteriellen

Mikroorganismus (dem Donor-iikroorganismus), der zur Pro-
duktion mindestens eines amylolytischen ﬁnzyr fihig ist,
extrahiert. Dann erfolgt das Spalten (mif einem geeigneten
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Restriktionsenzym) der DNS sowie als Vektor der DNS eines
Phagen-Lambda-Derivates uvnd schlieflich werden die resul-
tierenden Fragmente zwecks Bildung der rekombinanten IS,
von denen einige ein Amylase codierendes Gen enthslten
werden, kombiniert und verbunden. Die rekombinanten DNS
werden denn durch Insertion in geeignete Wirtszellen (z. B.
E. coli) vermittels in-vitro-Znkepsidation oder Transfek-
tion bilologisch ektiviert.

Die hieraus hervorgegengenen Klone werden nun ninsichtlich
des Vorhendenseins eines imylase codierenden Gens Uber-
priift, ein oder mehrere positive Klone werden ausgewghlt

a

und vermehrt, womit neue genetisch modifizierte bakteri-
e

<t

elle Mikroorganismen entstehen, die unter geeigneten Xulti-

vierungsbedingungen wesentlich grolere imylasemengen er-

i

zeugen, zls sie von den Donor-Mikroorganismen produziert
werden kénnen. Die DINS des neuen Phagen kann gegebenenfalls
extrahiert, gespalten und in einen zweiten Vektor sub-klo-
niert werden, der seinerseits entweder ein Pleasmid cder

ein anderesr Phage sein kann. Die neuen Klone kidnnen erneut
im Hinblick auf das Vorhandensein eines Amylase codierenden
Gens iiberprift und selektiert werden. Desgleichen kdnnen
weitere "Sub-sub-Klonierungsn®" vorgenommen werden.

Zusitzlich zur Erstellung neuer, genetlisch modifizierter
Mikroorganismen mit der Zigenschaft von imylase-'""Uberpro-
duzenten” weist die Erfindung den weiteren Vorteil suf,
da8 der Transfer vorrangig jenes filr die Produktion eines
einzelnen amylolytischen Enzyms zustidndigen Geans erfolgt,
wodurch die bei Kulturen von nicht genetisch modifizierten
Mikroorganismen notwendige Reinigung weitgeheand einge-
schrénkt wird.

Wenn der die erwiinschte rekombinante DNS enthaltende gene-
tisch modifizierte Mikroorganismus einmel hergestellt wor-
den ist, dann wird er in eiper Weise kultiviert, die den
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Anteil an rekombinanter DNS verstirki und somit imylase
in wesentlich groBeren lengen bereitgestellt, als dies
durch den Donor-Mikroorganismus mdglich ist.

Wenn es sich bei dem Vektor um ein Derivat des Phagen
Lambda handelt - in diesem Fsll muB der Wirts-ilikroorga-
nismus B, coli sein - kann Amplifikaftion und Enzymproduk-
tion folgendermalen realisiert werden. Ist der Phage ly-
tisch, so wird der Wirts-Mikroorganismus, beispielsweise
Z. coli, zunichst zur Vermehrung der Zellen bis zur ge-
eigneten Dichte kultiviert, die Zellen dann mit einer =zus
reichenden lienge des Bakteriophagen infizisrt und schlisfB-
lich das Systen bis zur Zerstsrung der Zellwinde kultiviert.
Die Amylase dringt dann in das EKulfurmedium ein.

Handel? es ch bel dem Vektor-iirt-System um eln geeig-
netes Lambda lfqogenns E. coli, dann wird der infiziesrte
Wirts-lMikrocrganismus zundchst zwecks Vermehrung der bak-
teriellen Zellen bis zur geeigneten Dichie bei 32 °C¢ xul-
tiviert. Danach wird die Temperatur auf 42 °c gesteigers
und fir eine bestimmte Zeit auf dieser HShe gehalten, um

die H
den lytischen Zyklus zu induzieren., iAnschliefend wird die
Temperatur auf 37 ¢ eingestellt, um die Amplifiketion der
fremden vorhandenen DNS mit der sie begleitenden umfang-
reichen Amylaseproduktion in Geng zu setzen., Die Zellwidnde
werden moglicherweise gzerstdrt, =2bhingig von den jeweili-
gen Bedingungen, wobei es in einem sclchen Fell zum (ber-
tritt von Amylase in des Kulturmedium ko=

Handelt es sich bel dem Vektor um ein Vielfachplasmid wie
etwa pBR 322 oder pACYC 184, denn wird die Amplifikation
der fremden DNS per se erreicht. inderenfalls wird der die

Plasmld-DNS enthaltende, genetisch modifizierte Likrcorga
nismus zundchst zwecks Vermenrung der bakteriellen Zellen

O
QJ

bis zur gewiinschten Dichte kultiviert, danach wird Chlor-
~amphenicol zugesetzt. Da das Antibiotikum die Proteinsynthe-
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se inhibiert, verhindert es weitere Zellteilung und Amylase-
produktion, erlaubt aber die Amplifikation der Plasmid-DN

in den Zellen. ibschlieflend werden die Zellen vom Xulturme-
dium getrennt und zur Entfernung des Chloremphenikols ge-
waschen. Zur fmylaseproduktion werden die Zellen dann -
selbstversténdlich in Abwesenheit von Chloramphenikol
rekultiviert.

a
(]
{—t
o
)]
i
A

rerstidndlich muf beil jedweder genetischen Modifika-
tionst&tigkeit "markiert™ werden kdnnen, wodurch es gelingt,
die Klone mit der gewiinschien genetischen Informzstion zu
selektleren., Prakiisch kann dies erfindungsgemif leicht
durch inlegen einer Plattenkultur auf stdrkehaltigem Medium
rezlisisrt werden, wenn die Aktivitdt von alpha-imylase
Beta~imylase oder Glukoamylase zu ermitteln ist. Das Aultur-
medium wird sodann mit Iod gefdrbt., Xlons, die zuf einem
stirkehaltigen lledium imylaseaktivitdEt entrlfelten, sind wvon
einer weillen FlEche umgeben Zine spezifische, besser ge-
eignste PFirbemeinode wird weiter unten beschrieben. Geht
es ur die Auffindung von Pullulanaseaktivitidt, dann werden
die Klone nach dem Plattenverfahren auf einem Pullulan sni-
haltenden BBL-Tryptikase-kedium gebracht, Dizse Technik
wird weiter unten detaillisrter beschrieben.

Zs folgt nun eine detailliertere Beschreibung einschliel3-
lich der spezifischen Materialien uad der angewendeten
Techniken. ilan wird bemerken, daB viele der genutzten Tech-
niken "Standard" darstellen und dem Fachmenn auf diesem
Gebie’ wohlbeksnnt sind; zur Gewghrleistung einer klaren
Aussage sollen nichtsdestoweniger auch einige dieser Tech-
‘niken im Detail beschrieben werden.

Donator-likroorganismus. Der Donator-iikroorganismus soll~
te ein bakterieller Mikroorganismus und in der Lage sein,

r

mindestens sine Amylase (einschlieBlich natiirlich der ge-
wiinschten Amylase) zu produzieren; vorteilhafterweise soll-
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te er zu einer Amylase mit den in der industriellen StiEr-
kehydrolyse erwlnscht en Eigenschaften wie beispielsweise
Hitzeunempfindlichkeit oder aldersuandsféhigkeit gegen
iletallgifte filhren. Bei dem Donator kdnnte es sich auch
um einen eukaryotischen amylaseproduzierenden Mikroorga-
nismus (2. B. einen Pilz oder eine Hefe) handeln. Wegen
der relativen Binfachheit des Airbeitens mit einer proka-

ryotischen DNS-Quelle im Vergleich zu den Zukaryoten, be-

.

iu
schrinkt sich diese Arbeit suf Bskterien und ist daher aul
! 3

1 4~

U

die Verwendung eines bakteriellen Donators begreazi. Vie

aus den Beigpielen zu entnehmen, sind Kulturstémme von

Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus ceresus

und Xlebsiella pneumoniae zur Erzeugung genstisch modifi-

zierter Mikroorganismen mit der Fshigkeit zur Bildung gro-

Ber Mengen von Alpha-imylase, hitzebesténdiger Alpha-Anmy-
s

lase, Beta-imylase und Pullulanase erfolgrzich eingesetz?t

(O]

. —

Ligase als verbindendes Enzym benutzi. =s kan

Ligasen und Restriktionsenzyme. Bs wurde durchweg T4-DES-
n ab

o

er auc
jedes zndere DliS-verbindende Engym verwendet werden. Die
eingesetzten spezifischen Restriktionsenzyme werden in den
Beispielen erliutert. Die Auswahl eines geelbneten Restrik-
tionsenzyms kann vom Fachmann unter Nutzung bekannter
Techniken natiirlich selbst vorgenommen werden. Die hier
verwendete Methode der Selektion eines Restriktionsenzyms
zur weiteren Versuchsdurchfihrung bestand im Abspalten der
vom Donator-Mikroorganismus extrahierten DN3 (der Donator-
INS) durch verschiedene Restriktionsenzyme sowie im Aus-
wihlen des einen (oder azuch mehr als einen) fiir die Weil-
terarbeit bestgeeigneten Enzyms, wobel von der Fghigkeit
des Enzyms, die DNS in zahlreiche Fragmente im Gro3enbe-
reich von 2...15 Kilobasen zu schneiden, ausgegangen wurde.

Vektoren. Aus verschiedenen Griinden sind insbesondere Deri-
vate des Phagen Lambda fiir die Klonierung der vom Donator
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extrahierten DNS geeignet. (1) Mutanten des Phagen Lamb-
da mit Verluststellen ermtglichen den EZinbau von fremden
DNS-Fragmenten verschiedener Grslen (in Ebhingigkeit na-
tlirlich vom spezifischen Lambda-Derivat und ermSglichen
welterhin die einfache Identifikation‘jener Klone, die
fremde DHS enthalten. (2) Zs sind verschiedene Derivate
des Phagen Lambda entwickelt worden, die den Einsatz von
mehreren ReSurlxulonsenzymen gestatten und somit die Chan-

?

cen flr ein erfolgreiches Klonieren steigern. (3) Bei Ver-

(

wendung geeigneter Derivate de

[0}

fhagen Lambda sind sshr
gute fmplifixationen von Frem geneq QGglich. (4) Yach der
igation kann die Riickgewinnung der rekombinanten Klone un-
schwer durch Transfektion oder in-vitro-Zuscmmenschlul erp-
folgen. Auf Grund seiner Vielseitigkeit, die kein andersr
gegenwirtig existierender Vekior vermittelt, werden er-
'findungsgeaés Derivate des Fhagen L
Wirt zur Initielklonierung der vom Donator extrahisrien DHS
eingesetzst,

Weitere Vortelle der Verwendung eines Phagen anstelle eine
Plasmids zur prim&ren Klonierung sind: (1) Der Prozsnisaiz
von Rekombinanten mit fremden DNS-Ei inlagerungen ist hoher
(2) Die Bakterien lisgen in geldstem Zustand vor, vodurch
die Zellinhalte und damit jegliche imylase im Medium frei-
gesetzt werden und damit die Nachweisfihrung mit Hilfe der
Tod-Férbetechnik erleichtert wird; (3) Die Widerstandsfehig-
keit eines Phagen gesgeniiber Iod ist grifer als die Wider-
stendsfdhigkeit irgendeines lebenden Bakieriums.

Dem versierten Genetiker fallt die Auswahl eines geeigneten
Plasmids als Vektor fiir eine Sub-Klonierung nicht schwer,
ein Grund natiirlich, des Vorhandensein eines einzelnen oder
einer begrengten Anzahl von Restriktionsstellen fiir das
Restriktionsenzym suszunutzen.

Die im grgBten Teil der vorliegenden Zrfindung verwendeten
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Plasmide sind pBR 322 und pACYC 184, Im intekten Zustand
iibertrdgt das Plasmid pBR 322 Resistenz gegenliber Amp
n

cillin und Tetrazyklin und enthiZlt eine eingelne Restrik-
tionsstelle jeweils fir Pst I-, Zco RI-, Hind III-, Ban

H
HI- und Szl I-Enzyme. Schneiden und Zinbau an der Fst I-
'Stells zerstsrt die FPihigkeit zur Ubertragung von Resistenz

n

Sal I-3Stellen die Widerstendsfihigkeit gegenlber Teirazy-
k1lin aufhebt. Zinbau in die Hind III-3telle zerstirt mit-

unter die Resistenz gegeniiber Tetrazyklin, vorausgesetzt,

das klonierte Gen besitzt keinen eigenen Promo

of
Lot
-

Plasmid paC¥C 184 Resi-

TrE as
stenz gegenil Tetrazyklin und Chloramphenikol uad ent-
hilt eingzelne Restriktionssiellen Jeweils fip Zco RI-
b
I d Sgl I-Znzyme ] Zint

r
Stellen fir Hind I*i, Bam HI und
n 2

-
]
eichen Virkungen wie beim Plssmid p3R 322 hat
= ks ?
S

Flir die Sub-Klonung in Bacillus subtilis wurde das Plasmid
pC 194 als Vektor verwendet. Dieses Plasmid hat eine ein-
zelne Hind III-Stelle und libertriZgt Resistfenz gegsaliber

Chloramphenikol.

Jirtsmikroorganismus. Da AbkOmmlinge des Fhagen Lambde nur

.

in 2. coli exprimiert werden kinaen, kommt n0° wendlgerv aise

nl

zuch nur D. coli als Wirt fiir die gem#8 der Zrfindung he
gestellte rekombinante Phegen-DNS in Frage. Liegt anderer-
seits die rekombineante DNS in Form eines Plasmids vor

dann kann jedweder zur Annshme und Replikation derartiger

Plasmid-DHS fshige Mikroorganismus, wie beispielswelse an-

dere bakterielles Mikroorganismen oder defen wie etwa Sac-
charomyces cerivisiae verwendet werden.
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1

itus pnrakiischen Grinden hersus wurden bel einem Grofteil
dieser Arbeit Z. coli-Kulturstémme (z. B. HB 101) genutzt,

da sie in genetischer Hinsicht wohlbekannt sind, von be-

3
s

kxannten Phagen und Flesmiden infiziert werden und darauf-
hin eine gesteigerte Kapezitdt zur Enzym-Uberproduktion

gen.

Wie in Beispiel II & oesch ieben, kann die Subklonierung

eines rekombinanten Plasmids in ein zur Replikation in
3. subtilis befBhigtes Plasmid wie pC 194 vorgenommen wer-
en.,

g
o)
l-
[N
o)
[y
Lr}
D
s
.
-
m
4]
<
)
by
4
)
k3
o
o
::
l_.l
by
[of

. L _ ‘ . 5 . ) ot
Wach dem Auswihlsn des Donator-iiizroorganismus, der Restrilk-

Phagen Lembda we
giri

cted), gemischt und dis iibereinstimmsncen Sticxe ver-
yunden - all dies mittels herkdmmlicher Techniken, die
e

r keiner Beschreibung bediirfen.

Hun wird die DNS durch Transfektion oder in-vitro-Enkapsi-
dation in Z. colil blologlscn aktiviert. Bei der vorliegen-
den Arbeit mit Lembda-DNS wurde in Anwendung der Bnkapsi-
dation ein sehr guter Erfolg erzielt (3. Hohn und K. IHurray,
3263, 1977).

en anscnlieBend

Proc. Watl, icad. Sci. US4, 74, 3259 bis
Die mit fremder DNS versehenen Klone werd
durch geeignete Methoden identifiziert. Wird ein Insertions-
vektor wie etwa Lembda NI 590 oder Lambda WM 607 verwen-
det, dann bilden die Fremd-INS eathaltenden Klone klare
Plagues, wihrend die Klone ohne Fremd-DNS triibe Plaques

ergeben., Bei Verwendung eines drsatz-Vekbtors wie etwa
Lambda HM 761 oder Lambda Ni 781 kann die Identifikation
durch Plattenkultur suf einem B, coli Bernsteinlack-
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Rezipienten euf Laktose-Indixatormedium wie 2z. B.
iicConkey, ZMB oder X gal vorgenommen werden.

Viele (mehrere Tausend) jener Klone, die fremde DNS

(&5

aufgenommen haben, werden deraufhnin im Plattenverfehren aul
stdrkehaltigen Medien angesetzt und mit Hilfe der bereits
erwihnten Iod-Firbemethode hinsichtlich der Anwesenhei?b
eines Amylase codiesrenden Gens durckg epriift. Mit grofler

2

Sorgfalt mul selbstverstidndlich dar

9)

dal keine zu hohe, den FPhagen totende Iod-Konzentration an-

1

gewendet wird; dies kann sich sls problematisch erwelsen,

da das Iod in Form einer LOsung zugesetzt wird. Die bevor-
zughe Fdrbetechnik bestand in einer kurzzeitigen Zxposi-
s nnik wur-

tion der Platten gegeniiber Iod-DEmpfen. Disse Tecr

de mit sehr gutem Zrfolg angewendet.

Im folgenden soll eine verteilhafte Hethode zur auffindung
n

von Klonen mitv Fullulanase-Aktiviitidt bhes

tiven® Plaques herum wird durch die Pullulanase zu Halto
ose hydrolisiert, wobei die M"ltour*ose ihrerseits von den
Bskterien verbrzucht wird. Damit gedeihen die durch die
Maltotriose ernshrten Bakterien begser als die im Umfeld
befindlichen; als Folge erscheinen die Pullulanase produ-
zierenden Plagues von einem undurchsichtigen Ring wachsen-
der Bakterien umgeben und konnen somit leicht n

werden. Diese Technik wird in Beispiel IV det
schrieben,

Ein (oder mehrere) positiver Xlon wird nun aufgenommen und
vermehrt, Debel kann es gsich um den "endgllt geq" gen,tisch
modifizierten m1kroo ganismus handeln, welcher aun zur Zr-

3

zeugung groBer Amylasemengen durch gesignete KultLvieruné
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in der bersits beschriebenen Weige verwendet werden kann.
Andererseits kann der Klon els DNS-Cuelle fir eine zweite
Klonierung in ein Plesmid oder einen anderen, besser ge-
eigneten Phagen herangezogen werden. Im folgenden soll das
Verfanren der Subklonung in ein Plasmid beschrieben werden,

enzym geschnitten. Das Plasmid wird in EBhnlicher ieise ge-
schnitten, die Fragmente werden vermischt und die rekom-

e - s .
binierten Fragmente miteinend

[

w
ks

verbunden. Bel Verwendung
des Plasmids pBR 322 erfolgt der Hechwels jener Xlone, die
r

zyklin snthals urmedium., Das XKulturmedium sol
abenfsalls StErke oder Pullulan enthalten,und dis Identifi-
kation der Xlone mit einem imylase codierenden Gen erfolgt
gemil einsr der bereits beschriecbene Techniksn. Positive
Klone werden znschlieBend kultiviert und die Plasmid-DNS
kann dann mit Chlorsmphenikol in der bereits gesschilderten
Weise emplifiziert werden.

Die Zeichnungen vermitteln die Struktur des Wildtyp-Bakte-
riophagen Lambda (Fig. 1 a) und aller verwendeten Vektoren
sowie der nach den folgenden Beispielen gewonnenen nsuen
rekombinanten Plasmiden. Im einzelnen enthilt Fig. 1 da-
riiber hinaus Derstellungen der Phegen Lambda NI 5

und Lambda WM 781 (¢), (Murrey, ¥. E., Brammar, ¥, J.,
Murray, K., (1977) Molec. gen. Genet. 150, 53 - 61)

Pig. 2 enthdlt die Struktur der Plasmide pBR 322 (Bolivar,
F., Rodriguez, R. I., Greene, P. J., Betlach, i, C.,
Heyneker, H. L., Boyer, E. W. (1i977), Gene 2, 95 - 113)
und piCYC 184 (Cheng, 4. C. Y., Cohen, S. H. (1978)

J. Bact. 134, 1141 - 1156),

n
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Fig., 3 stellt die Struktur des neuen Plasmids pCP 1 dar
die des neuen Plasmids pCP 2.

Pig. 5 erliutert das Beispiel II A durch Darstellung der
Plzsmide pC 194, pCP 2,3 uad des neuen "End"-Plasmids
Fig. 6 und 7 zeigen die Plasmide pCP 3 bzw. pCP 4.

In ellen Darstellungen der neuen rekombinanten Plasmide

i

st die Donator-DNS durch eine stark gezogene Linie ge-
kennzeichnet. '

Die Beispiele sollen die Praxis der Erfindung veranschau-
lichen. Sie dienen lediglich erliuternden Zwecken und soll-
im Sinne irgendeiner Begrenzung der Zrfindung

[
zusgelegt werden.
nicht anders sngegeben, beziehen sich die mitge-
1le

teilten ' Prozentsitze zuf Masse-Prozent. 4 Versuche wur-

-

den unter Zinhaltung der NIH (U.S.4.)-Richtlinien ange-

+

stellt,
Beispiel I
Klonierung eines Alphe-imylase-Gens

Verwendet wurden die folgenden Naterialien:

Regtriktions-Endonuklease Hind IIT.

T4 DNS Ligase.

Phage Lambda NM 590. Die Phagen-DNS wurde durch Phenol-
extraktion aus hochreinen Phagenpartikeln gewonnen.

Plasmid pBR 322. Plasmid-DNS wurde aus Lysozym-lysier-
ten E. Coli-Zellen in Caesiumchlorid-ethidiumbromid Dichte-
gradienten isoliert. |

Wirts-Mikroorganismus, E. coli HB 101.

L£1ls Donor-likroorganismus diente ein Kulturstamm von
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Bacillus megaterium mit nachstehenden mikrobiologischen
Eigenschaften: N

(1) Morphologie: stibchenfirmig (0,5...0,Tx 2,0...5,0),
beweglich, grampositiv, terminale bis
subterminale Sporena

(2) Ndhrbouillon: gutes Wachstun.

(3) Nshregarbouillon: gutes Wachstum; die Kolonien sind in

der Mitte dichtgelagert, im Randgebiet diffuser.

(4) HMilch: Peptonisation ohne Veréndsrung des pH-Wertes.

(5) Gelatine: keine Verflissigung.

(6) Reduktion von Nitraten: negativ.

(7) Katalasersaktion: negativ.

(8) Oxidasereszkticn: negativ.

(9) Zytochrom-Oxidesereaktion: negativ,

{10) Indolprodukition: nsgativ,

(11) HZS-Bildung: negativ,

(12) ZXohlenhydratausnutzung: verwertet irabinose, Xylose,
Gelezktose, Glukose, Ldvulose, ilesfose, Raffinose, Sac-
charose sowies SiiErke und produziert deraus SEure. Rham-

nose, lannose, ielibiose, Inulin und Salizin werden
nicht verwertet,

(13) Verwertung von Polyclen: Sorbitol und Mannitol werden

' verwertet; Adenitol, Dulcitol und Inositol werden

nicht verwertet,

(14) Dekarboxylaseresktion auf Lysin: negativ,.

(15) Ureolyse: schwach.

(16) Widerstandsfihigkelt gegenliber Schwermetallen: wichst

direkt zuf 500 ppm Cr T, v
(17) Natriumchlorid-Bouillon: Wachstum bei WiCl-Konzentra-
' tion von 3,5 %.

O

(18) Optimale Wachstumstemperatur: 30...37 “C
Mzximale Wechstumstemperatur: 40...50 %
Minimale Wachstumstemperatur: 5...20 °c.

(19) Sauerstoffbedarf zerobisch.
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Der Mikroorganismus wurde auf der Grundlagé seiner mikro-
biologischen Eigenschaften unter Bezug auf Bergey's leanual
of Determinative Bacteriology (8. Auflage), kitherausgeber
R. E. Buchenen und ¥. £. Gibboas, Willieams und ¥Wilkins
Company, Baltimore, Harylend sls Bacillus megaterium iden-
tifiziert. Der Mikroorganismus ist am 12. Februar 1980

bei der Hationalen Sammelstelle fiir industrielle Bakterien
(§CIB), Torry Forschungsstation, Postfach Nr. 31, 135
ibbey Road, &berdsen 4BS 8DG, Schottland ni nterlsgt und
unter NCIB Nr. 11568 registriert worden.

Verfahren heschrisben.

(]

Im folgendsn wird das angewendet

Al IH—V;TRO—REKOMBINATION ZHISCHEN LANBDA- UND B.-iGa-
TERIUM-DIS 'r

thﬂ 7}p5 3.me~auer1um -DiS wurden mitiels
Hind III bei 37 °C eine Stunde lang in 2

ghanlicher We se mit dem gleichen Znzym g
aktionen wurden durch 10-minlitiges Erhis
gestoprt.

Zur Bestimmuag der Wirksamkeit der Spaltung wurden zwel
Tests vorgenommen:

1. Je eine Probe der zwel Reaktionsgemische wurde in einem
Lgarose-Gel iber 20 Stunden hinweg bei 20 Voli elektro-

ch

diumbromid wurden die erwarteten Bandenvertesilungen
Tersucht: :

¢ Lembda-DNS-Banden als Ergebnis der =n der einzelnen

Zpben des Gels mit Zthi-

b
ri‘.
H)

e
W

phoretisch behandelt. hi

Hind-III-Stelle aufgebrochenen Lembda-DFS und sine
sehr groBe Anzahl meist Uberlappender Banden von der
an einer Vielzahl von Stellen aufgespaltenen bakte-
riellen INS. |
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Die Transfextionsanalyse der Ph

T

N
.

wagen-DNS zelgte, d
die Aufspeltung mit 99 %iger VWirksemkeit erfolgte,
wodurch die biologische iktivitdt der Phagen-DiS
zu vollstindig zerstdrt wurde.-

Die szufgebrochenen DIiS'n wurdsn vermischt und 5stin-
i

S
diger Inkubation mit 0,15 Zinheiten [4-DNS-Ligase
0

o A~ n ,
10 “C ausgesetzt, um sin zufzsllsweiges in

(o

kovalentes Verschmelzen der

lichen.

m

STQ 1 A 5 v 2
ﬂD'—ffag;ueﬂ 7€ ZU Srmog

n
i

naehe-

Um die Wirksemkeit disses JorgeAV 18 abzusch&itzen, wurden

zwei Kontrollen vorgenommen:

1. Zine Probe der Hischung wurde im Plattenverizhren auf
E. coli kultiviert, pro mg der eingsbrachten Lambda-DNS
wurden 3 X 105 Zinzel-Plagues gefunden. Dies tiberstieg
die in dem aufgespait nen Préparat gefundene Lienge etwe
um das Hundertfache, womit auf eine gute Wirkuang der
Ligase-Behandlung geschlosssn werden kann.

2. Die derzrt{ entstandenen ?Plaguss wurden visuell bsurteilt.
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70 % von ihnen zgeigten keinerleil Triibung, was auf die
inwesenheit eines B, negeterium-DNS~-Fragments hindeu-
tet, welches seinerseiis
verantwortliche Lambda-Ge

das fiir die Plague-Tribpung
en C1 bindet und damit
inaktiviert.

Somit kOante men annehmen, dal das Préparat ein Zufalls-.
de

mugter aller mit dem Zinbau in den Phagen Lambda Wi 590
verjréglichen B, megaterium-mdglichen Hind III~D§S—Frag-
mente eanthielt.

B. ISCLATION ZINES B. oGATSRIUM-AMYLASE TRAGZNDAN

PHAGE~LAMBDA-DERIVATES

r Bnkapsidations-ilischung wurde zur Inoku-

lation von Z. grofle Anzehl von stirkeent-
haltenden Platten mit etwa 10”7 lebensfinigen Partiksln pro
Platss verwendet. Nech inwachsen der infizierten Z, Coli
"und Bildung von Plagues wurden die Platten hinsichilich
der inwesenhelt von bauenden Plagues Uberpriiv.

tiger 3eWag wu”de gefunden, der ihn enthaltende Fhage
wurde zwecks Subkultivierung sofori herausgeno

lingeres Verweilen in Iod~Démnfen wiirde den Fhagen geiidtet
haben). Die Nachkommenschaft dieses Plague vermehrie sich
unverdndert (imylase erzeugend) und wird hier als "Lambda
Wi 590 Amy 1" bezeichnet. Phage Lembda EM 590 imy 1 wurde
am 12. Februar 1980 beim NCIB zls NCIB Hr. 1

1

11569 hinterlegt.

C. RE-KLONIERUNG DES AMNVIASE-GENS IN DAS PLASHID PBR 322

Die Re-Klonierung erfolgte zwecks Zrlengung eines lberpro-
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1. Gesi

<t

ttigte Kulturen

Qs

Die Kulturen wurden bei 37 OC {iber Vacht .au
Tionsschiittler in 5-Lit
vargehen) mit 1 Liter Kulturmedium
son) bebriitet.

-

(V]

. Chlorumnhenluol—~ plifikation

3 -, k) + O = . - 3 .
ie Kulturen wurden bei 37 “C auf einem Rotationss

)

[o]
in 5-Liter-Srlenmeyerkolben (mit Einbauten versehen
1 Liter Kulturmedium (LB) bis zur Zrreichung eine

l»-—'l”s

von 0,8 (650 nm) bebriitet; sodann wurden 130,uﬂ/ﬂ
emphenikol zugesetzt. Dies verhlitete die weitere Re
~tion der chromosomalen i
kation des Plasmids (pCP 1), welches das Amyle

_'C
se-G
nElt, Wach Amplifikation des Plesmids (bis zu 30C0 Kopizn)
r

2 ~TaQ 3 3 M A S PP I
gegeniiber der chromosomalen DNS wurde das Chloramphsaikol
RN S BN 3 - = = KR RPN
entfernt, um das Wisdereinsetzen dsr Froteinsynthese zu

] ha Ty - 3 A 1 Ay~ =
ermtglichen. Im einzelnen wurden die Zellea nach der impli-

a Y
ninierung des Chloramphenikols gewaschen und mit dem
e

roduktion rekultivisrs.

(]
]..!
[$)
3
o))
o .
by
13
s
€3
m
P’s
ts

Zur Riickgewinnung der Alpha-~imylase in sehr reiner Form
nutzten wir die Hsthode des "osmotischen Schocks". Des
von H. C. Neu und L. i. Heppel in J. Biol. Chen. 240,
3685 - 3692 (1965) bverichtete Verfahren wurde wie folgt
gehandhebt. ‘ |

Die Zellen wurden zunZchst liber Wacht kultiviert, danach
wurden sie in 0,5 Volumenanteilen (bezogen auf die Zell-
kultur) einer 25 %igen Ssccharoseldsung suspendiert und
vei 24 °C 10 min geschiittelt. Dies fihrfe gur FPlasmolyse
der Zellen. Darsn anschliefend wurde EDTA bis zu 1 mil zu-
geéétzt, um die Zellwinde permeabel zu halfen; daﬁach Wir-
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de das Haterizl bei 24 °¢ fir weitere 10 min geschiittelt.
Die Suspension wurde gentrifugiert, die Zellen wurden in
kalfem Vasser (e twa O OC) rasch resuspendiert und bei die-
ser Temperst 10 min geschiittelt. Die Suspension wurde
erneut zentrifugisrt, aus der iiberstehenden Fliissigkeit

konnten 96 % des Enzyms zurlickgewonnen werden.

Zu Vergleichszwecken wurde der Donor-ilikroorgahismus
(ﬁa01ilus megatarium) kultiviert und seine enzymetische
Aktivitet bestimmt. Die Enzym-lienge prc ml Kulturmedium
wurde mit 1lfe der DNS-ilethode gemessen. Debei ist zls
eine enzymatische Einhelt jéne En

wEhrend einer zehnminlitigen Inkubationszeit 1 mg reduzis-
renden Zucker {(Bezugsbasis ist Maltose) oro Hinute p

N

ziszrt. Als Substrat diente sehr reine Amylose.

[6)]
ot

Der Donor-ilikrocorganismus erzeughte 56,0 enzymati
heifen pro Liter Xulturmedium., it E. coli CL
e

Ul

Ettigte Kulturen produzierten

g
=]

Ru

P
l.—l

116
turmedium, wEhrend E. coli CL 7001
mit Chloramphenikol und
ivation ohnu Chalor-

diger Kultivation (&implifikation) :

nach darauffoclgender 15stiindiger ZXul
auphenikol nur 84,5 Sinheiten/Liter erbrachte. Dies 1E8%

erkennen, dal die iMethode der gesittigten Kultur eine

gute Steigerung der Znzymproduktion zu erreichen vermag.

cl’*

Das von E. coli CL 7001 (pCP 1) produgierte und als eine
Alpha-imylase identifizierte Znzym besitzt folgende lerk-
male, Es spaltet sowohl imylose els auch imylopektin in
Glukose, Maltose und Haltotriose - voranehmlich aber ilal-

ird

tose - , und es spaeliet sowohl Zyklodextrin als such Mal-
totricse in Glukose und ualbose. %s gpaltet Pullulan in
Panose und/oder Iso-Panose, eine Eigenschaft, in der es
jenem Enzym shnelt, da kiirzlich von iizucho Shimizu,
iutsuo Kanno, HMeseki Tamurs und ilikio Suekene in "Purifi-

cation an

Q,
[ €7]
@)
£
[¢V]
X
r3
(&)
w3
(D
d
e
()
)]

of a Novel Alpha-imylase Pro-
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duced by a Strain of Thermosa el
Biol. Chem. 42 (9), 1978, Seiten 168
wurde,

¢]
ct
*—J
s
O
=3

\

T =

1,

es vulgeris", Lgric.
1 - 1688 beschrieben

Wir hielten den im vorliegenden Text els Bscillugs megate-
rium bezeichneten IMikroorgenismus einmal fiir Bzcillus

circulans
Beigpiel IZI

Kloniesrung eines wirmebestindigen

£1ls Donator-iiikroorganism

4= A s T -
gtemn 2ines von einem Xom;

(1) kcrphologie: Stibchen (O,é...?fﬁx 2.5...,,v/w), be-
weglich, grompositiv und -negzsiv. Zen-
trale oder endsidndige Spcresn, anicht
deformierend.

.
17
dided

S

.
schstum.

or

(2) Wehrbouillon: gute
(3) Schrégndhragarkultur: gutes Wachstum, fodenfdrmigs
Lfusbreitung, cremig

(4) Verwertung organischer Sgure -

(5) G i

(6) Produktion von izetylimeths
(7) Orthonitrophenylgalakiosid-Hydr
(8) Nitratreduktion: positiv, Gas kann
(9) Katalasereaktion: positiv,

(10) Indolproduktion: negativ.

(11) Dekarboxylesereaktion auf - Lysin ¢ negativ
~ Ornithin : negstiv
- Aprginin : nsgativ.
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(12) H,8-Bildung: negativ.

(13) Kohlenhydratverwertung: verwertet Arabinose, Gealak-
tose, Glukose, L&vulose, Hannose, lieltose, Saccharose,
Stidrke, Trehalose und produziert aus ihnen SHure.

(14) Pullulan wird auf Hinimsl-Medium verwertet.

(15) Verwertung von Polyolen: Glyzerol, Sorbitol, Hanni-
tol und Inocsitol werden verwertet, Adonitol und
Dulzitol werden nicht verwertet. |

(16) Ureolyse: negativ.

(17) Lezithinverweriuang: negativ.

(18) Optimale Wachstumstemperatur: 50 ¢
Maximale Wachstumstemperatur: 55...60 °¢
Minimale Wachstumstemperatur: 15...25 ¢,

(19) Sauerstoffvedarf: aerodb und anaerob.
Der Kuliturstemnm i 2. PFeoruar 1980 beim WCIB als

s
NCIB Hr. 11571 hinterlegt worden.
=

i

ie DNS wurde extrahiszrt und der Wirkung ven Zco RI; Hind

=

-

II; Pst I; Sel I; Bem HI und Bgl ausgesetzt., Lediglich

(

1

Bgl II vermochte eine Vielgzahl von Fragmenten in einem wei-
ten Bereich relativer Molekiilmassen enistehen zu lassen.
Mit Zco RI konnten jedoch auch Fragmente hervorgerufen wer-
den, nachdem die NaCl-Konzentration auf 50 mil vermindert
worden war, Es wurde daher Zco RI zur derstellung von Frag-
menten filr die Klonierung in einen Eco RI-Lambda DNS-Vektor
(Lambda WM 781) eingesetzt.

A. RESTRIKTION VON B, COAGULANS- UND LAMBDA NM 781-DNS!'N

1,25 pwg Leambda NM 781-DNS wurden mittels einer Zinhel
Bco RI in 25mdes nachstehenden Puffers gespalten:

10 mi Tris HC1 (pH 7,5), 10 mi 2-Merkaptoethanol, 10 mif
MgSO4 und 100 mil NaCl,

2/»g B. coagulans-DHS wurden mit Hilfe des gleichen Enzyms
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in einem shnlichen Puffer gespalfen, die HaCl-Konzentra--

tion war jedoch auf 50 mM reduziert wordean. Die Inkuba-
. o . C . .
tion erfolgbte bei 37 ~C liber 2 Stunden hlnwng, die Reak-

tion wurde dann durch 10-minlitiges Erhitzen auf 75 °¢
gestoppt. Die Vollsténd 1gﬁelt der Restriktion wurde durch

-

Slektrophorese in 1 %igen Agarose-Gelen festgestellt.

B. LIGATION UND ’xbuAC“ JINWUNG DEZR REZOMBINANTEN PHAGEN

Die restrigierten DS 'n wurden vermischt und unter Zinsatz

eiten T4-DNS-Ligase in einem Gemisch mit 60
pH 8), 10 mi KgSOA, 10 mil Z2-ilerkaptoethanol
P verkanlipft. Die Reaktion erfolgte tber 10

und 0,1 mil A %

. S . . o) 37 s
bhis 15 Stunden bei 10 “C. FHach def Ligetion wurden Ali-
quote von 0,2 mg DHS mit ATP vermischt, um eine Zndkonzen-

tration von 10 I zu erhalien, Diess iliguote wurdea ei-
ney in-vitro-Enkapsidation ausgesetzt uad zur Infsk

des Xulturstammes HB

ccli wve .

Lembda-DNS wurden etwe 1,56 x 04 PFU (plaqublldenie g5in-

heiten) erzielt. Einige dieser Phagen zeigien Amylasesa

vitdt (hinsichtlich des Nachweises von Amylaseektivitit
et

rischalen uad hinsichtlich der Riickgewinnung und
Bel

Bg wurde ein ziemlich hoher Anteil von zmylaseproduzieren-
den Phagen (1 in 400) beobachtet.

Biner von ihnen wurde selekiiert und =ls "Lembda M 787
Llpha Amy 1" bezeichnet. Er ist am 12. Februar 1980 beim
NCIB 2ls NCIB Nr. 11572 hinterlegt worden

C. REKLONIZRULG DES AMYLASEGENS AUS LAMBDA HH 781 ALPHA
AMY 1 IN PLASHMID PBR 322

1/ug Lambda NM 781 Amy 1-DNS und eine gleiche lenge DS
vom Plasmid pBR 322 wurden unter Beibehealtung der ibli-
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chen Bedlngungen mit Zco RI gespalten. Die Ligation und
Trensformation erfolgbte in der in Beispiel I erliuterten
feise. Kolonien von ®. coli HB 101 mit rekombinantem Plas-
mid wurden vermittels ihrer Amylaseaktivitit nachgewiesen.
Tine derartige Kolonie wurde selektiert und als E._coldi
CL 7002 (pCP 2) begeichnet. Sie ist am 12, Februar 1980
beim NCIB sls HCIB Nr. 11573 hinterlegt worden.

D. AWPLIRIKATION DES GENPRODUXTIS

Die Amplifikation des amylasecodierenden Gens von Lambda

Wi 781 Alpha Amy 1 sowie die tmylaseproduktion wurden fol-

gendermaBen bewerkstelligt. Das Wirtsbekterium (2. coll

53 101) lieB men bei 37 °C in IB-Medium mit 2 mi 15012 bis
0

zur Zrreichung einer opiischen Dichte wvon 0,3 (bsi 650 nm)

wachsen. Dann erfolgte das Hinzufiigen von Lambda HH 781
ilpha Aimy 1, wobei ie Zzhl der Phagen mit dem Ziel der
c e 1
wurde, d=B slso ein bis zwei Phagen suf eine bakterielle
Zelle eptficlen. Die Kultur wurde i3 s
kem Riihren (Schutteln) weiter kultivisrt, die optische
Dichte wurde bis zum Beginn des Absinkens becbachtet. ach
ibsinken der opiischen Dichte unter 0,5 wurde die Rultur
geerntet und auf Eis gelegt. Die Kultur wurde zentrifu-
giert, die iliberstehende Plissigkeit wurde auf Amylase-
aktivitdt untersucht. - '

smplifikation und Enzymproduktion mit E. coli CL 7002
(pCP 2) erfolgten unter Anwendung sowohl der Methode der
gesittigten Kultur als auch unter snwendung der Chloram-

phenikol-tmplifiketion, wie sie in Beispiel I beschrieben
wurden.

Die Amylaseaktivitit wurde mit Hilfe der DNS-Methode so-
wohl im Phagenlysat els eauch in jenexn Xulturen von Z. coll
bestimmt, die das rekombinante Plasmid enthielten., Tabelle
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I zeigt die Werte der imy rlaseektivisdt im Original- Kul-
turstamm von B. coagulans sowie dies iufteilung zwischen
extrazellulidrer und zellgebundener Aktivitdt. Die mit dem
rekombinanten Phagen (Lembde WM 781 ilpha Amy 1) und dem
das rekombinante Plasmid E. coli CL 7002 {(pCP 2) enthal-
tenden Kulturstamm erzielten Aktivitdten werden ebeanfalls
dargestellt. Mit dem rekombinanten Phagen wurde eine
erung der Znzymproduktion auf das etwa Dreifache er-
reicht, eine sehr viel stirkere Steigerung (auf etwa das
300fache) wurde beim Plasmid beobachte?.

Im Falle des Fhagen (Lembda NM 781 ilpha imy 1) 1
samte Enzym durch Zell-Lysis frei 1
turmedium enthalten. Im Falle des Plasmids liegt de
te Teil des Znzyms (96 %) zellgebunden vor.

e
1

. BEXLONIZRUNG I¥ BEINW DERIVAT DES PHAGZH
I 3 B

Zur Brlsuterung der Herstelluhg eines Vektor-Wirt-Systiems
nit einem L lysogenen E. coli wurde folgender Versuch

ambda-
durchgefihrt.

Verwendet wurde der Bskteriophage Lembda T4 lig. CI 857
Wam Bam Sam (Lambda NIM 989). Er ist in J. Mol. Biol.,
Band 132 (1979), "Holecular Cloning of the IWA Ligase
Gene from Bacteriophage T4. I.. Cheracterization of the
Recombinants™ wvon G. G. Wilscen und foreen E, Murrsy
(Seiten 471 bis 491) .und "IIl.. implifice

~ration of the Gene Product® von Noreen E. llurray, S. fe

5)

baschrieben.

tion and Sepa-

Bruce und K. Murray (Seiten 493 bis 50

Dieser Phage enthilt das INS-Ligasegen des Bekieriophagen
T4 und vermag B. coll zu lycgenisieren. Er hat dariber
hinsus ein thermosensitives ImmunitZtsgen und zwel Bera-
steinmutationen im E- und im S-Gen. Die kHutation des S-Gens
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hebt die AuflCsberkeit des Beskteriums durch Infektion mit
diesem Phagen z2uf. Der Zweck der Subklonierung bestand im
Irgetzen des DNS-Ligasegens durch das Amylase codierende

Gen.
Die DNS des Phegen und des Plasmids (pC? 2) wurden mit
Hilfe von Eco RI geschnitten, denn wurden die Fragmente

guss wurden im ZFlattenverfznren =uf eines
Z. coli Sup & Sup ¥ sichtbar gemach S
cufweisenden Plagues wurden ausgelesen und der Phage unter

- »

inwendung der bereits beschriebenen Techniken gereinigt.

Dieser Phags wurde dann mit herkdmmlichen Techniken
gsogenisation sine
verwendet. liltle o)
nien auf einsm si&rkehsltigen lledium
ser Kulturstemm ist von uas zls =. ¢
ilpha imy 1) bezeichnet und em 6. LErz 1
ICIB Nr. 11586 hinterlegt worden.

Die implifikation des Genproduktes erfolgte in der nach-
stehenden Weise. Das Lysogen lieB man bei 32 °¢ in LB-
ilediun wachsen, bis eine optische Dichte von 0,8 bei 650 am
erreicht war. Dann wurde zentrifugiert und die Zellen in
frischem LB-Medium suspendiert, welches auf 45 % vorge-
wirmt worden war. Dann erfolgie eine 15mintitige Inkubation
der Kultur in einem 45 °C warmen Bad, um den lytischen Zy-
klus in Gang zu setzen (da das Immunitdts-Genprodukt wirme-
empfindlich ist).

Die Inkubation wurde denn unter kriftigem Schiitteln bei
37 °C¢ 3 Stunden lang fortgesetzt. Anschlielend wurde die
imylaseaktivitit in der iiberstehenden TFliissigkeit und in
den Zellen gemessen. Die HeBergebnisse sind in Tabelle I

enthalten.
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Dieses Binzelexperiment veranschaulicht die Technik einsr
"Sub-sub-Klonieruang" vom Plasmiden in, einen neuen Lembda-
Phagen. |

T

zs sollte sich von selbst verstehen, dafl die DHS von Lemb-
da NM 781 Alpha imy 1 genauso leicht einer Sub—Klonierung

in den Phagen Lambda T4 lig. CI 857 Wam Eam Sam hitte unter-
" zogen werden koanen. indererseits hiEtte die Donator-DNS

auch direkt in den letztgenannten Phagen klonisrt werden
kdnnen; eine Reilhe von Veriationen des S

stzllten Verfahrens erscheint denkbar.

P. RUCKGEWINNUNG UND CHARAKTERISIERUNG DER VON LAMBD: NI
781 ALPHA AM7 1, E. COLI CL 7002 (pCP 2) UID ®. COLI
CL 7003 (LAiBDA ALPHA LMY 1) PRODUZIDRTEN AMYLASE

Zur Enz yﬂ—Rﬁﬂkfewinnunv wurde wie in 3eispiel I die ietho-

de des osmotischen Schocks eingessizt. Da des EBazym sus

diesem Beispiel wirmebestindig is®t, kOnnte es dariiber-~
e ++ g

hinsus durch Hinzufiigen von 10 mii Ca’' ' zu der wilrigen

Losung sowie Zrwirmen der Ldsung auf 30 °¢ fir 10 Hinuten
zugdtzlich gereinigt werden. Diese Behendlung f211¢ die
gegsanten E. coli-Froteine aus und ermdglicht die Rickge-
winnung der Alpha-imylase in extrem reiner Form; es sind
in der Tat keine Reste . oder andere Znzyme vorhanden.

Die Besonderheit der Alpha-imylase wurde ermittelt: sie

ist auf Amylose und Stirke akitiv, Hydrolyseprodukie sind

- Glukose, lMeltose und Maltotriose mit Spuren von Kompo-
nenten hoherer relativer lolekiilmassen. Luf Zyklodextrin
ist dieses Znzym nicht aktiv,., Zbenfzlls bestimmt wurde die
Wirmebestindigkeit des Enzyms, sie erwies sich als sehr
hoch. Die COptimalfemperatur hinsichilich der Aktivitit mit
0,5 % Amylose liegt zwischen 80 °C und 90 °C. ii% 8 % 1bs-
licher Stdrke befindet sich das Optimum um 100 °
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Es ist moglich, daB es sich bei dem hier als Bacillus

coagulans begeichneten Mikroorganismus in Wirklichkei
vm Bacillus licheniformis hendelt.
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Beigpiel II A

Subklonierung des Plasmids pCP 2 in Plasmid pC 194 und
Darstellung des nsuen Plasmids in Bacillus subtilis

Dieses Beispiel veranschaulicht eine Technik, bei der die
gemdfl der Erfindung hergestellte rekombinante DNS in einem
von E. coli verschiedenen Wirtsbeskterium, ndmlich in einem
Kulbturstemm von Bacillus subtilis exprimiert werden kann.

Deg Plasmid pCP 2 aus Beispisl II enthilt ein 3,31-Kb-Freg-
ment vom 3. coagulans-Donator. Das Plasmid ist weiterhin

durch das Ubertragen von Ampizillin- und Tetrazyklin-Resi-
stenz gekennzeichnet, und es enthilt{ zwei Restriktions-
stellen jeweils flir Zco RI und Hind III. Das Plasmid pCP 2

wurde in vier Fragmente sowohl mit Zco RI als zuch mit

S

Hind III gespalien, mit Ligase behandelt und wie in den

vorzngegangensn Belspielen zur Trensformierung von HB 101
verwended
Die neugebildeten, zls pCP 2,3 bezeichneten Plasmide be-
sitzen ein 2,04-Kb-Fragment der B. cosgulans-DiS, welches
das Alpha-imylsse codierende Gen enthdlt. pCP 2,3 weist
eine einzelne Stelle sowohl fiir Zco RI als auch fiir Hind
ITTI euf und Ubertrigt sowonl Ampizillin- als zuch Tetra-
zyklin-Resistenz.

Fir den nHchsten Schritt wurde Plasmid pC 194 selektiers,
welches dafiir bekannt ist, daf es sich selbst in Becillus
subtilis replizieren kenn. pC 194 iibertridgt Chlorampheni-
kol-Resistenz und weist eine eingelne Hind III-Stelle auf.

Sowohl pCP 2,3 als auch pC 194 wurden mit Hind III gedff-
net, vermischt und zwecks Bildung eines neuen, als pCH 1
bezeichneten Plasmids verbunden. Letzteres enthilt das
Alpha—Amylase codierende Gen und besitzt sowchl Chloram-
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phenikol- als asuch Ampizillin-Resistenz, obgleich das
Viveau der Chloramphenikol-Resistenz in E. coli niedrig

ist. Wie vorher wurde des Produkt dazu verwendet, E. coli
HB 101 zu transformieren.

X

Daraufhin wurde der als 5B 1133 bezeichnete hutantenstamm
von B. subtilis,(Institut de Recherche en Bilologie Hole-

o
N
‘ y]
o
]._l
s
o

Université Peris VII, Tour 43, 2 Place Jussieu,
75221 Paris Cedex 05), der keine Alpha-imylase-AkTivitil

o
<D

gitzt, enbsprecnend der von S. Chang uand S. Cohen,
liolec., Gen. Genet. 168, 111 bis 115 (1979) beschriebenen
Technik zur Bilduag von Pxobonlastcn behandelt. Die Proto-
plasten wurden dann mit pCH 1 uater Verwendung des poly-
sthylenglykol-vermittelten Transformationsverfahrens von
eng uad Cohen (ibid.) transformiert.

Die Protoplasten wurden nun in einem reichen Ledium Ubsr

1,5 Stunden hinweg inkubilert, um dem Flasmid im Bakfterium
s 3
Gelegenheit zu geben, dis Chloremphenikol-Resistenz zu
g g L
exprimisren.

Die Protoplasten wurden jetzt auf. einem Regensrationsme-
dium susgebracht, dem Chloramphenikol in einer Lienge von
Zojug/ml zugesetzt worden war. Nach zweitEgiger Inkubation
bei 37 °C waren Kolonien von %ransformisrten Zellen er-
schienen; mit Hilfe der Ioddampf-Firbetechnik wurden Jene
Kolonien ausfindig gemacht, die Alpha-imylase-ikTivitdt
aufwiesen. Ein als B. subtilis CL 8001 (pCH 1) bezeichne-
ter Klon wurde am 13. Januar 1981 als HCIB Nr. 11529 hin-
terlegt. Der Originalstamm QB 1133 wurde ebenfalls eam

13. Januar 1981 unter NCIB Nr. 11628 hinterlegt.

B. subtilis CL 8001 (pCH 1) ist nur in Anwesenheit wvon
Chloremphenikol stabil., s kean durch Kultivierung in ei-
nem Chloramphenikol enthaltenden Hedium (ZO/ug/mL) zur
Zrzeugung von Alpha-Amylase verwendet werden. Die fLlpha-
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tmylase kenn in der Kulfurflilssigkeit leicht zurlickge-

wonnen werden.

iterstehende Zellen Gegamt
FlUssigkeit

(Zinh./L) (Zinh./L) (Zinh./L
135 14 150

Reigoiel III

P

- Hlonierung einer Bsta-inylase

J_Lu L:)D“ 1':4'1 781

engyn behandelt. Die IH
da WM 781) wurde
Ligation und Eins

e

D

schriebesnen Weis

s wurden verschiedene rekombinente Phagen mit imylase-



-

gen (als "Lambda NM 781 Beta imy 1" bezeichnet) wurde se-
1 ktieﬁt; er ist em 12. Pebruar 1980 beim NCIB als HCIB

5. ReXLOWIERULG DES BaTA-AMYLASE-GENS AUS LALBDA HH 7871
PETA AMY 1 TN PLASHID PBR 322

Zur Steigerung der Dnzymproduktion wurds dieser srsie Ze-
ta-imylase-Klon a2ls (uelle betaamylasecodierender DS ver-
wended, um diese durch Subklonierung in das Hultikopd

k3

4
Plasmid pBR 322 einzubringen.

aTnT

Ejug'Lamb NM 781 Bete imy 1-DHS uad 1/ug pBR 322 wurden
o

RI zergchnititen, gemischt und miit ‘;‘é,l-lh.,w 2 pehan-
? D <O

3]

delt. Ligation und Transformation wurden in der bersiss

neschrisbenen Weise realisisrs.

Zine unter 200 ampigillinresistenten Xcocloalen zeighe eine

1 3 1 AA 3
_!_Ol’l.z..el’l WLote L30-

C. REXLONIZRUNG DES BETA-AMYLASE-G=NS I ZINZN ZUR LYSO0-
=]

GENISATION VON E. COLI PAHICEN DERIVAT DES PHAGEN L.lBDA

Alg Vektor wurde der in Beispiel II beschriebene thermo-
nsitive Phage Lambda T4 lig. CI 857 ¥em Eam Sem (Lamb-
da NM 989) benutzt. Etwa 1/u DS des Plasmids pC? 3 und

0,5 mg Phagen-DNS wurden gespalten, dann wurden die Frag-

2
<

O

mente miteinander verbunden, und die resulfierenden IHS-
Stliicke wurden in vitro {lbertragen. Die Phagenpartikel mit
AmylaSe—Aktivitéﬁkurden isoliert und mit Hilfe der bereil
genannten lethode zur Erlangung von lysogenen Kolonien
herangezogen. Der fiir diesen rekombinanten Phegen lyso-
gene Kulturstamm ZE. coli C 600 wurde isoliert, mit der,

ts
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Bezeichanung £. coli CL 7005 (Lambda Beta Amy 1) verse-
hen und am 15. September 1980 als NCIB Nr. 11603 hinter-
legt.

D, AMPLIZIKATION DS AMYLASE GENPRODUKTIES

In allen Klonen und Subklonen wurde die Amylase-AktTivitas
mit Hilfe der DiS-liethode ermittelt. Die Beta-imylase-Ak-
tivitdt wurde auf Diunnschicht{-Chromatogrammen durch das
Vorhandensein eines einzelnen HMalto fleuks nach der Amy-
losedigestion bestatigt.

Die Amplifikstion des Beta-imylase-Gens in unterschiedli-
chen Klonen wurde in der bereits beschriebenen ¥Welse vor-
genommen. Tabelle II enthdlt die Angsben zur enzymatischen
Aktivitgdt im Criginal-Kulturstemm im Vergleich zu Jener

in den drei Xlonen; diese AkVviviigt wurde entweder vom
Phagen-Lysat oder mit Hilfe der in Beispiel II beschrie-

benen Methode des osmotischen Scaoccks zurlickgewonnen.
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Beispiel IV

Klonierung eines Pullulanase-Gens

Lls Donator-kikroorganismug diente ein Klebsiella pneu-
monliae, bescarieben von H. Bender in Biochem. Z. 334,
Seiten 79 bis 95 (1961) und am 6. Juni 1963 beim ATCC un-
ter ¥r, 15050 hinterlegt. Zs wird such in der GB-PS

1 273 739 erwihnt.

2,25 pag Donator-DHS wurden unter Standardbedingungen extra-
hiert und mit Zco RI geschnitten; 1 25,u€ Lembda ®M 781-DNS
wurden unter gleichen Bedingungen vonm glelcnen Bngym zer-
treant. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C iber drei Stuanden
hinweg, anschliefend wurde die Reaktion durcn 10mintitiges
itzen auf 75 ~C gestcpot. Die VollstEndigkeil der Re-
=

o A
2rten wel-

oy

tion wurde nach der in Beispiel II geschil

iz aufgespaltenen DNS'n wurden verbunden, zuriickgswonnen
und - alles wie in Beispiel II - zur Infeiktion des Kultur-
stemmes HB 101 von &. coll verwen ndet. Pro/ug Lembda~DiS
aguebildende Zinheiten erzielt.

Nech zweitdgiger Inkubation bei 37 °C auf BRL Tryptikase
plus 0,25 % Pullulan enthalienden Platfen zeigten einige
Plagues Pullulanase-iAktivitit dergestalt, daf sie von un-
durchsicntigen, fir "Uberwucherande" Bakterien charskteri-
stischen Ringen umgeben waren. Der Anteil pullulanasepro—
duzierender Phagen lag im Bereich von 1 : 2500. Ziner von
ihnen wurde selektiert, von uas als "Lembda NI 781 Pul 1%
bezeichnet und am 9. April 1980 beim NCIB als NCIB INr.
11593 hinterlegt.

Die Pullulanase-iktiviti&t wurde mit Hilfe der DNS-Iiethode
ermittelt, das Produkt der Pullulan-Hydrolyse durch die
Phagenlysate wurde mittels Dilnnschicht-Chromatographie
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N
[90]

1s Haeltotriose identifiziert.

sy

mbda M 781 Pul 1 enth8lt ein groBes DNS-Fragment
s

~ Ll

voa Klebsiella pneumoniae) von 13,5 Kb diese
wurde durch Beo RI erneut zartrenant, was zu zwel Frag-
menten von 6,1 Kb bazw. 7,4 Kb fiihrte. Das Subfragment mit

wies sich als TrHEger des Pullulanase—Gens. Disser nesue
skxombinante FPhage erhielt die Bezeichnung IHII 781 Pul 2;
ar wurde sm 15. September 1980 als HCIB Fr. 11004 hinter-

irde dariiberhinaus einer Subklo-
~Plasmid piCYC 184 (einem Deri-
ke

von pBR 322 mit dem Tc-Gen des letzteren und sinem
2

O =Gen mit einer Zco RI-Stelle) uanterzogen. Der so er-
nalitene neue Klon heift 4.-coli CL 7006 (pCP 4); er wur-
de am 15. September 1980 als HCIB Hr. 115605 hinterlegt.

d 1
Fragments in den FPhagen Lambda NI 989

el IT beschrisbenen #eise hergestellt., Dieser Klon wird
als ©. coli CL 7007 (Lembda Pul 2) be
am 15. September 1980 als NCIB Hr. 11
Der Grad der EZxpression und der implifikation der Pullu-
lansse wurde in allen Klonen untersucht. Die Ergebaisse

-

gsind in Tabelle III zusammengefalit.

%Wie aus den Brgebnissen ergichtlich wird, wird die Pullu-
lanase-iktivitdt durch Maltose induziert, dem LB-Medium
waren 0,04 % lMaltose zugesetzt worden. Dariiber nlnﬂus war
eine Triton X 100 - Behandlung der Membranfraktion erfor-
derlich, um die Pullulanase zuriickzugewinnen; dies deutet
darauf hin, deB die AktivitH#t in den iembranen lokalisisrd
ist.
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Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Herstellung der rekombinanten DES durch
Spalten und Verbindungen der DNS's eines bakteriellen
Donatormikroorganismus, der in der Lage ist, Amylase
zu produzieren und eines Vekitors, IEinflhren in elnen

&)
¥

geeigneten VWirt, Screening und Selektion der erhalienen
Klone auf der Basig eines Amylase codierenden Gens,
gekennzeichnet dadurch, dal als Vektor ein Plasmid oder
die DIiS eines Derivates des Phagen Lambda verwendet wird.

-

erfahren nach Punkt 1, gekennzelchnet durch den zu-

N
.
<

gétzlichen Schritt des Zxirahierens und Schneidens der
DNS eines selektierten Klons, Subklonierung in einen
anderen Vektor und nochmaligem Durchpriifen und Sele
E der Basis eilnes :mylase codierenden Gens,
wobel der andere Vekitor ein Plasmid oder dies DIS eines
anderen Derivates des Fhagen Lambda ist, und dal der
Subklonierung gegebenenfalls eine oder mehrere weltere
Subklonierungen Rlgen kdnnen.

3. Verfahren nach den Punkten 1 qder 2, gekennzeichnet
| ‘dadurch, daf das Durchprifen (screening) durchgefihr
wird, indem die Klone auf einem stirkehaltigen Kultur-
medium ausplattiert werden und das Kulturmedium mit Jod
eingefdrbt wird, indem man die Kolonien Jodd&mpTen aus-
setzt. '

4. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
. daBl das Amylese codierende Gen ein Pullulanase codie=-
rendes Gen ist, und das Durchpriifen derart erfolgt,
daB die Klone auf einem BBL Trypticasemedium plattiert
werden, das Pullulan enth#lt, wobel die positiven Klone
durch sie umgebende, undurchsichtige Ringe erkennbar

werden.
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Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
defl der Donatororganismus Bacillus megaterium, Bacillus
coagulans, Bacillus cereus oder Xlebgiella pneumoniae
lste.
Verfanren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daf der Donatororganismus Bacillus megaterium LCIB

Ir. 11568, Bacillus coagulans IICIB Mr. 11571, Bacillus
cereus ATCC Hre 31102 oder Klebsiella puneumoniae ATCC

nr. 15050 ist.

Verfanren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
dafl der Yhage, an den der IJonator gebunden ist, Lambda

vk d

Tl 520 oder Lambda =i 7371 iste.

Verfanren nach 2unksi 2, gekennzeichnet dadurch, dal

die DIIS der selektierien XHlone mit einem Plasmid ver-
ounden ist und das Plasmid pBR 322, pACIC 1g4 oder

pC 194 ist. :
Verfanren nach Punkt 2, zekennzeichnet dadurch, daB
die DI3 der selektierten Klone mit der DIS eines an-
deren Derivates des Phagen Lembda verbunden ist und

der Phage Lambda NI 989 ist.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf

der bakterielle Donatormikroorganismus ein Bacillus-

Stamm ist.

Verfahren nach den Punkten 1 oder 2, gekenngeichnet
dadurch, daB es sich um die Phagen Lambde NI 590 Amy 1,
HCIB Hr. 11569; Lambda Ui 781 alpha Amy 1, ICIB Hr.
11572; Lambda¥li 781 beta Amy 1, HCIB Wr. 11574; Lambda
NI 781 Pul 1, NCIB Nr. 11593, Lembda NK 781 Pul 2,
NCIB Nr. 11604 sowie Varianten und Mutanten davon be-
handelt. '
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