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(57) Abstract: The invention relates to a pyrF gene and to the utilization thereof as selection marker gene for an expression system
for the production of proteins in mushrooms of the genus Trametes, Coriolus or Polyporus. The pyrF gene is characterized in that

& it comprises DNS sequence SEQ ID NO:1 from position 1133 up to and including position 1877 or DNS sequence SEQ ID NO:2

WO

from position 1 up to and including position 684 or a DNS sequence with a sequence homology greater than 60 % relative to the
above-mentioned regions of sequence SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein pyrF-Gen und seine Verwendung als Selektionsmarkergen fiir ein Expressi-
onssystem zur Produktion von Proteinen in Pilzen der Gattungen Trametes, Coriolus oder Polyporus. Das pyrF-Gen ist dadurch
gekennzeichnet, dal es die DNS-Sequenz SEQ ID NO:1 ab Position 1133 bis einschlieBlich Position 1877 umfaBt oder die DNS-Se-
quenz SEQ ID NO:2 ab Position 1 bis einschlieBlich Position 684 umfaBt oder eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie
groBer als 60 % zu den genannten Bereichen der DNS-Sequenz SEQ ID NO:1, oder SEQ ID NO:2 umfasst.
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pyrF Gen und seine Verwendung

Die Erfindung betrifft ein pyrF-Gen und seine Verwendung als
Selektionsmarkergen fiir ein Expressionssystem zur Produktion

von Proteinen in Pilzen der Gattungen Trametes, Coriolus oder

Polyporus.

Zur Proteinproduktion sind verschiedene prokaryontische und eu-
karyontische Expressionssysteme bekannt. Die Anmeldung DE-A-
19814853 beschreibt ausfithrlich den diesbeziiglichen Stand der
Technik. DE-A-19814853 selbst offenbart ein Verfahren zur
Transformation von filamentdsen Pilzen aus den Gattungen Trame-
tes und Polyporus, mit dem signifikant héhere Produktionsraten
fiir ein jeweils exprimiertes Protein erzielt werden k&nnen. Die
Anmeldung offenbart Expressionsvektoren, die genetische Regula-
tionselemente flir die Expression in filamentésen Pilzen der
Klasse der Basidiomyceten enthalten. Sie erlauben bei Transfor-
mation filamentdser Pilze der Klasse der Basidiomyceten die Se-
lektion positiver Transformanten aufgrund der Komplementation

eines auxotrophen Gendefekts.

Der in DE-A-19814853 offenbarte Gendefekt betrifft das pyrG-Gen.
Dieses Gen kodiert fiir die Orotidin-5‘-Phosphat Decarboxylase.
DE-A-19814853 offenbarte ferner Stidmme mit einem Defekt im pyrG-
Gen, die auf Minimalmedium nur in Gegenwart von Uridin wachsen
kénnen (Uridin Auxotrophie). Nach Transformation dieser Stamme
mit DNS-Vektoren, die ein intaktes pyrG-Gen enthalten, wachsen
die Uridin-auxotrophen Stadmme wieder auf Minimalmedium ohne U-

ridin (Uridin Prototrophie).

Uridin-auxotrophe Stamme werden nach dem Stand der Technik
(Boeke et al., Methods Enzymol. (1987) 154, 164 - 175) durch
Behandlung mit der genotoxischen Substanz 5-Fluor-Orotsaure
(FOA) isoliert. Bei der Behandlung mit FOA erzeugte Uridin-

auxotrophe Stamme besitzen einen genetischen Defekt entweder im
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pyrG-Gen oder im pyrF-Gen. Das pyrF-Gen wird auch urab5-Gen ge-
nannt. Es kodiert fur das Enzym Orots&ure-Phosphoribosyl-

transferase.

Auch Uridin-auxotrophe Basidiomycetenstdmme mit einem Defekt im
pyrF-Gen wiren wertvolle Stamme fir die Transformation zum
Zweck der Proteinproduktion, wenn das intakte pyrF-Gen aus Ba-
sidiomyceten als Selektionsmarkergen fiir die effiziente Trans-
formation zur Verfiigung stande. PyrF-Gene sind aber bisher nur
fiir Pilze aus der Klasse der Ascomyceten wie z. B. Podospora
anserina (Gene 53 (1987), 201 - 209), Kluyveromyces lactis (un-
verdffentlicht, die DNS-Sequenz ist in der ,Genbank® Datenbank
unter der Zugangsnummer k1j001358.gb pl abgelegt) oder Yarrowia
lipolytica (M. Sanchez et al., Yeast 11 (1995), 425 — 433) be-
schrieben worden. Dagegen sind keine pyrF-Gene von filamentosen
Pilzen aus der Klasse der Basidiomyceten wie z.B. der Gattungen

Trametes, Coriolus oder Polyporus bekannt.

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, pyrF-Gene von
filamentdsen Pilzen aus der Klasse der Basidiomyceten zur Ver-—
fiigung zu stellen. Diese Gene eignen sich zur Verwendung als

Selektionsmarkergene fiir die Transformation Uridin-auxotropher

Stamme.

Die vorliegende Erfindung betrifft eine DNS-Sequenz, die flr
ein Protein mit Enzymaktivitat der Orotsaure-Phosphoribosyl-
transferase (pyrF-Aktivitat) kodiert, dadurch gekennzeichnet,
daB sie die chromosomale DNS-Sequenz SEQ ID NO:1 ab Position
1133 bis einschlieBlich Position 1877 umfaht oder die cDNS-
Sequenz SEQ ID NO:2 ab Position 1 bis einschlieBlich Position
684 umfaBt oder eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie
gréBer als 60 % zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO:1 oder SEQ ID NO:2
umfalit.

Bevorzugt ist eine DNS-Sequenz mit einer Seguenzhomologie gré-
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Ber als 70 % zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO:Z.

Tn einer besonders bevorzugten Ausfihrung umfaBt die vorliegen-
de Erfindung eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie grober

als 80 % zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO:Z.

In der vorliegenden Erfindung beziehen sich alle erwdhnten Ho-
mologiewerte auf Ergebnisse, die mit dem Computerprogramm "Wis-
consin Package Version 9.1, Genetics Computer Group (GCG), Ma-
dison, Wisconsin" erhalten werden. Die Homologiebestimmung er-
folgt durch eine Suche in der Datenbank mit dem Unterprogramm
"hlast" und den voreingestellten Werten (Trefferhaufigkeit
10,0). Die ahnlichsten Sequenzen werden dann mit dem Unter-
programm "gap" auf Homologie untersucht. Hierbei werden die
voreingestellten Parameter "gap creation penalty 50" und "gap
extension penalty 3" verwendet, um DNS-Sequenzen zu verglei-
chen. Um Aminos&duresequenzen zu vergleichen, werden die vorein-
gestellten Parameter ,gap weight 8" und ,length weight 2% ver-

wendet.

Die erfindungsgemafe DNS Sequenz SEQ ID NO:1 von Position 1133
pbis einschlieRlich Position 1225 und ab Position 1287 bis ein-
schlieRlich Position 1877, bzw. die davon abgeleitete cDNS-

Sequenz SEQ ID NO:2 von Position 1 bis einschlieBlich Position

684 kodiert fur ein Protein mit pyrF-Aktivitat.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein Protein mit
pyrF-Aktivitdt, dadurch gekennzeichnet, dald es die Aminosaure-
sequenz SEQ ID NO:3 umfaBt oder eine Aminosauresequenz mit ei-
ner Sequenzhomologie groBer 60 % zur Aminosauresequenz SEQ ID

NO:3 umfafRt.

Bevorzugt ist eine Aminosduresequenz mit einer Sequenzhomologie

groBer als 70 % zu der Aminosduresequenz SEQ ID NO:3.
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Insbesondere bevorzugt in der vorliegenden Erfindung ist eine

Aminosiuresequenz mit einer Sequenzhomologie gréBer 80 % zu der

Aminosduresequenz SEQ ID NO:3.

Die DNS-Sequenz SEQ ID NO:1 ab Position 1226 bis einschlieRlich
Position 1286 ist ein Intron, das nicht in Aminosdureseguenz

translatiert wird.

Die DNS-Sequenz SEQ ID NO:1 gibt von Position 1 bis Position

1132 die DNS Sequenz flir die Promotorregion zur Transkription
des pyrF-Gens aus Tramtetes versicolor wieder. Diese Promotor-
sequenz l&Rt sich gegen beliebige andere Promotorsequenzen zur

Transkription austauschen.

Die erfindungsgemdBe DNS-Sequenz laBt sich beispielsweise durch
Klonierung aus dem Basidiomycetenstamm Trametes versicolor TV-1
(hinterlegt bei der DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweig unter der Nummer

DSM 11523) erhalten. Dazu wird mittels an sich bekannter Metho-
den eine Genbank von Trametes versicolor TV-1 erstellt. Es kann
sich dabei um eine cDNS- oder um eine genomische Genbank han-

deln.

7zur Isolierung der erfindungsgemdBen DNS-Sequenz in der Genbank
werden DNS-Sonden verwendet, die pyrF-spezifische DNS-Sequenzen
enthalten. Solche DNS-Sonden lassen sich beispielsweise mittels
PCR-Reaktion unter Verwendung von DNS-Primern aus genomischer

DNS von Trametes versicolor TV-1 gewinnen.

Als Primer werden degenerierte DNS Abschnitte einer Lange von
vorzugsweise 23 bis 26 bp verwendet, deren Sequenz durch Se-
quenzvergleich bekannter pyrF-Gene festgelegt wird. Die als
Primer geeigneten DNS-Abschnitte erhdlt man vorzugsweise durch
Oligonukleotidsynthese der festgelegten DNS-Abschnitte. Die I-

solation eines erfindungsgemédBen pyrF-Gens kann beispielsweise
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wie in den Beispielen 1 bis 3 beschrieben erfolgen.

Ein beispielsweise derart isoliertes pyrF-Gen labt sich mittels
dem Fachmann bekannten Techniken wie beispielsweise der site

directed Mutagenese an jewells gewlinschter Position der Sequenz
modifizieren. Daher ist auch eine DNS-Sequenz kodierend fir ein
Protein mit pyrF-Aktivitat umfassend eine DNS-Sequenz mit einer
Sequenzhomologie grofer als 60 %, bevorzugt 70 %, besonders be-
vorzugt 80% zu der DNS-Sequenz SEQ ID NO:2 ab Position 1 bis

einschlieRlich Position 684 von der Erfindung umfasst.

zur Expression der erfindungsgemafen DNS wird diese in an sich
bekannter Art und Weise in einem Expressionsvektor kloniert,
dieser das pyrF-Gen enthaltende Expressionsvektor in einen Mik-

roorganismus eingebracht und in dem Mikroorganismus exprimiert.

Die Erfindung betrifft daher auch einen Expressionsvektor der
dadurch gekennzeichnet ist, daf er ein erfindungsgemébes pyrk-

Gen enthalt.

Die erfindungsgemdBen Expressionsvektoren eignen sich insbe-
sondere zur Expression von Genen die fir Proteine kodieren in
einem Wirtsorganismus der Gattung Trametes, Coriolus und Poly-
porus. Unter Genen die fir Proteine kodieren sind im Sinne der
Erfindung auch die von den Strukturgenen abgeleiteten cDNS-Gene
der Proteine zu verstehen. Bei den Proteinen kann es sich um
fiir den Wirtsorganismus heterologe Proteine oder um fir den

Wirtsorganismus homologe Proteine handeln.

Der erfindungsgemife Expressionsvektor enthdlt somit vorzugs-
weise auch mindestens ein Gen, das fur ein zu exprimierendes

Protein kodiert.

Besonders bevorzugt enthalt der erfindungsgemabe Expressions-

vektor mindestens ein Gen, das fur ein hydrolytisches Enzym
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z.B. aus der Gruppe der Cellulasen, Hemicellulasen und Lipasen
oder aus der Gruppe der Oxidoreduktasen wie z.B. den Lignin-
peroxidasen, Manganperoxidasen, Laccasen, Cellobiose-Chinon-

Oxidoreductase oder Cellobiose-Oxidase kodiert.

Insbesondere bevorzugt enthdlt der erfindungsgemabe Expressi-

onsvektor ein Gen fir eine Laccase.

Bei dem erfindungsgemifen Expressionsvektor kann es sich um ein
DNS-Konstrukt handeln, das in das Genom des Wirtsorganismus in-
tegriert und zusammen mit diesem repliziert wird. Alternativ
kann es sich bei dem Expressionsvektor um ein autonom repli-
zierendes DNS-Konstrukt handeln, das nicht in das Wirtsgenom
integriert, wie z.B. ein Plasmid, ein artifizielles Chromosom

oder ein vergleichbares extrachromosomales genetisches Element.

Ein erfindungsgemaber Expressionsvektor sollte vorzugsweilse

auch folgende genetische Elemente enthalten:

Einen Promotor, der die Expression eines proteinkodierenden
Gens in dem Wirtsorganismus vermittelt. Es sollte sich dabei
vorzugswelise um einen starken Promotor handeln, damit eine hohe
Expressionsleistung gewdhrleistet werden kann. Der Promotor ist
vorzugsweise funktionell mit dem 5'-Ende des zu exprimierenden
Gens verkniipft. Der Promotor kann von dem zu exprimierenden Gen
stammen oder es kann auch der Promotor eines fremden Gens ver-

wendet werden.

Vorzugsweise geeignete Promotoren sind ausgewdhlt aus der Grup-
pe der in filamentdsen Pilzen der Klasse der Basidiomyceten ak-
tiven Promotoren wie z. B. der GAPDH-Promotor aus Trametes ver-
sicolor, Promotoren fiir Laccasegene aus Trametes versicolor o-
der Polyporus pinsitus, der Promotor fir das Ornithin-
Transcarbamoylasegen oder das GAPDH-Gen aus Coriolus hirsutus

oder der GAPDH-Promotor aus Agaricus bisporus.
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Besonders bevorzugt ist der GAPDH-Promoter aus Trametes versi-
color. Dieser Promotor ist in DE-A-19814853 Beispiel 5 und DE-
A-19814853, SEQ ID NO: 3, Base 1 - 1542 offenbart.

Ferner sollten vorzugsweise flir den Wirtsorganismus passende
Signale fir die Transkriptionstermination und in Eukaryonten
zusatzlich Signale flr die Polyadenylierung in dem Expressions-
vektor enthalten und funktionell mit dem 3'-Ende des zu expri-
mierenden Gens verknipft sein. Solche Signale fur die Trans-
kriptionstermination und Polyadenylierung sind z.B. in SEQ ID

NO:1, bp 1878 - 3448 gezeigt.

Als Transkriptionsterminator kann der Terminator des zu expri-
mierenden proteinkodierenden Gens verwendet werden oder aber
der Terminator eines fremden Gens. Bevorzugt wird der

Transkriptionsterminator aus dem Gen einer Laccase verwendet.

Die Expression der Proteine kann intrazelluldr oder in Gegen-
wart einer funktionsfahigen Signalsequenz, zum Zweck der Sekre-

tion, auch extrazelluldr erfolgen.

Falls die Sekretion des exprimierten Proteins aus der Zelle er-
winscht ist, enthalt der erfindungsgemabe Expressionsvektor
vorzugsweise eine funktionstiichtige Signalsequenz 5" vor dem
proteinkodierenden Gen. Dartiberhinaus kann auch ein sogenannter
Sekretionscarrier, funktionell mit dem 5’ -Ende des protein-
kodierenden Gens verkniupft, in dem erfindungsgemdfen Expressi-

onsvektor enthalten sein.

Bei dem Sekretionscarrier kann es sich um das Gen fir ein

sekretiertes Protein oder um das Fragment eines Gens fir ein
sekretiertes Protein handeln. Der Sekretionscarrier kann mit
dem zu sekretierenden Protein funktionell so verkniipft sein,

daB ein Fusionsprotein aus Sekretionscarrier und dem zu sekre-
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tierenden Protein entsteht. In einer anderen Ausfihrung ist die
Verkniipfung von Sekretionscarrier und dem zu sekretierenden
Protein so gestaltet, daB der Sekretionscarrier von dem zu
sekretierenden Protein getrennt werden kann. Dies kann bei-
spielsweise bewerkstelligt werden durch Einfligung einer Erken-
nungssequenz flUr eine proteinspaltendes Enzym in die Verknip-
fungsstelle zwischen Sekretionscarrier und zu sekretierendem
Protein. Als Beispiel hierfir sei genannt die Lysin-Arginin Er-
kennungssequenz fir die sogenannte KEX2-Protease und als Bei-
spiel fiir einen Sekretionscarrier die Glucoamylase aus Asper-
gillus niger (Contreras et al., Bio/Technology (1991) 9, 378 -
381, Broekhuijsen et al., J. of Biotechnology (1993) 31, 135 -
145).

DNS-Sequenzen, die anders als Transkriptionsterminatoren am 3'-
Ende des proteinkodierenden Gens an der Expression und Sekreti-
on des exprimierten Gens beteiligt sind, koénnen ebenfalls in
dem erfindungsgemiBen Expressionsvektor enthalten sein. Ein
Beispiel dafir liefert das Gen flir die Laccase aus Neurospora
crassa, dessen 3 -Ende die Sequenz fur 13 Aminos&uren enthalt,
die wahrend der Sekretion des Proteins entfernt werden und im
reifen Protein nicht mehr enthalten sind (Germann et al., J.

Biol. Chem. (1988) 263, 885 - 896).

Die Herstellung der erfindungsgemdfen Expressionsvektoren er-
folgt mittels im Stand der Technik bekannter Verfahren. Ver-
schiedene Moglichkeiten sind in den Beispielen dargelegt. Die
dort beschriebenen Verfahren lassen sich vom Fachmann auf be-
liebige andere Vektoren, Resistenzgene, Regulationselemente und

Strukturgene anwenden.

Die Erfindung betrifft ferner Mikroorganismen, die dadurch ge-
kennzeichnet sind, daB sie einen erfindungsgemdfen Expressions-

vektor enthalten.
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Geeignete Mikroorganismen zur Expression eines erfindungs-
gemidBen Expressionsvektors sind Stamme filamentdser Pilze aus

der Klasse der Basidiomyceten.

Besonders geeignet sind Stédmme aus den Gattungen Trametes, Co-

riolus und Polyporus.

Besonders bevorzugte Wirtsorganismen sind monokaryontische

Stamme aus den Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus.

Insbesondere bevorzugt sind Wirtsorganismen der Art Trametes

versicolor.

Der Wirtsorganismus zeichnet sich vorzugsweise dadurch aus, dab
er einen genetischen Defekt im Stoffwechselmetabolismus (Au-
xotrophie) besitzt, aufgrund dessen der essentielle Stoffwech-
selmetabolit Uridin nicht mehr synthetisiert werden kann und
der Wirtsorgansimus auf Minimalmedien ohne Zusatz dieses Stoff-

wechselmetaboliten nicht mehr zum Wachstum befahigt ist.

Die erfindungsgemélen Expressionsvektoren erlauben die Selek-
tion positiver Transformanten aufgrund Komplementation eines
auxotrophen Gendefekts im Wirtsorganismus bei Transformation
von Pilzen ausgewdhlt aus den Gattungen Trametes, Coriolus und

Polyporus.

Die erfindungsgem&len Expressionsvektoren eignen sich zur Her-
stellung von Pilzstdmmen, die zur effizienten Expression und

Sekretion von Proteinen befahigt sind.
Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur Herstellung von
Pilzstammen, die zur effizienten Expression und Sekretion von

Proteinen befdhigt sind.

Dieses Verfahren, bei dem ein Pilz mit einem auxotrophen Gen-
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defekt als Wirtsstamm mittels an sich bekannter Verfahrens-
schritte mit einem Expressionsvektor, der ein Gen zur Komple-
mentation des auxotrophen Gendefekts im Wirtsstamm besitzt, in
einem Transformationsansatz transformiert wird und aus dem
Transformationsansatz mit dem Expressionsvektor transformierte
Klone durch Selektion auf Komplementation des auxotrophen Gen-
defekts ausgewahlt werden, wobei die Expression des Gens zur
Komplementation des auxotrophen Gendefekts im Wirtsstamm durch
ein genetisches Regulationselement kontrolliert wird, das im
Wirtsstamm aktiv ist, dadurch gekennzeichnet, dab als Wirts-
stamm ein Uridin-auxotropher Pilz ausgewahlt aus den Gattungen
Trametes, Coriolus und Polyporus mit einem Gendefekt im pyrF

Gen eingesetzt wird.

Bevorzugt als Wirt fur die Genexpression ist ein monokaryon-
tischer Basidiomycet aus der Gattung Trametes, Coriolus oder

Polyporus.

Insbesondere bevorzugt fiir die Genexpression ist ein Wirt der
Art Trametes versicolor, der einen Defekt im pyrF Gen hat und

fiir Uridin auxotroph ist.

Die Erfindung betrifft auch ein Expressionssystem umfalend ei-
nen Wirtsstamm ausgewdhlt aus den Gattungen Trametes, Coriolus
und Polyporus mit einem genetischen Defekt im Stoffwechselmeta-
bolismus aufgrund dessen der fir das Wachstum essentielle
Stoffwechselmetabolit Uridin nicht mehr synthetisiert werden
kann und der Wirtsstamm auf Minimalmedien ohne Zusatz dieses
Stoffwechselmetaboliten nicht mehr zum Wachstum befdhigt ist
sowie einen Expressionsvektor enthaltend ein Selektionsmarker-
gen, welches den auxotrophen Gendefekt des Wirtsstammes komple-
mentiert, dadurch gekennzeichnet, dab der Wirtsstamm als gene-
tischen Defekt im Stoffwechselmetabolismus einen Defekt im pyrF

Gen besitzt, und das Selektionsmarkergen ein pyrF Gen ist.
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Das pyrF Gen stammt bevorzugt aus einem Pilz der Gattung Agari-
cus, Coriolus, Polyporus, Pleurotus, Phanerochaete, Schizophyl-

lum oder Trametes.

Insbesondere geeignet als Selektionsmarkergen fiir das erfin-
dungsgemdBe Expressionssystem ist das Orotsaure-Phospho-
ribosyltransferasegen (pyrF Gen) aus einem filamentésen Pilz

der Klasse der Basidiomyceten Trametes versicolor.

Bevorzugt geeignet fiir die Expression des pyrF Gens sind die

erfindungsgemdBen Expressionsvektoren.

Vorzugsweise wird die Expression des pyrF Gens aus dem Basidio-
myceten Trametes versicolor vom Promotor und ggf. Terminator

fiir das pyrF Gen aus Trametes versicolor reguliert.

Das erfindungsgemiBe Expressionssystem eignet sich insbesondere
zur Expression eines Gens, das fir ein hydrolytisches Enzym
z.B. aus der Gruppe der Proteasen, Cellulasen, Hemicellulasen
und Lipasen oder aus der Gruppe der Oxidoreduktasen wie z. B.
den Ligninperoxidasen, Manganperoxidasen, Laccasen, Cellobiose-

Chinon-0Oxidoreductase oder Cellobicse-Oxidase kodiert.

Insbesondere bevorzugt eignet es sich zur Expression eines Gens

fiir eine Laccase.

Die Transformation des Wirtsstammes erfolgt nach Methoden, die
dem Stand der Technik entsprechen. Zu diesen Methoden gehoren

die Transformation von Protoplasten nach der CaCl,/PEG-Methode,
die Transformation durch Elektroporation oder die biolistische
Transformation durch BeschufR mit DNS-haltigen Mikroprojektilen.

Diese Verfahren sind in Standardlehrbiichern beschrieben.

Beispielsweise wird das zu transformierende Gen in bekannter

Art und Weise in einen erfindungsgeméBen Expressionsvektor klo-
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niert und mittels der genannten Methoden in einen filamentdsen
Pilz ausgewahlt aus den Gattungen Trametes, Coriolus und Poly-

porus eingebracht.

Das zu transformierende Gen kann aber auch in einen Expressi-
onsvektor ohne Selektionsmarkergen kloniert werden und zusammen
mit einem den auxotrophen Gendefekt des Wirtsstammes komplemen-
tierenden Vektor zur Erzeugung von Transformanten verwendet

werden (Cotransformation).

Der fiur die Transformation zu verwendende Stamm ist ein Uridin-
auxotropher filamentéser Pilz ausgewdhlt aus den Gattungen Tra-
metes, Coriolus und Polyporus. Beil dem betreffenden Stamm aus
der Klasse der Basidiomyceten kann es sich um einen monokaryon-
tischen oder aber auch um einen dikaryontischen Stamm handeln.
In einer bevorzugten Ausfihrung handelt es sich um einen Uri-

din-auxotrophen Stamm, der einen Defekt im pyrF Gen hat.

Besonders bevorzugt fiir die Transformation ist ein monokaryon-
tischer, Uridin-auxotropher, pyrF defizienter Stamm aus der Art

Trametes versicolor.

Die Selektion positiver Transformanten erfolgt beispielsweise,
indem Protoplasten nach der Transformation mit Vektor DNS auf
einem Medium ausgebracht werden, welchem zur osmotischen Stabi-
lisierung der Protoplasten ein Zusatz wie z. B. Sorbitol, Man-
nitol oder Saccharose beigefiigt ist und welches die Selektion
von Transformanten mit dem komplementierenden pyrF- Gen er-

laubt.

In einer bevorzugten Ausfihrung der Erfindung wird in einem ho-
mologen System der filament®se Pilz Trametes versicolor mit dem
Gen einer Laccase aus Trametes versicolor transformiert. Da-
durch wird eine Steigerung der Expressionsrate fur die besagte

Laccase erzielt, die die nach dem Stand der Technik erzielbare
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Produktionsrate in der Fermentation von 0,1 g Laccase/l Kultur-

medium signifikant verbessert.

Vorzugsweise verwendet man dazu den Promotor, der dem Laccase-
gen eigen ist oder den Promotor fir ein stark exprimiertes Gen
aus Trametes versicolor. Vorzugsweise verwendet man die Promo-
toren der Laccasegene I und III, deren Isolierung und Verwen-
dung in DE-A-19814853 offenbart ist. Den Promotor eines weite-
ren stark exprimierten Gens stellt der GAPDH Promotor fur die
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase aus Trametes versicolor

dar.

Vorzugsweise verwendet man Selektionsmedien, auf denen nur sol-
che Transformanten von Trametes versicolor wachsen kénnen, die
mit einem funktionell exprimierten Selektionsmarkergen fir das
pyrF-Gen transformiert worden waren. Bevorzugt handelt es sich
um ein im 6. Beispiel beschriebenes Minimalmedium in Abwesen-
heit von Uridin, auf dem pyrF auxotrophe Stamme von Trametes
Versicolor nicht mehr wachsen koénnen, bzw. erst nach Zusatz von

Uridin wieder wachsen konnen.

Die erfolgreiche Anwendung eines erfindungsgemafen Expressions-
vektors enthaltend das pyrF Gen als Selektionssystem ist abhan-
gig von der effizienten Expression des Selektionsmarkergens in
Trametes Transformanten. Fir eine effiziente Expression sind

entsprechende Expressionssignale notwendig.

In Trametes versicolor bewirken Expressionssignale aus Basidio-
myceten mit (iberraschenderweise erheblich hoherer Effizienz ei-
ne funktionelle Expression als die anderweitig verfigbaren Ex-
pressionssignale aus Ascomyceten. Deshalb stehen bei den erfin-
dungsgemahen DNS Vektoren das pyrF Selektionsmarkergen vorzugs-
weise unter der Kontrolle von genetischen Regulationselementen
aus Basidiomyceten, insbesondere bevorzugt von solchen ausge-

wdhlt aus den Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus.
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Vorzugsweise steht das pyrF Gen unter der Kontrolle der ihm

vorgeschalteten 5'-Promotorregion sowie der ihm nachgeschal-
teten 3/-Terminatorregion. Ein solches DNS-Fragment, bei dem
das pyrF Gen aus Trametes versicolor unter Kontrolle der Ex-
pressionssignale des pyrF Gens aus Trametes versicolor steht,

beschreibt SEQ ID NO:1.

Weiterhin kann das pyrF Gen unter der Kontrolle von Expressi-
onssignalen aus Basidiomyceten stehen, die verschieden von de-
nen des pyrF Gens sind. Zu den Expressionssignalen, die diese
Funktion erfillen, gehéren GAPDH-Promotoren filamentoser Pilze
aus der Klasse der Basidiomyceten, wie z.B. Coriolus hirsutus,
Phanerochaete chrysosporium, Agaricus bisporus oder Trametes
versicolor, der OCT-Promotor aus Coriolus hirsutus, der Promo-
tor der Laccase I oder der Laccase IIT aus Trametes versicolor
sowie der Terminator des GAPDH-Gens aus Agaricus bisporus oder
die Terminatoren des Laccase I, bzw. Laccase III Gens aus Tra-

metes versicolor.

Besonders bevorzugt ist ein Vektor, beil dem das pyrF Gen aus
Trametes versicolor unter Kontrolle der Expressionssignale des
GAPDH Gens aus Trametes versicolor steht. Ein solcher Vektor

ist im 4. Beispiel beschrieben.

Insbesondere bevorzugt ist ein Vektor, bei dem das pyrk Gen aus
Trametes versicolor unter Kontrolle der Expressionssignale des
pyrF Gens aus Trametes versicolor steht. Ein solcher Vektor ist

im 3. Beispiel beschrieben.
Das pyrF Gen kann jedes Gen sein, das fur ein Protein mit der
enzymatischen Aktivitat einer Orotsdure-Phosphoribosyl-

transferase kodiert.

Bevorzugt stammt das pyrF Gen aus einem filamentosen Pilz aus
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der Klasse der Basidiomyceten, wie z.B. Agaricus bisporus, Pha-
nerochaete chrysosporium, Coriolus hirsutus, Polyporus pinsi-

tus, Schizophyllum commune oder Trametes versicolor.
Besonders bevorzugt ist das pyrF Gen aus Trametes versicolor.

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines
Proteins welches dadurch gekennzeichnet ist, daBk das erfin-
dungsgemafe Expressionssystem enthaltend ein das Protein kodie-
rendes Gen in an sich bekannter Weise zur Proteinproduktion
eingesetzt wird oder dah ein Pilzstamm enthaltend ein das Pro-
tein kodierendes Gen, der nach dem erfindungsgemdfien Verfahren
hergestellt wurde, in an sich bekannter Art und Weise kulti-

viert wird.

Solche Herstellungsverfahren sind prinzipiell beispielsweise
bekannt aus Eggert et al., Appl. Environ. Microbiol (1996) 62,
1151 - 1158, Martinez et al., Appl. Microbiol. Biotechnol.
(1994) 41, 500 - 504, oder WO 93/08272.

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Er-
findung. Die in den Beispielen verwendeten Standardmethoden zur
Behandlung von DNS oder RNS, wie die Behandlung mit Restrikti-
onsendonukleasen, DNS Polymerasen, Reverser Transkriptase etc.
sowie die Standardverfahren wie Transformation von Bakterien,
Southern und Northern Analyse, DNS Sequenzierung, radioaktive
Markierung, Screening und PCR-Technologie wurden, wenn nicht
anders angegeben, durchgefihrt wie vom Hersteller empfohlen o-
der wenn keine Herstelleranleitung vorhanden war entsprechend

dem aus den Standardlehrbiichern bekannten Stand der Technik.

1l .Beispiel
Isolierung einer pyrF-spezifischen DNS Sonde
Eine DNS-Sonde zur Isolierung eines pyrF-Gens wurde durch PCR-

Amplifikation aus T. versicolor genomischer DNS mit degene-
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rierten Primern erzeugt. Die degenerierten Primer wurden anhand
eines Sequenzvergleichs bekannter pyrF-Gene konstruiert. Gene
fiir die Orotsiure Phosphoribosyltransferase (bezeichnet als
pyrF Gene oder, in einer anderen Nomenklatur bezeichnet als
ura5 Gene) wurden in den folgenden Gendatenbanken gesucht: a)
swissprot, b) sptrembl, c) pir, d) embl, e) genbank, f)

em tags, g) gb_tagsEMBL. Ura5, bzw. pyrF Gene folgender Orga-
nismen wurden fiir den Sequenzvergleich ausgewahlt: Yarrowia li-
polytica, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli, Rhizomu-
cor circinelloides, Colletotrichum graminicola, Trichoderma
reesei und Sordaria macrospora. Die Aminosduresequenzen der ge-
nannten pyrF Gene wurden verglichen. Durch den Sequenzvergleich
konnten drei Peptide mit einer Lénge von 6 bis 9 Aminosduren
identifiziert werden, die in allen pyrF-Proteinen vollstédndig
konserviert waren. Zwei dieser Peptide wurden unter Bericksich-
tigung degenerierter Codons in DNS zurlck uUbersetzt, um degene-
rierte Primer herzustellen. Die Primer hatten die folgenden Se-

quenzen (die Abkiirzung I bezeichnet die Base Inosin):

Primer A: 5'-TTYGGICCIGCITAYAARGGIATHCC-3' SEQ ID NO:4
Primer B: 5'-TTICCICCYTCICCRTGRTCYTT-3' SEQ ID NO:5

PCR-Amplifikationen wurden entsprechend dem Stand der Technik
nach den Angaben des Herstellers (PCR Kit von Qiagen, Hilden)
durchgefiihrt: Eine 50 pl PCR Reaktion enthielt 100 ng chromo-
somaler T. versicolor DNS (isoliert wie im 2. Beispiel be-
schrieben), den vom Hersteller bereitgestellten Puffer und da-
rilberhinaus 1,25 U Tag Polymerase, 1,25 mM MgCl2, je 0,2 mM der
vier dNTPs (dATP, dCTP, cGTP, dTTP) und jeweils 100 pmol der
Primer A und B. Die weiteren Bedingungen zur spezifischen
Amplifikation des gewlnschten PCR-Produkts waren: 4 min bei
94°C, gefolgt von 10 Zyklen von 1 min bei 94°C, 1 min bei 45°C
und 1 min bei 65°C sowie 30 Zyklen von 1 min bei 94°C, 1 min beil
50°C und 1 min bei 72°C. Es wurde ein PCR-Produkt von ca. 140 Dbp
erhalten. Das PCR-Produkt wurde durch Agarose Gelelektrophorese
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gereinigt, in den pCR-Script Vektor (Klonierkit von Stratagene,
Heidelberg) kloniert und in E. coli transformiert. Aus der An-
zucht transformierter E. coli wurde das Plasmid isoliert. Eine
DNS-Sequenzanalyse vom 5'- und 3'-Ende bestdtigte, dab es sich
bei dem klonierten DNS-Fragment um das Fragment eines pyrF-Gens

handelte.

zur Vorbereitung der DNS-Sonde fiir das Screening von pyrkF-Genen
wurde das pyrF-spezifische PCR-Fragment durch Behandlung mit
Not I und Eco RI ausgeschnitten, Uber Agarose Elektrophorese
isoliert und mit dem nicht-radioaktiven ,Gene Images" Detekti-

onskit der Fa. Amersham , Braunschweig markiert.

2. Beispiel

Herstellung einer chromosomalen Genbank aus Trametes versico-
lor.

Es wurde der Stamm Trametes versicolor TV-1 (hinterlegt bei der
DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 11523) verwen-
det. Mycel von Trametes versicolor wurde zuerst durch Anzucht
fur 7 Tage bei 28°C auf Malzagarplatten (3 % Malz Extrakt, 0,3
$ Pepton aus Sojabohnenmehl, 1,5 % Agar-Agar, pH 5,0) gewonnen.
Von den Malzagarplatten wurden drei Stiicke ausgestanzt und da-
mit 100 ml steriles Malzextrakt Medium (3 % Malz Extrakt, 0,3 %
Pepton aus Sojabohnenmehl, pH 5,0) in 500 ml Erlenmeyerkolben
angeimpft. Die Kultur wurde unter Schiitteln bei 100 rpm fur 7
Tage bei 28°C inkubiert. Die auf diese Weise hergestellte My-
celsuspension wurde i{iber eine Porzellannutsche abgesaugt und
mit 0,9 % Saline gewaschen. 1 g Mycel von T. versicolor wurden
in Gegenwart von fliissigem Stickstoff mit Morser und Pistill zu
einem feinen Pulver zerrieben. Das Pulver wurde in einem steri-
len ProbengefaB aufgenommen und sofort mit 5 ml Extraktionslo-
sung (0,1 M Tris-HC1l, pH 8.0, 0,1 M EDTA, 0,25 M NaCl, 0,6
mg/ml Proteinase K) und 0,5 ml einer 10 % (w/v) Natriumlauroyl-

sarcosinldsung versetzt. Nach Incubation bei 50°C fir mindes-



10

15

20

25

30

35

WO 01/07620 PCT/EP00/06091
18

tens 2 h wurde das Gemisch mit 0,85 ml 5 M NaCl und 0,7 ml ei-
ner 10 % (w/v) CTAB-Losung in 0,7 M NaCl versetzt und 30 min
bei 65°C inkubiert. Nach Zugabe von 7 ml eines Chloroform-
Isocamylalkoholgemisches (24:1) wurde der Ansatz ausgeschiuttelt,
die beiden Phasen durch Zentrifugation getrennt, die wéssrige
Phase entfernt und chromosomale DNS durch Zugabe von 0,6 Volu-
menanteilen Isopropanol gef&llt. Die weitere Reinigung der ge-
fidllten DNS erfolgte anschlieBend iiber eine S&dule (Qiagen Geno-
mic Tip). Auf diese Weise konnten aus 16 g Mycel 0,5 mg chromo-

somale DNS isoliert werden.

zur Herstellung der chromosomalen Genbank wurden 90 pg chromo-
somale DNS von Trametes versicolor TV-1 in einem Partialverdau
mit Sau 3A geschnitten und durch Agarose Gelelektrophorese auf-
getrennt. Die chromosomalen DNS-Fragmente wurden im Groben-
bereich von 5 - 20 kb und groéBer 20 kb isoliert und jeweils in
mit Bam HI vorgeschnittene Lambda-Phagen kloniert (,Lambda Zap®
Express® Klonierungssystem von Stratagene). Von der 5 - 20 kb
DNS-Fraktion wurden 4 x 10¢% Phagen/pg Vektor-DNS und von der
DNS-Fraktion groBer 20 kb wurden 5 x 10¢ Phagen/pg Vektor-DNS
erhalten. Die Phagen wurden durch Infektion des E. coli Stammes

XL-1 Blue MRF' amplifiziert.

3. Beispiel

Isolierung des pyrF-Gens.

Es wurde die im 2. Beispiel beschriebene chromosomale Genbank
von Trametes versicolor TV-1 verwendet. Das Screening nach dem
genomischen pyrF-Gen wurde nach dem Stand der Technik durch-
gefithrt. In einer ersten Screeningrunde wurden Zellen von E.
coli XL-1 Blue MRF' auf 10 Petrieschalen zuerst kultiviert und
dann mit 50000 Phagen der chromosomalen Genbank (5 - 20 kb
Fraktion, siehe 2. Beispiel) pro Petrieschale infiziert. Nach
Inkubation bei 37°C lber Nacht wurden die neu gebildeten Phagen
auf Nylonfilter (Stratagene) transferiert. Die Filter wurden

dann entsprechend den Empfehlungen des Herstellers mit der
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nicht-radioaktiv markierten pyrF-spezifischen Sonde (siehe 1.
Beispiel) hybridisiert. Die Hybridisierungstemperatur betrug
60°C. Positive Klone wurden gepickt und durch Wiederholung des
Screeningverfahrens gereinigt. Nach drei Runden der Verein-
zelung wurden bei dem Screening 6 stark hybridisierende Pha-
genklone isoliert, die nach einer Vorschrift des Herstellers
(Stratagene) durch "in vivo excision" in den pBK CMV Vektor
(Stratagene) umkloniert wurden. Analyse der Klone durch Verdau
mit Restriktionsendonucleasen und PCR zeigte, daB es sich bei
allen Klonen um pyrF-Gene handelte. Nach Sequenzanalyse von
drei Klonen wurde vom langsten der pyrF-Klone ca. 3,4 kb Se-
quenzinformation ermittelt. Dieser pyrF-Klon erhielt die Be-
zeichnung pyrF61 (SEQ ID NO: 1). Der Klon pyrFel enthielt Se-
quenzinformation fur das pyrF-Strukturgen (kodierender Bereich,
SEQ ID NO: 1, bp 1133 - 1877). Der kodierende Seguenzbereich
enthielt zusidtzlich ein Intron (SEQ ID NO: 1, bp 1226 - 1286),
das nicht in Aminosduresequenz translatiert wird. Das entspre-
chende pyrF cDNS-Gen ist in SEQ ID NO: 2 angegeben. Das in Klon
pyrF6l enthaltene pyrF-Strukturgen, ohne die Intronsequenz, ko-
diert fiir ein Protein mit der in SEQ ID NO: 3 angegebenen Ami-

nosauresequenz.

Daneben enthielt Klon pyrFé6l auch Sequenzinformation in der Re-
gion 5’ vor dem ATG-Startkodon (Promotorbereich, SEQ ID No: 1,

bp 1 - 1132) sowie Sequenzinformation in der Region 3’ nach dem
Stopkodon (Terminatorbereich, SEQ ID No: 1, bp 1878 - 3448). Es
handelt sich hierbei um neue genetische Regulationselemente fur
Trametes versicolor, die fiir die Herstellung von Expressions-

vektoren zur Genexpression in filamentdsen Pilzen aus der Klas-

se der Basidiomyceten verwendet werden koénnen.

4. Beispiel
Funktionelle Verkniipfung des Trametes versicolor GAPDH-
Promotors mit dem pyrF-Gen aus Trametes versicolor

A: Klonieren des pyrF-Gens in den pBluescript Vektor
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Fiir die weitere Bearbeitung wurde das pyrF-Gen aus pyrF6l in
den Vektor pBluescript umkloniert. Dazu wurde das pyrF-Gen als
1,6 kb Sac I - Spe I Fragment aus dem im 3. Beispiel erhaltenen
Klon pyrFél isoliert und in den mit Sac I und Spe I vor-
geschnittenen pBluescript Vektor subkloniert. Das dabei ent-

standene 4,6 kb Plasmid wurde pPyrFl genannt.

B: Einbau eines Linkers in pPyrFl fir die funktionelle Verknip-
fung des ATG Translationsstartkodons des pyrF-Gens mit dem
GAPDH-Promotor

Vektor pPyrFl wurde mit Sac I geschnitten, der linearisierte,
4,6 kb groBe Vektor durch Agarose Gelelektrophorese isoliert
und durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase dephosphory-
liert. Der auf diese Weise vorbereitete Vektor wurde mit den
Linkeroligonukleotiden PyF-1 (SEQ ID NO:6) und PyF-2 (SEQ ID
NO:7) ligiert. PyF-1 und PyF-2 hatten die folgende Sequenz:

Oligo PyF-1:
5'-CTAGACATGTCGCTCGAAARAATACCAGACAGAGCT-3"' SEQ ID NO:6
Oligo PyF-2:
5'~-CTGTCTGGTATTTTTCGAGCGACATGTCTAGAGCT-3" SEQ ID NO:7

In PyF-1 und PyF-2 ist die Schnittstelle fiir die Restriktions-
endonuklease BspLUll I unterstrichen, die fir die funktionelle
Verknipfung mit dem GAPDH-Promotor aus T. versicolor verwendet

werden kann.

Ligationsansitze von Sac I geschnittenem pPyrFl mit den Linker-
oligos PyF-1 und PyF-2 wurden in E. coli Top 10F‘-Zellen trans-
formiert. Positive Klone enthielten eine neu eingefihrte
BspLUll I Schnittstelle (neben zwei bereits in pPyrFl enthalte-
nen). Die richtige Orientierung des eingebauten Linkers, bei
der am Start-ATG Kodon des pyrF-Gens eine BspLUll I Schnitt-
stelle eingefiihrt worden war, wurde durch DNS-Sequenzanalyse

bestimmt. Der auf diese Weise hergestellte Vektor (ca. 4,5 kb
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GroRe) erhielt die Bezeichnung pPyrF2.

C: Einbau des T. versicolor GAPDH-Promotors in den pUC1l9 Vektor
Die DNS-Sequenz des Promotors fir das T. versicolor GAPDH-Gen
ist in DE-A-19814853, SEQ ID NO:3, bp 1 - 1542 offenbart. Ein
ca. 1 kb groBes Promotorfragment des GAPDH-Gens wurde als Sph I
Fragment isoliert und in einen pUC19 Vektor kloniert. Nach Ana-
lyse durch Doppelverdau mit den Restriktionsendonukleasen EcO
RI (im Polylinker von pUC19 enthalten) und BspLUll I (im GAPDH-
Promoterfragment enthalten) wurde ein Klon ausgewdhlt, in dem
die BspLUll I Schnittstelle der Eco RI Schnittstelle benachbart
war. Der auf diese Weise hergestellte 3,7 kb grobe Vektor er-

hielt die Bezeichnung pTVgap (Fig. 1).

Aus dem fiir die Herstellung von pTVgap verwendeten pUCl9 Vektor
war vorher eine singuldre BspLUll I Schnittstelle entfernt wor-
den, die bei der weiteren Vektorkonstruktion storend gewesen
wiare. Dies erfolgte, indem der pUC19 Vektor mit BspLUll I ge-
schnitten und der dadurch linearisierte Vektor mit Klenow DNA-
Polymerase behandelt wurde. Dadurch wurden die nach dem BspLU1ll
I Verdau versetzten Enden des pUC19 Vektors aufgefillt. An-
schlieBende Ligation und Transformation von E. coli Top 10F'
ergab Klone, die einen modifizierten pUCl9 Vektor ohne BspLU1ll
I Schnittstelle enthielten.

D: Funktionelle Verkniipfung des GAPDH-Promotors mit dem pyrF-
Gen

Der Vektor pTVgap wurde mit BspLUll I und Eco RI geschnitten,
das dabei entstandene 3,7 kb groBe Vektorfragment durch Agarose
Gelelektrophorese isoliert und durch Behandlung mit alkalischer

Phosphatase dephosphoryliert.

Aus dem Vektor pPyrF2 wurde das pyrF Gen als 1,6 kb grofles
BspLUll I - Eco RI Fragment isoliert. Dazu wurde pPyrF2 zuerst
partial mit BspLUll I geschnitten und das 4,6 kb grobe, linea-
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risierte Vektorfragment durch Agarose Gelelektrophorese iso-
liert. Das isolierte 4,6 kb Fragment wurde anschliefend mit Eco
RI nachgeschnitten. Dabei entstand das gewlnschte 1,6 kb pyrF
Genfragment, das durch Agarose Gelelektrophorese isoliert wur-

de.

Das 3,7 kb groBe BspLUll I - Eco RI Vektorfragment aus pTVgap
und das 1,6 kb groBes BspLUll I - Eco RI Fragment aus pPyrf2
wurden ligiert und mit dem Ligationsansatz E. coli Top 10F?
7ellen transformiert. Klone, bei denen das pyrF Gen uber die
BspLU1ll I Schnittstelle funktionell mit dem GAPDH-Promotor ver-
knipft worden war, wurden durch Restriktionsanalyse identi-
fiziert. Durch DNS-Sequenzierung wurde die korrekte Verknipfung
des GAPDH-Promotors mit dem Start-ATG Kodon des pyrF Gens bes-
tiatigt. Der korrekte Klon hatte eine Grohe von 5,3 kb und er-

hielt die Bezeichnung pPyrFgap (Fig. 2).

5. Beispiel:

Herstellung von Trametes Protoplasten und Regenerierung von
Pilzkolonien

Fir die Gewinnung von Protoplasten verwendet wurden die dikary-
otischen Stamme Trametes versicolor TV-1, Trametes versicolor
38070 (erh&ltlich von American Type Culture Collection, Rock-
ville, MD 20852 USA) und der monokaryotische Stamm Trametes
versicolor F2 100 (hinterlegt bei der DSMZ Deutschen Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38124 Braunschweilg
unter der Nummer DSM 11972). Mycel von Trametes versicolor wur-
de zuerst durch Anzucht fiir 7 Tage bei 28°C auf Malzagarplatten
(3 $ Malz Extrakt, 0,3 % Pepton aus Sojabohnenmehl, 1,5 % Agar-
Agar, pH 5,0) gewonnen. Von den Malzagarplatten wurden drei
Stiicke ausgestanzt und damit 100 ml steriles Malzextrakt Medium
(3 % Malz Extrakt, 0,3 % Pepton aus Sojabohnenmehl, pH 5,0) in
500 ml Erlenmeyerkolben, bzw. 125 ml des sterilen Mediums in
162 cm? ZellkulturgefaRen, angeimpft. Die Kultur wurde ohne
Schitteln fiir 7 Tage bei 28°C inkubiert, bis die Kulturflissig-
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keit dicht mit einer Mycelmatte bewachsen war. Die Kulturflis-
sigkeit wurde dekantiert und frisches Medium zugegeben (30 ml
fir das Mycel einer 100 ml Anzucht). Das Mycel wurde mit einem
Ultra Turrax (9500 rpm, 4 min) homogenisiert und unter Schit-

teln bei 100 rpm fir weitere 18 h bei 28°C inkubiert.

Die auf diese Weise hergestellte Mycelsuspension wurde durch
zentrifugation fur 5 min bei 1500 rpm (2000 x g) geerntet und
das dabei erhaltene Mycel dreimal durch suspendieren mit 0,1 M
Mgso,, 0,6 M Saccharose, 0,1 M Phosphat, pH 5,8 (OMT-Medium) und
anschlieBendes Zentrifugieren gewaschen. Das isolierte Mycel
wurde gewogen und bis zur Behandlung mit lytischem Enzym bei

4°C aufbewahrt.

Protoplasten wurden folgendermaBen hergestellt: In einem steri-
len Erlenmeyerkolben wurde Mycelium eines Kolbens in 15 ml ei-
ner frisch hergestellten und sterilfiltrierten Losung des lyti-
schen Enzymgemisches Novozym 234 (3 mg/ml, Novo Nordisk, Bags-
vaerd, Danemark) in OMT-Medium suspendiert. Das in der Enzymlo-
sung resuspendierte Mycelium wurde bei geringer Drehzahl (80
rpm) auf einem Schiittelinkubator (Infors) fir 1 bis 3 h beil
30°C inkubiert. Wahrend der Inkubation wurde die Bildung der
Protoplasten im Mikroskop beobachtet. Frei bewegliche Proto-
plasten waren Ublicherweise nach 1 h zu sehen. Der Endpunkt der
Protoplastierung wurde durch visuelle Inspektion im Mikroskop
bestimmt und die Protoplasten durch Filtration uber Glaswolle
in einem Glasfilter von restlichem Mycelium abgetrennt. Die
Glaswolle wurde sorgfaltig mit eisgekiihltem OMT-Medium gewa-
schen. Protoplasten wurden durch Zentrifugation der Suspension
in einem sterilen ProbengefaB isoliert (2000 rpm; 2500 x g,

4°C, 10 min). Die weitere Bearbeitung der Zellen erfolgte bei
4°C. Das Protoplastenpellet wurde durch suspendieren in OMT-
Medium gewaschen und durch Zentrifugation reisoliert. Bel Be-
darf wurde der Waschschritt wiederholt. Die Konzentration von

Protoplasten wurde unter dem Mikroskop in einer Zahlkammer be-
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stimmt. Die Protoplastensuspension wurde fir Experimente zur
Protoplastenregenerierung oder fur Transformationen auf eine

Konzentration von 1 x 108 Protoplasten/ml eingestellt.

Fiir Regenerierungsexperimente wurden von der Protoplasten-
suspension Verdiinnungsreihen hergestellt und auf Agarplatten
ausplattiert, die 1,5 % Malzextrakt, 0,1 % Trypticase Pepton, 2
$ Glucose, 1,5 % Agar und zur osmotischen Stabilisierung 0,4 M
Mannitol enthielten. Auf diese Weise wurde der Anteil an Uber-
lebensfahigen Zellen bestimmt und getestet, ob die erhaltenen
Protoplasten zu mycelartigem Wachstum regeneriert werden konn-
ten. Auf die gleiche Weise wurde auf osmotisch nicht stabili-
sierten Platten (ohne Mannitol) der Anteil an osmotisch stabi-
len Zellen (z.B. Mycelfragmente) bestimmt. Nach Inkubation bei
28°C fir 7 Tage wurden die erhaltenen Kolonien gezahlt. Der An-
teil iberlebensfihiger Zellen aus einer Reihe von Pro-
toplastenpraparationen betrug ca. 0,5 %. Diese Ergebnisse zei-
gen, daB von Trametes versicolor {iberlebensfahige und regene-
rierbare Protoplasten fiir Transformationsexperimente her-

gestellt werden konnen.

6. Beispiel

Isolierung von Uridin-auxotrophen Mutanten von Trametes versi-
color

Uridin-auxotrophe Mutanten von Trametes versicolor mit einem
Gendefekt im Pyrimidin Stoffwechsel (pyr-Mutanten) wurden in
Anlehnung des in Boeke et al., Methods Enzymol. (1987) 154, 164
- 175 beschriebenen Verfahrens isoliert. Als selektives Agens
wurde die genotoxische Substanz 5-Fluor-Orotsdure (FOA) verwen-
det. Mutagenese von Trametes versicolor Protoplasten erfolgte

durch UV-Behandlung.

A: UV-Mutagenese:
Fiir die Mutagenese verwendet wurde der im 5. Beispiel beschrie-

bene monokaryontische Stamm Trametes versicolor F2 100. Prote-
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plasten dieses Stammes wurden hergestellt wie im 5. Beispiel

beschrieben.

Fir die Mutagenese wurde als Quelle fir UV-Licht ein BioRad UV-
Linker (BioRad, Miinchen, Leistung 5,8 W/cm?, Abstand von der UV-
Quelle 16 cm) verwendet. Die Zahl der fir die Mutagenese ver-—
wendeten Protoplasten betrug 8 x 10°. Protoplasten von Trametes
versicolor wurden in einer Petrieschale vorgelegt und fiUr ver-
schieden lange Zeitabschnitte mit UV-Licht bestrahlt. Dabei
stellte sich heraus, dab unter den beschriebenen Bedingungen
eine Bestrahlung fiir 60 sec. optimal fir die nachfolgende Se-

lektion auxotropher Mutanten war.

B: Selektion von Uridin auxotrophen Mutanten:
Fiir die Selektion von Uridin auxotrophen Mutanten wurde folgen-

des Minimalmedium (MM) verwendet:

Glucose 20 g/l
Agar 15 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat 1 g/l
Magnesiumsulfat 0,5 g/l
Dinatriumhydrogenphosphat 0,1 g/l
Adenin 27,5 mg/1l
DL-Phenylalanin 0,15 g/1
L-Asparagin 2,5 g/l
Thiamin 0,48 mg/1
Calciumchlorid 10 mg/1
Eisensulfat 10 mg/l
Kupfersulfat 2 mg/1
Zinksulfat 1 mg/1l
Mangansulfat 1 mg/1l

pH 5,0, mit Schwefelsdure eingestellt.

Fiir die osmotische Stabilisierung von Protoplasten wurde das

MM-Medium mit 0,6 M Saccharose supplementiert (MMS-Medium) . Fur
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Flissiganzuchten wurde das MM-Medium ohne Agar hergestellt.

Zu Beginn wurde das MMS-Medium mit verschiedenen Konzen-
trationen FOA sowie 10 mM Uridin supplementiert, um die Wachs-
tumseigenschaften auf selektivem Medium fir verschiedene Trame-
tesstdmme zu charakterisieren. Es stellte sich heraus, daB MMS-
Medium mit 1,5 mg/ml FOA und 10 mM Uridin (selektives MMS) das
Wachstum der untersuchten Trametesstamme vollstandig unter-

drickte.

Platten mit selektivem MMS wurden mit UV-mutagenisierten Proto-
plasten (in Abschnitt A beschrieben) beimpft und 21 Tage bei
28°C inkubiert. Im Gegensatz zu nicht mutagenisierten Proto-
plasten wurde das Wachstum von 35 Kolonien beobachtet. Diese
potentiellen pyr-defizienten Mutanten wurden, um den Uridin au-
xotrophen Phinotyp ndher zu charakterisieren, auf MM-Platten,
MM-Platten mit 10 mM Uridin und selektiven MM-Platten ausge-
bracht und das Wachstum zum Ausgangsstamm F2 100 verglichen.
Dabei zeigten von den 35 gepickten Kolonien 13 Trametesmutanten
eindeutig einen pyr-defizienten Phanotyp. Dies ist beispielhaft

in der Tabelle 1 fir den Wildtypstamm und drei Mutanten darge-

stellt.
Tabelle 1
Wachstum von Trametes versicolor Mutanten auf verschiedenen MM-
Medien
Stamm MM MM + 10 mM Uri- MM + 10 mM Uridin
din + 1,5 mg/ml FOA
F2 100 + + -
F2 100C2-1 - + +
F2 100C2-8 - + +
F2 100C4-13 - + +
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C: Identifizierung von pyrF-Mutanten

Die Mutagenese mit FOA kann entweder zu Mutanten im gewlinschten
pyrEF Gen (Orotsaure-Phosphoribosyltransferase) oder im pyrG Gen
(Orotodin-5’ ~Posphatdecarboxylase) fihren. pyrG Mutanten und
pyrF Mutanten wurden differenziert durch Transformation mit dem
pyrF-Gen aus Trametes versicolor, dessen Isolierung im 3. Bei-
spiel beschrieben wurde(Plasmid pyrFeél). Parallel dazu wurden
Uridin-auxotrophe T. versicolor Stémme auch mit dem Plasmid
pPyrFgap transformiert (Herstellung siehe 4. Beispiel). Die
Transformation von Trametes versicolor wird im 7. Beispiel be-

schrieben.

Bei 6 der 13 isolierten pyr-defizienten Mutanten konnten nach
Transformation mit den Plasmiden pyrF6l und pPyrFgap Kolonien
auf MM-Medium beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dab
diese sechs Mutanten defizient im pyrF Gen waren. Die drei
Stamme F2 100C2-1, F2 100C2-8 und F2 100C4-13 liefen sich wie-
derholt mit der héchsten Haufigkeit transformieren und wurden
fiir die weiteren Untersuchungen verwendet. Ein Vergleich der
Plasmide pyrFé6l und pPyrFgap bezlglich der Transformationshau-
figkeit ergab keine signifikanten Unterschiede, sodal der pyrF-

Promotor ausreichend fiir die Isolierung von Transformanten war.

Bei dem im 2. Beispiel beschriebenen pyrF-Gen handelt es sich
um ein neues Selektionsmarkergen fir die Transformation von
Trametes versicolor. Bei den Stammen Trametes versicolor F2
100C2-1, F2 100C2-8 und F2 100C4-13 handelt es sich um die ers-
ten bisher beschriebenen pyrF-defizienten Stamme von Trametes
versicolor. Diese pyrF-defizienten Stamme kénnen als Wirtsorga-
nismen dienen fir die Transformation von Trametes versicolor
und sind somit neue wertvolle Wirtsorganismen fiir die Protein-
expression und Proteinsekretion in filamentosen Pilzen aus der
Klasse der Basidiomyceten. Die Verwendung des Stammes F2 100C2-

1 zu diesem Zweck wird in den folgenden Beispielen beschrieben.
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7. Beispiel
Transformation von pyrF-defizienten Trametes versicolor Stammen

mit dem pyrF-Gen aus Trametes versicolor

A: Isolierung von Transformanten

Protoplasten von T. versicolor F2 100C2-1 wurden nach dem im 5.
Beispiel beschriebenen Verfahren hergestellt. Dabei war das An-
zuchtsmedium fir den auxotrophen Stamm mit 10 mM Uridin supple-
mentiert worden. Es wurde mit dem Vektor pyrFé6l (beschrieben im
3. Beispiel), bzw. pPyrFgap (beschrieben im 4. Beispiel) trans-

formiert.

Wie im 5. Beispiel beschrieben, wurden Protoplasten von Trame-
tes versicolor F2 100C2-1 hergestellt und in einer Endkonzent-
ration von 108/ml suspendiert. In Inkubationsgefé&fen von 12 ml
Volumen wurden 0,1 ml Aliquots der Protoplasten mit je 10 pg
DNS des betreffenden Plasmids gemischt und 30 min auf Eis inku-
biert. Danach wurde langsam und unter wiederholtem mischen 1,25
ml einer PEG4000 Lésung zum Transformationsansatz gegeben. Nach
weiteren 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Reak-
tionsgefdhe mit dem im 5. Beispiel beschriebenen OMT-Medium
aufgefiillt, gemischt und 10 min bei 4°C bei 2000 x g zentrifu-
giert. Die Pellets wurden resuspendiert und auf osmotisch sta-
bilisierten MMS-Platten ohne Uridin (beschrieben im 6. Bei-
spiel) ausplattiert. Die Platten wurden bei 28°C fur 14 Tage
inkubiert und auf Wachstum von Kolonien Uberprift. Bei ver-
schiedenen Experimenten wurden Transformationsraten von 0,5 - 3

Transformanten/ug Plasmid DNS erzielt.

B: Reinigung der Transformanten

Mycel der erhaltenen Transformanten wurde gepickt und durch
Ausplattieren auf frische Platten mit MM-Medium gereinigt. Da-
bei wurde das Inokulum punktfdrmig in der Mitte der Platte auf-
gebracht. Nach Inkubation fir ca. 7 Tage beil 28°C konnte radia-

les Mycelwachstum beobachtet werden. Dieser Reinigungsvorgang
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wurde wiederholt, wobei das Mycel fiir das Inokulum vom Rand der
ersten Reinigungsplatte entnommen wurde. MM-Platten wurden dann
erneut mit Inokulum der zweiten Reinigungsplatte inokuliert und
pei 28°C inkubiert, bis die Platten vollstdndig mit Mycel be-

wachsen waren.

C: Analyse der Transformanten

Transformanten von Trametes versicolor wurden mittels
Southernblot Analyse auf die Integration des Plasmids PyrFel,
untersucht. Dazu wurde von verschiedenen Transformanten und als
Kontrolle dem pyrF-defizienten Stamm F2 100C2-1 Zellmycel in
Flussigkultur hergestellt (siehe 2. Beispiel, Malzextrakt-
medium, fir F2 100C2-1 mit 10 mM Uridin versetzt). Von dem iso-
lierten Mycel wurde chromosomale DNS isoliert wie im 2. Bei-

spiel beschrieben.

Von den untersuchten Transformanten und dem nicht transfor-
mierten, Uridin-auxotrophen Ausgangsstamm F2 100C2-1 wurden je
3 pug der chromosomalen DNS, von pyrFe6l 100 ng des Plasmids mit
Nco I geschnitten, anschliefend durch Agarose Gelelektrophorese
getrennt und auf Nylonfilter (Qiagen) geblottet. Als DNS-Sonde
wurde Nco I geschnittenes Plasmid pyrFé6l verwendet, nicht-
radiocaktiv markiert wie im 1. Beispiel beschrieben. Mit dieser
DNS-Sonde konnten sowohl das pyrF Gen sowie die Vektoranteile

aus dem jeweiligen Plasmid nachgewiesen werden.

Die Hybridisierungstemperatur fiir die auf Nylonfilter geblot-
tete DNS mit der nicht-radioaktiv markierten DNS-Sonde betrug
60°C. Ansonsten wurden die in der Fachlitertur beschriebenen
Bedingungen fir Southernblots eingehalten. Southernblots wurden
durch Autoradiographie ausgewertet. Neben anderen Fragmenten
konnten zwei, vom pBK CMV-Vektoranteil von pyrFé6l stammende Nco
I Fragmente mit einer Lidnge von 0,7 kb, bzw. 1,9 kb detektiert
werden. Diese beiden Fragmente konnten nur in den Transforman-

ten, nicht jedoch in dem Uridin-auxotrophen Stamm F2 100C2-1
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nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis bestdtigt, dab bei der

Transformation des Uridin-auxotrophen Stammes Trametes versico-
lor F2 100C2-1 das Plasmid pyrF6l in das Genom integriert wor-
den war und zur produktiven Expression des Selektionsmarkergens
pyrF fihrte, wodurch die Uridin Auxotrophie dieses Stammes kom-

plementiert wurde.

8. Beispiel

Verwendung des pyrF-Gens zur Herstellung Laccase-
iiberproduzierender Trametes versicolor Stamme

A. Transformation von T. versicolor

Protoplasten von T. versicolor wurden nach dem im 5. Beispiel
beschriebenen Verfahren hergestellt. Zur Transformation verwen-
det wurde der im 2. Beispiel beschriebene Vektor pyrF6l sowie
der Laccase Expressionsvektor plLac3gap. Die beiden Vektoren
wurden in Co-Transformationsexperimenten verwendet, wo das Se-
lektionsmarkergen und das zu exprimierende Gen auf getrennten
Plasmiden enthalten sind. Die Herstellung von pLac3gap ist in
in DE-A-19814853, 6. Beispiel, offenbart. In plac3gap ist das
Gen fir die Laccase III aus T. versicolor funktionell mit dem

dem GAPDH Promotor aus T. versicolor verknupft.

Wie im 7. Beispiel beschrieben, wurden Protoplasten des pyrk-
defizienten Stammes Trametes versicolor F2 100C2-1 hergestellt
und in einer Endkonzentration von 108/ml suspendiert. In Inkuba-
tionsgefdaBen von 12 ml Volumen wurden 0,1 ml Aliquots der Pro-
toplasten mit je 10 pug DNS der Plasmide pLac3gap und pyrFel ge-
mischt und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde langsam und
unter wiederholtem mischen 1,25 ml einer PEG4000 Losung zum
Transformationsansatz gegeben. Nach weiteren 20 min Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die ReaktionsgefaBe mit dem im 5.
Beispiel beschriebenen OMT-Medium aufgefillt, gemischt und 10
min bei 4°C bei 2000 x g zentrifugiert. Die Pellets wurden re-
suspendiert und auf osmotisch stabilisiertem MM-Medium ohne U-

ridin (beschrieben im 6. Beispiel) ausplattiert. Die Platten
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wurden bei 28°C fiir 14 Tage inkubiert und auf Wachstum von Ko-
lonien iberprift. Bei verschiedenen Experimenten wurden Trans-
formationsraten von 0,5 - 3 Transformanten/pg DNS des Selekti-

onsmarkerplasmids pyrF6l erzielt.

Die erhaltenen Transformanten wurden gepickt und wie im 7. Bei-
spiel beschrieben zweimal durch ausplattieren auf frischen
Platten mit MM-Selektionsmedium ohne Uridin gereinigt. Selek-
tivplatten wurden dann erneut mit Inokulum der zweiten Reini-
gungsplatte inokuliert und nachdem die Platten vollstéandig mit
Mycel bewachsen waren, wurde die Laccaseproduktion in Schittel-

kolbenanzuchten Uberprift.

B: Anzucht im Schiittelkolben

Fiir die Anzucht im Schittelkolben wurden 2 cm? Mycel aus einer
voll bewachsenen Platte ausgestochen, steril zerkleinert und
damit eine Vorkultur von 50 ml (in einem 250 ml Erlenmeyer-
kolben) Malzextrakt-Medium (siehe 1. Beispiel) beimpft. Die
Vorkultur wurde 6 Tage bei 28°C unter Schiitteln bei 120 rpm in-
kubiert. Am sechsten Tag wurde die Vorkultur mit einem Ultra
Turrax fiir 30 sec bei 9500 rpm homogenisiert und damit 250 ml
Hauptkulturmedium (Zusammensetzung siehe MM-Medium im 6. Bei-
spiel) in einem 11 Erlenmeyerkolben beimpft. Die Hauptkultur
wurde dann wieder bei 28°C unter Schitteln bei 120 rpm inku-
biert. Die Laccaseproduktion wurde ab dem zweiten Tag der An-
zucht taglich gemessen. Laccaseaktivitat wurde photometrisch
mit dem Substrat ABTS (2,2'-Azino-bis(3-Ethyl-Benzthiazolin-6-
Sulfonsiure) bei 420 nm gemessen. (Extinktionskoeffizient von
ABTS bei 420 nm €450* 3,6 x 104 [1 x Molt x cmt]). Dabeil ent-
sprach 1 U Laccaseaktivitat dem Umsatz von 1 umol ABTS/min bei
37°C und einem pH von 4,5. Das Maximum der Laccaseproduktion in
Schiittelkolbenanzuchten wurde 10 - 14 Tage nach Beginn der
Hauptkultur erreicht. Tabelle 2 zeigt einen Vergleich verschie-
dener Transformanten mit dem nicht transformierten Ausgangs-

stamm Trametes versicolor F2 100. Fir den nicht transformierten
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Stamm F2 100 wurde dartiberhinaus die Laccaseproduktion nach In-
duktion mit dem in der Literatur beschriebenen Induktor 2,5-
Xylidin (Yaver et al., Applied and Environmental Microbiology
(1996) 62, 834 - 841) bestimmt. Wie aus Tabelle 2 zu ersehen,
ist die Laccaseproduktion im Schiittelkolben bei den besten
Transformanten des Stammes F2 100 gegeniber dem nichttransfor-
mierten Ausgangsstamm um den Faktor 14 (ohne Induktion), bzw.

um den Faktor 6 (mit Induktion) erhoht.

Tabelle 2

Stamm Trametes versicolor Maximale Laccaseproduktion (U/ml)

F2 100 4,60
F2 100/Xylidin* 11,20
TV L3F-4 15,20
TV L3F-7 42,50
TV L3F-9 17,60
TV L3F-14 51,50
TV L3F-21 33,90
TV L3F-29 64,80
TV L3F-35 35,10
TV L3F-38 13,80
TV L3F-51 56,70

* Die Induktion mit erfolgte drei Tage nach Beginn der Haupt-

kultur durch Zugabe von 2,5-Xylidin (1,5 mM Endkonzentration).
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Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
2ugeteilte EINGANGSNUMMER:

F2 100
DSM 11972

II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG

Mit dem unter 1. bezeichneten Mikroorganismus wurde

( ) cinewi haftliche Beschreibung
(X) cine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung

eingereicht.
(Zutreffendes ankreuzen).

HIL. EINGANG UND ANNAHME

Diese intemationale Hinterlegungsstelle nimmt den unter 1 bezeichneten Mikroorganismus an, der beiihram 1998-~01-28 (Datum der
Ersthinteriegung)' cingegangen ist.

IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG

Der unter [ bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Internationalen Hinterlegungsstelle am  eingegangen (Datum der Erst-
hinteriegung) und cin Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinteriegung in eine Hinterlegung gem48 Budapester Vertrag ist am
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung).

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Unterschrifi(en) der zur Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermichtigten Bediensteten:

Anschrift:  Mascheroder Weg 1b -
D-38124 Braunschweig V - é}

Datum: 1998-02-02

' Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist.
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Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: Von der INTERNATIONALEN }HNT'ERLEGiJNGSST’ELLE
zugeteilte EINGANGSNUMMER:
V-1
DSM 11523

Il. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG

Mit dem unter 1. bezeichneten Mikroorganismus wurde

( ) cine wissenschaftliche Beschreibung
(X) cine vorgeschi taxonomische Bezeick g

eingereicht.
(Zutreffendes ankreuzen).

III. EINGANG UND ANNAHME

Diese internationale Hinterlegungsstelle nimmt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der beithram 1997-04-25 (Datum der
Ersthinteriegung)’ eingegangen ist.

IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG

Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Intemationalen Hinterlegungsstelle am  cingegangen (Datum der Erst-
hinterlegung) und ¢in Antrag auf Umwandiung dieser Ersthinterlegung in eine Hinterlegung gem48 Budapester Vertrag ist am
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung).

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON ' Unterschrift(en) der zur Vertretung der intemationalen Hinterlegungsstelle
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermichtigten Bediensteten:

Anschrift:  Mascheroder Weg 1b V Z,
D-38124 Braunschweig . éf/ e

Daum: 1997-04-29

! Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifRt, ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status ciner internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist.
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INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE

1. HINTERLEGER II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS
Name: Consortium fir elektro- Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
chemische Industrie GmbH zugeteilte EINGANGSNUMMER:
Anschrit: Zielstattstr. 20 DSM 11523
81379 Miinchen Datum der Hinterlegung oder Weiterleitung':
1997-04-25

1. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG

Dic Lebensfihigkeit des unter Il genannten Mikroorganismus istam 1997 -04 -25 ? gepriift worden.
Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus

(X)® lebensfihig
( ) nicht mehr lebensfihig

IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN IST'

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Unterschrifi(en) der zur Vertretung der internationalen Hinterlegungsstelle
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermichtigten Bediensteten:

Anschrift: Mascheroder Weg 1b C{/ A
D-38124 Braunschweig V, (A

Dawm: 1997-04-29

! Angabe des Datums der Ersthintericgung. Wenn cine emeute Hinterlegung oder cine Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des Datums
der jeweils letzten erneuten Hinterlegung oder Weiterleitung.

z In den in Regel 102 Buchstabe a Ziffer ii und iii vorgeschenen Fillen Angabe der letzten Lebensfhigkeitspriifung.
’ Zutreffendes ankreuzen.
‘ Ausfulien, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Prifung negativ waren.
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Patentanspriiche:

DNS-Sequenz, die flir ein Protein mit Enzymaktivitat der O-
rotsdure-Phosphoribosyltransferase (pyrF-Aktivitdt) kodiert,
dadurch gekennzeichnet, daB sie die DNS-Sequenz SEQ ID NO:1
ab Position 1133 bis einschlieflich Position 1877 umfaBt o-
der

die DNS-Sequenz SEQ ID NO:2 ab Position 1 bis einschlieBlich
Position 684 umfaBt oder

eine DNS-Sequenz mit einer Sequenzhomologie groBer als 60 %
zu den genannten Bereichen der DNS-Sequenz SEQ ID NO:1, oder

SEQ ID NO:2 umfasst.

Protein mit pyrF-Aktivit&dt dadurch gekennzeichnet, daB es
die Aminosdure-Sequenz SEQ ID NO:3 umfaBt oder eine Amino-

sdure-Sequenz mit einer Sequenzhomologie groéfer als 60 % zu

der Aminosduresequenz SEQ ID NO:3.

Expressionsvektor dadurch gekennzeichnet, daB er eine DNS-

Sequenz gem&f Anspruch 1 umfaBt.

Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er einen Ex-

pressionsvektor gemdl Anspruch 3 enthilt.

Verfahren zur Herstellung von Pilzstdmmen, die zur effizien-
ten Expression und Sekretion von Proteinen befdhigt sind,
bei dem ein Pilzstamm mit einem auxotrophen Gendefekt als
Wirtsstamm mittels an sich bekannter Verfahrensschritte mit
einem Expressionsvektor, der ein Gen zur Komplementation des
auxotrophen Gendefekts im Wirtsstamm besitzt, in einem
Transformationsansatz transformiert wird und aus dem Trans-
formationsansatz mit dem Expressionsvektor transformierte
Klone durch Selektion auf Komplementation des auxotrophen
Gendefekts ausgewdahlt werden, wobei die Expression des Gens

zur Komplementation des auxotrophen Gendefekts im Wirtsstamm
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durch ein genetisches Regulationselement kontrolliert wird,
das im Wirtsstamm aktiv ist, dadurch gekennzeichnet, daB als
Wirtsstamm ein Uridin-auxotropher Pilz ausgewdhlt aus den
Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus mit einem Gende-

fekt im pyrF Gen eingesetzt wird.

Expressionssystem umfalend einen Wirtsstamm ausgewd&hlt aus
den Gattungen Trametes, Coriolus und Polyporus mit einem ge-
netischen Defekt im Stoffwechselmetabolismus aufgrund dessen
der fir das Wachstum essentielle Stoffwechselmetabolit Uri-
din nicht mehr synthetisiert werden kann und der Wirtsstamm
auf Minimalmedien ohne Zusatz dieses Stoffwechselmetaboliten
nicht mehr zum Wachstum befdhigt ist sowie einen Expressi-
onsvektor enthaltend ein Selektionsmarkergen, welches den
auxotrophen Gendefekt des Wirtsstammes komplementiert, da-
durch gekennzeichnet, daR der Wirtsstamm als genetischen De-
fekt im Stoffwechselmetabolismus einen Defekt im pyrF Gen
besitzt, und das Selektionsmarkergen, das pyrF Gen aus einem

Pilz der Klasse der Basidiomyceten ist.

Verfahren zur Herstellung eines Proteins, dadurch gekenn-
zeichnet, dal ein Expressionssystem gemdl Anspruch 6 enthal-
tend ein das Protein kodierendes Gen in an sich bekannten
Weise zur Proteinproduktion eingesetzt wird oder dalb ein
Mikroorganismus gemadfB Anspruch 5 enthaltend ein das Protein
kodierendes Gen oder ein Pilzstamm hergestellt nach einem
Verfahren gemaf Anspruch 4 enthaltend ein das Protein kodie-
rendes Gen in an sich bekannter Art und Weise kultiviert

wird und das Protein aus der Kultur gewonnen wird.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110>
<120>
<130> Co990

<140>
<141>

<160> 7

<170>

<210> 1

<211> 3448
<212> Dann
<213>

<220>
<221>
222>

gene
(1133

<220>
<221>
<222>

promo
(1)..

<220>
<221>
<222>

3'UTR
(1878

<220>
<221>
<222>

intro
(1226

<400> 1
gatctcgagt

gttgggaacg
gaggcgagag
ggtatgttgt
ttggagcgtc
cgagggggaa
agtatctatg
cggatgcaca
tctcecctegg
cttgcaatag
cggaacaccg

ctaacagcgt

4

PatentIn Vers.

). . (1877)

ter
(1132)

) .. (3448)

n

) .. (1286)
aggatggaga
aggctgtcta
tatagagata
gtactgtcca
aggaaaagcg
agtgccagtg
cccggtcaag
aagcaggtag
ctctttgcaa
cgaaaacagc
tgagtggaag

cggatctcgce

.0

Trametes versicolor

acggtataac
ggtcggegtt
tcectaggag
ccttecteegg
cagacaggct
tagcagtgag
gtcgccgceac
agatgttcaa
ggcagctggce
tcaccagacg
agatgaagtg

tgcgttcecgg

pyrF Gen und seine Verwendung

gatgccagag
cttgtcgtcg
tgtgacgtca
gtcagacggg
gaagagtccce
gcgtgcectac
agacctcact
atggggcacyg
ggatgtttgg
tgagtatatg
gttatgaata

agcagaggcc

1

Consortium flr elektrochemische Industrie GmbH

aﬁgataggtg
gtcggccaga
tcggacgagt
tgtgatgtac
attccgecgce
gatatgagac
gtaacctcat
gagcgggteg
tcagttgagg
ctgtatacgg
catcccggtg

cggtacgagc

PCT/EP00/06091

tccagcggta
ggtacgattt
taccctccge
tgcgtceggg
agaaggtgtg
ggacatggtc
ggcaatgtcg
tccggagcegce
tactgcatcc
gagaaggaag
gaggttgagt

gccggtgtcet

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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gctcgtgttc
agaagatacg
gttgacgcta
cctgatccct
gccaggceggce
attccgtgceg
atctcgattc
cgaaaaatac
gaccttcacc
gtgaacgctc
cgtccgggcec
tcaaggcgtc
tcecegttege
tcgcgtacga
cggtgagggg
gccaggcgat
tcgatcggcea
tgggcgggaa
aggagcacgg
cgaaggaaag
tacatcgatc
ctgtcacgtt
tatagcacaa
tccatgggcea
cccaaccgac
gcagcctgcet
acgcccecga
cacgccggcg
aggtggccga

aggtccatgce

cggcacgccg
aaacgtcagt
taaaaaagaa
aggtttgaag
cgttagaaac
ggccgcgeeg
tcgacctcca
cagacagagc
ctcaaatcag
cctcaccccg
cgtgctcgac
gcccgggetg
ggcggggacc
ccgcaaggag
caagcgcgtg
tgagactgtg
ggaggtgggc
gggacgtgtg
ccggacggag
cgaatgagaa
catccactaa
gaacgcaaag
gaacatgtag
ctgagttatg
gacccgaacc
ccctgaccect
ccccacccegt
ccgtacctge
cgacagcccece

cgacgagcat

tatgctcgta
ctgcacctat
aaggacaaaa
gttcatcacc
gaaactacta
ccgataagcet
tcgeccgecgac
tcatcgagca
gccggteegt
cgcaggacct
acgctgtgcet
cccgegtteg
gcgctgetgce
gcgaaggatc
ctggtgctgg
acgaaggagg
aaggagggga
ccgacgatcc
gagcttgcga
gacacgaagg
acccatgcag
agccgaagat
taatagaacc
atgaactaac
ccagttatat
ccgtggggge
cgcgccecca
agccctgagce
agagatgctg

gtagggaagg

aatcaccttt
ggagatatgt
tgaccaccgce
tcaattcgta
cgtttaaacc
tgttttcgtg
gatcccttcce
cggcatgacc
ccecectececta
cgccctactt
ccgcgtacge
acgtgctctt
tgcaccgcga
atggggaggg
acgacgtcgce
ggggcgaggt
agagcacgct
tgaggatgaa
agatgcaaga
cagttgtgta
atgaagaccc
gtgagagtac
tgcagaaaca
cgctatcacc
cctceccecacac
acaacatgca
ctagcagact
gagccggtgt
atggcagcgg
tagatgacgg

2

agaaaacttg
aaaaatcgca
aggggtcgaa
gtcagacgcg
cgggtataac
aactgtcttc
ttcccactca
gccggtgege
ggctgcegege
cttcaacgcc
cgcgacgatc
cgggcccgeg
ccacggcatc
cgggatactt
gacggcgggce
cgttggcgcg
tgcggaggtyg
ggacctcatg
gtactgggag
ctaggtgagt
actgtacaat
acatgccatt
caaagcatga
aaaaacaccg
cgctcgcagc
cgceccecacce
ccccgaacca
caaagacagt
¢gcecggggcec

ggaaggtgat

PCT/EP00/06091

aataagtgag
aaaacatagc
cctgcaatct
atgccatttc
acagcctagt
ccectectge
ccatgtcgcet
tcaagttcgg
cgctctcccce
ggcctgcectcg
gcgcgegege
tacaagggca
accgtcgggt
gtgggcgcegce
acggcgatcc
gtgttgatgc
gaggcgctgt
aagtggttgc
cagtacggcg
aacaccacgc
ttctcggtac
catcccgata
tcagcaagac
ctcttattceg
agcagcagca
gacattcgca
cccgegcagce
ccaccaccag
gcccatgagg

gagcccgaag

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520
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aaggatgtct
agcgegeggd
tagcgcaaag
agcgagagct
ttggaatttc
tcatacgcac
aaggtcagca
agctcgtaaa
ctgacttatc
actccttcac
cggcgagaga
tgaaagacat
agagacgacg
taatgaaaag
ttccgeacct
tcaaactcga
<210> 2
<211> 684
<212> Dann
<213>
<220>

<221>
<222>

CDS
(1) ..

<400> 2

atg tcg

Met Ser
1

ctc
Leu

gcce
Ala

ggt
Gly

gcg
Ala

tac
Tyr
35

ccc
Pro

tcg
Ser

gac
Asp

acg
Thr
50

ctg
Leu

gggacccagg
tgtgcacaaa
gtcagaggcg
gccatgcgta
gactagtttc
tagagcatcg
ccgacatggce
cactctccag
tttcatccaa
aaagacgacc
ggaggcgcat
cttgaggaga
gcagaatgtg
tggcgcaacc
cgggcaagac

ctttgaaact

(684)

aaa
Lys

gaa
Glu

ctc
Leu
20

aag
Lys

ttc
Phe

ttc
Phe

tcc
Ser

tgc
Cys

tac
Tyr

ttc
Phe

aac
Asn

gcg
Ala

tggggcgage
ggtgccgagg
ggatgatact
gtctgaagag
aagtgtacgg
caaggtcgaa
atgtagtcag
atctacatta
ctacagagac
ttgtatattg
agaaaccgag
ctggaggtga
gggaagaaca
taatgcaaag
attcaatctc

tgagatcc

Trametes versicolor

aca
Thr

cag
Gln

acc
Thr

gg99
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly
40

tac
Tyr
55

gcc
Ala

cgggaggaga
ggaatgttga
attggacgta
cggcggggga
tcctcagtat
gatgaagttyg
acaagattga
agacgtgagt
agaaacccac
gcaagatttg
tgactggagg
gtagagcgat
agcaggagga
tgtatgaggg

agtaatgcac

atc
Ile

ctc
Leu
10

gag
Glu

ctc
Leu

ttc
Phe
25

acc
Thr

ctc
Leu

ctg
Leu

gcg
Ala

atc
Ile

gcg
Ala

acg
Thr

cgtaggtgag
ggcecctggtg
cgaggatagc
agtgtgtctc
catcatgtat
atccccgagce
gtacgcactt
atcgcatacc
ctcaaacttc
caggagcact
gattttgcga
agaagtacag
ggagtagagt
acatccgtgg

ttcactttcg

cac
His

ggc
Gly

gag
Glu

tca
Ser

aaa
Lys

ggce
Gly
30

tcc
Ser

ccc
Pro

999
Gly
45

cgc
Arg

gcg
Ala

gcg
Ala
60

PCT/EP00/06091

cgcgaggagg
tgaggcgggt
aagtcctgcg
ttctagctca
tgcaacagtg
ctataaagac
cccaagaaga
ttctecagtgce
tgcgtaacga
ggcaaggtga
atctcatcca
caggcagagc
gattttgaag
acataaagta

gagttcaact

acc
Thr

atg
Met
15

acc
Thr

c¢gg
Arg

ctc
Leu

gtg
Val

ctc
Leu

aag
Lys

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3448

48

96

144

192
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gcg tcg ccc
Ala Ser Pro
65

aag ggc atc
Lys Gly Ile

cac ggc atc
His Gly Ile

cat ggg gag
His Gly Glu
115

gtg ctg gtg
Val Leu Val
130

gcg att gag
Ala Ile Glu
145

ttg atg ctc
Leu Met Leu

gcg gag gtg
Ala Glu Val

ctg agg atg
Leu Arg Met
195

gag gag ctt
Glu Glu Leu
210

gaa agc gaa
Glu Ser Glu
225

<210> 3
<211> 227
<212> PRT

999
Gly

ccg
Pro

acc
Thr
100

ggc
Gly

ctg
Leu

act
Thr

gat
Asp

gag
Glu
180

aag
Lys

gcg
Ala

tga

ctg
Leu

ttc
Phe
85

gtc
Val

999
Gly

gac
Asp

gtg
Val

cgg
Arg
165

gcg
Ala

gac
Asp

aag
Lys

ccc
Pro
70

gcg
Ala

999
Gly

ata
Ile

gac
Asp

acg
Thr
150

cag

Gln

ctg
Leu

ctc
Leu

atg
Met

gcg
Ala

gcg
Ala

ttc
Phe

ctt
Leu

gtc
vVal
135

aag
Lys

gag
Glu

ttg
Leu

atg
Met

caa
Gln
215

<213> Trametes versicolor

<400> 3
Met Ser Leu
1

Ala Gly Ala

Ser Pro Tyr
35

ttc
Phe

999
Gly

gcg
Ala

gtg
Val
120

gcg
Ala

gag
Glu

gtg
Val

ggc
Gly

aag
Lys
200

gag
Glu

Glu Lys Tyr Gln Thr

5

Leu Lys Phe Gly Thr

20

gac
Asp

acc
Thr

tac
Tyr
105

ggc
Gly

acg
Thr

ggg
Gly

ggc
Gly

ggg
Gly
185

tgg
Trp

tac
Tyr

Glu

Phe
25

gtg
Val

gcg
Ala
90

gac

Asp

gcg
Ala

gcg
Ala

ggc
Gly

aag
Lys
170

aag

Lys

ttg
Leu

tagg
Trp

Leu
10

Thr

Phe Phe Asn Ala Gly Leu Leu

40

ctc

Leu
75

ctg
Leu

cgc
Arg

ccg
Pro

ggc
Gly

gag
Glu
155

gag
Glu

gga
Gly

cag
Gln

gag
Glu

ttc
Phe

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
Val

acg
Thr
140

gtc
Val

gg9g
Gly

cgt
Arg

gag
Glu

cag
Gln
220

999
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

agg
Arg
125

gcg
Ala

gtt
Val

aag
Lys

gtg
Val

cac
His
205

tac
Tyr

Ile Glu His

Leu Lys Ser

Ala Ser Gly

45

cce
Pro

cac
His

gcg
Ala
110

ggc
Gly

atc
Ile

ggc
Gly

agc
Ser

ccg
Pro
180
ggc
Gly

ggc
Gly

Gly

Gly
30

Pro

PCT/EP00/06091

gcg
Ala

cgc
Arg
95

aag
Lys

aag
Lys

cgc
Arg

gcg
Ala

acg
Thr
175
acg

Thr

cgg
Arg

gcg
Ala

Met
15

tac
Tyr
80

gac

Asp

gat
Asp

cgc
Arg

cag
Gln

gtg
val
160

ctt
Leu

atc
Ile

acg
Thr

aag
Lys

Thr

Arg Thr

Val Leu

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

684
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Asp Thr Leu Cys
50

Ala Ser Pro Gly
65

Lys Gly Ile Pro
His Gly Ile Thr
100

His Gly Glu Gly
115

Val Leu Val Leu
130

Ala Ile Glu Thr
145

Leu Met Leu Asp
Ala Glu Val Glu
180

Leu Arg Met Lys
195

Glu Glu Leu Ala
210

Glu Ser Glu
225

<210> 4
<211> 26
<212> Dann

Ser

Leu

Phe

85

Val

Gly

Asp

Val

Arg

165

Ala

Asp

Lys

Ala

Pro

70

Ala

Gly

Ile

Asp

Thr

150

Gln

Leu

Leu

Met

Tyr

55

Ala

Ala

Phe

Leu

Val

135

Lys

Glu

Leu

Met

Gln
215

<213> Artificial Sequence

<220>

Ala

Phe

Gly

Ala

Val

120

Ala

Glu

Val

Gly

Lys

200

Glu

Ala

Asp

Thr

Tyr

105

Gly

Thr

Gly

Gly

Gly

185

Trp

Tyr

Thr

Val

Ala

90

Asp

Ala

Ala

Gly

Lys

170

Lys

Leu

Trp

Ile

Leu

75

Leu

Arg

Pro

Gly

Glu

155

Glu

Gly

Gln

Glu

Ala

60

Phe

Leu

Lys

Val

Thr

140

Val

Gly

Arg

Glu

Gln
220

Arg

Gly

Leu

Glu

Arg

125

Ala

Val

Lys

Val

His

205

Tyr

Ala

Pro

His

Ala

110

Gly

Ile

Gly

Ser

Pro

190

Gly

<223> Die Beschreibung von Knstliche Seguenz:PrimerA

<220>

<221> primer bind

<222> (1)..(26)

<220>

<221> primer bind

<222> (1)..(26)
<223> n =1

<400> 4

ttyggnceng cntayaargg nathcc

<210> 5
<211> 23

PCT/EP00/06091

Leu

Ala

Arg

95

Lys

Lys

Arg

Ala

Thr

175

Thr

Arg

Ala

Lys

Tyr

80

Asp

Asp

Arg

Gln

Val

160

Leu

Ile

Thr

Lys

26
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<212> Dann
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz:PrimerB

<220>
<221> primer bind
<222> Complement ((1)..(23))

<220>

<221> primer bind

<222> Complement ((1)..(23))
<223> n = 1

<400> 5
ttnccnceyt cncecrtgrtce ytt 23

<210> 6

<211> 35

<212> Dann

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz:PyF-1

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(35)

<400> 6
ctagacatgt cgctcgaaaa ataccagaca gagct 35

<210> 7

<211> 35

<212> Dann

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Die Beschreibung von Knstliche Sequenz:PyF-2

<220>
<221> misc_feature
<222> Complement ((1)..(35))

<400> 7
ctgtctggta tttttcgagc gacatgtcta gagcet 35
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